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RESUMO

O célcio (Ca*") é um elemento fundamental como mensageiro secundario participando de varios
processos biologicos e em resposta a estimulos bidticos e abidticos. A proteina calmodulina-like
(CML) atua como um sensor de Ca*" em plantas, participando da cascata de sinalizacdo celular,
pois contém dominios EF-hand que tem papel de ligagdo com o elemento Ca**. Apesar da sua
importancia as proteinas CML de Cajanus cajan ainda ndo foram identificadas. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi identificar a familia de proteinas (CML) no genoma de C. cajan, que
logo apos foram feitas analises fisioquimicas e de expressdo proteinas calmodulina-like nos
tecidos radicular e foliar em Cajanus cajan. No total foram identificadas 65 proteinas CML em
C. cajan. Caracteristicamente, as CML de C. cajan sdo proteinas acidas, tendo entre 80 a 365
aminoacidos e podem estar localizadas em diversos compartimentos intracelulares e no ambiente
extracelular. Seus genes sdo expressos nos tecidos radicular e foliar em diferentes estagios do
desenvolvimento em Cajanus cajan. Tais resultados langam a base para o estudo dos papeis
destas proteinas nos diferentes mecanismos bioldgicos de C. cajan.

Palavras-chave: calcio; feijdo-guandu; sinalizacgéo.
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1. INTRODUCAO

O célcio (Ca®") atua como um mensageiro secundério para mediar uma variedade de
processos biologicos em resposta a varios estimulos bidticos e abioticos (Sanders et al., 1999;
Batisti¢ and Kudla, 2012). O Ca®* esta envolvido em vérias funcdes celulares responséveis pelas
respostas bioldgicas (Perochon et al., 2011) e regulagdo do crescimento e desenvolvimento de
plantas (Boonburapong e Buaboocha, 2007; Reddy, 2001). Em plantas o sinal de Ca*" é
decodificado e transmitido por proteinas denominadas Calmodulina (CaM) e Calmodulina-Like
(CML), dentre outras como a Calcineurina B (CBL) e Proteinas Quinases Dependentes de Ca*
(CDPK) (Munir et al., 2016). Estas proteinas contém o dominio EF-hand que atua ligando-se ao
Ca’* e desencadeando uma resposta sinalizatoria (Sanders et al., 1999; Batisti¢ and Kudla, 2012).
E uma proteina CML contém, pelo menos, dois dominios identificaveis de EF-hand (McCormack
e Braam, 2003).

Diversos membros de proteinas CaM e CML em diferentes espécies estdo envolvidas com
respostas aos estresses abioticos, por exemplo, a super expressdo do gene CaM4 de Glicyne max
aumentou a tolerancia de plantas de soja ao estresse salino (Rao et al., 2014), e a participacédo
ativa dos SICMLs no desenvolvimento de plantas de tomateiro e respostas ao estresse abidtico
(Munir et al., 2016). Assim, a elucidacdo dos mecanismos que envolvem as proteinas CML nas
respostas aos distintos tipos de estresse tem gerado grande interesse. Entretanto, as proteinas
CML séo desconhecidas em Cajanus cajan.

C. cajan, popularmente conhecida como feijdo-guandu, € uma espécie tolerante ao calor, a
seca e baixa fertilidade do solo, tornando-a uma opc¢éao para os sistemas agricolas onde ha pouco
capital ou adocdo de tecnologias. Além disso, apresenta alto teor de proteinas e carboidratos,
possui um sistema radicular cuja raiz principal pode alcancar 3 metros de profundidade,
apresentando grande potencial para resistir ao estresse hidrico tem certa rusticidade e
multifuncionalidade (Odeny, 2007; Khoury et al., 2015).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi identificar e analisar a expressdo da familia de proteinas

Calmodulina-Like (CML) de Cajanus cajan.

