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Resumo

LABONDE, Julia. Expressdo de genes relacionados a sintese de
fenilpropanoides, aromas e degradacdo da parede celular em morangos
tratados com 4gua de xisto e submetidos a estresse salino. 2013. 69f. Trabalho
de Conclusdo de Curso - Graduagdo em Ciéncias Biologicas - Bacharelado.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Dentre as pequenas frutas, a espécie de maior expressdo econémica hoje € o
morango. Atualmente, para produtores e programas de melhoramento vegetal, o
incremento da produtividade é o maior interesse; porém, 0 que mais atrai 0S
consumidores sdo as caracteristicas que promovem qualidade ao fruto, sendo elas:
sabor, aroma, textura, cor, compostos nutricionais e funcionais. Neste contexto,
estratégias que visam incrementar estas caracteristicas vém sendo analisadas.
Desta forma, este trabalho buscou avaliar o efeito de duas estratégias de
biofortificacdo baseadas na inducdo de estresse moderado por meio da aplicacéo
individual ou em conjunto de cloreto de sddio (NaCl) e agua de xisto (AX) a fim de
verificar se estas estratégias sdo capazes de melhorar aspectos de qualidade na
cultura do morangueiro. O trabalho constou de dois experimentos, sendo que o
primeiro avaliou o efeito individual da aplicacdo de AX e NaCl, e o segundo avaliou a
aplicacdo conjunta destas duas solucdes. O desenho experimental foi constituido
por blocos randomizados com quatro repeticdes, com dez plantas cada repeticdo. A
técnica de PCR em tempo real foi utilizada para analisar a expressdao de genes
relacionados a aspectos de qualidade (genes da rota de fenilpropanoides - FAL,
UFGT, FLS e ANS - a qual esta relacionada a producdo de compostos funcionais e
cor, gene relacionado a producdo de aromas — AAT, e genes que atuam na
degradacédo da parede celular — PME e PG, os quais estdo relacionados com a
textura), sendo as analises realizadas com frutos maduros. No experimento 1,
morangos submetidos a aplicacdo individual de AX (menor dose) mostraram um
incremento nos niveis de transcritos dos genes da rota de fenilpropanoides,
indicando um possivel aumento dos compostos funcionais. Porém, nos demais
tratamentos (NaCl e maior dose de agua de xisto), os outros genes avaliados
obtiveram um decréscimo nos niveis de transcritos comparados ao controle ou néo
apresentaram valores estatisticamente significativos. Em relacdo ao experimento 2,
0S morangos apresentaram aumento nos niveis de transcritos comparados ao
controle tanto para os genes da rota metabdlica de fenilpropanoides, quanto para os
genes relacionados a rota de producédo de aromas e degradacdo da parede celular.
Sendo assim, pode-se dizer que a aplicacdo combinada destas duas solucbes
possivelmente promoveu uma ativacdo do metabolismo de defesa da planta, maior
producdo de aroma, e também uma modificacdo da parede celular em direcdo a
rapida aceleracdo do amadurecimento dos frutos. Desta forma, o uso combinado de
ambas as solucbes possivelmente causa um aumento consideravel das
caracteristicas de qualidade para esta cultura.

Palavras-chave: Fragaria X ananassa; biofortificacdo; estresse moderado; compostos
funcionais.



Abstract

LABONDE, Julia. Gene expression related to the synthesis of
phenylpropanoids, aromas and cell wall degradation in strawberries treated
with shale water and subjected to salt stress. 2013. 69f. Completion of course
work - Undergraduate Biological Sciences - Bachelor. Federal University of Pelotas,
Pelotas.

Among small fruits, the species of greatest economic expression today is the
strawberry. Currently, for producers and plant breeding programs, increasing
productivity is the biggest concern, but what attracts consumers are more features
that promote quality of the fruit, which are: taste, aroma, texture, color, and nutritional
and functional compounds. In this context, strategies to enhance these
characteristics have been analyzed. Thus, this study evaluated the effect of two
biofortification strategies based on induction mild stress by applying alone or together
of sodium chloride (NaCl) and shale water (SW) to verify whether these strategies
are able to improve aspects of quality in strawberry culture. The study consisted of
two experiments, the first of which evaluated the effect of applying individual SW and
NacCl, and the second evaluated the combined application of these two solutions. The
experimental design consisted of randomized blocks with four replicates of ten plants
each repetition. The technique of real-time PCR was used to analyze the gene
expression related to quality aspects (genes of phenylpropanoids pathway — FAL,
UFGT, FLS and ANS - which is related to the production of functional compounds
and color - gene related production of flavorings - AAT, and genes that act in cell wall
degradation - PME and PG, which are related to the texture), and the analyzes
performed with ripe fruit. In experiment 1, strawberries submitted to the individual
application SW (lowest dose) showed an increase in transcript levels of genes of
phenylpropanoids pathway, indicating a possible increase of functional compounds.
However, in the other treatments (NaCl and higher dose of shale water), the other
genes evaluated had a decrease in transcript levels compared to control or no
showed statistically significant values. Regarding the experiment 2, strawberries
showed an increase in transcript levels compared to control for both the metabolic
pathway genes of phenylpropanoids, as for genes related to the production of
flavorings patchway and cell wall degradation. Thus, it can be said that a combination
of these two solutions possibly promoted activation of the plant defense metabolism,
increased production of aroma, and also a modification of cell wall towards rapid
acceleration of the ripening of fruits. Thus, the combined use of both solutions
possibly cause a considerable increase of the quality characteristics for this culture.

Keywords: Fragaria X ananassa; biofortification; mild stress; functional compounds.
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Projeto de pesquisa

1 Introducéo

O morangueiro (Fragaria X ananassa Duch.) € uma planta herbacea, rasteira e
perene da familia Rosaceae, propagada por via vegetativa, através de estolhos. A
parte comestivel € um pseudofruto, originario do receptaculo floral o qual se torna
carnoso e suculento. Em geral, a cultura para producédo de frutos é renovada
anualmente. O morango € consumido nas mais variadas regides do mundo, sendo,
entre as pequenas frutas, a espécie de maior expressao econdmica (OLIVEIRA;
NINO; SCIVITTARO, 2005). No Brasil, a cultura do morangueiro € uma importante
atividade de familias de pequenos e médios agricultores. No estado do Rio Grande
do Sul, embora cultivada ha muitos anos, s6 a partir da década de 90 a cultura
tomou maiores proporcbes, passando a ter importancia econdmica e social e
ocupando um grande contingente de mao - de - obra familiar, advindo de produtores
estabelecidos em minifandios (EMBRAPA, 2005).

Embora o incremento da produtividade seja 0 maior interesse de produtores
e de programas de melhoramento vegetal, a qualidade nutricional e funcional de
frutas tornou-se uma exigéncia do mercado consumidor. Em relagdo ao morango,
um dos beneficios do seu consumo é geralmente conferido pelos flavonoides, uma
vez que a esta classe de substancias antioxidantes sdo atribuidos diversos efeitos
biolégicos que incluem, entre outros: acdo anti-inflamatdria, anti-hemorragica, anti-
alérgica e anti-cancerigena (YUNES; CALIXTO, 2001).

Neste contexto, diferentes estratégias tém sido avaliadas visando aumentar
0 conteudo destes compostos em frutas. Embora condi¢des rigorosas de estresses
abioticos afetem drasticamente a fisiologia do crescimento de plantas, estudos
mostram que condi¢cbes moderadas destes estresses poderiam ser utilizadas para
induzir o aumento no conteido de compostos antioxidantes (LICHTENTHALER,

2004). Isto ocorre porque estresses moderados ndo acarretariam danos a planta,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Inflama%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hemorragia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alergia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alergia
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2ncer

porém resultariam na producdo de compostos relacionados ao metabolismo de
defesa contra estas alteragbes nos frutos, incluindo compostos de metabolismo
secundéario, onde muitos destes compostos apresentam esta capacidade
antioxidante quando ingeridos. Outra consequéncia seria uma resisténcia
aumentada a possiveis adversidades que ocorrem no ambiente, uma vez que seu
metabolismo ja estaria direcionado a producdo de metabdlitos de defesa
(LICHTENTHALER, 2004).

A agua de xisto (AX) € um dos subprodutos do processamento industrial do
xisto (rocha formada pela deposicao sedimentar de algas e animais marinhos a mais
de 250 milhdes de anos). A diversidade de compostos organicos e inorganicos em
sua matriz pressupde um potencial uso deste subproduto liquido como matéria-
prima para a producao de fertilizantes foliares. Estudos demonstram que a aplicacao
foliar de AX estimula a sintese de metabdlitos secundarios na cultura do milho
(MESSIAS, 2011, p.11). Estes resultados, associados ao fato de sua composicao
ser diversa em minerais e elementos traco, além de compostos organicos, sugere
gue esta pode apresentar funcédo bioestimulante, auxiliando no desenvolvimento de
plantas quando submetidas a condi¢cOes de estresse, por meio de um mecanismo de
inducdo de estresse moderado. Este efeito proporcionaria aumento do acumulo de
compostos com potencial antioxidantes e, portanto, da qualidade funcional dos frutos
(MESSIAS, 2011, p.11).

1.1 Objetivo

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a expressdo de genes
relacionados a sintese de metabdlitos secundarios de defesa, da rota de
fenilpropanoides, em frutos de morango submetidos a tratamentos com AX e/ou a
diferentes niveis de estresse salino (SS), com o intuito de verificar se estes causam
um estresse moderado as plantas, aumentando, desta forma, a qualidade funcional

dos frutos.



2 Material e métodos

2.1 Desenho experimental

Mudas de morango comerciais (cv. Camarosa) serao transplantadas para
vasos de 9L contendo como substrato uma mistura de solo e vermiculita. A irrigacéo
sera realizada com agua destilada por gotejamento de forma a manter o nivel ideal
de umidade no solo constante. O fornecimento de nutrientes sera realizado
semanalmente via fertirrigacdo de acordo com as recomendacdes técnicas para a
cultura (CQFS, 2004). O desenho experimental sera constituido por blocos
randomizados, com quatro repeticdes e dez plantas por repeticao.

A SS sera aplicada diretamente ao solo, e a AX aplicada via pulverizacbes

foliares, semanalmente. Os tratamentos propostos estao representados na tab.1.
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Tabela 1 — Tratamentos propostos para aplicagdo em morangos com a finalidade de
analisar a expresséo de genes relacionados ao estresse abidtico

Tratamentos Descricao
T1 Agua destilada
T2 SS D1
T3 SS D2
T4 AX D1
T5 AX D2
T6 AX D1+ SSD1
T7 AX D1+ SS D2
T8 AX D2 +SS D1
T9 AX D2 + SS D2

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

Os morangos coletados serdo diretamente congelados em nitrogénio liquido
e armazenados em sacos plasticos em ultrafreezer a -80°C.

