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RESUMO

VAEZ, Juliana Rocha, M. S., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2003,
Tolerancia ao estresse hidrico mediada pela proteina BiP de soja em
plantas transgénicas de tabaco. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes. Conselheiros. Maurilio Alves Moreira e Sbnia Madai Bosga
Carolino.

A proteina de ligacdo (BiP) € um importante componente de resposta ao
estresse no reticulo endoplasmético (RE). Tem sido demonstrado que niveis
elevados de BiP em tabaco transgénico de linhagens senso conferem tolerancia a
tunicamicina, um inibidor de glicosilagéo, durante a germinagdo e tolerancia ao
déficit hidrico durante o crescimento das plantas. Para avaliar a funcéo protetora
de BiP contra estresses abidticos, linhagens homozigotas T3 expressando o gene
BiP da soja na orientagcdo senso e anti-senso, foram obtidas através de analises de
segregacdo do loco do T-DNA das geracoes T2 e T3. Sob déficit hidrico
progressivo, niveis de BiP em folhas de linhagens transgénicas com a orientagcéo
senso estdo correlacionados com a manutengdo da turgidez de broto e do
contelido de agua, independentemente do grau de intensidade do estresse.
Contudo, o efeito protetor da superexpresséo de BiP contra estresse hidrico ndo
perdido na expressdo do cDNA de BiP da geracdo T4 das linhagens homozigotas

anti-senso. A suscetibilidade das linhagens anti-senso ao déficit hidrico foi
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similar aos controles, plantas ndo-transformadas. Esse resultado pode indicar que
ocorreu selecdo natural dos transformantes com baixa expressdo do gene anti-
senso nas geragdes subsequentes. O carater essencial dos genes BiP pode levar a
uma pressao seletiva para o silenciamento do gene anti-senso. A funcéo de BiP
na tolerancia contra estresses do RE foi investigada na geracdo T3 de plantas
transgénicas senso e anti-senso de N. tabacum. Aparentemente, a superexpressao
congtitutiva de BiP ndo atenuou a letalidade ocasionada pela inibicdo da
glicosilacdo pela tunicamicina nas concentrages de 0,6 a 1,0 ng/mL. Nessas
condicdes, a tunicamicina inibe a inducdo de brotos mais eficientemente em
plantas superexpressando BiP do que nas selvagens. Andises de
immunoblottings detectaram aumento no nivel de BiP nas concentragbes de
tunicamicina de 0,8 e 1,0 ng/mL. A indugcdo de BiP foi coordenada com o
acumulo de um produto de degradacéo de 25-28 kDA, indicando a existéncia de
uma co-regulacdo entre a via de resposta a proteinas ma dobradas (UPR) e o
sistema de degradacéo de proteinas associadas a0 RE em células de plantas. O
aumento no nivel de BiP em discos foliares transgénicos senso foi similar ao
observado em controles ap0s 0 tratamento com tunicamicina. Entretanto, o
tratamento de discos foliares senso ndo promoveu acumulo adicional de BiP nem
do produto de degradacéo de 25-28 kDa. Tais resultados evidenciam que o nivel
de BiP pode atuar como sensor para ativacaéo de resposta a estresses em plantas.
Portanto, elevados niveis de BiP em células de plantas inibem a ativacéo da via

UPR e podem evitar a ativacéo do sistema ERAD.



ABSTRACT

VAEZ, Juliana Rocha, M. S., Universidade Federa de Vicosa, July 2003.
Hydric stress tolerance medieted by BiP protein in transgenic tobacco
plants. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Committee Members:
Maurilio Alves Moreiraand Sénia Madali Bosgja Carolino.

The binding protein (BiP) is an important component of endoplasmic
reticulum stress response of cells. Elevated levels of BiP in sense transgenic
tobacco (Nicotiana tabacum L. cv Havana) lines have been shown to confer
tolerance to the glycosylation inhibitor tunicamycin during germination and
tolerance to water deficit during plant growth. In order to further examine the
protective function of BiP against abiotic stresses, homozygous T3 lines
congtitutively expressing a soybean BiP gene in the sense and antisense
orientation were obtained by following the segregation of the T-DNA locus in
the T2 and T3 generations. Under progressive drought, the leaf BiP levelsin the
sense transgenic lines correlated with the maintenance of the shoot turgidity and
water content, regardless of stress intensity. Nevertheless, the protective effect of
BiP overexpression against water stress was not disrupted by expression of an
antisense BiP cDNA construct in the T4 generation of homozygous anti-sense
lines. In fact, the susceptibility of the antisense lines to water deprivation was
similar to the untransformed, control plants. This result may indicate the



occurrence of natural selection for low antisense gene expression in the
subsequent generations. The essential character of BiP genes may lead to a
selective pressure towards antisense gene silencing. The BiP-mediated tolerance
against ER stressors was also investigated in the T3 generations of N. tabacum
sense and antisense transgenic plants. Apparently constitutive overexpression of
BiP did not attenuate the lethality caused by inhibition of protein glycosylation at
0,6 to 1,0 ng/mL of tunicamycin In fact, under this condition, tunicamycin
inhibited the induction of shoots more efficiently in BiP overproducers than in
wild type plants. Analysis of control disc leaves by immunoblottings detected a
significant increase in BiP protein levels at 0,8 and 1,0 ng/mL of tunicamycin.
The induction of BiP was coordinate with the accumulation of a 25-28 kDA
specific degradation product of the protein, suggesting the existence of co-
regulation between the activation of BiP synthesis via UPR (unfolded protein
response ) and its specific degradation, probably via ERAD (ER-associated
protein degradation) in plant cells. The enhanced level of BiP in the sense
transgenic disc leaves was similar to that observed in wild type cells after
treatment with tunicamycin. Nevertheless, treatment of sense disc leaves with
tunicamycin did not promote an additional accumulation of BiP and did not
cause accumulation of the 25-28 kDa specific degradation product. Taken
together, these results suggest that the BiP levels may act as an ER sensor for
activation of plant ER stress response. Therefore, elevated levels of BiP in plant
cells inhibit activation of the unfolded protein pathway and, in turn, may prevent
activation of the ERAD system upon accumulation of unfolded protein in the ER.
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1. INTRODUCAO

Os estresses abidticos e bidticos, em plantas, sdo considerados um dos
principais fatores de restricdo a agricultura brasileira, contribuindo para a
reducdo da produtividade agricola. Esforcos para melhorar a tolerdncia a
estresses abidticos por meio de melhoramento genético convenciona e
engenharia genética de plantas tém tido sucesso limitado devido a complexidade
genética de respostas a esses estresses. De fato, a capacidade genética de um
organismo para adaptacéo a0 estresse envolve um sistema complexo de vias
moleculares de sinalizacdo capaz de responder as agressdes do meio ambiente de
maneira coordenada.

As plantas respondem aos estresses bidticos e abidticos por meio de
gjustes morfologicos, fisiologicos e metabdlicos, e algumas respostas celulares
adaptativas estdo claramente interconectadas com outras respostas a estresses
ambientais. Em condi¢Bes naturais, € improvavel que a planta sga sujeita a
apenas um tipo de estresse. Por exemplo, em condicdes de estresse hidrico a
absorcéo de nutrientes é afetada, levando a um estresse nutricional. O déficit
hidrico celular resulta em estresse osmético, o qual também pode ser causado por
um estresse salino. Consequentemente, em condigdes de estresse hidrico, tanto a
deficiéncia nutricional quanto os estresses osmotico e salino contribuem para

debilitar a planta. Nessa vasta gama de efeitos fisiolégicos, provavelmente



aquelas proteinas, relacionadas com estresses em gera e que, portanto, permitem
respostas celulares adaptativas e coordenadas sob diversas condicbes de
estresses, tenham maior probabilidade de proteger as plantas em condicdes de
campo (ALVIM et al., 2001).

Qualquer condicédo de estresse gque provoca diminuicdo na eficiéncia do
enovelamento protéico e, portanto, aumento tempord&rio na quantidade de
proteinas mal dobradas no reticulo endoplasmético (RE) ativa uma via de
sinalizagdo denominada via de resposta a proteinas ma dobradas, UPR
(MARTINEZ e CHRISPEELS, 2003). Como resultado primério da ativacio
dessa via, ocorre a regulacdo positiva e coordenada de um conjunto de genes,
dentre eles 0 gene da proteina de ligacdo, BiP (FINK, 1999; GETHING e
SAMBROOK, 1992).

A proteina BiP, também chamada de GRP78, € um dos mais bem
caracterizados chaperones moleculares do RE que se associa a polipeptidios
recém-sintetizados para assistir a0 enovelamento correto e oligomerizacdo de
proteinas secretérias. BiP também exerce importante papel na translocacéo de
proteinas recém-sintetizadas, através da membrana do RE (LEE, 1992; GALILI
et a., 1998).

Uma vez que BiP é induzida pela UPR e participa ho enovelamento das
proteinas secretdrias, acredita-se que exerga um papel protetor contra estresses no
RE. De fato, tem sido demonstrado que a superexpresséo de BiP em cultura de
células de mamiferos (MORRIS et a., 1997) e em protoplastos de fumo
(LEBORGNE-CASTEL et a., 1999) previne a regulacdo positiva de genes
induzidos pela via UPR e aumenta a tolerancia das células a estresses. Além
disso, a transfeccéo de células de mamiferos com um mRNA de BiP anti-senso
suprimiu a inducdo de BiP sem alterar seus niveis basais. Essas células também
apresentam aumento na sensibilidade a ionoforos (LI e LEE, 1991; LI et 4.,
1992), estresse oxidativo (GORMER et al., 1991) e toxidez mediada pela célula
(SUGAWARA et al., 1993). Coletivamente, essas observacoes indicam que BiP
atua diretamente atenuando o estresse no RE e claramente demonstram o papel

protetor de BiP em culturas de células.



Na tentativa de avaliar o efeito protetor de BiP em organismos
multicelulares intactos, ALVIM et al. (2001) obtiveram plantas transgénicas de
tabaco, cujos niveis de BiP foram alterados por meio da tecnologia de repressdo
anti-senso e pela superexpressao do transgene BiP isolado da soja. O aumento do
acumulo congtitutivo de BiP em plantas transgénicas conferiu tolerdncia a
estresse hidrico e atenuou o efeito citotoxico de agentes que provocam estresses
no reticulo endoplasmético (como tunicamicind) durante a germinacdo da
semente. O efeito protetor resultante da superexpresséo de BiP foi anulado por
meio de repressdo anti-senso. Entretanto, 0 mecanismo pelo qual o aumento no
acumulo de BiP resulta no incremento da tolerancia a estresse hidrico ainda ndo
foi elucidado.

A capacidade da superexpressdo de BiP em conferir tolerdncia ao
antibiotico tunicamicina durante a germinacéo de sementes transgénicas senso a
possibilidade da utilizacdo do gene BiP como agente de selecdo em sistemas de
transformacéo de plantas. 1sso eliminaria a necessidade da introducéo de genes
bacterianos de resisténcia a antibidticos no genoma de plantas como genes
marcadores. Assim, neste trabalho a hipotese de BiP ser utilizado como agente de
selecdo foi avaliada. Para tal determinacdo, fez-se necessaria a obtencdo de
plantas transgénicas homozigotas, por meio de andlise de segregacdo do
transgene nptll e genotipagem da geracdo T3. O fendtipo tolerancia a estresse

hidrico também foi avaliado nas plantas transgénicas homozigotas (geracéo T4).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sinalizagdo em resposta ao acumulo de proteinas mal dobradas no

reticulo endoplasmatico — UPR (“unfolded protein response”)

O reticulo endoplasmético (RE) € uma organela composta por uma
membrana continua onde ocorrem a sintese, 0 enovelamento e a maturacdo de
proteinas secretérias, bem como translocacéo de proteinas através da membrana
do RE, integracdo de proteinas transmembranas, sintese de fosfolipidios e
esterdis e estocagem de ions célcio que serdo liberados para o citosol e exerceréo
controle em diversos processos nela ocorridos (VOELTZ et a., 2002).
Perturbacbes, por exemplo agentes estressores que alterem a homeostase dos
processos ocorridos no RE, podem resultar em acumulo de proteinas mal
dobradas que levar&o a célula a disfungéo e morte (KAUFMAN, 2002).

