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1 INTRODUCAO

Dentre as pequenas frutas, a espécie de maior expressdo econdmica
atualmente € o morango. Um dos beneficios do seu consumo é conferido aos
flavondides e antocianinas - substancias antioxidantes derivadas da rota de
fenilpropandides as quais séo atribuidos diversos efeitos biolégicos como: acdo anti-
inflamatoria, antialérgica e anticancerigena (YUNES; CALIXTO, 2001).

Neste contexto, diferentes estratégias visam aumentar o conteudo destes
compostos em frutas. Estudos mostram que condicdes moderadas de estresses
abibticos podem induzir o aumento no conteddo de compostos antioxidantes. Isto
ocorre porque estresses moderados ndo acarretariam danos a planta, apenas
resultariam na producdo de compostos relacionados ao metabolismo de defesa, os
quais apresentam capacidade antioxidante quando ingeridos na dieta
(LICHTENTHALER, 2004).

A agua de xisto € um dos subprodutos do processamento do xisto, rocha
formada pela deposicdo de sedimento a mais de 250 milhdes de anos. A diversidade
de compostos orgéanicos e inorganicos em sua matriz pressupde um potencial uso
deste na producdo de fertilizantes foliares. Messias (2011) demonstrou que a
aplicacédo foliar de 4gua de xisto estimula a sintese de metabdlitos secundarios na
cultura do milho. Este estudo mostrou que a aplicacdo foliar nesta cultura induziu um
aumento significativo nos niveis dos aminoacidos prolina e alanina, sabidamente
envolvidos na tolerancia a estresses abioticos. Estes resultados, associados ao fato
de apresentar em sua constituicdo os minerais Na e CI, sugerem que a agua de xisto
possa auxiliar no desenvolvimento de plantas quando submetidas a condi¢cbes de
estresse moderado, proporcionando um aumento de compostos com potencial
antioxidante e, portanto, da qualidade nutricional dos frutos.

Desta forma, objetivou-se avaliar a expressédo de genes relacionados a rota
metabdlica de fenilpropandides (fenilalanina amonio liase - FAL; antocianidina
sintase - ANS e UDP flavondide glicosil transferase -UFGT) juntamente com a
enzima &lcool acetil transferase - AAT (responsavel pela producdo de aromas) em
frutos de morango submetidos a tratamentos com agua de xisto e estresse salino.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Inflama%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Inflama%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alergia
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2ncer
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2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)
2.1 Tratamentos aplicados aos morangos

Morangos da cultivar Camarosa foram cultivados em casa de vegetacdo na
Sede da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, tendo recebido igual adubacao de
base e fertirrigacdo durante seu desenvolvimento. Os tratamentos utilizados neste
trabalho estdo demonstrados na Tab. 1.

Tabela 1 - Tratamentos aplicados em morangos com intuito de analisar a expressdo de genes
relacionados ao estresse abidtico.

Tratamentos Descricao
T1 Agua destilada
T2 SS 40mmol
T3 AX D1
T4 AX D2

AX: dgua de xisto; SS: solucdo salina; D1: dose 1; D2: dose 2

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

2.2 Métodos utilizados

Todos os materiais foram previamente tratados com inibidor de RNAse
(RNAse Away — Invitrogen™). As amostras congeladas foram maceradas com
auxilio de Nitrogénio liquido. A extracdo de RNA total foi realizada pelo método
CTAB com modificacbes (MESSIAS et al., 2010) e a concentracdo foi calculada
utilizando a técnica de fluorometria (QuBit-RNA BR, Invitrogen™). A partir de 75 ng
de RNA total, foi realizada a digestdo com 1U DNAse e 1x DNAse | Reaction Buffer,
e posteriormente a sintese de cDNA com a enzima MMLV, conforme instrucdes do
fabricante (Invitrogen™). Apds 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 (FAL), antocianidina sintase (ANS), UDP
flavondide glicosil transferase (UFGT), alcool acetil transferase (AAT) juntamente
com o primer 18S para normalizagcdo da expressao. Estes primers foram construidos
com o auxilio do programa Vector NTI10 (Invitrogen™) a partir de sequéncias de
Fragaria x ananassa obtidas no banco NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A
eficiéncia destes primers foi previamente avaliada mostrando-se superior a 90%. As
condicbes da reacdo de PCR foram: volume final de 20 yL contendo 3uL cDNA,
10pL de Platinum Sybr green UDG (Invitrogen™), e 2-5 pmol de cada primer. A
amplificacédo foi padronizada em um termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems)
utilizando as seguintes condic¢des: 5’ a 95°C seguidos por 40 ciclos de 1’ a 95°C, 1’ a
50°C, 1" a 72°C e extenséo final de 7’ a 72°C. Condi¢des da curva de dissociacao:
50°C por 2’, 95°C por 10’, seguido por 45 ciclos de 15” a 95°C e 1’ a 60°C. O gréfico
de expresséo relativa foi gerado segundo Pfaffl (2001).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

012
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Posteriormente a avaliacdo da expressao génica relativa através de PCR em
tempo real foi possivel obter um grafico de expressdo dos genes a partir dos dados
gerados pela curva de amplificagdo. A Fig. 1 apresenta os diferentes niveis de
expressao dos genes ANS, AAT, FAL e UFGT para os tratamentos propostos.