Para cada tratamento, seis genes da rota metabdlica de fenilpropanoides
serdo avaliados em relacdo a sua expressao génica, sendo eles: FAL (codifica a
enzima fenilalanina amoénio liase), ANS (codifica a enzima antocianidina sintase),
UFGT (codifica a enzima UDP flavonoide glicosil transferase), FLS (codifica a
enzima flavonoide sintase), FLS (codifica a enzima leucoantocianidina redutase),
AAT (codifica a enzima alcool acetil transferase) (ALMEIDA et al., 2007).

Sera realizada a maceracdo das amostras previamente congeladas. O RNA
sera extraido pelo método do CTAB com modificacbes (MESSIAS et al., 2010),
sendo sua concentracdo avaliada por fluorometria (QuBit-RNA BR, Invitrogen™),
respectivamente. O cDNA sera sintetizado utilizando a enzima MMLV, conforme
fabricante (Invitrogen™). Posteriormente & reacdo de RT-PCR, as amostras serdo
amplificadas por PCR em tempo real, utilizando primers especificos para os genes
denominados acima.

Os primers serdo 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 sequéncia dos primers, que serdo utilizados neste

trabalho, esta apresentada na tabela abaixo (tab.2).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 2 — Sequéncia dos primers que serdo utilizados para avaliar a expressao dos
genes relacionados a sintese de fenilpropanoides e producdo de aromas

Primers Forward Reverse
ANS CACCTTCATCCTCCACAACATGGTT AATGCTCTTCTACTTGCCGTTGCTT
FAL CGAAAAACTGCAGAAGCAGTTGACA TCAAGTTCTCCTCCAAATGCCTCAA
UFGT CAAGCAGTCCAACAGCTCAATC GAAAACATACCCCTCCGGCAC
FLS AACCACGACATTTCCAACGAGGC GCCCTACCATTGATTTCAGCGAC
AAT CAAGTCAACGTTTTCGATTCTGGAA TGATATTTTCACGACACCCTCGAAA

A eficiéncia destes primers serd previamente avaliada, e serdo utilizados

somente 0s que mostrarem-se superior a 90%.

2.2 Anélise de Dados

Os dados do PCR em tempo real serdo analisados pelo método de 224C
(PFAFFL, 2001), e empregado o teste F na andlise de variancia e o teste de Tukey
na comparacdo de médias de tratamento, ambos ao nivel de 5% de significancia,
utilizando o software REST (PFAFFL et al., 2002).



3 Cronograma

As atividades executadas de fevereiro de 2011 a novembro de 2012 estao
apresentadas na tab. 3.
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Tabela 3 — Cronograma das atividades iniciadas em fevereiro de 2011 e com
previsdo de encerramento em novembro de 2012

2011 2012

Alividades "M 7 J A S OND JFMAMJ JASON

Revisao X X X X X X X X X XX X XX X XXX X
bibliografica
Transplante

das mudas X

Aplicacdo
dos X X X X
tratamentos

1° coleta X
2° coleta X
39 coleta X

Extracéo de
RNA

Sintese de
cDNA

Padronizacéao
dos primers
para gRT-
PCR

gRT-PCR
com
amostras da
1° coleta

gRT-PCR
com
amostras da
2° coleta

gRT-PCR
com
amostras da
3° coleta

X X X X X X

X X X X X X X

Analise dos

dados X X X X X

Redacédo da

. X X X X X
monografia

Defesa da
monografia




4 Orcamento

4.1 Material permanente

A relacdo de precos dos materiais permanentes esta listada na tab. 4.

Tabela 4 — Relagéo de precos e materiais permanentes utilizados para realizacédo do
experimento

Quantidade Descricao Valor un. R$ Valor total R$
1 Ultrafreezer -50 a 60.000,00 60.000,00
'860C*

1 Espectrofotometro* 6.185,00 6.185,00
1 Maquina de gelo* 14.141,00 14.141,00
1 Freezer -20°C* 14.250,00 14.250,00
1 Sistema de PCR em tempo real* 190.000,00 190.000,00
1 Autoclave de mesa* 1.920,00 1.920,00
1 Banho Maria digital* 800,00 800,00

1 Balanca de precisao* 3.580,00 3.580,00
1 Capela de fluxo laminar* 15.625,00 15.625,00
1 Cuba eletroforese* 711,00 711,00

1 Fonte eletroforese* 1567,00 1.567,00
1 Deionizador 100L/h* 1368,00 1.368,00
1 Agitador vértex* 687,00 687,00

1 Purificador agua* 8.262,00 8.262,00
1 Termociclador 96 pocos* 25.000,00 25.000,00
1 Fluorémetro* 430,00 430,00

1 Fotodocumentador* 60.000,00 60.000,00
1 Notebook* 1.400,00 1.400,00
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1 Capela Workstation* 4.600,00 4.600,00
Total 410.526,00

(*) Contrapartida.

4.2 Material de consumo

A relacao de precos do material de consumo esta listada na tab. 5.

Tabela 5 — Relacdo de precos e material de consumo utilizados para realizacdo do
experimento

Quantidade Descricao Valor un. R$ Valor total R$
1 Bandeja mudas 200 céls. * 5,95 5,95
45 Vasos plasticos 6L.* 3,87 174,15
1 Pulverizador manual* 18,50 18,50
1 Grau + pistilo* 150,00 150,00
1 Micropipeta 0,1 - 2uL* 330,00 330,00
1 Micropipeta 0,5 - 10uL* 330,00 330,00
1 Micropipeta 2 - 20uL* 330,00 330,00
1 Micropipeta 10 - 100uL* 330,00 330,00
1 Micropipeta 20 - 200uL* 330,00 330,00
1 Micropipeta 100 - 1000uL* 330,00 330,00
8 Caixa armaz. Eppendorf 100 tubos* 11,80 94,40
1 Espatula caneleta* 3,30 3,30
1 Espatula 3mm* 9,23 9,23
1 Becker 50ml* 7,60 7,60
1 Proveta 100ml* 4,24 4,24
8 Caixa papelao 100 epp.* 4,56 36,48
2 Rack para 80 epp.* 6,67 13,34
1 Cubeta 7mL vidro* 30,77 30,77
1 Vermiculita 150L 57,00 57,00
360 Etiquetas adesivas 15,00 15,00
100 Sacos plasticos 18,00 1800,00

1 N2 liquido 50L 6200,00 6200,00
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3 Pact. Epp. (1000un.) 50,00 150,00
3 Ponteira 10puL (1000un.) 38,00 114,00
3 Ponteira 200uL (1000un.) 38,00 114,00
3 Ponteira 1000uL (1000un.) 38,00 114,00
3 Ponteira filtro 10uL (96un.) 20,00 60,00
3 Ponteira filtro 20uL (96un.) 20,00 60,00
3 Ponteira filtro 200uL (96un.) 20,00 60,00
3 Ponteira filtro 1000uL (96un.) 20,00 60,00
2 Kit RT - PCR 1130,00 2260,00
2 Kit extragdo RNA 1251,00 2502,00
1 RNAse 10mg.mL™ 5 mL 205,00 205,00
1 dNTP 100mM 1000mL 320,00 320,00
1 Taq DNA polimer. 2500U 500,00 500,00
1 DTT 5¢g 250,00 250,00
1 EDTA 250g 160,00 160,00
1 SDS 100g 120,00 120,00
1 Tampéao TBE 10x 75,00 75,00
1 TRIReagent TRIZOL 100mL 470,00 470,00
1 Agarose 100g 310,00 310,00
1 Kit PCR 100 reacdes 350,00 350,00
2 SYBERGreen/Rox 1000 reacdes 1800,00 3600,00
20 Alcool comercial 3,60 72,00
2 Caixa papel toalha 62,00 124,00
15 Fita adesiva autoclave 5,87 88,05
10 Luvas sem talco 100un. 32,43 324,30
1 Méscara protecao 20un. 42,80 42,80
1 Microtubos 1000un. 62,70 62,70
1 Parafilm 78,90 78,90
1 Borracha vedar placa 10un. 112,50 112,50
1 Filme adesivo microplaca 179,10 179,10
1 Placa PCR 96 pocos 50un. 199,00 199,00
Total 23,737,31

(*) Contrapartida.
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O valor total do projeto sera de R$ 434.263,31, sendo que o material
permanente ja consta no laboratério e o material de consumo seré subsidiado pelo

Projeto Xisto Agricola e Embrapa Clima Temperado.
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Relatorio do trabalho de campo

A realizacdo deste trabalho foi possivel devido a uma parceria entre
Embrapa Clima Temperado e a Petrobras, através do Projeto Xisto Agricola, o qual
disponibilizou recursos financeiros para o desenvolvimento e execuc¢ao do trabalho.

O projeto foi realizado no periodo de maio de 2011 a novembro de 2012 na
Sede da Embrapa Clima Temperado, Rodovia BR 392, km 78 - Pelotas, RS - Brasil -
96010-971. As mudas de morango foram transplantadas para vasos de 9L em maio
de 2011, permanecendo em casa de vegetacdo até 0 momento da ultima coleta dos
frutos. Foram realizadas aplicacbes de solugcdes que podem causar estresse
moderado com um possivel potencial bioestimulante, sendo elas agua de xisto - AX
e solucdo salina contendo NaCl - SS (aplicagbes individuais ou conjuntas, em
diferentes concentracdes). A manutencdo do experimento (poda das folhas,
irrigacéo, aplicacdo dos tratamentos, etc) foi feita pela equipe de campo ligada ao
Projeto Xisto Agricola, sendo a parte laboratorial de minha responsabilidade. No
total, trés coletas foram realizadas, que ocorreram entre novembro e dezembro de
2011. Os frutos coletados foram congelados em nitrogénio liquido e levados ao
laboratorio para as devidas analises de expressao génica. O trabalho em laboratério
iniciou aproximadamente logo apds os frutos terem sido coletados pela primeira vez
e terminou apenas em novembro de 2012.

Este experimento foi preliminar e diversas mudancas ocorreram durante o
processo de execucdo. ApoOs a primeira coleta foi observado que a dose mais
concentrada de SS causou efeitos desfavoraveis as plantas (distarbios
morfoldgicos), de modo que todos os tratamentos que continham essas doses foram
excluidos do trabalho. Decorrido estas alteracbes e mais alguns ajustes, outras
maneiras mais eficientes de realizar o trabalho foram propostas, sendo assim, a
partir deste momento o delineamento do experimento foi alterado, porém, o foco do
trabalho permaneceu o mesmo. Foi decidido separar o trabalho em dois

experimentos, onde a aplicacéo individual de AX e de SS foi mantida, caracterizando
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0 experimento 1. Para o experimento 2, as mesmas plantas do primeiro experimento
foram utilizadas, porém, com as seguintes altera¢cdes: o tratamento controle, além de
agua destilada, recebeu duas aplicacbes de SS, caracterizando um estresse
pontual; o tratamento que j& recebia SS permaneceu recebendo esta solucéo,
totalizando 15 aplicagOes, caracterizando um estresse prolongado; e os dois
tratamentos que vinham recebendo aplicagcbes de AX (totalizando 18 aplicacdes),
receberam também duas aplicacBes de SS. O experimento 1 objetivou verificar se a
aplicacdo dessas duas solugdes causavam, de forma semelhante, um estresse
moderado as plantas, e o experimento 2 buscou analisar se a aplicagdo em conjunto
dessas duas solu¢cdes poderia ocasionar um aumento das caracteristicas que
promovem qualidade ao fruto. Com as analises de apenas duas coletas (1° e 3°) foi
possivel obter resultados interessantes, sendo assim, ndo foram realizadas mais
analises.