Estresses no RE podem ativar a via de resposta a proteinas mal dobradas
(UPR), que é uma via de transducdo de sinal que permite a comunicagéo entre o
RE e o nucleo, ativando a expressdo de diversos genes-alvos, envolvidos na
manutencéo da homeostase celular, por meio dos processos de translocagéo,
glicosilacdo, degradacdo e transporte protéico (KIMATA et a., 2003). Em
condicbes de estresse, 0 sistema de degradacéo de proteinas associadas a0 RE

(sistema ERAD) é saturado com as proteinas mal dobradas; a via UPR €, entdo,



requerida para o transporte do excesso de proteinas para o vacuolo para
reciclagem, evitando o desequilibrio das atividades celulares (SPEAR e NG,
2003; CABRAL et d., 2002). A via UPR induz a transcricdo de um conjunto de
genes envolvidos no processamento de proteinas secretérias que ocorre no
reticulo endoplasmatico, além de atenuar a sintese global de proteinas e ativar,
coordenadamente, o sistema ERAD (HAMPTON, 2002; MARTINEZ e
CHRISPEELS, 2003). Essas respostas diversificadas sdo adaptativas para a
tentativa de sobrevivéncia celular. Se o enovelamento protéico mediado por
chaperones induzidos pela UPR nao permitir a aquisicao da estrutura correta para
que a proteina exerca a sua atividade, ela serd, entéo, encaminhada para
degradacdo. Os trés maiores transdutores de sinais da via UPR, descritos em
células de mamiferos, sdo as proteinas PERK, IRE1 e ATF6 (TIRASOPHON et
al., 1998; HARDING et al., 1999; SHI et al., 1998; KAUFMAN, 1999).

PERK €& uma cinase transmembrana que fosforila a subunidade a do fator
deiniciacdo 2 (elF2) em resposta ao estresse no RE (HARDING et al., 1999). A
fosforilagdo de el F2 reduz aformagdo do complexo de iniciagdo, o0 que diminui o
reconhecimento do codon de iniciagdo AUG e leva a atenuagdo da tradugdo. Em
contraste, a eficiéncia de traducdo de alguns tipos de mRNA que apresentam
baixo requerimento de el F2 para a formac&o do complexo de iniciagdo, como € o
caso do mRNA que codifica o fator de transcricio ATF4, é aumentada
(HARDING et al., 2000). Esse controle da traducéo apresenta-se como um
eficiente mecanismo para reduzir o nUmero de proteinas mal dobradas no RE.
Quando atranscricdo de GADD34 (gene, cujo produto danifica o DNA e impede
o crescimento celular) é induzida atraves da UPR, 0 seu produto protéico recruta
a proteina fosfatase | (PPl) para defosforilar elF2, revertendo a atenuacdo da
traducdo (NOVOA et a., 2001).

ATF6 € um fator de ativagdo transcricional transmembrana que apresenta
um motivo ziper de leucina basico (HAZE et a., 1999). Dois homdlogos de
ATF6 (ATF6a e ATF6b) sdo produzidos no RE como glicoproteinas
transmembranas do tipo |1, que estdo sujeitas a protedlise pelas proteases S1P e

S2P quando houver algum tipo de estresse no RE. Seguindo a protedlise, aregido



N-terminal citosolica é liberada da membrana e translocada para o nucleo
(YOSHIDA et a., 2001). No nucleo, juntamente com o fator transcricional NF-
Y, liga-se a0 cis elemento de resposta ao estresse no RE, ERSE-I (CCAAT-No-
CCACG) ou ERSE-1l (ATTGG-N-CCACG), induzindo a transcricéo dos genes
ligados a UPR (KOKAME et al., 2001; OKADA et al., 2002).

IRE1 é uma glicoproteina transmembrana com atividades cinase e RNase
gue, em condicdes de estresse no RE, dimerizam e se autofosforilam. Em
leveduras, a forma fosforilada de IRE1 é a espécie biologicamente ativa que
promove o processamento alternativo do mRNA de HAC1, tornando-o um fator
de transcricdo ativo que vai se ligar ao motivo UPRE (CAGCGTG) e induzir a
transcricdo de genes associados a via UPR (RUEGSEGGER et a., 2001;
MARTINEZ e CHRISPEELS, 2003). Em mamiferos, ha dois homologos, um
constitutivamente expresso em todas as células e tecidos, IREla, e outro
expresso em células epiteliais do intestino, IRE1b (IWAWAKI et al., 2001).
Quando dimerizados, autofosforilam-se e ativam a sua atividade RNase,
promovendo o processamento alternativo do mRNA de XBP1, tornando-o ativo e
permitindo que ele se ligue ao cis elemento UPRE (TGACGTGG/A) e induza a
transcricdo de genes ligados a UPR (TIRASOPHON et al., 2000).

No que diz respeito as células de plantas, dois homologos de Irelp (Atlrel-
1 e AtLrel-1) foram identificados em Arabidopsis e um em arroz (Odrel)
(KOIZUMI et a., 2001; OKUSHIMA et al., 2002). A organizagéo estrutural
desses supostos receptores transmembrana do RE possuem quatro dominios
caracteristicos da proteina Irel de mamiferos e leveduras: (1) dominio sensor
luminal na regido N-terminal, (2) dominio transmembrana, (3) dominio cinase e
(4) dominio ribonuclease na regido C-terminal. Além disso, a proteina Irel-1 de
Arabidopsis funciona como uma proteina cinase e 0 dominio sensor de Atlrel-1
e Atlrel-2, quando ligados ao dominio C-terminal de Irel de levedura, funciona
complementarmente ao mutante Direlp de levedura (KOIZUMI et al., 2001).
Entretanto, homdlogos de ATF6 ou Hacl/XBP ndo foram encontrados no genoma

de Arabidopsis, e componentes downstream n&o foram identificados.



Recentemente, experimentos de hibridizagdo utilizando o método
microarray revelaram que diversos genes da UPR em Arabidopsis estéo ligados a
processos ocorridos no RE, incluindo a via secretoria. Essas analises gendmicas
indicaram que, assm como em células de mamiferos, as células de plantas estéo
envolvidas em pelo menos trés diferentes mecanismos, que séo mediados pela
UPR: (1) regulagdo positiva dos genes que codificam chaperones e proteinas de
vesicula de transporte; (2) regulacdo positiva das proteinas ligadas ao sistema
ERAD (sistema de degradacdo de proteinas associadas ao reticulo
endoplasmatico), que tem seu funcionamento dependente da concentracéo de BiP
(KABANI et a., 2003); e (3) atenuacdo dos genes que codificam proteinas
secretdrias (MARTINEZ e CHRISPEELS, 2003).

2.2. BiP (Binding Protein)

A proteina BiP foi independentemente identificada pela sua capacidade de
interagir com a cadeia pesada de imunoglobulina e pela sua inducéo por
deficiéncia de glicose no meio, sendo, assim, também denominada Grp78
(glucose regulated protein 78 kDa) (HASS e WABL, 1983; LEE, 1992; MUNRO
e PELHAM, 1996). Atualmente, a proteina BiP tem sido descrita como o
chaperone molecular mais bem caracterizado do RE.

Como chaperone molecular residente no limen do RE, BiP assiste a
montagem e dobramento de proteinas secretorias, ligando-se transitoriamente a
proteinas recém-sintetizadas, de forma a inibir interagbes inter e
intramol eculares, que poderiam provocar dobramentos defeituosos ou reacdes de
agregacdo (GETHING e SAMBROOK, 1992; MUNRO e PELHAM, 1996). Ela
Se associa a outras proteinas, através de sequiéncia de aminoécidos, expostas na
superficie de proteinas desnaturadas. Entretanto, ndo € parte integrante das
estruturas protéicas, as quais auxiliam o enovelamento. BiP, como os demais
chaperones moleculares, previne a formagdo de estruturas incorretas que podem
expor, de maneira transiente, regides carregadas e etricamente ou hidrofdbicas,

normal mente envolvidas nas interagcbes com outras proteinas. Jafoi demonstrado,



in vitro, que BiP possui alta afinidade por heptapeptidios que contém uma regiéo
constituida por aminoacidos altamente hidrofobicos (HARTL, 1996). Esses
oligopeptidios geralmente ficam expostos na superficie de intermediarios de
dobramento e montagem, bem como em proteinas mal dobradas. Contudo, o
reconhecimento por BiP de intermediarios da via de dobramento de proteinas in
vivo mostra-se extremamente influenciado pela taxa e estabilidade do
enovelamento da cadeia de polipeptidios (HELLMAN et a., 1999).
Recentemente, foi demonstrada a existéncia de um complexo multiprotéico no
RE formado por BiP, GRP94, CaBP1, PDI (proteina dissulfito isomerase), ERdj3
(ER-localized Dna J homologue), cochaperone Hsp40, ciclofilina B, GRP170,
ERp72, GRP170 e UDP-glicosiltransferase, que se liga a proteinas recem-
sintetizadas (MEUNIER et a., 2002).

Evidéncias conclusivas tém demonstrado que BiP é uma proteina
multifuncional. Ela fecha os poros do complexo translocon da membrana do RE
voltados para o [umen (HAMMAN et al., 1998), inclusive durante a integracéo
de proteinas na membrana do RE (HAIGH e JOHNSON, 2002); participa na
translocacéo de proteinas secretérias atraves da membrana do RE (YOUNG et
al., 2001); e requerida para translocacdo pos-traducional (MATLACK et d.,
1999); e € necessaria para a translocacdo co-traducional em leveduras (YOUNG
et a., 2001) e, possivelmente, em mamiferos (NICCHITTA e BLOBEL, 1993).
Alem disso, tem sido demonstrado que, em mamiferos, BiP exerce uma funcéo
dindmica no controle de uma série de processos celulares béasicos associados ao
RE, incluindo regulacdo de sua prépria expressdo por meio da via UPR,
regulacdo da velocidade de traducdo de proteinas secretérias, da taxa de
processamento do RE e enderecamento de proteinas para a via de degradacéo
(HAMMOND e HELENIUS, 1995; MORRIS et a., 1997; LAITUSIS et 4.,
1999; LIU et a., 2002; MA et a., 2002). Como parte integral do sistema de
controle de qualidade do RE, BiP retém proteinas incorretamente dobradas
dentro do RE (HAMMOND e HELENIUS, 1995).

BiP, em condi¢cdes normais, € sintetizada em baixos nivels, sendo a sua

expressdo induzida por agentes externos que levam ao acumulo de proteinas mal



dobradas no RE, por meio da cascata de sinalizagdo em resposta a proteinas mal
dobradas, UPR (GETHING e SAMBROOK, 1992). Essa via é caracterizada pela
regulacdo transcricional coordenada de BiP e outros chaperones do RE, os quais
estdo envolvidos no dobramento de proteinas (KALINSKI et al., 1995).

2.2.1. Regulacéo dos genes BiP de plantas durante estressesno RE

Como membro da familia de proteinas reguladas por estresse, HSP70, a
expressdo dos genes BiP/GRP-78 tem sido analisada em condi¢des de estresses
gue promovem a regulacdo positiva do mRNA BiP (LEE, 2001). O evento de
sinalizag&o mais bem caracterizado que induz BiP € o acumulo de proteinas mal
dobradas no RE causadas por agentes de estresses do RE como tunicamicina, que
inibe N-glicosilac&o de proteinas recém-sintetizadas, ou a expressdo de mutantes
defectivos de dobramento (LEE,1992). Essa inducéo ocorre através da via UPR
gue regula, positivamente, a transcricdo de um grupo de proteinas residentes no
RE, incluindo BiP.

