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Resumo

Crizel, Rosane Lopes. Estratégias quimicas e moleculares para caracterizagao
de produtos de origem vegetal. 2021. 130f. Tese (Doutorado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

Caracteristicas genéticas e condicdes ambientais influenciam a composi¢ao quimica
de frutas e hortalicas de modo que € possivel distinguir produtos de diferentes
cultivares produzidos sob condicdes ambientais distintas. As plantas estéo
constantemente expostas a estresses bibticos e abioticos e, para se adaptar a essas
condi¢cbes adversas ocorrem alteragbes moleculares, bioquimicas e fisioldgicas.
Dentre os mecanismos de respostas a estresses abiéticos, ha evidéncias que ocorre
uma cascata de sinalizacdo envolvendo calcio (Ca?') e proteinas quinases
dependentes de calcio (CDPKSs). Desta forma, este trabalho de doutorado abrangeu
dois enfoques distintos com duas culturas fruticolas relevantes, a oliveira e o
morangueiro. Para cultura da oliveira (Olea europaea L.) foi avaliado o efeito do
genotipo, ou seja, de diferentes cultivares na composi¢cdo quimica de azeites de
oliva produzidos em Pinheiro Machado e processados sob as mesmas condicdes em
duas safras subsequentes. A composicdo dos azeites de oliva das cultivares
Arbequina, Arbosana, Coratina, Frantoio, Koroneike e Picual das safras de 2017 e
2018 estava de acordo com os parametros de identidade e qualidade estabelecidos
para azeite de oliva extra virgem (EVOO) e foi influenciada pelo cultivar e pela safra.
EVOO produzidos em 2018 apresentaram maiores teores de clorofila, acido cafeico,
ligstrosideo aglicona, hidroxi oleuropeina aglicona, acido siringico e acetato de
hidroxitirosol comparado aos EVOOs da safra 2017. Acido linoléico, acido ferdlico,
ligstrosideo aglicona e acetato de hidroxitirosol foram as variaveis cujos conteudos
mais contribuiram para a diferenciacdo dos azeites em funcéo da cultivar nas duas
safras. A caracterizacdo quimica permitiu diferenciar azeites monovarietais com
base na safra e na cultivar. No caso do morangueiro (Fragaria x ananassa) foram
identificadas sequéncias génicas codificadoras de CDPKs e o perfil transcicional
desses genes foi avaliado durante o processo de maturacdo e sob condi¢cdes de
estresses abidticos. A identificacdo da familia FaCDPK foi realizada a partir de
informac6es do Genome Database for Rosaceae (GDR) e de um bancos de RNA
seq in housee, informacdes sobre a estrutura génica, filogenia, interatoma e perfis
de expressao foram geradas. Nove novos genes de CDPK foram identificados e
classificados em quatro grupos principais, com base na analise filogenética e
caracteristicas estruturais. Os genes FaCDPK se apresentaram diferencialmente
expressos durante o desenvolvimento e amadurecimento dos frutos, bem como em
resposta aestresses abiotico salino e hidrico e tratamento com hormdnio acido
abscisico. Por fim, a analise da rede de interacao revelou proteinas envolvidas nas
respostas a estresses, especialmente RBOHSs.

Palavras-chave: estresses abioticos, Olea europaea L., denominagao de origem,
Fragaria ananassa, calcio, acido abscisico, RNA seq., filogenia.



Abstract

Crizel, Rosane Lopes. Chemical and molecular strategies for characterization of
plant-derived products. 2021. 130f. Thesis (Doctor Degree in Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos) — Programa de Poés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

Genetic characteristics and environmental conditions influence the chemical
composition of fruits and vegetables so that it is possible to distinguish products from
different cultivars produced under different environmental conditions. Plants are
constantly exposed to biotic and abiotic stresses and, in order to adapt to these
adverse conditions, molecular, biochemical and physiological changes occur. Among
the mechanisms of abiotic stress responses, there is evidence that there is a
signaling cascade involving calcium (Ca?*) and calcium-dependent protein kinases
(CDPKSs). Thus, this doctoral work covered two distinct approaches with two relevant
fruit crops, the olive tree and the strawberry tree. For the cultivation of olive (Olea
europaea L.) the effect of the genotype, that is, of different cultivars on the chemical
composition of olive oil produced in Pinheiro Machado and processed under the
same conditions and two subsequent crops, was evaluated. The composition of olive
oils from the Arbequina, Arbosana, Coratina, Frantoio, Koroneike and Picual cultivars
from the 2017 and 2018 crops was in accordance with the identity and quality
parameters established for extra virgin olive oil (EVOO) and was influenced by the
cultivar and by the harvest. EVOO produced in 2018 had higher levels of chlorophyll,
caffeic acid, ligstroside aglycone, hydroxy oleuropein aglycone, syringic acid and
hydroxytyrosol acetate compared to EVOOs from the 2017 harvest. Linoleic acid,
ferulic acid, ligstroside aglycone and hydroxytyrosol acetate were the variables
whose contents most contributed to the differentiation of oils depending on the
cultivar in the two crops. The chemical characterization allowed to differentiate
between monovarietal oils based on the crop and cultivar. The chemical
characterization allowed differentiating between monovarietal oils based on the crop
and cultivar. In the case of strawberry (Fragaria x ananassa) gene sequences
encoding CDPKs were identified and the transitional profile of these genes was
evaluated during the maturation process and under conditions of abiotic stresses.
The identification of the FaCDPK family was performed from information from the
GenomeDatabase for Rosaceae (GDR) and from an in housee RNA seq database,
information on the gene structure, phylogeny, interatoma and expression profiles
were generated. Nine new CDPK genes were identified and classified into four main
groups, based on phylogenetic analysis and structural characteristics. FaCDPK
genes were differentially expressed during fruit development and ripening, as well as
in response to abiotic saline and water stress and treatment with abscisic acid
hormone. Finally, the analysis of the interaction network revealed proteins involved in
stress responses, especially RBOHSs.

Keywords: abiotic stresses, Olea europaea L., designations of origin, Fragaria
ananassa, calcium, abscisic acid, RNA seq., phylogeny.
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1 Introducéo geral

Os vegetais estdo constantemente expostos a estresses bidticos e abibticos
no seu ecossistema natural ou de cultivo. Para se adaptar a essas situagdes
continuas de estresses em seu ambiente, as plantas desenvolveram e continuam
desenvolvendo complexos mecanismos para captar sinais externos e modular
respostas frente a estresses. Esses mecanismos iniciam com a percepcao do
estimulo, seguido da transducdo do sinal e regulacdo da expressdo génica, que
acarretam em alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas. As alteracdes das
taxas parciais de O, (oxigénio) e CO: (dioxido de carbdnico), alteracbes de
incidéncia de UV, restricdes hidricas e salinidade do solo sdo problematicas atuais
da agricultura. Esses estresses ambientais afetam o crescimento e desenvolvimento
e, por consequéncia, a produtividade de plantas cultivadas.

A qualidade e composicdo de frutas e hortalicas também s&o afetadas por
condi¢cbes ambientais estressoras. Com isso, produtos agricolas e alimentares com
gualidades ou caracteristicas que se devam exclusiva ou essencialmente a uma
Unica regido sao diferenciados dos demais através da denominacéo de origem. Essa
estratégia vem sendo bastante utilizada em vinhos, azeites de oliva, café e sucos de
frutas. Na area da olivicultura, azeites produzidos em regides tradicionais de cultivo
como Itélia, Espanha e Grécia ja possuem essa indicacdo geografica. Entretanto,
para atingir essa certificacdo € necessario conhecer a composicao e a qualidade do
produto e que esse apresente caracteristicas que os diferencie de azeites
produzidos em outros locais. No Brasil, devido a producdo de azeite ser recente,
ainda ndo se tem um perfil de qualidade estabelecido e, portanto, ainda ndo é
possivel estabelecer uma indicacdo geografica para esses produtos.

Estresses abidticos induzem uma série de modificacbes moleculares,
bioquimicas e fisiolégicas que precedem as alteracbes na composicao final dos
alimentos. Dentre essas alteracdes, se tem a producdo de moléculas primarias de
sinalizacdo como as ROS (espécies reativas de oxigénio), as quais sao capazes de
modificar a atividade enzimatica e a regulacdo génica. Horménios também séao
reguladores importantes na resposta a estresses abiéticos, sendo o acido abscisico
(ABA) o principal sinalizador em resposta a estresse osmoético por seca e/ou
salinidade. Estresses abitticos também induzem um aumento de célcio citosolico
gue é percebido por proteinas quinases dependentes de célcio (do inglés Calcium

dependent protein kinases, CDPKSs), as quais atuam fosforilando diferentes alvos e
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parecem estar envolvidas no processo de maturacdo e na tolerancia a estresses
abidticos regulando positivamente ou negativamente a sinalizagdo de ABA.

A utilizacdo do morango como modelo para estudos dos mecanismos
envolvidos na maturagcéo, bem como entender as relacdes de estresse e producao
de compostos antioxidantes se justifica, tendo em vista que 0 morangueiro se
destaca por produzir frutos rapidamente (ciclo curto), pelo seu sistema de cultivo
estar bem estabelecido e por existirem informacBes genéticas disponiveis em
abundancia.

Com isso, este trabalho foi dividido em dois capitulos, sendo que o primeiro
capitulo descreve a influéncia da cultivar e da safra sobre a composicdo de azeites
de oliva monovarietais produzidos no sul do Brasil, com o intuito de caracterizar
perfis metabdlicos marcadores para as cultivares e regido de producao. No segundo
capitulo, séo descritas a identificacdo de sequéncias codificadoras de CDPKs e a
caracterizacao das suas funcdes durante o processo de maturacéo e sob condi¢des

de estresses abidticos.
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2. Capitulo | - Influéncia da cultivar e da safra sobre a composicdo de azeites
produzidos no Sul do Brasil

2.1 Introducéo
O azeite de oliva extravirgem é o produto da extracdo mecanica de frutos da

oliveira (Olea europaea L.) seguida por lavagem, filtracdo e decantacdo ou
centrifugagdo. Suas propriedades nutricionais e funcionais sdo altamente
valorizadas por seus efeitos benéficos & salde humana, sendo considerado uma
das melhores fontes de acidos graxos e antioxidantes naturais (COI, 2018).

Ha algumas décadas o cultivo de oliveiras limitava-se somente a bacia do
Mediterraneo. Porém, atualmentea producao de azeite se estendeu e a olivicultura ja
vem sendo introduzida gradualmente no Brasil que conta com cerca de 7.000
hectares cultivados, divididos em areas localizadas nas regides Sul e Sudeste
(ROMERO et al., 2016). No Rio Grande do Sul, a area cultivada é de
aproximadamente 4.500 hectares, especialmente em municipios da metade Sul.
Desse cultivo, 90% ¢é destinado para producdo de azeites. No entanto, essa
producdo ainda representa pequena parcela quando comparada a demanda
existente no mercado brasileiro, visto que o Brasil € o segundo maior importador de
azeites com aproximadamente 66 mil toneladas por ano (COI, 2021).

Um dos fatores que limita a expansao da producéo de azeitonas e azeite no
pais € a exigéncia da adaptacdo das cultivares as condi¢cdes climaticas da regiéo
(chuva, temperatura, umidade), que diferem da Bacia do Mediterraneo. Como
consequéncia, azeitonas e azeites produzidos fora das regides tradicionais de cultivo
podem diferir em qualidade e composicdo quimica (GARCIA-GONZALEZ;
ROMERO; APARICIO, 2010; RONDANINI et al., 2014). Além das condicbes
agroclimaticas, outros fatores tais como cultivar, estadio de maturacdo do fruto e
praticas agricolas também podem influenciar nas caracteristicas dos azeites
(ROMERO et al., 2016).

A composicao dos azeites se divide em duas fracdes: a fracdo saponificavel
(98-99%) e a fracdo nao-saponificavel (1-2%). A primeira consiste em triglicerideos,
diglicerideos, monoglicerideos e &cidos graxos livres, enquanto que a fracdo nao
saponificavel é formada por pigmentos, compostos volateis, polifendis, tocoferdis e
esterois (BALLUS et al., 2014; DAIS; HATZAKIS, 2013).0rganiza¢fes internacionais
como o Conselho Oleicola Internacional — COIl e o Codex Alimentarius Commission

da Unido Europeia estabelecem alguns parametros para avaliacdo da qualidade de
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azeite de oliva, dentre eles: acidez, indice de peréxidos, absorcao de luz ultravioleta
(K270 e K2z2), andlise sensorial, conteudo de tocoferéis e fendis, pigmentos,
composicdo de 4&cidos graxos, esterdis, ceras, trilinoleina, triglicerideos e
estigmastadienos (QUIRANTES-PINE et al., 2009).

Atualmente uma das estratégias mais importantes para certificacdo de
qualidade de azeites € a discriminacdo por origem geogréfica (também conhecida
como denominacdo de origem), que refere-se a produtos agricolas e alimentares
produzidos, processados e preparados em um determinado local e que apresenta,
caracteristicas que os diferencia dos demais em funcao do local e das condicdes de
cultivo e processamento (BAJOUB et al., 2014). A indicacdo geogréfica ja € utilizada
para azeites produzidos em regides tradicionais de cultivo como: Itélia, Espanha,
Grécia, Franca, Portugal, Turquia e Marrocos (COI, 2021). Para alcancar essa
indicacdo € preciso conhecer a composi¢ao e a qualidade dos azeites produzidos no
local e a variacdo desta composi¢cdo em diferentes anos de cultivo. Além disso, é
necessario que existam caracteristicas que os diferencie de azeites produzidos em
outros locais (BAJOUB et al., 2014).

No Brasil, devido a producao de azeite ser recente, ainda ndo se tem um perfil
de qualidade estabelecido. Com isso, objetivou-se, com esse trabalho avaliar a
influéncia da cultivar e do ano de cultivo sobre a composicédo de azeites de oliva
monovarietais produzidos no Sul do Brasil, com o intuito de caracterizar perfis

metabolicos marcadores para as cultivares e a regido de producao.
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2. 2. Objetivos

2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da cultivar e do ano de cultivo sobre a composicao de
azeites de oliva produzidos no Sul do Brasil, a fim de caracterizar perfis metabdlicos
marcadores para as cultivares e a regido deproducao.

2.2.2 Objetivos Especificos

a) Determinar acidez, indice de peroxido, produtos primarios e secundarios da
oxidagdo lipidica (Koo e K2z2) e perfil de &cidos graxos de azeites de oliva
monovarietais produzidos no Sul do Brasil;

b) Analisar compostos fendlicos, tocoferdis, carotenoides, clorofila e
coordenadas de cor de azeites de oliva monovarietais produzidos no Sul do Brasil;

c) Avaliar a influéncia das cultivares Arbequina, Arbosana, Coratina,
Koroneike e Picual sobre a composi¢cao quimica dos azeites de oliva.

d) Avaliar a influéncia da safra sobre a composicdo quimica dos azeites de

oliva.
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2.3 Revisao da literatura

2.3.1 Olivicultura
A oliveira (Olea europaeal..), pertence a familia Oleacea e € nativa de regides

tropicais. O cultivo de oliveira iniciou h& cerca de 6.000 anos na regido que hoje
corresponde a antiga Pérsia e Mesopotamia. Posteriormente, a oliveira se espalhou
para os territérios que hoje correspondem a Siria e a Palestina (HARWOOD &
APARICIO, 2000). Embora, atualmente a oliveira seja cultivada em varias partes do
mundo, na regido do Mediterraneo ainda se concentra a principal area de producéo,
responsavel por cerca de 98% da olivicultura mundial (GHANBARI et al., 2012).

Os cultivos de oliveira se concentram entre as latitudes 30° e 45°, tanto no
Hemisfério Norte como no Sul em locais onde, de modo geral, o clima é
caracterizado por verdo seco e quente e baixas temperaturas durante o inverno, que
€ indispensavel para que a oliveira saia da dorméncia e tenha seu florescimento
uniforme. A necessidade de agua, em média, € de 650-800 mm por ano. Durante o
florescimento, as chuvas ndo devem ser muito frequentes, para que o gréo de pélen
nao seja lavado do estigma. Nas fases de maturacdo dos frutos, chuvas intensas
também sado prejudiciais, pois aumentam a quantidade de agua nos frutos,
favorecendo a ocorréncia de antracnose (Gloeosporium olivae) e dificultando a
extracdo do azeite, além de reduzir a estabilidade do 6leo (WREGE et al., 2015).

O cultivo de oliveiras no Brasil é recente, em 2005 os primeiros pomares
comerciais foram implementados e a partir dessa data a area cultivada registra uma
curva ascendente. Atualmente sdo cultivadas no pais cerca de 7000 hectares,
divididas em areas localizadas nas regifes sul e sudeste do pais. No Rio Grande do
Sul, é cultivada uma area de 4500 hectares aproximadamente, especialmente em
municipios da metade Sul (Agrolink, 2019).

Por se tratar de cultura sem histérico comercial no pais, em 2008, a
Secretaria da Agricultura do RS criou o Grupo Técnico da Olivicultura e linhas de
crédito passaram a ser disponibilizadas para incentivo da cultura no estado. Em
2015, foi lancado o Programa Estadual de Desenvolvimento da Olivicultura (PRO-
OLIVA), o qual intensificou a cooperacdo e as acdes envolvendo instituicbes
estaduais, federais, municipais e a iniciativa privada. Em 2017, a partir da
elaboracdo de documentos e estatuto foi criado e estruturado o IBRAOLIVA -

Instituto Brasileiro de Olivicultura.
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2.3.2 Azeite de oliva
O azeite de oliva € o produto da extracdo de frutos de azeitona

exclusivamente por processos mecanicos, em condicbes térmicas que néo
produzam alteragdo do azeite e que n&o tenha sido submetido a outros tratamentos
além de lavagem, decantacéo, centrifugacao e filtracdo (BRASIL, 2012). Este tipo de
processamento retém os compostos minoritarios (compostos fendlicos, tocoferais,
esterois, carotenoides) originalmente presentes no fruto da oliveira. Diferentemente,
a maioria dos 6leos vegetais comestiveis sao extraidos com solventes e passam por
etapas de refino nas quais 0os compostos antioxidantes geralmente sdo removidos
(SEGURA-CARRETERO et al., 2010).

O azeite de oliva extra virgem considerado o de melhor qualidade, deve
conter segundo a legislac&o Brasileira no méaximo 0,8 g/100g de &cido oleico (AO). A
medida que a acidez do azeite aumenta, o produto passa a ser classificado em
categorias que vao decrescendo quanto ao aspecto de qualidade, passando pelo
azeite de oliva virgem com no maximo 2 g/100g AO até o azeite virgem lampante
com acidez maior que 2 g/100g AO (BRASIL, 2012).

Dentre as variedades de azeites, encontram-se os “gourmets” varietais e os
“blends”. Os “gourmets” varietais sdo produzidos com o intuito de manter as
caracteristicas proprias da cultivar utilizada, enquanto que os “blends” sé&o
constituidos por uma mistura de duas ou mais cultivares com a finalidade de
melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto (APARICIO,
2003).

A quantidade e a qualidade dos azeites sdo altamente dependentes da
cultivar. As cultivares de oliveiras mais utilizadas para producdo de azeites sao:
Arbequina, Manzanilla e Picual (Espanha), Barnea (lIsrael), Koroneiki (Grécia) e
Grappolo, Frantoio e Leccino (Itdlia). Dentre essas, a cultivar Arbequina se destaca
pela sua alta produtividade e rusticidade, sendo a variedade mais plantada em todos
os paises olivicultores (GARCIA-GONZALEZ & APARICIO, 2010).

2.3.3 Processamento do azeite de oliva
As azeitonas destinadas a producdo de azeite devem ser colhidas antes de

estarem completamente maduras, pois assim proporcionam azeites com melhores
caracteristicas sensoriais e de qualidade, com maior vida de prateleira. No entanto,

azeitonas nos estadios iniciais de maturacdo apresentam menor rendimento de Oleo
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(PERES et al., 2016). A producdo do azeite de oliva comega com a selecdo das
azeitonas, que devem ser firmes e n&o apresentar nenhum dano fisico
(FERNANDEZ-BOLANOS et al., 2006). As principais etapas de processamento
necessarias para obtencéo do azeite de oliva incluem: recepcéo dos frutos, limpeza
e lavagem; moagem e batimento; prensagem e centrifugacdo; decantacao natural e
centrifugacgéo; e armazenamento.

ApOs a recepcgdo das azeitonas, a lavagem e a limpeza s&o necessarias para
remocdo de folhas e materiais estranhos, que podem prejudicar as maquinas ou
causar contaminac¢ao no produto. A presenca das folhas confere um gosto amargo
ao azeite (KAPELLAKIS; TSAGARAKIS; CROWTHER, 2008).

A moagem € o primeiro passo para obtencdo do azeite. O propdsito dessa
etapa € o rompimento das células, para facilitar a liberacdo do 6leo. A moagem é
realizada principalmente em moinhos mecéanicos de martelos. Apds os frutos serem
moidos a pasta resultante € homogeneizada (KAPELLAKIS; TSAGARAKIS;
CROWTHER, 2008).

A moagem é seguida do batimento ou malaxagcédo, operacdo que consiste na
agitacdo da massa de azeitona lentamente e constantemente por cerca de 45 min.
Nessa etapa, 0 objetivo é aumentar a extracdo do oleo. Esta etapa contribui para a
coalescéncia de pequenas gotas de 6leo para formar gotas maiores, facilitando a
posterior separacdo das fases e quebra da emulsdo de oleo/dagua. Para maior
eficiéncia, sdo utilizados malaxadores que possuem parede dupla, para circulacéo
de 4gua quente. Um aumento na temperatura resulta em menor viscosidade do 6leo
e maior rendimento de 6leo. No entanto, a temperatura da agua nao deve ser
superior a 30°C para evitar degradacdo de compostos volateis, mudanca na
coloracédo e aumento da acidez (KAPELLAKIS; TSAGARAKIS; CROWTHER, 2008).

Atualmente os trés sistemas de extracdo de azeite utilizados sdo o sistema
tradicional de prensas, o sistema de extracao continuo de trés fases e o sistema de
extracdo continuo de duas fases. O sistema de prensas é o mais antigo, porém
ainda continua sendo usado em muitos lagares. Neste sistema, a massa de azeitona
ja batida é submetida a uma pressao hidraulica que aumenta gradualmente. Separa-
se, assim, a fracdo solida (bagaco) e a fracéo liquida (mosto oleoso: azeite e agua).
A fracdo liquida é recolhida e posteriormente o Oleo é separado da agua. Este
sistema tem grandes custos em termos de mao de obra e de materiais de filtro e

produz elevada quantidade de &gua ruca. O sistema de trés fases possui essa
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designacao devido ao numero de fragdes resultantes, que sdo: o azeite, o bagaco e
a agua ruca. Nesse sistema, a massa de azeitona, apos a batedura, é submetidaa
uma centrifugacdo com alta velocidade. Para facilitar a separacdo das fases, nesta
etapa ocorre adicdo de agua. J& no sistema continuo de duas fases, apoOs a
moagem a massa de azeitonas passa por um processo de centrifugacédo que separa
a parte sodlida (bagacos umidos) do mosto oleoso; porém nesse sistema, ndo ha
adicdo de agua. Além disso, esse processo permite se obter um azeite de melhor
gualidade (menor acidez e teor mais elevado de compostos antioxidantes, como
compostos fendlicos e tocoferéis). Estima-se que atualmente quase 90% do azeite
seja extraido com sistemas continuos (de duas ou trés fases) (PINTO, 2004).

Apoés a extracao, a fase oleosa é separada dos solidos em suspenséo e da
agua residual. Nessa etapa podem ser utilizados tanques de decantacdo, onde as
particulas e a fase aquosa ficam na parte inferior e o O0leo na parte superior.
Entretanto, a falta de controle do tempo necessario para a separagao torna esse
sistema desvantajoso para os processos industriais modernos. Com isso, centrifugas
de pilhas de disco conhecidas como clarificadores sdo utilizadas nessa etapa, na
gual os solidos mais densos sdo pressionados contra a parede do cubo rotativo,
enquanto que as fases liquidas (6leo + agua) séo coletadas. A separacao das fases
liquido-liquido (6leo e agua) pode ser realizada por decantacédo, centrifugacdo, ou
por um sistema misto em que primeiro se realiza a decantacdo e depois a
centrifugacédo (PETRAKIS, 2006). ApGs a extracdo, o azeite de oliva é armazenado

em tanques de aco inoxidavel até o momento do envase.

2.3.4 Composicao do azeite de oliva

O azeite de oliva € composto por uma fracdo lipidica saponificavel, que
constitui mais de 98% do conteddo total, onde se encontram majoritariamente
triacilglicerdis e uma pequena fracdo de acidos graxos livres.

A outra fracdo denominada de insaponificAvel € formada por esterdis,
hidrocarbonetos, polifendis, compostos volateis, estigmastadienos, carotenoides e
clorofilas. Esses compostos sdo essenciais no sabor e na estabilidade oxidativa do

azeite (DAIS; HATZAKIS, 2013; GHANBARI et al., 2012).
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Fracdo saponificavel
Triglicerideos

Os triacilglicerois (TAGs) séo ésteres de acidos graxos e glicerol e sdo os
principais componentes do azeite de oliva. A distribuicdo dos acidos graxos nas
diferentes posicdes do glicerol influencia as propriedades fisicas dos Oleos e
gorduras, bem como seu ponto de fusdo. Além disso, possuem importantes efeitos
fisiologicos como componentes da dieta humana, sendo fonte de acidos graxos
essenciais (LERMA-GARCIA et al., 2011).

Os triacilglicerdis sdo caracterizados quimicamente pelo seu numero total de
carbonos, grau de insaturacdo e posicao de cada acido graxo. A posicdo central da
molécula de glicerol normalmente € formada por &cidos graxos insaturados. Os
triacilglicerois encontrados em maior quantidade no azeite de oliva sdo: OOO (40-
59%), POO (12-20%), OOL (12,5-20%), POL (5,5-7%) e SOO (3-7%). O O se refere
ao acido oleico; P ao acido palmitico; L ao acido linoleico; S ao acido estearico
(ALARCON DE LA LASTRA; MOTILVA; HERRERIAS, 2001).

Acidos graxos

A composicdo de acidos graxos do azeite € o que o diferencia dos demais
oleos. O azeite apresenta um elevado conteudo de acido oleico, representando de
55 a 83% de sua composicao total. Além disso, o azeite contém acidos graxos poli
insaturados, como os acidos linoleico e linolénico, que representam cerca de 3,5% a
21,0% e menos 1%, respectivamente, da composicdo total do azeite de oliva
(GHANBARI et al., 2012). O elevado teor de &cido oleico contribui para a
estabilidade do azeite, visto que ele € menos susceptivel a oxidacdo do que os
acidos graxos poli-insaturados que predominam em outros 6leos (OWEN et al.,
2000). Além disso, o acido oleico contribui para aumentar os niveis de colesterol
HDL (“high-density lipoprotein”) e reduzir os niveis de colesterol LDL (“low-density
lipoprotein®) no sangue. Com isso, este acido graxo pode prevenir doencas
cardiovasculares que s&o as principais causa de mortalidade nos paises
industrializados (COVAS, 2008).

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), como linoleico (18:2 w-6), e a-
linolénico (18:3 w-3), sdo acidos graxos essenciais. Esses acidos graxos, embora
considerados componentes indispensaveis para a estrutura, desenvolvimento e

funcdo das células, ndo podem ser sintetizados pelo corpo humano, e, portanto,
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devem ser ingeridos na dieta. Ja& com relacdo aos acidos graxos saturados, 0
consumo deve ser moderado (aproximadamente a mesma quantidade que os poli-
insaturados), visto que estes se depositam na parede arterial, diminuindo a pressao
sanguinea. Com isso, aumentam o nivel de colesterol no plasma e contribuem para
desenvolvimento de alguns tipos de cancer (por exemplo, célon, mama e préstata)
(GHANBARI et al., 2012).

A composicéo de acidos graxos € influenciada por diversos fatores como local
de producdo, latitude, clima, cultivar e estadio de maturacao, podendo ser utilizado
para diferenciar azeites de oliva de diferentes variedades e origem geogréfica
(MONTEALEGRE; ALEGRE; GARCIA-RUIZ, 2010; KRITIOTI; MENEXES; DROUZA,
2018). Aléem disso, o perfil de acidos graxos é considerado um dos principais
parametros para avaliar a autenticidade dos azeites (CUNHA; OLIVEIRA, 2006;
PIRAVI-VANAK et al., 2009).

Fracdo insaponificavel
Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo metabolitos especializados, sintetizados
naturalmente pelas plantas durante seu desenvolvimento natural e em respostas a
condicbes de estresse, como infeccdo, ferimento, radiacdo UV, entre outros. Os
compostos fenolicos também agem nas plantas como antimicrobianos,
fotorreceptores, atrativos visuais e como defesa contra herbivoros e patégenos
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

No azeite de oliva, os compostos fendlicos desempenham importante papel,
visto que contribuem para estabilidade oxidativa, além de contribuir para o sabor
amargo, adstringéncia e pungéncia. Existem pelo menos 30 compostos fendlicos
detectados no azeite e a sua concentracdo depende de varios fatores como estadio
de maturacdo, variedade, estacdo, condigcbes climaticas, embalagem,
armazenamento e tecnologia utilizada no processamento (GHANBARI et al., 2012).

A fracdo fendlica do azeite € composta principalmente por alcoois fendlicos
(hidroxitirosol e tirosol) e secoiridéides (derivados oleuropeina, por exemplo acido
elendlico)(BECERRA-HERRERA et al., 2014). Também sdo encontrados acidos
fendlicos, tais como acido galico, acido cafeico, acido vanilico, acido ferdlico, acido

cindmico, acido p-cumarico e &cido p-hidroxibenzodico, lignanas (pinoresinol e
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acetoxi-lamoresinol) e flavanoides (como luteolina e apigenina) (PERES et al.,
2016).