As pesquisas com AX e a cultura do morango sédo ainda recentes e mais
analises sdo necessarias para que possamos ter respostas concretas sobre o efeito
da utilizacdo deste produto sobre as plantas de morangueiro, de forma que este

trabalho servira de referéncia para trabalhos futuros.



Revisdo da Literatura

1 Cultura do morangueiro

O morango é um pseudofruto de clima temperado que tem apelo peculiar
devido a sua coloracdo vermelha brilhante, odor tipico, textura macia e sabor
levemente acidificado. As atuais plantas cultivadas com finalidade de consumo de
seu pseudofruto sdo resultado de um sucessivo esforco de melhoramento genético e
cruzamento entre espécies do género Fragaria sp. (DARROW, 1966).

O grande e crescente interesse pela implantacao desta cultura é devido ao
amplo conhecimento e aceitacdo da fruta (termo utilizado popularmente) pelo
consumidor, pela diversidade de opcbes de comercializacdo e, principalmente, pela
elevada rentabilidade da cultura. Dentre as pequenas frutas, 0 morango é a espécie
de maior expressdo econémica (OLIVEIRA; NINO; SCIVITTARO, 2005). No Brasil,
s6 a partir de 1960 a producéo desta pequena fruta comecou a se expandir com a
criacdo da cultivar Campinas desenvolvida pelo Instituto Agronémico de Campinas
(IAC). Desde entdo, na busca por plantas resistentes a doencas e frutos com maior
durabilidade, a cultura passou por diversos processos de melhoramento genético,
sendo lancadas novas cultivares e novas variedades, que passaram a ser plantadas
em diversos locais do pais como Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul
(maiores produtores brasileiros atualmente), Santa Catarina, Goias, dentre outros
(EMBRAPA, 2005).

Atualmente, as cultivares mais utilizadas sdo Santa Clara, Burlkey e Dover,
sendo estas destinadas a industrializacdo, e Tangi, Campinas, Osogrande, Tudla,
Selva e Seascape, destinadas ao consumo ‘in natura’. Camarosa e Aromas sao
cultivares que possuem as duas finalidades (EMBRAPA, 2005). Na regido sul do Rio
Grande do Sul, a Camarosa € a cultivar que apresenta o melhor desempenho. Este
comportamento é confirmado por resultados apresentados por Duarte Filho, Antunes

e Padua (2003) que relatam que a mesma vem sendo cultivada na maioria dos



24

paises produtores de morango, pois possui boa adaptacdo a diversos tipos de
ambiente e clima. Os principais produtores de morango in natura do Rio Grande do
Sul encontram-se no Vale do Rio Cai, Caxias do Sul e Farroupilha. Em Pelotas e
municipios vizinhos a produgcdo € mais direcionada a morangos para industria
(EMBRAPA, 2005).

A cultura do morangueiro é uma importante atividade de familias de
pequenos e médios agricultores. No estado do Rio Grande do Sul, embora cultivada
h& muitos anos, s6 a partir da década de 1990 a cultura tomou maiores proporgdes,
passando a ter importancia econdmica e social e ocupando um grande contingente
de méao - de - obra familiar, advindo de produtores estabelecidos em minifindios
(EMBRAPA, 2005).



2 Estresse salino

As plantas muitas vezes enfrentam condi¢des adversas como estresses
abidticos devido a sua natureza séssil, 0 que pode acarretar negativamente uma
série de mudancas morfoldgicas, fisiolégicas, moleculares e bioquimicas
(MAHAJAN; TUTEJA 2006). Tais estresses sdo causados pelas mudancas nas
condicBes climaticas, tais como: temperaturas extremas, baixa disponibilidade de
agua, inundacéo e alta salinidade (SHINOZAKI; YAMAGUCHI - SHINOZAKI; SEIKI,
2003). O setor agricola, responsavel pela producdo mundial de alimentos, muitas
vezes é fortemente afetado devido a estes fatores (EMBRAPA, 2012), pois tais
mudancas podem limitar o crescimento dos vegetais, diminuir sua taxa de
reproducao e produtividade (MAHAJAN; TUTEJA 2006).

Dados apresentados por KRIEG (1993) mostram perdas de até 87% devido
a fatores bidticos e abidticos em relacdo a média obtida nas lavouras dos EUA,
sendo mais significativas as perdas por estresses abidticos para a maioria das
culturas, representando um valor aproximado de quatro vezes mais em relacdo a
estresses bidticos.

A salinidade é um dos principais estresses ambientais que afetam o
desenvolvimento das plantas, pois tende a inibir o crescimento vegetal por efeito
osmotico e restringir a disponibilidade de agua, podendo levar a modificacdes
morfoldgicas e fisioldgicas. O nivel de salinidade que influencia o crescimento das
plantas € dependente de alguns fatores, dentre eles: espécie utilizada, cultivar,
estadio de maturacao e composicao salina do meio (SHANNON, 1997).

Com a percepcdo do estresse pela planta, ocorrem respostas complexas
onde ha a ativacdo das vias de transducdo de sinal que manifestam mudancas
moleculares, aumentando as funcdes de protecdo celular e a regulacdo de outros
genes envolvidos. Grande parte desta mudanca biolégica se da devido ao processo

de regulacdo na expressao de genes envolvidos nessas estratégias de resposta as
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alteracBes ambientais podendo promover aumento na tolerancia a desidratagdo nos
vegetais (BRAY, 1993; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).

Jia et al, (2009) submeteram Malus zumi, planta da familia Rosaceae, a
condicOes de estresse salino, e analisaram o perfil de expressdo génica utilizando a
técnica de microarray. Desta forma, 388 genes foram identificados em resposta as
alteracbes, onde 249 tiveram seus niveis de transcritos aumentados e 139 tiveram
seus niveis de transcritos diminuidos.

Kim et al. (2005) relataram que, sob estresse salino, plantas de arroz
mostraram um aumento na regulacdo dos genes codificantes da enzima ribulose -
1,5-bifosfato-carboxilase / oxigenase (RuBisCO) e de suas subunidades de ligagéao,
indicando que a exposi¢cdo ao sal promove ativacdo destas proteinas. Kim et al.
(2005) relataram também que as proteinas relacionadas ao Ciclo de Calvin séo
diferencialmente expressas sob este tipo de estresse, o qual provoca reducdo na
condutancia estomatica, levando a uma condicdo de anaerobiose pela reducéo do
efluxo de CO,. Esta condicdo desencadeia a fotorrespiracdo e o metabolismo do
glicolato, o qual da origem a espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo.

Heuer e Nadler (1998) mostraram que plantas de batata sob estresse salino
perdem clorofilas, acumulam prolina e sofrem efeitos fisioldgicos negativos,
apresentando um aumento na atividade de algumas enzimas antioxidantes.

Em espécies de trigo foram identificadas varias proteinas transportadoras de
membrana que sofrem mudancas na sua regulacdo génica quando submetidas a
estresse salino. Um aumento na expressdo do gene codificante da proteina ABC-
transporter foi identificado sob este estresse, sendo esta alteracdo de grande
importancia na planta, pois permite um aumento na tolerancia ao estresse abiotico
por esta se tratar de uma proteina transmembrana responsavel pelo transporte de
metabolitos secundarios nas células (YAZAKY, 2006, p. 1183).

Em frutas, estes compostos originados do metabolismo secundario, além de
auxiliarem o vegetal contra danos provenientes do estresse ambiental e contribuirem
com a cor, também ajudam a estabilizar os radicais livres presentes em nosso
organismo quando ingeridos na dieta, agindo desta forma como antioxidantes.
Sendo assim, as chances de iniciacdo e progressdo de distlrbios degenerativos
causados pelo ataque destes radicais aos componentes celulares por espécies de

oxigénio ativo (estresse oxidativo) sao reduzidas (SUN; LIU, 2006).
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Embora estresses severos causem efeitos desfavoraveis a fisiologia de
desenvolvimento vegetal, uma alteragdo suave e moderada pode proporcionar um
efeito contrario, podendo estimular o metabolismo celular e o crescimento vegetativo
de forma a ndo prejudicar a planta, permitindo também um maior acumulo de
compostos do metabolismo secundario (LICHTENTHALER, 2004).

Turhan; Gulen; Eris (2008) avaliaram o efeito do estresse salino moderado
sobre a atividade de enzimas oxidativas (auxiliam na remoc¢éo de espécies reativas
de oxigénio) como catalase, ascorbato peroxidase e lutationa redutase em trés
cultivares morango, sendo elas Camarosa, Tioga e Chandler. Os resultados
apresentaram um acréscimo acentuado na atividade da ascorbato peroxidase nas
cultivares Tioga e Camarosa, sendo esta ultima, a cultivar que apresentou maior
atividade também da glutationa redutase. A atividade das enzimas estudadas
permaneceu inalterada em Chandler, sendo assim, Camarosa e Tioga indicaram
maior potencial de tolerar o estresse salino.

Em um trabalho realizado por Cornish (1992) foi analisado o rendimento de
frutos e contetdo de sdlidos soluveis totais em tomates submetidos a aumento da
condutividade elétrica da solugcédo nutritiva (utilizando ions de NaCl e KCI). As trés
cultivares utilizadas apresentaram respostas semelhantes ao aumento da salinidade
de 1.5 para 9.0 mS/cm, sendo a cultivar Flora Dode a apresentar o0 maior incremento
no contetdo de solidos soluveis totais (1,26 Brix) com pouco ou nenhum efeito sobre
a produtividade.

Desta forma, o conhecimento das diversas alteracdes ocorridas na
expressdo dos genes pode nos revelar o mecanismo desenvolvido pelas plantas
para tolerar os estresses abioticos (SHINOZAKI; YAMAGUCHI - SHINOZAKI; SEIKI,
2003), suportar os estresses moderados sem acarretar danos, e também desvendar
se had um incremento na qualidade nutricional e funcional dos frutos que foram
submetidos a estas alteracdes (CAMARA; WILLADINO, 2005).



