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1. INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa) é um fruto rico em compostos bioativos,
com destaque para o acido ascorbico e compostos fendlicos, dentre esses 0s
acidos fenolicos e as antocianinas (GIAMPIERI et al., 2012).

As caracteristicas sensoriais e funcionais dos frutos de morango sao
influenciadas pelo processo de amadurecimento. Embora as reagdes envolvidas
na maturacdo de morangos ainda nao estejam completamente caracterizadas, ha
evidencias que o horménio acido abscisico (ABA) pode apresentar um papel
significativo na regulacdo do amadurecimento desses frutos (AYUB et al., 2016a).
O ABA também esta envolvido em resposta ao estresse osmaotico, atuando no
fechamento estomatico, bem como na inducdo da via metabdlica de
fenilpropandides e no acumulo de compostos antioxidantes (CHEN et al., 2016).

O célcio (Ca?) é um mensageiro secundario de suma importancia nas
plantas, desempenhando diversas fun¢des, conforme o estimulo e fase de
desenvolvimento. Algumas proteinas atuam como sensores de Ca?" conferindo
especificidade, atuando em resposta a estimulos de sinalizacdo. Dentre essas
proteinas, estdo as proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKSs), que sao
codificadas por familias multigénicas e atuam fosforilando compostos alvo
(ASANO et al., 2012).

Estudos apontam que algumas copias de CDPKs estdo envolvidas na
tolerancia a estresses abioticos regulando positivamente ou negativamente a
sinalizacdo de ABA e reduzindo o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ASANO et al.,, 2012a). Além disso, dentre os varios alvos fosforilados pelas
CDPKs, destaca-se a fenilalanina aménia liase (PAL), enzima de entrada na rota
de fenilpropandides, sugerindo que CDPKs desempenham importantes papeis no
processo de maturacao (Cheng et al., 2001).

Véarios estudos tém sido feitos a fim de elucidar a composicdo de
antocianinas em morango; no entanto, ainda nao sdo completamente
caracterizados em relacdo aos pigmentos de menor tamanho (SILVA et al., 2007).
Antocianinas presentes em morango derivam da pelargonidina (Pg) e agliconas
cianidina (Cy) (MAZZA & MINIATI, 1993). Sendo que a principal antocianina nos
frutos € a Pg 3-glucosideo (Pg 3-gluc), como inicialmente identificado por
Robinson & Robinson (1931).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis transcricionais de
FaCDPKs e a quantificacdo de antocianinas durante o desenvolvimento de frutos
de morango.
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2. METODOLOGIA

2.1. Obtencao das amostras
A fim de avaliar a expressdo dos genes FaCDPKs e a quantificacdo de
antocianinas durante o desenvolvimento destes frutos, foram coletadas de um
cultivo a campo seis amostras de frutos de morango em diferentes estadios de
desenvolvimento (7, 14, 18, 21, 24 e 28 dias p0s-antese). Apds a coleta, os frutos
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C
até o momento das andlises.

2.2. Avaliacdo da expressdo de FaCDPKs putativas por PCR em tempo real

O isolamento do RNA total, a sintese de cDNA e a amplificagdo por RT-
gPCR foram realizados conforme descrito por Galli et al. (2015).
Oligonucleotideos sintéticos foram projetados com auxilio do programa Vector
NTI11 (Invitrogen) de modo a produzir amplicons com tamanhos entre 100 e 250
pares de bases e visando uma temperatura de hibridizacdo em torno de 60 °C. A
expressao dos genes foi avaliada através da técnica de PCR em tempo real (RT-
gPCR), utilizando os genes de referéncia PIRUV_DESCARB (piruvato
descarboxilase), DBP (proteina de ligacdo ao DNA), HISTH4 (histona H4),
conforme proposto por Galli et al. (2015). Os dados da expressao relativa foram
calculados de acordo com o método 222C4 e sdo apresentados como expressdo
relativa. A analise foi realizada para quatro repeticdes bioldgicas e trés replicatas
analiticas.

