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RESUMO

BUZELI, Reginaldo Aparecido Alves, M. S., Universidade Federal de Vigosa,
August 2001. Caracterizacao molecular de genes que codificam a
proteina BiP de soja e analise funcional de seus promotores.

Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Conselheiros: Wagner
Campos Otoni, Marcelo Ehlers Loureiro e Maurilio Alves Moreira.

A proteina BiP (Binding Protein) esta envolvida no dobramento correto de
proteinas secretérias e retencdo no RE de proteinas dobradas ou montadas
incorretamente. BiP também atua auxiliando na solubilizagédo de agregados
protéicos durante periodos de estresses. Dois clones de BiP de soja,
denominados gsBiP6 e gsBiP9, foram isolados a partir das bibliotecas

gendmicas provenientes dos fagos AEMBL3 e AZAP Il, respectivamente. Os



promotores de gsBiP6 e gsBiP9 possuem cis-elementos gerais, caracteristicos
de promotores de genes de plantas, como as sequéncias de transcrigdo CAAT
e TATA, e cis-elementos que respondem a estresses do reticulo
endoplasmatico (ERSE), além de elementos G-box. Os promotores de BiP
foram fusionados ao gene reporter gus e usados para transformar Nicotiana
tabacum via A. tumefaciens. Analises histoquimicas de plantas transformadas
com as construgdes -358pbip6-gus ou -2200pbip9-gus revelaram que os
promotores de BiP produziram um padrao uniforme de expressao de GUS em
folhas, caules e raizes. Intensa atividade histoquimica de GUS foi observada
nos feixes vasculares de folhas, caule e raizes e em regides de trago foliar,
assim como, no meristema apical, local onde ocorre intensa divisdo celular.
Este padrdo de distribuicdo espacial da atividade de GUS sugere estar
correlacionado com uma expressao desses genes em tecidos que apresentam
alta atividade celular secretéria e alta proporcéo de células em um processo
ativo de divisdo celular. Coerente com esta observacdo, a atividade
histoquimica de GUS €& muito menos intensa no parénquima xilematico.
Dele¢gdes do promotor de gsBiP6 foram conduzidas na orientagédo 5’ - 3’ (-
138pbip6-gus) e no interior do clone A(-226/-82)pbip6-gus. Analise dessas
delegbes em plantas transformadas, identificaram 2 dominios regulatorios cis-
atuantes, denominados CRD1 (358 a -226) e CRD2 (-226 a -82). A regiao
CRD1 exibe atividade de enhancer, ja que foi capaz de restaurar altos niveis de
expressdo basal do gene repodrter gus, quando ligada a extremidade 5 na
posicao -82 do promotor de BiP6. A regidao CRD2 contém tanto cis-elementos
regulatorios positivos quanto cis-elementos negativos que contribuem para o
padrao tecido-especifico de expressao controlado pelo promotor de gsBiP6. A
expressado do gene reporter na regido do procambio em raizes, no meristema
apical e no floema de caule foi absolutamente dependente da regido CRD2. Em
contraste, delecdo de CRD2 resultou em acumulo acentuado de atividade de
GUS no parénquima xilematico. A ativacdo dos promotores BiP6 e BiP9 em
resposta ao acumulo de proteinas anormais no reticulo endoplasmatico (UPR)
e em respostas a estresse osmodtico foi avaliada em discos foliares
transgénicos. Tratamento dos discos foliares com tunicamicina, ativador da via
UPR, e com PEG, indutor de um estresse osmotico, induziu a expressao de

GUS, sob o controle do pro motor BiP6 e do promotor BiP9. A delegéo da regiao



CRD2 (226 a -82) no promotor BiP6 causou a perda da inducibilidade da
expressao génica em resposta a tunicamicina e PEG, indicando que CRD2
contém elementos cis-atuantes de resposta a estresse. De fato, dois cis-
elementos conservados atuantes na via UPR (UPRE) foram identificados na
regiao CRD2. Coletivamente, estes resultados sugerem que o controle da
expressédo de BiP em plantas depende de uma complexa integragdo de

multiplos cis -elementos regulatérios no promotor.

ABSTRACT

BUZELI, Reginaldo Aparecido Alves, M. S., Universidade Federal de Vigosa,
Agosto de 2001. Molecular characterization of genes that encoding
soybean BiP protein and promoters functional analysis. Advisor:

Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Committee members: Wagner
Campos Otoni, Marcelo Ehlers Loureiro e Maurilio Alves Moreira.

The binding protein BiP is involved in the correct folding of secretory
proteins and retention in the RE of unfolded proteins. BiP also prevents
nonproductive intermolecular interactions of folding intermediates and
subsequent misaggregation of proteins during stress conditions. We have
isolated two genomic clones named gsBiP6 and gsBiP9 from AEMBL3 and
AZAP 1l genomic libraries, respectively. The gsBiP6 and gsBiP9 promoters have
general motifs founded in plant gene promoters, such as CAAT and TATA
sequence, and specific motifs, such as endoplasmatic reticulum stress
response element (ERSE) and G-box elements. The BiP promoters were fused

to the reporter gene [B-glucuronidase (GUS) and introduced into tobacco plants



via Agrobacterium tumefaciens transformation. Histochemical analysis of
transformed plants with the constructions -358pbip6-gus or -2200pbip9-gus
revealed that the BiP promoters produced a uniform pattern of the GUS
expression in leaves, stems, and roots. Intense GUS histochemical activity was
observed in the vascular region of leaves, stems and roots, and in the leaf trace
region as well as in the apical meristem, place where intense cellular division
happens. This pattern of space distribution of the GUS activity suggests to be
correlated with an expression of those genes in places that have high cellular
secretory activity and high proportion of cells in an active process of cellular
division. Coherent with this observation, the histochemical activity of GUS is
much less intense in the xylem parenchyma. The gsBiP6 promoter deletions
were driven in the 5' - 3' orientation ¢138pbip6-gus) and intern region A(-226/-
82)pbip6-gus. Analysis of those deletions in transformed plants identified two
regulatory domains cis -acting, denominated CRD1 (-358 to -226) and CRD2 (-
226 to -82). The CRD1 exhibits enhancer activity, since it was capable to
recuperate high levels of basal expression of the gus reporter gene when linked
to the extremity 5' in the position -82 of the BiP6 promoter. The CRD2 contains
positive regulatory cis-elements, as negative regulatory cis-elements that
contribute to the specific pattern of expression controlled by the gsBiP6
promoter. The reporter gene expression in the root procambium region, in the
apical meristem and in the phloem stem, was absolutely dependent on the
CRD2. In contrast, CRD2 deleted resulted in accentuated accumulation of GUS
activity in the xylem parenchyma. The activation of the BiP6 and BiP9
promoters, in response to the unfolded proteins response in the endoplasmatic
reticulum (UPR) and osmotic stress condition, were evaluated in transgenic leaf
disks. Leaf disks incubated with tunicamycin, activator of the UPR, and with
PEG, inductor of an osmotic stress, induced the expression of GUS, under the
BiP6 and BiP9 promoters control. The CRD2 (-226 to -82) deleted in the BiP6
promoter caused the loss of the induction of the expression in response to
tunicamycin and PEG, indicating that CRD2 contains responsive cis-acting
elements under stress conditions. In fact, two conserved cis-acting elements in
the UPR (UPRE) were identified in the CRD2. Collectively, these results
suggest that the control of the expression of BiP in plants depends on a

complex integration of multiple regulatory cis-elements in the promoter.



1. INTRODUGAO

O inicio do transporte através da
via secretora ¢ caracterizado pela
translocagdo  de  proteinas  dos
polissomos para o interior do
Reticulo Endoplasmaético (RE). Neste
compartimento, as  proteinas  sdo
processadas e posteriormente
enderegadas para diferentes estruturas
subcelulares ou secretadas, passando
pelo complexo de Golgi (REXACH
et al., 1994; CHRISPEELS, 1991). O
dobramento correto das  proteinas
transmembranas €  secretorias  em
estruturas multiméricas ocorre no RE
(HELENIUS et al., 1992). Estruturas
terciarias € quaternarias corretas s3o
requeridas para o transporte de
proteinas recém sintetizadas para o
complexo de Golgi. Proteinas que,
por algum motivo, ndo atingem a
conformacdo  correta, tendem a
formar agregados, permanecem no
RE e sdo degradadas por enzimas
proteoliticas ~ (HURTLEY et al,
1989). A presenca de um fator
restritivo no trafego de proteinas
revela a existéncia de mecanismos de
"controle de qualidade" que atuam
impedindo que proteinas anormais,
portanto incapazes de desempenhar

suas  fungdes  biologicas,  sejam
enviadas para outras organelas ou
secretadas (LIPPINCOTT-

SCHWARTZ et al., 1988; LODISH,
1988; ROSE & DOMS, 1988;
COPELAND et al, 1986, 1988;
GETHING et al., 1986; KREIS et al.,
1986).

A proteina BiP € um chaperone molecular residente no RE, e membro da

familia de proteinas que respondem ao choque térmico (HSP70). BiP possui
um importante papel na translocacdo de proteinas nascentes através da

membrana do Reticulo Endoplasmatico. Associado a outros chaperones



chamadas reticuloplasminas, BiP facilita a translocagao, dobramento correto e
maturagao de proteinas recém sintetizadas, evitando interagées nao-produtivas
(VITALE et al.,, 1993). BiP pode também se ligar a proteinas mal dobradas
redirecionando-as para degradagdo (HORWICH et al., 1999; MATHEW et al.,
1998; MAYER et al., 1998; BRODSKY & MCCRAKEN, 1997; HILLER et al.,
1996). No processo de translocacao co-traducional de proteinas secretoérias
para o lumem do RE, a proteina BiP pode atuar selando a extremidade do
translocom voltada para o lumem do reticulo endoplasmatico (RE) ou ligando-
se & proteinas no lumem do translocom, minimizando o movimento retrogrado
das proteinas nascentes que se encontram no mesmo (MATLACK et al., 1999;
HAMMAN et al., 1998). Além disso, BiP associa-se a polipeptideos nascentes
assim que sao translocados para o lumem do RE, auxiliando o dobramento e a
montagem correta através da formagédo de complexos intermediarios, evitando
a formagdo de agregados de proteinas no RE (THULASIRAMAN & MATTS,
1996; SANDERS et al., 1992; NGUYEN et al., 1991).

A rota de resposta a proteinas mal dobradas (UPR, “Unfolded Protein
Response”) é induzida apds o acumulo de proteinas mal dobradas dentro do
lumem do RE e resulta no aumento da expressao de genes que codificam
proteinas residentes no RE e proteinas responsaveis pela ativagdao da UPR
(FOTI et al., 1999; GONZALEZ et al., 1999; SIDRAUSKI et al, 1998;
SIDRAUSKI & WALTER, 1997; VAN GEMEREN et al., 1997; WELIHINDA et
al., 1997; COX & WALTER, 1996; SHAMU & WALTER, 1996; SIDRAUSKI et
al., 1996; SHAMU et al., 1994). O antibidtico tunicamicina, um potente ativador
da rota UPR, induz o aumento da expressido do mRNA de BiP e
consequentemente da proteina em varios sistemas vegetais (FIGUEIREDO et
al., 1997; D'AMICO et al., 1992; FONTES et al., 1991). Em plantas, a sintese
de BiP é intensa nas células normais com atividade secretora elevada e nas
células em que as proteinas, por algum motivo, ndo atingiram a conformacao
nativa (ZHANG & BOSTON, 1992; BOSTON et al., 1991; FONTES et al., 1991;
DORNER et al., 1988). A expressdo de BiP em plantas também aumenta em
resposta a estresses bidticos e abidticos, como o estresse hidrico, infestacao
por fungo, estresse nutricional, aclimatagdo ao frio e elicitores da resposta
planta/patégeno (FIGUEIREDO et al., 1997; DENECKE et al., 1995; KALINSKI
etal., 1995; ANDERSON et al., 1994).



O gene BiP ja foi isolado e
caracterizado em varios organismos,
estando  presente em  humanos,
leveduras e algumas espécies
vegetals, como espinafre e tomate,
como copia unica (ANDERSON et
al., 1994; NORMINGTON et al.,
1989; TING & LEE, 1988). Em
contraste, em fumo e Arabidopsis, ele
pertence a uma pequena familia
génica e responde diferencialmente a
estresses (FIGUEIREDO et al., 1997,
DENECK et al., 1991; KALINSKI et
al,, 1995). Em soja, BiP ¢ codificado
por uma familia multigénica, cujos
membros isolados, apresentam
expressao orgao especifica
diferenciada e sdo denominados de
soyBiPA, soyBiPB, soyBiPC e
soyBiPD (CASCARDO et al., 2001).
Além disso, tem sido demonstrado
que os membros da  familia

multigénica da soja sao
diferencialmente regulados em

resposta a estresse osmotico
(CASCARDO et al, 2000). Em

espinafre e soja, condi¢des
especificas de estresse e eventos de
desenvolvimento causam

discrepancias entre o nivel do
acimulo da proteina BiP e de seu
mRNA  correspondente,  sugerindo
que  mecanismos  pos-traducionais
também podem estar envolvidos no
controle da sintese de BiP em plantas
(KALINSKI et al., 1995;
ANDERSON et al., 1994).
Coletivamente essas observacoes
indicam que mecanismos complexos
e multiplos controlam a expressdao de
BiP em plantas. A  presente
investigacdo  teve como  objetivos
primordiais 0 isolamento e
caracterizagdo ~ molecular de  genes
BiP da soja, bem como andlise da
atividlade de seus promotores sob



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A rota secretora

diferentes condigdes de estresses ¢
nos diferentes orgdos da planta. A
elucidacdo  dos  mecanismos  de
regulacio e da expressio da familia
dos genes BiP em plantas pode ser
particularmente Util na obtencdo de
plantas  transgénicas  tolerantes a
estresses € com a sintese aumentada
de proteinas de alto valor biologico
em oOrgaos de reserva.

A translocacdo de proteinas dos
polissomos para o interior do reticulo
endoplasmatico (RE) marca o inicio
do transporte através da via secretora.
A rota secretora ¢ o maior sitio de

biossintese, dobramento, montagem,
e modificagdo de proteinas soluveis
ou de membrana, bem como sintese e
transporte de lipideos, polissacarideos
e glicoproteinas (SIMONS et al,
1998). Esta rota ¢ constituida pelo
sistema de endomembranas, reticulo
endoplasmatico (RE), complexo de
Golgi, vesiculas secretorias,
membrana plasmatica e
compartimentos hidroliticos



(lisosomos em células animais e
vacuolos em células vegetais)
(MORRE, 1974).

Esses compartimentos possuem estruturas morfolégicas distintas e

diferem no lumem, quanto ao tipo de lipideos e conteudo de proteina,
permitindo com isso uma sintese e modificag o eficientes dos compostos que
neles trafegam BASSHAN & RAIKHEL, 1997). O enderegamento de proteinas
secretdrias para estas diferentes estruturas subcelulares requer seqiéncias
adicionais (JIANG & ROGERS, 1999; SANDERFOOT & RAIKHEL, 1999;
VITALE & RAIKHEL, 1999; WANG et al., 1998; DA SILVA CONCEICAO et al.,
1997; BAR-PELED et al., 1996) e, sua transferéncia ocorre em conjunto com a
tradugao, sendo o mecanismo denominado de co-translocacéo.

A presengca de um poro aquoso denominado franslocom permite a
passagem da proteina pela membrana do RE. Apos a passagem da regiao
carboxi-terminal do polipeptideo nascente, o peptideo sinal de enderegamento
é liberado do translocom e é clivado pela acdo da enzima peptidase sinal
(VITALE et al., 1993). A proteina é entdo iberada no lumem do RE e o
peptideo sinal é rapidamente degradado por proteases. Durante ou apods o
processo de translocagédo através das membranas do RE, os polipeptideos
nascentes adquirem conformacao adequada para translocacgao, podendo ainda
ocorrer modificagdes pods -traducionais como adi¢gao de agucares e clivagem por
enzimas proteoliticas, além de outros processamentos (DRICKAMER &
TAYLOR, 1998; HELENIUS et al., 1997).

As reticuloplasminas s&o proteinas do RE que participam do processo de
translocacgao de polipeptideos nascentes. Estas proteinas possuem em comum
uma sequéncia carboxi-terminal KDEL/HDEL (DENECKE et al., 1992;
PELHAM, 1989), que funciona como sinal de retengcao geral para proteinas
residentes no RE. Entre eles, estdo os chaperones moleculares, proteina
dissulfeto-isomerase e proteinas que se ligam ao calcio (TATU & HELENIUS,
1997; ZHANG et al., 1997; PELHAM, 1989). As proteinas recém-sintetizadas
que nao adquirirem conformagdo adequada para translocagdao serdo, na
maioria dos casos, retidas nesse compartimento. A selecdo de proteinas a
serem exportadas do RE inclui ndo somente uma discriminagcdo entre as
proteinas residentes na organela, mas também a presengca de um

processamento para aquisicdo da conformagéao protéica correta, mediado por



chaperones moleculares. A maioria desses eventos ocorre ou inicia-se no RE,
que consequentemente possui grande numero de proteinas residentes para
realizar tais fungdes HARTL, 1996). A proteina denominada Binding Protein

(BiP) é o chaperone molecular mais bem caracterizada do RE.

2.2. Chaperones moleculares

Chaperone molecular € um termo que tem sido amplamente empregado
para definir uma familia de proteinas, nao relacionadas, encontradas em todos
0s organismos e que sao fundamentais para o funcionamento das células em
condigbes normais ou sob estresses (MARTIN & HARTL, 1993; ELLIS & VAN
DER VIES, 1991). Uma das principais caracteristicas desse grupo de proteinas
relaciona-se com a formagao de ligagdes ndo covalentes com regides
interativas de outras proteinas de modo a evitar que associagdes nao
produtivas e agregados protéicos sejam formados nas células (GETHING &
SAMBROOK, 1992; ELLIS et al., 1989). Assim, eles se associam e estabilizam
uma conformagdo instavel, e através de ciclos controlados de ligagédo e
desligamento facilitam o correto dobramento in vivo das proteinas (KNITTLER
& HAAS, 1992).

Os chaperones ndo agem diretamente direcionando as proteinas para
uma rota molecular correta. Ao invés disso, eles reduzem as interacoes
improdutivas (VITALE et al., 1993), sendo assim, os chaperones moleculares
previnem a formacgéo de estruturas incorretas que podem expor de maneira
transiente regides carregadas eletricamente ou hidrofébicas, normalmente
envolvidas nas interagcbes com outras proteinas. Os chaperones moleculares
estdo presentes em todos os compartimentos celulares onde ocorre
dobramento e montagem de proteinas (HARTL, 1996). Desse modo, sao
requeridos para uma ampla variedade de processos, incluindo dobramento e
desdobramento de proteinas, oligomerizagédo, enderegcamento sub-celular e
remogao proteolitica. Essas fungdes, aparentemente diversas, sdo mediadas
pela capacidade em comum entre essas proteinas se ligarem a um
polipeptideo em um estado ndo nativo e, consequentemente, evitar a entrada

do mesmo em uma rota de dobramento improdutiva (BRODSKY &



McCRACKEN, 1997; CSERMELY, 1997, RASSOW et al., 1997; BUKAU et al.,

1996).

2.3. BiP (Binding Protein)

A maioria dos chaperones
moleculares pertencem a classe de
proteinas denominadas “heat shock
proteins” (HSP). Em particular, existe
uma extensa familia, conhecida como
“heat shock 70” (HSP70), cujos
membros  compartilham uma  alta
conservacdo da estrutura primaria e
exercem uma variedade de fungdes
como chaperones. Proteinas HSP70
estdo envolvidas no dobramento de

proteinas, na montagem e
desmontagem de complexos
oligoméricos, sintese e degradacdo de
proteinas e translocagao de

polipeptideo através de membranas
(McKAY, 1993). As proteinas que
respondem ao choque térmico podem
ter a sintese induzida por exposi¢do
ao frio, calor, estresse hidrico, ataque
de  patdogenos, ou  eventualmente
qualquer tratamento ambiental que
possa perturbar o dobramento das
proteinas (KALINSKI et al, 1995;
ANDERSON et al., 1994, CABANE
etal., 1993).

As proteinas de choque térmico (HSP 70) sdo conhecidas como proteinas

que respondem a estresses. O chaperone molecular residente no reticulo

endoplasmatico, denominado BiP (Binding Protein) € um membro das HSP 70.

A analise da estrutura primaria dessas proteinas indica uma extraordinaria
conservagao durante o processo evolutivo (ELLIS, 1990; MUNRO & PELHAM,
1986). A identificagao inicial da proteina BiP ocorreu em linfécitos B, por meio

da observacao de que BiP associava-se transientemente com cadeias pesadas

de imunoglobulinas até a montagem do anticorpo completo. Na auséncia da

sintese de cadeias leves, a proteina BiP formava associacido estavel com as



cadeias pesadas (HENDERSHOT, 1990; BOLE et al., 1989, 1986;
HENDERSHOT et al.,, 1987; MUNRO & PELHAM, 1986; HAAS & WABL,
1983;).

A proteina BiP pode ser detectada no lumem do RE tanto na forma
monomeérica livre, quanto formando dimeros e agregados de alto peso
molecular (FREIDEN et al., 1992; NGUYEN et al., 1991), sendo ambas as
formas interconversiveis (CASCARDO et al., 2000; KNITTLER & HAAS, 1992).
Apesar da homologia entre BiP e outras proteinas da classe HSP 70, existem
algumas diferengas no nivel de estrutura primaria que séo relevantes. BiP
possui um peptideo-sinal na extremidade aminoterminal que € responsavel
pelo seu enderegamento para o RE e uma seqiéncia de quatro residuos de
aminoacidos (HDEL/KDEL) na regido carboxi-terminal que constitui o sinal de
retencdo da proteina nesse compartimento celular (TOWNSLEY et al., 1994;
DENECKE et al., 1992; PELHAM, 1990, 1989). Assim sendo, BiP acompanha o
fluxo secretdrio junto com as demais proteinas que estao enderegadas para
outras organelas ou que serdo secretadas. Contudo, um receptor localizado
nas cisternas de transicdo RE-Golgi captura BiP, reciclando a proteina do
compartimento cis-Golgi para o RE (ELMENDORF & HALDAR, 1993; LEE et
al., 1993; TANG et al,, 1993; HSU et al., 1992; LEWIS & PELHAM, 1990;
SEMENZA et al.,, 1990). A remocgao do tetrapeptideo de retencdo no RE de
BiP, localizado na regidao carboxi-terminal da proteina, faz com que a proteina
seja secretada (MUNRO & PELHAM, 1987). Em mamiferos, o tetrapeptideo de
retencao de BiP é KDEL enquanto que, em leveduras e plantas é HDEL
(TOWNSLEY et al., 1994; DENECKE et al., 1992, 1991; BOSTON et al., 1991;
FONTES et al., 1991; PELHAM, 1989; MUNRO & PELHAM, 1987).

BiP possui diversas funcbes que estido sempre relacionadas com a
ligacado de BiP & superficies interativas de proteinas, prevenindo a ocorréncia
de interagbes intra e intermoleculares que possam gerar polipeptideos
anormais nas células (LANDRY & GIERASCH, 1994; GETHING &
SAMBROOK, 1992; VIERLING, 1991; ELLIS et al., 1989). Assim como outros
chaperones moleculares, a proteina BiP, esta envolvida na translocacao de
proteinas para o lumem do RE (BRODSKY et al.,, 1993; GILMORE, 1993;
VITALE et al., 1993; SANDERS et al., 1992; NGUYEN et al., 1991; VOGEL et
al.,, 1990), dobramento correto de proteinas (CHENG et al, 1989;



GOLOUBINOFF et al., 1989; PELHAM, 1988; GETHING et al., 1986; MUNRO
& PELHAM, 1986), montagem de proteinas oligoméricas (KNITTLER & HAAS,
1992; HENDERSHOT et al., 1987; BOLE et al., 1986), retencao no RE de
proteinas dobradas ou montadas incorretamente (KASSENBROCK et al., 1988;
DORNER et al., 1988, 1987; BOLE et al., 1986), auxiliando na solubilizagao de
agregados protéicos durante periodos de estresses (HORWICH et al., 1993;
MUNRO & PELHAM, 1986). Além disso, BiP esta envolvida na etiquetagem de
proteinas que serdo degradadas (HURTLEY et al., 1989; KASSENBROCK et
al., 1988; LODISH, 1988; DORNER et al., 1987) e no “controle de qualidade”,
restringindo o transporte intracelular, de modo a permitir que apenas aquelas
proteinas montadas e dobradas corretamente prossigam na rota secretora
(HURTLEY et al., 1989).

