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RESUMO

A acerolaMalpiguia emarginataDC é uma fruta dotada de qualidades nutricionais
invejaveis, sendo consumida tania natura quanto processada. A principal
caracteristica que destaca a acerola € sua en@paeidade em sintetizar o acido
ascorbico. A Embrapa desenvolveu quatro clones woare com caracteristicas
fenotipicas e genéticas bem definidas denominad® B¥ (Apodi), BRS 236 (Cereja),
BRS 237 (Roxinha) e BRS 238 (Frutacor). Os clonBS 236 (Cereja) e BRS 237
(Roxinha) foram escolhidos devido a enorme difesiethe acido ascorbico sintetizada
entre eles, aproximadamente 50% a mais no clorgja&Cé&tara esse estudo foi analisada
a expressao génica das enzimas pertencentes aehei@ét/ Smirnoff, reconhecida como
a principal via biossintética do &cido ascorbico plantas bem como a Oxidase
alternativa (AOX) uma enzima desacopladora, nafoifitlente e insensivel ao cianeto,
presente entre os complexos Il e Il da membranacmmdrial interna, responsavel pela
via alternativa de elétrons. O objetivo desse thab#oi identificar quais enzimas sao
determinantes na diferenga do conteudo de vitar@Ginantre os clones, bem como
avaliar a expressao da AOX nos diferentes teciDesaceroleiras com cinco anos de
idade foram colhidos quatro tecidos (Flores, Frutesdes, Frutos semimaduros e
Frutos maduros. Inicialmente os teores de acidorbmo foram dosados nos frutos
verdes, semimaduros e maduros dos dois clonesitpdontetria de Tillman. Em
seguida foi realizada a caracterizacdo génica d4 p&a definicdo de suas isoformas.
Apos o isolamento do DNA e executadas as reacOé¥Cée com um par de primers
degenerados os amplicons foram purificados e sutbosed clonagem, transformacéo e
sequenciamento. As dosagens de acido ascérbicaararst que ambos 0s clones
decrescem seus niveis de acido ascorbico a medelagyfrutos se desenvolvem, além
do que em todos os trés estddios de desenvolvimenttone Cereja apresenta
quantidades de acido ascorbico superiores ao dRmenha. Os niveis de acido
ascorbico entre os frutos verdes e maduros de angoknes revelaram que o clone
Roxinha possui uma menor diferenca entre essesedtfidios de desenvolvimento. As
analises de expressdo génica revelaram que tr@manzpossuem sua expressao
destacada das demais, sendo que essas mostraraimengismo de expressao com o
padrdo decrescente dos niveis de vitamina C comtidéecido, apresentando ainda
diferencas de expressédo favoraveis ao clone Ce3éam.elas: Manose pirofosforilase,
GDP-Manose 3’5’ epimerase e GDP Galactose fosg@mil@om maior destaque para a
GDP-Manose 3’5’ epimerase e GDP Galactose fosgarildldo existiam diferencas nas
expressdes génicas das demais enzimas da via WBealaoff que justificassem as
diferencas nos teores de acido ascorbico preseosegcidos e também entre os clones.
Quanto a AOX os resultados revelaram duas seqi&naoi@a relativa a uma AOX1 e
outra a uma AOX2. A analise da expressao génicasdémmas da AOX demonstrou
gue a AOX1 eleva sua expressao génica em amboemss@ medida que os frutos
amadurecem entretanto, o clone Roxinha possui upra€sao génica mais elevada que
o clone Cereja, em todos os trés estadios de dalsenento. A AOX2 possui
diferencas de expressdo génica onde no clone GHeef®e mostrou decrescente, ja no
clone Roxinha ocorreu a elevagédo da expressaor@émestadios de desenvolvimento.
Trés enzimas sdo essenciais a biossintese doastdico enMalpiguia emarginata
DC, a Manose pirofosforilase, GDP-Manose 35’ epgse e GDP Galactose
fosforilase, sendo a via Wheeler/Smirnoff determigana quantidade de acido
ascorbico produzido. As expressdes génicas da A@XHOX2 favorecem o clone
Roxinha, aparentemente como um mecanismo compeiesptd esse clone sintetizar
menos acido ascorbico que o clone Cereja.
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ABSTRACT

The acerola, Malpiguia emarginata DC is a fruit knemdowed with enviable
nutritional qualities, being consumed both freskl @nocessed. The mail feature that
stands out from other species is its enormous dgp&csynthesize ascorbic acid. In
this sense, Embrapa has developed four commetora< with phenotypic and genetic
characteristics well defined. The clones BRS 23po@d), BRS 236 (Cereja), BRS 237
(Roxinha) e BRS 238 (Frutacor) have characteridtifly standardized. This study
aimed to evaluate the clones BRS 236 (Cereja) &8 B37 (Roxinha) were selected
because of huge amount of ascorbic acid synthebewadeen then, approximately 50%
in Cereja clone. For this study we analyzed theegetpression of enzymes of the way
Wheeler /Smirnoff as well as the Alternative Oxield80X). The last step this of this
pathway ends in the inner mitochondrial membranage do the presence of
transmembrane enzyme L-Galactono-1,4- Lactone debgdase (L-GalLdh), located
between the complex Il and IV. Since the alten&tioxidase is an enzyme
uncoupling, no phosphorylating and insensitiveytantde, among the complexes Il and
[l of the inner mitochondrial membrane, resporsildbr alternative pathway of
electronsThis study aimed to identify the enzymes that aeial in this process and
generate the difference between the clones, asawélie probable relationship between
the biosynthesis of ascorbic acid and the role thatAOX could play. Acerola five
years of age were harvested four tissues (flowensipe, semi mature and mature
fruits). The first step of this work was the deteration of ascorbic acid in unripe, semi
mature and mature fruits of the two clones bytitraof Tillman. Then, we performed
the characterization of the AOX gene to definastdorms. After isolation of DNA and
carried out the reactions of PCR with degeneraitaeys the amplicons were purified
and subjected to cloning, transformation and secjugnThe results revealed sequences
that correspond to one AOX1 and one AOX2. The séap of work was the study of
gene expression of enzymes to the Wheeler/Sminpathh, AOX1 and AOX2 newly
characterized. After the design of pairs of degateeand specific primers for all the
enzymes of the route beyond the AOX1 and AOX2 tlveye used in semiquantitative
PCR reactions, using the elongation factor alpha @anstitutive elemento of reference.
The results showed that both clones decrease l8wals of ascorbic acid as the fruits
develop, revealing that in all three stages of tgraent, the Cereja clone has higher
amounts of ascorbic acid that Roxinha clone. Howewlen comparing the levels of
ascorbic acid between green and ripe fruits of ldhes is evident that the Roxinha
clone has a lower difference between these twoestafhe gene expression of three
enzymes stood out from others, these showed aggnexwith the expression levels of
vitamin C contained in each tissue. In additiomegexpression in two clones showed
differences in tissues that favor of Cereja clofeey are: Mannose pyrophsphorylase,
GDP-Mannose 3’5’ epimerase and GDP-Galactose plooglalse. With greater
emphasis on GDP-Mannose 3’5’ epimerase and GDPeaka phosphorylase. The
enzymes that stood out showed a higher gene expmesstissues where exactly had
more ascorbic acid accumulated, gradually reduttiegexpression with the degree of
fruit development, revealing that the differencews not only between clones, but also
in tissues clones. There were no differences ire gpression of other enzymes of the
route Wheeler/Smirnoff to justfy the levels of adto acid present in the tissues and
also between clones. The analysis of gene express$igoforms of AOXrevealed that
in both clones the AOX1 gene expression increasethe fruit ripens. However, the
clone Roxinha has a higher gene expression thadldhe Cereja, in all three stages of
development. The analysis of transcripts of AOX®ermded that in Cereja clone the
gene expression decreased with fruit ripening,esimcRoxinha clone the expression
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elevated in three developmental stages. The reseétdy showed that three enzymes
are essential for biosyntesis of ascorbic acid Illggting the GDP-Mannose
3'5’'epimerase and GDP-Galactose phosphrylase. Amatihportant conclusion was
that the AOX may be owner a function not previouslgorted in the literature, that of
assisting in the biosyntesis of vitamin C. This nb@ydue uncoupling promoted by the
activity of AOX causing a gradual rise of the radaship oxidized cytochrome
C/rediced cytochrome C, where the cytochrome Cipadlacts of a GalLdh substrates
in the syntesis of ascorbic acid. This fact mayekplained by not only the highest
levels of AOX1 transcripts present in Roxinha clomet the increasing pattern of gene
expression in AOX2 exatly in clone that producess lascorbic acid and which has the
smallest difference between the stages of fruieGmnd ripe fruit. In the clone Cereja,
one that synthesizes more ascorbic acid and hagadifference in the levels between
the stages of green fruit and ripe fruit of genpregsion of AOX2 shown decresing
during ripening. Thus, the concentration of prodube Wheeler / Smirnoff path is still
determining the amount of ascorbic acid produced, ia parallel, the increase in the
AOX gene expression appears to contribute at saimg { establish the total levels of
vitamin C synthesized.



1. Caracteristicas gerais e botanicas da aceroleira

A aceroleira falpighia emarginateaDC) é uma planta rastica e resistente que se
propaga com facilidade em toda a parte do mundMASl, 1971), adaptando-se
rapidamente em regibes com climas tropicais e mgieais (MARIANO NETO,
1986). Ela é classificada como pertencente do Relantae, Divisdo Magnoliophyta,
Classe Magnoliopsida, Ordem Malpighiales, Familapuiaceae, Genero Malpiguia
e EspécieMalpiguia emarginataDC. O nome Malpighia, foi dado em homenagem ao
fisiologista italiano Marcello Malphigi (SIMAO, 19J. A exemplo de outras espécies
frutiferas a aceroleira deixa duvidas quanto aosigem. Segundo Simao (1971), ela foi
encontrada nas Antilhas, no Norte da América doeSuh América Central, chegando
assim a Florida, vinda de Cuba, em 1903 e sendadutida no continente americano
posteriormente. Chegou a Pernambuco em 1955 atdavBsiversidade Federal Rural
de Pernambuco, procedente de Porto Rico (MARIANO ®E1986). Nos anos 80 a
UFRPE patrocinou e desenvolveu uma campanha deieatizacdo sobre os valores
nutricionais da acerola e suas possibilidades de Usha vez que os pomares de
aceroleiras existentes no Brasil sdo oriundos deoFRico, acredita-se que sejam
formados, essencialmente, a partirMalpighia glabrae/ouMalpighia punicifolia. E
importante assinalar que em pomares implantadosegi@o do submédio do Séao
Francisco existem plantas glabras que ndo produziéagdo na pele durante a colheita.
Outras, entretanto, causam forte irritacdo quandocentato com a pele humana,
devido a presenca de pélos nas folhas. Esta olg8erveforca a hipotese da existéncia,
no submédio do S&o Francisco, déalpighia glabra e Malpighia punicifolia
(MARIANO NETO, 1986)

Com relacdo as caracteristicas botanicas das plgataforam estabelecidas no
Brasil, observou-se que as inflorescéncias achaedispostas em pequenas cimeiras
axilares, pedunculadas, com trés a cinco floreepes, medindo 1 a 2 cm de diametro
e sua coloracéo variava do rosa-esbranquicado rwel®. O calice dessas plantas
possui entre seis e dez sépalas sésseis; a comfe-se de cinco pétalas franjadas, ou
irregularmente dentadas, apresentando dez estarfeigs (SIMAO, 1971).

As flores surgem sempre apds um rapido aumentar@srimento vegetativo.
Podem tanto originar-se na axila das folhas do®samaduros em crescimento como

nas axilas das folhas do ramo recém-brotados (SIMA®1).



A aceroleira € um arbusto, que atinge 3 a 4 m tueaalA diferenciacdo do
botdo floral ocorre entre 8 a 10 dias e a antess 4p a 17 dias. Suas flores séo de
coloracéo résea, apresentam 5 sépalas, 5 pét@lastdmes e 3 carpelos concrescidos
formando um ovario unico e supero (MARTINS et 4899). Os frutos apresentam-se
maduros dos 21 a 25 dias apds a antese e comgaogae varia do laranja-claro ao
vermelho-escuro, pesando de 2 a 10 g. Sua tonealiade também, dependendo da
variedade e regido, ser verde quando em desenwsitim passando a amarelo e
finalmente vermelho quando maduro (MARTINS et H099; LOPES e PAIVA, 2002).

O fruto da aceroleiraalpighia emarginataD.C.) € uma baga drupacea que apresenta
trés sementes, cada uma envolvida por um endocafpmulado e trilobado. As
sementes sao pequenas, proporcionais ao tamarfn@¢COSTA et al., 2003). Estes
frutos, quando de cor vermelha brilhante sdo sean&ds a cereja européiBrgnus
cerasud..) e desperta grande interesse e importancia etgcadace ao seu alto teor de
acido ascorbico (COSTA et al., 2003)..

Segundo Alves (1999), os elevados teores de vita@inao o destaque que a
fruta possui no cenario nutricional, entretantopldencdo das quantidades ideais
necessarias pode variar em funcdo de diversos efatmomo o estadio de
desenvolvimento do fruto. Apds a antese o picoidiese de acido ascorbico ocorre
entre o0 16 e o 18 dia. Sendo que além desse fator outros séo dek@mtes nos teores
da vitamina, como o0 método de propagacéo e o samareo e/ou exposicao direta dos
frutos a radiacdo solar por mais de 4 horas noogertda colheita. Esses ultimos
diminuem sensivelmente os teores de &cido ascoérhiando as plantas estdo
submetidas (PAIVA, et 312001a).

A pesquisa cientifica tem buscado ampliar a qudédalas informacoes
disponiveis para esta fruta. Estudos relacionadasodologia reprodutiva, aspectos
produtivos, repetibilidade e herdabilidade de daras sdo temas de destaque (LOPES,
et al., 2000; PAIVA, et al2001a; MUSSERgt al., 2005).

2.Fatores econdmicos sociais

O fruto da aceroleirafalpighia emarginataD.C.) tem despertado a atengédo dos
agricultores ndo somente pelo seu elevado contgédatamina C em relacdo a outras
frutiferas, mas também pelo seu potencial para sindlizacdo (ALVES, 1992,

ALVES, 1999). Aléem den natura, a fruta pode ser consumida na forma de sucos,



compotas e geléias, bem como ser utilizada no wgimento de sucos e de alimentos
dietéticos e nutracéuticos, como comprimidos owsu@s usados como suplemento
alimentar, chas, bebidas para esportistas, bautasivas e iogurtes (CARPENTIERI-
PIPOLO et al., 2002; MATSUURA e ROLIM, 2002; MATTét al., 2004). Barnabé e
Venturini Filho (2004) desenvolveram formulacdesrefigerantes, com elevado teor
de vitamina C, a partir desta fruta. Segundo Setizh (1999) o cultivo comecgou a ser
feito em escala comercial apenas no final da dédad@0 e o Nordeste brasileiro se
destacou como a regido de maior producéo. Nesgmregultivo da acerola encontrou
um ambiente adequado principalmente nos diversdsspde irrigacdo, sendo
produzidos frutos de excelente qualidade duranésejtodo ano (SOUZA et al., 1999).
Uma vez que conquistou os mercados europeu, japom@Este-americano a acerola
tornou-se um produto de peso na pauta da export#igans estados brasileiros
obtiveram sucesso exportando a acerola sob a fdensaico, polpa ou fruta congelada
para Holanda e Japdo, além da elevacdo do abasteciproveniente no consumo do
mercado interno (SOUZA et al., 1999).

Segundo Alves (1992) o aumento do consumo de prsd#turais provenientes
da agricultura organica € uma tendéncia mundiatulfivo de acerola com base nos
principios dessa agricultura, ou seja, livre dedptos agroquimicos, principalmente,
para extragcdo de vitamina C, vem atraindo o inserede grandes empresas
multinacionais. Essas empresas estdo interessadts ém estabelecer plantios de
acerola em areas apropriadas a agricultura org&sooao em atrair e motivar pequenos

produtores para essa atividade. (ALVES, 1992).

3. Clones comerciais de aceroleiras produzidos no Brias

O cultivo da acerola no Brasil registrou signifieataumento nos ultimos 20
anos, tendo se consolidado como uma importantmatiea econdmica para a Regiao
Nordeste, proporcionando também um impulso pargra@iraldstria de polpa de fruta
congelada (PAIVA, et gl2001a).

Em 1996, A Embrapa Agroindustria Tropical (Fortal€£), iniciou estudos de
melhoramento genético para a obtencdo de clonexel®la lancando quatro novos
clones denominados: BRS 235 (Acerola Apodi), BR6 @cerola Cereja), BRS 237
(Acerola Roxinha) e BRS 238 (Acerola Frutacor). ddmes BRS se originaram da

selecédo de 100 plantas no pomar comercial da empresas do Ceara (Frucesa), que



reuniam caracteristicas como frutos grandes e ldeagdo vermelho-purpura (PAIVA,
et al, 2001a).

As principais caracteristicas botanicas dessesesl@do o0 porte baixo das
plantas e a formacdo das copas tipo guarda-chugagdacilita a colheita manual e
mantém a integridade do fruto, destacando-se andamposi¢cdo quimica inerente a
cada um dos clones (Tabela 1). A acerola Apodeséda na produgao e no maior peso
médio do fruto, enquanto a acerola Cereja apreseaiar teor de vitamina C e a
segunda maior producado média de frutos. O clonénRaxpossui conformacao de copa
menos exigente a poda e fruto com polpa de coloraeémelho-purpura forte, mais
adequada as preferéncias do consumidor. A acerol#adér reune varias
caracteristicas, como altos teores de vitaminadeé edélidos solaveis (PAIVA, et.al
2001a).

4. A acerola e a vitamina C

O conteudo de acido ascorbico ou vitamina C naokér variavel, dependente
do material genético, métodos culturais, manejcalheita, estadio de maturacdo e
métodos de processamento (ALVES, 1996; GOMES g@00; LIMA et al., 2000;
PAIVA et al., 2001; MUSSER et al., 2004; MOURA &t2007).

Foi constatado que frutos de plantas reproduzidaavés de sementes
apresentam teor de acido ascorbico inferior o®d$rproduzidos de plantas enxertadas.
A incidéncia solar direta nos frutos durante oadies de desenvolvimento propicia um
aumento no teor de acido ascorbico, bem como taneblalizacdo desses frutos na
planta, sendo aqueles sombreados aqueles os qoent@am menos acido ascorbico
(SILVA, 1994; BATISTA et al., 1996).

As variedades estudadas por Ritzinger et al. (2G(8fsentaram teor de
vitamina C de 1.500 a 2.200 mg/100g. Carpentigroeiet al (2002), avaliando trés
novos cultivares de aceroleira, encontraram tetees.098 a 1.458 mg/ 100g em frutos
maduros e de 2.906 a 3.579 mg/100g em frutos vekasetanto, Matsura et al.
(2001), analisando frutos semi-maduros de 12 difese gendtipos de aceroleira
observaram uma variagdo menor, com valores de 82828 mg/100g. Nogueira et al.
(2002) encontraram decréscimo no teor de vitamirgu@nte o amadurecimento, de
2.732,7 para 1.682,7 mg/100g, na estacdo secale/f8,25 até 865,8 mg/100g na

estacao chuvosa.



Os clones produzidos pela EMBRAPA (Figura 1) possteores de vamina C
de 1190 a 1890 mg/100g de polpa, além da capacidiaderem obtidas de 38 a
colheitas/ano, sendo que diferentes fatores regokaiteores de vitamina C que Ci
clone armazena (PAIVA et al., 2003) (Tabela 1).l@he Cereja destac-se por ser o
gue concentra maiores teores de acido ascorbiém dé ter um elevado numero
colheitas/ano e ser o segundo em produtividade. cldne Roxinha é aquele que (
guatro clones detém o menor teor de vitamina Cegmto, € 0 que possui 0 segul
maior peso médio de frutos (10,8g) (PAIVA et al., 20@egundo Paiva et al., (200
apesar de que outras variedades de aceroleiraseatam teores de acido ascork
superiores aos quatro clones comerciais produpdiasEMBRAPA, esse fator n&o f
0 dderminante na selecdo daqueles que seriam usadasopastabelecimento
plantios padronizados. A imensa quantidade devewnéis de aceroleiras plantadas
as mesmas condi¢cdes ambientais, que diferem nosstde vitamina C, apontou g
ndo apenas datores ambientais, mas também o genético é detame no contelc
de acido ascorbico acumulado nos frutos (PAIVA ket 2003). Fatores como
estabilidade anual de producdo, as caracteristim@énicas bem definidas,
composicao quimica presente frutos, a estrutura e tamanho de frutos, a resisté&
patégenos e os teores de vitamina C foram utiligammjuntamente para determii
que os clones Cereja, Roxinha, Frutacor e Apodnera mais adequados ao cult

comercial ndo apenas no CearalVA et al., 2003).