2.2. Objetivos especificos

o Identificar e caracterizar as proteinas CML de C. cajan (CcCML);

e Caracterizar bioguimicamente as proteinas CcCML,;

e Predizer a localizagdo subcelular das proteinas CcCML;

e Caracterizar a expressdo dos genes CcCML nos tecidos radicular e foliar em

diferentes estagios de desenvolvimento de plantas de C. cajan.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Identificacdo de proteinas CML em Cajanus cajan

As sequéncias de aminoacidos das proteinas CaM de Arabidopsis thaliana (AtCaM) e
Glycine max (GmCaM) foram coletadas nos respectivos bancos de dados: “The Arabidopsis
Information Resource” (TAIR, http://www.arabidopsis.org) (Lamesch et al., 2012), Phytozome

V12 (http://www.phytozome.net) (Goodstein et al., 2012). Em seguida, as sequéncias foram

usadas como queries no BLASTp (Altschul et al., 1997) para procurar as sequéncias de proteinas
CML de Cajanus cajan (CcCML) no banco de dados “Legume Information System” (LIS,
http://lequmeinfo.org) (Dash et al., 2016). Os parametros estatisticos usados no BLASTp foram:

alvo, proteoma; Expect value threshold, 1e-5; e Matriz de comparacdo, BLOSUM®62.

Os numeros de identificacdo de dominios EF-hand (SM00054, IPR011992, IPR018247,
IPR003299, IPR002048, IPR007330, IPR0O01751, PF13499, PF13405, PF13803, PF13833,
PF13202, PF00036, PD00012, PS00018, PS50222, PS00303 e SSP47473) e palavras-chave
(‘Calmodulin-like’ e ‘EF-hand’) foram usados no banco de dados LIS para uma procura
complementar por proteinas CcCML. As sequéncias coletadas foram analisadas por similaridade
para remover as sequéncias redundantes.

As sequéncias ndo redundantes foram submetidas & anélise de dominios de proteina
usando os Modelos Hidden Markov dos programas SMART (Simple Modular Architecture
Research Tool, http://smart.embl.de) (Letunic e Bork, 2017), Pfam (http://pfam.xfam.org) (Finn

et al., 2016) e InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Finn et al., 2017). Em seguida, as

sequéncias foram comparadas com as proteinas CaM2 de A. thaliana (AtCaM2) usando o
programa ClustalW (Thompson et al., 1994). As sequéncias de C. cajan que tinham pelo menos
dois dominos EF-hand e apresentaram no minimo de 16% de identidade com as sequéncias de
AtCaM2 foram consideradas como proteinas CcCML e nomeadas de acordo com a sua

similaridade com proteinas CaM de A. thaliana.


http://www.arabidopsis.org/
http://www.phytozome.net/
http://legumeinfo.org/
http://smart.embl.de/
http://pfam.xfam.org/
http://www.ebi.ac.uk/interpro/

3.2. Caracterizagdo bioquimica e localizagdo subcelular das proteinas CcCML

Parametros bioquimicos tais como ponto isoelétrico (pl) e peso molecular (kDa), foram
feitos usando a ferramenta ExPASy ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et
al.,, 2003). As ferramentas Wolf PSORT (http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html)
(Horton et al., 2007) e TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (Emanuelsson et al., 2007)

foram usadas para predizer a localizacdo subcelular das proteinas CcCML.

3.3. Analise de expresséo in silico

A anélise de expressdo génica utilizou os dados de RNA-Seq disponibilizados no banco
de dados “Legume Information System” (LIS, http://legumeinfo.org) (Dash et al., 2016). Tais

dados foram obtidos por (Pazhamala et al. 2017), onde podem ser encontrados maiores detalhes
experimentais. O programa “Bio-Analytic Resource for Plant Biology (BAR) HeatMapper Plus”
(http://bar.utoronto.ca/) foi usado para gerar 0s heatmaps nos diferentes estadios.


