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RESUMO

O presente trabalho objetivou determinar o perfil transcriptomico de frutos de aceroleira
confrontando-o a dindmica metabodlica do ascorbato, etileno, CO, e firmeza durante o
amadurecimento. Para tanto, RNAs mensageiros totais de frutos em trés estadios de
desenvolvimento (verde, intermediario e maduro) foram sequenciados e os perfis de
ascorbato, etileno, CO; e firmeza mensurados na tentativa de identificar genes candidatos a
regulacao desses processos. Em adi¢do, os transcriptomas de folhas e flores foram analisados
para compreender a regulagdo do AAs em outros orgdos. Os resultados da andlise de
expressao revelaram 4.326 transcritos diferencialmente expressos (TDES) durante o
amadurecimento. Notavelmente, o acumulo de AAs reduzido em frutos verdes foi associado a
maior abundancia de transcritos da fosfomanomutase, GDP-manose pirofosforilase 1, 2 e 3,
GDP- manose epimerase 1 e 2, GDP-L-galactose transferase 1 e 2 codificando para a
biossintese (via da L-galactose), véarios do transportador nucleobase-ascorbato para
translocacdo e da monodesidroascorbato reductase 2 e desidroascorbato reductase 1 para
reciclagem. A acentuada deplecdo do conteldo de AAs durante 0 amadurecimento pdde ser
explicada pela regulacdo negativa de transcritos envolvidos nos processos de biossintese,
translocacéo e reciclagem, e positiva de ascorbato peroxidase 2 e ascorbato oxidase 2 e 3 da
degradacdo. Em flores e folhas, a regulacdo negativa dos transcritos da via da L-galactose
sugeriu menor taxa de biossintese, enquanto o grande nimero de membros da ascorbato
peroxidase e ascorbato oxidase regulados positivamente foi consistente com a alta quantidade
de desidroascorbato verificada em flores e moderada em folhas. A respeito do etileno e CO»,
seus contetdos declinaram durante 0 amadurecimento. A regulagdo positiva de transcritos da
ACC sintase 2 e negativa dos receptores do etileno 1 e 2 em frutos no estadio intermediario
sugeriu maior sensibilidade ao etileno. Enguanto, a maior abundancia dos transcritos da ACS
sintase 1 e 2, ACC oxidase 2 e de varios fatores de resposta ao etileno, em frutos maduros,
indicou a ocorréncia de regulacdo poés-transcricional/traducional da biossintese de etileno.
Simultaneamente, a maior taxa respiratoria de frutos verdes corroborou com a maior
abundancia de transcritos codificando para algumas etapas da via glicolitica, varias
subunidades dos complexos I, Il e IV da CTE e ATP sintases. Entretanto, em frutos maduros,
verificou-se a regulacdo positiva de outros membros das vias glicolitica, complexo piruvato
desidrogenase, via das pentoses fosfato, NAD(P)H desidrogenase externa, oxidase alternativa,
bem como a regulagéo negativa de succinato desidrogenase e isocitrato desidrogenase do

ciclo de Krebs. Tais resultados sugeriram uma maior atividade das vias ndo fosforilativas



como estratégia potencialmente eficiente de flexibilizar as demandas energéticas e
biossintéticas apds o estadio intermediario. A firmeza dos frutos reduziu drasticamente
durante o amdurecimento e foi relacionada com a expressdo aumentada de pelo menos 54
transcritos codificando proteinas/enzimas responsaveis pela degradacdo/biossintese da
pectina, hemicelulose e celulose. Em suma, este estudo reflete a identificacdo de varios genes
com potencial aplicabilidade na melhoria da qualidade da acerola e fornece uma vasta
quantidade de informagdes para investigacdes futuras dedicadas a melhor compreensédo dessas

e outras particularidades do amadurecimento da acerola.

Palavras-chave: Amadurecimento. ascorbato. etileno. Malpighia emarginata. respiragao.



ABSTRACT

The present work aimed to determine the transcriptomic profile of acerola fruits, confronting
it with the metabolic dynamics of ascorbate, ethylene, CO, and firmness during ripening. To
that end, total messenger RNAs of fruits in three developmental stages (unripe, intermediate
and ripe) were sequenced, and the ascorbate, ethylene, CO> and firmness profiles were
measured in an attempt to identify candidate genes for the regulation of these processes. In
addition, leaves and flowers transcriptomes were analyzed to understand the regulation of
AsA in other organs. The expression analysis results revealed 4326 differentially expressed
transcripts (DETS) during ripening. Notably, the accumulation of reduced AsA in unripe fruit
was associated with greater abundance of transcripts encoding phosphomanomutase, GDP-
mannose pyrophosphorylase 1, 2 and 3, GDP-mannose epimerase 1 and 2, GDP L-galactose
transferase 1 and 2 for biosynthesis (L-galactose pathway), several other of the nucleobase—
ascorbate transporter family, monodehydroascorbate reductase 2 and dehydroascorbate
reductase 1 for the translocation and recycling processes. The sharp depletion in the AsA
content during ripening could be explained by the downregulation of transcripts involved in
the biosynthesis, translocation and recycling processes, and the upregulation of ascorbate
peroxidase 2 and ascorbate oxidase 2 and 3 involved in the degradation. In flowers and leaves,
the downregulation of the L-galacotase pathway transcripts suggested a lower biosynthetic
rate, while greater number of ascorbate peroxidase and ascorbate oxidase members
upregulated at such organs were consistent with the higher amount of dehydroascorbate found
in flowers and moderate in leaves. Regarding ethylene and CO,, their contents declined
during maturation. The upregulation of ACC synthase 2 transcripts and downregulation of the
ethylene receptors 1 and 2 in fruits in the intermediate stage suggested a higher sensitivity to
ethylene. While the higher abundance of ACS synthase 1 and 2 transcripts, ACC oxidase 2
and several ethylene response factors in ripe fruit, indicated the occurrence of post-
transcriptional/translational regulation of the ethylene biosynthesis. Simultaneously, the
higher respiratory rate of unripe fruit corroborated with the upregulation of transcripts coding
for some steps of the glycolytic pathway, several subunits of the complexes I, Il and 1V of the
CTE and ATP synthases. However, in ripe fruit, the positive regulation of other members of
the glycolytic pathway, pyruvate dehydrogenase complex, phosphate pentoses pathway,
external NAD (P) H dehydrogenase, alternative oxidase, and the negative regulation of
succinate dehydrogenase and isocitrate dehydrogenase of the Krebs cycle were verified.

These results suggested enhanced activity of the nonphosphoryllative pathways as a



potentially efficient strategy to flexibilize the energetic and biosynthetic demands after the
intermediate stage. The fruit firmness reduced dramatically during ripening and could be
associated to the increase in expression of at least 54 transcripts encoding proteins/enzymes
responsible for the degradation/biosynthesis of pectin, hemicellulose and cellulose. Overall,
this study reflects the identification of several genes with potential applicability in the
improvement of acerola quality and provides a vast amount of information for future
investigations dedicated to a better understanding of these and other peculiarities of acerola

ripening.

Keywords: Ascorbate. ethylene. Malpighia emarginata. respiration. ripening.
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1 INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia emarginata DC — Malpighiaceae) € uma pequena arvore cujos
frutos apresentam sabor agradavel e acumulam conteudoes elevados de &cido ascorbico
(AAs). A planta é cultivada em areas tropicais e subtropicais em todo o mundo, incluindo as
Américas do Sul e Central, Sudestes da Asia e India. Os maiores plantios ocorrem no Brasil
(HANAMURA et al., 2008), o qual tem se destacado como o maior produtor mundial,
consumidor e exportador de acerola (ASSIS et al., 2008). Devido as condi¢des climaticas
favoraveis, esta espécie é cultivada principalmente no Nordeste, com destaque para 0S
Estados da Bahia, Ceara, Paraiba e Pernambuco (FURLANETO; NASSER, 2015).

Comumente, os frutos tém sido comercializados nas formas de polpa, suco, fruto
congelado e capsula de vitamina C (ASSIS et al., 2008). A importancia do consumo de frutos
ricos em vitamina C reside no fato dos humanos e outros primatas terem perdido a capacidade
de sintetizar AAs devido a uma mutacdo que transformou a L-gulonolactona oxidase em uma
enzima ndo funcional (NISHIKIMI et al., 1988). Neste sentido, a acerola tem se destacado
como uma das principais fontes naturais dessa vitamina (OLIVEIRA et al., 2012).

O contetdo de acido ascorbico (AAs) na acerola apresenta uma grande variagdo (495—
4827 mg.100 g! MF) (MEZADRI et al., 2006), que reflete a base genética e o estadio de
desenvolvimento. Tipicamente, o AAs atinge um pico nos frutos no estadio verde, sofrendo
intensa reducdo no seu contedo a medida que o fruto amadurece (BADEJO et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2012). Em contrapartida, outros 6rgdos da planta, como raizes (20
mg.100g™! MF), folhas (215 mg.100 g! MF) e caule (255 mg.100 g' MF ) apresentam
concentracdes de AAs muito inferiores aquelas registradas nos frutos (ELTELIB et al., 2011).
Além disso, os modelos mais utilizados para investigacdo e elucidacdo do metabolismo deste
acido foram espécies que apresentam niveis muito baixos, tais como o tomate (10-25 mg.100
g! MF) (BADEJO et al., 2012; RIGANO et al., 2018) e Arabidopsis (30—44 mg.100 g! MF)
(RADZIO et al., 2003; BADEJO et al., 2009).

Pelo menos quatro vias foram propostas para a biossintese do AAs em plantas. Varios
estudos destacam a via da L-galactose descrita por Wheeler et al. (1998) como a principal rota
biossintética em diferentes 6rgaos e espécies (LINSTER; CLARKE, 2008; BULLEY et al.,
2009; ALOS et al., 2014; ZHANG et al., 2016). Evidéncias posteriores tém apontado para a
contribuicdo de pelo menos trés vias alternativas: A via da L-gulose (WOLUCKA,
MONTAGU 2003), do mio-inositol (LORENCE et al., 2004) e do D-galacturonato (AGIUS
et al., 2003). Entretanto, suas contribui¢cdes para as reservas de AAs em frutos permanece
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incerta, uma vez que algumas das enzimas e genes especificos ainda ndo foram caracterizados
(BULLEY; LAING, 2016).

Outros processos destacam-se também como cruciais para a regulacdo dos niveis de
AAs em frutos. A via de reciclagem do AAs é reconhecida por desempenhar um papel central
no restabelecimento das reservas e acumulo desse acido (BULLEY et al., 2009; ELTILIB et
al., 2011). Além disso, os processos de degradacio (ALOS et al., 2013; TRUFFAULT et al.,
2017) e de translocacdo (BADEJO et al., 2012; RUGGIERI et al., 2016) também sdo
determinantes para o ajuste fino dos contetidos do &cido. A clonagem e a anélise da expressao
de membros génicos especificos que codificam para a via de biossintese (L-galactose) e de
reciclagem do AAs em acerola evidenciaram sua importancia para 0 acumulo do AAs em
frutos verdes (BADEJO et al., 2009; ELTELIB et al., 2011). No entanto, o cenario atual
sugere que os niveis de AAs em plantas sdo dinamicos e controlados por diferentes membros
das mesmas e de diferentes familias multigénicas (RUGGIERI et al., 2016). Apesar de todo o
progresso feito com os modelos supracitados, a acerola caracteriza-se como ideal para
investigar a regulacéo transcricional dos processos de biossintese, reciclagem, degradacéo e
translocacdo do AAs, no intuito de entender como os frutos verdes acumulam niveis tao
elevados de AAs.

A acerola é um fruto de desenvolvimento rapido, que atinge sua matura¢do completa
entre 17 e 25 dias apos a antese (DAA) (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2008; ASSIS et al.,
2008). No estddio final (amadurecimento), os frutos sofrem alteragdes moleculares,
bioquimicas e fisiologicas irreversiveis e coordenadas na cor (degradacdo da clorofila e
acumulo de outros pigmentos), firmeza (desmontagem da parede celular) e sabor (acimulo de
acucares e compostos volateis e reducdo do &cido organico) (GIOVANNONI et al., 2017). O
etileno é o principal hormbénio que coordena a complexa rede de expressdo génica do
amadurecimento de frutos climatéricos, como a acerola (KLEE; GIOVANNONI, 2011),
mesmo assim, 0s mecanismos moleculares regulatorios mediados por este horménio, durante
0 amadurecimento da acerola, sdo completamente desconhecidos.

Em funcdo do seu caracter climatérico, a acerola atinge taxas respiratorias
extremamente altas, podendo desencadear 0 amadurecimento em algumas horas, bem como
tornar-se muito fragil e rapidamente perecivel em poucos dias apds a colheita
(CARRINGTON; KING, 2002). Em vista disso, sua comercializagao requer transporte rapido
e 0 uso de recipientes refrigerados na tentativa de retardar a respiracdo (ASSIS et al., 2008).

Apesar dos esforcos, o processo de senescéncia acelerado dos frutos constitui-se ainda no
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principal fator limitante, sendo responsavel por perdas econémicas notaveis no manejo pos-
colheita. Em vista das suas caracteristicas peculiares, bem como diante da auséncia de estudos
direcionados a tais metabolismos, ressalta-se a relevancia de conduzir uma investigacéo sobre
a regulacdo ao nivel transcricional do metabolismo do etileno, respiragdo e da firmeza dos
frutos, na intencao de avancar no entendimento do controle do processo de amadurecimento, o
qual torna-se indispensavel para prolongar a qualidade e o tempo de prateleira dos frutos.

Apesar da crescente importancia socioecondmica da acerola, estudos moleculares a
respeito do amadurecimento sdo muito escassos, principalmente devido a total auséncia de
dados transcriptdmicos e os dados gendmicos disponiveis serem insignificantes. Até junho de
2018, apenas 57 sequéncias de nucleotideos e 44 de proteinas de M. glabra, recentemente
renomeada de M. emarginata foram depositadas no GenBank/NCBI (do inglés, National
Center for Biotechnology Information). A aplicacdo de tecnologias de Sequenciamento de
Segunda Geracdo (do inglés, NGS) no sequenciamento de RNA (RNA-seq) tem provado ser
uma ferramenta poderosa para identificacdo e sequenciamento de milhares de transcritos
Unicos da mesma ou de diferentes familias multigénicas, fornecer os perfis de expressdo
espago-temporal em larga escala (MCGETTIGAN, 2013; WU et al., 2014), mesmo para
espécies sem genoma sequenciado, a exemplo da aceroleira.

Para fornecer uma primeira visdo geral das alteracbes moleculares que medeiam o
processo de amadurecimento de acerola, bem como uma compreensdo detalhada sobre a
regulacdo dos metabolismos supracitados, o presente estudo objetivou determinar o perfil
transcriptémico de folhas, flores e frutos de aceroleira em trés estagios de desenvolvimento —
12 DAA (verde), 16 DAA (intermediario) e 20 DAA (maduro) — no intuito de confronta-lo

com a dindmica do ascorbato, etileno, respiracao, acucar e firmeza durante o amadurecimento.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais da cultura de aceroleira

A aceroleira (Malpighia emarginata DC.) é uma pequena arvore perene de
aproximadamente 2 — 3 m de altura, também conhecida por Cereja-das-antilhas, que pertence
a familia Malpighiaceae — Ordem Malpighiales. A espécie € originaria das Antilhas (Sul do
México), América Central e norte da América do Sul (MENDONCA; MEDEIRQOS, 2011;
CARRINGTON; KING, 2002). Em 1946, quando foi descoberto o alto contetdo de
vitamina C nos seus frutos, iniciaram-se os plantios comerciais da cultura em Porto Rico,
expandindo-se para os Estados Unidos e Cuba. Somente em 1955, as sementes foram trazidas
de Porto Rico para o Brasil e implantadas na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
onde foram multiplicadas e distribuidas para varios Estados do Nordeste e outras regiées do
pais (BARBOZA et al., 1996).

No Brasil, o cultivo da aceroleira adquiriu escala comercial somente na década de 80
(SOUZA et al., 2006). Atualmente, o Brasil é o maior produtor, exportador e consumidor
mundial da fruta, com area cultivada estimada em cerca de 10.000 hectares, com destaque
para os Estados da Bahia, Ceara, Paraiba e Pernambuco, que juntos detém em torno de 60%
da producdo nacional. Apenas cerca de 7,16% da producdo anual do fruto (480,044 mil
toneladas) é processada pelas industrias brasileiras (FURLANETO; NASSER, 2015). No
cenario local, o Ceara é o segundo maior produtor nacional, com uma area plantada de 2.047
hectares, que proporcionou 12.772 mil toneladas de frutos e rendimento mensal de
22.044.469,00 de reais, apenas no més de maio de 2018 (CIDRA.IBGE, 2018).
Comercializada nas formas de fruto in natura ou congelado, polpa, suco, e capsula de
vitamina C, a demanda pela fruta tem aumentado no mercado interno e externo (Estados
Unidos, Asia e Europa), estimulando pequenos, médios e grandes produtores na propagacao
da cultura e plantio de novas areas (RITZINGER; RITZINGER, 2011).

Assim, a cultura da aceroleira no Brasil tornou-se atrativa, principalmente devido as
condicBes climaticas favoraveis e gracas ao seu valor nutricional, exercendo também
significativo papel socioecondmico por constituir importante fonte de renda para a populagéo
(SOUZA et al., 2006). No cenario mundial, a fruta tem se destacado pelo seu sabor agradavel
e reconhecido valor nutricional, especialmente por ser rica em vitamina C e uma importante
fonte de pro-vitamina A, vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e niacina), minerais
(ferro, calcio e fdsforo), polifendis (antocianinas) e carotenoides (licopeno), constituindo-se
assim, numa excelente fonte de antioxidante (FERREIRA et al., 2009; HORTA et al., 2016).
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2.2 Caracteristicas gerais e desenvolvimento do fruto

A M. emarginata é uma espécie diploide (2n = 20) predominantemente alégama
(MONDIN et al., 2010), que apresenta alta variabilidade genética disponivel, refletida em
grande diversidade fenotipica da planta e do fruto (FURLANETO; NASSER, 2015). A
polinizacdo cruzada (alogamia) fornece frutos com mais qualidade, maior taxa de fecundacéo
e sementes mais viaveis, indicando a necessidade do uso de cultivares distintas nos plantios
comerciais (SIQUEIRA et al., 2011). Porém, em vista da grande variabilidade, recomenda-se
a pratica de propagacdo por estaquia de clones comerciais, no intuito de garantir maior
produtividade e os atributos desejaveis da planta e do fruto.

Os frutos de aceroleira sdo formados por drupas tricarpeladas, com exocarpo (casca)
muito fino, mesocarpo (polpa) carnoso e suculento e endocarpo constituido de trés carogos
triangulares, alongados, de superficie reticulada, contendo ou ndo sementes. A forma do fruto
pode ser redonda, oval ou achatada e o peso varia de 3 a 16 g. A superficie do fruto pode ser
lisa ou apresentar, entre os carpelos, sulcos rasos ou profundos. A cor da casca do fruto
imaturo normalmente é verde, podendo também ser alvacenta ou verde-arroxeada. Em frutos
maduros, a cor da casca pode variar de vermelho-amarelada, vermelho-alaranjada, vermelha e
vermelho-purpura. Enquanto a cor da polpa, por sua vez, pode ser amarela, alaranjada ou
vermelha (RITZINGER; RITZINGER, 2011).

Em aceroleira, o florescimento e desenvolvimento dos frutos sdo extremamente
rapidos e alterados em funcdo da época de colheita e gen6tipo avaliado. A taxa de frutificacdo
varia, em media, de 10 a 30%. Da antese a formacédo do fruto verde séo requeridos de 3 a 6
dias, enquanto da antese a frutos maduros sdo necessarios de 17 a 31 dias. Contudo, essas
variacOes sdo decorrentes principalmente das mudancas de temperatura, luminosidade,
disponibilidade hidrica e nutricional, integradas a constituicdo genética (gendtipo), que podem
acelerar ou retardar a execucdo da programacao genética que regula a mudanca de um estadio
de desenvolvimento para o outro (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2008; ADRIANO et al.,
2011).

De maneira geral, apos a fecundacéo, inicia-se um periodo caracterizado por diviséo e
diferenciacdo celular continuas, responsaveis pelo aumento do tamanho, didmetro e espessura
do pericarpo dos frutos. Na etapa de expansdo celular, os frutos aumentam de tamanho
acumulando agua, nutrientes e reservas da planta mde. A maioria dos frutos em
desenvolvimento é verde e a camada celular externa realiza fotossintese contribuindo para a

deposicdo da matéria seca (KNAPP; LITT, 2013). Em acerola, o processo de divisao celular
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aumenta exponencialmente até cerca de 8 dias ap0s a antese, depois disso, inicia-se a fase de
expansdo celular que se estende até os estddios finais do amadurecimento do fruto
(CARRINGTON; KING, 2002).

O amadurecimento representa o estadio terminal do desenvolvimento. Para tanto, 0s
frutos sofrem mudancas complexas mediadas pela ativacdo de um novo programa genético
altamente coordenado e irreversivel, englobando diferentes alteracbes moleculares,
bioguimicas nos metabolismos priméario e secundario, e fisioldgicas especificas na cor, na
firmeza e no sabor (PRAASNNA et al., 2007; GIOVANNONI et al., 2017). A programagéo
genética que conduz a divisdo, diferenciacdo, expansao celular e amadurecimento dos frutos é
controlada por um conjunto de genes, expressos em estadios especificos ou diferencialmente
regulados ao longo do seu desenvolvimento (BAPAT et al., 2010; KNAPP; LITT, 2013).

Todas estas mudancas evoluiram para tornar os frutos comestiveis e mais atraentes aos
organismos dispersores das sementes. O amadurecimento também aumenta as propriedades
organolépticas, tornando os frutos uma fonte rica em energia, vitaminas e sais minerais
indispensaveis a dieta humana. Contudo, a qualidade dos frutos diminui a medida que o
amadurecimento atinge estadios avancados, principalmente devido a perda excessiva de
firmeza, a qual aumenta a suscetibilidade a patdgenos e o desenvolvimento de sabor e cor
desagradaveis, levando a notaveis perdas econdmicas durante seu manejo pds-colheita
(BAPAT et al., 2010).

O sabor e 0 aroma dos frutos sdo fortemente influenciados pela propor¢do de acidos
organicos, de agucares e de compostos volateis caracteristicos de cada espécie. Ao longo do
amadurecimento, geralmente os conteidoes de acUcares solUveis e dos compostos volateis sdo
aumentados, enquanto as quantidades de acidos sdo reduzidas, dando aos frutos um sabor
agradavel (GIOVANNONI, 2001). Em laranja e meldo, por exemplo, a sacarose é 0 agucar
predominante, seguido da glicose e frutose em menores quantidades, enquanto que o &cido
predominante é o citrato (YU et al., 2012; BIAIS et al., 2009). Em uva, 0s acUcares
acumulados sao a glicose e a frutose, e 0s &cidos mais abundantes sdo o tartarato e 0 malato
(DELUC et al., 2007). Na acerola, os acidos predominates sé@o o ascorbato (acumulado no
fruto verde) e o malato (acumulado no fruto maduro), e os aglcares majoritarios em frutos
maduros séo a frutose e a glicose (HANAMURA et al., 2008).



32

2.2.1 O papel do etileno e da respiracdo no amadurecimento

O etileno € um hormonio central para a iniciacdo e o controle das mudancas
fisiologicas decorrentes do amadurecimento de frutos climatéricos. De acordo com as
caracteristicas do processo do amadurecimento, em relacdo a respiracdo e a biossintese de
etileno, os frutos sdo classificados em dois grupos: climatéricos e ndo-climatéricos
(TUCKER, 1993). Os frutos climatéricos (acerola, banana, maca, manga, maméao, péra e
tomate) sdo capazes de amadurecer quando retirados da planta. Além disso, apresentam
biossintese de etileno e taxa respiratdria elevadas, destacando-se um pico de producdo de
etileno e respiratorio caracteristico da fase climatérica, que ativa e acelera o programa de
amadurecimento. Frutos climatéricos com as maiores taxas respiratorias, tendem a
amadurecer mais rapidamente e, portanto, sdo mais pereciveis. Enquanto os frutos néo
climatéricos (laranja, limdo, morango e uva) apresentam niveis basais ou reduzidos de
respiracdo e de etileno a medida que o amadurecimento progride, de modo que néo
amadurecem fora da planta, mesmo quando tratado com etileno exdgeno (KARLOVA et al.,
2014).

O cenario atual para o amadurecimento do tomate, modelo de estudo para frutos
climatericos, revela uma complexa modulacdo molecular e espaco-temporal que conduz a
producdo aumentada do etileno e inclui: remodelagem da cromatina mediado por mudancas
epigenéticas, regulacdo hormonal e transcricional, e modulacdo do tipo feedback entre tais
mecanismos. Especula-se que estas alteracdes supracitadas s6 sdo ativadas quando a semente
alcanca seu completo desenvolvimento, dando-se assim, o inicio do processo de
amadurecimento. A semente madura induz um sinal (aumento da producdo do acido
abicisico), que ativa os genes dos fatores de transcricdo RIN-MADS, CNR-SPL, TAGL1 e
NOR-NAC responsaveis pela ativacdo de outros genes que codificam isoformas de 1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintase (ACS) autocataliticas da biossintese do etileno.
Paralelamente, o genoma reduz cerca de 20-30% das suas metilaces durante o
amadurecimento (AMPOPHO et al., 2013; GIOVANNONI et al., 2017), viabilizando a
ativacdo de genes de amadurecimento.

A biossintese do etileno requer duas enzimas chave: a ACS, que converte S-
adenosilmetionina em 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), e a 1-aminociclopropano-
1-carboxilato oxidase (ACO), que converte ACC em etileno (GIOVANNONI, 2004). Ambas,
ACS e ACO, constituem etapas limitantes da producdo de etileno, passiveis de regulacéo

(pbs-) transcricional e/ou traducional, que por sua vez, definem dois sistemas distintos:
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Sistemas | e Il caracterizados pelos niveis de producdo de etileno (DE POEL; DER
STRAETEN, 2014). O sistema | atua em condigdes de crescimento vegetativo, em frutos ndo-
climatéricos e climatéricos imaturos, sendo caracterizado por niveis basais de etileno, capaz
de inibir isoformas especificas da ACS, dessa forma, modulando sua prépria sintese. O
sistema Il é acionado durante o amadurecimento de frutos climatéricos ou senescéncia, o qual
requer a inducdo de outras isoformas de ACS ndo inibidas pelo etileno (autocataliticas),
elevando sua concentracdo celular (GRIERSON, 2013). Em tomate, a transi¢cdo do sistema |
para o Il é acompanhado por um aumento da expressdo de SIACS1A e inducdo do SIACS4,
enquanto a manutencdo do sistema Il foi associada a inducgéo adicional de SIACS2 (BARRY
et al., 2000).

Na auséncia do etileno a via de sinalizagdo € reprimida pelo receptor. Entretanto, na
presenca do hormonio, seu receptor é fosforilado e marcado para degradacdo, disparando
assim, uma sinalizacdo celular em cascata. Os receptores do etileno estdo fortemente
associados a proteinas do tipo serina-treonina quinases, chamadas de resposta tripla
constitutiva (CTR). Quando os receptores de etileno sdo degradados, as proteinas CTRs sdo
liberadas para ativar, através de uma cascata de proteina-quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK), a proteina citosolica insensivel ao etileno 2 (EIN2), que por sua vez, desloca-se até
0 ndcleo ativando os fatores de transcri¢do insensivel ao etileno 3 (EIN3). EIN3 é regulada
negativamente pelas proteinas F-box (EBF1/2), que marca EIN3 para degradacdo (GAPPER
et al., 2014). Entretanto, quando ativado, os fatores EIN3 ativam a expressdo dos fatores de
resposta ao etileno (ERFS), responsaveis por promover a ativacdo de centenas de genes
responsivos ao etileno, dentre eles aqueles envolvidos no amadurecimento. Os ERFs
constituem uma ampla familia multigénica. Em tomate foram identificados 76 membros,
apresentando comportamento de expressdo temporal membro especifico (LIU et al., 2016).
De maneira interessante, os fatores ERFs podem atuar tanto na ativacdo de diferentes genes e
processos de amadurecimento, bem como na regular negativamente da producéo de etileno
(KARLOVA et al., 2011).

A intensidade do pico de etileno e respiratorio em frutos climatéricos varia de acordo
com o tipo de fruto (espécie frutifera), tipo de amadurecimento (fruto na planta mae ou
armazenado) e ainda com o tipo de tratamento (ativador, inibidor de amadurecimento,
temperatura, etc.). Varios estudos tém revelado que frutos climatéricos amadurecidos fora da
planta apresentam picos de etileno e respiratorio altos, devido a vérios fatores dentre eles:

estresse, perda de agua, aumento da resisténcia do exocarpo a difusdo gasosa, requerimento
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energético (ATP). Enquanto, frutos amadurecidos na planta exibem pico da producdo de
etileno tardio e baixo, que pode resultar até na auséncia de pico respiratorio, como um reflexo
do controle genético e evolutivo desenvolvido pela planta para prolongar o tempo de
amadurecimento e garantir a dispersdo das sementes (SHELLIE; SALTVEIT, 1993; BOWER
et al., 2002; NORDEY et al., 2016; COLOMBIE et al., 2017). Entretanto, a regulacio das
taxas de etileno e respiratoria de frutos climatéricos, pos-colheita, tem sido um tema central
de estudo, na tentativa de prolongar seu tempo de prateleira.

O amadurecimento requer a sintese de novas proteinas e RNAS mensageiros
(mRNAs), bem como de compostos do metabolismo secundario (novos pigmentos e
compostos aromaticos). Esses processos anabdlicos exigem energia e suprimento de esqueleto
de carbono, fornecidos ao fruto através da respiracdo (TUCKER, 1993). Embora, a explosdo
respiratdria seja dispensavel para o amadurecimento (SHELLIE; SALTVEIT, 1993; BOWER
et al., 2002; XU et al., 2012), o aumento do fluxo respiratorio € uma caracteristica marcante
do amadurecimento de frutos climatéricos, influenciando rapidamente na sua viabilidade
(GRIERSON, 2013).

As principais fontes de substratos que suprem a respiracdo de frutos sdo aclcares
(glicose e frutose) provenientes da sintese e/ou transporte da sacarose, ou mobilizados através
da degradacdo do amido. Além disso, os acidos organicos (malato e citrato) constituem outra
importante fonte (TUCKER, 1993; OSORIO; FERNIE, 2013). A sacarose desempenha um
papel central no crescimento, desenvolvimento da planta e do fruto, servindo também como
potente regulador direto ou indireto da expressdo génica (WINTER; HUBER, 2000; RUAN,
2014). Sua sintese € realizada através da reacdo irreversivel das enzimas sacarose fosfato
sintase e sacarose fosfato fosfatase, enquanto sua degradagdo ocorre por meio da sacarose
sintase ou investases (RUAN, 2014). A mobilizacdo do amido armazenado em frutos ocorre
através da acdo de alfa-amilases que liberam glicose e maltose, beta-amilases (maltose) e a
amido fosforilase (glicose-1-fosfato). A maltose, por sua vez, é convertida em glicose livre
por glicosidases (TUCKER, 1993). Durante o amadurecimento, tais substratos suprem as vias
glicoliticas e das pentoses fosfato, tanto citosélica quanto plastidial, bem como o ciclo do
acido citrico, culminando na producdo de ATP, NAD(P)H e blocos de carbono necessarios
para suprir a demanda metabolica e energética deste processo. A maior parte do ATP
produzido é gerado pela via de fosforilacdo oxidativa, a qual esta acoplada ao gradiente
eletroquimico de proténs gerado atraves do fluxo de elétrons doados pelo NADH e FADH2 a
cadeia transportadora de eletréns mitocondrial (TUCKER, 1993; ZEEMAN, 2015).
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Além disso, o0 amadurecimento geralmente é acompanhado pela regulacdo positiva de
vias desacopladoras do gradiente de protons, representada pela proteina desacopladora
mitocondrial (UCP) e/ou de vias alternativas a fosforilacdo oxidativa, chamadas de vias
dissipadoras de elétrons ou ndo fosforilativa. A via resistente ao cianeto ou via da oxidase
alternativa (AOX), apresenta um papel central no ajuste do fluxo respiratorio e do processo de
amadurecimento, pois além de regular negativamente a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs), o desacoplamento mitocondrial pode sustentar um fluxo
continuo de carbono pelo metabolismo respiratorio, mesmo sob intensa demanda energética
(HOLTZAPFFEL et al., 2002; ZHANG et al., 2003; XU et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2015). Mesmo sabendo que tais vias desempenham um papel central na regulacdo da
respiracéo, existem poucos estudos explorando seu papel funcional durante o amadurecimento
de frutos. Curiosamente, em tomate com niveis reduzidos de SIAOX1a, mostrou reducdo na
producdo de carotendides, etileno, respiracdo (auséncia de pico climatérico) e a regulacdo
negativa de varios genes de amadurecimento, o que culminou no retardo do amadurecimento
(XU etal., 2012).

