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1. INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) € uma hortalica de clima
temperado com grande apelo frente ao consumidor devido seu pseudofruto
possuir uma coloracdo vermelha brilhante, odor tipico, textura macia e sabor
levemente acidificado. O morango é considerado fonte de vitaminas, minerais e
compostos antioxidantes, devido a seus elevados teores de antocianinas,
compostos fendlicos e vitamina C (ERKAN et al., 2008).

O L- acido ascorbico (AsA) composto de seis carbonos, derivado da
glicolise, € um &cido fraco, solivel em agua e é fundamental para a saude
humana, sendo conhecido como vitamina C. Esta, atua como uma potente
molécula antioxidante, participa da sintese do coldgeno, e no funcionamento de
neurotransmissores e horménios (Mann, Jim; Truswell, Stewart, 2017). Nas
plantas, o acido ascérbico participa de uma variedade de processos, incluindo
fotossintese, fotoprotecdo, crescimento da parede celular, expansédo celular,
resposta a estresses ambientais, sintese de etileno, acido giberélico, antocianinas
e hidroxiprolina (CONKLIN; BARTH, 2004).

Quando plantas sofrem estresse bioticos ou abiéticos ha a formacao de
espécies reativas de oxigénio, as quais sdo danosas para células. Por isso,
enzimas como APx (L-ascorbato peroxidase) e LAC (L-ascorbato oxidase) usam o
AsA para neutralizar os radicais em formas inertes, e com isso acabam
transformando-o em monodehidroascorbato e dehidroascorbato, respectivamente,
que sao formas oxidadas desta vitamina. O AsA oxidado entdo pode sofrer
reducdo pela monodehidroascorbato redutase (MDHAR) e pela dehidroascorbato
redutase (DHAR) em reacBes que utiizam NADPH, para se tornar AsA
novamente, promovendo assim a sua reciclagem (Alscher et al., 1997). Além da
reciclagem do ascorbato, o conteiudo de ASA nas células vegetais € determinado
pela sua sintese de novo, a qual ocorre devido a acao da enzima L-galactono-1,4-
lactone dehidrogenase (GLDH), que utiliza L-galactona-1,4-lactona para a
geracao de AsA.

Sabendo que os niveis transcricionais dos genes que codificam para as
enzimas GLDH, MDHAR e DHAR pode influenciar no conteido de AsA em
células vegetais, e levando em consideragdo que nosso grupo de pesquisa dispde
de um banco de dados de mRNAseq obtida de frutos de morango da cultivar
Camarosa, o presente trabalho visou identificar sequéncias codificadoras destas
trés enzimas e determinar a expressao destes genes e o conteudo de AsA
durante o desenvolvimento de frutos de morango cv. Camarosa, com intuito de
entender melhor o mecanismo de acumulo de AsA nestes frutos.

2. METODOLOGIA
2.1 Identificacdo de sequéncias codificadoras de MDHAR, DHAR e GLDH
em morango
As sequéncias codificadoras de MDHAR, DHAR e GLDH foram obtidas através
da busca por sequéncias homologas em um banco de mRNAseq in house com
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sequéncias disponiveis nos bancos de dados proteicos online NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Swiss-Prot (http://www.expasy.ch/sprot/). Para
tanto, foi utilizado o programa BLASTX, com valor e-value<le®. Posteriormente,
0os contigs do banco de mRNAse in house que apresentaram homologia com
sequéncias previamente descritas, foram caracterizados quanto as possiveis
fases de leitura aberta (do inglés, open reading frame, ORF), utlizando a
ferramenta ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). A maior ORF foi
selecionada e confirmada quanto a sua identidade utilizando a ferramenta BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi ).

2.2 Expressdo de genes MDHAR, DHAR e GLDH durante o
desenvolvimento de frutos de morango

Para avaliar o acumulo dos transcritos de MDHAR, DHAR e GLDH foram
utilizados sete estadios de desenvolvimento do fruto, categorizado por Jia et al.,
2011 como 7, 14, 18, 21, 23, 25, e 28 dias apds a antese. Para isso os frutos
colhidos foram imediatamente congelados e posteriormente macerados com
nitrogénio liquido. A extracdo de RNA total foi realizada utilizando método de
CTAB modificado (Messias et al., 2013) e sua avaliacdo de quantidade foi
realizada conforme Qubit Quantitation Platform. Oligonucleotideos sintéticos
foram projetados com auxilio do programa Vector NTI11 (Invitrogen) de modo a
produzir amplicons com tamanho entre 100 e 250 pares de bases e com uma
temperatura de hibridizagdo em torno de 60 °C. A expressdo dos genes foi
avaliada através da técnica de PCR em tempo real (RT-gPCR), utilizando a
metodologia descrita em Galli et al. (2016). Para os calculos de expressao relativa
dos genes, foi utilizado o método 2-22%, ytilizando os genes UBI (ubiquitina), DBP
(proteina ligadora de DNA) e H4 (histona H4), de acordo com Galli et al. (2015).

