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“A ciéncia nunca resolve um problema sem
criar pelo menos outros dez.”

- George Bernard Shaw


https://www.pensador.com/autor/george_bernard_shaw/

Resumo

DO NASCIMENTO, Audrey Christina. Identificagdo e caracterizacdo da
expressédo de genes que codificam para fatores de transcricdo WRKYs em
morango (Fragaria x ananassa Duch.) 51f. 2018. Trabalho de Concluséo de
Curso (Bacharelado em Biotecnologia) — Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O morango é um pseudofruto amplamente consumido e apreciado,
devido a caracteristicas como aroma, sabor, além da presenca de compostos
antioxidantes. Apesar do alto valor agregado atribuido a esse produto, alguns
fatores mostram-se limitantes para a produtividade dessa espécie tais como
estresses de origem abidtica, em especial, estresse osmético. Além disso, 0s
mecanismos bioguimicos e moleculares envolvidos no processo de
amadurecimento deste pseudofruto ainda precisam ser elucidados visando o
desenvolvimento de estratégias para controlar deste processo, reduzindo
assim, perdas pos-colheita. Desta forma, faz-se necesséria a pesquisa de
fatores de transcricdo envolvidos na expressdo de genes responsaveis por
mecanismos de resposta a estes estresses e pelo processo de maturacdo. O
presente trabalho objetivou identificar novas sequéncias codificadoras de
proteinas FaWRKY em morango e analisar o padrao de expressao destes
genes em pseudofrutos de morangueiros em diferentes estadios de
desenvolvimento e sob condicbes de estresse osmotico. Para tanto, foi
utilizado um transcriptoma para a busca por genes homélogos descritos na
espécie ndo domesticada (Fragaria vesca). Foram obtidas 64 sequéncias, as
quais foram confirmadas pela presenca de dominios caracteristicos desta
familia génica, e suas relacdes filogenéticas preditas utilizando ferramentas de
bioinformética. A analise por RT-gPCR, revelou uma possivel relacdo entre
genes FaWRKY e o amadurecimento de frutos de morango, e a analise de
expressdo in silico revelou os provaveis genes envolvidos na resposta a

estresses osmaticos.

Palavras-chave: maturacao, estresses abioticos; plantas; estresse osmatico.



Abstract

DO NASCIMENTO, Audrey Christina. Identification and characterization of
the expression of genes coding for WRKYs transcription factors in
strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) 2018. 51s. Term paper (Bachelor of
Biotechnology) - Technology Development Centre, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2018.

Strawberry is a widely consumed and appreciated pseudofruit, due to
characteristics such as aroma, flavor, in addition to the presence of antioxidant
compounds. Despite the high added value attributed to this product, some
factors are limiting to the production of this species such as abiotic stresses,
especially osmotic stress. In addition, the biochemical and molecular
mechanisms involved in the ripening process of this pseudofruit still need to be
elucidated in order to develop maturation control approaches, to reduce post-
harvest losses. Therefore, it is necessary to search for transcription factors
involved in the expression of genes responsible for mechanisms of stress
response and for ripening. The present work aimed to identify new sequences
coding for FaWRKY proteins in strawberry and to analyze the expression
pattern of these genes in strawberry pseudofruits at different stages of
development and under osmotic stress conditions. For this purpose, a
transcriptome was to search for homologous genes from the wild specie
(Fragaria vesca). It was obtained 64 sequences, which were confirmed by the
presence of characteristic domains of this gene family, and the phylogenetic
relationships predicted using bioinformatics tools. Analysis by RT-qgPCR
revealed a possible relationship between FaWRKY genes and strawberry
ripening, and the in silico expression analysis revealed the putative genes

involved in the response to osmotic stresses.

Keywords: maturation, abiotic stresses; plants; osmotic stress.
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1 INTRODUCAO

Durante o0 meu quinto semestre do curso de Biotecnologia, ingressei
como estagiaria de iniciacdo cientifica no Grupo de Pesquisa em Genbdmica
Vegetal, sob orientacdo da professora Dr2. Vanessa Galli. Dentre os projetos
de pesquisa do grupo, fui bolsista de Iniciacdo Cientifica do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (Cnpq) no projeto ‘ldentificagao
dos mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos nos processos de
amadurecimento e de biofortificacdo de frutos de morango submetidos a
estresses osmoticos’ e novamente bolsista na prorrogagdo do mesmo, dessa
vez pela Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do RS (FAPERGS).

Foi nesse periodo como bolsista de iniciacdo cientifica que tive a
possibilidade de estudar a familia génica das proteino-quinases dependentes
de célcio (CDPKSs) presentes em morango, responsaveis pelo amadurecimento,
bem como resposta a estresses em espeécies vegetais e, posteriormente, com o
processo de elaboracdo e execucdo do presente Trabalho de Conclusdo de
Curso, passei a estudar fatores de transcricdo do tipo WRKY que se
relacionam a expressdo de genes que codificam a inUmeras proteinas, dentre
elas as CDPKs.

O morangueiro, a planta modelo utilizada, apresenta uma alta demanda
em sua producdo, no entanto € acometido por condicbes desfavoraveis,
chamadas de estresses, que sao, principalmente, de origem osmética e afetam
a rentabilidade dos frutos. Dessa forma, devido a possivel ligacdo das WRKYs
com genes relacionados a resposta a essas condicdes, torna-se imprescindivel
o estudo das mesmas como forma de elucidar tal mecanismo. Além disso, o
amadurecimento do morango € um importante fator a ser considerado para sua
comercializagdo e, mais uma vez, as WRKYs podem estar relacionadas a
expressdo de genes responsaveis por tal processo, fazendo com que a

investigacdo desses fatores de transcricdo seja necessaria.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Geral
Identificar sequéncias codificadoras de WRKYs em morango (Fragaria x
ananassa) e caracterizar sua expressao transcricional em frutos de diferentes

estadios de desenvolvimento e submetidos a estresses osmoticos.

Objetivos especificos

¢ |dentificar FaWRKYs através de pesquisas em banco de dados e
pela busca em bancos de mRNA-Seq in house.

o Aferir relacao filogenéticas entre as FaWRKYs identificadas.

e Avaliar a expresséo in silico de FAWRKYs em bancos de mRNA-
Seq provenientes de frutos cultivados sob condicbes de estresse
salino e hidrico.

e Avaliar a expressdo por RT-gPCR de FaWRKYs em diferentes

tecidos e estadios de desenvolvimento dos frutos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1. O morango

A espécie comercial de morango (Fragaria x ananassa) pertence a
familia das Rosaceae e tem como origem a hibridizacdo de duas espécies de
octoploides, Fragaria virginiana, do leste da América do Norte, e Fragaria
chiloensis, que € nativa do Alasca (KENERY et al., 2006). No Brasil, a cultura
do morangueiro mostra-se presente e progressiva em diversas regides; tal
distribuicdo deve-se a facil adaptacédo de cultivo, clima e a alta demanda pelo
fruto. O morango € a espécie do grupo das pequenas frutas com maior
expressdo econdmica e tradicdo de cultivo no pais, onde apresenta producdo
superior a 70 mil toneladas, com destaque para os estados de Minas Gerais,
Parana, S&o Paulo e Rio Grande do Sul (IBGE - www.ibge.gov.br). As
cultivares mais plantadas no Brasil sdo ‘Oso Grande’ na regido Sudeste e
‘Camarosa’, ‘Aromas’ e ‘Albion’ na regidao Sul (EMBRAPA, 2011).

O morango é um pseudofruto muito apreciado e consumido,
especialmente devido ao seu sabor, aroma e seus conhecidos potenciais
beneficios a saude, proporcionados pela presenca de compostos funcionais
(SCHAART et al., 2013; GIAMPERI et al.,, 2012). Embora se trate de um
pseudofruto, neste trabalho serd denominado de fruto, pela popularizacao
desta expressdo. Este fruto € considerado fonte de fenilpropanoides, com
destaque para os flavondis, taninos hidrolisaveis, &acidos hidroxibenzéicos,
acido hidroxicinamico e antocianinas. Este Ultimo representa o grupo de
pigmentos mais importante nesta cultura, cuja presenca auxilia na avaliacdo da
maturidade do fruto. Todos esses compostos variam conforme fatores
edafocliméticos e genotipicos (PINELI et al., 2011). Também estdo presentes
na composicdo deste fruto alguns minerais (potassio, calcio, magnésio, ferro,
cobre, manganés, zinco e cobre) e vitamina C (GIAMPIERI et al., 2012).

