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1. INTRODUCAO

O morango comercial (Fragaria x ananassa) € uma espécie hibrida
octaploide resultante do cruzamento entre a Fragaria virginiana (HOKANSON et al.,
2007). As cultivares 'Oso Grande' (no Sudeste) e 'Camarosa’, '‘Aromas' e 'Albion’
(no Sul) sdo amplamente cultivadas (ANTUNES, 2016), com uma producéo
nacional que ultrapassa 139 mil toneladas (IBGE, 2017).

Embora seja botanicamente considerado um pseudofruto, o morango é
comumente chamado de fruto, e é muito apreciado devido as suas caracteristicas
sensoriais distintas, como cor, sabor e aroma (SCHAART et al., 2013). Além disso,
0 morango € reconhecido por sua riqueza em compostos bioativos, como
fenilpropandides, antocianinas, minerais essenciais e vitamina C (SCHAART et al.,
2013), conferindo-lhe propriedades benéficas a saude, como antioxidantes, anti-
inflamatdrias, dentre outras atividades, tornando-o um alimento funcional altamente
nutritivo (AFRIN et al., 2016; KHOO et al., 2017).

Estresses bidticos (como patdégenos e herbivoros) e abidticos (como altas
temperaturas e seca) afetam o desenvolvimento e a produtividade do morangueiro,
pois resultam na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (FOYER &
NOCTOR, 2011). Essas EROs desempenham um papel importante nas respostas
de defesa e adaptacdo da planta. O equilibrio entre a producdo de EROs e as
defesas antioxidantes € fundamental para a saude das plantas e afeta diretamente
a producéo de frutos.

Neste contexto, a enzima superoxido dismutase (SOD) é responsavel por
converter o superoxido, uma ERO prejudicial, em oxigénio e peroxido de
hidrogénio, que sdo menos toxicos (MITTLER et al., 2011), ajudando a proteger as
células contra danos oxidativos causados pelos EROs gerados em resposta aos
estresses (JIN et al., 2009; LIGHTFOOT et al., 2017). Estudos tém demonstrado a
existéncia de diferentes isoformas de SOD encontradas em plantas, incluindo a Cu-
ZnSOD, MnSOD e FeSOD, possuindo caracteristicas distintas em termos de
estrutura e atividade enzimatica, e pode estar localizada em diferentes
compartimentos celulares, como o citoplasma, apoplastos, cloroplasto, mitocéndria
e peroxissomo, refletindo a necessidade de protecdo antioxidante em diferentes
organelas (TYAGI et al., 2019). Em alguns estudos ja se tem conhecimento da
existéncia de SOD em Fragaria vesca (ZHANG et al., 2019; WANG et al., 2021);
entretanto, em Fragaria x ananassa ndo € encontrado na literatura estudos de
identificacdo e caracterizacdo estrutural destas sequéncias, ou do perfil de
expressao transcricional em nenhuma condicdo. A acdo das enzimas SOD é
dependente do seu nivel transcricional e pode ser regulado a nivel transcricional e
pés-transcricional, dentre os mecanismos de regulacdo pos-transcricional existem
os miRNAs que sdo pequenas sequéncias de RNA que atuam como reguladores
negativos da expressdo génica porque se ligam a RNAs mensageiros alvos
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promovendo inibicdo da traducdo ou a sua degradacao (SUN, 2012; HE et al.,
2022). Portanto, o objetivo deste estudo é identificar as SODs de Fragaria X
ananassa e predizer os miRNAs atuantes na regulacéo pés-transcricional de genes
FaSOD.

2. METODOLOGIA

Para encontrar os genes putativos de FaSOD foi utilizado o banco de dados
Fragaria_x_ananassa_Reference_Genome_v1.0 FANhybrid_rl1.2_gene.gff3,
disponivel no Genome Database for Rosaceae (GDR) (https://www.rosaceae.org/)
e 0s bancos de RNA seq in house, que estdo depositados no GEO (Gene
Expression Omnibus), sob o numero SRA: SRP082122. Treze sequéncias
previamente caracterizadas de Arabidopsis thaliana, disponiveis no banco de
dados NCBI foram utilizados como iscas no programa CLC Genomics Workbench
para identificar sequéncias SOD em Fragaria x ananassa. Sequéncias homologas
foram identificadas através do programa BLASTX e VECTOR NTI 10 e as
sequéncias putativas foram traduzidas em peptideos a partir do ‘open reading
frame’ utilizando a ferramenta ORFFinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/).
No caso de sequéncias com 100% de homologia, foi mantida apenas a sequéncia
de maior tamanho. A ferramenta ProtParam (https://web.expasy.org/cgi-
bin/protparam/protparam) foi utilizada para se obter informagdes de propriedades
moleculares, como peso molecular, ponto isoelétrico, indice de instabilidade da
proteina, bem como parametros fisico-quimicos. Para realizacdo da predicdo da
localizacdo celular foi utilizada a ferramenta DeepLoc 1.0 server

