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1. INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa) € a espécie de maior expressao em area
cultivada e em valor econémico na cadeia produtiva de pequenas frutas. E um
pseudofruto amplamente consumido em funcdo das caracteristicas sensoriais,
principalmente, da coloracdo, sabor e aroma (SCHAART et al., 2013). Além disso,
€ rico em compostos bioativos, com destaque para o acido ascorbico e compostos
fendlicos, dentre esses os acidos fendlicos e as antocianinas (GIAMPIERI et al.,
2012). As caracteristicas sensoriais e funcionais dos frutos de morango séo
influenciadas pelo processo de amadurecimento. H& evidéncias que esse
processo é dependente do acido abscisico (ABA) e que envolve uma cascata de
sinalizacdo mediada pelo ion célcio (Ca?*) (AYUB et al., 2016). Para conferir
especificidade para o estimulo de sinalizagdo de Ca?*, existem proteinas
especificas que atuam como sensores, dentre elas as proteinas quinases
dependentes de calcio (CDPKs). As CDPKs vem sendo relatadas como fatores
essenciais na tolerancia a estresses bidticos e abibticos e no processo de
maturacao de alguns frutos, além de, em morangos, contribuirem a concentracao
de fenilpropanoides.

Uma das estratégias utilizadas para levar ao acumulo destes compostos
benéficos a salde humana e a resisténcia da planta as intempéries é a
biofortificacdo. Esta é usada para aumentar o conteudo nutricional em porcdes
comestiveis das plantas utilizadas como alimentos. Para isso, € necessério saber
a funcdo da porcdo genbmica a ser modificada, sendo uma das técnicas
empregadas para elucidar a funcdo de genes em plantas o silenciamento génico
induzidos por virus (VIGS), que envolve a insercdo de um fragmento do gene de
interesse em um vetor viral, seja por substituicdo de genes que sao dispensaveis

para a replicacdo e movimento do virus ou pela duplicacdo da regido promotora
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necessaria para a expressao do gene do virus (JIA; SHEN, 2013; TIAN et al.,
2015). Baseado nisto, o0 seguinte trabalho objetivou clonar o gene que codifica par
FaCDPK4 em vetor viral TRV, afim de transformar a Agrobacterium tumefaciens

para posterior agroinfiltragcdo em frutos de morango.

2. METODOLOGIA

As mudas de morango foram transplantadas e cultivadas (Fragaria X
Ananassa) em vasos de 9L, em casa de vegetacdo. Concomitantemente a isto,
primers especificos a FaCPDK4 foram desenhados com auxilio do software
Vector NTI10. O RNA total dos morangos foi isolado utilizando protocolo de CTAB
(brometo de hexadeciltrimetilaménio) (MESSIAS et al., 2014). ApoOs isso, realizou-
se a sintese de cDNA .Com isto, realizou-se PCR para verificar a especificidade
dos primers desenhados, e a posterior purificagdo do produto da PCR, feita com o
llustra GFX PCR DNA and Gel Purificatio

n Kit.

O fragmentos gerados na PCR foi submetido a clonagem em vetores
plasmidiais (TRV2), utilizando as enzimas de restricdo Xbal e Kpnl e a enzima
DNA ligase. O produto da ligacdo foi inserido nas bactérias E. coli por choque
térmico. Junto a isto, pré-inéculos de E. coli foram preparados em meio LB
liguido, onde as bactérias foram passadas para placas de meio LB sdlido,
suplementado com o antibiético kanamicina (50ug/mL). Um screening das
colénias recombinantes foi realizado através da comparacdo com vetor circular.
Posteriormente, o DNA da col6nia recombinante foi extraido e amplificado por PCR.

Posteriormente, os plasmideos recombinantes foram inseridos por choque
térmico nas cepas de Agrobacterium. Por fim, a cepa de Agrobacterium
tumefaciens GV3101 contendo os vetores virais pTRV2 recombinantes + pTRV1
foi cultivada a 28°C em meio LB. Ao atingir densidade optica (DOsoo) de
aproximadamente 0,8, as células de Agrobacterium foram centrifugadas e

ressuspendidas em meio Murashige and Skoog.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O produto da PCR utilizando cDNA e DNA foi avaliado por gel de agarose
0,8% (Figura 1), demonstrando que a extracdo do material genético foi eficaz,

assim como o desenho dos primers que apresentaram alta especificidade ao
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fragmento de interesse e sem indicios de degradacdo, formando bandas solidas

no gel.

Figura 1. Produto da PCR disposto em gel de agarose 0,8%
M — marcador molecular 1000pb; A — amostra de PCR com cDNA e B — amostra de PCR com
DNA.

Isto possibilitou o inicio dos processos de clonagem, como extracdo e
digestdo do vetor pTRV. Apls a transformacdo correta do vetor viral, a
transformacéo e crescimento adequado das cepas de E. coli com o plasmideo de
interesse (contendo o gene CDPK4) foi eficaz, conforme exposto no screening
(Figura 2A) e no produto da PCR (Figura 2B).

Figura 2. (A) - Screening do pTRV transformados com o gene CDPKA4. E — col6nia de bactérias E. coli
transformada; C — vetor circular. (B) Confirmacéo da col6nia recombinante por PCR. M — marcador
padrdo; 1- Col6nia recombinante (CPDK4); 2- amostra de DNA (CPDK4)

Em comparagdo ao vetor circular (que serve como amostra controle, sendo
um vetro vazio) a colébnia E (Escherichia coli TOP10) aparentemente foi

transformada com o fragmento de interesse que possui. Para confirmacédo, o DNA
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dessa colbnia foi extraido e amplificado utilizando primers de FaCDPK4,
confirmando que esta colbnia realmente esta transformada. A partir disto, usou-se
esta colbnia para a transformacao das cepas de Agrobacterium tumefaciens.

A futura perspectiva de agroinocular os frutos de morangos promoveria,
possivelmente, o silenciamento do gene FaCDPK4, visando assim confimar a
funcdo que este gene exerce. Com o acumulo desses compostos sendo inibido, a
hipotese que estas proteinas desempenham um importante papel na biossintese
de fenilpropanoides seria confirmada. Além disso, as CPDKs podem estar
diretamente ligadas a fosforilagdo de uma importante enzima envolvida no

metabolismo de compostos fenilpropanoides: a enzima FAL (fenilaménio liase).

4. CONCLUSOES

A clonagem e transformagéo de FaCDPK4 foi efetuado com sucesso. Dado
0 exposto, estratégias direcionadas a biofortificacdo da cultura do morango pelo
maior acumulo de compostos fitoquimicos podem ser exploradas. Como
perspectivas futuras, a agroinoculacdo possibilitard a prospeccédo de estratégias
direcionadas a bioforticagcdo de culturas de morango.
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