Apesar da grande producdo e dos avancos tecnolégicos da cultura do
morangueiro, alguns fatores ainda limitam a sua produtividade. Dentre esses
fatores, destaca-se a alta sensibilidade aos déficits hidrico e nutricional, uma

vez que por possuirem sistema radicular de pouca profundidade, area foliar
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extensa e frutos com elevado conteddo de agua demandam quantidades
consideraveis de agua para seu cultivo (KLAMKOWSKI; TREDER, 2014).

Embora esta cultura exija grande demanda de nutrientes e agua, 0
aumento populacional tem resultado no uso de terras ndo 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 regifes no mundo. Além disso, o estresse salino representa um
problema consideravel no cultivo do morangueiro, devido ao crescente uso de
adgua de irrigacdo de baixa qualidade, apresentando altos indices de sais
suspensos (GRANT et al., 2010). A salinidade é um dos principais estressores
ambientais que afetam o desenvolvimento das plantas, pois tende a inibir o
crescimento vegetal por efeito osmatico e restringir a disponibilidade de agua
(LIU et al., 2007).

3.2. Estresses abioticos

Estresses abidticos, como seca, salinidade, temperaturas extremas,
toxicidade quimica e estresse oxidativo sdo graves ameacas a agricultura e
resultam na deterioracdo do ambiente. Estresse abiodtico € a causa primaria da
perda de safra em todo o mundo, reduzindo os rendimentos meédios para
grandes culturas em mais de 50% (WANG et al., 2003). Dentre os estresses
abidticos, salinidade, radiacdo UV, alteracGes de temperatura e aporte hidrico
sdo considerados os principais estressores 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 modificacbes no
metabolismo, crescimento e desenvolvimento até a senescéncia (ATKINSON;
URWIN, 2012; JOGAIAH; GOVIND; TRAN, 2013).

Para que as plantas conseguissem adaptar-se e, consequentemente,
garantir sua sobrevivéncia frente a estas condi¢bes, estas desenvolveram
complexos mecanismos para captar 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 alteragdes bioquimicas, fisiologicas e morfolégicas (ZHU, 2017).
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Cada fator abidtico é capaz de gerar uma resposta diferente na planta,
dependendo do tecido ou 6rgdo 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 espécies reativas, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa incluindo antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos,
como producao de metabdlitos secundarios (GILROY et al., 2016).

Hormdnios também sdo reguladores importantes na resposta a
estresses abidticos, sendo o acido abscisico (ABA) o principal horménio
envolvido em resposta a estresses abioticos (YE; JIA; ZHANG, 2012). O ABA
atua como sinalizador em resposta a estresses osmaticos (seca, salinidade),
atuando principalmente no fechamento estomético (VISHWAKARMA et al.,
2017).

Apesar dos estressores abibticos, como o déficit hidrico e o excesso
salino, causarem prejuizos para o crescimento das plantas, condi¢cdes de
estresse moderadas podem ser impostas, para melhorar o acumulo de
compostos antioxidantes, além de estimular a planta a se adaptar a ambientes
propensos ao estresse (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 metabodlitos secundéarios, e ao mesmo tempo
proporcionando a biofortificacdo do alimento gerado através do aumento no
seu potencial antioxidante (MESSIAS et al., 2015).

3.3. Maturacéao de frutos

Os frutos carnosos fazem parte integrante da dieta humana, uma vez
gue séo tidos como uma importante fonte de vitaminas, minerais, antioxidantes,
acucares e teor de fiboras (CHERAN et al.,, 2014; BAPAT et al., 2015). Os

atributos da qualidade nutricional dos frutos dependem em grande parte da
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fase de maturacdo, o que € muito valorizado para o consumo (SYMONS et al.,
2012).

Baseado no perfil da respiracdo e producdo de etileno durante o
amadurecimento, os frutos podem ser divididos em duas classes: climatério e
ndo-climatério (CHEN et al., 2018). Em frutos climatéricos, o etileno é
responsavel por regular varios processos associados ao amadurecimento,
incluindo amolecimento, mudanca de cor, acumulo de acucar, producdo de
acido organico, bem como o acumulo de metabdlitos secundarios.

Os frutos do morangueiro sédo classificados como néo climatéricos,
devido ao fato de ndo apresentarem um pico de respiracdo e producao de
etileno durante o processo de maturacdo, como ocorre com os frutos
climatéricos (JIA et al.,, 2011). Entretanto, os mecanismos moleculares que
regulam seu amadurecimento, ainda n&o estdo completamente elucidados.
Estudos mostraram que em frutos ndo climatéricos, o conteuddo de ABA
aumenta durante a maturacdo (LI et al., 2011), sugerindo que este hormdnio
pode ser um possivel candidato para o controle da maturacdo em frutos néo-
climatéricos.

Dentre os ndo-climatéricos, 0 morangueiro se destaca por produzir frutos
rapidamente, pelo seu sistema de cultivo ser bem estabelecido e existirem
informacBes genéticas disponiveis. Portanto, o morango apresenta-se como
um bom modelo biol6gico para compreender os mecanismos envolvidos na
maturacdo de frutos ndo-climatéricos bem como para entender as relacées de

estresse e producdo de compostos de interesse.
3.4. Fatores de transcricdo WRKY

Dentre as proteinas envolvidas na regulacdo génica, os fatores de
transcricdo sdo de fundamental importancia por se ligarem a regides
promotoras dos genes permitindo o reconhecimento e ligacdo de RNA
polimerases para que a transcricdo ocorra. A familia WRKY esta entre as dez
maiores familias de fatores de transcricdo em plantas superiores (ULKER e
SOMSSICH 2004). A familia expandiu-se durante a evolucéo das plantas. Esta
expansao provavelmente esta associada com o desenvolvimento continuo de

mecanismos altamente sofisticados de defesa co-evoluindo em plantas
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terrestres junto com seus patdgenos adaptados (ULKER e SOMSSICH 2004).
Os fatores de transcricdo WRKY pertencem a uma grande familia génica
presente em uma ampla gama de plantas e inclusive em algas (ZHANG E
WANG, 2005). Os dois primeiros artigos a relatarem sua existéncia, as
definiram como proteinas de ligacdo ao DNA que desempenhavam potencial
papel na regulacédo da expresséao génica pela sacarose (SPF1) (ISHIGURO, S.
e NAKAMURA, 1994; RUSHTON, 1996) ou durante a germinacdo (ABF1l e
ABF2) (RUSHTON, 1995). Um terceiro relato identificou WRKY1, WRKY2 e
WRKY3 de salsa (Petroselinum crispum) e cunhou o nome WRKY (pronuncia-
se "Worky"). Este documento também forneceu a primeira evidéncia de que as
proteinas WRKY desempenham papéis na regulacdo da resposta a patdégenos,
e muitos relatos desde entdo mostram que este € um papel importante dos
fatores de transcricdo WRKY. Em particular, os fatores WRKY sé&o reguladores
chave, positivos e negativos, da imunidade inata e adaptativa da planta
(EULGEM, 2007).

As proteinas WRKY estdo associadas a processos de crescimento e
desenvolvimento de plantas, sintese de metabdlitos secundarios, resposta a
fatores bidticos e abioticos, através da auto-regulacdo e da regulacdo cruzada
deles mesmos e de outros genes. A caracteristica mais proeminente da familia
de WRKY é a presenca de um ou dois dominios que consistem em
aproximadamente 60 residuos de aminoacidos com uma sequéncia altamente
conservada, “WRKYGQK?”, na posi¢do N-terminal da proteina (EULGEM et al.,
2000), além de um motivo semelhante a um dedo de zinco no terminal
carboxilico (RUSHTON et al., 2010).

De acordo com a presenga dos dominios, as WRKY's sao categorizadas
em trés grupos (RUSHTON et al.,, 2010; RINERSON et al., 2015). Grupo |,
contém dois dominios WRKY; Grupo Il apresenta um dominio WRKY e o
motivo semelhante ao dedo de zinco C2 — H2 (C- X4-5 - C — X22-23 — H — X1
— H); e Grupo lll contém um dominio WRKY e um motivo dedo de zinco C2 —
HC (C-X7-C - X23 - H - X1 - C) (EULGEM et al., 2000). Com base nas
sequéncias primarias de aminoacidos, o Grupo |l pode ainda ser dividido em
trés subgrupos (ZHANG e WANG, 2005).

As proteinas WRKY ligam-se a por¢cao W-box ((C/T)TGAC(T/C)) dos
seus genes alvo (CIOLKOWSKI et al., 2008), bem como a por¢ao SURE (sugar
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responsive) que desempenha um papel na promog¢ao da transcricdo (SUN et
al., 2003). Através da ligacdo do dominio WRKY ao elemento de agéo cis da
W-box (sequéncia consenso: (T) (T) TGAC (C / T)) nos promotores dos seus
genes alvo, as WRKYs podem atuar como ativadoras ou repressoras
transcricionais em cascatas reguladoras (RUSHTON et al., 2010; Yokotani et
al.,, 2013; BAKSHI e OELMULLER, 2014). A especificidade funcional das
WRKYs ¢é definida por muitos fatores incluindo o W-box (YAN et al., 2013), o
dominio WRKY (CHENG et al.,, 2015), interagbes com outras proteinas
(BRAND et al., 2013; FRANCO-ZORRILLA et al., 2014) e modificagbes pos-
traducionais (LAl et al., 2011).