Ensaios de co-imunoprecipitagao revelaram que a proteina BiP da soja se
associa transitoriamente com as subunidades da proteina de reserva [3-
conglicinina da soja (FONTES et al., 1996). A proteina BiP possui na regiao
amino-terminal um dominio conservado, que exibe alta afinidade de ligagéo ao
ATP e baixo “turnover’, sugerindo que o ATP desempenha um papel
regulatério na atividade de BiP e que a proteina ndo possui fungdo enzimatica
(FLYNN et al., 1989; KASSENBROCK & KELLY, 1989). O sitio de ligagédo a
ATP confere a BiP uma atividade ATPasica, sendo que a sua ligagédo ao
substrato necessita da ligagdo de um ATP e, para que o complexo seja desfeito
€ necessario que ocorra a hidrélise do nucleotideo. Em presenga de analogos
nao hidrolisaveis de ATP, o chaperone BiP permanece ligado ao substrato e o
complexo ndo pode ser desfeito (HENDRICK & HARTL, 1993; PARSEL &
LINDQUIST, 1993). Outro dominio, este presente na regido carboxi-terminal, é
mais variavel e reconhece determinadas regides nos polipeptideos aos quais
se liga (KASSENBROCK & KELLY, 1989).

Em condi¢cdes normais de crescimento, BiP é expressa constitutivamente
em baixos niveis. No entanto, uma série de estresses fisiolégicos, como
deficiéncia de glicose, inibidores de glicosilagdo, tratamento com 2-
mercaptoetanol, presenga de aminoacidos analogos e calcio iontforo, induz a
sintese de BiP (LEE, 1987). Recentemente, foram descobertos novos
mecanismos de inducio da expressao de BiP em resposta a estresses biodticos

e abiodticos, sugerindo que existem, além da UPR (Unfolded Protein Response),



outras rotas controlando a expressdo de BiP em plantas (CASCARDO et al.,
2000; JELITTO-VAN DOOREN et al., 1999). Essas condi¢cbes de estresse tém
como denominador comum a promog¢ao do acumulo de proteinas mal dobradas
no RE.

2.4. Via de resposta a proteinas mal dobradas UPR (Unfolded Protein

Response) no RE

A expressao de proteinas mutantes defeituosas no dobramento ou o
tratamento de células com agentes que promovem desnaturagéo ou impedem
dobramentos de proteinas, ativam uma via de sinalizagdo comunicando o RE
com o nucleo (LEE, 1992). Essa via de transdugao de sinal, designada via de
resposta a proteinas mal dobradas (UPR), é induzida apdés o acumulo dessas
proteinas dentro do RE e resulta em um aumento na transcricao de genes que
codificam proteinas residentes no RE (SALOHEIMO et al., 1999; SIDRAUSKI
etal., 1998; FIGUEIREDO et al., 1997; VAN GEREMEN et al., 1997).

A indugdo da expressdo dos genes BiP, em resposta a presenga de
proteinas mal dobradas no RE, ocorre no nivel de transcrigdo. Uma sequéncia
de 22 pb, presente nos promotores dos genes BiP e denominada UPRE
(“unfolded protein response element”), tem sido identificada em varios genes
BiP, pertencentes a diversos organismos: KAR2/BiP de levedura (KOHNO et
al.,, 1993; MORI et al.,, 1992), BiP de espinafre (ANDERSON et al., 1994),
GRP78/BiP de mamiferos (FOTI et al., 1999), BiP dos fungos Aspergillus
awamori e Aspergillus niger (VAN GEREMEN et al., 1997). Este elemento de
resposta € necessario e suficiente para ativar a transcrigdo de genes que
respondem a esta rota (KOHNO et al., 1993). A rota UPR existe em todas as
células eucaridticas e a sua transducéo de sinal € mais bem compreendida em
leveduras (GONZALEZ et al.,, 1999; SIDRAUSKI et al., 1998; SIDRAUSKI &
WALTER, 1997; WELIHINDA et al., 1997; COX & WALTER, 1996; SHAMU &
WALTER, 1996; SIDRAUSKI et al., 1996; SHAMU et al., 1994) e mamiferos
(BREWER et al., 1999, 1997; FOTI et al., 1999; YOSHIDA et al., 1997).

Quatro componentes da via UPR de Saccharomyces cerevisiae foram

caracterizados, sendo eles, UPRE, Ire1p, tRNA ligase e Hac 1p. A proteina



Irelp contém um peptideo-sinal na extremidade amino-terminal, um unico
dominio transmembrana localizado na parte central da proteina e um dominio
cinase no terminal carboxilico. Ire1p é uma proteina transmembrana serina-
treonina tipo cinase localizada na membrana do RE (COX et al., 1993), sendo o
componente que transmite o sinal do RE para o nucleo (WANG et al., 1998). O
terminal amino, localizado no lumem do RE, é responsavel pela detecgédo das
variacbes na concentragdo de proteinas mal dobradas. A regido carbox-
terminal da proteina, voltada ou para o nucleo ou para o citossol, exibe
atividades de cinase e endonuclease. A ativagado de cinase ocorre por meio de
oligomerizacao e transfosforilagado de proteinas Ire1p vizinhas na membrana, o
que, por sua vez, leva-a atividade de endonuclease WANG et al., 1998;
SHAMU & WALTER, 1996). Este mecanismo de transmisséo de sinal através
da membrana do RE é similar ao da membrana plasmatica de células de
eucariotos  superiores (SHAMU & WALTER, 1996). A atividade
endorribonuclease de Ire1p é responsavel pelo inicio do processamento do pré-
MRNA que codifica o transfator Hac1, especifico para transativacao de genes
regulados pela via UPR (SIDRAUSKI et al., 1998).

Outros estresses no RE, diferentemente da inducdo de sintese de
proteinas pela via UPR, podem também ocasionar o bloqueio do aparato de
traducéo por meio da fosforilagdo do transfator de tradugao elF2a (HARDING
et al.,, 1999). Uma cinase transmembrana residente no reticulo (PERK) é
responsavel pela fosforilagdo do transfator de tradugcao elF2a. Ao contrario de
Ire1p, PERK, atenua a traducéo de proteinas em resposta a um estresse no RE
(HARDING et al.,, 1999). Desse modo, a UPR e a inibicdo da tradugédo em
fungao de estresses no RE ocorrem por rotas paralelas. Ambas se iniciam por
cinases transmembranas residentes no RE, que apresentam dominios
lumenais similares, e envolvem um evento de autofosforilagéo.

A ativacéo dos genes que respondem avia UPR ocorre quando Hac1p se
liga a UPRE. Hac 1p € uma proteina de ligagdo a DNA que possui homologia
com fatores de transcricdo da familia dos ziper de leucina. A atividade desta
proteina €& controlada pelo “splicing” programado do seu mRNA (COX &
WALTER, 1996). A ligacdo do mRNA de Hac1 clivado pela Ire1p é conduzida
pela tRNA ligase (SIDRAUSKI et al., 1996). O processamento programado do



MmRNA de Hac 1p s6 ocorre mediante a presenca de Ire1 ativo e funcional
(COX & WALTER, 1996).

A tRNA ligase catalisa o ligamento dos exons de RNA gerados pela acao
da tRNA endonuclease, estando assim envolvida no processamento do pré-
tRNA. Em leveduras, a tRNA ligase se localiza nas proximidades dos poros
nucleares e interage com a tRNA endonuclease para processar pre-tRNA
(CLARK & ABELSON, 1987). A juncdo dos exons do mRNA de Hac1 é
catalisada pela enzima tRNA ligase. Uma vez que o processamento do mRNA
necessita do acoplamento da reagao de clivagem e ligagédo, pelo menos uma
por¢cao do Ire1p tem que se localizar na membrana interna do nucleo para
colaborar com a tRNA ligase no processamento do mRNA de Hac 1p
(SIDRAUSKI et al., 1996). Este processamento do Hac 1p é independente do
espliceossomo e controla a concentracao funcional da proteina codificada
(GONZALEZ et al., 1999).

A ativacdo da UPR em levedura, mamiferos, plantas e fungos pode ser
realizada pela prevencao da glicosilacdo de proteinas secretérias utilizando-se
tunicamicina, deprivagéo de glicose no meio, ou pela prevencao da formagéao
de pontes dissulfeto, utilizando-se agentes redutores como o 3-mercaptoetanol
ou DTT (ditiotreitol). Genes regulados por estes tratamentos incluem BiP
(FIGUEIREDO et al., 1997; FONTES et al., 1991), PDI1 (que codifica a
isomerase da dissulfeto) (SALOHEIMO et al., 1999), EUG1 (que codifica uma
proteina similar a PDI) e FKB2 (que codifica a isomerase peptidil-prolil cis-
trans). Estes genes codificam proteinas que auxiliam no dobramento correto de
proteinas secretorias (SHAMU et al.,, 1994). A superexpressdo de genes
envolvidos no dobramento ou modificacdo pds-traducional de proteinas dentro
do RE consegue aliviar o estresse no reticulo (ALVIM et al., 2001; LEBORGNE-
CASTEL et al., 1999; KOIZUMI et al., 1999), fornecendo evidéncias da funcao
biologica desses genes. Por outro lado, a diminuicdo na expressao de um
desses genes tende a diminuir a atividade secretora da célula (ROBINSON et
al., 1996).

2.5. Organizacao e regulacao da expressao dos genes BiP



Tem sido proposto que os genes BiP possuem um ancestral comum, que
divergiu de outras HSP 70 tdo logo surgiram os primeiros organismos
eucariotos. Alternativamente, os genes de BiP poderiam ter evoluido
independentemente de outros membros da familia HSP 70 apds a duplicacao
de um gene ancestral (DENECKE et al., 1991; NICHOLSON et al., 1990). Em
seres humanos, leveduras e algumas espécies vegetais BiP esta presente em
copia unica ANDERSON et al., 1994; NORMINGTON et al., 1989; TING &
LEE, 1988). Por outro lado, em fumo, arabidopsis e soja, BiP pertence a uma
pequena familia génica e responde diferencialmente a estresse osmético
(FIGUEIREDO et al., 1997; KALINSKI et al., 1995; DENECK et al., 1991). Em
contraste, BiP de espinafre ndo responde ao estresse hidrico e esta presente
em copia unica (ANDERSON et al., 1994). Em soja, BiP é codificado por uma
familia multigénica, cujos membros isolados, apresentam expressao e
regulagédo diferencial e sdo denominados de soyBiPA, soyBiPB, soyBiPC e
soyBiPD (CASCARDO et al., 2001; FIGUEIREDOet al., 1997).

Com relagdo & sequéncias transcritas, o gene BiP de levedura nao
apresenta intron, enquanto em rato, homem e espinafre, o gene é composto
por sete introns e oito exons. No nematéide Caenorhabditis elegans o gene BiP
contém trés introns (ANDERSON et al., 1994; PIRDOUX & ARMSTRONG,
1992; TING & LEE, 1988; WOODEN et al., 1988). Promotores de BiP em varias
espécies demonstraram a existéncia de multiplos elementos de controle,
alguns dos quais sao redundantes, apresentando geralmente dois “TATA box”
e dois a cinco “CAAT box”. O gene BiP de humano possui uma sequéncia na
regido do promotor capaz de responder ao acumulo de proteinas anormais no
RE, induzindo a transcricao (RESENDEZ et al., 1988). Ensaios de expresséo
transiente demostraram que a sequéncia -129 a -90 (40 pb) do gene BiP de
rato, quando ligada em cis a sequéncia codificadora do gene reporter CAT
(clorafenicol acetil-transferase) conferia induzibilidade a promotores
constitutivos em resposta ao acumulo de proteinas anormais no RE (WOODEN
et al.,, 1991; RESENDEZ et al., 1988). O mapeamento preciso dessa regido no
DNA mostrou que ela possui multiplos elementos de controle, alguns dos quais
funcionalmente redundantes (WOODEN et al., 1991).

Em leveduras, a analise do promotor de BiP (Kar2) revelou que a

resposta as proteinas mal dobradas no RE deve-se a uma regido de 22 pb



(MORI et al.,, 1992). O alinhamento dessa sequéncia com UPRE (nfolded
protein response element) de BiP de rato, homem e de HSP94 de galinha,
revelou a existéncia da sequéncia consenso GGAAGGCAGCTGGA (KOHNO
et al., 1993; MORI et al., 1992; CHANG et al., 1987). Em espinafre, o elemento
UPR foi descrito como sendo a sequéncia TCAACGGGCAGG (ANDERSON et
al., 1994). Comparacgoes de elementos que respondem a estresses no reticulo
endoplasmatico (ERSE) de varios organismos revelam a presenga da
sequéncia consenso CCAATN¢CCACG, que funciona como elemento cis
atuante de resposta ao acumulo de proteinas mal-dobradas no RE (YOSHIDA
et al., 1998; LEE et al., 1992). Além do elemento UPRE, outros dois elementos
em cis foram identificados no promotor de BiP de leveduras e consistem em
uma regido rica em GC que é responsavel pela expressado constitutiva e um
elemento de resposta ao estresse térmico (HSE), presente em outras proteinas
da classe HSP 70, mas que esta ausente no gene BiP de plantas e mamiferos
(ANDERSON et al., 1994; MORI et al., 1992).

O promotor do gene BiP de rato possui uma regido com atividade
“‘enhancer” (LIN et al., 1986), correspondendo a regido entre os nucleotideos -
85 e -480 que contém dominios repetidos em série, homadlogo a outros fatores
“enhancers” celulares e virais (CHANG et al., 1987). Duas sequéncias de onze
nucleotideos com atividade de “enhancer” sdo também comuns aos genes BiP
de rato e promotores de HSP 70 no homem (LIN et al., 1986; WU et al., 1986).
Uma atividade de “enhancer” foi descrita também para o elemento de resposta
ao choque térmico (HSE) em HSP 70 de Drosophila (BIENZ & PELHAM, 1986).
Além de responder a estes diferentes estimulos através do elemento em cis
CCAATNyCCACG, a expressao do gene BiP de mamiferos é trans-ativada pelo
fator de transcricdo CBF/NF-Y, que interage com o elemento em cis CCAAT
(ROY et al., 1996; WOODEN et al., 1991; SANTORO et al., 1988). A ligagéo do
CBF ao CAATT box é associada ao nivel interno de ions Ca®* presentes no
nucleo. Em baixas concentragdes de ions calcio no nucleo, a ligagao de CBF
ao promotor ¢ intensificada, devido a uma taxa de dissociacdo mais lenta entre
os oligbmeros.

Em plantas, a regulacdo dos
genes BiP  tem sido avaliada
principalmente por meio da detec¢do



do actiimulo de proteinas e seu mRNA
em diferentes 6rgdos e em respostas a
diferentes estresses (VITALE et al.,
1993).  Estes  experimentos tem
demonstrado que a expressao de BiP
de plantas ¢ induzido tanto em
resposta ao actimulo de proteinas
anormais no RE, quanto ao aumento
da atividade secretora da célula
(GALILI et al, 1998). A sintese de
BiP ¢ aumentada em mutantes de
milho que sintetizam uma proteina
zeina  defeituosa em  dobramento
(BOSTON et al, 1996). Assim
também, a expressdo transiente de
faseolinas mutantes em protoplastos
de tabaco e o tratamento com agentes
que promovem  desnaturacdo  de
proteinas no RE, tais como
tunicamicina e 3 -mercaptoetanol,
induzem a sintese de BiP em células
de plantas (DENECKE et al., 1996).
A expressaio de BiP de plantas
também ¢ induzida em resposta a
diversas  condicdes de  estresses
bidticos e abidticos, tais como
estresse  nutricional,  ataque  por
insetos, infeccdo por fungos, estresse

hidrico,  baixas  temperaturas e
elicitores da reposta a patogénese
(FONTES et al., 1999;

FIGUEIREDO et al., 1997; FONTES
et al., 1996; KALINSKI et al., 1995;
DENECKE et al., 1995;
ANDERSON et al., 1994).

Tem sido demonstrado que a expressao de BiP de plantas também é

altamente regulada em condi¢des normais de desenvolvimento da planta. Em
tabaco, mRNA de BiP acumula predominantemente em tecidos com alta
atividade secretora, tais como em tecidos com alta proporcdo de células em
ativo processo de divisdo celular (DENECKE et al.,, 1991). Em soja, os
membros da familia génica de BiP estédo sujeitos a regulagao diferencial tecido-
especifica (CASCARDO et al., 2001) e a expressao dos genes BiP é regulada

por eventos de desenvolvimento associados por alta atividade secretora celular



(FONTES et al., 1996; KALINSKI et al., 1995). Apesar do complexo padrao de
regulagdo dos genes BiP em plantas, muito pouco se sabe com relagdo a

presenca de elementos cis atuantes funcionais nos promotores de BiP de
plantas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolamento e purificacao dos clones genémicos de BiP

O isolamento de potenciais clones gendmicos de BiP para a posterior
caracterizagdo das regides promotoras foi feito por meio de um Screening de
duas bibliotecas gendmicas de soja, propagadas em fagos AZAP Il (titulo de
9,75x10° fagos/mL) e em fagos AEMBL3 (titulo de 5x10® fagos/mL). Aliquotas
de 10 pL de diluicdes em série da biblioteca AZAP Il ou AEMBL3 foram usadas
para inocular 100 pL de cultura de bactéria E. coli LE392 ou NM538 crescidas
por 12 horas em LB. Apds 20 minutos, aessa suspensao foram adicionados 7
mL de “Top agarose” 0,7% fundida, vertendo-se todo o volume em placas de
Petri contendo o meio LB sélido (2,0 g de LB, 1,5 g de agar, 100 mL de agua),
que foram incubadas a 37 °C, durante 12 horas, até o aparecimento das lises.
Em seguida, as placas foram incubadas a 4 °C, por 1 hora, e o DNA foi
transferido para membrana de nailon. As membranas foram incubadas durante
15 minutos em solu¢do de desnaturagao (NaOH 0,5 mol/L, NaCl 1,5 mol/L),
seguido por 15 minutos em solugdo de neutralizagao (Tris-HCI 0,5 mol/L, pH
7,0, NaCl 3 mol/L) e SSC 2X (NaCl 1,5 mol/L, citrato de sédio 0,15 mol/L, pH
7,0). O DNA foi imobilizado por ultravioleta, utilizando “UV Stratalinker 2400"
(Stratagene) e hibridizado com os insertos dos clones pUFV-4 (regido amino-
terminal do cDNA de BiPD) e pUFV42 (cDNA completo de BiPD), marcados



com [0-**P]dCTP. Os potenciais clones positivos isolados foram purificados,

por meio de "screenings" sucessivos (3X) para a obtencdo de indculos

homogéneos.

3.2. Purificagao de fragmentos de DNA de gel de agarose

Os fragmentos de DNA, utilizados em subclonagens e preparo de sondas,
foram purificados de gel de agarose com o auxilio do “kit Pre-A-Gene DNA
Purification Systems”, da BIORAD, conforme instrugdes do fabricante. Apos
eletroforese, a regido excisada do gel que continha o DNA de interesse foi
dissolvida com 3 volumes de perclorato de sodio 45 mol/L a 50 °C. Em seguida,
foi adicionado Prep-A-Gene matrix, em uma relagdo de 5 pL de matrix/ug de
DNA e a mistura foi incubada por 10 minutos atemperatura ambiente, sob
agitagdo ocasional. Apos centrifugagcdo por 30 segundos a 16.000 x g, o
precipitado foi lavado duas vezes com 25 volumes de perclorato de sédio 45
mol/L e, em seguida, com tampao de lavagem (BIORAD). Posteriormente, foi
seco atemperatura ambiente. O DNA foi eluido da resina pela adigao de agua
e, apos centrifugacao, o sobrenadante contendo o DNA foi armazenado a -20

°C até uso.

3.3. Marcacao de sonda

Os fragmentos de DNA dos clones pUFV-4 (regido amino-terminal do
cDNA de BiPD) e pUFV-42 (cDNA completo de BiPD), previamente isolados e
purificados de géis de agarose, foram marcados usando o “Primer-It Fluor
Fluorescence Labelling Kit” (BIORAD) ou “Random Primer Labelling RPM
1633” (Amershan). Aproximadamente 100 ng do fragmento de DNA e
oligonucleotideos foram desnaturados a 100 °C por 5 minutos e colocados
imediatamente a 0 °C. Em seguida, a mistura foi incubada com 1U da enzima
Klenow, dNTPs e Fluor12-UTP a 37 °C por 30 minutos. Apds o periodo de

incubacao, a reacao foi interrompida pela adicdo de EDTA 0,2 mmol/L. Para



eliminacao de Fluor-12-UTP nao incorporado, a sonda foi precipitada usando
etanol 70% (v/v) e acetato de sédio 0,3 mol/L, pH 4,8 por 2 horas a -20 °C.
Apos centrifugacao a 14.000 x g por 15 minutos, a sonda foi ressuspendida em
agua. Alternativamente, a sonda foi marcada com [a 32P]dCTP, utilizando o Kit

‘Random Primer Labeling RPM 1633” (Amershan), de acordo com as
instrugdes do fabricante.

3.4. Isolamento de DNA genomico
proveniente da biblioteca AEMBL3

O DNA do fago recombinante foi isolado pela técnica de lise liquida. E.
coli estirpe NM-538 foi inoculada com o fago recombinante em 50 mL de
NZCYM, contendo 0,2% (p/v) de maltose a 38 °C e 350 x g. Apds a lise das
bactérias, o DNA foi purificado, utilizando a extragéo por fenol-cloroférmio. Em
50 mL de meio, foram adicionados 10 puL de DNAse 10 mg/mL e 25 pL de
RNAse 10 mg/mL e a mistura incubada a 37 °C, por duas horas. Em seguida, a
solugao foi centrifugada, por duas horas, a 20.000 x g e 4 °C. O precipitado do
fago A foi ressuspendido em 200 pL de Tris-HCL 0,05 mol/L, pH 8,0, e 0 DNA
foi extraido com 200 pL de fenol-cloroférmio na propor¢cao de 1:1, por trés
vezes. Em seguida, o DNA foi precipitado com etanol 70% (v/v) e acetato de
sédio 0,3 mol/L, pH 4,8. Apds centrifugagao a 16.000 x g por 5 minutos, o DNA
foi lavado com etanol 70% (v/v), seco a vacuo e ressuspendido em 100 uL de
agua. Alternativamente, o DNA viral foi concentrado por meio de precipitagéo
com PEG. Neste método, as enzimas DNAse e RNAse foram adicionadas na
concentracgao final de 1 pg/mL e incubadas por 30 minutos. Em seguida, foram
adicionados 0,064 g/mL de NaCl, deixando 1 hora a 0 °C e o residuo insoluvel
foi descartado por centrifugagdo a 11.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C. Ao
sobrenadante, foi adicionado 0,088 g/mL de PEG-8.000, mantendo-se a
mistura por 1 hora a 0 °C. O DNA foi recuperado por centrifugacéo a 11.000 x g
por 20 minutos a 4 °C, e foi ressuspendido em 1,0 mL de Tris-HCI 0,05 mol/L,
pH-8,0. A purificacdo do DNA foi feita pela extragdo com fenokcloroférmio,

como descrito acima.



3.5. Excisao do DNA recombinante
isolado da biblioteca A ZAPII

Inicialmente, foram crescidas, durante 16 horas, a estirpe de E. coli
SOLR, em LB liquido, e XL1-Blue, em meio liquido LB suplementado com
maltose 0,2% (p/v) e MgSO, 10 mmol/L. As células bacterianas foram
centrifugadas e ressuspendidas em MgSO4 10 mmol/L até DOgp = 1,0. Em um
microtubo, foram incubados 200 pL da suspensao bacteriana XL1-Blue, 250 L
do estoque de fagos isolados e purificados provenientes da biblioteca AZAP Il e
1 uL de “Ex Assist helper phage”, a 37 °C por 15 minutos. Em seguida, o
volume do microtubo foi combinado com 3 mL de meio LB liquido € mantido a
37 °C sob agitagao até ocorrerem as lises, quando os tubos foram aquecidos a
65 °C por 20 minutos. Apds centrifugagdo a 14.000 x g por 15 minutos, o
sobrenadante, contendo o fagemideo, foi coletado em novo microtubo e
armazenado a 4 °C. A 200 pL da suspens3o bacteriana de SOLR em MgSO,
(DOeg0o = 1,0) foram adicionados 2 uL do estoque de fagemideos, mantendo-se
a 37 °C por 15 minutos e, apos o periodo de incubagao, o indculo foi plaqueado
em meio solido LB, suplementado com ampicilina (50 pg/mL). O crescimento

das col6nias foi realizado a 37 °C por 12 a 16 horas.