http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
http://legumeinfo.org/

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O conjunto génico constituido de 48.680 genes (Varshney et al., 2011) foi utilizado para
procurar 0os genes CML de C. cajan, usando as sequéncias de aminoacidos das proteinas
AtCaM2/3/5 e GmCaM2, adicionalmente, foi realizada uma procura utilizando as palavras chave
“calmodulin” e “EF-hand”. Todas as sequéncia homélogas foram removidas apds comparacao de
repeticdo nas respectivas buscas. Uma analise de dominio foi realizada para todas as sequéncias
ndo redundantes, conforme informado na secdo Material e Métodos. No total foram coletadas 85
sequéncias ndo redundantes. Apos analise de dominios foram selecionadas 71 sequéncias que
continham apenas dominios EF-hand. Destas, apenas 65 sequéncias apresentavam no minimo
dois EF-hand e pelo menos 16% de identidade com as proteinas AtCaM2 (Tabela 1). As CML de
C. cajan foram nomeadas de acordo com a sua porcentagem de identidade com AtCaM2, como
demonstrado na Tabela 1.

As CML de C. cajan contém entre 80 a 365 aminoacidos e possuem entre 2 e 5 dominios
EF-hand (Tabela 1). Tais proteinas sdo pequenas (9344.25 a 42917.10Da) e de natureza &cida (pl
3,79 a 5,95), a excecdo das CcCML17 e CcCML34, cujos pls sdo 8.93 e 7.69, respectivamente
(Tabela 1). A porcentagem média de residuos de Met nas CcCML é de 4,84% (Tabela 1). Todas
estas caracteristicas bioquimicas das proteinas CcCML séo semelhantes aquelas ja encontradas
para Arabidopsis (McCormack e Braam, 2003) e Solanum lycopersicum (Munir et al., 2016),
indicando que a familia de CML de C. cajan seja composta por 65 membros.
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Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas CMLs de C. cajan.

Gene Locus® % AtCaM2®  Ef-hand® AA" plI® PM(Da)’ %Met®
CcCML1 cajca.C.cajan_36799.1 83 3 175 4.06 1997443 5.1
CcCML2 cajca.C.cajan_20364.1 80 4 150 4.01 16925.86 6
CcCML3 cajca.C.cajan_07108.1 78 4 150 4.07 17061.05 5.3
CcCML4 cajca.C.cajan_10766.1 67 4 149 4.07 16960.04 6.7
CcCML5 cajca.C.cajan_00951.1 67 4 148 4.15 16806.79 6.1
CcCML6 cajca.C.cajan_35777.1 66 3 148 4.17 16748.76 6.1
CcCML7 cajca.C.cajan_06948.1 61 3 149 430 1714556 7.4
CcCMLS8 cajca.C.cajan_30381.1 53 3 149 434 1711220 7.4
CcCML9 cajca.C.cajan_13123.1 53 2 135 4.86 1527741 3.7

CcCML10 cajca.C.cajan_15574.1 50 4 189 435 20617.88 5.8
CcCML11 cajca.C.cajan_02626.1 48 3 147 4.86 16652.02 4.1
CcCML12 cajca.C.cajan_25288.1 47 4 162 4.60 1813528 3.1
CcCML13 cajca.C.cajan_32155.1 46 4 199 45 2143391 5.0
CcCML14 cajca.C.cajan_18717.1 46 2 205 446 23906.89 24
CcCML15 cajca.C.cajan_17088.1 45 4 170 4.89 1975784 53
CcCML16 cajca.C.cajan_11893.1 44 4 158 422 1771479 7.0
CcCML17 cajca.C.cajan_20856.1 43 2 139 893 1592457 3.6
CcCML18 cajca.C.cajan_19575.1 43 4 139 495 15486.41 5.8
CcCML19 cajca.C.cajan_13440.1 43 4 139 425 1571867 6.5
CcCML20 cajca.C.cajan_05519.1 42 4 140 456 15910.76 5.0
CcCML21 cajca.C.cajan_02935.1 42 4 156 4.43 1707447 5.1
CcCML22 cajca.C.cajan_20244.1 42 2 102 399 1154995 4.9
CcCML23 cajca.C.cajan_01910.1 40 4 222 466 2495141 3.6
CcCML24 cajca.C.cajan_05517.1 40 2 84 424 934425 3.6
CcCML25 cajca.C.cajan_11420.1 39 3 106 4.31 1177096 3.8
CcCML26 cajca.C.cajan_43706.1 38 4 159 433 17509.77 5.0
CcCML27 cajca.C.cajan_25254.1 38 4 160 4.27 1765290 6.9
CcCML28 cajca.C.cajan_37352.1 37 4 201 496 23162.39 6.5
CcCML29 cajca.C.cajan_18521.1 37 4 212 480 24156.72 6.6
CcCML30 cajca.C.cajan_30492.1 37 2 102 3.79 1163298 59
CcCML31 cajca.C.cajan_45879.1 34 4 147 4,13 15939.72 34
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Tabela 1. Continuacgéo

