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1. INTRODUCAO

O célcio (Ca*) é um mensageiro secundario de suma importancia nas
plantas, desempenha diversas fun¢des, variando conforme o estimulo e fase de
desenvolvimento das plantas. Algumas proteinas atuam como sensores do Ca*",
conferindo especificidade e atuando em resposta a estimulos de sinalizacao.
Entre essas proteinas, estdo as proteinas quinases dependentes de calcio
(CDPKs), que séo codificadas por familias multigénicas e desempenham diversas
funcdes. Por exemplo, através de variacbes na concentracdo do fon Ca®* nas
células, as CDPKs sao sensibilizadas resultando na fosforilacdo de compostos
alvo (WANG, 2016).

As CDPKs vem sendo relatadas por serem fatores essenciais na regulacao
da tolerancia das plantas frente a situacdes de estresses bidticos e abidticos. Em
alguns casos, essa regulacdo vem acompanhada da modulacdo da sinalizacéo de
acido abscisico (ABA), do aumento no conteldo de compostos antioxidantes e
consequente reducdo do acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(ASANO et al., 2012).

As CDPKs séo formadas por cinco dominios: um dominio N-terminal variavel
gue tem sido sugerido como determinante da localizacdo celular da proteina; um
dominio quinase, responsavel pela fosforila%éo dos compostos alvo; um dominio
autoinibitorio; um dominio de ligacdo ao Ca“"; e um pequeno dominio C-terminal
(WANG, 2016).

Uma vez que apenas duas sequéncias génicas que codificam para CDPKs
em Fragariaxananassa foram identificadas até o presente momento, e que o
papel dessas enzimas ainda € pouco elucidado nesta espécie, este estudo tem
como objetivo identificar possiveis sequéncias codificadoras de CDPKs e
caracterizar o perfil de expressao em frutos de morango submetidos a estresses
abiadticos.

2. METODOLOGIA

2.1. Identificacdo de sequéncias codificadoras de CDPKs de morango

Inicialmente, um banco de transcritos ‘in house’, previamente obtido
através de sequenciamento lllumina HighSeq2000 a partir de frutos de morango,
foi utilizado para a busca de sequéncias codificadoras de CDPKs em morango.
Para tanto, estes transcritos foram submetidos ao processo de anotacéo
utilizando sequencias néo 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-6).
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As sequencias putativas identificadas foram traduzidas em peptideos a
partir do maior fase de leitura (do inglés, open reading frame, ORF) utilizando a
ferramenta ORFFinder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/qgorf/gorf.html). Esta
sequéncia peptidica foi utilizada para verificar a presenca dos dominios classicos
de proteinas CDPKs, utilizando a ferramenta PROSITE
(http://prosite.expasy.org/).

2.2. Avaliagdo da expressao das sequéncias CDPKs identificadas em
morangos submetidos a estresses abioticos

Para avaliacdo da expressao das sequéncias codificadoras de CDPKs
identificadas neste estudo, bem como das CDPKs ja descritas na literatura
(FaCDPK1 e FaCDPK2), foram utilizadas amostras de frutos de morango
‘Camarosa’ coletados obtidas em experimento previamente realizado e descrito
por Perin (2016), onde as plantas foram submetidas ou nédo a estresse hidrico ou
estresse salino durante seu desenvolvimento. Estes frutos foram macerados com
auxilio de nitrogénio liquido, e o RNA total extraido com o método CTAB
modificado (MESSIAS et al., 2014). A quantificacdo do RNA extraido foi realizada
pelo protocolo Qubit Quantitation Platform (Invitrogen™). Os produtos de extragéo
de RNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) em
tampéo TBE (Tris-acido boérico-EDTA) com o corante GelRed™, com intuito de
avaliar a qualidade do RNA extraido. A sintese de cDNA foi realizada utilizando a
enzima transcriptase reversa M-MLV e oligo(dt), conforme fabricante
(Invitrogen™).

Oligonucleotideos sintéticos foram projetados com auxilio do programa
Vector NTI11 (Invitrogen) de modo a produzir amplicons com tamanhos entre 100
e 250 pares de bases e visando uma temperatura de hibridizacdo em torno de 60
°C. A expressao dos genes foi avaliada através da técnica de PCR quantitativo
em tempo real (RT-gPCR), utilizando a metodologia descrita em Galli et al.
(2016). Para os célculos de expressao relativa dos genes, foi utilizado o método 2°
AACt utilizando os genes PIRUV (piruvato decarboxilase), DBP (proteina ligadora
de DNA) e H4 (histona H4), de acordo com Galli et al. (2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, foi possivel a identificacdo de nove possiveis sequéncias
CDPKs em F. ananassa, sendo que a maior apresenta 600 aminoacidos
(FaCDPKB8), enquanto que a menor apresenta 351 aminoacidos (FaCDPK?9).
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 1.