3.6. Isolamento de DNA plasmidial

O isolamento do DNA plasmidial, em pequena e média escala, foi
conduzido pelo método da lise alcalina e adsorsdao de DNA em particulas de
silica, usando o "FlexiPrep Kit" (Pharmacia Biotech) e, em grande escala, por
meio de gradiente de cloreto de césio (SAMBROOK et al., 1989) ou “Plasmid
Maxi Kit” (QIAGEN). Em todos os métodos, inicialmente, as células foram
rompidas pelo método de lise alcalina, sendo o volume das solugdes utilizadas
ajustado de acordo com o volume inicial da cultura. A bactéria transformada foi
crescida em meio LB, contendo 100 pg/mL de ampicilina, por 12 a 16 horas.
Apos centrifugagcao, 5.000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente, as

células foram ressuspendidas na solugdo | (glicose 50 mmol/L, Tris-HCI 25



mmol/L, pH 8,0, EDTA 20 mmol/L), sob agitacdo. Em seguida, foi adicionado a
solucéo Il [NaOH 0,2 mol/L, SDS 1% (v/v)] e a solucéo Il (CH;COOK 1 mol/L),
em sequéncia. O residuo insoluvel foi descartado por centrifugacao a 11.000 x
g por

10 minutos. O sobrenadante recebeu diferentes tratamentos de acordo
com o método de isolamento plasmidial utilizado.

Para os métodos de isolamento em pequena e meédia escala, apos a lise
alcalina, o DNA plasmidial foi precipitado pela adicdo de isopropanol, na
concentracédo final de 42% (v/v), incubado por 10 minutos a temperatura
ambiente, e coletados por centrifugagdo a 11.000 x g por 10 minutos. A
suspensdo de "Sephaglass™ FP" (Pharmacia Biotech) foi adicionada ao DNA
plasmidial, e em seguida, lavada com "Wash Buffer" (Pharmacia Biotech) e
com etanol 70% (v/v). O DNA foi eluido em agua por 5 minutos atemperatura
ambiente.

Para o método de isolamento em grande escala, a lise alcalina foi
conduzida conforme descrito anteriormente, exceto que apds a adicdo da
solugdo Il a mistura foi colocada no gelo por 10 minutos, e apds a adi¢gédo da
solugdo Il foi colocada no gelo por mais 15 minutos. Apds a lise alcalina, o
DNA foi precipitado do sobrenadante pela adigdo de isopropanol, na
concentragao final de 42% (v/v), coletado por centrifugacao a 11.000 x g por 15
minutos a 4 °C e ressuspendido em TE, contendo 0,86 g/mL de brometo de
etidio e cloreto de césio (d = 1,55 g/mL). O gradiente de densidade de CsCl foi
formado por centrifugagao a 55.000 x g por 24 horas. O DNA plasmidial foi
visualizado por meio de luz ultravioleta, isolado do gradiente, precipitado com
etanol 70% (v/v) e ressuspendido em agua.

Alternativamente, o solamento de DNA plasmidial em grande escala foi
conduzido utilizando o "Plasmid Max Kit" (Qiagen). A lise alcalina foi conduzida
conforme descrito previamente, exceto que RNAse foi adicionada ao tampao |
na concentragdo de 100 pg/mL. O lisado insoluvel de células foi removido por
centrifugagédo a 20.000 x g por 30 minutos, a 4 °C. A solugdo de DNA,
recuperada apés a lise, foi aplicada na coluna “QIAGEN-ip 500" (QIAGEN),
equilibrada com 10 mL do tamp&o QBT [MOPS 50 mmol/L, pH 7,0, NaCl 750
mmol/L, etanol 15% (v/v), triton X-100 0,15% (v/v)]. Apés a drenagem por

gravidade, a coluna contendo o DNA foi lavada por duas vezes com 30 mL do



tampao QC [MOPS 50 mmol/L, pH 7,0, etanol 15% (v/v), NaCl 1 mol/L]. O DNA
foi eluido da coluna com 15 mL do tamp&o QF [Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8,5,
etanol 15% (v/v), NaCl 1,25 mol/L] e, em seguida, precipitado com 42% (v/v) de
isopropanol, lavado com 5 mL de etanol 70% (v/v) e ressuspendido em 1 mL de
H20.

3.7. “Southern blot”

O DNA recombinante, extraido de clones isolados, foi digerido com varias
enzimas de restricdo e separado por eletroforese. Apos eletroforese, o gel foi
incubado por 15 minutos na solugéo de depurinagao (HCI 0,25 mol/L), seguido
por incubagao na solu¢do de desnaturagao (NaOH 0,5 mol/L, NaCl 1,5 mol/L)
por duas vezes de 30 minutos. O gel foi entédo transferido para a solugao de
neutralizagéo (Tris-HCI 0,5 mol/L, pH 7,0, NaCl 3 mol/L) e o DNA foi transferido
por pressao para uma membrana de nailon em SSC 2X (NaCl 1,5 mol/L, citrato
de soédio 0,15 mol/L, pH 7,0) por 1 hora (STRATAGENE). A membrana foi
incubada em 30 mL de solugdo de pré-hibridizagédo [(SSC 6X, Reagente de
Denhardt 10X, SDS 1% (p/v), NaPPi 0,2% (p/v), 1,2 mg de DNA de esperma de
salmao] (SAMBROOK et al., 1989), a 65 °C, por no minimo 2 horas. A reagao
de hibridizagéo foi conduzida a 60 °C por no minimo 12 horas, com 20 mL de
tampao de hibridizacdo (SSC 3X, Reagente de Denhardt 5X, SDS 1% (p/v),
NaPPi 0,2% (p/v), EDTA 0,002 mol/L, Tris-HCI 0,02 mol/L, pH 7,5, 0,8 mg de
DNA de esperma de salméo), conte ndo aproximadamente 50 ng/mL de sonda,
previamente desnaturada a 100 °C por 5 minutos. Apos o periodo de
incubagdo, a membrana foi lavada 2 vezes com SSC 1X contendo SDS 0,1%
(p/v) e NaPPi 0,2% (p/v), repetido por 2 vezes com SSC 0,1X contendo SDS
0,1% (p/v) e pirofosfato de sédio NaPPi 0,2% (p/v), e visualizada por

autoradiografia.



3.8. Obtenciao de cé€lulas
competentes de E. coli

As células competentes de E. coli JM109 foram preparadas de acordo
com SAMBROOK et al. (1989). Células de E. coli JM109 foram crescidas em
meio LB até atingir uma DOggy de 05, incubadas a 0 °C por 10 minutos e
concentradas duas vezes por centrifugagdo a 5.000 x g, a 4 °C por 10 minutos,
em MgCl 100 mmol/L. Apds incubagéo a 0 °C por 10 minutos, as células foram
coletadas por centrifugagéo a 5.000 x g a 4 °C por 5 minutos, concentradas 10
vezes pela ressuspensdo em CaCl, 100 mmol/L e glicerol 15% (v/v),

aliquotadas e estocadas a -80 °C até o uso.

3.9. Obtengao dos sub-clones dos clones gendmicos

O DNA, proveniente dos clones gendmicos, foi submetido ahidrolise com
varias enzimas de restricdo. Apds separagao eletroforética, os fragmentos de
interesse foram detectados via “Southern blot” e foram purificados, conforme
descrito no item 4.2, para posterior clonagem. O vetor de expressao pUC118 e
PBSIIKS® foram digeridos separadamente com a(s) enzima(s) de restrigdo
utilizada(s) para liberar o(s) fragmento(s) de interesse. Em seguida, o vetor foi
defosforilado com 1U da enzima fosfatase alcalina de intestino de bezerro, no
tampao Tris-HCI 0,05 mmol/L, pH 9,0, MgCLk 1 mmol/L e ZnCk 0,1 mmol/L, a
37 °C por 1 hora.

A reacao de ligagao dos fragmentos de DNA aos vetores foi conduzida de
acordo com técnicas padrao de clonagem em plasmideos (SAMBROOK et al.,
1989). O fragmento de DNA e o \etor foram utilizados na relagdo molar 3:1,
respectivamente, em um volume final de 15 pul, em presenga da enzima T4
DNA ligase (GIBCO/BRL) em Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, MgCkL 7 mmol/L,
DTT (ditiotreitol) 1 mmol/L. As reagdes foram incubadas a 14 °C por 24 horas.

Para transformacao de E. coli, foram adicionados 7pL da reagdo de ligase
a 200 pL de células competentes JM109, e a suspensao foi mantida a 0 °C por
30 minutos. Apos um choque térmico de 2 minutos a 42 °C, foi adicionado 1mL
de meio LB sem ampicilina, seguido por incubagdo a 37 °C por 1 hora. As

células foram concentradas por centrifugagao, ressuspendidas em 100 pL de



meio LB e espalhadas em placas contendo meio LB (sélido) e ampicilina 100

pg/mL, para selegcéo das colbnias transformantes. O DNA plasmidial, isolado de

bactérias transformadas, foi digerido com as enzimas de restricdo apropriadas

e separado por eletroforese em géis de agarose 1% (p/v) para diagnostico dos

clones. As col6nias recombinantes foram estocadas em 50% de glicerol a -

80°C. Os sub-clones obtidos sdo descritos na Tabela 1 (itens de 1— 8).

Tabela 1: Descrigao dos clones e sub-clones derivados de gsBiP9e gsBiP6

Os clones e sub-clones utilizados nas reagdes de sequenciamento e

na obtencdo das delecdes dos promotores gsBiP6 e gsBip9 sao

apresentados abaixo.

Clone Descrigdo Tamanho | Vetor Hosp. Clone Iniciador Sitio
(pb) Gendmico gerado

1 pUFV183 Fragmento 5146 PBSIIKS+ JM-109 gsBiP9 —_ —_
EcoRI

2 pUFV212 Fragmento 1750 pUC118 JM-109 gsBiP9 D —
Hindlll

3 pUFV191 Fragmento 1553 pUC118 JM-109 gsBiP9 —_ —_
Hindlll

4 pUFV211 Fragmento 1150 pUC118 JM-109 gsBiP9 _ —
Hindlll/ Pstl

5 pUFV236 Fragmento 450 PBSIIKS+ JM-109 gsBiP9 —_ —_
Eco0109I/Pstl

6 pUFV210 Fragmento 495 pUC118 JM-109 gsBiP9 R —
Hindlll/Pstl

7 pUFV235 Fragmento 427 PBSIIKS+ JM-109 gsBiP9 _— —_
Xhol/Eco0109I

8 pUFV234 Fragmento 283 PBSIIKS+ JM-109 gsBiP9 —_ —_
EcoRV/Xhol

9 pUFV321 Fragmento 2209 PCAMBIA1381Z | Jm-109 gsBiP9 BiP9PsOPR/ | Pstl
Pstl/EcoRl T3

10 pUFV329 Fragmento 2209 PCAMBIA1381Z | LBA-4404 gsBiP9 —_ —
Pstl/EcoRl

11 pUFV228 Fragmento 390 PCAMBIA1381Z | JM-109 gsBiP6 6BiIPS60PR/ | Sall
EcoRI/Sall M13F

12 pUFV287 Fragmento 390 PCAMBIA1381Z | LBA-4404 gsBiP6 R —
EcoRI/Sall

13 pUFV301 Fragmento 260 PCAMBIA1381Z | Jm-109 gsBiP6 _ —
EcoRI/Sall

14 pUFV306 Fragmento 260 PCAMBIA1381Z | LBA-4404 gsBiP6 —_ —

EcoRI/Sall




15 pUFV302 Fragmento 170 pUC118 JM-109 gsBiP6 6BiPB120P9 | BanHlI
BamHl/Sall 9F/M13R

16 pUFV305 Fragmento 170 PCAMBIA1381Z | JM-109 gsBiP6 —_ —_
EcoRI/Sall

17 pUFV307 Fragmento 170 PCAMBIA1381Z | LBA-4404 gsBiP6 —_ —
EcoRI/Sall

18 pUFV330 — PCAMBIA1381Z | LBA-4404 —_— —_— —

3.10. Confecgado do mapa de restrigdo

O DNA do clone genémico de gsBiP6 ou gsBiP9 foi digerido com uma
série de enzimas de restricdo que compdem a regido do sitio multiplo de
clonagem do vetor pBSIIKS®. Os produtos da hidrolise foram analisados
individualmente por eletroforese em agarose e seus tamanhos em pares de
bases foram estimados em relagcdo a padroes de DNA. A ordem dos
fragmentos e a respectiva localizagdo dos sitios de restrigdo foram confirmados

por meio de hidrdlise duplas do DNA, “Southern Blot” e sequenciamento.

3.11. Reagoes de sequenciamento dos sub-clones

As reagodes de sequenciamento do DNA foram realizadas de acordo com
a metodologia de SANGER et al. (1977), utilizando o “kit Big Dye” (Applied
Biosystems), seguindo as recomendacdes do fabricante. Aproximadamente 1

png de DNA dos sub-clones foi adicionado a uma solu¢ao contendo 8 pL do
reagente de sequenciamento e 1 pL de oligonucleotideo, em um volume final
de 20 pL. A reacédo de sequenciamento consistiu de 30 ciclos nas seguintes
condigdes: 96 °C por 30 segundos, 45 °C por 15 minutos e 60 °C por 4 minutos.
Para precipitacdo dos fragmentos foram adicionados 7 pL de acetato de
amonio 7,5 mol/L e 68 pL de etanol 100% (v/v) e as amostras foram mantidas
em gelo por 15 minutos. Apds centrifugacao a 14.000 x g por 15 minutos, o
precipitado foi lavado com etanol 70% (v/v) e seco atemperatura ambiente.

Finalmente, o precipitado foi ressuspendido em 4 pL do tampao de corrida, e

antes da aplicagdo das amostras no sequenciador automatico (ABI 377,



Applied Biosystems), as amostras foram aquecidas a 70 °C, por 5 minutos. Os
oligonucleotideos utilizados nas rea¢des de sequenciamento estdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 2: Iniciadores utilizados para obtencao dos sub-clones e para

conclusao do sequenciamento.

Iniciador Orientagao Posicao de Sequiéncia
Anelamento

1 M13 53’ PUC-118 5" CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’
2 M13 35’ PUC-118 5" TCACACAGGAAACAGCTATGAC 3’
3 T3 53’ PBSIIKS+ 5" AATTAACCCTCACTAAAGGG 3’
4 T7 3’5’ PBSIIKS+ 5" GTAATACGACTCACTATAGGGC 3’
5 911soyBiPdR 35’ +2175 a +2199(gsBiP9) | 5 GCACGCTCAGCCTCTCTCCTCAGC 3’
6 456s0yBiPdR 35’ +1498 a +1523(gsBiP9) | 5 CCTCAGGGCTGAACACCTTGGTCTC 3’
7 BiPC99R 35’ +1142 a +1168(gsBiP9) | 5 CAACATGGCCATTCTTGTAAACACCG 3’
8 33soyBiPdR 35’ +48 a +71(gsBiP9) 5’ CGGCGTGCCCACGAGCCAGCCAT ¥
9 33soyBiPdF 53 +48 a +71 (gsBiP9) 5" ATGGCTGGCTCGTGGGCACGCCG 3’
10 BiP9Ps9PR 35’ +15 a +40(gsBiP9) 5 CTCTCACACCTGCAGACACACTTTG 3’
11 279BiP9F 5’3’ -253 a -231 (gsBiP9) 5" GGACGGCACAGGTGTTCCCAAC 3
12 577BiPP9R 3’5’ -552 a 529(gsBiP9) 5" GGTGGACTCCTATGTGGCAGTGG 3’
13 -1750BiP9F 53’ -1406 a -1383(gsBiP9) 5" CGCGGACTCCTTTTCTAGATTGC 3
14 6BiPS60PR 35’ 65 a -31(gsBiP6) 5 TTCTCG GTCGACGATGAATTGTAGG 3
15 6BiPB120P99F 5’3’ -196 a -170(gsBiP6) 5’ CCAGCAAAAGGATCCAGTTTTATTGG 3’

* Sequéncias sublinhadas, em azul, indicam os sitios degenerados para geracao de

sitios de clonagem.

3.12. Analises de comparacao de sequiéncias dos sub-clones

As analises de comparagéo de sequéncias do DNA, presenca de regides
conservadas e elementos estruturais, foram realizadas com o auxilio dos
programas computacionais encontrados no enderego  eletrbnico

http://www.genome.ad.jp/SIT/SIT.htm| (“Sequence Interpretation Tools”), onde

estao disponiveis 0s enderecos dos seguintes programas:

http://blast.genome.ad.jp/ (“Blast”), http://clustalw.genome.ad.jp/ (“Clustalw”),

http://motif.genome.ad.jp/ (“Sequence Motif Search”),
http://pdap1.trc.rwep.or.jp/research/db/TFSEARCH.html (“Transcription Factor




Binding Site Search”). Um mapa saturado de enzimas de restricao que clivam a
sequéncia dos clones que foram isolados foi obtido, utilizando o programa

http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/ (“Web Cutter”). A traducido de sequéncias de

DNA foi feita utilizando o programa http://bio.lundberg.qu.se/edu/transiat.html

(“DNA to protein translation”). As sobreposicbes das sequéncias dos sub-
clones foram feitas utilizando 0 programa

http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/cap _in.pl (CAP).

3.13. Determinacgao do sitio de inicio da transcrigao

3.13.1. Reacdo de sequenciamento

“T’sequencing ™

A reacdo de sequenciamento foi feita de acordo com o
Kit” (Pharmacia Biotech), onde o primeiro passo consistiu na desnaturagao do
DNA e posterior anelamento do oligonucleotideo. Aproximadamente 2 ug de
DNA foi desnaturado, por meio de incubacdao em solugao 0,4 mol/L de NaOH
durante 10 minutos. Em seguida, foi adicionado acetato de sédio 0,3 mol/L, pH
4,8 e o DNA foi precipitado com alcool etilico 70% (v/v) por 15 minutos a -20
°C. Logo apds, o DNA foi sedimentado por centrifugagdo a 16.000 x g por 5
minutos, lavado com etanol 70% (v/v), seco a vacuo e ressuspendido em 10,0
pL de agua. Apds desnaturacdo do DNA, a reagdo de anelamento foi
conduzida, utilizando o oligonucleotideo 33soyBiPdR (Tabela 2) que anela na
posicao especifica, adjacente ao codon de iniciagdo da tradugéo (coordenadas
+48 a +71, relativo ao sitio +1 de transcri¢do). Ao volume de 10 pL de solugao
contendo DNA desnaturado foram adicionados 2,0 uL do oligonucleotideo (5
pmol/L) e 2,0 yuL do tampao de anelamento (Tris-HCI 1 mol/L, pH 7,6, MgCl,
100 mmol/L, DTT 160 mmol/L). Essa reacdo foi incubada a 65 °C por 5
minutos, seguido por 10 minutos a 37 °C e 5 minutos atemperatura ambiente.
A segunda etapa consistiu na extensao da cadeia pela DNA polimerase, pela
adicao de 1,375 pmol/L de dATP, dGTP, dTTP, NaCl 333,5 mmol/L, [a-
32P]dCTP 10 pCi/uL e T7 DNA polimerase, incubados por 5 minutos a

temperatura ambiente. Concomitantemente, foi utilizado, para leitura de



pequenos fragmentos (até 500 nucleotideos), o “Mix-short” (Pharmacia
Biotech). Em quatro tubos, previamente identificados, foram adicionados
separadamente 2,5 pL do “Mix-short” A, C, G ou T. Enquanto o progresso da
reacdo acima estava ocorrendo, os tubos, contendo “Mix-short” A, C, Gou T,
foram incubados a 37 °C por pelo menos 1 minuto. Decorridos os 5 minutos da
reagcao de marcagao, a reagao foi terminada pela adicdo de uma aliquota de
4,5 uL da reacado de marcacéao para os tubos que continham o Mix-short A, C,
G e T, seguido por uma incubagéo a 37 °C por 5 minutos e pela adigdo de 5,0
uL de tampao da amostra [bromofenol 0,3 % (p/v), xilenocianol 0,05% (p/v) ,
EDTA 10 mmol/L, pH 7,5, formamida 97,5% (p/v)]. As amostras foram
aquecidas a 80 °C, durante 2 minutos, antes de serem aplicadas no gel de

sequenciamento.

3.13.2. Reacao de extensao de “primer”

A reacao de anelamento do oligonucleotideo 33soyBiPdR (Tabela 2) foi
realizada utilizando 0,45 pg/uL de RNA poly A’, KCI 0,15 mol/L, Tris-HCI 0,01
mol/L, pH 8,3, EDTA 1,0 mmol/L e 0,66 pmol/L do oligonucleotideo, em volume
final de 15 pL sendo incubada a 65 °C por 90 minutos, e em seguida, mantida a
temperatura ambiente. A reacdo de anelamento foram adicionados 30 pL da
mistura da reacao de extensao do oligonucleotideo (0,9 uL Tris-HCI 1 mol/L, pH
8,3, 0,9 pL MgCbk 0,5 mol/L, 0,25 pL DTT 1 mol/L, 6,75 pL actinomicina D
1mg/mL, 1,33 pL 5 umol/L dATP, dGTP, dTTP, 2,0 pL [a->?P]dCTP 10 pCi/pL,
18 pL agua, 0,2 yL AMV transcriptase reversa 25 U/pL) e incubados por 1 hora
a 42°C. Para a interrupgéo da reagao, foram adicionados 105 L de RNAse 20
pg/mL, previamente diuida no tampao TEN 100 (NaCL 100 mmol/L, Tris-HCI
10 mmol/L pH 7,5, EDTA 1 mmol/L), contendo esperma de salmao 100 ug/mL e
a mistura foi incubada por 15 minutos a 37 °C. O DNA foi extraido com a
mistura fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), e precipitado com etanol
70% (v/v) e acetato de sodio 0,3 mol/L, pH 4,8. Em seguida, o DNA foi
sedimentado por centrifugagdo a 16.000 x g por 15 minutos, lavado com etanol

70% (v/v), seco a vacuo e ressuspendido em 5,0 pL bromofenol 0,05% (p/v),



xilenocianol 0,05% (p/v), EDTA 20 mmol/L em formamida deionizada. Apds
incubagdo por 5 minutos a 65 °C, as amostras foram separadas por

eletroforese em gel de sequenciamento.

3.13.3. Gel de sequenciamento

As reacbes de sequenciamento e de extensdo de “primer” foram
separadas por eletroforese, utilizando gel desnaturante de sequenciamento 6%
(p/v) e uréia 8 mol/L, conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989). A
eletroforese foi conduzida no aparato de sequenciamento vertical (BaseAce?
Jr. Vertical Sequencing Apparatus, Stratagene), conforme recomendagdes do
fabricante. Apdés a polimerizacdo do gel de poliacrilamida em Tris-HCI 89
mmol/L, acido bdérico 89 nmol/L, EDTA 0,2 mmol/L pH 8,0, uréia 8 mol/L,
acrilamida 6 % (p/v), 333,5 uL de persulfato de aménio 10% (p/v), 25 uL de
TEMED, foi realizada uma pré-eletroforese, em TBE (Tris-HCI 89 mmol/L, acido
bérico 89 mmol/L, EDTA 0,2 mmol/L pH 8,0), durante 1 hora a 1.000 V.
Simultaneamente, as amostras foram desnaturadas a 100 °C por 5 minutos e,
submetidas aeletroforese, durante 4 horas a 2.000 V. Apds a corrida, o gel foi
incubado por 30 minutos em solugdo fixadora [(metanol 10% (v/v), acido
acético 10% (v/v)], transferido para uma folha de papel Whatman 3 mm,
previamente umedecida com agua milli-Q e seco utilizando o aparelho Gel
Dryer (Modelo 583, BIO-RAD). Apds a secagem, o gel foi exposto ao filme a -
80 °C, por aproximadamente 30 minutos utilizando-se uma tela intensificadora

(Lightning-Plus, Sigma), e revelado conforme as recomendagdes do fabricante.

