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1. INTRODUGCAO

WRKYs sdo a maior familia de reguladores de transcrigdo em plantas
terrestres, contendo trés dominios principais altamente conservados,
caracterizados pelo heptapeptideo caracteristico ‘WRKYGQK’ e uma estrutura de
dedo de zinco distinta de outros motifs (estruturas repetidas) dedo de zinco
conhecidos (EULGEM et al., 2000). Elas podem regular o crescimento e
desenvolvimento das plantas, bem como sua resposta ao estresse bidtico e
abidtico (SCHUTTENHOFER et al., 2015). Foi confirmado que os genes dos
fatores de transcricdo WRKY estéo relacionados com a reagéo das plantas contra
o fungo hemibiotréfico Botrytis cinerea e sao criticos para a resisténcia a doengas
reguladas por horménios e para as redes de sinalizagcao de defesa (ZHENG et al.,
2006; LIU et al., 2014; ADACHI et al., 2016).

A polymerase chain reaction: PCR, do inglés para, “reacdo em cadeia da
polimerase® é uma técnica de biologia molecular que permite a sintese e
amplificacdo de insertos (amplicons) especificos, obtidos a partir de uma fita
nucleotidica molde. Através desta metodologia é possivel amplificar milhares de
vezes uma sequéncia de DNA de interesse diretamente de um genoma,
plasmideo ou outra fonte de material genético. O sucesso na amplificagdo do
gene é verificado através de analise eletroforética em gel de agarose. Vetores de
clonagem apresentam alto numero de copias por célula e sédo utilizados para a
transformacdo de bactérias especificas, as quais sdo empregadas para
propagacao do gene de interesse e fornecimento de DNA plasmidial. O fragmento
de interesse é excisado do material obtido através da digestdo com
endonucleases de restricdo, que reconhecem sequéncias de nucleotideos
especificas, inseridas no fragmento pelos oligonucleotideos iniciadores, gerando
terminais coesivos ou stick ends (MALUF; MUNIZ; OLIVIA; GUIDO, 2014).

O silenciamento génico induzido por virus (VIGS) é uma técnica de
genbmica reversa de alto rendimento que explora um mecanismo de defesa
antiviral mediado por RNA conhecido como silenciamento génico
pos-transcricional para analise de gendmica funcional (RATCLIFF et al., 1997,
SUNILKUMAR et al., 2006). A técnica envolve a insergdo de um fragmento do
gene de interesse (com aproximadamente 300 pares de base) em um vetor viral,
substituindo genes n&o essenciais do mesmo ou ainda duplicando a regiao
promotora criando um sitio de clonagem (FU et al., 2005). Sua versatilidade
permite inferir a funcdo de genes e caracteriza-los, através de uma expressao
transiente.

Para utilizagcdo da metodologia VIGS, faz-se necessaria a busca por alvos
que se pretende silenciar a fim de determinar sua funcdo. Nesse sentido,
buscou-se duas sequéncias WRKYs, uma que regula positivamente para
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resisténcia a infecgdo de B. cinerea em Arabidopsis (Arabidopsis thaliana),
AtWRKY33. E outra que regula negativamente para resisténcia a infeccéo de B.
cinerea em morango-selvagem (Fragaria vesca), FvWRKY25. Dessa forma, os
homologos destas sequéncias em Fragaria x ananassa (morango comercial)
foram identificadas, sendo elas: FaWRKY45 referente a AtWRKY33, e
FaWRKY57 referente a FYWRKY25. Assim, este trabalho tem como objetivo a
identificacdo das sequéncias FaWRKYs correspondentes as sequéncias guia
(query) bem como a clonagem em vetor de silenciamento VIGS, TRV-2 das duas
sequéncias homélogas encontradas, FaWRKY57 e FaWRKY45.

2. METODOLOGIA

Com ajuda do software Unipro UGENE Ul 48,1 foi realizado o alinhamento
das sequéncias FaWRKY45 e FaWRKY57 identificadas por (DO NASCIMENTO,
2018) em Fragaria x ananassa, utilizando-se do algoritmo ClustalW. As
sequéncias aminoacidicas putativas identificadas em Fragaria x ananassa
(FaWRKY), juntamente com sequéncias WRKY previamente descritas em
Fragaria vesca (FVYWRKY) e Arabidopsis thaliana (AtWRKY) foram utilizadas para
construir uma arvore filogenética. Nas sequéncias previamente descritas
identificadas, foi feito o alinhamento para garantir que os iniciadores a serem
desenhados fossem especificos de cada copia génica.

Os iniciadores especificos para cada sequéncia FaWRKY45 e FaWRKY57
identificada foram desenhados através do programa Benchling, Inc. - Benchling®
de modo que os amplicons tivessem em torno de 250 a 380 pares de base
aproximadamente, dado que resultados satisfatorios em VIGS s&o obtidos com
fragmentos amplificados em média nessa porg¢ao de tamanho. A temperatura de
melting (Tm°) foi mantida entre 51-55°C e o conteudo de GC de 30-60%.
Buscou-se regides dos iniciadores onde houvesse um C/G clamp na porgao
terminal 3’ das fitas sense e antisense para garantir que essa ligagéo seja mais
forte e posteriormente a DNA-polimerase se ligue a fita efetivamente. A fim de
possibilitar a clonagem posterior dos insertos no vetor de transformagao viral
TRV-2, foram adicionadas as extremidades dos iniciadores as sequéncias
nucleotidicas reconhecidas pelas enzimas de restricdo, compativeis com o sitio
de multipla clonagem: MCS, do inglés “multiple cloning site” presente no vetor
TRV2, sendo elas Xbal (TCTAGA) e Kpnl (GGTACC).

Para avaliar a compatibilidade dos iniciadores desenhados realizou-se
PCR in silico com auxilio do software Benchling, Inc. - Benchling® para obtengao
dos insertos correspondentes as sequéncias FaWRKY45 e FaWRKY57 e
posteriormente realizou-se uma clonagem in silico destes insertos no vetor TRV2,
avaliando a capacidade dos insertos produzidos de serem corretamente inseridos
no MCS do vetor.

Tabela 1. Iniciadores contendo sitio de restricido para amplificacdo dos
respectivos genes de interesse
Iniciad Enzi Tamanho da Ampli

Nome Sequéncia %CG a .
ores ma sequéncia con

F Xbal ACTTCACCTTCTC 50% 18 nt*

FaWRKY5 CACTC

7
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R Konl  GTTGTTGTTATTG 30% 23 nt*

TTGTTGTTAG 377
pb**
TCCTTCCCCTTCT
F Xbal TCTTAC 38% 21 nt*
atWRKY45
ACATTTTCTTCTTC . 348

*nucleotideo; **pb = pares de base.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando dos iniciadores descritos acima, foi possivel simular in silico a
extracao dos insertos de interesse (PCR), a digestao enzimatica e a montagem do
vetor TRV2 clonado, através do programa Benchling, Inc. - Benchling®,
comprovando a correta construgdo dos iniciadores com as respectivas enzimas
de restricdo, compativeis com o vetor de destino, resultando em uma clonagem
bem sucedida. O vetor clonado esta representado na Figura 1.

Figura 1. llustracdo representando o vetor TRV2 clonado com o inserto
correspondente ao gene FaWRKY57.
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4. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu realizar a obtencao in silico de um vetor de
silenciamento com as sequéncias FaWRKYS57 e FaWRKY45 de morango.
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