3 Qualidade de frutos de morango

Os morangos sao economicamente e comercialmente importantes devido ao
seu amplo consumo ao redor do mundo. E por isso que estdo entre os frutos mais
estudados do ponto de vista agronémico. Os principais parametros que levam a alta
gualidade destes frutos séo: textura - a qual estad diretamente relacionada com a
rigidez e flexibilidade oferecida pelos compostos da parede celular; aroma e sabor -
o qual se relaciona aos compostos volateis, agucares e acidos produzidos durante o
amadurecimento; cor - originada principalmente pelo pigmento antocianina; e a
presenca de compostos funcionais - provenientes do metabolismo de defesa dessas
plantas (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

3.1 Componentes da parede celular vegetal

As células vegetais possuem uma parede celular constituida por diferentes
polissacarideos com funcdo estrutural que promovem rigidez e flexibilidade. Estes
polissacarideos se reunem de forma organizada em uma matriz formada por
hemiceluloses (polissacarideos flexiveis), microfibrilas de celulose (relativamente
rigidos), pectina (formam uma fase de gel hidratada) e uma pequena quantidade de
proteina estrutural (TAIZ; ZAIGER, 2004).

No morango, o desenvolvimento do fruto é caracterizado pelo aumento do
tamanho, mudanca de coloracdo do verde para o branco e posteriormente para o
vermelho, aumento da sintese de compostos volateis e reducao na firmeza da polpa.
Esta baixa firmeza nos tecidos facilita o ataque de patdégenos, limita a vida de
prateleira e o transporte e armazenamento dos frutos, constituindo um grande
impedimento para a comercializacdo (POMBO et al., 2009). A acdo de enzimas
atuantes nas paredes celulares de frutos, no decorrer da maturagdo, promove o
amolecimento dos tecidos vegetais devido a despolimerizacdo e desagregacao

destes polissacarideos. Este processo se da devido a uma série de fatores
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genéticos e ambientais (SALENTIJN et al., 2003) e afeta diretamente a qualidade do
fruto.

Este processo de amolecimento tem sido associado a agdo de enzimas
hidroliticas envolvidas na solubilizacdo dos componentes da parede celular tais
como expansinas (EXP), pectina metilesterases (PME), poligalacturonases (PG),
pectatoliases (PL), B-galactosidases (B-GAL), dentre outras. No entanto, o
mecanismo exato envolvendo estas proteinas e a reducao da firmeza dos frutos ndo
€ completamente compreendido (SALENTIJN et al., 2003).

No processo de amadurecimento, frutos em geral expressam altos niveis do
gene codificador da enzima PME, que tem a funcao de hidrolisar os ésteres metilicos
das pectinas liberando H,O e metanol. Esta hidrolise torna a pectina mais suscetivel
as hidrodlises subsequentes, que podem ocorrer com o auxilio da enzima PG. Tal
enzima realiza a despolimerizagdo do pectato através da quebra dos acidos
galacturdnicos da pectina (TAIZ; ZAIGER, 2004).

Através de estudos de expressao génica utilizando a técnicade PCR em
tempo real, Severo et al. (2011) demonstraram que em diferentes estagios do
amadurecimento do morango e consequente amolecimento da polpa, muitos
transcritos de genes relacionados a esse processo puderam ser quantificados. Nos
diferentes estagios de amadurecimento, diferentes enzimas atuam na parede celular
vegetal promovendo a desagregacao dos polissacarideos. O momento de atuacao
das enzimas envolvidas neste processo também poéde ser identificado de acordo
com os picos de transcricdo, que demonstraram um processo coordenado entre as
enzimas: expansinas (ndo sao proteinas enzimaticas, mas sao conhecidas por
atuarem no inicio da maturacdo), pectatoliases, pectina metiltransferases,

poligalacturonases e por fim B-galactosidades, respectivamente.

3.2 Compostos aromaticos

O morango € uma das frutas frescas mais apreciadas especialmente pela
sua aparéncia atraente combinada a sabor e aroma, sendo este Ultimo um dos
principais atributos de qualidade dos frutos e fator relevante no momento da compra
destes pelo consumidor. Ele corresponde a um conjunto de percepc¢des tidas pelo

olfato, o qual é estimulado pelos componentes volateis que caracterizam o aroma:
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ésteres, aldeidos, terpenos, cetonas, lactonas, dentre outros (LUCCHETTA 2007,
p.35).

Na maioria das vezes 0s compostos volateis encontram-se em misturas
complexas combinados a acUcares e &cidos formados durante o amadurecimento
dos frutos (BUTTERY; LING, 1993). A juncdo destes compostos em diferentes
proporcdes, ou até mesmo a predominancia de algum deles sobre outro € que
caracteriza a individualidade do aroma de cada fruto (LUCCHETTA 2007, p35).

O principal grupo de volateis contribuintes para o aroma do morango Sao 0s
ésteres. A biossintese dos ésteres tem origem principalmente na degradacdo de
acidos graxos e aminoacidos onde sdo convertidos em aldeidos ramificados e
alifaticos, para entdo, através da enzima alcool desidrogenase (ADH) serem
reduzidos a alcodis e posteriormente a ésteres com a participacdo da enzima alcool
acetiltransferase (AAT) na rota de producéo de ésteres (BEEKWILDER et al., 2004,
LUCCHETTA 2007).

A atividade da AAT ja foi mensurada em diversos frutos como maca
(FELLMAN et al., 1991), banana (HARADA; UEDA; IWATA, 1985), meldo (UEDA,;
FUJISHITA; CHACHIN, 1997), morango (PEREZ; SANZ; OLIAS, 1993) e uva
(WANG; DE LUCA, 2005), visto a importancia causada pelos compostos volateis na
maturacao dos frutos e na decisdo de compra dos frutos pelos consumidores.

Em morangueiros ocorre um incremento da atividade da AAT ao longo da
maturacdo, sendo sua maxima atividade observada quando os frutos apresentam
coloracéo vermelho escuro (PEREZ et al., 1996).

PEREZ et al. (1996) avaliaram também os niveis de expressao desta enzima
em morangos armazenados e envoltos por filme plastico, onde houve um aumento
no acumulo de transcritos deste gene devido as condi¢cdes de anoxia, que favoreceu
a producéao de alcoois, os quais liberam substrato para a AAT.

Um comportamento similar foi observado no trabalho de Severo (2009,
p.74), onde a exposicdo ao UVC (radiacdo ultravioleta) também induziu o aumento
da transcricdo da AAT, a qual esta relacionada a um consequente aumento da
producéo de aromas.

Miller et al. (1998) observou uma diminuicdo no conteldo de ésteres em
macas quando as mesmas passaram por processo de reducdo a exposicao solar.
Por fim, InGmeros fatores promovem mudancas no perfil aromético dos frutos como

a forma de manejo, as condi¢des de cultivo, os produtos aplicados, dentre outros.



31

3.3 Compostos do metabolismo de defesa das plantas com funcdo na

manutencdo da saude humana

Em ambientes naturais os vegetais sofrem diferentes tipos de estresses
tanto bidticos como abidticos. Sendo assim, eles necessitam desenvolver algumas
estratégias para evitar estes estresses como, por exemplo, a camada externa cerosa
(cuticula) e o tecido protetor secundario (periderme) que servem como barreira a
entrada de patdégenos e herbivoros. Além dessas estratégias, 0s vegetais
apresentam outro mecanismo de protecao as adversidades ambientais: um grupo de
compostos considerados de defesa que agem como antioxidantes quando ingeridos
pelos humanos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Os antioxidantes podem ser classificados em
dois grupos: possuidores de atividade enzimatica, onde os compostos sdo capazes
de bloquear a iniciagdo da oxidacao (enzimas como superoxido desmutase, catalase
e peroxidase removem as espécies reativas de oxigénio) ou compostos sem
atividade enzimatica, os quais interagem com os radicais livres formados durante a
reacdo. Nesta segunda classe incluem-se os compostos como os derivados da rota
de fenilpropanoides em vegetais, em especial em morangos, tais como acidos
fendlicos, flavondis e antocianinas (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Estes compostos de defesa fazem parte do metabolismo secundario, assim
chamados por nédo terem influéncia direta no crescimento e desenvolvimento das
plantas, entretanto, possuem grande importancia na resposta a acao de predadores
e adversidades ambientais, além de atrairem animais polinizadores e dispersores de
sementes, entre 0s quais 0s seres humanos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Dentre os principais grupos de compostos do metabolismo secundario de
plantas encontram-se os compostos fendlicos. Estes compostos sdo biossintetizados
por meio de duas rotas metabdlicas basicas: rota do acido chiquimico e rota do
acido maldnico, sendo a primeira rota responsavel pela biossintese da maioria dos
fendis vegetais e a segunda rota mais significante em grupos de fungos e bactérias.
Precursores de carboidratos derivados da glicolise e da rota das pentoses fosfatadas
sdo convertidos em aminoacidos aromaticos na rota do acido chiquimico. A enzima
fenilalanina amonialiase (FAL) cataliza a reacdo de eliminacdo de uma molécula de
amonia do aminoacido L- fenilalanina para formar o acido cindmico, que dara origem
a classe de compostos fendlicos mais abundantes em plantas, como por exemplo os

flavonoides, antocianinas, antocianidinas, etc (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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A Fig. 1 representa a rota metabdlica de fenilpropanoides, a qual pertence

algumas enzimas codificadas por genes estudados neste trabalho.
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Figura 1 — Esquema representando a rota metabdlica de fenilpropanides. Em
destaque sdo mostradas as enzimas chave que sdo codificadas pelos genes
estudados neste trabalho: FAL (codifica a enzima fenilalanina amoénio liase), FLS
(codifica a enzima flavonol sintase), UFGT (codifica a enzima UDP flavondide
glicosiltransferase) e ANS (codifica a enzima antocianidinasintase). Figura adaptada
de Almeida, J. R. M. et al (2007)

A atividade da FAL é aumentada por fatores ambientais tais como infeccao
por fungos, alteracdes das condicbes ideais de fotoperiodo, baixos niveis de

nutrientes, dentre outros, consequentemente promovendo alteracdes na atividade
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das enzimas com acao posterior e mudanc¢a nos niveis de acimulo dos compostos
finais (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Do ponto de vista funcional (nutracéutico), os compostos fendlicos derivados
das rotas supracitadas conferem varios efeitos benéficos a salde quando ingeridos
na dieta devido a suas propriedades antioxidantes, pois agem sequestrando radicais
livres (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004). Pelo fato de os compostos fendlicos
agirem como antioxidantes quando ingeridos e por serem um dos maiores grupos de
componentes dietéticos ndo essenciais, esses compostos tém atraido a atencao
para a nutricdo preventiva, pois, por inibirem os radicais livres, combatem o
envelhecimento precoce das células, atuam como antiinflamatério e
imunoestimulante, previnem doencas cardiovasculares e cronico-degenerativas e
também inibem a proliferagéo de células cancerigenas (YUNES; CALIXTO, 2001).

No trabalho realizado por Almeida et al. (2007) utilizando PCR em tempo
real, uma comparacao da expressdo génica entre diferentes 6rgdos e diferentes
fases de desenvolvimento de morangos (Fragaria X ananassa) da cultivar ‘Queen Elisa’
foi realizada utilizando genes envolvidos na rota metabolica de fenilpropanoides. Os
resultados mostraram diferentes padrdoes de expressdo, onde o0s frutos
apresentaram 0s maiores niveis de transcritos comparados a outros 6rgdos. Os
menores valores foram obtidos em folhas e pétalas, e um distinto padrdo de
expressdo foi apresentado pelas raizes. Em relacdo as fases da maturacdo, as
amostras coletadas 25 dias apds a antese apresentaram 0s maiores niveis de

transcritos para a maioria dos genes alvo.