2.2.2 Metabolismo do &cido L-ascorbico

O é&cido L-ascérbico — AAs (vitamina C) € um metabolito essencial para plantas e
animais, requerido em diversos processos celulares. Os humanos e outros primatas sdo
incapazes de biossintetiza-lo, devido a uma mutacdo no gene que codifica a Gltima enzima da
via, L-gulonolactona oxidase, que a tornou ndo funcional (NISHIKIMI et al., 1988). Dessa
maneira, 0 AASs precisa ser obtido de alguma fonte alimentar, primariamente encontrada em
frutos e vegetais (LORENCE et al., 2004). Em plantas, o L-ascorbato é quantitativamente o
antioxidante mais abundante e presente em todos os compartimentos celulares, especialmente
nas mitocondrias, cloroplastos e vacutolos, podendo atingir uma concentracdo de 25 mM no
estroma cloroplastidial. O AAs funciona como um poderoso antioxidante, cofator enzimatico
e precursor para a sintese do oxalato e tartarato celular. Além disso, participa de vérios
processos celulares incluindo fotossintese, divisao e expansao celular e tolerancia aos diversos
estresses ambientais (SMIRNOFF, 2000; SMIRNOFF; WHEELER, 2000).

A identificacdo e a caracterizagdo parcial das vias de biossintese do AAs preencheram
a maior lacuna do metabolismo de carboidratos em plantas, uma vez que cerca de 10% do
conteddo de carboidratos de folhas esta na forma deste acido (WHEELER et al., 1998).

Existem quatro provaveis vias de biossintese do AAs em plantas. Abordagens bioquimicas e
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moleculares tém identificado e caracterizado a via da L-galactose ou Smirnoff-Wheeler
(Figura 1A) (WHEELER et al., 1998; LINSTER; CLARKE, 2008). Contudo, a descricao da
contribuicdo de pelo menos trés vias alternativas: L-gulose (Figura 1B) (WOLUCKA,
MONTAGU, 2003), D-galacturonato (Figura 1C) (AGIUS et al., 2003) e mio-inositol (Figura
1D) (LORENCE et al., 2004) revelam a complexidade da sua biossintese.

Diversos estudos destacam a via da L-galactose como a de maior contribuicdo para a

biossintese de AAs em diferentes 6rgéos e espécies vegetais (BULLEY et al., 2009; ALOS et
al., 2014; ZHANG et al., 2016). Os primeiros cinco passos dessa via sdo dedicados a sintese
de hexoses ativadas pela ligacdo fosfodiéster da hexose a nucleotideos (Figura 1A). As
reacOes seguintes correspondem a formacdo de L-galactose-1-fosfato, L-galactose, L-
galactono-1,4-lactona e L-ascorbato (LINSTER; CLARKE, 2008). InvestigacGes sobre a
participacdo de genes dessa via no acimulo de AAs destacam possiveis alvos de regulacéo.
Em acerola, durante o desenvolvimento e inicio do amadurecimento dos frutos, 0os genes que
codificam para GDP-manose pirofosforilase (GMP), GDP-mannose-3°,5’-epimerase (GME),
GDP-L-galactose transferase (GGP) e L-galactose desidrogenase (GalDH) foram os mais
expressos e correlacionados com o acimulo deste acido (BADEJO et al., 2009).
Figura 1 — Esquema de vias metabdlicas envolvidas na regulacdo do ascorbato em plantas.
Via da L-galactose (A) 1, glicose-6-fosfato isomerase (PGI); 2, fosfomanose isomerase
(PMI); 3, fosfomanose mutase (PMM); 4, GDP-manose pirofosforilase (GMP); 5, GDP
manose-3’,5’-epimerase (GME); 6, GDP-L-galactose transferase (GGP); 7, L-galactose-1-
fosfato fosfatase (GPP); 8, L-galactose desidrogenase (GalDH); 9, L-galactono-1,4-lactona
desidrogenase (GalLDH); via da L-gulose (B) 10, fosfodiesterase (PDE); 13, L-gulono-1,4-
lactona oxidase (GulLO); via do D-galacturonato (C) 14, pectinesterase (PME); 15,
poligalacturonase (PG); 16, poligalacturonato 4-a-galacturonosiltransferase (GAULT); 18, D-
galacturonato reductase (GalUR); via do mio-inositol (D) 20, L-mio-inositol-1-fosfato sintase
(MIPS); 21, mio-inositol monofosfatase (IMP); 22, mio-inositol oxigenase (MIOX); 23,
glicuronato redutase (GLUR); 24, gulonolactonase (GNL); vias de reciclagem e degradacao
(E-F) 25, ascorbato peroxidase (APX); 26, ascorbato oxidase (AO); 27,
monodesidroascorbato redutase (MDHAR); 28, desidroascorbato redutase (DHAR).
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Em kiwi (Actinidia eriantha), o aumento da concentracdo de AAs ocorreu proximo ao
pico de expressao dos genes AeGGP e AeGME. Enquanto, a co-expressao dos genes AeGGP e
AeGME em Arabidopsis thaliana aumentou 7 vezes o contetdo de AAs, destacando-0s como
importantes reguladores das quantidades desse acido (BULLEY et al., 2009). Recentemente,
Zhang et al. (2016) correlacionaram a expressdao aumentada dos genes ZjGGP, ZjGMEL1,
ZjGMP1 e ZjGalDH com os altos contetdoes de AAs verificado nos estadios de expanséo Il e
branco de frutos de Ziziphus jujuba.

Uma ramificacdo da via da L-galactose resulta da natureza multicatalitica da GDP-
mannose-3’,5’-epimerase, a qual libera dois epimeros: GDP-L-galactose e a GDP-L-gulose
(via da L-gulose, Figura 1B). Um estudo com suspensao de células de A. thaliana supridas
com os intermediarios L-gulose ou L-gulono-1,4-lactona resultaram no aumento de 2 vezes
nos conteudoes de AAs celular, evidenciando sua provavel contribuicdo (WOLUCKA;
MONTAGU, 2003). Em contrapartida, a superexpressdo de genes AtGulLO3 e 6 de A.
thaliana ndo aumentou os niveis de AAs, o que foi associado a baixa afinidade da enzima
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pelo seu substrato (ABOOBUCKER et al., 2017). Contudo, provaveis genes e enzimas
envolvidas nas reacOes subsequentes a da GME ainda ndo foram identificados em plantas,
havendo, portanto, a necessidade de maiores estudos moleculares e bioquimicos (BULLEY;
LAING, 2016; RUGGIERI et al., 2016).

Outra via sugerida, a do D-galacturonato, utiliza-se de polissacarideos da parede
celular. Durante 0 amadurecimento de frutos e no processo de apoptose, a parede celular é
extensivamente desmontada e degradada liberando o D-galacturonato, o qual apds trés
reacOes pode ser convertido em AAs (Figura 1C) (AGIUS et al., 2003). Em morango e
tomate, o conteudo de AAs aumenta a medida que os frutos amadurecem. Curiosamente, em
morango, o gene da D-galacturonato redutase teve sua expressao aumentada em mais de 150
vezes (CRUS-RUS et al., 2011). Em tomate, o suprimento exdégeno com D-galacturonato
aumentou as reservas de AAs em frutos maduros, reforcando a participagdo adicional dessa
via durante 0 amadurecimento (BADEJO et al., 2012).

Através da via alternativa do mio-inositol, a glicose é convertida em mio-inositol-1-
fosfato, o qual apds ser desfosforilado a mio-inositol, pode ser convertido em AAs, ap6s uma
sequéncia de reacdes (Figura 1D). Cinco possiveis genes que codificam para a mio-inositol
oxigenase (MIOX), enzima que catalisa a reacdo de conversdo do mio-inositol em D-
glicuronato, foram identificados no genoma da A. thaliana. A expressao do gene MIOX4 em
linhagens de A. thaliana (L1-L3) revelou um aumento de 2 a 3 vezes no contetdo de AAs,
comparado ao controle (LORENCE et al., 2004). Em frutos de Z. jujuba, a via do mio-inositol
(MIOX4) e da L-galactose (ZJGMP2 e ZjJGME2) parecem ser cruciais para a manutencao das
reservas de AAs durante o amadurecimento (ZHANG et al., 2016). Contudo, em frutos de A.
eriantha, a expressdo aumentada de AeMIOX4 ndo foi correlacionada com o aumento de AAs
verificado (BULLEY et al., 2009).

Embora, as plantas apresentem diferentes vias para a biossintese de AAs, ressalta-se
que a contribuicdo de cada uma varia entre espécies, 6rgdos e estadio de desenvolvimento.
Uma analise do transcriptbma de camu-camu (Myrciaria dubia) revelou a presenca de
transcritos codificando para todas as vias (CASTRO et al., 2015). Em morango (Fragaria
ananassa), a expressdo relativa de genes especificos indicou a provavel predominancia das
vias da L-galactose em frutos imaturos, D-galacturonato e mio-inositol em frutos maduros
(CRUS-RUS et al., 2011). Em jujuba e Citrus sp. foram sugeridas as vias da L-galactose
como principal, auxiliada pela via do mio-inositol (ALOS et al., 2014; ZHANG et al., 2016).

Contudo, a anélise dos transcriptomas de frutos de Myrica rubra e Ananas comosus (abacaxi)
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destacou apenas a provavel predominancia da via da L-galactose (FENG et al., 2012; ONG et
al., 2012).

Em plantas, os conteldoes de AAs sdo dinamicos e ajustados de acordo com o
compartimento celular, 6rgdo, estadio de desenvolvimento e condigdo de estresse. Tal
regulacdo é controlada por diferentes genes, geralmente membros de familias multigénicas.
Recentemente, 235 provaveis loci foram mapeados e relacionados ao metabolismo do &cido
ascorbico em tomate (RUGGIERI et al., 2016). Neste contexto, o nivel de AAs celular é o
resultado da regulacdo integrada dos processos de biossintese, reciclagem, degradacgdo e
transporte (CRUS-RUS et al., 2011; BULLEY et al., 2009).

O processo de reciclagem desempenha um papel crucial para o re-estabelecimento das
reservas de AAs celular. A ascorbato peroxidase (APX) usa duas moléculas de AAs para
converter o per6xido de hidrogénio em 4gua, gerando duas moléculas de
monodesidroascorbato (MDHA). O MDHA pode ser regenerado a AAs pela acdo da
monodesidroascorbato redutase (MDHAR) ou ser espontaneamente convertido a
desidroascorbato para posterior conversdao a forma reduzida pela desidroascorbato redutase
(DHAR) (Figura 1E; CRUZ-RUS et al., 2011). Em frutos de A. eriantha, a expressédo dos
genes MDHAR e DHAR1 aumentou ao longo do amadurecimento (BULLEY et al., 2009).
Interessantemente, em acerola, o gene DHAR foi mais expresso em frutos semimaduros,
enquanto a expressdao do MDHAR foi detectada apenas em frutos muito maduros (ELTELIB
et al., 2011), evidenciando a contribuig@o destes genes na regulagédo da homeostase celular do
AAs.

Entretanto, o desidroascorbato formado pelas enzimas APX e ascorbato oxidase (AO),
quando ndo regenerado a sua forma reduzida, este, € irreversivelmente degradado a produtos
finais, como L-treonato, L-tartarato, L-glicerato, L-oxalato e CO, (Figura 1F) (LOEWUS,
1999). Em frutos de A. eriantha e Z. jujuba, membros de AO tiveram seu pico de expressao
no inicio do desenvolvimento e foram praticamente ndo detectados em frutos maduros,
correlacionando com o0s baixos niveis de AAs, evidenciando assim, maior taxa de degradacao
deste &cido (BULLEY et al., 2009; ZHANG et al., 2016). Ainda em Z. jujuba, a expressao
dos genes APX2 e APX3 foi baixa no estadio de expansdo Il e branco dos frutos, consistente
com altos niveis de AAs, enguanto a expressdo aumentada de APX2 e APX4 durante o
amadurecimento foi consistente com a diminui¢cdo do AAs, destacando o papel dos genes
APX e AO no processo de deplecdo (ZHANG et al., 2016).



40

O transporte do AAs ainda é pouco estudado em plantas. Embora sua biossintese
ocorra no citosol/mitocéndria, 0 mesmo é encontrado em todos os compartimentos celulares,
em concentracfes na faixa milimolar. O fluxo de AAs entre 6rgdos ocorre através do floema,
enquanto o fluxo intracelular e para o apoplasto € provavelmente mediado por um grupo de
transportadores transmembrana especializados, chamados transportadores nucleobase-
ascorbato (NAT). S6 no genoma da A. thaliana, foram identificados e anotados 12 genes
codificando provéaveis transportadores, contudo nenhum produto deles foi bioquimicamente
confirmado como transportador de AAs (MAURINO et al., 2006). Posteriormente, Horemans
et al. (2008) demonstraram em Arabidopsis a presenca de dois tipos diferentes de
transportadores de alta afinidade por DHA, sendo um deles similar ao transportador de glicose
(GLUT) mitocondrial e o outro da membrana plasmatica, porém distinto de GLUT. Em
tomate, foi comprovada a translocacdo de AAs das folhas para frutos imaturos (via floema),
observando-se significativa reducdo no transporte desse metabdlito a medida que os frutos
amadureceram (BADEJO et al., 2012).

2.2.3 Metabolismo da parede celular

A maioria dos frutos sdo constituidos de células parenquimaticas, apresentando parede
celular primaria (ndo lignificada). Tipicamente, a parede celular de frutos é formada de
celulose (15-40% MF), hemicelulose (20-30% MF), pectina (30-50% MF) e proteinas
arabinogalactanas (PRAASNNA et al., 2007; RUIZ-MAY; ROSE, 2013). A celulose é
constituida por homopolissacarideos de unidades de glicose unidas por ligacdes p-(1—4), que
se associam durante a sintese para formar microfibrilas. As hemiceluloses representam um
grupo estruturalmente diverso de hetepolissacarideos, incluindo xiloglicanos, xilanos,
mananas e glicomanas, que se intrelacam e formam ligacGes cruzadas com as microfibrilas
(RUIZ-MAY; ROSE, 2013).

A pectina constitui uma matriz (gel) altamente hidratada que envolve a estrututura
celulose/hemicelulose, bem como preenche a lamela média. Existem pelo menos duas classes
de pectinas: homogalacturonana formada por um homopolissacarideo de unidades do acido D-
galacturénico (GalA) unidas por ligagdes a-(1—4) ou ramnogalacturonana tipo I, um
heteropolissacarideo consitituido por um esqueleto de unidades alternadas de acido D-
galacturdnico e ramnose. A ramnose pode apresentar grupos substituidos com cadeias lineares
ou ramificadas de arabinose (arabinanas), galactose (galactanas), ou de ambas
(arabinogalactanas) (PRAASNNA et al.,, 2007), enquanto as unidades de acido D-
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galacturonico sdo altamente acetilados e metilados. As proteinas arabinogalactanas
apresentam majoritariamente arabinogalactanas e um pequeno nucleo formado de proteina
(RUIZ-MAY; ROSE, 2013). Recentemente, a determinacdo da estrutura da pectina de acerola
revelou ser constituida por um polimero de homogalacturonana linear altamente metoxilado
(86% dos residuos) e ramnogalacturonana do tipo | apresentando estruturas de arabinana,
arabinose unidas por ligacbes o-(1—5) e ramificadas, e arabinogalactana em menor
quantidade (KLOSTERHOFF et al., 2018).

O amadurecimento de frutos carnudos e climatéricos reflete em alteracdes dramaticas
na textura, sendo um dos eventos mais marcantes durante este processo, de forma que, a taxa
de amaciamento dos frutos determina ndo apenas a vida de prateleira pds-colheita, mas
também outros aspectos economicamente importantes, como a freqiiéncia de colheita, os
procedimentos de manejo e a distancia que os frutos podem ser transportados (PANIAGUA et
al., 2014). Desse modo, a manutencdo e/ou o controle da firmeza dos frutos constituem um
fator determinante para a sua qualidade, por isso tem sido um tdpico central de estudos no
campo da biologia de frutos.

De acordo com o grau de perda de firmeza durante o amadurecimento, os frutos
carnudos sdo classificados em duas categorias: aqueles que reduzem drasticamente a firmeza
ao amadurecer e adquirem uma textura mole e fragil, que geralmente resulta em vida pos-
colheita curta (acerola, damasco, morango, péssego e tomate); e aqueles que sofrem perdas
moderadas na firmeza a medida que amadurecem, de modo a manter maior firmeza, a qual
reflete positivamente em periodos de armazenamento mais longos (maca, melancia, meldo e
péra) (PRAASNNA et al., 2007; PANIAGUA et al., 2014).

Durante o amadurecimento, a parede celular de células parenquimaticas tem a
estrutura da celulose, hemicelulose e principalmente da pectina amplamente alteradas. Além
disso, a adesdo celular é significativamente reduzida, devido a solubilizacdo da pectina
presente na lamela média, resultando no afrouxamento da interacdo célula/célula. Outras
modificacoes incluem alteracbes na pressdao de turgor e na cuticula dos frutos. As
modificagcfes da parede celular e da lamela media resultam da acdo de diversas
proteinas/enzimas com atividade hidrolitica da hemicelulose, celulose e da pectina (RUIZ-
MAY; ROSE, 2013). Embora desprovida de funcdo catalitica, as expansinas (EXP)
promovem o afrouxamento da parede celular, possivemente através da quebra das ligagdes de
hidrogénio entre a celulose e hemicelulose, expondo assim a pectina para a degradacéo
enzimatica (WANG et al., 2018). Recentemente, Minoia et al. (2016) demonstraram que
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mutantes de tomateiro sem func¢éo da proteina SIEXP1 aumentaram a firmeza e prolongaram
o tempo de amadurecimento dos frutos.

Uma vez que os polimeros de pectinas estdo accesiveis, estes sdo desmetilados e
desacetilados possibilitando a acdo das hidrolases (RUIZ-MAY; ROSE, 2013). A pectina
metilesterase (PME) sdo enzimas que removem grupos metdxila da pectina. Cerca de 90%
dos residuos de GalA sdo metoxilados em frutos verdes de tomate. Porem observou-se
reducdo para cerca de 35% em fruto maduro (KOCH; NEVINS, 1989), revelando que o
aumento de atividade da PME é considerada um importante pré-requisito para a atividade da
poligalacturonase (PG) e da pectato liase (PL) (KOCH; NEVINS, 1989; PRAASNNA et al.,
2007). Ambas PG e PL apresentam isoformas de atividade endo ou exo hidrolase, que
realizam a quebra das ligagdes a-(1—4) de homogalacturonana, liberando unidades do acido
D-galacturonico. A expressdo do gene da poligalacturonase SIPG2a pode contribuir com
quase 1% dos transcritos totais de mMRNA de tomate maduro (DELLAPENNA et al., 1986),
fazendo dessa familia multigénica o principal alvo de estudo. Mesmo assim, a supressdo de
PG em tomate para 1% da sua atividade total ndo causou reducéo significativa na perda de
firmeza (BRUMMELL; LABAVITCH, 1997), indicando ser insuficiente para
retardar/controlar o processo. Em contrapartida, o silenciamento dos genes FaPL e FaPG de
morango (JIMENEZ-BERMUDEZ et al., 2002; QUESADA et al., 2009) revelou ser crucial
para o retardo da perda de firmeza do fruto. Posteriormente, o silenciamento de um gene
codifcando uma SIPL (ULUISIK et al., 2016) revelou ser o de maior contribuicdo para o
processo de amaciamento, descrito até 0 momento em tomate.

Xiloglicanos constituem a hemicelulose mais predominante e sua depolimerizacdo é
também uma caracteristica marcante do amadurecimento de frutos. As enzimas xiloglicanos
endotransglucosilase/hidrolases (XTH/XET) atuam como uma transglicosilase de natureza
bifuncional: (1) a atividade de XET é caracterizada pela clivagem endolitica da cadeia do
xiloglucano e pela transferéncia da recém-criada extremidade redutora da cadeia do doador
para um xiloglicano aceptor, de extremidade ndo redutora, possibilitando o afrouxamento
temporario da parede celular; (2) a atividade de XTH caracteriza-se pela hidrdlise de
polimeros xiloglucanos (ZHANG et al., 2017; ATKINSON et al., 2009). As XTH/XETs sédo
codificadas por uma familia multigénica representada por 25 membros no tomate e 33 em
Arabidopsis, exibindo isoformas com atividade predominante de hidrolase ou transglicosilase
in vitro (MUNOZ-BERTOMEU et al., 2013; ATKINSON et al., 2009).
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Em macd, o aumento da expressdo temporal de genes XTH/XET especificos, nos
estadios inicial (ndo ativado pelo etileno) e tardio do amadurecimento (ativado pelo etileno),
bem como a superexpresséo de MdXTH2 e MdXTH10 em tomate, mostraram ser
fundamentais para a ativagdo de outros genes envolvidos na degradacdo da parede celular
(MUNOZ-BERTOMEU et al., 2013; ZHANG et al., 2017). Atkinson et al. (2009)
confirmaram, via proteina recombinante, que os transcritos XTH/XET mais abundantes em
frutos maduros de magéa e kiwi, possuiam atividade de endotransglucosilase de xiloglucanos,
sugerindo que a desmontagem desse polimero através dessas enzimas promove o0
afrouxamento da parede celular para posterior modificacdo por outras enzimas.

Existem poucos estudos a respeito da depolimerizacdo de celulose durante o
amadurecimento de frutos. A celulase é um sistema multienzimatico composto por varias
enzimas, (endo-glicanases, exo-glicanases e glicosidases). A endoglicanase hidrolisa a ligagdo
B-1,4 entre residuos de glicose adjacentes e em posicdes aleatorias. Exo-glicanase atua nas
extremidades ndo redutoras da cadeia, produzindo glicose ou celobiose (dimeros de glicose
ligada a B-(1—4), enquanto a B-glicosidase converte a celobiose em moléculas de glicose
(PRAASNNA et al., 2007). A atividade aumentada, normal ou ausente da celulase durante o
amadurecimento de frutos tem sido sumarizada (PRAASNNA et al., 2007; RUIZ-MAY;
ROSE, 2013).

2.3 Gendmica funcional: abordagem transcriptémica

A tecnologia de sequenciamento de DNA da primeira e principalmente da segunda
geracdo (NGS, do inglés Next Generation Sequencing) revolucionou a pesquisa biolégica em
todos os campos. Desde a publicacdo da sequéncia do genoma de A. thaliana em 2000, uma
profunda compreensdo bioldgica de plantas modelo e cultivaveis tem sido gerada através do
sequenciamento de genomas inteiros, resequenciamento com genoma alvo, andlises de
transcriptomas e epigenomas (MOROZOVA; MARRA, 2008; GAPPER et al., 2014).

As principais plataformas da tecnologia (NGS) disponiveis incluem: Solexa
(llumina), 454 FLX (Roche), SOLID™ System (Applied Biosystems) e Helicos
(Heliscope™) (MARDIS, 2008). O desenvolvimento dessas tecnologias ja propiciou o
sequenciamento de diversos genomas de frutiferas que estdo dispositados no Centro Nacional
de Informagdo Biotecnoldgica [(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nvih.go/)] e/ou Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov): Actinidia chinensis (kiwi), Anacardium occidentale (caju),

Ananas comosus (abacaxi), Artocarpus camansi (fruta pdo), Capsicum annuum (pimenta)
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Carica papaya (mamdo), Citrus sinensis (laranja), Citrus clementina (tangerina), Citrullus
lanatus (melancia), Cucumis melo (meldo), Cucumis sativus (pepino), Fragaria vesca
(morango), Malus domestica (macd), Morus notabilis (ameixa chinesa), Musa acuminata
(banana), Passiflora edulis (maracujd), Prunus persica (péssego), Prunus mume (damasco
japonés), Pyrus bretschneideri (péra), Solanum lycopersicum (tomate), Vitis vinifera (uva) e
Ziziphus jujuba (jujuba), possibilitando grandes avancos na campo da biologia de frutos.

Apesar do avanco alcangado, a compreensdo dos mecanismos regulatérios envolvidos
nos processos geneéticos, moleculares e bioquimicos que medeiam o desenvolvimento e
amadurecimento de frutos, especialmente nos metabolismos de etileno, respiracdo, firmeza,
acucares e acidos organicos € restrito a espécies modelos e ou de grande importancia
econdmica, a exemplo do tomate. Mesmo assim, tal entendimento esta ainda longe de ser
completamente elucidado (GAPPER et al., 2014). Entretanto, sabe-se que 0s avangos neste
campo estdo diretamente atrelados as particularidades contidas nos genomas e transcriptomas
de outras espécies frutiferas e genoétipos, destacando-se assim a necessidade de novos estudos.
Além disso, um maior entendimento depende do desenvolvimento de novas ferramentas de
bioinforméatica capazes de processar quantidades de dados cada vez maiores e de extrair
desses dados as informacdes biologicas mais relevantes.

A genbmica funcional engloba as analises de gendmica, transcriptdmica,
metaboldmica, protedbmica, iondmica e epigendmica. Antes do surgimento das analises
transcriptbmicas, o estudo da expressdo génica era restrito a um ou alguns poucos genes. No
entanto, sabe-se que a nivel celular os genes ndo estdo isolados, eles interagem entre si
participando de uma complexa rede de expressdo e regulacdo. A analise transcriptdbmica
permite identificar e analisar o perfil de expressdo de todos os genes de uma célula ou
populacdo de células, em certo estddio de desenvolvimento ou condi¢do de estresse,
fornecendo uma visdo espacial e temporal da regulacdo, ao nivel transcricional, de todos os
metobolismos, simultaneamente (MCGETTIGAN, 2013). Diante da grande quantidade das
informacdes disponiveis, o pesquisador seleciona um ou alguns metabolismos de interesse de
estudo para conduzir uma investigacédo através de uma perspectiva mais ampla e integrada ao
todo.

A primeira abordagem transcriptdmica foi fornecida pela técnica de microarranjos em
A. thaliana (SCHENA et al., 1995). Contudo, devido a esta tecnologia ser baseada na
hibridizacdo, a analise transcriptdmica apresentava as seguintes limitacGes: necessidade de

grande quantidade de RNA total e apenas os genes conhecidos eram identificados. Além
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disso, essa abordagem, na maioria dos casos, ndo permitia diferenciar a expressdo de
membros da mesma familia multigénica (VERK et al., 2013).

Essas dificuldades comecaram a ser ultrapassadas em 2008, quando foi publicado o
primeiro estudo aplicando a tecnologia NGS no sequenciamento do transcriptoma de levedura
(NAGALAKSHMI et al., 2008), tecnica essa denominada RNA-seq (sequenciamento de
RNA). A técnica de RNA-seq reflete uma série de vantagens, tais como: oferece um perfil de
expressdo espago-temporal em larga escala; fornece a sequéncia dos transcritos totais
(anotados ou ndo); identifica diferentes transcritos da mesma familia; e revela variagdes de
splicing e polimorfismos em um Unico nucleotideo (SNPs, de Single Nucleotide
Polymorphisms). Além disso, € uma técnica de execucdo rapida e de custo cada vez mais
acessivel (MCGETTIGAN, 2013; MUTZ et al., 2013).

Apbs o sequenciamento do RNA de interesse, dezenas de milhdes de fragmentos
gerados (reads) sdo alinhados a um genoma de referéncia para gerar as sequéncias dos
transcritos e/ou informacg6es sobre o perfil de expressdo. As ferramentas comumente usadas
para alinhamento s&o os programas TopHat, Bowtie, BWA e STAR. Entretanto, para espécies
que ndo possuem genoma de referéncia, a exemplo da aceroleira, é feita a montagem de novo
dos reads totais em contigs, gerando um transcriptoma de referéncia, o qual além de fornecer
as sequéncias dos transcritos, permite inferir o perfil de expressdo. As principais ferramentas
de montagem incluem os programas Trinity, Oases, Trans-ABySS e SOAPdenovo
(MCGETTIGAN, 2013; MUTZ et al., 2013).

Nos ultimos anos, a técnica de RNA-seq utilizando-se de plataformas de
sequenciamento da Illumina tem sido predominantemente utilizada para o estudo de
transcriptomas e genomas. De modo que, um nimero cada vez maior de espécies frutiferas de
importancia e potencial econdmico, a exemplo de Vitis vinifera cv. Shiraz (uva)
(SWEETMAN et al., 2012; GOUTHU et al., 2014); Citrus sinensis (laranja) (YU et al.,
2012); Myrica rubra (FENG et al., 2012); Mangifera indica (manga) (WU et al., 2014;
DESHPANDE et al., 2017), Capsicum annuum (pimenta) (MARTINEZ-LOPES et al., 2014)
e Ananas comosus (abacaxi) (ONG et al., 2012), etc., tiveram seus transcriptomas
sequenciados e analisados revelando suas particularidades, possibilitando avangos, novos
direcionamentos e perspectivas ha compreensdo dos mecanismos regulatorios do processo de
amadurecimento de frutos, e proporcionando informagfes para um grupo cada vez mais

representativo de gendtipos e espécies frutiferas.
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3 HIPOTESE
A associacdo de perfis transcriptdmicos da acerola a dinamica metabdlica do ascorbato,

etileno, CO; e firmeza auxilia na identificacdo de genes candidatos a regulacdo de tais
metabolismos durante o amadurecimento da acerola.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar o perfil transcriptomico de frutos (verde, intermediario e maduro) de aceroleira
confrontando-o as alteragcBes metabolicas das quantidades do ascorbato, etileno, CO, e

firmeza durante o amadurecimento.

4.2 Objetivos Especificos
» Mensurar os perfis de ascorbato, etileno, CO; e firmeza durante 0 amadurecimento da

acerola;

» Identificar os transcritos totais e diferencialmente expressos (TDEs) envolvidos no
processo de amadurecimento dos frutos, bem como em folhas e flores através do

sequenciamento do RNA mensageiro total (RNA-seq);

» Fornecer a anotagdo funcional de transcritos totais e TDEs, bem como identificar as vias

metabolicas atribuidas aos TDEs durante o amadurecimento da acerola;

» Relacionar os perfis dos transcritos diferencialmente com a dinamica metabolica do

ascorbato, etileno, CO; e firmeza durante o amadurecimento;

» Validar os resultados de expressao obtidos na andlise transcriptdmica através da técnica
de PCR quantitativo (QPCR).
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Material vegetal

A cultivar comercial BRS 235 (Apodi) mantida na fazenda experimental, localizada
em Pacajus, e pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical, Ceara, Brasil foi selecionada
para estudo. Clones dessa cultivar foram propagados por enxertia e estabelecidos no campo
em uma unica linha, no ano de 2012. O solo da éarea plantada é do tipo arenoso. A
classificacdo do clima é Aw segundo a Koppen e Geiger.

Inicialmente, conduziu-se um experimento piloto da marcacdo de flores e
acompanhamento do desenvolvimento dos frutos no intuito de definir e padronizar estadios de
desenvolvimento do fruto de interesse deste estudo (Dados ndo mostrados). No periodo da
realizacdo do experimento as plantas encontravam-se na auséncia de irrigagdo e adubacao,
apresentando a mesma idade e sob as mesmas condig¢Ges de cultivo. O experimento para
coleta consistiu da marcacdo de 3.000 flores em seis individuos, cerca de 250 flores por
individuo. Todas as amostras foram colhidas em maio de 2016, entre os horéarios de 08:30 as
9:30 h da manha. Durante o periodo de experimentacdo, a precipitacdo média foi de 43 mm, a
temperatura média variou de 22,77 °C a 32,46 °C, enquanto a unidade relativa média do ar foi
de 80,29%. Fonte: Funceme e EMBRAPA.

Amostras de frutos em trés estadios de desenvolvimento distintos: em torno de 12
(verde), 16 (intermediario) e 20 (maduro) dias apo6s a antese (DAA) foram colhidos de seis
individuos diferentes (Figura 2). Para cada estadio de interesse, um conjunto de 10 frutos, em
triplicatas biologicas, foram colhidos e padronizados no momento da colheita pelo tamanho e
pela cor da pelicula. Em seguida, os frutos foram transportados para o Laboratorio de
Genbmica Funcional e Bioinformatica da Universidade Federal do Ceara, onde foram lavados
com &gua destilada e as polpas foram separadas das sementes, congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80 °C até 0 momento das analises de transcritos e metabdlitos. Além
disso, amostras de folhas jovens completamente expandidas e flores em triplicatas bioldgicas
foram colhidas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas sob as

mesmas condigdes anteriormente descritas para os frutos (Figura 2).
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Figura 2 — Amostras de folhas, flores e frutos de aceroleira nos estadios verde (12 DAA),

intermediario (16 DAA) e maduro (20 DAA) usadas para o sequenciamento de RNA.
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Fonte: elaborada pelo autor.

5.2 Determinagéo da firmeza dos frutos

A firmeza dos frutos foi mensurada pelo teste de firmeza de Newton (N) com o auxilio
de um penetrdmetro manual (FT02) utilizado para perfurar a polpa do fruto. A andlise foi
realizada com uma amostra de 20 frutos para cada estadio de desenvolvimento e as medidas

feitas em duas regides diferentes de cada fruto.

5.3 Quantificacéo do etileno e didxido de carbono (COz)

Os perfis de etileno e CO> nos trés estadios de desenvolvimento dos frutos foram
determinados usando um Cromatdgrafo a Gas acoplado ao Espectrometro de Massa (CG/EM-
QP2010, Shimadzu, Téquio, Japdo), seguindo as mesmas condi¢Oes de andlise estabelecidas
por Freitas et al. (2018). Em cada estadio, triplicatas de 10 frutos intactos foram armazenados
em vasilhas plasticas, seladas e contendo um septo, sob a temperatura de 20 °C.
Paralelamente, triplicatas de recipientes selados e armazenados sob as mesmas condigoes,
porém na auséncia de frutos, foram utilizados como controle negativo. Apos 1 h, 200 uL de
gas foram coletados usando uma seringa e injetados atraves de uma coluna RTX-5MS 30 m x
0,25 mm de didmetro x 0,25 um de espessura de filme (Restec, Bellefonte, EUA) em modo
Split 1:500. O gas hélio foi utilizado como a fase mével a um fluxo constante de 0,86 mL/min

durante 3 min. As seguintes temperaturas: estufa (60 °C), injetor (150 °C), interface e fonte de
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ions (200 °C) foram selecionadas e mantidas constantes. Para determinar as concentracdes de
cada gas foram estabelecidas curvas padrdo usando concentracdes de etileno entre 50 e 300
pmol e CO; entre 200 e 1.700 nmol.