2.3 Quantificacao do &cido L- ascérbico

O conteudo de acido L- ascorbico foi determinado pela metodologia descrita
por Vinci et al. (1995), utlizando HPLC (cromatografia liquida de alta
performance).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise por homologia detectou a presenca de uma copia de GLDH (582
aminoécidos), duas cépias de MDHAR (MDHAR1 com 492, MDHAR2 com 478
aminoécidos) e trés copias de DHAR (DHAR1- 266, DHAR2- 214, e DHARS3- 213
aminoécidos) no banco de mRNAseq analisado.

A anadlise da expressao relativa dos transcritos GLDH, gene que participa da
sintese de novo de AsA, revelou que houve aumento na sua expressao ao longo
do desenvolvimento. Para o gene MDHAR, que converte o MDHA novamente em
AsA, a copia MDHAR2 mostrou um crescente aumento na sua expressao ao
longo do desenvolvimento do fruto, enquanto que a cépia MDHAR1 apresentou
niveis transcricionais similares nos primeiros estadios de desenvolvimento,
aumentando apenas nos ultimos estadios. Com relagéo, as cépias de DHAR que
participam da reciclagem de AsA a partir de DHA, as analises mostraram que
DHAR3 diminui progressivamente o acumulo de transcritos ao longo do
desenvolvimento dos frutos. J4 as copias DHAR1 e a DHAR2 sofreram uma
reducdo de transcritos até o 5° estadio, 23 dias ap0s antese, e subsequentemente
aumentaram a expressao nos estadios finais de desenvolvimento do fruto (Figura
1).

Chen et al., 2003 mostraram que a superexpressao do gene DHAR em tabaco
incrementou o conteddo de AsA em até quatro vezes. Sultana et al., 2012 ao
superexpressar MDHAR em arroz, obteve um aumento na tolerancia a salinidade
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e um incremento na producdo. Em tomate, MDHAR também apresenta importante
papel em condicdes de estresse, através da manutencao dos niveis de ascorbato.
Além disso, uma maior atividade de MDHAR nos frutos esta relacionado a
diminuicdo da perda de firmeza causada por dano pelo frio (STEVENS, 2008).
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Figura 1. Expresséao dos genes MDHAR, DHAR e GLDH e o contetdo de acido
L-ascorbico durante o desenvolvimento dos frutos de morango

Liu et al., 2011 realizou supresséo e silenciamento de GLDH e os resultados
demonstram gue os mutantes silenciados apresentaram perda de clorofila, menor
teor da proteina Rubisco 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse, fundamental para
a respiracao celular, acarretando em uma taxa mais lenta de crescimento das
plantas. JA o aumento da expressao de GLDH manteve altos niveis de clorofila,
proteina Rubisco e uma maior taxa de fotossintese, resultando em maior
producdo de sementes.

O desenvolvimento e amadurecimento de frutos de morango € um processo
complexo, uma vez que sofre muitas mudancas fisiolégicas e quimicas durante o
amadurecimento. Neste trabalho, observou-se um aumento no acumulo de AsA
nos frutos ao longo do processo de maturacdo, conforme a Figura 1. De forma
concomitante, os niveis de transcritos de GLDH e MDHAR2 aumentam ao longo
do desenvolvimento dos frutos, e o gene DHAR3 também apresentou maior
expressao ao final do desenvolvimento do fruto, confirmando o importante papel
desses genes no acumulo de AsA.

4. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu entender melhor a importancia dos genes
MDHAR, DHAR e GLDH nos estadios desenvolvimento, e sua influencia no
acumulo do ascorbato no morango (Fragaria x ananasa Duth.). Os genes GLDH,
MDHAR2 e DHARS3 tiveram niveis elevados de transcritos ao final do
desenvolvimento do fruto, sendo os genes GLDH e MDHAR2 os que
apresentaram correlacdo positiva com o acumulo de AsA durante o
desenvolvimento do fruto. Isso indica que esses genes desempenham uma
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importante papel na regulacdo do AsA. Estudos futuros serdo necessarios a fim
de elucidar a regulacéo de outros transcritos dessa complexa rota metabolica.
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