Em plantas, assm como em animais e leveduras, a expresséo de BiP é
regulada de acordo com o requerimento celular da atividade chaperone. Dessa
forma, tanto 0 aumento da atividade secretora quanto o acimulo de proteinas mal
dobradas resultam num aumento da sintese de BiP em plantas (BOSTON et al.,
1996; DENECKE, 1996). No mutante floury-2 do milho, a sintese de uma forma
variante de uma proteina de reserva do tipo zeinas, que contém uma sequéncia
sna ndo-clivavel, estd associada com um aumento no acumulo de BiP
(BOSTON et a., 1991; FONTES et a., 1991, COLEMAN et a., 1995;
GILLINKI et al., 1997). A expressdo de um mutante defectivo da faseolina, uma
proteina de reserva do feijdo, também induz a sintese de BiP em protoplastos de
folha de tabaco (PEDRAZZINNI et al., 1994). Além disso, a tunicamicina, um
potente ativador da via UPR, induz eficientemente os niveis de expressédo de BiP
tanto em nivel de mMRNA quanto da proteina, em diversas especies de plantas
(FONTES et d., 1991; D'AMICO et a., 1992; KOIZUMI, 1996). Recentemente,

foi demonstrado que promotores de BiP de soja fusionados ao gene reporter



GUS (-glucuronidase) s&o ativados por tunicamicina em plantas transgénicas de
tabaco (BUZELI et al., 2002). Além disso, tem sido demonstrado que, como em
células de mamiferos, a superexpressdo de BiP em protoplastos de folhas de
tabaco atenua os estresses no RE causados por tunicamicina e previne a ativacéo
da via UPR (LEBORGNE-CASTEL, 1999). Coletivamente, esses resultados
levaram a concluséo de que, similarmente a BiP de mamiferos e leveduras, a BiP

de plantas é regulada pelavia UPR.

2.2.2. Expressao tecido-especifica dos genes BiP

Tem sido demonstrado que BiP de plantas exibe uma expresséo tecido-
especifica, sendo também regulada por eventos de desenvolvimento (BOSTON
et a., 1996; PEDRAZZINI e VITALE, 1996; GALILI et a., 1998). Transcritos
de BiP de tabaco acumulam-se predominantemente em folhas e érgdos que
contenham tecidos secretores e tecidos em desenvolvimento (DENECKE et al.,
1991). Em soja, os membros da familia do gene BiP est&o sob regulacéo orgéo-
especifica (CASCARDO et al., 2001), e a expressao dos genes BiP é determinada
por eventos de desenvolvimento que estdo associados a alta atividade secretoria
(KALINSKI et al., 1995; FONTES et a., 1996). Em estudos recentes, foi
demonstrado que promotores de BiP de soja direcionaram atos niveis de
expressao do gene reportes GUS em tecidos com alta atividade secretdria, como
tricoma de folha e tecidos vasculares (BUZELI et a., 2002). Ensaios
histoguimicos de plantas transgénicas com o gene GUS também exibiram intensa
coloracdo em tecidos com alta taxa de divisdo celular, como meristemas apicais
de raizes e brotos e regifes procambiais, dém de regides com alta atividade
secretdria, como células meristematicas que se encontram associadas a biogénese
da parede celular (BUZELI et al., 2002). Da mesma forma, em milho, arroz e
endospermas de trigo (BOSTON et al., 1991; FONTES et al., 1991; MUENCH et
al., 1997; DUPONT et al., 1998) e cotilédones de abobora (HATANO et a.,

1997), a sintese de BiP é coordenada com o inicio da sintese de proteinas de
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reserva, demonstrando que a sintese de BiP nesses cultivares também é induzida
por eventos de desenvolvimento associados a alta atividade secretoria,

Promotores de BiP de plantas compartilham caracteristicas estruturais
conservadas com os promotores de BiP de mamiferos, contendo multiplas copias
da seguiéncia consenso CCAAT box-like flanqueadas com sequiéncias ricas em
CG. Estas s@0 requeridas para alto nivel de expressdo basal e constituem
unidades repetidas do elemento de resposta a estresse do RE (LEE, 2001). A
analise de delecéo do promotor usando sequéncias 5° flanqueadas do gene BiP de
soja (gsBiP6) fusionado com o gene reporter da GUS permitiu a identificacéo de
dois dominios funcionais cis-regulatérios, que séo importantes para a ativacdo da
expressdo de BiP em condic¢des normais de desenvolvimento da planta (BUZELI
et a., 2002). O primeiro, designado dominio regulatorio cis atuante 1, CRD1 (-
358 to -211, de gsBiP6), corresponde a uma sequiéncia enhancer like ricaem AT
gue ativa a expressdo minima do promotor de BiP em todos os 6rgdos analisados.
O segundo dominio, designado dominio ativador, CRD2 (-211 to -80), entretanto
€ requerido para atividade promotora de BiP em tecido meristemético e células
do floema. Aparentemente, a sequéncia CDR2 também possui elementos
negativos cis-atuantes, porque a remocao dessa regido inibiu a repressdo do
promotor gsBiP6 em filetes parenquematicos do xilema (BUZEL et al., 2002).

A regido CRD2 também é responsavel pela ativagdo dos promotores de
BiP de plantas em resposta a estresses no RE, uma vez que a sua remocao
suprime a inducéo do gene repdrter por tunicamicina (BUZELI et al., 2002). A
regido CRD2 contém sequiéncias do tipo ERSE-I e ERSE-II, bem como varios
elementos potenciamente cis-regulatorios encontrados em promotores de
plantas, como sequiéncias relacionadas a G-box e elementos de resposta a auxina
(INGRAM e BARTELS, 1996; GUILFOYLE et a., 1998). A presenca de
supostos elementos cis-atuantes no dominio CRD2 dos promotores de BiP de
plantas reforca o argumento de que eles possam agir como sitios multiplos de
ligacdo de transfatores que funcionam atraves de diferentes combinacdes, para
conferir uma diversidade de padrdes de desenvolvimento tecido-especificos e

regulados por estresses.

11



2.2.3. Diferentes modelos de expressdo da familia dos genes BiP de soja

O genoma de diversas espécies de plantas como milho, tabaco,
Arabidopsis e soja € representado por multiplas copias do gene BiP (DENECKE
et a., 1991; KALINSKI et a., 1995; WROBEL et a., 1997; SUNG et a., 2001).
A presenca de multiplas cOpias do gene BiP nas diferentes espécies de plantas
levanta a possibilidade de que esses genes exibam diferengas na regulacéo,
funcdo ou especificidade de substrato. Contudo, em milho, dois genes BiP
isolados de uma hiblioteca de cDNA de semente demonstraram padrdo de
expressdo similar (WROBEL et a., 1997). Similarmente, foi observado que os
trés genes BiP de tabaco ou os dois genes BiP (BiP-1 e BiP-2) de Arabidopsis
sd0 coordenadamente regulados (DENECKE et al., 1991; SUNG et al., 2001).
Entretanto, as andlises de expressdo génica realizadas ndo cobriram inteiramente
a complexidade da familia BiP de milho, tabaco ou Arabidopsis thaliana, o que
levanta a possibilidade da existéncia de genes de BiP ainda n&o-caracterizados
nessas especi es que exibem regulagdo diferenciada

Em soja, tem sido demonstrado que a familia de genes BiP exibe
regulacdo orgao-especifica (CASCARDO et al., 2001). De fato, os perfis de géis
de eletroforese bidimensionais obtidos de formas de BiP de diferentes 6rgaos de
soja mostraram-se muito distintos. Além disso, experimentos de RT-PCR
utilizando primers gene-especifico estabeleceram que trés dos quatro genes de
BiP de soja isolados (soyBiPA, soyBiPB, soyBiPC e soyBiPD) séo
diferentemente expressos em diferentes 6rgdos (KALINSKI et al., 1995;
FIGUEIREDO et a., 1997; CASCARDO et a., 2001). Enquanto todos os quatro
transcritos de BiP sdo detectados em folhas por RT-PCR, diferentes subconjuntos
sd0 detectados em outros orgaos. O soyBiPD é expresso em todos os 6rgaos,
enquanto a expressao de soyBiPB é restrita as folhas. Os transcritos de soyBiPA
sd0 detectados em folhas, raizes e sementes, e 0 RNA de soyBiPC esta confinado
as folhas, sementes e vagens. A expressao diferencial da familia de genes BiP de
soja indica que a BiP de planta evoluiu por mecanismos regulatérios

independentes, possivelmente para maximizar a expressao de BiP de acordo com

12



os requerimentos celulares ou em condicdes de estresse especificas, as quais sdo
percebidas de forma diferenciada pelos diversos 0Orgdos vegetais.
Alternativamente, esses resultados podem estar correlacionados com fungdes ou
especificidade de substrato dos membros da familia BiP de soja (CASCARDO et
al., 2001).

2.2.4. Diferentes vias de sinalizacéo dos genes BiP de plantas

BiP de plantas responde a uma variedade de condi¢cbes de estresses
bidticos e abidticos, como estresse hidrico, infestacdo por fungos, ataque de
insetos, estresse nutricional, aclimatacdo a frio e elicitores de resposta planta —
patogeno (ANDERSON et al., 1994; KALINSKI et al., 1995; FONTES et al.,
1996; FIGUEIREDO et al., 1997; FONTES et al., 1999; PICOLI et al., 2001).
Entretanto, em algumas espécies de plantas, determinadas condicdes de estresse e
eventos nutricionais alteram o0 MRNA de BiP e o nivel de proteinas em diferentes
extensdes, indicando que mecanismos poés-transcricionais também estejam
envolvidos na regulacdo da sintese de BiP em plantas (ANDERSON et al., 1994,
KALINSKI et al., 1995). Alternativa ou adicionalmente, essas discrepancias
entre o nivel de mMRNA de BiP e proteina podem refletir em expressdo e
regulacdo diferenciais das familias de genes BiP, uma vez que o genoma de
varias espécies vegetais € representado por multiplos genes BiP (DENECKE et
a., 1991; KALINSKI et a., 1995; WROBEL et a., 1997). Condizente com a
primeira hipétese, a superexpressdo constitutiva de genes BiP de tabaco em
plantas transgénicas levaram a um significante, mas ndo proporcional, aumento
de mRNA de BiP e proteina (LEBORGNE-CASTEL et al., 1999; Fontes E. P. B.
— comunicacao pessoa). No entanto, a observacéo de que os membros da familia
de genes BiP de soja ndo séo coordenadamente regulados direciona-se em favor
da ultima hipétese (CASCARDO et al., 2000; 2001). Entretanto, ambas as
aternativas sustentam a hipotese de que multiplos e complexos mecanismos

regulatérios estdo envolvidos no controle da expresséo de genes BiP de plantas.
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Varias evidéncias indicam que a estimulagdo da expressdo de BiP por
estresse hidrico ou ataque de patégenos ocorre através de vias de sinalizacdo
distintas da UPR. Primeiramente, embora todas as formas de BiP de soja sejam
positivamente reguladas por tunicamicina, somente um subconjunto das
isoformas de BiP de soja é induzido por estresse osmotico em culturas celulares
(CASCARDO et a., 2000). Da mesma forma, enquanto os niveis de mRNA de
todos os quatro genes soyBiP sdo controlados por tunicamicina, somente 0 RNA
de soyBiPA é positivamente regulado por estresse osmatico.