E ANS B AAT W FAL E UFGT

Expressdo génica (24ACt)

T1 T T3 T4

Tratamentos

Figura 1 - Diferentes niveis de expressdo dos genes AAT, ANS, FAL e UFGT para os
tratamentos propostos.

Os resultados mostram que houve um aumento na transcrigdo do gene ANS
e UFGT nos tratamentos T2 e T3 comparados ao controle, sendo o UFGT o gene
que obteve o maior nivel de expressdo nestes tratamentos. Em relagdo aos genes
FAL e AAT, houve uma diminuicdo dos niveis de transcritos para os tratamentos T2
e T4 em relagcdo ao controle, sendo AAT ligeiramente aumentado somente no
tratamento T3.

O gene FAL codifica a fenilalanina amonio-liase, enzima chave na rota
metabdlica de fenilpropandides. Esta enzima, a partir da reacdo de desaminacao do
aminoacido L-fenilalanina forma o &cido cinamico, precursor de flavondis, acidos
fendlicos, isoflavonois, antocianinas entre outros fendis.

Neste estudo, este gene teve sua expressao ligeiramente diminuida em T2 e
T4. Porém, foi observado um aumento na expressédo de ANS e UFGT, indicando que
os mesmos foram induzidos pela cascata de reacdes iniciada pela enzima FAL.
Desta forma, podemos dizer que em algum momento esta enzima foi induzida, visto
gue nao existe outro braco da rota metabdlica onde ANS e UFGT atuem que néo a
iniciada pela FAL. Esta aparente auséncia de alteracdo na expressdo pode ter
ocorrido baseado no momento de coleta dos frutos pois eles ja se encontravam
maduros e o pico de expressao ja poderia ter ocorrido, visto a mesma ser de inicio
de rota. Outra explicacao € o fato de a coleta ter sido realizada 24h apods a aplicacéo
dos tratamentos na qual também ja poderia ter ocorrido o pico de expressao deste
gene e, portanto, ndo ter sido detectado diferencas na sua expressao.

A ANS (antocianidina-sintase) e UFGT (UDP flavonoide glicosil transferase)
tiveram sua expressdao aumentada nos tratamentos T2 e T3. Os valores
correspondentes a esse aumento sao, aproximadamente, 0.5 e 0.5 (ANS)
respectivamente e 2.5 e 3.75 (UFGT) vezes mais em relacdo ao controle. Este
aumento para o0s tratamentos T2 e T3 sugerem um maior acumulo de
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antocianidinas, antocianinas e flavonoides, substancias as quais sdo atribuidos
diversos efeitos benéficos a salde quando ingeridas na dieta. O gene UFGT atua
em duas etapas distintas da rota metabdlica, podendo levar a sintese de
antocianinas e/ou flavonodides. Os resultados em relacdo as diferencas de expresséo
entre ANS e UFGT (enzimas que atuam na etapa anterior a sintese de antocianinas
e antocianinas/flavondides, respectivamente) indicam que poderia estar havendo
direcionamento para o braco de sintese de flavondides, visto que os niveis de
expressao do UFGT foram maiores.

A expressao do gene AAT foi ligeiramente aumentada no tratamento T3,
dose 1 de agua de xisto. Este gene codifica a enzima &lcool acetil transferase, que
auxilia na esterificacdo de alcodis sendo responsavel pela producdo do aroma nos
morangos (EL SHARKAWY et al., 2005). Desta forma, o tratamento T3 contribuiu
para uma melhor qualidade sensorial dos frutos.

4 CONCLUSAO

A dose 1 de agua de xisto (T3) apresentou a expressao dos genes avaliados
similar & expressdo dos genes dos morangos tratados com solugdo salina (T2),
sugerindo que parte do seu efeito sobre o aumento do metabolismo secundario
ocorre por atuar como tal, ou seja, como um causador de estresse moderado. Desta
forma sugere-se a primeira dose de agua de xisto como a mais adequada para
aplicacdo em morangos da cultivar Camarosa, com foco no acumulo de metabdlitos
funcionais de interesse a alimentacéao.
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