3.5. O papel das proteinas WRKYs na resposta a estresses abioticos

Vérios estudos demonstram que os fatores WRKYs estédo envolvidos na
resposta de plantas a estresses abidticos, como seca e salinidade (BAI, 2018).
A exemplo disso, a expressdo do gene SIWRKY39 presente no tomate,
homodlogo ao gene AtWRKY40 de Arabidopsis thaliana, aumentam sua
expressao quando induzidos por condi¢cdes de alta salinidade, seca, além de
exposicdo a ABA, SA (4cido salicilico), JA (acido jasmonico) e pela infeccédo
com Pseudomonas syringae (HUANG et al., 2012; SUN et al., 2015); enquanto
que o gene SIWRKY45, outro homélogo de AtWRKY40, foi regulado por
tratamento a frio (CHEN et al., 2015).

Além disso, o gene AtWRKY46 mostrou ser regulado durante estresse
osmotico e em resposta a via de sinalizagdo mediada por ABA e auxina (DING
et al., 2015). De forma similar, a superexpressao dos genes TaWRKY1 e
TaWRKY33 (genes de trigo que sao homologos de AtWRKY40) em
Arabidopsis aumentou a tolerancia a seca através de uma via dependente de
ABA (HE et al., 2016).

Superexpressdo de TaWRKY10 e TaWRKY44 em tabaco mostrou que
esses genes atuam na tolerdncia a seca e ao estresse salino através da
regulacdo do equilibrio osmdético e da eliminacdo de ROS (Wang et al., 2013,
2015). De forma similar, a superexpressao do gene do crisantemo (DgWRKY5)
aumentou a tolerancia ao estresse salino, aumentando a eliminacdo de ROS e

0 ajuste osmotico (Liang et al., 2017). E a superexpressdo do gene
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GhWRKY41 de algoddo (Gossypium hirsutum), em tabaco, resultou em
tolerdncia a seca e ao sal através do fechamento estomatico, bem como da
regulacdo de ROS (Chu et al., 2015). A regulacdo do fechamento estomatico
em esposta a seca e ao estresse salino também parece ser dependente do
gene AtWRKY46 em Arabidopsis (Ding et al., 2015).

Em arroz, por sua vez, o envolvimento do gene OsWRKY30 na
tolerancia a seca parece envolver a ativacao da vida de MAPK (Rushton et al.,
2010; Shen et al, 2012). Cabe salientar que DgWRKY5, AtWRKY25,
TaWRKY44 e OsWRKY30 séo todos membros da familia WRKY Group | (Liang
et al., 2017).

Na videira, o fator de transcricdo VVWRKY8 seria responsavel por
regular a via biossintética de resveratrol (Res), um composto fendlico
responsavel por respostas a estresses bidticos e abibticos. A superexpressao
transitoria e estavel de VVWRKY8 na videira resultou na diminuicdo da
expressdo de VvSTS15 / 21 e VVMYB14, responsaveis pela sintese de tal
composto, bem como na reducdo do acumulo de Res (JIANG et al., 2018). O
fator VWWRKY8 nao se liga nem ativa os promotores de VVMYB14 e VvSTS15/
21; ele na verdade atua interagindo fisicamente com a proteina VVMYB14,
através dos seus dominios N-terminais, para impedir que VVMYB14 se ligue ao
promotor dos genes VWSTS15/ 21 (JIANG et al., 2018).

3.6. O papel das proteinas WRKYs durante o desenvolvimento da planta e

no amadurecimento e senescéncia de frutos

Quanto ao desenvolvimento de plantas, AtWRKY44, foi o primeiro gene
da familia génica das WRKYs cuja funcao foi inequivocadamente determinada,
desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento do tricoma
(SMYTH et al., 2002). Plantas com mutacdes nesse gene apresentam tricomas
ndo ramificados, além de reducbes na producdo e sintese de tanino no
tegumento da semente. Fatores de transcricdo WRKY mais provavelmente co-
regulam outros processos como a senescéncia. Nas raizes, numerosos genes
de WRKYs em Arabidopsis sdo expressos em um dominio localizado,
sugerindo que eles tém um papel especializado na maturacao celular (BENFEY
et al., 2003).
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Ja o fator de transcricdo OsWRKY71, presente em arroz, desempenha
importante papel na sinalizagdo hormonal, atuando como um repressor
transcricional de genes de resposta a giberelina (ZANG et al.,, 2004). Em
pimenta, a expressdo de CaWRKY1 apresenta forte regulagcéo positiva e pode
desempenhar um papel importante na maturagcdo dos frutos (HARN, 2004).).
Ainda, a abundancia de ‘Expressed sequence tags’ (ESTs) que codificam
WRKYs presentes em bibliotecas de cDNA da plantas geradas a partir de
material floral e embrionario poderia indicar que os fatores de transcricao
WRKY tém funcdes nestes tecidos (HUANG et al., 2002). Além disso, em
banana, o gene MaWRKY119 apresentou uma alta expressdo no caule e na
folha da planta, enquanto o gene MaWRKY83 foi expresso principalmente em
folhas e casca ndo madura e estava ausente em polpa verde, sendo, portanto
possivelmente relacionado ao desenvolvimento e amadurecimento do fruto
(GOEL et al. 2016). Em Fragaria vesca, os genes FVWRKY4, 46 e 48
pertencentes ao grupo llc sdo altamente expressos em frutos durante o
desenvolvimento dos mesmos, sugerindo um papel putativo na regulacdo do

desenvolvimento e amadurecimento de frutos (ZHOU et al., 2016).
3.7. Andlise de expressao génica utilizando mRNA-Seq

O mRNA-Seq tem se mostrado uma ferramenta poderosa com uma
infinidade de aplicacbes, de estudos detalhados de processos bioldgicos em
nivel de células especificas a informacdes relevantes de questdes
fundamentais na biologia vegetal em escala evolutiva, representando um
recurso robusto para fornecer um grande numero de sequéncias. Esta
metodologia apresenta diversas vantagens, incluindo alto rendimento, baixo
custo, alta sensibilidade, boa reprodutibilidade e a ndo necessidade de um
genoma como sequéncia de referéncia, uma vez que os dados gerados no
MRNA-Seq podem por si s6 serem usados para criar sequéncias montadas
para realizar o subsequente mapeamento de reads, permitindo a deteccao de
juncdes exon/exon, splicing alternativos, isoformas de genes, bem como de
novas regioes transcritas em uma unica corrida (COKUS et al., 2008; LISTER
et al., 2008; FILICHKIN et al., 2011; MARTIN et al., 2013).
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O mRNA-Seq tem ainda substituido outros métodos de quantificagdo de
expresséo de transcritos, incluindo plataformas de microarranjos baseados em
cDNA e ESTs, uma vez que supera muitas de suas limitagdes. Por exemplo, a
técnica de MRNA-Seq ndo esta restrita a detectar apenas aqueles transcritos
representados no microarranjo, e também apresenta limites superiores e
inferiores de deteccao maiores, 0 que permite a quantificacdo mais acurada de
transcritos diferencialmente expressos, bem como a identificacdo de transcritos
pouco abundantes (ALBA et al.,, 2004; TORRES et al., 2008; WANG et al.,
2011).

3.8. Andlise de expressao génica por PCR em tempo real - (RT-gPCR)

Polymerase chain reaction: PCR, do inglés para ‘reacdo em cadeia da
polimerase’ € uma técnica de biologia molecular que permite a sintese e
amplificacdo de fragmentos de DNA especificos obtidos a partir de uma fita
nucleotidica molde. Através desta metodologia é possivel amplificar bilhares de
vezes uma sequéncia de DNA de interesse diretamente de um genoma,
plasmideo ou outra fonte de material genético (NOVAIS E PIRES-ALVES,
2004; ALBERTS et al., 2010). O desenvolvimento do monitoramento da PCR
guantitativa em tempo real (QPCR: quantitative real-time PCR) permitiu um
enorme avanco no processo de quantificacdo de fragmentos de material
genético (JAIN et al., 2006; ZHANG et al., 2009), suprindo demanda da
pesquisa e possibilitando novas andlises, principalmente a quantificacdo da
expressao génica (WANG et al., 2009; MANOLI et al., 2012).

