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1 INTRODUCAO

O morango é conhecido, cultivado e consumido nas mais diversas regifes do
mundo. Sua cultura tem elevada lucratividade devido ao amplo conhecimento e
aceitacao da fruta pelo consumidor (OLIVEIRA et al., 2005).

Do ponto de vista nutricional, 0 morango é rico em diversos compostos
funcionais benéficos a saude humana, tais como os flavondides, antocianidinas e
antocianinas. (MOREIRA E MANCINI-FILHO, 2004).

As antocianinas sdo responsaveis pelas cores atrativas de flores, frutos,
folhas, sucos de frutas. Na natureza, encontram-se associadas a moléculas de
acucares, mas, quando livres destes aguUcares, sdo denominadas antocianidinas
(agliconas)(TIMBERLAKE E BRIDLE, 1975). As antocianidinas e antocianinas
possuem propriedades antioxidantes. Isso tém atraido a atencdo para a nutricdo
preventiva, pois combatem os radicais livres, atuam como antiinflamatério e
imunoestimulante, previnem doengas cardiovasculares e também inibem a
proliferacdo de células cancerigenas(YUNES E CALIXTO, 2001).

A estes compostos fendlicos sédo atribuidas diversas caracteristicas, tais como
a capacidade de quelar metais pesados e a de sequestrar radicais livres. Contudo,
alguns estudos in vitro mostram que estes compostos fendlicos podem também
promover reacdo oxidativa, agindo como pré-oxidantes, ao atuarem sobre metais,
reduzindo-os e aumentando a formacg&o de radicais livres e peréxidos (MOREIRA E
MANCINI-FILHO, 2004).

A variabilidade genética de culivares pode ser utilizada como informacéo para
o melhoramento vegetal. Neste contexto, o estudo da expressdo génica destes
compostos em diferentes cultivares, como fontes de variabilidade genética, pode
contribuir no processo de melhoramento das variedades comerciais através do
incremento na qualidade funcional desses frutos — uma exigéncia cada vez maior
dos mercados consumidores (ALTIERI, 2002).

Desta forma, objetivou-se avaliar 10 variedades de morango em relacdo a
expressao diferencial de genes relacionados a rota metabdlica de fenilpropandides,
phal e ans, (Fig. 1) os quais codificam para as enzimas fenilalanina amonia liase
(enzima chave de entrada na rota metabdlica de fenilpropandides), e antocianidina
sintase (enzima relacionada a sintese de antocianidinas).
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Figura 1 - Esquema simplificado mostrando a participagdo da enzima FENILALANINA AMONIO-
LIASE (PHAL), enzima chave de inicio da rota metabdlica dos compostos fendlicos, e da enzima
ANTOCIANIDINA SINTASE (ANS), relacionada a sintese de antocianidinas, em frutos de morango.
Figura adaptada de ALMEIDA, J. R.M. et al (2007).

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1 Cultivares de morango

Dez cultivares de morango (Camarosa, Aromas, Festival, Albion, Ventana,
Camino Real, Palomar, Diamante, Portola e San Andreas) foram cultivadas em
triplicata em casa de vegetacdo na Sede da Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
tendo recebido igual adubacdo de base e fertirrigacdo, durante seu
desenvolvimelnto.

Frutos maduros foram coletados e imediatamente congelados em nitrogénio
liquido, sendo mantidos em ultrafreezer a temperatura de -80 °C até 0 momento das
analises.