3.14. Clonagem do promotor

O DNA dos clones gendmicos gsBiP6 e gsBiP9, provenientes dos fagos
AEMBL3 e AZAP I, respectivamente, foram digeridos com varias enzimas para
a obtencéo dos padrdes de restricdo. Os fragmentos reconhecidos pela sonda
foram sub-clonados e sequenciados . Dentre os quais, um fragmento de 2,1 kbp

de gsBiP6 originado de uma hidrélise com Sacl, apresentou homologia com a



seqléncia que codifica o N-terminal de BiP. Esse clone, identificado como
pUFV139, foi sequenciado apresentando 397 pb da regido promotora. Um
fragmento correspondente ao promotor, incluindo o possivel TATA, foi
amplificado a partir de pUFV139 utilizando os oligonucleotideos M13 5'-
TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3’ (gerando um sitio de EcoRI a partir do
polylinker do vetor pUC118) e o oligonucleotideo 6BiPS60PR 5'-
TTCTCGGTCGACGATGAATTGTAGG -3’ (gerando um sitio de clonagem de
Sall sublinhado) (Tabela 2). Esse fragmento foi clonado em pUC118
(EcoRlI/Sall) e, transferido para o vetor pPCAMBIA1381Z (EcoRl/Sall) (p)CAMBIA
VECTORS, Canberra, Australia), originando o clone pUFV228 em E. coli JM-
109 (Tabela 1). A construcao pUFV228 foi transferida para Agrobacterium
tumefaciens LBA-4404, originando o clone pUFV287 (Tabela 1), também
designado -358pbip6-gus. O DNA do clone pUFV228 foi digerido com a enzima
Ndel, que cliva em duas posi¢des na regido interna do promotor, e em seguida,
religado originando o clone pUFV301 em E. coli JM-109 (Tabela 1). A
construcao pUFV301 foi transferida para Agrobacterium tumefaciens LBA-
4404, originando o clone pUFV306 (Tabela 1), ambém designado A(-226/-
82)pbip6-gus. O clone pUFV228 foi amplificado utilizando os oligonucleotideos
6BiPB120P99F 5-CCAGCAAAAGGATCCAGTTTTATTGG-3’, gerando um sitio
de BamHI (sublinhado) e o oligonucleotideo 6BiPS60PR  5-
TTCTCGGTCGACGATGAATTGTAGG-3, gerando um sitio de Sall
(sublinhado) (Tabela 2). O produto amplificado digerido com BamHI e Sal foi
clonado em pUC118 (BamHI/Sall) originando o clone pUFV302 (Tabela 1), que
por sua vez foi transferido para o vetor pCAMBIA1381Z (BamHI/Sal),
originando o clone pUFV305 em E. coli JM-109. A construgédo pUFV305 foi
transferida para Agrobacterium tumefaciens LBA-4404, originando o clone
pUFV307 (Tabela 1), também designado -138pbip6-gus.

O clone pUFV183 (gsBiP9), obtido por meio da técnica de excisdo de
fagos AZAP I, foi sequenciado e apresentou 5.146 pb. A regido correspondente
ao promotor apresentou 2209 pb, incluindo varios elementos conservados. O
clone pUFV183 foi amplificado utilizando os oligonucleotideos T3 5'-
AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’ (gerando um sitio de EcoRl a partir do
polylinker do pBSIIKS') e o oligonucleotideo BiP9Ps9PR  5-
CTCTCACACCTGCAGACACACTTTG-3’, (gerando um sitio de Psid,



sublinhado) (Tabela 2) e foi clonado no vetor pCAMBIA 1381Z (EcoRI/Pst) em
E. coli JM-109, gerando o clone pUFV321 e, posteriormente, foi transferido
para Agrobacterium tumefaciens LBA-4404, originando o clone pUFV329
(Tabela 1), também designado -2200pbip9-gus.

3.15. Obtencao de células competentes de Agrobacterium sp

A estirpe de agrobactéria LBA 4404 foi plaqueada em meio Rhizo [(extrato
de levedura 0,5% (p/v), caseina 0,05% (p/v), manitol 0,8% (p/v), sulfato de
amoénia 0,2% (p/v), cloreto de sodio 0,5% (p/v), pH 6,6)], contendo
estreptomicina 100 pg/L e crescida a 28 °C por 12 a 16 horas. Uma col6nia
isolada foi utilizada para a incubagao de 50 mL de meio Rhizo seletivo, a 28°C,
sob agitagao durante 12 horas. Em seguida, as células foram centrifugadas a
16.000 x g por 10 minutos a 4 °C. As células precipitadas foram lavadas 4
vezes em igual volume com agua destilada estéril e ressuspendidas em 2 mL
de meio GYT [glicerol 10% (v/v), extrato de levedura 0,125% (p/v), triptona
0,25% (p/v)] e mantidas a-80 °C.

3.16. Eletroporacao de Agrobacterium sp

Aproximadamente 100 ng de DNA plasmidial e 40 YL de células
competentes de Agrobacterium foram eletroporadas a 2.500 V durante 4 a
5 milisegundos, utilizando o eletroporador "Gene Pulser 11" (BIO-RAD).
Ap0s eletroporagao, 1 mL de meio Rhizo [(extrato de levedura 0,5% (p/v),
caseina 0,05% (p/v), manitol 0,8% (p/v), sulfato de amonia 0,2% (p/v),
cloreto de sodio 0,5% (p/v), pH 6,6)] foi adicionado e a mistura incubada
por 2 horas a tempertatura de 28 °C. Apds esse periodo, a mistura foi
centrifugada durante 1 minuto e concentrada para 100 PL. A solugao foi
plaqueada em meio Rhizo sélido com estreptomicina 100 pg/L e

canamicina 75 pg/L. As células cresceram durante 3 dias ininterruptos a 28



°C. Entre as colonias que se desenvolveram na placa, na presenca de
agentes seletivos, uma coldnia isolada foi selecionada para preparar o
estoque de glicerol dos clones em Agrobacterium (Tabela 1). Estes clones
foram utilizados para transformar tabaco, cujo diagnostico da

transformacao foi feito por PCR.

3.17. Obtencao e cultivo de Nicotiana tabacum L. cv. Havana in vitro

Apébs a desinfestacdo de sementes de Nicotiana tabacum L. cv. Havana
por meio de imersdao em solugao de hipoclorito de sédio 2,5% durante 15
minutos, as sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri
contendo o meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) sdlido [sais de MS 0,43%
(p/v), inositol 0,005% (p/v), acido nicotinico 0,1% (p/v), piridoxina 0,1% (p/v),
tiamina-HCI 1% (p/v), pH 5,7]. Apés a germinagdo, as plantulas foram
transferidas individualmente para recipientes tipo “magenta” (Sigma Chem.
CA., EUA) contendo meio de cultura MS, acrescido de sacarose 3% (p/v).
Discos foliares foram retirados de folhas totalmente expandidas, e utilizadas

para a obtencgao de plantas transgénicas.

3.18. Transformacao de Nicotiana tabacum mediada por Agrobacterium

tumefaciens

Aproximadamente 2 mL de meio Rhizo, contendo canamicina 100 mg/L e
estreptomicina 100 mg/L, foram inoculados com o clone de interesse por um
periodo de 12 a 16 horas. Em seguida, as células de Agrobacterium foram
precipitadas por centrifugagdo a 8.000 x g por 5 minutos a 14 °C,
ressuspendidas em meio Rhizo, e utilizadas para inocular 50 mL de meio Rhizo
contendo os agentes seletivos descritos acima. Apds um periodo de 12 a 16
horas de crescimento, as bactérias transformadas foram ressuspendidas em
meio liquido MS, acrescido de sacarose 3% (p/v), até a obtencédo de

DOgyp=0,6. Os discos foliares de N. tabacum L. cv. Havana foram incubados



sob agitacdo com as agrobactérias transformadas por 15 minutos. Apds este
periodo, os explantes foram lavados com agua e secos com o auxilio de papel
de filtro. Os discos foram distribuidos, com a parte adaxial voltada para cima,
em placas de Petri contendo o meio MS sdlido, onde foram co-cultivados por 2
dias. Em seguida, foram transferidos para placas de Petri contendo meio MS
acrescido de sacarose 3% (p/v), suplementado com timentim (300 mg/L),
higromocina (50 mg/L) e benzilaminopurina (0,5 mg/L). Os regenerantes foram
transferidos para recipientes tipo “magenta” contendo o meio MS sdlido,
acrescido de sacarose 3% (p/v), suplementado com timentim (300 mg/L) e
higromocina (50 mg/L). Apés o desenvolvimento do sistema radicular dos
regenerantes, as plantas foram seccionadas e transferidas para recipientes tipo
‘magenta” contendo o meio MS sdlido, acrescido de sacarose 3% (p/v) e
timentim (300 mg/L). As plantas transgénicas foram mantidas in vitro em
camaras de crescimento. O subcultivo dos explantes foi feito em intervalos de

20 dias, possibilitando as analises histoquimicas e fluorimétricas de GUS.

3.19. Analises histoquimicas e microscépicas

As analises histoquimicas e microscoépicas foram feitas em tecidos de
caules, folhas e raizes. Material vegetal dos diferentes 6rgaos das plantas de
tabaco foram colhidos e seccionados utilizando um microtomo manual.
Posteriormente, os cortes foram incubados no tampéo de ensaio de GUS
[NaH,PO4.H,O 100 mmol/L pH 7,0, K4Fe(CN)s.3H,O 0,5 mmol/L,
Na;EDTA.2H,0O 10 mmol/L, Triton X-100 (0,1%) (v/v) e X-Gluc 1 mmol/L]
(McCABE et al., 1988), por um periodo de 2 a 4 horas a 37 °C no escuro. Apos
o desenvolvimento da coloragdo azul, proveniente da atividade da enzima [3-
Glucuronidase nos tecidos vegetais, os pigmentos foram removidos por meio
de lavagens utilizando-se uma solugdo de metanol:acetona (1:3). Apos
sucessivas lavagens, os tecidos clarificados foram mantidos em uma solugao
de agua:glicerol (1:1), e as laminas montadas foram fotografados no

microscoépio Olympus AR 70 utilizando a camera Olympus (PM-C35DX).



3.20. Analise da expressao do promotor de BiP sob diferentes condigoes

de estresses

Discos foliares de folhas de tabaco foram retirados de plantas nao
transformadas e transformadas. Em seguida, foram incubados em meio MS
liguido sem reguladores, na presenga ou auséncia do inibidor de glicosilagao
tunicamicina (5 pg/mL) ou PEG 10% (p/v), sob leve agitagdo a 28 °C. Apos 48
horas, os discos foram coletados, secos em papel de filtro e metade foi
utiizada para ensaios histoquimicos de GUS e a outra metade foi
imediatamente congelada em N liquido e utilizados para extragdo de
proteinas. Os discos foliares foram macerados e ressuspensos em 750 uL do
tampao de ensaio de GUS [Tampao fosfato de sédio 100 mmol/L, pH 7,0,
EDTA 10 mmol/L, pH 8,0, sarcosil 0,1% (p/v), Triton X-100 0,1% (v/v), B-
Mercaptoetanol 10 mmol/L] e em seguida, centrifugado a 14.000 x g. O extrato

protéico foi utilizado para analise fluorimétrica e detecgéo de BiP enddgeno.

3.21. Avaliagao da atividade de GUS em discos foliares de tabaco

Para a determinagcdo da atividade de GUS, 50 pL do extrato protéico,
proveniente dos discos foliares foram misturados a 50 uL do tampéao de ensaio
de GUS contendo 1,7 mmol/L do substrato fluorescente “4 -methylumbelliferyl 3-
D-glucuronide”. A mistura foi incubada a 37 °C no escuro. Apos 45 minutos, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 900 puL de Na,COj; 0,2 mol/L. A
atividade enzimatica foi determinada com o uso do Fluordmetro DyNA Quant
(Hoefer).

3.22. Eletroforese em gel de acrilamida e “immunoblotting”

Os extratos de proteina total (15 pg) foram analisados por SDS-PAGE

10% (p/v), seguido de “immunoblotting”. A eletroforese em géis de

poliacrilamida contendo SDS foi realizada como descrito por LAEMMLI (1970),



aexcegao da concentragao do gel de empilhamento, que foi de 5%. O extrato
de proteina foi incubado por trés minutos, a 100 °C, em tamp&ao da amostra
[glicerol 10% (v/v), SDS 2,3 % (p/v), azukde-bromofenol 0,25% (p/v), 2-
mercaptoetanol 5% (v/v) e Tris-HCI 62,5 mmol/L, pH 6,8], antes de ser aplicado
no gel. A eletroforese foi conduzida por 14 horas, aproximadamente, a 48 V, no
tampao de corrida (Tris-HCI 25 mmol/L, glicina 200 mmol/L, EDTA 1 mmol/L e
SDS 3,5 mmol/L). Apds a eletroforese, os géis foram corados em solugao
corante [metanol 25 % (v/v), acido acético glacial 10% (v/v) e “coomassie
brilliant blue R250” 0,25 % (p/v)] por duas a trés horas, e, em seguida,
descorados em solugao descorante [metanol 20% (v/v) e acido acético glacial
7% (v/v)]. Alternativamente, apos a eletroforese as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose, usando-se o sistema de transferéncia da
BIORAD, de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a transferéncia (em
aproximadamente 1 hora, a 700 mA), as membranas de nitrocelulose foram
incubadas com o reagente de bloqueio “Blotting Grade Blocker, Non-Fat Dry
Milk” (BIORAD), por uma hora, atemperatura ambiente. As membranas foram
lavadas com TBS-T [Tris-HCI 10 mmol/L, pH 7,6, NaCl 0,14 mmol/L, Tween-20
0,1% (v/v)] trés vezes, por 15 minutos cada lavagem, e incubadas com o
anticorpo preparado contra uma versao truncada da regido carboxi-terminal de
BiP a uma diluicdo de 1:1.000 (FIGUEIREDO et al., 1997) por quatro horas,
sob agitagdo. Em seguida, foram feitas trés lavagens de 15 minutos com TBS-
T, e a membrana foi incubada com o anticorpo contra IgG conjugada com a
fosfatase alcalina (SIGMA), numa diluicdo de 1:5.000, por duas horas. A
atividade da fosfatase alcalina foi detectada, usando-se o sistema de detecgao
NBT/BCIP  (azul-de-nitrotetrazélio/5-bromo-4-cloro-indolilfosfato),  conforme
orientacdo do fornecedor (GIBCO/BRL).

3.23. Clonagem do cDNA de BiP no vetor de expressao de bactéria pET
16b.

Com o objetivo de expressar em bactéria a proteina BiP sem o peptideo
sinal e fundida a uma cauda de histidina (vetor de expressao em bactéria pET-
16B), na regido amino-terminal, foram sintetizados dois oligonucleotideos
especificos. O primeiro, BiP103Xh (5-TTCCATTGCTCTCGAGGAAGCC-3),



coordenadas 103 a 124 do cDNA de BiP, gera um sitio para a enzima de
restricio Xhol e o segundo oligonucleotideo, BiP 2094Xh (5'-
CAGACTCGAGCTAATCTAGAGCTC-3’) posicionado entre as coordenadas
2094 e 2117, gera um sitio para a enzima de restricdo Xhol, foram utilizados
para amplificar o cDNA de BiP por meio de PCR.

Na reacao de PCR, foram utilizados 30 ng de DNA plasmidial de pUFV42,
80 pmol de cada oligonucleotideo supracitado, dNTP's 0,25 mmol/L cada, 20
unidades de Pfu polimerase (STRATAGENE), Tris -HCI 20 mmol/L, pH 8,2, KCI
10 mmol/L, (NH4)2SO4 6 mmol/L, triton X100 0,1% (v/v) e de albumina soro
bovino (BSA) 10 pg/mL, para um volume final de 100 pL. As condigdes de
reagdo adotadas foram de 2 minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos (45
segundos a 94 °C, 1 minuto a 50 °C e 2 minutos e 30 segundos a 72 °C) e 10
minutos a 72 °C, sendo realizada em um termociclador modelo PLTC-200 (MJ
RESEARCH). O fragmento amplificado de aproximadamente 2.000 pb foi
purificado, em seguida, digerido com Xhol e, posteriormente, inserido no sitio
Xhol de pET16b. Como diagndstico para a orientagdo senso, foi utilizado a
enzima Hindlll e para a confirmagao do tamanho esperado do fragmento foi
utilizado a enzima de restricao Xhol. A verificagao da fase de leitura foi feita por
meio de sequenciamento do clone obtido, utilizando o oligonucleotideo
BiPC99R, que anela na regidao do cDNA delimitada pelas coordenadas 179 a
204.

3.24. Expressdo da proteina BiP em E. coli e purificagao da proteina

recombinante

A expressdo da proteina quimérica foi conduzida em E. coli
BL21(DEj;), que contém um gene da T7 RNA polimerase sob o controle do
promotor /lac (NOVAGEN). A indug¢ao da sintese da proteina recombinante
foi feita mediante adicdo de IPTG, em 100 mL de meio de cultura, e foi
conduzida conforme as recomendacgdes do fabricante (NOVAGEN).

Células de E. coli foram transformadas e crescidas a 37 °C, em meio LB

contendo ampicilina 50 pg/L, até atingirem Asoponm 0,7 - 0,8. Em seguida,



foram submetidas a indugdo com IPTG 2 mmol/L, por oito horas. Como
controle, foi utilizada a estirpe de E. coli BL21(DE;) ndo transformada.
Apos inducdo, as cé€lulas foram mantidas no gelo por cinco minutos.
Proteinas extraidas de uma aliquota de 50 mL de meio de cultura foram
separadas em SDS-PAGE, para confirmar a indu¢ao da sintese da proteina
recombinante. A purificacdo das proteinas recombinantes por
cromatografia de afinidade foi realizada em condi¢des desnaturantes,
seguindo-se basicamente as recomendagdes do fabricante (NOVAGEN).
As células induzidas com IPTG foram coletadas por centrifugagao a 5.000
X g, por cinco minutos, em seguida, ressuspendidas em tampao de ligagao
1X (Tris-HCI 40 mmol/L, pH 7.9, Imidazol 10 mmol/L, NaCl 1 mol/L e
uréia 6 mol/L), rompidas mecanicamente por ultra-sonicacdo em
“Ultrassonic Homogenizer 4710 Series” (COLE PARMER), incubadas no
gelo por uma hora e centrifugadas a 39.000 x g por 20 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 um e aplicado em coluna
de cromatografia contendo a resina “Chelating Sepharose” (Pharmacia)
ativada com Ni"".

Para empacotamento da coluna cromatografica, a resina “Chelating
Sepharose” (Pharmacia), quelante de metais, foi homogeneizada por
inversao e, em seguida, empacotada por gravidade em uma coluna de
polipropileno (10 x 0,5 cm). Apds a drenagem do etanol 20% (p/v), a resina
foi lavada com 7,5 mL (3 volumes) de H,O deionizada e equilibrada com
12,5 mL (5 volumes) de tampao de troca 1 X (NiSO, 50 mmol/L e uréia 6
mol/L), seguido de 7,5 mL (3 volumes) de tampao de ligacao 1 X (Tris-
HCI1 40 mmol/L, pH 7,9, Imidazol 10 mmol/L, NaCl 1 mol/L e uréia 6
mol/L). O extrato bruto de proteinas foi aplicado a coluna de “Chelating
Sepharose”, equilibrada com o tampao de ligacao 1 X. A coluna foi lavada
com 25 mL (10 volumes) de tampao de ligacdo 1 X e 15 mL (6 volumes)

de tampao de lavagem 1 X (Tris-HCl 40 mmol/L, pH 7,9, Imidazol 60



mmol/L, NaCl 1 mol/L e uréia 6 mol/L), antes da eluicao da proteina com
15 mL (6 volumes) de tampao de eluicao 1 X (Tris-HCI 20 mmol/L, pH
7,9, Imidazol 1 mol/L, NaCl 0,25 mol/L e uréia 6 mol/L), em fracdes de 1,0
mL. As fracOes foram analisadas por SDS-PAGE, usando-se gel de
acrilamida 10% (p/v), conforme descrito por LAEMMLI (1970). As
fracOes enriquecidas para a proteina recombinante foram reunidas e
mantidas a-20 °C e utilizadas na imunizagio de coelhos, para producdo de

anticorpos.

3.25. Produgao de anticorpos policlonais contra BiP

A proteina recombinante purificada por cromatografia de afinidade foi
utiizada para imunizar os coelhos. Foram feitas cinco imunizagdes, com
aproximadamente 1,0 ug de proteina, a intervalos de sete dias. Para a primeira
imunizagao, a solugado de proteina foi homogeneizada com igual volume de

L]

adjuvante “Freund’s” completo (GIBCO/BRL) e para as imunizagdes

posteriores, foi utilizado o adjuvante “Freund’s” incompleto (GIBCO/BRL). As
imunizagdes foram feitas por meio de injegbdes intramusculares aplicadas
semanalmente, nos musculos posteriores das patas traseiras do animal. O soro
normal (controle) foi coletado antes da primeira imunizagéo, e as fragdes de
anti-soro foram coletadas a cada sete dias, a partir da terceira imunizagao. As
coletas foram feitas por pequenas incisbes em vasos sangulineos marginais da
orelha do coelho. O sangue coletado foi incubado por 1 hora a 37 °C, seguido
por 12 horas a 4 °C. O coagulo foi removido e o anti-soro foi centrifugado,
aliquotado e armazenado a -20 °C. As fra¢des de anti-soro foram testadas por
meio de “immunoblottings”. Os anticorpos que apresentarem melhor titulo
foram utilizados na detecgao de BiP em extratos protéicos extraidos de discos

foliares de tabaco submetidas a diferentes estresses.



4. RESULTADOS

4.1. Isolamento dos clones gendmicos gsBiP6 e gsBiP9

O cDNA de soyBiPD foi utilizado como sonda para a varredura das
bibliotecas gendmicas de soja, propagadas nos fagos AZAP Il e \AEMBL3. Dois
clones genbmicos foram isolados das bibliotecas AEMBL3 e AZAP I,
denominados gsBiP6 (CASCARDO, 1999) e gsBiP9, respectivamente. Apds a
obtenc¢ao de indculos homogéneos, os dois clones gendmicos foram usados

nas caracterizagdes subsequentes.

4.2. Mapa de restricao dos clones genémicos gsBiP6 e gsBiP9

Em uma etapa inicial para caracterizagdo molecular dos clones isolados,
os mapas de restricao de gsBiP6 e gsBiP9 foram obtidos, sendo o padrao
eletroforético dos fragmentos de restricdo do clone gsBiP9, apresentado na

Figura 1.
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Figura 1: Padrao de restricdo do clone genémico gsBiP9



Aproximadamente 500 ng do DNA do clone genémico gsBiP9 foi digerido
com diferentes enzimas de restricdo, e os fragmentos foram resolvidos em gel
de agarose 1%. A (DNA de bacteriéfago lambda digerido com as enzimas de
restricio EcoRl, BamHl e Hindlll), CN e CP indicam, respectivamente,
marcador de peso molecular, pUC118 e cDNA de soyBiPD. As setas indicam

fragmentos que foram sub-clonados em pUC118 ou pBSIIKS®, para posterior
sequenciamento.

As posicoes relativas dos sitios de restricdo no inserto foram identificados
pela estimativa do tamanho dos fragmentos obtidos, utilizando enzimas do sitio
multiplo de clonagem do vetor (Figura 2). O clone gsBiP9 possui um inserta.
com tamanho estimado de 5,2 kb (Figura 1, linha EcoRl), enquanto que o

inserto de gsBiP6 possui o tamanho estimado de 10,5 kb (dado ndo mostrado).
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Figura 2: Mapa de restricao de gsBiP6 e gsBiP9

Os clones gsBiP6 e gsBiP9 apresentam aproximadamente 10,5 kb e 5,2
kb, respectivamente. Ambos os clones estdo apresentados em escala
proporcional na figura. Os sitios de restricdo de algumas enzimas estao
indicados na figura acima. O clone gsBiP6 esta completo, enquanto que o
clone gsBiP9, esta incompleto, ndo possuindo a regido carboxi-terminal. +1
indica o sitio de inicio da transcricdo em gsBiP9 e o provavel sitio de inicio da
transcricdo em gsBiP6. Os fragmentos Sal la Sacl e EcoRI a Sal |, indicados

por dois tragos verticais nas extremidades do clone gsBiP6, ndo estdao em
escala.

Os fragmentos do clone gendmico contendo regides do cDNA de BiP da
soja foram identificados por meio de “Southern Blot”’, usando como sonda o
cDNA completo de soyBiPD (Figura 3A) e sequéncias 5’ de soyBiPD que

codificam o amino-terminal da proteina (Figura 3B). Esta estratégia, somada a



analise do padrao de restricdo, possibilitou identificar a presenga da regiao

promotora no referido clone genémico.
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Figura 3: “Southern blot” do clone gsBiP9

O DNA do clone gsBiP9 foi extraido e digerido com diferentes enzimas de
restricdo, indicadas na figura acima. Os fragmentos foram resolvidos em gel de
agarose 1%, transferidos e imobilizados em membrana de nylon, que foi
hibridizada com o cDNA completo de soyBiPD (A). Apds remog¢ao do cDNA
completo de soyBiPD, a mesma membrana foi hibridizada com a extremidade
5'(400 pb) do cDNA (B). Ambos previamente marcados com [a->?P]dCTP.CN e

CP indicam respectivamente, pUC118 e cDNA de soyBiPD. A seta indica o
fragmento Xhol.