A auséncia de inducéo dos subconjuntos soyBiPC, soyBiPB e soyBiPD em
células tratadas com polietilenoglicol (PEG) evidencia que a via UPR e a via
reguladora responsavel pela resposta ao estresse hidrico sdo independentemente
controladas. Segundo, a rgpida inducédo de BiP por PEG apresenta uma cinética
de inducdo mais lenta daguela observada com tunicamicina (CASCARDO et dl.,
2000). Similarmente, em folhas de tabaco a cinética de inducdo de BiP por
tratamento com enzimas gque degradam a parede celular (CDESs), a semelhanca da
observada no atague de bactérias patogénicas, ocorre de forma rgpida e distinta
daUPR (JELITTO-VAN DOOREN et al., 1999).

A diferenca na cinética de inducdo de BIiP indica que diferentes
componentes da via UPR est&o envolvidos com a via de sinalizagdo que regula a
expressdo de BiP no estresse osmatico e naresposta as CDES.

Finamente, o tratamento de suspensbes celulares de soja com PEG e
tunicamicina promoveu um efeito de sinergismo no nivel de inducéo de BiP
(CASCARDO et a., 2000). Similarmente, em protoplastos de tabaco a inducéo
de BiP em resposta as CDEs e a UPR é aditiva (JELITTO-VAN DOOREN et a.,
1999). Todos esses resultados suportam a suposicdo de que a regulagéo da
expressao de BiP por estresses fisiol 6gicos funciona por meio de vias distintas de

transducéo de sinais.
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2.2.5. Diferentes estados da proteina BiP de soja durante estr esses

Em células vegetais, existe um equilibrio entre as formas fosforilada e
ndo-fosforilada de BiP, e esse equilibrio pode ser deslocado para qualquer
direcdo em resposta a diferentes estimulos (CASCARDO et a., 2000). Em
contraste com o tratamento com tunicamicina que promove defosforilagdo de
BiP, a inducéo de BiP por estresse hidrico estimula a fosforilacdo de BiP em
culturas de células e de folhas de soja submetidas a estresse (CASCARDO et .,
2000), porém ambos os tratamentos causam a conversao da forma oligomérica de
BiP para a forma monomérica (CAROLINO e FONTES, 2001). Em céulas de
mamiferos, a modificacdo de BiP por fosforilagdo é associada com a sua
oligomerizacdo (FREIDEN et al., 1992). Consequientemente, a modificacdo da
proteina de BiP em plantas em resposta a0 estresse hidrico difere do padréo
normal de modificacbes pos-traducionais de outras BiPs eucaridticas. Uma
provavel explicacdo para essa diferenca é a de que a fosforilacdo de BiP de soja
induzida por estresse osmatico controla uma fungdo regulatoria distinta, e, desde
gue ndo sgja restrita a forma oligomérica de BiP, deve ocorrer em diferentes
sitios. Entretanto, € necessario determinar os sitios de fosforilagdo de BiP
constitutiva e induzida por PEG paravalidar interpretacéo.

Em células animais, BiP induzida por tunicamicina ou ligada a proteinas
nascentes ndo é modificada, e acredita-se que a forma néo-fosforilada seja aguela
biol ogicamente ativa na via de dobramento (CARLSSON e LAZARIDES, 1983;
HENDERSHOT et a., 1988; FREIDEN et al., 1992). Apesar dos seus estados
fosforilados, as isoformas de BiP de soja obtidas a partir de folhas submetidas a
estresse hidrico exibem atividade de ligacdo a proteinas e associam-se com um
polipeptidio de 28 kDa induzido por estresse (CASCARDO et a., 2000).
Evidéncias indicam que a associagdo entre BiP e o peptidio de 28 kDa induzido
por estresse hidrico ndo € um artefato in vitro e pode ser biologicamente
relevante. Primeiro, o peptidio de 28 kDa foi locaizado em membranas
microssomais compostas primariamente de vesiculas derivadas do RE, Golgi e

tonoplasto. Como uma proteina secretoria, acredita-se que o peptidio de 28 kDa
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localiza-se transientemente com BiP, durante sua entrada no RE. Segundo, o
complexo formado entre BiP e o peptidio de 28 kDa foi sensivel a ATP, uma
propriedade das interagdes mediadas por chaperones. Dessa forma, a fosforilagéo
de BiP por estresse osmotico ndo pode ser atribuida simplesmente a inativacéo
das isoformas de BiP. Estas observacfes indicam que a regulacéo funciona de

BiP de plantas pode diferir de outros BiPs eucarioticos.

2.2.6. Propriedades protetoras de BiP de plantas contra estr esses abi6ticos

Uma vez demonstrado que as proteinas induzidas pela UPR agem como
chaperones, acredita-se que elas funcionem como um mecanismo protetor do RE
contra 0 dobramento e agregacdo errbneas de proteinas. De fato, a
superexpressdo de BiP em culturas de células de mamiferos (MORRIS et a.,
1997) e protoplastos de tabaco (LEBORGNE-CASTEL et al., 1999) previne a
ativagado da via UPR e aumenta a toleréncia das células a estresses, indicando que
BiP alivia estresses sobre 0 RE. Além disso, a transfeccéo de células cultivadas
de mamiferos com construcfes de mMRNA anti-senso de BiP suprimiu a inducdo
de BiP sem alterar os nivels basais de BiP. Essas células também apresentaram
aumento na sensibilidade a iondforos (L1 e LEE, 1991; LI et al., 1992), estresse
oxidativo (GOMER et a. 1991) e toxicidade mediada por céulas
(SUGAWARA et al., 1993).

O papel protetor de BiP de plantas contra estresses abiodticos também foi
examinado em nivel da planta como um todo (ALVIM et al., 2001). O efeito da
superexpressdo de BiP em uma resposta tipica de estresse do RE tem sido
investigado usando um ensaio de germinagdo na presenca de tunicamicina, um
potente ativador da via UPR. Nesse ensaio, sementes sd0 germinadas em
presenca de tunicamicina e, em seguida, transferidas para um meio isento do
antibiotico. O fendtipo tolerdncia a tunicamicina é interpretado como a
capacidade da semente em recuperar-se e germinar. Sementes transgénicas de
tabaco expressando o gene BiP de soja recuperaram-se depois da remocéo de

tunicamicina, enquanto aguelas sem 0 gene ndo germinam e eventualmente
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morrem (ALVIM et a., 2001). Como em células de mamiferos, tem sido
demonstrado que a protecdo mediada por BiP contra estressores de RE em
plantas € devida a restauracdo da capacidade de sintese de proteinas em
condigbes de estresse (MORRIS et da., 1997; LAITUSIS et a., 1999;
LEBORGNE-CASTEL et a., 1999; ALVIM et d., 2001).

Além de diviar o estresse do RE, tem sido demonstrado que a
superexpressao de BiP de plantas também aumenta a tolerancia de plantas ao
déficit hidrico (FIGUEIREDO et al., 1997; CASCARDO et al., 2000; ALVIM et
al., 2001). Embora o mecanismo de tolerancia ao estresse hidrico mediado por
BiP ainda estegja para ser elucidado, o estimulo das defesas antioxidantes por
estresse hidrico ndo foi observado em folhas secas de plantas de tabaco
transgénicas senso, evidenciando que a superexpressao de BiP em plantas pode
evitar estresse oxidativo enddgeno (ALVIM et al., 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da
Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa, MG.

3.1. Extracéo de proteinas

As plantas de Nicotiana tabacum L. cv. Havana utilizadas correspondiam
a quarta geracdo (T4) daguelas transformadas obtidas por ALVIM (2001). Os
extratos de proteina total foram conseguidos empregando-se a técnica de extragéo
de GORG et a. (1988) adaptada. Plantulas da andlise da segregagéo do transgene
nptll, discos foliares provenientes dos experimentos de avaliagdo do transgene
BiP como agente de selecdo para transformacdo de plantas e folhas
completamente desenvolvidas oriundas dos experimentos de tolerancia a estresse
hidrico e estresse afrio constituem o material vegetal utilizado.

O material vegetal foi macerado em almofariz na presenca de nitrogénio
liquido, e a0 macerado foi adicionada uma solugdo de acido tricloro-acético
(TCA) 10% (p/v) em acetona contendo 0,07% de [1-mercaptoetanol. A mistura
resultante foi transferida para microtubos e incubada por 1 h a -20 °C, para

precipitacdo das proteinas totais. Apos a centrifugacdo a 20.000 g por 15
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minutos, o precipitado foi lavado trés a quatro vezes com solucéo de acetona
contendo 0,07% de [J-mercaptoetanol. Em seguida, o precipitado foi secado sob
V&CUO e ressuspenso com e auxilio de ultra-sonicacdo, em tampéo de lise ([Tris-
HCI 50 mM pH 7,5, SDS 1% (p/v), EDTA 25 mM]). Os restos celulares foram
removidos por meio de centrifugacdo a 20.000 g por 20 minutos e 0 extrato

protéico obtido, armazenado a4 °C.

3.2. Quantificacdo de proteinas

A concentragdo de proteinas totais dos extratos obtidos de plantulas,
discos foliares e folhas completamente desenvolvidas de plantas transgénicas de
tabaco foi determinada pelo método de BRADFORD (1976). A integridade dos
extratos protéicos foi avaliada por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970).

3.3. Andlise da segregacdo das plantas transformadas em meo com

canamicina

As sementes de Nicotiana tabacum L. cv. Havana empregadas eram da
quarta geracéo (T4) das plantas transformadas obtidas por ALVIM (2001).
Foram desinfestadas e colocadas para germinar em placas de Petri contendo meio
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) solido com canamicina 150 mg.L™.

As linhagens BiPS7.2, BiPS5.1, BiPSl1.1, BiPAS3.2, BiPASO.1 e
BiPAS6.1 foram as utilizadas nas andlises. Na nomenclatura adotada para definir
as linhagens transgénicas, S refere-se as plantas transformadas com a construcdo
senso e AS, as transformadas com a construgdo anti-senso. O primeiro nUmero
refere-se a eventos de transformacéo independentes e o que se segue, a plantas
individuais.

A razéo da segregacéo das linhagens foi determinada pela expressdo do
gene nptll, que confere resisténcia ao antibidtico canamicina. A segregacdo do
loco T-DNA foi obtida pela freqiéncia de plantulas resistentes ao antibiotico

apos a autofecundacdo. A razdo da segregacdo encontrada foi confirmada pelo
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teste c? com 50% de significancia, como descrito por DEROL e GARDNER
(1988).

3.4. Analise molecular das plantastransgénicas

A presenca dos transgenes nptll e BiP foi analisada por PCR de amostras
de folhas de plantas transgénicas crescidas em casa de vegetacdo. PCR foi
conduzido com 20 ng de DNA gendmico, usando-se 1,5 nM de oligonucleotidios
especificos para o gene nptll ou gene soyBiPD (Gene Bank, niUmero de acesso
AF031241) e 1 U de Taq polimerase em um volume final de 25 m. Os
oligonucleotidios especificos para BiP de soja foram
5’ atctggaggagccctaggeggtgg3 (coordenadas 1966 a 1990) e
5’ cttgaagaagcttcgtcgtaaactaag3’ (posicbes 2157 a 2184). Os oligonucleotidios
especificos para o gene nptll foram 5’ tcgacgttgtcactgaagegeg 3’ (posicoes 627 a
648) e 5’ gcggtcagceccattcgecgee 3’ (coordenadas 1082 a 1102). As reagdes foram
conduzidas por 30 ciclos (50 sa94 °C, 75 sa47 °C e 120 sa 72 °C), com uma

extensdo final a 72 °C por 10 min.

