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1. INTRODUCAO

O crescente interesse por alimentos funcionais, principalmente aqueles ricos
em compostos antioxidantes, tem estimulado estudos visando a identificacdo de
fatores que podem controlar a biossintese destes compostos em plantas; oferecendo
a possibilidade de biofortificar culturas agricolas para que apresentem maior
conteudo de antioxidantes. Dentre as técnicas de biofortificacdo, o uso de
compostos com potencial bioestimulante vem sendo bastante abordado, sendo seus
efeitos bem conhecidos no crescimento das plantas e na resisténcia a estresses
biéticos e abidticos (MARFA et al. 2009; SPANN; LITTLE, 2010; KAVIPRIYA et al.,
2011). No entanto, pouco se sabe sobre seu efeito na qualidade funcional de
culturas agricolas, relacionada com a sintese de antioxidantes benéficos a saude,
como as antocianinas (HE; GIUSTI, 2010).

Atualmente esta sendo comercializado um fertilizante de aplicacéo foliar que
tem como matéria-prima a agua de xisto (AX), um subproduto do processo de
industrializagdo do xisto (EMBRAPA, 2008), o qual devido a diversidade de
elementos presentes em sua matriz pode apresentar potencial para uso como
bioestimulante.

Dentre as frutas ricas em compostos antioxidantes, o morango (Fragaria x
ananassa Duch.) destaca-se pelo conteudo relevante de micronutrientes, vitamina C,
acido félico e compostos fendlicos, como as antocianinas (TULIPANI et al., 2008;
GIAMPIERRI et al., 2013). A biossintese de antocianinas é mediada por mdultiplas
enzimas, sendo as principais a fenilalanina amonia liase (FAL), enzima de entrada
da rota de fenilpropandides, e a UDP flavonoide glicosil transferase (UFGT), enzima
final que codifica diretamente para antocianinas.

Um estudo abordando a expresséo de genes de interesse desta rota, além da
atividade enzimatica e acumulo final dos principais metabdlitos, sera util para
abordagens de biofortificacdo através de engenharia metabdlica. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de compostos com potencial bioestimulante no
metabolismo de fenilpropandides de morangos, com énfase na biossintese de
antocioaninas.

2. METODOLOGIA

2.1 CondicgOes de crescimento e tratamentos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, na sede da Embrapa
Clima Temperado, Pelotas/RS, com mudas de morango (cv Camarosa). A
adubacado de base foi aplicada de acordo com as recomendacdes técnicas para a
cultura (CQFS, 2004). A irrigagéo foi realizada com agua destilada por capilaridade
de forma a manter o nivel ideal de umidade no solo constante (25% = 5%). O
desenho experimental foi completamente randomizado, consistindo em trés
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tratamentos, com quatro réplicas bioldgicas e seis plantas por parcela. Os
tratamentos foram: Controle (Agua destilada), ALG (Algattive) e AX+Mn (Agua de
xisto adicionada de manganés). Foram feitas seis aplicacdes foliares dos produtos
com potencial bioestimulante durante a fase de desenvolvimento da cultura. O
tratamento com o bioestimulante comercial ALG (SoloStock®) totalizou uma dose de
2L.ha™ do produto, de acordo com as doses recomendados pelo fabricante; e o
tratamento com AX+Mn totalizou uma dose de 48L.ha™ de AX adicionada de 3% de
manganeés.