O fragmento Xhol, indicado pela seta, foi reconhecido pela sonda que
corresponde ao cDNA completo de soyBiPD (Figura 3A, linha Xhol) e nao foi
reconhecido pela sonda que corresponde a sequéncia codificadora da regiao
amino-terminal (Figura 3B, linha Xhol). Em contraste, o fragmento Hindlll de
1,8 kb foi reconhecido por ambas as sondas. De acordo com o mapa de
restricao (Figura 2), o fragmento Xhol encontra-se no final da extremidade 3’ do
clone, enquanto que o fragmento Hindlll que contém sequéncias homodlogas a
extremidade 5’ de soyBiPD, esta localizado na regido interna do clone gsBiP9,

flanqueado por uma regiao adjacente de 2.000 pb na extremidade 5’ que nao



hibridiza com as sondas. Estes resultados permitiram localizar a regido
promotora do gene BiP isolado na extremidade 5’ de gsBiP9.
4.3. Caracterizagao molecular do clone gsBiP9

De acordo com o mapa de restricdo, diversos fragmentos de gsBiP9
foram sub-clonados, com a finalidade de obter o sequenciamento do gene BiP
(Figura 4). Além disso, foram sintetizados oligonucleotideos em posicoes
estratégicas, possibilitando o sequenciamento completo do clone gsBiP9
(Figura 4).
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Figura 4: Estratégia de sequenciamento de gsBiP9
O clone gsBiP9 tém tamanho de 5146 bases e esta apresentado em
escala proporcional na figura, com alguns sitios de restrigdo. As setas
indicadas na figura representam a localizagdo e a orientacdo dos
oligonucleotideos usados no sequenciamento. As linhas continuas representam
os sub-clones obtidos a partir das enzimas de restricao, utilizados na estratégia

de sequenciamento do gsBiP9. A linha tracejada, contendo o sitio para a
enzima Hindlll, indica seqléncias do vetor.

A andlise de sequéncia do clone gsBiP9 no banco de dados de
sequéncias (GeneBank) confirmou a identidade do clone (Figura 5), que
apresenta 5.146 pares de bases, sendo que a regido promotora possui 2209 pb
e a regido codificadora com 2.937 pb esta incompleta. Comparagdo de
sequéncias com o cDNA de soyBiPD indica que o clone gsBiP9 consiste de

sete exons interrompidos por seis introns de tamanhos variados (Figura 5). As



sequéncias 5' e 3' dos introns correspondem & sequéncias conservadas gt e

ag, respectivamente, que possibilitam o processamento correto dos introns.

-2161 Gaattc ggt aat at at at at at at at at at at at at at at at at at at at at at at anat at at at at at
-2091 atatanatgtttntatagtatatat at aat gagaat aaatatnacttttatttattaatacanatttata
-2021 naattttganggataaaataatttttttaaaataatttatatagnagatatcatntntttagtnctcant
-1951 tcaaant anatt nnt aat aaaaananat anant at cgat at agat acngaagtt aaagctt aattacttt
-1881 tttaattctttaaatttagttaatgatttttttgtccctaaaaaaattatgtttttattagtctctcgaa
-1811 tttttgaaaaattaattttaatatttcttattttttgttaataatgtcacaatttataaggtttaaaatt
-1741 atcataaattatttttaaataattttttaaaaaaat ggtgattgaaaaccaccagtaagtgtaaaact at
-1671 taatacaacgaactaaattaaaagcagttttttaaaattcgagagattaataaaaatatattttaatatt
-1601 aat at at gat at aat at aaat at ggat agacact ggt aaagat att aat at gaaat t t aaat at acaat a
-1531 caataattttctattattgatatttaataaattatttattactttttgaatcatttagtacttaagataa
-1461 tataaattaaaaacattttttttaattttttatcataattttgaattaaaaaaaacgcggactccttt tc
-1391 taga ttgc atcctctttcaattgataaattatagatatagagaattgtaaaaatgattctttttaaaaaa
-1321 atcaacatcctgat aaaggaacaaccaaattatttatngtaattcaattacatttgaacantattttatt
-1251 tatgaaaataacttcttattgcatttagtttggtttataaattttaaattaaaataaaatccattttata
-1181 atgtcattattgtcctaaataatttaatttacgagaattaaataaaataaagtgtttttttttaaatata
-1111 aat agt cat aat gagaat t t ggt aagaaaaat acat aat gggaat aaatatgatttttttattaat ataa
-1041 attaatagcattttgatagaaaaaatatattttttaaattaatttatatataaataataaaaatattaat
-971 tatcagttcaaattaaaat aat gat aaaaaat aaaatagattattaatcaatgttgatatgaaattttaa
-901 taaataatataattattttttatttgtcaaatgtaatcaattaaattttactttttgaataattagtact
-831 taaagataatattaattaaaaaacattatcttttttaatgcaatatatgatatataacattattaaagtt
-761 taaattgtcattttggttttccataattttttaaatttatgattttaattttcttggattttaattataa
-691 catttgatttttctaattttataaatggataatattggtccttcttattaagttaattataaattaacaa
-621 aaattattaattattaaaaaattaataataattcaatatttctccataatattgtattttgtttcacttc
-551  cactgccacataggagtc cacc aat agt aacaatatattaggattaataattttttattaatattttaat
-481 tattaataaattttatttaacttataattaattaaatatctttaataatcataattattaattaataatt
-411 tactgaggatc aaaaat ct caattt at aaaact aaaaat aaaaaat tt aaaaat t t agaagcaacaagat
-341 tataatttagcataty ataaaatataat at at gat gat aagaagaggatcc t agat gat t gcccttgata
-271 agttgaggtc gt aaagat ggacggcacaggtgtt ~ cccaac act agaacgaat gccattggttggaacaag
-201 caaaaggcgcat ttccattggt CCACGCATCATTAGTEcat gt t cgagcgt caaagcett caaatt cag
-131 gaattgaccaggtttgggcact acat aaaagcct ct cgct ccct cgt gcaatttcaaaatt acattacac
-61 tctcttcgacctcgcat cgcacctt caacttaacctatt ccactt gt aat cgt aaacgct t TGCTAGAAG
79 AAGAGACAALTGTGTTGTGGTGTGAGAGAGAGCAATCGGCTGGCTCGTGGGCACUUCTCTGA
149 TTGITCTAGCCATCATTTCCTITCGgt aat tt cacct cct aat agatc tgttcatgettttcttttagett
219 tttgcttaaat gcgcaagt gaaaaaat gt aaccagatc tcgctttgtttgaacctttttggatc tgtttt
289 gtttgattcgtttcgtgttacgtagcggtagatc agt gact gagatc tttagaagtaattgtttaggatt
359 tcgtaaatcgtgectgtgttgtgttcttcatttcagtgaagttctttgcgaactcgttagttctaggatet
429 tacatgtttgtgtaatacgcgtttctctgcatctgacaatttcgtcaacagtgatc agttctagtcggta
499 ttccgatttccgagggagegttttgttggttttgttttt gaaaatgctaattgttgcaaaatacttttcg
569 taaccaacacacgtgcctctgatttctgttaaatcagtttttatagtatttcgtaacccaacacacgtag
639 taccattgatttctgttaaatcagtttttttttaatatattttaaattttttgaatcaatgtttcgtgaa
709 aatatgtttctaattaactagctgcattctcgtttgtttttgttttttaagttgttgataaagattttca
779 ctgttaagccgagtgattagtattagccatgg aaataagttttgttccgttgtgttgecttaagatttttg
849 ctttcattgcatgcttttttcaaaggattggecgttttcgtatttgegatttgaatatgacatcgagaagt
919 tttcttccggcetgataattgaatacct at agaaaaaagt at aaagt aaagtgtcttcatgttaattttgt
989 taacgtattcatatcattattatcatttgtcaagcacaattatgtgcaaatgcagaaattaactgcgttt
1059 cgatgagtttaagtgttgtaaaaatttaactatgtaactaacattgagaaatttctccat agGATGTCTA
1129 TTTGCGATTTCCATTGCTAAGGAGGAAGCCACCAAGT TAGGGACGGT CATCGGCATTGATA TGGAACAA
1199 CCTATTCATGTGTCGGTGTTTACAAGAATGGCCATGRRECATAGCCAACGACCAAGGTAACCGTAT
1269 CACCCCATCGTGGGT TGCTTTCACCGACAGT GAGAGACT CAT TGGGGAGGCT GCCAAGAAT CAGGCAGCT
1339 GTCAACCCAGAAAGGACCATCTTTGATGTCAAGAGACTTATCGGAAGAAAgt aagact t get caagt t gt
1409 tgatttttgaccatttgatttggtgggatc aattgttactgacttgecatctttttgcagGrTCGAAGATA
1479 AGGAAGT TCAAAAAGACATGAAGCTTGT TCCTTATAAGAT TGTCAACAAGGATGGAAAACCTTACATTCA
1549 GGTGAAAATTAAGGATGGT GAGACCAAGGTGTTCAGCCCTBASIEAGTGCCATGBICTGATAAG
1619 ATGAAGGAAACTGCGGAAGCATTCCTCGGGAAGAAAAT TAATGATGCTGT GGT CACTGTCCCAGgtaact
1689 (ggaagtctgaaacaatttgcgacttatttctccacttcaatttgattgttttcctcctgettttgetttt
1759 attccaatttctcacatttttgtttcaaat gcacagCTTACTTCAATGATGCTCAGAGGCAGGCCACCAA
1829 GGATGCTGGTGICATTGCTGGTCTCAATGT TGCTAGAAT TATCAACGAACCCACT GCCGCTGCCATTGCC
1899 TATGGATTGGACAAGAAAGGT GBCGAGAAGAACATTCTAGICTTTGATO TGGTGGTGGGACCITGATG
1969 TCAGTATCTTGACAATTGATAACGGTGTTTTTGAAGI TCTTGCTACAAATGCGAGATACTCATCTTGGAGG
2039 TGAGgtacttttatacacatacacacgagaatgaaatgaaaatatatattctttccataaaattttcttt
2109 ctgatgctaatgtctgctatatctgttt ccecttact aggt gagGATTTTGATAAAGAATAATGGAGTA
2179 CTTCATTAAATT GATGAGAAAAAGCATGGAAAGGATAT TAGCAAGGACAACAGAGCACTTCGAAAGCTG
2249 AGGAGAGAGGCTGAGCGPBGAGEECT CTCAGCAGCCAGCACCAGGT CCGCGTGGAAATTGAATCAC
2319 TTTTTGATGGTGTTGATTTTTCTGAGCCACTCACTCGAGTAGGT TTGAGGAGT TGAACAATGACTTGT T




2389 CCGGAAGACCATGGTCCAGTGAAGAAGGCTATGGAAGATGCTGGATTACAGAAGAGTCAGATTGATGAG
2459  ATTGITCTTGI TGGTGGAAGCACAAGGATTCCAAAGGTACAACAGCT TTTGAAGGACTACT TTGATGGAA
2529 AGGAGCCAAACAAGEEEGT CAACCCT GATGAAGCAGT TGCCTATGGTGCTGCAGCCAAGGAAGCATTTT
2599 GAGTGGAGAGGGT GGTGAAGAAACCAAAGgtace at agt ct gt aaatatt attt at ggaagt agattgct
2669 aagcattacactttctaattgttgtgtggcaatctctatccagATATGTTCTCCTGGATGTGECTCCCC
2739 TCACTCTCGGAATTGAAACTGT TGGT GGAGT CATGACAAAGT TGATTCCCAGAAACACTGT TATCCCGAC
2809 CAAGAAATCTCAAGTGT TCACCACCT ACCAGGACCAGCAGACTACCGTCTCCATTCAGYt acggt gccat
2879 taaagggcatgatgcgtgtttttctt ctaaat ccaaaat gcaccact at ct ggt gaact at gat gggatt
2949 gacttgagacaattcactgcttttttcttaatacagGlTTTCGAAGGT GAGAGGAGI CTCACAAAGGATT
2985 GICGCCTTCTTGGGAAATTTGATOGICTGSAATTC

Figura 5: Sequéncia de nucleotideos do clone gsBiP9.
A regido promotora esta representada com letras minusculas de cor lilas,
os introns estdo representados com letras minusculas de cor rosa, os exons

estdo representados com letras maiusculas de cor preta e o sitio +1 da
transcricdo esta localizado a 48 bases do cdédon de iniciagdo, sendo
representado pela base Timina em lilas. Em azul, estdo os sitios das enzimas
de restricdo que foram utilizadas na estratégia de clonagem e, em verde, as
provaveis sequéncias consenso (CAAT e TATA). Os elementos que respondem
a proteinas mal dobradas estdo em azul escuro e as sequéncias conservadas
de genes BiP em letras maiusculas. As sequUéncias de cor marrom e
sublinhadas representam os oligonucleotideos usados para completar o
sequenciamento. A sequéncia de gsBiP9 foi depositada no GeneBank com o
numero de acesso AF 335282.

A regido promotora contém provaveis sequéncias conservadas,
caracteristicas de promotores gerais de genes de plantas, como as sequéncias
CAAT e TATA, além de seqUéncias consenso especificas de genes hsp70,
como as sequéncias conservadas de BiP e o elemento de resposta a proteinas
mal-dobradas (Figura 5). A sequéncia consenso conhecida como TATA-box,
geralmente localizada a -30 nucleotideos do sitio de inicio de transcrigéo, difere
da sequéncia presente no promotor e esta localizada a -32 nucleotideos do
sitio de inicio da transcricdo (em verde). Um provavel elemento envolvido na
regulacdo de genes transcritos pela RNA polimerase Il, foi localizado na
posicao -70, e corresponde ao CAAT-box (em verde). Enquanto o TATAbox
tem a funcdo de garantir a precisdo do inicio da transcricdo, o CAAT -box
aumenta a taxa de transcricdo. Uma sequéncia com certa homologia a um
elemento conservado que responde & proteinas mal-dobradas (ERSE),
identificados em genes BiP de mamiferos, cuja sequéncia consenso é
CCAATNeCCACG (YOSHIDA et al.,, 1998), foi encontrado no promotor de
gsBiP9 (Figura 5, em azul escuro). Em alguns organismos, este elemento
apresenta-se repetido na regido promotora do gene BiP, podendo apresentar



até trés copias. Entretanto, somente uma copia é suficiente para ativar a
resposta & proteinas mal-dobradas quando ligado a um promotor constitutivo
(YOSHIDA et al., 1998).

A fim de determinar o sitio +1 de inicio de transcricdo o oligonucleotideo
33soyBiPdR, apresentado na Tabela 2, que anela entre as coordenadas 1 e 23
a partir do cédon de inicio de tradugdo do clone gsBiP9, foi usado para
transcricéo reversa do mRNA total. Conforme indicado na Figura 6, linha PE,
trés produtos estendidos foram detectados. A banda predominante, destacada
pela seta, indica a presenca de um mRNA de BiP, contendo uma extremidade
5’ que se estende 48 nucleotideos aquém do cédon de iniciagao de tradugéo. A
comparacgado do produto da reagdo de extensao do oligonucleotideo, com a
reacdo de sequenciamento em paralelo revelou que o nucleotideo que inicia a
transcricdo € uma adenina (3'-5') (Figura 6), sendo representado pela base
timina (5'-3') no gene, a 48 bases do cddon de inicio da tradugao (Figura 5). A
extensao do oligonucleotideo também revelou dois outros produtos estendidos
muito menos abundantes, indicando a possibilidade da existéncia de outros
sitios de inicio transcricional de menor eficiéncia. Alternativamente, estes
produtos estendidos podem representar o anelamento do oligonucleotideo com

o mMRNA de outros genes BiP de soja.
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Figura 6: Gel de Sequenciamento e reagdo de extensdo de “primer” do
clone gsBiP9.

A determinagédo do sitio de inicio de transcricdo do promotor do clone
gsBiP9 foi feita por meio da reagdo de extensao de oligonucleotideo (PE) e
reacdo de sequenciamento (ACGT). Em ambas reagbes foram utilizados o
mesmo oligonucleotideo (33soyBiPDR). Os produtos das reagbes foram
submetidos aeletroforese em gel de acrilamida 6%, contendo 7 M de uréia. A
seta indica o produto estendido. O sitio +1 da transcricido esta representado

pela base adenina (A).

A proteina traduzida a partir da sequéncia continua dos exons, possui 495
residuos de aminoacidos (Figura 7), faltando a regido carboxi-terminal de BiP.
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Figura 7: Organizagcao da sequéncia de aminoacidos e nucleotideos dos
exons do clone gsBiP9

A sequéncia possui 1485 nucleotideos, em letras minusculas e 495
aminoacidos, em letras maiusculas. Na sequéncia de nucleotideos, o codon de
iniciacdo €& destacado em verde. Na sequéncia de aminoacidos, estao
destacados: peptideo-sinal (sublinhado em preto), sitio de ligagdo de [3- fosfato
(sublinhado em vermelho), y fosfato (sublinhado em azul) e sitio potencial de
ligacdo de ATP (sublinhado em marrom). A sequéncia consenso de glicosilagao
(TGTGTATCA) e o sinal de retengado no RE (HDEL) ndo foram apresentados,
uma vez que o clone esta incompleto, e que estas sequéncias se localizam no
C-terminal.



Analise comparativa de sequéncia com outros BiP de soja previamente
sequenciados [GeneBank, numeros de acesso: U08384 (soyBiPA), GMU08383
(soyBiPB), GMUQ08382 (soyBiPC), AF031241 (soyBiPD)], revelou que gsBiP9
possui maior conservagdo de sequéncia com a isoforma soyBiPD, ou seja,

98,7% de identidade de sequéncia (Figura 8). Provavelmente o clone gsBiP9
corresponde a uma forma alélica do gene soyBiPD. Consistente com esta
interpretacdo, a extremidade 5’ transcrita e ndo traduzida de gsBiP9 é idéntica

aregiao correspondente de soyBiPD (dados ndo mostrados).

soyBiPD 1 NMAGSWARRSLI VLAI | SFGCLFAI SI AKEEATKLGTVI G DLGTTYSCVGVYKNGHVEI |
gsBiP9 1 MAGSWARRSLI VLAl | SFGCLFAI SI AKEEATKLGTVI G DLGTTYSCVGVYKNGHVE! |

EIE R R S S S S S

soyBiPD 61 ANNQGNRI TPSWAFTDSERLI GEAAKNLAAVNPERTI FDVKRLI GRKFEDKEVQRDIVKL
gsBiP9 61 ANDQGNRI TPSWAFTDSERLI GEAAKNQAAVNPERT! FDVKRLI GRKFEDKEVQKDVKL

LR NSRS SRS SRS SRR R SRR SRR EENEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESE S EE]

soyBiPD 121 VPYKI VNKDGKPYI QVKI KDGETKVFSPEEI SAM L TKMKETAEAFLGKKI NDAVWTVPA
gsBiP9 121 VPYKI VNKDGKPY! QVKI KDGETKVFSPEEI SAMVLI KMKETAEAFL GKKI NDAWTVPA

R S S S R S R R S O U R S O S

soyBiPD 181 YFNDAQRQATKDAGVI AGLNVARI | NEPTAAAI AYGLDKKGGEKNI LVFDLGGGTFDVSI
gsBiP9 181 YFNDAQRQATKDAGVI AGLNVARI | NEPTAAAI AYGLDKKGGEKN! LVFDLGGGTFDVSI

EE S S S S R S S R S

soyBiPD 241 LTI DNGVFEVLATNGDTHLGGEDFGQRI MEYFI KLI KKKHGKDI SKDNRAL GKLRREAER
gsBiP9 241 LTI DNGVFEVLATNGDTHL GGEDFDQRI MEYFI KLI KKKHGKDI SKDNRAL GKL RREAER

khkkhhhkhkhkhhhhhkhhhhkhhhhhhh Fhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhkhhhhkhkhkhhkkk*x

soyBiPD 301 AKRALSSQHQVRVEI ESLFDGVDFSEPL TRARFEEL NNDL FRKTMEPVKKAMEDAGL QKS
gsBiP9 301 AKRALSSQHQVRVEI ESLFDGVDFSEPL TRARFEEL NNDL FRKTMGPVKKAVEDAGL QKS

EIE R S S S S S kR S O

soyBiPD 361 Q DEl VLVGGSTRI PKVQQLLKDYFDGKEPNKGVNPDEAVAYGAAVQEG LSGEGGEETK
gsBiP9 361 Q DEI VLVGGSTRI PKVQQLLKDYFDGKEPNKGVYNPDEAVAYGAAVQGSI LSGEGGEETK

EE R R R R R R ¥k kkkkkhkkkk*k

soyBiPD 421 DI LLLDVAPLTLA ETVGGYMIKLI PRNTVI PTKKSQVFTTYQDQQTTVSI QVFEGERSL
gsBiP9 421 DI LLLDVAPLTLG ETVGGVMIKLI PRNTVI PTKKSQVFTTYQDQQTTVSI QVFEGERSL

khkkhkhkhkhkkhhkhkhkhhkhhhhkhhhhkhdhhhdhhhdhhhhhkhdhhhkhdhhddhhrddrhdrhhxdrhx*k

soyBiPD 481 TKDCRLLGKFDLSG PPAPRGTAQ EVTFEVDANG LNVKAEDKGTGKSEKI Tl TNEKGR
OSBIP9 481 TKDCRLLGKFDLSG - - - < = < = =« = === === s o e mmamemoeeoce e e

kkkkhkkkkkhkkhkkkkkkk

soyBiPD 541 LSQEEI ERWREEKDFAEEEKKVKERI DARNSLETYVYNMKNQVSDKDKL ADKL ESDEKE
gsBiP9 -

soyBiPD 601 Kl ETAVKEALEW. DDNQSMEKEDYEEKLKEVEAVCNPI | SAVYQRSGGAPGGGGASGEED
OSBIPO s e oo

soyBiPD 661 EDDSHDEL
gsBiP9  --------

Figura 8: Comparacgio de
seqiiéncias entre soyBiPD e gsBiP9



A primeira linha representa a sequéncia de aminoacidos deduzida do
cDNA soyBiPD, enquanto que a linha abaixo representa a sequéncia da
proteina deduzida de gsBiP9. Asteriscos indicam aminoacidos idénticos. O
sinal de retencéo no reticulo endoplasmatico HDEL esta destacado em negrito
na sequéncia soyBiPD.