4 Técnicas de biofortificacéo

O incremento da produtividade de frutas ainda € o maior interesse de
produtores e de programas de melhoramento vegetal, porém, o crescente interesse
e demanda por parte dos consumidores por alimentos com maior qualidade
nutricional e funcional, tem direcionado as pesquisas visando diferentes formas de
biofortificacdo. As técnicas mais utilizadas abrangem quatro grandes estratégias que
sdo: melhoramento genético convencional, mutagénese, transgenia, e 0 uso de
fertilizantes (ZHU et al., 2007).

A aplicacdo de produtos com potencial bioestimulante (definidos como
mistura de compostos, substancias e outros produtos que séo aplicados as plantas e
solos para regular e melhorar os processos fisiologicos da cultura, melhorando o
vigor, qualidade de pds colheita, vida de prateleira/conservagcao e tornando-os mais
produtivos) estimulam também a divisdo celular e promovem um aumento da
absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas (VIEIRA; CASTRO 2001), podendo

também ser considerados uma estratégia de biofortificacéo.

4.1 Agua de xisto

A agua de xisto (AX) € um subproduto do processamento do xisto, rocha
originada pela deposicdo de sedimentos (principalmente algas e animais marinhos)
h& aproximadamente 250 milhdes de anos. Atualmente este folhelho ocorre desde o
Planalto Central do Brasil até o Uruguai (MESSIAS, 2011, p.11).

A extracdo desta rocha por pirdlise utilizando presséo e altas temperaturas,
desenvolvida pela Petrobras (processo Petrosix®), gera um subproduto liquido que
foi denominado agua de xisto, o qual tem merecido destaque pela sua concentracéo
de elementos tracgo, diversidade de nutrientes presentes e compostos organicos com
potencial indutor de metabolismo secundério, pressupondo um possivel uso deste

subproduto como matéria prima para produtos de aplicagdo foliar. Na cultura do
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milho, por exemplo, a aplicagdo de AX proporcionou um maior acumulo de minerais,
metabdlitos priméarios e secundarios, atuando como um biofortificador desta cultura
(MESSIAS, 2011, p.125). No mesmo trabalho foi possivel verificar também um
aumento dos teores de alanina e prolina, aminoacidos sabidamente envolvidos na
defesa contra estresses osmoticos. Esses resultados, associados ao fato de a AX
apresentar em sua formulacdo os elementos Na e Cl, sugerem que este produto
promoveu a inducdo de um estresse em nivel moderado no milho, visto que
desencadeou a producdo de compostos de tolerancia a estas adversidades sem

acarretar prejuizo as plantas.



5 Expressao génica

Muitos genes podem ser codificados por consequéncia de estresses
moderados podendo promover aumento na tolerancia a desidratacdo nos vegetais,
aumentando as funcdes de protecdo celular e a regulacdo de outros genes
envolvidos (BRAY, 1993; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997). Uma
resposta fisiolégica mais especifica ao estresse se da por combinacdes de eventos
moleculares (ativacéo da expressao génica) que podem ser ativados ou desativados
pela percepcédo do mesmo (BRAY, 1993).

A expressdo génica pode ser mensurada através dos niveis de mRNAs
transcritos por determinado individuo. A reacdo de amplificacdo em tempo real,
uma variante da reacédo de PCR convencional, facilita as tarefas de quantificacéo da
expressao génica de forma precisa e com maior reprodutibilidade em determinadas
amostras biologicas (GINZINGER, 2002). O método utiliza um sistema fluorescente
em plataforma capaz de detectar a luz oriunda da reacédo de amplificacdo. Durante a
fase exponencial da reacdo, fluoréforos sdo emitidos proporcionalmente a
guantidade de produto da PCR, durante cada ciclo, sendo entdo detectados e
guantificados pelo equipamento. Para obter uma analise correta € necessario utilizar
um gene constitutivo, também chamado de enddégeno ou housekeeping, o qual sua
expressdo nao varia diante das condi¢cdes experimentais. As principais vantagens
da PCR em tempo real sdo: maior sensibilidade, maior precisdo, facilidade de
guantificacéo e alta reprodutibilidade e velocidade nas andlises (BUSTIN, 2005).

Dessa maneira, a biologia molecular assume papel-chave na analise pontual
de genes envolvidos em resposta ao estresse, 0 que permitird futuramente uma
maior compreensdo no direcionamento de rotas metabdlicas envolvidas nas

respostas fisiol6gicas aos estresses abibticos.
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RESUMO

O morango é uma das pequenas frutas que possuem apelo comercial devido ao seu sabor,
aroma, cor, compostos nutricionais e funcionais. Neste contexto, estratégias que visam
incrementar estas caracteristicas vém sendo analisadas. Neste trabalho foi avaliado o efeito de
duas estratégias de biofortificacdo baseadas na inducdo de estresse moderado por meio da
aplicacdo individual ou em conjunto de cloreto de sddio e agua de Xxisto (AX). Sendo assim,
buscou-se analisar a expressdao de genes relacionados a caracteristicas que promovem
qualidade ao fruto. Os resultados apresentaram maior ativacdo do metabolismo de defesa da
planta, maior producdo de compostos relacionados ao aroma, e também uma modificacdo da
parede celular em direcdo a rapida aceleracdo do amadurecimento dos frutos, possivelmente
pela maior urgéncia das plantas em completar seu ciclo fenologico. Desta forma, 0 uso
combinado de ambas as solucdes possivelmente causa um aumento consideravel das
caracteristicas de qualidade para esta cultura, sendo este efeito estatisticamente significativo

com a aplicacdo conjunta de AX (dose 1) e cloreto de sodio.
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ABSTRACT

The strawberry is a small fruit that have commercial appeal because of its taste, aroma, color,
nutritional and functional compounds. In this context, strategies to enhance these
characteristics have been analyzed. This study evaluated the effect of two biofortification
strategies based on induction mild stress by applying individually or in combination of
sodium chloride and shale water (SW). Therefore, we sought to analyze the expression gene
related to the characteristics that promote fruit quality. The results showed greater activation
of plant defense metabolism, increased compounds related to aroma, and also a modification
of the cell wall toward the rapid acceleration of fruit ripening, possibly for greater urgency in
plant completing its phenological cycle. Thus, the combined use of both solutions possibly
cause a considerable increase of the quality characteristics for this culture, and this effect was
statistically significant at the joint application of SW (dose 1) and sodium chloride.

Keywords: Fragaria x ananassa; mild stress; functional compounds.

INTRODUCAO

A Familia Rosaceae inclui as frutiferas de maior importancia econémica, dentre as quais as
pequenas frutas mais proeminentes pertencem ao género Fragaria e Rubus (Aharoni et al.,
2000), sendo Fragaria a espécie de maior expressdo econdmica atualmente (Oliveira et al.,
2005). Para produtores e programas de melhoramento vegetal, 0 maior interesse é no
incremento da produtividade, porém, o que mais atrai 0s consumidores sdo as caracteristicas
que promovem qualidade ao fruto. Os principais parametros que levam a alta qualidade destes
frutos sdo: textura - a qual esta diretamente relacionada com a rigidez e flexibilidade oferecida
pelos compostos da parede celular; aroma e sabor - o qual se relaciona aos compostos
volateis, acUcares e acidos produzidos durante o amadurecimento; cor, originada
principalmente pelo pigmento antocianina; e a presenca de compostos funcionais,

provenientes do metabolismo de defesa dessas plantas (Chitarra & Chitarra, 2005).

Compostos volateis provenientes da rota de producdo de aromas nos frutos, aléem de atrairem
insetos polinizadores e contribuirem para a dispersdo das sementes, sdo um fator relevante no
momento da compra destes pelo consumidor (Lucchetta, 2007). Outro fator relevante é a

manutencdo de uma textura consistente, pois a baixa firmeza dos tecidos vegetais,
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caracterizada pela despolimerizacdo e desagregacdo dos polissacarideos da parede celular,
além de facilitar o ataque de patégenos, limita a vida de prateleira e o transporte e
armazenamento dos frutos, constituindo um grande impedimento para a comercializacéo
(Pombo et al., 2009). Além disso, o0 morango tem despertado interesse do consumidor por
apresentar alto valor nutricional devido ao alto contetdo de vitamina C, a qual é de extrema
importancia para a saude, e devido a presenca de minerais essenciais para 0 organismo
humano como calcio, potassio, magnésio, manganés, ferro, zinco e cobre. Além disso, estes
frutos possuem também um alto valor funcional que €é atribuido aos compostos com
propriedade antioxidante, os quais agem sequestrando radicais livres no nosso organismo e
promovendo diversos efeitos benéficos, tais como: combater o envelhecimento precoce das
células, reduzir a suscetibilidade a infec¢bes, aumentar a atividade anti-inflamatoria, dentre
outros (Yunes & Calixto, 2001). Dentre 0s compostos presentes no morango com este
potencial estdo os acidos (p-cumarico, caféico, ferulico, sinaptico), flavonoides (flavonas,

isoflavonoides, flavanonas) e antocianinas (cianidina, delfinidina, pelargonidina).

Neste contexto, préaticas de otimizacdo/biofortificacdo de culturas agricolas como selecdo de
variedades, sistemas de cultivo, utilizacao de fertilizantes, melhoramento genético e aplicacéo
de produtos com potencial bioestimulante vem sendo avaliadas visando aumentar o contetdo
de compostos fenolicos, volateis e compostos capazes de promover a manutencao da firmeza

em frutas.

Com o objetivo de verificar se morangos submetidos a radiacdo podem sofrer biofortificaco,
aumentando desta forma a producdo de compostos provenientes do metabolismo secundario,
Severo et al. (2009) avaliaram a influéncia da radiacdo UVC (4.35 KIm™ que corresponde a 5’
exposto a luz em camara fechada) sobre a expressdo de genes que atuam na rota de sintese
desses compostos e também teor de fendis totais. Os resultados mostraram um aumento nos
niveis de transcritos dos genes estudados, aléem de uma inducdo da sintese dos compostos

sintetizados na rota de fenilpropanoides.