Varios beneficios a salde séo atribuidos ao azeite de oliva devido a presenca
dos compostos fendlicos. Esses compostos apresentam acdo antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, além de induzira apoptose em células cancerigenas e
inibir a oxidacado lipidica (FRANCO et al., 2014; MEZA-MIRANDA et al., 2016).
Dentre os compostos fenolicos encontrados no azeite, o hidroxitirosol é considerado
o antioxidante mais potente, cuja atividade biolégica tem estimulado pesquisas sobre
0 seu provavel papel na protecéo cardiovascular (WANI et al., 2018).

Estratégias vém sendo desenvolvidas com intuito de aumentar a
concentragcédo de compostos fendlicos no azeite. De acordo com estudo realizado por
Bervillé e Breton (2014), condigbes de déficit hidrico nas oliveiras mostrou-se uma
estratégia eficaz para acumulo de compostos fendlicos nas azeitonas e
consequentemente no azeite. A utilizacdo de selénio (Se) na adubacdo também se
mostra uma alternativa promissora para incremento de fenolicos. A fertilizacdo com
Se antes do florescimento em oliveiras cultivada em anos com diferentes condi¢cdes
climaticas influenciou positivamente (aumento de 50%) a composicao fendlica do
azeite (D'’AMATO et al., 2017).

O perfil de compostos fendélicos vem sendo utilizado para diferenciar azeites
de diferentes cultivares (TAAMALLI et al., 2010) e como caracteristicas
discriminantes entre azeites de diferentes origens geograficas (BAJOUB et al.,
2016; BEN MANSOUR et al., 2017). Esses compostos também sdo empregados
como marcadores para comprovacao da autenticidade dos azeites (KALOGIOURI et
al., 2016).

Tocoferois

O termo vitamina E € o nome genérico usado para um grupo de compostos
gue inclui quatro tocoferéis (a-, B-, y- € &-) e quatro tocotriendis (a-, B-, y- € 0-).
Dentre esses, o a-tocoferol possui a maior atividade biolégica, sendo considerado
nutriente essencial para os seres humanos, visto que é necessario para a prevencao
de sintomas de deficiéncia de vitamina E, incluindo neuropatia periférica e anemia
hemolitica (TRABER; STEVENS, 2011).

O azeite é uma importante fonte de vitamina E, uma vez que fornece entre 10
a 150 mg de a-tocoferol a cada 100g (CAYUELA; GARCIA, 2017). Com isso, um
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consumo diario de 25 g de azeite extra virgem fornece quase 30% do consumo
recomendado desta vitamina (EFSA, 2015). Os 0Oleos vegetais sdo considerados as
fontes mais ricas de vitamina E (SOUCI et al., 2000).

No azeite, os tocoferdis eliminam radicais livres e lipoproteinas, prevenindo a
peroxidacéo lipidica. Também contribuem para protecédo termo-oxidativa e previnem
a foto-oxidacdo, aumentado a estabilidade durante o armazenamento (GHANBARI
et al., 2012). No azeite foram reportados quatro diferentes tipos de tocoferais, a-, -,
y- e d-tocoferol, sendo o a-tocoferol o mais abundante, constituindo cerca de 95% do
total de tocoferdis. A concentracdo de tocoferbis no azeite varia em funcdo da
cultivar, grau de maturacdo e condi¢des climaticas (BELTRAN et al., 2010).

A determinacdo de tocoferdis, juntamente com a avaliacdo dos outros
parametros é utilizada para deteccdo de adulteracdes do azeite (VILLEGAS et al.,
2018). Além disso, o teor de tocoferdis também vem sendo empregado como
marcador para diferenciacdo de azeites de diferentes cultivares (CAYUELA,;
GARCIA, 2017).

Carotenoides

Carotenoides sdo compostos isoprenoides sintetizados e armazenados nos
plastidios das células. Esse grupo de compostos desempenha papéis essenciais na
fotossintese e fotoprotecdo. De acordo com sua estrutura podem ser divididos em
carotenos, formados somente de carbono e hidrogénio e xantofilas que apresentam,
além de carbono e hidrogénio, oxigénio em sua estrutura (SUN et al., 2018)

Os carotenoides sdo importantes também para nutricdo e saude humana,
principalmente devido sua atividade provitamina A, visto que a deficiéncia de
vitamina A é problema de saude publica mundial. Além disso, devido sua acao
antioxidante, os carotenoides auxiliam na prevencéo de doencas cardiovasculares e
doencas croénicas degenerativas, como diabetes tipo 2, obesidade, alguns tipos de
cancer, patologias degenerativas do olho, entre outras (CONCEPCION et al., 2018).

No azeite os carotenoides séo responsaveis pela coloracdo amarela, sendo
que os compostos majoritarios sdo a luteina e o B-caroteno (RALLO et al., 2018).
Em menor concentragdo encontram-se diversas xantofilas (violaxantina, neoxantina,
luteoxantina, anteraxantina, mutatoxantina e B-criptoxantina) (CERRETANI et al.,
2008). Os carotenoides, juntamente com os compostos fendlicos e os tocoferdis sao

responsaveis pela elevada estabilidade do azeite (TEKAYA et al., 2016).0 teor de
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carotenoides no azeite varia em funcdo da cultivar, estadio de maturacdo, condices
climaticas do ano de cultivo, processamento e armazenamento (CRIADO et al.,
2008).

O teor de carotenoides aliado a sua composicao isotépica pode ser utilizado
para discriminacdo de origem, como mostra trabalho realizado por Portarena et al.,
(2017). Além disso, a determinacdo de carotenoides também pode ser empregada
para avaliar a qualidade de azeites e identificar adulteracbes (FERREIRO-
GONZALEZ et al., 2017).

Clorofilas

As clorofilas sdo compostos formados por anéis porfirina ligados a um atomo
de Mg?" no centro da estrutura e uma cadeia lateral altamente hidrofébica (fitol).
Clorofilas sédo sensiveis a temperatura e extremos de pH e podem ser convertidas
em derivados sem o ion Mg?*, denominados de feofitinas (KANG et al., 2018).

As clorofilas (clorofilas a e b) sdo os pigmentos responsaveis pela coloracao
verde caracteristica da azeitona. No entanto, durante o processo de extracdo do
azeite ocorre grande perda de clorofilas, permanecendo no azeite apenas 20% do
teor presente no fruto. Do ponto de vista qualitativo, o perfil de clorofilas do azeite é
determinado pelos pigmentos que estavam presentes inicialmente nos frutos e pelos
derivados formados durante a extracdo do Oleo, principalmente as feofitinas
(YILMAZ, 2016).

No azeite, as clorofilas desempenham funces importantes, pois além de
serem decisivas na coloracdo do azeite, também conferem ao mesmo, maior poder
antioxidante, podendo atuar como anti-inflamatério, antimutagénico e
anticarcinogénico (YILMAZ, 2016). Nao tendo somente caracteristicas positivas, as
clorofilas podem atuar negativamente sobre a qualidade dos azeites, pois a clorofila
e a feofitina possuem acao pro-oxidante em presenca de luz. Estes pigmentos agem
como catalisadores na formac&o do oxigénio singlete, o qual pode reagir diretamente
com as ligacdes duplas dos acidos graxos oleico, linoleico e a-linolénico, produzindo
espécies reativas de oxigénio (LANFER-MARQUEZ; BARROS; SINNECKER, 2005).

O conteudo de clorofila no azeite também ¢é influenciado pela cultivar, pelo
estadio de maturacéo e pelas condicbes edafoclimaticas e de processamento. Com
isso, a determinacdo do conteudo de clorofila € utilizada para classificar azeites de
diferentes origens geograficas (ALVES et al., 2018; KARABAGIAS et al., 2017).
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Além disso, a analise de clorofila e seus derivados é utilizada para identificar
adulteracBes nos azeites (FERREIRO-GONZALEZ et al., 2017).

2.3.5 Denominacao de Origem
A globalizagdo vem tornando o mercado cada vez mais competitivo, com iSso

a producdo e o processamento de alimentos devem ir além dos aspectos
tecnologicos e de conservacdo. S8o necessarios também, que se insiram valores
adicionais como a origem da matéria-prima e o sistema de producdo para atender a
demanda dos consumidores por produtos de alta qualidade e que apresentem
rastreabilidade e autenticidade.

E nesse cenario que surgiu a discriminacdo por origem geogréfica (também
conhecida como denominacgao de origem), que refere-se ao produto de determinado
local que apresenta caracteristicas que o diferencia dos demais, refletindo os efeitos
exclusivos dos fatores ambientais, praticas agrondémicas e tecnolégicas que
caracterizam a regidao (LUYKX; VAN RUTH, 2008). Essas diferenciacbes tém a
vantagem de estimular e proteger o setor produtivo local, aumentando a
competitividade no mercado nacional e internacional, limitando a concorréncia,
garantindo precos e mercado para comercializacao.

No Brasil a legislacdo define os termos relacionados a indicacdo geografica
na Lei da propriedade intelectual nUmero 9.279/96. Nela esta descrito que o tipo de
indicacdo geografica esta relacionado a reputacdo da regido, e é aplicada a casos
em que a localidade tenha se tornado conhecida e tenha um histérico com relagcéo a
producéo de determinado produto ou servico. No caso da denominacao de origem, é
preciso que a regido especifica tenha influéncia direta na qualidade ou caracteristica
do produto ou servico.

Na Europa a denominacdo de origem é regulamentada pelo conselho
parlamentar europeu (EU 1151/2012) e sua utilizacdo esta em crescente expansao
no setor da olivicultura. Segundo o Conselho Oleicola Internacional existem 91
denominacfes de origem para azeites: 35 na lItalia, 22 na Espanha, 16 na Grécia, 7
na Franca, 6 em Portugal, 3 na Turquia, 1 em Marrocos e 1 na Eslovénia (COlI,
2018).

Para estabelecer uma indicagdo de procedéncia de azeite deve-se levar em
consideracdo principalmente dois pontos: o primeiro é que o perfil dos azeites

produzidos no local deve ser bem definido com uma caracterizagcao profunda e
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abrangente da sua qualidade e composi¢cdo. Além disso, também é necessario
assegurar a homogeneidade entre os azeites produzidos em toda a regido avaliada
e sua variacdo em diferentes anos de cultivo. O segundo é fornecer marcadores
que diferenciem o azeite de 6leos produzidos em outros locais (BAJOUB et al.,
2014).

Nesse contexto, nas Ultimas décadas, varios trabalhos buscaram o
desenvolvimento de métodos adequados para classificar e discriminar azeites de
diferentes origens geogréficas. Dentre esses métodos varias técnicas sao
empregadas como: cromatografia liquida (BAJOUB et al.,, 2015, 2016; GIL-
SOLSONA et al., 2016), cromatografica gasosa, espectrofotometria (KARABAGIAS
et al., 2017), ressonancia magnética nuclear (LONGOBARDI et al.,, 2012),
eletroforese capilar (LERMA-GARCIA et al., 2009) e espectroscopia no
infravermelho préximo (NIR)(SINELLI et al., 2010). Geralmente essas técnicas sao
associadas a métodos quimiométricos (MELUCCI et al., 2016; BEN MANSOUR et
al., 2017).

No Brasil, devido a producdo de azeite ser recente, pouco se conhece sobre
sua composicdo. O primeiro estudo sobre a composicdo de azeites brasileiros foi
realizado por Ballus et al., (2014), que avaliaram o perfil de compostos fendlicos,
tocoferdis e o conteudo de acidos graxos de 17 azeites monovarietais produzidos na
estacdo experimental de Maria da Fé (MG). Ballus et al., (2015) também avaliaram o
perfil de compostos fendlicos das cultivares Manzanilla, Grappolo, Arbequina e
Koroneiki cultivadas em Dom Pedrito e das cultivares Arbequina, Koroneiki, Coratina
e Frantoiocultivadas em Pelotas. A composicdo de azeites brasileiros também foi
avaliada por Bruscato et al., (2017), que determinaram os teores de tocoferois,
pigmentos, compostos fendlicos e acidos graxos de azeites produzidos na unidade
experimental da Embrapa Clima Temperado (RS). Ja Borges et al., (2017a, 2017b,
2017c) avaliaram a composicdo de azeites da cultivar Arbequina, produzidos em
duas regifes do Brasil (Pelotas-RS e Maria da Fé-MG) com objetivo de comparar
aos azeites da mesma cultivar produzidos na Espanha. Entretanto, os estudos
realizados até o momento sobre a composicdo dos azeites brasileiros utilizaram
amostras de estacdes experimentais, sendo necessarios mais estudos com
producbes comerciais para avancarmos na compreensdo dos fatores que

influenciam a composic¢éo dos azeites.
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2.4 Material e métodos

2.4.1 Material

Azeitonas das cultivares Arbequina, Arbosana, Coratina, Koroneiki, Frantoio e
Picual produzidas no municipio de Pinheiro Machado, RS (coordenadas geograficas:
31° 34' 42" S e 53° 22' 52" W: 439 m de altitude), na safra de 2017 e 2018, foram
colhidas em ponto de maturacdo comercial. Foram obtidas informacdes mensais
sobre precipitacdo e temperaturas médias ao longo dos dois anos do estudo,
considerando o ciclo da cultura (Tabela 1).

Tabela 1: Temperatura média e precipitacdo no municipio de Pinheiro Machado-RS,
considerando ciclo da cultura da oliveira.

2016 2017 2016 2017
Meses _— —
T° Média Precipitacao
Abril 20,6 16,2 365,6 154,0
Maio 15,6 13,9 111,8 301,8
Junho 12,0 11,9 63,6 110,4
Julho 13,4 13,3 138,4 43,8
Agosto 14,8 14,1 105,8 213,0
Setembro 14,9 16,3 50,1 223,8
Outubro 18,4 15,9 300,8 257,9
Novembro 21,4 17,4 409,1 31,2
Dezembro 20,0 21,3 71,0 76,6
2017 2018 2017 2018
Meses o o
T° Média Precipitagao
Janeiro 20,2 21,8 125,6 70,0
Fevereiro 21,6 20,5 115,6 30,1
Marco 18,1 18,9 152,2 89,8
Total de precipitac@o 2009,6 1602,4

Fonte: Estacdo meteoroldgica de Pinheiro Machado

A extracdo dos azeites foi realizada no Laboratorio de Analises de Azeites,
situado na Embrapa Clima Temperado. Para a extracao utilizou-se um sistema em
batelada, que consiste de trés etapas: na primeira, a trituracdo dos frutos, utilizando
um moinho de martelo, seguida pela maceracdo da pasta de azeitona em um
termobatedor por um periodo de 45 min a temperatura ambiente, e na ultima, foi
efetuada a centrifugacdo da pasta, a 1300 xg. Posteriormente, os azeites foram
filtrados, envasados e transportados até o Laboratério de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LaCEM) da UFPel, onde permaneceram sob

congelamento em frascos de vidro ambar até o momento das analises.
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2.4.2 Métodos
2.4.2.1 Indices de degradacéo lipidica

Teor de acidez
Para avaliar o teor de acidez, dissolveu-se o azeite em solucdo de éter

etilico:alcool etilico (2:1, v/v) na proporcdo de azeite:solvente de 1:10 (p/v),
adicionou-se fenolftaleina e titulou-se com solucdo de KOH (0,1 N), segundo
metodologia da AOCS (1992). Os resultados foram expressos em % de acido oleico.

indice de peroxidos
Para determinacdo do indice de peroxidos, cinco gramas de amostra foram

dissolvidas em 30 mL de solucéo de acido acético:cloroformio (3:2, v/v), agitou-se a
mistura e adicionou-se 0,5 mL de solucéo saturada de iodeto de potassio e o frasco
foi mantido no escuro por um minuto. Em seguida adicionou-se 30 mL de agua
destilada e 0,5 mL de solucdo de amido (1%), e titulou-se com tiossulfato de sodio
(0,1 N) até a perda da coloracdo azulada, segundo metodologia da AOCS (1992).

Os resultados foram expressos em megO2 kgt amostra.

Determinacao de absorcéo especificaa 232 e 270 nm
Para a determinacdo do coeficiente de extincdo foram medidas em

espectrofotometro a absorcédo especifica a 232 nm e a 270 nm de uma amostra de
25 mg de azeite, dissolvida em 25 mL de hexano. A extingdo especifica K*icm,
refere-se a absorcao de uma solucéo a 1% do 6leo no solvente, numa espessura de
1 cm e é convencionalmente indicada por K, de acordo com método COI/T.20/Doc.
N°19 (COl, 2010a).

2.4.2.2 Composicao de acidos graxos
A composicao de acidos graxos das amostras de azeites de oliva virgem foi

determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS), seguindo o método descrito pelo COI (2015). Para a reacdo de trans-
esterificacdo, 0,1 gramas de amostra, 2 mL de hexano e 0,2 mL de hidréxido de
potassio metandlico (2M) foram misturados sob agitacdo vigorosa por 30 s. A
camada superior contendo ésteres metilicos foi coletada e injetada no cromatdgrafo
a gas. Utilizou-se um GC-MS Shimadzu QP2010 Ultra com autoinjetor AOC-20i e
biblioteca de espectro de massas NIST 2011. Injetou-se 1yL de amostra com

temperatura do injetor a 200°C, no modo splitless. Utilizou-se hélio como gas
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carreador com fluxo de 1.78 mL min! e velocidade linear como modo de controle de
fluxo. A coluna capilar utilizada foi Rxi-1MS (30m x 0,25mm x 0,25um). O gradiente
de temperatura foi mantido a 78 ° C durante 6,5 min, aumentado a uma taxa de 60
°C min 't até 180 ° C durante 13,44 min, depois aumentou a uma taxa de 35 °C min!
até 280 ° C e permaneceu assim por 5,5 min. As temperaturas da fonte de ions e da
interface foram ajustadas em 200°C, e a faixa de varredura de massas foi de m/z 35
a 500 e 0,3 escaneamentos por segundo. Os ésteres metilicos de &cidos graxos
foram identificados por comparagdo com os tempos de retencdo dos padrdes de
referéncia, e os resultados foram expressos como percentagem relativa de acidos

graxos.

2.4.2.3 Tocoferois
Pesou-se 150 mg de azeite em baldo volumétrico de 5mL e completou-seo

volume com isopropanol. O extrato foi levemente agitado e transferido para
microtubos, de centrifuga. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 8600 xg por 6
minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado através de membrana de nylon 0,22
pm (AllCrom, St. Louis, Mo, EUA) e injetadas em cromatografo a liquido.

O teor de tocoferdis foi determinado em cromatoégrafo a liquido Shimadzu
equipado com sistema detector de fluorescéncia e coluna de fase reversa CLC-ODS
(3.9cm x 150 mm x 4 pm). As analises foram realizadas nas seguintes condi¢des
cromatograficas: volume de injecdo de 10 uL, fluxo 1 mL min* e comprimento de
ondas de excitacdo de 290nm e emissdo 330 nm. A fase movel inicial foi constituida
por acetonitrila:metanol:isopropanol 50:40:10 (v/v/v) por 10 minutos; alterando-se
linearmente para acetonitrila:metanol:isopropanol (30:65:5, v/v/v) até atingir 12
minutos; e retornando linearmente para a fase mdével inicial até 15 minutos de
analise. A identificacdo e quantificacdo de tocoferdisforam realizadas usando curvas
de calibracdo externas (B + y) e d-tocoferol e os resultados foram expressos como

mg Kg*.

2.4.2.4 Pigmentos e coloracao

Carotenoides totais
Para determinacdao do teor de carotenoides totais pesou-se 2,5 gramas de

azeite de oliva e dissolveu-se em 10 mL de solucédo isooctano:etanol (3:1, v/v). Em

seguida, foi realizada a leitura em 450 nm, usando como referéncia o solvente puro,
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segundo metodologia descrita por Rodrigues-Amaya (2001). O conteudo total de
carotenoides foi determinado pela seguinte equacao:

Carotenoides Totais (mg.kg™?) = Abs x V (mL) x 108
% x 100 x P (@)

Em que: Abs = absorbancia; V = volume da solucdo (10 mL); Aicm'” =

coeficiente de absorgao (2500, equivalente ao carotendide majoritario 3-caroteno); P

= peso da amostra. Os resultados foram expressos em mg kg* de B-caroteno.

Clorofila totais
Para determinac&o do teor de clorofilas totais pesou-se 2,5 gramas de azeite

de oliva e dissolveu-se em 10 mL de ciclohexano. A absor¢do da solugéo foi
determinada a 670 nm, usando como referéncia o solvente puro, segundo

metodologia descrita pela AOCS (1992). Os resultados foram expressos em mg kg.

Coloracéao
A coloragdo dos azeites foi determinada utilizando colorimetro (Minolta

Chromometer Modelo CR 300) no padrdo CIE-L*a*b*. O equipamento fornece os
valores a, b e L. Valores L* representam luminosidade (L*=0 é preto e L*=100 é
claridade total) e a* e b* foram utilizados no célculo do angulo Hue [°Hue = tan~
Y(b*/a*)].

2.4.2.5 Compostos fenélicos individuais
Para extracdo dos compostos fendlicos individuais pesou-se 2,50 g de azeite

e adicionou-se 2,0 mL de uma mistura metanol:agua (70:30) e 2,0 mL de hexano.
Agitou-se vigorosamente por um minuto e manteve-se sob agitacdo lenta por mais
20 minutos. Apos este periodo realizou-se a centrifugacdo da amostra a 7000 x g a
4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado através de membrana de
nylon 0,22 uym (AllCrom, St. Louis, Mo, EUA).

Dez microlitros do extrato foram injetados em cromatégrafo a liquido de ultra-
alta eficiéncia (Shimadzu, Prominence) acoplado a espectrometro de massas de alta
resolucdo (tipo quadrupolo-tempo de vbéo) (Impact HD). Os compostos foram
separados em uma coluna Luna C18 (Phenomenex), utilizando solucdo de acido
férmico em agua (0,1% v/v, eluente A) e de acetonitrila acidificada com 0,1% de
acido férmico (eluente B) como fase mdvel. O fluxo utilizado foi de 0,2 mL mint e a

temperatura da coluna foi de 40 °C. Para separacéo foi utilizado um gradiente: 0,00
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min — 10% B, 0,01 — 10,00 min, 75% B, 15,00 — 18,00 min, 90% B, 18,00 — 21,00,
90% B, 21,01- 23,00 min, 10% B, permanecendo por 7 minutos nessa condi¢ao.

O espectrometro de massas foi operado no modo negativo, com espectros
adquiridos ao longo de uma faixa de massas de m/z 50 a 1200. Os parametros de
aquisicao foram: voltagem do capilar 4 kV, pressédo do gas de nebulizacdo (N.) de
2 bar, gas de secagem em 8 L min!, temperatura da fonte de 180°C, colisdo de RF
de 150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi
calibrado com formiato de s6dio 10mM, cobrindo toda a faixa de aquisicdo de m/z 50
até 1200. Além disso, experimentos automaticos de MS/MS foram realizados
ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15 eV; m/z 500,
35 eV; m/z 1000, 50 eV, e usando nitrogénio como gas de colisdo.

Os dados do MS foram processados usando o software DataAnalysis 4.0
(BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha), que fornece uma lista das possiveis formulas
moleculares usando a ferramenta Smart Formula (BrukerCompassDataAnalysis). As
férmulas moleculares candidatas foram escolhidas com base no erro (ppm) e nos
valores de similaridade da distribuicao isotopica (mSigma). Quanto menor o valor de
mSigma e o erro, melhor o ajuste.

A quantificacdo foi realizada com base nas curvas de calibracdo dos
seguintes padrdes: acido vanilico, acido siringico, acido cafeico, acido p-cumarico,
acido ferulico, apigenina, luteolina, hidroxitirosol e tirosol. Para os compostos
fendlicos identificados para os quais um padrdo comercial ndo estava disponivel,
seu conteudo foi estimado usando as curvas analiticas de compostos com estruturas
guimicas semelhantes. O teor de acetato de hidroxitirosol foi estimado usando a
curva de calibracdo para o hidroxitirosol, enquanto a curva de calibracdo da
oleuropeina foi usada para a estimativa do conteudo de todos os secoiridoides e

acetoxipinoresinol. Os resultados foram expressos em mg kg™.

2.4.2.6 Andlise estatistica
Todas as andlises foram realizadas em triplicata (n=3) e os dados foram

submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Foram observadas interacfes
significativas (p < 0,05) da cultivar em cada ano de colheita para a maioria das
varidveis medidas. Com isso, os dados de cada ano de colheita foram analisados
separadamente. Para tratamentos com efeito significativos (p < 0,05), as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de diferenca minima significativa (LSD) de
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Fisher. As andlises estatisticas foram realizadas no software SAS versdo 8.0. Para
melhor visualizagdo das diferencas entre as cultivares e o comportamentos em
diferentes anos foi realizada uma andlise de componentes principais (PCA)
utilizando as seguintes varidveis dependentes: tocoferdis, clorofilas, carotenoides,
coordenadas de cor, acidos graxos e compostos fendlicos. Uma transformacao de
log foi aplicada antes da andlise para evitar o efeito de diferentes escalas das
variaveis. A analise multivariada dos dados foi realizada no Metabo Analyst 4.0.



39

2.5 Resultados

A tabela 2 apresenta o efeito da interacdo cultivar x safra para todas as
variaveis utilizadas no estudo. Houve interacéo significativa entre os fatores cultivar

x safra para todas as variaveis analisadas.



Tabela 2: Analise de variancia para efeitos de cultivar e safra para as diferentes variaveis avaliadas

40

Cultivar x ano de

Cultivar Ano de colheita : 0 ]

Componentes (quadrados médios)  (quadrados médios) colhelﬁé(giléigirados CV (%) residuo
C14:0 0,00005272* 0,00047669* 0,00002716" 18,89 0,00000375
C16:0 15,59530027* 20,958084* 2,60428693* 3,47 0,3030890
Ci16:1 4,12304791* 1,590121* 0,3082808* 8,83 0,02049821
C18:0 0,96920938* 52,88683211* 0,41256938* 5,66 0,03659647
C18:1 107,6091302* 958,893156* 3,3631031"™ 1,04 0,544413
C18:2 44,7592732* 228,8412562* 1,7529814* 5,75 0,1631241
C18:3 0,04329587"s 3,92568178* 0,04123898" 17,87 0,01783308
C20:0 0,04269413* 0,029584* 0,03513813* 8,03 0,00111957
C20:1 0,00490136* 0,05251736* 0,00443603* 5,72 0,00038320
C22:0 0,01149476* 0,03940225* 0,00384165* 10,41 0,00023580
C24:0 0,00216407* 0,01529344* 0,00106851" 19,7 0,00021164
Total saturados 12,3291741* 152,9262001* 2,9743132* 2,44 0,2355898
Total insaturados 12,3306392* 152,942689* 2,9741348* 0,60 0,2356027
a-Tocoferol 15665,39936* 2133,67007* 3205,99582* 3,14 39,03762
B+y-Tocoferol 22,1176428* 0,2288028" 0,4466561* 2,40 0,0329354
Carotenoides 173,049676* 1220,221336* 54,130023* 2,77 0,164975
Clorofilas 17,05026* 99,33444444* 5,49013111* 2,7 0,1853977
Luminosidade 4,3447694* 118,701025* 1,2790317* 0,61 0,0471346
°Hue 222,6648* 341920,8676* 251,0811* 0,38 0,7507
Acido cafeico 0,74773956* 6,83909669* 0,75062476* 2,05 0,00008199
Acido ferulico 0,00124903* 0,00035469* 0,00020996* 4,08 0,00000135
Acido p-cumarico 0,11495513* 0,0064* 0,00649507* 7,55 0,00010420
Acido siringico 0,16114376* 0,77352025* 0,08141572* 6,45 0,00030435
Acido vanilico 0,01025527* 0,028224* 0,01488247* 4,02 0,00006260
Apigenina 26,950806* 0,1844702" 0,9804654* 7,85 0,0346494
Hidroxitirosol 0,55316289* 1,30988025* 1,10669925* 2,2 0,00035386
Tirosol 19121,45196* 49318,19393* 16570,42416* 2,18 2,6733

ns -nao significativo; * - significativo (P < 0.05).
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Cultivar x ano de

Cultivar Ano de colheita . .
Componentes (quadrados médios)  (quadrados médios) colhelﬁé(gilic)irados CV (%) residuo
Hidroxitirosol acetato 162,2610985* 207,2304202* 74,4299081* 5,62 0,044008
Acetoxipinoresinol 1,06334956* 4,52483803* 0,98589516* 7,99 0,00132989
Acido hidroxi elenolico 0,00212143* 0,02305336* 0,00445289* 5,29 0,00004171
Hidroxi D-oleuropeina aglicona 5,55551596* 13,35293403* 3,87683903* 5,95 0,00388648
Acido elenolico 63,6881354* 246,2231722* 5,7588669* 4,72 0,1453737
Oleaceina 4698,84125* 1809,65160* 716,18165* 3,11 1,63200
Oleocantal 34,5438430* 2,0415647* 6,6628093* 5,25 0,0223216
Oleuropeina aglicona 2010,54062* 93,69595* 684,90179* 5,20 4,80283
Metil oleuropeina aglicona 0,05606729* 0,00143136"s 0,00584116* 4,42 0,00016897
Ligstrosideo aglicona 534,773990* 386,764667* 38,315762* 4,23 0,261227

ns -néo significativo; - significativo (P < 0.05).
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2.5.1. indices de degradacéo lipidica
Acidez, indice de peréxidos e coeficiente de extincdo sédo preconizados pela

legislagdo e utlizados para classificacdo dos azeites. Todas as amostras
apresentaram acidez livre < 0,8% de acido oleico, indice de perdxido < 20 meq O2
kg, Koz < 2,50, Ko < 0,22 e AK <0,01, e foram, portanto, classificados como
azeites extra virgem de acordo com o Conselho Oleicola Internacional (COIl, 2017)
(Tabela 3).
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Tabela 3: Acidez (% &cido oleico), indice de peréxidos (meq Oz kg amostra) e coeficiente de extincdo (Kzs2, K270 € AK) de azeites
produzidos no sul do Brasil.