Tabela 1. Indicadores agroindustriais das acerole@ts comerciais (Fonte Embrapa)

Teardevitamina C (mg/100g de polpa) 1.2608 18549 11989 1.656,1
Teordesbidos sddvasipias SST("Brix) 64 62 a3 83
Acdez iotd §tuavel ATT (%) 103 133 112 1,48
SSTIATT 621 466 T41 561
Teordeantodaninas({mg/100gde popa) 1226 93 1264 457
Rendmento de papa (%) 5399 5190 4193 -
Fimmeza do fFuto{Newton) 256 38 325 338
Pesomédodofruto (g) 18 7586 10,8 68
Produgao méda de fubbsicahata/plana

em 2002 (kg) 253 248 189 218
N*de cdhatasno anode2002 K ¥ K. 38

Produfvidade ha) 4934 4719 36386 aa
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Figura 1. Clones comerciais de aceroleiras produzis no Ceara (Fonte Embrapa



5. Caracteristicas gerais da vitamina C

O acido L-ascorbico (AsA) ou vitamina C é um dosistabundantes
metabolitos nas plantas, participando em respoatadiferentes estresses (seca,
salinidade, ozonio, radiacdo ultravioleta, altampgeraturas e elevadas intensidades
luminosas, injurias por insetos, senescéncia, eragtular programada), bem como no
crescimento e desenvolvimento (respostas hormdi@aisscimento, expansao e divisao
celular) (SMIRNOFF, 2000). A vitamina C € um podeErantioxidante e atua direta ou
indiretamente na prevencédo da formacdo de espesadisas de oxigénio (EROS) ou
ROS (Reactive Oxigen Species). No primeiro casagéiecom a molécula alvo, ja da
forma indireta, ele atua como um cofator de enzireaponsaveis pela diminuicdo de
radicais livres (SMIRNOFF, 2000). Como algumas em®de animais perderam a
capacidade de sintese do acido L-ascoérbico (irsduiprimatas), eles necessitam
consumir em sua dieta fontes de vitamina C, toroa@ddependentes de organismos
primarios produtores como as plantas (SMIRNOFF,020@& vitamina C nao é
sintetizada pelo organismo humano, sendo, poriadispensavel na dieta (AGUIAR,
2001). Ela é encontrada principalmente em frutogi¢ais como acerola, goiaba e caju
dentre outras (SILVA 2007). Essa vitamina desempewdrias fungBes bioldgicas
relacionadas ao sistema imune, formacao de colagdrsorcdo de ferro, inibicdo da
formacéo de nitrosaminas e agdo antioxidante (VAENUe JORDAO JUNIOR,
1998), além de facilitar o uso do calcio na comgtoudos 0SS0S e vasos sanguineos
(WTCRJ/AICR, 1997). Participam ainda na biossintdsecorticoides e catecolaminas,
na sintese e manutengdo dos tecidos, ossos, destasgue (ARAUJO e MINAMI,
1994). A vitamina C €& encontrada em compartimentusacelulares distintos
(mitocondria, cloroplasto, vacuolo) e na membranasmatica sdo encontrados
carreadores que participam na translocacao da imdafacilitando o movimento do
ascorbato para a parede celular, permitindo a reaté¢ao célula a célula via apoplasto
(SMIRNOFF, 2000).

5.1 Estrutura do acido ascorbico
Segundo Fornaro et al., (1998) a vitamina C é mdefreqientemente usado

para referir-se ao acido-ascorbico, figura 2l (LAA), e 0 seu produto de @gdo

inicial, o acido L-deidroascoérbico ou acido ascéobobxidado AAox (Figura 3). A



figura 2 apresenta ainda outros trés isébmeros i a&scoérbico, denominados: acido
D-ascorbico ou DAA (I1), acido D-isoascorbico ouARA (Ill) e acido L-ascérbico ou
LIAA (IV), onde esses praticamente ndo apresentéimdades vitaminicas sendo

encontrados em baixissimas concentracdes nos atis@LIVEIRA et al., 2011).

CH,0H CH,OH
HCOH HOCH
0 (o)
=0 0
H p— H o
HO OH HO OH
Acido Z-Ascérbico acido p-Isoascorbico
I 111
H H
o 0
—0 ¢
OH OR OH OH
HCOH I-IOC|H
CH;0OH CH;0H
dcido p-Ascorbico acido L-Tsoascérbico

I i v

Figura 2. Estereoisdmeros do acido ascorbico.

+2H + 2¢

Alox

Figura 3. Acido L-ascérbico e seu produto de oxiddip o acido L-deidroascorbico (AA0X).

6. Biossintese do acido ascorbico

Evidéncias apresentadas por Isherwood, Chen e Mdqf{963) indicavam que a
sintese do acido ascorbigwo vivo, tanto em plantas quanto em animais poderiam ser
representadas por uma ou ambas das seguintes siagtién

1- D-glicose > D-glucurono-1,4-lactona> L-gulono- 1,4- lacton& &cido L-
ascorbico;



2- D-galactose> acido D-galacturdonico metil este¥ L-galactono-1,4-lactona>
acido L-ascorbico.

Entretanto, as duas rotas acima acabaram sendaliagl@s aos poucos, na
consideracao da presenca de outros possiveis edémos. Esse fato foi comprovado
com os resultados que elucidaram, pelo menos pagtite, as rotas de biossintese em
plantas (WHEELER et al., 1998). Experimentos rezer@pontam para caminhos
alternativos, revelando um quadro na biossinteseiaido L-ascOrbico bem mais
complexo do que se esperava (WOLUCKA e VAN MONTA@OQD3).

Pelo menos quatro rotas sao cogitadas até o peesemento, sendo que duas
sado bem definidas, acabando por formar composesursores do ascorbato. Nesse
ponto destacam-se inicialmente aquelas que envolvgarticipacdo da L-galactose e
GDP-L-gulose, do D-galacturonato, e do mio-inositatonsiderados como
intermediarios propostos na biossintese do acidorlaiso, indicando que parte da via
animal também pode estar operando em plantas. Qada dessas moléculas é
representante de uma das rotas propostas parasintése (WHEELER et al., 1998;
WOLUCKA e VAN MONTAGU, 2003).

A biossintese de acido ascorbico a partir de Degédoi relatada pela primeira
vez em ratos. Ele pode ser sintetizdéanovona rota do &cido hexurénico do figado ou
do rim de espécies através da atividade da L-gelofolactona oxidase. No entanto, 0s
seres humanos, os primatas nao-humanos e algunss auamiferos ndo podem
sintetizar o acido ascérbico, porque o gene quéicac L-gulono-1,4-lactona oxidase,
a enzima que catalisa o ultimo passo na biossinfigisaltamente mutada se tornando
ndo funcional nessas espécies. A presenca em pldmtama via semelhante a descrita
em animais nunca foi descartada (WHEELER et a@8).9

A superexpressao em alface e tabaco do gene quicaaal L-gulono-1,4-
lactona oxidase de ratos possibilitou um aumengotdores de acido L-ascérbico nas
plantas transgénicas em até sete vezes. Estes slaglmem que pelo menos parte da
via da sintese da vitamina C existente em animage pestar presente nas plantas
(RADZIO, et al., 2003).

Segundo Radzio, et al., (2003) a expressao ect@uoyene da L- gulono-1,4-
lactona oxidase recuperou o teor de acido ascOosaitdolhas em cinco Arabidopsis
mutantes (VTC) que eram deficientes em &cido agmd(RADZIO, et al., 2003). Isto
significa que ou a enzima L- gulono-1,4-lactonadase presente em ratos usa L-

galactono-1,4-lactona como substrato, ou que otsubsreal, L-gulono-1,4-lactona,
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esta sendo produzido em Arabidopsis. Como a praddeél-galacton-1,4-lactona &
reduzida no mutante vtcl, a segunda possibilidarece mais provavel. Isso po
indicar que uma via alternativa esta presente emtgd que podem contornar algur
etapas que envolvem a via d-manose (VALPUESTA e BOTELLA, 200«

Esse contorno se inicia através da atividade de owmt@ enzima, a GL-
Manose 3',5’epimerase, que pode catalizar a coavate GDI-D- Manose em GD-L-
Gulose, por epimerizacdo 5 ou formar C-L-Galactose por epimerizagdo 3,
gerando no primeiro caso uma via biossintética ohkemada rota Wolucka/Va
Montagu ou via da L-Aase (WOLUCKA e VAN MONTAGU, 2003) (Figura).

Esses dois caminhos aparentemente ocorrem nasglaendo que o “desvi
gue gera GDP-IGulose é menos frequente ou ausente em algumasessff#om-se 0
fato que a LGulose € um aclUcar extremamente sendo supostamente
componente nao estrutural em plantas (WOLUCKA E VAANTAGU, 2003).

De acordo com Wolucka e Van Montagu, (2003), oltada da epimerizagé
da GDPManose varia e parece depender da forma molecidarerzima e d
chaperonas molecukss Hsp70 reguladoras, nas quais podem estar éfa®hnc

enovelamento e/ou regulacéo da epime

- GOP-D-KB oz -

- g
e i

G 0OP-L45ulo=e i3 0P-L-Galactoee

o

T |Gdosed-p A

!

L4i5ulos=

!

Acido L5 ulS nico

!

L4Gulorno-l d-lactorno

!

Acido azcd rhico

Figura 4. Via biossintética do acido ascoérbico proposta pdiolucka/Van Montagu.
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A parede celular das células vegetais também perdens jonto de partida pat
a sintese do acido ascorbico (DI MATTEO, et al.1®0Alguns dos diferente
polimeros que a compdem sao fontes de compostos reeentemente foral
encontrados participando do processo biossintétiearticularmente um dess
compostos, o acido Balacturénico, pode ser utilizado para desencadgi®ar via que
culmina com groducéo do ascorbato (Figur). Esse conjunto de reacgbes parece
envolvido em tecidos em que a parede celular estam processo degradativo ou
elevado grawde desenvolvimento (DI MATTEO, et al., 2010). SatjuiiRadzio et al
(2003), diferentemente da via de-Manose (GDP-L-Gulose e GDRgalactose) que
prioritariamente se apresenta em tecidos foliasesja do acido -Galacturénico
aparece mais frequentente nos frutos em desenvolvimento. Desse modo,
caminho biossintético proposto em plantas incliacalo C-galacturénico como ur
precursor metabdlico, gerando como precursor inedla L-galacton-1,4-lactona o
acido Lgalactdnico (DI MATTEO et al., 010). Segundo Agius et al., (2002)
superexpressdao do gene da enzima A&ci-galacturbnico redutase (GalUR) ¢
Arabidopsis thalianalevou o teor de vitamina C de duas a trés vesspdstrando
viabilidade do aumento nos niveis de vitamina C mantas utilizando esse gel
comprovando que o mesmo faz parte da biossintesndge o precursor da-
galactono-1,4-lactona.

Me-DHGalacturorato

}

Acido DGalactundnico

Acido L-Galactdrico

'

L-Galactono 1,4 lactono

'

Acido asedrbico

Figura 5. Via biossintética derivada do acido l-Galacturénico
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Segundo Valpuesta e Botella, (2004), uma outra bitasintética leva el
consideracdo um intermediario até entdo dehecido, o mionositol (Figura /). Esse
intermediario da via biossintética do acido asawrbnos animais, o &cido -
glucurénico, pode ser produzido pela acdo de unm-inositol oxigenase, mas e
possibilidade ainda ndo havia sido cogitada e saddi em plantasA partir do
momento que fodisponibilizada a sequéncia gendmica completa didopsis fo
propiciado aos pesquisadores procurar genes d-inositol oxigenase na plant
homologos aquele existente em porcos. Como resultachm encontradas qual
sequencias de leitura abertas cromossomos 1, 2, 4 e 5, que posteriormente,
refinamentos na busca documental da proteina indig® a regido codificante e:
presente no cromossomo 4 de Arabidopsis (VALPUESTBOTELLA, 2004). Depoi
de ser clonado e expresso em bactérias, teina recombinante mostrou atividade
mio-inositol oxigenase. A expressao ectopica do genemdi-inositol oxigenas:
aumentou significativamente os niveis de &cid-ascorbico em Arabidops
transgénicas, mas a totntribuicdo do mi- inositol na biosintese de &cido ascorbi

in vivoainda nao foi bem esclareci

falic-irositol
Rofa biosirtética vegetal Rota biossintétia a nirmal

Acido DHE 1SS nico

-

-~ e

feids LGuldriza

I i I |
O e S e i - Guloro 1,4 Lactons

dcido asodirhioo

Figura 6. Via alternativa da biossintese do acido ascorbiaterivada do mic-inositol.

Finalmente,baseado em evidéncias bioquimicas, em 1998 uma viavéoi

proposta para a sintese do acido ascoérbico nataplgne combinava dois fatos: a |
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inversdo do esqueleto de carbono e a ocorrénciagidactono-1,4-lactona como o
precursor imediato do acido L-ascoOrbico. Essa weoke a conversdo do GDP-D-
manose em GDP-L-galactose catalisada por uma maabse3,5-epimerase. A L-
galactose liberada a partir do nucleotideo € oupsec imediato da L-galactono-1,4-
lactona, que, por acdo de uma desidrogenase értidavem acido ascorbico. A via da
galactose como foi definida devido a participac@ssed composto, teve nos trabalhos de
Wheeler et al (1998) uma descricdo mais completaotia biossintética do acido L-
ascorbico (Figura 7). Mesmo que alguns pontos apetananecam obscuros € bem
aceito que a L-galactono-1,4-lactona seja o preculgeto sendo transformado em
acido ascorbico. O precursor imediato € a L-gatagtque € oxidado a L-galactono-1,4-
lactona dependente de uma NADH-L-galactose destiage. A L-galactono-1,4-
lactona € oxidada a acido ascorbico catalizada pgd@ da L-galactono-1,4-lactona
desidrogenase. Recentemente, alguns pontos diwslgathtivos a sintese do ascorbato
auxiliaram ainda mais no entendimento do procegssimtético (SMIRNOFF, 2000).

A proposta de uma via principal presente em plastaglvendo a L-Galactose
(L-Gal) foi confirmada quando esse composto foiicaplo de forma exdgena em
pedacos de folhas de cevada. O resultando foi umem@i® nos niveis de acido
ascorbico existentes nesse tecido, sendo essaalipdar a causada pela adicdo L-
Galactono 1,4-lactono (GalL). Para explicar a cosée da L-Galactose em L-
Galactono 1,4-lactono uma nova enzima, a NAD Lgake desidrogenase, foi
postulada oxidando L-Gal no C1 para formar GalL ®@HBHER et al., 1998).

De acordo com Wheeler et al., (1998) a presenca-@al livre nunca foi
detectada em plantas, mas ela é um componentenfgrega pequenas quantidades em
polissacarideos da parede celular. A L-Galactopeoeeniente da GDP-D-Manose é
gerada por um processo de dupla epimerizacdo ne C3. A enzima responsavel, a
GDP-D-Manose 35’ - epimerase € pouco conhecidap péssuindo maiores
informacgdes relativos a sua purificacdo ou clonagmtretanto, sua atividade de
epimerase foi detectada em ervilhas e em extrads thaliana(WOLUCKA e VAN
MONTAGU , 2003). Além da GDP-L-Galactose (GDP-L-Las produtos da reacéo
da GDP-D-Manose (GDP-D-Man) incluem também L-Galse-1-P (L-Gal-1-P) e L-
Galactose (L-Gal). Como muito pouca D-manose e Dasa1-P sdo formadas, isto
sugere que existem enzimas especificas que seglmeante executam a formacéo de
L-Gal-1-P e L-Gal oriundas de GDP-L-Gal. Ja a GDR4&nose é formada a partir de
GTP e D-Manose-1-P pela acdo da GDP-D-Manose pgiiaritase. Isto é confirmado
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pela observacéo de que pelo menos 10% de M-[U-*“C] aplicada exogenamente
convertido em o acido ascorbico (£ in vivoapds um curto periodo marcacdo. O
€, portanto, um produto que até entacde desconhecida importancia do metaboli
do D-Manose. Curiosamente, os estudos preliminaresntesei de AA em mudas
ervilha mostraram que a Manose exogena elevavalodgoAA. Finalmente, GC-D-
Man e GDP- LGal também sdo substratos para a si de polissacarideos
glicoproteinas, mas a formacao ¢-Gal-1P e todas as reagfes parecem revelar gt
é dedicado a biossintese de AWHEELER et al., 1998).

Glicoze-E-P
1- Glicoz= & fosfato isomems==
Frutoze-&-P
Z- Meroeet fosfato isomemss
Mlarose£-P
3 Fosforma nose mutase
ha rose-1-P
4- GDP-DManose pirofosforib=s
GOP-O-MBE ros=
E GDOP-DManose 3'Eepimamse
GOP-Lisa Botose
£ GOP-LGalactoze fosforilas=
L4533 lactose-1-P
7- L-Gabctozel fosfato fosfatasze
L4i5aBatose
& L-Galactose desidrogerase [L4Gakdh)

L45alactono-1 A-Lactono

3 L-Galactoro 1,4 lactono desidrogerasze

Acido aszdrbico

Figura 7. Via Wheeler/Smirnoff da biossintese do acido asdiico em plantas.
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7. Enzimas exclusivas da Via Wheeler /Smirnoff
7.1 Manose fosfato isomerase

A manose fosfato isomerase (MFI) converte a D-seH®-P em D-Manose-6-P,
sendo assim o primeiro passo na direcdo de hexostgos no metabolismo da D-
Manose. Apesar de sua possivel importancia na f@ionda manose, muito pouco se
sabe sobre a manose fosfato isomerase (SMIRNO&I; €001). Segundo Smirnoff et
al., (2001), pesquisas anteriores relacionadas a&obmossintese de acido ascoérbico
apontaram para uma provavel caréncia da manosgdasbmerase em plantas ou que
nas mesmas as atividades enzimaticas eram muxkasb&)uando D-Manose exdgena é
prontamente fosforilada a D-Manose-6-P gera-seoemtid produto téxico. Sua
toxicidade pode resultar, em parte, de uma convemsdito baixa de D-Manose-6-P
para D-Frutose-6-P e fosfatos glicosilados causasdpiestro de fosfato e, portanto,
deficiéncia de ATP (SMIRNOFF et al., 2001). Entnéte segundo Smirnoff et al.,
(2001), algumas espécies ou tecidos aparentememierem a atividade da MFI, por
exemplo, aqueles que acumulam manitol como um daoxipais produtos da
fotossintese e germinagcdo de sementes que posssenvas de armazenamento de
mananas. Consequentemente, as sementes germinanfagiBmente nestas espécies
gue possuem niveis apreciaveis de atividade da Méin disso, um grande nimero de
espécies (incluindo as plantas umbeladas como aipt®tizam o manitol poliol para
uso como um carboidrato a ser translocado. Estaggsl possuem atividade da MFI
para formar D-Man-6-P, que é entdo reduzida a wilahiP pela manitol-6-P redutase.
Evidéncias da atividade MFI sdo fornecidas pelaiorddcorporacdo de D-Man
marcadas em derivados de D-Fru-6-P em célulasradids de espinafre, rosa, e milho.
Entretanto D-}*C] manose n&o foi metabolizada como intermedi&t@sia glicolitica
em raizes de milho (SMIRNOFF et al., 2001) .

Em bacterias, leveduras e mamiferos as MFIs janfordonadas. Em
Pseudomonas aeruginosa Acetobacter xylinumas atividades da MFI e GDP-D-
Manose pirofosforilase residem em uma enzima bifuimad, enquanto em outras
procariotos comdescherichia coliestas atividades sao codificadas por genes sesarad
(GRIFFIN, et al., 1997).

Segundo Maruta et al2008, apesar de todas as plantas sintetizarem a D-

Manose, a existéncia de resultados contraditiggerem que a atividade MFI é
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variavel na maioria das plantas. No entanto, a si\gne haja uma rota alternativa para
a GDP-D-Manose, todas as plantas devem conter WRa rota alternativa através da
formacdo de GDP Glicose-2-epimerase tem sido siggesm pinheiros d.ilium
testaceumAs conclusdes foram baseadas em padrbes demadoacao de residuos do
polissacarideo manosil, sendo que a atividade étiwiannao foi detectada diretamente.
Outra evidéncia de que a GDP-Glicose ndo € uma fomportante do GDP-Manose é
fornecida pela diminuigdo no teor de manose dosgaalarideos da parede celular em
mutantes deficientes de GDP- Manose pirofosforilas& Isto sugere que uma parte
substancial do pool de manose é produzida atravésHl (BARATA-SOARES, 2004)
Segundo Maruta et al2008, existe a necessidade de maiores informagdes
respeito da MFI, como por exemplo sua purificacéoclmnagem génica a partir de
plantas.. Uma das informacdes mais importantesoblesas é que existem isoformas
para a MFI. Essas isoformas denominadas MFI-1 e-MREbram estudadas ew.
thaliana sendo verificado que apenas MFI-1 é essenciaioasintese do acido
ascorbico. A inducdo da expressao da MFI-1 e umeatonno nivel 4cido ascoérbico
foram observados nas folhas sob luz continua, enguwpe a inducdo da expressao da
MFI-2 ocasionou uma diminui¢do no nivel acido alsmar, sendo observado no escuro
sob longo tempo dessa condicdo (MARUTA ef8I08). MFI-1 mostrou um padréo de
expressao diurna em paralelo com a atividade Ml éocom o contetdo de AA totais
nas folhas. Além disso, uma reducéo na expressdFtid através do uso de RNA de
interferéncia (RNAI) resultou em uma diminuicdo siaincial do contetudo de AA total
em folhas de inibindo a MFI-1 das plantas, enquajue a inibicdo completa da
expressdo de MFI-2 ndo afetou os niveis totaisAlem folhas de plantas com a MFI-

2 nocauteadas .

7.2 Fosfomanose mutase

As propriedades da fosfomano mutase (FMM) de pdamiada ndo foram
estudadas com grandes detalhes. A fosfomano muitassforma a D-Manose-6-P em
D-Manose-1-P. Assim, como a enzima esta presentsuéims organismos € sabido que
se exige uma concentracdo baixa de acucar bigfasfato Man- ou Glc-1,6-bisfosfato,
para a sua ativacdo nessas espécies (SMIRNOFFE 20Gil). Foi relatada que em

folnas de milho podem conter duas enzimas comwédatie da FMM, uma que é
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especifica para manose, enquanto a outra, desigmada fosfoglucomutase, tem a

atividade similar com Glc-1-P e Man-1-P.