Gene Locus® % AtCaM2”  Ef-hand® AA" pl® PM (Da)’ %Met?
CcCML32 cajca.C.cajan_20000.1 34 4 185 597 21279.05 7.0
CcCML33 cajca.C.cajan_37169.1 34 4 187 4.83 21009.66 6.4
CcCML34 cajca.C.cajan_12771.1 34 4 184 7.69 20585.29 4.9
CcCML35 cajca.C.cajan_46780.1 34 3 191 5.06 2115857 3.2
CcCML36 cajca.C.cajan_23008.1 34 2 80 4.27 2560776 3.8
CcCML37 cajca.C.cajan_34469.1 33 3 191 5.06 21614.13 5.8
CcCML38 cajca.C.cajan_08517.1 33 3 108 439 1201691 10.2
CcCML39 cajca.C.cajan_38788.1 32 3 143 439 1637473 9.8
CcCML40 cajca.C.cajan_20339.1 32 3 154 421 17580.89 5.2
CcCML41 cajca.C.cajan_20153.1 32 3 142 423 1622037 9.2
CcCML42 cajca.C.cajan_11198.1 32 4 137 453 15573.73 5.8
CcCML43 cajca.C.cajan_06935.1 32 2 128 4.67 14008.01 4.7
CcCML44 cajca.C.cajan_17425.1 31 3 107 421 1182632 7.5
CcCML45 cajca.C.cajan_29177.1 31 3 96 449 1081344 7.3
CcCML46 cajca.C.cajan_34937.1 31 3 182 439 2040285 4.4
CcCMLA47 cajca.C.cajan_38503.1 30 3 190 452 2120201 4.2
CcCML48 cajca.C.cajan_43041.1 29 4 140 440 15819.99 5.7
CcCML49 cajca.C.cajan_09115.1 29 2 193 454 21326.21 5.7
CcCML50 cajca.C.cajan_00514.1 29 3 258 5.02 29664.73 1.9
CcCML51 cajca.C.cajan_30659.1 29 3 223 470 2547281 2.2
CcCML52 cajca.C.cajan_08954.1 28 3 153 453 17676.05 3.3
CcCML53 cajca.C.cajan_27206.1 27 3 215 480 24647.04 1.9
CcCML54 cajca.C.cajan_04564.1 27 3 343 453 3992269 2.9
CcCML55 cajca.C.cajan_07991.1 26 3 205 4.85 23588.67 1.5
CcCML56 cajca.C.cajan_28568.1 25 4 229 458 2614165 4.8
CcCML57 cajca.C.cajan_17297.1 25 3 213 4.65 2442575 19
CcCML58 cajca.C.cajan_24608.1 24 3 226 472 2585239 1.8
CcCML59 cajca.C.cajan_07971.1 24 5 365 4.76 4291710 1.9
CcCML60 cajca.C.cajan_02961.1 24 3 175 458 19978.67 3.4
CcCML61 cajca.C.cajan_13025.1 24 3 212 476 24507.07 2.8
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Tabela 1. Continuacgéo

