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1. INTRODUCAO

O morangueiro € uma planta herbacea pertencente ao género Fragaria da
familia Rosacea. Seu pseudofruto, popularmente conhecido como fruto, possui
grande apelo frente ao consumidor devido suas caracteristicas como, aroma, cor
sabor e textura, sendo considerado fonte de vitaminas, minerais e compostos
antioxidantes, devido seus elevados teores de antocianinas e compostos fendlicos
(Erkan et al., 2008).

O incremento nos teores de compostos que possam proporcionar
propriedades funcionais nos frutos tem sido alvo de diversos estudos em virtude
de seus efeitos benéficos, sequestrando radicais livres no nosso organismo e
auxiliando no combate ao envelhecimento precoce das células, suscetibilidade a
infeccbes, aumento da atividade antiinflamatoria, dentre outros. Os principais
compostos presentes no morango com este potencial sédo os acidos fendlicos, os
flavonoides e as antocianinas.

Além do crescente interesse na possibilidade de aumentar o conteudo de
compostos funcionais, o sistema de producdo de morango, em especial as etapas
de transporte e comercializacdo sofrem ainda graves perdas devido as
caracteristicas sazonais de producdo, ao curto periodo de maturacdo e a baixa
resisténcia mecanica dos frutos. Neste contexto, estudos que visam uma melhor
compreensao sobre o processo de maturacdo em frutos tem sido foco de
inimeros projetos de pesquisa (MAINARDI et al., 2006; JIA et al., 2011; JIA et al.,
2013).

A classificacdo dos frutos ocorre conforme seus padrdes de respiracédo e
producdo de etileno, considerados climatéricos ou nao climatéricos. Os frutos
climatéricos, como banana e tomate, mostram um elevado aumento na producéo
de etileno em associacdo com o acréscimo das taxas de respiracdo durante o
processo de amadurecimento, sendo estabelecidas as vias de regulacdo e
sinalizacdo (Mainardi et al., 2006). Em contraponto os frutos ndo climatéricos
CcOmo morango e uva, ndo oferecem esse aumento na taxa respiratéria, tampouco
responsiva ao etileno durante a maturacdo (Jia et al., 2011), sendo que seus
mecanismos moleculares e que regulam o amadurecimento ainda ndo estdo
consolidados. Entretanto, € demonstrado que tanto frutos climatéricos quanto nao
climatéricos, durante sua maturacdo, apresentam um aumento no conteudo de
Acido Abscisico (ABA) (Li et al., 2011), mostrando-se assim, uma possivel
alternativa para o desenvolvimento de um processo de controle da maturacdo de
frutos ndo climatéricos.

Em morangos, até o momento foram identificados trés genes da familia
NCED (codifica para uma enzima chave na biossintese de ABA), tendo a relacao
da maturacdo do gene FaNCED1 estudado quanto a influéncia no acumulo de
ABA (Jia et al., 2011). A relevancia desse horménio acontece devido a
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possibilidade de apresentar funcao significativa na regulacdo e amadurecimento,
uma vez que sua aplicacdo exdgena pode influenciar o amadurecimento dos
frutos, enquanto o silenciamento da transcricdo de FaNCED1 ocasiona retardo no
amadurecimento devido a diminui¢cdo do conteudo de ABA (Chen et al., 2011; Jia
et al., 2011).

De modo geral, o ABA ativo € rapidamente catabolizado através das duas
rotas principais: a degradacdo oxidativa, catalisada pela enzima ABA-8-
hidroxilase (CYP707A), formando &cido faseico (PA), o qual é convertido a &cido
dehidrofaseico (DPA); ou por meio da inativacao por glicosilagéo, catalisada pela
enzima ABA-glucosiltransferase (ABA-GTase) formando ABA-glucosileter (ABA-
GE) ou ABA-glucosilester (ABA-GS), sendo essa reacdo suscetivel de reversao
sendo a desconjugacao catalizada pela enzima B-glucosidase (BG). Apesar do
conhecimento da existéncia desta via, 0 envolvimento de FaBGs e de
FaCYP707A no amadurecimento de frutos de morango ainda necessita ser
esclarecido.

Este estudo teve como objetivo caracterizar a expressdao de membros da
familia génica CYP707A por PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR) e avaliar
a producéo de ABA, PA e DPA durante o desenvolvimento de frutos de morango.

2. METODOLOGIA

A coleta das amostras ocorreu com aproximadamente 15 frutos de
morango de seis estagios de maturacao, coletados de cultivo em campo. Estes
frutos foram separados em trés pools, sendo imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até 0 momento das analises.

A quantificacdo de ABA, DPA e PA foi realizada em HPLC-MS/MS
(cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrometria de massas)
conforme Perin (2016) (Perin et al.,2018).