7.3 GDP-D-Manose Pirofosforilase  (D-Manose-1-fosfat Guanilil

transferase).

Essa enzima foi caracterizada parcialmente a pagticerto nimero de fontes
vegetais. Ela catalisa a conversdo de Manose +h-F5BP-D-Manose. O gene que
codifica a GDP-D-Manose pirofosforilase de thaliana (VTC1) tem homologia
significativa da sequiéncia com o de leveduras, fieaos, e também de bactérias. A
demonstracao de que a A. thaliana mutante vtcigielee do ascorbato teve reducgao
da atividade da GDP-D-Manose pirofosforilase, tegsfado um apoio forte para a via
proposta (SMIRNOFF et aR001).

7.4 GDP-D-Manose-3,5-Epimerase

Esta enzima catalisa a transformacédo da GDP-D-MaewsGDP- L-Galactose.
Muito pouco se sabe sobre essa epimerase, conleesendpenas que ela sé foi
estudada em detalhes &hlorella pyrenoidosatravés do uso d#i oriundo de’H,0O
sendo incorporado no C3 e C5 durante a reacaoideepacdo. Envolvendo assim a
oxidacao do alcool no C4 para uma cetona, eliriimag@ agua e reutilizando a agua na
face oposta da dupla ligacdo, com reducdo da céabGd, também a partir da face
oposta (SMIRNOFF et al, 2001). Sua atividade é dmmehtal para ambas as vias
conhecidas derivadas da GDP-D-Manose, formandomettiarios para a rota Wheeler/
Smirnoff ou na sintese de GDP-L-Gulose na via Wa@iMan Montagu (SMIRNOFF
et al, 2001).

7.5 GDP-L-galactose fosforilase (L-Galactose gugifiransferase)

Assim como as enzimas anteriores, pouco se estumlotespeito das
caracteristicas da GDP-L-galactose fosforilase.uSeg Linster et al(2007), a sua
presenca foi verificada no momento que GDP-D-Maffioisadicionada como substrato
da GDP-D-Manose-3,5-epimerase a extratos celulegssg|tando sempre na formacéao

da GDP-L-Galactose. Foi observado que a GDP-L-Gaacera convertida a L-
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Galactose-1-P sendo esta, até entdo, a ultima arggstonhecida da rota. Linster et al
(2007), mostraram ainda que a proteina codificagla PTC2, um gene mutante de
Arabidopsis thalianadeficientes de vitamina C, € um membro da supélitarda

proteina histidinica GalT/Apal, que catalisa a eoséo da GDP-L-galactose a L-
galactose 1-fosfato em uma reacdo que consomedssfaorganicos e produz GDP.
Dowdle et al (2007), mostraram que a enzima podecasdificada por dois genes
relatando que A. thaliana expressa um segundo (@¢5g55120/VTC5) que também a
codifica a GDP-L-Galactose fosforilase, e que gsakimutantes deficientes, VTC2 e

VTC5 sdéo incapazes de crescer a menos que sejectoentada com acido ascorbico.

7.6 L-Galactose 1 fosfato fosfatase

A L-Galactose 1 fosfato fosfatase foi durante muigonpo negligenciada,
aparentando ndo ser uma enzima que poderia particip biossintese do &cido
ascorbico em plantas. Segundo Laing et al., (2@f4)Jescrita uma enzima especifica
para L-galactose-1-fosfato (L-Gal-1-P) com func@sfdtase que foi parcialmente
purificada a partir de frutos jovens de kiwig{inidia deliciosd. A enzima apresentou
uma massa molecular nativa de 65 kDa. Entretanto, @s trabalhos de Conklin et al.,
(2006) foi confirmado o passo até entdo desconbeawidvia Wheeler/Smirnoff. Essa
enzima cataliza a conversdo de L galactose 1 tosfat L-Galactose, sendo que
segundo os autores anteriormente citados variast@psepermanecem desconhecidas.
Segundo os mesmos, foi descoberto que a enzimaresinte no locus VTC4 e que a
sintese de acido ascorbico foi aumentada quantez seintroducdo de um T-DNA em
Arabidopsis thalianacontendo o gene da enzima provocando a elevac&intese,

comprovando a participacdo da enzima no processSiNG et al., 2004).

7.7 L-Galactose desidrogenase (L-Galdh)

A L-Galactose desidrogenase oxida a L-Galactos&dl)-no C1, formando
Galactono 1,4 Lactono. Essa enzima foi purificadaadir de sementes de ervilha e
informacdes sobre a sequéncia N-terminal foi upada clonar um gene de thaliana
por RT-PCR. Este gene produz uma proteina comdatié de L-Galdh, quando
expressa erz. coli (SMIRNOFF et al., 2001). Em ervilhas e Anthalianaas enzimas

recombinantes tém uma forte preferéncia por NADresabNADP, possuindo valores
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de K, entre 0,08 e 0,3 mM de-Gal. A L-Galdh reconhece a Gulose, I-sorbosone e,
no caso da enzima recombinante A. thaliana L-fucose (= 6desox-L-Gal). No
entantonenhuma outra aldose de ocorréncia comu-Ara, Gal D; D-Man, e D-GIc)
(D-Ara = D-arabinose) sdo oxidadas. Uma série de outras aldese&drogenases fore
descritas a partir de bactérias, mamiferos e funbodas elas diferem das enzimas
plantas porterem maior especificidade de substrato e possuéfnidades acuce
substrato em até 10 vezes mais baixasD-arabinosedesidrogenas (AraDh) esta
envolvida na sintese deritroascorbal em fungos. A sequéncia de thalian: da L-
Galdh tem poucassemelhanca co qualquer outros genesucarioticos da enzir,
possuindo cerca de B#lde identidade 45% de semelhancga consequéncia previs
de aminoéacidos da fucose¢ desidrogenase de Pseudomoi&dIRNOFF et a, 2001).

7.8 L-Galactono-1,4-lactona desidrogenase (GalLdh)

Como ja citadpa via da Galacton-1,4- lactona ja havia sido proposta de
1954 por Isherwood, Chen e Mapson. /Galactono-1,4actona desidrogena
(GalLdh) é uma enzima que catalisa a conversac-Galactono -1,4actona em cido
ascorbico como Uultimo passo da biossintese em gdanfinalizando a vi
Wheeler/Smirnoff (WHEELER et al., 1998). Para isaol-Galacton-1,4-lactono é
usada como um primeiro substrato, pois a enzimasséa também de uma moléc
oxidado para comgtar a reacdo. Segundo Oba et al., (1995) e @steteet al., (1997
a GalLdh era uma enzima mitocondrial, mas sem d&@eca regido na organela.
enzima possui ainda um sitio FAD ligante. Ela éifaxatia por um gene nuclear g
possui de cinco aegs éxons em sua estrutura, ndo sendo constitwidarnpa familie

multigénica.

Figura 8. Modelo 3D da GalLdh com sitio FAD ligante em azt



20

Uma importante descoberta a respeito da L-Galaetgfitactono desidrogenase
esta relacionada a pesquisa realizada por Sieddras (1999), determinando que a
GalLdh é uma enzima mitocondrial. As mitocondfia®m isoladas e subfracionadas
em gradiente de Percoll e enzimas marcadoras farsadas para identificacdo da
localizagdo da mesma no interior da mitocondriaré8sltados revelaram a presenca da
Galldh na membrana mitocondrial interna. SegundadoBeet al. (2000) (Figura 9), a
GalLdh esta posicionada entre o complexo lll e mmexo IV, sendo uma proteina
transmembranar com sitio ativo posicionado na éxterna da membrana possuindo o
sitio FAD ligante também posicionado para a facerea. Nos experimentos desse
grupo foram verificadas que as mitocondrias isdaua processo de separagao podem
sintetizar AsA na presenca de L-Galactono-1,4-Lbaxt(GL) e que o citocromo C é
reduzido juntamente com a GL, gerando AsA. Essesadas ocorreram paralelamente a
verificagdo do fato que em folhas mais velhas tesénde 4cido ascorbico é diminuida.
A GalLdh é também chamada de aldonolactona oxidotase € pertencente a familia
das flavoproteinas alcool vanilico oxidase (VAO)nfioria dos membros VAO sao
oxidases produtoras de peréxido de hidrogénio, ladBade plantas, no entanto, usa
exclusivamente o citocromo C (Cc), como aceptorelftrons. A transferéncia de
elétrons entre a GalLdh e o Cc presumivelmente leavoma interacdo entre o a
enzima e o Cc especificamente na regido de restdumegados positivamente em torno
da borda do grupo heme, sendo a parte da supediicie o cofator heme € mais
acessivel (BARTOLI et al., 2000). Nenhuma estrutuistalizada esté disponivel para a
GalLdh ou seus homélogos, sendo assim, nenhumamaéio esta disponivel sobre
possiveis sitios de interacdo na superficie daejmat A seqiéncia de aminoacidos da
GalLdh, no entanto, contém um numero acima da médg residuos carregados,
principalmente de Glu e Lys, que poderiam estarolidos em interacbes de

superficie.
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Figura 9. Modelo hipotético da interacdo da GalLdhe a cadeia de transporte de elétrons segundo
Bartoli (2000).

Um ponto importante sobre as interacdes da Galkdiete sobre a localizacao
da enzima na membrana mitocondrial interna e spacé&idade pelo citocromo C,
revelando, um possivel envolvimento com a cadespinadria e o0 transporte de
elétrons mitocondrial. Para avaliar esse fato HBaeo al.,, (2000) analizaram a
velocidade na producdo de acido ascoérbico em mmtb@s intactas isoladas de
tubérculos de batata, sendo constatado que nanpeede ADP e NADH a velocidade
se elevada em 20% quando cinco mililitros de Gafaetl,4-Lactono (GL), o substrato
da GalLdh, era adicionado. A presenca de GL no pr@eocou um aumento acentuado
na producdo de acido ascorbico, indicando que onidrtas isoladas sdo capazes de
sintetizar acido ascérbico a uma taxa elevada peio da atividade da GallLdh.
Inibidores respiratérios, como antimicina A e KGdtam adicionados, mostrando que
ocorria diminuicdo da respiracdo na auséncia osepga de GL. No entanto, a
producao de acido ascorbico foi estimulada pelgdadile antimicina A, um inibidor da
citocromo C oxidoredutase (complexo Ill). J& a adide KCN, um potente inibidor da
citocromo ¢ oxidase no (complexo IV) provocou igdm completa da sintese de acido
ascorbico. A inibicdo na producdo de acido ascérpor KCN néo foi devido a uma
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diminuicao da atividade da GalLdh, sendo que o K@l inibe esta enzima em ensaios
in vitro (BARTOLI et al., 2000).

A conexao do fluxo de elétrons na cadeia respiettrm a biossintese do AA
foi cogitada por Millar et al., (2003), atestandeep estado redox do complexo Il
influencia a sintese da vitamina C. O fluxo derel& oriundo dos complexos | e Il
pode sofrer desvio da via classica de transporteléleons mediante a atividade da
oxidase alternativa (AOX) (FINNEGAN et al., 2004. atividade desacopladora da
AOX, desviando o fluxo de elétrons para o oxigémitormando agua ao final, pode,

segundo Bartoli et al., (2006) interferir na sietde acido ascorbico.

8. Oxidase alternativa (AOX)

Nos vegetais, além da via classica da respirac@beenma via de respiracao
alternativa composta pela oxidase alternativa (A(B§sa enzima desvia o fluxo de
elétrons da cadeia transportadora de elétrons a@sado a respiracdo celular da
producao de energia (CLIFTON, 2005). A AOX é umaima insensivel ao cianeto,
nao-fosforilante e mediadora do caminho de eléteomartir do pool de ubiquinona
reduzida para oxigénio formande® (FINNEGAN et al., 2004).

A AOX estd presente na membrana mitocondrial iateancorada entre o0s
complexos Il e Il da cadeia transportadora de@hét com sitio ativo projetado para a
matriz mitocondrial. Finnegan et al. (1997) cogitarque os mondmeros que a compde
podem formar um heterodimero, entretanto, evidertdapresenca de um homodimero
ligandos covalentemente ligado através de resideosisteinas (forma oxidada) ou
através de interacdes hidrofébicas (forma reduzig@dem ser encontrados
(BERTHOLD e STENMARK, 2003).

Ela desempenha fungcbes como a termogénese, pfmeip@ nas plantas da
familia Araceae. Outras funcbes atribuidas a AOX prevencdo na formacgédo de
radicais livres, reprogramacédo celular duranteasfies de estresse e manutencéo do
ciclo do acido tricarboxilico (MAXWELL et al., 1999RNHOLDT-SCHIMITT et al.,
2006) (Figura 10). Whelan et al., (2009) afirmane gquAOX ndo € apenas um dos
diversos componentes envolvidos na resposta desalefentra as ROS, mas a sua
atividade ou a falta de atividade conduz a umaagé® radical no equilibrio celular
defensivo e assim, portanto, ela desempenha uml gapé&al na programacdo a

resposta ao estresse.
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A AOX pertence a uma familia multigénica na quabqad uma expressao
tecido-especifico e/ou responsivo a situa¢gfes dauss de estresse (CLIFTON et al.,
2005; COSTA et al., 2010). Os diferentes genes@X podem ser constituidos de trés
a cinco éxons, com predominancia de quatro exgosndiendo da
espécie (COSTA et al., 2010).

Espaco intermembranar

MNADMPIH = H NADW P
L

Trends in Plfant Scifence

Natriz

Amhold-Schimitt et al., 2006 (modificado)|

Figura 10. Via da respiracdo alternativa da cadeiraransportadora de elétrons mitocondrial. Em

amarelo: NAD(P)H desidrogenase, em verde: oxiddismativa e em azul: proteina desacopladora.

Em plantas, a AOX apresenta um grande numero €&rnisas que tem levado a
guestionamentos a respeito do papel que cada urmdosros da enzima possui no
metabolismo celular. Um estudo desenvolvido porsitbne et al. (2002) diferenciando
os diversos genes da AOX em duas subfamilias genplicacbes importantes em
relacdo ao contexto da expressdo génica. Essesomemnores propuseram que 0S
genes da subfamilia AOX1 sdo expressos em repastiesses enquanto 0s genes da
subfamilia AOX2 s&o expressos de maneira constubiu relacionadas a tecidos
fotossintetizantes.

Segundo Clifton et al., (2005) o gene da AOX2 Alebidopsis thaliana
desempenha um papel na comunicacao entre a mit@g@d cloroplasto. Estudos em
Vigna unguiculatademonstraram que a AOX é codificada por uma pexdi@milia
multigénica (AOX1, 2a e 2b), ortélogos a familiaxAda soja (COSTA et al., 2010).
Costa et al., (2010) demonstraram que 0 gene Vuld\@x2o-expresso com o VuAox1
em varias condicfes de estresses abioticos, coio salicilico, osmotico e peroxido
de hidrogénio em folhas déigna unguiculata Enquanto isso, a isoforma VuAox2a
manteve-se com um padrdo de expressao constifi@@S&STA et al., 2010). Segundo

esses autores uma analise de bioinformatica revgiews promotores de VuAox1 e 0s
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2b mostram uma regido conservada relacionada coroisiglemento que é sensivel a

stress oxidativo.

9. Objetivos

9.1 Geral

Comparar a expressao dos genes referentes as srganvaa Wheeler/Smirnoff
e das isoformas da Oxidase alternativa em doisesl®RS 236 Cereja e BRS 237
Roxinha de acerolaMalpighia emarginataDC possuidoras de diferentes niveis de

acido ascorbico.

9.2 Especificos

- Comparar os niveis de &acido ascoOrbico existemtes frutos verdes
semimaduros e maduros dos clones BRS 236 CereRSe287 Roxinha de acerolas
Malpiguia emarginateDC..

- Avaliar a expressdo génica relativa as enzimasialaVheeler/Smirnoff em
flores, frutos verdes, frutos semimaduros e frata@sluros;

- Determinar o(s) gene(s) que gera(m) diferengagshiossintese do ascorbato
nos dois clones em flores, frutos verdes, frutosisaduros e frutos maduros;

- Caracterizar os genes pertencentes as famili@xidase alternativa,

- Comparar os niveis de transcritos da AOX1 e A@KPcada tecido e clone;
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10. Material

O material vegetal foi coletado manualmente no @aregperimental da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Emprapanunicipio de Pacajus a 50
Km de Fortaleza no estado do Ceara. De plantascomeo anos de idade, dos clones
BRS 236 Cereja e BRS 237 Roxinha de aceroleMatpighia emarginataDC.) foram
colhidas flores, frutos verdes, frutos semimadwdsutos maduros. Esse material foi
coletado as 10 horas da manh&, onde o materiaingdiatamente colhido, cortado e
congelado em nitrogénio liquido. O material fointikcado quanto ao estadio de
desenvolvimento e respectivo clone, sendo que wa®sfrforam selecionados pela
coloracdo, tamanho do fruto no referido estadioddsenvolvimento e pela idade
aproximada de cada fruto obedecendo ao modelcadsifitacdo proposto por Ferreira
et al., (2009). A selecdo dos frutos foi executddaseguinte forma: frutos verdes no
estadio 1 ou verde intenso, frutos semimadurossté@i® 3 ou 25% vermelho ou réseo
e frutos maduros no estadio 6 ou vermelho intensartho. As flores foram escolhidas
pelo seu grau de desenvolvimento, sendo selecisnagiaelas que apresentavam o0s
verticilos florais totalmente desenvolvidos, expssé que possuiam 0 maior tamanho

possivel.

11. Métodos

11.1. Determinacéo dos teores de 4cido ascorbicdaiopelo método de titulometria
de Tillman.

I. Solucbes:
- Solucéo de Tillman (DFI- 2,6 dicloro-fenol indofaol) 0,02%.
Para a preparacéo da solucdo de Tilman 50 mg déobiricialmente triturado
em um graal, sendo adicionados pequenos volumégute destilada aquecida {69,
seguindo de filtracdo para um baldo volumétrics@ ml. Em seguida foi filtrado 31
mg de NaHCQ (bicarbonato de sodio) com o restante da aguacatpjeonde se

esperou que o liguido esfriasse para entédo serletadp o volume do baldo.
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- Solucao de acido oxalico 0,5%.

A preparacao da solucéo de acido oxalico conséstitse dissolver 5 g de acido
oxalico em 500 ml de &gua destilada transferindgae um baldo volumétrico
completando com agua destilada, sendo armazenadeladeira.

- Solucao padrao de acido ascoérbico pg/mi

A solucao padrao foi preparada utilizando 50 mgado ascérbico em 200 ml
de acido oxalico 0,5% resfriado, sendo em seguatsterido para baldo volumétrico e
posteriormente a esse volume foi acrescentado asiélico 0,5% até atingir o volume
de 1000 ml (50 mg/1000 mI=50 pg/ml).

il. Preparo do extrato.

De amostras dos tecidos de frutos verdes, semimsdumaduros dos clones
Cereja e Roxinha de acerolaMalpiguia emarginata DC), foram separadas
manualmente as peliculas externa dos frutos des tosl@stadios, isolando a polpa e as
sementes com o auxilio de um estilete. Dessas p&hpam pesadas 0,5 g, protegidas
da luz e oxigenacdo. A essa massa de material fadioionados 30 ml de acido
oxalico 0,5% (refrigerado), sendo completado o n@para 100 ml em seguida em um

baldo volumétrico com acido oxalico 0,5%.

iii. Padronizacdo da solucdo de Tillman 0,02% com acido
ascorbico (AA).

Da solucéo de &cido ascorbico (50 pg/ml) tomou-sd 8m um Erlenmeyer de

125 ml, completando até 50 ml com agua destiladaneseguida titulou-se com a
solucdo de Tillman refrigerada até a obtencdo daogpde mudanca ou “viragem”
(réseo claro, persistente por no minimo 15 segynddseagente muda sua coloracéo
de azul a para r6seo em meio acido. Foram fed#asépeticdes para o calculo do titulo
do reagente, ou seja, a quantidade de acido ascanecessaria para titular 1 ml da

solucéo de Tillman.
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Tabela 2. Peso da polpa e volumes de DFI utilizado® calculo do titulo e da quantidade de &cido

ascorbico (mg) em 100g de polpa.