4.4. Analise de seqiiéncia de promotores de BiP

Dois promotores de genes BiP foram identificados nos clones gsBiP6
(CASCARDO, 1999) e gsBiP9. O primeiro isolado de gsBiP6 possui 397

nucleotideos (Figura 9B), enquanto que o segundo proveniente de gsBiP9

possui 2.209 nucleotideos (Figura 9A).
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Gaattc ggt aat at at at at at at at at at at at at at at at at at at at at at at anat at at at at at
atatanatgtttntatagt at at at at aat gagaat aaatatnacttttatttattaatacanatttata
naattttganggat aaaataatttttttaaaataatttatatagnagatatcatntntttagtnctcant
t caaant anat t nnt aat aaaaananat anant at cgat at agat acngaagt t aaagctt aattacttt
tttaattctttaaatttagttaatgatttttttgtccct aaaaaaattatgtttttattagtctctcgaa
tttttgaaaaattaattttaatatttcttattttttgttaataatgtcacaatttataaggtttaaaatt
atcataaattatttttaaataattttttaaaaaaat ggtgatt gaaaaccaccagt aagt gt aaaact at
t aat acaacgaact aaat t aaaagcagttttttaaaattcgagagattaat aaaaatatattttaatatt
aat at at gat at aat at aaat at ggat agacact ggt aaagat at t aat at gaaat t t aaat at acaat a
caataattttctattattgatatttaataaattatttattactttttgaatcatttagtacttaagataa
tat aaattaaaaacattttttttaattttttatcataattttgaattaaaaaaaacgcggactccttttc
taga ttgcatcctctttcaattgataaattatagat atagagaattgtaaaaatgattctttttaaaaaa
at caacat cct gat aaaggaacaaccaaattatttatngtaattcaattacatttgaacantattttatt
tatgaaaataacttcttattgcatttagtttggtttataaattttaaattaaaataaaatccattttata
atgtcattattgtcctaaataatttaatttacgagaattaaataaaataaagtgtttttttttaaatata
aat agt cat aat gagaat t t ggt aagaaaaat acat aat gggaat aaatatgatttttttattaatataa
attaatagcattttgat agaaaaaatatattttttaaattaatttatatataaat aat aaaaat att aat
tat cagtt caaat t aaaat aat gat aaaaaat aaaat agatt attaat caat gttgatatgaaattttaa
taaataatataattattttttatttgtcaaatgtaatcaattaaattttactttttgaataattagtact
taaagat aat att aat t aaaaaacattatcttttttaat gcaat at at gat atataacattattaaagtt
taaattgtcattttggttttccataattttttaaatttatgattttaattttcttggattttaattataa
catttgatttttctaattttataaatggataatattggtccttcttattaagttaattataaattaacaa
aaattattaattattaaaaaattaataataattcaatatttctccataatattgtattttgtttcacttc
cactgccacataggagtc caccaat agt aacaat atattaggattaataattttttattaatattttaat
tattaataaattttatttaacttataattaattaaatatctttaataatcataattattaattaataatt
tact gaggat caaaaat ct caat tt at aaaact aaaaat aaaaaat t t aaaaat t t agaagcaacaagat
tataatttagcat at gat aaaat at aat at at gat gataag aagaggatcc t agat gattgccctt gata
agttgaggtc gt aaagat ggacgacacaqatg tt cccaacact agaacgaat geccattggtiggaacaag
caaaaggcgcat ttccattggt OCACGTBTCATTAGTEcat gt t cgagcgtca aagctt caaattcag
gaatt gaccaggttt gggcact acat aaaagcct ct cgct ccct cgt gcaatttcaaaatt acattacac
tctcttcgacct cgcat cgcacctt caac ttaacctatt ccactt gt aat cgt aaacgct t TGCTAGAAG
AAGAGACAAAGT GTGICTGTG GT GT GAGAGAGAGAGCAAT GGCT GGCT CGT GBGCACGCCG

B

Tagagt acattt aaaagattatcagtgtttaaaaataaatttatattataatttaaattttttataataa
aatttaattgtaatttgatttatatatttattattatattataaatttcatttgtattaaattaaacaca
tatg tttgactaaaatcctagttttgaataaat gaagcaaagaat gAGACGTSGG GTCCCaagcaa
aaggalccagttttatigg ccaaaclaat gctttctcaaccttagatigg tccacatcagcacataty aca
t gct cgt act t gcgaagt gagcactataaat ggcgaagt ccccgeccgt gaaact caat agaaacct acaa

t TCATCGTCCATGAGAAAAGGAAGAAAAAGAAACAAGGT GACATCATCATGGCTTGCTCGTTTTCTCGC
GG




Localizagio =~ --------- ERSE------
CCAAT
CCACG
Dm CRT ERSE1 CCAATGAAAACGTTCCAGC
ERSE2 CCAACAGGGATEITACG
Ce GRP78 ERSE1 CCAACGGCGACGGGTG
GRP78 ERSE2 CCTAICGTCCTAGIXACG
At GRP78 ERSE1 CCAN:CAGGTTTTACTCG
CRT ERSE1 CCAAAGGTAACCECACG
CRT ERSE2 CCAN:ACTATAACGCATG
So GRP78 ERSE1 GGAAATCATTGGECACG
Gm GsBiP9 ERSE1 - 193 GCATITCCATTGGCCACG
GsBiP9 ERSE2 - 219 GCCATGGTTGGARAAGC
GsBiP9 ERSE3 - 280 CCCTTGATAAGTTSGGTC
GsBiP9 ERSE4 - 552 CCAQGCCACATAGAGTC
Rc CRT ERSE1 - 185 CCAACGTATTATGCATG
CRT ERSE2 - 243 CAAATACGATATTACACG
CRT ERSE3 -314 CCCACATAGCAGTCACG
CRT ERSE4 - 1695 CCATICTTTGCTGUOCACG
Na GRP78 ERSE1 CCAATGAGCAGITGTCG
Gm GsBiP6 ERSE1 - 135 CCAQ@TTTATTGGCAAAC
GsBiP6 ERSE2 - 162 GACAGAGGTGTGITAAG
Hs PDI ERSE1 - 502 CCAQ@CAGAATGOXCACG
PDI ERSE2 -512 CCAATTGGCACG@TCCG
Hs GRP58 ERSE1 -90 CCAACAGCGGCTTAC
Hs CRT ERSE1 -92 CCAATGACAAAGTECAGG
CRT ERSE2 -191 CCAATAGAAATCGTCATC
CRT ERSES3 - 204 CCAAGATGGTCGICACG
Um ERp72 ERSE1 - 281 CCAACAGAAGG@&TACC
Erp72 ERSE2 - 296 CCAACACGGGCTEAC

Figura 9: Seqiiéncia dos promotores de BiP de soja e comparagao de
elementos que respondem a estresse no reticulo
endoplasmatico de varios organismos

A e B. Sequéncia de nucleotideos dos promotores de gsBiP9 e gsBiP6,
respectivamente. A regido promotora esta representada com letras minusculas
de cor lilas, os exons estido representados com letras maiusculas de cor preta,

o sitio +1 da transcrigdo esta localizado a 48 bases do cdédon de iniciagéo,

sendo representado pela base Timina em lilds, em ambos promotores. Em

azul, estdo os sitios das enzimas de restricio que foram utilizadas na
estratégia de clonagem e, em azul sublinhado, estdo os sitios de restricdo
criados por mutagido dirigida in situ. Em verde e amarelo escuro, estdo as
sequéncias consenso CAAT e TATA, respectivamente. Os elementos que
respondem a proteinas mal dobradas estédo representados em azul escuro em
gsBiP9 e dentro de caixas em gsBiP6. As sequéncias conservadas de genes
BiP estdo representadas em letras maiusculas. Em cinza, esta representado o
elemento que reponde a auxina (AuxRE) em gsBiP6. Elementos conservados
que respondem ao acido abscisico (ABRE) estao representados em azul
escuro sublinhado e o elemento que regula a ativagédo da transcricdo desses
genes (CE) esta representado em rosa sublinhado. Em preto e cinza,
sublinhado estdo representados os elementos de genes que sao induzidos por



luz e elementos que regulam a ativacdo da transcrigdo desses genes (CE),
respectivamente.
C. Identificacdo e comparagédo de elementos que respondem a estresse

no reticulo endoplasmatico (ERSE). Em azul, estdo representados os
nucleotideos altamente conservados em varios organismos. Os numeros
negativos indicam a localizagdo do primeiro nucleotideo (C ou G) da sequéncia
conservada CCAATNI9CCACG e de suas variaveis a partir do sitio de inicio da
transcricdo. ERSE1, ERSE2, ERSE3 e ERSE4 indicam que no mesmo
promotor a sequéncia conservada pode estar presente mais de uma vez.

Drosophila melanogaster (Dm), Caenorhabditis elegans (Ce), Arabidopsis
thaliana (At), Spinacia oreracea (So), Ricinus communis (Rc), Aspergillus niger
(An), Glycine max (Gm), Homo sapiens (Hs) e Murine (Mu). Calreticulina
(CRT), proteinas relacbnadas a glicose (GRP), gsBiP6 e gsBiP9 (BiP),
proteinas do reticulo endoplasmatico (ERp72) e proteinas disulfeto isomerase
(PDI).

Em gsBiP6, a sequéncia TATA, 100% conservada com outros genes de

plantas, estd localizada a 47 nucleotideos do possivel sitio de inicio de
transcrigao (Figura 9B, em amarelo escuro). Em gsBiP6, a sequéncia CAATT,
apresenta-se duplicada e na orientagao invertida (ATTGG), estando localizadas
a -95 e -128 nucleotideos do sitio de inicio de tradugéo (Figura 9B, em verde).
No promotor do gene gsBiP6, as seqliéncias CAATT estéo localizadas na fita
de DNA antisenso (CASCARDO, 1999). A expressao génica em células com
alto grau de proliferacdo, geralmente encontra-se associada com esta
carateristica (MAITY & CROMBRUGGHE, 1988). O promotor de gsBiP6
apresenta um elemento de resposta aauxina (CASCARDO, 1999)(Figura 9B,
em cinza). Este elemento regulatério foi identificado em genes induzidos por
auxinas (ULMASQV et al., 1999, GUILFOYLE et al., 1998, ULMASOV et al.,
1997) e confere inducibilidade aauxina quando ligado a um promotor minimo
(LI et al.,1994, LIU et al.,1994).

Outros elementos conservados que respondem a fitorreguladores, e a
luminosidade foram encontrados nesses promotores. Esses elementos
pertencem a classe dos G-box, que sdo genes induzidos por fatores
ambientais. O elemento G-box é requerido para o reconhecimento de inumeros
estimulos ambientais, entre eles, o estresse hidrico. Delegbdes ou mutacdes
nessa sequéncia comprometem a habilidade do promotor responder a um
determinado estimulo (INGRAN & BARTELS, 1996). Uma caracteristica
marcante desses promotores induzidos é a presenga de um elemento
acoplador (CE) que juntamente com o elemento G-box é requerido para o

controle da ativacdo da transcricdo. O elemento que responde ao acido



abscisico (ABRE) encontrado em promotores de varios genes € um exemplo de
G-box. Mutagbes em promotores de genes contendo os elementos G-
box:ABRE mostra que o elemento G-box é necessario mas nao suficiente para
conferir inducibilidade a ABA. Assim, Gbox:ABRE atua recrutando fatores de
transcricdo mais gerais que funcionam em conjunto com proteinas regulatérias
especificas para ativar a RNA polimerase || em resposta a ABA (BUCHANAN
et al., 2000).

Em trigo, o gene em, induzido em condigdes de estresse hidrico, contem
o elemento G-box:Em 5 GACACGTGGC 3’, coordenadas -152 e -142, que é
requerido, juntamente com o elemento CE:Em, 5 CGAGCAGGC 3,
coordenadas -126 e -117, para a indugao da expressao transiente do gene
reporter em protoplasto de arroz transgénico, sob condigbes de estresse
simulada pela adigdo de ABA (BUCHANAN et al., 2000). Um outro exemplo de
uma familia de genes que contem os elementos G-boxes incluem os genes que
codificam para a subunidade menor da Rubisco RBCS). O gene rbcs de
Arabidopsis, induzido pela luz, contem o elemento G-box:RBCS 5
TCCACGTGGC 3’, coordenadas -261 e -255, que é requerido, juntamente com
o elemento CE:RBCS, 5 GATAAG 3’, coordenadas -239 e -229, para a inducao
da expressao em condi¢des de luminosidade. Em ambos os genes, em e rbcs,
a distancia entre o Gbox e o CE séo de 16 nucleotideos (BUCHANAN et al.,
2000).

No promotor do gene gsBiP9 de soja, dois elementos com certo nivel de
homologia com Gbox (CAGGTG), coordenadas -180 e -170 (Figura 9A, em
azul escuro sublinhado); -245 e -239 (Figura 9A, em preto), e seus CE,
coordenadas -155 e -147; -275 e -270; -306 e -301 (Figura 9A, em rosa e cinza,
respectivamente) foram encontrados. O primeiro apresenta homologia com Em
e o0 segundo apresenta homologia com RBCS (Figura 9A). O promotor do gene
gsBiP9 contém um elemento homologo a G-box:ABRE:gsBiP9 5
TCCACGTCAT 3, coordenadas -180 e -170 (Figura 9A, em azul escuro
sublinhado), candidato a elemento regulador, que possivelmente atua
juntamente com o elemento CE:ABRE:gsBiP9, 5 CGAGCGTCA 3,
coordenadas -155 e -146 (Figura 9A, em rosa sublinhado) para ativagao do

promotor de gsBiP9 em resposta a estimulos. Interessantemente, a distancia



entre o G-box:ABRE:gsBiP9 e o seu CE:ABRE:gsBiP9 sao de 16 nucleotideos,
como em genes em e rbcs.

O elemento G-box:RBCS:gsBiP9 5° CACAGGTGTT 3’ encontrado em
gsBiP9, coordenadas -245 e -240 (Figura 9A, em preto sublinhado), apresenta
seu CE:RBCS:gsBiP9 5 GATAAG 3’, coordenadas -275 e -270; -306 e -301
(Figura 9A, em cinza sublinhado), duplicados e idénticos entre si e com o CE
do promotor do gene RBCS, que é induzido pela luz. A distancia entre o
primeiro e o segundo CE:RBCS:gsBiP9, em relagdo ao Gbox:RBCS:gsBiP9
sdo de 22 e 53 nucleotideos, respectivamente. A presenga de dois
CE:RBCS:gsBiP9 sugere uma maior eficiéncia no controle da ativacado da
transcricdo de promotores de genes induzidos por luz. O gene gsBiP6 contém
o elemento G-box:Em:gsBiP6 5 GAGACGTGAG 3’, coordenadas -164 e -154
(Figura 9B, em azul sublinhado), entretanto ndo possui o elemento
CE:Em:gsBiP6.

Em espinafre, foi descrito que a regido promotora contem sequéncias
consenso especificas de genes hsp70, como as sequéncias conservadas de
BiP. Essa sequéncia foi descrita como sendo 5 CCACGTCATCATTAGTG 3,
coordenadas -206 e -189, a partir do sitio de inicio da traducdo (ANDERSON et
al., 1994). Uma sequéncia similar foi encontrada em gsBiP6 e gsBiP9. O
promotor de gsBiP9 contém a sequéncia 5 CCACGTCATAGTTTCTG 3,
coordenadas -227 e -211 (Figura 9A, em letras maiusculas), enquanto que, no
promotor de gsBiP6 esta sequéncia, 5 AGACGTGAGGTGTCCCC 3, tem
coordenadas - 211 e -195 (Figura 9B, em letras maiusculas).

O elemento conservado que responde a estresses no reticulo
endoplasmatico (ERSE) foi identificado em genes BiP de varios organismos,
entre eles, mamiferos, plantas, fungos e insetos, e apresenta a sequéncia
consenso 5 CCAATNeCCACG 3. Em alguns organismos, este elemento
apresenta-se repetido na regido promotora do gene BiP, podendo apresentar
até quatro copias, que possivelmente sio resultados da duplicagado durante a
evolugédo (YOSHIDA et al.,, 1998). No promotor de gsBiP9, uma sequéncia
homologa este elemento se encontra repetido quatro vezes, ERSE1 &
CCACTGCCACATAGGAGTC 3 , coordenadas -552 e -534; ERSE2 %
CCCTTGATAAGTTGAGGTC 3’, coordenadas 280 e -262; ERSE3 5%
GCCATTGGTTGGAACAAGC 3 , coordenadas -219 e 201 e ERSE4 5



GCATTTCCATTGGTCCACG 3’ , coordenadas -193 e -175 (Figura 9A, em azul
escuro). No entanto, em gsBiP6 somente duas sequéncias, com certa
homologia, ERSE foram encontradas, sendo a ERSE"1 5
CCAGTTTTATTGGCCAAAC 3, coordenadas -135 e -117 e ERSE2 %
GACGTGAGGTGTCCCCAAG 3, coordenadas -162 e -144 (Figura 9B, em azul
€escuro).

Comparacgoes de ERSE encontrados nos promotores de gsBiP6 e gsBiP9
com outros ERSE presentes em promotores de varios organismos revelam que
os elementos encontrados nos promotores de gsBiP6 e gsBiP9 possuem certa
homologia com os outros ERSE (Figura 9C) e que aparentemente esses ERSE
ativam a resposta a proteinas maldobradas (UPR). A seqléncia consenso 5’
CCAATNgCCACG 3’ esta presente em varios promotores sem nenhuma
alteracédo. No entanto, em alguns promotores ocorrem algumas variagdes
nessa sequéncia consenso. Interessantemente, o quinto nucleotideo, timina e o
ultimo nucleotideo, guanina ou citosina, ambos na orientagdo 5’-3’, presentes
nessas sequéncias sdo conservados em quase todos os ERSE, exceto em
PDI, ERS2, GRP58, ERSE1 e ERSE2 (Figura 9C). A regido variavel
representada por nove nucleotideos é caracterizada por ser uma regido rica em

guanina e citosina em alguns genes.

4.5. Os genes quiméricos gsBiP6:GUS e gsBiP9:GUS exibem regulacao

similar aos genes BiP de plantas sob condi¢des de estresses

Para analisar o padrdio de
expressdo dos promotores de gsBiP6
e gsBiP9 e identificar seqiiéncias
especificas responsaveis pelo controle
da expressio da proteina BiP nos
diferentes  o6rgdos sob  condicOes
normais ¢ de estresses, varios clones
foram obtidos no vetor de expressdo
em plantas, pCAMBIA1381Z (Figura
10A, B, C e D). Em gsBiP6, as
delecoes  foram  conduzidas  na
orientagdo 5 - 3’ e em regides
internas do promotor. A construgdo -



358pbip6-gus  possui 358  pb
(CASCARDO, 1999) e contém todos
os elementos conservados citados
anteriormente, dentre eles a seqiiéncia
UPRE (Figura 10A, em vermelho) e o
G-box (Figura 10A, em azul),
contudo, o elemento CE, nao esta
presente nesse promotor. As duas
seqiiéncias UPRE estdo localizados
entre os sitios de restrigdo Ndel da
construcao -358pbip6-gus. A regido
Ndel foi deletada e a seqiiéncia de
nucleotideos foi religada originando a
construcdo A(-226/-82)pbip6-gus. A
construgdo A(-226/-82)pbip6-gus ndo
contém as duas seqiiéncias UPRE e o
G-box. A construgdo -138pbip6-gus
ndo contém a regido EcoRI/BamHI,
entretanto contém a regido promotora
bésica, representada pelas seqiiéncias
TATA (Figura 10A, em preto) e duas
seqiiéncias CAATT invertidas
(Figura 10A, em marrom).

A construgdo -2200pbip9-gus
possui 2.189 pb e contém quatro
UPRE (Figura 10C, em vermelho), os
G-box (FiguralOC, em azul ou
amarelo) e seus respectivos CE
(Figura 10C, em rosa ou verde claro).
Trés seqiiéncias ~ UPRE  estdo
localizadas entre os sitios de restrigao
BamHI e HindIll. A quarta seqiiéncia
UPRE esta localizada entre EcoRI e
BamHI. Os G-box e seus respectivos
CE estdo localizados entre os sitios
de restricdio BamHI e Hindlll, com
excecao de um dos dois CE, que sdo
duplicados  nesse  promotor, que
encontram-se antes do sitio BamHI.
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Figura 10: Construgcdo dos genes quiméricos bip6-gus e bip9-gus em
vetor binario de transformacgéao de plantas.

A e C. Os promotores gsBiP6 (A) e gsBiP9 (C) foram digeridos com as
enzimas de restricdo indicadas e fundidos com o gene reporter GUS em
pCAMBIA1381Z, conforme indicado na figura. Os tragos coloridos indicam:
sequéncia TATA (preto), sequéncia CAATT (marrom), CE:ABRE (rosa),
sequéncias conservadas em BiPs (verde escuro), GBox:ABRE (azul), ERSE

(vermelho), G-box:luz (amarelo) e CE:luz (verde claro). As figuras estédo
representadas em escala.

B e D. Organizacdo do T-DNA do pCAMBIA1381Z, indicando o gene de
resisténcia ahigromicina, o polylinker e GUS.



Os genes BiP da soja sao induzidos por agentes que promovem o
acumulo de proteinas anormais no reticulo endoplasmatico (CASCARDO et al.,
2000). Consistente com esta observacgao, as regides 5 de gsBiP6 e gsBiP9
contém dois ou mais cis-elementos conservados UPRE que regulam a
expressdo de BiP por meio da rota UPR (Figura 9C). Assim sendo, com a
finalidade de examinar se os genes quiméricos bip6-gus (CASCARDO, 1999) e
bip9-gus estavam sendo corretamente regulados em tabacos transgénicos,
discos foliares, transformados com os referidos genes quiméricos, foram
incubados com tunicamicina, um potente ativador da via de resposta a
proteinas mal dobradas (UPR), e a atividade de GUS foi determinada (Figura
11). A expressdo de GUS nos discos foliares, contendo tanto a construgao -
358bip6-gus (BiP6) quanto -2200bip9-gus (BiP9), determinada por ensaio
histoquimico, foi induzida por tunicamicina, indicando que ambos promotores
de BiP s&o corretamente ativados pela rota UPR (Figura 11A). A indugéo dos
BiP enddgenos por tunicamicina (Figura 11B) confirmou que o tratamento foi
eficiente em induzir a UPR. A atividade da enzima B-glucuronidase foi também
determinada por meio de ensaio fluorimétrico, indicando que o tratamento com
tunicamicina promoveu um aumento de trés vezes na atividade de GUS nos
discos foliares transgénicos (Figura 11C). Estes resultados confirmaram que os
elementos que respondem & proteinas mal dobradas (UPRE) presentes nos
promotores isolados de BiP s&o ativos, e que a expressdo GUS sob controle

dos promotores de BiP é similar aexpressao de BiP endbgeno.
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Figura 11: Indugao dos promotores de BiP por tunicamicina.

A) Os discos foliares de tabaco nao transformados (WT), transformados
sem o promotor (330), transformados com a construgao -358pbip6-gus (BiP6) e
transformados com a construgédo -2200pbip9-gus (BiP9) foram incubados na
auséncia (C) ou presenga de tunicamicina (TUN), sendo a atividade de GUS,
determinada por meio de ensaio histoquimico. Linha WT, C e TUN
(CASCARDO, 1999).

B) As proteinas totais foram extraidas dos discos foliares tratados (TUN)
ou nado com tunicamicina (C). Em seguida, 15 pg de proteinas totais foram
separadas em SDS-PAGE, transferidas para nitrocelulose e hibridizadas com o
anticorpo de BiP.

C) A atividade da enzima [-glucuronidase foi determinada por meio de

ensaio fluorimétrico, em extratos de proteina total obtidos de discos foliares de
plantas transformadas sem o promotor (330), e transformadas com a
construgdo -358pbip6-gus (BiP6) e -2200pbip9-gus (BiP9). A atividade do
promotor foi induzida com tunicamicina (T) na concentragéo de 5,0 pg/ml.

4.6. Distribuicao espacial da atividade de GUS em folhas, caules e raizes
transgénicos

A familia génica de BiP exibe
uma expressao orgao -especifica
(CASCARDO et al., 2001). Analises
histoquimicas da expressio de GUS
foram feitas em folhas, caules e raizes
(Figuras 12, 13 e 14,
respectivamente) de plantas
transformadas com genes quiméricos
BiP6:gus ou BiP9:gus (Figuras 10A e
10C), com objetivo de determinar se
o promotor de BiP poderia conferir
um padrio de expressio Orgdo-
especifico e/ou tecido-especifico.
Andlises  histoquimicas das  plantas
transgénicas  demonstraram que o
padrio de expressio do gene
quimérico -357pbip6:gus foi idéntico
aquele do gene  quimérico -
2200pbip9:gus e os  resultados
apresentado referem-se apenas a uma
linhagem transformada
representativa.

A Figura 12 mostra um exemplo tipico do padrdo predominante da

atividade histoquimica de GUS observada em folhas de linhagens
transformadas independentes. O promotor de BiP produziu um padrao uniforme
de expressdo de GUS em folhas (Figura 12A). Entretanto, em cortes

longitudinais (Figura 12D, 12E e 12 F) de folhas, uma intensa atividade



histoquimica de GUS foi observada nos feixes vasculares e mesofilo. Assim
também, no meristema apical, foi observada intensa atividade de GUS (Figura
12C). A Figura 12B mostra um corte transversal de peciolo, no qual foi
detectado uma atividade de GUS predominantemente na regido vascular. A
auséncia total de coloracdo em folhas de plantas-controle transformadas com o
gene gus sem o promotor (Figuras 12H e 12l) indica que o padrao de coloragéo
histoquimica de GUS nas plantas transformadas com os genes quiméricos foi
devido a presenca de seqUéncias do promotor de BiP. Intensa atividade de
GUS foi também detectada nos feixes vasculares de caule (Figura 13D e 13G)
e em regides de trago foliar (Figuras 13E, 13F e 13H). Este padrado de
distribuicdo espacial da atividade de GUS é correlacionado com tecidos que
apresentam alta atividade celular secretora e alta proporcdo de células em
franca divisao celular. Coerente com esta observacao, a atividade histoquimica
de GUS é muito menos intensa no parénquima xilematico (Figura 13l). Em
raizes transformadas com o0s genes quiméricos, a Unica regiao que nao
apresentou atividade de GUS foi a coifa radicular (Figura 14B). Alta expressao
de GUS foi detectada na regido procambial (Figuras 14C, 14E e 14G) e nas
regides meristematicas dando origem a raizes laterais (Figuras 14D e 14F).

De um modo geral, as analises histoquimicas das plantas transformadas
mostraram uma alta atividade de GUS em regides meristematicas, tricomas
foliares e regido vascular de varios 6rgaos. Alta atividade foi também detectada
nas raizes, especialmente em tecidos associados com & regides vasculares e
pélos radiculares. Assim sendo, a atividade dos promotores gsBiP6 e gsBiP9
esta associada com divisao celular e alta atividade secretora. Em plantas, tem
sido demonstrada que a expressao de BiP esta sob regulagéo tecido-especifica
e temporal. O mRNA de BiP de tabaco acumulou predominantemente em
tecidos associados com alta atividade secretora e em tecidos com alta
proporgéao de células em ativo processo de divisdo celular (DENECKE et al.,
1991). Assim também, tem sido demonstrada que a expressao de BiP de soja é
regulada por eventos de desenvolvimento que sdo associados a intensa
atividade secretora (FONTES et al.,, 1996; KALLINSKI et al., 1994). Estes
estudos de promotores de BiP em plantas transgénicas demonstraram que a
expressao dos genes BiP de plantas em condi¢des normais de crescimento é

regulado, pelo menos em parte, em nivel transcricional.