3.5. Analise da expressao do transgene

A expressdo da proteina BiP em plantas transgénicas foi avaliada por
meio de immunoblottings, conforme descrito por ALVIM et a. (2001).
Resumidamente, as proteinas totais extraidas de folhas de plantas controles,
plantas senso e plantas anti-senso foram fracionadas em géis de
poliacrilamida 10% contendo SDS (LAEMMLI, 1970). Apéds a eletroforese,
as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, utilizando-se
0 equipamento TRANSBLOT da BIORAD. A membrana foi bloqueada com
BSA 3% (p/v) em TBS-T (TrisHCI 100 Mm pH 8,0, NaCl 159 mM e Tween-
20 0,05% (v/v)). As membranas foram, ent&o, lavadas em solucéo de TBS-T e
sondadas com o anticorpo preparado contra a proteina BiP recombinante
expressaem E. coli (BUZELI et d., 2002).
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3.6. Analise da tolerancia a estresse hidrico mediado por BiP
3.6.1. Inducao de estresse hidrico

Para inducdo de estresse hidrico, plantas transgénicas senso (35S-BiPS),
antisenso (35S-BiPAS) e controle (transformadas apenas com o vetor binario
pBl1121) foram transplantadas individualmente para vasos ap0s quatro semanas
de germinacéo e transferidas para camara de crescimento com fotoperiodo de 12
h dia/12 h noite, temperatura de 25 °C, irradiancia de 440 nmol m?s* e umidade
relativa de 60%. Depois da determinacéo da capacidade de retencédo de agua pelo
solo, determinou-se, através da capacidade de campo desse solo, que cada planta
receberia um volume de 20 mL de &gua. Apds 60 dias de crescimento recebendo
suprimento normal de agua, as condic¢des de seca foram induzidas nas plantulas
controle, senso e anti-senso pela suspenséo gradativa de irrigacéo até a suspensao
completa do suprimento de agua. Quatro grupos de 80 plantas tiveram os
suprimentos de agua diérios reduzidos a 95, 85, 75 e 65% do volume inicial (20
mL) no primeiro dia, com sucessivas diminuigdes de 10% diariamente até a
interrupcao total dairrigagdo. Como controle do experimento de estresse hidrico,
amostras de todos os tratamentos receberam suprimento normal de agua durante

todo o periodo experimental.

3.6.2. Cinética deinducéo de BiP em resposta ao estresse hidrico

A inducdo de BiP em resposta ao déficit hidrico foi avaliada em folhas de
plantas senso, anti-senso e controle em periodos sucessivos, durante a inducédo do
estresse. Este experimento teve como objetivo avaliar a intensidade do estresse
hidrico por meio de “immunoblottings’, usando-se anticorpos especificos para a
proteina BiP.
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3.7. Analise do potencial de BiP como gene de selecdo em sistemas de

transformacéo de plantas

Este experimento foi delineado de forma a explorar a capacidade do gene
BiP enddgeno de plantas em conferir as plantas transformadas toleréncia a
tunicamicina. Para isso, 0 processo de regeneracdo de planta de tabaco
transformada via Agrobacterium tumefaciens foi conduzido em meio seletivo,
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) contendo concentragOes crescentes
de tunicamicina (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 5,0; e 10,0 ng/mL). Discos foliares
obtidos de plantas transformadas foram incubados com tunicamicina, num
primeiro experimento, por um periodo de 45 dias e, num segundo, por 48 horas.
Apobs o periodo de incubacdo, os explantes transformados com o gene BiP, sob
o controle do promotor 35S de CaMV e sinais de poliadenilagdo do gene nos
(nopaline sintase), foram transferidos para 0 meio MS com concentractes
decrescentes de tunicamicina, quando se avaliou a capacidade de recuperacéo
do efeito téxico de tunicamicina pela eficiéncia de regeneracdo dos

transformantes.
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4. RESULTADOSE DISCUSSOES

4.1. Obtencdo e andlise de linhagens transgénicas em homozigose

expressando o gene BiP de soja nas orientacdes senso ou anti-senso

Plantas de Nicotiana tabacum foram transformadas via Agrobacterium
tumefaciens com o cDNA do gene BiP, nas orientagGes senso e anti-senso, sob 0
controle do promotor CaMV e o sinal de poliadenilacdo 3" do gene da nopalina
sintetase (nos) (Figura 1). Os transformantes priméarios (TO) foram selecionados
in vitro em funcdo da resisténcia a canamicina e, posteriormente, tiveram a
incorporagdo do gene nptll testada por meio de PCR e Southern blots (ALVIM et
al., 2001). Vérias linhagens transgénicas independentes senso e anti-senso foram
estabel ecidas em cultura de tecidos, transferidas para o0 solo e mantidas em casa
de vegetacdo até a producéo de sementes (sementes T1). O nimero de copias dos
transgenes nas plantas transformadas foi confirmado por andlise da segregacéo
do gene nptll na progénie de TO (plantas T1) (ALVIM, 2000). Os resultados
dessa andlise permitiram a selecdo de trés linhagens transgénicas senso (T1-35S
BiPS1, T1-35S-BiPS5 e T1-35S-BiPS7) e trés linhagens transgénicas anti-senso
(T1-35SBiPAS3, T1-35S-BiPAS6 e T1-35SBiPAS9), com a razdo da
segregacdo mendeliana de 3:1 confirmada por meio do teste c? a 5% de

significancia.
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Figural— Construgdes quimeéricas de BiP usadas para a transformagdo de
Nicotiana tabacum. O gene BiP da soja nas orientagdes senso (S) e
anti-senso (AS) esta sob o controle do promotor constitutivo
CAMV35S (35S-P) e do sinal de poliadenilagdo 3 'nos (3'nos). LB e
RB correspondem as bordas esquerda e direita do T-DNA,
respectivamente. A posicdo de alguns sitios de enzimas de restricéo
estaindicada

Para determinar se a expressdo do transgene BiP da soja permaneceu
estavel nas geracOes subsequentes e obter linhagens homozigotas dominantes,
algumas sementes T2 das progénies T1 selecionadas foram germinadas in vitro,
na presenca de canamicina. Uma vez gque apenas cinco plantas de cada linhagem
foram analisadas, ndo foi possivel identificar homozigose para o loco T-DNA
(dados ndo mostrados). O Quadro 1 ilustra a segregacdo de plantas individuais
T2 que foram transferidas para casa de vegetacdo para obtencéo das sementes T3.
Enquanto a razéo de segregacéo 3:1 foi confirmada nas progénies das linhagens
senso analisadas, a encontrada nas progénies das linhagens anti-senso ndo foi
coerente com aquela observada (3:1) nageragéo T1.

Andlise de segregacdo do loco T-DNA baseado em andlise da frequéncia
de pléantulas resistentes a canamicina tem sido empregada como um meio
eficiente para determinar 0 nimero de cdpias incorporadas de transgenes ligados
ao gene nptll (PEDRA et al., 2000; WEIGEL, 2000; HONDA, 2002). Entretanto,
diversos fatores podem contribuir para interpretacdes incorretas na razéo de
segregacao, como ocorréncia de fecundacdo cruzada, mutacdes por insercdo em

genes envolvidos na via de biossintese de clorofila ou com o fendtipo GUN

24



Quadro 1 — Caracterizacdo de sementes T2 de tabaco transformadas com as
construgdes 35S-CaMV-BiPS e 35S-CaMV-BiPAS, com base na
resisténcia a canamicina, conforme descrito por DEROL e

GARDNER (1988)
Resisténciaa Raz3o
Linhagem Canamicina Observada c? Raz&0 Analisada
Resistente/Suscetivel
T2-35S-BiPS1.1 516/165 3,12 0,22 3.1
T2-35S-BiPS5.1 330/103 3,20 0,34 3.1
T2-35SBiPS 7.2 592/220 2,69 1,88 31
T2-35S-BiPAS 3.2 355/198 1,79* --- ---
T2-35S-BiPAS 6.1 781/120 6,5* --- ---
T2-35S-BiPAS9.1 396/248 1,6* --- ---

Observacdo: as plantas foram analisadas na razéo 3:1 (Can:Can®), usando-se o
teste do c?,
* Nao houve segregacdo mendeliana.

(genome uncoupled), poder diferenciado de germinacdo das sementes e
silenciamento do gene nptll em geracdes subsequentes. De fato, uma adta
freqiéncia de silenciamento do gene nptll em geracdes subsequentes tem sido
observada em Arabidopsis thaliana transformada, de forma que a andlise de
segregacdo de mutagdes por insercdo tem sido conduzida por genotipagem de
mutantes (TAIR, www.arabidopsis.com). No entanto, no caso dos transformantes
de tabaco descritos nesta investigacéo, a analise de segregacdo por genotipagem
ndo foi possivel por falta de marcadores molecul ares especificos para o loco onde
ocorreu a insercdo. Assim, a andlise de segregacdo das progénies da geracdo T2
foi também conduzida por meio da andlise de fregliéncia do fendtipo de
resisténcia a canamicina

As sementes T3 provenientes das plantas T2 selecionadas (Quadro 1)
foram plagueadas em meio MS com 150 mg.L™ de canamicina, para andlise de
segregacdo do gene nptll na quarta geracéo, plantas T3 (Figura 2). Na presenca

da canamicina, a auséncia do gene nptll causa clorose nas plantulas (controle),
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Figura2 —Fenétipo de resisténcia a canamicina das sementes de tabaco
transgénico. As sementes controle e a terceira geracdo de sementes
senso  (T3-35S-BiPS7.2-X1) e anti-senso  (T3-35S-BiPAS3.2-1X)
foram germinadas em meio MS sdlido suplementado com
150 mg.mL ™ de canamicina por um més.
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enquanto a resisténcia a canamicina, conferida pela presenca do gene nptll (em
heterozigose ou homozigose), resulta em plantas com fenétipo normal verde. A
freqiéncia dos fendtipos plantulas verdes e plantulas cloréticas permitiu a
identificacdo de plantas T2 em heterozigose (T3-35S-BiPAS3.2-1X) com pelo
menos uma copia transgénica em homozigose (T3-35S-BiPS7.2-X1 e 100% de
plantulas verdes).

Essas andlises de segregacdo foram realizadas nas linhagens T3-35S
BiPS7.2, T3-35S-BiPS5.1, T3-35SBiPS1.1, T3-35S-BiPAS3.2, T3-35&
BiPAS6.1 e T3-355-BiPASO.1 (Quadro 2). As plantas individuais da linhagem
T3-35S-BiPS7.2 em homozigose (I, I, 1V, V, VI, VII, IX, XI, XIl e XV) e
alguns exemplares da linhagem T3-35S-BiPAS3.2 com pelo menos um loco T-
DNA em homozigose (I11, X1l e XV) foram escolhidas para andlises adicionais

moleculares e fenotipicas resultantes da expresséo do transgene BiP.