Para a avaliacdo da expressao génica, os frutos morangos coletados foram
macerados com auxilio de nitrogénio liquido, e o RNA total extraido com o método
CTAB modificado (Messias et al., 2013). A quantificacdo do RNA foi realizada
pelo protocolo Qubit Quantitation Platform que inclui o aparelho Qubit fluorémetro
(Invitrogen™) e os reagentes do kit Quant-it (Invitrogen™). Os produtos de
extracdo de RNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v)
em tampao TBE com o corante GelRed™, com intuito de avaliar a qualidade do
RNA extraido. A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima transcriptase
reversa M-MLV e oligo(dt), conforme fabricante (Invitrogen™).

Oligonucleotideos sintéticos foram projetados com auxilio do programa
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_code.html) de modo a produzir
amplicons com tamanho entre 100 e 250 pares de bases e visando uma
temperatura de hibridizacdo em torno de 60 °C. A expressdo dos genes foi
avaliada através da técnica de RT-qPCR, padrdo ouro para analise de expressao
genes (Bustin et al., 2009). Reacdes de RT-gPCR foram feitas em um volume
final de 20 pL, compostas de 10 pL de cada amostra de cDNA diluida 100 vezes e
mais 10 pL de mix contendo 2 pyL de 1x PCR buffer, 1,5 uL de 50 mM MgCl3, 0,2
pL dNTPs 5 mM, 0,2 uL do par de oligonucleotideos 10 uM, 2,0 uL de SYBR
green (1:100,000 - Molecular Probe, OR, USA) e 0,25 U de Platinum Tag DNA
polymerase (5 U/pl) (Invitrogen, CA, USA). As reacbes foram realizadas em
termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems) utilizando as seguintes condic¢des:
5" a 95 °C seguidos por 40 ciclos de 1°’a 95 °C, 1" a 50 °C, 1’ a 72 °C e extensao
final de 77 a 72 °C. Apds, as amostras foram aquecidas de 55 até 99 °C com um
aumento de 0,1 °C/s para adquirir a curva de desnaturacdo dos produtos
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amplificados, utilizada para verificar a especificidade dos oligos. Para os calculos
de expressdo relativa dos genes, foi utilizado o método 222t através da
comparacao da expressdo com genes previamente caracterizados no nosso
laboratorio (Galli et al., 2015) como normalizadores (housekeeping genes) para
essas condigdes em morango.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ABA desempenha um papel vital no desenvolvimento e amadurecimento
de frutos, bem como na adaptacdo ao estresse ambiental, e € modulado por um
equilibrio dindmico entre a biossintese e o catabolismo em plantas superiores (Jia
et al., 2013). A via de biossintese do ABA em morango € bem compreendida (Jia
et al., 2011; 2013); no entanto, sdo limitadas as pesquisas acerca das vias de
reativagdo e catabolismo. As enzimas CYP707A sao consideradas chave na
oxidacao e catabolismo do ABA. No presente estudo, trés copias de CYP707A
previamente identificadas pelo nosso grupo de pesquisa (GONZALEZ, 2018)
foram avaliadas quanto ao nivel de expressdo. As trés copias do gene CYP707A
mostraram expressao decrescente ao longo do desenvolvimento dos frutos,
sendo que CYP CL17 apresentou valores de expressao superiores em frutos
imaturos, enquanto que CYP CL18 e CYP CL28 apresentam um papel mais
significativo em folhas e raizes (Figura 1).
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Figura 1. Expressdo de genes da familia génica CYP707A que codifica para
enzima ABA-8-hidroxilase da rota biossintética do acido abscisico em morango. 1-
6, estagios de desenvolvimento de frutos de morango, conforme Figura 1; F,
folha; R, raiz; RQ, expressao relativa. Os dados representam a médiatdesvio
padrdo com base em trés réplicas bioldgicas.

De acordo com a Figura 2, DPA é o metabdlito mais abundante, seguindo
de ABA e PA. O conteudo de PA diminui ao longo do desenvolvimento dos frutos;
enquanto que o conteudo de DPA aumentou no segundo estadio, decaiu no
terceiro estddio e novamente aumentou até o Ultimo estadio avaliado. Ja o
contetudo de ABA aumenta ao longo do desenvolvimento do fruto, sendo que este
aumento apresentou correlacdo negativa com a expressao dos genes CYP707A,
indicando que estes genes desempenham papel importante na regulacdo do
contetdo de ABA nestes frutos. Isso pode sugerir que as duas vias do
metabolismo de ABA, biossintese e catabolismo, sdo importantes na
determinacado do nivel endégeno de ABA.
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Figura 2: Conteudo de ABA e DPA durante o desenvolvimento de frutos de
morango

4, CONCLUSOES

Através da comparacao do perfil transcricional de genes FaCYP707A com
o contetdo de ABA, PA e DPA em morango, foi possivel concluir que estes genes
apresentam funcao relevante na regulac@o nos niveis destes metabolitos durante
o desenvolvimento de frutos de morango, sendo o DPA o mais abundante destes
metabolitos. Futuros estudos seréo direcionados no sentido de validar o papel
destes genes no processo de amadurecimento de frutos de morango através do
silenciamento individual de cada um destes genes.
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