Como mecanismo de acompanhamento, a PCR em tempo real utiliza
moléculas que absorvem e emitem luz em comprimentos de onda especificos,
chamadas de fluoréforos, para acompanhar as reagdes no decorrer dos ciclos.
A deteccdo é medida através da quantidade de fluorescéncia emitida pelos
fluoréforos incorporados ao produto recém-formado do processo de PCR. Além
das sondas fluorogénicas, 0s agentes intercalantes capazes de encaixar entre
0os pares de base da molécula de DNA, sdo os tipos de molécula mais
utilizadas na deteccao da amplificacdo na PCR em tempo real (GACHON et al.,
2004; NOVAIS E PIRES-ALVES, 2004).
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Para realizacdo da técnica é necessario a utilizagédo de um termociclador
com sistema Optico capaz de captar a fluorescéncia emitida pela excitagdo do
fluoréforo acoplado a amostra. O sistema deve estar conectado a um
computador com software especifico para aquisicdo dos dados e andlise dos
resultados das reacdes (NOVAIS E PIRES-ALVES, 2004).

O SYBR® Green é um agente intercalante amplamente utilizado em
gPCR como indicador de amplificacdo. Durante a etapa de polimerizacdo da
PCR promovida pela enzima Taq DNA polimerase as moléculas deste agente
se ligam as duplas fitas de DNA recém-sintetizadas. O sistema Optico do
termociclador excita as moléculas do SYBR® Green com a emissdo de um
feixe luminoso que provoca a emissao de fluorescéncia verde com a ligacao da
molécula do agente com a fita dupla de DNA. A detecc¢éo da fluorescéncia ao
final de cada etapa de extensao das fitas de DNA em cada ciclo da PCR, em
tempo real, continua e proporcionalmente, permite monitorar e estimar o total
de DNA amplificado (GACHON et al., 2004; NOVAIS E PIRES-ALVES, 2004,
ARYA et al., 2005). Na etapa seguinte do ciclo, ocorre a desnaturacao do DNA,
liberando as moléculas de SYBR® Green, promovendo queda na quantidade
de fluorescéncia emitida.

Dentre as vantagens na utilizacdo do SYBR® Green, destacam-se 0
baixo custo com sua facilidade de uso e sensibilidade, porém, por ser um
agente intercalante que se insere a qualquer dupla fita de DNA presente na
amostra durante o processo de PCR, o mesmo se insere em dimeros de
primers que se formem durante os ciclos, bem como quaisquer outros produtos
inespecificos da sintese de DNA, elevando a taxa de fluorescéncia e levando a
medicdo superestimada da concentragdo do fragmento de interesse
amplificado na amostra (GACHON et al., 2004; NOVAIS E PIRES-ALVES,
2004).

Como alternativa ao SYBR® Green existem as sondas de hidrélise que
sdo constituidas de fragmentos de DNA marcados, sendo complementares e
especificos aos amplicons de interesse sintetizados durante a PCR, assim,
aumentando sua especificidade e possibilitando detec¢cbes mais precisas
(GACHON et al., 2004; NOVAIS E PIRES-ALVES, 2004). Dentre as sondas de
hidrolise mais comuns utilizadas, destacam-se TagMan® e Molecular Beacons
(BUSTIN et al., 2009).
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Na quantificacdo da expressdo génica por gPCR, é necessario fazer a
normalizagédo dos dados obtidos, adicionando as analises genes enddgenos de
referéncia, ou genes normalizadores, para assim garantir que se discriminem
os valores gerados pela analise, diferenciando aquilo que destoa da expresséo
comum desses genes. Genes normalizadores sdo aqueles estabelecidos por
possuir expressao regular em determinando tecido em estudo, tendo expressao
invariavel quando submetido a diferentes tratamentos, garantindo resultados
reproduziveis e mais precisos (BUSTIN et al.,, 2009). Actina, ubiquitina e
tubulina tem sido amplamente utlilizados como genes referéncia para
normalizacdo dos dados de expressdo génica (WANG et al., 2009; ZHANG et
al., 2009).

Com a PCR em tempo real ndo se faz necesséaria a utilizacdo de
metodologias de quantificagdo como o gel de eletroforese, comum na PCR
cldssica. Todo o processo de reacdo € realizado com as placas de PCR
seladas, de maneira a reduzir o risco de contaminacdo e evaporacao das
amostras. A reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade sdo elevadas,
principalmente devido a coleta e quantificagdo dos dados durante a fase
exponencial de amplificagdo da PCR e n&do apenas ao final dos ciclos
(GACHON et al., 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1. Identificagdo dos genes WRKY em Fragaria x ananassa

Para realizar a busca por WRKYs em Fragaria x ananassa foram
utilizados bancos de mMRNA-Seq depositados no Genome Database for
Rosaceae (GDR) (https://www.rosaceae.org/), e bancos de mRNA-Seq in
house. Como iscas, foram utilizadas sequencias WRKYs de Fragaria vesca
disponiveis no banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A busca por sequéncias homologas nos bancos de mRNA-Seq foi
realizada utilizando sequencias ndo redundantes do NCBI (http://www.ncbi.
nim.nih.gov/), e do banco de dados do Swiss-prot (http://www.expasy.ch/sprot/),
aplicando o programa BLASTX (e-value<1e™®). As sequencias putativas foram
traduzidas em peptideos a partir do maior ‘open reading frame’ (fase aberta de
leitura) utilizando a ferramenta ORFFinder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

Posteriormente, a presenga de um ou dois dominios caracteristicos da
familia génica das WRKY foi verificada utilizando a ferramentas on-line
PROSITE (http://prosite.expasy.org/), objetivando a confirmagdo de cada

sequéncia putativa.
4.2. Predicdo de exons e introns

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

4.3. Analise filogenética

As sequéncias aminoacidicas putativas identificadas em Fragaria X
ananassa (FaWRKY), juntamente com sequéncias WRKY previamente
descritas em Fragaria vesca (FVWRKY) foram utilizados para construir a arvore
filogenética. A classificagdo em diferentes grupos foi realizada segundo o
esquema de classificacdo de dominios e motivos presentes em WRKYs de
Arabidopsis thaliana (AtWRKY), de acordo com Eulgem et al. (2000). O
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alinhamento das sequencias identificadas e das sequencias FVWRKY
previamente descritas foi realizado na ferramenta Clustal X 2.147, utilizando as
configuracbes padrdo. A arvore filogenética foi construida no programa
MEGAG, utilizando o método de agrupamento Neighbor Joining, 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).

4.4. Andlise de expressdo in silico utilizando bancos de mRNA-Seq

A expressao in silico foi realizada com trés bancos de mRNA-Seq: controle
- obtidos a partir de frutos de morango maduros sem tratamento; estresse
salino — obtido a partir de frutos maduros de morango cultivados sob condicdes
de estresse salino (NaCl); e estresse hidrico — obtido a partir de frutos maduros
de morango cultivados sob condi¢Bes de restricao hidrica. Estes bancos estdo
depositados no GEO (Gene Expression Omnibus), sob o numero SRA:
SRP082122, e a metodologia utilizada para sua obtencdo esta descrita em
Galli et al. (2018). Para isso, o software Bowtie (version 0.12.7) (Langmead et
al. 2009) foi utilizado para mapear os reads de cada um dos trés bancos as
sequéncias de FaWRKY preditas. Posteriormente, os reads foram contados
usando a ferramenta SAMtools (version 0.1.16). O método de normalizacdo de
escala proposto por Robinson e Oshlack (2010) foi utilizado para a
normalizacdo dos dados. O resultado foi apresentado utilizando um mapa de
calor (heat map), o qual foi construido utilizando a ferramenta MeV

(mev.tm4.org)
4.5. Analise de expressao génica por PCR em tempo real

4.5.1 Obtencao das amostras bioldgicas

Para avaliar a expressdao dos genes FaWRKY durante o
desenvolvimento dos frutos de morango, foram coletadas amostras de um
cultivo a campo, referente a seis diferentes estadios de maturacédo (7, 14, 18,

21, 24 e 28 dias pos-antese), aléem de amostras de raizes e folhas. Apés a
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coleta, os frutos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C até o momento das analises.
O delineamento experimental das amostras foi inteiramente aleatorio,
contando com trés réplicas de cada estadio de desenvolvimento:
e Estadio 1 (7 dias ap0s antese):
— E1R1, E1R2 e E1RS3
e Estadio 2 (14 dias ap0s antese):
— E2R1, E2R2 e E2R3
e Estadio 3 (18 dias ap0s antese):
— E3R1, E3R2 e E3R3
o Estadio 4 (21 dias ap6s antese):
— E4R1, E4R2 e E4R3
e Estadio 5 (24 dias ap0s antese):
— E5R1, ES5R2 eE5R3
e Estadio 6 (28 dias ap0s antese):
— EG6R1, E6R2 e E6RS3
Quanto as amostras de raizes e folhas, foram casualmente escolhidas
trés réplicas de cada um dos tecidos:
e Amostras de raizes:
— R1R1, R1IR2 e R1R3
e Amostras de folhas:
— F1R1, F1R2 e R1R3

4.1.1 Isolamento de RNA e sintese de cDNA

O isolamento de RNA foi feito pelo método CTAB de extracdo (MESSIAS
et al., 2014). Posteriormente foi feita quantificacdo através do NanoVue®. O
RNA total foi tratado com 1pL de DNAse e 1uL de tampéo de reacdo DNAse | e
posteriormente reversamente transcrito usando a enzima M-MLV e primers
oligo-dT, todo o processo realizado conforme instrugcbes do fabricante

(Invitrogen™).