Neste mesmo trabalho realizado por Severo et al. (2009), buscou-se verificar se esta estratégia
estimulou a producdo de compostos volateis e compostos que promovem a degradacdo da
parede celular no decorrer do amadurecimento dos morangos. Os resultados mostraram uma
prorrogacdo do processo de amolecimento da parede e também uma inducdo da sintese de

compostos volateis, aumentando, desta forma, as caracteristicas de qualidade do fruto.
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Embora condi¢Bes rigorosas de estresses abidticos afetem drasticamente a fisiologia do
crescimento de plantas, estudos tém mostrado que, além das praticas de
otimizacao/biofortificacdo citadas acima, condicGes moderadas de estresses também poderiam
ser utilizadas para induzir um aumento das caracteristicas que promovem qualidade ao fruto.
Ou seja, estresses moderados ndo acarretariam danos a planta, e sim resultariam na producao
de compostos relacionados ao metabolismo de defesa contra estas alteragdes ambientais,
incluindo os compostos de metabolismo secundario, os quais apresentam capacidade
antioxidante quando ingeridos. Outra consequéncia Seria uma resisténcia aumentada a
situacBes de estresse, uma vez que seu metabolismo ja estaria direcionado a producdo de
metabdlitos secundarios (Lichtenthaler, 2004).

Em outras culturas esta estratégia de biofortificacdo através de estresse moderado ja se
mostrou eficiente (ver: Cornish, 1992 e Turhan et al., 2008), porém, este efeito sobre o
metabolismo secundario, textura e compostos volateis sobre condigdes de estresse moderado €

ainda pouco estudado em morango.

Outra forma de biofortificacdo, também baseada em estresse moderado, foi apresentada no
trabalho de Messias (2011), onde, utilizando a cultura do milho, demonstrou que a aplicacédo
foliar de &gua de xisto (AX) - subproduto do processamento do xisto - induziu um aumento
significativo nos niveis dos aminoacidos prolina e alanina, sabidamente envolvidos na
tolerancia a estresses abioticos. Estes resultados, associados ao fato de a AX apresentar em
sua constituicdo os minerais Na e Cl, sugerem gque a mesma possa atuar causando um estresse
moderado em plantas, que, além de proporcionar aumento no contetdo de compostos
antioxidantes, melhorando a qualidade nutricional/funcional dos frutos, auxilia no

desenvolvimento de plantas quando submetidas a condicdes de estresses subsequentes.

Desta forma, este trabalho buscou analisar a expressdo de genes relacionados a sintese de
metabolitos secundarios de defesa, sintese de compostos volateis e a desagregacdo de parede
celular em frutos de morango submetidos a tratamentos com AX e solucdo com cloreto de
sodio (SS), aplicados individualmente ou em conjunto, com o objetivo de verificar se estas

estratégias sao capazes de melhorar aspectos de qualidade na cultura do morangueiro.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental - Mudas de morango comercial (cv. Camarosa) foram
transplantadas para vasos de 9L contendo como substrato uma mistura de solo e vermiculita
(3:1). A irrigagdo foi realizada com agua destilada por lamina d’adgua de forma a manter o
nivel ideal de umidade no solo constante. O fornecimento de nutrientes foi realizado
semanalmente via fertirrigacdo de acordo com as recomendacgdes técnicas para a cultura
(CQFS, 2004). O desenho experimental foi constituido por blocos randomizados com quatro
repeticdes, com dez plantas cada repeticdo. Com o intuito de verificar o efeito da aplicacdo de
um estresse moderado utilizando NaCl (solugdo salina = SS) aplicado ao solo e sua
similaridade com o efeito da aplicacdo foliar de AX, sobre a inducéo de genes relacionados a
sintese de compostos volateis, de parede celular e provenientes do metabolismo de
fenilpropanoides, foram utilizados os tratamentos descritos na Tabela 1. Este delineamento
constituiu o experimento 1, sendo as aplicacdes de AX realizadas duas vezes por semana e as
aplicacOes de SS realizadas semanalmente (50 mL de cada solucdo a 40mM), totalizando 13 e
7 aplicacOes, respectivamente, até 0 momento da coleta de frutos, a qual foi realizada 24h

apos a ultima aplicacdo de todos os tratamentos.

Tabela 1. Tratamentos aplicados em morangos referentes ao experimento 1 (Treatments

applied in strawberries for the experiment 1). Pelotas, Embrapa, 2013

Tratamentos Descricéo Total de aplicacdes
T1 Agua destilada 13
T2 SS (40mM) 7
T3 AX D1 13
T4 AX D2 (D2 =2x D1) 13

AX: agua de xisto; SS: solucdo salina; D1: dose 1; D2: dose 2 (AX: shale water; SS: saline solution;
D1: dose 1; D2: dose 2) Pelotas, Embrapa, 2013.

Com o intuito de verificar o efeito da aplicacdo de AX associado a aplicacdo de SS sob a
expressdo dos mesmos genes (relacionados a sintese de metabdlitos secundarios de defesa,
sintese de compostos volateis e a desagregacdo de parede celular), um segundo experimento
foi desenvolvido. Para tanto, apds a primeira coleta realizada no experimento 1, as plantas do

tratamento T1 passaram a ser submetidas, além de agua destilada, também a estresse
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moderado com solucdo salina (duas aplicagcbes de 40mM) caracterizando um estresse pontual,
0 tratamento T2 recebeu mais duas dose de 40mM de SS (totalizando 9 aplicagdes),
caracterizando desta forma um estresse prolongado, e os tratamentos T3 e T4 receberam mais
duas aplicagbes de AX e SS, totalizando 19 aplicacdes foliares de AX e a duas aplicacdes de
SS (40mM). Este delineamento constituiu o experimento 2, o qual esta apresentado na Tabela
2. A coleta de frutos maduros do experimento 2 ocorreu 24 horas apds as aplicagdes dos
tratamentos descritos acima. Todos os frutos coletados foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o momento das analises.

Tabela 2. Tratamentos aplicados em morangos referentes ao experimento 2 (Treatments
applied in strawberries for the experiment 2). Pelotas, Embrapa, 2013

Tratamentos Descricao Total de aplicacOes
T1 SS (40mM) + agua destilada 2el7
T2 SS (40mM) 9
T3 AX D1 + SS (40mM) 19e2
AX D2 (D2 =2x D1) +SS
T4 19e2
(40mM)

AX: 4gua de xisto; SS: solucéo salina; D1: dose 1; D2: dose 2 (AX: shale water; SS: saline solution;
D1: dose 1; D2: dose 2) Pelotas, Embrapa, 2013.

Extracdo, quantificacdo e avaliacdo da qualidade do RNA - Os morangos coletadas foram
macerados com auxilio de nitrogénio liquido, sendo os procedimentos realizados com
materiais previamente autoclavados a 120°C por 45min e todos os materiais e bancadas
utilizadas para manipular as amostras foram pré-tratadas com inibidor de RNAse (RNAse
Away - Invitrogen™). O método utilizado para as extracdes foi CTAB com modifica¢des
(Messias et al., 2010). O RNA das amostras foi extraido em quadriplicata. A concentracdo de
RNA foi quantificada pelo protocolo Qubit Quantitation Platform que inclui o aparelho Qubit
fluordmetro (Invitrogen™) e os reagentes do kit Quant-it (Invitrogen™). Os produtos de
extracdo de RNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) em tampéo

TBE com auxilio de corante GelRed™, com intuito de avaliar a qualidade do RNA extraido.

Sintese de cDNA — O RNA extraido foi previamente digerido com DNAse | Amp Grade,

UltraPure ™DEPC-treated Water (Invitrogen™), seguindo o protocolo descrito pelo
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fabricante. As amostras foram incubadas em termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems)
por 15min a 25°C, seguido de inativagdo com 1mM de EDTA a 65°C por 10min. A reacédo de
transcricdo reversa foi realizada com 60ng de RNA utilizando a enzima MMLYV e oligo(dt)
conforme fabricante (Invitrogen™). RNaseOut™ (Recombinant ~ RNAse Inhibitor)

(Invitrogen™) foi adicionada a reag@o a fim de inibir a agdo de RNAses.

Selecdo de genes e desenho de primers — Para este trabalho foram selecionados genes chave
da rota metabdlica de fenilpropanoides sendo eles: FAL (codifica a enzima fenilalanina
amonio liase, principal gene de entrada nesta rota), FLS (codifica a enzima flavonol sintase
que da origem aos flavonoides), UFGT (codifica a enzima UDP flavonoide glicosil
transferase, responsavel pela producdo de flavonoides e antocianinas) e ANS (codifica a
enzima antocianidina sintase, responsavel pela sintese de antocianidinas) (Taiz & Zeiger,
2004). Em relacdo a producédo de compostos volateis foi selecionado o gene AAT responsavel
pela producdo de aroma no morango (codifica a enzima alcool acetiltransferase) (Beekwilder
et al., 2004). E por fim, foram também selecionados dois genes que auxiliam na degradacéo
da perede celular dos vegetais, sendo eles PME (codifica a enzima pectina metilesterase que
tem a funcéo de hidrolisar os ésteres de metil das pectinas liberando H20 e metanol) e 0 PG
(codifica a enzima poligalacturonase, tal enzima realiza a despolimerizacdo do pectato através
da quebra dos &cidos galacturénicos da pectina (Taiz & Zeiger, 2004). Os primers utilizados
neste trabalho 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), utilizando o0s seguintes critérios: temperatura meédia de

anelamento entre 52°C e 56°C; conteudo de CG entre 40% e 60%, auséncia de estruturas
secundarias (dimeros e hairpins) (Bustin et al., 2009). Foram desenhados primers para uso
como genes de referéncia, sendo eles: 18S (codifica RNA ribossdmico 18S) e GAPDH
(codifica a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). A Tabela 3 apresenta as sequéncias

dos primers desenhados para cada gene de interesse empregado neste trabalho.

Avaliacdo da especificidade e eficiéncia dos primers utilizados - A capacidade de alguns dos
primers propostos neste trabalho de gerar um amplicom especifico foi previamente testada em
reacdo de PCR convencional com auxilio de termociclador 7500 (Applied Biosystems)
utilizando as seguintes condigdes: 5° a 95°C seguidos por 40 ciclos de 1’ a 95°C, 1’ a 50°C, 1’
a 72°C e extensao final de 7° a 72°C. As concentragdes utilizadas nas PCRs foram 3mM,

4mM e 6mM para cloreto de magnésio e 0,04uM, 0,08uM, 0,16uM e 0,2uM para 0s primers.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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O produto da PCR foi corado com GelRed™ e verificado em eletroforese em gel de agarose
3% (m/v) com o marcador 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen™).

Para o teste de eficiéncia dos genes alvo propostos neste trabalho, dilui¢ces seriadas de cDNA
juntamente com os primers propostos foram testadas em PCR em tempo real com as seguintes
condigoes: 50°C por 2°, 95°C por 10°, seguido por 45 ciclos de 15’ a 95°C e 1’ a 60°C. O
resultado destas reacdes foi tabelado para o célculo da equacdo da reta, o qual, conjuntamente
com o valor de inclinacdo da reta permitiu avaliar a eficiéncia da reagdo. Uma eficiéncia de
reacdo entre 90-110% ¢é considerada adequada para utilizacdo em analises de PCR em tempo
real (Bustin et al., 2009).