Gene Locus® % AtCaM2”  Ef-hand® AA" pl® PM (Da)’ %Met?
CcCML62 cajca.C.cajan_27951.1 23 3 208 4.79 2404850 1.9
CcCML63 cajca.C.cajan_14220.1 23 4 220 516 2529181 3.2
CcCML6B4 cajca.C.cajan_16865.1 23 3 226 538 26043.77 2.2
CcCML65 cajca.C.cajan_26013.1 22 2 164 495 18936.65 3.7

%_ocus anotado no banco de dados LIS; ° Porcentagem de identidade com a CaM2 de Arabidopsis; °
Namero de dominios EF-hand baseado no InterProScan; ¢ Numero total de aminoacidos; ¢ pl Ponto
isoelétrico; " PM, Peso Molecular, Da; ® M% = Porcentagem de aminoécidos Metionina.

As 65 CcCML estdo distribuidas em diferentes compartimentos intracelulares e no
ambiente extracelular (Figura 1). De acordo com a predicdo com a ferramenta Target P, 49
CcCML estdo em algum compartimento intracelular ou fora da célula, enquanto 5 CcCML foram
preditas estarem no cloroplasto, 5 na mitocondria e 6 no ambiente extracelular (Figura 1). Por
outro lado, a ferramenta WoLF PSORT predisse a sub-localizagdo com maiores detalhes abrangendo
maior quantidade de organelas, com a distribuicdo em maior nimero de CML no ndcleo (Figura 2). A
CcCML 7 foi predita ter dupla localizacdo sub-celular, no citoplasma e ndcleo (Figura 2). Enquanto as
CcCML 50, 54 e 63 foram preditas estarem localizadas no Reticulo Endoplasmético (Figura 2).

Comparando os dois resultados entre as diferentes ferramentas tem-se que, as CcCML 10, 13 e 15
evidenciaram a mesma predicdo de sua localizagédo celular, sendo CcCML 10 localizada no cloroplasto e
CcCML 13 e 15 na mitocondria. Em conjunto estes dados indicam que as CMLs de C. cajan podem atuar
em diferentes compartimentos intracelulares e no ambiente extracelular. Recentemente, foi demonstrado
que a CML38 de Arabidospis é uma proteina secretada para que possa interagir com seu alvo no ambiente

extracelular e assim participar dos eventos que regulam o crescimento radicular (Campos et al. 2018).
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Figura 1: Distribuicdo das 65 CcCML em diferentes organelas. A predicao foi feita usando a ferramenta
Target P; Legenda: secret, secretado; chlo, cloroplasto; mito, mitocondria, outro, qualquer outro
compartimento.
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Figura 2: Distribui¢do das 65 CcCML entre os diferentes compartimentos intracelulares e no ambiente
extracelular. A predicdo da localizacdo subcelular foi feita usando a ferramenta WoLF PSORT. Legenda:
nucl., ndcleo; cyto, citoplasma; chlo cloroplasto, mito, mitocondria; E.R, Reticulo Endoplasmatico; extr,
extracelular, vacu, vacuolo; cyto_nucl, citoplasma e nucleo; pla, plastideo.
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O perfil de expresséo dos genes CcCML fori analisado no tecido foliar e radicular de
plantas de C. cajan durante varios estadios de desenvolvimento: plantula, vegetativo, reprodutivo
e senescéncia (Figura 3). Os resultados revelaram que as CcCML 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 17,
24, 25, 26, 27, 28, 30, 36, 38, 42, 44, 45, 46, 47, 48, 50, 53, 54, 55, 57 a 65 apresentaram
expressdo relativamente baixa nos dois tecidos analisados e nos diferentes estadios de
desenvolvimento (Figura 3). Por outro lado as CcCML 1, 3, 9, 11, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 29, 31, 32 33, 34, 35, 37, 39, 40, 41, 43, 49, 51, 52 e 56 foram mais relevantes em suas
expressOes, variando entre os tecidos radiculares e foliar e nos diferentes estadios fenoldgicos de
C. cajan (Figura 3).