4.1.2 Desenho dos primers
As nove sequéncias de FaWRKY que apresentaram maior nimero de

reads de acordo com a analise de expresséo in silico foram selecionados para
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o desenho de primers para realizacdo de PCR e PCR em Tempo Real. Os
primers foram desenhados através do programa Vector NTI Advance 11 -
Invitrogen® de modo que os amplicons ndo fossem superiores a 200 pares de
base, tendo em vista que resultados satisfatorios em RT-gPCR séo obtidos
com fragmentos amplificados com 100-250 pares de base. A temperatura de
melting (Tm) foi mantida entre 52°- 58° e o conteudo de GC de 45-55%. As

sequéncias desenhadas estédo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de primers gerados a partir das sequéncias selecionadas

de WRKYs em morango.

Nome Contig Primer foward Primer reverse
FaWRKY10 CL2766_contigl GGCTCATCAGAAG GTGGAGAGAAGCA
ACAGTGGTG AAACTGATG
FaWRKY18 CL3297_contig3 GTACCACCAACTAC GCACACTTGGGCTT
GGCGG TCTCG
FaWRKY20  CL3488Contig2 CTTGCTGGAGCTAT GCAGGCGAGTTAA
GGGGTC GCAACCC
FaWRKY37 CL6586_contigl ACATTAAGGAGGC TTTCTTCCCAGGCA
AGAGCGGG GAGACCCC
FaWRKY45 CL8668_contigl CTTTGACCAGGAC CAACAAGGAGCGG
CGAACCG AGAAGGA
FaWRKY47 Cl11308 contigl CTGAGTGAGGTTG GACACTTCGGGAC
ACATCTTGG CAACAAC
FaWRKY51 CL15370_contigl ATGGAGGAGGTTG AGCCTCTTCTTGGA
AAGCAGC TCGCCC
FaWRKY52 CL15580_contigl GTCTGGGGGTGCT GGTCAGAAGATGG
GAAGATAGC CTAAAGGG
FaWRKY57 CL2718Contigl CGAACCCACAAAC CTTCCATCTCCAAC
CCAATAACC TACTGGGA

4.1.3 Amplificacdo dos genes FaWRKY por PCR

A fim de verificar a funcionalidade dos primers projetados, uma PCR foi
realizada utilizando a amostra de cDNA E6R1 (Estadio 6: 28 dias apos antese).
A reacao foi realizada com volume final de 13,5 yL, onde: 2,0 uL do cDNA, 6,25
ML de mix GoTaq (InvitrogenTM), 1,0 uL de cada primer e 3,25 uL de agua. A
reagdo foi realizada em termociclador com a seguinte programagédo de
temperatura e tempo: 95° C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 1 min,
55 °C por 1 min, e 72 °C por 1 min, com extensao final a 72 °C por 7 min. O
resultado das amplificagdes foi avaliado em gel de agarose 1,2 %, através de

uma corrida de eletroforese a 100v e 400a, por 40 minutos.
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4.1.4 Reacgdes de PCR em tempo real

Para realizagdo do RT-qPCR, o cDNA foi diluido até concentragdo de 10
ng/mL* e amplificado em um volume final de reacéo de 20 pL, onde: 1 pL do
cDNA, 0,05 pL de Tagq Platinum (Invitrogen™), 2 uL de Tampéo, 2 uL de MgCl,.
0,2 uL de dNTP, 3 uL de SYBR™ Green | Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen™)
e 0,5 uL de cada primer, somado a agua, fecharam a reacdo. A analise foi
realizada em placas de 96 pocos, utilizando um Termociclador Bio-rad CFX
Real Time, com o0s seguintes parametros de amplificacdo: 95 °C por 10
minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 1 minuto com insercao
da curva de melting de 65 a 95 °C, com incremento de 5 °C a cada medida de
fluorescéncia.

O gene de referéncia utilizado foi o DBP (DNA Binding Protein) usado para
normalizar os niveis de transcricdo, conforme proposto por Galli et al. (2015).
Os dados da expressao relativa foram calculados de acordo com o método 2
AACY e 550 apresentados como expressdo relativa. A andlise foi realizada para

trés repeticdes bioldgicas e duas replicatas analiticas.
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5 RESULTADOS
5.1. Identificagao e caracterizagdo de FaWRKYs

Para identificar membros da familia WRKY em morango (F. ananassa),
meétodos de bioinformatica foram utilizados para coletar informacdes sobre esta
familia. Neste estudo, uma analise gendmica da familia FaWRKY foi realizada
com a ajuda de informacdes do Genome Database for Rosaceae (GDR) e de
um bancos de mRNA-Seq in house. Para verificar a confiabilidade das
sequéncias candidatas, verificou-se a presenca dos dominios tipicos de
WRKYSs, utilizando a ferramentas PROSITE.

ApoOs a pesca de sequencias putativas de FaWRKY e da verificacdo da
presenca de dominios caracteristicos, identificou-se um total de 64 genes
pertencentes a familia génica WRKY, presentes em morango (Fragaria x
ananassa). A maior ORF foi identificada pela ferramenta de bioinformatica ORF
FINDER, conforme a tabela 2, sendo que 29 destas ORFs apresentam direcao
senso (+) e 35 antissenso (-). A proteina FaWRKY57 apresentou maior nimero
de aminoacidos (626 aa), enquanto que a FaWRKY23 foi a proteina que
apresentou o menor tamanho (81 aa).

Segundo EUGELM (2000), um total de 61 ORFs distintas potencialmente
codificadoras de proteinas WRKY foram encontradas nos bancos de dados
referente a Arabidopsis thaliana. Em Fragaria vesca, espécie mais préxima a
Fragaria x ananassa, um total de 62 cépias foram identificadas de genes que
codificam para WRKYs (WEI et al, 2016), niumero menor em relacdo ao
encontrado nesse estudo (64 coOpias), descoberta essa ja esperada, uma vez
que a F. ananassa se trata de uma espécie octaploéide, enquanto a F. vesca é
diploide. Outras copias além das identificadas no presente estudo podem existir
de modo que sua identificagcdo poderia ser realizada por meio de diferentes
estratégias de ferramentas in silico e bancos de dados provenientes de outros
tecidos de morango que permitiriam a identificacdo de outras copias que aqui

nao foram relatadas.
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Tabela 2. InformacgbGes sobre as sequéncias de WRKYs identificadas em F.

ananassa
Nome Contig Orf Strand Frame Start Stop Lenght  Lenght Dominios
(nt) (aa)