] Extincéo
Acidez Indice deperdxido
Cultivares Ka2s2 Ka7o AK
2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018
Arbequina 0,22+0,00Aa 0,07+0,01Bc  3,22+0,03Bd 7,06+0,12Ab 1,49+0,01Bd 2,16+0,01Ab 0,08+0,00Bd 0,13+0,00Ad 0,001+0,00Ad -0,004+0,00Bb
Arbosana 0,09+0,01Bc 0,20+0,03Aa 3,23+0,03Bd 7,62+0,15Ab 1,68+0,01Bb 1,97+0,02Ad 0,17+0,00Ba 0,14+0,00Ac 0,006+0,00Aa -0,003+0,00Bb
Coratina  0,10+0,01Ac 0,07+0,01Bc 4,95+0,84Bbc 9,78+0,25Aa 1,72+0,01Ba 2,44+0,03Aa 0,16+0,00Ba 0,26+0,00Aa 0,004+0,00Ac -0,007+0,00Bc
Frantoio  0,14+0,01Ab 0,08+0,02Bc  7,86+0,04Aa 6,82+0,30Ab 1,47+0,02Bd 2,04+0,02Ac 0,08+0,00Bd 0,14+0,00Ac 0,001+0,00Ad -0,006+0,00Bc
Koroneike 0,10+0,00Bc 0,23+0,01Aa 5,23+0,01Bb 9,15+0,52Aa 1,54+0,01Bc 2,07+0,03Ac 0,13+0,00Bb 0,16+0,00Ab 0,004+0,00Ac 0,004+0,00Aa
Picual 0,07+0,01Bd 0,14+0,01Ab  4,21+0,02Ac 5,25+0,32Ac 1,29+0,01Be 1,60+0,02Ae 0,11+0,00Bc 0,14+0,00Ac 0,005+0,00Ab -0,005+0,00Bc

Resultados expressos em média + desvio padrdo. Diferengas significativas (p<0,05) na mesma linha sdo indicadas por letras mailsculas diferentes. Diferencas
significativas (p<0,05) na mesma coluna sao indicadas por letras minusculas diferentes.
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2.4.2 Composicao de acidos graxos

Na tabela 4 estdo descritos o perfil de acidos graxos (% relativo), a soma dos
acidos graxos saturados e a soma dos acidos graxos insaturados. O contetudo dos
acidos graxos também se encontra dentro dos parametros de identidade e qualidade
dos azeites estabelecidos pelo Conselho Oleicola Internacional (COI, 2017).

Acido miristico (C14:0), acido oleico (C18:1), acido linolénico (C18:3) e acido
lignocérico (C24:0) foram as Unicas variaveis medidas para as quais a interacdo
cultivar por ano de colheita ndo foi significativa. O &cido oleico (C18:1) foi o principal
acido graxo encontrado, variando de 68% (Arbequina) a 80,1% (Coratina) na safra
de 2017 e de 59,1% (Arbequina) a 69,8% (Picual) na safra de 2018. O segundo
acido graxo predominante foi acido palmitico (C16:0) (12,2-18,2%), seguido por
acido linoleico (C18:2) (1,1-13,2%), acido estearico (C18:0) (1,8-5,3%) e acido
palmitoléico (C16:1 ) (0,4-2,9%). Todos os outros acidos graxos foram encontrados
em proporgdes relativas inferiores a 1% do conteudo total de acidos graxos.

As cultivares Arbequina e Arbosana nas duas safras avaliadas apresentaram
0 maior teor de acidos graxos saturados e menor teor de acidos graxos insaturados.
O maior conteudo de acido linoleico (C18:2) e acido linolénico (C18:3) nas safras de
2017 e 2018 foram observadas na cultivar Arbequina. No entanto, esta cultivar
apresentou o menor teor de acido oleico (C18:1).

O perfil de acidos graxos dos azeites avaliados neste estudo também foi
influenciado pelo ano de colheita. O acido oleico (C18:1) encontra-se presente em
maior percentagem nos azeites cultivados no ano de 2017 quando comparado a
2018. Por outro lado, os azeites da safra de 2018 apresentaram maiores teores de

acido linoleico (C18:2) e acido linolénico (C18:3).



Tabela 4: Perfil de acidos graxos de azeites de seis cultivares produzidas no sul do Brasil durante duas safras
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2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018
Cultivares C14.0 C16:0 Cl6:1 C18:.0 C18:1
Arbequina 0,009+0,00 Ba 0,020+0,00Aa 18,23+0,08Aa  17,58+0,30Aa  2,84+0,02Aa  2,97+0,05Aa 1,76+0,02Bd  4,04+0,02Ac  68,03+0,22Ac 59,11+0,57Bd
Arbosana 0,008+0,00Aab 0,013+0,00Ab 16,30+1,51Bb  17,39+0,34Aa  1,58+0,22Bb  2,82+0,18Aa 2,55+0,07Ba  4,49+0,29Ac 72,94+1,69Ab 62,67+0,71Bc
Coratina  0,004+0,00Bb 0,010+0,00Ab 15,62+0,33Abc  14,61+0,14Bb  0,43+0,02Ad  0,63+0,04Ac  2,14+0,02Bc 5,15+0,11Aab 80,10+0,40Aa 67,81+0,51Bb
Frantoio 0,007+0,00Bab 0,010+0,00Ab 13,81+0,29Bcd 16,71+0,36Aa  1,43+0,03Ab  1,44+0,10Ab  1,75+0,03Bd  3,94+0,19Ac 73,79+0,34Ab 64,41+1,26Bc
Koroneiki  0,006+0,00Bab 0,020+0,00Aa 12,28+0,44Bd  15,35+0,15Ab  1,14+0,04Bc  1,48+0,04Ab  2,27+0,04Bb  5,38+0,03Aa 78,59+0,36Aa 66,37+0,28Bb
Picual 0,006+0,00Bab 0,010+0,00Ab 14,12+0,18Bcd 17,22+0,15Aab 1,01+0,02Bc  1,58+0,04Ab  2,51+0,00Ba 4,61+0,15Abc 80,05+0,14Aa 69,89+0,30Ba
Cultivares C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C22:.0
Arbequina  8,06+0,23Ba  13,27+0,41Aa 0,62+0,12Ba 1,26+0,11Aa 0,31+0,01Bd  0,57+0,04Aa  0,23+0,00Bc  0,38+0,01Aa  0,07+0,00Bc  0,14+0,01Ab
Arbosana  4,80+0,09Bc 9,43+0,59Ac  0,36+0,05Bbc 1,09+0,08Aa 0,52+0,03Aa  0,49+0,04Aa  0,34+0,00Ba  0,38+0,01Aa 0,21+0,01Aa 0,18+0,01Ab
Coratina 3,87+0,05Bd 9,70+0,50Ac  0,31+0,03Bbc 0,98+0,14Aa 0,37£0,01Ac  0,36+0,03Ab  0,36%0,01Aa 0,38+0,1Aa 0,09+0,00Bc  0,13+0,01Ab
Frantoio 6,41+0,06Bb  11,35+1,02Ab  0,27+0,06Bc 1,05+0,22Aa 0,32+0,00Ad  0,24+0,01Bc  0,30+0,02Bb  0,36+0,03Aa  0,08+0,01Bc  0,16+0,02Ab
Koroneiki 2,72+0,10Be 9,02+0,31Ac  0,45+0,08Babc  1,08+0,24Aa 0,45+0,01Ab  0,38+0,04Bb  0,33+0,03Bab 0,37+0,03Aa  0,15+0,01Ab  0,26+0,03Aa
Picual 1,08+0,04Bf 4,25+0,19Ad  0,48+0,01Bab 0,84+0,05Aa  0,36+0,01Bcd 0,58+0,03Aa  0,25+0,01Bc  0,37+0,02Aa  0,09+0,00Bc  0,17+0,02Ab
Cultivares C24:0 Total saturados Total insaturados
Arbequina  0,03+0,00Bd 0,08+0,01Aa  20,44+0,08Ba 22,58+0,28Aa 79,58+0,07Ac 77,42+0,28Bc
Arbosana 0,11+0,01Aa 0,10+0,01Aa 19,69+1,41Ba 22,90+0,14Aa 80,31+1,42Ac 77,10+0,14Bc
Coratina  0,04+0,00Bcd 0,07+0,01Aa  14,93+0,40Bc  20,38+0,19Ac 85,08+0,40Aa 79,62+0,19Ba
Frantoio 0,03+0,00Bcd  0,10+0,01Aa  17,79+0,29Bb  21,21+0,37Ab  82,21+0,29Ab 78,79+0,37Bb
Koroneiki 0,06+0,01Bb 0,11+0,03Aa  16,75+0,28Bb  21,55+0,21Ab  83,23+0,28Ab 78,45+0,21Bb
Picual 0,04+0,00Bc 0,09+0,02Aa  17,12+0,17Bb  22,82+0,15Aa 82,86+0,17Ab 77,18+0,15Bc

Resultados expressos em média (% de abundancia relativa de acidos graxos totais) + desvio padrdo. As médias seguidas na mesma linha por letras
maidsculas diferentes e na mesma coluna por letras mindsculas diferentes séo significativamente diferentes pelo teste de LSD de Fisher (p < 0,05).
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2.5.3 Tocoferois
Os tocofer6is foram avaliados por cromatografia liquida e identificados por

comparacao dos tempos de retengdo com 0s seus respectivos padrdes, observou-se
a presenca de a-, - e y-tocoferdis. No entanto, nas condi¢des aplicadas neste
estudo o B-tocoferol ndo se separou de seu isbmero, o y-tocoferol, e portanto, a
quantificacéo foi realizada somando o conteudo do (3- e y- tocoferol.

O principal isdmero quantificado foi o a-tocoferol, representando mais de 90%
do total de tocoferdis, variando de 117 (Frantoio) para 325 mg kg? (Arbosana),
seguidos por quantidades menores de B + y (4,8 a 10,7 mg kg em Arbequina e
Coratina, respectivamente). O conteudo de tocoferol diferiu entre as cultivares
avaliadas, o maior teor de a-tocoferol foi observado em Arbosana,
independentemente do ano de colheita (Tabela 5). Ja para o f + y-tocoferol a

cultivar Coratina foi a que apresentou o maior conteudo.

Tabela 5: Teor de tocoferol dos azeites de seis cultivares produzidas no sul do Brasil
durante duas safras

a-tocoferol (mg kg?) B+y-tocoferol (mg kg™)
2017 2018 2017 2018
Arbequina 156,55+0,76 Ad  166,99+3,35 Ac  4,87+0,02 Af  4,79+0,05 Ad
Arbosana 325,00+14,12 Aa 253,83t12,18 Ba 7,08+0,06 Ad 6,62+0,37 Ac
Coratina 192,30+4,60 Ac  210,95+12,43 Ab 10,16+0,06 Aa 10,75+0,55 Aa
Frantoio 117,47+0,67 Be  162,59+3,31 Ac  6,050,06 Be 6,99+0,09Ac
Koroneiki  225,39+2,07 Ab 177,64+18,62 Bc 8,52+0,08 Ab  8,16%0,47 Ab

Picual 223,23+1,58 Ab  175,53+3,33Bc  7,96+0,04 Ac  8,23+0,08 Ab

Resultados expressos em média + desvio padrdo. As médias seguidas na mesma linha por letras
mailsculas diferentes e na mesma coluna por letras minasculas diferentes sdo significativamente
diferentes pelo teste de LSD de Fisher (p < 0,05).

Cultivar

Semelhante aos acidos graxos, o ano de colheita influenciou o teor de
tocoferol. As cultivares Arbosana, Koroneiki e Picual apresentaram maiores teores
de a-tocoferol na safra de 2017 comparado a safra 2018 (Tabela 4). Entretanto, a
cultivar Frantoio apresentou o menor contetdo de a-tocoferol na safra de 2017. Em
geral, o teor de B + y-tocoferol ndo foi influenciado pelo ano de colheita, com

excecao da cultivar Frantoio, na qual o maior teor foi observado em 2018.



47

2.5.4 Pigmentos e coloragéo
Os resultados do conteudo de pigmentos (carotenoides e clorofila) e as

coordenadas de cor (Luminosidade e °Hue) estdo apresentados na tabela 6. A
cultivar influenciou no teor de carotenoides e clorofilas. Na safra de 2017, os maiores
conteudos desses compostos foram observados para cultivar Coratina, enquanto
gue na safra de 2018 as maiores concentragdes se encontram na cultivar Frantoio.

Os teores de carotenoides e clorofilas foram fortemente influenciados pelo
ano de cultivo. Os azeites produzidos na safra de 2018, independente da cultivar,
apresentaram maiores teores de carotendide e clorofila do que os azeites produzidos
na safra de 2017.

A cor do oleo é diretamente influenciada pelo conteddo do pigmento
(carotenoides e clorofilas). Em geral, os azeites de 2018 tinham uma tonalidade
verde escura (°Hue de 312 a 320), enquanto que para os azeites da safra de 2017,

observou-se tonalidade amarelada (°Hue de 108 a 140).
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Tabela 6: Teores de carotenoides e clorofilas e varidveis de cor (L e ° Hue) de azeites de seis cultivares produzidas no sul do
Brasil em 2017 e 2018.

Cultivares  Carotenoides (mg kg™) Clorofila (mg kg™) Luminosidade (L) °Hue
2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018

Arbequina 3,8+0,1Be 12,84¢0,9Ad 0,1+0,1Ac  0,9+0,1Ac 38,9+0,1Aa 34,2+0,0Ba 113,0+0,5Bd 320,6+0,8Aa
Arbosana 6,8+0,1Bd 19,3+0,8Ac 0,4+0,06Bbc 3,3+0,4Ab 38,6+0,1Ab 34,2+0,0Ba 108,0+0,6Be 312,9+0,7Ac
Coratina 15,7+0,4Ba 27,6+0,0Ab  3,1+0,2Ba  7,2+0,2Aa 35,6+0,1Ae 33,2+0,1Bb 140,3+1,3Ba 313,9+0,5Ac
Frantoio  8,0+0,2Bc 31,0+0,7Aa 1,0+0,2Bbc 7,2+0,3Aa 37,8+0,1Ac 33,8+0,1Bab 122,4+0,4Bc 317,6+0,0Ab
Koroneiki  6,3+0,1Bd 12,7+0,7Ad 0,5+0,04Bbc 2,6+0,2Ab 36,7+0,1Ad 33,3+0,0Bb 110,9+1,1Bd 312,9%+0,9Ac
Picual  12,1+0,3Bb 19,6+0,3Ac 1,9+0,07Bb 6,1+0,1Aa 36,6+0,1Ad 33,6+0,7Bab 126,6+0,4Bb 313,0+1,6Ac

Resultados expressos em média + desvio padrdo. As médias seguidas na mesma linha por letras mailsculas diferentes e na mesma coluna por letras

minusculas diferentes sao significativamente diferentes pelo teste de LSD de Fisher (p < 0,05).
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2.5.5 Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos foram identificados por espectrometria de massa no

modo de ionizagdo negativa e, quando disponiveis, padrdes comerciais foram
utilizados para confirmacgéao da identidade dos mesmos. Os compostos para os quais
ndo havia padrbes disponiveis foram identificados pela comparacao de seus dados
espectrais de massa de alta resolugdo e fragmentagdo (MS/MS) com informacdes
previamente relatadas na literatura (AMMAR et al., 2017; BAKHOUCHE et al., 2013;
BALLUS et al., 2015). Na tabela 7 estdo apresentados os 19 compostos fendlicos
identificados, incluindo tempo de retencéo, formula molecular, m/z experimental e
tedrico, erro e mSigma (indice de similaridade do perfil isotépico).

Dentre os acidos fendlicos, foi possivel identificar dois derivados do acido
hidroxibenzoéico (acido vanilico e &acido siringico) e trés derivados do acido
hidroxicinamico (acido cafeico, acido p-cumarico e acido ferdlico). No grupo dos
flavondides, duas flavonas foram identificadas (apigenina e luteolina). Em relacéo
aos alcoois fendlicos, foram identificados o hidroxitirosol, o tirosol, bem como um
derivado do hidroxitirosol conhecido como acetato de hidroxitirosol. Uma lignana
acetoxipinoresinol também foi identificada nas amostras de azeite. No grupo dos
secoiridoides foram identificados 0s seguintes compostos: oleuropeina aglicona e
trés derivados, hidroxi oleuropeina aglicona, oleaceina e metil oleuropeina aglicona,
ligstrosideo aglicona e seu derivado oleocantal, e acido elendlico e seu derivado
hidroxilado, acido hidroxielenalico.

O conteudo de compostos fendlicos das amostras de EVOO é apresentado na
Tabela 8. Os secoiriddides foram os mais abundantes em todas as cultivares,
seguidos pelos alcoois fendlicos e flavonoides, respectivamente. No grupo
secoiriddides em ambos os anos de colheita, a cv. Koroneiki apresentou o maior
conteudo de oleuropeina aglicona, oleoceina e oleocantal, enquanto que a cv.
Coratina apresentou o maior conteudo de ligstrosideo aglicona e a cv. Frantoio
apresentou a maior concentracdo de acido elendlico.

Em relacéo as quantidades de alcoois fendlicos, a cv. Arbequina apresentou o
maior teor de acetato de hidroxitirosol nas duas safras avaliadas. A maior
concentracdo de hidroxitirosol foi observada no azeita da cultivar Frantoio (1,27 mg
kg?), enquanto o maior teor de tirosol foi observado no 6leo de Arbequina 2017

(330,58 mg kg?). Na safra de 2018, as maiores concentracdes de hidroxitirosol e
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tirosol foram observadas nos 6leos das cultivares Koroneiki (1,89 mg kg!) e Frantoio
(49,63 mg kg1), respectivamente.

Em relacdo aos flavonoides, a cultivar Arbosana apresentou o maior teor de
apigenina nos dois anos de colheita. Enquanto, Arbequina teve o maior teor de
luteolina em ambas safras. O acetoxipinoresinol também foi encontrado em
guantidades consideraveis e sua maior concentracao foi observada na cv. Arbosana
nos dois anos de colheita.

A cultivar Arbequina apresentou maior teor de acidos fendlicos em relacéo as
outras cultivares avaliadas na safra de 2017, com excec¢do do acido vanilico, onde o
maior contetdo foi observado na cultivar Arbosana. Na safra de 2018, a cultivar
Arbequina também apresentou maior contetdo de acido ferulico, acido p-coumarico
e acido vanilico. Porém, para os acidos cafeico e siringico o maior teor foi observado
na cultivar Koroneike.

Com relacdo a influéncia do ano de cultivo, observou-se que praticamente
todos os compostos fenolicos foram significativamente afetados pelo ano-safra.
Azeites da safra de 2018, independente da cultivar, apresentaram o maior conteudo
de acido cafeico, acido siringico e ligstrosideo aglicona. A influéncia do ano da
colheita nos outros compostos fendlicos foi dependente da cultivar (Tabela 1). Por
outro lado, azeites da safra de 2017, independentemente da cultivar, apresentaram
0s maiores conteudos de tirosol e acetato de hidroxitirosol. Azeites da cultivar
Arbequina apresentaram maior teor de luteolina nos dois anos de colheita, enquanto

gue azeites Arbosana teve o maior teor de apigenina nos dois anos de colheita.



Tabela 7: Compostos fendlicos presentes em azeites produzidos no sul do Brasil em 2017 e 2018 identificados por LC-MS
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Identificacao TR [min] FormuEa!\{l_lc])_l ecular M enn;(jzr ada Terglrizca Error (ppm) mSigma
Acidos fendlicos

Acido cafeico 8,5 CoH704 179,0352 179,0350 -1,2 24,9
Acido vanilico 8,6 CgH704 167,0357 167,0350 -4,1 14,2
Acido p-coumarico 9,3 CoH7O3 163,0411 163,0401 -1,2 7.2
Acido ferulico 9,7 C10H90O4 193,0515 193,0506 -4,3 23,2
Acido siringico 10,0 CoHoOs 197,0450 197,0455 -2,0 19,9
Alcoois Fenolicos

Tirosol 8,1 CsH1002 137,062 137,061 3,8 19,7
Hidroxitirosol acetato 9,9 C10H1104 195,0663 195,065 5,3 17,1
Hidroxitirosol 11,2 CsHoOs3 153,056 153,056 -1,9 13,5
Flavonoides

Luteolina 10,7 C15H90Os 285,0426 285,0405 -3,3 37,0
Apigenina 11,3 C15H9Os 269,0468 269,0455 -4,7 23,1
Liginanas

Acetoxipinoresinol 11,1 C22H230s 415,1398 415,1379 4,6 46,6
Secoiridoides

Acido hidroxi elenolico 8,1 C11H1307 257,0680 257,0653 5,3 9,5
Hidroxi D-oleuropeina aglicona 10,1 C17H1007 335,1136  335,1115 1,0 23,1
Acido elendlico 10,2 C11H130e6 241,0718 241,0705 52 24.8
Decarboxi metil oleuropeina aglicona (oleaceina) 10,6 C17H1006 319,1187 319,1173 4,4 4,8
Decarboxi metil ligstrosideo aglicona (oleocantal) 11,4 C17H1905 303,1238 303,1218 1,4 18,8
Oleuropeina aglicona 11,8 C19H210s 377,1242 377,1223 0,8 16,0
Metil oleuropeina aglicona 11,9 C20H230s 391,1398 391,1393 2,2 22,0
Ligstrosideo aglicona 12,5 C19H2107 361,1293 361,1264 2,3 9,2

TR - tempo de retencao

mSigma - semelhanca de perfil isotépico — quanto menor o valor maior a similaridade
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Tabela 8:Teor de compostos fendlicos (mg kg*) de azeite de seis cultivares produzidas no sul do Brasil nas safras de 2017 e 2018

Acidos fenélicos

Acido cafeico*

Acido ferulico*

Acido p-cumarico*

Cultivares 2017 2018 2017 2018 2017 2018
Arbequina 0,008 + 0,00 Ba 0,95+ 0,01 Ab 0,06 + 0,00 Aa 0,05+ 0,00 Ba 0,24+ 0,02 Bb 0,38 + 0,00 Aa
Arbosana 0,003 + 0,00 Bc 0,55+ 0,01 Ad 0,03 + 0,00 Ab 0,02 + 0,00 Bc 0,05 + 0,00 Acd 0,03 + 0,00 Be
Coratina 0,003 + 0,00 Bc 0,42 + 0,00 Af 0,03 + 0,00 Ab 0,01 + 0,00 Bd 0,08 + 0,00 Ac 0,05+ 0,00 Bd
Frantoio 0,001 + 0,00 Bd 0,46 + 0,00 Ae 0,02 + 0,00 Ac 0,02 + 0,00 Bc 0,02 + 0,00 Ad 0,01 + 0,00 Af
Koroneiki 0,001 + 0,00 Bd 2,27 + 0,00 Aa 0,02 + 0,00 Bc 0,04 + 0,00 Ab 0,04 + 0,00 Bd 0,09+ 0,01 Ac
Picual 0,006 + 0,00 Bb 0,62 + 0,02 Ac 0,02 + 0,00 Ac 0,01 + 0,00 Bd 0,30+ 0,03 Aa 0,32+ 0,00 Ab
Cultivares Acido siringico* Acido vanilico*
2017 2018 2017 2018
Arbequina 0,43 + 0,03 Ba 0,61+ 0,04 Ab 0,20 + 0,02 Bc 0,24 + 0,00 Aa
Arbosana 0,06 + 0,00 Bbc 0,17 £ 0,00 Ae 0,25+ 0,02 Ab 0,19 + 0,00 Bc
Coratina 0,04 +0,01 Bc 0,37 +0,04 Ad 0,20 £ 0,01 Ac 0,06 + 0,00 Be
Frantoio 0,09 + 0,00 Bbc 0,14 +0,00 Ae 0,26 + 0,02 Ab 0,12 + 0,00 Bd
Koroneiki 0,06 + 0,00 Bbc 0,74 +0,01 Aa 0,13 +0,01 Bd 0,22 + 0,00 Ab
Picual 0,10+ 0,00 Bb 0,48 +0,00 Ac 0,31 + 0,05 Aa 0,19 + 0,00 Bc
Alcoois Fendlicos
Cultivares Hydroxitirosol* Tirosol* Acetato de hidroxitirosol**
2017 2018 2017 2018
Arbequina 0,45 + 0,02 Bd 1,21+ 0,03 Ac 330,58 + 1,15 Aa 44,98 + 0,61 Bb 23,76 £ 0,60 Aa 4,75+ 0,31 Ba
Arbosana 0,59 £ 0,01 Ac 0,37 £ 0,00 Be 65,57 £ 0,64 Ad 27,71+ 0,01 Be 2,38+ 0,02 Ac 0,29+ 0,02 Bd
Coratina 0,73 +£0,02 Bb 1,74 £ 0,01 Ab 48,25+ 1,10 Ae 33,51+0,25Bd 0,74 + 0,04 Ad 0,42 + 0,01 Acd
Frantoio 1,27 £ 0,02 Aa 0,38 + 0,00 Be 74,62 £ 4,79 Ac 49,63+ 1,45 Ba 3,99+0,14 Ab 0,26 + 0,00 Bd
Koroneiki 0,45 +0,01 Bd 1,89 £0,04 Aa 101,28 + 1,00 Ab 38,50 £ 0,12 Bc 3,53+0,27 Ab 1,62 £ 0,04 Bb
Picual 0,49 + 0,00 Bd 0,67 £ 0,01 Ad 51,61 +0,91 Ae 33,43+ 0,06 Bd 2,38 £ 0,05 Ac 0,65 + 0,06 Bc
Flavonoides Lignanas
Cultivares Luteolina* Apigenina* Acetoxipinoresinol**
2017 2017 2017 2018 2017 2018
Arbequina 2,14 + 0,05 Ba 2,14 +0,05 Ba 1,89 + 0,09 Bc 2,98 + 0,03 Ab 0,086 + 0,00 Bc 0,75+ 0,03 Ac
Arbosana 1,56 + 0,15 Ab 1,56 + 0,15 Ab 6,61+ 0,54 Aa 5,83 +0,04 Ba 0,148 £ 0,01 Ba 1,99 + 0,02 Aa
Coratina 0,49 £ 0,02 Ae 0,49 £ 0,02 Ae 0,56 + 0,02 Ad 0,31 + 0,00 Ae 0,091 £ 0,00 Ac 0,10+0,01 Ae
Frantoio 0,85+ 0,04 Ad 0,85+ 0,04 Ad 0,88 + 0,08 Ad 1,12 £ 0,05 Ad 0,094 £ 0,00 Bbc 1,66 £ 0,12 Ab
Koroneiki 1,39 £ 0,04 Abc 1,39 £ 0,04 Abc 3,64 +0,37 Ab 2,41 + 0,05 Bc 0,105 £ 0,01 Bb 0,27 £+ 0,02 Ad
Picual 1,32 £ 0,06 Ac 1,32 £ 0,06 Ac 1,08 £ 0,08 Ad 1,14 £ 0,06 Ad 0,087 + 0,00 Ac 0,10 £ 0,01 Ae

Resultados expressos em média * desvio padrdo. As médias seguidas na mesma linha por letras mailsculas diferentes e na mesma coluna por letras
minusculas diferentes séo significativamente diferentes pelo teste de LSD de Fisher (p < 0,05).
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Tabela 8 (continuacéo):Teor de compostos fendlicos (mg kg™?) de azeite de seis cultivares produzidas no sul do Brasil nas safras

de 2017 e 2018

Secoiridoides

Acido hidroxi elenolico**

Hidroxi D-oleuropeina aglicona**

Acido elenalico**

Cultivares

2017 2018 2017 2018 2017 2018
Arbequina 0,138 £ 0,00 Aa 0,11 + 0,00 Bd 0,83 £ 0,01 Ba 2,85+0,11 Ab 5,90 £ 0,02 Bc 11,64 + 0,64 Ab
Arbosana 0,098 + 0,00 Bb 0,15 + 0,00 Abc 0,63 + 0,01 Ab 0,31 + 0,01 Bde 7,31+£0,10 Bb 12,29 + 0,53 Ab
Coratina 0,089 + 0,00 Bc 0,21 £ 0,02 Aa 0,26 + 0,01 Bd 1,51 +£0,16 Ac 2,11 £ 0,19 Be 4,94 + 0,02 Ad
Frantoio 0,085 + 0,00 Bd 0,17 £0,01 Ab 0,12 + 0,00 Af 0,15 + 0,00 Ae 8,83 + 0,56 Ba 16,33 + 0,04 Aa
Koroneiki 0,085 + 0,00 Bd 0,11 + 0,00 Ad 0,58 + 0,01 Bc 4,58 + 0,06 Aa 6,29 £ 0,19 Bc 12,33+ 0,01 Ab
Picual 0,085 + 0,00 Bd 0,13+0,01 Ac 0,21 + 0,00 Be 0,54 + 0,06 Ad 3,08 + 0,03 Bd 6,58 + 0,80 Ac
Cultivares Decarboxi metil oleuropeina aglicona** Decarboxi metil ligstrosideo aglicona** Oleuropeina aglicona**
2017 2018 2017 2018
Arbequina 62,51 +0,41B b 68,18 + 1,63 Ab 1,26 £ 0,02 Bd 3,29+0,13 Ab 17,77 £ 0,12 Be 23,26 £ 0,59 Ac
Arbosana 60,71 £ 0,36 Ab 6,36 + 0,10 Be 1,71 £ 0,02 Ac 1,55 + 0,06 Acd 52,32+ 1,20 Ab 7,65+ 0,02 Bd
Coratina 29,27 +0,53 Ac 17,46 £0,79 Bd 3,79+ 0,22 Ab 1,30 £ 0,04 Bde 54,94 + 0,91 Bb 65,87 £ 1,01 Aa
Frantoio 17,36 £ 0,70 Ae 4,49 +0,10 Be 1,64 £ 0,04 Acd 1,16 £ 0,06 Be 30,56 + 4,16 Ad 25,99 + 0,36 Bc
Koroneiki 92,84 £ 1,59 Aa 76,18 +0,47 Ba 5,86 + 0,27 Ba 9,44 + 0,13 Aa 64,14 £ 0,94 Aa 64,19 £0,46 Aa
Picual 25,94 £ 0,54 Bd 30,88 £3,32 Ac 1,36 + 0,04 Bcd 1,72 £ 0,28 Ac 42,15+ 1,16 Bc 55,85 £ 5,61 Ab
Cultivares Metil oleuropeina aglicona** Ligstrosideo aglicona**
2017 2018 2017 2018
Arbequina 0,36 £ 0,02 Bab 0,44 £ 0,01 Aa 0,75+ 0,02 Be 1,40 + 0,17 Af
Arbosana 0,38 £ 0,01 Aa 0,38 + 0,01 Ab 5,45 + 0,32 Bd 7,97 £ 0,10 Ae
Coratina 0,22 £ 0,01 Ac 0,13 £ 0,00 Be 22,52 + 0,65 Ba 35,86 £ 0,85 Aa
Frantoio 0,32 £ 0,03 Bb 0,39 + 0,01 Ab 7,02 £0,12 Bc 15,55 + 0,12 Ac
Koroneiki 0,23 +0,01 Bc 0,26 +0,01 Ac 7,79 £0,22 Bc 18,52 + 0,10 Ab
Picual 0,22 + 0,01 Ac 0,20 + 0,00 Ad 9,18 + 0,39 Bb 12,72 + 1,30 Ad

Resultados expressos em média + desvio padrdo. As médias seguidas na mesma linha por letras mailsculas diferentes e na mesma coluna por letras
mindsculas diferentes séo significativamente diferentes pelo teste de LSD de Fisher (p < 0,05).