BRS 236 Cereja BRS 237 Roxinha
Estadio de Fruto Fruto Fruto Fruto Fruto Fruto
desenvolvimento| verde semimaduro maduro verde semimaduro maduro
Peso de polpa | 0,54 0,58 0,56 0,57 0,56 0.5
)]
Volume de DFI 4,7 3,0 2,3 2,2 1,8 1,4
utilizado para
4.6 3,0 2,3 2,3 1,7 1,5
titular (ml)
: 45 3,1 2,3 2,3 1,7 1,5
Repeticao
Média 4,6 3.03 23 2,26 173 1,46
iv. Calculo do Titulo:

a) Das trés repeticdes (2,6 ml, 2,7 ml e 2,7 ml) dacdm de padronizacédo do DFI

foi obtido um volume de 2,66 ml em média paraaitld ml de acido ascorbico

(5 ml da solugéo de AA foi retirado do volume de &Iml x 50 pg =250u9):

2,66 ml-------- 250 pg de acido ascorbico
1,0 ml--------- X=93,77ug/ml (Titulo)
V. Determinacgéo de acido ascorbico no extrato:

a) 0,54 g---—------ 50 ml (no baldo de 50 ml com 50 ralatido oxalico)
X(g)----------- 2,0 ml (aliquota retirada do volurde 50 ml)
X=0,0216 g (fruto verde cereja)

1,0 ml de DFI|-------- 93,77ug/ml

4,6 ml de DFI-------- X=431,06 pg/ml=0,43106 mg
0,0216 g -------------- 0,43106 mg

100 g------------------ X=1995,37 mg/100q (fruto neke cereja)

b) 0,58 g--------- 50 ml
X(g)----------- 2,0 ml

X=0,0232 g (fruto semimaduro cereja)
1,0 ml de DFI------- 93,77ul/ml
3,03ml de DFI------ X=285ug/ml=0,285mg

100 g---------------- X=1228,44 mqg/100g (fruto senanuro cereja)




28

X=0,0224 g (fruto maduro cereja)
1,0 ml de DFI|------- 93,77ul/ml
2,3 ml de DFI------- X=215,6ug/ml=0,2156mg

0,0224 g------------- 0,2156 mg

100 g----=-=-=====--- X=962,81 mg/100g (fruto maducereja)
d) 0,57 g---------- 50 ml

X(g)------------ 2,0 ml

X=0,0228 g (fruto verde roxinha)

1,0 ml de DFI|----------- 93,77ug/ml

2,26 ml de DFI---------- X=210,919/ml=0,2109mg

0,0228 g----------------- 0,2109 mg

100 g-------------------- X=925 mg/100g (fruto veraexinha)
e) 0,56 g--------- 50 ml

X(g)----------- 2,0 ml

X=0,0224 g (fruto semimaduro roxinha)

1,0 ml de DFI----------- 93,77ug/ml

1,73 ml de DFI--------- X=164pg/ml=0,164mg

0,0228 g---------------- 0,164 mg

100 g------------------- X=732,14 mg/100q (fruto s@maduro roxinha)
) 0,5g----—---—---- 50 ml

X(g)----------- 2,0 ml|

X=0,02 g (fruto maduro roxinha)

1,0 ml de DFl----------- 93,77ug/ml

1,46 ml de DFIl--------- X=135,9ug/ml=0,1359mg

0,02 g-----------m-m-mm-- 0,1359 mg

100------=-=-===-=---- X=679 m@/100g (fruto maduroxinha)

12. Caracterizacao da Oxidase alternativa di¥lalpiguia emarginata DC.

12.1 Extracdo do RNA total.
Foram utilizadas 200 mg de folhas, flores e frutesdes, semimaduros e
maduros dos dois clones Cereja e Roxinha de acétalpiguia emarginataDC, sendo
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cortados em pequenos pedacos e macerados em mitréigélido com auxilio de gral e
pistilo para disrrupgéo das paredes celulares ebmaras. O isolamento do RNA total
foi feito com o uso do kit comercial RNeasy planinivkit® (Quiagen) (Figura 11),
sendo que para a caracterizacao dos genes da Ozt ativa foram utilizadas folhas
jovens de acerolas comuns. Os demais tecidos dossckomerciais foram utilizados
para as andlises de expressdo das enzimas da \ealaNBmirnoff bem como as
isoformas da Oxidase alternativa. Os lisados c@slg@ulverizados produzidos pelo
processo da disrrupcdo foram transferidos parastude 1,5 ml (tubos para
centrifugacdo em microcentrifuga) e a estes fordicicmados 45QI de tampé&o RLC a
seguir submetidos a uma centrifugacdo a 8000 g2porinutos. O produto gerado
apresentava duas fases uma superior aguosa e femarinontendo restos celulares. A
fase superior foi coletada por pipetagem e postagote adicionada em uma mini
coluna do "kit" ("QlAshedder spin column”- de cba$, acoplada a um tubo coletor de
2ml) e em seguida centrifugada a 8000 g por 2 rm&ud5Ql do eluido foram
recuperados e transferidos para um novo tubo “eg&nde 2 ml sendo adicionados
0,5 volumes de etanol 95% (48p misturando-se por pipetagem. Posteriormente,
foram transferidos 700l dessa mistura para uma nova coluna do "kit" ("&3yemini
spin column” — de cor rosea, acoplada a um tubetamolde 2 ml) e efetuada uma
centrifugacdo a 8000 g por 15 segundos. O eluidodéscartado, sendo que
posteriormente foi adicionado a coluna 700de tampdo RW1. Esse processo foi
executado em duas etapas onde inicialmente foraioaados 35Qu de RW1 (50%),
sendo seguido pela adicdo deuB@e desoxirribonuclease (DNase). ApOs serem
deixadas em descanso por 15 minutos, as colunas fadicionados mais 354 de
RW1 e novamente processou-se uma centrifugacadagpor 15 segundos. A coluna
foi depois transferida para um novo tubo coletadigionados 50Q1 do tampéao RPE e
submetido a nova centrifugacao de 8000 g por 1&m&kxs. O eluido foi posteriormente
descartado e o tubo coletor foi reutilizado na nsesmoluna. 500ul de RPE foi
adicionado a coluna e esta centrifugada a 8000rg2pminutos para remocéo de
qualquer residuo de etanol que poderia interferin es reacdes subsequentes. O eluido
e o tubo coletor foram descartados e a colunaliemata com um novo tubo coletor de
1,5 ml. Finalmente foram adicionados gDde agua livre de RNase diretamente a
coluna e esta centrifugada a 8000g por 1 minuta pampleta eluicdo. O eluido era o

RNA total que foi posteriormente armazenado & @Opara subseqiientes anélises
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eletroforéticas e RT-PCR. A concentracao e integiéddo RNA foram avaliadas por

espectrofotometria e eletroforese em gel de agdrase.

RMeasy Plant mini Kit
(procedimento de isolamento)
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Figura 11. Esquema da extracdo de RNA total pelo kRNeasy plant Mini kit (Quiagen®).

12.2 Quantificacdo do RNA total

A gquantificacdo e verificacdo da pureza dos RNAarforealizadas por medidas
de absorbancia em 230, 260 e 28 Onm e suas regeriactes®»so na qual devem
ser superiores a 2,0°®/,g0 na qual devem ficar no intervalo entre 1,7 e @ilizando
um espectrofotdmeto da marca PHARMACIA BIOTECH, @lodULTROSPEC 2000
e confirmadas em um Nanodrop 2000c da marca Th8gmtific. Para observacéo do
grau de pureza do RNA usou-se a relacao (D.O26@80 O fator de diluicdo da
amostra foi de 100 (gl da amostra em 198 de agua milli-Q), sendo a concentracéo
obtida pela expresséo abaixo:

1-D.O (Densidade 6ptica) em 260 nm indica uma canaedo de 4@g/ml
[RNA] = 40 pg/ml x D x Ageo

onde,
D - Fator de diluicdo usado para fazer a leitura;

Aso- Leitura obtida no comprimento de onda de 260nm.
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Tabela 3. Leituras espectrofotométricas dos RNAs tais isolados dos tecidos deMalpiguia

emarginata DC (C significa cereja e R Roxinha)

Acido
Nucléico

Tecido Concentragdo| Unidade | A260 A280 |260/280] 260/230 1lug 0,5 ug
Folha 1,352 pg/ul 0,338 0,176 1,92 1,93 0,70 0,35
Flor C 2,0695 pg/ul 51,738 | 28,073 | 1,84 1,04 0,48 0,24
Flor R 0,7177 pg/ul 17,94 9,4 1,91 1,28 1,4 0,7
Fruto verde

C 0,0838 pg/ul 2,094 1,226 1,71 0,71 12,04 6,02
Fruto verde

R 0,326 pg/ul 8,149 | 4,628 1,76 0,88 3,125 1,55
Fruto
semimaduro

C 0,156 pg/ul 3,899 2,278 1,71 0,76 6,41 3,2
Fruto
semimaduro

R 0,1905 pg/ul 4,763 2,744 1,74 0,83 5,2 2,6
Fruto

maduro C 0,0838 pg/ul 2,094 1,226 1,71 0,71 12 6,25
Fruto
maduro R 0,0595 pg/ul 1,487 1,058 1,41 1,29 16 8,3

12.3 Eletroforese do RNA Total para verificacdo dantegridade

Foi realizada umaletroforese em gel de agarose a 1,5% diluido enp&a
MOPs 1X para observagcdo das bandas correspondengegunidades ribossomais. A
eletroforese foi realizada em aparelhno da marca FMACIA modelo GNA 100
(7.5x10cm) utilizando-se uma fonte regulavel deartte continua BIO RAD (Power -
pac 300) com amperagem constante 50 mA por apro&mente 90 minutos a
temperatura de 2%. Foi aplicado no gel o equivalente gd da amostra de RNA total
dos tecidos. O gel foi tratado com brometo de @t{@j5 ug/ml) por aproximadamente
15 minutos e as bandas foram detectadas pela @migs@luorescéncia obtida pela

exposicao do gel a raios ultravioleta (Figura 12).
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Folha FlorC FlorR FVC FVR FSMC FSMR FMC FMR M

RNA —>

ribossomico

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1,5% diluido emngpdo MOPS do RNA total extraido de
folhas de acerolas comuns, flores (Cereja e Roxinhdrutos verdes (FV Cereja, FV Roxinha) frutos
semimaduros (FSM Cereja, FSM Roxinha) e frutos madws (FM Cereja, FM Roxinha),
mostrando as subunidades ribossoma As bandas foram visualizadas em brometo de €0,5 pg/ml,

sob luz ultravioleta. Mmarcador de peso molecular 1 Ladder(Invitrogen®).

12.4 Reacdes de transcricdo rever e de PCR
A sintese do cDNA foi realizada pelo kit ImpromIl™ Trangtase Revers
(Promega, Estados Unidos) de acordo com as inssudhd fabricante utilizando (g

de RNA total e oligodfs como iniciador para reacao de transcricao rev

Tabela 4. Componentes e lumes usados nas reacdes de transcricio reve

RNA total (ul) Variavel em funcado da leitura espectrofotométriaea®,t
png de RNA total
Tampao 5x (ul) 4,0
dNTPs 5mM (ul) 2,0
Oligo dT18 (ul) 2,0
MgCl, 25mM (ul) 2,4
H,0 Mili Q g.s.p. 20l Variavel emfuncdo do volume de RNA to
Transcriptase reverss 1,0
(k)
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Tabela 5. Leituras espectrofotométricas obtidas doprodutos de transcricdo reversa dos tecidos

analisados deMalpiguia emarginata DC (C significa cereja e R Roxinha)

Acido
Nucléico
Concentragdo
Tecido (ug/ul) A260 A280 260/280| 260/230 1lug
Folha 0,3193 9,676 8,52 1,14 1,16 3,131851]
Flor C 0,3039 9,21 10,923 0,84 0,82 3,290556
Flor R 0,3145 9,532 8,847 1,08 1,11 3,17965
Fruto verde
C 0,3154 9,558 9,132 1,05 1,03 3,170577
Fruto verde
R 0,3193 9,676 8,52 1,14 1,16 3,131851]
Fruto
semimaduro
C 0,7491 22,699 14,978 1,52 1,72 1,334935
Fruto
semimaduro
R 0,6934 21,012 13,642 1,54 1,8 1,442169
Fruto
maduro C 0,3114 9,436 7,966 1,18 1,23 3,211304
Fruto
maduro R 0,3097 9,384 10,114 0,93 0,94 3,228931

12.5 Desenho dos pares de oligonucleotideos (prirmersenso e antisenso

degenerados da AOX.

Os primers senso e antisenso da AOX foram deseslapartir da coleta de 60
sequéncias de AOX1 e AOX2 presentes no NCBI (Atpv.ncbi.nlm.nih.gov/).
Essas sequéncias foram alinhadas através do uderrdmenta de bioinformatica
Clustaw?2 constante no banco de genes europeu EMBL
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). O &lamento possibilitou a sele¢édo de
regides conservadas onde foram definidas as duemsicpara o par de primers
chamados de 42 AoxF e 45 AoxR (senso e antisespectvamente) como mostrado

na figura 13. A regido do gene a ser amplificada esmpreendida no éxon 3.
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TAMANHC ESPERADOQ DOS FRAGMENTOS de DNA
ou RNA amplificados por PCR ou RT-PCR

DNA = acima de 620 bp RNA =620 bp
Usando qualquer Aox1 ou aox2 com 45A0xR

OMA = acima de 317 bp RMA=31T bp
Usando qualquer Aox1 ou aox2 com 44A0xR

DNA = RNA= 128 bp

4080x1 Usando 4240xF € 44A0xR
d0Aox2 —_—
4180x1
M_;‘uf 4280%F 43hoxF
—_
Aox Gene s INTRON 1} {INTRON 2} :INTRDNSI—
44hoxR 45h0xR

DMA=RMA=323 bp
Usando 43A0xF e 45A0xR

DMA=RNA=431bp
Usando 42A0xF ¢ 46A0xR

Figura 13. Modelo estrat@ico para a escolha das regides nas quais foram drkados primers sens:

e antisenso da Oxidase alternativa AO.

ApoOs a identificacdo das regides no gene da Aos “primers” foram
desenhados geserindo os nucleotideos degenerados nas posic@elsavi diferencas
entre as sequéncia?ara o primer antisenso a regido definida para &
oligonucleotideo foi analisada com a escolha de damm sequencias alinhadas

software Reverse complemenhttp://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.h),

onde em seguida, obedecendo ao modelo universahutdeotideos sintéticc
representativos dos tipos de degenera(Tabela 6),foram inseridos na referic
sequencia usando a ferramenta  OligoAnalyzer presente no  site

http://www.idtdna.com/Home/Home.as observando 0s requisitos necessarios pe

desenho de primers.
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Tabela 6. Leituras espectrofotométricas obtidas doprodutos de transcricdo reversa dos tecidos

analisados deMalpiguia emarginata DC (C significa cereja e R Roxinha)

Mistura de bases Bases degeneradas
A+C+G+T N
A+C+G
A+T+G
T+C+G
A+T+C
A+T
C+G
T+G
A+C
C+T
A+G

T < ZT R W S IT WO

12.6 Isolamento de DNA de folhas de aceroleiras usio o tampédo CTAB.

Para o isolamento do DNA foi usado o tampéao deagéitr CTAB segundo Doyle e
Doyle (1990). Inicialmente, o tamp&o foi aquecidg0&C em banho-maria. O material
vegetal foi macerado em nitrogénio liquido com Boixile um graal e pistilo Foi
adicionado o p6 ao tampdao, em pequenas quantidagieando-as a medida que foram
colocadas no tampao evitando assim a formagao deog: As amostras foram
incubadas a 66C em banho-maria de 30 a 60 minutos. Igual volumeldroférmio:
alcool isoamilico (24:1, v/v), aproximadamente G@0 foi misturado por inversao
lentamente varias vezes. Esse conteudo foi cegiidio a 2500 rpm por 15 min a
temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida pan novo tubo com o cuidado
para nao capturar a fase inferior a fase aquosasdgunda, foi adicionado 2/3 volumes
de isopropanol 100% para limpar a fase aquosayrargio lentamente para que o DNA
formasse o complexo DNA-CTAB e precipitasse. O ipitaxlo foi coletado por
centrifugacdo a 1000 rpm em temperatura ambiente2pminutos, onde pbde ser
retirado com o uso de uma pipeta. O pellet foi davaom 500 ul de etanol 70%,
recentrifugado a 1000 rpm por 2 minutos. O DNA deixado para secar no tubo,
removendo com o0 uso de uma pipeta etanol residoalemanescente foi adicionado o
tampéao TE (Tris — EDTA) pH 8,0 (1-2 ml).



36

12.7 Amplificacdo da regido compreendida pelos priers 42 AoxF e 45 AoxR do
gene da Oxidase alternativa através da Reacdo emd&da da DNA Polimerase
(PCR).

A amplificacdo dos genes (amplicons) da AOX foilirgala pela reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR sigla em inglés)zatiido o sistema GoTag® DNA
Polimerase (Promega, Estados Unidos) utilizandcespate primers degenerados
desenhados com base nas sequéncias dos genesadd@4d Os produtos de PCR
semiquantitativas foram visualizados em géis decsgade 1,5% e corados com

brometo de etidio 0,5 pg/ml (Tabela 7).

Tabela 7. Componentes e quantidades de reagentegizados nas reacdes de PCR.

Variavel em funcéo da leitura
DNA (ul) espectrofotométrica

equivalente a 1ug do DNA

H,0 Mili Q g.s.p. 25ul Variavel em funcao da leitura
espectrofotométrica da do DNA isolado
Tampao 5x (ul) 5,0
dNTPs 5mM () 1,0
TAQ polimerase (ul) 0,1
Primer senso AOX 42F 0,75
(Hl)
Primer anti senso AOX 0,75
45R (ul)

12.8 Eletroforese do material amplificado

Os produtos de PCR foram submetidos a uma elet¢sdoem gel de agarose
1,5%, diluido em tampédo TBE 1X, para observacdobdeslas correspondentes aos
fragmentos amplificados da AOX. Foram aplicadogyeb5 pl da amostra amplificada
por PCR junto com ful de azul de bromofenol. No mesmo gel foi tambéticago o
marcador (100 Base-Par Ladder - PHARMACIA BIOTECHO DBRASIL). A
eletroforese foi realizada em aparelho da marca FMACIA, modelo GNA 100

(7.5x10cm), utilizando-se uma fonte regulavel deasde continua BIO RAD (Power -
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pac 300) com amperagem constante 50 mA por aproeimente 1 hora a temperatura
de 25 C. O gel foi corado com brometo de etidio (ig8ml), colocado sob agitacdo por
15 minutos e posteriormente lavado com agua Millp&a remocdo do excesso de
brometo de etidio. O gel foi, em seguida, obsarvauim fotodocumentador modelo
Mini Bis Pro da Bio-imaging Systems acoplado a wmputador, sendo utilizado o
programa Gel Capture para avaliar o tamanho dagakasbtidas na eletroforese atraves

do nimero de seus pares de bases.

Tabela 8. Programa de PCR utilizados para amplificedo dos genes da AOX deéMalpighia

emarginata DC

Pré 94°C 3 minutos
desnaturacao
30 ciclos para as trés etapas abaixo
Desnaturagéo g 1 minuto
Anelamento 55C 1 minuto e 10
segundos
Extenséo 72C 1 minuto e 10
segundos
Extens&o final 72C 0

12.9 Purificagao e ligacéo dos produtos de PCR

Os produtos amplificados referentes aos genes @#a€xalternativa por PCR
foram purificados antes das reacdes de ligacaoetar plasmidico e clonagem por
transformacéo genética eischerichia coli Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% sendo quenalodfh migracéo eletroforética os
mesmos foram purificados usando o kit QIAEXII (QIBS) de acordo com as
instrucdes do fabricante antes de ligar no vetasmldico pGEM-Teasy (Promega,
USA) (Figura 14). Bactériagscherichia coli cepa JM109, foram usadas para a

transformacao.
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Figura 14. Mapa circular do vetor de clonagem pGEN-TEasy, com destaque para os diferente
sitios de restricdo de endonucleases, genes degisicia a ampicilina e gendac Z que codifica a

enzimap-galactosidasgFonte Promega.

12.10 Transformacdo de bactérias deEscherichia coli cepa JM10¢ para a

caracterizacao da Oxidase alternativa (AOX

A transformacéo consistiu da incorporacdo do pldemiecomknante (vetor
plasmidico contendo o produto de PCR) através dtoduédo cloreto de calci
Bactérias deE. coli foram cultivadas em 2 ml de @ LB (NaCl 1%; Peptona 19
Extrato de levedura 1,0%) a°C a 125 rpm durante a noite (aproximadament
horas). Feito isso, 100 ghcultura de baérias foram transferidas p. um erlenmeyer
contendo 10 méle LB a 37°C a 125rpm durante, aproximadamente, 1 hora. Para
DNA clonado foi usado 1 r dessa cultura, sendo em segusildometidas a urmr
centrifugacdo de 5000 rpm por 2 minutos. O sobram&doi descartado e recipitado
ressuspenso em 500¢d solucéo | (KClI 10mN MOPS 10mM). Em seguida, mais ul
vez a solucao foi centrifugada a 5000 rpm por 2utois onde no fim o sobrenada
foi, mais uma vez, descartado. recipitado ressuspenso em 500dplsolucao Il (KC
10mM; MOPS 10mM; Ca(1M) e incubado durante 15 mimgtem contato com gel
depois centrifugado nas mesmas condi¢cdes anteriooetudo, foi retirado apenas 4
ul da solucéo llpois nos 100 | restante as bactérias Becoliforam ressuspensas cc

bastante cuidado para ndo causar a destruicadudadevido a fragilidade da pareds
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membrana celular causada pelcreto de calcio. Nesse momento, |il0de produto de
ligacdo (decada produto dPCR purificado) foi adicionado. Mais uma vez, astéadas
foram incubadas em contado com gelo por, aproximente, 75 minutos. Passado €
tempo, as bactérias foram submetidas a um cl térmico. Dgois de tiradas do
contato do gelo foram postas em um bimaria a 42°C por 1 minut e,

imediatamente, postas em contato, novamente, ctompge mais 10 minutosAgora,

foi adicionada a solucdo de 100 pl mais 10C de LB liquido Assim, 1100 | de

culturade bactérias foram incubadas a°C a 125 rpm por 90 minutos antes da ult

centrifugacdo 000 rpm por 2 minutos. 1000 de foram descartadoso precipitado
continha as bactérias ressusps nos 100 pl restantes. Essa cultdeabactérias foi
espalhada em meio LB agar (contend-Gal 2%; IPTG 50 mM; carbenicilina 10

ug/ml e incubadas a 3°C por, aproximadamente, 24 horas. O resultado &

coloénias bracas e azuis: as brancas sendo as positivas (canteetor de ligaca

adicionado do produto d@CR) e azuis negativas. Apesar da coloracdo re-se uma
PCR em colbnia para verificar o sucesso da tramsioé« (Figura 15).