Em F. ananassa, apenas duas sequéncias codificadoras de CDPKs haviam
sido identificadas até o momento. FaCDPK1 apresenta variacdo nos niveis de
transcritos de acordo com o tecido e mediante a exposi¢do a estresse por frio
(LLOP-TOUS et al., 2002), enquanto que FaCDPK2 apresenta expressdo mais
significativa em tecidos florais (ZHANG et al., 2011).

Diante do numero limitado de sequéncias CDPKs caracterizadas em
morango, neste estudo o perfil transcricional das nove sequéncias putativas de
CDPKs identificadas foi avaliado em frutos de morango submetidos ou néo a
estresse hidrico ou salino (Tabela 2). Os resultados mostram que FaCDPK4,
FaCDPK5, FaCDPK8, FaCDPK9 e FaCDPK11l apresentaram aumento de
transcricio em ambos os tratamentos, enquanto que FaCDPK6 e FaCDPK7
reduziram seus niveis transcricionais em ambos os tratamentos, sugerindo que
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estas sequéncias apresentam papel na resposta a estresses osmoticos. Por outro
lado, algumas copias mostraram efeito dependente do tipo de estresse
reconhecido pela planta, uma vez que FaCDPK1 apresentou aumento de
expressdo nos frutos submetidos a estresse hidrico e redugdo nos frutos
submetidos a estresse salino; e FaCDKP3 e FaCDPK10 aumentaram a expressao
apenas mediante estresse hidrico, enquanto que FaCDPK2 apenas mediante
estresse salino. Além disso, é possivel observarmos que a copia com maiores
niveis de expressao nos frutos de ambos tratamentos foi a FaCDPK4, descrita
pela primeira vez no presente estudo, representando um alvo promissor para o
desenvolvimento de uma planta geneticamente modificada tolerante a estresses
osmaticos.

Tabela 1. Informacdes sobre as sequéncias de CDPKs identificadas em F.

ananassa
Nome Conti Tamanho Posicao Posicédo Dominios Dominios
9 (aa)* inicial (aa)* final (aa)* quinase EF-hand
FaCDPK3 CL14contigl12 451 686 1137 1 1
FaCDPK4 CL3033contigl 541 353 894 1 4
FaCDPK5 CL3670contigl 562 173 735 1 4
FaCDPK®6 CL3928contigl 547 150 697 1 4
FaCDPK7 CL4123contigl 545 190 735 1 4
FaCDPK8 CL5105contigl 600 191 791 1 1
FaCDPK9 CL5393contig2 351 442 794 1 4
FaCDPK10 CL6644contig2 519 191 710 1 4
Locus_4415
FaCDPK11 Transcript/14 544 149 693 1 4

* aa - aminodacidos

Tabela 2. Acumulo relativo das CDPKs identificadas em morangos
submetidos a estresse hidrico ou salino. Os valores de quantificacdo relativa
estdo expressos em média = desvio padrao.

Nome Trata,mgntos _
Controle Estresse hidrico Estresse salino
FaCDPK1 1+0.03 b 1.28+0.09 a 0.21+0.01c
FaCDPK?2 1+0.02 b 1.14+0.06 b 1.89+0.06 a
FaCDPK3 1+0.03 b 4.65+0.22 a 1.26+0.11 b
FaCDPK4 1+0.03 b 5.13+0.29 a 457+0.11 a
FaCDPK5 1+0.02 ¢ 2.69+0.04 a 1.18+0.02 b
FaCDPK6 1+0.01 a 0.26+0.02 b 0.13+0.01 ¢
FaCDPK7 1+0.01 a 0.43+0.01 b 0.26+0.01 c
FaCDPK38 1+0.005 b 2.71+0.09 a 2.76+0.12 a
FaCDPK9 1+0.01c 2.3910.04 a 1.48+0.03 b
FaCDPK10 1+0.01c 1.72+0.14 a 1.12+0.03 b
FaCDPK11 1+0.02 b 3.22+0.18 a 2.52+0.16 b

Médias acompanhadas por letras diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste
Tukey (p=<0,05).

4. CONCLUSOES

Este estudo possibilitou a identificacdo de nove novas copias da familia
génica das CDPKs em F. ananassa, bem como a caracterizacdo do acumulo de
MRNA em condicbes de estresse salino e hidrico. Futuros estudos permitirdo
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elucidar o papel das FaCDPKs, visando o desenvolvimento de frutos
biofortificados e tolerantes ao estresse.
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