* Quantificado com préprio padrao externo

** Quantificado com padréo externo similar
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2.5.6 Andlise de dados multivariada
Para visualizagéo da influéncia global da cultivar e do ano de cultivo foi

realizada a andlise de componentes principais (PCA) levando em consideracao
todas varidveis dependentes medidas (perfil de &cidos graxos, tocoferdis,
clorofilas e carotenoides, Luminosidade, °Hue e compostos fendlicos).

A PCA mostrou claramente a distingdo dos azeites cultivados em
diferentes anos (Figura 1A). Os dois primeiros componentes principais (PC)
explicaram 74% da variacéo total, onde o PC1 e PC2 explicaram 52,4% e
21,8%, respectivamente. A partir da analise biplot (derivada do PCA) foram
obtidas as variaveis que mais contribuiram para dispersdo dos azeites em
fungéo do ano de cultivo (Figura 1 B). Essas variaveis foram identificadas como
acido cafeico, clorofilas, ligstrosideo aglicona, hidroxi-D-oleuropeina aglicona,

acido siringico e hidroxitirosol acetato.
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Figura 1. Scores plot (A) e loadings plot (B) derivados da andlise de
componentes principais (PCA) de azeites de seis cultivares produzidas no sul
do Brasil nas safras de 2017 e 2018

Para verificar a influéncia da cultivar na composi¢cdo do azeite em cada
ano de safra e para determinar quais compostos contribuiram para essa

distingdo, foram realizadas analises discriminantes por minimos quadrados
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parciais (PLS-DA). O PLS-DA mostrou a separacdo das cultivares nas duas
safras (Figura 2A e 2C). A partir da analise de PLS-DA, baseado na projecéo de
importancia das variaveis (VIP score), foi possivel identificar os compostos que
influenciaram para separacao das cultivares, considerando que quanto maior
os valores de VIP score, maior a contribuicdo na discriminagdo dos grupos.
Pontuacgdes VIP (> 1,0) foram usadas para determinar quais compostos mais
contribuiram para a separacgéo entre as cultivares (Figura 2B e 2D).

Na safra de 2017, foi observada discriminagdo entre cultivares. A
gualidade do modelo e a validacdo de desempenho foram avaliadas pelos
parametros R2 e Q2. O modelo apresentou boa predi¢céo e regressdo, com R2
= 0,99 e Q2 = 0,97. Clorofilas e ligstrosideo aglicona contribuiram para a
distingdo da cultivar Coratina das demais, enquanto o &cido linoléico, acido
siringico, acetato de hidroxitirosol, hidroxi D-oleuropeinaaglicona, tirosol, acido
fertlico e acido caféico foram os compostos que mais contribuiram para a
distingdo da Arbequina. A baixa porcentagem relativa de acido linoléico e o
baixo teor de acido ferulico contribuiram para diferenciar azeites da cultivar
Picual (Figura 2B). Os azeites da cultivar Arbequina produzidos em 2017
apresentaram os maiores conteudos de acido singico, acetato de hidroxitirosol,
hidroxi D-oleuropeina aglicona, tirosol, acido ferulico e &cido caféico em
comparacao com as outras cultivares (Tabela 8).

Semelhante ao observadona safra de 2017, a discriminacdo entre
cultivares também foi confirmada pelo PLS-DA na safra de 2018 (Figura 2C).
Os parametros de validacdo do modelo foram R2 de 0,96 e Q2 foi de 0,90,
sugerindo boa previsibilidade e qualidade de ajuste. Os metabolitos e sua
influéncia (valores VIP> 1,0) na separacao das cultivar na safra de 2018 sao
apresentados na Figura 2D.

Ligstrosideo aglicona e oleuropeina aglicona contribuiram para a
discriminacdo do azeite da cv. Coratina dos demais, enquanto a apigenina e o
acetoxipinoresinol contribuiram para diferenciar o azeite da cv. Arbosana dos
demais. A alta porcentagem relativa de &cido linoléico e o alto teor de acetato
de hidroxitirosol e acido ferulico influenciaram a diferenciacdo do azeite da cv.

Arbequina.
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Figura 2: Analise discriminante por quadrados minimos parciais e projecao de
importancia das variaveis (VIP scores derivados do PLS-DA) para azeites de
seis cultivares produzidos no Sul do Brasil produzidos nas safras de 2017 (A e
B) e 2018 (C e D).
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2.6. Discusséao

7

O perfil de &cidos graxos € um parametro amplamente avaliado em
azeites e fornece informacdes sobre sua qualidade, além de estar relacionados
a beneficios & saude do consumidor. O &cido oleico foi o acido graxo mais
abundante nas amostras de azeites avaliadas, variando de 59% (Arbequina,
safra 2018) a 80% (Picual, safra 2017) do teor total de acidos graxos. Intervalos
similares desse acido graxo em azeites brasileiro foram relatados por Zago et
al.(2019). Azeites produzidos na Espanha apresentaram percentuais de acido
oleico de 67,7 a 80,2% para as cultivar Frantoio e Picual, respectivamente
(REBOREDO-RODRIGUES et al., 2014). Ja em estudo realizado por Rondanini
et al. (2014) foi observado que o percentual de acido oleico de azeites da
cultivar Frantoio produzidos na Argentina, variou de 67 a 70%. Assim, este
estudo corrobora com os anteriores e ressalta que a porcentagem relativa dos
acidos graxos varia em func¢éo da cultivar e do local de producéo.

O ano de colheita também influenciou o perfil de acidos graxos dos
azeites avaliados neste estudo. Entre os fatores ambientais, a temperatura
desempenha um papel essencial na composi¢cado dos acidos graxos dos 0leos,
regulando as dessaturases de acidos graxos, enzimas responsaveis pela
formacédo das duplas ligacdes. Com isso, baixas temperaturas aumentam o teor
de acidos graxos poli-insaturados nas plantas, mantendo assim a fluidez das
membranas biologicas (HERNANDEZ et al., 2011). As temperaturas mais
baixas que ocorreram nos meses de outubro, novembro e dezembro de 2017
(Tabela 1) que coincidem com o crescimento das azeitonas acarretaram em
azeites com maior teor de &cidos linoleico e linolénico. Essa correlacao
também foi observada para azeites produzidos na Espanha e Argentina
(BORGES et al., 2017a; RONDANINI et al., 2014). Outros fatores que também
podem afetar o perfil de &cidos graxos incluem indice de maturacéo, condi¢cdes
de armazenamento e processamento (ROMERO et al., 2016; RONDANINI et
al., 2014).

Neste estudo, as cultivares Arbequina e Frantoio apresentaram o maior
teor de acidos graxos insaturados. A quantidade de &cidos graxos insaturados
esta diretamente relacionada a estabilidade do 6leo e a oxidacao lipidica. Oleos
com alto teor de &cidos graxos insaturados, particularmente acidos graxos poli-

insaturados, sdo mais suscetiveis a oxidacdo (BORGES et al., 2017a). No
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entanto, os acidos graxos insaturados oleico, linoleico e linolénico contribuem
para a reducdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e estdo associados a
prevencao de doencas cardiovasculares (GHANBARI et al., 2012).

Dentre o0s compostos antioxidantes, tocofer6is sao compostos
antioxidantes essenciais para a nutricdo humana. O teor de tocoferois (117-325
mg kg?) encontrado neste estudo foi semelhante ao relatado para azeites
produzidos na Espanha e Grécia, nos quais o contetdo de a-tocoferol variou
de 92 a 268 mg kg! (BORGES et al., 2017b; DABBOU et al., 2010; LOPEZ-
CORTES et al., 2013). Neste estudo, foi observada a influéncia da cultivar no
contetdo de tocoferéis. Esses resultados estdo de acordo com estudos
anteriores, que sugerem que o contetdo de tocoferdis € altamente dependente
da cultivar (DABBOU et al., 2010; PARDO; CUESTA; ALVARRUIZ, 2007).
Alem do fator genético, o teor de tocoferol é influenciado pelas condi¢des
climaticas, principalmente temperatura, precipitacéo e altitude (BORGES et al.,
2017b). llyasoglu et al. (2010) observaram maiores niveis de tocoferdis em
safras com déficit hidrico, entretanto nesse trabalho ndo observou-se essa
relacéo, pois os maiores teores de tocoferdis foram observados na safra de
2017, a qual apresentou maior precipitacdo. Da mesma forma, a precipitacao
nao influenciou o teor de tocoferois em azeites produzidos na Espanha,
sugerindo que os efeitos das condi¢des climaticas sobre os tocoferois parecem
ser principalmente dependentes da cultivar (BELTRAN et al., 2010).

Embora a coloracédo néo seja incluida entre os padrdes de qualidade do
azeite, ela desempenha um importante papel na percepcéo e preferéncias dos
consumidores, sendo a cor verde escura associada a azeites com alta
gualidade e amarelo pélido a azeites refinados de qualidade inferior
(TORRECILLA et al.,, 2015). Os parametros de coloracdo dos azeites sao
diretamente influenciados pelo conteddo de pigmentos (carotenoides e
clorofilas).

O teor de clorofila da cultivar Arbequina neste estudo foi menor que o
observado para a mesma cultivar produzida em diferentes regifes da Espanha
(1,81 a 3,89 mg kg')(BORGES et al., 2017a). Azeites produzidos na Tunisia
apresentaram teores de carotenoides de 3,02 mg kg* e 6,32 mg kg para as
cultivares Arbequina e Koroneiki, respectivamente. Valores semelhantes foram

observados nesse estudo para os azeites das mesmas cultivares durante a
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safra de 2017. No entanto, os azeites dessas cultivares apresentaram valores
de 12,8 e 12,7 mg kg na safra de 2018. Assim, foi possivel observar que o
ano de cultivo influenciou fortemente a concentracdo desses compostos. A
maior concentracdo na safra de 2018 pode ser devido a menor precipitacao
durante o desenvolvimento dos frutos de azeitona (dezembro de 2017, janeiro
e fevereiro de 2018). Esses resultados estdo de acordo com Tekaya et al.
(2016), os quais observaram que a irrigagdo de oliveiras durante o
desenvolvimento dos frutos acarreta em uma diminuicdo de 50% do teor de
clorofilas e 30% de carotenoides.

Os compostos fendlicos desempenham importantes funcdes no azeite
de oliva, influenciando principalmente na estabilidade e sabor. Além disso, 0s
compostos fenolicos sédo frequentemente usados para avaliar sua autenticidade
e contribuem para os efeitos benéficos a saude (MORA-RUIZ et al., 2017;
REBOREDO-RODRIGUEZ et al., 2016, 2018). Dentre os compostos fendlicos,
0 grupo dos secoiridoides se destacou nas amostras de azeites avaliadas no
presente estudo. Em geral, o azeite brasileiro apresentou maior teor de
secoiridoide quando comparado ao azeite produzido em diferentes paises,
como Espanha e Italia. Por exemplo, azeite da cultivar Arbequina do sul da
Catalunha apresentou 9,3 mg kg?, 3,1 mg kg, 0,39 mg kg, 1,3 mg kg de
acido elendlico, oleuropeina aglicona, ligstrosideo aglicona e oleocantal,
respectivamente (BAKHOUCHE et al., 2013) No presente estudo, na safra de
2018 azeite da cv. Arbequina apresentou 11,6 mg kg, 23,2 mg kg, 1,4 mg kg
1, 11,6 mg kg* de acido elendlico, oleuropeina aglicona, ligstrosideo aglicona e
oleocantal, respectivamente. Da mesma forma, azeites da cultivar Frantoio
apresentaram maior teor de ligstrosideo aglicona que a mesma cultivar
produzida na Italia, onde foi observado 4,9 mg kg para azeites extraidos por
campo elétrico pulsado, considerado uma inovacao tecnoldgica na extracao de
azeite de oliva (VENEZIANI et al., 2018).

Hidroxitirosol e tirosol, bem como um derivado de hidroxitirosol
conhecido como acetato de hidroxitirosolsdo considerados os antioxidantes
mais potentes presente no azeite (WANI et al., 2018). Esses compostos foram
observados em altas concentracbes em todas as cultivares avaliadas neste
estudo em comparagdo aos azeites produzidos em outras regides. Por

exemplo, na Tunisia, azeite da cv. Koroneiki teve 0,62 mg kg™ e 14,61 mg kg
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de acetato de hidroxitirosol e tirosol, respectivamente (ALLALOUT et al., 2009).
Ja azeites da cv. Arbequina da Espanha e Chile apresentaram 1,46 mg kg™ e
2,34 mg kg de tirosol, respectivamente (GARCIA-VILLALBA et al., 2010). As
altas concentragdes de hidroxitirosol e tirosol presentes nos azeites brasileiros
tém potencial para serem usadas como marcadores regionais.

Em relacdo aos flavondides, a cultivar Arbosana apresentou maior
conteudo de apigenina enquanto que Arbequina de luteolina. Os teores de
apigenina e luteolina encontrados nesse trabalho s&o superiores aos
observados para cultivar Arbosana produzida no Chile, os quais os valores
foram de 1,76 e 1,94 mg kg*' para os compostos apigenina e luteolina,
respectivamente (ROMERO et al., 2016). Azeites da cultivar Arbequina
produzidos na Espanha apresentam teores de apigenina de 0,36 mg kg e de
luteolina de 1,38 mg kg, valores inferiores aos reportados nesse estudo.
Dessa forma, azeites produzidos no Brasil se destacam pela elevada
concentragao de flavonoides.

O conteudo de acidos fendlicos observados nesse estudo € superior ao
reportado por Borges et al. (2017b), que observaram uma variacdo de 0,01 a
0,05 mg kg™ para o acido p-cumarico e 0,07 a 0,1 mg kg para &cido vanilico
em azeites da cultivar Arbequina produzidas em diferentes regides da
Espanha. Valores de acido p-coumarico e acido vanilico semelhantes aos
relatados nesse estudo foram previamente relatados para o azeite brasileiro
(ZAGO et al., 2019). Portanto, com base no que se sabe até hoje sobre azeites
brasileiros, pode-se inferir que eles se destacam por sua composicao fendlica.
Os acidos fendlicos, principalmente os derivados do acido hidroxibenzoico
foram utilizados como marcadores de azeites produzidos na Tunizia
(MOHAMED et al., 2018).

Os compostos fendlicos sao influenciados principalmente pela cultivar,
condicBes climaticas, estadio de maturacdo dos frutos e tecnologia utilizada no
processamento (GHANBARI et al., 2012). Romero et al. (2016) ao avaliarem a
influéncia da cultivar, estadio de maturacao e origem geografica sobre o teor de
compostos fendlicos de azeites chilenos, observaram que a origem geografica
(clima) influenciou fortemente na concentracdo dos compostos. Em

contrapartida, a grande variabilidade dos compostos fendélicos em azeites
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produzidos na bacia do Mediterraneo é explicada principalmente pela cultivar e
ndo pela procedéncia geogréfica (SERVILI et al., 2013).

Diversos estudos demonstram que o ano de cultivo tem influéncia sobre
a composicdo fendlica de azeites, sendo que o contetddo de fendis diminui
progressivamente a medida que aumenta a quantidade de &gua durante o
periodo de producdo das azeitonas (BAJOUB et al., 2014; FUENTES et al.,
2018; TEKAYA et al., 2016). De fato, neste estudo, foram observados maiores
teores de acido cafeico, acidos siringico e ligstrosideo aglicona nos azeites da
safra de 2018, que apresentaram menor precipitacdo em comparacdo com a
safra anterior. Esse fato pode ser explicado por dois fatores: o primeiro € que 0
maior conteldo de agua nas azeitonas diminui a concentracdo de compostos
fendlicos no azeite, pois esses compostos apresentam maior afinidade com a
agua em relacdo ao 6leo. O segundo fator é que o déficit hidrico influencia
significativamente a atividade da fenilalanina ambnia-liase (PAL), que é uma
enzima chave na via biossintética dos compostos fendlicos e esta diretamente
envolvida no acumulo de polifendis. Portanto, o déficit hidrico induz a atividade
da enzima PAL nos frutos de azeitona e, consequentemente, ocasiona um
aumento no teor de fendis no azeite (BAJOUB et al., 2014).

A andlise multivariada atualmente, é considerada uma das ferramentas
mais utilizadas no setor de azeite de oliva, podendo ser implementada ao longo
das diferentes etapas deproducdo, com intuito de avaliar a qualidade da
matéria-prima e do produto final, monitorando o processo (GOMEZ-
CARAVACA; MAGGIO; CERRETANI, 2016). Além disso, € amplamente
aplicada para identificacdo de adulteracbes (KALOGIOURI et al., 2016) e
discriminacéo de origem geografica (KARABAGIAS et al., 2017). Nesse estudo,
a andlise de componentes principais (PCA) mostrou claramente a distincdo dos
azeites cultivados em diferentes anos. Sendo o acido cafeico, clorofilas,
ligstrosideo aglicona, hidroxi-D-oleuropeina aglicona, acido siringico e acetato
de hidroxitirosol, as variaveis que mais contribuiram para essa separagao. A
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) permitiu a
diferenciacdo entre cultivares. Em ambas as safras, os teores de clorofila e
ligstrosideo aglicona contribuiram para a separacdo dos azeites Coratina dos

demais. O &cido linolénico, o acetato de hidroxitirosol e o acido ferulico foram
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0S compostos que mais contribuiram para a separacdo da cultivar Arbequina
das demais.

O elevado conteudo de &cido cafeico na safra de 2018 foi o principal
fator para separacdo dos azeites em fungcdo da safra. O acido cafeico é
considerado o antioxidante mais potente dentre os derivados do acido
hidroxicinamico e contribui significativamente para estabilidade do azeite. O
acido cafeico nos tecidos vegetais atua inibindo a oxidacéo lipidica, através da
remocao dos radicais livres (SUN-WATERHOUSE et al., 2011). Além disso, €
relevante para a salude humana, contribui para aumento da producdo de
colageno, previne o envelhecimento precoce e possui acfes anti-inflamatéria,
antimicrobiana e antitumoral (MAGNANI et al., 2014).

Clorofilas também contribuiram para a separagcao dos azeites de acordo
com o ano de colheita. As clorofilas apresentam agéo anticarcinogénica, devido
ao seu potencial antioxidante. Entretanto, em presenca de luz as clorofilas
atuam como pro-oxidantes, assim, seu elevado conteudo no azeite, juntamente
com condi¢des inadequadas de armazenamento, podem afetar sua vida de
prateleira (BENGANA et al., 2013).

Da mesma forma, o elevado teor de acido siringico nos azeites da safra
de 2018 contribuiu para a separacdo dos azeites em funcdo da safra. Além
disso, o acido siringico também contribuiu para dispersdo das cultivares na
safra de 2017. O acido siringico tem sido associado com a qualidade sensorial
e cor dos azeites. Esse metabdlito é reconhecido como um agente terapéutico
contra varias doencas devido as suas propriedades antioxidantes,
antimicrobiana, anti-inflamatadria, anticancer e antidiabética, (diabetes, cancer e
isquemia cerebral)(SRINIVASULU et al., 2018).

Hidroxi-D-oleuropeina aglicona e ligstrosideo aglicona contribuiram para
a separacao dos azeites de acordo com o0 ano da colheita devido a sua maior
concentracdo nos azeites de 2018. No entanto, oligstrosideo aglicona também
contribuiu para a separacdo de azeites da cv. Coratina dos demais nos dois
anos de colheita. Hidroxi-D-oleuropeina aglicona e ligstrosideo aglicona
pertencem a classe dos secoiridoides e sao formadas pela hidrélise endégena
da f-glucosidas e durante as fases de esmagamento e malaxagao da extragao
do azeite. Esses compostos influenciam fortemente o sabor do azeite, sendo

responsaveis pelas notas sensoriais amargas € pungentes, caracteristicas
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desejaveis para o azeite de alta qualidade. Além disso, eles possuem uma
ampla gama de propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades
antioxidantes, anti-inflamatdérias e anticancer (ALAGNA et al., 2016).

O acetato de hidroxitirosol contribuiu para a separacao dos azeites em
funcdo da safra, bem como contribuiu para a separacédo de cv. Arbequina nos
dois anos de colheita. O acetato de hidroxitirosol é um derivado do
hidroxitirosol, e estudos recentes demonstraram efeitos protetores contra danos
oxidativos no DNA e estresse oxidativo em humanos. Além disso, esse
composto possui efeitos anti-inflamatérios, cardioprotetores e neuroprotetores
(SANCHEZ-FIDALGO et al., 2015).

O A&cido linoléico (C18:2) contribuiu para a separacdo da cultivar
Arbequina das demais em ambas safras. A composicao de acidos graxos pode
ser afetada pelas condi¢cdes edafoclimaticas e variedade. De acordo com
Rondanini et al. (2014), com base em uma avaliagdo do banco mundial de
germoplasma de azeitona, o gendtipo € o principal fator responsavel pela
variabilidade dos acidos graxos.

O é&cido ferulico contribuiu para dispersédo das cultivares nas duas safras
avaliadas. Esse composto desempenha importantes funcdes na rigidez da
parede celular, além de ser precursor de outros compostos organicos, como
acido sinapico, o acido diferulico e a curcumina. O acido ferdlico exibe ampla
variedade de atividades biologicas, dentre elas: acdo antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antialérgica, anticarcinogénica e antitrombotica.
Atuando ainda na quelacdo de metais, modulacdo da atividade enzimatica,
ativacdo de fatores transcricionais e transducdo de sinal (KUMAR; PRUTHI,
2014).
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2.7. Consideracg0es finais

Com base nos resultados de acidez, indice de peroxido, coeficiente de
extingdo e perfil de acidos graxos pode-se classificar os azeites avaliados em
extra virgem. Alem disso, 0s azeites extra virgem monovarietais produzidos no
Sul do Brasil apresentaram elevada concentracdo de secoiridoides, alcoois
fendlicos, flavonoides e acidos fendlicos.

A composicdo quimica foi influenciada tanto pelo ano de colheita bem
como pela cultivar e sua interacdo. Acido cafeico, clorofilas, ligstrosideo
aglicona, hidroxi-D-oleuropeina aglicona, &cido siringico e acetato de
hidroxitirosol foram o0s compostos com maior variagdo devido ao ano de
colheita. Os teores de clorofila e ligstrosideo aglicona também foram as
principais variaveis para a diferenciacdo dos azeites Coratina das demais
cultivares, independentemente do ano de colheita. Da mesma forma, o alto teor
de acetato de hidroxitirosol e acido ferulico na cultivar Arbequina foram os
responsaveis pela distincdo dessa cultivar das demais. Assim, esses resultados
contribuem para que os produtores possam fortalecer a identidade dos azeites
produzidos no Sul do Brasil e posiciona-los no mercado com atributos

diferenciados.
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3. Capitulo II: Identificacdo e caracterizacdo de proteinas quinases

dependentes de célcio em morango (Fragaria x ananassa)

3.1 Introducéo
As plantas adquiriram ao longo da evolugdo complexos mecanismos

para se adaptar as condicdes adversas do ambiente em que se desenvolvem.
Estes mecanismos iniciam com a percepcdo do estimulo, seguindo pela
transducdo do sinal até a regulacdo da expressdo génica, bem como a
regulacdo bioquimico-fisiolégica do processo (ZHU, J., 2017). Um dos
responsaveis pela sinalizacéo frente estresses abiodticos é o horménio acido
abscisico (ABA), atuando no fechamento estomatico, bem como na inducédo da
via metabolica de fenilpropandides e no acimulo de compostos antioxidantes
(CHEN, J. et al.,, 2016). O ABA também esta envolvido na regulacdo do
amadurecimento de frutos n&o-climatéricos (CHEN, J. et al., 2014).

Apesar dos avancos obtidos até o momento, a relacdo entre niveis
elevados de ABA na planta e o acumulo de compostos antioxidantes, durante o
amadurecimento e em resposta a estresses, ainda € pouco conhecida. Sabe-se
que o cdlcio (Ca?'), é um importante mensageiro secundario, o qual
desempenha funcdes centrais na regulacdo de diferentes mecanismos
fisiolégicos nas plantas. Para conferir especificidade para o estimulo de
sinalizacdo de Ca?*, existem proteinas especificas que atuam como sensores,
permitindo que os sinais de Ca?' sejam decodificados e as respostas
transmitidas. As proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKs) e as
calmodulinas (CAMSs) séo as principais proteinas com essa atuacédo (ASANO et
al., 2012b).

As CDPKs sdo formadas por cinco dominios: um dominio N-terminal
variavel que tem sido sugerido como determinante da localizacdo celular da
proteina; um dominio quinase serinal/treonina, responsavel pela fosforilacdo de
proteinas alvo; um pequeno dominio C-terminal; um dominio
autoregulatério/autoinibitério; e um dominio regulatério do tipo calmodulin-like
(CaM-LD) (GAO; COX; HE, 2014).

As CDPKs vém sendo relatadas como fatores essenciais na tolerancia a
estresses bidticos e abidticos regulando positivamente ou negativamente a

sinalizacdo de ABA e reduzindo o acumulo de espécies reativas de oxigénio
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(ASANO et al., 2012b). As CDPKs sé&o codificadas por familias multigénicas e
até o momento, 31 genes de CDPKs foram identificados em arroz (Oryza
sativa) (ASANO et al., 2005; HRABAK et al., 2003), 34 genes em Arabidopsis
thaliana (CHENG, S. et al., 2002), 30 genes em Populus trichocarpa (ZUO et
al., 2013), 29 genes em tomate (Solanumly copersicum) (WANG, J. P. et al.,
2016) e 25 genes em canola (Brassica napus) (ZHANG, H. et al., 2014), entre
outras.

Em Fragaria x ananassa até o momento, apenas duas sequéncias
génicas que codificam para CDPKs foram identificadas, permanecendo incerto
nesta espécie o papel dessas enzimas na sinalizacao de estresses, bem como
no amadurecimento de frutos. Algumas técnicas podem contribuir para
identificagdo e caracterizagcdo da funcionalidade de diferentes CDPKs, como
sequenciamento e expressdao de mRNA, além de diversas ferramentas de
bioinformatica disponiveis atualmente (LUDWIG et al.,, 2018). Assim, este
estudo teve como objetivo identificar sequéncias génicas codificadoras de
CDPKs em morango (Fragaria x ananassa) e caracterizar sua expressao
transcricional durante o processo de maturacdo e em condi¢cOes de estresses

abidticos.
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3.2. Objetivos
3.2.1 Objetivo Geral

Identificar sequéncias codificadoras de CDPKs em morango (Fragaria x
ananassa) e caracterizar sua expressao transcricional durante o processo de

maturacéo e frente a estresses abioticos.

3.2.2 Objetivos Especificos

- Identificar as FaCDPKs por pesquisas em banco de dados e pela busca em
bancos de mRNAseq in house.

- Produzir informacdes detalhadas sobre os genes como arvores filogenéticas,
estruturas gendmicas e relagdes evolutivas.

- Avaliar a expressao das FaCDPKs em diferentes tecidos e estadios de
desenvolvimento dos frutos.

- Avaliar a expressdo das FaCDPKs em morangos submetidos a estresse
hidrico e salino.

- Avaliar a expressao das FaCDPKs em morangos tratados com ABA e acido

nordihidroguariarético (inibidor da sintese de ABA).
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3.3 Revisao da literatura

3.3.1 Morango
O morango (Fragaria X ananassa) € um pseudofruto de clima

temperado altamente apreciado e consumido principalmente em funcdo das
suas caracteristicas sensoriais, como: colora¢do, sabor e aroma. Embora se
trate de um pseudofruto, doravante é denominado de fruto, pela popularizagéo
desta expressao (SCHAART et al., 2013).