Figura 15. Placa de [tri mostrando colbnias transformadas (brancas) como vetor e nac

transformadas (azuis).
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12.11 Estimativa da transformacdo de Escherichia coli através de PCR em

coldnia.

Da placa de Petri com as colbnias transformadagotmh de quarenta e seis
colonias foram selecionadas, sendo que a coloraé@ose apresentou totalmente
brancas em algumas col6nias. Com um palito de maadsiéril tocou-se na colénia
sendo em seguida agitada em 50 ul de agua ultrgmiliaQ) para causar plasmoélise e
liberar o material genético da bactéria. 2,5 pkdemyua mili-1 foi usado para realizar
uma PCR. O par de primer escolhido para a reagamfos primers universais M13F
(senso) e M13R (reverso) que sdo especificos pavatar plasmidico utilizado,
pGEMT-easy vector, na regido adjacente ao localskrcéo dos produtos de RT-PCR.

12.12. Mini-preparacao plasmidial

Uma colonia ddecherichia coliJM 109 isolada, previamente avaliada por PCR,
foi coletada com um toque de um palito estérilciadiada a um erlenmeyer contendo
10 ml de meio Terrific Broth (Tabela 9) contendobemicilina 100 pug/ul e incubada a
37 °C, sob agitacdo de 145 rpm durante uma noite. Emuid® 1,2 ml do meio foi
centrifugado por 2 minutos a 5000 rpm a temperatumbiente. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso conuR@é solucéo | (25 mM de Tris pH
8,0 e 10 mM de EDTA), mais 300 ul de solucéo IR(® de NaOH e SDS 2%),
aguardou-se 5 minutos a temperatura ambiente eguids adicionou-se acetato dé K
3 M pH 5,2. A mistura foi entdo centrifugada pormihutos a 13000rpm a temperatura
ambiente. Em seguida foi realizada uma extracaofeani/cloroformio 1:1 e mais uma
vez centrifugado por 5 minutos a 13000 rpm. Recupse o sobrenadante, adicionou-
se igual volume de isopropanol 100% gelado e dagtu-se a 13200 rpm por 5
minutos. O precipitado foi entdo lavado com 500dmketanol 80%, centrifugado por 5
minutos a 13200 rpm. O etanol foi descartado eegcipitado foi ressuspenso em agua
livre de RNA sendo em seguida mantido a °87 por 20 minutos. Em seguida,
adicionou-se 8 pl de NaCl 4M e 40 ul de PEG 800® E3deixou-se no gelo por 20
minutos e posteriormente centrifugou-se por 15 s 11500 rpm a 4C. O
precipitado foi entdo lavado com 500 ul de etai®8b8rio, mais uma vez centrifugado
por 5 minutos a 13200 rpm. O etanol foi entdo désda e ao tubo foram adicionados

20 pl de agua (Mili —Q autoclavada).
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Tabela 9. Volumes utilizados do Meio Terrific Brothpara realizacdo de minipreparacao.

Terrific Broth (TB) Quantidadel/litro
Triptona 12 g

Extrato de levedura 24 ¢

Glicerol 4 ml

KH,PO, 231g

K;HPO, 1254 ¢

12.13. Sequenciamento dos fragmentos génicos da A@®Xeridos nos plasmidios

Os clones selecionados foram sequienciados na Widade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho (UNESP/Botucatu). O seqi@mento gerou um arquivo
digital que foi analisado pelos programas conhecatomo Phred, Cross-macht e Phrap.
A seguir, as sequéncias obtidas foram comparadas seguéncias ja anotadas em

bancos de dados usando a ferramenta BLAST (Basal lAdigment Search Tool).

12.14. Caracterizagéo das isoformas da Oxidase altativa

Os fragmentos sequenciados revelaram regifes glexgia ser alinhadas com
sequencias da AOX1 e AOX2 darabidopsis thalianaobtidas no NCBI. Esse
alinhamento p6de mostrar qual dos clones pertasciaferidas isoformas da AOX em
funcdo do escore apresentado como parametro déidaes sendo analisado no

programa Clustawzhitp://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalvy2/

12.15. Andlises da expressdao génica das enzimas tiggrantes da via
Wheeler/Smirnoff e da Oxidase alternativa 1 e 2 (AR1 e AOX2 especificos).

12.15.1. Desenho dos pares de oligonucleotideosir{ars) senso e antisenso dos
genes das enzimas da via Wheeler/Smirnoff (degendms e especificos para
Malpighia emarginata DC) e especificos da AOX1 e AOX2 ddalpighia emarginata
DC.
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Os “primers” especificos senso e antisenso utiizana amplificacdo dos
fragmentos da AOX1 e AOX2 foram desenhados apodsndisae das regides
sequenciadas dos genes. Ja os “primers” relativegganes do conjunto de enzimas
presentes na via biossintética do acido ascorbarant desenhados a partir de
sequéncias disponibilizadas no NCBI. Das nove eaziparticipantes da biossintese da
vitamina C, quatro delas foram obtidas atravésedeiencias de cDNA especificas para
a Malpiguia emarginataDC. (GDP-manose pirofosforilase, GI:80973463; GDP-
galactose fosforilase, GI:196174884; L-galactossidiogenase , G1:196174886 e L-
galactono 1,4 lactono desidrogenase, GIl:19617488Rfe seus cDNAs foram
prontamente usados no desenho dos primers atravésisd da ferramenta de
bioinformética Perl Primer. Sequencias de diferertgpécies das outras enzimas foram
obtidas no NCBI (glicose-6-fosfato isomerase, manés fosfato isomerase e L-
galactose-1-fosfato fosfatase), sendo que a fosfomatase e a GDP-manose 3,5-
epimerase possuiam um numero insuficiente de seisede cDNA para que 0s
primers fossem desenhados pelo alinhamento das asgsavelando a necessidade de
serem anotadas sequencias génicas de espécies genpima totalmente descritos.
Nesse caso foi utilizada a plataforma Phytozomeas erramentas de bioinformatica
para a anotacdo génica dessas duas enzimas eniegsg@isponibilizadas no site
http://www.phytozome.net/Apds as anotacdes as seqiéncias foram alinhadasstr

do uso da ferramenta de bioinformatica ClustawXtzorie no banco de genes europeu
EMBL (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). @linhamento possibilitou a

selecéo de regides conservadas sendo entdo efetuadatagem de pares de primers
de cada conjunto de cDNA alinhado referente asmamida via. Apds essa escolha os
primers foram desenhados inserindo os nucleotidegenerados nas posicdes que
havia diferencas entre as sequiéncias. Para o paimtisenso a sequencia eleita para ser
o oligonucleotideo foi submetida anteriormente aogmma Reverse complement

(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.hjirdendo ambas as sequencias (senso

e antisenso) usadas em seguida na ferramenta OMNgalyzer no site

http://www.idtdna.com/Home/Home.asmbservando o0s requisitos necessarios para o

desenho de primers. Além da amplificacdo por PCRegides flanqueadas pelos pares
de “primers” referentes aos cDNAs das enzimas ddigssintética do acido ascorbico
e das isoformas da AOX, novas reacbes em cadepoldaerase foram executadas
usando um par de primers degenerado do fator degagéo alfa utilizado como

elemento constitutivo, servindo como referencia dmplicons de cada enzima.
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Tabela 10. Pares de primers degenerados e espeoiit usados na analise da expressédo génica da

AOX1, AOX2 e genes da via Wheeler/Smirnoff
Primer
AOX1 senso (42A0X F)
AOX1 antisenso (45A0X R)
AOX1 senso (AOX1-F)*
AOX1 antisenso (AOX1-R)*
AOX2 senso (AOX2-F)*
AOX2 antisenso (AOX2-R)*
Glicose fosfato isomerase senso (GPI-F)
Glicose fosfato isomerase antisenso (GPI-R)
Manose fosfato isomerase senso (MPI-F)
Manose fosfato isomerase antisenso (MPI-R)
Fosfomanose mutase senso (PMM-F)
Fosfomanose mutase antisenso (PMM-R)
GDP-Manose pirofosforilase senso (GMP-F)*
GDP-Manose pirofosforilase antisenso (GMP-R)*
GDP-Manose 3'5’epimerase senso (GME-F)
GDP-Manose 3'5’epimerase antisenso (GME-R)
GDP-Galactose fosforilase senso (GGP-F)*
GDP-Galactose fosforilase antisenso (GGP-R)*
Galactose fosfato fosfatase senso (GPP-F)
Galactose fosfato fosfatase antisenso (GPP-R)
L-Galactose desidrogenase senso (Galdh-F)*
L-Galactose desidrogenase antisenso (Galdh-R)*

5’ Sequencia 3’
GCDGCDGTBCCDGGVATGGT
TCVCKRTGRTGHGCYTCRTC

GCTTCACTGCAAGTCATTGAGG
AGTGTGGAGTTAGGTGGGAGG
TTTGCATCTGAGGTCTCTTCGC
GGAACATTCTCGATCTTACCCTC
GCHTTYTGGGAEGGTWGG
CCATRBDAGRGCATCWGG
GTBMAGVAYTRADTGGGG
TATGCBGGYTCRTTDGC
CTYACWGCKCCVAGRAAG
GWGAYACRTTSAGOCC
ACTCAGT@OCTAAGCC
TTABACCACCACACC
GATGCHTGGGCWGAG
CTTCCRBATYACYGGC
GTTTGAAGGI GAGG
GACCGERATTTAGGAG
ARRGCCREEGAYTTGG
CETHRBCHCCAAAKCC
AATTCGARCCAAACC
GAGACGCTCAACGG

L-Galactono 1,4 lactono desidrogenase senso (GdHtlh TTAGGGAGCAGCAGATTGG
L-Galactono 1,4 lactono desidrogenase antisensih@@d&r)* CAACAGCATCGGTGTATGG

12.15.2. Amplificacdo dos genes da via Wheeler/Smaff, AOX1 e AOX2 pela
Reacao em Cadeia da DNA Polimerase (PCR).

A amplificacéo dos diferentes genes foi realizagla peacdo em cadeia da DNA
polimerase (PCR sigla em inglés) utilizando o sisteGoTag® DNA Polimerase
(Promega, Estados Unidos) utilizando pares de psiregpecificos ou degenerados de
cada gene, desenhados com base nas sequenciandsslg cada enzima analisada. Os
resultados das RT-PCR semiquantitativas foram Weadns em géis de agarose de

1,5% e corados com brometo de etidio 0,5 pg/mlakplificacbes por PCR semi
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quantitativa foram previamente desenvolvidas cd@s timeros de ciclos (27, 30 e 33
ciclos) a fim de se verificar aguele que se adegumawanalises de expressao génica,
sendo eleitos 30 ciclos.

12.15.3 Eletroforese do material amplificado dos ges da via Wheeler/Smirnoff,
AOX1 e AOX2

Os produtos de PCR foram submetidos a uma eletsdoem gel de agarose
1,5%, diluido em tampdo TBE 1X, para observacadobdeslas correspondentes aos
genes de cada enzima. Foram aplicados no gelda amostra amplificada por PCR
junto com 1ul de azul de bromofenol. No mesmo gel foi tambéticago o marcador
(100 Base-Patadder - PHARMACIA BIOTECH DO BRASIL). A eletroforese foi
realizada em aparelno da marca PHARMACIA, modeloAGMOO (7.5x10cm),
utilizando-se uma fonte regulavel de corrente coatiBIO RAD (Power - pac 300)
com amperagem constante 50 mA por aproximadaménéetémperatura de 2&. O
gel foi corado com brometo de etidio {@g&ml), colocado sob agitacdo por 15 minutos
e posteriormente lavado com agua Milli-Q para reimodo excesso de brometo de
etidio. O gel foi, em seguida, observado num fotodhentador modelo Mini Bis Pro
da Bio-imaging Systems acoplado a um computadojcseatilizado o programa Gel
Capture para avaliar o tamanho das bandas obtidaemoforese através do niumero de

seus pares de bases.

Tabela 11. Programas de PCR utilizados para os genéa via Wheeler/Smirnoff e AOX1 e AOX2
de Malpiguia emarginata DC. A temperatura de anelamento para cada par de ipfiinde 54°C para
GGP, GPP, 58C para GPI, MPI, Galdh, GalLdh, AOX1 e AOX2 e de’6gara PMM, GMP e GME

Pré desnaturacao 9¢ 3 minutos

30 ciclos para as trés etapas abaixo

Desnaturacio o 1 minuto
Anelamento Variavel em funcdo dos Tms dos primers minbito e 10 segundos
Extensao 75C 1 minuto e 10 segundos

Extens&o final 72C 0
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13. Resultados

13.1. Dosagem dos teores de acido ascorbico totakgente nos clones Cereja e
Roxinha deMalpiguia emarginata DC.

A dosagem dos teores de acido ascérbico total meesen 0,5 pg de polpa dos
frutos em trés estadios de desenvolvimento revgleuos frutos verdes do clone Cereja
possuem 1995,37 mg/100g de acido ascorbico, semelep frutos verdes do clone
Roxinha essa taxa € de 925 mg/100g de polpa. Jautns semimaduros do clone
Cereja, o teor de acido ascorbico alcanca o vaol228,44 mg/100g de polpa. No
clone Roxinha, a quantidade de acido ascorbicaldéoir32,14 mg/100g de polpa de
frutos semimaduros. Ja para frutos maduros fofigado que no clone Cereja ha uma
quantidade de 962,81 mg/100g de acido ascérbicolo@e Roxinha apresenta uma

quantidade acido ascorbico de 679 mg/100g de f{Bigara 16).
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Teores de acido ascorbico presentes nos clones Cereja e
Roxinha de aceroleiras Malpiguia emarginata DC
aA

2000 -

1800 -

1600 -

1400 - aB W Cereja

1200 -

bA at M Roxinha
1000 -

bB bC
800 -

600 -
400 -

acido ascérbico m g/100g de polpa

200 -

Fruto verde Fruto Fruto maduro
semimaduro

Estadios de desenvolvimento

Figura 16. Teores de acido ascorbico dos clones BRS236 Cerej@RS237 Roxinha presentes e
trés estadios de desenvolvimento de frutos (frutogerdes, frutos semimaduros e frutos maduros
em mg de acido ascérbico por 100g de polpa, obtidpelo método de titulometia de Tillman. As
letras diferentes indicam niveis estatisticameriferehtes, onde as minlsculas mostram os va
diferindo estatisticamente no mesmo estadio dendebgmento entre os clones, ja as letras maiust
demonstram diferencas estatist entre os estadios de desenvolvimento, mas no meleme. Os dadc

foram analisados pelo teste de Tukey com p «
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13.2. Expresséo génica da Glicose fosfato isomerase

A expresséo do gene da Glicose fosfato isomeraséorecom o uso de um par
de primers degenerados, desenhados a partir deesgiéncias de cDNA presentes no
NCBI, bandas de 540 pb. A amplificacdo por RT-PERiguantitativa e a visualizacéo
da corrida eletroforética executada em um gel dwosg 1,5% mostrou uma leve
variacao nos tecidos examinados apods esse getitecarado por 10 minutos em uma
solucéo de brometo de etidio (Figura 17). Em fldoeencontrada uma expressao mais
elevada no clone Roxinha que aquela apresentadtone Cereja. JA em relacdo aos
frutos verdes aparentemente, foi verificado umaesgiio levemente superior no clone
Cereja em comparacédo com o clone Roxinha. Essé@gadr expressao se repetiu com
uma pequena variacdo para os frutos semimadurostedea expressao génica
apresentada pelo clone Cereja permaneceu maigialenee aquela existente no clone
Roxinha. Entretanto, a banda relativa ao clone mt@imostrou uma intensidade
aparentemente menor que aquela existente em fratdss. Esse padrao de expresséo
se repetiu nos frutos maduros analisados. Nestassfrocorreu uma maior intensidade
de expressdo génica no clone Cereja, bem supegelaa apresentada no clone
Roxinha. Foi verificado ainda que ocorreu um graduanento da expressao no clone
Cereja e um comportamento inverso no clone Roxinha,medida que o

desenvolvimento dos frutos era avaliado.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto maduro
[ R c R c R [ R
Glicose fosfato
. 540ph
isomerase
EF-alfa

Figura 17. Gel de agarose 1,5% do gene da Glicose fosfatormerase (A) apds 30 ciclos de flore
frutos verdes, frutos semimaduros e frutos maduroge aceroleirasMalpighia emarginata DC, onde
C significa clone Cereja e R clone Roxinh A corrida eletroforética foi desenvolvida usandd &a
produto de RTPCR do gene da Glicose fosfato isomerase e do €eoglongacdo alfa usado co

elemento constitutivo de referé@a (B)
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13.3. Expresséo génica da Manose fosfato isomerase

A manose fosfato isomerase catalisa a conversa®-#autose-6-P em D-
Manose-6-P, sendo assim o primeiro passo na fomdedhexoses fosfatos. Seis
sequencias de cDNA obtidas no NCBI e alinhadasragrama ClustalW?2 presente no
banco de genes europeu EMBL possibilitou o deseddoum par de primers
degenerados, responséaveis pela amplificacdo deagménto de 690 pb (Figura 18).
Sua expressao génica mostrou um padrédo peculiaieom®s avaliados delalpighia
emarginataDC. Em flores foi verificado que a expressao gepiara o clone Cereja foi
bem mais elevada que aquela apresentada peloRtxieha. Quanto aos frutos verdes
dos clones analisados, a diferenca ndo se mostudo Bvidente. A expressao génica
no clone Cereja se mostrou levemente superior aqglficada nos frutos verdes do
clone Roxinha. A analise da expressao génica daodéafosfato isomerase nos frutos
semimaduros de aceroleiras mostrou um padrao si@iaele verificado em frutos
verdes. Entretanto, a expressao verificada emdrdtoclone Roxinha foi menor que
aquela encontrada em frutos verdes. O clone Ctamsjhém teve uma diminuicdo em
sua expressdo quando comparada a expressao génicatat verdes. A expressao
génica dos clones Cereja e Roxinha de frutos madpresentou uma elevagéo quando
comparada com frutos verdes e frutos semimadurator@ Cereja teve uma expressao
génica superior que a encontrada no fruto maduralalme Roxinha. Em ambos os
clones, a expressédo génica foi superior aquelassaptadas nos outros estadios de

maturacéo analisados.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto maduro

c R c R c R c R

Manose fosfato
isomerase

690 pb

Figura 18. Gel de agarose 1,5% do produto de F-PCR do gene da Manoseokfato isomerase (A
ap6s 30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos sémaduros e frutos maduros de aceroleira
Malpighia emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforética
foi desenvolvida usando 5ul do produto de-PCR do gene da Glicose fosfato isomerase e do dea

elongacéo alfa usado como elemento constitutivef#eéncia (B
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13.4. Expressédo génica da fosfomanose mutase

A avaliagédo dos transcritos em flores dos clonegj@e roxinha de aceroleiras
(Malpighia emarginataDC) mostrou ndao haver uma diferenca, apesar deoqtiene
Cereja aparenta uma expressao génica levementeosyp®as visualmente parece nao
ser relevante (Figura 19). Em relacdo a frutos esgrdcorreu uma elevacado da
expressdo génica de ambos os clones em comparagéaquela apresentada por
flores. Em frutos verdes do clone Cereja houve ex@essédo levemente superior a
apresentada por frutos verdes do clone roxinhddipighia emerginataDC. Essa
expressao superior em frutos verdes ndo permarmoefrutos semimaduros, onde
ocorreu uma diminui¢ao dos transcritos de ambadares. Em frutos semimaduros do
clone cereja, a expressao génica da manose fastaterase foi inferior a do clone
roxinha. Esse padrdo de expressdao dos frutos semiosa do clone roxinha
permaneceu em frutos maduros. Aparentemente samcés dos clones cereja e
roxinha os transcritos apresentam um padréo nat rdifierente daqueles apresentados

por frutos verdes e semimaduros.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto maduro
c R c R c R c R
A Fosfomanose 360 pb
mutase
B EF-alfa

Figura 19. Gel de agarose 1,5% do produto de F-PCR do gene da-osfomanose mutas (A) apos
30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos semimados e frutos maduros de aceroleirasMalpighia
emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforética fc
desenvolvida usando 5ul do produto de-PCR do gene d&licose fosfato isomerase e do fator

elongacéo alfa usado como elemento constitutivefdeéncia (B
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13.5. Expresséo génica da GDP-manose pirofosfori@as

A expressdo génica da GDP-manose pirofosforilaseflems de aceroleiras,
Malpighia emarginataDC, ndo apresentou diferencas entre os clonegacem@xinha.
Entretanto, se verificou que analisando comparna@rde com o fator de elongacéo
alfa, usado como elemento constitutivo, a expregginca da enzima nao foi mais
baixa em nenhum dos clones analisados (Figurala®. expressdo do gene em frutos
verdes de aceroleiras mostrou que o clone Cergsupama expressao superior aquela
observada no clone roxinha. Esse padrao de expree®d foi observado em sua
plenitude em frutos semimaduros, pois nestes acamea maior expressao génica da
GDP-manose pirofosforilase em frutos do clone RuaxinJa em frutos maduros, a
expressdo génica da GDP-manose pirofosforilaseetsafm aumento em ambos os
clones. Foi verificado que o clone Cereja apresentna expressao levemente superior
aquela verificada no clone Roxinha, sendo as deasrhais expressas que o elemento

constitutivo usado como controle.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto maduro
c R c R c R c R
. Manns.e 400 pb
pirofosforilase
EF-alfa