5.4 Extracdo e quantificacao do acido ascorbico

O acido L-ascérbico (AAs) foi extraido de polpa de frutos (verdes, intermediarios e
maduros), folhas e flores e determinado conforme descrito por Plaza et al. (2011), com
algumas modificagOes. Resumidamente, 0,3 g de polpa e 0,6 g de amostras congeladas de
folhas jovens completamente expandidas e flores foram maceradas, homogeneizadas com 20
mL de solucdo extratora aquosa preparada com acido metafosférico a 0,3% e acido acético a
0,8% e, em seguida, completadas para 50 mL com agua ultrapura. Para quantificar o acido
ascorbico reduzido, a mistura resultante foi filtrada através de um filtro de membrana de 0,45
pum e transferida para frascos de 0,2 pL. Para determinar o acido ascorbico total (AAs
reduzido + desidroascorbato — DHA) de cada amostra, 200 pL da solucdo filtrada foram
armazenados com 100 uL de ditiotreitol (1 M) por 1 h. Todos os procedimentos de preparacéo
e anélise das amostras foram realizados no escuro.

Em seguida, aliquotas de 10 uL de ambas os conjuntos de amostras (acido ascérbico
reduzido e total) foram injetados no Cromatdgrafo a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)
usando uma coluna Shim-pack CLC-ODS C18, reverse phase [(4,6 mm i.d. X 15 cm, 5 pm)
(Shimadzu, Tokyo, Japan)] com temperatura ajustada para 30 °C. A fase mével consistiu da
eluicdo isocratica de uma solucéo de acido sulfurico a 0,01% (pH = 2,5) a um fluxo constante
de 1mL/min. As corridas foram monitoradas no espectro de absorcdo da luz ultravioleta
visivel a 245 nm. Todas as amostras foram extraidas e analisadas em triplicatas biolégicas. As
concentraces de AAs reduzido e total foram determinadas através da calibragdo de uma
curva padrdo usando concentragdes entre 10 e 250 ug/mL. As concentracfes finais de AAs
foram expressas em mg por 100 g de massa fresca (mg.100 g' MF). Os contetidos de

desidroascorbato foram calculados a partir da diferenca entre o AAs total e 0 AAs reduzido.

5.5 Andlise transcriptdmica (RNA-seq)
5.5.1 Extracéo e analise do RNA total

A extracdo de RNA total da polpa de frutos, folhas e flores de aceroleira foi feita
utilizando o "kit" "RNeasy Plant Mini Kit" (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as

recomendacdes do fabricante. Para remover possivel contaminacdo por DNA genémico,
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adicionou-se a coluna DNase fornecida pelo Kit RNAAse Free DNase Set (Qiagen, Hilden,
Alemanha), como um passo adicional de digestdo, durante a etapa de purificacao.

Em seguida, a concentracdo do RNA total foi estimada por espectrofotometria usando
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA) no comprimento de onda de 260 nm. A
pureza do RNA extraido foi aferida a partir da razdo 260/280 nm de absorbancia, utilizada
para identificar contaminagdes por proteinas (valores ideais entre 1,8 a 2), e através da razéo
260/230 nm, utilizada para verificar contaminagdes por polissacarideos (valor ideal > 2). A
integridade das bandas foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,5% e revelado com
uma solucdo de brometo de etideo em transiluminador na regido ultravioleta. O RNA total
extraido foi armazenado em freezer -80 °C. Posteriormente, a quantidade e a qualidade do
RNA para sequenciamento foi também confirmada através do Bioanalizer 2100 (Agilent,
Santa Clara, CA, EUA), que avalia o nimero de integridade do RNA (RIN). Os valores de
RIN variam de 1 a 10 e foram calculados a partir da razdo 28S:18S das subunidades do RNA
ribossémico. Valores de RIN superiores a 7 sdo sugeridos, pois indicam alta integridade do
RNA total.

5.5.2 Construcédo das bibliotecas de cDNA e sequenciamento

Nove bibliotecas de cDNA, representativas de polpas de frutos aos 12 (verde), 16
(intermediéario), 20 (maduro) DAA e folhas jovens em duplicatas biol6gicas, bem como uma
Unica biblioteca de flores foram preparadas e sequenciadas pela equipe da empresa Macrogen
(Humanizing Genomics, Seoul, Coreia do Sul) usando o Illumina TruSeq RNA Sample
Preparation Kit v2, de acordo com as instrucdes do fabricante. Inicialmente, 0 RNA
mensageiro (MRNA) foi selecionado pela cauda poli (A) a partir de 1 pug de RNA total,
utilizando-se esferas magnetizadas recobertas por Oligos Poli(T). Em seguida, 0 mRNA
obtido foi fragmentado na presenca de tampdo de fragmentacdo 5X (contendo cations
divalentes), sendo a mistura submetida a 94 °C por 5 min.

Logo apds, os fragmentos de mRNA foram utilizados como moldes para a sintese da
fita complementar de cDNA usando iniciadores randémicos, actinomicina D e o kit da
ImProm-I11™ Transcriptase Reversa (Promega, EUA). A segunda fita de cDNA foi sintetizada
utilizando as enzimas DNA polimerase | e RNase H. Em seguida, as enzimas T4 DNA
polimerase e Klenow DNA polimerase foram utilizadas para obtencdo de extremidades
abruptas nesse cDNA. Uma adenina (A) foi adicionada a extremidade 3’ dessas moléculas

utilizando a enzima Klenow exonuclease. Posteriormente, foram ligados adaptadores
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presentes no kit Illumina TruSeq RNA Sample Preparation v2 para amplificacdo e
sequenciamento do cDNA. Fragmentos de 280 a 300 pb correspondentes ao cDNA ligado aos
adaptadores foram separados dos adaptadores ndo ligados por eletroforese em gel de agarose
2%.

Finalmente, as bibliotecas foram enriquecidas através de 15 ciclos de PCR de ponte
em fase solida utilizando-se iniciadores complementares as sequéncias dos adaptadores. A
concentragdo e a qualidade das bibliotecas de cDNA foram verificadas utilizando o
Bioanalyzer 2100 equipado com um chip especifico para DNA. Por fim, as bibliotecas
enriquecidas foram reunidas em concentracdo equimolar para sequenciamento de fragmentos
de 100 pb no modo “ambas as extremidades” (do inglés, paired-end) utilizando o kit Truseq
SBS v4 e a plataforma de sequenciamento Illumina modelo HiSeq 2500 (Illumina, San Diego,
CA, EUA). O presente projeto de sequenciamento foi depositado no banco de dados SRA (do
inglés, Sequence Reads Archive) do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), sob o nimero
de acesso PRINA473364.

5.5.3 Processamento das reads brutas e montagem de novo

As sequéncias de 100 pb provenientes do sequenciamento sdo chamadas de leituras ou
reads. Para remover as sequéncias de adaptadores ligados as leituras sequenciadas, bem como
as bases de baixa qualidade (Q < 25 e leituras de comprimento < 90 pb) usou-se o programa
Trimmomatic v.0.32 (BOLGER et al.,, 2014). A qualidade das leituras resultantes foi
confirmada através da analise feita com a ferramenta FastQC (ANDREWS, 2010).

Em virtude da auséncia de um genoma de referéncia para a aceroleira (M. emarginata)
conduziu-se a montagem de novo das leituras em contigs usando parametros padrdo do
programa Trinity v.2.4.0 (GRABHERR et al., 2011). Foi feita a montagem do transcriptoma
de frutos em cada estadio de desenvolvimento, separados e juntos, bem como de folhas jovens
e flores separados. Para gerar um transcriptoma com nudmero de identificagio comum e
aumentar a probabilidade de obter a sequéncia completa dos transcritos referentes a cada gene
expresso foi feita a montagem do transcriptoma utilizando todas as nove bibliotecas, o qual
foi denominado de transcriptoma de referéncia.

Em seguida, o transcriptoma de referéncia foi submetido a ferramenta CD-HIT-est (LI;
GODZIK, 2006) para remover as sequéncias de transcritos redundantes apresentando
identidade > 90%. Posteriormente, as leituras selecionadas previamente com a qualidade

requerida foram mapeadas para o transcriptoma de referéncia ndo redundante para estimar a
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abundancia de transcritos e isoformas usando os parametros padrdo dos programas Bowtie
(LANGMEAD et al., 2009) e RSEM versédo 1.2.0 (LI; DEWEY, 2011).

O Bowtie ¢ um alinhador de sequéncias pequenas (< 200 pb) utilizado neste estudo
para mapear as leituras ao transcriptoma de referéncia na auséncia de mismatches e gaps entre
as leituras e sua referéncia. Em seguida, o RSEM utilizou-se do resultado do alinhamento
gerado pelo Bowtie para estimar a abundancia dos transcritos (nUmero de leituras que mapeou

para cada transcrito, em particular).

5.5.4 Anotacéao dos transcritos

O transcriptoma de referéncia foi anotado usando os bancos de dados publicos de
proteinas: non-redundant-NCBI (PRUITT et al.,, 2005), Swiss-Prot (BAIROCH;
BOECKMANN, 1993) e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes — KEGG (KANEHISA;
GOTO, 2000; MORIYA et al., 2007) através da ferramenta BLASTX e usando um E-value <
10° (ALTSCHUL et al., 1997). Transcritos comuns e exclusivamente anotados com cada
banco de dados foi sumarizado por meio de um diagrama de Venn gerado através da
ferramenta online VENNY 2.1 (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). Apds anotacao, as
isoformas redundantes representativas do mesmo gene foram removidas manualmente para
gerar um dataset com a anotacdo de apenas transcritos Unicos. Transcritos anotados com o
banco Nr-NCBI e denominados de hipotéticos, ndo caracterizados ou ndo nomeados foram re-
anotados com base nos proteomas deduzidos a partir dos genomas de Hevea brasiliensis,
Jatropha curcas, Ricinus comunis, Manihot esculenta, Populus euphratica disponiveis no
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), bem como da Arabidopsis thaliana disponivel no
TAIR 10 (https://www.arabidopsis.org).

5.5.5 Identificacdo dos transcritos diferencialmente expressos (TDES)

Inicialmente, a contagem do numero de fragmentos por transcrito foi normalizada de
acordo com o tamanho da biblioteca utilizando o metodo de normalizagdo contagem por
milh&o (cpm) presente na cpm function do pacote EdgeR (ROBINSON et al., 2010). Apenas
transcritos com cpm > 2 em pelo menos duas amostras foram selecionados para anélise de
expresséo.

Para verificar a identidade e adequacdo de cada biblioteca para analise de expresséo
diferencial, previamente foi conduzida uma analise de componentes principais (ACP) baseado
no arquivo de contagem gerado apds a normalizacdo e a filtragem (cpm > 2). AACP e a
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inferéncia dos transcritos diferencialmente expressos (TDEs) foram obtidas com o pacote
DESeq2 (LOVE et al., 2014). Foram filtrados e considerados como TDESs, apenas transcritos
com taxa de falsa descoberta (FDR < 0,05) e apresentando log: fold-change (< -1 ou > 1).
Foram estabelecidas as seguintes comparag6es: frutos intermediarios (16 DAA) vs. verdes (12
DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. verdes (12 DAA), frutos maduros vs. intermediarios (16
DAA), frutos verdes vs. folhas e frutos verdes vs. flores. O Pacote Venn Diagram (CHEN;
BOUTROS, 2011) foi usado para sumarizar os TDEs comuns e exclusivos entre as

comparac0es estabelecidas durante o amadurecimento dos frutos.

5.5.6 Anotacéao funcional dos transcritos diferencialmente expressos (TDES)

O arquivo de anotacdo dos transcritos Unicos gerado para o transcriptoma de referéncia
foi utilizado como base para anotagdo dos TDEs. Para os TDEs ainda néo identificados foram
feitas buscas no NCBI através dos seguintes bancos de transcritos: Expressed Sequence Tags
(ESTs), Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) e Reference RNA sequence (Refseg-RNA).
Além disso, os TDEs inferidos foram categorizados de acordo com a seguinte Ontologia
Génica (OG): componente celular (CC), processo bioldgico (BP) e funcdo molecular (FM)
com o auxilio do website agriGO v2.0, selecionando a opc¢do Singular Enrichment Analysis
(SEA) (TIAN et al., 2017).

O banco de dados KEGG também foi usado para atribuir os TDEs as suas respectivas
vias metabodlicas usando o anotador automatico do servidor KAAS (KEGG Automatic
Annotation Server) e o método bi-directional best hit (http://www.genome.jp/tools/kAAs/). O
KAAS forneceu a anotagdo através do identificador automético, o0 KEGG Orthology (KO),
além da identificacdo e das respectivas localizagdes dos produtos codificados pelos TDEs nas
vias metabolicas redirecionadas durante o amadurecimento dos frutos (MORIYA et al.,
2007).

5.6 VValidagdo dos dados de RNA-seq por RT-gPCR
5.6.1 Selecéo dos genes para a validacdo e o desenho dos iniciadores

Para validar os resultados de expressdo gerados pela analise de RNA-seq, nove TDEs
alvo envolvidos em diferentes alteragcbes do metabolismo da acerola tais como: sinalizagdo do
etileno, metabolismo do ascorbato e do amido, desmontagem da parede celular e biossintese
de flavonol/antocianina foram submetidos a analise de expresséo relativa por RT-gPCR. Além

disso, com base no dataset contendo as contagens normalizadas para os transcritos (cpm > 2),
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9 genes de alta estabilidade entre todas as amostras sequenciadas (RNA-seq) foram
selecionados e avaliados por RT-gPCR (Tabela 1), no intuito de atender a dois propdsitos:
selecionar genes de controle enddgeno adequados para normalizacdo dos genes de interesse,
bem como auxiliar na confirmagao dos dados de expressao obtidos por RNA-seq.

Em seguida, as sequéncias de cDNAs foram identificadas no transcriptoma e anotadas
(UTRs 5°, 3’, ORF e juncbes éxon/éxon). Para os transcritos codificados por uma familia
multigénica, os demais membros génicos foram identificados e anotados para garantir a
especificidade dos iniciadores desenhados. O desenho dos iniciadores especificos foi feito,
sempre que possivel na juncdo éxon/éxon, usando o programa Perl primer v1.1.21
(MARSHALL, 2004) e 0 website Oligo analyzer v.3.1
(www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). A tabela 1 mostra a anotacdo, as
sequéncias e as caracteristicas de amplificacdo dos iniciadores para os genes selecionados

neste estudo.
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Tabela 1 — Sequéncia dos iniciadores, temperatura 6tima de anelamento (TA), tamanho do amplicon em pares de bases (pb) e anotagdo de cada

gene.

ID do transcrito Gene Identificag&o do gene Sequéncia do iniciador (5’ - 3°) TA(°C) Amplicon (bp)

TR_9479_c0_g1 MeRBL* protein RBL-like (AT3G21060) Fwd: TTCTTGCTGCTGGGTGTTCTG 69,1 135
Rev: TGCGATGACCATACTTTGACCA

TR_11085_c0_gl MeRCC1* Regulator of chromosome condensation (AT5G48330) Fwd: GCTAAGGTGTCGTTTGGATG 52,5 147
Rev: CAGTTGATTGTGATTTGCTTCC

TR_17861_cl g4 MeF-box* F-box family protein (AT5G49610) Fwd: GATTTCCTCAAAGAACCCA 57,5 167
Rev: GAGCAACACAACAATCCA

TR_12263 _c0_g1 MeNOB1* RNA-binding NOB1-like protein (XP_021652778.1) Fwd: CAAACAAGCAGGGAGATGAC 61,1 183
Rev: GACGACCACAAGCAATCAG

TR_14052_c0_g2 MeTGD4* Trigalactosyldiacylglycerol 4 (XP_021640243.1) Fwd: GTTCCTCAATCTTCGTCGTCC 66,5 97
Rev: TGTCCCAACAATGCCACG

TR_16662_c0_g1 MeU3* U3 small nucleolar RNA-associated protein 7(XP_021674342.1) Fwd: GCCCAGAAAAAGTATCCG 59,8 128
Rev: GATTTGTTTACCGATGCCA

TR_7955_c0_g1 MePA-RNA* phosphorylated adapter RNA export-like protein (AT3G20430) Fwd: GGGTTTCTGCTGTAAGTG 59,8 184
Rev: GAATTGCTTCTCAAACTCCT

TR_9521 c0_g1 MePGAL* proline- glutamic acid/leucine-rich protein (XP_012074676.1) Fwd: TCAAACAAGGCAAGAAAGAGAG 58,7 102
Rev: AACACTGATCGGGACTGG

TR_12242 c0_g1 Merad50-ATPase*  DNA double-strand break repair protein(AT5G4052) Fwd: TTCCAAAGAGTGCTAAAGAG 59,8 151
Rev: CCAGAAAGAGATTGATGTCC

TR_16652_cl_g2 MeGME2 GDP-mannose 3,5-epimerase 2 (ABB53472.1) Fwd: TGAAATTGAAGGATGGACTG 57,5 132
Rev: TAACTGAACTGGTGCTTGA

TR_15784 cl1 g1 MeGMP1 mannose-1-phosphate guanylyltransferase 1 (ABB53473.1) Fwd: TCACAAGAGACTGAACCC 63,6 242
Rev: CTCAACTCTCCCAGTAGAC

TR_9063 c0 gl MeAPX2 ascorbate peroxidase 2, cytosolic (XP_021638321.1) Fwd: CGAGTTGGGTCTTTGTAGTG 57 170
Rev: CTTCTCAGCGATTAGTCCTC

TR_15403_c0_g6 MeCHS1 chalcone synthase 1 (XP_021648729.1) Fwd: TGTTGAGGAAGTTAGAAGC 57,5 183

Rev: GATTTATCACACATTCTCTGG
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TR_15336_c0_g6 MeDHFR4 Diydroflavonol-4-reductase (XP_021667152.1) Fwd: GAAGTGTTAGAAGGGTAGTG 67 144
Rev: GATACAAAGTACATCCATCCAG

TR_15155_c0_g1 MeSS4 starch synthase 4 (XP_021683258.1) Fwd: AACATGGAGCATTATGGAG 61,8 92
Rev: ATCAACAGCCTTATCAACAG

TR_12269 _c0 g1 MePG polygalacturonase-like (XP_021673211.1) Fwd: TGTTTATCACTCTTTCTTGGGTC 61,1 157
Rev: CCTTCTCAAATGCCTCAGTATC

TR_11732_c0 g1 MeERF113 ethylene-responsive transcription factor ERF113-like (XP_021678689.1) Fwd: GAACCTCTTCTCCTGCTG 57 126
Rev: CATTATCTTGATCTTGCTGCG

TR_16279_c1_g2 MeEXPAL expansin A1 (ARA90630.1) Fwd: CTCGTTTAAGGTCACAAC 63,6 182

Rev: TCCGACCATTATATTTGTCC

*Genes de referéncia

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.6.2 Transcricao reversa e reagdo em cadeia da polimerase quantitativo (RT-gPCR)

A extracdo do RNA total da polpa de frutos, folhas e flores de aceroleira para os
ensaios de RT-gqPCR foi realizado como descrito no item 5.5.1. A transcricdo reversa do
MRNA em DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit Improm Il (Promega,
Madison, EUA) de acordo com as recomendacfes descritas pelo fabricante. A reacdo
consistiu de aproximadamente 0,5 ug de RNA total, 3,0 pL de oligodT24, 2,4 uL de MgCl>
(25 mM), 1,0 pL de dNTPs (10 mM), 4,0 puL de tampédo de reacdo 5X, 1U da enzima
transcriptase reversa. O volume da reacdo foi ajustado para 20 uL. com agua ultrapura livre de
RNases. A reacdo de sintese da fita de DNA complementar ocorreu a 42 °C por 1 hora,
seguida de um periodo a 75 °C por 15 min para desnaturacdo da enzima.

Para as reacOes de qPCR foram utilizados 4 pL de cDNA a 25 ng/pL; 1,0 yuL de cada
primer a 300 nM (forward e reverse); 10 uL de GoTag gPCR Master Mix (Promega,
Madison, EUA) e 4,0 pL de dgua ultrapura para um volume final de 20 pL. Todas as reagdes
foram realizadas em triplicatas bioldgicas e técnicas. Paralelamente, trés pocos sem cDNA
foram incluidos a reacdo e usados como controle negativo. As reacfes foram realizadas em
um termociclador RealPlex 4S (Eppendorf, Alemanha) através da deteccdo dos niveis de
fluorescéncia do SYBR Green. O programa da reacdo de PCR consistiu de desnaturagéo inicial
do cDNA a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos térmicos a 95 °C por 15 s; temperatura
6tima de anelamento de cada par de iniciadores por 15 s (Tabela 1) e extensdo do fragmento a
60 °C por 20 s. Ao final da amplificacdo dos ciclos de PCR, foi incluida uma etapa adicional
de analise da curva de melting, para verificar a especificidade de cada iniciador pelo cDNA de

interesse.

5.6.3 Anélise dos dados de expressdo por g°PCR

As analises dos dados de fluorescéncia obtidos foram processadas pelo Software
Realplex. Os niveis de expressdo génica foram determinados através do nimero de ciclos de
amplificacdo necessarios para a fluorescéncia emitida pelo SYBR Green ultrapassar a linha de
base limiar durante a fase exponencial da reacdo (QPCR), denominado de C: (Cycle threshold).
Os Cs utilizados nas analises de expressao foram obtidos através da média aritmética entre as
triplicatas técnicas para cada condicéo e gene.

Posteriormente, os valores brutos de C: foram importados para o programa gbase”-YS
(versdo 2.4) e convertidos em dados de expressao relativa utilizando o método do fator de
normalizagio (HELLEMANS et al., 2007). A ferramenta GeNorm disponivel no qBase”-YS
(VANDESOMPELE et al., 2002) foi usada para confirmar a estabilidade dos genes
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candidatos selecionados. Os valores de expresséo relativa foram convertidos para log. fold
change (log2FC) utilizando a seguinte formula: LOG(valor de expressdo relativa da amostra
A;2)-LOG(valor de expressao relativa da amostra B;2). Em seguida, os resultados em log>
fold change obtidos com as técnicas de RNA-seq e RT-qgPCR foram comparados pela
correlagdo de Pearson (r) por meio do website Free Statistics and Forecasting Software
(https://www.wessa.net/rwasp_correlation.wasp#output).

5.7 Anélise estatistica

Os valores das mensuracGes dos metabdlitos e da firmeza dos frutos foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia 0,05, usando o programa Sisvar v5.6 (FERREIRA, 2014). Os resultados foram
expressos com base nos valores da média + erro padrdo. Diferencas significativas foram

representadas por letras diferentes.


https://www.wessa.net/rwasp_correlation.wasp#output
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6 RESULTADOS
6.1 Alteracdes na firmeza e nos perfis de etileno e diéxido carbono (COz) dos frutos

A firmeza dos frutos reduziu a medida que o amadurecimento avangou. Frutos verdes
apresentaram-se firmes (17 N), entretanto reduziu para 7,1 N no estadio intermediario, até

atingir um estado muito fragil (1,6 N), quando completamente maduro (Figura 3A).

Figura 3 — Mensuracdo da firmeza (A), etileno (B) e dioxido de carbono (C) da acerola nos
estadios verde (12 DAA), intermediario (16 DAA) e maduro (20 DAA). Letras diferentes

destacam a significancia estatistica (P < 0,05) entre os estadios de desenvolvimento dos

frutos.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tanto o etileno quanto o CO, revelaram perfis coincidentes, uma vez que maiores
quantidades (13,3 ug.kg.h"! e 58,9 mg.kg'.h"!, respectivamente) foram detectadas em frutos
verdes (12 DAA) (Figura 3B-C). Os niveis de etileno e CO; reduziram & medida que o
amadurecimento do fruto progrediu. Do estadio verde (12 DAA) para 0 maduro (20 DAA) o0s
niveis de etileno e CO, diminuiram cerca de 1,98 e 2,42 vezes, respectivamente. Mesmo
assim, vale ressaltar que a diminuicdo da producdo de etileno do estadio verde para o

intermediéario foi ndo significativa (Figura 3B).
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6.2 Dindmica do conteudo de ascorbato em frutos, folhas e flores

A variacdo nas concentracdes de acido ascorbico (AASs) reduzido, total e oxidado
(AAs total — AAs reduzido) foi mensurada em frutos, folhas e flores (Figura 4). O maior
conteido de AAs reduzido (2.975 mg.100 g~! MF) foi verificado em frutos verdes (12 DAA).
Durante o amadurecimento, a concentracdo de AAs diminuiu continuamente até atingir
(1.324,7 mg.100 g! MF) em frutos maduros (20 DAA) (Figura 4). Frutos no estadio verde (12
DAA) ao mudar para o intermediario (16 DAA), até atingir o estadio completamente maduro
(20 DAA) diminuiram cerca de 31,8 e 55,5%, respectivamente o contetdo de AAs reduzido.
Tais resultados revelaram uma perda de 2,24 vezes nas quantidades de AAs em apenas uma
semana. Nas folhas, foi registrada menor quantidade de AAs reduzido (310,3 mg.100 g'! MF),
entretanto, contetido ainda menor foi verificado em flores (88,3 mg.100 g! MF) (Figura 4).
Vale ressaltar que o conteido de ascorbato em frutos verdes foi 9,59 e 33,8 vezes maior do
que aqueles quantificados em folhas e flores, respectivamente.
Figura 4 - Variacdo nas concentraces de acido ascorbico reduzido e oxidado
(desidroascorbato) da acerola nos estadios verde (12 DAA), intermediario (16 DAA) e
maduro (20 DAA), folhas e flores. Letras diferentes destacam a significancia estatistica (P <
0,05) entre os estadios de desenvolvimento dos frutos, folhas e flores para as formas reduzidas
e oxidadas.
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Em frutos, a forma oxidada do AAs (desidroascorbato; DHA), variou de 257,4 mg.100
g ! MF no estadio verde para 103,4 mg.100 g-' MF no estadio maduro (Figura 4). Mesmo
assim, a relacdo AAs reduzido/AAs total manteve-se elevada e estavel (~0,92) nos trés
estadios analisados. Folhas apresentaram 201,8 mg.100 g~! MF de DHA, por isso a relacéo
AAs reduzido/AAs total foi moderada e igual a 0,6 (Figura 4). Em flores, a quantidade da
forma oxidada (99,8 mg.100 g~! MF) do AAs foi superior a do &cido reduzido, revelando o

baixo estado redox (0,4) desse orgao.

6.3 Transcriptomas de frutos, folhas e flores de aceroleira, com énfase na modulacéo do
amadurecimento
6.3.1 Avaliacdo da qualidade do RNA total e das bibliotecas de cDNA construidas

Um total de nove amostras de RNA total foram extraidas de folhas, flores e frutos. De
maneira geral, as amostras de RNA total obtidas exibiram quantidade, qualidade e integridade
satisfatorias para construcdo das bibliotecas e sequenciamento. As concentracbes de RNA
total obtidas por espectrofotometria variaram de 60 a 320 ng/uL (Dados ndo mostrados).
Enquanto, as relagbes 260/280 e 260/230 exibiram valores proximos aos ideais, indicando
pureza satisfatoria (item 5.5.1). Além disso, a visualizacdo das bandas de RNA ribossémico
em gel de agorose 1,5% demonstraram que as ambas as subunidades 18S e 28S estavam
integras, revelando a qualidade do RNA total (Dados ndo mostrados).

Posteriormente, a quantidade e a integridade do RNA total foram confirmadas pela
empresa Macrogen (Humanizing Genomics, Seoul, Coreia do Sul), utilizando o Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies), que afere tais pardmetros com maior exatiddo. A concentracao
do RNA total variou entre 43,14 a 184 ng/uL (Tabela 2). O RIN, por sua vez, foi superior a
7,0 (Tabela 2; Figura 5), exceto para as amostras provenientes de folhas jovens (RIN — 6,2 e
6,7). De acordo com o padrdo de qualidade estabelecido pela Macrogen, RIN > 7,0 é
satistatério para a etapa de preparacdo da biblioteca, pois indica baixa taxa de degradacdo do
RNA (Figura 5). Embora as amostras de folhas ndo tenham apresentado o menor RIN
requerido, ressalta-se que todas as amostras de RNA resultaram em bibliotecas de excelente
qualidade. As concentracdes das bibliotecas apresentaram valores de concentracfes entre
49,68 e 59,83 ng/uL e tamanho médio dos fragmentos enriquecidos na faixa de 283-294 pares
de bases, de forma a atender aos requerimentos necessarios para a etapa de sequenciamento
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Concentracéo e integridade do RNA total, concentracdo e tamanho dos fragmentos

(pares de bases) das nove bibliotecas de cDNA construidas.

Amostras Concentracdo RNA total (ng/pL) RIN Biblioteca de cDNA (ng/pL) Tamanho (pb)

12 DAA R1 54,84 7,2 52,76 290
12 DAA R2 54,04 7,6 49,95 291
16 DAA R1 75,19 8,0 59,01 286
16 DAA_R2 43,14 8,0 56,40 290
20 DAA_R1 108,82 7,9 58,41 290
20 DAA R2 4437 9,6 55,47 294
Folhas_R1 183,73 6,2 59,83 293
Folhas_R2 54,49 6,7 59,53 283
Flores 79,69 9,6 49,68 289

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 5 — Integridade das subunidades 18S e 28S do RNA ribossémico extraido de frutos em
trés estadios de desenvolvimento verde (12 DAA), intermediario (16 DAA) e maduro (20
DAA), folhas e flores de aceroleira obtidos através do Bioanalyzer 2100.
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Fonte: elaborada pelo autor.

6.3.2 Processamento das leituras brutas

O sequenciamento das nove bibliotecas de cDNA de aceroleira gerou um total de
613.177.650 leituras brutas de 101 pb (Tabela 3), que variou de 61.731.230 (16 DAA R1) a
74.947.522 (flores) leituras entre as bibliotecas. Apds a remocéao de adaptadores e sequéncias
de baixa qualidade, 547.089.334 leituras, cerca de 89,22%, foram selecionadas com a

qualidade requerida. Nesta etapa, 0 nimero de leituras variou de 55.192.498 a 66.713.282
entre as bibliotecas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Profundidade e qualidade do sequencimento (RNA-seq) das bibliotecas de frutos,

folhas e flores de aceroleira.

Bibliotecas Reads brutos Total de bases pb  Reads de qualidade  Q > 25 (%)
12 DAA R1  69.963.810 7.066.344.810 62.111.314 88,77
12 DAA R2  62.932.324 6.356.164.724 56.090.170 89,12
16 DAA R1  61.731.230 6.234.854.230 55.192.498 89,40
16 DAA R2 67.988.996 6.866.888.596 60.682.742 89,25
20 DAA R1  70.051.296 7.075.180.896 62.041.262 88,56
20 DAA R2  74.310.360 7.505.346.360 66.495.892 89,48

Folhas_R1 67.472.034 6.814.675.434 60.611.728 89,83

Folhas_ R2  63.780.078 6.441.787.878 57.150.446 89,60

Flores 74.947.522 7.569.699.722 66.713.282 89,01
Total 613.177.650  61.930.942.650 547.089.334 89,22

Fonte: elaborada pelo autor.

De maneira similar, a analise da qualidade das leituras revelou que os fragmentos
resultantes, de todas as bibliotecas (547.089.334 leituras), apresentaram phred score Q > 30 e
tamanho de fragmentos maior que 99 pb, majoritariamente 101 pb (Figura 6A-B). O phred
score Q = 30 indica a possibilidade de apenas uma Unica base errénia em 1.000 pb. Assim, 0
presente resultado destaca a alta qualidade e a profundidade do sequenciamento, indicando a
provavel identificacdo de transcritos pouco expressos e raros nos transcriptomas analisados.
Figura 6 — Qualidade do sequenciamento das bibliotecas de cDNA apos a filtragem das
sequéncias de adaptores e das bases de baixa qualidade. Os graficos abaixo mostram a
qualidade do sequencimento para a amostra de flor: (A) representa o phred score médio por

base ao longo da leitura, (B) indica a distribuicdo do tamanho das leituras.

A Phred score de todas as bases
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Fonte: elaborada pelo autor.

6.3.3 Montagem de novo dos transcriptomas

A montagem dos transcriptomas de frutos nos estadios verde, intermediario e maduro
gerou um total de 33.388, 27.880 e 40.709 contigs (transcritos génicos), e 50.855, 51.352 e
67.989 isoformas (possiveis splicings alternativos), respectivamente (Tabela 4). A montagem
dos transcriptomas de frutos nos trés estadios de desenvolvimento, folhas e flores separados
gerou 48.203, 56.983 e 55.888 contigs ao nivel de transcritos génicos e 86.705, 125.845 e
77.462 isoformas (> 200 pb), respectivamente. O comprimento médio dos contigs e o N50
variaram de 605 e 1.728 pb em flores a 1.093 e 2.271 pb em folhas, respectivamente,
evidenciando a qualidade de cada transcriptoma em particular (Tabela 4). Vale ressaltar que o
N50 € um parametro estatistico indicativo do tamanho minimo do contig que somado aos
contigs de tamanho superior, representam a metade do nimero de bases nucleotidicas do

transcriptoma montado.
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Tabela 4 — Numero de transcritos génicos, isoformas e estatisticas geradas ap6s a montagem
dos transcriptomas de frutos nos trés estaddios de desenvolvimento (separados e juntos),
folhas, flores de aceroleira, transcriptoma de referéncia (todas as amostras) e ndo redundante

de referéncia.