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeeplLoc-1.0/). Os MiRNAs
responsaveis pela regulacdo pos-transcricional dos genes FaSODs identificados
foram preditos pela ferramenta online psRNAtarget

(https://lwww.zhaolab.org/psRNATarget/analysis) (DAI. ZHAO, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas sete sequéncias putativas de genes FaSOD no
morango, categorizadas em trés grupos: Cu/Zn-SOD, Fe-SOD e Mn-SOD. Essas
proteinas apresentam variagcbes em suas propriedades. A analise do indice de
instabilidade mostrou que a maioria das FaSODs é estavel. As diferentes
sequéncias apresentaram variacoes em relagdo ao comprimento e peso molecular,
com a FaSOD6 sendo a maior sequéncia com 263 aminoacidos e 30,26 kDa, e a
FaSOD7 sendo a menor, com 152 aminoacidos e 15,22 kDa. O ponto isoelétrico
(pl) variou de 4,58 a 7,90, sugerindo diferentes propriedades de carga dessas
proteinas

Foram identificadas diferentes isoformas de SOD em F. ananassa, cada uma
com funcdes especificas em diversos compartimentos celulares. As Cu/Zn-SODs
estdo presentes no citoplasma e peroxissomo, onde desempenham um papel vital
na detoxificacdo do superoxido e na resposta a estresses ambientais. As Fe-SODs
sao encontradas nos cloroplastos e protegem contra o estresse oxidativo durante
a fotossintese. As Mn-SODs estéo localizadas na mitocondria, onde preservam o
equilibrio redox e a funcéo respiratoria. Essa diversidade de SODs reflete a
complexidade do sistema antioxidante da planta, permitindo sua adaptacédo a
diferentes estresses, como estresse salino, hidrico ou patogénico.


https://www.rosaceae.org/
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Tabela 1 — Informagdes sobre as sequéncias de SODs identificadas em F.

ananassa.

CDS Peso indice de Parametros Localizac&o
Nome aa Molecular pl . - fisico-

(nt) instabilidade o celular

(kDa) guimicos

FaSOD1 585 194 20,01 6,85 25,51 Acido Peroxissomo
FaSOD2 654 217 22,07 6,02 15,99 Acido Plastideo
FaSOD3 519 172 19,73 458 46,12 Acido Citoplasma
FaSOD4 690 229 25,03 7,90 29,82 Bésico Mitocondria
FaSOD5 687 228 26,53 4,79 49,85 Acido Citoplasma
FaSOD6 792 263 30,26 6,79 40,91 Acido Plastideo
FaSOD7 459 152 15,22 577 24,44 Acido Citoplasma

Quanto a regulacdo pdés-transcricional, o estudo revelou a presenca de
varios miRNAs (miR319c, miR838, miR482c, miR5015b.1 e miR858) que tém o
potencial de regular os genes SOD em F. ananassa. Cada um desses miRNAs
desempenha um papel especifico na regulacdo pés-transcricional das FaSODs,
variando em termos de mecanismo de acdo (clivagem ou traducdo). Essa
diversidade sugere que as FaSODs sao alvos de uma rede complexa de regulacao
em resposta a diversos estimulos ambientais e hormonais. Portanto, esses miRNAs
desempenham um papel crucial na modulacdo da resposta antioxidante e na
manutencao do equilibrio redox da planta em diferentes contextos.

Tabela 2 — miRNAs responsaveis pela regulacédo pés-transcricional de genes

SOD.

Nome MiRNA Expect Tipo de inibicéo
FaSOD1 miR319c 5.0 Traducao
FaSOD2
FaSOD3 miR838 4.0 Clivagem

miR482c 5.0 Clivagem
FaSOD4 miR5015b.1 5.0 Clivagem
FaSOD5 miR838 5.0 Clivagem
FaSOD6 miR858 5.0 Traducao
FaSOD7

4. CONCLUSOES

Foram identificadas sete FaSODs as quais diferiram quanto as
caracteristicas fisico-quimicas e localizacdo subcelular e s&o reguladas por cinco
mMiRNAs (miR319c, miR838, miR482c, miR5015b.1 e miR858). O estudo sobre as
superéxidos dismutases (SODs) em Fragaria X ananassa demonstra uma
relevancia significativa para a biotecnologia vegetal e 0 avancgo tecnoldgico e a
caracterizacdo dessas enzimas, podendo nos levar a novas aplicacbes
tecnologicas, como o0 desenvolvimento de morangueiros geneticamente
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modificadas com maior resisténcia ao estresse oxidativo causado por diversos
estresses.
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