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Resumo:

As proteinas quinases sdo enzimas fundamentais na transmissdo de sinais intra e extracelulares de organismos
eucariotos, incluindo organismos unicelulares, animais e plantas. Esta classe de enzimas é responsavel pela regulagao de
inimeros processos celulares, incluindo divisdo celular, expressdo génica, desenvolvimento de tecidos, entre outros. No
género Coffea, h4 pouca informacéo sobre as proteinas quinases e o papel que desempenham. Este trabalho tem como
objetivo identificar genes semelhantes a caseino-quinase tipo | e caseino-quinase tipo Il, através da andlise in silico
utilizando a base de dados do CafEST.
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In silico ANALYSES OF CASEIN KINASES | AND Il FROM Coffea arabica

Abstract:

Protein kinases are important enzymes for the signal transduction of eukaryotes, including unicellular organisms,
plants and animals. This class of enzymes is responsible for the regulation of several cellular processes, including cell
division, gene expression, tissue development, among others. There is very little information about protein kinases for the
Coffea genus and the role they play within this plant. The main purpose of this work is to identify genes similar to casein
kinase | and casein kinase |1, through in silico analyses of the CafEST database.

Key words: CKI, CKII, Coffea arabica, kinases.

Introducéo

Caseino-quinases sdo enzimas soldveis, multifuncionais, independentes de nucleotideos ciclicos, independentes de
Ca2+, que fosforilam residuos de serina e treonina e utilizam substratos de natureza acidica. Ha dois tipos de caseino —
quinases, o tipo | (CKI) e o tipo Il (CKII). Estas quinases foram descritas inicialmente com base na sua habilidade de
adicionar fosfato a caseina, entretanto, estas enzimas séo estruturalmente distintas. CKI consiste de uma Unica subunidade,
enquanto a CKII tem natureza tetramérica, com duas subunidades cataliticas (subunidade o) e duas regulatorias
(subunidade B). CKI utiliza apenas o ATP como doador de fosfato, enquanto que a CKII utiliza ambos ATP e GTP
(Hathaway et al, 1983).

Ambas CKI e CKII estdo distribuidas em vérias classes de eucariotos, desde organismos unicelulares, até
mamiferos e plantas (da Silva et al, 1999, Machado et al, 2002). CKII tem a habilidade de fosforilar diversos tipos de
substratos, incluindo vérios tipos de fatores de transcricdo (Meggio e Pinna, 2003). Além disto, esta envolvida em eventos
de transducdo de sinais importantes para proliferacdo celular (Litchfield and Luscher, 1993). Estudos com A. thaliana e
Oryza sativa mostraram que CKII pode funcionar como um efetor negativo na expressdo de genes regulados por luz e é
uma enzima necessaria para o funcionamento normal do relégio circadiano (Lee et al, 1999; Daniel et al 2004). Além disto,
esta associada com a inibigdo do florescimento em dias longos (Yamamoto et al, 2000).

Ha poucos estudos abordando proteinas quinases no género Coffea, e o0 papel que desempenham nos diversos
mecanismos envolvidos nos processos de desenvolvimento, nutricdo, defesa contra patdégenos, e outros, é praticamente
desconhecido. Tendo em vista a variedade de mecanismos que as caseino-quinases estdo envolvidas em plantas, o objetivo
deste trabalho € identificar, por meio da analise in silico, genes semelhantes as CKI e CKlla.

Material e Métodos

A busca de genes relacionados com CKI e CKlla foi feita utilizando-se a base de dados de EST’s do Projeto
Brasileiro do Genoma Café (CafEST) (http//www.lge.ibi.unicamp.br/café/). Para CKI foram utilizadas sequéncias-ancora
correspondendo a genes inteiros, provenientes de trés organismos: (Qi|34910448) de Oryza sativa, (gi|15218569) de
Arabidopsis thaliana e (gi|6635385) de Brassica oleraceae. De maneira semelhante, para CKIl o, foram utilizadas as
seguintes ancoras da subunidade catalitica: (gi|3821793) de Zea mays, (gi|45238339) de Nicotiana tabacum, (gi|12697577)
de Oryza sativa e (gi|30698301) de Arabidopsis thaliana. As sequéncias obtidos nestas buscas foram agrupados em contigs
e singlets, que foram traduzidos através da ferramenta “translate” (http://bo.expasy.org/) e submetidos a busca por
similaridade na base de dados do NCBI, através do algoritmo BLAST (Altschul et al 1997). As sequéncias de aminoacidos
dos contigs de café foram alinhadas utilizando-se o programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw) e a partir deste



