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1. INTRODUGAO

O morango (Fragaria x ananassa) € pseudofruto muito consumido e
apreciado devido suas propriedades organolépticas e funcionais. No entanto, a
producdo de morango € limitada por uma grande variedade de estresses bidticos
e abidticos que causam perdas significativas no rendimento a cada ano, bem
como uma diminuigdo da qualidade do fruto (Nezhadahmadi et al., 2015; Kirnak et
al., 2001). Para se adaptar aos estresses bidticos e abioticos recorrentes, as
células vegetais regulam a expressdo de diversos genes relacionados com o
processo adaptativo (Jang et al., 2010).

Dentre as proteinas envolvidas na regulagdo génica, os fatores de
transcricdo sao de fundamental importancia, uma vez que atuam como
interruptores moleculares para regular a expressdao de seus genes-alvo,
interagindo com os elementos cis nos promotores de genes por se ligarem a
regides promotoras dos genes permitindo o reconhecimento e ligagdo de RNA
polimerases para que a transcrigdo ocorra (Singh et al.,, 2002). Os fatores de
transcricdo WRKY pertencem a uma grande familia génica presentes em uma
ampla gama de plantas e inclusive em algas (Zhang e Wang, 2005).

A mais proeminente caracteristica da familia de genes WRKY é a presenca
de um ou dois dominios que consistem em aproximadamente 60 residuos de
aminoacidos com uma sequéncia altamente conservada, “WRKYGQK”, na
posicdo N-terminal da proteina (Eulgem et al., 2000). As proteinas WRKY
ligam-se a porgdo W-box ((C/T)TGAC(T/C)) dos seus genes alvo (Ciolkowski et
al., 2008), bem como a porcado SURE (sugar responsive) que desempenha um
papel na promogao da transcrigdo (Sun et al., 2003). Em estudo anterior (Wei,
2016), foram identificados e caracterizados 62 genes pertencentes a familia
génica WRKY presentes a espécie de morango selvagem (Fragaria vesca). Chen
& Liu (2019) identificaram um total de 47 membros da familia WRKY em Fragaria
Xx ananassa. Em nosso estudo, utilizando transcriptoma in house, identificamos 64
FaWRKYs putativas das quais foram caracterizadas quanto a presenca de
elementos cis regulatorios

2. METODOLOGIA
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2.1. Identificagao de genes WRKY em Fragaria x ananassa

Para identificar 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. Sequéncias WRKY
em  Fragaria vesca disponiveis no banco de dados NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foram utilizadas. A busca de sequéncias homologas
nos bancos de dados mMRNA-Seq foi realizada usando sequéncias nao
redundantes do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do banco de dados
Swiss-prot (http://www. .expasy.ch/sprot/), aplicando o programa BLASTX
(e-value<1e-6). As sequéncias putativas foram traduzidas em peptideos do maior
'open reading frame' (quadro de leitura aberto) usando a ferramenta ORFFinder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Posteriormente, a presenga de um ou
dois dominios caracteristicos da familia de genes WRKY foram verificadas por
meio das ferramentas online do PROSITE (http:/prosite.expasy.org/) com o
objetivo de confirmar cada sequéncia putativa.

2.2. Predicao de elementos cis

Para identificar  potenciais elementos cisnos promotores dos
genes WRKY , as sequéncias de 2000 pb a montante das regides codificantes
dos genes FaWRKY foram primeiro obtidas usando o TBtools e depois

submetidas ao banco de dados PlantCARE
(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). Os

elementos cis foram analisados e visualizados por TBtools (Chen et al., 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a pesca de sequéncias putativas de FaWRKY e da verificagao da
presenca de dominios caracteristicos, identificou-se um total de 64 genes
pertencentes a familia génica WRKY, presentes em morango (Fragaria x
ananassa). Para entender os papéis dos elementos cis reguladores em
FaWRKYs, os elementos cis foram identificados na sequéncia upstream de 2 kb
do local de inicio da tradugédo (ATG) de cada gene FaWRKY usando o software
PlantCARE. Neste estudo, varios elementos cis foram encontrados em 61 dos
64 genes FaWRKY. Todos os elementos cis detectados podem ser classificados
em 16 tipos de acordo com suas fungdes (Figura 1).

