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1. INTRODUCAO

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

O acido ascérbico (pro-vitamina C) possui importante atividade bioldgica
sob reacdes de estresse oxidativo, tendo seu acumulo alterado em funcédo do
gendtipo e das condicBes de cultivo, especialmente em funcdo de agentes
estressantes abidticos (CORDENUNSI et al.,, 2005). Nas plantas, o &acido
ascérbico participa em varias vias metabdlicas, incluindo fotossintese,
fotoprotecdo, crescimento da parede celular, expansdo celular, resposta a
estresses ambientais e sintese de etileno, giberelina, antocianinas e hidroxiprolina
(CONKLIN; BARTH, 2004). No metabolismo desse fitoquimico, a enzima
ascorbato peroxidase (APx) € importante, possuindo uma correlacdo negativa
com a producédo do composto antioxidante, uma vez que usa duas moléculas de
acido ascérbico para reduzir H,O, em 4&gua, transformando assim em
monodehidroascorbato (MDHA) (CRUZ-RUS et al., 2011).

Embora existam sequéncias génicas que codificam para APx em morango,
disponiveis em bancos de dados publicos, por se tratar de uma familia
multigénica, acredita-se que ainda existam coOpias a serem identificadas. Nesse
contexto, o presente trabalho traz como proposta identificar as sequéncias que
codificam para APx em frutos de morango da cultivar Camarosa e investigar o
padrdo de expressdo realativa destes genes em diferentes estadios de
amadurecimento de frutos de morango, buscando novos conhecimentos sobre o
acumulo do acido ascérbico e sua relacdo com diferentes APXxs.

2. METODOLOGIA
2.1 Identificacdes de sequéncias codificadoras de APXs em morango

Cinco sequéncias APx de Fragaria x ananassa (mMRNAs ou genes) foram
obtidas do banco de sequéncias GenBank (
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), conforme segue: AF159633.1,
AF158654.1, AF158653.1, KC433895.1, AF158652.2. Estas sequéncias foram
utilizadas como fiscas’ para a busca de sequéncias homodlogas em um
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transcriptoma ‘in house’ obtido a partir de amostras de frutos da cultivar
Camarosa. Esta estratégia foi utilizada a fim de identificar com precisdo quais
sequéncias e qual a composicao nucleotidica dos genes APx presentes nos frutos
desta cultivar. Para tanto, foi utilizada a ferramenta MultiBlast, do programa CLC
Genomics Workbench 10 (Quiagen), utilizando os parametros padroes do
programa. Posteriormente, 0s contigs do transcriptoma que apresentaram
homologia com sequéncias APX, previamente descritas, foram caracterizados
guanto as possiveis fases de leitura aberta (do inglés, open reading frame, ORF),
utiizando 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 Expresséao de genes APxs durante o amadurecimento de frutos de
morango

Foram escolhidas quatro sequéncias APx para avaliar seus niveis de
expressao ao longo do desenvolvimento do fruto. Para tanto, frutos de morango
de seis estadios de amadurecimento, conforme Figura 1A, foram coletados de um
cultivo a campo. Estes frutos foram separados em trés grupos, sendo
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o
momento das analises. Estes frutos foram macerados com auxilio de nitrogénio
liguido, e 0 RNA total extraido com o método CTAB modificado (Messias et al.,
2013). A gquantificacdo do RNA extraido foi realizada pelo protocolo Qubit
Quantitation Platform que inclui o aparelho Qubit fluorébmetro (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 tampéo TBE (Tris-
acido borico-EDTA) 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
Vector NTI11 (Invitrogen) de modo a produzir amplicons com tamanho entre 100 e
250 pares de bases e visando uma temperatura de hibridizagcdo em torno de 60
°C. A expressao dos genes foi avaliada através da técnica de PCR quantitativo
em tempo real (RT-gPCR), padrdo ouro para andlise de expressdo génica,
utilizando a metodologia descrita em Galli et al. (2016). Para os célculos de
expressao relativa dos genes, foi utilizado o método 2, utilizando os genes UBI
(ubiquitina), DBP (proteina ligadora de DNA) e H4 (histona H4), de acordo com
Galli et al. (2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo de sequéncias APx em morango

Para o desenho dos primers, foi analisado os contigs do transcriptoma em
relacdo aos mMRNAs do GenBank, usando um limiar de 80% de aceite, onde mais
de um contig foi escolhido para a mesma sequéncia a fim de aumentar a
especificidade dos primers. De acordo com a metodologia adotada, foi possivel
identificar quatro possiveis APxs em morango (APx1, APx2, APx3 e APx4),
utilizando como base os contigs citados no Quadro 1. A maior ORF foi obtida a
partir do contig Locus_3552_Transcript_1/4, correspondendo a sequéncia APx2,
com 448 pb (pares de base), enquanto que a menor foi proveniente do contig
CL4595Contig2, com 258 pb, denominada APx3, sendo essa sugerida como
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incompleta. No entanto, a utilizacdo de um segundo contig, CL4595Contig3,
permitiu obtermos a sequéncia completa da APx3. Além disso, € possivel
observar que todas as sequéncias apresentaram fase de leitura anti-senso.