4.2. Alto nivel constitutivo de acimulo de BiP na linhagem T3-35S-BiPS7.2

Os resultados da anadlise de segregacéo foram baseados na expressdo do
transgene nptll, ressaltando-se que, em alguns transformantes independentes
como as plantas anti-senso, 0 numero de cépias inseridas, determinado pela
andlise de segregacéo nas progénies dos transformantes primarios, ndo foi
confirmado nas geracoes subsequientes. Além disso, embora o silenciamento do
transgene BiP nas geragOes T2 e T3 ndo sga provavel de ocorrer devido ao
carater letal de BiP, a presenca de varias copias do gene BiP no genoma de
tabaco possibilita o slenciamento diferenciado de copias génicas mais
conservadas em sequéncia. Assim, os nivels de BiP foram avaiados por
immunoblottings em todas as linhagens selecionadas. Em condigdes normais, os
nivels de expressao da proteina BiP observados nas plantas transgénicas senso da
geracdo T4 (T3-35S-BiPS 7.2) em homozigose (Figura 3, linhas 2 a 13) foram

maiores do que nas plantas controle (Figura 3, linha 1).
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Quadro 2 —Andlise de segregacdo do cardter resisténcia a canamicina das
sementes de Nicotiana tabacum transformadas com as construgbes
35S-BiPS e 35S-BiPAS

. . Resisténcia a Canamicina Razéo 2 Razéo
Linhagem Plantas Analisadas oo entes/Suscetiveis)  Observada © Testada
[, 11, V11, VX 100%/ 0%
\Y 280/40 7*
T3-35SBIPS 1.1 Vi 5030 o
IX 520/80 6.5
I 130/110 1.2
v 150/110 1.4+
T3-35SBIPS 5.1 Vil 190/ e
IX 200/120 1.7*
[ 11,1V, V, VI, VI,
T3-35SBIPS 7.2 X, X1 X1, XV 100%/ 0%
1, XIT,XV 100%/ 0%
VI 550/ 30 18.3 1,15 151
T3-35SBIPAS 3.2 IX 210/60 35 1,11 31
X1V 230/50 46
| 390/140 2.8 056 31
I 420/90 47
1 280/30 9.3*
\Y 390/45 8.7+
T3-35SBIPAS 6.1 Vil 5030 o
X 270/25 10.8*
XI 420/170 25
VIl 460/150 3.1 005 31
X, XI1, XIII 100%/ 0%
T3-35SBIPAS 9.1 VIl 530/40 13.3 0573 151
XI 820/16 51.3*
Controle’ 0/620
Control€? 280/85 3,3 057 151

! Plantas controle.
?Plantas transformadas com o vetor pBl1121.
* N&o houve segregacéo de acordo com as proporcdes mendelianas.
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Figura3 —Niveis de expressdéo de BiP em plantas transgénicas senso de
Nicotiana tabacum. Quantidades equivalentes de proteina total (30
ug) extraidas de folhas de tabacos transgénicos senso da quarta
geracdo da linhagem T3-35S-BiPS7.2 das plantas |, X1, 11, XII; e das
controle (C) foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para

membrana de nitrocelulose e sondadas com anticorpo contra BiP de
soja.
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Esses resultados indicam que as plantas transgénicas homozigotas
selecionadas mantiveram a superexpressao do transgene BiP até a quarta geracéo
avaliada (plantas T3). Entretanto, o nivel de BiP presente nas plantas
transgénicas anti-senso, linhagem T3-35S-BiPAS3.2, apresentando pelo menos
um loco T-DNA inserido em homozigose (Figura 4, linhas 9, 10 e 11), foi similar

ao das plantas controle (Figura 4, linha 1).

C Senso Anti-senso

I Xl I X1l \% v IX XV Xl [l

S————— e

Figura4 — Niveis de expressdo de BiP em plantas transgénicas T3 senso e anti-
senso de Nicotiana tabacum. Quantidades equivalentes de proteina
total (30 pg) extraidas de folhas de tabacos transgénicos senso da
quarta geracdo da linhagem T3-35S-BiPS7.2 das plantas |, XI, 11, XIl,
V, IV e IX; de tabacos transgénicos anti-senso da quarta geracéo da
linhagem T3-35S-BiPAS3.2 das plantas XV, XIlII elll; e das controle
(C) foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para membrana de
nitrocel ul ose e sondadas com anticorpo contra BiP de soja.

O carater vital do gene BiP impede que seja obtida a inibi¢éo completa da
expressao dos genes endégenos gue codificam BiP (LI et al., 1992; SIMONS et
al., 1998; LEBOURGE-CASTEL et al., 1999). E possivel que durante o processo

de regeneracdo dos transformantes priméarios anti-senso tenha ocorrido uma
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selecdo natural de transformantes com baixa expressdo do gene anti-senso, uma
vez que a inibicdo em nivels mais elevados inviabiliza a sobrevivéncia celular.
De fato, a inibicdo completa da expressdo de KAR2/BiP em leveduras provoca a
morte celular, evidenciando que esse chaperone molecular € essencial para a
viabilidade da célula (ROSE et al., 1989). Além disso, tem sido demonstrado que
0s genes BiP sdo auto-regulados pelos niveis de BiP no RE por meio davia UPR
(ALVIM, 2000; LEBOURGE-CASTEL et al., 1999).

Mecanismos que monitoram o nivel de BiP no RE, aumentando a
transcricdo desse chaperone molecular quando a sua concentragdo se encontraem
niveis abaixo do normal, tém sido descritos em mamiferos e leveduras
(BREWER et dl., 1997; MA e HENDERSHOT, 2003). A falta de co-regulagéo
entre o promotor 35S da construgdo anti-senso e o promotor enddgeno dos genes
BiP regulado pela via UPR e o cardter essencial de BiP em plantas podem
explicar o nivel normal da proteina nas plantas anti-senso.

Evidéncias suportam a hipétese de que BiP desempenha papel-chave na
via de resposta a proteinas mal dobradas (UPR) ndo apenas como chaperone, mas
também como sensor de estresse do RE (MORRIS et a., 1997), sendo
positivamente regulada pela via UPR (PATIL e WALTER, 2001). Como sensor
de estresses no RE, os niveis de BiP sdo criticos para inducéo da UPR. De fato,
em células de mamiferos, foi demonstrado que a expressdo de BiP é também
controlada em nivel traducional (GULOW et al., 2002). Em condigdes normais, a
eficiéncia de traducdo do mRNA de BiP é inibida, enquanto em condi¢des de
estresses tipicos do RE essa inibicdo traducional é aiviada, permitindo a sintese
de elevados niveis de BiP.

Essas observacfes suportam o argumento de que a superexpressao de BiP
em condicdes normais de desenvolvimento da planta pode desencadear um
controle em nivel da traducéo protéica. Consistente com tal hipotese tem sido
demonstrado que, nas suspensdes celulares provenientes das linhagens senso, o
nivel do mMRNA de BiP € desproporcionalmente superior ao acimulo da proteina,
indicando que a superexpressao de BiP desencadeia aguma regulacéo negativa
em nivel de traducéo ou que o turnover da proteina BiP, nessas condicOes, é
maior (ALVIM et a., 2000). Uma acentuada discrepancia entre o nivel do
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MRNA e o da proteina BiP foi também observada em plantas de tabaco
transgénicas e leveduras superexpressando uma isoforma de BiP de tabaco
(DENECKE et al., 1991; LEBORGNE-CASTEL et a., 1999). Em ambos os
trabalhos foram observados produtos de degradacdo de BiP, evidenciando a
existéncia de uma regulagéo pos-traducional.

Em concordancia com essas observagcdes prévias, nas plantas senso
homozigotas, geracdo T3, que expressavam 0s hiveis mais elevados de BIP,
observou-se a existéncia de produtos de degradacdo, 0 que suporta uma
correlacdo entre 0 aumento da expressdo de BiP e o maior turnover dessa
proteina. Tais resultados também indicam que provavelmente, nas linhagens
senso homozigotas, geracéo T4, os niveis de BiP atingiram um patamar maximo,
em condi¢des normais de desenvolvimento da planta.

4.3. Correlagao entre os niveis de BiP etolerancia ao estresse hidrico

A sintese de BiP de planta € induzida por uma gama de estresses
ambientais, incluindo o estresse hidrico (FIGUEIREDO et a., 1997,
CASCARDO et a., 2000; CASCARDO et a., 2001). Previamente foi
demonstrado que a superexpressdo constitutiva do gene BiP conferia a plantas
transgénicas de N. tabacum tolerancia a estresse hidrico (ALVIM et a., 2001).
Entretanto, esses experimentos foram realizados com os transformantes primarios
(TO).

Com a finalidade de avaliar se o carédter tolerancia a estresse hidrico era
transmissivel para as progénies subseqiientes e dependente de dosagem génica do
transgene BiP, as plantas T3 homozigotas para o loco T-DNA foram submetidas
a déficit hidrico e a respostas dos tabacos transgénicos senso e anti-senso,
avaliadas. Em todos os tratamentos, independentemente da severidade do estresse
hidrico aplicado (Figuras 5, 6 ,7, 8), as linhagens senso (T3-35SBiPS7.2-1X)
exibiram o fendtipo tipico de toleréncia a estresse hidrico, mantendo o nivel de
turgescéncia foliar superior ao das plantas controle e das linhagens anti-senso.
Esse fendtipo foi similar aguele descrito para os transformantes primarios senso
(ALVIM et al., 2001).
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Figura 5 — Fendtipo de linhagens senso e anti-senso submetidas ao estresse hidrico gradual com reduc&o inicial de 5% do suprimento
de agua. As condi¢bes de estresse hidrico foram estabelecidas progressivamente pela diminuicdo inicial de 5% do
suprimento de &gua (dia 1), seguida por reducdes sucessivas de 10% até a suspensao total do suprimento de &guano 11° dia.
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Figura 6 — Fendtipo de linhagens senso e anti-senso submetidas ao estresse hidrico gradual com reducéo inicial de 15% do suprimento
de a&gua. As condigdes de estresse hidrico foram estabelecidas progressivamente pela diminuicdo inicial de 15% do
suprimento de &gua (dia 1), seguida por reducdes sucessivas de 10% até a suspensao total do suprimento de &guano 11° dia.
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Figura 7 — Fendtipo de linhagens senso e anti-senso submetidas ao estresse hidrico gradual com reducdo inicial de 25% do suprimento
de &gua. As condicdes de estresse hidrico foram estabelecidas progressivamente pela diminuicdo inicial de 25% do
suprimento de &gua (dia 1), seguida por reducdes sucessivas de 10% até a suspensdo total do suprimento de &guano 11° dia.
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Figura 8 — Fendtipo de linhagens senso e anti-senso submetidas ao estresse hidrico gradua com reducgdo inicia de 35% do suprimento
de &gua. As condicdes de estresse hidrico foram estabelecidas progressivamente pela diminuicdo inicial de 35% do
suprimento de &gua (dia 1), seguida por reducdes sucessivas de 10% até a suspensao total do suprimento de &guano 11° dia.



Consistentes com um mecanismo de tolerdncia mediado por
superexpressao de BiP, os niveis de BiP nas linhagens senso se mantiveram altos
durante todo o periodo de estresse (Figura 9, T3-35SBiPS7.2). Em contraste, nas
folhas das plantas controle, embora tenha ocorrido aumento nos niveis de BiP
enddgeno em resposta ao déficit hidrico (Figura 9, linha 8), ainducédo de BiP néo
persistiu com o prolongamento do estresse. O processo de murcha das folhas das
plantas controle se acentuou a partir do 13° dia de estresse (dado ndo mostrado),
coincidindo com o declinio nos niveis de BiP endbgeno. Assim, sob estresse
progressivo, os niveis de BiP foliares foram correlacionados com a manutencéo
da turgescéncia celular. Uma vez que BiP funciona como chaperone molecular,
altos niveis de BiP em plantas podem conferir tolerancia ao estresse hidrico por
meio da preservacao da integridade das membranas e estruturas das proteinas.