Pertencendo a familia das Rosaceaes e género Fragaria, o morango é
considerado fonte de compostos derivados de fenilpropanoides, com destaque
para flavonoides, taninos hidrolisaveis e &cidos fendlicos. Na classe dos
flavonoides, as antocianinas representam o grupo de pigmentos mais
importante nesta cultura, cuja presenca auxilia na avaliacdo da maturidade do
fruto. Todos esses compostos variam conforme fatores edafoclimaticos e
genotipicos (PINELI et al., 2011). Também estdo presentes na composicao
deste fruto minerais (potassio, calcio, magneésio, ferro, cobre, manganés, zinco
e cobre) e vitamina C (GIAMPIERI et al., 2012).

No Brasil, 0 morango € a espécie do grupo das pequenas frutas com
maior expressao econbmica e tradicdo de cultivo. A producdo no pais €
superior a 165 mil toneladas, com destaques para os estados de Minas Gerais,
Parana, Sao Paulo e Rio Grande do Sul (IBGE - www.ibge.gov.br). Apesar da
grande producdo e dos avancos tecnolégicos da cultura do morangueiro,
alguns fatores ainda limitam a sua produtividade. Dente esses fatores, destaca-
se alta sensibilidade aos déficits hidricos e nutricionais, uma vez que por
possuirem sistema radicular de pouca profundidade, area foliar extensa e frutos
com elevado contetdo de 4gua demandam quantidades consideraveis de agua
para seu cultivo (KLAMKOWSKI; TREDER, 2014).

O aumento populacional tem resultado no uso de terras nao utilizadas
anteriormente para a agricultura, por apresentar alto teor de salinidade e na
reducdo do uso de irrigacdo em vista da escassez de recursos hidricos que
assola diversas regides no mundo. Além disso, o0 estresse salino representa um
problema consideravel no cultivo do morangueiro, devido ao crescente uso de
agua de irrigacdo de baixa qualidade, apresentando altos indices de sais
suspensos (GRANT et al., 2010). A salinidade € um dos principais estresses

ambientais que afetam o desenvolvimento das plantas, pois tende a inibir o
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crescimento vegetal por efeito osmotico e restringir a disponibilidade de agua
(LIU, F. et al., 2007).

Apesar dos estresses abibticos, como o déficit hidrico e o estresse salino
causarem prejuizos para o crescimento das plantas, condi¢cdes de estresse
moderadas podem ser empregadas de forma controlada, para melhorar o
acumulo de compostos antioxidantes (GALLI et al., 2016; KIM et al., 2008). Isto
ocorre porque estresses moderados induzem a produgdo de compostos
relacionados ao metabolismo de defesa acarretando em um aumento da
tolerancia destas plantas a estresses subsequentes, uma vez que seu
metabolismo ja estaria direcionado a producdo de metabdlitos secundarios, e
ao mesmo tempo proporcionando a biofortificagdo do alimento gerado atravées
do aumento no seu potencial antioxidante (MESSIAS et al., 2015).

Com relagcdo a maturacdo, os frutos podem ser classificados em
climatéricos e nao-climatéricos de acordo com o seu padréo respiratorio e a
producdo de etileno. Os frutos do morangueiro séo classificados como néo-
climatérico, por ndo apresentarem um pico de respiracéo e producéo de etileno
durante o processo de maturacao (JIA et al., 2011). Entretanto, os mecanismos
moleculares que regulam seu amadurecimento, ainda nao estao
completamente elucidados. Estudos mostraram que em frutos nao-climatéricos
0 contetudo de ABA aumenta durante a maturacdo (LI et al., 2011), sugerindo
gue este hormbnio pode ser um possivel candidato para o controle da
maturacdo em frutos nao-climatéricos.

A maturacéo faz parte do ciclo de crescimento e desenvolvimento dos
frutos, que se divide basicamente em trés fases: crescimento; maturacdo; e
senescéncia. O crescimento consiste no aumento do numero de células,
ocorrendo armazenamento de agua, carboidratos e acidos organicos
(CHITARRA e CHITARRA, 2005). Ja no processo de maturacdo ocorrem
mudancas de cor, acimulo de acuUcares, alteracdo de textura, hidrélise do
amido, incremento de aromas, reducdo de acidos organicos e sintese
compostos fendlicos, o que tornam os frutos mais atraentes para o consumo
(TAIZ et al., 2017). Na ultima fase, de senescéncia, 0s processos anabdlicos
(de sintese) diminuem e aumentam os processos catabdlicos (de degradacgéao),
sendo marcado por progressiva perda de integridade das membranas celulares
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).
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No morango, em particular, nos estagios iniciais do desenvolvimento, a
auxina € sintetizada nos aquénios, promovendo o crescimento do fruto. Os
niveis de auxina livre atingem o pico nos agquénios antes do estagio branco e
diminuem subsequentemente conforme a fruta amadurece. As mudancas no
desenvolvimento durante a maturagdo do morango sdo acompanhadas por
alteracbes no metabolismo priméario e especializado (FAIT et al.,, 2008). No
caso do metabolismo primério, ocorre sintese de acgucares (glicose, frutose e
sacarose) e acidos organicos (acido citrico e acido malico) e a relacao entre
esses compostos desempenha um papel significativo no sabor da fruta. Em
relacdo metabolismo especializado, os compostos fendlicos fornecem a fruta
cor, sabor e protecdo contra ataques patogénicos e condi¢des ambientais
adversas. Durante os estagios iniciais, os flavonodides, principalmente taninos
condensados, acumulam-se em niveis elevados e fornecem aos frutos imaturos
um sabor adstringente. A medida que a maturacdo progride, ocorre a sintese
de outros flavondides, como antocianinas e derivados do &cido cinamico e
cumarico (LANDMANN et al., 2007). Para melhor compreensdo das mudancas
fisiologicas e metabdlicas que ocorrem durante o crescimento e maturacao dos
frutos de morango, estes séo classificados em seis diferentes estagios: verde
pequeno, verde médio, verde grande, branco, iniciando a cor vermelha e
vermelho, o0 que corresponde respectivamente a 7, 14, 18, 21, 24 e 28 dias
pos-antese (FAIT et al., 2008; JIA et al., 2011).

O morango apresenta-se como um bom modelo biologico para
compreender 0s mecanismos envolvidos na maturacdo de frutos néao-
climatéricos, bem como entender as relacbes de estresse e producdo de
compostos de interesse por ter um ciclo curto, ou seja, produzir frutos
rapidamente, ter um sistema de cultivo bem estabelecido e por existirem
abundantes informacfes genéticas disponiveis. Além disso, € uma cultura que
se beneficiaria diretamente do desenvolvimento de plantas mais tolerantes a

estresses abiobticos.

3.3.2. Estresses abioticos
As plantas estdo constantemente expostas a estresses bidticos e

abidticos. Situacbes de estresse como calor, frio, seca, alagamentos,

salinidade, deficiéncia de nutrientes ou presenca de metais toxicos no solo
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alteram as condi¢cbes de homeostase destes organismos (PANDEY, P. et al.,
2017). Para se adaptar e sobreviver sob estas condi¢cdes, as plantas
desenvolveram complexos mecanismos para perceber os sinais externos e
emitir respostas frente a estes estresses. Estes mecanismos iniciam com a
percepcdo do estimulo, seguido da transducdo do sinal e regulacdo da
expressdo génica, que acarretam em alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e
morfologicas (ZHU, J., 2017).

A salinidade, radiacdo UV, alteracdes de temperatura e aporte hidrico
sdo considerados o0s principais estresses ambientais que causam danos as
culturas. Entretanto, o tempo de exposicao e a intensidade do estresse definem
as alteracbes que irdo ocorrer nas plantas, que vao desde modificagcdes no
metabolismo, crescimento e desenvolvimento até a senescéncia (ATKINSON;
URWIN, 2012; JOGAIAH; GOVIND; TRAN, 2013).

Cada fator abidtico € capaz de gerar uma resposta diferente na planta,
dependendo do tecido ou oOrgédo afetado. As plantas podem resistir a estas
perturbacdes através de mecanismos que evitem seus efeitos. As espécies
reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de nitrogénio (RNS) séo
moléculas primarias de resposta a estresse, as quais podem causar danos
oxidativos a proteinas, lipidios e acidos nucléicos (SEYBOLD et al., 2014). Para
neutralizar o efeito destrutivo das ROS e das RNS, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa incluindo antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos
sejam eles compostos do metabolismo geral ou especializado (GILROY et al.,
2016).

Hormbénios também sao reguladores importantes na resposta a
estresses abioticos, sendoo acido abscisico (ABA) e o etileno os principais
horménios envolvidos em resposta a estresses abiéticos (YE; JIA; ZHANG,
2012). O ABA atua como sinalizador em resposta a estresse osmaotico (seca,
salinidade), atuando principalmente no fechamento  estomatico
(VISHWAKARMA et al., 2017).

Para evitar perdas ocasionadas por estresses ambientais, € importante
compreender as respostas das plantas frente a estresses que perturbam o
equilibrio homeostético celular e molecular, a fim de se identificar mecanismos

de tolerancia ao estresse.
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3.3.3 Acido abscisico
O acido abscisico (ABA) é conhecido como um horménio do estresse

vegetal e desempenha importantes papeis frente a estresses bidticos e
abidticos. Como uma das principais moléculas sinalizadoras em plantas, realiza
um conjunto versatil de funcbes na regulacdo de diversos processos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento. O ABA participa do
amadurecimento de frutos (CHEN, J. et al, 2014), abscisao foliar
(VISHWAKARMA et al.,, 2017), dorméncia e desenvolvimento de sementes
(SEILER et al., 2011), resposta ao estresse (CUTLER et al., 2010; YE; JIA;
ZHANG, 2012), bem como na regulacdo da resposta sistémica a estresses
abidticos (SUZUKI et al., 2013).

Embora a importancia do ABA na resposta a estresses em plantas esteja
bem consolidada, poucos séao os estudos relatando o papel do ABA na inducao
da sintese de compostos fenilpropandides durante estes estresses. Alguns
estudos sugerem que 0s mesmos sinais que desencadeiam a sintese de
fenilpropandides também provocam um aumento na concentracdo de acido
abscisico (ABA). Por exemplo, em toranjas o déficit hidrico afeta
simultaneamente a via metabdlica da ABA e a biossintese de antocianinas
(DELUC et al. 2009). Similarmente, em morangos o estresse salino moderado
induz o acumulo de compostos fenilpropandides, sendo acompanhado pela
regulacdo positiva de varios genes da via de fenilpropandidee e de genes
relacionados a sintese de ABA. A partir desses resultados se pode hipotetizar
gue o estresse salino moderado induz a maturacdo de frutos de morango
(Fragaria x ananassa) através de um mecanismo dependente de ABA (GALLI
et al. 2016).

Além da relacdo do ABA com fenilpropandides em condi¢cdes de
estresse, mais recentemente, tem sido relatado que, tanto em frutos climatérios
guanto nao-climatéricos, o conteuddo de ABA aumenta durante a maturacéo
(GIRIBALDI et al., 2010; LI, B. et al., 2011), apresentando uma correlacéo
temporal positiva com o acumulo de fenilpropandides durante este processo.
Por este motivo, o ABA tem sido considerado um possivel candidato para o
desenvolvimento de um processo de controle da maturagdo em frutos néo-
climatéricos, de forma similar ao ocorrido com o etileno em frutos climatéricos.

Isto foi evidenciado em frutos de morango, onde a aplicacdo exdgena de ABA
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acelerou o desenvolvimento da coloragéo e o amolecimento com concomitante
aumento no teor de antocianinas e na atividade da fenilalanina amonia liase
(PAL) (JIANG; JOYCE, 2003). Da mesma forma, Ayub et al. (2016b)
demonstraram que o ABA influencia o perfil de agclcares e compostos fendlicos
em frutos de morango em diferentes estadios de desenvolvimento.

O ABA parece estar envolvido na biossintese de antocianinas, a nivel
molecular, devido sua capacidade de aumentar os niveis de expressdo de
varios genes da via dos fenilpropandides. O metabolismo do ABA envolve as
vias de sua sintese, catabolismo e inativacdo (Figura 1). O primeiro passo na
biossintese de ABA é a conversdo do carotenside zeaxantina para trans-
violaxantina, catalisada pela enzima zeaxantina epoxidase (ZEP/AtABAl). Na
sequencia, a enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase (NCED) catalisa a
clivagem oxidativa do acido 9-cis-violaxantina e/ou 9-cis-neoxantina produzindo
0 carotendide xantoxina, em uma reag¢ao considerada limitante na biossintese
de ABA. A xantoxina é entdo exportada para o citosol e convertida em aldeido
abscisico pela enzima desidrogenase/redutase de cadeia curta (ADR/AtABA2),
sendo posteriormente oxidado a ABA pela enzima aldeido-oxidase (AAO/AO)
(SEILER et al., 2011). De modo geral o ABA na sua forma ativa € rapidamente
catabolizado em plantas superiores através de duas rotas principais. Em uma
das rotas ocorre adegradacdo oxidativa do ABA, catalisada pela enzima ABA-
8-hidroxilase (CYP707A), gera ABAs hidroxilados em acido faseico (PA) que
sdo subsequentemente reduzidos por uma enzima redutase soluvel a
dihidrofaseico (DPA). O outro caminho leva a inativacdo do ABA por
glicosilacdo, catalisada pela enzima ABA-glucosil transferase (ABA-GTase),
formando ABA-glucosil ester (ABA-GE) ou ABA-glucosil éter (ABA-GS). Esta
reacdo é reversivel, sendo a desconjugacdo catalizada pela enzima -
glucosidase (BG) (VISHWAKARMA et al., 2017).
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Figura 1: Sintese simplificada do ABA, conjugacao e vias de catabolismo. ZEP
(zeaxantinaepoxidase), NCED (9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase), GT (B-
glicosiltransferase), BG (B-glucosidase) e CYP707A (ABA-8-hidroxilase).

Estudos com genes mutantes associados a sintese e ao catabolismo do
ABA também foram muito Uteis na compreensao do efeito do ABA sobre o
metabolismo dos fenilpropandides. Mccarty et al.(1989) demonstraram que um
mutante de A. thaliana com sensibilidade reduzida a ABA mostrou bloqueio da
biossintese de antocianina. O silenciamento do gene NCED em cerejas
vermelhas bloqueou os niveis enddégenos de ABA, bem como os niveis de
transcricdo de CHS, CHI, F3H, DFR, UFGT (genes da rota de biossintese de
fenilpropanoides) e MYBA (gene que codifica para fator de transcricdo que
regula genes da rota de fenilpropanoides). O silenciamento de FaNCED1
também levou ao atraso no amadurecimento de frutos em morangos (CHAI et
al., 2011).

3.3.4 Célcio
O ion célcio (Ca?") desempenha importante papel nos diferentes

processos celulares em plantas. A exemplo disso, a aplicacdo pré-colheita de
Ca?* é uma pratica horticultural de rotina visando melhorar a integridade celular
e a resisténcia a doencas (DAYOD et al., 2010; MANGANARIS et al., 2005). O
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efeito da sua aplicagdo foliar no aumento da produtividade também foi
demonstrado em plantas de brdcolis (KOU et al., 2014) e tomate (HALEEMA;
RAB; HUSSAIN, 2018). Beneficios da aplicacdo pds-colheita de solucdes
contendo calcio também tém sido largamente relatados (LU, Y. Q. et al., 2013;
MADANI et al., 2014). Mais recentemente, seu efeito na indugédo de compostos
fenilpropandides em frutos tem sido investigado como uma alternativa para
modular o processo de maturacédo, biofortificar os frutos com estes compostos,
ou mesmo aumentar a producdo de defesas contra estresses (ARFAOUI et al.,
2016; PENG et al., 2016; XU; YOO; HWANG, 2014).

O célcio desempenha um papel importante na biossintese de
antocianinas em frutas. A aplicacdo de célcio em frutos de morango, antes da
colheita, estimula a expressdo de genes como di-hidroflavonol 4-redutase
(DFR), antocianidina sintase (ANS) e UGT, bem como, aumenta o acumulo de
antocianinas (XU et al., 2014). De forma similar, em Daucus carotae, 0
tratamento com baixos niveis de calcio resultou no aumento do crescimento de
células e da producdo de antocianinas em culturas celulares (SUDHA e
RAVISHANKAR 2003).

Apesar de haver evidéncias da relacdo causa efeito entre calcio e o
metabolismo de fenilpropandides, os mecanismos envolvidos neste processo
ainda permanecem incertos. De modo geral, os efeitos observados quando da
aplicagdo de Ca?* tem sido associados com o fato de este atuar como
mensageiro secundario, regulando a expressdo de genes associados a
diferentes respostas celulares, através de cascatas de sinalizacdo, em
organismos que vao desde algas unicelulares até plantas superiores
multicelulares (MOHANTA, T. K.; KUMAR; BAE, 2017). Entretanto, para atuar
como mensageiro secundario, esse ion deve primeiro ser absorvido pelas
células vegetais, acumulado em organelas especializadas e disponibilizado no
citosol em sua forma livre. A disponibilidade extracelular de célcio, seu influxo e
sua mobilizacao intracelular sdo necessarios para um aumento no conteudo de
metabolitos especializados (KISELEV; SHUMAOVA; MANYAKHIN 2013).
Portanto, o conhecimento sobre como esses processos ocorrem na célula pode
auxiliar na compreensdo da maneira pela qual ocorre o acimulo de compostos

fenilpropandides, pelo menos sob condi¢gfes de estresse. Segundo
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3.3.5 Proteinas quinases dependentes de célcio
As plantas possuem vérias proteinas de ligacdo a Ca?* que funcionam

como sensores celulares para a sinalizagcdo em cascata. Entre elas, as
proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKs) sdo proteinas que se ligam
diretamente aos ions de calcio e fosforilam substratos envolvidos em vias
metabdlicas, osmose, resposta hormonal e sinalizagdo do estresse
(VALMONTE et al.,, 2014). CDPKs compreendem uma familia de genes
presente em plantas, protistas, oomicetos e algas verdes, que nao sao
encontradas em animais e fungos. Entre os sensores de Ca?* em plantas, as
CDPKs séo as Unicas que unem recursos de ligacdo e sinalizacdo de Ca?*
dentro de um Unico produto génico (HAMEL; SHEEN; SEGUIN, 2014; ZHANG,
X. S.; CHOI, 2001).

A estrutura das CDPKs é formada por cinco dominios: um dominio N-
terminal variavel que tem sido sugerido como determinante da localizacéo
celular da proteina; um dominio quinase serinal/treonina, responsavel pela
fosforilacdo de proteinas alvo; um pequeno dominio C-terminal; um dominio
autoregulatorio/autoinibitério; e um dominio regulatério do tipo calmodulin-like
(CaM-LD). Este ultimo contém um dominio de ligacdo do Ca?* altamente
homdélogo a CAM, o dominio calmodulin like domain CLD. Logo ap6és o influxo
de calcio para dentro da célula, a interacdo entre o dominio CLD e o dominio
de auto-inibicdo provoca a alteracdo conformacional da proteina e conduz a
ativacao do dominio quinase (GAO; COX; HE, 2014). Foi proposto que durante
a evolucédo por meio da fusédo de uma CAM e uma CaMK foram desenvolvidas
as CDPKs. O CLD normalmente contém quatro pontos de ligacées de Ca?*
(EF-hand). Em condicdes de aumento da concentracdo de calcio citosolico por
estimulos externos como estresses abibticos, por exemplo, ocorre a ativacao
de CDPK induzida por ligacdo do Ca?*. Essa ativagdo altera a conformacéo da
proteina e leva a liberacdo do segmento pseudosubstrato do local do dominio
guinase ativo (Figura 2) (GAO; COX; HE, 2014; LIESE; ROMEIS, 2013).
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Figura 2: Modelo de ativacdo das CDPKs. A ligacao de calcio a EF-hand induz
uma mudanca conformacional: 0 dominio de ligagdo ao calcio gira em torno do
dominio kinase, o dominio N-terminal se torna mais acessivel e o sitio ativo é
liberado para que este possa fosforilar o substrato.

Fonte: Schulz, et al. (2013).

Levando em consideracdo a grande variedade de genes CDPK em
plantas, é importante investigar os fatores que determinam quais isoformas
podem estar associadas a respostas ao estresse ou ao processo de
amadurecimento dos frutos. As isoformas de CDPKs diferem em seu dominio
variavel N-terminal (NTV), localizacdo subcelular, parametros cinéticos,
especificidade do substrato, dependéncia de Ca?* por sua atividade quinase e
padrées de expressao. Isso sugere que os diferentes membros da familia
podem ser capazes de perceber diferentes estimulos e responder
especificamentea estes estimulos (FANTINO et al., 2017).

O controle da sintese de fenilpropanoides também parece ser
dependente de isoformas, uma vez que em morangos a expressao do gene
FaCDPK1 nao foi detectada em frutos jovens (frutos verdes); no entanto, os
transcritos se acumularam quando os frutos se tornaram brancos. Além disso,
a expressao desse gene demonstrou niveis crescentes durante a maturacao
dos frutos, coincidindo com o aumento nos niveis de fenilpropanéides (LLOP-
TOUS, 2002). Da mesma forma, o FvCDPK1 de morango diploide selvagem é
expresso em frutos durante o amadurecimento e € regulado positivamente por
ABA (FENG, J. et al., 2013).

Além do tecido e do estadio de desenvolvimento, diferentes estimulos

determinam quais das diferentes isoformas serdo ativadas/inativadas. O
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silenciamento do gene AtCDPK27 demonstrou que as plantas com
silenciamento eram mais sensivel ao estresse salino do que as plantas
controle, em relacdo a germinacdo de sementes e crescimento de plantulas
poés-germinativas (ZHAO, R. et al., 2015). Andlises funcionais usando vetores
para o silenciamento induzido por virus (VIGS) revelaram que os diferentes
genes CDPK de tomate (SICDPK) estdo envolvidos na resisténcia a diferentes
patdgenos (WANG, J. P. et al., 2016).

Entre os varios alvos fosforilados pelas CDPKs, destaca-se a sua
relacdo direta com o metabolismo dos fenilpropanoides pela regulacdo da
enzima PAL. Este fator foi relatado pela primeira vez pela deteccdo da
fosforilacdo de PAL em culturas de células de suspensdo de feijao francés
(BOLWELL, 1992). Posteriormente, uma quinase que fosforila PAL em um
residuo de treonina, na mesma cultura foi purificada e identificada como sendo
uma CDPK (ALLWOOD et al., 1999). O mesmo grupo realizou avaliagdes
adicionais sob condi¢des de estresse, onde foi observada a mesma reacéo que
no feijao francés, demonstrando que PAL tem um papel significativo na defesa
de plantas e que é fosforilada por uma CDPK (ALLWOOD et al., 2002). Esta
fosforilacdo também foi estudada em Arabidopsis thaliana, sugerindo que este
residuo de treonina/serina poderia ser um potencial mecanismo de modificacdo
em plantas superiores (CHENG, S. et al., 2001). A sequéncia do polipeptpideo
de PAL utilizada no ensaio é largamente conservada nas enzimas homoélogas
de outras espécies, implicando que esta fosforilacéo do tipo treonina/serina em
PAL pode ser um mecanismo de modificacdo ubiqua que ocorre nas plantas
superiores (ALLWOOD et al., 1999).

3.3.6 Fenilpropanoides
Os fenilpropanoides pertencem ao maior grupo de metabdlitos

especializados produzidos por plantas e estdo diretamente envolvidos nas
respostas aos estresses bioticos e abiodticos (KORKINA, 2007). Nas Uultimas
décadas, o interesse por esse grupo de compostos vem aumentando devido a
seus beneficios para a saude humana. Estudos demonstram que o consumo
de vegetais com alto teor destes compostos exerce efeitos antialérgicos, anti-
inflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes, cardioprotetores e

vasodilatadores. Entre os vegetais ricos em fenilpropanoides estao azeitonas,
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uva, extrato de semente de uva, suco de roma, suco de amora, amora,
morango, dentre outros (KARLUND et al., 2014; LIN et al., 2016).

Nas plantas, a sintese de fenilpropandides advem da via do chiquimato,
sendo a fenilalanina aménia liase (PAL) a enzima chave para a biossintese de
ligninas, taninos e antocianinas. PAL catalisa o primeiro passo na via dos
fenilpropandides convertendo a fenilalanina em 4-coumaroil-CoA. Este
composto é combinado com trés unidades de malonil-CoA pela enzima
chalcona sintase (CHS), produzindo o intermediario chalcona naringenina.
Subsequentemente, a flavanona 3-hidroxilase (F3H), o flavonéide 3'-hidroxilase
(F3'H) e o flavonodide 3'5'-hidroxilase (F3'5'H) levam a formacdo das
antocianidinas, cianidina e delfinidina. As antocianidinas sao convertidas em
leucoantocianinas pela enzima leucoantocianidina dioxigenase/antocianidina
sintase (LDOX/ANS) e posteriormente glicosiladas por UDP-glicose:
flavonoides-O-glicosiltransferase  (UFGT). O-metil transferases (OMTS)
catalisam a formacdo de antocianidinas O-metiladas, tais como malvidina,
peonidina e petunidina (KONG et al., 2015; ZHANG, X.; LIU, 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Via metabdlica dos fenilpropanoides. PAL (fenilalanina amonia liase),
C4H (cinamato 4-hidroxilase), 4CL (B-cumarato ligase), COMT (acido cafeico
independente de cation), F3H (flavanona 3-hidroxilase), FLS (flavonol sintase),
DFR (diidroflavonol 4 -redutase), LAR (leucoantocianidina redutase), UFGT
(flavondide glicosiltransferase UDP), ANR (antocianidina redutase).

A sintese desses compostos € regulada durante o amadurecimento dos
frutos, bem como em resposta aos estresses bidticos e abiéticos, resultando no
aumento de alguns desses compostos e diminuicdo dos demais. Por exemplo,
Castellarin e Di Gaspero (2007) relataram que em Vitis vinifera, as
concentracfes de antocianinas tri-hidroxiladas, tais como delfinidina, petunidina
e malvidina, foram maiores nas plantas sob déficit hidrico do que nos
tratamentos controle. No entanto, as concentracdes de antocianinas di-
hidroxiladas, como a cianidina e a peonidina, foram semelhantes nos
tratamentos controle e estresse por seca. Embora existam evidéncias claras da
regulacdo desta via metabodlica sob condicbes de estresse, o papel desses
compostos nessas situagdes ainda nao foi elucidado. Chalker-Scott (1999)

sugeriu que as antocianinas desempenham um papel na regulagdo osmoética,
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contribuindo para a manutencdo da pressdo de turgescéncia e, assim,
proporcionando tolerancia a seca.

Embora a via metabolica biossintética para estes compostos tenha sido
amplamente descrita, e sua fungédo nos processos de maturacao e resposta ao
estresse tenha sido relatada anteriormente, as moléculas envolvidas na
inducdo desses compostos e na maneira como elas sdo reguladas ainda
precisam ser elucidadas. H& evidéncias de que uma das vias de indugéo de
fenilpropandides durante a maturacdo dos frutos e em resposta a estresses €
dependente do acido abscisico (ABA), e é desencadeada por uma cascata de
sinalizacdo envolvendo célcio (Ca?*) e proteina quinases dependentes de
calcio (CDPKs).



89

3.4 Materiais e métodos
3.4.1 Identificac&o de genes de CDPK em morango

O banco de dados Genome Database for Rosaceae (GDR)
(https://www.rosaceae.org/), e os bancos de RNA seq in house foram utilizados
para encontrar os genes putativos de FaCDPKs. Foram utilizadas como iscas
38 sequéncias de CDPKs previamente caracterizadas em A. thaliana, F.
ananassa e F. vesca, disponiveis no banco de dados NCBI. A busca por
sequéncias homélogas nos bancos de RNA seq foi realizada utilizando
sequéncias nao redundantes do NCBI (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/), e do
banco de dados do Swiss-prot (http://www.expasy.ch/sprot/), aplicando o
programa BLASTX (e-value<le®). As sequéncias putativas foram traduzidas
em peptideos a partir do maior ‘open reading frame’ utilizando a ferramenta

ORFFinder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

Para verificar a confiabilidade destas sequéncias candidatas, verificou-se
a presenca dos dominios tipicos de CDPKs, incluindo o dominio de ligacédo ao
Ca?*, o dominio quinase, N-terminal e autoinibitério, utilizando a ferramenta
PROSITE (http://prosite.expasy.org/).

3.4.2 Predicao da localizacéo celular

A predicdo da localizacdo subcelular foi realizada utilizando as
ferramentas SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), Cello
v.2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/), TargetP 1.1 server
(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/TargetP), ChloroP 1.1 Server
(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) e TMHMM  Server v. 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM)/).

3.4.3 Predicao de exons e introns

O genona de F. ananassa na forma de scaffolds foi utilizado, juntamente
com os cDNA de cada um dos genes para avaliar o padréo de distribuicdo de
exons e introns. Essa distribuicdo foi realizada utilizando a ferramenta de
bioinformética GSDS (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/).
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3.4.4 Andlise filogenética

As sequéncias putativas identificadas em F. ananassa, juntamente com
sequéncias CDPKs previamente descritas em A. thaliana (AtDPKs) foram
alinhadas no Clustalw 1.8.1, utilizando os parametros padrdo. Este
alinhamento foi utilizado para inferir as relagdes filogenéticas dos genes de
CDPK. A arvore filogenética foi construida no programa MEGASG, utilizando o
método de agrupamento NeighborJoining, com valores de bootstrap de 1000
(TAMURA et al., 2007).

Com base na comparacdo dos dominios identificados, relacbes
evolutivas entre as sequéncias foram aferidas através da ferramenta MEME

(http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html).