Transcriptomas 12DAA 16 DAA 20DAA 12a20DAA  Folhas Flores Referéncia Nao
redundante

Transcritos 33.388 27.880 40.709 48.203 56.983 55.888 40.998 40.830

Isoformas 50.855 51.352 67.989 86.705 125.845 77462 135.976 74.348

N50 1.840 2.001 2.041 2.071 2.271 1.728 2.423 2.202

Comprimento 897 852 898 897 1.093 605 1.438 1.112

médio (pb)

Fonte: elaborada pelo autor.

A montagem do transcriptoma completo incluindo todas as amostras (transcriptoma de
referéncia) forneceu um total de 40.998 contigs génicos e 135.976 isoformas de comprimento
> 300 pb (Tabela 4). Posteriormente, a remogéo de contigs redundantes (identidade > 90%)
resultou em 40.830 contigs ao nivel de transcritos génicos e 74.348 isoformas, revelando um
comprimento médio do tamanho dos fragmentos de 1.155 pb e N50 de 2.202 pb (Tabela 4),
indicativo da boa qualidade do transcriptoma de referéncia montado.

6.3.4 Anotacao dos transcritos

Um total de 25.298 transcritos Unicos (aproximadamente 62%) foram anotados com os
bancos de dados publicos de proteinas: non-redundant (Nr-NCBI), Swiss-Prot e KEGG
através do BLASTX e considerando um E-value de corte < 107 (Figura 7). Vale ressaltar que,
destes, praticamente todos os transcritos (25.272) foram anotados com o Nr-NCBI. Além
disso, 18.608 e 10.789 transcritos poderam ser também anotados pelos bancos Swiss-Prot e
KEGG, corroborando com os resultados gerados com o Nr-NCBI. Aproximadamente 38,6%
(9.770) dos transcritos foram anotados pelos trés bancos de dados. Outros 34,8% (8.812) e 4%
(1.000) dos transcritos foram simultaneamente anotados pelos bancos Nr-NCBI/Swiss-Prot e
Nr-NCBI/KEGG, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7 — Diagrama de Venn mostrando o ndmero de transcritos totais anotados, comuns e
distintos para os bancos de dados Nr-NCBI, Swiss-Prot e KEGG.

Nr-NCBI Swiss-Prot

(=5

KEGG
Fonte: elaborada pelo autor.

De acordo com a anotacdo fornecida pelo Nr-NCBI, um maior nimero de transcritos
com os melhores E-valores foram atribuidos as espécies H. brasiliensis (4.564), J. curcas
(2.622), R. comunis (2.620), M. esculenta (2.570), P. trichocarpa (1.934) e P. Euphratica
(1.814) da mesma ordem taxondmica (Malpighiales) da aceroleira (Figura 8). Juntas, essas

espécies possibilitaram a anotagdo de 53,6% dos transcritos Gnicos anotados.
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Figura 8 — Distribuicdo das 30 espécies com 0s melhores resultados estatisticos (BLASTX)
para o transcriptoma da aceroleira.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os resultados da anotagdo com o banco Nr-NCBI reportaram um grande nimero de
transcritos denominados de hipotéticos, ndo caracterizados ou ndo nomeados. Posteriormente,
a maioria deles foi re-anotado com base nos proteomas das cinco primeiras espécies da ordem
Malpighiales anteriormente mencionadas e A. thalina (TAIR 10). E importante destacar que a
A. thaliana possui 0 genoma de referéncia mais completo e bem anotado entre as espécies
vegetais, por isso tem sido uma importante referéncia utilizada na anotacdo de novos genomas
e transcriptomas. Particularmente, a base de dados TAIR permitiu a anotacdo de 25.096
transcritos Unicos de aceroleira, sendo fundamental na etapa de re-anotacdo (Dados néo
mostrados).

6.3.5 Inferéncia dos transcritos diferencialmente expressos - TDEs

Para aumentar o poder estatistico de inferéncia de TDEs (diminuir a incidéncia de
falsos positivo), selecionou-se aqueles transcritos com contagem por milhdo (cpm > 2) em
pelo menos 2 amostras, de modo que apenas 17.545 transcritos Unicos foram submetidos a
analise de expressao (Dados ndo mostrados). Em seguida, o dataset com 17.545 transcritos foi

utilizado para a analise multivariada de componentes principais. Os dois primeiros
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componentes principais (ACP1 e 2) explicaram 96% da variagdo entre amostras e mostrou a
formagéo de trés grandes grupos (Figura 9). A ACP1 (67% da variacdo) discriminou as
amostras de frutos, localizadas no eixo negativo, daquelas de folhas e flores localizadas no
eixo positivo. A ACP2 (29% da variacdo), discriminou a amostra de flores (eixo negativo)
daquelas de folhas localizadas no eixo positivo deste componente (Figura 9). O grande grupo
representado por frutos, formou trés subgrupos, nos quais as amostras de frutos no estadio
verde foram dipostas mais distantes (divergentes) daquelas de fruto maduro, de modo que as
amostras de frutos no estadio intermediario (16 DAA) foi agrupada entre tais extremos, como
esperado. A ACP evidenciou que amostras distintas como frutos, folhas e flores apresentam
perfil transcricional também distintos. Além disso, revelou que as duplicatas bioldgicas
apresentam proximidade nos seus valores de contagens, corroborando para maior
confiabilidade da analise de expressao.

Figura 9 — Andlise de componentes principais (ACP1 e 2) das bibliotecas de frutos nos
estadios verde, intermediario e maduro, e folhas em duplicatas, bem como para uma

biblioteca de flores.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Um total de 4.326 transcritos foram diferencialmente expressos (TDEs) durante o

amadurecimento dos frutos (Figura 10). E importante destacar que, os TDEs com valores de
log: fold change positivos séo ditos regulados positivamente ou com expressdo aumentada,
porém aqueles com valores negativos sdo ditos regulados negativamente ou com expressao
diminuida na comparacdo estabelecida. A transicdo de frutos no estadio verde para o
intermediario exibiu 530 transcritos regulados positivamente e 787 regulados negativamente
(Tabela 5), ou seja, 787 transcritos foram mais abundantes em frutos verdes. Do estadio verde
(12 DAA) para maduro (20 DAA), 1.591 transcritos tiveram a expressdo aumentada, a medida
que 2.318 diminuiram o nivel de expressdo (Tabela 5). Enquanto, frutos do estadio
intermediario para o maduro demonstraram 813 e 1.212 transcritos com a expressdo
aumentada e diminuida, respectivamente.
Figura 10 — Diagrama de Venn com a distribuicdo de transcritos diferencialmente expressos
totais, comuns e exclusivos entre as comparagdes: frutos intermediarios (16 DAA) versus
verdes (12 DAA), maduros (20 DAA) versus verdes (12 DAA) e maduros (20 DAA) versus
intermediarios (16 DAA).

16 DAA vs. 12 DAA 20 DAA vs. 12 DAA

' up 20 DAA vs. 16 DAA

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 5 — NUmero de transcritos diferencialmente expressos entre as comparagdes.

ComparacGes Rggulados Anotados (%) Regulados Anotados (%)
positivamente negativamente
Frutos intermediarios vs. verdes 530 505 (95,28) 787 761 (96,69)
Frutos maduros vs. verdes 1.591 1.541 (94,15) 2.318 2.192 (94,95)
Frutos maduros vs. intermediarios 813 762 (93,72) 1.212 1.168 (96,36)
Frutos verdes vs. flores 2.811 2.647 (94,16) 3.998 3.751(93,82)
Frutos verdes vs. folhas 4.183 3.950 (94, 42) 5.423 4.943 (91,14)

Fonte: elaborada pelo autor.

Apenas 221 e 345 transcritos regulados positivamente e negativamente foram comuns
as trés comparagdes (Figura 10). De maneira interessante, um total de 67, 669 e 133
transcritos regulados positivamente e 106, 882 e 112 regulados negativamente foram
exclusivos das comparagdes de frutos intermediarios (16 DAA) vs. verdes (12 DAA), frutos
maduros (20 DAA) vs. verdes (12 DAA) e maduros vs. intermediarios, respectivamente
(Figura 10). Além disso, para identificar TDEs relacionados ao metabolismo do é&cido
ascorbico e para fornecer uma maior compreensdo sobre a regulacdo desse &cido em outros
orgdos, foram estabelecidas comparacGes entre frutos verdes vs. flores e frutos verdes vs.
folhas. Um total de 2.811 e 4.183 transcritos foram regulados positivamente, ao passo que

3.998 e 5.423 foram regulados negativamente em frutos verdes, respectivamente (Tabela 5).

6.3.6 Anotacao funcional dos transcritos diferencialmente expressos

A maioria dos TDEs inferidos foram anotados com base nos resultados gerados pelo
Nr-NCBI, bem como através de buscas em bancos de transcritos. De maneira geral, todas as
comparagOes apresentaram uma taxa de identificacdo e/ou anotacdo variando de 91 a quase
97% para transcritos modulados positivamente e negativamente (Tabela 5). O presente
resultado sugere a qualidade da montagem e anotagdo do transcriptoma, além disso confirma
que os TDEs sdo transcritos de mRNA.

Para caracterizar as principais alteracdes funcionais ocorridas durante o
amadurecimento dos frutos, os TDEs foram categorizados de acordo com a ontologia génica.
A comparacdo geral do amadurecimento (frutos maduros vs. verdes) exibiu 1.046 transcritos
regulados positivamente e 1.560 negativamente com atribui¢cdo funcional para pelo menos
uma das trés categorias (componente celular, processo bioldgico e fungdo molecular). Para o
componente celular, a maioria dos transcritos regulados positivamente e negativamente foram
relacionados a parte da célula (453 e 745 transcritos), organela (247 e 457), citoplasma (230 e
385) e membrana (186 e 274), respectivamente (Figura 11A). A respeito do processo
biolégico, o processo celular (344 e 512 transcritos), processo metabdlico (319 e 498),

processo Unico no organismo (316 e 425) e resposta a estimulos (226 e 351) foram os termos
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mais representados, em relacdo aos transcritos com expressdo aumentada e diminuida,
respectivamente. A funcdo molecular, foi super-representada pelos termos atividade catalitica
(420 e 573 transcritos), ligacdo (277 e 499), atividade do fator de transcricdo de ligacdo a
acidos nucléicos (70 e 147) e atividade de transportador (90 e 92) (Figura 11A). Em cada
categoria, todos os termos atribuidos foram mais representados por transcritos com expressao
diminuida, em vista da maior quantidade de genes identificados. E importante destacar que as
outras comparacdes, frutos verdes vs. intermediarios e frutos maduros vs. intermediarios,

seguiram a mesma tendéncia ja destacada na comparacao geral (Figura 11B-C).

Figura 11 — Categorizagdo funcional dos transcritos diferencialmente expressos de acordo
com o componente celular (CC), processo bioldgico (PB) e fun¢do molecular (FM) para as
comparagOes: (A) frutos maduros versus verdes, (B) intermediarios versus verdes e (C)
maduros versus intermediarios.
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Além disso, TDEs identificados em cada uma das trés compara¢fes mapearam para
cerca de 140 vias metabdlicas das 526 disponiveis no KEGG (Tabela S1). A Tabela 6

apresenta as 50 vias com maior numero de EC atribuidos, destacando as principais alteracdes

do metabolismo da acerola durante o amadurecimento. Vale ressaltar que, o direcionamento

dos TDEs para essas vias forneceu informacdes relevantes e de maior confiabilidade para a

identificagdo dos genes e das respectivas vias de interesse neste estudo.

Tabela 6 — As 50 vias metabdlicas mais representadas durante o amadurecimento da acerola,

de acordo com a Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG). Nas colunas

nomeadas ‘“up” (regulados positivamente) ou “down” (regulados negativamente) &

apresentado o nimero de EC (do inglés, Enzyme comission number) atribuidos para cada via

de acordo com o tipo de regulacao.

Vias do KEGG Id-KEGG  Intermed. vs. verde  maduro vs. verde maduro vs.
intermed.
up down up down up down

Photosynthesis ko00195

Oxidative phosphorylation ko00190

Plant hormone signal transduction ko04075

Starch and sucrose metabolism kooos00 |REEEEERE 8 RSN 13 A 9
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism ko00630

Purine metabolism ko00230

Phenylpropanoid biosynthesis ko00940

Plant-pathogen interaction ko04626

Photosynthesis - antenna proteins ko00196

DNA replication ko03030

MAPK signaling pathway — plant ko04016

Glycolysis/Gluconeogenesis ko00010

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism  ko00520

Glycerophospholipid metabolism ko00564

Glycine, serine and threonine metabolism ko00260

Cysteine and methionine metabolism ko00270

Protein processing in endoplasmic reticulum ko04141

Ascorbate and aldarate metabolism ko00053

Cyanoamino acid metabolism ko00460

Glutathione metabolism ko00480

Fructose and mannose metabolism ko00051

Pyruvate metabolism k000620

Glycerolipid metabolism ko00561

Pyrimidine metabolism k000240

Porphyrin and chlorophyll metabolism ko00860

Pentose phosphate pathway ko00030

Galactose metabolism ko00052

Steroid biosynthesis ko00100

Biosynthesis of unsaturated fatty acids ko01040

Arginine and proline metabolism ko00330

Cutin, suberine and wax biosynthesis ko00073
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Tryptophan metabolism ko00380
Brassinosteroid biosynthesis ko00905
Ribosome ko03010
Fatty acid elongation ko00062
Fatty acid degradation ko00071
Alaning, aspartate and glutamate metabolism ko00250
Tyrosine metabolism ko00350
Phenylalanine metabolism ko00360
Ubiquinone and other terpenoid-quinone ko00130
biosynthesis

Flavonoid biosynthesis ko00941
Citrate cycle (TCA cycle) ko00020
Valine, leucine and isoleucine degradation k000280
Terpenoid backbone biosynthesis ko00900
Inositol phosphate metabolism ko00562
Fatty acid biosynthesis ko00061
Carotenoid biosynthesis ko00906
Anthocyanin biosynthesis ko00942
Nicotinate and nicotinamide metabolism ko00760

Fonte: elaborada pelo autor.

As vias da fotossintese (ko00195) e de proteinas da antena/fotossintese (ko00196)
foram desligadas durante o amadurecimento, visto que o nimero de EC atribuidos diminuiu
drasticamente até frutos maduros (Tabela 6). Por outro lado, as vias de biossintese de
flavonoides (ko00941), biossintese de antocianinas (ko00942) e biossintese de carotendides
(ko00906) apresentaram-se mais ativas a medida que a cor alterou de verde (12 DAA) para
vermelha (20 DAA). As vias da glicolise/gliconeogénese (ko00010), pentoses fosfato
(ko00030), ciclo do &cido citrico (ko00020) e metabolismo de piruvato (ko00620) pareceram
estar mais ativas em frutos maduros, enquanto a fosforilagdo oxidativa (ko00190) sugeriu
maior atividade em frutos verdes (Tabela 6).

As vias representativas do metabolismo do ascorbato/aldarato (ko00053), do
metabolismo da frutose/manose (ko0005) e do metabolismo de amido/sacarose (ko00500)
mostraram maior nimeros de EC atribuidos para frutos no estadio verde (Tabela 6). No
entanto, em relacdo a via de transducéo de sinal hormonal em plantas (ko04075) e a via de
sinalizacdo MAPK (ko04016) mostraram nUmeros de EC similares para os transcritos
modulados positivamente e negativamente (comparagdo frutos maduros vs. verdes), revelando
a complexidade da regulacdo hormonal envolvida na maturacdo da acerola. A via de
replicacdo do DNA (ko03030) esteve mais ativa em frutos nos estadios verde e intermediario,
sugerindo regulacdo negativa do processo de divisdo celular durante o amadurecimento
(Tabela 6).
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6.3.7 Transcritos diferencialmente expressos envolvidos na regulacdo do metabolismo do
ascorbato

Uma investigacdo detalhada dos transcriptomas de frutos, folhas e flores de aceroleira
revelou varios transcritos envolvidos na regulacdo da biossintese, reciclagem, degradacéo e
translocacdo do AAs, quase todos membros de familias multigénicas (Tabela S2). Um grande
namero de transcritos foram identificados como TDEs em pelo menos uma das comparagoes
estabelecidas, revelando aparentemente, regulacdo especifica para frutos durante o
desenvolvimento, folhas e flores. Neste estudo, foram detectados transcritos que codificam
enzimas para as quatro vias de biossintese do ascorbato: L-galactose, L-gulose, mio-inositol e
D-galacturonato (Tabela 7).

Notavelmente, foram detectados altos niveis de expressdo de genes codificando para
todas as etapas enzimaticas da via da L-galactose (Tabela S2). Transcritos que codificam para
a glicose-6-fosfato isomerase (PGI1; TR_17846 cl_g2), manose-6-fosfato isomerase (PMI1;
TR_17817 c0_gl1), fosfomanomutase (PMM; TR_16761 c0 _g4), manose-1-fosfato
guanililtransferase (GMP1, 2 e 3; TR_15784 c1 g1, TR_15784 c0 gl e TR 12911 c0 gl),
ambos da GDP-D-manose3',5'-epimerase (GMEL e 2; TR_16652 c1 g2 e TR_18249 c3 g5)
e da GDP-L-galactose transferase (GGP1 e 2; TR 18229 c2 g2 e TR_18229 c2 g3)
apresentaram expressdo aumentada em frutos verdes (log.FC de 1,1 a 2,7), (Tabela 7) em
relacdo aos maduros. A respeito da comparacdo frutos verdes vs. flores, varios transcritos
PGI2 (TR_17846_cl1 _g2), GMP1 e 2 (TR_15784 cl1 gl e TR_15784 c0_gl), GGP1 e 2
(TR_18229 c2 g2 e TR_18229 c2 g3) e L-galactose desidrogenase (GalDH1 e 2;
TR_15297 c0_gl e TR_25084 c0_gl) (Tabela 7) registraram regulacéo positiva (log.FC de
1,1 a 3,5) em frutos verdes. Adicionalmente, na comparacdo frutos verdes vs. folhas, os
transcritos PMM (TR_16761 c0 g4) GMP1 e 2 (TR_15784 c1 gl e TR_15784 c0 gl),
GME1l e 2 (TR_16652 cl g2 e TR_18249 c3 g5), GalDH2 (TR_25084 c0 gl), e L-
galactono-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH; TR_17761 c2_gl) tiveram a expressdo
aumentada também em frutos verdes (log.FC de 1,0 a 3,5) (Tabela 7). A maior abundancia
desses transcritos em frutos verdes corrobora com o alto conteddo de AAs observado neste

estadio em relacdo a frutos maduros, folhas e flores, respectivamente.
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Tabela 7 — Lista de transcritos diferencialmente expressos codificando para as vias de biossintese do ascorbato e suas respectivas atribuices ao
KEGG. Transcritos considerados como diferencialmente expressos exibiram log: fold change > 1 ou < 1 e FDR < 0,05. Foram estabelecidas as
seguintes comparacdes: frutos intermediarios (16 DAA) versus verdes (12 DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. verdes (12 DAA), frutos
maduros (20 DAA) vs. intermediarios (16 DAA), frutos verdes vs. flores e frutos verdes vs. folhas. Considerando como exemplo a comparacao
20 DAA vs. 12 DAA, transcritos regulados positivamente em 20 DAA foram representados por valores de log, fold change positivos e
destacados de vermelho, enquanto aqueles regulados negativamente foram representados com valores negativos e destacados de verde, de
maneira inversa, significa que foram regulados positivamente no outro estadio (12 DAA). Os simbolos * e ** significam FDR < 0,05 e 0,01,
respectivamente. Glicose-6-fosfato isomerase (PGI), fosfomanose isomerase (PMI), fosfomanose mutase (PMM), GDP-manose pirofosforilase
(GMP), GDP manose-3°,5’-epimerase (GME), GDP-L-galactose transferase (GGP), L-galactose desidrogenase (GalDH), L-galactono-1,4-
lactona desidrogenase (GalLDH), L-gulono-1,4-lactona oxidase (GulLO), L-mio-inositol-1-fosfato sintase (MIPS), mio-inositol oxigenase
(MIOX), UDP-glicuronato-4-epimerases (GAE), poligalacturonato 4-a-galacturonosiltransferase (GAULT), pectinesterase (PME), inibidor da
pectinesterase (PMEI), poligalacturonase (PG), D-galacturonato reductase (GalUR).

Vias de biossintese | ID dos Enzimas | Ortologia do Valores de log: fold change
do ascorbato transcritos KEGG e numeros 16 vs. 12 DAA | 20 vs. 12 DAA | 20vs. 16 DAA | 12 DAAVs. flores | 12 DAA vs. folhas
EC

L-galactose TR 17846 cl1 g2 PGI1 K01810 [5.3.1.9] -0,50 -1,11%% -0,61 -0,38 -0,60
TR 17846 c1 gl PGI2 K01810 [5.3.1.9] 0,04 0,29 0,24 1,59%* 0,48
TR_17817 ¢0 gl PMIL K01809 [5.3.1.8] -1,23%* -1,96%* -0,72 0,08 -0,37
TR_16761 c0_g4 PMM K17497 [5.4.2.8] -0,86 -1,58%* -0,70 -0,46
TR 15784 c1 gl | GMP1 K00966 [2.7.7.13] -0,32 -1,49%* -1,18%* .
TR 15784 c0 gl GMP2 K00966 [2.7.7.13] 0,63 -0,86 -1,50%
TR_12911 ¢c0 gl GMP3 K00966 [2.7.7.13] -0,75 -1,10%* -0,34 0,28 0,55
TR_16652 cl g2 GME2 K10046 [5.1.3.18] -1,15%* -1,78** -0,62 0,26
TR_18249 ¢c3 g5 GME1 K10046 [5.1.3.18] -2,08* -2,73%* -0,61 1,13
TR 18229 c2 g2 GGP1 K14190 [2.7.7.69] -1,13%* -1,33%* -0,59 . -0,16
TR 18229 c2 g3 GGP2 K14190 [2.7.7.69] -0,63 -1,23%* -0,19 -0,08
TR 15297 c0 g1 | GalDH1 | K17744[1.1.1.316] -0,13 -0,80 -0,67 -0,35
TR 25084 c0 g1 | GalDH2 | K17744[1.1.1.316] -0,09 -0,79 0,71
TR 17761 c2 g1 | GalLDH K00225 [1.3.2.3] -0,04 0,19 -0,14 0,51




L-gulose TR_10804 c0_ gl | GulLO3 [ KO00103[1.1.3.8] 0,52 0,89 0,37 -0,32
TR_13774 c0 gl | GulLO6 | K00103[1.1.3.8] -2,30 -0,77 -0,46
Mio-inositol TR_17505_c0_g2 MIPS K01858 [5.5.1.4] 0,96 0,66
TR 11140 c0 gl | MIOX1 | K00469[1.13.99.1] -0,51
TR 11140 c0_g2 | MIOXla | K00469 [1.13.99.1] -0,39 0,54
TR 15591 c0 gl | MIOX4 | K00469 [1.13.99.1]
D-galacturonato TR_16925 cl g3 GAE3 K08679 [5.1.3.6]
TR 13095 c1 g2 | GAEla K08679 [5.1.3.6]
TR 13095 cl gl GAE1 K08679 [5.1.3.6] -0,06 1,07
TR 16461 c0 gl | GAULT4 | K13648[2.4.1.43] 0,71 1,43% 0,61
TR 15138 c0 g3 PME1 K01051 [3.1.1.11] -2,04%* 3,05%* 2,62%*
TR_15678_c3_g2 PME2 K01051 [3.1.1.11] -1,41 -1,06
TR_18103 cl g5 PME5 K01051 [3.1.1.11] -0,16 1,46
TR 18103 cl g7 PME6 K01051 [3.1.1.11] -3,86%* .
TR_15034 _c2 gl PME7 K01051 [3.1.1.11] 0,44
TR 17260 c0 gl | PMEI8B | K01051[3.1.1.11] -2,26%* 0,03 -0,67
TR 17260 c0_g2 | PMEI34 | K01051 [3.1.1.11]
TR_12269 c0 gl PG1 K01184 [3.2.1.15]
TR 14016 _c2 gl PG2 K01213[3.2.1.67] -0,27 0,41
TR 17731 c2 g5 | GalUR3 | K22374[1.1.1.285] -1,23 -3,82%* -1,65* -0,44

Fonte: elaborada pelo autor.
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A respeito da via alternativa da L-gulose, foram identificados apenas transcritos que
codificam para duas (fosfodiesterase — PDE e L-gulonolactona oxidase — GulLO) das quatro
etapas. Ambos, os transcritos GulLO3 e 6 (TR_10804 c0 gl e TR_13774 c0_gl) foram
pouco expressos em frutos e folhas (Tabela S2). Apesar do transcrito GulLOG6 ter sido
regulado positivamente em frutos verdes (log.FC = 2,30), ndo apresentou significancia
estatistica em relacdo aos maduros (Tabela 7). Em contraste, ambos GulLO3 e 6 foram
moderadamente expressos em flores exibindo log.FC = 3,56 e 4,73, respectivamente,
superiores em relacdo a frutos verdes. No geral, os transcritos GulLOs ndo apresentaram
relagdo com o contetdo de AAs verificado em frutos verdes.

Em relacdo a via do mio-inositol foi detectado um transcrito que codifica para mio-
inositol-3-fosfato sintase (MIPS; TR_17505 c0 g2) e trés para mio-inositol oxigenases
(MIOX) (Tabela 7). Engquanto o transcrito MIOX4 (TR_15591 c0 gl) diminuiu sua
abundéancia durante o amadurecimento (log.FC = 5,63), MIOX1 (TR_11140_c0_g1) reduziu o
nivel de expressao no estadio intermediario (logoFC = 3,17), em seguida aumentou em frutos
maduros (2,66). Mesmo assim, MIPS, MIOX4, em flores e folhas, e MIOXla
(R_11140 c0 g2), em flores, tiveram a expressdo aumentada nesses 6rgdos quando
comparado a frutos verdes. Em contrapartida, MIOX1 foi mais expresso em frutos verdes em
relacéo a flores e folhas (Tabela 7).

A via do D-galacturonato é suprida pelo substrato (D-galacturonato), gerado da
degradacdo da pectina durante o amadurecimento dos frutos. Dois transcritos codificando
UDP-glicuronato-4-epimerases (GAEla e 3; TR 13095 cl g2 e TR_16925 cl g3),
galacturonosiltransferase (GAULT4; TR_16461 c0_gl), trés pectinesterases (PMES5, 6 e 7;
TR_18103 cl1 g5, TR 18103 cl1 g7 e TR_15034 c2 gl1) e dois para poligalacturonases
(PGl e 2; TR 12269 cO gl e TR 14016 c2 gl) aumentaram fortemente a sua abundancia
ao longo do amadurecimento dos frutos (Tabela 7). A pectinesterase é codificada por uma
grande familia multigénica que exibe uma regulacdo complexa (Tabela S2). Dois transcritos
pouco a moderadamente expressos PME1 e 2 (TR_15138 c0 g3 e TR_15678 c3_g2), e dois
codificando provaveis inibidores da pectinesterase (PMEI8B e PMEI34; TR_17260 c0 gl e
TR_17260_c0_g2) registraram reducdo na expressao durante o amadurecimento (Tabela 7). A
D-galacturonato redutase (GalUR) é uma enzima chave, por isso tem sido alvo de varios
estudos. Oito transcritos da GalUR foram expressos em frutos, entre eles GalUR3
(TR_17731_c2_g5), que apesar de muito pouco expresso, foi mais abundante em frutos
verdes (Tabela 7; Tabela S2).
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As enzimas ascorbato peroxidase (APX) e ascorbato oxidase (AO) estdo envolvidas
nos processos de oxidagdo/degradacdo do AAs. Neste estudo, os transcritos APX2
(TR_9063 c0 gl1) e AO2 e 3 (TR_14310 c0 gl e TR 9470 c0O _gl1) tiveram a expressao
aumentada em frutos maduros (Tabela 8). Enquanto, os transcritos moderadamente expressos
APX1 e 6 (TR_17883 c4 g3 e TR_15465 c0 _gl) diminuiram a expressdo durante o
amadurecimento dos frutos. Notavelmente, transcritos APX5 (TR_7299 c0 gl1) e AO2-10,
(TR_14310 _c0 g1, TR 9470 c0_g1, TR 9470 c0 g2, TR_11794 c0_gl1, TR 14310 c0 g3,
TR_13937 _c0 g1, TR_13937_c0 g5, TR_13937_c0 g2 e TR_13937 c0_g3) foram
fortemente regulados positivamente em flores (Tabela 8). Curiosamente, varios transcritos,
incluindo APX5 e 6 (TR_7299 c0 gl e TR_15465 c0_gl), tAPX (TR_15644 cl1 g1), AO3,
5, 6 e7 (TR 9470 c0_gl, TR_11794 c0 g1, TR_14310 c0 g3, TR_13937_c0_g1) foram
mais abundantes em folhas comparado a fruto verde (Tabela 8).

O re-estabelecimento das reservas de AAs reduzido a partir da sua forma oxidada é
realizada pela monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e/ou desidroascorbato redutase
(DHAR). Transcritos codificando para a MDHAR2 (TR_16821 c0 g2) e DHARI1
(TR_13219 c0 g3) foram regulados positivamente em frutos verdes, enquanto MDHAR4
(TR_16821 c0_g4) aumentou levemente os niveis de expressdo (log.FC = 0,96) em frutos
maduros (Tabela 8). Flores parecem possuir uma capacidade de reciclagem menos eficiente,
uma vez que apenas o0s transcritos da MDHAR1 (TR_15865 c¢3 g3) foi regulado
positivamente, em contraste com frutos verdes que revelaram maior abundancia dos
transcritos MDHAR2 e 4a (TR_16821 c0 g2 e TR_16821 cO g4), bem como DHAR3
(TR_17254 _c0_gl1). Em folhas, os transcritos MDHAR2 e DHAR3 destacaram-se como
importantes candidatos regulatérios das reservas do AAs (Tabela 8).

A translocacdo do ascorbato atraves da membrana da celular e organelas é
provavelmente mediada por uma familia de transportadores nucleobase-ascorbato (NAT). Nos
frutos, NAT3, 4, 6 e 6-like (TR_15671 _c0 g3, TR_17143 c0 g3, TR 16344 c0 g3 e
TR_16344 c0_g2) foram regulados positivamente em frutos verdes. Apenas NAT/
(TR_14495 c0_gl1) aumentou sua expressdo a medida que o fruto amadureceu (Tabela 8).
Em relagdo a folhas, NAT7 e 712 (TR_10998 cO gl e TR_12849 c0_gl) foram mais
expressos em folhas quando comparados a frutos verdes. Alem disso, NAT2 e 7
(TR_8307_c0 gl e TR_10998 c0 g1) foram predominantemente regulados positivamente

em flores (Tabela 8).
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Tabela 8 — Lista de transcritos diferencialmente expressos codificando para as vias de degradacado, reciclagem e transporte do ascorbato e suas

respectivas atribuigdes ao KEGG. Transcritos considerados como diferencialmente expressos exibiram log: fold change > 1 ou <1 e FDR < 0,05.

Foram estabelecidas as seguintes comparac@es: frutos intermediarios (16 DAA) versus verdes (12 DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. verdes

(12 DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. intermediarios (16 DAA), frutos verdes vs. flores e frutos verdes vs. folhas. Considerando como

exemplo a comparagdo 20 DAA vs. 12 DAA, transcritos regulados positivamente em 20 DAA foram representados por valores de log: fold

change positivos e destacados de vermelho, enquanto aqueles regulados negativamente foram representados com valores negativos e destacados

de verde, de maneira inversa, significa que foram regulados positivamente no outro estadio (12 DAA). Os simbolos * e ** significam FDR <

0,05 e 0,01, respectivamente. Ascorbato peroxidase (APX), monodesidroascorbato redutase (MDHAR), desidroascorbato redutase (DHAR),

ascorbato oxidase (AO), transportador nucleobase-ascorbato (NAT).