A associagao entre o fendtipo de toleréncia ao estresse hidrico e os niveis
de BiP foi confirmada previamente por meio de repressao anti-senso (ALVIM et
al., 2001). Uma correlacdo inversa de efeitos foi observada nos transformantes
primarios das plantas transgénicas anti-senso, demonstrando que a diminuicéo
dos niveis de BiP endogeno aumentou a suscetibilidade da planta ao déficit
hidrico. Na geracdo homozigota T3 para 0 transgene anti-senso, em aguns
tratamentos (Figura 7, 25% de reducdo; e Figura 8, 35% de reducéo) o principio
do processo de murcha das folhas das plantas anti-senso precedeu o inicio do
murchamento foliar das plantas controle (Figura 7, 8° dia e Figura 8, 7° dia).
Entretanto, nos tratamentos mais brandos de déficit hidrico (Figuras 5 e 6), as
plantas anti-senso exibiram um fendtipo similar aguele das plantas controle.
Esses resultados indicam que a diminuigdo dos nivels de BiP foi, devido a
expressdo de seu mRNA anti-senso, compensada pela ativacdo da via UPR, a
qual aumenta os niveis de BiP enddgeno. De fato, no tratamento correspondente
areducéo inicia de 5% do volume de agua de irrigacéo, os niveis de acimulo de
BiP durante o periodo de estresse foi similar aguele das plantas controle, exceto o
fato de que, com a persisténcia do estresse, 0 declinio dos niveis de BiP foi
superior nas plantas T3-35SBiPAS3.2 (compare linhas 5 e 8 da Figura 9). Além

disso, o efeito inibidor do déficit hidrico no desenvolvimento geral e crescimento
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Figura9 — Acumulo de BiP em plantas transgénicas senso, anti-senso e controle
durante o déficit hidrico progressivo. Proteinas solGveis totais (12 )
extraidas de folhas de tabacos transgénico senso (T3-35S-BiPS7.2-
IX), anti-senso (T3-35SBiPAS3.2-XV) e controle (C) mantidos sob
déficit hidrico por um periodo de 14 dias, foram separadas em SDS
PAGE, transferidas para membrana de nitrocelulose e sondadas com
um anticorpo contra BiP de soja. Os numeros acima das linhas
correspondem aos dias de duracdo do estresse, ressaltando-se que, no
tratamento especifico de 5% de diminuicdo inicial no suprimento de
&gua, no oitavo dia a reducdo foi de 75% e, no 11° em diante, houve
privacdo total de &gua.
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das plantas foi similar nas plantas controle e linhagens anti-senso. Tais resultados
evidenciam que o nivel de repressdo anti-senso nas linhagens T3 ndo se manteve
similar aquele observado nos transformantes primarios (ALVIM et a., 2001). Em
condic¢des de estresse hidrico, o efeito da repressdo anti-senso nos transformantes
primarios foi claramente observado pela maior suscetibilidade das linhagens anti-
senso ao déficit hidrico, em comparacéo com as plantas controle.

Um nivel basal de BiP, em células de levedura e mamifero, € requerido
para 0 crescimento e desenvolvimentos celular (ROSE et al., 1992; LI et .,
1992). De forma similar, o estudo da repressdo anti-senso em células de plantas
indica que a completa repressdo da fungdo de BiP tem efeito letal nas células
(LEBORGNE-CASTEL et a., 1999; ALVIM, 2000). Devido ao caréter letal dos
genes BiP, € provavel gque nas geragbes subsequentes (T2, T3 e T4) tenha
ocorrido uma pressdo seletiva para silenciamento do transgene anti-senso, de
formaadiminuir a eficiéncia de inibicéo da expressio dos genes enddgenos. Essa
interpretacdo também explicaria a auséncia de correlagdo mendeliana na
freqléncia de segregacdo do loco T-DNA, observada nas linhagens anti-senso
nas geragbes T3 e T4, ja que em certa porcentagem das progénies o
silenciamento do transgene anti-senso pode provocar silenciamento total do loco
T-DNA.

Em contraste ao desempenho das plantas controle e linhagens anti-senso,
em termos de desenvolvimento geral, as linhagens senso apresentaram
desempenho muito superior em condic¢des de deficiéncia de agua (Figuras 5, 6, 7
e 8). Recentemente, foi demonstrado que linhagens superexpressando BiP
mantém a taxa fotossintética, condutancia estomaética e taxa de transpiragéo em
nivels superiores aos das linhagens anti-senso e controle, mesmo em condic¢des
de estresse hidrico (ALVIM et a., 2001). Uma alta eficiéncia de fotossintese das
linhagens senso pode explicar um melhor desempenho dessas linhagens em
termos de desenvolvimento. Essa possibilidade também € consistente com a
observacdo de que a superexpressdo de BiP foi associada com um fendtipo de
toleréncia a seca que levou a manutencdo da turgescéncia foliar, indicando que

BiP estaria envolvida em prevenir a desidratacéo celular.
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Provavelmente, certo grau de gjuste osmaotico pode ter ocorrido nas folhas
das linhagens senso, submetidas as condicdes de estresse hidrico, inibindo a
perda de turgidez e desidratacéo foliar. De fato, a combinacdo dos efeitos, a alta
taxa de fotossintese e a inibicdo de crescimento provocada por estresse hidrico
gue leva a reducéo na utilizacdo de fotoassimilados podem causar aumento na
concentragdo de solutos nas folhas das linhagens senso. Evidéncias na literatura
tém demonstrado que a fotossintese constitui uma das maiores fontes de acimulo
de solutos organicos sob condicdes de estresse hidrico (LUDLOW et al., 1983;
MEYER e BOYER, 1972; MEYER e BOYER, 1981; KUTSCHERA e
KOHLER, 1994).

Alternativamente, o papel protetor de BiP contra estresse hidrico pode
estar simplesmente associado a sua funcéo como chaperone molecular. Em nivel
celular, as respostas das plantas a desidratacdo podem resultar em danos na
estrutura das membranas e proteinas, enquanto outras respostas correspondem a
processos adaptativos (SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).
Baseado na funcéo e regulacdo de BiP em resposta a estresse, a BiP pode atuar
em ambos os mecanismos. Como consequiéncia, o papel protetor de BiP contra o
estresse hidrico pode estar associado com a preservacdo da estrutura das
proteinas e membranas, bem assim com a manutencdo de uma alta atividade
secretora desencadeada como resposta a uma adaptacdo celular ao estresse
hidrico INGRAM e BARTELS, 1996).

Como mecanismo de defesa da planta ao estresse hidrico, a composicéo
guimica e as propriedades fisicas da parede celular sdo ativamente modificadas,
resultando em uma estrutura reforgada que restringe a perda de agua dos tecidos
internos (NEUMAN, 1995). Assim, em condic¢Oes de déficit hidrico, a funcéo de
BiP pode ser requerida como resultado de uma intensa atividade secretora
causada pelo processo de remodelamento da parede celular. Além disso, BiP
poderia facilitar o dobramento correto e a maturagdo de um grupo de proteinas
secretOrias induzidas pelo estresse hidrico, as quais provavelmente estdo
envolvidas no mecanismo de resposta ao estresse osmatico. De fato, tem sido

demonstrado que BiP se associa com proteinas induzidas por estresse hidrico
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(CASCARDO et al., 2000). Além disso, diversas proteinas secretorias que sao
induzidas pelo estresse hidrico ja foram identificadas em uma ampla gama de
espécies vegetais INGRAM e BARTELS, 1996; RICCARDI et al., 1998).

Em ambas as situagOes anteriormente referidas, a superexpresséo de BiP
pode promover um efeito indireto na tolerancia ao estresse, permitindo que as
células controlem mais eficientemente a arquitetura da parede celular e a
concentracao de proteinas de defesa especificas, antes que a condicéo de estresse
alcance seu efeito deletério maximo. O estabelecimento de condig¢des otimas de
estresse hidrico para avaliacdo da tolerancia mediada por BiP e a obtencdo de
linhagens de plantas homozigotas superexpressando BiP, como resultados diretos
dessa investigagdo, constituem os meios e as ferramentas moleculares para que

ambas as hipéteses sejam futuramente avaliadas.

4.4. Andlise do potencial de BiP como gene de selecdo em sistemas de

transfor macéo de plantas

Recentemente foi demonstrado que o aumento constitutivo no acimulo de
BiP confere as plantas transgénicas senso T1 tolerancia contra estresses tipicos
do RE, durante a germinacdo das sementes (ALVIM et al., 2001). Nesses
estudos, a fungéo protetora de BiP contra tunicamicina, que inibe a glicosilacéo
das proteinas do RE e ativa a via UPR, foi avaliada pela capacidade de plantulas
transgénicas senso de se recuperarem da exposicdo a0 antibidtico e se
desenvolverem normalmente. Em contraste, plantulas originadas de sementes
controle, germinadas por cinco dias na presenca de tunicamicina, néo se
recuperam quando transferidas para um meio isento de antibidtico e
eventual mente morrem.

Nessa investigagdo, o caréter toleréncia a tunicamicina foi avaliado
durante a germinagédo das sementes T3-35S-BiPS7.2- 1, 11, IV, V, VI, VII, IX, XI,
X1l e XV, aterceira geragdo dos transformantes obtidos por ALVIM (2001), por
meio do experimento de germinagdo/sobrevivéncia na presenca de tunicamicina

Assim, as sementes senso e controle foram germinadas em meio solido MS
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suplementado com 5 ng.mL™ de tunicamicina e, em seguida, transferidas para o
meio MS, isento do antibi6tico.

As plantulas transgénicas senso (T4-35S-BiPS7.2) conseguiram se
recuperar do efeito toxico de tunicamicina e se desenvolveram normalmente. No
entanto, as plantulas controle ndo conseguiram se restabel ecer e morreram (dados
nd mostrados). Tais resultados confirmam que o cardter tolerdncia a
tunicamicina durante a geminacdo de sementes é conferido pela superexpressio
do gene BiP, sendo transmitido para as geracbes que mantém atos niveis do
chaperone molecular.

Uma vez que BiP confere tolerancia ao antibiotico tunicamicina durante a
germinacdo da semente, foi também avaliado o potencial do gene BiP como
agente de selecdo em sistemas de transformacéo e regeneracao de plantas. A
otimizagdo de metodol ogias para uso de BiP como gene marcador em sistemas de
transformacdo de plantas eliminaria a necessidade da incorporacéo de genes
bacterianos de resisténcia a antibidticos em genomas de plantas para selecéo de
transformantes, restringindo a possibilidade de disseminacdo de genes
indesgjados para 0 meio ambiente. Nesse contexto, vale ressaltar que o gene BiP
esta presente no genoma de todos o0s eucariotos, sendo considerados um gene
essencial envolvido na fungdo constitutiva do RE. Assim, para verificar a
possibilidade de utilizaggdo de BiP como um marcador molecular para selecdo de
plantas transformadas, o efeito toxico do antibiético tunicamicina durante a
regeneracéo de explantes foliares de tabaco foi inicialmente avaliado por meio da
curva de morte de discos foliares expostos a concentragbes crescentes de
tunicamicina, por um periodo de 45 dias (Figura 10).

Em baixas concentraces de tunicamicina (0,2 e 0,4 mg/mL), a eficiéncia
do processo de regeneracdo dos explantes transgénicos senso foi superior a do
controle, conforme julgado pela maior frequiéncia de brotagéo dos discos foliares.
A maior eficiéncia de regeneracdo dos discos foliares senso observada em baixas
concentracdes de tunicamicina foi similar aquela descrita para os transformantes
primarios senso em condi¢cdes normais (ALVIM, 2000). Com o aumento da

concentragdo de tunicamicina, o efeito toxico do antibidtico foi evidenciado,
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Figura 10 — Efeito de tunicamicina na regeneracdo de discos foliares senso e
controle. Discos foliares dos transformantes primarios senso TO-
35SBiPS2 (A) e de plantas controle foram colocados em meios de
regeneracdo suplementados com concentracOes crescentes de
tunicamicina (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; e 1,0 ng.mL™).

ocorrendo inibicdo no processo de regeneracdo e eventual mente morte dos discos
foliares. Entretanto, em concentragbes superiores de tunicamicina
(0,6-1,0 mg/mL), o grau de inibicdo no processo de regeneracdo dos explantes
senso foi superior, em comparacao com o controle. Esses resultados indicam que,
em condicdes de estresses tipicos do RE, a superexpressdo constitutiva de BiP
tem efeito deletério na regeneracdo de tecidos vegetais.