2.2 Métodos utilizados

Todos o0s materiais foram previamente tratados com inibidor de RNAse
(RNAse Away — Invittogen™). As amostras congeladas foram maceradas com
auxilio de Nitrogénio liquido. A extracdo de RNA total foi realizada pelo método do
CTAB com modificagbes (Messias et al., 2010), sendo sua qualidade avaliada por
espectrofotometria (relacbes Azso/Azs0 € Azso/A230) € por eletroforese em gel de
agarose 1 %. A concentracdo foi calculada utilizando a técnica de fluorometria
(QuBit-RNA BR, Invittogen™). A partir de 75 ng de RNA total, foi realizada a
digestdo com 1 U DNAse e 1 x DNAse | Reaction Buffer, e posteriormente a sintese
de cDNA com a enzima MMLV, conforme fabricante (Invitrogen™). Apos serem
sintetizados, os cDNAs foram amplificados por PCR em tempo real, utilizando
primers especificos para os genes que codificam para as enzimas fenilalanina
amonio liase (PHAL) e antocianidina sintase (ANS), além do gene enddgeno que
codifica para 0 RNA ribossémico 18S. Estes primers foram construidos com o auxilio
do programa Vector NTI10 (Invittogen™) a partir de sequéncias de Fragaria X
ananassa obtidas no banco NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). A eficiéncia destes
primers foi previamente avaliada mostrando-se superior a 90%. As condigbes da
reacao de PCR foram: volume final de 20 y L contendo 1j L cDNA, 10 uL de Platinum
Sybr green UDG (Invitrogen™), e 2-5 pmol de cada primer. A amplificacdo foi
padronizada em um termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems) utilizando as
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seguintes condicdes: 50 °C por 20 s, 95 °C por 10 min, seguido por 45 ciclos de 15 s
a 95°% e 60 s a 60 °C. Condi¢bes da curva de dissociacdo: 15 s a 95 °C, 60 s a 60
°C,30sA95°C e15s a60 °C. O grafico de expressao relativa foi gerado segundo
Pfaffl (2001). Neste trabalho, a cultivar Camarosa foi escolhida como referéncia
devido ao seu grande cultivo na regido sul do Brasil.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados (Fig. 2) mostram que a transcricdo dos genes phal e ans é mais
pronunciada na cultivar Camarosa. O bom desempenho da cultivar Camarosa é
confirmado pelos resultados de (DUARTE FILHO et al., 2003), que relatam que a
mesma vem sendo cultivada na maioria dos paises produtores de morango, pois
possui boa adaptacao a diversos a diversos tipos de ambiente e clima.

A cultivar Palomar, comparada a Camarosa, apresentou expressao génica
inferior as demais em relacdo ao gene phal, o qual foi cerca de 5 vezes menos
transcrito nesta cultivar . No caso da cultivar Festival, apesar de a expressdo do
gene phal ser similar a da Camarosa, 0 mesmo nao ocorreu com 0 gene ans, 0 que
denota possivel direcionamento para outro braco da rota metabdlica, que ndo para a
de antocianidinas e antocianinas, jA que estas sao sintetizadas a partir do gene ans.
Essas cultivares possivelmente apresentam maiores niveis de flavondides ou outros
compostos (acidos) fendlicos, isto indica que a expressdo da phal ndo esta
relacionada necessariamente a expressao da ans. Da mesma forma, a Albion e a
San Andreas tem baixos niveis de phal, mas nado tanto de ans, o que confirma esta
hipdtese de que ndo hd uma correlagéo direta entre a expressao de ambas.
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Figura 2. Expresséo dos genes phal e ans por PCR em Tempo Real de 10 cultivares de morango
cultivadas na Sede da Embrapa Clima Temperado.

Em suma, os resultados apontam para a presenca de variabilidade genética
nestas cultivares, as quais podem ser exploradas contribuindo para o melhoramento
de variedades comerciais, e no incremento da qualidade nutricional e funcional
desses frutos, uma exigéncia cada vez maior dos mercados consumidores (Altieri,
2002).

4 CONCLUSAO

Dentre as cultivares estudadas, a Camarosa foi a que obteve melhor
rendimento em relacdo aos genes phal e ans. Ja a Palomar e Festival obtivaram
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menor expressao para 0os genes phal e ans respectivamente. Este estudo contribuiu
para a caracterizacdo e selecdo das cultivares com maior potencial de expressao
génica, visando esforcos de melhoramento genético vegetal e engenharia
metabdlica voltados para o incremento de compostos funcionais.

Para avaliarmos o potencial antioxidante destas cultivares, faz-se
necessario avaliar a expressdo de outros genes desta rota, bem como a taxa de
producdo destas enzimas e compostos finais, ja que existem as regulacbes pos-
transcricionais e pés-traducionais.
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