As proteinas CcCML 1, 9, 14, 20, 33 e 35 foram mais expressivas no tecido foliar e
radicular no estadio reprodutivo (Figura 3), sugerindo que proteinas estejam envolvidas nos
mecanismos de sinalizagdo celular nos tecidos radiculares e foliar durante estadio reprodutivo em
C. cajan. No tecido foliar no estadio vegetativo as CcCML que tiveram maior expressao foram as
CcCML 1, 9, 20, 35 e 39 (Figura 3). No estadio de senescéncia em tecido foliar de C. cajan as
CcCML 1, 33 e 39 foram as que mais se expressaram; ja no tecido radicular, também no estadio
de senescéncia as proteinas CcCML que tiveram maior expressdo foram as CcCML 1, 18, 20 e 35
(Figura3). Levando em consideracéo estes dados podemos sugerir a participacdo destas CcCML
1, 33 e 39 em etapas do mecanismo de sinalizacdo celular em C. cajan no tecido foliar em estadio
de senescéncia. No tecido radicular no estadio de senescéncia podemos apontar o0 envolvimento
das CcCML 18, 20 e 35 em mecanismos de sinalizacdo celular em C. cajan, devido sua alta
expressao no estagio de senescéncia em tecido radicular.

Alguns genes codificadores de proteinas que contém EF-hand foram preferencialmente
expressos em nodulo de raiz de soja, como CML45, CML63, CML73, CML110 que foram
responsivos a inoculagdo de rizébio (Bradyrhizobium japonicum) (Zeng et al,. 2017). Isto pode
sugerir que as CcCML 1, 9, 18, 20 e 35, devido a sua alta expresséo no tecido radicular, (Figura
3) possam estar relacionadas com a interagcdo simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio e
a especie de C. cajan ou na formagéo dos nédulos.

O perfil de expressdo da familia de calmodulina-like em C. cajan evidenciou divergéncia
nas funcdes dos genes nos tecidos radiculares e foliar, durante o crescimento e desenvolvimento

desta espécie. Quando comparado em outro trabalho, conduzido em tomate (Solanum
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lycopersicum) (Munir et al., 2016) e em soja (Glycine max) (Zeng et al,. 2017) observamos
resultados bem semelhantes. Devido os resultados obtidos no presente trabalho a familia de

calmodulina-like em Cajanus cajan merece pesquisas adicionais.

CeCML
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 186 19 20 21 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33

T Senescéncia

Reprodutivo [ [ ]
Folha Vegetativo ||
L Pléntula
T Senescéncia ||
Reprodutivo
Vegetativo
| Plantula

Raiz

3 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 56 59 60 61 62 63 64 65

Senescéncia

Folha | Reprodutivo

Vegetativo [ |

= Plantula
Senescéncia ||
Raiz | Reprodutivo
Vegetativo
== Plantula

0 98.08 196.17 294.26 392.35 490.43 588.52 686.61 784.7 882.79 >980.87

Figura 3: Perfis de expressdo dos genes de CML nos tecidos radicular e foliar em diferentes estadios de
desenvolvimento de C. cajan. A barra de cores representa os valores de expressao, com vermelho
representando altos niveis de expressdo e amarelo representando baixos niveis de expressao.

6. CONCLUSAO

= De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho a familia de proteinas CML em
C. cajan é constituida por 65 membros.

= As 65 CcCML encontradas neste trabalho estdo distribuidas em diferentes compartimentos
intracelulares e no ambiente extracelular.

= Os genes CcCML sdo expressos no tecido foliar e radicular, em todos os estadios
fenolégicos da planta, com alta expressdo de determinadas CcCML nos tecidos
radiculares e foliar, ambos no estadio de senescéncia e reprodutivo, porém seus papeis

ainda deverao ser estudados.
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