FawRKY1l CL15Contig23 orfl5 - 3 2146 1457 690 229 1
FaWwRKY2 CL15Contig37 orfl0 + 3 1083 2189 1107 368 1
FaWRKY3 CL589Contigl orf5 - 3 1112 381 732 243 1
FawRKY4 CL1351Contigl orfl + 2 14 928 915 304 1
FaWRKY5 CL1351Contig2 orf3 + 2 14 772 759 252 1
FawRKY6 CL1351Contig5 orfl + 1 4 933 930 309 1
FawRKY7 CL1351Contigé orf2 + 3 321 935 615 204 1
FaWRKY8 CL2754Contig3 orfll - 2 2020 302 1719 572 1
FaWRKY9 CL2754Contig4 orfll - 2 2081 399 1683 560 1
FaWRKY10 CL2766Contigl orfl + 1 274 1128 855 284 1
FawRKY11 CL2905Contigl orfl0 - 3 1787 375 1413 470 2
FaWRKY12 CL2905Contig2 orf7 - 2 1739 381 1359 452 2
FaWRKY13 CL3045Contig2 orf7 - 3 1064 111 954 317 1
FaWRKY14 CL3045Contig3 orf5 - 1 1355 402 954 317 1
FaWRKY15 CL3122Contig3 orf8 - 3 1305 325 981 326 1
FaWRKY16 CL3122Contigd orf5 1 1434 781 654 217 1
FaWRKY17 CL3297Contigl orf9 - 3 1177 536 642 213 1
FaWRKY18 CL3297Contig3 orf2 + 2 287 757 471 156 1
FaWRKY19 CL3297Contigd orfl + 2 287 934 648 215 1
FaWRKY20 CL3488Contig2 orf5 + 3 189 1748 1560 519 2
FaWRKY21 CL3649Contigl orf3 + 3 6 959 954 317 1
FaWRKY22 CL3649Contig2 orf7 - 3 1440 463 978 325 1
FaWRKY23 CL3649Contig3 orf3 - 1 709 464 246 81 1
FaWRKY24 CL3649Contigd orf3 + 3 6 977 972 323 1
FaWRKY25 CL3649Contigs orfl + 2 113 889 777 258 1
FaWRKY26 CL4104Contigl orf8 - 2 1596 937 660 219 1
FaWRKY27 CL4104Contig2 orfl3 - 3 910 341 570 189 1
FaWRKY28 CL4104Contig3 orf7 - 2 1477 341 1137 378 1
FaWRKY29 CL5306Contigl orf6 - 3 993 172 822 273 1
FaWRKY30 CL5306Contig2 orf6 - 1 993 172 822 273 1
FaWRKY31 CL5306Contig3 orfl 1 91 921 831 276 1
FaWRKY32 CL5306Contig4 orfl + 1 148 978 831 276 1
FaWRKY33 CL5624Contigl orf7 3 1724 780 945 314 1
FaWRKY34 CL5624Contig2 orf5 - 1 1697 756 942 313 1
FaWRKY35 CL6173Contigl orfl + 3 33 884 852 283 1
FaWRKY36 CL6173Contig2 orf2 + 3 33 941 909 302 1
FaWRKY37 CL6586Contigl orfl6 - 3 1947 511 1437 478 2
FaWRKY38 CL6852Contigl orfl2 - 2 1106 552 555 184 1
FaWRKY39 CL6852Contig2 orf3 + 2 500 1543 1044 347 1
FaWRKY40 CL7041Contigl orf4 + 3 60 1079 1020 339 1
FaWRKY41 CL8092Contigl orfl2 - 2 1365 286 1080 359 1
FaWRKY42 CL8105Contigl orfl + 1 49 1059 1011 336 1
FaWRKY43 CL8227Contigl orf2 + 2 188 1249 1062 353 1
FaWRKY44 CL8376Contigl orf3 + 2 71 1075 1005 334 1
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Tabela 2 (continuacao).
identificadas em F. ananassa

Informacdes sobre as sequéncias de WRKYs

Nome Contig Orf Strand Frame Start Stop Lenght  Lenght Dominios
(nt) (aq)
FaWRKY45 CL8668Contigl orf2 + 2 35 1552 1518 505 2
FaWRKY46 CL9443Contigl orf6 + 3 45 989 945 315 1
FaWRKY47 CL11308Contigl orfl5 - 3 2020 305 1716 571 2
FaWRKY48 CL11794Contigl orf2 + 2 215 979 765 254 1
FaWRKY49 CL13152Contigl orf6 - 1 1137 184 954 317 1
FaWRKY50 CL15072Contigl orf3 + 2 218 1369 1152 383 1
FaWRKY51 CL15370Contigl orfll - 3 1120 152 969 322 1
FaWRKY52 CL15580Contigl orfl + 1 127 1770 1644 547 1
FaWRKY53 CL26081Contigl orfl2 - 1 1043 285 759 252 1
Icl|lORF14 CDS
FaWRKY54 CL309Contig2 orfl4 - 3 1217 390 828 275 1
Icl|ORF9 CDS 2 e 1 receptor
FaWRKY55 CL1918Contig2 orf9 - 1 1874 483 1392 463 CTYR_KIN_II
Icl|ORF10 CDS 2 e 1 receptor
FaWRKY56 CL1918Contiga orf10 - 1 1893 424 1470 489 “TYR_KIN_II
FaWRKY57 CL2718Contigl orf2 + 2 86 1966 1881 626 2
FaWRKY58 CL2754Contigl orf3 2 215 1936 1722 573 1
FaWRKY59 CL2754Contig2 orfl0 - 1 1990 302 1689 562 1
FaWRKY60 CL2754Contigs orfl + 1 145 1863 1719 572 1
FaWRKY61 CL10605Contigl orf2 - 1 677 243 435 144 1
Icl|ORF17 CDS 2 e 1 receptor
FaWRKY62 Locus_5168 orfl7 - 3 1891 422 1470 489 CTYR_KIN_II
Icl_ORF9_CDS ) 2 e 1 receptor
FaWRKY63 Locus_5598 orf9 2 1874 483 1392 463 CTYR_KIN_II
FawWRKY64 IclORF3_CDS orf3 - 1 688 >2 687 228 1

Locus 12707
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A ferramenta online Prosite foi utilizada como modo de aferir a presenca
de dominios conservados nas sequéncias candidatas a pertencerem a familia
das FaWRKYs. Segundo KUDLA et al. (2010), divergéncias estruturais entre as
proteinas WRKYs, como a presenca e posicdo dos dominios, podem indicar a
historia evolutiva dentro da familia génica. Desta forma, 64 genes FaWRKYs
foram confirmados quanto a presenca de motivos, sendo identificados seis
grupos conservados quanto a presenca e posicao (Figura 4). Sendo que 53
dessas sequéncias apresentam apenas um dominio caracteristico, sete
apresentam dois dominios e quatro apresentam dois dominios mais um
receptor treonina quinase do tipo Il. Quanto aos 6 motivos conservados
existentes em WRKYs, as FaWRKYs apresentaram entre um a cinco desses
motivos, sendo que quatro FaWRKYs apresentaram dois motifs 3. Tais fatos
sugerem que houveram eventos de duplicacdo e delecdo a partir da sequencia

ancestral que caracterizaram mudancas inclusive nos dominios.
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Sequente
Falmin

FaWRETSR
Famicwsa
FaWRENE
Fawiawdd
FaWRENSS
FaWRENG]
FanREvSs
FaWRENEZ
FawRErsd
FalWRiwdS
FaWRENS?
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FaWRENZD
FAWRKY2S
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FaWRENIL
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FaWREY3I3
FywRICNIS
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FAWRKY1S
FUWRKY4S
FaRIT4 S
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FaWRIY1O
fawiKys)
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FaWRKT40
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FaWRK Il
FaWiRirSd
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Favilerl

2 E-value

27177
.7e-177
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4 Ee=102
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i Baf
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B
B
490
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R
Tie-8%
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T in-Ed
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1 8eEE
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4,787
47474
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Figura 1. Organizacéo dos diferentes padrbes (por¢des/regides) em 64 genes
da familia génica das WRKYs presentes em F. ananassa. Os motifs
conservados foram detectados usando as ferramentas on-line MEME
(http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html).
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A organizacdo dos éxons/introns e o numero de introns presentes

também podem indicar a historia evolutiva dentro de uma familia génica
(BOUDET et al., 2001). Por isso, as estruturas génicas das 64 FaWRKYs foram
avaliadas para obter mais informacdes. A analise revelou que quatro FaWRKYs

apresentam um intron (FaWRKY 1, 33, 34 e 53); onze apresentam dois introns

(FaWRKY 10,

22, 24, 25, 3, 38, 39, 41, 46, 49 e 50); nove apresentam trés

introns (FaWRKY 16, 20, 21, 48, 54, 55, 56, 62 e 63); cinco apresentam quatro
introns (FaWRKY 11, 12, 15, 37 e 45); cinco apresentam cinco introns

(FaWRKY 47,

FaWRIY1

FaWRICY10
FaWRIZY11
FaWRI( Y12
FaWRI Y15
FaWRI Y16
FaWRIZY20
FaWRI{ Y21
FaWRI{ Y22
FaWRI{ Y23
FaWRI Y24
FaWRI[ Y25
FaWRIY3

FaWRI{ Y33
FaWRI{ Y34
FaWRI{ Y37
FaWRI{ Y38
FaWRI{ Y39
FaWRIZY4H
FaWRI[ Y45
FaWRI[ Y456
FaWRIZY47
FaWRI[ Y48
FaWRI{ Y49
FaWRIZ Y50
FaWRI{ Y52
FaWRI[ Y53
FaWRI{ Y54
FaWRIL Y55
FaWRIZYS6
FaWRI{ Y58
FaWRI[ Y59
FaWRIZ Y60
FaWRIL Y62
FaWRIL Y63
FaWRIYB

FaWRIYD

Legend:
@ Exon

52, 58, 60 e 8) e; dois apresentam seis introns (FaWRKY 59, 9).

!