Figura 12: Padrao de expressao do promotor de BiP em folhas de
tabaco

A expressado de GUS foi analisada em folhas de plantas transformadas
sem o promotor (Figuras H e |) e plantas transformadas com as construgdes -
358pbip6-gus ou -2200pbip9-gus (Figuras A, B, C, D, E, F e G). As figuras A e
G mostram a expressao de GUS em folha. A expressdo de GUS também é
mostrada em corte transversal de peciolo (Figura B), meristema apical (Figura
C) e cortes longitudinais de folhas (Figuras D, E e F). Figuras A, B e C

(CASCARDO,1999).
fv: feixe vascular; m: meristema apical; me:mesofilo; n: nervura; es: estdmato
e t: tricoma.




Figura 13: Padrao de expressao do promotor de BiP em caule de
tabaco

A expressao de GUS foi analisada em caules de plantas transformadas
sem o promotor (Figuras A, B e C) e plantas transformadas com as
construgdes -358pbip6-gus ou -2200pbip9-gus (Figuras D, E, F, G, H e I). As
figuras D, E, F, G, H e | mostram a expressédo de GUS em cortes transversais
de caules.
fv: feixe vascular; t: tricoma; pm: parénquima medular; pc: parénquima
cortical; e: epiderme; t: tricoma; f: floema; x: xilema e tf: traco foliar

Figura 14: Padrao de expressao do promotor de BiP em raiz de
tabaco

A expressao de GUS foi analisada em raiz de plantas transformadas sem
o promotor (Figura A) e plantas transformadas com as construg¢des -358pbip6-



gus ou -2200pbip9-gus (Figuras B, C, D, E, F, G, H e I). A expressao de GUS é
mostrada em raizes (Figuras B, D, E e F), cortes longitudinais de raizes
(Figuras C e G) e cortes transversais de raizes (Figuras H e |). Figuras C, D, F,

G, He | (CASCARDO,1999).
f: floema; x: xilema; cr: coifa radicular; pc: procambio e pr: pélos radiculares.

4.7. Um dominio cis-regulador é requerido para a expressao de BiP em
meristemas

O promotor de gsBiP6 foi deletado na extremidade 5 ¢180BiP6:gus) e
internamente (ABiP6:gus), e as sequéncias resultantes foram fusionadas ao
gene reporter gus. As delegdes de seqléncias do promotor BiP6 até a posi¢cao
-138 (Figura 10A) causou a completa perda da expressdo de GUS em raizes
(Figuras 15B e 15C), caule (Figuras 16D, 16E e 16F), folhas (Figura 17A) e no
meristema apical (Figura 18C). Aparentemente a regido remanescente que
contém a sequéncia conservada TATA (-40) e duas sequéncias CCAAT
invertidas (posigbes -97 e -127) sao totalmente reprimidas em transformantes
estaveis de tabaco. Provavelmente, a regi&o removida contribui para o alto
nivel de expressdo basal de BiP. Consistente com esta observacido, a
seqUéncia delimitada pelos nucleotideos -358 e -226 é capaz de restaurar altos
niveis de expressao basal do gene repérter gus quando ligada aextremidade &’
na posicao -82 do promotor de BiP6 que engloba a sequéncia TATA (-40) do
promotor de gsBiP6, resultando na construgdo A(-226/-82)pbip6-gus (Figuras
15D, 16A, 17B e 17C). Assim sendo, a sequéncia de gsBiP6 delimitada pelas
posicoes -358 e -226 deve possuir um “enhancer” tipico, sendo caracterizada
por uma sequéncia rica em residuos de adenina e timina e foi designada
dominio regulatério cis-atuante 1 (CRD1). Entretanto, a regido CRD1 né&o
restaura completamente a regulagédo tecido-especifica do gene repérter gus,
uma vez que a expressao em regides meristematicas de raizes e no meristema
apical requer sequéncias adicionais entre os nucleotideos -226 e -82, e esta
regido foi designada dominio regulatério cis-atuante 2 (CRD2). De fato, a
delecao da regido CRD2 na construgao construgao A(-226/-82)pbip6-gus aboliu
completamente a atividade de GUS em regibes de crescimento de raizes, na
regidao procambial (Figuras 15E e 15F), no meristema apical (Figura 18B) e no
floema do caule (Figuras 16B e 16C). Em contraste, a remogado de CRD2

aparentemente causa um aumento significativo na atividade de GUS no



parénquima xilematico (compare as Figuras 16B e 16C com Figura 13l).
Coletivamente, estes resultados indicam que a regiao central do promotor de
gsBiP6, delimitada pelas posicbes -226 e -82 e denominada CRD2, contém
tanto cis-elementos regulatorios positivos quanto cis-elementos negativos que

contribuem para o padrao tecido-especifico de expressao controlado pelo

promotor de gsBiP6.

Figura 15: Padrao de expressao do promotor de gsBiP6 em raiz de
tabaco
A expressado de GUS foi analisada em raizes de plantas transformadas
com as construgdes -358pbip6-gus (Figura A), -138pbip6-gus (Figuras Be C) e
A(-226/-82)pbip6-gus (Figuras D, E e F). As figuras A, D, E e F mostram a

expressao de GUS em raizes.
cr: coifa radicular; pcb: procambio e pr: pélos radiculares.




Figura 16: Padrdao de expressdao do promotor de gsBiP6 em caule de
tabaco

A expressao de GUS foi analisada em caules de plantas transformadas
com as construgdes A(-226/-82)pbip6-gus (Figuras A, B e C) e -138pbip6-gus
(Figuras D, E e F). As figuras A, B e C mostram a expressédo de GUS em cortes
transversais de caule.
t: tricoma; pm: parénquima medular; pc: parénquima cortical; e: epiderme; t:
tricoma; f: floema; x: xilema.

Figura 17: Padrao de expressdao do promotor de gsBiP6 em folhas de
tabaco

A expressao de GUS foi analisada em folha de plantas transformadas
com as construgdes A(-226/-82)pbip6-gus (Figuras B e C) e -138pbip6-gus

(Figuras A). As figuras B e C mostram a expressao de GUS em folha e peciolo.
n: nervura; pe: peciolo; fv:feixe vascular.

Figura 18: Padrao de expressao do promotor de gsBiP6 em meristemas

A expressdao de GUS foi analisada em meristemas de plantas
transformadas com a construgdo -358pbip6-gus (Figura A) e com as
construgdes A(-226/-82)pbip6-gus (Figuras B) e -138pbip6-gus (Figuras C). A
figura A mostra a expressdo de GUS no meristema apical dirigida pelo

promotor completo. Figura A (CASCARDO,1999).
m: meristema.

4.8. Ativagao de promotores de gsBiP6 e gsBip9 por estresse osmoético

A inducdo de BiP sob condigdo
de estresse osmotico difere da
cinética de indugdo por tunicamicina,



sugerindo uma nova rota de
transdugdo de sinal, distinta da UPR
(CASCARDO et al., 2000). Plantas
de tabaco transgénicas apresentando
expressdo aumentada de BiP quando
comparadas as plantas controles sao
tolerantes ao estresse hidrico
prolongado (ALVIM et al., 2001). Os
promotores de BiP, como descrito
anteriormente,  apresentam  elementos
conservados, que estdo relacionados
com a resposta ao estresse hidrico.
Assim sendo, com o objetivo de
elucidar os mecanismos de resposta
ao estresse osmotico, discos foliares
de plantas de tabaco transgénicas,
expressando GUS sob a regulacdo
dos promotores gsBiP6 e gsBiP9
foram analisados sob condicdo de
estresse osmotico simulado por PEG
10%, o qual corresponde ao W,= -1,4
MPa.

Discos foliares foram incubados em meio MS suplementado com PEG

durante 48 horas. As proteinas dos discos foliares foram extraidas e a atividade
de GUS foi analisada por meio de ensaio fluorimétrico (Figura 19). Foi
observado um aumento (1,6x) da expressao de GUS em discos foliares
transformados com gsBiP9 (Figura 19), indicando que provavelmente os
elementos regulatérios para resposta ao estresse osmotico (G-
box:ABRE:gsBiP9 e CE:ABRE:gsBiP9), presentes no promotor de gsBiP9 sdo
funcionais. Um ligeiro acumulo de expresséo foi observada em discos foliares
transformados com o gene -358pbip6-gus (Figura 19). Sugere-se que a
auséncia do elemento CE:ABRE:gsBiP6, que atua juntamente com G-
box:ABRE:gsBiP6, seria necessario para uma eficiente resposta ao estresse

osmodtico.
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Figura 19: Indugao dos promotores de gsBiP6 e gsBiP9 por PEG.

A atividade da enzima B-glucuronidase foi determinada por meio de
ensaio fluorimétrico, em extratos de proteina total obtidos de discos foliares de
plantas transformadas sem o promotor (330), e transformadas com as
construgdes -358pbip6-gus (BiP6) ou -2200pbip9-gus (BiP9). A atividade do
promotor foi induzida com PEG (P) na concentragéo de 10% (p/v).

49. O dominio regulatério cis-atuante 2 contém sequéncias UPRE
funcionais e elementos que respondem a estresse osmoético

Para identificar seqléncias especificas responsaveis pelo controle da
expressao da proteina BiP sob condicbes de estresses e/ou confirmar a
funcionalidade dos elementos conservados citados anteriormente, dele¢des do
promotor de gsBiP6 foram conduzidas na orientagéo 5’ - 3’ (-138pbip6-gus) e
no interior do clone A(-226/-82)pbip6-gus (Figura 10A).

A remogao do dominio cis-regulatério 2 [A(-226/-82)pbip6-gus] causou a
inativacdo do promotor em resposta ao tratamento com PEG ou tunicamicina e
promoveu uma diminui¢do na expressao basal do gene repérter gus. (Figura
20). Consistentemente, os dados sugerem que a regidao possui os elementos
UPRE e o G-box:ABRE:gsBiP6. Remocgao da regido -357 a -138 na construcao
-138pbip6-gus foi suficiente para anular completamente a expresséo de GUS
(Figura 20). Isso poderia ser explicado devido a auséncia dos dois elementos
CAATT invertidos, que sao responsaveis pelo aumento da taxa de transcrigao.
Coletivamente estes resultados indicam que o dominio CRD2 (226 a -82) é
requerido tanto para expressdo basal do promotor BiP6 quanto para sua

inducibilidade em resposta a tunicamicina e PEG.
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Figura 20: Analise das delegoes do promotor de gsBiP6 sob condi¢cdes de
estresse simuladas por tunicamicina e PEG.

A atividade da enzima (-glucuronidase foi determinada por meio de ensaio
fluorimétrico, em extratos de proteina total obtidos de discos foliares de plantas
transformadas sem o promotor (330), e transformadas com as construgdes A(-226/-
82)pbip6-gus (306) ou-138pbip6-gus (307). A atividade do promotor foi induzida com
tunicamicina (T) na concentragcédo de 5,0 pug/ml ou polietilenoglicol 10% (P).

5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nessa investigagdo com relagcdo a regulagéo
espacial da expressao de BiP sob condi¢gdes normais de desenvolvimento da
planta demonstraram claramente a existéncia de controles distintos e
complexos para a transcricdo de genes BiP em condicbes normais e de
estresses fisiologicos. Andlise da atividade do promotor em tabacos
transformados com o gene quimérico promotor bip-gus revelou que BiP
acumula predominantemente no tecido vascuar em varios 6rgaos, e em
regides meristematicas de caule, raiz, folha e no mesofilo. Como um padrao
predominante de expressao, altos niveis da atividade de gus foram observados
nos tecidos vasculares, e em regides de intensa divisao e secregao celular.

Estes resultados s&o consistentes com a funcao biolégica de BiP na
coordenacgao da taxa de sintese de proteinas secretoras com a capacidade de
processamento do reticulo endoplasmatico. Contudo, os resultados da analise
de atividade do promotor do gene BiP por meio de fusdo transcricional com o
gene reporter gus ndo permitem eliminar a possibilidade de que o acumulo da
proteina BiP em diferentes érgédos da planta de soja seja diferente do padrao
de expressao do gene reporter, devido aauséncia de elementos regulatérios
transcricionais ou controle pés-traducional. Entretanto, diversas linhas de

evidéncias indicam que a andlise da expressao do gene repdrter reproduz



corretamente a expressao tecido-especifica de BiP. Primeiro, a regulagéo
espacial dos genes quiméricos -358pbip6-gus e -2200pbip9-gus foi consistente
com o padrao de acumulo do mRNA de BiP em tabaco (DENECKE et al.,
1991), em milho (FONTES et al.,, 1991), e em soja (KALINSKI et al., 1995).
Além disso, a proteina BiP de plantas acumula predominantemente em tecidos
associados com alta atividade secretora e elevada propor¢cao de células em
franca divisao celular (FONTES et al., 1996; FONTES et al., 1991). Finalmente,
a expressao dos genes quiméricos -2200pbip9-gus e -358pbip6-gus foi
induzida por tunicamicina, conforme previsto pelas analises do acumulo da
proteina e do mMRNA de BiP sob condi¢gbes de estresses que ativam a via UPR
(ALVIM et al.,, 2001; CASCARDO et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 1997;
FONTES et al., 1991; DENECKE et al., 1991). Poucos estudos tém utilizado
promotores de BiP de plantas fusionados a genes repérteres para identificar
cis-elementos regulatérios responsivos a estresses, bem como para examinar a
expressado tecido-especifica de BiP durante o desenvolvimento da planta
(CASCARDO et al., 2000). Utilizando diferentes construgdes de sequéncias 5’
dos genes BiP ligadas transcricionalmente ao gene gus, pelo menos dois
dominios funcionais foram identificados no promotor de BiP, o dominio
regulatorio cis-atuante 1 (CRD1) e o dominio regulatério cis-atuante 2 (CRD2).
A regido CRD1 compreende os nucleotideos -358 a 226, sendo caracterizada
pela predominancia quase absoluta de adeninas e timinas. Este dominio
funcional exibe uma atividade similar a de “enhancer” ja que é capaz de por
subtragao, restaurar altos niveis de expressao quando fusionado diretamente a
extremidade 5’ -82 do promotor minimo de BiP, que por si s6 é reprimido em
tabaco transgénico.

O segundo dominio CRD2, delimitado pelos nucleotideos -226 a -82,
contém elementos regulatérios positivos e negativos que coordenam a
expressao tecido-especifica do promotor de gsBiP6. Enquanto que a atividade
do promotor de BiP em regides meristematicas de raizes, como a regido do
procambio, no meristema apical e no floema, foi associada a presenga do
dominio CRD2, a sua delegéao, construgao A(-226/-82)pbip6-gus, intensificou a
expressao do gene reporter no parénquima xilematico no caule. O dominio
CRD2 contém duas sequiéncias CCAAT na orientagao invertida que constitui

uma caracteristica funcional de promotores altamente ativos em células de



elevado grau de proliferacédo (MAITY & CROMBRUGGHE, 1988). Além disso, a
presenca do elemento responsivo a auxina (TGTCCC) no dominio CRD2
sugere que o gene BiP de plantas seja também regulado pela auxina. Assim
sendo, experimentos para determinar se a expressao de BiP é regulada por
hormonios constituem uma extensao do presente estudo.

Os experimentos de delecdo do promotor de gsBiP6 forneceram
evidéncias de que a intensa atividade do gene reporter gus, observada no
tecido vascular nao foi resultado do movimento tendencioso da proteina GUS
para o floema, ou de maior disponibilidade do substrato, j& que a delegéo de
CRD2 altera o padrao de expressédo de GUS no tecido vascular. A construgao -
358pbip6-gus direciona alta atividade de GUS nas células do floema e a
expressao do gene reporter praticamente ndo é detectavel no parénquima
xilematico. Entretanto, a dele¢ao interna do dominio CRD2 anulou a expressao
de GUS nas células do floema, e intensificou a atividade de gene reporter no
parénquima xilematico. Provavelmente, a alta expresséo de GUS no floema é o
resultado da atividade elevada do promotor de BiP associada aalta atividade
secretora das células do floema.

Tanto o promotor de gsBiP6 quanto o promotor de gsBiP9 foram
induzidos por tunicamicina em niveis equivalentes, enquanto que o nivel de
inducdo dos promotores de BiP em resposta a PEG diferiu entre eles. Estes
resultados sdo consistentes com a recente observagao de que os genes BiP da
soja sao diferencialmente regulados em resposta a estresse osmatico
(CASCARDO et al., 2000). Além disso o promotor de gsBiP9, que apresentou
niveis superiores de indugdo em resposta a PEG, apresenta multiplos cis -
elementos responsivos a ABA (ABARE, G-box e CE) que sdo conservados em
promotores induzidos por estresse hidrico por uma via dependente de ABA
(GUILTINAN et al.,, 1990). A observacdo de que a sequéncia CRD2 é
necessaria para indugcdo do promotor de BiP por tunicamicina sugere que
CRD2 contém UPRE funcionais. De fato, duas sequéncias conservadas,
5CCAGTTTTATTGGCCAAACY (posicoes -135 a -117) e
5GACGTGAGGTGTCCCCAAG 3'(posicoes -162 a -144), relacionadas
estruturalmente a sequéncia consenso UPRE CCAATNgCCACG, descrita por
YOSHIDA et al. (1998), estao presentes neste dominio funcional. A delegéo do

dominio CRD2 nao somente causou a perda de inducibilidade do promotor por



PEG e tunicamicina, mas também resultou na diminuicdo da expressao do
gene gus em discos foliares tratados com PEG e tunicamicina. Provavelmente,
o efeito negativo ma expressao do gene reporter, sob controle do promotor

deletado A(-226/-82)pbip6, seja devido a uma diminuicdo generalizada da

transcricdo basal na célula pelo efeito toxico do tratamento prolongado dos
discos foliares com tunicamicina e PEG.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVIM, F. C.; CAROLINO, S. M. B.; CASCARDO, J. C. M.; NUNES, C. C;;
MARTINEZ, C. A.; OTONI, W. C.; FONTES, E. P. B. (2001). Enhanced
accumulation of BiP in transgenic plants confers tolerance to water stress.
Plant Physiology, 126: 1042-1054.

ANDERSON, J. V.; LI, Q. B.; HASKELL, D. W.; GUY, C. L. (1994). Structural
organization of the spinach endoplasmic reticulum-luminal 70-kilodalton
heat-shock cognate gene and expression of 70-kilodalton heat-shock genes
during cold acclimation. Plant Physiology, 104(4): 1359-1370.

BAR-PELED, M.; BASSHAN, D. C.; RAIKHEL, N. V. (1996). Transport of
proteins in eukaryotic cells: more questions ahead. Plant Molecular
Biology, 32: 223-249.

BASSHAN, D. C.; RAIKHEL, N. V. (1997) Molecular aspects of vacuole
biogenesis. Advances in Botanical Research, 25: 43-58.

BIENZ, M.; PELHAM, H. R. B. (1986). Heat shock regulatory element function

as an inducible enhancer in the Xenopus HSP70 gene when linked to a
heterologous promoter. Cell, 45: 753-760.

BOLE, D. G.,; HENDERSHOT, L. M.; KEARNEY, J. F. (1986). Posttranslational
association of immunoglobulin heavy chain binding protein with nascent
heavy chain and secreting hybridomas. Journal Cell Biology, 102: 1558-
1566.

BOLE, D. G.; DOWIN, R.; DORIAUX, M.; JAMIESON, J. D. (1989).
Immunocytochemical localization of BiP to the rough endoplasmatic
reticulum: evidence for protein sorting by selective retention. Journal
Histochemical and Cytochemical, 37(12): 1817-1823.

BOSTON, R. S.; FONTES, E. P. B.; SHANK, B. B. (1991). Increased
expression of the maize immunoglobulin binding protein homolog b70 in
three zein regulatory mutants. The Plant Cell, 3: 497-505.

BOSTON, R. S.; VIITANEM, P. V.; VIERLING, E. (1996). Molecular chaperones
and protein folding in plants. Plant Molecular Biology, 32: 191-222.



BREWER, J. W.; CLEVELAND, J. L.; HENDERSHOT, L. M. (1997). A pathway
distinct from the mammalian unfolded protein response regulates
expression of endoplasmic reticulum chaperones in non-stressed cells. The
EMBO Journal, 16: 7207-7216.

BREWER, J. W.; HENDERSHOT, L. M.; SHERR, C. J.; DIEHL, J. A. (1999).
Mammalian unfolded protein response inhibits cyclin D1 translation and
cell-cycle progression. Proceedings of the National Academy of Science
USA 96: 8505-8510.

BRODSKY, J. L; HAMAMOTO, S.; FELDHEIM, D.; SCHEKMAM, R. (1993).
Reconstitution of protein translocation from solubilized yeast membranes
reveals topologically distinct roles for BiP and cytosolic Hsc 70. Journal
Cell Biology, 120(1): 95-102.

BRODSKY, J. L.; MCCRACKEN, A. A. (1997). ER-associated and proteosome-
mediated protein degradation: how two topologically restricted events came
together. Trends in Cell Biology, 7: 151-156.

BUCHANAN, B. B.; GRUISSEM, W.; RUSSELL, J. L. (2000). Biochemistry
and Molecular Biology of Plants. American society of plant physiologists
Rockville, Maryland. 1367 pgs.

BUKAU, B.; HESTERKAMP, T; LUIRINK, J. (1996). Growing up in a dangerous
environment: a network of multiple targeting and folding pathways for
nascent polypeptides in the cytossol. Trends in Cell Biology, 6: 480-486.

CABANE, M.; CALVET, P.; VINCENS, P.; BOUDET, A. M. (1993).
Characterization of chilling-acclimation-related proteins in soybean and
identification of one as a member of the heat shock protein (HSP70) family.
Planta, 190(3): 346-353.

CASCARDO, J. C. M. (1999). Caracterizagao molecular da familia
multigénica de BiP de soja (Glycine max (L.) Merril): Controle da
expressdao génica e fosforilagao das isoformas em resposta a
estresses abiéticos. Vigosa, MG: UFV, 122p. Dissertagao (Doutorado em
Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Vigosa.

CASCARDO, J. C. M,; ALMEIDA, R. S.; BUZELI, R. A. A;; CAROLINO, S. M.
B.; OTONI, W. C.; FONTES, E. P. B. (2000) The phosphorylation state and
expression of soybean BiP isoforms are differentially regulated following
abiotc stresses. The Journal of Biological Chemistry, 275(19): 14558-
14565.

CASCARDO, J. C. M.; BUZELI, R. A. A; ALMEIDA, R. S.; OTONI, W. C;
FONTES, E. P. B. (2001). Differential expression of the soybean BiP gene
family. Plant Science, 160(2): 273-281.



CHANG, S. C.; WOODEN, S. K.; NAKAKI, T. (1987). Rat gene encoding the

78-kDa glucose-regulated protein GRP78: its regulatory sequences and the
effect of protein glycosylation on its expression. Proceedings of the
National Academy of Science USA 84: 680-684.

CHENG, M. Y.; HARTL, F. U.; MARTIN, J.; POLLOCK, R. A.; KALOUSEK, F;
NEUPERT, W.; HALLBERG, E. M.; HALLBERG, R. L.; HORWICH, A. L.
(1989). Mitochondrial heatshock proteins hspP60 is essential for assembly
of proteins imported into yeast mitochondria. Nature, 337(16): 620-625.

CHRISPEELS, J. (1991). Sorting of proteins in the secretory system. Annual
Review of the Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 42: 21-53.

CLARK, M. W.; ABELSON, J. J. (1987). The subnuclear localization of tRNA
ligase in yeast. Cell Biology, 105: 1515-1526.

COPELAND, C. S.; DOMS, R. W.; BOLZAU, E. M.; WEBSTER, R. G
HELENIUS, A. (1986). Assembly of influenza virus hemagglutinin trimers
and its role in intracellular transport. Journal Cell Biology. 103: 1179-1191.

COPELAND, C. S.; ZIMER, K. P.; WAGNER, K. R.; HEALEY, G. A;
MELLMAN, I.; HELENIUS, A. (1988). Folding, trimerization, and transport

are sequential events in the biogenesis of influenza virus hemagglutinin.
Cell 53: 197-209.

COX, J. S.; SHAMU, C. E.; WALTER, P. (1993). Transcriptional induction of
genes encoding endoplasmatic reticulum resident proteins requires a
transmembrane protein kinase. Cell, 73: 1197-1206.