2.3. Quantificacado de antocianinas

Para quantificar as antocianinas individuais, pesou-se 1 g de amostra seca
e suspendeu-se em 10 mL de HCL a 0,1% em metanol. A mistura foi agitada
durante 3 h e centrifugada a 7000 rpm durante 10 min, e uma aliquota de 10 uL
foi entdo injetada em um sistema cromatografico, que consistia de um sistema
HPLC-Shimadzu com injetor automatico, detector UV-520 nm, coluna de fase
reversa RP-18 CLC-ODS (5 mm, 46 mm x 150 mm). A fase movel consistiu de
uma eluicdo gradiente com solucdo aquosa de acido acético (98:2 % viv) (A),
100% de metanol (B) e 100% de acetonitrila (C), com um fluxo de 0,8 mL min 1. O
total tempo de corrida foi de 40 min. Para identificacdo e quantificacdo foram
utilizados padrées comerciais (Sigma Aldrich e Extrasynthese) de pelargonidina 3-
O (glicosideo, cianidina 3-O-glicosideo e pelargonidina 3-O-rutinosideo. Os
resultados foram expressos em ug kg de frutos em base seca.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da RT-gPCR em diferentes estadios de desenvolvimento dos
frutos mostram que o maior acumulo de transcritos FaCDPK3 e FaCDPK4
ocorreu no estadio final de maturacao (E6), enquanto que FaCDPK10 apresentou
maiores picos de expressao nos estadios E2 e E6, e os demais genes mostraram
maiores niveis transcricionais nos estadios iniciais (E1 ou E2) (Figura 1).

Esses resultados estdo de acordo com os descritos por Llop-tous (2002),
gue observou que a FaCDPK1 (copia previamente descrita e depositada no banco
de dados Genbank) ndo foi detectada em frutos jovens. No entanto, os niveis de
transcritos se acumularam quando os frutos se tornaram brancos. Além disso, a
expressdo desse gene demonstrou niveis crescentes durante a maturagdo dos
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frutos, coincidindo com o aumento nos niveis de fenilpropandides. No presente
estudo, este aumento transcricional durante a maturacdo € observado para
FaCDPK3, tendo sido a Unica cépia a demonstrar este comportamento (Figura 1),
0 qual coincidiu com o aumento no conteudo de antocianinas (Figura 2),
sugerindo que esta cdpia desempenha importante papel no processo de
maturacgédo de frutos de morango.
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Figura 1: Mapa de cor (Heat map) mostrando a expressao das proteinas
guinases dependentes de calcio (CDPK) durante os estadios de desenvolvimento
dos frutos de morango. E1- 7 dias, E2- 14 dias, E3- 18 dias, E4- 21 dias, E5- 24
dias, E6- 28 dias pds-antese.

O conteudo de pelargonidina 3-O glicosideo, cianidina 3-O glicosideo e
pelargonidina 3-O rutinosideo aumenta ao longo do desenvolvimento do fruto,
sendo a pelargonidina 3-O glicosideo a antocianidina predominante (Figura 2).
Estes resultados se assemelham aos obtidos por Silva et al. (2007), os quais
detectaram as antocianinas pelargonidina -3,5-diglicosideo, Cianidina 3-
rutinosideo, Cianidina  3-malonoilglicosil-5-glicosideo,  pelargonidina  3-
malarglicosideo e pelargonidina biosideos acilados, utilizando acido acético, em
morangos da cultivar Camarosa; sendo as porcentagens de pelargonidian 3-
glicosideo (77-78%), as mais altas, e pelargonidina 3-rutinosideo (11-13%), as
mais baixas.
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Figura 2. Conteudo de antocianinas em frutos de morango.

4, CONCLUSOES

O presente estudo possibilitou verificar um aumento da expressdo da copia
FaCDPK3 ao longo do desenvolvimento de frutos de morango da cultivar
Camarosa, o qual coincidiu com o aumento crescente na quantidade de
antocianinas nestes frutos. Desta forma, € possivel sugerir que este gene pode
estar envolvido no processo de maturagéo deste fruto.
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