I

+

L . . . . . .
1000bp 1500bp 2000bp 2500bp 3000bp 35000p 4000bp

s a
§

— Intron

Figura 2. Estrutura dos éxons-introns dos 64 genes da familia génica das
WRKYs presentes em F. ananassa. Exons e introns sao indicados por caixas
roxas e linhas pretas, respectivamente.

Ainda assim, a predicdo de dominios, bem como a organizacdo de

éxons e introns ndo sdo o bastante para que se possa aferir uma andlise
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evolutiva adequada; para tanto, construiu-se uma arvore filogenética (Figura 6),
utilizando a sequéncia aminoacidica traduzida pelos genes de Fragaria vesca
(FVWRKY) e Fragaria x ananassa (FaWRKY), onde pode-se observar a
formacéo de trés grupos (I, Il e Ill), com cinco subgrupos no grupo Il (lla, llb,
lic, lld e lle). Desta forma, 17 FWWRKYs e 17 FaWRKYs pertencem ao grupo |;
trés FYWRKYSs e trés FaWRKYs ao subgrupo lla; 15 FWWRKYs e 11 FaWRKYs
ao subgrupo llb; nove FVWRKYs e 10 FaWRKYs ao subgrupo lic; seis
FVWRKYs e seis FaWRKYs ao subgrupo lld; quatro FVWRKYs e seis
FaWRKYs ao subgrupo lle; e seis FWWRKYSs e sete FaWRKY's ao grupo Ill.

Wei (2016) sugere que varias copias de FVWRKY estdo envolvidas em
resposta a estresses bioticos e abioticos. Em condi¢cdes de déficit hidrico, 29
copias FVWWRKY aumentaram a expressdo comparados ao tratamento controle,
sendo que FVWRKY23 foi a copia com maior nivel de expressdo neste
tratamento. FaWRKY23 possui alta similaridade com esta cépia, sugerindo que
em Fragaria X ananassa essa copia também possa desempenhar importante
papel na tolerancia ao estresse hidrico.

Wei (2016) aponta ainda que copias da familia génica das WRKYs
presentes em Fragaria vesca estao relacionadas a proteinas VQ (MKS1, SIB1
e SIB2) que sao envolvidas na regulacado da resposta de defesa das plantas;
MPK3 e MPK4, envolvido em respostas de plantas a patégenos e condi¢cdes de
estresse; STZ, envolvidos em respostas de estresse abidtico. O que sugere
que FaWRKYs possam desempenhar papéis versateis na resposta a
estresses.

No grupo llc estdo presentes FAWRKY19, FaWRKY22 e FaWRKY49,
juntamente com FVYWRKY 46 e 48. Em Fragaria x vesca, FWWRKY 46 e 48
apresentaram aumento na expressao durante o desenvolvimento do fruto, e
com isso foi atribuido a essas cépias um papel provavel na regulacdo do
desenvolvimento e amadurecimento dos frutos (Zhou, 2016), sugerindo que em
Fragaria x ananassa as copias FaWRKY19, FaWRKY22 e FaWRKY49 possam

ter importantes papeis nesses processos.
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FYWREY4T FYWRKYEB0
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Figura 3. Analise filogenética de genes WRKY de morango. As sequéncias
completas de aminoéacidos traduzidas pelos genes WRKY em Fragaria X
ananassa. (Fa - vermelho) e F. vesca (Fv - azul) foram alinhados usando
ClustalX, e a arvore filogenética foi construida usando o método neighbor-
joining com 1000 réplicas de bootstrap, utilizando a ferramenta Mega. Os
ramos da arvore foram coloridas para indicar os diferentes subgrupos
formados.

5.2. Andlise da expressao génica de FaWRKYs
As WRKYs vem sendo relatadas como fatores essenciais na regulagao
da tolerancia das plantas frente a situacdes de estresses bioticos e abidticos.

Neste estudo, foi realizado o perfil de expresséo génica in silico das FaWRKYs

em resposta a estresses por déficit hidrico e salinidade (Figura 7). Os
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resultados mostram que a expressédo de 50 FaWRKYs foi alterada em funcéao
dos tratamento, além disso, foram observados cinco grupos de comportamento:
o grupo 1, formado por 6 genes que se mostraram upregulated em estresse
hidrico e downregulated ou sem expresséo diferencial para estresse salino; o
grupo 2 formado por 18 genes que se mostram downregulated tanto em
estresse hidrico como salino, ou sem expressdo diferencial em um deles; o
grupo 3, formado por 20 genes que se mostraram upregulated para estresse
salino e downregulated ou sem expressao diferencial estresse hidrico e, por
isso, possivelmente estdo associados com resposta a toxicidade ao NaCl; o
grupo 4, formado por 7 genes que se mostraram upregulated em ambos os
estresses comparados ao controle, indicando estarem associados a resposta
osmotica oriunda de ambos estresses e; 0 grupo 5, composto por 12 genes que

nao apresentaram expressao diferencial em nenhuma das duas condicdes.
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Figura 4. Mapa de cor (Heat map) mostrando a expressdo de fatores de
transcricdo do tipo WRKY em frutos submetidos a condicdes de estresse
osmatico. Sendo C - controle, EH - estresse hidrico e ES — estresse salino.

De acordo com o numero de reads, conforme Tabela 3, foram
selecionados os contigs que apresentaram nimero de reads igual ou superior a
100, o que sugere que 0S mMesmMOS seriam genes mais expressos no fruto
maduro, podendo apresentar um papel importante no processo de maturacao.
Essa etapa foi realizada para a escolha das sequencias a serem utilizadas para
a sintese dos primers e avaliagcdo da expressdo por RT-qPCR, considerando
gue esta técnica apresenta menor sensibilidade do que o mMRNA-Seq. Assim,

como forma de elucidar os papéis regulatérios das FaWRKYs em diferentes
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tecidos e durante o desenvolvimento dos frutos de morango, foi realizada uma
RT-gPCR de raizes, folhas e diferentes estadios de desenvolvimento dos frutos
(7, 14, 18, 21, 24 e 28 dias pds-antese). Para tanto, foi realizado o isolamento
de RNA destas amostras. O RNA obtido foi avaliado quanto a quantidade e
qualidade através de leitura espectrofotométrica, como apresenta a Tabela 4.
Os resultados mostram que as amostras apresentaram concentracédo de 76 a
255 ng/ pL, com razdo Azso/Azso de 1,33 a 2,04. Embora tal leitura mostre que
as concentracdes das amostras de RNA tenham sido baixas, a maioria delas
apresenta qualidade adequada ao considerar a razdo Azso/Azs0 que indica que

ndo ha contaminagéo com proteinas.

Tabela 3. Contagem de reads nas sequencias putativas em F. ananassa

. Reads
Nome Contig
C EH ES
FawRKY1 CL15Contig23 75 58 103
FaWRKY2 CL15Contig37 21 21 30
FawRKY3 CL589Contigl 84 80 86
FaWwRKY4 CL1351Contigl 48 64 23
FawWRKY5 CL1351Contig2 30 31 17
FaWRKY6 CL1351Contig5 22 21 6
FawWRKY7 CL1351Contig6 41 45 30
FawRKY8 CL2754Contig3 0 0 0
FawRKY9 CL2754Contig4 14 20 3
FawRKY10 CL2766Contigl 106 166 126
FawRKY11 CL2905Contigl 31 23 19
FawWRKY12 CL2905Contig2 21 17 6
FawRKY13 CL3045Contig2 9 19 5
FawRKY14 CL3045Contig3 8 8 9
FawRKY15 CL3122Contig3 21 30 27
FawWRKY16 CL3122Contig4 8 10 6
FawWRKY17 CL3297Contigl 27 30 8
FawRKY18 CL3297Contig3 0 0 0
FawRKY19 CL3297Contig4 0 0 0
FawRKY20 CL3488Contig2 88 115 82
FawRKY21 CL3649Contigl 11 12 18
FaWRKY22 CL3649Contig2 0 0 0
FawRKY23 CL3649Contig3 3 3 3
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ananassa