3.4.5 Anédlise de sintenia e localizagdo cromossdmica

A localizagdo cromossomica dos genes FaCDPK foi realizada com base
nas informagbes de Fragaria vesca disponiveis no National Center for
Biotechnology Information (NCBI), obtidas por meio do BLASTP com a
referéncia E <le®. O mapa foi elaborado usando o software Mapchart (https:
[lwww.wagen ingen ur.nl/en.ntm). Os blocos sinténicos foram usados para
construir um mapa de analise sinténica dentro do genoma do morango
(Fragaria vesca) e de Arabidopsis. Os diagramas foram gerados usando o
programa Circos (versao 0.69) (https://circo s.ca/). Com base nos resultados da
analise da arvore filogenética, as substituicdes de nucleotideos sinbnimos (Ks)
e nao-sindbnimos (Ka) entre pares de genes ortdlogos e paralogos foram

calculados usando os programas ClustalW e PAL2NAL.

3.4.6 Obtencdo das amostras para avaliacdo da expressao génica dos
genes candidatos a CDPKs

Para avaliacdo da expressdo dos genes de CDPKs in silico e por PCR
em tempo real, foram utilizadas amostras obtidas em experimento conduzido
em casa de vegetacdo na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) (CPACT/Pelotas/RS/BR), entre maio e dezembro de 2012. Mudas
de morango "Camarosa" foram transplantadas e cultivadas em vasos de 9L,

contendo uma mistura de solo e vermiculita (3:1). O fornecimento de nutrientes
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foi realizado semanalmente via fertirrigacéo de acordo com as recomendacgdes
técnicas para a cultura (CQFS, 2004).

A irrigacao foi realizada diariamente por gotejamento, e o volume de
agua foi ajustado semanalmente, de acordo com o valor de ETc da cultura, tal
como proposto por Marouelli et al. (2008). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes e trés tratamentos.

As plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos:

C- Controle;

ES- estresse salino

EH - déficit hidrico

ABA - Aplicacdo exdgena de 200uM de padrdo comercial de ABA
(Sigma)

NDGA - Aplicaggo de 50uM de inibidor de ABA (4cido
nordihidroguariarético — Sigma).

Com relacdo ao estresse salino, foram aplicados 50 mL de NaCl 80 mM
uma vez por semana. Ja para o déficit hidrico, as plantas foram submetidas a
irrigacdo equivalente a 85% da agua utilizada para o tratamento controle.
Ambas condi¢cbes estressoras foram aplicadas desde a fase de florescimento
até o final do ciclo. O ABA e o inibidor de ABA foram aplicados semanalmente
através de pulverizacdo foliar. Morangos maduros foram coletados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em
ultrafreezer a -80°C até a realizacdo das avaliacdes de expressao génica.

Para avaliar a expressdo dos genes durante o desenvolvimento dos
frutos de morango, amostras de seis estadios de maturacao (7, 14, 18, 21, 24 e
28 dias pos-antese), foram coletadas de um cultivo a campo. Apés a coleta, os
frutos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a

-80°C até o momento das analises.

3.4.7 Avaliacdo da expressdo das CDPKs putativas por PCR em tempo
real

O isolamento do RNA total, a sintese de cDNA e a amplificacdo por RT-
gPCR foram realizados conforme descrito por Galli et al. (2015). Primers
especificos foram desenhados para amplificar as sequéncias desejadas, como

mostrado na Tabela 1. Os genes de referéncia PIRUV_DESCARB (piruvato
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descarboxilase) e HISTH4 (histona H4) foram usados para normalizar os niveis
de transcricdo, conforme proposto por Galli et al. (2015). Os dados da
expressdo relativa foram calculados de acordo com o método 22C9 e sdo
apresentados como expressao relativa. A andlise foi realizada em quatro
repeticdes bioldgicas e trés replicatas analiticas.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
guando os efeitos dos tratamentos foram significativos (p<0,05) os dados foram
submetidos a comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando software
SAS.

Tabela 1: Sequéncia de primers gerados a partir das sequéncias selecionadas
de CDPK de morango

Nome Contig Foward primer Reverse primer
FaCDPK1 FaMAX17complete GGTGAAACAGTGAGAGCAAGGC AAATCCCTCTTGTATGCCAGC
FaCDPK2 FaCDPK2 TGGATTTCACCGAGTTTGTTG AGGCTAATCTTCCCGTCTTTGT
FaCDPK3 cll4contigl?2 CACCAAACCCAAACTCAACATT TATGGCGGTCAGAGTAGTAGGAGT
FaCDPK4 cl3033contigl TCGGGTTGTCAGTGTTCATCG CTCAAAGTCAATCTCTCCCTCCAA
FaCDPK5 cl3670contigl GCAGGCAGCAGATGTAGATAATAGC AACATCCTCTACACCAAACTCCTCA
FaCDPK®6 cl3928contigl TGACAAGGATGGAAGTGGCTAT CGCCCATCCTTGTCAGTGT
FaCDPK7 cl4123contigl AAGCAACTGAGAGCAATGAATAAGC TTGCCTTGACTTCCGTTTCTGAT
FaCDPK8 cl5105contigl CTGCTAAGGATGAGAGTTCGCC ACACTCCATACATCAGCCTCCG
FaCDPK9 cl5393contigl CGACAAAGATGGAAGCGGG CCATTTCCCTTCCTCATCATTG

FaCDPK10 cl6644contig2 TGAACAGAATGGATAGAGGGACC TAATGCTTTGTTCGTCACCCAT

FaCDPK11 Locus 44156 14 TTTGACTTCATCTTGGTTTGTTG CACCGAGACAAACTTACACGCTA

3.4.8 Andlise de interatoma
Uma rede de interacdo de FaCDPK4 e FaCDPK11 foi construida usando
a ferramenta on-line STRING 10 (http://string-db.org/), utilizando Fragaria vesca

como organismo modelo.
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3.5 Resultados
Métodos de bioinformética foram utilizados para coletar informagfes na

tentativa de identificar membros da familia CDPK em morango (F. ananassa).
Nesse estudo, uma andlise genémica da familia FaCDPK foi realizada com a
ajuda de informagdes do Genome Database for Rosaceae (GDR) e de um
banco de RNAseq in house. Para verificar a confiabilidade das sequéncias
candidatas, verificou-se a presenca dos dominios tipicos de CDPKs, incluindo o
dominio de ligacdo ao Ca?*, o dominio quinase, N-terminal e autoinibitério,
utilizando a ferramenta PROSITE. A pesquisa identificou nove novas possiveis
sequéncias CDPKs em F. ananassa, sendo que a maior apresenta 600
aminoacidos (FaCDPKS8), enquanto que a menor apresenta 351 aminoacidos
(FaCDPK9). O menor ponto isoelétrico dentre as proteinas foi de 4,78
(FaCDPK3) e o maior 4,91 (FaCDPK7). Ja o peso molecular variou de 18,1
(FaCDPK9) a 29,7 KDa (FaCDPK3). Todas as sequéncias identificadas
correspondem a sequéncia completa da proteina e apresentaram pelo menos
um dominio quinase e um dominio EF-hand, como demonstrado na Tabela 2.
Cinco sequéncias apresentaram dominio N-miristoilagdo, o qual indica que

essas proteinas sdo membranares.
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Tabela 2: Informacdes sobre as sequéncias de CDPKs identificadas em F. ananassa

Posicdo Posicao

Nome Contig Tamanh inicial final Dor_nl’nios Dominios pl P.M. N-miristoilagdo Palmitoilacéo
o (aa)* . * quinase EF-hand (KDa)
(aa) (aa)
FaCDPK3 CL14contigl2 451 686 1137 1 1 4,78 29,7 sim nao
FaCDPK4  CL3033contigl 541 353 894 1 4 4,84 26,7 sim sim
FaCDPK5  CL3670contigl 562 173 735 1 4 4,90 21,6 nao sim
FaCDPK6  CL3928contigl 547 150 697 1 4 4,90 20,2 nao sim
FaCDPK7 CL4123contigl 545 190 735 1 4 491 19,1 sim sim
FaCDPK8  CL5105contigl 600 191 791 1 1 4,87 21,7 sim sim
FaCDPK9  CL5393contig2 351 442 794 1 4 4,89 18,1 nao nao
FaCDPK10 CL6644contig2 519 191 710 1 4 4,89 18,2 nao nao
FacDPK11  Locus44ls o/, 149 693 1 4 485 18,6 sim sim
Transcript6/14

pl — ponto isoelétrico
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As isoformas de CDPKs diferem em seu dominio variavel N-terminal e
com isso se diferenciam quanto a localizagdo subcelular. A predicdo da
localizacdo subcelular foi realizada utilizando diferentes programas de
bioinformética. O SignalP verifica a presenca de peptideo sinal, indicando se a
proteina € ou ndo citosolica. Nesse estudo observou-se que todas FaCDPK
ndo apresentam peptideo sinal, porém os programas Cello, TargetP e ChloroP
sugeriram que as FaCDPKs estdo atuando na mitocéndria, nucleo, cloroplasto
e algumas sdo citoplasmaticas. Utilizando TMHMM observou-se que seis

FaCDPKs estdo localizadas nas membranas.

Tabela 3: Localizacao subcelular das quinases dependentes de célcio (CDPKSs)

identificadas em F. ananassa

Nome Contig SignalP cello TargetP ChloroP TMHMM
FaCDPK3 ClLl4contigl2 - M'}\‘I’,Cond”a - Cloroplasto ;
ucleo
FaCDPK4 CL3033contigl - Citoplasmatica - - +
FaCDPK5 CL3670contigl - Citoplasmatica - - -
FaCDPK6 CL3928contigl - Citoplasmatica - - +
FaCDPK7 CL4123contigl - Nucleo Cloroplasto - +
FaCDPK8 CL5105contigl - Cloroplasto - Cloroplasto -
FaCDPK9 CL5393contig2 - Citoplasmatica - - +
FaCDPK10 CL6644contig2 - Citoplamatica Cloroplasto Cloroplasto +
FaCDPK11 Locus 4415 - Citoplasmatica Cloroplasto - +

Nucleo

Divergéncias estruturais entre os FaCDPKs, como a presenca e posi¢ao
dos dominios, podem indicar a histéria evolutiva dentro da familia génica
(KUDLA; BATISTIC; HASHIMOTO, 2010). Desta forma, onze genes FaCDPKs
foram confirmados quanto a presenca de dominios, sendo identificados trés
porcdes conservadas quanto a presenca e posicao (Figura 4). Trés sequéncias
apresentaram uma regido adicional e uma das sequéncias apresentou apenas
duas das trés porcbes conservadas, sugerindo que houve eventos de
duplicacdo e delecdo a partir da sequéncia ancestral que caracterizaram

mudancas inclusive nos dominios.
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Figura 4: Organizacao dos diferentes padrdoes (porcdes/regides) em 11 genes
da familia de proteinas quinases dependentes de célcio (CDPK) presentes em
F. ananassa. Os motivos conservados foram detectados usando as ferramentas
on-line MEME (http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html).

A organizagdo dos éxons/introns e o0 numero de introns presentes
também podem indicar a historia evolutiva dentro de uma familia génica
(BOUDET et al., 2001), e por isso as estruturas génicas das nove FaCDPKs
foram avaliadas para se obter mais informacfes. A analise revelou que
FaCDPK10, FaCDPK1l, FaCDPK3 e FaCDPK4 apresentam 4 introns,
emquanto que FaCDPK5, FaCDPK6 e FaCDPK7 possuem 3 introns. A
presenca de 5 e 2 introns foi observada nas FaCDPK8 e FaCDPKO9,

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5: Estrutura dos éxons e introns dos 11 genes da familia de proteinas
guinases dependentes de célcio (CDPK) presentes em F. ananassa. Exons e
introns séo indicados por caixas laranjas e linhas pretas, respectivamente.

As relacdes evolutivas dos genes de CDPK também foram observadas a
partir de uma arvore filogenética. As onze FaCDPKs foram atribuidas a quatro
subfamilias principais de acordo com a topologia da arvore (Grupos A, B, C e

D), que combinavam com a classificacdo das AtCDPKs (Figura 6). Onze
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AthCDPKs e quatro FaCDPKs (FaCDPK7, 4, 11 e 10) pertencem ao grupo A,
doze AthCDPKs e duas FaCDPKs (FaCDPK9 e 5) ao grupo B; oito AthCDPKs
e duas FaCDPKs (FaCDPK6 e 1) ao grupo C; e trés AthCDPKs e trés
FaCDPKs (FaCDPKS8, 3 e 2) ao grupo D. Os resultados da analise filogenética
das sequéncias de proteinas FaCDPK previstas revelaram que ndo ha uma
representagdo igualitaria de proteinas de F. ananassa e A. thaliana nos quatro
subgrupos, uma vez que o gene CDPK ancestral foi submetido a eventos de

duplicacéo de mdltiplos genes.
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Figura 6: Relacado filogenética entre as proteinas quinases dependentes de
célcio (CDPK) de morango (F. ananassa) e Arabidopsis thaliana. A arvore
filogenética foi construida com base em um alinhamento de sequéncia de
aminoacidos utilizando método Neighbor-Joining com analise de bootstrap
(1000 réplicas).
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Os genes CDPK foram mapeados nos cromossomos do genoma do
morango selvagem (Fragaria vesca). O cromossomo 4 foi o inico cromossomo
sem gene FaCDPK (Figura 7). Por outro lado, o cromossomo 3 incluiu trés
FaCDPKs (FaCDPK4, FaCDPK7 e FaCDPK11), os cromossomos 1, 5 e 6
incluiram dois FaCDPKs cada (FaCDPK2 e FaCDPK3, FaCDPK6 e
FaCDPK10, FaCDPK1 e FaCDPK9, respectivamente) e os cromossomos 2 e 7
incluiram apenas um gene FaCDPK8 e FaCDPKS5, respectivamente .

LG1 LG2 LG3 LGS LG6 LG7

0.4 — FaCDPK11
2,0 ——— FaCDPK10

8.5~| |- FaCDPK2
8.6 FaCDPK3 9.3 ——— FaCDPK5

11,6 ——— FaCDPKS 11,0 1~ FaCDPK$

13,1 —— FaCDPK7
14,5 ——— FaCDPK4

24,9 —+— FaCDPK9

34,1 ——— FaCDPKI1

Figura 7: DistribuicAo cromossémica das proteinas quinases dependentes de
célcio (CDPK) de F. ananassa nos cromossomos de F. vesca.

A fim de investigar a variacdo estrutural geral dentro do genoma foi
realizada a analise de sintenia. A analise de sintenia € utilizada na genémica
comparativa para fazer novas inferéncias sobre um genoma a partir de estudos
feitos em genomas relacionados. Essas comparacdes podem revelar a
manutencdo de agrupamentos génicos e sequéncias regulatorias importantes
em determinadas regifes genémicas (Van Straalen & Roelofs, 2006). Verificou-
se que FaCDPKs mantém sintenia com CDPKs dos quatro cromossomos de

Arabidopsis (Figura 8). Dois genes ligados entre si por uma linha sao definidos
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como genes sinténicos. Os cromossomos dos genomas de Fragaria vesca e
Arabidopsis foram conectados por linhas da mesma cor, indicando uma
similaridade evolutiva entre esses genomas. A maioria dos genes CDPK foi
preservada durante a poliploidizagéo, indicando sua importancia evolutiva. Os
genes CDPK também foram distribuidos uniformemente dentro dos genomas.
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Figura 8: Analise de sintenia dos genes de proteinas quinases dependentes de
célcio (CDPK) entre morango (Fragaria x ananassa) e Arabidopsis thaliana.

A predicdo do padrdo evolutivo com base no calculo das taxas de
substituicdo de sindnimos (Ks) e ndo sinbnimos (Ka) fornece informacdes sobre
o tipo de selecdo de pares de genes durante o processo de divergéncia, como
selecdo purificadora, positiva e neutra (JURETIC et al., 2005). Razfes Ka/Ks
abaixo de 1,00 indicam tipos purificantes, enquanto que iguais e acima de 1,00
indicam selecdo neutra e positiva, respectivamente. Nesse estudo o Ka, Ks e
Ka/Ks dos pares de genes ortélogos foram calculados com base nos resultados
da analise da arvore filogenética (Tabela 4). O tempo entre 22 pares ortélogos
de genes FaCDPK também foi determinado e observou-se que 12 dos 22 pares

de genes FaCDPK ortélogos produziram uma razdo Ka/Ks<1,00, indicando
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selecao purificadora. No entanto, os 10 genes FaCDPK restantes exibiram uma

razdo Ka/Ks> 1,00, o que sugere uma selecdo positiva dos pares ortélogos.

Além disso, o tempo de divergéncia e o tempo de duplicacdo variaram de 0,07

a 8,4 (valores Ks) e 2,4 a 280 milhdes de anos atras (MYA), respectivamente.

Tabela 4: Blocos sintenicos de genes CDPK entre Fragaria x ananassa e

Arabidopsis

Nome do gene : ~ Tempo
Gene 1 Gene 2 Ka Ks Ka/Ks Tipo de selegéo (MYA)
FaCDPK1 AtCDPK32 0,08 1,81 0,04 Purificadora 60,2
FaCDPK2 FaCDPK3 0,03 0,07 0,47 Positiva 2,4
FaCDPK2 AtCDPK16 0,15 6,13 0,02 Purificadora 204,3
FaCDPK2 AtCDPK18 0,16 2,34 0,07 Positiva 78,1
FaCDPK3 AtCDPK16 0,18 7,53 0,02 Positiva 250,9
FaCDPK3 AtCDPK18 0,16 3,73 0,04 Positiva 124,2
FaCDPK4 FaCDPK11 0,11 0,58 0,18 Purificadora 19,3
FaCDPK4 FaCDPK7 0,16 2,01 0,08 Positiva 66,9
FaCDPK4 AtCDPK33 0,14 3,80 0,04 Purificadora 126,5
FaCDPK4 AtCDPK9 0,14 2,43 0,06 Purificadora 81,0
FaCDPK5 AtCDPK1 0,11 2,99 0,04 Positiva 99,7
FaCDPK5 AtCDPK5 0,11 2,99 0,04 Purificadora 99,7
FaCDPK6 AtCDPK10 0,10 3,32 0,03 Positiva 110,7
FaCDPK6 AtCDPK30 0,10 2,88 0,04 Positiva 95,9
FaCDPK7 FaCDPK11 0,04 0,45 0,11 Positiva 14,9
FaCDPK7 AtCDPK33 0,18 5,45 0,03 Purificadora 181,8
FaCDPK7 AtCDPK9 0,20 3,07 0,07 Purificadora 102,2
FaCDPK9 AtCDPK4 0,17 8,43 0,02 Purificadora 280,9
FaCDPK9 AtCDPK11 0,16 4,98 0,03 Purificadora 165,9
FaCDPK10 AtCDPK3 0,15 4,27 0,04 Positiva 142,3
FaCDPK11l AtCDPK33 0,18 5,34 0,03 Purificadora 177,9
FaCDPK11 AtCDPK9 0,19 3,35 0,06 Purificadora 111,7

Para elucidar os papéis regulatérios das FaCDPKs durante o

desenvolvimento dos frutos de morango, foi realizada aexpressaopor RT-gPCR

de diferentes estadios de desenvolvimento dos frutos (7, 14, 18, 21, 24 e 28

diaspds-antese). Os resultados mostram que durante o desenvolvimentos dos

frutos, os maiores niveis de expressao das FaCDPK3, FaCDPK4 e FaCDPK10

foram no estadio final de maturacao (E6), enquanto que as demais foram nos

estadios iniciais (E1 ou E2). Somente FaCDPK3 apresentou um aumento

progressivo da expressao durante a maturacao dos frutos (Figura 9).
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Figura 9: Mapa de cor (Heat map) mostrando a expressdo das proteinas
quinases 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.

As CDPKs vém sendo relatadas como fatores essenciais na regulacao
da tolerancia das plantas frente a situacdes de estresses bioticos e abidticos.
Neste estudo, foi avaliado o perfil de expressdo génica das FaCDPKs em
resposta a estresses por déficit hidrico e salinidade (Figura 10). Os resultados
mostram que a expressdao de 9 FaCDPKs foi alterada em funcdo dos
tratamentos, sendo que seis destes genes (FaCDPK1, FaCDPK3, FaCDPKS5,
FaCDPK6,FaCDPK8 e FaCDPK9) aumentaram sua expressdo mediante o
tratamento com sal e trés (FaCDPK4, FaCDPK10 e FaCDPK11) no estresse
por déficit hidrico. Em contrapartida, FaCDPK5, FaCDPK6, FaCDPK7 e
FaCDPK8 reduziram seus niveis transcricionais no tratamento por déficit
hidrico. Isto sugere que diferentes genes estdo envolvidos em respostas a

salinidade e déficit hidrico.
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Figura 10: Acumulo relativo de transcritos de genes que codificam para
proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKSs) identificadas em morangos
submetidos a déficit hidrico ou estresse salino. Os valores de quantificagdo
relativa estdo expressos em média + desvio padrdo; medias acompanhadas
por letras minusculas diferentes indicam diferencga significativa pelo teste de
Tukey (p=<0,05) entre os tratamentos para cada um dos genes.
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A regulagéo da tolerancia a estresses bidticos e abidticos mediado pelas
CDPKs, em alguns casos, vem acompanhada da modulagéo da sinalizagéo de
acido abscisico (ABA). Para melhor compreender essa relagdo os niveis de
expressdo das FaCDPKs foram avaliados em frutos de morango que
receberam aplicagcdo de &cido abscisico (ABA) e inibidor de ABA [acido
nordiidroguaiarético (NDGA)]. Os resultados mostraram que 0S genes
FaCDPK4 e FaCDPK11 aumentaram sua expressao frente aplicacdo de ABA
(Figura 11). A expressdo dos genes de FaCDPK1 e FaCDPK7 também foi
influenciada pela aplicacdo de ABA e NDGA, entretanto os maiores niveis de
expressao foram observados nos frutos que receberam aplicacdo de NDGA.
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Figura 11: Acumulo relativo de transcritos de genes que codificam para
proteinas quinasses dependentes de calcio (CDPKs) identificadas em
morangos submetidos a aplicacdo de &cido abscisico (ABA) e &cido
nordiidroguaiarético (NDGA). Os valores de quantificagdo relativa estédo
expressos em média + desvio padrdo; letras mindsculas diferentes indicam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os tratamentos para
cada um dos genes.
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Os resultados acima indicam um possivel envolvimento dos genes
FaCDPK4 e FaCDPK1l na resposta ao estresse abidtico por meio de
interacdes entre CDPK e outras proteinas. A analise de interacéo de rede é um
método que possibilita estudar a funcdo de genes. Uma rede de interacdo para
proteinas CDPK foi construida com base no gene ortélogo de Fragaria x vesca
usando ferramentas do banco de dados STRING 10. Assim, descobriu-se que
as CDPKs estdo envolvidos nas vias de sinalizagcdo relacionadas ao
crescimento e desenvolvimento da planta e em resposta a estresses abioticos.
Observou-se que FVCPK2 (homélogo a FaCDPK4 de Fragaria X ananassa)
esta associado a varias proteinas homologas da oxidase respiratoria (RBOH),
gue promovem a eliminacdo de ROS (Figura 12). O FVvCPK2 também interage
com a proteina semelhante a calcineurina B (CBL), um regulador positivo das
respostas de sal e seca, bem como a pirofosfoquinase de tiamina (TPK) e o
canal anionico tipo S da célula de guarda (SLAC), que estdo envolvidos na
producédo de energia e respostas estomaticas. Da mesma forma, FYCDPK29
(homélogo a FaCDPK1l) interage com proteinas RBOH. Além disso, o
FVCDPK29 interage com a serina descarboxilase (SDC), uma enzima
relacionada a formacao de fosfolipidios de membrana e um fator de transcricao
(Provavel fator de transcricdo PosF21). FVvCDPK29 também interage com
serina/treonina proteina quinase semelhante ao receptor LRR (GSO) um
regulador de divisdo celular e com um cofator de dobramento de tubulina
(TFCA), que desempenha papéis na modulacdo do dobramento de tubulina.
Assim, os resultados da andlise de rede indicam um possivel envolvimento de
FvVCDPK29 na manutencdo da integridade celular. Dada a homologia entre
esses CDPKs com FaCDPK4 e FaCDPK11, é possivel que esses FaCDPKs

desempenhem fun¢des semelhantes.
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Figura 12: Analise da rede de interacédo das proteinas FaCDPK4 e FaCDPK11
identificadas em Fragaria x ananassa. A analise foi realizada com o respectivo
homologo em Fragaria vesca (CPK2 para FaCDPK4 e CDPK29 para
FaCDPK11). A cor da linha indica o tipo de interacdo: a linha preta indica co-
expressado; A linha verde indica citacdo no mesmo texto; A linha azul indica
bancos de dados.
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3.6 Discusséao

A primeira proteina quinase dependente de calcio (CDPK) foi identificada
em ervilha, ha mais de 30 anos (HETHERINGTON & TREWAVAS, 1982).
Desde entdo, CDPKs foram identificadas em véarias plantas e alguns
protozoarios (CHENG et al., 2002). Em F. ananassa, até o momento, apenas
duas sequéncias codificadoras de CDPKs haviam sido identificadas. Nesse
estudo, a andlise das sequencias gendmicas de morango (F. ananassa)
revelou a presenca de 11 genes de CDPK. Em Arabidopsis thaliana e Oryza
sativa (arroz) ja foram identificados 34 genes e 31 genes desta familia,
respectivamente (ASANO et al., 2005; CHENG et al., 2002).

As CDPKs apresentam em sua estrutura pelo menos um dominio N-
terminal variavel, um dominio de proteina-quinase, um dominio de juncdo, um
dominio de ligacdo a Ca?* semelhante a calmodulina e um dominio C-terminal.
Nesse estudo, todas as CDPKs analisadas apresentaram sequéncias
completas, incluindo o dominio N-terminal variavel, o dominio C terminal, pelo
menos um dominio quinase para fosforilagdo e um dominio EF-hand. No
entanto, sete das nove novas sequéncias exibiram um padrdo de quatro
motivos EF-hand, que permitem a ligacdo de Ca?*, conforme relatado para as
CDPKs de Arabidopsis, arroz e trigo (EDEL et al., 2017). Esta configuracéo,
contendo dominios EF-hand adicionais capazes de se ligar a até quatro ions de
célcio, possivelmente surgiu por meio de dois ciclos de duplicacdo e fusdo
génica, e possibilitou a cooperatividade entre os sitios de ligacédo de calcio. Do
ponto de vista evolutivo, essa organizacdo estrutural com novas estruturas
repetitivas pode ser interpretada como uma forma de obter diferentes
movimentos de dominio e, assim, diversificar o reconhecimento molecular
(MOHANTA, T. et al, 2019). Os motivos das maos EF-hand existem
principalmente em pares para aumentar a estabilidade estrutural. A presenca
de um udnico motivo EF-hand, como observado em FaCDPK3 e FaCDPKS,
reduz drasticamente a sensibilidade da quinase para a ligacdo de calcio, e a
subsequente mudanca conformacional induzida por calcio (LIESE; ROMEIS,
2013). Por exemplo, uma reducdo de 60 vezes na afinidade de ligacdo para
fons Ca?* foi demonstrada em uma CDPK com um Unico motivo EF-hand em
Plasmodium falciparum (ZHAO et al., 1994).
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Levando em consideracdo a grande variedade de genes CDPK em
plantas, & importante elucidar os fatores que determinam as isoformas que
respondem a diferentes sinais, os efeitos na fosforilacdo de proteinas e nas
respostas fisiologicas. A especificidade de sinalizacdo pode ser determinada
pela sua localizacdo subcelular, que podem ser reguladas em niveis de
traducdo e pés-traducdo. As previsdes in silico indicam que as FaCDPKs estao
localizadas em varios compartimentos celulares, incluindo o cloroplasto, o
nacleo, o peroxissoma e o citoplasma. Além disso, também foi predito a maioria
das FaCDPKs incluiem motivos de N-miristoilagdo e/ou palmitoilagdo. A
presenca de um motivo N-miristoilacdo pode fazer parte de uma sinalizacao
primaria que dirige estas proteinas para um sitio de ligacdo na membrana
celular (LU, S. X.; HRABAK, 2013; MARTIN; BUSCONI, 2000). Além disso, a
palmitoilagéo, outro tipo de modificagcdo lipidica, também foi relatada como
necessaria para aumentar a estabilidade durante associagcdo as membranas
(MARTIN; BUSCONI, 2000). Motivos de N-miristoilacédo e palmitoilacdo foram
observados em cinco e seis dos FaCDPKs avaliados nesse estudo,
respectivamente. No entanto, a associacdo de CDPKs com a membrana é
complexa e pode ser afetada pela presenca de outros motivos. Por exemplo,
em trigo (Triticum aestivum L), TaCPK3 e TaCPK1l5 sem regibes de
miristoilacdo encontravam-se associadas as membranas (LI, Ai Li et al,, 2008),
enquanto que em milho (Zea mays) observou-se que ZmCPK1, que foi predita
ter um padrao de N-miristoilacéo foi encontrada no citoplasmae nucleo (WANG,
C. T.; SHAO, 2013). Outros estudos mostraram que as localizacdes
subcelulares de CDPKs podem ser restritas a um uUnico compartimento ou
amplamente distribuidas por toda a célula. CDPKs ja foram observados na
membrana plasmatica, citoplasma, nucleo, reticulo endoplasmatico,
mitocdndria, cloroplastos, corpos oleosos, peroxissomos e complexo de Golgi
(ASAI et al,, 2013). Portanto, estudos in vitro adicionais sdo necessarios para
determinar a localizacdo subcelular de FaCDPKs.