Avaliacdo da expressdo génica relativa utilizando PCR em tempo real - Os cDNAs foram
amplificados por PCR em tempo real, em um volume final de 20uL, contendo 6ng de cDNA,
10puL de Platinum SYBR Green UDG (Invitrogen™), ¢ 2 a 10pmol de cada primer. A
amplificacdo foi padronizada em um termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems)
utilizando as seguintes condigoes: 50°C por 20°°, 95°C por 10°’, seguido por 45 ciclos de 15’
a 95°C e 1’ a 60°C. As condigoes da curva de dissociacao foram: 15°” a 95°C, 1’ a 60°C, 30’
a 95°C e 15 a 60°C. Todas as analises foram realizadas em quadruplicata.

Analise de dados - Os dados do PCR em tempo real foram analisados pelo método de 274
(PFAFFL, 2001), e empregado o teste F na analise de variancia e o teste de Tukey na
comparacdo de médias de tratamento, ambos ao nivel de 5% de significancia, utilizando o
software REST (PFAFFL et al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Posteriormente a extracdo, 0 RNA total foi submetido a eletroforese em gel de agarose onde
foi avaliada a qualidade das amostras. O anexo 1 mostra o resultado da eletroforese para
algumas amostras escolhidas aleatoriamente. A sequéncia de cada primer utilizado neste
trabalho, assim como o tamanho (pb), a eficiéncia de amplificacdo e temperatura de
dissociacdo (melting) estdo apresentadas no anexo 2. Os primers propostos foram avaliados
em PCR convencional e apresentaram amplicon especifico somente com a utilizacdo de 3mM
de MgCI sendo apresentadas no anexo 3 as melhores concentragOes utilizadas para cada

primer. O resultado dos testes de eficiéncia de amplificacdo de cada primer proposto foi
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ajustado de acordo com o valor de inclinacdo da reta, de modo que todos foram considerados
adequados para utilizacdo nas andlises de PCR em tempo real. O anexo 4 apresenta um
exemplo da curva de amplificagdo, curva de melting e curva padréo, que neste caso sdo
relacionados ao primer AAT. Todos 0s genes utilizados neste estudo foram amplificados em
PCR em tempo real e submetidos a eletroforese, apresentando bandas especificas e de
tamanho esperado em gel de agarose (Figura 1).
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Figura 1. Géis de agarose mostram banda especifica (apos reacdo de PCR em tempo real)
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para cada gene estudado neste trabalho (Agarose gels show specific band (after real time PCR

reaction) for each gene studied in this work). Embrapa, Pelotas, 2013

Os produtos da amplificacdo em PCR em tempo real ndo apresentaram dimeros ou outros
produtos inespecificos, mostrando apenas um Unico pico de melting, confirmando a
especificidade da amplificacdo. Dados obtidos por PCR em tempo real das amostras
referentes ao experimento 1 mostram que o estresse salino (T2) e o estresse provocado pela
AX (T3 e T4) apresentaram alteracdes nos niveis de expressdo dos genes estudados (Figura
2).
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Figura 2. Expressdo transcricional dos genes FAL (a), UFGT (b), FLS (c), ANS (d), AAT (e),
PME (f) e PG (g) em morangos tratados com: (T1) agua destilada, (T2) SS, (T3) AX dose 1 e
(T4) AX dose 2. O asterisco (*) indica diferenca estatistica em relacdo ao tratamento T1 ao
nivel de 5% de significancia pelo programa REST sendo: *aumento dos niveis de transcrito e
**diminuicdo dos niveis de transcrito (Transcriptional expression of genes FAL (a), UFGT
(b), FLS (c), ANS (d), AAT (e), PME (f) and PG (g) in strawberries treated with: (T1) distilled
water, (T2) SS, (T3) SW dose 1 and (T4) SW dose 2. The asterisk (*) indicates statistical
difference compared to T1 at 5% significance by being REST program: * Increased levels of
transcript ** and decreased levels of transcript). Pelotas, Embrapa, 2013



a7

FAL, UFGT, FLS e ANS sdo genes que codificam enzimas que atuam na rota de
fenilpropanoides nos morangos. O gene FAL, o qual codifica a fenilalanina amonio liase,
enzima de entrada nesta rota (Taiz & Zeiger, 2004), foi regulado negativamente no tratamento
com a segunda dose de AX (T4) sugerindo uma possivel reducdo dos compostos
fenilpropanoides neste tratamento (Figura 2a). Porém, o mesmo resultado nao foi observado
em relagdo a expressdo de UFGT, FLS e ANS (Figuras 2b, 2c, 2d), as quais sdo enzimas
subsequentes desta rota metabdlica. Os genes UFGT e FLS, por outro lado, apresentaram um
aumento significativo nos niveis de transcritos com a primeira dose de AX (T3), embora os
niveis de FAL ndo tenham sido significativamente alterados. Uma possivel explicacdo para
esta inalterada expressdo da FAL é que, inicialmente ela foi induzida e posteriormente
reprimida, momentos antes da coleta, quando apenas o aumento de UFGT e FLS pdde ser
detectado, como consequéncia da cascata de reagdes iniciada pela enzima FAL. Estes
resultados indicam que pode ter havido um incremento nos compostos flavonoides das plantas
submetidas a este tratamento (T3), visto que UFGT e FLS fazem parte do braco da rota que
leva a producdo destes produtos metabolicos (Taiz & Zeiger, 2004). Por outro lado, a
expressdo do gene ANS ndo foi estatisticamente alterada no T3 (e em nenhum outro
tratamento) comparado ao controle, mostrando que de fato o braco da rota que leva a
producdo de antocianinas nao foi favorecido, (visto que ANS codifica para antocianidina
sintase, enzima responsavel pela producdo de antocianidinas, mas que também é dependente
de UDP flavonoide glicosil transferase - UFGT - para produzir antocianinas) (Taiz & Zeiger,
2004).

Embora o tratamento com AX tenha induzido a expressdo de enzimas da rota de
fenilpropanoides, a enzima AAT - alcool acetiltransferase, responsavel pela producdo de
aromas no morango (El Sharkawy et al., 2005) ndo apresentou diferenca significativa em

nenhum tratamento comparado ao controle (Figura 2e).

No tratamento T2, apesar de sete aplicacdes de solucdo salina ja terem sido realizadas ao
longo deste periodo, ndo foi observado regulacdo dos genes da rota de fenilpropanoides e de
volateis, embora o desenvolvimento da planta tenha sido visualmente afetado (Figura 3),
sugerindo que outras rotas de producdo de compostos antioxidantes ou enzimas antioxidantes

possam estar sendo produzidas para auxiliar na defesa contra o estresse causado.
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Por outro lado, a expressdo dos genes PME e PG, os quais codificam enzimas que atuam na
despolimerizacdo da parede celular de frutos e vegetais (Salentijn et al., 2003), foi regulada
negativamente comparada ao tratamento controle (Figura 2f, 2g). Este resultado foi observado
tanto em plantas submetidas ao estresse com dose de salina (T2) quanto em plantas
submetidas ao estresse com AX (T3 e T4), sugerindo que sua textura ndo foi alterada em
direcdo ao amolecimento, ou seja, a aplicacdo de um estresse salino moderado ou agua de
xisto em nivel moderado possivelmente promove firmeza nos frutos mesmo havendo processo

de maturagéo.

Todos os resultados observados no experimento 1 mostram que, em relacdo aos genes da rota
de fenilpropanoides, houve incremento de compostos flavonoides somente no T3 devido a
significativa regulagdo positiva dos genes UFGT e FLS, pois no T2 nenhum gene desta rota
foi significativamente alterado, e no T4 parece ter havido reducdo dos compostos
fenilpropanoides devido a reducdo dos niveis de transcritos da FAL e pela inalteracdo dos
genes subsequentes desta rota. Os niveis de expressdo de AAT ndo apresentaram alteracao
significativa em nenhum tratamento, sugerindo que ndo houve melhora na qualidade
aromatica dos frutos. E por fim, os genes relacionados a degradacdo da parede celular foram
regulados negativamente em todos os tratamentos comparados ao controle, sugerindo que a

textura dos frutos ndo foi alterada em direcdo ao amolecimento.

Em relacdo ao experimento 2, comparados ao tratamento controle, a aplicagdo concomitante
de AX e SS, além de promover o0 aumento de FAL (Figura 4a) e UFGT (Figura 4b) ambos no
T4, 0 que ja havia sido observado com a aplicacdo isolada de AX, também proporcionou
aumento de ANS (Figuras 4c) no T3, indicando que a inducdo do metabolismo de

fenilpropanoides foi persistente durante o ciclo de desenvolvimento da planta.

Embora ndo tenha sido possivel avaliar a expressdo de FLS nesta mesma coleta, € possivel
gue neste tratamento o braco da rota metabdlica favorecida tenha sido o de producdo de
antocianinas e/ou antocianidinas, possivelmente porque o gene ANS apresentou niveis de
expressdo bem elevados, quando comparados aos niveis de expressdo de UFGT (Figura 4b).
Sabe-se que aos flavonoides sdo atribuidos diversos efeitos benéficos a salde, uma vez que
possuem acao anti-inflamatdria e anticancerigena, e também por atuarem como antioxidantes
no organismo, prevenindo o envelhecimento precoce. Compostos com propriedades

antioxidantes como flavonoides podem ser sintetizados em plantas sob mudangas adversas no
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ambiente, resultando em defesa contra agentes patogénicos, herbivoria, atuando no combate a
oxidacdo celular e conferindo resisténcia a doencas (Baka et al., 1999; Taiz & Zeiger, 2004),

justificando o resultado observado no presente estudo.

J& 0 T2 provocou uma diminuicdo dos transcritos do gene FAL (Figura 4a), e do gene UFGT
(Figura 4b), deste modo podemos dizer que neste tratamento houve uma diminui¢do dos
compostos fendlicos, j& que os mesmos sdo sintetizados a partir da reagdo enzimatica
realizada pela UFGT. Este efeito pode ter ocorrido devido aos morangos estarem sobre um
efeito estressante mais drastico devido as nove aplicacOes realizadas.
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Figura 4. Expressao transcricional dos genes FAL (a), UFGT (b), ANS (c), AAT (d), PME (e)
e PG (f) em morangos tratados com: (T1) aplicacdo pontual de SS, (T2) aplica¢do prolongada
de SS, (T3) AX dose 1 + SS (40mM) e (T4) AX dose 2 + SS (40mM). O asterisco (*) indica
diferenca estatistica em relacdo ao tratamento T1 ao nivel de 5% de significancia pelo
programa REST sendo: *aumento dos niveis de transcrito e **diminuicdo dos niveis de
transcrito (Transcriptional expression of genes FAL (a), UFGT (b), FLS (c), ANS (d), AAT (e),
PME (f) and PG (g) in strawberries treated with: (T1) punctual application of SS, (T2)
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prolonged application of SS, (T3) SW dose 1 + SS (40mM) e (T4) SW dose 2 + SS (40mM).
The asterisk (*) indicates statistical difference compared to T1 at 5% significance by being
REST program: * Increased levels of transcript ** and decreased levels of transcript). Pelotas,
Embrapa, 2013

Em relacdo a producéo de compostos volateis dos frutos, no primeiro experimento os valores
para AAT ndo apresentaram nenhuma diferenca estatistica em relagdo ao controle (Figura 4e).
Porém, no segundo experimento foi observado um aumento significativo nos niveis de
expressdo deste gene para todos os tratamentos comparados ao controle (Figura 4d). Desta
forma, os niveis de compostos aromaticos possivelmente foram mais elevados no experimento

2 e possivelmente propiciaram maior qualidade aromatica aos morangos.