Nesse sentido, em morango, o tratamento com MeJA foi associado ao
aumento da expressdao de genes envolvidos no metabolismo do pigmento,
metabolismo do acgucar, amaciamento de frutas e metabolismo hormonal, e de
antocianinas (Han et al., 2019). Anteriormente, MaWRKY62 e 70, de frutos de
banana, mostraram-se responsivos ao fitorménio metil jasmonato (MeJA),
conferindo maior resisténcia a Colletotrichum musae (Tang et al., 2013). Nesse
sentido, Li et al., 2015 provaram o envolvimento de varias WRKYs em papéis
cruciais em crisantemo; CmWRKY21 provou ser induzido pelo estresse de
salinidade e suprimido pela exposicdo a altas temperaturas; CmWRKY22 foi
induzido por exposicdo a altas temperaturas; CmWRKY40 é expresso em
condicdo de estresse salino e tratamento com acido abscisico (ABA) ou MeJA,;
CmWRKY42 foi regulado positivamente pelo estresse de salinidade, baixa
temperatura, tratamento com ABA e MeJA e infestacdo de pulgbes, enquanto
CmWRKY48 foi induzido por estresse hidrico, tratamento com ABA e MeJA e
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infestacédo de pulgdes. Visto a presenga de cis-elementos responsivos a MeJa e a
presenca de dominios conservados entre espécies é provavel que efeitos
semelhantes aos relatados na literatura ocorram em F. ananasa.
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Figura 1. Analise de elementos cis regulatérios dos genes WRKY em morangueiro (Fragaria x
ananassa).

Fatores de transcricdo WRKY sdo, também, destacados em vias de
sinalizagao responsivas a ABA, onde atuam em varios niveis (Rushton et al.,
2011). Em Arabidopsis, WRKYs parecem atuar a jusante de pelo menos dois
receptores ABA: estudos de ligagdo ao promotor in vivo e in vitro mostram que os
genes-alvo para WRKY's que estao envolvidos na sinalizagao ABA incluem genes
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responsivos a ABA bem conhecidos, como ABF2, ABF4, ABI4, ABI5, MYB2,
DREB1a, DREB2a e RAB18 (Rushton et al., 1995). Genes adicionais induziveis
por estresse bem caracterizados, como RD29A e COR47 também sao
encontrados em vias de sinalizacédo a jusante de WRKY (Ren et al., 2010). TFs
WRKY sdo, também, reguladores positivos do fechamento estomatico mediado
por ABA e, portanto, das respostas a seca (Ren et al., 2010). Por outro lado,
muitos WRKY TFs s&o reguladores negativos da germinacdo de sementes, e o
controle da germinagcdo de sementes parece uma fungdo comum de um
subconjunto de WRKY TFs em plantas com flores (Jiang e Yu, 2009; Ren et al.,
2010; Shang et al., 2010).

Ha evidéncias de que uma das vias de inducdo de fenilpropandides &
dependente do acido abscisico (ABA) e é gerada por uma cascata de sinalizagao
envolvendo calcio (Ca 2+) e proteinas quinases dependentes de proteinas
(CDPKs) que sdo comumente reguladas por fatores de transcricado WRKY (Vighi
et al.,, 2019; Wen et al., 2020). A presenca de cis-elementos reponsivos a ABA
nos genes identificados no presente estudo, corrobora na possivel relagéo
desses TFs nesse processo. Assim como TFs WRKY de outras espécies como
SIWRKY23 em tomate tém expressao induzida por estresse osmaotico. Esse gene
confere tolerancia ao estresse por manitol e NaCl por meio da interagao das vias
de auxina e etileno. Essas interacbes sao também responsaveis por alterar o
crescimento da raiz primaria e lateral (Singh et al., 2023). Em arroz (Oryza sativa),
OsWRKY71 codifica um repressor transcricional da sinalizacdo GA em células de
aleuroma. Elementos cis-regulatérios  indicam fungdes semelhantes em copias
FaWRKY.

4. CONCLUSOES

Este estudo possibilitou a identificacao de 64 genes FaWRKYs bem como
inferir a presenga de elementos cis-regulatorios. Futuros estudos seréo
direcionados a determinacao da funcao destas copias génicas visando a selecao
de genes promissores para o desenvolvimento de plantas tolerantes e/ou
resistentes a estresses, através da modulacédo da expressao génica
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