Genes originados de um ancestral comum compartilham funcbes
protéicas semelhantes. Assim, uma andlise sinténica foi realizada e uma arvore
filogenética foi construida a fim de compreender as relacdes evolutivas entre as
CDPKs presentes em F. ananassa e A. thaliana. Todos os homoélogos FaCDPK

identificados em Arabidopsis mostraram alta similaridade de sequéncia,
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indicando um alto nivel de conservacdo e um ancestral comum para cada
potencial par ortélogo. Quatro grupos (A, B, C e D), cada um com pelo menos
uma contraparte de Arabidopsis, foram identificados na &rvore filogenética.
Essa conformacao indica uma conservagédo funcional de CDPKs entre as duas
plantas. Classificacdo evolutiva semelhante também foi encontrada em outras
espécies, como uva, abacaxi, mandioca e arroz (CHEN, F. et al., 2013; HU et
al., 2016; RAY et al., 2007; ZHANG, M. et al., 2020). Nesse estudo, FaCDPK4,
FaCDPK7 e FaCDPK11 estavam presentes com AtCDPK23 no subgrupo A.
AtCDPK23 desempenha papéis importantes nas respostas a seca e ao
estresse salino (MA; WU, 2007), sugerindo possivel envolvimento de FaCDPK4
e FaCDPK11 em resposta a essas condicOes de estresse em morango. Em
estudo realizado com algodéao, observou-se que GrCDPK16, estava associada
a tolerancia das plantas ao estresse por seca e esta encontrava-se no mesmo
grupo da AtCDPK23 (LI, Li bei et al,, 2015). AtCPK30 atua como um sensor de
Ca?" e esta envolvido na sinalizagdo das vias hormonais (YUAN et al, 2007),
FaCDPK6 tem identidade de 92% com AtCDPK30, e portanto, pela elevada
similaridade pode estar envolvida na sinalizagdo hormonal em morango. Os
genes CDPK também estdo envolvidos na resisténcia a diferentes patdégenos.
Em batata, foi relatado que StCDPK7 contuibui para a resisténcia contra a
infeccdo por Phytophthora infestans (FANTINO et al., 2017). StCDPK7 também
foi encontrado no mesmo grupo filogenético que AtCDPK1. Além disso, foi
relatado que a superexpressao heterdloga de AtCPK1 em Arabidopsis thaliana
regula genes de resisténcia a doencas responsaveis pela protecdo de amplo
espectro contra a infeccdo por patdégenos (COCA; SAN SEGUNDO, 2010).
Assim, a presenca de FaCDPK5 no mesmo grupo filogenético que AtCDPK1
sugere que FaCDPK5 pode estar envolvido na resposta a infeccdo por
patdégenos em morango. No entanto, sdo necessarias investigacdes adicionais
para determinar se os homadlogos possuem funcées semelhantes.

Divergéncia estrutural, ou seja, a presenca e posi¢cao de dominios, bem
como a organizacdo de exons/introns podem indicar uma historia evolutiva
dentro de uma familia de genes, e também estdo intimamente relacionadas a
funcé@o de proteinas (BOUDET et al., 2001; KUDLA,; BATISTIC; HASHIMOTO,
2010). Nesse estudo, o numero de introns variou entre um e sete. A mesma

variacdo foi relatada em cevada e em Populus trichocarpa (FEDOROWICZ-
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STRONSKA et al., 2017; ZUO et al., 2013), indicando semelhancas na
estrutura dos genes de CPDK entre diferentes espécies. Genes com fases de
intron semelhantes compartilham um ancestral comum. Uma mudanga na fase
do intron reflete uma divergéncia de homologia entre os genes durante a
evolucdo. A insercdo ou delecdo de um pequeno fragmento de DNA pode
alterar o transcrito e, assim, levar a uma mudanca na funcéo do gene (LONG et
al., 1998). Em Arabidopsis, a diversidade de estruturas de RNA mostrou surgir
devido a um grande numero de delecbes e adicbes de introns ao ancestral
(BOUDET et al., 2001). De acordo com Mittal et al., (2017), a variacdo na
frequéncia dos introns no milho, arroz e sorgo pode ser uma das razfes para a
diversidade funcional dos CDPKSs, pois essa variacdo aumenta a possibilidade
de splicing alternativo e embaralhamento de exon. No entanto, as informacdes
da literatura sobre a edicdo de splicing alternativo de CDPK s&o muito
limitadas. Nishiyama et al., (1999) relataram um splicing alternativo de um gene
CDPK, em que as sequéncias do motivo EF-hand foram modificadas.
Almadanim et al., (2018) mostraram que OsCPK13, OsCPK17, OsCPK18 e
OsCPK19 produziram transcritos com splicing alternativo em arroz, que
codificam proteinas truncadas sem dominios inteiros ou parciais com diferentes
funcdes biologicas. Similarmente, Ding et al., (2020) detectaram duas
transcricdes de CsCDPK1 em C. sinensis usando RT-gPCR. A identificacdo de
variantes de splicing alternativo em transcricbes de CDPK € particularmente
importante para o desenvolvimento de culturas geneticamente modificadas com
tolerancia ao estresse biodtico e abiodtico. Portanto, estudos futuros para
identificar variantes de splicing de genes CDPK e o impacto em sua
diversidade funcional sdo relevantes.

Levando em consideracdo que as isoformas de CDPKs diferem em seu
dominio varidvel N-terminal, localizacdo subcelular, parametros cinéticos,
especificidade do substrato, dependéncia de Ca?* para sua atividade quinase e
padrdes de expresséo, distintas isoformas desta familia podem ser capazes de
perceber diferentes estimulos e responder com especificidade (FANTINO et al,,
2017). A especificidade e os padrbes de expressdo génica sdo claramente
alterados durante os estagios de desenvolvimento da planta (SIMEUNOVIC et
al,, 2016). Nesse estudo, FaCDPK1 néo foi detectado em frutos jovens. Esse

resultado estd de acordo com o relatado por Llop-tous, (2002), que observou
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gue a FaCDPK1 so foi expressa na fase final de desenvolvimento do fruto (28
DAA); no entanto, os niveis de transcritos se acumularam quando os frutos se
tornaram brancos. Além disso, a expressao desse gene demonstrou niveis
crescentes durante a maturacdo dos frutos. Nesse estudo, o aumento de
expressdo durante o amadurecimento dos frutos foi observado apenas para
FaCDPKS. Li et al., (2015) também observaram resultados semelhantes em
algodao (Gossypium raimondii), em que apenas a expressdo de GrCDPK11
aumentou durante o desenvolvimento do fruto. Os niveis de expressédo dos
outros GrCDPKs permaneceram inalterados ou diminuiram. O processo de
amadurecimento do morango envolve uma série de eventos moleculares e
fisiolégicos que levam a modificagBes no tamanho, cor, textura, sabor e aroma
da fruta. Portanto, compreender os mecanismos subjacentes a este processo €
essencial para alcancar a qualidade ideal da fruta, bem como uma longa vida
de prateleira. Estudos transcriptdmicos, metabolémicos e de silenciamento
génico demonstraram que esse processo em frutas ndo-climatéricas, como o
morango, é dependente de ABA (JIA et al.,, 2011) e desencadeado por uma
cascata de sinalizacdo envolvendo célcio (Ca?*) e proteinas quinases
dependentes de calcio (CDPKs) (VIGHI et al., 2019). A expressdo aumentada
de FaCDPK3 indica um possivel papel durante o processo de maturacdo do
morango. No entanto, mais estudos Sdo necessarios para estabelecer a
dependéncia de ABA desse processo.

Além do tecido e do estagio de desenvolvimento, diferentes estimulos
determinam quais isoformas serdo ativadas ou inativadas e qual sera seu papel
neste cenario. Por exemplo, OsCDPK4 confere tolerancia ao sal e a seca ao
arroz (CAMPO et al., 2014), enquanto ZmCDPK1 desempenha um papel
regulador vital na resposta ao estresse abiotico do milho (WANG, C. T.; SHAO,
2013). A seca e a salinidade do solo afetam negativamente o crescimento das
plantas e a producédo agricola. Portanto, um melhor entendimento da resposta
molecular contra esses estresses € necessario para o desenvolvimento de
cultivares mais resistentes. O morango € geralmente considerado
moderadamente sensivel a altos niveis de sal. No entanto, a cultivar Camarosa
utilizada neste estudo é considerada tolerante a seca e ao estresse salino em
comparagcao com outras cultivares (AL-SHORAFA; MAHADEEN; AL-ABSI,

2014; GHASEMI et al., 2018). Por exemplo, os niveis de estresse usados neste
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estudo nao resultaram em necrose, desidratagdo extensa ou morte de plantas.
Por outro lado, as plantas mostraram resposta ao estresse, conforme
evidenciado pelos resultados da analise RT-gPCR mostrando aumentos nos
niveis de expressdo de FaCDPK1l, FaCDPK3, FaCDPK4, FaCDPKS5,
FaCDPK6, FaCDPK8 e FaCDPK9 apos tratamento com sal, enquanto os de
FaCDPK4, FaCDPK10 e FaCDPK11 aumentaram o0s niveis de expressao em
condicdbes de seca. Este resultado sugere que as proteinas FaCDPK
desempenham papeis na tolerancia desta cultivar a salinidade e ao déficit
hidrico, e corrobora as relacdes entre sequéncia, estrutura e funcdo da
proteina. FaCDPK4, FaCDPK10 e FaCDPK11 foram agrupados no mesmo
subgrupo filogenético (A) que AtCDPK23, que foi relatado como envolvido na
tolerancia a seca de Arabidopsis (MA; WU, 2007). Embora o estresse osmaotico
seja causado tanto por estresse salino quanto por seca, o acumulo excessivo
de ions Na* e CI° também pode ocorrer sob alta salinidade devido a
disponibilidade reduzida de agua no solo. O acumulo de Na* e CI- também é
prejudicial aos processos bioquimicos e leva a clorose e necrose. FaCDPK4 foi
0 Unico gene de CDPK superexpresso em ambas as condi¢cdes experimentais.
FaCDPK4 pode, portanto, estar associado a respostas fisioldgicas
desencadeadas por ambos o0s estresses, como a regulacdo do movimento
estomatico e a repressao do crescimento celular e da fotossintese. Como
exemplo, a AtCPK1 contribui para a tolerancia ao estresse salino e hidrico por
meio da diminuicdo da producdo de H2O. e malondialdeido e do aumento do
acumulo de prolina (HUANG et al., 2018). Uma vez que a maioria dos genes
CDPK foram expressos diferencialmente entre essas condi¢cdes de estresse, e
devido as especificidades de substrato variaveis das isoformas de CDPK, esse
resultado sugere que plantas de morango s&o capazes de responder
diferencialmente a esses estresses e a cascata de quinase formada pelas
proteinas CDPK podem ter um papel nessa resposta diferencial.

Embora as plantas usem mecanismos de resposta intimamente
relacionados contra a salinidade e a seca, 0s efeitos desse estresse nas
plantas ndo sdo idénticos. Mudancas no potencial osmoético observadas em
ambos os estresses parecem desencadear a indugcao de diferentes CDPKs.
Por exemplo, a tolerancia a seca e ao estresse salino em Morus atropurpurea

bY

foi relatada como estando relacionada a interacdo de MaCDPK1 com
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elementos de resposta ABA (elementos MBS, ABRE e motivo GARE) (CAO et
al., 2020). No entanto, as copias de CDPK e a inducdo da cascata de
fosforilacdo podem diferir entre esses dois agentes estressores. Em Poncirus
trifoliata, a superexpressdo de PtrCDPK10 resultou em maior tolerancia ao
déficit hidrico em comparacdo com o tipo selvagem devido a interacao de
PtrCDPK10 com ascorbato peroxidase (PtrAPX), o que levou a uma reducao
no acumulo de ROS (MENG et al., 2020). Em contraste, OsCDPK21 mostrou
desempenhar um papel crucial na adaptacdo ao estresse salino no arroz por
meio da fosforilagdo de OsGF14. Na videira, VaCPK21 pode atuar como um
regulador positivo envolvido na resposta ao estresse salino (DUBROVINA et
al., 2016). MaCDPK363 e AtCDPK27 desempenham funcdes semelhantes em
banana e Arabidopsis, respectivamente (WANG, Z. et al., 2016; ZHAO, R. et
al., 2015).

As respostas das plantas as condicdes de estresse ocorrem por meio de
varias redes de transducéo de sinal, e o acido abscisico (ABA) desempenha
um papel crucial nessas respostas. O ABA atua principalmente como um
regulador do balanco hidrico da planta e da tolerancia ao estresse osmatico
(DAR et al., 2017). As isoformas de CDPK também mostraram diferir em sua
afinidade por Ca?, e o influxo de célcio gerado pelo ABA é um dos
determinantes da inducdo de CDPKs (VIGHI et al., 2019). Como exemplo,
ZHANG et al., (2014) realizaram uma analise dos transcritos de 21 genes
BnaCDPK em mudas de canola apos diferentes tratamentos sob condi¢ces de
estresse abiotico e descobriram que diferentes genes CDPK podem participar
dos processos de sinalizacdo de um unico fator de estresse, e um Unico gene
CDPK provavelmente desempenha um papel em mdltiplas respostas ao
estresse. De forma concordante, no arroz, 0 OsCDPK4 desempenha um papel
positivo na tolerancia ao estresse salino e ao déficit hidrico através da protecéo
da membrana contra a peroxidacao lipidica (CAMPO et al., 2014). Enquanto o
OsCPK12 aumenta a tolerancia ao sal, reduzindo os niveis de ROS, sugerindo
gue diferentes copias trabalham em multiplas vias de sinalizacdo para regular
positivamente a tolerancia ao sal (ASANO et al., 2012a).

Nesse estudo, FaCDPK4 e FaCDPK11 apresentaram 0s mais altos niveis
de expressao frente ao déficit hidrico, e esses genes também foram as copias

com melhor resposta ao tratamento com ABA. ISso sugere que esses genes
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desempenham papéis importantes na resposta ao déficit hidrico, e o
mecanismo de resposta é dependente de ABA. Essa relagcdo também foi
observada em Arabidopsis, em que mutantes sem expressao de AtCDPK10
foram prejudicados em sua capacidade de inibir a abertura estomatica induzida
por ABA. Em um estudo de Zhu et al., (2007), AtCPK4 e AtCPK11 mostraram
regular positivamente a sinalizagdo ABA por meio da fosforilagdo dos fatores
de transcricdo responsivos ao estresse ABF1 e ABF4. O ABA também
demonstrou ativar a proteina quinase dependente de célcio (ACPK1) no
mesocarpo da uva por meio de um mecanismo complexo que envolve o influxo
de caélcio para o citosol (YU et al., 2006). Portanto, as variacdes na descarga do
sinal de Ca?* induzida por ABA (concentracdo, tamanho, distribuicdo temporal
de picos ou ondas) podem resultar em transducdo de sinal especifico para
induzir a expressdao de genes especificos de CDPK. Consequentemente, a
proteina CDPK induzida desempenha papéis especificos dependendo do tipo
de estresse infligido por meio da fosforilagéo de substratos especificos.

Os estresses salino e hidrico aumentam o conteddo de compostos
fendlicos e antocianinicos, bem como a expressdo de genes em vias
metabolicas relacionadas (GALLI et al., 2016; PERIN et al., 2019). O teor de
ABA também aumenta em frutos de morango sob estresse salino e hidrico; no
entanto, 0s genes relacionados a biossintese de ABA (FaNCEDs,
FaCYP707As, FaGTs e FaBGs) séo regulados positivamente apenas em frutas
estressadas por seca (PERIN et al., 2019). Da mesma forma, apenas o déficit
hidrico aumentou as concentracbes de acido ascorbico, acglcares e
metilsiringina, enquanto o estresse salino induziu a sintese de aminoacidos nas
frutas (ANTUNES et al., 2019; GALLI et al., 2018). Um mecanismo de resposta
ao sal e a seca em frutos de morango com base nesses resultados anteriores e
nos dados de expressdo génica deste estudo é mostrado na Figura 13. A
resposta ao estresse salino foi encontrada para ser mediada por varios
FaCDPKs, em particular FaCDPK1 e FaCDPK3 através de um mecanismo
independente de ABA. Em contraste, FaCDPK4 e FaCDPK11 estédo envolvidos
na tolerancia ao déficit hidrico e utilizam ABA como molécula de sinalizacao
para aumentar o conteudo de compostos fendlicos, antocianinas, acido

ascorbico e agucares.
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Figura 13: Esquema simplificado de possiveis atuacdes de CDPK sob

condicOes de estresse osmotico.

Os resultados desse estudo sugerem um envolvimento de FaCDPKs na
resposta ao estresse do sal e da seca. Varios outros estudos relataram que os
CDPKs desempenham papéis importantes na tolerancia ao estresse abiotico
(ASANO et al.,, 2012b; KARDILE et al., 2018). No entanto, 0s mecanismos
bioquimicos subjacentes ainda sdo desconhecidos. A determinacdo das
interacdes proteina-proteina € um passo essencial para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da tolerancia aos estresses
abioticos. A resposta ao estresse envolve a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e pode induzir o fluxo de calcio para a célula. Ambas as
moléculas de sinalizacdo induzem eventos de sinalizacdo a jusante que
resultam na ativacdo de proteinas sensoras de Ca?* incluindo CDPK, bem
como a enzima produtora de ROS e Respiratory Burst Oxidase Homolog
(RBOH)(VIGHI et al., 2019).

Os genes FaCDPK4 e FaCDPK11 provavelmente estiveram envolvidos na
resposta ao estresse abibtico, especialmente na seca, e a rede de interacao
com base na analise de co-expressao revelou que FaCDPK4 e FaCDPK11
estavam possivelmente associados a RBOHs. RBOHs sao proteinas integrais

de membrana que geram anions superoxidos, que sdo entdo convertidos em
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H20,. Além disso, as proteinas RBOH contém dois motivos de mdo EF de
ligacdo ao célcio e varios locais de fosforilagdo em seus terminais N que
participam da regulacdo da atividade enzimética. Além de seus papéis nas
respostas aos estresses abioticos, os RBOH desempenham papéis
fundamentais em diversos processos metabdlicos, como crescimento celular e
respostas de hipersensibilidade (FOREMAN et al., 2003). As RBOHs sé&o
expressas diferencialmente de acordo com o tecido e o0 estagio de
desenvolvimento (TORRES; DANGL, 2005). Além disso, diferentes estimulos
determinam quais isoformas serdo ativadas/inativadas (VALMONTE et al.,
2014). Por exemplo, em Arabidopsis, descobriu-se que AtRBOHD é
responsavel pela geracdo de ROS em resposta a infecgcdo por patdogenos
(ANGEL et al.,, 2015). No morango, o FVRBOHA e o FvRBOHD séao
necessarios para o acumulo de ROS durante a resposta de defesa da planta ao
estresse pelo frio(ZHANG, Y. et al.,, 2018). Da mesma forma, 0s niveis de
expressdo de VVRBOHA, VVRBOHB e VVRBOHC1 foram significativamente
aumentados em uvas apos tratamentos com sal e déficit hidrico. Além disso,
VVRBOHB foi regulado positivamente por tratamentos ABA exdgenos (CHENG,
C. et al, 2013). No presente estudo, FaCDPK4 e FaCDPK11l foram
responsivos a seca e ao tratamentos com ABA. ISso sugere que a resposta ao
estresse envolve a captacdo/sintese celular de ABA e Ca?*, e podem induzir
uma sinalizacéo a jusante que resulta no aumento da producéo de H20; pelas
RBOH e consequente a inducdo de acido ascorbico para mitigar a producao de
ROS(CHOUDHURY et al., 2017).

Além das proteinas RBOH, uma proteina semelhante a calcineurina B
(CBL) foi destaque na rede de interacdo da FaCDPK4. CBL séo proteinas
sensoras de calcio que se integram e interagem especificamente com uma
familia de proteinas quinases (CIPKs) (BATISTIC; KUDLA, 2009). Os CBL-
CIPKs estdo envolvidos nas respostas ao estresse abiotico, além do
crescimento e desenvolvimento das plantas (CHEN, Liang et al., 2013; LUO et
al., 2017). A resposta ao estresse mediada por CBL-CIPKs também mostrou
ser dependente de ABA em varios estudos (PANDEY, G. K. et al.,, 2015;
TRIPATHI et al., 2009).

FaCDPK4 também mostrou um padrdo de expressdo semelhante ao da

tiamina pirofosfoquinase (TPK), uma proteina responsavel pela ativacdo do
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pirofosfato de tiamina e um cofator essencial de varias enzimas que participam
do metabolismo de carboidratos e aminoacidos (RAPALA-KOZIK; GO; KUJDA,
2009). Além disso, a tiamina também confere resisténcia sistémica adquirida
(RSA) a varias plantas, como arroz (Oryza sativa), tabaco (Nicotiana tabacum),
tomate (Lycopersicon esculentum), pepino (Cucumis sativus) e Arabidopsis
(AHN; KIM; LEE, 2005). Em Arabidopsis, foi demonstrado que esse processo €
dependente das vias de sinalizacdo relacionadas ao acido salicilico e ao Ca?*
(AHN et al., 2007).

Outra proteina identificada na rede de interacdo FaCDPK4 € o canal
aniénico tipo S da célula de guarda (SLAC). SLAC desempenha papéis
importantes na sinalizacdo de estresse e hormdnio, bem como no crescimento
e desenvolvimento das plantas (CHEN, G. et al., 2018). A SLCAL1 também ¢é
uma proteina essencial para a abertura estomatica e é ativada por ABA e Ca?*
citosolico. Os canais SLAC1 também sao ativados por CDPKs (ASSMANN;
JEGLA, 2016). Como exemplo, as células-guarda de A. thaliana com os genes
CDPK3 e CDPKE6 silenciados mostraram ativacao reduzida dos canais iénicos
de Ca’* e ABA, e o fechamento estomatico foi parcialmente prejudicado (MORI
et al., 2006).

Semelhante a FaCDPK4, as proteinas mais proeminentes na rede de
interacdo de proteinas para FaCDPK11 foram as RBOHs. No entanto, varias
outras proteinas também se destacaram, como a serina descarboxilase (SDC).
SDC é responsavel pela conversdo de serina em etanolamina, um precursor de
fosfolipidios em plantas (LIU, Y. et al., 2018). Fosfolipidios sdo componentes
essenciais das membranas bioldgicas e atuam na transducdo de sinal em
plantas (NAKAMURA, 2017). Os fosfolipidios também influenciam na
sensibilidade das CDPK ao calcio. Em milho a interacdo das quinases com 0s
fosfolipidios mostrou diminuir sua necessidade de calcio (SZCZEGIELNIAK et
al., 2000). Além disso, FaCDPK11 interagiu com o provavel fator de transcricédo
(POSF)/ziper de leucina béasico (bZIP). Os bZIPs estdo envolvidos em varios
processos celulares relacionados ao desenvolvimento das plantas, sinalizacao
ambiental e resposta ao estresse (DROGE-LASER et al., 2018). OsbZIPs séo
parte de uma rede de sinalizagdo complexa envolvendo ABA e CDPK na
resposta ao estresse abidtico. Na presenca de ABA, a classe de receptores

PYR sequestra PP2C, que por sua vez libera SnRK2. Como resultado, SnRK2
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ativa CDPK e resulta em uma cascata de fosforilagdo envolvendo bZIP
(BANERJEE; ROYCHOUDHURY, 2017). Em Arabidopsis, trés CDPKs
(CDPK4, CDPK6 e CDPK33) fosforilam bZIP de forma eficiente(KAWAMOTO
et al., 2015).

FaCDPK11 também pode estar associado com a serina/treonina-proteina
quinase semelhante ao receptor LRR (GSO). As GSOs sdao proteinas
transmembrana envolvidas em Vvarios processos fisiologicos, incluindo
desenvolvimento, respostas ao estresse, percepc¢ao de hormdnios e resisténcia
a doencas (PASSRICHA et al., 2019). Sob condi¢cbes de estresse abiotico, as
GSOs percebem os ligantes extracelulares e ativam as vias a jusante por meio
da fosforilagdo dos dominios intracelulares de serina/treonina quinase(FENG,
L. et al., 2014). GSO também desempenha um papel importante no processo
de amadurecimento junto com ABA. O silenciamento de FaRIPK1 inibiu o
amadurecimento e reduziu a expressao de varios genes envolvidos no
amolecimento, producdo de acucar, pigmentacdo e biossintese e sinalizacao
de ABA em plantas de morango (HOU; XU; SHEN, 2018).

Em resumo, todas as proteinas destacadas nas redes de interacao
FaCDPK4 e FaCDPK11 tém papéis bem documentados nas respostas das
plantas ao estresse por meio da sinalizacdo de Ca?". Essas respostas
envolvem direta ou indiretamente o fitohorménio ABA. A Unica proteina na rede
de interacdo FaCDPK11l sem crosstalk evidente com ABA e resposta ao
estresse é o cofator de dobramento de tubulina (TFCA). O TFCA esta envolvido
na biogénese dos microtdbulos e, portanto, influencia diretamente o
crescimento celular (KIRIK et al., 2002). Em Arabidopsis, a necessidade de
TFCA foi demonstrada para a formacéo de células tricomas (CHEN, Liangliang
et al.,, 2016). No entanto, estudos in vivo adicionais sdo necessarios para
validar a existéncia dessa interacao prevista pela analise de rede de interacao

in silico.
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3.7 Consideracgdes finais

Este estudo possibilitou a identificacdo de nove novas copias da familia
génica das CDPKs em Fragaria X ananassa por meio da analise da estrutura
do genoma e caracterizacdo filogenética. Essas novas copias foram
classificadas em quatro grupos principais, com base na andlise filogenética e
nas caracteristicas estruturais. Os perfis de expressdo das FaCDPKs
identificados durante o desenvolvimento e amadurecimento dos frutos
indicaram que apenas a expressdao de FaCDPK3 aumentou durante o
amadurecimento dos frutos. A caracterizagdo do acumulo de mRNA em
condicdes de estresse salino e hidrico revelou que diferentes genes de
FaCDPK atuam em respostas aos estresses osmoticos. As copias FaCDPK1 e
FaCDPK3 foram influenciadas pelo estresse salino, enquanto que FaCDPK4 e
FaCDPK11 foram significativamente influenciadas pelo déficit hidrico e pelo
tratamento com ABA, sugerindo o envolvimento desse fitohormdnio na resposta
a seca mediada por essas proteinas. Além disso, a analise da rede de
interacdo proteina-proteina destacou algumas proteinas envolvidas na resposta
ao estresse e que sdo dependentes de ABA e Ca?*, especialmente RBOHSs.
Futuros estudos permitirdo elucidar o papel das FaCDPKs, visando o

desenvolvimento de frutos biofortificados e tolerantes ao estresse.



120

8. ReferénciasBibliograficas

AHN, I. et al.Vitamin B 1 -Induced priming is dependent on hydrogen peroxide
and the NPR1 Gene in Arabidopsis 1. Plant Physiology, v. 143, p. 838-848,
2007.

AHN, I.; KIM, S.; LEE, Y. Vitamin B 1 functions as an activator of plant disease
resistance. Plant Physiology, v. 138, p. 1505-1515, 2005.

AL-SHORAFA, W.; MAHADEEN, A.; AL-ABSI, K. Evaluation for salt stress
tolerance in two strawberry cultivars. American Journal of Agricultural and
Biological Science, v. 9, n. 3, p. 334-341, 2014.

ALLWOOD, E. G. et al. Phosphorylation of phenylalanine ammonia-lyase :
evidence for a novel protein kinase and identication of the phosphorylated
residue. FEBS Letters, v. 457, p. 47-52, 1999.

ALLWOOD, E. G. et al. Regulation of CDPKs , including identification of PAL
kinase , in biotically stressed cells of French bean. Plant Molecular Biology, v.
49, p. 533-544, 2002.

ALMADANIM, M. C. et al. The rice cold-responsive calcium-dependent protein
kinase OsCPK17 is regulated by alternative splicing and post-translational
modifications. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research, v.
1865, n. 2, p. 231-246, 2018.

ANGEL, M. et al. Arabidopsis gp91phox homolc AtrbohF are required for acc
umulation of gues AtrbohD and reactive oxygen intermediat is in the plant
defense response. Proceedings of the National Academy of Sciences, V.
99, n. 1, p. 517-522, 2015.

ANTUNES, A. C. N. et al. Untargeted metabolomics of strawberry (Fragaria x
ananassa ‘Camarosa’) fruit from plants grown under osmotic stress conditions
Ana. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 99, p. 6973—-6980,
20109.

ARFAOUI, A. et al. Pre-treatment with calcium enhanced defense-related
genes’ expression in the soybean’s isoflavones pathway in response to
Sclerotinia sclerotiorum. Physiological and Molecular Plant Pathology, V.
93, p. 12-21, 2016.

ASAI, S. et al. The variable domain of a plant calcium-dependent protein kinase
(CDPK) confers subcellular localization and substrate recognition for NADPH
oxidase. Journal of Biological Chemistry, v. 288, n. 20, p. 14332-14340,
2013.

ASANO, T. et al. A rice calcium-dependent protein kinase OsCPK12 oppositely
modulates salt-stress tolerance and blast disease resistance. Plant Journal, v.
69, n. 1, p. 26-36, 2012a.

ASANO, T. et al. CDPK-mediated abiotic stress signaling. Plant Signaling &
Behavior, v.7,n. 7, p. 817-821, 2012b.



121

ASANO, T. et al. Genome-wide identification of the rice calcium-dependent
protein kinase and its closely related kinase gene families: Comprehensive
analysis of the CDPKs gene family in rice. Plant and Cell Physiology, v. 46,
n. 2, p. 356-366, 2005.

ASSMANN, S. M.; JEGLA, T. Guard cell sensory systems : recent insights on
stomatal responses to light , abscisic acid, and CO». Current Opinion in Plant
Biology, v. 33, p. 157-167, 2016.

ATKINSON, N. J.; URWIN, P. E. The interaction of plant biotic and abiotic
stresses: From genes to the field. Journal of Experimental Botany, v. 63, n.
10, p. 3523-3544, 2012.

AYUB, R. A. et al. Abscisic acid involvement on expression of related gene and
phytochemicals during ripening in strawberry fruit Fragaria x ananassa cv.
Camino Real. Scientia Horticulturae, v. 203, p. 178-184, 2016.

BANERJEE, A.; ROYCHOUDHURY, A. Abscisic-acid-dependent basic leucine
zipper ( bZIP ) transcription factors in plant abiotic stress. Protoplasma, v. 254,
p. 3-16, 2017.