Ouras vias do ID dos transcritos | Enzimas Ortologia do KEGG Valores de log: fold change

ascorbato e nimeros EC 16 vs. 12 DAA 20 vs. 12 DAA 20 vs. 16 DAA 12 DAA vs. flores | 12 DAA vs. folhas

Reciclagem e TR_9063 c0 g1 APX2 K00434 [1.11.1.11] -0,03

degradagéo TR 7299 c0 gl APX5 K00434 [1.11.1.11] -0,99 -1,93 -0,95 -6,85%* -5,51 %%
TR 15465 c0 gl APX6 - -0,37 2,11%* -1,73%* -0,43
TR 17883 c4 g3 APX1 K00434 [1.11.1.11] -0,45 2,12%% -1,66%* 0,11
TR 15644 cl gl tAPX K00434 [1.11.1.11] -0,09 -0,12 -0,02 0,34 -1,42%%
TR 15742 ¢l gl APX6-like K00434 [1.11.1.11] 0,00 0,25 -0,26 0,42 -1,70%*
TR 16821 c0 g2 MDHAR2 K08232 [1.6.5.4] -1,32%* -2,04%* -0,72 1,54 -2, 42%*
TR 15865 c3 g3 MDHAR1 - -0,35 -0,22 0,12 -1,76%* -0,61
TR 16854 c0 gl MDHARA4a K08232 [1.6.5.4] 0,09 -0,06 -0,16 1,09%% -0,38
TR 16821 c0 g4 MDHAR4 K08232[1.6.5.4] 0,75%* 0,96%* 0,21 0,27 -0,73
TR 13219 c0 g3 DHAR1 K21888[1.8.5.1] -0,40 2. 24%% -1,83%* 0,01 -0,45
TR 17254 c0 gl DHAR3 K?21888 [1.8.5.1] 0,13 0,28 0,15 1,04% -0,98%*
TR 10939 c0 gl AO1 K00423 [1.10.3.3] 1,59 1,73 0,14 0,58 2,47*
TR_14310 c0 gl AO2 - 1,63 2,75 -4,60%* -0,65
TR_9470_c0_g1 AO3 - 3,18%* 2,10% -4,25%* -2,01*
TR 9470 c0 g2 AO4 - -1,13 2,28 -1,15 -3,99%* -1,21
TR 11794 c0 gl AO5 - -1,52 -1,23 0,29 -4,99%* 2,77%*
TR 14310 c0 g3 AOB - 0,00 0,00 0,00 -6,16%* -3,46*
TR_13937 c0 gl AO7 K00423 [1.10.3.3] -0,24 -0,94 -0,69 227k -2,19%*
TR 13937 c0 g5 AO8 K00423[1.10.3.3] 0,00 0,80 0,82 -4,99%* 0,00
TR_13937 c0 g2 AO9 K00423[1.10.3.3] -0,59 -0,80 -0,21 -12,24%* -1,68
TR 13937 c0 g3 AO10 K00423 [1.10.3.3] -0,05 -0,26 -0,20 -11,67%* -0,27
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Translocacao

TR_15671 c0_g3 NAT3 K14611 -0,56 0,72 -0,07
TR_17143_c0_g3 NAT4 K14611 -0,64 -0,70 3,07%* 2,83%*
TR_16344 c0_g3 NAT6 K14611 -1,03%* 0,36 0,08
TR 16344 c0_g2 NAT6-like K14611 -0,90 0,32 -0,25
TR 14495 c0 gl NAT1 K14611 -0,02 -0,16 2,09%*
TR_8307_c0_g1 NAT2 K14611 0,14 -0,69 -0,83 -0,62
TR_10998 c0_g1 NAT7 K14611 -0,07 0,09 0,17

TR 12849 c0 gl NAT12 K14611 0,88 0,26 -0,61 -0,02

Fonte: elaborada pelo autor.
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6.3.8 Transcritos diferencialmente expressos envolvidos na regulacdo do metabolismo do
etileno durante o amadurecimento da acerola

No presente estudo, varias familias multigénicas que codificam para a biossintese,
percepcdo e sinalizacdo do etileno foram importantemente reguladas durante o
amadurecimento. Dois transcritos que codificam para a ACC sintase (ACS1 e 2;
TR_13848 c1 gl e TR_12412 c0_g2) e uma ACC oxidase (ACO2; TR_6311 c0 gl),
envolvidas na biossintese de etileno, aumentaram fortemente do estadio intermediario para o
maduro. Entretanto, TR_12412 c0_g2 (log:FC = 8,2) exibiu o maior incremento na
abubdéancia dos transcritos até o estadio intermediario (log.FC = 5,80) (Tabela 9).

A respeito da percepcéo e transducgédo do etileno, dois transcritos codificando para o
receptores de etileno (ETR1 e 2; TR 15312 c2 g2 e TR_15312 c2 g6) e trés transcritos
EBF1/2a-c (TR_15024 cO g1, TR_16758 c¢3 g1 e TR_16758 c3 g2), envolvidos na
degradacdo de EIN3 diminuiram a expressdo em frutos no estadio intermediario, em seguida
aumentaram até frutos maduros (Tabela 9). Além disso, dois transcritos que codificam para o
a proteina serina/treonina quinase de resposta tripla constitutiva (CTR1 e 2; TR_18225 c0 g2
e TR_14883 c0 _gl) e a proteina insensivel ao etileno 3 (EIN3; TR_15498 c1 g4) foram
regulados positivamente em frutos verdes (Tabela 9). O maior nivel de expressdo de ETR,
CTR e EIN3 coincidiram com a maior quantidade de etileno de frutos no estadio verde.

Un total de 55 fatores de transcricdo da superfamilia AP2/ERF (apetala2/fator de
resposta ao etileno) foram expressos em frutos. Notavelmente, sete ERFs foram regulados
negativamente durante o amadurecimento dos frutos (Tabela 9). Quatro deles,
TR_14953 c0 g1, TR_13174 c0 g5, TR 17325 cl1 g6 e TR 8284 c0_gl apresentaram
log>FC entre 2,1 e 5,1 maior em frutos verdes, quando comparados aos maduros (Tabela 9).
Além disso, quatro transcritos, TR_ 11743 c0 g1, TR_58 c0 g1, TR 38185 c0 gl e
TR_21068 c0_gl1 foram detectados apenas em frutos verdes. Mesmo assim, transcritos que
codificam para a proteina insensivel ao etileno 2 (EIN2; TR_18241 c1 g1), um ativador de
EIN3, e dois ERFs (TR_11732 c0 g1 e TR 8561 cO g2; log:FC = 26 e 2.3,
respectivamente) aumentaram a expressdo em funcdo do amadurecimento. Trés ERFs
(TR_6567 c0 g1, TR 2073 c0 gl e TR 15441 c2 gl1) foram induzidos neste estadio, em
concordancia com o aumento da expressdo de ACS e ACO (Tabela 9). Enquanto, transcritos
ERF114 (TR_10962_c0_g1) foram reprimidos em frutos no estadio intermediario e ERF13

(TR_11298 c1_g3) reprimidos apenas em frutos maduros.
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Tabela 9 — Lista de transcritos diferencialmente expressos codificando para a biossintese, percepcéo e transducdo do etileno e suas respectivas

atribuicbes ao KEGG. Transcritos considerados como diferencialmente expressos exibiram log. fold change > 1 ou < 1 e FDR < 0,05. Foram

estabelecidas as seguintes comparagdes: frutos intermediarios (16 DAA) versus verdes (12 DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. verdes (12

DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. intermediarios (16 DAA). Os simbolos * e ** significam FDR < 0,05 e 0,01, respectivamente.

ID dos transcritos Enzimas NUmeros EC Valores de log: fold change
16 vs. 12 DAA 20 vs. 12 DAA 20 vs. 16 DAA

TR_13848_c1_g1/ XP_021668407.1/aminocyclopropane-1-carboxylate synthase-like ACS1 K20772 [4.4.1.14] 0,85 2,647 1,797
TR_12412_c0_g2/ BAA94600.1/1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase ACS2 K20772 [4.4.1.14] 5,80%* 8,217 2,41%%
TR_6311_c0_g1/ CAN85570.1/ACC oxidase 2 ACO2 K05933 [1.14.17.4] 0,95 2,78%* 1,82%*
TR_15312_c2_g2/ XP_021649747.1/ethylene receptor 2-like ETR1 K14509 [2.7.13.1] -1,54%* -0,61 0,93#%*
TR_15312_c2_g6/ XP_021649747.1/ethylene receptor 2-like ETR2 K14509 [2.7.13.] -1,10 0,17 -
TR_15024_c0_g1/ XP_011017769.1/EIN3-binding F-box protein 1-like EBF1-2a K14514 -1,50%* 0,95 2,45%%
TR_16758_¢3_g1/XP_021662997.1/EIN3-binding F-box protein 1-like EBF1-2b K14514 -2,14%* 0,12 -
TR_16758_c3_g2/ XP_002524506.1/EIN3-binding F-box protein 1 EBF1-2c K14514 -1,68** -0,03 -
TR_18225_c0_g2/ XP_021679474.1/serine/threonine-protein kinase CTR1-like CTR1 K14510[2.7.11.1] -0,66 -1,38%* -0,71
TR_14883_c0_g1/ XP_021644841.1/serine/threonine-protein kinase CTR1-like CTR2 K14510[2.7.11.1] 0,50 -1,23 -1,73*
TR_15498 cl1_g4/ XP_010557480.1/ethylene insentive protein 3-like EIN3 K14515 -0,52 -1,46%* -0,93
TR_14953 c0_g1/ XP_002306712.2/AP2 domain-containing transcription factor RAP2 - -1,71%** -2,16%* -0,45
TR_13174_c0_g5/ XP_021687038.1/ethylene-responsive transcription factor ERF105 ERF105 K09286 -2,8%% -3,85%%* -1,05*
TR_17325_c1_g6/ XP_011029525.1/ethylene-responsive transcription factor 4-like ERF4-like K09286 -1,73%* -3,41%* -1,68%*
TR_8284_c0_gl/ XP_021687037.1/ethylene-responsive transcription factor ERF107 ERF107 K09286 -3,8%* -5,12%* -1,31
TR_15036_c2_g1/ XP_021639373.1/ethylene-responsive transcription factor RAP2-12 RAP2/12-like K09286 -0,88 -1,18%* -0,29
TR_3512_c0_gl/ XP_021649290.1/ethylene-responsive transcription factor 1B-like ERF1B-like K14516 -1,69%* -1,51%* 0,17
TR_18464_c1_g1/ XP_012091652.1/ethylene-responsive transcription factor 4 ERF4 K09286 -0,04 -1,38%* -1,33*
TR_18241 c1_g1/ XP_011010448.1/ethylene-insensitive protein 2-like EIN2 K14513 0,32 - 0,94
TR_11732_c0_g1/ XP_021678689.1/ethylene-responsive transcription factor ERF113 ERF113 - 2,017 2,66 0,65
TR_8561_c0_g2/ XP_021692873.1/ethylene-responsive transcription factor RAP2-3 ERF-AP2-3 K09286 [1,30%% D,32%% [1,02%
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TR_11743 c0_gl/ XP_011031921.1/ethylene-responsive transcription factor ERF039 ERF039 - Induzido apenas em frutos verdes
TR_58_c0_g1/ XP_021896704.1/ethylene-responsive transcription factor ERF109 ERF109 - Induzido apenas em frutos verdes
TR_38185_c0_g1/ XP_021679289.1/ethylene-responsive transcription factor 1-like ERF1-like K09286 Induzido apenas em frutos verdes
TR_21068_c0_g1/ XP_021677744.1/ethylene-responsive transcription factor 1B ERF-1B K14516 Induzido apenas em frutos verdes
TR_6567_c0_g1/ XP_017644036.1/ethylene-responsive transcription factor ABR1-like ERF-ABR1 - Induzido apenas em frutos maduros
TR_2073_c0_g1/ XP_021660363.1/ethylene-responsive transcription factor LEP ERF/LEP-like K09286 Induzido apenas em frutos maduros
TR_15441 c2_g1/ XP_021657412.1/ethylene-responsive transcription factor ESR2 ERF/ESR2 - Induzido apenas em frutos maduros
TR_10962_c0_g1/ XP_011043029.1/ethylene-responsive transcription factor ERF114 ERF114 - Reprimido apenas em frutos intermedérios
TR_11298 c1 g3/ XP_021687956.1/ethylene-responsive transcription factor 13-like ERF13-like K09286 Reprimido apenas em frutos maduros

Fonte: elaborada pelo autor.
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6.3.9 Transcritos diferencialmente expressos envolvidos na regulagdo da respiracdo
durante o amadurecimento da acerola

No presente estudo, varios transcritos codificando membros de familias multigénicas e
subunidades de complexos enzimaticos, identificados como importantes pontos regulatérios
da respiracdo foram diferencialmente expressos. Transcritos que codificam para
fosfofrutoquinase 6 dependente de ATP (cyPFK6; TR_9657_c0_g1), fosfoglicerato mutase
(cyPGM4; TR 10356 c0 gl), varias subunidades do complexo NADH desidrogenase
mitocondrial  (MNDH; TR 15988 c0 g8, TR_18319 cl1 g13, TR_17909 c0 g1,
TR_16500 cl g2, TR_15079 cl1 g3, TR_17007_c0_g3, TR_16057_c0_g2 e
TR_13313 cl1_g2), succinato desidrogenase (SDH1; TR_15694 c0_g2), citocromo c oxidase
(COX; TR_ 14185 cl1 g6, TR 14248 c1 gl e TR_15096 cl g2), subunidades da ATP
sintase ~ (MF-ATPase; TR 9396 cO g1, TR 9599 c0 g1, TR 16837 cl gl e
TR_18594 c0_g11) e isocitrato desidrogenase (IDH1 e 2; TR 17209 c0 g5 e
TR_17209 c0_g4) foram regulados positivamente em frutos verdes (Tabela 10). Neste
mesmo estadio, verificou-se também maior abundancia de transcritos codificando para
fosfoglicerato mutase (cPGM; TR _ 17981 c2 g3) e piruvato quinase (cPK-G;
TR_12806_c0_g1), isoformas da glicolise plastidial (Tabela 10).

Notavelmente, transcritos codificando para isoformas citosolicas tais como: cyPGM1
(TR_13854 c0_g1), frutose-bifosfato aldolase (cyFBA3; TR_18055 c0 g4) e cyPKI e 2
(TR_14833 c0 g2 e TR_22625 c0 gl), operando na glicolise; glucose-6-fosfato-1-
desidrogenase (cyG6PDH1 e 2; TR_17282 c0 g3 e TR_16808 c2 g4) da via das pentoses
fosfato (PPP); e mPDHE1-B1 (TR_16858 c0 _g3) do complexo piruvato desidrogenase
exibiram incrementos na expressdo durante o amadurecimento (fruto maduro) (Tabela 10).
Simultaneamente, outros transcritos codificando isoformas enderecadas aos plastideos tais
como: cPFK5 (TR_14487 c3 gl) e cPK2 (TR_15034 c0 gl) da via glicolitica; varios
codificando isoformas do complexo piruvato desidrogenase (cPDHE; TR_10924 c0 g2,
TR_8475 c0_gl1, TR_13639 c3_g2 e TR_15071_c0_gl1); cG6PDH2 (TR_17530 _c0 _g1) e
ribose-5-fosfato isomerase (CR5PI14; TR_9847 c0 _gl) da via PPP foram importantemente

regulados positivamente em frutos maduros (Tabela 10).
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Tabela 10 - Lista de transcritos diferencialmente expressos codificando para vias envolvidas na respiracdo de da acerola e suas respectivas

atribuicbes ao KEGG. Transcritos considerados como diferencialmente expressos exibiram log. fold change > 1 ou < 1 e FDR < 0,05. Foram

estabelecidas as seguintes comparacdes: Frutos intermediarios (16 DAA) versus verdes (12 DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. verdes (12
DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. intermediarios (16 DAA). Os simbolos * e ** significam FDR < 0,05 e 0,01, respectivamente. A
localizacdo celular do produto enzimético codificado pelos transcritos foi predita de acordo com os resultados da anotacdo (GenBank), e com o

auxilio das ferramentas TargetP, MitoProt e ChloroP disponiveis no website Expasy (https://www.expasy.org). Proteinas com predigdo para 0s

plastideos apresentam a letra minuscula (c), citosol (cy) e mitocéndrias (m), precedendo o simbolo da enzima.

Vias da respiragéo ID dos transcritos Enzimas Ndmeros EC Valores de log: fold change
16 vs. 12 DAA 20vs. 12 DAA 20vs. 16 DAA
Glicdlise plastidial TR_17981_c2_g3/EEF52014.1/phosphoglycerate mutase cPGM -0,43 E2 LI -1,67**
TR_12806_c0_g1/XP_006385619.1/pyruvate kinase isozyme G family protein cPK-G K00873 [2.7.1.40] -0,05 -1,36%* -1,30%*
TR_14487_c3_g1/XP_021652367.1/ATP-dependent 6-phosphofructokinase 5 cPFK5 K00850 [2.7.1.11] 0,82 I1,08* 0,25
TR_15034_c0_g1/XP_021655735.1/pyruvate kinase 2 cPK2 K00873 [2.7.1.40] 0,70 1,32*% 0,62
Complexo do piruvato | TR_10924 c0_g2/XP_021649028.1/pyruvate dehydrogenase complex component 4 cPDHC K00627 [2.3.1.12] 0,97 ,31%% 0,34
desidrogenasee TR_8475_c0_g1/XP_021690492.1/pyruvate dehydrogenase E1 component. beta-3 cPDHE1-B3 K00162 [1.2.4.1] 0,34 - 0,80
TR_13639_c3_g2/XP_021691252.1/pyruvate dehydrogenase E1 component alpha-3 cPDHE1-A3 K00161 [1.2.4.1] 0,54 11,06*4 0,52
TR_15071_c0_g1/XP_015574741.1/dihydrolipoyl dehydrogenase 2 cDDH2 K00382 [1.8.1.4] 0,86 IL,17%% 0,31
TR_16858_c0_g3/XP_019160821.1/pyruvate dehydrogenase E1 component - beta-1 mPDHE1-B1 K00162 [1.2.4.1] 0,55 - -
Pentoses fosfato TR_15999_c0_g1/XP_021653287.1/glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase cG6PDH KO00036 [1.1.1.49] -0,55 -1,16%* 0,61
TR_17741_c0_g1/XP_021661015.1/ribose-5-phosphate isomerase 4 cR5PI4 K01807 [5.3.1.6] -0,02 -1,00%* 0,98
TR_17530_c0_g1/XP_021644271.1/glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 2 cG6PDH?2 K00036 [1.1.1.49] 0,16 11,32%% [1,15%%
TR_9847 c0_g1/XP_021645822.1/ribose-5-phosphate isomerase 2 cR5PI2 K01807 [5.3.1.6] 1,88*% 3,30%% 1,41%%
TR_17282_c0_g3/JAU22693.1/glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase cyG6PDH1 K00036 [1.1.1.49] [1,50*% 2,95%4 [[,44*4
TR_16808_c2_g4/XP_021677725.1/glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase cyG6PDH2 K00036 [1.1.1.49] I1,55%% B,26*% [L,71%%
Respiragdo TR_10356_c0_g1/XP_018857760.1/phosphoglycerate mutase-like 4 cyPGM4 K15634 [5.4.2.12] 2,04%% 25,63%* 2,69%*
TR_18055_c0_g4/XP_006468780.1/fructose-bisphosphate aldolase 3 cyFBA3 K01623 [4.1.2.13] 0,74 - 0,44
TR_13854_c0_g1/XP_011016967.1/phosphoglycerate mutase-like protein 1 cyPGM1 0,88 1,39%4 0,50
TR_14833_c0_g2/XP_015570836.1/ pyruvate kinase cyPK1 K00873 [2.7.1.40] 0,91 I1,53*% 0,61
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TR_22625_c0_g1/XP_021692462.1/pyruvate kinase cyPK2 K00873 [2.7.1.40] 0,42 1,22%4 0,80
TR_9657_c0_g1/XP_021683465.1/ATP-dependent 6-phosphofructokinase 6 cyPFK6 K00850 [2.7.1.11] -1,19 -2,23%%* -1,03
TR_15988 c0_g8/YP_001718491.1/NADH dehydrogenase subunit 1 mNDHI1 K03878 [1.6.5.3] -0,58 -1,96%* -1,37*%
TR_18319 c1_g13/YP_717114.1/NADH-ubiquinone oxidoreductase mNDH K03936 [1.6.5.3] -0,57 -1,93%%* -1,35%
TR_17909_c0_g1/AGZ63042.1/NADH dehydrogenase subunit 6 mNDH6 K03884 [1.6.5.3] -0,56 -1,86%* -1,30%*
TR_16500_c1_g2/YP_009306119.1/NADH dehydrogenase subunit 4 mNDH4 K03881 [1.6.5.3] -0,39 -1,32%%* -0,92
TR_15079_cl_g3/A0P12432.1/NADH dehydrogenase subunit 2 mNDH2 K03879 [1.6.5.3] -0,68 -1,30%* -0,62
TR_17007_c0_g3/AET62908.1/NADH dehydrogenase subunit 5 mNDHS K03883 [1.6.5.3] -0,60 El529%H -0,69
TR_16057_c0_g2/XP_018852096.1/ NAD(P)H dehydrogenase (quinone) FQR1 mNDH-FQR1 K03809 [1.6.5.2] -0,17 -1,08%* -0,90
TR_13313_c1_g2/XP_021682513.1/NAD(P)H dehydrogenase (quinone) FQR1-like 3 | mNDH-FQR1-3 K03809 [1.6.5.2] Py EOaL0%H -4,00%*
TR_15694_c0_g2/EOX91115.1/Succinate dehydrogenase 1 isoform 2 mSDH1 K00234 [1.3.5.1] -0,95 -2,40%* -1,45
TR_14185_c1_g6/YP_009412600.1/cytochrome c oxidase subunit 3 mCOX3 K02262 -0,92 -1,70%* -0,78
TR_14248 c1_g1/XP_006466401.1/cytochrome c oxidase subunit 6a mCOX6a K02266 -0,37 -1,41%* -1,03**
TR_15096_c1_g2/JAP31508.1/putative cytochrome oxidase subunit 1 mCOX1 K02256 [1.9.3.1] -0,53 -1,35%%* -0,81
TR_9396_c0_g1/XP_021659133.1/ATP synthase subunit delta mF-ATPaseB - -0,77 -1,97** -1,19
TR_9599 c0_g1/EEF36631.1/ATP synthase gamma chain 2 mF-ATPaseG2 K02115 -0,37 -1,51%* -1,15
TR_16837_c1_g1/ALF04039.1/ATP synthase F1 subunit 1 mF-ATPaseF1 K02132 -0,54 £1,45%% -0,91
TR_18594 c0_gl11/AET62942.1/ATPase subunit 4 mF-ATPase4 - -0,27 £1,29%% -1,01
TR_16548_c0_g10/XP_011036570.1/ATP synthase subunit b cF-ATPase K02109 0,96** 11,82*4 0,36**
TR_11447 c0_g2/XP_021683015.1/alternative NAD(P)H-ubiquinone oxidoreductase mNUOB2 K17871 0,66 2,66* [1,99%%
TR_13362_c0_g1/NP_188876.1/alternative oxidase 1a mAOX1a K17893 [1.10.3.11] 0,06 5274 5,20%%
TR_17209_c0_g5/EEF33886.1/NADP-specific isocitrate dehydrogenase mIDH1 KO00031 [1.1.1.42] -0,10 -0,36 -0,75
TR_17209_c0_g4/XP_002305928.1/isocitrate dehydrogenase mIDH2 K00031 [1.1.1.42] -0,20 -0,93** -0,72
Biossintese de malato | TR_14215_c1_g1/XP_015076781.1/ATP-citrate lyase alpha chain protein 2 cyACLYA - [[,19%% 0,23%% [L,04%%
TR_17887_c1_gl/KEH27751.1/ATP-citrate lyase alpha chain protein cyACLY1Al K01648 [2.3.3.8] 0,44 0,91%* 0,46
TR_17019_c1_g2_i6/XP_012455352.1/ATP-citrate s lyase beta chain protein 2 cyACLYB K01648 [2.3.3.8] 8,04 [10,06* 2,0**
TR_17019_c1_g2_i3/XP_021653557.1/ATP-citrate lyase beta chain protein 2 cyACLYB2 K01648 [2.3.3.8] 0,38 - 0,62

Fonte: elaborada pelo autor.
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Interessantemente, transcritos codificando para uma ATP sintase enderecada aos
plastideos (cF-ATPase; TR_16548 cO_gl10) apresentou expressdo aumentada em frutos
maduros (Tabela 10). Curiosamente, frutos neste estadio, também registraram maior
abundancia dos transcritos que codificando para NAD (P) H-ubiquinona oxidoredutase
alternativa externa (NUOB2; TR_11447 c0_g2) e para a oxidase alternativa (AOXla;
TR_13362_c0_g1), vias ndo fosforilativas, sugerindo sua provavel predominéncia apds o
estadio intermediario do amadurecimento dos frutos (Tabela 10). Além disso, observou-se
regulacdo positiva de transcritos que codificam para cadeias alfa e beta da ATP-citrate liase
(ACLY; TR_14215 c1 g1, TR_17887 cl1 g1, TR_17019 c1 g2_i6 e TR_17019 cl g2_i3;
log.FC entre 1,01 a 10,06), responsavel pela conversdo do citrato em oxaloacetato (OAA) e
acetil-CoA (Tabela 10).

6.3.10 Transcritos diferencialmente expressos envolvidos na regulacdo do acticmulo de
amido e de acucares durante o desenvolvimento da acerola

A investigacdo por transcritos envolvidos no metabolismo do amido e dos acUcares
(glicose e frutose) revelou regulacdo transcricional temporal especifica. Frutos no estadio
verde exibiram expressdo aumentada de transcritos codificando para invertases da parede
celular (cwINV; TR_15077_c0_g2, TR_11104 c0 g1, TR_18398 c1 gl e
TR_15077_c0_g1) (Tabela 11), um transportador de sacarose (SUC2; TR_14176 cl gl) e
dois envolvidos na biossintese do amido (SS4; TR_15155 cO gl) e (WAXY;
TR_16282 c0_g1), que diminuiram em funcdo do amadurecimento (Tabela 11).

Entretanto, transcritos da beta-amilase (AmyBl e 2; TR _ 17036 c0 g1 e
TR_17865 c1 g2) e invertase vacuolar (VINV; TR_17517 c0 _g2), resposaveis pela
degradacdo do amido nos plastideos e hidrolise da sacarose no vacuolo, respectivamente,
foram regulados positivamente do estadio verde até o intermediario, apresentando reducdo na
sua abundancia em frutos maduros (Tabela 11). Enquanto, aqueles codificando a alfa-glicano
fosforilase (AGP; TR_17770_c0_g2), alfa-amilase (AmyA; TR_14898 c0 g4), enzimas de
degradacdo de amido, bem como uma invertase soltvel (SINV; TR_17282 c0_gl)
aumentaram gradualmente sua abundancia durante o amadurecimento (Tabela 11). Além
disso, transcritos de dois transportadores de sacarose, frutose ou glicose (SWEET;
TR_13074 c0 gl e TR_13530 _cl1 gl), um transportador de monossacarideos (frutose e
glicose) (MST; TR_11632 c0_gl) e da sacarose fosfato sintase (SPS; TR_17564 c0 g1)
exibiram incrementos substanciais a medida que o amadurecimento do fruto avancou (Tabela
11).
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Tabela 11 — Lista de transcritos diferencialmente expressos codificando para o metabolismo de acucares durante o desenvolvimento dos da
acerola e suas respectivas atribui¢cdes ao KEGG. Transcritos considerados como diferencialmente expressos exibiram log: fold change > 1 ou < 1
e FDR < 0,05. Foram estabelecidas as seguintes comparacdes: Frutos intermediarios (16 DAA) versus verdes (12 DAA), frutos maduros (20
DAA) vs. verdes (12 DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. intermediarios (16 DAA). Os simbolos * e ** significam FDR < 0,05 e 0,01,

respectivamente.

ID dos transcritos Enzimas Numeros EC Valores de log: fold change

16 vs. 12 DAA 20 vs. 12 DAA 20 vs. 16 DAA
TR_14176_c1_g1/CAA83436.1/sucrose carrier suc2 K15378 -1,53%+* -3,08%* -1,54%*
TR_15077_c0_g2/XP_021649964.1/cell wall invertase cwiINV1 K01193[3.2.1.26] -1,08 -1,44* -0,36
TR_11104 c0_g1/XP_011019433.1/cell wall invertase cwINV2 K01193[3.2.1.26] -1,50%* -1,24%* 0,26
TR_18398_c1_g1/AFH77950.1/cell wall invertase cWINV3 K01193 [3.2.1.26] -0,53 -1,39%* -0,86
TR_15077_c0_g1/AFH77950.1/cell wall invertase cwINV4 K01193 [3.2.1.26] -0,42 -0,91* -0,48
TR_15155_c0_g1/XP_021683258.1/ starch synthase 4 SS4 - -1,20%* -4,98%* -3,78**
TR_16282_c0_gl1/XP_021650623.1/granule-bound starch synthase 1 WAXY K13679 [2.4.1.242] -1,12%* -1,98** -0,85
TR_17036_c0_g1/XP_006385389.1/beta-amylase AmyB1 K01177[3.2.1.2] 1,09 -1,17
TR_17865_c1_g2/XP_021650272.1/beta-amylase 1 AmyB2 - 0,39 -1,54%*
TR_17770_c0_g2/KHF98972.1/alpha-glucan phosphorylase AGP K00688 [2.4.1.1] 0,75%* 0,83** 0,07
TR_14898 c0_g4/XP_017981207.1/alpha-amylase AmyA K01176 [3.2.1.1] -0,44
TR_17517 c0_g2/AFH77957.1/vacuolar invertase VINV K01193 [3.2.1.26] -0,96* -2,28**
TR_17282_c0_g1/XP_011000150.1/soluble invertase sINV K01193[3.2.1.26] 0,72 0,80
TR_11632_c0_ g1/ XP_021283894.1/monosaccharide-sensing protein MST - -0,39 0,82
TR_13074_c0_g1/XP_021655634.1bidirectional sugar transporter SWEET1 | SWEET1 K15382 0,62
TR_13530_cl1 g1/XP_021679769.1/bidirectional sugar transporter SWEET2 | SWEET2 K15382 0,81 0,26
TR_17564 c0_g1/XP_021641487.1/sucrose-phosphate synthase SPS K00696 [2.4.1.14] 0,17 -

Fonte: elaborada pelo autor.
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6.3.11 Transcritos diferencialmente expressos envolvidos na regulacdo da firmeza da
acerola durante o amadurecimento

No presente estudo, pelo menos 54 transcritos associados a remodelagem da parede
celular (pectina, hemicelulose e celulose) registraram aumentos signficativos em funcéo do
amadurecimento dos frutos (Tabela 12). Em relacdo a degradagdo da pectina, transcritos
codificando para enzimas envolvidas na degradacdo da homogalacturonana, dentre eles: trés
poligalacturonases (PG; TR_14145 c0 g1, TR 14016 c2 gl e TR 12269 c0 gl), pectato
liases  (PL; TR 16340 ¢1 g3, TR 13183 ¢c3 gl e TR 13183 c3 g2) e
galacturonosiltransferases (GAULT; TR 17080 c0 g3, TR 14614 c3 g2 e
TR_16461 c0_gl1); quatro pectinesterases (PME; TR_ 18103 cl g5, TR_16514 c0 g3,
TR_18103 c1 g7 e TR_15034 c2 gl) foram todos regulados positivamente (Tabela 12).
Além disso, 0 aumento da expressdo de dois transcritos (TR_16711 c0 gl e
TR_13070 _c0_gl) codificadores de arabinosiltransferase (ARAT) e beta-1,3-
galactosiltransferase (B3GALT; TR_14611 cl g2) indicaram a degradacdo de polimeros de
arabinanas e arabinogalactanas — ramificacfes da ramnogalacturonana tipo | (Tabela 12).
Ainda, a glicoproteina arabinogalactana (AGP protein; TR_13434 c4_g2) e manana endo-
1,4-beta-manosidase (MANs; TR 17428 c0 g2, TR 14931 cl1 gl e TR_17428 cl1 gl)
foram reguladas positivamente ao longo do amadurecimento.

A abundancia de trés transcritos xiloglucano endotransglucosilase/hidrolases
(XTH/XET; TR_18195 c0 g2, TR_18195 c0 gl e TR_8763 c1_gl), glicano endo-1,3-beta-
glicosidases (GEG; TR 17229 c¢5 g1, TR_10533 cO gl e TR_10852 c0_gl), dois beta-
xilosidases (XYD; TR_22555 c0 gl e TR 9533 c0_gl1) e uma endo-1,4-beta-xilanase (XYN;
TR_15868 c0 g2), envolvidos na degradacdo de xiloglucanos (hemicelulose), também
aumentaram em frutos maduros (Tabela 12). Verificou-se também a regulacdo positiva de
transcritos de trés beta-glicosidases (BGL; TR 18558 cl1 gl, TR _18264 c0 g3 e
TR_14374 _c0_g1; logoFC; 1,7 a 4,9), dois endo-1,4-beta-glicanase (EGL; TR_18522 cl1 g8
e TR_16666_c2_g2; log>FC; 3 a 7,5) e uma endoglicanase (TR_14215 cl1_g2), codificando

enzimas do complexo multienzimatico da celulase (Tabela 12).
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Tabela 12 — Lista de transcritos diferencialmente expressos codificando para proteinas/enzimas envolvidas no metabolismo da parede celular de
da acerola e suas respectivas atribui¢cdes ao KEGG. Transcritos considerados como diferencialmente expressos exibiram log: fold change > 1 ou
<1 e FDR < 0,05. Foram estabelecidas as seguintes comparacdes: Frutos intermediarios (16 DAA) versus verdes (12 DAA), frutos maduros (20
DAA) vs. verdes (12 DAA), frutos maduros (20 DAA) vs. intermediarios (16 DAA). Os simbolos * e ** significam FDR < 0,05 e 0,01,

respectivamente.