No segundo experimento, concomitantemente ao aumento dos genes diretamente envolvidos
com a producéo de flavonoides e do gene relacionado a producdo de aromas, 0 uso de ambas
as estratégias de biofortificacdo resultou também em um aumento consideravel da expressao
de genes relacionados a degradacdo de parede celular (comparados ao controle), sugerindo,
portanto, que os frutos tratados apresentavam maior producédo destas enzimas em funcéo de
seu estagio de amadurecimento estar mais avancado, mais maduro. Ou seja, para PME ocorre
um aumento significativo de transcritos em todos os tratamentos, onde o maior nivel de
expressdo € visualizado no tratamento com AX D1/SS (T3) comparado ao controle (Figura
4e). Os niveis de transcritos da PG tambem sofrem aumentos significativos neste segundo
experimento comparados ao controle, e T2 e T4 sdo os tratamentos que apresentam 0s niveis
de aumento mais significativos (Figura 4f). Este aumento nos niveis de expressdo destes
genes sugere que os frutos aceleraram seu processo de maturacao antes que fossem afetados
drasticamente pelo estresse causado pelos tratamentos, ou entdo um processo de tolerancia a
essas adversidades foi desenvolvido para que 0s morangos completassem seu ciclo

fenoldgico.

E sabido que outras estratégias com o objetivo de estimular a producdo de compostos que
promovem qualidade aos vegetais vem sendo avaliadas. Turhan et al. (2008) avaliaram o
efeito do estresse salino moderado sobre a atividade de enzimas oxidativas (auxiliam na
remocdo de espécies reativas de oxigénio) como catalase, ascorbato peroxidase e lutationa
redutase em trés cultivares morango, sendo elas Camarosa, Tioga e Chandler. Os resultados

apresentaram um acréscimo acentuado na atividade da ascorbato peroxidase nas cultivares
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Tioga e Camarosa, sendo esta Ultima, a cultivar que apresentou maior atividade também da
glutationa redutase. A atividade das enzimas estudadas permaneceu inalterada em Chandler,
sendo assim, Camarosa e Tioga indicaram maior potencial de tolerar o estresse salino. Em um
trabalho realizado por Cornish (1992), também utilizando niveis de estresse salino moderado
utilizando ions de NaCl e KCI, foi analisado o rendimento de frutos e contetdo de sdlidos
soluveis totais em tomate. As trés cultivares utilizadas apresentaram respostas semelhantes ao
aumento da condutividade elétrica de 1.5 para 9.0 mS/cm, sendo a cultivar Flora Dode a
apresentar 0 maior incremento no contetdo de sélidos soluveis totais (1,26 Brix) com pouco
ou nenhum efeito sobre a produtividade, comprovando que o emprego destas estratégias pode

proporcionar mais qualidade as plantas.

Nunes (2009), através de melhoramento genetico, conseguiu promover uma biofortificacdo
em alface. O objetivo foi aumentar o teor de folato nesta hortalica atraves de transformacéo
genética, sendo utilizado um sistema mediado por Agrobacterium tumefaciens, onde o
plasmidio portando a regido codificante do gene GTP ciclohidrolase I (GCHI) foi inserido

nesta folhosa.

O emprego da associacdo de duas estratégias utilizando estresses abidticos também foi
avaliada no trabalho de Cogo et al. (2011), onde foi analisado mudanca de cor, compostos
bioativos e atividade antioxidante em brocolis submetidos a estresse hidrico moderado e teor
normal de agua no solo combinado a armazenamento a temperatura ambiente e a baixa
temperatura na pos colheita. Os resultados demonstraram uma melhor preservacdo da cor,
atividade antioxidante e contetdo de &cido L-ascorbico e 5-metil-tetrahidrofolato nas plantas
moderadamente estressadas e combinadas com o armazenamento a frio. Sendo assim, houve
um incremento de algumas caracteristicas de qualidade, mostrando que a utilizacdo da

associacdo de estresses moderados podem biofortificar a cultura em questéo.

Neste trabalho, a regulacdo positiva e negativa da expressdo dos genes relacionados a
qualidade do morango provavelmente ocorreu como uma resposta de defesa aos estresses
aplicados, de forma que a aplicacdo de AX isoladamente ou associada a SS pode ter
promovido um efeito bioestimulante, resultando possivelmente em processos de ativacdo do
metabolismo de defesa, maior produgdo de compostos relacionados ao aroma e aumento da
degradacdo da parede celular. Estes processos promoveram uma aceleragdo do

amadurecimento, uma resultado que pode ser interessante para o produtor, uma vez que a
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produtividade destas plantas ndo foi afetada (em tratamentos com AX ou AX/SS) em relacdo
ao controle (dados ndo apresentados).

Os resultados de expressdo génica mostraram também que o efeito causado pelos dois tipos de
estresses moderados (AX e SS) avaliados neste trabalho foi similar apenas no aspecto
“producdo de aromas e degradacdo da parede celular”. Porém, além dos aspectos citados, um
aumento consideravel dos compostos funcionais foi observado somente nas plantas
submetidas aos tratamentos que utilizavam AX ou a associagcdo desta com SS, sugerindo
entdo que AX e AX/SS possivelmente causam um aumento mais apreciavel das caracteristicas
de qualidade, sendo este efeito estatisticamente significativo com a aplicacdo de AX D1/SS

(experimento 2 — T3).
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Figura 3. Em destaque o tratamento T2 do experimento 1. As plantas submetidas a este
tratamento foram visualmente afetadas (Featured T2 treatment of experiment 1. Plants
subjected to this treatment were affected visually). Pelotas, Embrapa, 2013
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ANEXOS

Anexo 1. A figura abaixo mostra a qualidade (avaliada por eletroforese em gel de agarose) de
algumas amostras de RNA escolhidas aleatoriamente (The figure below shows the quality

(assessed by agarose gel electrophoresis) of some RNA samples randomly chosen). Pelotas,
Embrapa, 2013
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Anexo 2. Sequéncia, tamanho, eficiéncia de amplificacdo e temperatura de dissociacdo dos primers que foram utilizados para avaliar a expresséo
de genes da rota de fenilpropanoides, aromas e parede celular e primers desenhados para uso como genes de referéncia em morangos submetidos
a estresse abidtico (Sequence, size, amplification efficiency and dissociation temperature of the primers that were used to evaluate of gene
expression of phenylpropanoids pathway, flavorings, cell wall and primers designed for use as reference genes in strawberries subjected to
abiotic stress). Pelotas, Embrapa, 2013

~ Temperatura
. Tamanho Eficiéncia
Primer Forward Reverse de
(pb) (%) L
dissociacao
ANS CACCTTCATCCTCCACAACATGGTT AATGCTCTTCTACTTGCCGTTGCTT 138 66,468 84,29
FAL AACCACGACATTTCCAACGAGGC GCCCTACCATTGATTTCAGCGAC 115 101,094 84,39
FLS TCACCCTCGAGGTTCTGTGA TCAACGGATATGTAGCGCTGC 101 89,949 82,03
UFGT CAAGCAGTCCAACAGCTCAATC GAAAACATACCCCTCCGGCAC 106 87,227 79,89
AAT CCAGTCAACGTTTTCGATTCTGGAA TGATATTTTCACGACACCCTCGAAA 125 96,327 81,97
PG ACCAATTGAAGCCCAATTAGCAAAT ATTGCAGTCGTTGTCTTTCCAAGAA 130 79,591 78,18
PME CCGGATTACAGCTTGAAGCGCTAT AGTAGCATCCATGCCATCTCCGAT 152 80,064 77,66
18S TGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAA GAAGTCGGGATTTGTTGCACGTATT 109 75,939 80,97

GAPDH CCAAGGCTGTCGGAAAGGTT CAACATCATCTTCGGTGTAACCC 203 112,823 84,77




59

Anexo 3. Os primers propostos apresentaram amplicon especifico quando utilizados nas
concentracdes apresentadas abaixo (The proposed primers showed specific amplicon

when used at the concentrations shown below). Pelotas, Embrapa, 2013

Primer Concentragédo (mM)
FAL 0,2
FLS 0,04
UFGT 0,2
ANS 0,2
AAT 0,16
PME 0,2
PG 0,16
18S 0,08
GAPDH 0,08

Anexo 4. Teste de eficiéncia do primer AAT. A: curva de amplificacdo utilizando
diferentes concentracfes de cDNA. B: curva de melting gerada apds a amplificacdo. C:
curva padrdo mostrando a eficiéncia de amplificacdo do primer (Test efficiency of AAT
primer. A - amplification curve using different cDNA concentrations. B - melting curve
generated after amplification. C - standard curve showing the efficiency of amplification

primer). Pelotas, Embrapa, 2013
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Anexo 5. Visdo geral do experimento (Overview of the experiment). Pelotas, Embrapa,
2013




Conclusdes

Neste trabalho, a regulacdo positiva e negativa da expressédo dos
genes relacionados a qualidade do morango provavelmente ocorreu como uma
resposta de defesa aos estresses aplicados, de forma que a aplicacdo de AX
isoladamente ou associada a SS pode ter promovido um efeito bioestimulante,
resultando possivelmente em processos de ativacdo do metabolismo de
defesa, maior producdo de compostos relacionados ao aroma e aumento da
degradacéao da parede celular. Estes processos promoveram uma aceleracéo
do amadurecimento, uma resultado que pode ser interessante para o produtor,
uma vez que a produtividade destas plantas ndo foi afetada (somente para
tratamentos com AX ou AX/SS) em relacdo ao controle (dados nao
apresentados).

Os resultados de expressdo génica mostraram também que o efeito
causado pelos dois tipos de estresses moderados (AX e SS) avaliados neste
trabalho foi similar apenas no aspecto “producado de aromas e degradacao da
parede celular’. Porém, além dos aspectos citados, um aumento consideravel
dos compostos funcionais foi observado somente nas plantas submetidas aos
tratamentos que utilizavam AX ou a associacdo desta com SS, sugerindo entdo
gue AX e AX/SS possivelmente causam um aumento mais apreciavel das
caracteristicas de qualidade, sendo este efeito estatisticamente significativo
com a aplicacdo de AX D1/SS (experimento 2 — T3).

Dessa maneira, a analise da expressao génica assume papel chave no
entendimento de genes envolvidos em resposta ao estresse, o que permitira
futuramente uma maior compreensao no direcionamento de rotas metabdlicas

envolvidas nas respostas fisioldgicas aos estresses abioticos.
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