2.2 Avaliagdo da expresséo génica

A extracdo de RNA total foi realizada pelo método proposto por CHANG et al.
(1993), sendo a qualidade do RNA avaliada por espectrofotometria (relacoes
Azesoiazso € Azeoiazzo) € por eletroforese em gel de agarose 1%. A concentracdo de
RNA foi calculada utilizando a técnica de fluorometria (QuBit-RNA BR, Invitrogen™).
Para a sintese de cDNA aliquotas de 1ug de RNA total foram digeridas com 1U
DNAse e 1x DNAse | Reaction Buffer (Invitrogen™) e o RNA digerido foi utilizado
para transcricdo reversa utiizando a enzima M-MLV (conforme fabricante
Invitrogen™). Os cDNAs foram amplificados por PCR em tempo real, em um volume
final de 20uL, contendo 10ng de cDNA, 10uL de Platinum SYBR Green UDG
(Invitrogen™), e 2-5pmol de cada primer. A amplificagdo foi padronizada em um
termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems) utilizando as seguintes condi¢des:
50°C por 20", 95°C por 10”, seguido por 45 ciclos de 15” a 95°C e 1’ a 60°C. As
condicBes da curva de dissociagao foram: 15” a 95°C, 1’ a 60°C, 30" a 95°C e 15" a
60°C. Os primers para a FAL e UFGT, bem como os primers da actina (ACT), 18S
ribossomal (18S) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), utilizados como
genes de referéncia, 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.nim.nih.gov). A eficiéncia dos primers foi previamente avaliada
mostrando-se superior a 90%.

2.3 Determinacgéo da atividade da FAL e do teor de antocianinas totais

A atividade da FAL foi determinada por espectrofotometria segundo
CAMPOS et al. (2003). O resultado foi expresso em pmol de enzima por hora por
grama de tecido (umol.h.g™). A avaliacdo de antocianinas totais foi realizada por
espectrofotometria de acordo com ZHANG et al. (2004). O teor de antocianinas
totais foi expresso em miligrama de pelargonidina por 100 gramas de fruta liofilizada
(mg.100g™).

2.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional
SAS system for windows versdo 9.1.3 (SAS, 2000). Foram analisados os
pressupostos nos dados obtidos e posteriormente, os dados foram submetidos a
andlise de variancia (p<0,05). Foram comparados os efeitos dos produtos com
potencial bioestimulante pelo teste Tukey (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados mostraram que tanto ALG quanto AX+Mn promoveram um
aumento na expressao do gene FAL, em relagéo ao controle, induzindo a transcri¢cao
dos genes que codificam para esta enzima, que participa da reacdo de desaminacao
do aminoacido L-fenilalanina formando o acido cinamico, precursor das



antocianinas, entre outros fendis. No entanto, este incremento no nivel de transcritos
do gene FAL néo foi acompanhado pelo aumento da atividade enzimatica da FAL,
visto que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e o controle (Fig.
la).

ALG e Ax+Mn também promoveram aumento nos niveis de expressdo do
gene UFGT, em relacéo ao controle, indicando que este foi induzido pela cascata de
reacdes iniciada pelo gene FAL, pois ndo existe outra etapa da rota metabodlica onde
UFGT atue que ndo a iniciada pela FAL. A UFGT ¢€ a ultima enzima na biossintese
de antocianinas, realizando a reacdo de glicosilacdo das antocianidinas; sdo estes
acucares que conferem estabilidade e solubilidade as moléculas de antocianinas
(YOSHIHARA et al., 2005). Porém, o incremento no nivel de transcritos de UFGT
nao foi acompanhado pelo aumento do teor de antocianinas total nestes tratamentos
(Fig. 1b).
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Figura 1 — (A) e (B) Efeito do ALG e da AX+Mn no metabolismo de fenilpropanoides
de morango
YMmédias acompanhadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Frente aos resultados, sugere-se que ALG e AX atuam em duas etapas da
rota biossintética de fenilpropandides: logo no inicio da rota, através da inducéo de
FAL, e no braco da rota que da origem a antocianinas, pela inducdo de UFGT.
Entretanto, existe algum tipo de regulacdo pos-transcrional durante o processo de
sintese de antocianinas, pois ndo foi observado incremento no acumulo final deste
metabolito, em relag@o ao controle. Além disso, deve-se considerar que FAL, sendo
0 primeiro gene a ser transcrito da rota de fenilpropandides, ndo esta relacionado
apenas com a sintese de antocianinas, mas também com outros compostos
fendlicos derivados desta rota metabdlica, tais como taninos, acido gélico, caféico,
clorogénico e cinamico (BASHA et al., 2006) .

4. CONCLUSOES
Conclui-se que ALG e AX sdao compostos com potencial bioestimulante que
atuam no metabolismo de fenilpropandides pela inducao de genes importantes desta
rota. No entanto, mais estudos precisam ser realizados com intuito de identificar
fatores que possam estar regulando esta rota.
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