BATISTIC, O.; KUDLA, J. Plant calcineurin B-like proteins and their interacting
protein kinases. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research,
v. 1793, n. 6, p. 985-992, 2009.

BOLWELL, G. P. A role for phosphorylation in the down-regulation of
phenylalanine ammonia-lyase in suspension-cultured cells of french bean.
Phytochemistry, v. 31, n. 12, p. 4081-4086, 1992.

BOUDET, N. et al. Evolution of intron/exon structure of DEAD helicase family
genes evolution of intron / exon structure of DEAD helicase family genes in
Arabidopsis, Caenorhabditis, and Drosophila. Genome Research, v. 11, p.
2101-2114, 2001.

CAMPO, S. et al. Overexpression of a calcium-dependent protein kinase
confers salt and drought tolerance in rice by preventing membrane lipid
peroxidation. Plant Physiology, v. 165, n. 2, p. 688-704, 2014.

CAQO, Z. et al. Functional characteristics of a calcium-dependent protein kinase
(MaCDPK1) enduring stress tolerance from Morus atropurpurea Roxb. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, v. 141, n. 1, p. 131-143, 2020.

CASTELLARIN, S. D.; DI GASPERO, G. Transcriptional control of anthocyanin
biosynthetic genes in extreme phenotypes for berry pigmentation of naturally
occurring grapevines. BMC Plant Biology, v. 7, p. 1-10, 2007.

CHAI Y. M. et al. FaPYR1 is involved in strawberry fruit ripening. Journal of
Experimental Botany, v. 62, n. 14, p. 5079-5089, 2011.

CHALKER-SCOTT, L. Environmental significance of anthocyanins in plant
stress responses. Photochemistry and Photobiology, v. 70, n. 1, p. 1-9,
1999.



122

CHEN, F. et al. The evolutionary history and diverse physiological roles of the
grapevine calcium-dependent protein kinase gene family. PLoS ONE, v. 8, n.
12, 2013.

CHEN, G. et al. Genomics Genome-wide survey and expression analysis of the
SLAC / SLAH gene family in pear (Pyrus bretschneideri ) and other members of
the Rosaceae. Genomics, p. 0-1, 2018.

CHEN, J. et al. Detachment-accelerated ripening and senescence of strawberry
(Fragaria x ananassa Duch. cv. Akihime) fruit and the regulation role of multiple
phytohormones. Acta Physiologiae Plantarum, v. 36, n. 9, p. 2441-2451,
2014.

CHEN, J. et al. Transcriptome profiling of postharvest strawberry fruit in
response to exogenous auxin and abscisic acid. Planta, v. 243, n. 1, p. 183—
197, 2016.

CHEN, L. et al. Arabidopsis CBL-interacting protein kinase (CIPK®6) is involved
in plant response to salt/osmotic stress and ABA. Molecular Biology Reports,
v. 40, n. 8, p. 4759-4767, 2013.

CHEN, L. et al. Interacts with KCBP / ZWICHEL to Regulate trichome cell
shape in Arabidopsis thaliana. PLoS Genetics, v. 1, p. 1-21, 2016.

CHENG, C. et al. Genome-wide analysis of respiratory burst oxidase homologs
in grape (Vitis vinifera L.). International Journal of Molecular Sciences, V.
14, n. 12, p. 24169-24186, 2013.

CHENG, S. et al. Molecular identication of phenylalanine ammonia-lyase as a
substrate of a specific constitutively active Arabidopsis CDPK expressed in
maize protoplasts. FEBS letters, v. 503, p. 185-188, 2001.

CHENG, S. et al. Update on calcium signaling through protein kinases . The
Arabidopsis calcium-dependent protein kinase gene family 1. Plant
Physiology, v. 129, p. 469-485, 2002.

CHITARRA, M. I.; CHITARRA, A.B. Pds-colheita de frutas e hortalicas:
fisiologia e manuseio. 2ed. Lavras: Ed. UFLA, 2005. p. 785.

CHOUDHURY, F. K. et al. Reactive oxygen species, abiotic stress and stress
combination. Plant Journal, v. 90, n. 5, p. 856-867, 2017.

COCA, M.; SAN SEGUNDO, B. AtCPK1 calcium-dependent protein kinase
mediates pathogen resistance in Arabidopsis. Plant Journal, v. 63, n. 3, p.
526-540, 2010.

CUTLER, S. R. et al.Abscisic Acid: Emergence of a Core Signaling
Network. [S. I.: s. n.], 2010. ISSN 1543-5008.v. 61

DAR, N. A. et al. Abscisic acid: A key regulator of abiotic stress tolerance in
plants. Plant Gene, v. 11, p. 106-111, 2017.



123

DAYOD, M. et al. Calcium storage in plants and the implications for calcium
biofortification. Protoplasma, v. 247, n. 3, p. 215-231, 2010.

DELUC, L. G. et al. Water deficit alters differentially metabolic pathways
affecting important flavor and quality traits in grape berries of Cabernet
Sauvignon and Chardonnay. BMC Genomics, v. 10, p. 1-33, 2009.

DING, Y. et al. Alternative splicing in tea plants was extensively triggered by
drought, heat and their combined stresses. PeerJ, v. 2020, n. 1, 2020.

DROGE-LASER, W. et al. The Arabidopsis bZIP transcription factor family —
an update. Current Opinion in Plant Biology, v. 45, p. 3649, 2018.

DUBROVINA, A. S. et al.VaCPK21, a calcium-dependent protein kinase gene
of wild grapevine Vitis amurensis Rupr., is involved in grape response to salt
stress. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 124, n. 1, p. 137-150, 2016.

EDEL, K. H. et al. The evolution of calcium-based signalling in plants. Current
Biology, v. 27, n. 13, p. 667-679, 2017.

FAIT, A. et al. Reconfiguration of the achene and receptacle metabolic networks
during strawberry fruit development. Plant Physiology, v. 148, p. 730-750,
2008.

FANTINO, E. et al. Analysis of the potato calcium-dependent protein kinase
family and characterization of StCDPK7, a member induced upon infection with
Phytophthora infestans. Plant Cell Reports, v. 36, n. 7, p. 1137-1157, 2017.

FEDOROWICZ-STRONSKA, O. et al. Genome-wide identification,
characterisation and expression profiles of calcium-dependent protein kinase
genes in barley (Hordeum vulgare L.). Journal of Applied Genetics, v. 58, n.
1, p. 11-22, 2017.

FENG, J. et al. Isolation and Characterization of a Calcium-Dependent Protein
Kinase Gene, FVYCDPK1, Responsive to Abiotic Stress in Woodland Strawberry
(Fragaria vesca). Plant Molecular Biology Reporter, v. 31, n. 2, p. 443-456,
2013.

FENG, L. et al. Leucine-Rich repeat receptor-like kinase FON1 regulates
drought stress and seed germination by activating the expression of ABA-
responsive genes in rice. Plant Molecular Biology Reporter, v. 32, p. 1158
1168, 2014.

FOREMAN, J. et al. Reactive oxygen species produced by NADPH oxidase
regulate plant cell growth. Nature, v. 422, p. 442—-446, 2003.

GALLI, V. et al. Mild salt stress improves strawberry fruit quality. LWT - Food
Science and Technology, v. 73, p. 693-699, 2016.

GALLLI, V. et al. Transcriptome analysis of strawberry (Fragaria x ananassa)
fruits under osmotic stresses and identification of genes related to ascorbic acid
pathway. Physiologia Plantarum, v. 166, p. 979-995, 2018.



124

GALLLI, V. et al. Validation of reference genes for accurate normalization of
gene expression for real time-quantitative PCR in strawberry fruits using
different cultivars and osmotic stresses. Gene, v. 554, n. 2, p. 205-214, 2015.

GAO, X.; COX JR., K.; HE, P. Functions of calcium-dependent protein kinases
in plant innate immunity. Plants, v. 3, n. 1, p. 160-176, 2014.

GHASEMI, H. et al. Response of some strawberry (Fragaria ananssa Duch. )
cultivars to deficit irrigation regarding leaf area and some quantitative and
qualitative characteristics of fruit. Journal of Science and Technology of
Greenhouse Culture, v. 9, n. 1, p. 25-39, 2018.

GIAMPIERI, F. et al. The strawberry: Composition, nutritional quality, and
impact on human health. Nutrition, v. 28, n. 1, p. 9-19, 2012.

GILROY, S. et al. ROS, Calcium, and electric signals: key mediators of rapid
systemic signaling in plants. Plant Physiology, v. 171, n. 3, p. 1606-1615,
2016.

GIRIBALDI, M. et al. Proteomic analysis of the effects of ABA treatments on
ripening Vitis vinifera berries. Journal of Experimental Botany, v. 61, n. 9, p.
2447-2458, 2010.

GRANT, O. M. et al. Physiological and morphological diversity of cultivated
strawberry (Fragaria x ananassa) in response to water deficit. Environmental
and Experimental Botany, v. 68, n. 3, p. 264-272, 2010.

HALEEMA, B.; RAB, A.; HUSSAIN, S. A. Research article effect of calcium,
boron and zinc foliar application on growth and fruit production of tomato.
Sarhad Journal of Agriculture, v. 34, n. 1, p. 19-30, 2018.

HAMEL, L. P.; SHEEN, J.; SEGUIN, A. Ancient signals: Comparative genomics
of green plant CDPKs. Trends in Plant Science, v. 19, n. 2, p. 79-89, 2014.

HOU, B.; XU, C.; SHEN, Y. A leu-rich repeat receptor-like protein kinase ,
FaRIPK1 , interacts with the ABA receptor , FRABAR , to regulate fruit ripening
in strawberry. Journal of Experimental Botany, v. 69, n. 7, p. 1569-1581,
2018.

HRABAK, E. M. et al. The Arabidopsis CDPK-SnRK Superfamily of Protein
Kinases. Plant Physiology, v. 132, n. June, p. 666—680, 2003.

HU, W. et al. Genome-wide survey and expression analysis of the calcium-
dependent protein kinase gene family in cassava. Molecular Genetics and
Genomics, v. 291, n. 1, p. 241-253, 2016.

HUANG, K. et al. Arabidopsis calcium-dependent protein kinase AtCPK1 plays
a positive role in salt/drought-stress response. Biochemical and Biophysical
Research Communications, v. 498, n. 1, p. 92-98, 2018.

JIA, H.-F. et al. Abscisic acid plays an important role in the regulation of
strawberry fruit ripening. Plant Physiology, v. 157, n. 1, p. 188-199, 2011.



125

JIANG, Y.; JOYCE, D. C. ABA effects on ethylene production, PAL activity,
anthocyanin and phenolic contents of strawberry fruit. Plant Growth
Regulation, v. 39, n. 2, p. 171-174, 2003.

JOGAIAH, S.; GOVIND, S. R.; TRAN, L. S. P. Systems biology-based
approaches toward understanding drought tolerance in food crops. Critical
Reviews in Biotechnology, v. 33, n. 1, p. 23-39, 2013.

JURETIC, N. et al. The evolutionary fate of MULE-mediated duplications of host
gene fragments in rice. Genome Research, v. 15, n. 9, p. 1292-1297, 2005.

KARDILE, H. B. et al. Calcium-Dependent Protein Kinases (CDPK) in abiotic
stress tolerance. the Journal of Plant Science Research, v. 34, n. 2, p. 259—
265, 2018.

KARLUND, A. et al. Polyphenols in Strawberry (Fragaria x ananassa) Leaves
Induced by Plant Activators. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.
62, n. 20, p. 4592-4600, 2014. Available at: https://doi.org/10.1021/jf405589f

KAWAMOTO, N. et al. responsible for the phosphorylation of a florigen complex
formation. Scientific Reports, v. 5, p. 1-9, 2015.

KIM, H. J. et al. Salt in irrigation water affects the nutritional and visual
properties of romaine lettuce (Lactuca sativa L.). Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 56, n. 10, p. 3772-3776, 2008.

KIRIK, V. et al. Functional analysis of the tubulin-folding cofactor C in
Arabidopsis thaliana. Current Biology, v. 12, n. 02, p. 1519-1523, 2002.

KISELEV, K. V.; SHUMAKOVA, O. A.; MANYAKHIN, A. Y. Effects of the
calmodulin antagonist W7 on resveratrol biosynthesis in Vitis amurensis Rupr.
Plant Molecular Biology Reporter, v. 31, n. 6, p. 1569-1575, 2013.

KLAMKOWSKI, K.; TREDER, W. Morphological and physiological responses of
strawberry plants to water stress. Agriculturae Conspectus Scientificus, v.
71, n. 4, p. 159-165, 2014.

KONG, D. et al. Arabidopsis glutamate receptor homolog3.5 modulates
cytosolic Ca ?* level to counteract effect of abscisic acid in seed germination.
Plant Physiology, v. 167, n. 4, p. 1630-1642, 2015.

KORKINA, L. G. Phenylpropanoids as naturally occurring antioxidants: From
plant defense to human health. Cellular and Molecular Biology, v. 53, n. 1, p.
15-25, 2007.

KOU, L. et al. Pre-harvest calcium application increases biomass and delays
senescence of broccoli microgreens. Postharvest Biology and Technology,
v. 87, p. 70-78, 2014.

KUDLA, J.; BATISTIC, O.; HASHIMOTO, K. Calcium Signals: the lead currency
of plant information processing. The Plant Cell, v. 22, n. 3, p. 541-563, 2010.



126

LANDMANN, C.; FINK, B.; SCHWAB, W. FaGT2: a multifunctional enzyme
from strawberry (Fragaria x ananassa) fruits involved in the metabolism of
natural and xenobiotic compounds. Planta, v. 226, p. 417-428, 2007.

LI, A. L. et al. Evolutionary and functional study of the CDPK gene family in
wheat (Triticum aestivum L.). Plant Molecular Biology, v. 66, n. 4, p. 429—
443, 2008.

LI, B. et al. Modulation of the root-sourced ABA signal along its way to the shoot
in Vitis ripariaxVitis labrusca under water deficit. Journal of Experimental
Botany, v. 62, n. 6, p. 1731-1741, 2011.

LI, L. bei et al. Genome-wide analysis of the calcium-dependent protein kinase
gene family in Gossypium raimondii. Journal of Integrative Agriculture, v. 14,
n. 1, p. 29-41, 2015.

LIESE, A.; ROMEIS, T. Biochemical regulation of in vivo function of plant
calcium-dependent protein kinases (CDPK). Biochimica et Biophysica Acta -
Molecular Cell Research, v. 1833, n. 7, p. 1582-1589, 2013.

LIN, D. et al. An overview of plant phenolic compounds and their importance in
human nutrition and management of type 2 diabetes. Molecules, v. 21, n. 10,
p. 1-19, 2016.

LIU, F. et al. Water relations and yield of lysimeter-grown strawberries under
limited irrigation. Scientia Horticulturae, v. 111, p. 128-132, 2007.

LIU, Y. et al. Arabidopsis Serine decarboxylase 1 (SDC1) in phospholipid and
amino acid metabolism plant materials and growth conditions. Frontiers in
Plant Science, v. 9, p. 1-9, 2018.

LLOP-TOUS, I. Characterization of a strawberry cDNA clone homologous to
calcium-dependent protein kinases that is expressed during fruit ripening and
affected by low temperature. Journal of Experimental Botany, v. 53, n. 378,
p. 2283-2285, 2002.

LONG, M. et al. Relationship between “proto-splice sites” and intron phases:
Evidence from dicodon analysis. Proceedings of the National Academy of
Sciences, v.95,n. 1, p. 219-223, 1998.

LU, S. X.; HRABAK, E. M. The myristoylated amino-terminus of an Arabidopsis
calcium-dependent protein kinase mediates plasma membrane localization.
Plant Molecular Biology, v. 82, n. 3, p. 267-278, 2013.

LU, Y. Q. et al. Synergistic roles of leaf boron and calcium during the growing
season in affecting sugar and starch accumulation in ripening apple fruit. Acta
Physiologiae Plantarum, v. 35, n. 8, p. 2483-2492, 2013.

LUDWIG, A. A. et al. CDPK-mediated signalling pathways : specificity and
cross-talk. Journal of Experimental Botany, v. 55, n. 395, p. 181-188, 2018.

LUO, Q. et al. BACIPK31, a calcineurin b-like protein-interacting protein kinase,



127

regulates plant response to drought and salt stress. Frontiers in Plant
Science, v. 8, n. July, p. 1-16, 2017.

MA, S. Y.; WU, W. H. AtCPK23 functions in Arabidopsis responses to drought
and salt stresses. Plant Molecular Biology, v. 65, n. 4, p. 511-518, 2007.

MADANI, A. et al. Impact of a hands-on component on learning in the
Fundamental Use of Surgical Energy™ (FUSE) curriculum: a randomized-
controlled trial in surgical trainees. Surgical Endoscopy and Other
Interventional Techniques, v. 28, n. 10, p. 2772-2782, 2014.

MANGANARIS, G. A. et al.The effect of preharvest calcium sprays on quality
attributes, physicochemical aspects of cell wall components and susceptibility to
brown rot of peach fruits (Prunus persica L. cv. Andross). Scientia
Horticulturae, v. 107, n. 1, p. 43-50, 2005.

MARTIN, M. L.; BUSCONI, L. Membrane localization of a rice calcium-
dependent protein kinase (CDPK) is mediated by myristoylation and
palmitoylation. Plant Journal, v. 24, n. 4, p. 429-435, 2000.

MCCARTY, D. R. et al. Molecular analysis of viviparous-1: an abscisic acid-
insensitive mutant of maize. Plant Cell, v. 1, n. 5, p. 523-532, 1989.

MENG, L. et al. PtrCDPK10 of Poncirus trifoliata functions in dehydration and
drought tolerance by reducing ROS accumulation via phosphorylating PtrAPX.
Plant Science, v. 291, p. 110320, 2020.

MESSIAS, S. et al. Micronutrient and functional compounds biofortification of

maize grains micronutrient and functional compounds biofortification of maize

grains. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 55, n. 1, p. 123—
139, 2015.

MITTAL, S. et al. Comparative analysis of CDPK family in maize, Arabidopsis,
rice, and sorghum revealed potential targets for drought tolerance improvement.
Frontiers in Chemistry, v. 5, p. 1-17, 2017.

MOHANTA, T. et al. Molecular players of ef-hand containing calcium signaling
event in plants. International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 6, p.
1476, 2019.

MOHANTA, T. K.; KUMAR, P.; BAE, H. Genomics and evolutionary aspect of
calcium signaling event in calmodulin and calmodulin-like proteins in plants.
BMC Plant Biology, v. 17,n.1, p. 1-19, 2017.

MORI, I. C. et al. CDPKs CPK6 and CPK3 function in ABA regulation of guard
cell s-type anion- and Ca 2 p - permeable channels and stomatal closure. PLoS
Biolo, v. 4, n. 10, 2006.

NAKAMURA, Y. Plant Phospholipid diversity : emerging functions in metabolism
and protein — lipid interactions. Trends in Plant Science, v. 22, n. 12, p. 1027-
1040, 2017.



128

NISHIYAMA, R. et al. Two mRNA species encoding calcium-dependent protein
kinases are differentially expressed in sexual organs of Marchantia polymorpha
through alternative splicing. Plant and Cell Physiology, v. 40, n. 2, p. 205—
212, 1999.

PANDEY, G. K. et al. Calcineurin B-like protein-interacting protein kinase
CIPK21 regulates osmotic and salt stress responses in Arabidopsis. Plant
Physiology, v. 169, n. 1, p. 780-792, 2015.

PANDEY, P. et al. Impact of combined abiotic and biotic stresses on plant
growth and avenues for crop improvement by exploiting physio-morphological
traits. Frontiers in Plant Science, v. 8, n. April, p. 1-15, 2017.

PASSRICHA, N. et al.Receptor-Like Kinases Control the Development,
Stress Response, and Senescence in Plants. [S. I.]: Elsevier Inc., 2019.

PENG, H. et al. Calcium/calmodulin alleviates substrate inhibition in a
strawberry UDP-glucosyltransferase involved in fruit anthocyanin biosynthesis.
BMC Plant Biology, v. 16, n. 1, p. 1-11, 2016.

PERIN, E. C. et al. ABA-dependent salt and drought stress improve strawberry
fruit quality. Food Chemistry, v. 271, p. 516-526, 2019.

PINELI, D. L. D. O. et al.Antioxidants and other chemical and physical
characteristics of two strawberry cultivars at different ripeness stages. Journal
of Food Composition and Analysis v. 24, p. 11-16, 2011. A

RAPALA-KOZIK, M.; GO, A.; KUJDA, M. Enzymes that control the thiamine
diphosphate pool in plant tissues . Properties of thiamine pyrophosphokinase
and thiamine- ( di ) phosphate phosphatase purified from Zea mays seedlings.
Plant Physiology and Biochemistry journal, v. 47, p. 237-242, 2009.

RAY, S. et al. Expression analysis of calcium-dependent protein kinase gene
family during reproductive development and abiotic stress conditions in rice
(Oryza sativa L. ssp. indica). Molecular Genetics and Genomics, v. 278, n. 5,
p. 493-505, 2007.

SCHAART, J. G. et al. Identification and characterization of MYB-bHLH-WD40
regulatory complexes controlling proanthocyanidin biosynthesis in strawberry
(Fragaria x ananassa) fruits. New Phytologist, v. 197, n. 2, p. 454-467, 2013.

SEILER, C. et al. ABA biosynthesis and degradation contributing to ABA
homeostasis during barley seed development under control and terminal
drought-stress conditions. Journal of Experimental Botany, v. 62, n. 8, p.
2615-2632, 2011.

SEYBOLD, H. et al. Ca?* signalling in plant immune response: From pattern
recognition receptors to Ca?* decoding mechanisms. New Phytologist, v. 204,
n. 4, p. 782-790, 2014.

SIMEUNOVIC, A. et al. Know where your clients are: Subcellular localization
and targets of calcium-dependent protein kinases. Journal of Experimental



129

Botany, v. 67, n. 13, p. 3855-3872, 2016.

SUDHA, G.; RAVISHANKAR, G. A. Influence of putrescine on anthocyanin
production in callus cultures of Daucus carota mediated through calcium
ATPase. Acta Physiologiae Plantarum, v. 25, n. 1, p. 69-75, 2003.

SUZUKI, N. et al. Temporal-spatial interaction between reactive oxygen species
and abscisic acid regulates rapid systemic acclimation in plants. The Plant Cell,
v. 25, n. 9, p. 3553-3569, 2013.

SZCZEGIELNIAK, J. et al. Calcium-dependent protein kinase from maize
seedlings activated by phospholipids. Federation of European Biochemical
Societies, v. 3827, p. 3818-3827, 2000.

TAMURA, K. et al. MEGA4: Molecular evolutionary genetics analysis (MEGA)
software version 4.0. Molecular Biology and Evolution, v. 24, n. 8, p. 1596—
1599, 2007.

TAIZ, L; ZEIGER, E.; MOLLER, I.M.; MURPHY, A. Fisiologia e
desenvolvimento vegetal. 6. Ed Porto alegre: Artmed, 2017.

TORRES, M. A.; DANGL, J. L. Functions of the respiratory burst oxidase in
biotic interactions, abiotic stress and development. Current Opinion in Plant
Biology, v. 8, n. 4, p. 397-403, 2005.

TRIPATHI, V. et al. CIPK6, a CBL-interacting protein kinase is required for
development and salt tolerance in plants. Plant Journal, v. 58, n. 5, p. 778—
790, 2009.

VALMONTE, G. R. et al.Calcium-dependent protein kinases in plants:
Evolution, expression and function. Plant and Cell Physiology, v. 55, n. 3, p.
551-569, 2014.

VIGHI, I. L. et al. Crosstalk during fruit ripening and stress response among
abscisic acid, calcium-dependent protein kinase and phenylpropanoid. Critical
Reviews in Plant Sciences, v. 38, n. 2, p. 99-116, 2019.

VISHWAKARMA, K. et al. Abscisic acid signaling and abiotic stress tolerance in
plants: a review on current knowledge and future prospects. Frontiers in Plant
Science, v. 08, n. February, p. 1-12, 2017.

WANG, C. T.; SHAO, J. M. Characterization of the ZmCK1 Gene Encoding a
Calcium-Dependent Protein Kinase Responsive to Multiple Abiotic Stresses in
Maize. Plant Molecular Biology Reporter, v. 31, n. 1, p. 222-230, 2013.

WANG, J. P. et al. Calcium-dependent protein kinase (CDPK) and cdpk-related
kinase (CRK) gene families in tomato: Genome-wide identification and
functional analyses in disease resistance. Molecular Genetics and Genomics,
v. 291, n. 2, p. 661-676, 2016.

WANG, Z. et al. Molecular cloning and expression analysis of eight calcium-
dependent protein kinase ( CDPK ) genes from banana (Musa acuminata L .



130

AAA group, cv . Cavendish). South African Journal of Botany, v. 104, p.
134-141, 2016.

XU, Z.; YOO, Y.; HWANG, I. Abscisic Acid: Metabolism, Transport and
Signaling. [S. |.: s. n.], 2014.

YE, N.; JIA, L.; ZHANG, J. ABA signal in rice under stress conditions. Rice, V.
5,n. 1, p. 1-9, 2012.

YU, X. et al. Abscisic acid stimulates a calcium-dependent protein kinase in
grape berry. Plant physiology, v. 140, n. February, p. 558-579, 2006.

ZHANG, H. et al. Identification and characterization of CBL and CIPK gene
families in canola (Brassica napus L.). BMC Plant Biology, v.14,n.1, p. 1-
24,2014,

ZHANG, M. et al. Genome-wide investigation of calcium-dependent protein
kinase gene family in pineapple: Evolution and expression profiles during
development and stress. BMC Genomics, v. 21, n. 1, p. 1-16, 2020.

ZHANG, X.; LIU, C. J. Multifaceted regulations of gateway enzyme
phenylalanine ammonia-lyase in the biosynthesis of phenylpropanoids.
Molecular Plant, v. 8, n. 1, p. 17-27, 2015.

ZHANG, X. S.; CHOI, J. H. Molecular evolution of calmodulin-like domain
protein kinases (CDPKSs) in plants and protists. Journal of Molecular
Evolution, v. 53, n. 3, p. 214-224, 2001.

ZHANG, Y. et al. Identification of NADPH oxidase family members associated
with cold stress in strawberry. FEBS Open Bio, v. 8, n. 4, p. 593-605, 2018.

ZHAO, R. et al. The Arabidopsis Ca?*-dependent protein kinase CPK27 is
required for plant response to salt-stress. Gene, v. 563, n. 2, p. 203-214, 2015.

ZHAQ, Y. et al. Calcium-binding properties of a calcium-dependent protein
kinase from Plasmodium falciparum and the significance of individual calcium-
binding sites for kinase activation. Biochemistry, v. 33, n. 12, p. 3714-3721,
1994.

ZHU, J. Abiotic stress signaling and responses in plants. Cell, v. 167, n. 2, p.
313-324, 2017.

ZHU, S.-Y. et al. Two calcium-dependent protein kinases, CPK4 and CPK11,
regulate abscisic acid signal transduction in Arabidopsis. The Plant Cell, v. 19,
n. 10, p. 3019-3036, 2007.

ZUOQ, R. et al. Genome-wide identification, classification, and expression
analysis of CDPK and its closely related gene families in poplar (Populus
trichocarpa). Molecular Biology Reports, v. 40, n. 3, p. 2645-2662, 2013.



	1 Introdução geral
	2. Capítulo I -  Influência da cultivar e da safra sobre a composição de azeites produzidos no Sul do Brasil
	2.1 Introdução
	2. 2. Objetivos
	2.3 Revisão da literatura
	2.3.1 Olivicultura
	2.3.2 Azeite de oliva
	2.3.3 Processamento do azeite de oliva
	2.3.4 Composição do azeite de oliva
	2.3.5 Denominação de Origem
	2.4 Material e métodos
	2.4.1 Material
	2.4.2 Métodos
	2.4.2.1 Índices de degradação lipídica
	2.4.2.2 Composição de ácidos graxos
	2.4.2.3 Tocoferóis
	2.4.2.4 Pigmentos e coloração
	2.4.2.5 Compostos fenólicos individuais
	2.4.2.6 Análise estatística
	2.5 Resultados
	2.5.1. Índices de degradação lipídica
	2.4.2 Composição de ácidos graxos
	2.5.3 Tocoferóis
	2.5.4 Pigmentos e coloração
	2.5.5 Compostos fenólicos
	2.5.6 Análise de dados multivariada
	2.7. Considerações finais
	2.8 Referências Bibliográficas
	3. Capitulo II: Identificação e caracterização de proteínas quinases dependentes de cálcio em morango (Fragaria × ananassa)
	3.1 Introdução
	3.2. Objetivos
	Identificar sequências codificadoras de CDPKs em morango (Fragaria × ananassa) e caracterizar sua expressão transcricional durante o processo de maturação e frente a estresses abióticos.

	3.3 Revisão da literatura
	3.3.1 Morango
	3.3.2. Estresses abióticos
	3.3.3 Ácido abscísico
	3.3.4 Cálcio
	3.3.5 Proteínas quinases dependentes de cálcio
	3.3.6 Fenilpropanoides
	3.4 Materiais e métodos
	3.4.1 Identificação de genes de CDPK em morango
	3.4.2 Predição da localização celular
	3.4.3 Predição de exons e introns
	3.4.4 Análise filogenética
	3.4.5 Análise de sintenia e localização cromossômica
	3.4.6 Obtenção das amostras para avaliação da expressão gênica dos genes candidatos a CDPKs
	3.4.7 Avaliação da expressão das CDPKs putativas por PCR em tempo real
	3.4.8 Análise de interatoma
	3.5 Resultados
	3.6 Discussão
	3.7 Considerações finais
	8. ReferênciasBibliográficas