Quadro 1. Sequéncias de ascorbato peroxidases (APxs) identificadas em

morango
s i : Comprimento Posicioda Fasede -
Abreviaciao Contig = 1 s 3 : Situacio
da ORF (aa) ORF (nt) leitura

2712 192 2 5 -195 3
L-ascorhate peroxidase 1 APyl CL-71_Cont!g_ 321 985 -1950 3 Completa
CL2712Contig] 321 1048 -2013 3 Completa
L-ascorbate peroxidase 2 APx2  Locus_3532_Transcnipt_1/4 448 189 -1535 3 Completa

595 g2 25 -1142 g
L-ascorbate peroxidase 3 APx3 CLA4595 Conu'g. 258 3?6 1142 3 Incompleta
CL4595Contig3 285 459 -1316 2 Completa
L-ascorbate peroxidase 3~ APx4  CL9946Contigl 288 240 -1106 2 Completa

3.2 Expresséo génica das sequéncias APx identificadas em morango

A andlise da expressdo relativa dos transcritos APxs, durante o
crescimento e desenvolvimento dos frutos de morangos (Figura 1 B), revelou um
distinto comportamento entre as copias: APx1, APx2 e APx3 apresentaram
aumento na suas expressoes ao final do processo de amadurecimento dos frutos,
enquanto que APx4 reduz seus niveis de transcritos até o quinto estadio (IR), e
subsequentemente aumenta a expressao nos estadios finais de desenvolvimento
do fruto.

(A) (B)
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Estadios de desenvolvimento do fruto

Expressdo relativa

Figura 1. Crescimento e desenvolvimento de morangos em sete estadios:
SG, BG, DG, Wt, IR, PR e FR (A). Expressao relativa de quatro copias de APx ao
longo do crescimento e desenvolvimento de morangos cv. Camarosa, nos sete
estadios estudados.

Ao realizar uma RT-PCR semi-quantitativa, Yan-Xia, et al. (2011)
observaram que a expressdo de FaAPX-c (AF159630), em 28, morangos da
cultivar Toyonaka, foi menor no estadio verde, aumentando gradualmente até o
vermelho completo (a quantidade de expressao foi trés vezes superior em
comparacao com o estadio verde), dados que corroboram com 0s apresentados
nesse trabalho para APx1, APx2 e APx3. Em pimentdo (Capsicum annuum)
também foi observado que os niveis de transcritos APx aumentam gradualmente
conforme a maturacao do fruto. Akhtar, Rab (2015) observaram uma redug¢ao no
teor de &acido L-ascoOrbico durante o processo de maturacdo do
morango, variando de 50.43 mg/100g no estadio rosa até 31.87 mg/100g no
estadio vermelho. De acordo com estes dados, todas as APx de morango
identificadas no presente estudo, em maior ou menor grau, mostraram uma
relacdo inversa com o acumulo de &cido L-ascorbico.
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As razdes explicativas desses resultados ndo estdo evidenciadas neste
trabalho, mas a hip6tese € de que com o inicio e evolugdo da maturacao dos
morangos, conhecido como estadios em que 0 processo respiratorio é acelerado
(Jia et al., 2011), os morangos possam ter incrementado a demanda pelo sistema
antioxidante quimico, via o acido L-ascérbico, incluindo as APXs. A mensuracao
da atividade enzimatica e\ou a utilizacdo de mutantes nessa caracteristica podem
ser usados para responder a essa questao.

4. CONCLUSOES

Este estudo permitiu a identificacdo de quatro provaveis sequéncias de
APxs em morango, bem como a caracterizagdo de suas expressoes relativas ao
longo do crescimento e desenvolvimento do fruto, indicando uma correlacdo
negativa dos niveis de transcritos com o contetdo de L-acido ascorbico descrito
na literatura. Futuros estudos de gendmica funcional permitirdo compreender o
papel destas sequéncias no acumulo de acido ascorbico.
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