Nome Contig Reads

C EH ES
FaWRKY24 CL3649Contigd 13 11 14
FaWRKY25 CL3649Contig5 5 11 10
FaWRKY26 CL4104Contigl 15 18 1
FaWRKY27 CL4104Contig2 4 15 1
FaWRKY28 CL4104Contig3 12 20 2
FaWRKY29 CL5306Contigl 6 3 0
FaWRKY30 CL5306Contig2 0 0 0
FaWRKY31 CL5306Contig3 0 0 0
FaWRKY32 CL5306Contigd 7 7 5
FaWRKY33 CL5624Contigl 1 2 7
FaWRKY34 CL5624Contig2 3 2 4
FaWRKY35 CL6173Contigl 3 11 3
FaWRKY36 CL6173Contig2 14 14 6
FaWRKY37 CL6586Contigl 253 183 234
FaWRKY38 CL6852Contigl 22 27 24
FaWRKY39 CL6852Contig2 20 21 25
FaWRKY40 CL7041Contigl 29 41 29
FaWRKY41 CL8092Contigl 8 19 3
FaWRKY42 CL8105Contigl 31 68 17
FaWRKY43 CL8227Contigl 31 27 22
FaWRKY44 CL8376Contigl 75 84 89
FaWRKY45 CL8668Contigl 205 250 162
FaWRKY46 CL9443Contigl 51 40 71
FaWRKY47 CL11308Contigl 139 137 206
FaWRKY48 CL11794Contigl 52 53 38
FaWRKY49 CL13152Contigl 16 32 42
FaWRKY50 CL15072Contigl 3 5 2
FaWRKY51 CL15370Contigl 196 194 171
FaWRKY52 CL15580Contigl 660 362 101
FaWRKY53 CL26081Contigl 2 13 2
FaWRKY54 'E'L%ggéén%gf 0O 0 o0

II|lORF9 CDS
FAWRKYS5 CL|191800nti92 0 0 0
Ic|lORF10 CDS

FaAWRKYS56 CL|1918Contig4 0 0 0
FaWRKY57 CL2718Contigl 210 196 149

Tabela 3 (Continuagéo). Contagem de reads nas sequencias putativas em F.
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Tabela 3 (Continuagéo). Contagem de reads nas sequencias putativas em F.

ananassa
Nome Conti Reads
g C EH ES
FaWRKY58 CL2754Contigl 0O 0 O
FaWRKY59 CL2754Contig2 1 3 4
FaWRKY60 CL2754Contig5 0O 0 O
FaWRKY61 CL10605Contigl 2 2 2
Icl|lORF17 CDS
FaWRKY62 Locus, 5168 3 7 12
Icl ORF9_CDS
FaWRKY63 Cocus, 5508 0O 0 O
FaWRKY64 Icl|ORF3_CDS 0 0 0

Locus_12707

Tabela 4. Leitura da concentragdo de RNAs no NanoVue Plus

(Healthcare Life Sciences).

Concentracéao [ ]

Identificacéo RNA ng/ pl Aze0/Azso
1 E1R1 1844 1,92
2 E1R2 128,8 1,91
3 E1R3 148,0 2,04
4 E2R1 136,4 1,33
5 E2R2 107,6 1,88
6 E2R3 94,8 1,99
7 E3R1 103,6 1,91
8 E3R2 1144 1,89
9 E3R3 131,6 1,90
10 E4R1 112,8 1,68
11 E4R2 171,6 1,93
12 E4R3 106,8 1,92
13 E5R1 185,6 1,93
14 E5R2 168,0 1,90
15 E5R3 118,8 1,88
16 E6R1 185,2 1,93
17 E6R2 136,0 1,91
18 E6R3 125,6 2,03
19 Raiz R1R14 255,0 1,90
20 Raiz R1R34 76,0 2,08
21 Raiz R1R23 138,0 1,78
22 Folha F1R11 146,8 1,86
23 Folha F1R22 126,8 1,86
24 Folha F1R31 136,8 1,87

El- 7 dias, E2- 14 dias, E3- 18 dias, E4- 21 dias, E5- 24 dias, E6- 28 dias pos-antese, F- folha
e R- raiz.
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Antes de realizar a RT-gPCR, os primers foram testados utilizando
eletroforese em gel 1,2% de agarose, de forma a verificar os que apresentaram
amplificacdo em amostras de frutos maturos (E6) e, também, de modo a
determinar as condicOes ideais de amplificacéo para a posterior reproducdo em

RT- gPCR que € um método mais oneroso e trabalhoso.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 5. Gel de agarose apresentando a amplificacdo dos genes FaWRKYs.
Sendo que: 1 — Marcador 1kb plus; 2 - FaWRKY10 — E6R1; 3 — FaWRKY10 —
agua (controle negativo); 4 — FaWRKY18 — E6R1; 5 - FaWRKY18 — agua
(controle negativo); 6 — FaWRKY20 — E6R1; 7 — FaWRKY20 — agua (controle
negativo); 8 — FaWRKY37 — E6R1; 9— FaWRKY37 — agua (controle negativo);
10 — FaWRKY45 — E6R1, 11- FaWRKY45 — agua (controle negativo); 12 —
FaWRKY47 — E6R1; 13 - FaWRKY47 — agua (controle negativo); 14 -
FaWRKY51 - E6R1; 15 - FaWRKY51 — agua (controle negativo); 16 —
FaWRKY52 — E6R1; 17 — FaWRKY52 — agua (controle negativo); 18 —
FaWRKY57 — E6R1; 19 — FaWRKY57 — agua

Com o resultado da PCR, pode-se analisar que FaWRKY10,
FaWRKY18, FaWRKY?20, FaWRKY37, FaWRKY45, FaWRKY47, FaWRKY51,
FaWRKY57, apresentaram amplificacdo durante o estadio 6 de
desenvolvimento, sugerindo uma possivel relacdio com o processo de
maturacdo de frutos, sendo a FaWRKY1l0, FaWRKY20, FaWRKY37 e a
FaWRKY47 as selecionadas para analisar a expressdo em RT-gPCR.
FaWRKY10, FaWRKY45, FaWRKY47 e FaWRKY51 apresentaram sobra de
primers, indicando que uma quantidade menor deve ser utilizada nas reacao de
RT-gPCR. Nenhum fragmento inespecifico foi identificado por PCR.

A analise da expressao génica por RT-gPCR permitiu identificar alguns

possiveis papéis dos quatro genes FaWRKYs avaliados (Figura 9). FaWRKY10
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e FaWRKY47 apresentam perfis similares, com expressfes basais nos
diferentes estddios e com maior expressdo em raiz (a0 menos em
FaWRKY10), seguido de folha. FaWRKY37 apresentou maior expressao em
estadios intermediarios de desenvolvimento e na raiz. O gene FaWRKY20 por
sua vez, foi 0 Unico que apresentou expressao maior no fruto do que raiz e
folhna, mostrando aumento da expressdo ao longo do desenvolvimento,
sugerindo seu papel no processo de amadurecimento.

Tais genes possuem a seguinte divisdo segundo a analise filogenética:
FaWRKY10 pertence ao grupo lld; FaWRKY20 e FaWRKY47 ao grupo | e
FaWRKY37 ao grupo llb. FaWRKY47 se mostrou downregulated em condi¢cbes
de estresse salino e hidrico; enquanto que FaWRKY20 se mostrou
downregulated apenas em condicdes de estresse salino, e FaWRKY37 se
mostrou upregulated em estresse hidrico e downregulated para estresse salino
(Figura 5).

A
1o-mm FaWRKY10 25 FaWRKY20
8k
e}
(+'4
E1 E2 E3 E4 E5 E6 F R 0EIE2E3E¢1E5E6FR
c D
30l FaWRKY37 10¢88 FaWRKY47

RQ

0
E1 E2 E3 B4 E5 E6 F R E1 E2 E3 E4 ES E6 F R

Figura 6. Andlise da expressdo de genes que codificam para fatores de
transcrigéo do tipo WRKYs identificadas em morangos em diferentes tecidos e
estadios de desenvolvimento. A — Expressdo da cépia FaWRKY10. B —
Expressdo da copia FaWRKY20. C - Expressdo da copia FaWRKY37. D -
Expressdo da copia FaWRKY47. Os valores de quantificacdo relativa estdo
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expressos em média + desvio padrao; E1- 7 dias, E2- 14 dias, E3- 18 dias, E4-
21 dias, E5- 24 dias, E6- 28 dias pos-antese, F- folha e R- raiz.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel identificar e caracterizar 64 coépias de
FaWRKYs em morangos, ampliando o conhecimento prévio sobre tal familia
génica. As analises de expressao génica in silico permitiram constatar uma
relacdo entre os fatores de transcricdo do tipo WRKY com resposta a estresse
salino e hidrico, bem como a andlise por PCR em Tempo Real indicou sua
participagéo no processo de amadurecimento do fruto.

Estes resultados contribuirdo para o desenvolvimento de estratégias
biotecnoldgicas com o objetivo de obter cultivares mais resistentes a estresses
osmaéticos. Estudos promovendo superexpressdo e silenciamento dos
diferentes genes podera auxiliar na descricao dos diferentes papéis por eles
exercidos, além de permitir melhor compreensao da resposta promovida pelo
estresse ao morango. Outra contribuicdo sera em elucidar mecanismos de
amadurecimento e senescéncia dos frutos de modo a propor alternativas
biotecnolégicas que possam contribuir para um produto ainda mais palatavel,
com maior valor nutricional agregado e possivelmente com um tempo de

prateleira maior.
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