Com o objetivo de monitorar o grau de estresse intracelular causado pelas
diferentes concentracdes de tunicamicina, os niveis induzidos de BiP foram
avaliados por immunaoblottings de extratos protéicos dos discos foliares expostos
ao antibidtico. Em baixas concentracbes de tunicamicina, a inducdo de BiP
endogeno nos discos foliares de plantas ndo-transformadas foi minima (Figura
11, linhas 2, 3 e 4), evidenciando que essas concentragdes de tunicamicina néo
foram suficientes para promover um acumulo de proteinas mal dobradas no RE e
ativar a via UPR. Em contraste, os tratamentos com 0,8 e 1,0 ng/mL de
tunicamicina promoveram aumento acentuado nos niveis de BiP, nos explantes
das plantas controle (Figura 11, linhas 5 e 6). A inducéo da sintese de BiP parece
ser coordenada com a degradacdo especifica da proteina, ja que o acumulo
maximo de BiP coincide com a inducdo no acumulo de produtos de degradacéo
de massa molecular aproximada de 25 a 28 kDA.
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Figurall — Niveis de BiP em discos foliares de Nicotiana tabacum, submetidos
a diferentes concentracoes de tunicamicina. Discos foliares de
tabacos transgénico T0-35SBiPS2 (S,T0) e controle (WT) foram
colocados em meio de regeneracdo com diferentes concentracoes de
tunicamicina (0,4; 0,6; 0,8; e 1,0 mg/mL) por 45 dias. Os extratos de
proteina total foram obtidos pelo méodo ADP e quantificados por
BRADFORD. Quantidades equivalentes de proteina total (12 pQ)
foram extraidas desses discos foliares, separadas por SDS-PAGE,
transferidas para membrana de nitrocelulose e sondadas com
anticorpo contra BiP de soja. A setaindica o produto de degradacéo
especifica de BiP de 25-28 kDa. A relativa posicdo eletroforética de
marcadores de massa molecular € indicada a direita da figura, em
kDa.



Em mamiferos, tem sido demonstrado que a via UPR, além de induzir a
transcricdo de um conjunto de genes envolvidos no processamento de proteinas
secretorias e de atenuar a sintese global de proteinas, ativa coordenadamente o
sistema de degradacdo de proteinas associadas a0 RE (sistema ERAD)
(HAMPTON, 2002). Esse distema tem sido descrito como integrante
fundamental no controle de qualidade exercido pelo RE e compreende 0 processo
de descarte de proteinas secretérias anormais que, apos a retrotranslocacédo do
[imen do RE para o citosol, sdo degradadas via proteassomo (DI COLA et .,
2001). Em leveduras, a via UPR coordenadamente ativa um conjunto de genes
que codificam chaperones moleculares e genes envolvidos no sistema ERAD
(TRAVERS et a., 2000). Evidéncias da existéncia de co-regulagdo entre a via
UPR e o sistema ERAD em células de plantas foram fornecidas em experimentos
de hibridizagcdo utilizando o método microarray para deteccdo do conjunto de
genes ativados pela via UPR em Arabidopsis thaliana (MARTINEZ e
CHRISPEELS, 2003).

A andlise do transcriptoma induzido pelavia UPR em Arabidopsis revelou
aregulacdo coordenada e positiva de pelo menos dois genes com o potencial para
atuarem no mecanismo de controle de qualidade exercido pelo RE em condic¢des
de estresse (MARTINEZ e CHRISPEELS, 2003). Esses genes codificam uma
ubiquitina putativa e uma ATPase do tipo AAA que, provavelmente, participam
do processo de degradacdo de proteinas. Entretanto, evidéncias diretas e
conclusivas de que um sistema ERAD atua em plantas, sendo coordenadamente
ativado pelavia UPR, ainda n&o foram fornecidas.

Em discos foliares, provenientes dos transformantes primérios TO-
35SBiPS2 e de linhagens transgénicas da quarta geragéo, T3-35SBiPS7.2-XI, o
tratamento com tunicamicina por 45 dias (Figura 11) ou 48 horas (Figura 12) ndo
promoveu acumulo adicional de BiP, e os niveis de BiP se mantiveram similares
em qualguer concentracdo de tunicamicina. Esses resultados indicam que niveis
elevados de BiP presentes nas células vegetais podem inibir a ativacéo da via
UPR. Tal interpretaco ja foi considerada em estudos anteriores que

demonstraram que a superexpresséo de um gene de BiP em protoplastos
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Figural2 —Discos foliares de plantas da geracdo T4 da linhagem
T3-35SBiPS7.2 (S7.2) e de controles (WT) foram colocados em
meio de regeneracdo com diferentes concentragdes de tunicamicina
(0,0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; e 10,0 mg/mL) por 48 horas. Os extratos de
proteina total foram obtidos pelo método ADP e quantificados por
BRADFORD. Quantidades equivalentes de proteina total (12 ug)
foram extraidas destes discos foliares, separadas por SDS-PAGE,
transferidas para membrana de nitrocelulose e sondadas com
anticorpo contra BiP de soja. A setaindica o produto de degradacéo
especifica de BiP de 25-28 kDa. A relativa posicéo eletroforética de
marcadores de massa molecular é indicada a esquerda da figura, em
kDa.
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originados de folhas de tabaco transgénico previne tanto a inducgéo transcricional
do BiP enddgeno quanto a ativacéo de outros genes da via UPR induzidos por
tunicamicina (LEBORGNE-CASTEL et a., 1999; ALVIM et a., 2000).
Coerente com um mecanismo de co-regulagéo entre a via UPR e o sistema de
degradacéo de proteinas em condicdes de estresse tipico do RE, nos discos
foliares senso a degradacédo especifica de BiP ndo foi estimulada pelo tratamento
com tunicamicina, ndo sendo observado inducdo no acumulo do polipeptidio de
25-28 kDa (Figuras 11 e 12). Em geral, intermediarios de degradacdo de BiP de
massa molecular, na faixa de 35-55 kDa, foram identificados em maior
proporcéo nos discos foliares senso. Porém, o aparecimento desses produtos de
degradagdo né&o foi induzido pelo tratamento com tunicamicina nem nos discos
foliares obtidos de plantas controle, indicando n&o serem parte de um mecanismo
de resposta a estresses tipicos do RE.

O aparecimento do produto de degradacdo de BiP de 25-28 kDa parece
estar associado as respostas da célula vegetal aos estresses tipicos do RE.
Enquanto a tunicamicina induz ao acUmulo do produto de degradacdo de 25-
28 kDa em discos foliares de plantas controle (Figuras 11 e 12), estresse hidrico
estimula a sintese de BiP endogeno, mas ndo promove a degradacdo especifica da
proteina (Figura 9). Além disso, a inibicdo da via UPR por superexpressao de
BiP também previne o aparecimento do produto de degradacéo especifico de 25-
28 kDa. Provavelmente o produto da degradacdo especifica de BiP sga o
resultado de ativagdo do sistema ERAD, que est4 associado com 0 mecanismo de
resposta a estresses tipicos do RE. Coletivamente, esses resultados evidenciam a
existéncia de mecanismos de co-regulacdo entre ativacéo da via UPR e inducgéo
do processo de degradacéo especifica de BiP, em células de plantas. A andlise da
inducdo da expressdo de genes do sistema ERAD por tunicamicinag, potente
ativador da via UPR, em discos foliares controle e transgénicos senso
possibilitard confirmar essa hipotese.

Em resumo, os resultados dessa investigacéo indicam que, ao contrario da
hipétese original, os genes BiP ndo constituem alternativas eficientes para os

genes bacterianos de selecdo em sistema de transformacéo e regeneracdo de
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plantas, usando tunicamicina como agente de selegdo. Em condicdes de estresses
tipicos do RE, o sistema de degradacdo de proteinas associadas ao RE (sistema
ERAD) é requerido para degradacéo de proteinas mal dobradas, que néo
conseguem adquirir uma conformagéo funcional. Assm também a via UPR é
ativada, promovendo a ativacdo de diversos genes-alvo, envolvidos no
processamento e transporte do excesso de proteinas ao vacuolo para reciclagem,
evitando o desequilibrio das atividades celulares (SPEAR e NG, 2003; CABRAL
et a., 2002). Uma vez que BiP funciona como proteina sensora da via UPR, a
superexpressao de BiP previne a ativacao da via UPR e, provavelmente, inibe a
ativagdo do sistema ERAD, comprometendo a regeneracdo dos tecidos em
condi¢cbes de estresses tipicos do RE. O sistema transgénico desenvolvido e o
estabel ecimento das condic¢des de inducdo de estresses do RE em discos foliares
possibilitaréo analisar a possivel co-regulagdo entre avia UPR e o sistema ERAD

em plantas.
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5. CONCLUSOES

Em condicbes de estresse, o acumulo de proteinas mal dobradas
compromete o funcionamento normal das células eucaritticas, impedindo a
manutencdo da homeostase celular. A proteina BiP tem sido descrita como um
importante componente do processo de dobramento e montagem de proteinas
secretorias. Consistente com sua funcdo de chaperone molecular, a BiP é
induzida em resposta a diversos estresses hidticos e abi6ticos, como estresse
hidrico, atague de fitopatégenos e estresse nutricional .

Recentemente, a equipe do Laboratério de Biologia Molecular de Plantas
estendeu o nivel de investigacéo sobre o papel protetor de BiP contra o estresse
no RE para organismos multicelulares intactos, por meio de repressdo anti-senso
e superexpressdo de genes BiP em plantas transgénicas de Nicotiana tabacum.
Esses estudos demonstraram que niveis elevados de BiP em plantas transgénicas
conferiram tolerancia a estresse hidrico durante o crescimento da planta.

Para determinacdo da estabilidade do transgene BiP da soja na quarta
geracdo e obtencdo de linhagens homozigotas dominantes, sementes de
Nicotiana tabacum da terceira geracdo foram plagueadas em meio MS
suplementado com 150 mg.L™ de canamicina para andlise de segregacdo. Tal
analise permitiu a identificagdo de plantas individuais da linhagem T3-35S
BiPS7.2 em homozigose (1, II, 1V, V, VI, VII, IX, XI, XIl e XV) e aguns
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exemplares da linhagem T3-35S-BiPAS3.2, com pelo menos uma copia
transgénica em homozigose.

A obtencdo de linhagens de plantas homozigotas superexpressando BiP e
a determinagdo de condigbes Otimas de estresse hidrico para avaliagdo da
tolerdncia mediada por BiP, como resultados diretos dessa investigacéo,
estabelecem meios e ferramentas moleculares para que as hipoteses de BiP
tenham sua funcdo requerida como resultado do fato de uma alta atividade
secretora causada pelo processo de remodelamento da parede celular e, ou, de
BiP facilitar o dobramento correto e a maturacdo de um grupo de proteinas
secretorias induzidas pelo estresse hidrico. Tais proteinas provavelmente estéo
envolvidas no mecanismo de resposta a0 estresse osmotico para que segjam
futuramente avaliadas.

A equipe do Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas também
demonstrou que o0 aumento constitutivo de BiP confere as plantas transgénicas
senso tolerancia a tunicamicina, um estressor tipico do RE, durante a germinagéo
das sementes. Uma vez que a toleréncia ndo era proveniente do T-DNA inserido
em seu genoma, a funcéo protetora de BiP contra o antibiético foi avaliada de
forma a estabelecer condigdes que permitissem 0 Seu Uso como gene marcador no
processo de selecéo de plantas transformadas.

A otimizagdo da metodologia do uso de BiP como gene marcador em
sistemas de transformacéo de plantas representa um potencial inegavel para a
biotecnologia vegetal, a medida que sua utilizacdo eliminaria a necessidade da
incorporacdo de genes bacterianos de resisténcia a antibidticos em genomas de
plantas para selecdo de transformantes, visto que 0 gene BiP esta presente no
genoma de mamiferos e de plantas, sendo considerado um gene essencial.
Entretanto, tal utilizagdo ndo € possivel ser feita, pois, como BiP € uma proteina
Sensora, sua superexpressao inibe a ativagcdo da via UPR e provavelmente a via
ERAD.
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