ID dos transcritos Enzimas Numeros EC Valores de log: fold change
16 vs. 12 DAA 20 vs. 12 DAA 20 vs. 16 DAA

TR_14145 c0_g1/XP_011034135.1/polygalacturonase PG3 - 1,11 2,49%* 1,37
TR_14016_c2_g1/XP_021672763.1/polygalacturonase PG2 K01213[3.2.1.67] 0,70 2,07* 136%*
TR_12269_c0_g1/XP_021673211.1/polygalacturonase PG1 K01213[3.2.1.67] 7,48%% 8,587 1,10%%
TR_16340_c1_g3/XP_021636032.1/pectate lyase 8 PL8 K01728 [4.2.2.2] 0,94 3,89%* 2,94
TR_13183 ¢3_g1/XP_021648160.1/pectate lyase 18 PL18 K01728 [4.2.2.2] 0,99 - 1,46
TR_13183_c3_g2/XP_021614688.1/pectate lyase 5 PL5 K01728 [4.2.2.2] 1,37 2,11* 0,73
TR_17080_c0_g3/XP_007044464.2/ galacturonosyltransferase-like 9 GAULT9 - 0,13 2,51% 2,377
TR_14614 c3_g2/XP_021651368.1/galacturonosyltransferase-like GAULT9b - 0,85 - 1,59
TR_16461_c0_g1/XP_012082218.1/galacturonosyltransferase 4 GAULT4 - 0,71 1,437 0,71
TR_18103_c1_g5/XP_021639441.1/pectinesterase 1 PME1 K01051 [3.1.1.11] 3,83%x 5,94%% 2,10
TR_16514 c0_g3/XP_021677422.1/pectinesterase 15 PME15 - D,40%% 43%% 1,89
TR_18103_cl1_g7/EOY30121.1/pectin methylesterase 3 PME3 K01051 [3.1.1.11] 1,91% 3,65%% 1,73
TR_15034_c2_g1/XP_018850544.1/pectinesterase-like PME-like K01051 [3.1.1.11] 1,17 - 0,46
TR_16711 c0_g1/XP_021654600.1/arabinosyltransferase ARAT1 - 0,56 - 1,47
TR_13070_c0_g1/XP_011013802.1/arabinosyltransferase ARAT2 - 0,96 1,60% 0,63
TR_14611_cl_g2/XP_011463344.1/beta-1,3-galactosyltransferase 2 B3GALT - 0,86 1,85% 0,99




TR_13434 c4_g2/NP_200137.1/arabinogalactan protein 22 AGP22 - [1,95%% D,68*% 0,73
TR_17428 c0_g2/XP_021676093.1/mannan endo-1,4-beta-mannosidase 4 MAN4 K19355 [3.2.1.78] 3,147 4,087 1,83%
TR_14931_c1_g1/XP_021671996.1/mannan endo-1,4-beta-mannosidase 7 MAN7 K19355 [3.2.1.78] 2,09%% 3,79%% 1,707
TR_17428_c1_g1/XP_021685066.1/mannan endo-1,4-beta-mannosidase 2 MAN2 K19355 [3.2.1.78] 1,64%* 2,14%* 0,49
TR_18195_c0_g2/XP_021672823.1/xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase XTH/XET1 K08235 [2.4.1.207] - - -
TR_18195 c0_g1/XP_021679869.1/xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase | XTH/XET2 | K08235 [2.4.1.207] 3,437 4,38%% 0,94
TR_8763_c1_g1/XP_021655226.1/xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase XTH/XET3 | K14504 [2.4.1.207] 0,55 3,86%* 3,30%*
TR_17229 ¢5_g1/XP_021655314.1/glucan endo-1,3-beta-glucosidase A6 GEG-A6 - 1,02% 1,24%% 0,21
TR_10533_c0_g1/XP_021655992.1/ glucan 1,3-beta-glucosidase A GEG-A - 1,05 - 1,30
TR_10852_c0_g1/XP_011039449.1/glucan endo-1,3-beta-glucosidase GEG - -0,18 1,98%* 2,16%*
TR_9533_c0_g1/XP_021660154.1/beta-D-xylosidase 5 XYD5 R 0,68 5,05%% 5,267
TR_22555 _c0_g1/XP_021660154.1/beta-D-xylosidase XYD1 - 0,72 3,637 4,36%*
TR_15868_c0_g2/XP_015575457.1/endo-1,4-beta-xylanase A XYN-A - 1,68% 2,73%% 1,04
TR_18558 c1_g1/XP_021281062.1/beta-glucosidase 11 BGL11 K01188 [3.2.1.21] 1,05 4,08%% 3,83%%
TR_18264_c0_g3/XP_021664181.1/beta-glucosidase 40 BGL40 K01188[3.2.1.21] 0,40 2,38%% 1,977
TR_14374_c0_g1/XP_021651072.1/beta-glucosidase 41 BGL41 K01188 [3.2.1.21] 0,90 - 0,81
TR_18522_c1_g8/APR63564.1/endo-1,4-beta-glucanase B14 EGL-B14 K01179 [3.2.1.4] 2,52% 7,48%% 4,967
TR_16666_c2_g2/AKH03677.1/endo-1,4-beta-glucanase EGL - 1,96* 3,04%% 1,07
TR_14215_c1_g2/XP_007040506.2/endoglucanase 6 EGL6 - 2,307 3,72%% 1,41%
TR_11976_c0_g1/XP_021686981.1/expansin-B2 EXP-B2 K20628 2,52%% 6,997 4,477
TR_16279_c1_g2/ARA90630.1/alpha-expansin EXP-AL K20628 B,91%% 6,8%% D,88%%
TR_16567_c0_g5/KHG15821.1/Expansin-A4 -like EXP-A4-like - 2,75% 3,14%% 0,39
TR_17053 c1_g6/XP_015583914.1/expansin-Ad EXP-A4 - 2,747 3,047 0,30

96



TR_16567_c0_g6/XP_021653849.1/expansin-A4-like EXP-Ada-like - 0,45 2,79% 2,33
TR_16279_c1_g3/0OMO82502.1/expansin EXP K20628 2,11 2,28%% 0,16
TR_15566_c0_g3/ABR57478.1/alpha-expansin 6 EXP-A6 K20628 1,907 2,24%% 0,34
TR_13892_c0_g2/XP_021685206.1/expansin-B3-like EXP-B3 K20628 1,50 2,34%% 0,83
TR_13575_c0_g1/APR63590.1/cellulose synthase-like protein E1 CESY-E1 - 0,78 2,79%% 2,01%
TR_16044 _c0_g1/XP_021689910.1/cellulose synthase-like protein E6 CESY-E6 R 1,727 2,45%% 0,72
TR_15615_c3_g1/XP_015964704.1/cellulose synthase-like protein D3 CESY-D3 K20924 [2.4.1.-] 1,55%* 2,02%% 0,47
TR_18095_c0_g1/XP_017191507.1/cellulose synthase-like protein G3 CESY-G3 - 4,29% 10,27 5,917
TR_16097_c0_g1/EEF42356.1/cellulose synthase A catalytic subunit 3 CESY-A K20924 [2.4.1.-] 1,087 1,977 0,88
TR_14867_c2_g4/APR63605.1/cellulose synthase-like protein C3 CESY-C3 - 0,15 2,2%* 2,04%%
TR_16179_cO_g2/NP_189118.1/cellulose synthase, putative DUF1644 CESY R 0,22 1,077 0,84
TR_9506_c0_g2/NP_564769.1/1,3-beta-glucan synthase component GLSY - 2,15% 3,08%% 1,82%
TR_18075_c0_g1/XP_012080311.1/ xyloglucan 6-xylosyltransferase 5 XXT5 K08238 [2.4.2.39] 1,55% 1,55%% -0,00
TR_18075_c0_g6/XP_002516919.1/xyloglucan 6-xylosyltransferase 2 XXT2 K08238 [2.4.2.39] 0,26 1,31% 1,047
TR_9598_c0_g1/XP_002318880.1/invertase/pectin methylesterase inhibitor PMEI - 2,49 8,047 6,447

Fonte: elaborada pelo autor.
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Neste estudo, oito membros génicos de expansinas (EXP), dois deles,
TR_11976 c0_gle TR_16279 cl_g2, apresentando log.FC = 6,8 e 6,9 registraram aumentos
substanciais até frutos maduros. Além desses, outros seis membros (TR_16567 cO_ g5,
TR_17053 cl1 g6, TR_16279 cl g3, TR_15566_c0 g3, TR_13892 c0_g2; logFC = 2,2 a
3,1), exceto TR_16567_c0_g6, exibiram aumentos mais significativos na expressao até o
estadio intermediario (Tabela 12).

Curiosamente, sete transcritos distintos que codificam para celulose sintases (CESY),
um deles TR_18095 c0_g1, com log,FC = 10,2, e seis (TR_13575_c0_g1, TR_16044 c0 g1,
TR_15615 c3 g1, TR_16097 c0_gl, TR 14867 c2 g4 e TR_16179 c0 g2; LogFC; 1,0 a
3,0), bem como um transcrito codificando 1,3-beta-glicano sintase (GLSY; TR_9506 _c0_g2;
log>FC = 3,98), dois membros da xiloglicano-6-xilosiltransferase (XXT; TR_18075_c0 gl e
TR_18075_c0_g6) e um inibidor da pectinesterase (PMEI; TR_9598 c0 g1; log.FC = 8.,9)

aumentaram gradualmente até frutos maduros (Tabela 12).

6.4 Validacdo dos dados de RNA-seq por RT-gPCR
6.4.1 Confirmacéao da qualidade dos iniciadores e da estabilidade dos genes

A andlise da curva de dissociacdo de cada par de iniciadores mostrou a presenca de um
unico pico (Dados ndo mostrados), sugerindo a amplificagdo de apenas um Unico produto
génico, dessa forma confirmando a especificidade dos iniciadores desenhados. A anéalise de
estabilidade de expressdo (valor de M < 0,75) mostrou que os 9 genes de referéncia
selecionados (F-box, Merad50-ATPase, PA-RNA, U3, NOB1, PGAL, TGD4, RBL e RCC1)
apresentaram estabilidade similar aquela previamente verificada nas analises de RNA-seq
(Figura 12A). De acordo com Vandesompele et al. (2002) genes que apresentam valores de
estabilidade (valor de M < 1,5) e variacdo par a par de genes (Vn/Vn + 1) < 0,15 sdo estaveis
e adequados para uso como genes de controle endogeno. De maneira geral, observou-se
estabilidade similar entre os genes, destacando F-box e RCC1 como 0 menos e 0 mais estavel,
respectivamente. A variacdo par a par (V6/V7 < 0,087) evidenciou que 0s 7 primeiros genes
mais estaveis, em conjunto (PA-RNA, U3, NOB1, PGAL, TGD4, RBL e RCC1) sdo os mais
indicados para a normalizacdo da expressdo dos genes interesse nos orgaos estudados (Figura
12B).
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Figura 12 — Confirmacdo por RT-qgPCR da estabilidade de expressao (valor de M) (A) e da
variacao par a par (B) de nove genes candidatos.
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Fonte: elaborada pelo autor.

6.4.2 Validacéo do perfil de expressao via RNA-seq através de RT-gPCR

Todos os nove TDEs alvo (APX2, GMP1, GME2, ERF113, SS4, PG1, EXPAL1, CHS1 e
DHFR4) e os nove genes de referéncia (F-box, NOB1, TGD4, U3, PA-RNA, PGAL, Merad50-
ATPase, RBL e RCC1) (Figura 13) apresentaram valores de log.FC e/ou perfis de expressdo
similares aqueles verificados pela técnica de RNA-seq. Quatorze genes revelaram coeficientes
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de correlagdo de Pearson (r) positivo e alto (entre 0,76 e 0,999). Apenas dois genes SS4 (r =
0,58) e PGAL (r = 0,67) apresentaram correlacdo moderada. Embora, os dois genes de
referéncia mais estaveis, RBL (r = 0,26) e RCC1 (r = 0,31), tenham apresentado correlacéo
positiva baixa, ambos mantiveram o mesmo perfil de expresséo (estabilidade) evidenciada em
via RNA-seq e RT-gPCR (Figura 13). A baixa correlacdo verificada entre as técnicas para
RBL e RCC1 é atribuida a alta estabilidade que, ocasionalmente pode resultar em valores de
log2FC negativos e positivos, discrepantes, porém proximo de zero (0). Vale ressaltar que o
conjunto de genes selecionados é representativo de diferentes vias metabodlicas, apresentando
genes altamente (ex. GMP1 e CHS1) a pouco expresso (ex. SS4), bem como altamente
diferencialmente expresso (ex. PG1 e EXPA1L) & proximo da estabilidade (ex. RBL e RCC1).
No geral, tais resultados confirmaram a precisao e a confiabilidade dos perfis de expressdo

inferidos apos a analise do transcriptoma gerado via RNA-seq.

Figura 13 — Correlacdo de Pearson (r) dos valores de log.FC gerados através da analises de
RNA-seq e RT-gPCR para 18 genes.
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7 DISCUSSAO

Atualmente, o sequenciamento de RNA (RNA-seq) tornou-se a estratégia mais
utilizada e adequada para caracterizacdo estrutural e da expressdo génica em larga escala de
transcriptomas. A acerola € um fruto de crescente importancia socioeconémica, uma vez que
vem ganhando consumo, mercado interno e externo, em vista da sua relevancia para a
nutricdo humana e sua aplicabilidade nas industrias de alimentos (HANAMURA et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2012). Porém, devido a total escassez de dados gendmicos disponiveis para
a aceroleira, o presente estudo, priorizou a obtencdo do perfil transcricional na escala do
genoma inteiro. Este estudo produziu o sequenciamento de mRNA de flores, folhas e frutos
em trés estagios de desenvolvimento, gerando mais de 600 milhdes de leituras de 101 pb
(Tabela 3). Posteriormente, esse conjunto de leituras resultou nas sequéncias de 40.830
contigs > 300 pb e ndo redundantes (Tabela 4). Além disso, boa parte deles, 25.298 unigenes
(62%) poderam ser anotados através de bancos de dados publicos de proteinas, indicando que
as etapas de sequenciamento, montagem e anotacdo do transcriptoma, procedeu de maneira
satisfatoria e forneceu resultados de excelente qualidade, e foi bem representativo do pool
celular do RNA interesse (MRNA).

Vale destacar que a auséncia de um genoma de referéncia bem anotado para aceroleira
torna-se um fator limitante do nimero de sequéncias anotadas. Somado a isso, outras
sequéncias ndo anotadas podem representar RNA longos ndo codificantes (INCRNA > 200 nt),
ou outros tipos de RNA que também apresentam calda poli (A) (HRDLICKOVA et al.,
2017). Mesmo assim, o presente resultado esta de acordo com varios estudos anteriormente
decritos para outras espécies frutiferas sem genoma de referéncia. A taxa de anotacdo apds a
montagem de novo dos transcriptomas de pimenta (52%) (MARTINEZ-LOPEZ et al., 2014) e
abacaxi (59%) (ONG et al., 2012) foi inferior a verificada para o de aceroleira, enquanto a
taxa relatada para coco (68%) (FAN et al., 2013) e manga (78%) foi superior (WU et al.,
2014).

O tipico amadurecimento climatérico da acerola envolve vérias alteracGes bioquimicas
e fisioldgicas, incluindo a perda de firmeza dos frutos, alteracdo nos pigmentos (verde para
vermelho), acimulo de acUcares, reducdo de ascorbato e acimulo de malato decorrentes do
aumento da producédo de etileno e da respiracdo (ALVES et al., 1995; ASSIS et al., 2008;
HANAMURA et al., 2008). Todas essas alteracdes fazem parte de um processo altamente
coordenado, geneticamente programado e irreversivel, desencadeado pela ativacdo de um
programa de expressdao de genes de amadurecimento (GIOVANNONI et al., 2017). Os

resultados da analise de expressdo dos transcritos revelaram que o controle do processo de
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amadurecimento em acerola € mediado através da regulacdo positiva e/ou negativa da
expressdo de varios membros da mesma e de diferentes familias multigénicas. Cerca de 4.326
TDEs foram selecionados como importantes alvos regulatorios dos mais diversos processos
bioquimicos e fisiolégicos do amadurecimento (Figura 10). No presente estudo, uma
investigacdo direcionada ao metabolismo do ascorbato, etileno, respiragdo, acucares e
firmeza, confrontada a andlise de metabdlitos destacou importantes membros génicos e

forneceu uma visédo geral da regulacdo desses metabolismos em acerola.

7.1 Transcritos diferencialmente expressos envolvidos na regulacdo do metabolismo do
ascorbato

A acerola é reconhecida como uma das mais importantes fontes naturais de vitamina C
(ASSIS et al., 2008; OLIVEIRA et al.,, 2012). Neste estudo, a analise do transcriptoma
revelou o perfil de expressao de varias familias multigénicas que codificam para a biossintese,
reciclagem, degradacdo e translocacdo do ascorbato. A respeito da via de biossintese (L-
galactose) verificou-se altos niveis de expressdo génica em todos os 6rgdos e estadios de
desenvolvimento dos frutos analisados (Tabela 7; Tabela S2), evidenciando a predominancia
desta via para a biossintese de ascorbato em aceroleira. Esta via de biossintese é reconhecida
como a de maior contribuicdo em varios outros frutos, incluindo kiwi (Actinidia eriantha)
(BULLEY et al., 2009), rosa (Rosa roxburghii) (HUANG et al., 2014), pimenta (Capsicum
annuum) (GOMEZ-GARCIA; OCHOA-ALEJO, 2016) e jujuba (Ziziphus jujube) (ZHANG
etal., 2016).

Notavelmente, a reducdo nos niveis de expressdao de transcritos codificando para
PGI1, PMI1, PMM, GMP1, 2 e 3, GMELl e 2 e GGP1 e 2 se relacionou com a diminuicao
acentuada nos conteidos de AAs a medida que o fruto amadureceu (Figura 4; Tabela 7),
sugerindo estes membros génicos como importantes candidatos a regulacdo dessa via de
biosssintese e do acumulo do acido em frutos verdes de aceroleira. Estudos prévios
associaram a expressdo aumentada de membros especificos de GMP, GME, GGP e GalDH
com os altos valores de AAs encontrados em frutos verdes de aceroleira (BADEJO et al.,
2009) e de jujubeira (ZHANG et al., 2016), bem como de frutos maduros de roseira (Rosa
roxburghii) (HUANG et al., 2014). Em kiwi (Actinidia eriantha), o aumento da concentragéo
de AAs ocorreu proximo aos picos de expressao dos genes AeGGP e AeGME, 6 semanas apds
a antese. Além disso, a co-expressdo de AeGGP e AeGME em A. thaliana aumentou 7 vezes
seu contetido de AAs, destacando-os como importantes reguladores das quantidades de AAs
(BULLEY etal., 2009).
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Posteriormente, a menor expressdo de membros especificos das familias PMM, GMP1
e 2, GMEL e 2, GalDH2, GalLDH em folhas e PGI2, GMP1 e 2, GGP1l e 2, GalDH1 e 2 em
flores, comparados a frutos verdes, sugeriu que a regulacdo negativa de GMP1 e 2 e GalDH2
deve ser um importante requerimento para a menor biossintese do AAs em folhas e flores, 0
que é consistente com o baixo conteldo registrado nestes Orgdos. Enguanto 0s outros
membros génicos destacados parecem ser cruciais para o ajuste fino 6rgdo especifico, bem
como para o contraste das quantidades de AAs registrado em cada 6rgédo (Figura 4; Tabela 7).

Para a via da L-gulose, a expressao dos genes GulLOs foi moderada em flores e quase
ausente em frutos (Tabela 7). Recentemente, a caracterizacdo bioquimica e molecular de
GulLO3 e 6 em A. thaliana revelou baixa afinidade dessas isoformas pelo substrato (L-
gulono-1,4-lactona), além disso a superexpressdo de ambos o0s genes ndo alterou
significativamente os niveis de AAs (ABOOBUCKER et al., 2017), evidenciando
contribuicéo insignificante para a biossintese de AAs.

A respeito da via do mio-inositol, embora o gene MIOX4 tenha reduzido sua expresséo
durante amadurecimento dos frutos, niveis mais altos foram verificados em flores e folhas.
Enquanto isso, MIOX1 exibiu maior abundancia em frutos verdes comparado aos outros
estadios e 6rgaos analisados, evidenciando, a primeira vista, uma provavel contribuicao desta
via para o acimulo de AAs em frutos verdes. Mesmo assim, em vista desta via convergir com
a via da L-gulose (GulLO3 e 6), sua contribuicdo ndo esta clara (Tabela 7). Nas plantas, o
mio-inositol desempenha diferentes papéis funcionais além da biossintese de AAs, 0s quais
incluem sinalizacdo celular, componentes estruturais da parede celular e resposta a estresses
(LOEWUS; MURTHY, 2000; GILLASPY, 2011).

A maioria dos genes que codifica para a via do D-galacturonato, dentre eles, GAE,
PME, GAULT, PG aumentaram sua expressdao em funcdo do amadurecimento dos frutos
(Tabela 7). Assim, a medida que o D-galacturonato tornou-se disponivel com a degradacéo da
pectina, o contetdo de AAs diminuiu (Figura 4). Tal observacdo enfatiza a auséncia de
relacdo entre a provavel disponibilidade de substrato e 0 acimulo de AAs. O gene GalUR3 foi
pouco expresso em frutos. Embora esse gene tenha sido mais abundante nos frutos verdes
(Tabela 7), sua baixa expresséo e sua ndo associagdo com a disponibilidade de substrato nos
frutos maduros sugere contribuigéo incerta dessa via.

Em suma, os niveis de expressdo de genes relacionados as vias da L-gulose, mio-
inositol e D-galacturonato, bem como sua dindmica transcricional durante 0 amadurecimento
apresentaram nenhuma relacdo clara com os altos contetdos de AAs detectados em frutos

verdes, de modo a sugerir contribui¢do incerta dessas vias para 0 acimulo do AAs neste
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estadio (Tabela 7; Tabela S2; Figura 4) como relatado nos frutos de kiwizeiro (BULLEY et
al., 2009) e pimenteira (GOMEZ-GARCIA; OCHOA-ALEJO, 2016). De qualquer forma,
estudos posteriores do proteoma, bem como o sileciamento de membros génicos especificos
serdo cruciais para esclarecer a significancia de dessas vias para o acumulo de AAs em
acerola.

Mesmo assim, as vias mencionadas acima demonstraram relevante contribui¢do em
outros frutos. Em jujuba e laranja, tanto a via da L-galactose quanto a do mio-inositol foram
destacadas como de importante contribuicdo para o acimulo e a manutencdo das reservas de
AAs (ALOS et al., 2014; ZHANG et al., 2016). Para tomate, a via da L-galactose foi sugerida
como predominante em frutos imaturos, enquanto a expressdo aumentada dos genes GalUR
(BADEJO et al., 2012) , PME, PG e GAE (RIGANO et al., 2018) foi consistente com o
acimulo de AAs em frutos maduros, evidenciando a predominancia da via do D-
galacturonato neste estadio. Em morango, a expressao aumentada do gene GalUR (via do D-
galacturonato), em cerca de 150 vezes, e do MIOX4 (via do mio-inositol) foram fortemente
associadas com o acumulo do AAs durante o amadurecimento do fruto (CRUZ-RUS et al.,
2011).

A respeito dos outros processos envolvidos na regulacdo do AAS, a expressdo
aumentada de varios transcritos codificando para provaveis transportadores de ascorbato
(NATS, 4, 6 e 6-like) e para via de reciclagem (MDHAR2 e DHAR1) em frutos verdes (Tabela
8), sugeriu que o acumulo de AAs neste estaddio, depende também do transporte do
desidroascorbato de oOrgaos, como folhas, seguido da acdo cooperativa da MDHAR2 e
DHAR1 para uma eficiente regeneracdo de DHA translocado, bem como daqueles produzidos
nos frutos via a expressdo aumentada das isoformas APX1 e 6 plastidiais.

De acordo com Huang et al. (2014) o ciclo da glutationa-ascobato oferece
contribuicdo similar ou superior que a via de biossintese (L-galactose) para o acimulo de
AAs. Tal concluséo dos autores foi suportada pelos perfis de expressao e atividade aumentada
da DHAR, que mostraram-se determinantes para o controle do estado redox do AAs em frutos
de Rosa roxburghii. Outros estudos tém enfatizado o papel central da regulacdo positiva
simultanea dos genes MDHAR2 e DHARL para o reestabelecimento de AAs em frutos verdes
de kiwizeiro e o seu acumulo em frutos de jujubeira nos estadios de expansao Il e branco
(BULLEY et al., 2009; ZHANG et al., 2016), de modo similar ao verificado para acerola no
presente estudo. Curiosamente, Eltelib et al. (2011) verificaram a maior abundancia de
DHAR1 no estadio intermediario, enquanto a expressao de MDHAR2 foi detectada apenas em

frutos muito maduros de aceroleira, ndo se relacionando com o acumulo do AAs em frutos
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verdes. Em contrapartida, Horemans et al. (2008) demonstraram em A. thaliana que o
desidroascorbato é a forma escolhida para a translocacéo deste acido, via transportador similar
e distinto ao de glicose, o GLUT. Além disso, foi demonstrado que a translocacdo do
ascorbato das folhas de tomateiro contribuiu para o aumento do seu contetdo em frutos
imaturos (BADEJO et al., 2012).

Durante o amadurecimento, os frutos diminuiram gradativamente a expressdo dos
genes anteriormente associados ao acimulo de AAs no estadio verde (Tabela 7 e 8). Enquanto
apenas MDHAR4 e NAT1, porém notavelmente APX2, AO2 e 3 foram regulados
positivamente em frutos maduros (Tabela 8). Tais resultados sugerem que, durante o
amadurecimento, os frutos sofreram regulacdo negativa da via da L-galactose e menor
eficiéncia dos sistemas de reciclagem e translocacdo. Tal cenario parece ter sido
acompanhado de um processo de degradacdo mais ativo, que culminou em substancial
deplecdo de AAs. Estudos com pimenta, rosa e jujuba tém demonstrado que o acumulo de
AAs é negativamente correlacionado com a expressdo aumentada de genes AO e APX (ALOS
et al., 2013; HUANG et al., 2014; ZHANG et al., 2016). Segundo Asenjo (1959), citado por
Alves et al. (1995), a degradacdo de AAs em acerola foi acompanhada pelo aumento da
atividade da AO até frutos maduros.

Notavelmente, a expressdo aumentada de APX5 e dos transcritos AO2-10, porém de
apenas MDHAR1 em flores (Tabela 8), bem como da APXS5, 6-like, tAPX, AO3, 5, 6 e 7,
MDHAR2 e DHAR3 em folhas (Tabela 8) auxiliou na compreenséo a respeito das proporcdes
das quantidades da forma reduzida e da oxidada verificado nesses 6rgdos quando comparado a
frutos verdes (Figura 4). O grande nimero de transcritos APX e AO regulados positivamente
em flores e folhas sugeriu que o processo de oxidacdo/degradacdo parece superar a
eficiéncia/capacidade do sistema de reciclagem, uma vez que foram verificadas altas
guantidades de DHA em flores e moderadas em folhas (Figura 4). Tais niveis de AAs oxidado
indicaram taxas de degradacdo significativas, mas também parecem ser necessarios para a
translocacdo por isoformas especificas NAT2 e 7 (flores) e NAT7 e 12 (folhas) para outros
orgdos (ex. frutos), o que e consistente com a funcdo antioxidante e transportadora desses
orgédos (ZHANG et al., 2016).
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7.2 As quantidades de etileno e dioxido de carbono envolvem a regulacdo de um
complexo programa de expressao génica temporal

O etileno € um hormonio chave para iniciacdo e controle do amadurecimento de frutos
climatéricos, sendo responsavel por induzir um aumento dramatico da taxa respiratdria
(TUCKER, 1993; COLOMBIE et al., 2017). Acerola é um fruto climatérico que produz pico
respiratorio elevado, o qual resulta no amadurecimento acelerado dos frutos, tornando-os
rapidamente pereciveis quando separados da planta mde (CARRINGTON; KING, 2002;
ASSIS et al., 2008). No presente trabalho, tanto o etileno quanto o CO, revelaram maiores
concentracdes em frutos verdes (Figura 3B-C). Nordey et al. (2016) verificaram que a retirada
de frutos verdes de mangueira da planta, promoveu o aumento da producdo de etileno e CO-,
a qual foi associada a perda de agua e ao aumento da resisténcia do exocarpo do fruto a
difusdo gasosa, que segundo os autores, desencadeou o inicio do amadurecimento. De
maneira semelhante, o pico respiratério observado em frutos de meloeiro retirados da planta,
porém ndo verificado em frutos amadurecidos na planta, foi interpretado como um artefato
causado pelo estresse devido a separacdo do fruto da planta (BOWER et al., 2002; SHELLIE;
SALTVEIT, 1993).

No corrente estudo, a quantidade de CO- de frutos verdes (58.9 mg.kg'.h'!) (Figura
3C) revelou um valor intermediario quando comparado com a taxa de respiragdo basal (42
mg.kg!.h'!) de frutos colhidos no estadio intermediario, e do pico climatérico (80 mg.kg'.h™)
apos 3-4 dias de armazenamento dos frutos (ALVES et al., 1995). De acordo com
Carrington; King (2002), a respiracdo da acerola colhidos no estadio verde aumentou
rapidamente até atingir elevada taxa respiratoria (900 mL.kg'.h"), quando os frutos exibiram
coloragdo laranja-vermelha. Porém, estes autores observaram quantidades muito baixa de
etileno (3,8 pL.kg'.h), em torno de 3 dias ap6s a colheita, quando comparado aquelas
descritas neste estudo para os frutos nos estadios verde e intermediario (13,3-10,9 pg.kg'.h™)
(Figura 3B). E importante ressaltar que, no presente trabalho, ndo foi possivel detectar os
picos de producdo de etileno ou de CO,, uma vez que os frutos foram colhidos e 4pos uma
hora submetidos a quantificagéo gasosa.

As maiores quantidades de etileno e CO; registrada em frutos verdes estiveram de
acordo com a inducdo de varios genes ERFs (ERF039, ERF109, ERF1-like e ERF-1B),
regulacdo positiva de transcritos CTR/ e 2, EIN3 e ERFs (RAP2, ERF105, ERF4-like,
ERF107, RAP2/12-like, ERF1B-like e ERF4), bem como cyPFK6, cyPGM4 (glicilise) e
varias subunidades do complexo I, Il, IV e ATP-sintases envolvidos nos processos de

transporte de eletrons/fosforilacdo oxidativa (Tabela 9 e 10). Estes resultados indicaram que a
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retirada dos frutos verdes da planta, possivelmente ativou o inicio do amadurecimento,
conforme relatado para frutos verdes colhidos da mangueira (NORDEY et al., 2016). Como
esperado, a colheita dos frutos verdes bloqueou o dreno de sacarose, 0 que imediatamente
refletiu no aumento da taxa respiratoria. Segundo Colombié et al. (2017), o aumento da
respiracdo € concomitante com o aumento na producdo de ATP para suprir as necessidades
energéticas dos frutos. E importante ressaltar que a maioria dos transcritos regulados
positivamente codifica para enzimas/complexos enzimaticos de reconhecida funcéo
regulatéria da respiracdo (TUCKER, 1993; ZEEMAN, 2015). Em tomate, o pico de atividade
da PFK, antecedeu o inicio do amadurecimento e foi relacionado com a necessidade de
reciclagem de hexoses fosfato, proveniente do inicio da degradacdo do amido (BIAIS et al.,
2014).

O modelo mais bem aceito para a sinalizacdo de etileno propGe que a reducdo nos
niveis do receptor de etileno (ETR) aumenta sua sensibilidade (KLEE; GIOVANNONI,
2011). Além disso, sua associacdo com o etileno ativa a degradacdo dos receptores, de
maneira a favorecer a transducdo de sinal (KEVANY et al., 2007). Nesse contexto, a
expressao aumentada de transcritos ETR/ e 2 e EBF1/2a-c coincidiram com a maior
quantidade de etileno registrada em frutos verdes (Tabela 9; Figura 3B), sugerindo
inicialmente, a necessidade de aumento na producdo de hormdnio para desencadear a
degradacdo do receptor, e assim favorecer a ativacdo do inicio do amadurecimento.

Notavelmente, os niveis de etileno ndo mudaram significativamente do estadio verde
para o intermediario (Figura 3B) e pdde ser relacionado ao notério aumento nos niveis de
transcritos ACS2 envolvidos na biossintese, e com a diminui¢do de transcritos ETR1 e 2
(percepcédo) e EBF1/2a-c (transducdo) (Tabela 9), fornecendo evidéncias de que o pico de
etileno na planta, provavelmente ocorreu em frutos entre os estadios intermediario e maduro.
De maneira similar, em néspera (Eriobotrya japonica), um fruto de comportamento (nao)
climatérico ainda em debate, verificou-se que a maior producdo de etileno coincidiu com a
menor expressdo dos genes ERSla e b, no estadio intermediario (cor amarela) de frutos
colhidos (ALOS et al., 2017). Em contrapartida, em tomate, a expresséo dos genes ETR3 e 4 e
EBF1, 2 e 3 aumentaram durante o amadurecimento, coincidindo com o pico de expresséo de
membros especificos de ACS2, ACO/ e 2, CTRI/ e ERF-E1, E2 e E4 no inicio do
amadurecimento e precedendo o pico de etileno (LIU et al., 2015). Segundo, Nordey et al.
(2016), 0 amadurecimento de manga na planta revelou a ocorréncia de pico de etileno tardio e
respiratorio mais baixo, quando comparado aos frutos armazenados, o que explica o

amadurecimento mais lento do fruto na planta. Estudos com meldo nesta mesma linha de
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raciocinio, revelaram que o amadurecimento do fruto na planta é acompanhado apenas de
pico de etileno, levando os autores a hipotetizar que: (1) o etileno é essencial, mas a planta
consegue seletivamente inibir certos efeitos mediados por ele; (2) o pico respiratério ndo é
essencial para o amadurecimento (SHELLIE; SALTVEIT, 1993; BOWER et al., 2002). De
qualquer forma, estudos futuros a respeito da quantificacdo do etileno e CO, da acerola
amadurecida na planta e armazenada sdo requeridos para maiores esclarecimentos sobre o
comportamento climatérico deste fruto em ambas as condicdes.