Figura 20. Gel de agarose 1,5% do produto de F-PCR do gene davlanose pirofosforilase (A) apos
30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos semimados e frutos maduros de aceroleirasMalpighia
emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforética fc
desenvolvida usando 5ul do prco de RTPCR do gene da Glicose fosfato isomerase e do 6kt

elongacéo alfa usado como elemento constitutivefeéncia (B
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13.6. Expressédo génica da GDP-Manose 3’5’ epimerase

A expressédo génica da GDP-Manose 3’5’ epimerastoeas dos clones Cereja
e Roxinha de aceroleirablalpighia emarginataDC apresentou uma importante
diferenca. O clone cereja obteve em suas analises axpressao muito superior da
manose 3’5’ epimerase em comparacao aquela apmdseam flores do clone roxinha
(Figura 21). Para a mesma enzima, foi analisaddretos verdes uma diferenca de
expressdo génica. Em frutos verdes do clone céogj@ncontrada uma expressao
génica que em muito excedia aquela apresentadutos verdes do clone roxinha. Ja
em frutos semimaduros, os niveis de transcritoee esg clones ndo tinham grandes
diferencas, mas mesmo assim, a expressédo no clergadoi levemente superior a
apresentada no clone Roxinha. Finalmente, a exwegsnica em frutos maduros de
aceroleiras da manose 3’5’ epimerase, ndo aprasanta diferenca aparente nos niveis
de transcritos, sendo que tanto em frutos madut@sitq nos demais tecidos a

expressao foi superior ao elemento constitutivorfdé elongacéo alfa.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto maduro
c R c R C R C R
Manose 3'5' 300 ph
Epimerase
EF-alfa

Figura 21. Gel de agarose 1,5% do produto de F-PCR do gene ddManose 3'5’Epimerast (A) apos
30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos semimados e frutos maduros de aceroleirasMalpighia
emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforética fc
desenvolvida usando 5ul do produto de-PCR do gene da Glicose fosfato isomerase e do 6kt

elongacéo alfa usado como elemento constitutivefeéncia (B
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13.7. Expresséo génica da GDP- Galactose fosforigas

A expressdo génica da GDP- Galactose fosforilasstrmo caracteristicas
distintas nos niveis de transcritos de ambos owsle tecidos de aceroleitdalpighia
emarginataDC (Figura 22). Em flores, foi verificada uma inamte diferenca de
expressao, onde o clone Roxinha se apresentou c@maior intensidade que aquela
vista no clone Cereja. Esse padrdo mudou em fudodes, nos quais o clone Cereja
obteve uma expressdo génica muito superior a apeeisepelo clone Roxinha que nao
apenas teve uma expressao génica inferior, masoveuen nivel de transcrito muito
baixo. Em frutos semimaduros houve uma conservalg niveis de transcritos
expressos em frutos verdes para o clone Cerejaserddo verificada diferenca entre
esses tecidos. Ja o clone Roxinha apresentou usidecdvel aumento na expressao
génica da GDP- Galactose fosforilase, quando caadpaaquela apresentada em frutos
verdes, além de ndo ser observada diferenca enttlowes nesse tecido. A expressao
génica da GDP- Galactose fosforilase em frutos mesdrevelou que o clone Cereja
permaneceu com 0s niveis de transcritos similagasles apresentados anteriormente
em frutos verdes e semimaduros, mas ja para o 8ormha, ocorreu uma diminuicao

da expresséao, sendo bem inferior aguela apresep¢dalalone Cereja.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto maduro

c R c R ¢ R ¢ R

GDP Galactose

fosforilase §71pb

Figura 22. Gel de agarose 1,5% do produto de F-PCR do gene daGDP Galactose fosforilas (A)
apo6s 30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos semaduros e frutos maduros de aceroleira
Malpighia emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforétici
foi desenvolvida usando 5ul do produto de-PCR do gene da Glicose fosfato isomerase e do da

elongacéo alfa usado como elemento constitutivefieéncia (B).
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13.8. Expressédo génica da L-Galactose 1 fosfatofetase

A expresséo génica da L-Galactose 1 fosfato fasfatavelou um padrao muito
similar nos niveis de transcritos (Figura 23). Honels dos clones Cereja e Roxinha de
aceroleirasMalpiguia emarginataDC ocorreu uma pequena diferenca na expressao
génica, tendo o clone Roxinha um nivel levemenpesor quando comparado ao clone
Cereja. Esse modelo verificado em flores permaneaedrutos verdes, tendo o clone
Cereja uma expressao inferior aquela apresentddacfmne Roxinha. Ja em frutos
semimaduros, a expressao génica teve uma leveséojeonde os niveis de transcritos
apresentados pelo clone Cereja foram superioresdacsone Roxinha. Em frutos
maduros, novamente teve o clone Roxinha um padedexpressao génica da L-
Galactose 1 fosfato fosfatase superior ao apresepielo clone Cereja. Esses niveis de
transcritos foram analisados por uma comparacaalgbarcom o0 agente constitutivo
fator de elongacao alfa sendo que se observoumquedns os tecidos e em ambos 0s
clones os niveis de transcritos foram bem abaixpatirdo de expressdo apresentado

pelo Fator alfa.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto maduro
c R c R c R c R
Galactose fosfato 540 pb
fosfatase
B EF-alfa

Figura 23. Gel de agarose 1,5% do produto de F-PCR do gene daGalactose fosfato fosfatas (A)
ap6s 30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos sémaduros e frutos maduros de aceroleira
Malpighia emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforétici
foi desenvolvida usando 5ul droduto de RTPCR do gene da Glicose fosfato isomerase e do da

elongacéo alfa usado como elemento constitutivef#eéncia (B
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13.9. Expresséo génica da L-Galactose desidrogenase

A expressado génica da L-Galactose desidrogenasapnésentou diferencas nos
niveis de transcritos em flores dos clones Cerdfmxnha deMalpiguia emarginata
DC (Figura 24). J4 em frutos verdes, a expressaa@&ofreu uma forte diminuicao
guando comparada com aquela apresentada em #oneambos os clones. Entretanto,
se observou uma expressao levemente superior ne Clereja. Em frutos semimaduros
ocorreu um significativo aumento da expresséao gémpiincipalmente no clone Cereja,
que apresentou um nivel de transcrito mais elegaéoo verificado no clone Roxinha.
Esse aumento na expressao génica verificado erosfrsgmimaduros permaneceu
elevado em frutos maduros d#alpighia emarginataDC. Nesses frutos ocorreu um
padrédo similar da expressao génica, ndo sendacaeldf nenhuma diferenca nos niveis
de transcritos apresentados pelas analises dosscl@mtretanto, na comparacao da
expressdo génica da L-Galactose desidrogenase celem@nto constitutivo fator de
elongacao alfa foi verificado que em flores, frusesnimaduros e maduros a expressao

foi muito superior aguela apresentada pelo agemtsticutivo.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto maduro
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Figura 24. Gel de agarose 1,5% do produto de F-PCR do gene daGalactose desidrogena: (A)
ap6s 30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos sémaduros e frutos maduros de aceroleira
Malpighia emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforétici
foi desenvolvida usando 5ul do produto de-PCR do gene d&licose fosfato isomerase e do fator

elongacéo alfa usado como elemento constitutivef#eéncia (B
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13.10. Expresséao génica da L-Galactono-1,4-Lactono desidgenase

A expressao génica da L-Galactono-1,4-Lactono dag@hase (L-GallLdh)
revelou que em flores ocorreu uma pequena difereonganiveis de transcritos dos
clones Cereja e Roxinha de aceroleirasviddpighia emarginataDC (Figura 25). No
clone Cereja, houve uma expresséo génica infeoi@paesentado pelo clone Roxinha.
Ja em frutos verdes, os niveis de transcritos aptados pelos dois clones nédo
apresentaram nenhuma diferenca. O gel apresentmla®@om um nivel de transcrito
para o clone Cereja similar aquele apresentado gelee Roxinha. Esse nivel de
transcritos apresentados em frutos verdes nageéuem frutos semimaduros. Tanto
o clone Cereja quanto o clone Roxinha aumentargmifisiativamente a expressao
génica da L-Galactono-1,4-Lactono desidrogenaselosambos superiores a expressao
génica apresentada pelo elemento constitutivo fdeorelongacdo alfa.. Em frutos
maduros, ocorreu uma importante reducdo dos nieisranscritos, para ambos 0s
clones. Tanto o clone Cereja quanto o clone Roxidtaziram drasticamente sua

expressao génica, onde visualmente ndo havia nentliienenca entre os clones.
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Flor Fruto verde Fruto semimaduro Fruto madure
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L Galactono 1,4
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desidrogenase
B EF-alfa

Figura 25. Gel de agarose 1,5% do produto de F-PCR do gene dalL Galactono 1,4 Lactona
desidrogenasgA) apds 30 ciclos de flores, frutos verdes, frutasemimaduros e frutos maduros d
aceroleiras Malpighia emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida
eletroforética foi desenvolvida usando 5ul do ptodie R-PCR do gene da Glicose fosfato isomera

do fator de elongacéo alfa usado como elementditgig de referéncia (B
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14. Caracterizacdo da Oxidase alternativa erilalpiguia emarginata DC.

A clonagem de sequencias génicas obtidas apos Idieago por PCR revelou
que duas isoformas da AOX foram encontradas Malpighia emarginataDC,
mostrando a presenca de uma AOX1 e uma AOX2. Nawehdiferencas dentre as
sequencias para AOX1 e AOX2 revelando que ness&xiespxiste apenas uma AOX
de cada isoforma. As sequencias foram alinhada®neparadas com a Oxidase
alternativa 1 e oxidase alternativa 2Atabidopsis thalianaonstante no NCBI (Figura
26 e Tabela 12).
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MeCl onell AAVPGWGGEML L HCKSL RRFEHSGGW KAL L EEAENERVHL MTFMEVAKPKWYERALVFA 60
MeCl one34 - GGSGLVGGEMLLHCKSL RRFEHSGGW KAL L EEAENERVHL MTFMEVAKPKWYERALVFA 59
MeCl onel9 AAVPGWGGEML L HCKSL RRFEHSGGW KAL L EEAENERVHL MTFMEVAKPKWYERALVFA 60
Medl onel AAVPGWGGEM. L HCKSLRRFEHSGGW KAL L EEAENERVHL MTFMEVAKPKWYERALVFA 60
At Aox1 AAVPGWGGEMWL L HCKSL RRFEQSGGW KAL L EEAENERVHL MTFMEVAKPKWYERALVI T 60
At Aox2 AAVPGWGGEMLLHLKSI RKFEHSGGW KAL L EEAENERVHL MTMVEL VKPKWYERLLVM. 60
MeCl onell VQGVFFNAYFLGYLI SPKFAHRWGYLEEEAI HSYTEFLKELDTGNI ENVPAPAI Al DYW 120
MeCl one34 VQGVFENAYFLGYLI SPKFAHRWGYLEEEAI HSYTEFLKELDTGNI ENVPAPAI Al DYW 119
MeCl onel9 VQGVFFNAYFLGYLI SPKFAHRWGYLEEEAI HSYTEFLKELDTGNI ENVPAPAI Al DYW 120
Medl onel VQGVFENAYFLGYLI SPKFAHRWGYLEEEAI HSYTEFLKELDTGNI ENVPAPAVAI DYW 120

At Aox1 VQGVFFNAYFLGYLI SPKFAHRWGYLEEEAI HSYTEFLKELDKGNI ENVPAPAI Al DYW 120

VQGE FFNSFFVCYVI SPRLAHRVVGYLEEEAI HSYTEFLKDI DNGKI ENVAAPAI Al DYW 120

MeCl onell CLPPNSTLRDVVTVVRADEAHHR 143
MeCl one34 CLPPNSTLRDVVTVWWRADEAHHR 142
MeCl onel9 CLPPNSTLRDVVTVVRADEAHHS 143
Medl onel CLPPNSTLRDVWTVVRADEAHHR 143
At Aox1 RLPADATLRDVVMVVRADEAHHR 143

RLPKDATLKDWWTVI RADEAHHR 143

Figura 26. Alinhamento das regides clonadas e semqeadas da AOX1 e AOX2 deMalpighia
emarginata DC, submetidas no programa Clustaw2 presente no hao de genes europeu EMBL,
comparadas com o0s genes da AOX1 e AOX2 deArabidopisis thaliana
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)

Tabela 12. Analise comparativa da identidade da AOXpela percentagem de aminoacidos das
sequencias clonadas d®lalpiguia emarginata DC (Me) comparadas com as sequencias da AOX1 e
AOX2 de Arabidopsis thaliana (At)

Sequencia] Nome (Naa) | Sequencid Name (Naa) | Escore

A B

1 AtAox1l | 143 2 AtAox2 143 80
1 AtAox1 | 143 3 MeClonel | 143 93
1 AtAox1l | 143 4 MeClone4 | 143 80
1 AtAox1l | 143 5 MeClone7 | 143 80
1 AtAox1 | 143 6 MeClonell | 143 93
1 AtAox1l | 143 7 MeClonel5 | 143 79
1 AtAox1 | 143 8 MeClonel9 | 143 93
1 AtAox1 | 143 9 MeClone34 | 143 90
2 AtAox2 | 143 2 MeClonel | 143 79
2 AtAox2 | 143 3 MeClone4 | 143 83
2 AtAox2 | 143 4 MeClone7 | 143 83
2 AtAox2 | 143 5 MeClonell | 143 79
2 AtAox2 | 143 6 MeClonel5 | 143 82
2 AtAox2 | 143 7 MeClonel9 | 143 79
2 AtAox2 | 143 8 MeClone34 | 143 76




67

15. Expresséao génica da Oxidase alternativa (AOX1A0X2).

A expressao génica da AOX1 foi analisada nos quatmos demonstrando
uma importante variacdo nos niveis de transcrigguta 27). Em flores foi verificado
que o clone Cereja apresenta um nivel de exprésg@mente superior ao encontrado
no clone Roxinha. Esse padrdo de expressao mudsticdmente nos frutos verdes,
pois o clone Cereja reduziu enormemente os niveigahscritos quando comparados
ao apresentado em flores. O clone Roxinha demanstr@a conservacdo dos niveis de
transcritos quando comparados aos encontrados aes.flEm frutos semimaduros,
ocorreu uma relevante elevacdo dos niveis de titosscNo clone Cereja houve um
grande aumento da expressao génica da AOX1, actagarpor uma elevacado dos
niveis de transcritos no clone Roxinha, que se nmosextremamente elevado.
Finalmente, em frutos maduros foi constatada urpaesgao génica muito similar entre
os dois clones, ndo sendo visualizada nenhumaedifarnos niveis de transcritos. A
expressao génica nos tecidos que tiveram um nieehdo de expressdo foram muito
superiores aos encontrados na expressao do elewmmmgttutivo fator de elongacao
alfa.

J& a expressdo génica da AOX2 apresentou discifet@rsta nos niveis de
transcritos observados em flores (Figura 28). eclGereja revelou uma expressao
génica da Oxidase alternativa 2 um pouco maiorogaeresentado pelo clone Roxinha.
Nos frutos verdes ndo foram encontradas diferesiggsficantes quando comparados
aqueles encontrados em flores. O clone Cerejaaeveha diferenca que praticamente
nao é visualizada. A expressao génica existentdrgiws semimaduros mostrou que
nos dois clones houve um singelo aumento, sendo @lene Cereja permaneceu com
seu nivel de transcrito mais elevado que o do cRmenha. Em frutos maduros de
aceroleiras d&alpiguia emarginataDC foram verificadas duas situacoes distintas. O
clone Cereja reduziu sua expressado a ponto de ifit@iior ao clone Roxinha, essa
reducdo ndo ocorreu no clone roxinha que permanegeuseu nivel de transcrito
inalterado quando comparado ao visto em frutos reanhiros. A expressao génica da
AOX2 quando comparada ao elemento constitutivoatiieve grandes diferencas nos

tecidos com o elemento constitutivo.
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Figura 27. Gelde agarose 1,5% do produto de R-PCR do gene daDxidase alternativa 1 (A) apos
30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos semimados e frutos maduros de aceroleirasMalpighia
emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforética fc
desenvolvida usando 5ul do produto de-PCR do gene da Glicose fosfato isomerase e do da

elongacéo alfa usado como elemento constitutivef#eéncia (B
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Figura 28. Gel de agarose 1,5% dproduto de RT-PCR do gene daxidase alternativa Z (A) apos
30 ciclos de flores, frutos verdes, frutos semimados e frutos maduros de aceroleiraMalpighia
emarginata DC, onde C significa clone Cereja e R clone Roxint A corrida eletroforética fc
desenwvlvida usando 5ul do produto de -PCR do gene da Glicose fosfato isomerase e do 6kt

elongacéo alfa usado como elemento constitutivef#eéncia (B
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16.Discusséo

O presente trabalho desenvolveu uma analise em doises comerciais
lancados pela EMBRAPA, considerando que 0S meshussupm caracteristicas
padronizadas que vao desde a estrutura da plantacmposicdo quimica, sendo que
uma das principais os teores de vitamina C queutssfapresentam. O clone Cereja ou
BRS 236 e o clone Roxinha ou BRS 237 tiveram seuss analisados em trés estadios
de desenvolvimento, fruto verde, fruto semimadufou® maduro, onde os teores de
acido ascorbico total foram dosados por tituloraetrsando o método de Tillman
(STROHECKER e HENNING, 1967). A comparacao dos Itadas surpreende pelas
diferencas existentes entre os clones. Em frutodesea diferenga nos teores de acido
ascorbico favorecendo o clone Cereja é de 53,64%8rid0s semimaduros é de 40,40%
e em frutos maduros € de 29,47% (Figura 16). Caperto a esses teores de vitamina
C algumas consideracbes merecem ser tecidas, pgaimente nas diferencas
apresentadas nos trés estadios de desenvolvimento.

Primeiramente, pode-se observar que em qualguatieste desenvolvimento o
clone Cereja tem seus teores bem acima daquekeseapados pelo clone Roxinha, mas
uma analise dos dados mostra que isso tende aullimmais fortemente a medida que
se processa 0 amadurecimento do fruto nesse ddlogaantidade de acido ascoérbico
apresentada entre frutos verdes e maduros do deneja diminuem em mais da
metade. Esses valores chegam em torno de 51,74%ifelenca. JA& a mesma
comparacao entre frutos verdes e maduros do clomelRa revela uma diferenca de
26,59% entre esses dois estadios. Nesse sentide;spoafirmar que o clone Cereja
produz uma maior quantidade de &cido ascorbiconfmoi do desenvolvimento do
fruto, mas a diminuicdo nos teores da vitaminarGuéo maior nesse clone a medida
que o fruto amadurece. Um segundo fato importagerta-se a comparacéo dos teores
de acido ascorbico apresentados entre os frutosirogdio clone Cereja e os frutos
verdes do clone Roxinha. Mesmo reduzindo seus dedeeacido ascérbico em até
51,74% o clone Cereja possui taxas de acido asoddm frutos maduros superiores
aquelas apresentadas pelo clone Roxinha no estidibruto verde. Levando em
consideracao esse parametro, ou seja, 0s teorggad@na C presentes entre esses
clones pode-se classificar o clone Cereja como fonge mais abundante de acido
ascorbico ndo apenas para consumo da fruta madwmaura mas também para uso
biotecnoldgico no processamento industrial da feeta critério de selecéo for o teor de

vitamina C.
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Apesar de ndo ser uma enzima exclusiva da viaibtésa do acido ascorbico,
a expressao génica da glicose fosfato isomerasavidiada objetivando comparar o
padrédo de expressao existente entre 0os cloneseda@ea@s, pois o0 produto da reacéo
catalisada pela enzima faz parte da via Wheelerfifiti Na analise de expressao,
verificou-se a existéncia de diferencas dos nidas transcritos entre os clones
avaliados. Para ambos os clones a expressdo g#émcae mostrou suficientemente
diferente nos tecidos analisados que justificasseraracterizacdo dessa enzima como
sendo crucial nas diferencas apresentadas nos tderécido ascoérbico (Figura 17).
Esse fato pode ser devido a que a frutose 6 fosfafpoduto da reacdo, ndo € um
metabdlito exclusivo para a sintese de vitaminasdéhdo utilizado em outras rotas
metabdlicas como por exemplo a via glicolitica retabolismo dos carboidratos. Desse
modo, a expressao génica da glicose fosfato is@@&&@o representa apenas um evento
molecular restrito a biossintese da vitamina C, rnasbém a formacdo de um
intermediario fundamental para outras rotas mditzs

A manose fosfato isomerase é a primeira enzimapquéipa efetivamente da
via biossintética do acido ascorbico. Segundo Siffiret al., (2001) seu produto de
reacdo a D-Manose-6-P sO é encontrada no metaloollsssintético do acido
ascorbico em plantas, ndo sendo verificado em ®utréas pertencentes a outros
organismos. No caso especifico da expressdo gémicaliferentes tecidos de dois
clones deMalpiguia emarginataDC o fato importante foi a existéncia de expressao
génica desse gene, ja que segundo Smirnoff ef2@01) em algumas espécies e ou
tecidos ndo existe expressao desse gene e enzintash da expressao nos dois clones
de Malpiguia emarginataDC, Cereja e Roxinha, foi verificado que ndo sgeoka uma
relacdo diretamente proporcional da expressdao @éon o conteudo de acido
ascorbico acumulado pelos respectivos tecidos. rBeguMaruta et al., (2008),
analisando a biossintese de acido ascoérbiccAemmalianaverificaram que apenas a
Manose fosfato isomerase 1 e ndo a manose fosfatterase 2 é essencial a sintese do
ascorbato. A variacdo da expressédo encontrad&l@&piguia emarginataDC além de
nao acompanhar as caracteristicas de sintesediteaguorbico de frutos em diferentes
estadios de desenvolvimento, pode ser resultagoerdge a uma expressao diferencial
dos dois genes existentes da enzima (Figura 18je Esultado pode ndo ser totalmente
representativo para a expressao especifica da Mdaoskto isomerase eMalpiguia
emarginata DC, ja que os primers utilizados ndo eram esmesfie assim nao

distinguiam os genes a serem amplificados por PA&GRbhandas reveladas podem ser
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representativas da expressao das duas isoforndes esee fato pode ndo ser totalmente
caracteristico para a expressao proporcional ate@do de ascorbato existente nos
respectivos tecidos.