alinhamento, foram construidas arvores filogenéticas de CKI e CKlla através do programa MEGA 3.1 (Kumar, et al,
2004), com o0 método de neighbor joining.

Resultados e Discussao

As caseino-quinases estdo presentes em diversos organismos eucariéticos, desde leveduras até plantas e animais
superiores. A caseino-quinase tipo Il é essencial para viabilidade celular e esta envolvida com processos de proliferacéo
celular, diferenciacdo e apoptose (Guo et al 2001, Litchfiel 2003). Em A. thaliana, CKII esta presente em varios tecidos,
incluindo flores, ramos, folhas e raizes, sendo que a subunidade catalitica esta presente principalmente no nicleo celular, e
a subunidade regulatéria, em outros compartimentos também (Salinas et al 2006). Estudos com A thaliana e Oryza sativa
sugerem que a CKIlI est envolvida na regulagdo da expressdo génica regulada pela luz, é necesséria para o funcionamento
normal do ritmo circadiano, e esta provavelmente envolvida com inibi¢do da floracdo em dias longos.

A analise do banco de dados CafEST revelou 209 seqiiéncias relacionadas com CKI, originando 38 contigs e 27
singlets. Estas sequiéncias foram observadas nos varios tecidos de café utilizados na fase de construcdo da base de dados,
incluindo células embriogénicas em suspensao, botdes florais, frutos, raizes, folhas, sementes germinadas e tecidos
submetidos a estresse abiotico e bidtico (infeccdo por patdgenos). A figura 1 mostra a relacdo filogenética entre os varios
contigs semelhantes a CKI, que apresentaram as menores distancias filogenéticas.

Com relacdo & busca por seqiiéncias relacionadas com CKlla, foram encontradas 367 seqiiéncias, sendo
observadas nos varios tecidos utilizados, incluindo aqueles representando processos de desenvolvimento e submetidos a
estresses. Neste caso, foram originados 59 contigs e 51 singlets. A figura 2 mostra a relacéo filogenética entre os contigs
que apresentaram as menores distancias filogenéticas.

Estes resultados mostram que os genes de CKI e CKllo sdo expressos no cafeeiro, em varios tecidos e diversas
situacGes fisologicas. Tanto os genes de CKI quanto de CKlla apresentam similaridade formando grupos, conforme
mestrado nas arvores filogenéticas. Embora a andlise in silico demonstre claramente a presenca dos genes que codificam
estas enzimas nas varias partes do cafeeiro, experimentos posteriores sdo necessarios para investigacdo do papel que estas
enzimas desempenham nesta planta.

Conclusoes

Embora estes resultados sejam preliminares, observou-se que nos varios tecidos de café analisados, ha uma grande
incidéncia de sequéncias com similaridade significativa com CKI e CKlla. Estas sequéncias apresentam similaridade entre
si, formando grupos, conforme mostrado pelas arvores filogenéticas.

Como perspectiva futura, pretende-se, a partir do estudo cuidadoso das relagdes entre estas sequéncias, da
estrutura dos dominios cataliticos e regulatdrios das enzimas, estudar a expressdo destes genes em diversas situages
fisiolégicas e de desenvolvimento. Do mesmo modo, pretende-se testar a hipdtese do envolvimento da CKIl com
mecanismos ligados a percepc¢éo de luz pelo cafeeiro.
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Figura 1 — Arvore filogenética de contigs relacionados com CKI encontrados no banco de dados do genoma café, utilizando
0 programa Mega 3.1.
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Figura 2 - Arvore filogenética de contigs relacionados com CKII encontrados no banco de dados do genoma café,
utilizando o programa Mega 3.1.
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