Adicionalmente, no presente estudo, foi registrado forte declinio de etileno em frutos
maduros de aceroleira. Embora, este resultado seja consistente com 0 aumento da expressao
de ETR/ e 2 e EBF1/2a-c (menor sensibilidade), foi inconsistente com o0s picos de expresséo
dos transcritos ACS1 e 2 e ACO2 neste estadio (Figura 3B e Tabela 9). De acordo com De
Poel et al. (2012), no tomate, a fase pds-climatérica é caracterizada pela diminui¢do gradual
da quantidade de etileno, que segundo estes autores é requerida para atrasar a senescéncia e
maximizar o tempo disponivel para a dispersdo das sementes. De maneira similar, em
néspera, a maior producdo de etileno em frutos amarelos ndo relacionou com a maior
expressao dos genes ACS1 e ACO1 exibida em frutos maduros (ALOS et al., 2017). Uma
explicagdo proposta por Alos et al. (2017) foi o possivel envolvimento de outros genes, ndo
analisados, na regulacdo da producdo do pico de etileno. Em contrapartida, 0 aumento na
producdo de etileno em péssego e em macé foi acompanhado de incrementos na abundancia
dod transcritos ACS1, ACO1 e 2 (MATHOOKO et al., 2001; YANG et al., 2013).

As isoformas de ACS e ACO sdo codificadas por familias multigénicas. S6 no genoma
de tomate, foram detectados 14 genes ACS e 6 ACO (LIU et al., 2015). No presente estudo,
apenas 3 genes ACS e 3 ACO foram detectados (Dados ndo mostrados). Em vista disso,
especula-se o potencial papel regulatorio de outros genes ACS e/ou ACO, ndo detectados no
transcriptoma de acerola, em estadios anteriores ao do fruto maduro, bem como a regulacédo
pos-transcricional e/ou traducional de ACS1le 2 ou ACO2 na fase pds-climatérica. Estudos tém
destacado que ambas as enzimas, ACS e ACO, constituem etapas limitantes da producéo de
etileno, passiveis de regulacdo poés-transcricional e/ou traducional (DE POEL; DER
STRAETEN, 2014). Em tomate, De Poel et al. (2012), relacionaram apenas a reducdo da
atividade da ACO com a diminuicdo da producdo de etileno na fase pos-climatérica do
amadurecimento, uma vez que a expressdo e a atividade de isoformas ACS aumentaram. De
acordo com De Poel; Der Straeten (2014), a regulacdo da producéo de etileno ocorre também
nos niveis de l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) disponiveis, pois trata-se de uma

molécula versétil que pode ser conjugada a malonil-ACC, glutamil-ACC e jasmonil-ACC,
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acumulada no vacuolo, transportada a curta e longas distancias, que pode funcionar como
molécula sinalizadora independente do etileno.

Vale ressaltar que, além do grande numero de ERFs regulados positivamente em
frutos verdes, EIN2, dois ERFs (ERF113 e ERF-AP2-3) foram regulados positivamente e trés
ERFs (ERF-ABR1, ERF/LEP-like e ERF/ESR2) foram induzidos em frutos maduros de
aceroleira (Tabela 9). De maneira geral, o grande nimero de ERFs diferencialmente expressos
e induzidos, ao longo do amadurecimento, sugeriu que a ativagdo de genes de
amadurecimento faz parte de uma rede regulatoria, altamente complexa, mediada pela
expressdo temporal de membros especificos de ERFs, que por sua vez, depende de uma
importante coreografia da expressdo de membros envolvidos na biossintese, percepcdo e
transducdo de sinal desse horménio, que em conjunto modulam os niveis de etileno e a
ativacdo ou desativacdo de varios genes de amadurecimento.

O estudo realizado por Karlova et al. (2011) revelou que a ativacdo de um membro
ERF-AP2 tem dupla fun¢do no amadurecimento do tomate: regulador positivo ao promover a
ativacdo de diferentes genes envolvidos em diferentes processos do amadurecimento, e
negativo da sintese de etileno. Recentemente, foi demonstrado que um fator ERF2 de macé se
liga a regido promotora de MdACS1, de modo a evitar a ligagdo do ativador ERF3,
suprimindo, desta forma, a expressdo de ACS1, e resultando no declinio da producdo de
etileno durante o amadurecimento (LI et al., 2016). No genoma do tomateiro, foram
identificados 77 genes ERFs. Destes, 27 genes exibiram expressdo aumentada no inicio do
amadurecimento, ao passo que 28 reduziram 0s niveis de expressdo durante o
amadurecimento, corroborando também com o presente achado na acerola (LI1U et al., 2016).

A respeito da respiracdo, a medida que a expressao dos transcritos regulados
positivamente em frutos verdes e codificando para a glicolise citosolica (cyPFK6 e cyPGM4),
subunidades da CTE (complexos I, Il e 1V) e da fosforilacdo oxidativa (V-ATP sintases)
mitocondrial diminuiu sua abundancia com o avanco do amadurecimento da acerola, a
producdo de CO, também declinou (Tabela 10; Figura 3C). Simultaneamente, outros
membros codificando para a glicolise (cPFK5 e cPK2), via das pentoses fosfato (cG6PDH e
2, cR5PI2 e 4) e complexo do piruvato desidrogenase (cPDHC, cPDHE1-B3, cPDHE1-A3,
cDDH2), plastidiais mostraram aumentos significativos nos niveis de transcritos em frutos
maduros (Tabela 10). Em plastideos de frutos ndo fotossintetizantes, a glicolise, complexo do
piruvato desidrogenase e via das pentoses fosfato sdao importantes para fornecer esqueleto de
carbono e poder redutor (NADPH) necessarios para a demanda energética e biossintética de
acidos graxos e aminoacidos aromaticos (RENATO et al., 2014; ZEEMAN, 2015).
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Surpreendentemente, neste estudo, foi também verificado em frutos maduros, a
expressdo aumentada de genes da subunidade R-ATP sintase, apresentando peptideo transito
para os plastideos (Tabela 10). De maneira geral, a presenca e a expressao aumentada da ATP
sintase plastidial em frutos maduros de aceroleira, associada a expressdo aumentada de
transcritos codificando para as vias plastidiais anteriormente destacadas indicaram a
ocorréncia, bem como um provavel aumento gradual da cromorespiracdo durante o
amadurecimento para suprir ATP via fosforilacdo oxidativa (complexo ATP sintase) nesta
organela. Além disso, a expressdo aumentada de cPK2 em frutos maduros (Tabela 10),
sugeriu 0 aumento na producdo de ATP via fosfoenolpiruvato (PEP). Enquanto, a maior
abundancia de transcritos cG6PDH para a fase oxidativa e cR5P14 nédo oxidativa da via das
pentoses fosfato refletiu a necessidade de NADPH nesta organela (Tabela 10). Enquanto os
esqueletos de carbono sao fornecidos via glicolise e complexo do piruvato desidrogenase
(Acetil-CoA) plastidiais.

De maneira geral, a expressdo aumentada desse conjunto de transcritos para varias
vias apontaram para uma regulacdo coordenada dos cromoplastos, afim de atingir uma
possivel autondmia energética e de precursores biossintéticos, diante da sua alta demanda.
Vale ressaltar que estudos posteriores relacionando a expressdo de genes/proteinas com 0s
reagentes/produtos da cromorespiragdo, bem como o uso de inibidores e/ou o silenciamento
do gene da R-ATP sintase plastidial serdo essenciais para definir a significancia desse
processo para a amadurecimento da acerola.

Similar a esses resultados, a analise protedmica de cromoplastos de tomate identificou
a abundancia de subunidades proteicas da ATP sintase, bem como da NADH desidrogenase e
do complexo citocromo bef (BARSAN et al., 2010). A autondmia de cromoplasto para a
producdo de ATP foi evidénciada ap6s a observacdo de que cromoplastos isolados de tomate
eram capazes sintetizar lipideos, mesmo sem o suprimento de ATP e de intermediarios
glicoliticos (FLUGGE et al., 2011; ANGAMAN et al., 2012). Estudos posteriores
confirmaram a sintese de novo de ATP, através de um processo chamado de cromorespiracéo,
envolvendo os complexos NADH desidrogenase e complexo citocromo be/f para o transporte
de elétrons, e a ATP sintase para a sintese de ATP (PATERAKI et al., 2013; RENATO et al.,
2014).

De acordo com Renato et al. (2014), a contribuicdo dos cromoplastos para a respiracao
total do tomate parece aumentar em estadios finais do amadurecimento. Além disso, 0s
autores constataram que a ativagcdo da cromorespiragcdo foi acompanhada da reducdo do

numero de mitocondrias e do aumento da densidade da AOX e de outras proteinas
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desacopladoras. Estas observacdes previamente relatadas no tomate corroboram com a
reducdo nos niveis de transcritos da succinato desidrogenase (SDH), isocitrato desidrogenase
(IDH1 e 2), do ciclo do &cido citrico, subunidades do complexo I, Il e IV da CTE e ATP
sintases mitocondrial ao longo do amadurecimento da acerola (Tabela 10). Esse declinio
sugeriu uma provavel reducdo da capacidade das mitocondrias para produzir ATP. Outros
estudos tém ressaltado que os niveis de muitos intermediarios e a expressdo de enzimas do
ciclo do &cido citrico (CARRARI et al., 2006; BIAIS et al., 2014), bem como da ATP sintase
e do citocromo ¢ oxidase (HOLTZAPFFEL et al., 2002) diminuiram em funcdo do aumento
das quantidades de AOX e UCP durante o amadurecimento do tomate (HOLTZAPFFEL et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2015).

Notavelmente, verificou-se também a regulacdo positiva de outros membros génicos
codificando para isoformas citosolicas da via das pentoses fosfato (cyG6PDHL1 e 2) em frutos
maduros, sugerindo também o aumento da demanda citosélica por NADPH (Tabela 10),
como relatado previamente para o tomate na fase de expansao dos frutos (BIAIS et al., 2014).
De maneira similar, a maior abundancia de transcritos cyPGM1, cyFBA3, cyPK/ e 2 para a
glicolise citosolica, e mPDHE1-B1 para o complexo do piruvato desidrogenase mitocondrial
(Tabela 10), sugeriram a producdo de triose fosfato, piruvato e acetil, que diretamente ou ao
entrar no ciclo do acido citrico, devem priorizar a canalizacdo de intermediarios metabdlicos
para atender a grande demanda das vias anabdlicas durante o amadurecimento.

Este argumento, é fortemente suportado pela regulacdo positiva de quatro transcritos
que codificam cadeias alfa e beta da ATP-citrato liase (ACLY) durante o amadurecimento
(Tabela 10). A ACLY é uma enzima comprometida com a conversdao do citrato em
oxaloacetato (OAA) e acetil-CoA no citosol. A expressdo aumentada dos genes ACLY para a
producdo de acetil-CoA tem sido associada a sintese de flavonoides e isoprenoides e malato
durante o amadurecimento de frutos (SWEETMAN et al., 2009; ETIENNE et al., 2013).
Adicionalmente, o leve declinio nos niveis de expressdo de transcritos codificando para IDH/
e 2 em frutos maduros de aceroleira, fortalece o argumento do desvio de citrato para o citosol.
Nesta mesma linha de raciocinio, Hu et al. (2015) associaram o declinio do conteudo de
citrato em funcdo do aumento na expressdo de genes ACLY de laranja. Além disso, o presente
resultado indicou que os genes ACLY regulam positivamente para o acimulo de malato em
acerola madura, através da redugdo do OAA mediada pela enzima malato desidrogenase
citosolica. Hanamura et al. (2008) verificaram em cinco gendtipos de aceroleira que

diferentemente do ascorbato, o malato é acumulado durante o amadurecimento do fruto.
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Outra importante evidéncia é fornecida pelo forte aumento na expressdo de AOXla e
NUOB?2 durante o amadurecimento da acerola (Tabela 10), sugerindo assim, a predominancia
de duas vias alternativas dissipadoras do fluxo de elétrons (fosforilacdo ndo oxidativa) para o
complexo do citocromo ¢ oxidase (fosforilacdo oxidativa). Em mamao, o aumento gradual da
atividade da via ndo fosforilativa foi acompanhada da diminuigdo de atividade da via
fosforilativa (OLIVEIRA et al., 2015). Em tomate, constatou-se que a NUOB transfere
elétrons de NAD (P) H para a ubiquinona, contornando o Complexo | (GOODENOUGH et
al., 1985), e evitando assim, o0 bombeamento parcial de protons. Posteriormente, no tomate, o
aumento da expressdo de AOX1a coincidiu com a maior atividade respiratoria total e da via
resistente ao cianeto em frutos no estadio de coloragdo rosa (XU et al., 2012). Outros estudos
tém reportado que transcritos de AOX1 em manga (CRUZ-HERNANDEZ; GOMEZ-LIM,
1995), mamédo (OLIVEIRA et al., 2015), e proteinas AOX1 em tomate (HOLTZAPFFEL et
al., 2002) aumentaram fortemente em funcéo do amadurecimento destes frutos.

O aumento de AOX atende a pelo menos dois propositos: a respiracdo ndo
fosforilativa e a reducdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SWEETMAN et
al., 2009; DEL-SAZ et al., 2018). A expressdo de AOX1aem acerola, aumentou gradualmente
especificamente do estadio intermediario para o maduro (Tabela 10), a medida que a
producéo de etileno e CO» declinaram, a evidéncia anteriormente destacada, de que o pico
climaterico tenha ocorrido em frutos entre os estadios intermediérios e maduro. Além disso,
sugeriu que AOX1a é um gene central na regulacdo simultanea dos metabolismos de etileno,
respiratorio e oxidativo. Estudos ja destacados tém relacionado a ativacdo da AOX com a
maior producdo de HCN, produto da biossintese de etileno, piruvato (via glicdlise) e malato
durante o pico climatérico (ZHANG et al., 2003; SWEETMAN et al., 2009; XU et al., 2012;
OLIVEIRA et al.,, 2015), revelando que o pico de etileno e aumento da glicodlise,
potencialmente, modulam positivamente a via da oxidase alternativa, com o propdsito
também de aliviar a fermentacdo aerobica e a super-reducao dos respirassomos.

Segundo Oliveira et al. (2015), o processo de amadurecimento, por si s6, € um
potential ativador da atividade de AOX. Além disso, através das vias alternativas, o
desacoplamento mitocondrial pode sustentar um fluxo continuo de carbono pelo metabolismo
respiratorio, mesmo sob grande demanda energética, conferindo assim, flexibilidade de
acordo com a necessidade metabodlica (OLIVEIRA et al., 2015; DEL-SAZ et al., 2018).
Curiosamente, tomate com niveis reduzidos de LeAOX1a refletiram em menor producdo de

carotenoides, etileno, respiracdo (auséncia de pico climatérico) e na regulagdo negativa de
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varios genes de maturacao, o que resultou no retardo do amadurecimento e destacou a AOX
como um importante alvo regulatério desse processo (XU et al., 2012).

7.3 Genes regulados positivamente envolvidos no transporte e hidrélise da sacarose, e
degradac¢do do amido sugerem o acumulo de aglcar em frutos maduros

O sabor doce é um dos atributos mais desejaveis e determinantes da qualidade dos
frutos. Porém, sua intensidade depende do acumulo de agucares durante o amadurecimento
(VIMOLMANKANG et al.,, 2016). A glicose e frutose foram os principais acucares
acumulados nos frutos de cinco diferentes gendétipos de aceroleira (HANAMURA et al.,
2008). De maneira geral, o acimulo de agucar em frutos maduros € o resultado da degradacao
do amido e/ou do transporte de sacarose dos tecidos fotossintéticos (TUCKER, 1993). No
presente estudo, transcritos de um transportador de sacarose (SUC2) e de quatro invertases de
parede celular/apoplasto (cwINV1-4) apresentaram regulacdo positiva em frutos verdes
(Tabela 11). Tais resultados indicaram que o dreno de sacarose para 0 apoplasto de frutos
verdes € intensivo e acompanhado do transporte via SUC2 ou da hidrolise a hexoses. Estudos
anteriores detectaram maior expressao de transcritos cwINV em frutos imaturos de tomateiro e
pessegueiro (BALIBREA et al., 2006; VIMOLMANKANG et al., 2016), porém transcritos
codificando transportadores SUC especificos exibiram expressdo aumentada tanto em frutos
verdes quanto em maduros de macieira (WEI et al., 2014). Segundo Ruan (2014), a maior
atividade de cwINV pode facilitar o descarregamento de sacarose do floema através da
reducdo de sua concentracdo no apoplasto, contribuindo assim, para o desenvolvimento do
fruto. Simultaneamente, a maior abundancia dos transcritos da amido sintase (SS4 e WAXY)
em frutos verdes (Tabela 11) foi consistente com a atividade de hidrdlise da sacarose a
hexoses por cwINV e sugeriu que 0 processo supracitado provavelmente culminou na sintese
e no acumulo do amido no fruto verde.

Posteriormente, 0 aumento da expressdao de transcritos para duas beta-amilases
(AmyB1 e 2) e uma amido fosforilase (AGP), especificamente do estadio verde para o
intermediario, bem como o aumento gradual daqueles codificando para alfa-amilase (amyA)
(Tabela 11) até frutos maduros, sugeriram que a degradacdo do amido contribui para o
acumulo de glicose na acerola madura. De maneira bem pronunciada, o acimulo de amido na
banana verde é considerado a principal fonte de hexoses para conversdo e acumulo de
sacarose nos frutos maduros (TUCKER, 1993; CORDENUNSI; LAJOLO, 1995).
Adicionalmente, o presente resultado sugeriu que a hidrolise da sacarose armazenada no

vacuolo e citosdlica, resultante do dreno das folhas para frutos ao longo do desenvolvimento,
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parece ter sido crucial para o acimulo de glicose e frutose no estadio final. Essa observacao é
suportada pela expressdo aumentada dos transcritos da invertase vacuolar (VINV) de frutos
verdes até o estadio intermediario, bem como devido ao aumento gradual daqueles da SINV
ao longo do amadurecimento (Tabela 11). Frutos de tomateiro apresentando alta expressao de
VINV exibiram acimulo de hexoses, porém a repressdo desse gene resultou no acimulo de
sacarose e na reducdo de cerca de 30% do tamanho dos frutos (KLANN et al., 1993; KLANN
etal., 1996).

Os transportadores de sacarose e hexoses sao também determinantes para a dinamica
de tais metabdlitos nos diferentes 6rgdos da planta e compartimentos da célula. O
transportador SWEET é uma familia diversificada com membros especificos para o transporte
bidirecional de sacarose, glicose e/ou frutose através da membrana plasmaética ou do
tonoplasto (CHARDON et al., 2013; KLEMENS et al., 2014). Enquanto o transportador de
monossacarideos (MST) é exclusivo para hexoses (SLEWINSKI, 2011; WEI et al., 2014).
Neste trabalho, transcritos codificando para um transportador MST e SWEET1 e 2
aumentaram sua expressao durante o amadurecimento (Tabela 11) em concordancia com a
maior abundancia de AmyB, AmyA e sINV, indicando assim, um potencial fluxo de glicose e
frutose, atraves desses membros, para seu acimulo no vacuolo.

Finalmente, a regulacdo positiva de transcritos da sacarose fosfato sintase (SPS)
(Tabela 11) evidenciou um provavel incremento nos niveis de sacarose em frutos maduros.
Na banana, a expressdo e atividade da SPS se relacionaram fortemente com o acumulo de
sacarose durante o amadurecimento (NASCIMENTO et al., 1997).

7.4 A perda de firmeza decorrente do amadurecimento da acerola destaca uma
complexa rede de genes regulatérios envolvidos na degradacéo e biossintese da parede
celular

O amaciamento do fruto € um processo irreversivel, o qual culmina na desmontagem
da parede celular durante o amadurecimento, devido principalmente & degradacéo da pectina e
da hemicelulose (PANIAGUA et al., 2014). Neste estudo, a parede celular de frutos verdes de
aceroleira mudou de 17 N para um estado muito fragil (1,6 N) no estadio maduro (Figura 3A).
Perdas ainda mais expressivas na firmeza de frutos verdes (102 N) para maduros (1 N) foram
registradas no mamao (OLIVEIRA et al., 2015), porem bem menos expressiva em macé, que
alterou a firmeza de 16 N nos frutos verdes para 7 N naqueles maduros (YANG et al., 2018).

Recentemente, a determinacdo da estrutura da pectina da acerola revelou ser

constituida por um polimero de homogalacturonana linear altamente metoxilado e de
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ramnogalacturonana do tipo | apresentando ramificagdes do tipo arabinana e
arabinogalactanas (KLOSTERHOFF et al., 2018). A investigagdo do perfil transcricional
revelou um conjunto de pelos menos 54 transcritos com expressdo aumentada em frutos
maduros de aceroleira e relacionados a remodelagem da parede celular.

Em acerola, 86% das unidades do &cido D-galacturénico (homogalacturonana) séo
metiladas (KLOSTERHOFF et al., 2018). Quatro transcritos PME1, PME15, PME3 e PME /-
like codificando para isoformas da pectinesterase apresentaram regulacdo positiva (Tabela
12), revelando a necessidade de desmetilacdo desse polimero para subsequente degradacao.
Em tomate, observou-se in vitro, que a agdo prévia da PME sobre a pectina € um importante
pré-requisito para a atividade da PG e PL (KOCH; NEVINS, 1989; PRAASNNA et al.,
2007). Neste estudo, um transcrito codificando para um inibidor da PME (PMEIZ;
TR_9598 c0 _gl), também aumentou gradualmente sua abundéncia até frutos maduros
(Tabela 12). Tal observacéo sugeriu que a atividade da PME é regulada pelo menos no nivel
transcricional e pos-traducional (PMEI), como tentativa de controlar a taxa de degradacao da
pectina. Neste contexto, De Matteo et al. (2005) demonstraram que PMEI forma um
complexo com PME, possivelmente blogueando sua atividade.

A identificacdo de oito transcritos regulados positivamente codificando para
expansinas (EXP), dentre eles (EXP-B2 e Al; TR_11976 cO gl e TR_16279 c1 g2; log.FC
> 6,8) (Tabela 12), destacou o papel chave desses genes EXPs para a regulagdo da perda de
firmeza da acerola. Além disso, o forte aumento na expressdo de outros cinco transcritos
(EXP-A4-like, EXP-A4, EXP, EXP-A6 e EXP-B3) (Tabela 12) até o estadio intermediério,
indicou que a acdo dessas isoformas, em adicdo a EXP-B2 e Al, é também um importante
pré-requisito para a posterior atividade das hidrolases (PG, PL, XTH/XET1, BGL, EGL, entre
outras). Embora desprovida de funcéo catalitica, as expansinas promovem o afrouxamento da
parede celular, possivelmente rompendo as ligacdes de hidrogénio entre a celulose e
hemicelulose, expondo assim, a pectina para degradacdo enzimatica (WANG et al., 2018). A
supressdo de LeEXP1 ou LePG de tomate ndo provocou retardo significativo na perda de
firmeza. Entretanto, a supressdo da expressdo de ambos, refletiu no aumento da firmeza dos
frutos, tornando-os menos suscetivel a deterioragdo durante o armazenamento a longo prazo
(POWELL et al., 2003). Recentemente, Minoia et al. (2016) demonstraram gque mutantes de
tomateiro sem funcdo da proteina SIEXP1 prolongaram a firmeza e o tempo de
amadurecimento.

Membros especificos da PG1, 2 e 3, PL5, 8 e 18 e GAULT4, 9 e 9b que codificam

enzimas chave do processo de degradacdo de homogalacturonana, bem como ARAT1 e 2 e
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B3GALT envolvidos na degradacdo do arabinana/arabinogalactana foram identificados
(Tabela 12). Em vista do maior log>FC verificado, foi possivel destacar os transcritos: PG1
(TR_12269 c0 _g1; log,FC = 8,6), PL8 (TR_16340 cl g3; log.FC = 3,8), PME1 e 15
(TR_18103 cl1 g5 e TR_16514 c0_g3; logoFC = 5,9 e 4,3) como 0s mais expressivos no
processo de mediagdo da degradacdo da pectina ao longo do amadurecimento.
Particularmente, o gene PG1 parece ser também crucial para a iniciagdo da perda de firmeza.
Mesmo assim, esses resultados revelaram a existéncia de uma regulacdo orquestrada entre
varios membros da mesma e de diferentes familias multigénicas para atingir substanciais
perdas na firmeza do fruto (Tabela 12).

Estudos prévios com tomate tém evidenciado a existéncia de um sinergismo entre as
atividades dessas enzimas (PRAASNNA et al., 2007). Embora, a poligalacturonase (PG), seja
uma hidrolase central para a solubilizacdo da pectina, a supressdo de um gene SIPG em
tomate para 1% da sua atividade total, ndo refletiu em significante reducdo na perda de
firmeza (BRUMMELL; LABAVITCH, 1997), indicando ser insuficiente para controlar o
processo. Posteriormente, o silenciamento de um gene da SIPL do tomate (ULUISIK et al.,
2016), e dos genes FaPL e FaPG do morango (JIMENEZ-BERMUDEZ et al., 2002;
QUESADA et al., 2009) revelaram ser cruciais para o controle da perda de firmeza nesses
frutos.

A expressdo aumentada de varios transcritos codificando para xiloglicanos
endotransglicosilase hidrolase (XTH/XETL1, 2 e 3), xilosidase (XYD1 e 5), endo-beta-1,4-
xilanase (XYN-A) e glicano-endo-beta-1,3-glicosidase (GEG, A e A6) representaram um
forte indicativo da degradacdo de polimeros de Xxiloglicanos (hemicelulose) durante o
amadurecimento da acerola (Tabela 12). Em macé, o aumento de expressao temporal de genes
XTH especificos nos estadios inicial (ndo ativado pelo etileno) e tardio do amadurecimento
(ativado pelo etileno), bem como a superexpressdo de MdXTH2 e MdXTH10 no tomate,
mostraram ser essenciais para a ativacdo de outros genes envolvidos na degradacao da parede
celular (MUNOZ-BERTOMEU et al., 2013; ZHANG et al., 2017). Atkinson et al. (2009)
confirmaram que os transcritos XTH mais abundantes em frutos maduros de macieira e
Kiwizeiro codificam produtos com atividade de endotransglucosilase de xiloglucanos,
sugerindo que a desmontagem do xiloglucano através dessas enzimas promove O
afrouxamento da parede celular para posterior modificacdo por outras enzimas de degradacéo.

Além disso, o presente resultado sugeriu a ocorréncia da degradacdo da celulose, em
vista da expressdo aumentada de seis transcritos codificando para a beta-glicosidases (BGL11,
40 e 41) e endoglicanases (EGL, B14 e 6) (Tabela 12). As atividades da celulase e PG
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aumentaram dramaticamente durante o amadurecimento e manga, relacionando-se com a
reducdo na perda de firmeza desse fruto (ROE; BRUEMMER, 1981; ABU-SARRA; ABU-
GOUKH, 1992).

Curiosamente, oito transcritos CESY, dentre eles (CESY-G3; TR_18095 c0 g1;
log2FC = 10,2) envolvidos na biossintese de celulose, dois XXT2 e 5 e GLSY na biossintese
de hemicelulose e PMEI, um inibidor da desmetilagdo da pectina (log.FC = 8,9) também
aumentaram gradualmente durante o amadurecimento (Tabela 12). Em vista destas
observacOes, especula-se que a grande fragilidade dos frutos maduros, potencialmente,
induziu a inibicdo da degradacéo da pectina por meio de PMEI. Além disso, a biossintese de
hemicelulose e celulose deve ter sido regulada positivamente na tentativa de manter certa
integridade da parede celular e evitar o ataque de patdgenos. Segundo Assis et al. (2008), o
conteudo de pectina da acerola declinou durante 0 amadurecimento, mesmo assim, apresentou
incrementos significativos nos estadios finais. Embora, a acerola aumente substancialmente
de tamanho durante a maturacdo (ALVES et al., 1995), a divisdo celular encontra-se muito
ativa até 8 DAA, entdo cessa a medida que a fase de expansao se estende até frutos maduros
(CARRINGTON; KING, 2002).

7.5 Modelo proposto destacando as principais alteracdes moleculares e metabolicas
durante o amadurecimento da acerola

Com base nos perfis de transcritos e metabdlitos apresentados em frutos nos estadios
verde, intermediario e maduro propds-se um modelo destacando as principais mudancas
ocorridas no metabolismo do ascorbato, etileno, respiracdo, acucares e firmeza (Figura 14A-
B).

Perfil molecular e metabolico de frutos verdes (Figura 14A). Neste estadio, a
fotossintese esta ativada (1). Mesmo assim, o transporte de sacarose das folhas também esta
fortemente ativo. No apoplasto, a sacarose pode ser translocada para o citosol via
transportadores de sacarose (SUC) (2) ou ser convertida por invertases da parede celular
(cwlINVs) em hexoses (3), para em seguida, ser translocada através da membrana plasmatica
para o citosol (4). A sacarose sintetizada no fruto e translocada contribuem para seu acimulo
no vacuolo (5), bem como para a sintese e acumulo de amido (6) nos plastideos pela agdo das
enzimas amido sintase (SS4) e amido sintase ligada a granulos (WAXY). Simultaneamente, a
sacarose também fornece substrato para a biossintese da parede celular (7) e glicolise (8).

Vaérios genes, PMI1, PMM, GMP1 e 3, GMEL1 e 2, GGP1 e 2, regulados positivamente

para a via da L-galactose medeiam o desvio da hexose citosélica da via glicolitica para a
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biossintese e acimulo do ascorbato nos frutos neste estadio (9). Além disso, provavel
translocacdo de desidroascorbato de 6rgédos tais como folhas e flores para frutos verdes via
transportadores NATS3, 4, 6 e 6-like (10), bem como aqueles gerados pela acdo de APX1 e 6
plastidiais (11) sdo eficientemente regenerados a sua forma reduzida, através da acéo
cooperativa de MDHAR2 e DHAR1 (12), contribuindo também para o acimulo de AAs em

frutos neste estadio.



Figura 14 — Perfil molecular e metabdlico da acerola no estadio verde (A).
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Em contrapartida, a retirada de frutos verdes da planta mée inibiu a fotossintese e
bloqueou o dreno de sacarose (13). Como resultado, os frutos desencadearam aumento na
producdo de etileno, que potencialmente promoveu a degradacdo de receptores de etileno
ETR1 e 2 (14), consequentemente, esse evento parece ter ativado uma cascata de transducéo
de sinal, em vista da expressédo aumentada de genes CTR1, 2 e EIN3. A regulacdo positiva de
transcritos do fator de transcricdo EIN3 culminou na regulagdo positiva de varios fatores de
resposta ao etileno RAP2, ERF105, ERF4, ERF107, RAP2/12-like, e ERF1B-like, bem como
na inducdo de ERF039, ERF109, ERF1-like e ERF-1B (15). Essas alteracfes na percepcéo e
sinalizacdo do etileno, aparentemente refletiu na ativagdo de varios de genes de
amadurecimento, sendo interpretado como o inicio do amadurecimento dos frutos (16).

Simultaneamente, a regulacdo positiva dos transcritos que codificam para a
fosfoglicerato mutase (cyPGM4) e fosfofrutoquinase-6-dependente de ATP (cyPFK6) (17),
subunidades dos complexos mitocondriais I, Il, IV (MNDH1, mNDH, mNDH6, mNDH4,
MNDH2, mMNDH5, mNDH-FQR1, mNDH-FQR1-3, mSDH1, mCOX3, mCOX6a, mCOX1) e
ATP sintase (mF-ATPaseB, mF-ATPaseG2, mF-ATPaseF1l, mF-ATPase4) sugeriram um
maior fluxo de hexoses canalizadas para a respiracdo dos frutos em funcdo do aumento da
producdo de CO, registrado e da demanda por ATP (18) na tentativa de substituir a inibicdo
da fotossintese e o bloqueio do suprimento de sacarose decorrentes da colheita dos frutos.

Perfil molecular e metabdlico da acerola nos estadios intermediario e maduro
(Figura 14B). Notavelmente, frutos no estadio intermediario apresentaram regulacdo positiva
de transcritos ACS2 (aumentaram substancialmente de frutos nos estadios verde ao
intermediario), enquanto aqueles dos receptores de etileno (ETR1 e ETR2) e de trés proteinas
F-box ligadas a EIN3 (EBF1/2a-c) foram regulados negativamente, indicando maior
sensibilidade ao etileno (1), e que seu pico, na planta, provavelmente ocorreu entre 0s estadios
intermediario e maduro.

Com o programa de genes de amadurecimento ativado, a fotossintese foi desligada (2)
e a firmeza drasticamente reduzida (3; aumento na abundéncia de 54 transcritos relacionados)
a medida que o amadurecimento avancava. A respeito da demanda por energia, os frutos
mobilizaram duas fontes principais: (I) dreno de sacarose das folhas para o citosol do fruto,
possibilitando sua rapida conversdo em hexoses através da invertase soluvel (SINV),
provavelmente, para evitar seu acimulo no vactolo (4); (II) mobilizacdo das reservas de
amido pela acdo de beta-amilases (amyBl e B2), alfa-glicano fosforilase (AGP) mais
expressos em frutos intermediarios, e alfa-amilase (amyA; 5), mais expresso em frutos

maduros.
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Figura 14 — Perfil molecular e metabdlico da acerola nos estadios intermediario e maduro (B).
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Simultaneamente, a sacarose acumulada no vactolo foi convertida em frutose e
glicose pela invertase vacuolar (VINV; 6). Enquanto, a regulacdo positiva de transportadores
de sacarose e hexoses (MST, SWEET1 e 2), parecem desempenhar um papel chave para o
equilibrio entre 0 acumulo de frutose e glicose no vacuolo e o seu consumo no citosol e
plastidios (7).