A fosfomanose mutase é uma enzima que nao apreseii@ratura trabalhos
que revele caracteristicas mais aprofundadas destustura, expressdo e regulacao,
suficientes para um maior entendimento impossiniib assim, uma analise
comparativa dos resultados do presente trabalhoowdros presentes na literatura. A
conversao executada pela fosfomanose mutase tnamasfdo a D-Manose-6-P em D-
Manose-1-P revela que esse € um importante pasbms&intese do acido ascérbico.
Entretanto, a expressdo génica apresentada mogtreundo ocorre um perfeito
sinergismo dos niveis de transcritos dessa enzamac conteudo de acido ascoérbico
apresentado pelos tecidos nos dois clones (Fig@)a Q@ padrdo de expressao
apresentado varia em relacdo ao grau de amadurdgointendo em frutos verdes uma
expressao superior aos demais tecidos, 0 que demaguog existe a possibilidade desse
gene ser importante nas diferengas existentes araemtracées dos produtos da via
biossintética. Esse fato ocorrido em frutos verdeseforcado pela diferenca de
expressao génica apresentada entre os clones goantidade de vitamina C em frutos
verdes do clone Cereja é superior aos demais &diéon como do clone Roxinha. Isto
sugere que a elevagao na concentracdo da vitamama fautos verdes pode ser devido
ao aumento da expressao génica da fosfomanoseenoitas parece nao ser o Unico na
definicdo desta de acido ascorbico. Nos demaisideca diminuicdo da expressao é
proporcional a diminuicdo nas concentracfes demuitza C a medida que ocorre o
amadurecimento dos frutos, mostrando que poderexmsa relacdo entre a expressao
génica da fosfomanose mutase e a quantidade dwinéaC presente nesses tecidos.
Entretanto, ndo ocorre uma diferenca de express#ie es clones, principalmente em
frutos maduros, fato que leva a crer que a fosf@samutase pode contribuir, mas néo
é decisiva na diferenciacdo dos teores de vitafipeesentes nesses tecidos.

A GDP-manose pirofosforilase ou D-Manose-1-fosfadmanililtransferase
diferentemente das enzimas anteriores da rota \&®glirnoff, apresenta algumas
caracteristicas bem definidas na literatura. Eracéel ao presente trabalho algumas
consideragdOes podem ser tecidas, pois a expre8a@agos diferentes tecidos mostrou
que existem diferencas nos niveis de transcritoexpressdo génica nao se mostrou
significativamente diferente em flores para os dd@nes, mas em frutos verdes

verificou-se um menor nivel de transcrito apresmgaelo clone Roxinha comparado
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ao clone Cereja, que teve um grande aumento emexquassao. Esse padrao néao se
repetiu em frutos semimaduros, mas apresentou uamale diminuicdo da expressao
génica no clone Cereja, sendo que para o clonenRa»correu um leve aumento nos
niveis de transcrito quando comparado aos de fugaies. Em frutos maduros o que se
observou foi um aumento indiferente nos niveisrdescritos nos dois clones (Figura
20). Os resultados revelaram que a GDP-manoseopfosflase € uma enzima que
possui uma relagcdo particular de cada clone gumetpressdo génica e o contetdo de
acido ascorbico apresentados por cada tecidblalpiguia emarginateéDC. Entretanto,
segundo Badejo et al., (2007), em estudos RbrGlabra, a expressao génica da GDP-
manose pirofosforilase possui uma diminuicdo grbduamedida que os frutos
amadurecem, tendo o menor nivel de transcritos enosf totalmente maduros,
contrastando com os resultados aqui apresentades mesmo estadio analisado. Esses
achados podem ser resultado de fatores como ekuwagas de luminosidade que
podem influenciar no acumulo de &cido ascoérbico diferentes estadios de
desenvolvimento. O estado do Ceara esta situadangaregido do globo que possui a
caracteristica de ser mais proximo ao Equador,gpcggnando uma maior intensidade
luminosa durante o dia. Conklin et al., (1999) mavsim que enmfrabidopsis thaliana
mutantes, deficientes do gene da enzima, tinham @58tenos de acido ascorbico
produzido, comprovando a importancia do gene nsshitese. Segundo Linster e Clark
(2008) os niveis de mMRNA da GDP-manose pirofosfeellestdo correlacionados com
0os niveis de L-ascorbato acumulados nos tecidosnmas diferentes espécies de
plantas. Finalmente, para comprovar a importanaigpaltticipacdo do gene da GDP-
manose pirofosforilase no conteddo de acido asmddiumulado, Badejo et al., (2008)
analisaram a expressdo génica dessa enzima ens feuttblhas deM. glabra
comparando com Arabidopsis e tomate, sendo veliicgue a expressdo era
diretamente proporcional ao conteudo de ascortmtmalado, sendo mais elevada em
M. glabra loannidi et al., (2009) demonstraram que a esgd@syénica da GDP-
manose pirofosforilase em tomate € decrescente @odecorrer do processo de
amadurecimento, sendo praticamente imperceptivelestddio mais avancado de
desenvolvimento do fruto, corroborando com os aohate Badejo et al., (2007), em
estudos conM. glabra sendo ambos, portanto, diferentes em relacadaesostados
aqui apresentados enMalpiguia emarginata DC em estadios de avancado
desenvolvimento de frutos. Aparentemente, o quatace emMalpiguia emarginata

DC é que mesmo apresentando uma elevacdo da é@gasica em frutos maduros
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esse fato ndo influencia tanto quanto observadowgras espécies, talvez devido a uma
baixa atividade enzimatica em frutos maduros da&@ocure compensar esse processo
com uma elevacao da expressdo génica. Mesmo adsindpo ao fato de existir uma
maior expressao génica em frutos verdes no cloneejdea GDP-manose
pirofosforilase pode ser considerada como a prarezima da via Wheeler/Smirnoff a
auxiliar na definicdo dos niveis de ascorbato erists nos diferentes estadios em frutos
de aceroleiras.

O estudo da expressdo génica da GDP-Manose 3'Bieegse revelou relacao
entre o grau de amadurecimento dos frutos nos £lGeeeja e Roxinha de aceroleiras
Malpiguia emarginateDC e a quantidade de &cido ascérbico que os teidalisados
apresentam. Essa enzima catalisa um passo immoranftiossintese do acido ascorbico
devido ao fato que ela pode catalisar duas reati8gstas, formando uma bifurcacéo
na rota de sintese de compostos, seguindo asssndisintas de biossintese do
ascorbato. A principal via é aquela derivada danepgzacdo dos carbonos 3'e 5’ da
GDP-Manose formando GDP-L-Galactose, caracterizand@a Wheeler/Smirnoff. A
segunda reacdo possivel é a epimerizacdo do cafiioda GDP-Manose, gerando
GDP-L-Gulose como constituinte da via Wolucka/Vaontagu (WOLUCKA e VAN
MONTAGU, 2003). Em relacdo a via Wheeler/Smirnoff, via da GDP-L-Galactose a
expressdo génica apresentou um sinergismo com telctmde acido ascoérbico que
tanto o tecido quanto o clone apresentavam. A diipdm dos niveis de transcritos em
relacdo ao grau de amadurecimento de acerol®ledpiguia emarginata DC
acompanham uma diminui¢cdo das quantidades de asodobico medidas nos tecidos e
clones (Figura 21). Esses achados séo similaredesgapresentados por loannidi et al.,
(2009) em tomate. Esses autores demonstraram quen&daiminuicdo dos niveis de
transcritos da GDP-Manose 3’5’ epimerase com o atom#o grau de amadurecimento,
entretanto, no tomate ocorre um gradual aumentaniless de acido ascérbico com o
decorrer do amadurecimento. Esse aumento nos tderésido ascorbico encontrada
em tomates ndo é apenas fruto de sintese da vieelgvlgmirnoff. A literatura
apresenta poucos trabalhos sobre a GDP-Manoseefiierase, principalmente em
relacdo a estudos de biologia molecular, entretawtdpuesta e Botella (2004)
defendem que a enzima é crucial na biossinteseci® &scoérbico, sendo que
possivelmente ela seja um ou talvez o principaltgpate regulacdo da sintese.
Aparentemente, segundo esses mesmos autores, @&l@ngima que faz parte do

processo evolutivo nos eucariotos onde ocorredusicacdo da rota de biossintese do
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acido ascorbico nas plantas e animais, ja que alGBRBlose é um dos substratos que
precedem a formacédo da vitamina C tanto em aniquaato em plantas. A expressao
génica da GDP-Manose 3’5’ epimerase foi estudaddaverglabra por Badejo et al.,
(2008), mostrando um padrao de expressao simikrdamonstrados nesse trabalho,
acompanhando uma diminui¢cdo gradual igualmenta @igti, além de ter os teores de
acido ascoérbico muito parecidos com aquelas eraxdadr nos dois clones e nos
diferentes estadios de desenvolvimento. Outrodatmntrado que reforca que a GDP-
Manose 3’5’ epimerase € crucial na sintese da wui@ar@ emMalpiguia emarginata
DC reporta-se a diferenca apresentada pelos rdedisinscritos entre os clones Cereja
e Roxinha. Esse dado demonstra que tanto em flguasto nos frutos verdes e
semimaduros a expressao génica foi sempre supgriolone que acumula mais acido
ascorbico, ou seja, no clone Cereja. Esses resslfatito com os relatos dos artigos
apontam a GDP-Manose 3’5’ epimerase como uma dasias que mais influenciam a
sintese de vitamina C edhalpiguia emarginateDC.

O padréo de expressao génica da GDP-L-Galactoswifase ou L-Galactose
guanililtransferase demonstrou um importante radoltpara efeito comparativo em
relacédo aos teores de acido ascoérbico que cadbp tealones analisados apresentaram.
Inicialmente, foi verificado que nos diferentesadsds de desenvolvimento dos frutos
do clone Cereja ndo foram encontradas diferencasniveis de transcritos, fato que
revela uma taxa elevada de sintese do mRNA no fiutante seu processo de
amadurecimento. Esse resultado foi similar aossaptados nos experimentos de
Badejo et al., (2008) ervl. glabra A expressédo génica da GDP- GDP-L-Galactose
fosforilase mostrou-se similar aos resultados aguesentados, excetuando o fato que
em frutos maduros ocorreu uma diminuicdo signifieatda expressao génica no
trabalho desses autores e no presente trabalhoegpsassdo permaneceu elevada.
loannidi et al., (2009) realizando estudos em tematrificaram um padrédo de
expressao idéntico aos aqui apresentados. Jéopa@ne Roxinha verificou-se um
processo peculiar. A expressao da GDP-L-Galactostrilase em frutos verdes se
mostrou mais baixa, o que corrobora com o fato ue mpsse clone ha uma menor
sintese de acido ascorbico que no clone Cerejatanito, diverge grandemente com o0s
niveis de &cido ascoérbico que esse tecido apresgmtiz sua expressdo foi
extremamente baixa quando comparada aos outrosedtz@dios de desenvolvimento
(Figura 22). Aparentemente, o clone Cereja infeasa sintese do mRNA da enzima

desde os primérdios da formacéo do fruto, o quéfipasia uma maior quantidade de
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acido ascorbico, mas esse padrdo de expressaoplitaeo fato das quantidades de
acido ascorbico diminuirem. Esse processo podaleddo a uma menor atividade
enzimética em frutos maduros ou a uma relacdo maima de outra enzima com 0s
niveis de acido ascorbico encontrados nesses $editto clone Roxinha, a expressao
génica da GDP-L- Galactose fosforilase revela quaeexistir de fato um controle da
sintese de &cido ascoérbico comparado ao clone &Cprigjcipalmente no estadio de
fruto verde. Entretanto, os niveis de transcrimsrh tdo baixos que levantam duas
possibilidades. A primeira que a atividade enziogatiesse tecido em frutos verdes do
clone Roxinha é muito alta, mas ndo o suficiente gaiperar a do clone Cereja. A
segunda é que a atividade é mais alta que a de €eneja, mas como 0s niveis de
transcritos foram tdo significativamente superionesclone Cereja que mesmo com
uma elevada atividade enzimatica ndo seja sufeigata superar os conteudos de acido
ascorbico superiores do clone Cereja.

Resultados importantes de Bulley et al., (2009)ossdm os resultados aqui
encontrados com os clonesMalpiguia emarginataDC, corroborando com o fato que
a GDP-L-Galactose fosforilase € uma das enzimasegidam, através da expressao
génica a biossintese de acido ascorbico. Esseeautstudando a expressao génica em
frutos de kiwi e a superexpressao génica em Arakidalo gene da GDP-L- Galactose
fosforilase de kiwi encontraram teores até quatezes mais elevados de &acido
ascorbico quando a enzima de kiwi foi expressa eabidopsis e de até sete vezes
quando o gene da GDP-Manose 3’5’ epimerase foixpoesso. Esse fato sustenta a
hipotese que a GDP-L- Galactose fosforilase é weaedzimas que controlam a sintese
de &cido ascérbico em acerolas, pois tanto emsfvgodes quanto em frutos maduros
h&a uma significante diferenca entre os clones,rememndo o clone Cereja, exatamente
aguele que os tecidos apresentam maiores teoxémaana C.

A L-Galactose 1 fosfato fosfatase converte L-Galsetl fosfato em L-
Galactose, sendo esse 0 antipenultimo passo d&/hégler/Smirnoff na biossintese do
ascorbato em plantas. Entretanto, apenas em 2004s@xperimentos de Laing et al.,
a enzima foi inicialmente estudada. Esses autaaBcaram que a enzima purificada
em frutos de kiwi Actinidia deliciosd possuia propriedades similares a uma outra
enzima oriunda de rebentos Aethaliang identificada posteriormente como sendo a
mio-inositol 1 fosfato fosfatase. Esse fato € ratgg devido a funcdo dessa outra
fosfatase na biossintese de acido ascorbico peesantuma outra rota metabdlica

chamada de via do Mio-inositol. Apos a expresa@mbas as enzimas emcoli foi
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verificada uma velocidade 14 vezes mais alta dalactose 1 fosfato fosfatase quando
comparada a mio-inositol 1 fosfato fosfatase. Nesente trabalho, a expresséo do gene
da L-Galactose 1 fosfato fosfatase foi avaliadeiatimente como uma real participante
da biossintese em clones de aceroleiMaldiguia emarginataDC). Os transcritos
presentes nos diferentes tecidos nos clones CereRoxinha ndo apresentaram
diferencas significantes nos padrées de expregsdioag sendo que além desse fato ha
uma grande diferenca dos niveis de transcritos efte gla L-Galactose 1 fosfato
fosfatase com os trascritos do agente constitutiiaior de elongacao alfa (Figura 23).
Aparentemente a participacdo dessa enzima, assima de outras da via € promover a
sintese de intermediérios, ndo sendo um pontogilgagio que determine os teores de
acido ascorbico biossintetizados. Esse papel nde ger provado apenas com a analise
da expressdo génica, mas esse estudo em dois dpeessintetizam diferentes
quantidades de acido ascorbico mostrou que ha areaténdéncia de que outros genes
sofram uma regulacdo génica mais significante q@ere da L galactose 1 fosfato
fosfatase enMalpiguia emarginateDC.

A L-Galactose desidrogenase (L-Galdh) converte laGase (L-Gal) em L-
Galactono 1,4 Lactono. Esse €& o0 penultimo passossibigtico da via
Wheeler/Smirnoff, formando o produto que sera cditke® em seguida em &cido
ascorbico. Ela assim como outras enzimas dessaé viauito pouco conhecida.
Entretanto, um importante estudo realizado por €kaét al., (2002), elucidou pontos
até entdo desconhecidos. Nesse trabalho os autesdizaram respectivamente
superexpressao e supressado antisenso da L-Galdtabammo e Arabidopsis. Como
resultado desse trabalho duas observacdes a cesigetitividade da L-Galdh foram
propostas: a primeira € que a superexpressdo daldhGm tabaco nao afeta a
concentracdo final de ascorbato. A segunda é queébara intensidade luminosa,
quando a quantidade de ascorbato € conhecidamaigebaixa, a reducédo na atividade
da L-Galdh n&o afeta a quantidade de ascorbatan8egesses autores a L-Gal pode
exercer uma forte influencia no fluxo biossintétd® via ou seja, na sintese de um
importante intermediario. No mesmo trabalho a baoancentracdo de L-Gal
encontrada em tipos selvagens sugere que a cagecdta L-Galdh de usar esse
substrato na rea¢do € muito maior que sua taxétiss. Outro ponto relevante para a
analise da expressao génica em clonedMdépiguia emarginataDC refere-se ao
resultado apontado pelos autores anteriormentdositgue afirmam que nas linhagens

antisenso de L-Galdh havia um grande acumulo dall -Guando essas plantas eram
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colocadas sob forte intensidade luminosa. As qdandés persistiam quando havia
mudancas para periodos posteriores de baixa mtatsidade luminosa. Esses mesmos
autores sugerem que a capacidade de sintetizaga E-mais fortemente determinada
pela quantidade da(s) enzima(s) que precedem esgm a@a via, do que a
disponibilidade de substrato ou de algum tipo appedade de controle das enzimas.
No presente trabalho foi visto que nos clones @eeejRoxinha de aceroleiras de
Malpiguia emarginataDC houve um padrdo de sintese muito peculiar,naecar de
flores. Nesse tecido ndo foi encontrada difererggima como em frutos maduros.
Somente foram encontradas diferencas em frutoseseedfrutos semimaduros. Nos
primeiros verificou-se uma baixa expressao génech-Galactose desidrogenase, sendo
um pouco superior no clone Cereja. Ja em frutosnsaduros houve um expressivo
aumento nos niveis de transcritos, principalmeme feutos do clone Cereja.
Aparentemente a diferenca na expressao génicaeapmedsa entre os clones nao
representa um fator que possa determinar os diésr@iveis de ascorbato presentes nos
tecidos dos dois clones por dois motivos. Primegraten devido ao fato que as taxas de
ascorbato sdo decrescentes a medida que os frmadueecem, fato inversamente
achado com os transcritos obtidos nesse trabalbaré-24). O segundo ponto remete-
se a esses niveis de transcritos justificarem loadas de Gatzek et al., (2002), ou seja,
qgue a quantidade de ascorbato acumulado ndo édeautttividade da L-Galdh, nem
tampouco da quantidade da enzima. Lembrando qu@erexpressédo da L-Galdh em
tabaco ndo afetou a concentracdo final de ascosbatas linhagens antisenso de L-
Galdh em Arabidopsis gerou um grande acumulo deal -@uando essas plantas eram
colocadas sob forte intensidade luminosa. Portamtdos os resultados suportam que a
expressdo génica da L-Galdh ndo € um fator detantendas diferencas de acido
ascorbico que os clones apresentam.

A L-Galactono-1,4 lactono desidrogenase (L-GalLél dltima enzima da via
Wheeler/Smirnoff, responsavel pela conversdo deala€ono-1,4 lactono em acido
ascorbico. Esse passo ocorre na mitocondria, pgisnslo Siedones et al., (1999) a L-
GalLdh esta localizada na membrana mitocondriakivat, especificamente posicionada
entre o complexo 1l e o complexo IV (BARTOLI et,a2000). Para sintetizar o acido
ascorbico a enzima necessita de dois substratds;Galactono-1,4 lactono e o
citocromo C em sua forma oxidada. No presente ltrabf@i verificada uma pequena
variacdo da expressdo génica em flores, sendo quiene Roxinha apresentou uma

expressdo génica superior ao clone Cereja. Quamdonfanalisados os niveis de
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transcritos em frutos verdes nenhuma diferencaxgeessao foi encontrada entre os
clones entretanto, verificou-se reducao nos nigdeiganscritos nos dois clones quando
comparados aos apresentados em flores. Esse fatadocemMalpiguia emarginata
DC foi comparado a resultados encontrados em owspgcies, como em tomate
(IOANNIDI et al., 2009). Tal como no tomate a adartende a diminuir a expressao
génica da L-GalLdh a medida que se processa 0 astwhento. Entretanto,
diferentemente do tomate a acerola diminui a qdadé de acido ascoérbico do decorrer
de seu processo de amadurecimento. Esse dado im@deelevante comparacao nessas
espécies. Seria a L-GalLdh a enzima responsavelcpateudo de ascorbato sintetizado
em um determinado tecido? Outro ponto é se o mi@ecido ascorbico sintetizado é
fruto de uma elevada atividade enzimatica da L-@alou de um grande aumento nos
niveis de transcritos. Algumas respostas para epsastOes foram propostas quando
Pateraki et al., (2004). Estudando os niveis destrios da L-GalLdh em meldo esses
autores verificaram que ocorria expressao génicata@ins os tecidos estudados
(incluindo verticilos florais), mas especificamengen frutos a expressdo génica
elevava-se com o decorrer do processo de amadamttimPouco tempo depois,
Bartoli et al., (2005) mostraram que em dois cal@s de trigo que diferiam na
guantidade de acido ascorbico sintetizada em fothasao serem submetidos a estresse
hidrico as plantas apresentavam diferentes valmesintese protéica e na atividade
enzimatica da L-GalLdh, tendo uma elevacédo nawaultjue sintetizava menos acido
ascorbico e nenhuma alteracdo na cultivar que prochais acido ascorbico.
Notadamente nesse trabalho de pesquisa néo fondiicagas mudancas nas taxas de
acido ascorbico em nenhuma das cultivares. Segessls autores nem a quantidade da
proteina nem a atividade enzimatica podem ser ssadmo um indicador para
mudancas na capacidade de biossintese de ascarbatiitando com os achados de
Pateraki et al., (2004). Alhagdow et al., (2007lgneiaram o gene da L-GalLdh em
tomate usando a estratégia do RNAI, demonstrandooguteores de acido ascoérbico
total ndo se alteravam mesmo com reducdes nossmieeiranscritos e na atividade
enzimatica. Segundo Di Matteo et al. (2010), emestudo verificando o processo de
degradacdo da pectina em tomates, observou quesavsstde &acido ascorbico
aumentavam durante o amadurecimento gragas a @wvecab da expresséo génica de
proteinas envolvidas com a vias dos &cidos gluetmbifvia Mio inositol) e L-
galactonico, ao invés da via Wheeler/Smirnoff. Selgueles a quebra dos polimeros de

pectina existentes na parede celular aumenta ardisjiidade de precursores para a
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biossintese de acido ascorbico presentes na vé@ido L-galactbnico. Desse modo ao
se verificar os resultados obtidos por Di Matteoakt (2010) com aqueles que
Alhagdow et al., (2007) obtiveram torna-se evidenteotivo pelo qual o silenciamento
da L-GalLdh n&o resultou em uma diferenca nas cuaragbes de acido ascorbico. A
via Wheeler/Smirnoff esta presente nos frutos aeate, mas a expressdo génica e a
atividade enzimatica da L-GalLdh n&o interferem posteddos de acido ascorbico
acumulados, sendo a via do acido L-galactdnico mgisrtante e decisiva no processo
biossintético nessa espécie.

No presente estudo coMalpiguia emarginataDC a expressdo génica da L-
GalLdh em frutos verdes é idéntica em ambos oseslosendo muito baixas quando
comparadas com o elemento constitutivo (Figura 283a expressao sofre um aumento
em frutos semimaduros em ambos os clones e emdsediminui em frutos maduros.
Nesse aumento e nessa diminui¢cdo nao foram endastdiferencas de expressao entre
os clones que justificasse uma diferenca na biessEinN&o foram realizadas medi¢cdes
da atividade enzimética da L-GalLdh em nenhum doses, mas segundo Bartoli et
al., (2005) anteriormente citados a atividade eatita ndo influencia no contetdo de
acido ascorbico nos tecidos. Como os teores de &asdorbico decrescem com o
amadurecimento do fruto, aparentemente assim comaugros frutos, a L-GalLdh nao
€ uma enzima determinante dos teores acumuladd&cide ascérbico nos tecidos
avaliados déalpiguia emarginateDC.

Para o estudo da expressdo génica da AOXMalpiguia emarginataDC
inicialmente foi realizada a caracterizacado gédasisoformas presentes nessa espécie.
Segundo o atual modelo de classificacdo ja se @spaue a acerola possuisse pelo
menos duas isoformas, uma AOX1 e uma AOX2 (CONSBé&Y al., 2002). Esse fato
confirmou-se quando depois de realizada a ampjdicapor PCR, clonagem,
minipreparacdo e sequenciamento, sendo as duasnss reveladas (Figura 26 e
Tabela 12). A partir dai novos primers dessa vpeafcos foram desenhados e deu-se
inicio o estudo de expressao génica. A oxidasenaliga (AOX) € uma importante
enzima no processo preventivo de sintese das espeéativas do oxigénio (EROS),
devido a capacidade de reduzir o oxigénio moledol@nando agua como produto da
reacdo. Esse fato s6 é possivel gragas inicialmaotgonto que a enzima esta
localizada, entre o complexo Il e o complexo Ilimambrana mitocondrial interna. A
AOX poder receber do pool de ubiquinona os elétmeessarios para a reducdo do

oxigénio sendo que esse processo desacopla odrange elétrons da fosforilacao, dai
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ela ser denominada como uma proteina desacoplddorante esse processo a energia
que seria usada na fosforilacdo é dissipada naafaten calor, caracterizando uma
segunda funcdo da AOX, a termogénese. Resumidanesste processo ajuda na
manutencdo da homeostase tecidual, regulando deafgradual a manutencédo das
funcdes celulares. A AOX possui seu sitio ativogiemlo para a matriz mitocondrial,
sendo composta por dois mondémeros formando um hiomeod ligando-se
covalentemente através de residuos de cisteinamafmxidada) ou através de
interacbes hidrofébicas (forma reduzida) (BERTHOEDSTENMARK, 2003). Os
estudos que envolvem a AOX séo baseados nas @isapracteristicas da enzima,
mas fundamentalmente um grande numero de trababobaseia na propriedade
preventiva da membrana mitocondrial formar espéeiasvas nas reducdes parciais do
oxigénio que acontecem no complexo IV. Atualmetde sido cogitado que a AOX
pode participar de outros processos celulares,atéas presente momento nenhum fez
referéncia direta da enzima na biossintese do asddrbico. Essa relacdo tem sido
buscada devido ao fato que a membrana mitoconohiatna (MMI) possui duas
enzimas diferentes, mas possuidoras de uma caséiceerem comum. A primeira
dessas enzimas € a Oxidase alternativa, como gélaciesta posicionada entre o
complexo Il e o complexo Ill. A segunda é a L-Gadao-1,4 lactono desidrogenase ou
L-GalLdh, posicionada entre os complexos Ill e Afora a particularidade que ambas
possuem de estarem na MMI, elas tem a capacidadeomteolarem os niveis de
espécies reativas do oxigénio de duas formas. A &@balharia na prevencao, ou seja,
equilibrando o fluxo de elétrons que migram peldeta evitando as redugdes parciais
do oxigénio que ocorrem no complexo IV, j4 a L-GHiloperaria na sintese do acido
ascorbico, que agiria diretamente contra os raglitigres ja produzidos ou como
cofator enzimatico de diversas enzimas que detaxifio meio celular desses agentes
danosos. Interessantemente, ambas sao separadas @eto complexo Il na MMI,
segundo a proposta de Bartoli et al., (2000). Dedcesse fato € coerente propor que
haja um possivel engajamento das enzimas acimaosairiese da vitamina C. A
relacdo se basearia inicialmente no controle daoflde elétrons pelas enzimas,
passando pela necessidade de uma regulacéo dadtide uma ou das duas, findando
COM um Processo que caracterize a expressao géunica) conjunto integrado desses e
até outros meios celulares de controle.

No presente trabalho a expressao génica de duas(A@X) foram examinadas

em diferentes tecidos de dois clones Mealpiguia emarginataDC (Figuras 27 e 28).
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Cada uma dessas AOX possui caracteristicas queskBr@sinerentes. A AOX1 é
conhecidamente uma enzima que se expressa masénte em situacdes de estresse,
tanto em mono como em dicotiledbneas, jA& a AOX2 pmota-se mais como uma
enzima constitutiva presente apenas em dicotilefon® estudo revelou que a
expressdo das duas AOX é diferente. A AOX1 apresemtina elevacao nos niveis de
transcritos a medida que os frutos avancam no deaamadurecimento. Nos dois
clones foi verificado esse aumento, mas ele foi beas intenso no clone Roxinha,
tendo em frutos maduros niveis similares entreases. A AOX2 também apresentou
uma variacdo de expressao entre os clones. A eforagnica da AOX2 no clone
Cereja foi praticamente a mesma em todos os teaiilmsnuindo em frutos maduros.
Ja o clone Roxinha apresentou um aumento gradualexgaessdo em frutos
semimaduros, permanecendo em frutos maduros. G@ablr expressdo génica das
duas AOX era esperado, devido as caracteristisasofjicas e bioquimicas que a
acerola detém e de resultados encontrados em oeggries, mas as diferencas
apresentadas entre os clones merecem consideraciEspeito desse processo em
Malpiguia emarginataDC. Inicialmente, pelo fato de ser um fruto cligrato a acerola
apresenta um elevado pico da taxa respiratoria (OO, kg-1h, em média), mas
com uma baixa taxa no pico de producdo de etileBoul( C,H; kg-1 h)
(CARRINGTON e KING, 2002). Esse elevado consumoogigénio e liberagdo de
CO, dar-se no final do periodo de maturacdo e comexosahescéncia e vem
acompanhado da sintese de etileno. A elevacédomrass@o génica da AOX1 a partir
do estadio de fruto semimaduro em ambos os cl@pmesenta uma resposta em nivel
molecular e bioquimico devido ndo apenas ao aumamttonsumo de oxigénio, mas
também a possibilidade de biossintese de esp@a#@sas do oxigénio. Esse aumento
na expressao génica reflete que uma ou as duabipdades acima estdo ocorrendo
nesse estadio. O pico climatérico pode coincidm am estadio de maturacdo que a
acerola teve a expressao génica da AOX1 aumerid@dae modo seria natural concluir
que essa se revela uma possivel relacdo da expg&s@a da AOX com o estadio de
maturacao climatérico da acerola. Entretanto, ddon@stante interessante se observa
que a expressdo génica da AOX1 é muito mais intemséamente no clone que
sintetiza menos acido ascoérbico, ou seja, no dRmeénha. Um ponto relevante é que
essa expressao mais elevada nédo acontece aperfagarsemimaduros e maduros,
mas em frutos verdes ja se observava que a diterenite os dois clones era muito

mais favoravel ao clone que sintetiza menos asdorhico, ou seja, no clone Roxinha.
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A partir dai, a relacéo existente entre 0 aumeatexgphressao génica da AOX1 e
a elevacdo do grau de amadurecimento climatéricacdeola aparentemente deixa de
ser tdo estreita, dando énfase a outro procesgpibi@o na qual a AOX esteja
participando. A diferenca dos niveis de transcrtxistentes em frutos verdes evidencia
gue muito antes de ser estabelecido o pico climcatérAOX1 se expressa fortemente,
mas apenas no clone Roxinha. Somado a esse fatwe autro importante em uma
possivel ligagdo da expressdo génica da AOX conossibtese do acido ascorbico.
Esse se da quando sdo analisados os transcritgsOd2. Essa enzima é mais
conhecida por possuir um padrdo de expressao géoisitutivo, entretanto, quando
sdo comparados os transcritos nos diferentes estédipode facilmente comprovar que
em um clone a expressao se eleva e no outro claxprassao reduz gradualmente.
Como ja foram citadas as diferencas séo visivesss ab se observar o clone Cereja
reduz sua expressdo, contrariamente ao clone Roxque a tem gradualmente
aumentada. Uma questdo relevante quanto a exprgésdca da familia de genes
AOX2 em eudicotileddneas se refere ao padrdo ¢otisti que € amplamente citado na
literatura. Durante anos essa idéia foi sistematcde citada em diferentes artigos,
entretanto, recentemente, Costa et al., (2010) wonestudo de expressao a&figna
unguiculatamostrou pela primeira vez que uma AOXZAOX2b) se expressava em
condicOes de estresse. Esse achado pdde fundamsnisultados aqui apresentados
em dois clones déMalpighia emarginataDC, devido aos padrbes de expressao
encontrados em ambos os clones. No clone Roximjueleque produz uma taxa bem
mais reduzida da vitamina C, existe uma elevacaexgeessao génica da AOX2. Essa
linha de raciocinio s6 seria coerente se a expagsdica da AOX2 no clone Cereja, ou
seja, aquele que produz uma quantidade de vitathmaito superior ao clone Roxinha
obtivesse um padréo totalmente diferente. O queliservado é que realmente esse
padrdo de expressao no clone Cereja é inversampeqercional ao do clone Roxinha,
diminuindo com o desenvolvimento do fruto. Sendsimsfica nitido que devido ao
fato do clone Cereja produzir elevadas taxas dascorbico, aparentemente ndo ha a
necessidade dos dois genes da AOXAOX1 e MeAOX2) realizarem uma co-
expressdo, mas 0 mesmo pensamento para o clonehRogue produz até 50% a
menos do antioxidante essa co-expressao se revalarprocesso compensatorio ante
ao combate de espécies reativas de oxigénio esaatticcais livres.

Esses achados revelam que existe uma diferencaami@roesses dois clones

que é fundamental para produzir um resultado tatrastante na expressao génica nao
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apenas da AOX1, mas também da AOX2. O fato qudooes diferem em suas taxas
de &acido ascoérbico em até 50% reforcam a hipoteseegse processo biossintético €
suficientemente impactante no padréo de expressdicegda AOX em geral. Sendo
entdo a AOX uma enzima que influencia o fluxo détrehs que migram pela via
classica, desviando-os para a rota alternativayamtglade de elétrons existente no
complexo Il util na atividade da L-Galactono-1,4ctono desidrogenase seria
evidentemente “regulada” com o aumento da atividadda expressao génica da AOX.
Segundo Millar et al., (2003), ndo se pode descaue o controle do processo de
respiracdo pode influenciar realmente a sintesacdi ascorbico nas plantas. Esses
mesmos autores relatam que o suprimento de L-Galadt,4 lactono, ou seja, do
substrato oriundo da mitocondria é o principal fata producdo e acumulo de &cido
ascorbico nas plantas. Sendo assim, o papel da@>seria o principal na biossintese
do &cido ascoérbico, mas ela ocuparia uma funcdondécia ou coadjuvante no
processo. A escassez de trabalhos que auxilienemareensdo do papel da AOX na
biossintese de &cido ascorbico dificulta o estabetnto de novas proposi¢cdes que
possibilitem o estabelecimento de uma relacdo entrezima e a sintese da vitamina C.
No entanto, um trabalho realizado por Bartoli et &006) trouxe novas
perspectivas nessa relacdo AOX/sintese de acidwobése. Primeiramente, os autores
conseguiram superexpressar a AOX1Amabidopsis thaliangara verificarem se havia
relacdo com a sintese de acido ascorbico, juntaramh isso as plantas transgénicas
foram expostas a diferentes niveis de radiacdo gg@mparar em quais niveis havia
mais acido ascorbico acumulado. O resultado foi quoe folhas deA. thaliana
transformadas houve um aumento significativo dantigade de acido ascorbico
acumulado quando comparado com o tipo selvagemségundo resultado igualmente
importante foi que as atividades enzimaticas daala@ono-1,4 lactono desidrogenase
apresentadas pelo tipo selvagem e pelas plantasfdrenadas nédo apresentavam
nenhuma diferenca. Esses achados juntamente conesaftados apresentados no
presente trabalho com dois clones Malpiguia emarginataDC demonstram que a
sintese de acido ascorbico pode ser influenciadta gtevidade AOX, que também
regula o estado de alta energia da membrana, dlenas elétrons e reduzindo a
producdo de ROS. A expressdo genica mais elevaddone Roxinha em todos os
estadios de desenvolvimento revela que o equilimrdporcionado pela atividade da
AOX provoca uma doacéao regulada de elétrons do gmalbiquinona ao complexo i

e consequentemente a L-GalLdh; que seria assim ap@tada as necessidades da L-
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GalLdh na sintese de acido ascorbico. Assim conmbeasidade luminosa influencia,
pelo menos mais dois fatores com uma caracteristicum aparentemente se fazem
necessarios para uma elevagdo da biossintesedteadciorbico em um nivel de MMI.
O primeiro em nivel de prioridade € a disponibilidade L-Galactono-1,4 lactono,
produzido anteriormente no citoplasma para serausatho substrato da L-GalLdh, o
segundo é a atividade da AOX e o fator em comungéaatidade de elétrons, ou seja,
0 estado redox necessario para a atividade da LdBaOutra consequéncia crucial
para a atividade da L-GalLdh em funcédo da atividél&OX €é o fato da AOX ser uma
enzima desacopladora. Esse processo faz com qdecworer da atividade da AOX
uma quantidade cada vez menor de elétrons chegweraplexo IV até resultar na
diminuicdo ou parada da sintese de ATP. E exatamaintjue a inexisténcia ou a
diminuicdo de elétrons revelaria que o citocrommd® estaria mais em sua forma
reduzida e sim em sua forma oxidada, sendo esseelsdencial para a atividade da L-
GalLdh, levando a sintese de acido ascérbico (&i§0). Essa linha de interpretacédo
conduziria a um ponto importante relativo a atidelala AOX, que a sintese de &cido
ascorbico pela L-GalLdh pode auxiliar na produg@d®dP, devido ao fato que a maior
parte de citocromo C que dantes estava oxidaddtaetel da atividade desacopladora
da AOX, pode ser revertiva e entdo ser gerado uomsideravel quantidade de
citocromo C em sua forma reduzida para posteriag@o dos elétrons no complexo IV.
Evidentemente que esssiritese de ATP associada a via biossintese de asidrbico
pela L-GalLdh” se configura um modelo totalmente tedrico, enttetaela é
perfeitamente plausivel de ocorrer devido ao fat® @ potencial de elétrons existente
entre os complexos impede o retorno dos mesmosoggmélo citocromo C para o
complexo Il resultante da atividade da L-GalLdendo um unico destino final, o
complexo IV. Nao havendo nenhum inibidor no compléX e existindo prétons no
espaco intermembranar em quantidade suficientegséaelecer o gradiente de prétons
nao existiria motivo para né&o ocorrer a fosforitagdo ADP. Aparentemente, a
regulacdo proporcionada pela AOX parece levar aumento da sintese da vitamina
C, ou pelo menos evita a diminuicdo da sintesee fade pode ser confirmado quando
se compara as diferencas existentes entre os dostelé acido ascorbico e a expressao
génica nos estadios de fruto semimaduro e madwssadNavaliacdo se pode comprovar
que as diferencas nos teores de acido ascorbio® @nfrutos semimaduros e maduros
do clone Roxinha sdo estatisticamente significantes esses teores apresentam uma

diferenca que ao serem comparadas com a expre8sia gesses dois estadios existe



86

uma proximidade de expressdo muito maior que noecloereja. Ao se observar a
diferenca na expressdo da AOX1 no clone Cerejateanss de acido ascorbico nesses
dois estadios se pode comprovar que a maior difarele expressdo € diretamente
proporcional a maior diferenca nos teores de &asddrbico, ou seja, a maior expressao
da AOX1 no clone Roxinha ndo proporciona uma el@vada sintese do &acido
ascorbico suficiente para superar os teores d@& chameja, mas favorece positivamente
ao evitar o mesmo nivel de declinio da sintese apere no clone Cereja. O
comportamento apresentado pelo aumento da exprgés@ma da AOX1 e AOX2 em
Malpiguia emarginataDC parece ser uma resposta proporcional a quaetida L-
Galactono-1,4 lactono produzido, fruto de um cotguimtegrado das atividades das

enzimas de sua expressao génica, ou de ambastpsesarvia Wheeler/Smirnoff.
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Figura 29. Esquema ilustrandoa dinamica da biossintese do acido ascérbico em plast mostrando
a interagdo das reacdes do citoplasma com as reagdexistentes na membrana mitocondrie
interna, principalmente as que envolvem o Complexbl (C Ill) com a GalLdh, AOX e o Citocromo
C. A GalLdh necessita de Galactono 1,4 lactor produzido no citoplasma do Citocromo C oxidad
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dosando a quantidade destes para o C Ill e, paegointe pa a GalLdh.
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17.Conclusoes

1. As andlises do acumulo de acido ascoOrbico existeote trés estadios de
desenvolvimento dos clones revelaram que o clomej&acumula mais acido
ascorbico que o clone Roxinha, entretanto, a dif@redos niveis existentes
entre frutos verdes e frutos maduros revela quémecCereja diminui mais
acentuadamente as quantidades de acido ascérbe&eo qulone Roxinha a
medida que se processa 0 amadurecimento.

2. As enzimas da Via Wheeler/Smirnoff se expressanfodea diferenciada nos
trés estadios e clones, revelando que nem todasresjmnsaveis pelas
diferencas apresentadas nos niveis de acido ascéduis clones Cereja e
Roxinha deMalpighia emarginateDC.

3. Trés enzimas se destacaram na relacdo da exprg@s@a com a sintese ou
acumulo de acido ascorbico, sendo as provaveiomeapeis pelas diferencas
existentes entre os clones Cereja e RoxinhMalpighia emarginataDC nos
diferentes estadios de desenvolvimento. Sao elaspbé pirofosforilase, GDP-
Manose 3’5’ epimerase e GDP Galactose fosforil@sen maior destaque para a
GDP-Manose 3’5’ epimerase e GDP Galactose fostarila

4. As expressoes génicas da AOX1 e da AOX2 nos dasesl de acerola
demonstram que existe um fenébmeno bioquimico dileeircia fortemente as
diferencas nos niveis de transcritos, ndo sendoadado que pode ocorrer
algum mecanismo de conexdo com os diferentes tedweacido ascorbico
produzidos nesses clones.
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