Notavelmente, a regulagdo positiva de transcritos de outras isoformas citosélicas da
fosfoglicerato mutase (cyPGM1), frutose-bisfosfato aldolase (cyFBAS3), piruvato quinase
(cyPK1 e 2), complexo piruvato desidrogenase (mMPDHE1-B1; 8); bem como as isoformas
glicoliticas plastidiais (cPFK e cPK2) e do complexo piruvato desidrogenase (cPDHC,
cPDHE1-B3, cPDHE1-A3, cDDH2) (9) destacaram o fluxo intensivo de glicose através
dessas vias para geracdo de esqueletos de carbono e energia. Surpreendentemente, a regulacéo
positiva de transcritos de uma subunidade da ATP-sintase do cromoplasto revelou a potencial
producdo de ATP através do processo da cromorespiracdo (10), provavelmente intensificada
durante o amadurecimento. Simultaneamente, observou-se a regulacdo negativa dos
transcritos codificando enzimas dos complexos 1, 1l e IV (cadeia respiratoria) e fosforilacdo
oxidativa (ATP sintase), que foi consistente com a reducdo na producdo de CO, e sugeriu
também reducdo na geracdo de ATP via mitocondria (11). Interessantemente, a regulacao
positiva de transcritos da NAD(P)H ubiquinona oxidoredutase externa (mMNUOB2) e da
oxidase alternativa (mAOX1a) (12) sugeriu a predominancia de vias dissipadoras de elétrons
(ndo fosforilativa), ap6s o estadio intermediario, como mecanismo de flexibilizar a respiracao
as demandas por bloco de carbono e energéticas. Sumultaneamente, o transporte e conversdo
do citrato em oxaloacetato (OAA) e acetil-CoA, no citosol, através da ATP-citrato liase
(ACLY) corroborou com esta observacdo presumindo-se atender a dois propositos (13):
fornecimento de acetil-CoA para a biossintese de flavonoides e terpenoides (14); reducdo de
OAA a malato para 0 acumulo do dltimo no vactolo (15). O aumento na abundancia de
transcritos que codificam a glicose-6-fosfato-1-desidrogenase (cG6PDH2) plastidial, bem
como cyG6PDH1 e 2 citosolica da via das pentoses fosfato sugeriu aumento no fornecimento
do poder redutor (NADPH) para atender aos requerimentos biossintéticos (16).

A canalizacdo de hexoses para atingir as demandas supracitadas do amadurecimento
evidenciou a reducéo da biossintese de AAs devido a regulacéo negativa de varios transcritos
da via da L-galactose (17). A leve regulacdo positiva apenas nos transcritos MDHAR4 e
NAT1, mas notavelmente APX2 e AO2 e 3, indicaram que durante o amadurecimento 0S

processos de reciclagem e translocacdo do ascorbato foram menos eficientes, e acompanhados
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de um processo de degradagdo mais ativo, que culminou em substancial deplecdo das
quantidades AAs (18).

Por fim, nos frutos maduros, as baixas quantidades de etileno foram inconsistentes
com os niveis aumentados de transcritos ACS1, 2 e ACO2 (19), sugerindo a ocorréncia de
regulacdo pos-transcricional e/ou transducional. Curiosamente, EIN2 e dois ERF113 e ERF-
AP2-3 foram mais abundantes em frutos maduros, enquanto ERF-ABR1, ERF/LEP e
ERF/ESR2 foram induzidos neste estadio, destacando o complexo controle do etileno para
provavel des (ativacdo) de genes de amadurecimento e/ou regulacdo negativa da producao de
etileno (20).
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8 CONSIDERAQ@ES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em concluséo, o presente estudo apresenta o primeiro esforgo para o sequenciamento
do transcriptoma de aceroleira, fornecendo informacgdes sobre sequéncias e a anotacdo de
milhares de transcritos. Além disso, estabeleceu-se uma visdo geral do perfil transcricional do
programa genético, evidenciando alguns redirecionamentos ocorridos nas vias metabolicas,
necessarios para modular o amadurecimento da acerola. Em particular, a investigacdo do
metabolismo do ascorbato, etileno, respiracéo, acucares e firmeza dos frutos destacou redes de
genes regulatérios, gerando assim, uma maior compreensdo da regulacdo géncia em acerola.

A respeito do metabolismo de ascorbato destacou-se o papel predominante das vias de
biossintese (L-galactose), reciclagem e translocagcdo, ap6s o conhecimento do perfil
transcricional de um conjunto de genes candidatos ao controle do seu acimulo em frutos
verdes (Figura 14A). Espera-se que a superexpressao desses genes seja promissora para o
acumulo de AAs em outros frutos e legumes que exibem baixos niveis, bem como para
conferir as plantas cultivaveis maior tolerancia aos estresses e que estudos futuros sejam
conduzidos neste sentido.

Além disso, os resultados fornecem um compreensivo entendimento sobre o complexo
papel do etileno, sugerindo-se os transcritos ACS2 e ETR1 e 2 como importantes reguladores
do processo de transducdo de sinal e ativagdo de ERFs (Figura 14A-B). Vérios genes ERFs
foram temporalmente expressos, entretanto, o papel funcional de cada membro para a (des)
ativacdo de genes de amadurecimento requer estudos posteriores. A respeito da respiracédo, o
perfil transcricional evidenciou predominancia da via fosforilativa de frutos verdes até
intermediarios. Além disso, indicou também a predominancia de vias ndo fosforilativas
(NUOB e AOX) e provavelmente da cromorespiracdo, apds o estadio intermediario (Figura
14A-B), destacando esses achados como relevantes e promissores para regulacdo da taxa
respiratoria. A respeito do metabolismo de firmeza, sugere-se pelo menos os membros das
familias EXP-Al e B2, PMEl e 15, PG1, XTH/XET1 e 2, XYD1 e 5, BGL11 e EGL-B14 como
o0s alvos mais promissores de supressdo para retardo da perda de firmeza da acerola.

Por fim, o presente estudo é umprecente e fornece uma importante base, que abre
caminhos para condugdo de muitas outras pesquisas dedicadas a compreensao destes e outros

metabolismos de interesse, visando a melhoria da qualidade da acerola.
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ANEXO A - DESCRICAO DAS 141 VIAS METABOLICAS REPRESENTADAS
DURANTE O AMADURECIMENTO DA ACEROLA, DE ACORDO O BANCO DE
DADOS ENCICLOPEDIA DE GENES E GENOMAS DE KYOTO (KEGG). NAS
COLUNAS NOMEADAS “UP” (REGULADOS POSITIVAMENTE) OU “DOWN?”
(REGULADOS NEGATIVAMENTE) E APRESENTADO O NUMERO DE EC (DO
INGLES, ENZYME COMISSION NUMBER).

Vias do KEGG intermediario maduro vs. maduro vs.
vs. verde verde intermediéario
up down up down up down

00010 Glycolysis / Gluconeogenesis 3 5 12 10 3 7
00020 Citrate cycle (TCA cycle) 1 1 6 3 1 2
00030 Pentose phosphate pathway 3 2 7 6 3 2
00040 Pentose and glucuronate interconversions 3 1 6 2 2 2
00051 Fructose and mannose metabolism 2 3 5 7 2 3
00052 Galactose metabolism 1 2 6 6 2 6
00520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 2 4 10 9 5 4
00620 Pyruvate metabolism 2 3 10 7 2 5
00630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 5 8 7 12 2 7
00650 Butanoate metabolism 1 0 3 0 0 1
00562 Inositol phosphate metabolism 2 2 4 2 0 2
00190 Oxidative phosphorylation 0 2 4 18 2 8
00195 Photosynthesis 0 12 2 19 0 16
00196 Photosynthesis - antenna proteins 0 7 0 11 0 8
00710 Carbon fixation in photosynthetic organisms 1 8 4 11 1 7
00680 Methane metabolism 2 6 5 7 2 5
00910 Nitrogen metabolism 4 1 6 7 2 0
00920 Sulfur metabolism 1 0 2 4 2 0
00061 Fatty acid biosynthesis 2 0 5 2 1 2
00062 Fatty acid elongation 1 3 2 4 1 3
00071 Fatty acid degradation 2 2 4 4 0 4
00072 Synthesis and degradation of ketone bodies 1 0 2 0 0 0
00073 Cutin, suberine and wax biosynthesis 2 1 2 5 0 4
00100 Steroid biosynthesis 2 1 3 3 2 3
00140 Steroid hormone biosynthesis 2 2 3 3 2 2
00561 Glycerolipid metabolism 3 1 7 7 3 4

00564 Glycerophospholipid metabolism 0 2 2 9 2 3
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00660 C5-Branched dibasic acid metabolism

00592 alpha-Linolenic acid metabolism

00565 Ether lipid metabolism

01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids

00600 Sphingolipid metabolism

00590 Arachidonic acid metabolism

00591 Linoleic acid metabolism

00230 Purine metabolism

00240 Pyrimidine metabolism

00250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism

00260 Glycine, serine and threonine metabolism

00270 Cysteine and methionine metabolism

00280 Valine, leucine and isoleucine degradation

00290 Valine, leucine and isoleucine biosynthesis

00310 Lysine degradation

00220 Arginine biosynthesis

00330 Arginine and proline metabolism

00340 Histidine metabolism

00350 Tyrosine metabolism

00360 Phenylalanine metabolism

00380 Tryptophan metabolism

00400 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis

00410 beta-Alanine metabolism

00430 Taurine and hypotaurine metabolism

00450 Selenocompound metabolism

00460 Cyanoamino acid metabolism

00471 D-Glutamine and D-glutamate metabolism

00480 Glutathione metabolism

00513 Various types of N-glycan biosynthesis

00515 Mannose type O-glycan biosyntheis

00514 Other types of O-glycan biosynthesis

00532 Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate /
dermatan sulfate

00534 Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan sulfate /
heparin
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00531 Glycosaminoglycan degradation

00563 Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis

00603 Glycosphingolipid biosynthesis - globo and isoglobo series

00604 Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series

00511 Other glycan degradation

00730 Thiamine metabolism

00740 Riboflavin metabolism

00750 Vitamin B6 metabolism

00760 Nicotinate and nicotinamide metabolism

00770 Pantothenate and CoA biosynthesis

00780 Biotin metabolism

00790 Folate biosynthesis

00670 One carbon pool by folate

00830 Retinol metabolism

00860 Porphyrin and chlorophyll metabolism

00130 Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis

00900 Terpenoid backbone biosynthesis

00909 Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis

00904 Diterpenoid biosynthesis

00906 Carotenoid biosynthesis

00905 Brassinosteroid biosynthesis

00981 Insect hormone biosynthesis

00908 Zeatin biosynthesis

00903 Limonene and pinene degradation

01051 Biosynthesis of ansamycins

00940 Phenylpropanoid biosynthesis

00945 Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis

00941 Flavonoid biosynthesis

00944 Flavone and flavonol biosynthesis

00942 Anthocyanin biosynthesis

00943 Isoflavonoid biosynthesis

00901 Indole alkaloid biosynthesis

00950 Isoquinoline alkaloid biosynthesis

00902 Monoterpenoid biosynthesis
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01053 Biosynthesis of siderophore group nonribosomal peptides 0 0 1 0 0
00960 Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis 0 4 0 0 0
00965 Betalain biosynthesis 0 1 0 0 0
03013 RNA transport 0 5 2 1 3
03020 RNA polymerase 0 0 1 0 0
03040 Spliceosome 2 2 1 2 0
03010 Ribosome 1 2 5 0 4
03022 Basal transcription factors 0 0 1 0 0
03015 mRNA surveillance pathway 0 4 1 0 0
00970 Aminoacyl-tRNA biosynthesis 1 0 3 0 1
04141 Protein processing in endoplasmic reticulum 8 4 9 7 3
03008 Ribosome biogenesis in eukaryotes 0 1 2 0 1
04130 SNARE interactions in vesicular transport 0 2 2 1 0
04120 Ubiquitin mediated proteolysis 1 6 3 3 1
03050 Proteasome 0 0 1 0 0
03018 RNA degradation 0 3 4 0 2
03030 DNA replication 0 1 11 0 10
03420 Nucleotide excision repair 0 2 8 1 0
03410 Base excision repair 0 0 5 0 6
03430 Mismatch repair 0 3 7 0 5
03450 Non-homologous end-joining 0 1 6 0 0
02010 ABC transporters 2 6 3 5 0
02020 Two-component system 0 2 2 0 0
04010 MAPK signaling pathway 1 2 2 1 1
04016 MAPK signaling pathway - plant 10 11 11 10 7
04014 Ras signaling pathway 2 0 2 0 0
04015 Rap1 signaling pathway 1 0 1 0 0
04020 Calcium signaling pathway 1 4 2 1 1
04070 Phosphatidylinositol signaling system 1 4 1 0 0
04072 Phospholipase D signaling pathway 0 3 1 0 0
04024 cAMP signaling pathway 1 2 2 0 1
04152 AMPK signaling pathway 2 5 4 2 4
04075 Plant hormone signal transduction 14 13 16 14 13
04144 Endocytosis 3 7 4 0 2
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04142 Lysosome

04145 Phagosome

04146 Peroxisome

04110 Cell cycle

12

04712 Circadian rhythm — plant

04626 Plant-pathogen interaction

12

03060 Protein export

04218 Cellular senescence

00640 Propanoate metabolism

03440 Homologous recombination

04978 Mineral absorption

Fonte: elaborada pelo autor.
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ANEXO B - PERFIL DE EXPRESSAO DOS TRANSCRITOS ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DO ASCORBATO. AS
CONTAGENS REPRESENTAM O NUMERO DE FRAGMENTOS POR MILHAO EM CADA BIBLIOTECA.

EC 12DAA Rl | 12DAA R2 [ 16DAA Rl | 16 DAA R2 20DAA_R1 | 20DAA R2 [ Folhas R1 | Folhas_R2 [ Flores
Via da L-galactose
TR_16909_c0_g1/GPI XP_002510371.2 | 36,8856 43,9116 43,4151 43,2783 48,9931 52,4576 42,9273 42,3689 87,1933
TR_17846_c1_g2/GPI XP_012067970.1 | 87,6412 95,4376 68,8920 65,1511 48,6311 43,2421 154,2689 177,9411 160,4985
TR_17846_c1_gl/GPI XP_021638825.1 | 69,3501 77,9197 81,1164 77,0856 93,2800 103,2363 58,4073 66,9438 32,6471
TR_17817_c0_g1/PMI OAP17532.1 39,5295 37,7452 16,5792 17,6256 10,7801 10,7079 47,5427 73,4223 49,1921
TR_17817_c0_g3/PMI AT3G02570 7,8452 8,9691 8,1959 9,3437 6,8783 5,894 22,7502 22,2426 25,1596
TR_16761 c0_g4/PMM ACN54046.1 177,1896 164,9488 91,4667 103,5028 67,0538 57,3079 44,1118 75,2794 319,7088
TR_15784 cl1_gl/GMP ABB53473.1 2102,8270 2218,2835 1795,709 1830,3066 877,0898 783,4697 149,2451 270,7987 237,2254
TR_15784 _cl1_g3/GMP XP_021653979.1 1,16965 1,21388 0,8426 0,8065 0,72365 0,5592 1,1013 1,4658 2,9546
TR_12911 c0_gl/GMP XP_021634932.1 | 45,0099 45,5673 28,9305 27,0831 21,3881 24,6082 31,2866 42,1646 46,6980
TR_15784 c0_gl/GMP XP_018846273.1 | 2,16602 3,0347 3,8854 4,5421 1,6081 1,4168 0,1223 0,3449 0,3069
TR_16652_c1_g2/GME ABB53472.1 1448,289 1291,4793 670,0373 616,9269 433,4316 434,4852 475,7038 681,1872 1474,423
TR_18249 c¢3_g5/GME XM_018122066.1 | 264,6445 202,7186 58,6569 46,6950 33,52951 34,1905 11,0951 64,7559 132,2280
TR_18229 c2_g2/GGP ACG75920.1 3009,341 3040,4529 1490,860 1376,2738 12799119 1333,731 3679,749 4007,752 1197,381
TR_18229 c2_g3/GGP XP_021687565.1 | 790,5980 888,2363 569,7166 552,997 401,550 374,0458 1023,362 1225,447 412,7235
TR_15350_c0_g1/GPP XP_021679905.1 | 24,735 23,4373 18,9125 16,8951 19,8202 12,3787 14,684 29,3600 67,5721
TR_9736_c0_g1/GPP XP_011040224.1 12,9094 13,6328 14,1843 13,796 20,624 15,21239 15,3781 15,6069 20,5287
TR_15297_c0_g1/GalDH ACG75921.1 210,9272 241,1894 218,3367 209,4911 166,8034 112,3032 352,2704 337,3170 108,9366
TR_25084_c0_gl1/GalDH ACG75921.1 155,5823 179,6112 169,4101 161,6743 134,6622 87,5852 29,2897 48,3569 86,68691
TR_17761 c2_gl/ GalLDH ACG75919.1 43,9702 51,91689 47,7026 48,6477 44,1834 46,5693 22,3942 33,3264 43,167
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Via da L-gulose

TR_16773_c0_g1/PDE XP_021646311.1 | 18,15126 17,18112 20,17648 19,2298 22,83546 26,43525 26,3917 35,35275 41,13421
TR_10804_c0_g1/GulLO XP_002516554.1 | 1,212972 1,07382 1,77890 1,69800 1,76894 2,9828 1,01977 2,4574 19,56944
TR_13774_c0_g1/GulLO XP_002520499.1 | 0,47652 0,23343 0,1404 0,08490 0,08040 0,03725 0,28553 0,94848 17,07530
Via do mio-inositol

TR_17505_c0_g2/IMP XP_018850821.1 | 36,1292 35,7628 48,4516 43,8084 68,064 85,0849 382,9452 440,0124 577,0301
TR_11140_c0_g1/MIOX XP_012069048.1 | 7,5810 5,3691 0,6085 0,7641 2,3317 7,5316 1,4684 1,5089 2,2255
TR_11140_c0_g2/MIOX XP_021660216.1 | 0,90972 0,93375 121714 1,14615 1,1256 03728 0,4487 1,0347 7,3289
TR_15591 _c0_g1/MIOX XP_021670771.1 | 11,6965 7,1432 0,4213 0,84900 02412 0,1118 49,397 53,9776 41,940
Via do D-galacturonato

TR_13095_c2_g7/GAE XP_012083592.1 | 45,1399 43,6064 36,3270 28,3566 39,1982 37,5835 19,2125 30,6534 24,2123
TR_16925_c1_g3/GAE XP_019447194.1 | 0,0866 0,1400 0,8426 1,0612 3,5378 7,4943 1,0605 3,3197 3,8371
TR_13095_c2_g2/GAE XP_021687074.1 | 9,4005 10,3647 13,9035 11,5039 12,1815 11,1482 1,5908 5,43225 7,2522
TR_13095_cl1_g2/GAE XP_021667722.1 | 0,51984 0,3735 0,6553 0,2547 1,0050 1,8642 4,7725 9,2262 84,8009
TR_13095_cl1_g1/GAE XP_021667722.1 | 1,4295 0,9804 1,4512 0,9763 3,1760 2,5726 10,564 22,893 64,886
TR_14589_c0_g2/GAE XP_015887286.1 | 4,4186 4,3886 3,3705 3,4384 2,0905 2,535 0,3671 15,822 9,4777
TR_13095_c2_g3/GAE XP_021653732.1 | 216,9487 266,7743 103,5976 119,2422 98,8196 126,2852 11,7885 50,7441 234,1427
TR_16461 c0_g1/GAULT XP_012082218.1 | 73,6880 82,2639 133,6985 134,0148 198,9258 262,4137 41,85149 43,3717 63,9652
TR_15764_c0_g1/GAULT XP_021674872.1 | 36,5624 40,0114 40,0252 51,4070 42,3340 26,3234 14,03207 19,6595 29,9681
TR_14211 c0_g1/GAULT XP_002525229.1 | 25,6023 29,1332 27,6666 22,838 29,1473 34,4515 76,9724 95,3661 37,6424
TR_11800_c0_gl/GAULT XP_021632808.1 | 35,21951 40,0114 45,7833 46,4403 57,04846 63,012 28,2681 41,9059 61,8548
TR_18448 c0_g1/GAULT XP_021825613.1 | 56,5764 67,1838 83,4211 79,6363 125,9971 102,3107 93,4112 87,26095 52,10845
TR_18448 c0_g4/GAULT XP_021654502.1 | 75,1609 90,6211 100,4611 104,4696 103,6842 137,5826 94,3494 110,326 85,5300
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TR_12582_c0_g1/GAULT XP_021684317.1 | 22,2667 24,4177 40,7742 43,4688 40,9269 41,2375 10,6056 18,4524 12,5858
TR_12582_c0_g3/GAULT XP_021685747.1 | 3,5089 5,3224 7,0687 6,5797 8,8045 9,9924 7,0568 10,347 6,7533
TR_15576_cl1_g1/GAULT XP_002520989.1 | 4,4186 5,4157 6,7879 7,0042 9,8900 11,0364 9,7898 7,3292 25,785
TR_9845_c0_g1/GAULT XP_021688729.1 | 23,5663 26,9855 25,2323 27,2104 28,6649 31,5060 10,4832 19,2284 21,0275
TR_11191 cO_g1/GAULT XP_021903701.1 | 22,6132 24,4644 20,0360 20,5033 20,5840 23,04229 20,3138 21,1685 22,217
TR_16515_c2_g2/GAULT XP_021685127.1 | 2,3826 2,8946 2,71516 2,03760 2,5328 3,3183 31,4905 38,9742 18,9171
TR_9845_c0_g1/GAULT XP_021688729.1 | 23,5663 26,9855 25,2323 27,2104 28,6649 31,5060 10,4832 19,2284 21,0275
TR_15764_c0_g4/GAULT XP_021674872.1 | 9,61713 10,1311 14,5120 16,6404 17,36782 18,2697 11,8293 13,4081 15,0799
TR_15004_c1_g2/GAULT XP_015898118.1 | 58,0060 62,2349 54,0224 63,6326 99,663 95,4130 62,69565 76,82757 94,54730
TR_14561 _c0_g1/PME XP_011036546.1 | 98,1641 100,7990 102,1464 90,3762 89,5327 110,1406 15,2965 18,2799 21,526
TR_17260_c0_g1/PMEI XP_021641963.1 | 3,7255 2,80125 4,0727 5,3062 0,5226 0,5219 1,2237 11,7698 4,1057
TR_15138 c0_g3/PME XP_021687752.1 | 4,2020 4,5754 1,91934 1,95270 1,4875 0,7084 0,40790 1,1640 0,5755
TR_15678_c3_g2/PME XP_011015915.1 | 1,3429 0,60694 0,14043 0,25470 0,20101 0,1118 0,5302 4,8286 4,1441
TR_3292_c0_g1/PMEI XP_011005053.1 | 1,99274 1,6340 1,1703 0,84900 1,24630 4,0640 2,40666 4,699 20,145
TR_15525_c0_g1/PME EEF51542.1 3,3789 5,46247 5,6175 6,4524 5,74907 5,48093 5,6699 4,914 3,1848
TR_15138 c0_g1/PME EEF34592.1 0,04337 0,0466 0,0936 0 0 0 108,2999 89,9770 101,6076
TR_17260_c0_g2/PMEI XP_021637412.1 | 0,9097 1,21388 0,23406 0,29715 0,16081 0,11185 3,3040 8,4501 9,5928
TR_14941 c0_g3/PME EEF43910.1 0 0 0 0 0 0 0,77502 8,5795 22,9077
TR_18103_c1_g5/PME XP_021639441.1 | 1,81945 3,2681 42,7404 57,6896 192,091 324,3073 0,1223 1,7245 3,1080
TR_18103_cl1_g7/PME EOY30121.1 0,47652 0,98044 2,2470 3,862 9,4879 13,012 0,897 4,74244 15,8090
TR_15034_c2_g1/PME XP_018850544.1 | 54,540 58,45319 141,7971 134,396 184,3320 219,7593 0,1631 1,1640 51,8782
TR_16996_c1_g3/PME XP_002304257.2 | 41,67426 45,00708 15,16747 13,2444 39,6806 63,4595 0,7750 4,35442 251,2563
TR_16996_cl1_g6/PME XP_021628800.1 | 26,94531 26,2852 8,94132 7,8108 20,3830 24,9811 0,2039 1,1640 133,1490
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TR_12269 c0_gl1/PG XP_021673211.1 | 3,03243 2,75458 547,8548 574,8589 1005,001 1530,448 0,12237 0,21556 124,6689
TR_12269 c0_g2/PG XP_011020366.1 | 0,1299 0,0466 0 0,0849 0 0 0 0 9,8998
TR_10842_c0_gl1/PG XP_011025443.1 12,8661 14,8467 11,0947 10,4851 7,96025 7,3451 19,498 18,409 29,162
TR_14016_c2_gl1/PG XP_021672763.1 | 4,46200 3,96846 8,520 5,985 19,2975 20,0594 3,6711 3,88018 6,44640
TR_10041 c0_gl1/PG XP_021293467.1 | 3,11907 4,24859 4,0259 6,1552 5,6686 5,7792 5,34361 8,01904 6,79175
TR_15351_c0_gl1/PG XP_021612587.1 | 0 0 0 0 0 0 0 0 2,64763
TR_15539 c0_g1/PG XP_021642925.1 | 0,04332 0 0 0 0 0 0 0,0431 46,1225
TR_17731_c2_gl1/GalUR XP_021685965.1 | 0,1732 0,0466 0,0468 0,0424 0 0 102,4668 54,7105 3,0697
TR_17731_c2_g5/GalUR XP_021685967.1 1,25629 1,4940 0,6553 0,5094 0,0402 0,1118 2,8145 1,681 5,9475
TR_17731_c2_g2/GalUR XP_021685965.1 | 8,92401 10,784 8,1454 8,7871 11,4177 10,2161 107,2801 108,0414 42,1318
TR_13829 cl g2/GalUR XP_002521902.2 | 45,5297 46,3610 65,9129 58,5386 38,9569 45,7490 1,42768 0,6035 82,0765
TR_17731_c2_g4/GalUR XP_021652219.1 113,9327 132,7802 166,1400 174,5547 141,3145 117,5231 0,9789 0,99160 11,2428
TR_16079_c0_g2/GalUR XP_021652219.1 | 0 0 0 0 0,0402 0 0,5302 0,6035 2,0336
TR_16502_c0_gl/GalUR XP_021619253.1 | §,23088 9,5710 9,8307 8,70226 10,0508 15,13782 523,3883 256,0488 86,2206
TR_16502_c0_g2/GalUR XP_017439893.1 | 30,324 34,5956 26,870 28,950 29,4690 31,506 9,4227 10,7351 23,7135
Via de reciclagem

TR_15865_c3_g3/MDHAR XP_021640622.1 139,3185 145,6194 113,2879 118,7753 121,0521 143,2127 269,0569 253,8500 610,8354
TR_16854_c0_gl/MDHAR BAJ23958.1 207,6348 248,4260 250,8251 255,5494 246,4059 226,0233 367,9749 338,4379 612,2168
TR_16821 c0_g4/MDHAR XP_021648667.1 | 52,2011 66,5768 111,0409 95,8947 131,0627 119,6111 107,0761 128,7788 62,5071
TR_16451 c0_gl/MDHAR XP_012086827.1 | 70,0491 81,7971 91,3793 90,84315 96,32708 90,04393 187,2303 161,6310 95,00776
TR_16821 c0_g2/MDHAR XP_021648666.1 | 36,2592 39,7780 15,5419 16,0036 9,1663 10,8127 240,7072 247,2106 16,30787
TR_13219 c0_g3/DHAR BAJ23959.1 234,1036 250,9472 192,5895 186,4407 66,8178 43,7729 367,1183 429,7515 307,969
TR_13219 c0_g6/DHAR BAJ23959.1 4,63528 3,6883 4,2600 3,6082 3,2564 2,8336 8,32134 6,2082 7,36732
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TR_17254_c0_g1/DHAR XP_021593992.1 | 59,3490 66,53018 78,5057 65,03357 86,6380 80,6853 147,1328 148,7402 38,21798
Via de degrada¢do

TR_9063 _c0_g1/APX XP_021638321.1 | 76,0706 50,656 65,5852 64,9061 209,2581 257,6039 1,3053 2,2418 2,6476
TR_15395_c1_gl/APX XP_007205775.1 | 696,072 656,011 618,2619 583,8158 602,8885 548,3172 778,4132 636,1771 412,2630
TR_7299 c0_gl/APX XP_020875263.1 | 0,04332 0,09337 0 0,04245 0 0 4,3238 5,5615 14,6579
TR_14854_c3_gl/APX XP_016691379.1 | 166,5237 199,07699 194,3215 218,278 242,5464 237,1716 233,4872 194,871 176,623
TR_17883_c4 gl/APX XP_021663854.1 | 25,16917 30,9073 39,323 40,6247 40,5651 44,9287 35,8552 24,1864 40,4819
TR_15465 c0_g1l/APX XP_021663854.1 | 13,2127 15,2669 11,3287 11,376 3,8997 3,16924 19,9059 25,997 1,5732
TR_17883_c4_g3/APX XP_015575411.1 | 6,23814 6,16279 5,10263 4,2450 1,6081 1,4168 6,0370 10,0884 0,7674
TR_15644 c1_gl/APX XP_012067914.2 | 25,25581 29,4133 27,338 25,639 26,011 28,3740 79,950 94,3746 27,4739
TR_15742_c1_gl/APX XP_012076559.1 | 14,9022 15,7804 15,5887 16,5555 13,8701 14,1684 58,16786 61,60864 14,3509
TR_17961_c0_g2/A0 AMNB88404.1 151,3616 160,886 176,9538 236,91386 189,5987 251,3773 4,894 8,2346 128,0839
TR_10939_c0_g1/AO XP_011039545.1 | 0,69312 0,3735 1,4043 2,3772 0,6834 3,6912 0,1223 0,04311 0,42289
TR_14310 _c0_g1/AO EEF33963.1 0,7797 0,6536 2,66835 4,0752 15,5184 56,077 0,04079 3,1903 64,7326
TR_14310_cl g2/A0 XP_021668021.1 | 1,2129 1,02713 0,2808 0,3820 0,5226 1,0067 0,5710 4,4406 11,7032
TR_14310_c0_g3/A0 XP_021660974.1 | O 0 0 0 0 0 0,0407 0,646 4,75806
TR_7076_c0_g1/AO XP_021683877.1 | 0,0866 0,04668 0,3276 0,2971 0,52264 0,63384 37,4868 22,8930 7,8277
TR_9470_c0_g2/A0 XP_021675200.1 | 0,90972 0,3268 0,1404 0,38205 0,0804 0,1118 0,0815 3,880 22,370
TR_9470_c0_gl/AO XP_021646093.1 | 0,21660 0,04668 1,54483 1,9951 7,3169 10,365 0,122 1,5520 5,026
TR_11794 c0_g1/AO XP_021687448.1 | 0,08664 0,14006 0,0465 0 0 0,07459 0,73426 1,55201 7,5208
TR_12121 c0_g1/AO XP_021641359.1 | 4,3320 3,31483 1,2639 2,54703 1,2060 2,0506 0,122 3,449 19,108
TR_13937_c0_g1/AO XP_002299087.1 | 5,4150 5,55585 5,19626 4,4148 3,2564 2,9082 30,674 29,661 33,805
TR_13937_c0_g5/A0 XP_011025085.1 | 0 0 0 0 0,04020 0 0 0 2,1871
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TR_13937_c0_g2/A0 XP_002299087.1 | 0 0,093371 0,04681 0 0 0,0372 0,08158 0,3880 419,093
TR_13937_c0_g3/A0 XP_021692466.1 | 0,04332 0 0 0,042450 0,0402 0 0,04079 0,0431 178,6191
Translocacéo

TR_15671_c0_g3/NAT XP_021642779.1 | 54,2805 61,8614 39,9316 43,5962 16,0813 16,7410 69,9156 68,5929 44,0504
TR_14495 c0_gl/ NAT XP_021662815.1 | 2,5559 3,59496 2,90241 3,311 6,5531 7,49433 0,61186 1,0347 4,33597
TR_8307_c0_gl/ NAT XP_021660124.1 | 0,56316 0,7470 0,6085 0,89145 0,44223 0,41013 0,77502 1,6814 17,7276
TR_16344 c0_gl/ NAT KHG14639.1 82,61208 86,8394 64,0872 54,8030 50,2943 93,3996 89,6584 79,7592 119,3736
TR_17143 c0_g3/ NAT XP_021663388.1 | 6,4547 6,2561 5,8048 2,5045 2,73382 2,5353 0,6118 1,37961 0,8441
TR_16344 _c0_g3/ NAT XP_021674512.1 | 21,1836 17,928 9,64351 10,230 4,5027 4,7352 17,9887 26,2558 19,185
TR_16344 c0_g2/ NAT XP_011044342.1 | 60,215 56,7724 31,5520 33,4931 14,754 15,69709 66,366 100,3242 58,9002
TR_10998 c0_gl1/ NAT XP_021635851.1 | 0,08665 0 0 0,0849 0,08040 0,0372 3,46722 6,25140 10,1300
TR_18015_c0_g3/ NAT XP_002533955.1 | 15,898 15,967 15,307 13,0321 10,57346 10,4398 4,52779 10,3905 10,3219
TR_12849 c0_gl/ NAT XP_021636889.1 | 9,6171 8,8706 19,80191 15,87637 10,8548 13,3481 43,564 38,0686 11,856

Fonte: elaborada pelo autor.