COX, J. S.; WALTER, P. (1996). A novel mechanism for regulation activity of a
transcription factor that controls the unfolded protein response. Cell, 87:

391-404.

CSERMELY, P. (1997). Proteins, RNAs and chaperones in enzyme evolution: a
folding perspective. Trends in Biological Science, 22: 147-149.

D'AMICO, L.; VALSANIA, B.; DAMINATI, M. G.; FABRINI, M. S.; NITTI, G,;
BOLLINI, R.; CERIOTTI, A.; VITALE, A. (1992). Bean homologues of the
mammalian glucose regulated proteins: induction by tunicamycin and
interaction with newly-synthesized storage proteins in the endoplasmic
reticulum. Plant Journal, 2: 443-445.

DA SILVA CONCEICAO, A; MARTY-MAZARS, D.; BASSHAM, D. C;
SANDERFOOT, A. A;; MARTY, F.; RAIKHEL, N. V. (1997). The syntaxin
homolog AtPEP12p resides on a late postgolgi compartment in plants. The
Plant Cell, 9: 571-582.



DENECKE, J.; GOLDMAN, M. H.; DEMOLDER, J.; SEURINCK, J,;
BOTTERMAN, J. (1991). The tobacco luminal binding protein is encoded by
a multigene family. The Plant Cell, 3: 1025-1035.

DENECKE, J.; DE RYCKE, R.; BOTTERMAN, J. (1992). Plant and mamalian
sorting signals for protein retention in the endoplasmatic reticulum contain a
conserved epitope. The EMBO Journal 11(6): 2345-2355.

DENECKE, J.; CARLSSON, L. E.; VIDAL, S. (1995). The tobacco homolog of
mammalian calreticulin is present in protein complexes in vivo. The Plant
Cell, 7: 391-406.

DENECKE, J. (1996). Soluble endoplasmic reticulum resident proteins and their
function in protein synthesis and transport. Plant Physiology and
Biochemistry, 34: 197-205.

DORNER, A. J.; BOLE, D. G.; KAUFMAN, R. J. (1987). The relationship of N-
linked glycosylation and heavy chain-binding protein association with the
secretion of glycoproteins. Journal Cell Biology, 105(6): 2665-2674.

DORNER, A. J.; KRANE, M. G.; KAUFMAN, R. J. (1988). Reduction of
endogenous GRP 78 levels improves secretion of heterologous protein in
CHO cells. Molecular Cell Biology, 8: 4063-4070.

DRICKAMER, K; TAYLOR, M. (1998). Evolving views of protein glycosylation.
Trends in Biological Sciences, 23: 321-324.

ELLIS, R. J.; VAN DER VIES, S. M.; HEMMINGSEN, S. M. (1989). The
molecular chaperone concept. Biochem. Soc. Symp., 55: 145-153.

ELLIS, R. J. (1990). Molecular chaperones: The plant connection. Science,
250: 954-959.

ELLIS, R. J.; VAN DER VIES, S. M. (1991). Molecular chaperones. Annual
Review Biochemistry, 60: 321-347.

ELMENDORF, H. G.; HALDAR, K. (1993). Ildentification and localization of
ERD2 in the malaria parasite Plasmodium falciparum: separation from sites

of sphingomyelin synthesis and implications for organization of the Golgi.
The EMBO Journal 12(12): 4763-4773.

FIGUEIREDO, J. E. F.; CASCARDO, J. C. M.; CAROLINO, S. M. B.; ALVIM, F.
C.; FONTES, E. P. B. (1997). Water-stress regulation and molecular
analysis of the soybean BiP gene family. Revista Brasileira de Fisiologia
Vegetal, 9(2): 103-110.

FLYNN, G. C.; CHAPPELL, T. G.; ROTHMAN, J. E. (1989). Peptide binding
and release by proteins implicated as catalysts of protein assembly.
Science, 245: 385-390.



FONTES, E. P. B.; SHANK, B.B.; WROBEL, R. L.; MOOSE, S. P.; OBRIAN, G.
R.; WURTZEL, E. T.; BOSTON, R. S. (1991). Characterization of an
immunoglobulin binding protein homolog in the maize floury-2 endosperm
mutant. The Plant Cell, 3: 483-496.

FONTES, E. P. B.; SILVA, C. J,; CAROLINO, S. M. B. (1996). A soybean

binding protein (BiP) homolog is temporally regulated in soybean seeds and
associates detectably with normal storage proteins in vitro. Brazilian
Journal of Genetics, 19(2): 305-312.

FOTI, D. M.; WELIHINDA, A., KAUFMAN, R. J., LEE, A. S. (1999).
Conservation and divergence of the yeast and mammalian unfolded protein
response. Activation of specific mammalian endoplasmic reticulum stress
element of the grp78/BiP promoter by yeast Hac1. The Journal of
Biological Chemistry, 274(43): 30402-30409.

FREIDEN, P. J.; GAUT, J. R.;; HENDERSHOOT, L. M. (1992). Interconversion
of three differentially modified and assembled forms of BiP. The EMBO
Journal, 11: 63-70.

GALILl, G.; SENGUPTA-GOPALAM, C.; CERIOTTI, A. (1998). The

endoplasmic reticulum of plant cells and its role in protein maturation and
biogenesis of oil bodies. Plant Molecular Biology, 38: 1-29.

GETHING, M. J.; MCCAMMON, K.; SAMBROOK, J. (1986). Expression of wild
type and mutant forms of influenza hemagglutinin: the role of folding in
intracellular transport. Cell 46: 939-959.

GETHING, M. J.; SAMBROOK, J. (1992). Protein folding in the cell. Nature
335: 33-45.

GILMORE, R. (1993). Protein translocation across the endoplasmatic reticulum:
a tunnel with toll booths at entry and exit. Cell, 75: 589-592.

GOLOUBINOFF, P.; GATENBY, A. A,; LORIMER, G. H. (1989). GroE heat-
shock proteins promote assembly of foreign prokariotic bisphosphate
carboxylase oligomers in Escherichia coli. Nature, 337: 4447 .

GONZALEZ, T. N.; SIDRAUSKI, C.; DORFLER, S.; WALTER, P. (1999).
Mechanism of non-spiceosomal mRNA splicing in the unfolded protein
response. The EMBO Journal, 18(11): 3119-3132.

GUILFOYLE, T.; HAGEN, G.; ULMASOQV, T.; MURFETT, J. (1998). How auxin
turn on genes? Plant Physiology, 118: 341-347.

GUILTINAN, M. J.; MARCOTTE, W. R,; QUATRANO, R. S. (1990). A plant

leucine zipper protein that recognizes an abscisic acid response element.
Science, 250: 267-271.



HAAS, I. G.,; WABL M. (1983). Immunoglobulin heavy chain binding protein.
Nature, 306: 387-389.

HAMMAN, B. D.; HENDERSHOT, L. M.; JOHNSON, A. E. (1998). BiP
maintains the permeability barrier of the ER membrane by sealing the
lumenal end of the translocon pore before and early in translocation. Cell,

92:747-758.

HARDING, H. P.; ZHANG, Y; RON, D. (1999). Protein translation and folding
are coupled by an endoplasmic-reticulum-resident kinase. Nature, 397:
271-274.

HARTL, F. V. (1996). Molecular chaperones in cellular protein folding. Nature,
381: 571-580.

HELENIUS, A.; MARQUARDT, T.; BRAAKMAN, I. (1992). The endoplasmatic
reticulum as a protein-folding compartment. Trends in Cell Biology, 2:
227-231.

HELENIUS, A.; TROBETTA, E. S.; HEBERT, D. N.; SIMONS, J. F. (1997).
Calnexin, calreticulin and the folding of glycoproteins. Trends in Cell
Biology, 7: 143-200.

HENDERSHOT, L. M.; BOLE, D.; KOHLER, G.; KEARNEY, J. F. (1987).
Assembly and secretion of heavy chains that do not associate
posttranslationally with immunoglobulin heavy chain-binding protein.
Journal Cell Biology, 104: 761-767.

HENDERSHOT, L. M. (1990). Immunoglobulin heavy chain binding protein
complexes are dissociated in vitro by light chain addition. Journal Cell
Biology, 111: 829-837.

HENDRICK, J. P.; HARTL, F. U. (1993). Molecular chaperone functions of heat-
shock proteins. Annual Review of the Biochemistry, 62: 349-384.

HILLER, M. M.; FINGER, A.; SCHWEIGER, M.; WOLF, D. H. (1996). ER

degradation of misfolded luminal proteins by the cytosolic ubiquitin-
proteosome pathway. Science, 273: 1725-1728.

HORWICH, A. L.; LOW, K. B.; FENTON, W. A.; HIRSHFIELD, I. N.; FURTAK,
K.; (1993). Folding in vivo of bacterial cytoplasmic proteins: role of GroEL.
Cell, 74: 909-917.

HORWICH, A. L.; WEBER-BAN, E. U.; FINLEY, D. (1999). Chaperone rings in
protein folding and degradation. Proceedings of the National Academy of
Science USA, 96: 11033-11040.

HSU, V. W.; SHAH, N.; KLAUSNER, R. D. (1992). A brefeldin A-like phenotype
is induced by the overexpression of a human ERD-2like protein, ELP-1. Cell,
69: 625-653.



HURTLEY, S. M.; BOLE, D. G.; HOOVER-LITTY, H. (1989). Interactions of
misfolded influenza virus hemaglutinin with binding protein BiP. Journal
Cell Biology, 108: 2127-2136.

INGRAN, J.; BARTELS D. (1996). The molecular basis of dehydration tolerance
in plants. Annual Review of the Plant Physiology and Plant Molecular
Biology, 47: 377 —403.

JELITO-VAN DOOREN, E. P. W. M.; VIDAL, S.; DENECKE, J. (1999).
Anticipating endoplasmic reticulum stress: A novel early response before
pathogenesis-related gene induction. The Plant Cell, 11: 1935-1943.

JIANG, L.; ROGERS, J. C. (1999). Sorting of membrane proteins to vacuoles in
plant cells. Plant Science, 146: 55-67.

KALINSKI, A.; KOWLEY, D. L.; LOER, D. S.; FOLEY, C.; BUTA, G.; HERMAN,
E. M. (1995). Binding- protein expression is subject to temporal,

developmental and stress-induced regulation in terminally differentiated
soybean organs. Planta, 195: 611-621.

KASSENBROCK, C. K.; GARCIA, P. D.; WALTER, P.; KELLY, R. B. (1988).
Heavy-chain binding protein recognizes aberrant polypeptides translocated
in vitro. Nature, 333: 90-93.

KASSENBROCK, C. K.; KELLY, R. B. (1989). Interaction of heavy chain
binding protein (BiP/GRP78) with adenine nucleotides. The EMBO Journal,
8(5): 1461-1467.

KNITTLER, M. R;; HAAS, I. G. (1992). Interaction of BiP with newly-synthesized
immunoglobulin light chain molecules: cycles of sequential binding and
release. The EMBO Journal, 11: 1573-1581.

KOHNO, K.; NORMINGTON, K.; SAMBROOK, J.; GETHING, M. J.; MORI, K.
(1993). The promoter region of the yeast KAR2 (BiP) gene contains a
regulatory domain that responds to the unfolded proteins in the
endoplasmic reticulum. Molecular Cell Biology, 13: 877-890.

KOIZUMI, N.; UJINO, T.; SANO, H.; CHRISPEELS, M. J. (1999).
Overexpression of a gene that encodes the first enzyme in the biosynthesis
of asparagine-linked glycans makes plants resistant to tunicamycin and
obviates the tunicamycin-induced unfolded protein response. Plant
Physiology, 121: 353-361.

KREIS, T.E.; LODISH, H. F. (1986). Oligomerization is essential for transport of
vesicular stomatitis viral glycoprotein to the cell surface. Cell 46: 929-937.



LAEMMLI, U. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of the bacteriophage T4. Nature, 227: 680-685.

LANDRY, S. J.; GIERASCH, L. M. (1994). Polypeptide interactions with
molecular chaperones and their relationship to in vivo protein folding.
Annual Review of the Biophysics Biomolecular Structural, 23: 645-669.

LEBORGNE-CASTEL, N.; JELITTO VAN-DOOREN, E. P. W. M.; CROFTS, A.
J.; DENECKE, J. (1999). Overexpression of BiP in tobacco alleviates
endoplasmic reticulum stress. The Plant Cell,11: 459-469.

LEE A. S. (1987). Coordinated regulation of a set of genes by glucose and
calcium ionophores in mammalian cells. Trends in Biochemistry Science,

12:20-23.

LEE, A. S. (1992). Mammalian stress response: induction of the glucose-
regulated protein family. Current Opinion in Cell Biology, 4: 267-273.

LEE, H.; GAL, S.; NEWMAN, T. C.; RAIKHEL, N. V. (1993). The arabdopsis ER
retention receptor functions in yeast. Proceedings of the National
Academy of Science USA 90: 11433-11437.

LEWIS, M. J.; PELHAM, H. R. B. (1990). A human homolog of the yeast HDEL
receptor. Nature, 348: 162-163.

LI, Y,; LIU, Z-B; SHI, X.; HAGEN, G.; GUILFOYLE, T. J. (1994). An auxin-
inducible element in soybean saur promoters. Plant Physiology, 106: 37-
43.

LIN, A. Y.; CHANG, S. C.; LEE, A. S. (1986). A calcium ionophore -inducible
cellular promoter is highly active and has enhancerlike properties.
Molecular Cell Biology, 6: 1235-1243.

LIPPINCOTT-SCHWARTZ, J.; BONIFACINO, J. S.; YUAN, L. C.; KLAUSNER,
R. D. (1988). Degradation from the endoplasmic reticulum: disposing of
newly synthesized proteins. Cell 54: 209-220.

LIU, Z. B.; ULMASOV, T.; SHI, X.; HAGEN, G.; GUILFOYLE, T. J. (1994).
Soybean GH3 promoter contains multiple auxin-inducible elements. The
Plant Cell, 6: 645-657.

LODISH, H. F. (1988). Transport of secretory and membrane glycoproteins from
the rough endoplasmic reticulum to the Golgi. Journal Cell Biology. 263:

2107-2110.

MAITY, S. N.; de CROMBRUGGHE, B. (1998). Role of the CCAAT-binding
protein CBF/NF-Y in transcription. Trends in Biochemical Sciences, 23:
174-178.



MARTIN, J.; HARTL, F. U. (1993). Protein folding in the cell: molecular
chaperones pave the way. Current Biology, 1: 161-164.

MATHEW, A.; MATHUR, S. K.; MORIMOTO, R. I. (1998). Heat shock response
and protein degradation: Regulation of HSF2 by the ubiquitin-proteosome
pathway. Molecular Cell Biology, 18(9): 5091-5098.

MATLACK, K. E. S.; MISSELWITZ, B.; PLATH, K; RAPAPORT, T. A. (1999).
BiP acts as a molecular ratchet during posttranslational transport of Prepo-a
factor across the ER membrane. Cell, 97: 553-564.

MAYER, T. U.; BRAUN, T.; JENTSCH, S. (1998). Role of the proteasome in
membrane extraction of a short-lived ER-transmembrane protein. The

EMBO Journal, 17(12): 3251-3257.

McCABE, D. E,; SWAIN, W. F.; MARTINELL, B. J.; CHRISTOU, P. (1988).
Stable transformation of soybean (Glycine max) by particle bombardment.
Biotechnology, 6: 923-926.

McKAY, D. B. (1993). Structure and mechanism of the 70-kDA heat-shock
related proteins. Advance in Protein Chemistry, 44: 67-98.

MORI, K. SANT, A; KHONO, K.; NORMINGTON, K., GETHING, M. J;
SAMBROOK, J. K. (1992). A 22 bp cis-acting element is necessary and
sufficient for the induction of the yeast KAR2 (BiP) gene by unfolded
proteins. The EMBO Journal, 11: 2583-2593.

MORRE, D. J. (1974). The endomembrane concept: A functional integration of
the endoplasmic reticulum and golgi apparatus. In: Dynamic Aspects of
Plant Ultrastructure, A. W. Robards, ed (London: McGraw-Hill), p. 84-137.

MUNRO, S.; PELHAM, H R. B. (1986). A Hsp70-like protein in the ER: with the
78kDa glucoseregulated protein and immunoglobulin heavy chain binding
protein. Cell, 46: 291-300.

MUNRO, S.; PELHAM, H. R. B. (1987). A Gterminal signal prevents secretion
of luminal ER proteins. Cell, 48: 899-907.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. (1962). A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, 15: 473-
497.

NGUYEN, T. H.; LAW, D. T. S.; WILLIAMS, D. B. (1991). Binding protein BiP is
required for translocation of secretory proteins into the endoplasmic
reticulum in Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the National
Academy of Science USA , 88: 1565-1569.

NICHOLSON, R. C.; WLLIANS, D. B.; MORAN, L. A. (1990). An essential
member of the HSP70 gene family of Saccharomyces cerevisiae is
homologous to immunoglobulin heavy chain binding protein. Proceedings
of the National Academy of Science USA 86: 1159-1163.



NORMINGTON, K.; KHONO, K, KOzZUTSUMI, Y.; GETHING, M. J;
SAMBROCOK, J. (1989). Saccharomyces cerevisiae encodes an essential
protein homologous in sequence and function to mammalian BiP. Cell, 57:
1223-1236.

PARSELL, D. A.; LINDQUIST, S. (1993). The function of heat-shock proteins in
stress tolerance: degradation and reactivation of damaged proteins. Annual
Review of the Genetics, 27: 437-496.

PELHAM, H. R. B. (1988). Coming in from the cold. Nature, 332(28): 776-777.

PELHAM, H. R. B. (1989). Control of protein exit from the endoplasmic
reticulum. Annual Review of Cell Biology, 5: 1-23.

PELHAM, H. R. B. (1990). The retention signal for soluble proteins of the
endoplasmatic reticulum. Trends Biochemistry Science,15: 483-486.

PIRDOUX, A. L.; ARMSTRONG, J. (1992). Analysis of the BiP gene and
identification of an ER retention signal in Schizosaccharomyces pombe.
The EMBO Journal, 11(4): 1583-1591.

RASSOW, J; VON AHSEN, O.; BOMER, U.; PFANER, N. (1997). Molecular

chaperones: towards a characterization of the heat-shock protein family.
Trends in Cell Biology, 7: 129-133.

RESENDEZ, E. J.; WOODEN, S. K.; LEE, A. S. (1988). Identification of highly
conserved regulatory domains and protein-binding sites in the promoters of
the rat and human genes encoding the stress-inducible 78-kilodalton
glucose-regulated protein. Molecular Cell Biology, (10): 4579-4584.

REXACH, M. F.; LATTERICH, M.; SCHEKMAN, R. W. (1994). Characteristics
of endoplasmatic reticulum-derived transport vesicles. Journal Cell

Biology. 126(5): 1133-1148.

ROBINSON, A. S.; BOCKHAUS, J. A,; VOEGLER, A. C.; WITTRUP, K. D.

(1996). Reduction of BiP levels decreases heterologous protein secretion in
Saccharomyces cerevisiae. The Journal of Biological Chemistry,

271(17): 10017-10022.

ROSE, J. K.; DOMS, R. W. (1988). Regulation of protein export from the
endoplasmic reticulum. Annual Review of the Cell Biology, 4: 257-288.

ROY, B.; LI, W. W.; LEE, A. S. (1996). Calcium-sensitive transcriptional
activation of the proximal CCAAT regulatory element of the grp78/BiP
promoter by the human nuclear factor CBF/NF-Y. The Journal of

Biological Chemistry, 271: 28995-29002.

SALOHEIMO, M.; LUND, M.; PENTTILA, M. E. (1999). The protein disulfide
isomerase gene of the fungus Trichoderma reesei is induced by



endoplasmic reticulum stress and regulated by the carbon source.
Molecular General Genetics, 262: 35-45.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T. (1989). Molecular Cloning- A
Laboratory Manual. 29 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New

York.

SANDERFOOT, A. A.; RAIKHEL, N. V. (1999). The specificity of vesicle
trafficking coat proteins and SNARs. The Plant Cell, 11: 629-641.

SANDERS, S. L.; WHITFIELD, K. M.; VOGEL, J. P. (1992). Sec61p and BiP
directly facilitate polypeptide translocation into the ER. Cell, 69(2): 353-365.

SANGER, F.; NICKLEN, S.; COULSON, A. R. (1977). DNA sequencing with
chain-terminating inhibitors. Proceedings of National Academy of
Science USA 74(12): 5463-5467.

SANTORO, C.; MERMOD, N.; ANDREWS, P. C.; TIJAN, R. (1988). Afamily of

human CCAAT-box-binding proteins active in trancription and DNA
replication: cloning and expression of multiple cDNAs. Nature, 334 (21):

218-224.

SEMENZA, J. C.; HARDWICK, K. G.; DEAN, N.; PELHAM, H. R. B. (1990).
ERD2, a yeast gene required for the receptormediated retrieval of luminal
ER proteins from the secretory pathway. Cell, 61: 1349-1357.

SHAMU, C. E.; COX, J. S.; WALTER, P. (1994). The unfolded- protein-
response pathway in yeast. Trends in Cell Biology, 4: 56-60.

SHAMU, C. E.; WALTER, P. (1996). Oligomerization and phosphorylation of the
Ire1p kinase during intracellular signaling from the endoplasmic reticulum to
the nucleus. The EMBO Journal, 15: 3028-3039.

SIDRAUSKI, C.; COX, J. S.; WALTER, P. (1996). tRNA ligase is required for
regulated mRNA splicing in the unfolded protein response. Cell, 87: 405-
413.

SIDRAUSKI, C.; WALTER, P. (1997). The transmembrane kinase Ire1p is a
site-specific endonuclease that initiates mRNA splicing in the unfolded
protein response. Cell, 90: 1031-1039.

SIDRAUSKI, C.; CHAPMAN, R.; WALTER, P. (1998). The unfolded protein
response: an intracellular signaling pathway with many surprising features.
Trends in Cell Biology, 8: 245-249.

SIMONS, J. H.; EBERSOLD, M.; HELENIUS, A. (1998). Cell wall 1,6-3-glucan

synthesis in Saccharomyces c erevisiae depends on ER glucosidases | and
II, and the molecular chaperone BiP/Kar2p. The EMBO Journal, 17(2):

396-405.



TANG, B. L.; WONG, S. H,; Ql, X. L.; LOW, S. H.; HONG, W. (1993). Molecular
cloning, characterization, subcellular localization and dynamics of p23, the
mammalian KDEL receptor. Journal Cell Biology, 120(2): 325-338.

TATU, U.; HELENIUS, A. (1997). Interactions between newly synthesized
glycoproteins, calnexin and a network of resident chaperones in the
endoplasmic reticulum. Journal Cell Biology, 136(3): 555-565.

THULASIRAMAN, V.; MATTS, R. L. (1996). Effect of geldanamycin on the
kinects os chaperone-mediated renaturation of firefly luciferase in rabbit
reticulocyte lysate. Biochemistry, 13443-13450.

TING, J.; LEE, A. (1988). A human gene encoding the 78,000 Dalton glucose-

regulated protein and its pseudogene structure, conservation and
regulation. DNA, 7: 275-286.

TOWNSLEY, F. M.; FRIGERIO, G.; PELHAM, H. R. B. (1994). Retrieval of
HDEL proteins is required for growth of yeast cells. Journal Cell Biology,
127(1): 21-28.

ULMASOV, T.; HAGEN, G.; GUILFOYLE, T. (1997). ARF1, a transcription
factor that binds to auxin response elements. Science, 276: 1865-1868.

ULMASOV, T.; HAGEN, G.; GUILFOYLE, T. (1999). Activation and repression
of transcription by auxin response factors. Proceedings of National
Academy of Science USA 96: 5844-5849.

VAN GEREMEN, I. A;; PUNT, P. J.; DRINT-KUYVENHOVEN, A. (1997). The
ER chaperone encoding BiP A gene of black Aspergilli is induced by heat
shock and unfolded proteins. Gene, 198: 43-52.

VIERLING, E. (1991). The roles of heat shock proteins in plants. Annual
Review of the Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 42: 579-
620.

VITALE, A.; CERIOTTI, A.; DENECKE, J. (1993). The role of the endoplasmic
reiculum in protein synthesis, modification and intracellular transport.
Journal of Experimental Botany, 44: 1417-1444.

VITALE, A.; RAIKHEL, N. V. (1999). What do proteins need to reach different
vacuoles. Trends in Plant Science, 4(4): 149-155.

VOGEL, J. P.; MISRA, L. M.; ROSE, M. D. (1990). Loss of BiP/GRP78 function
blocks translocation of secretory proteins in yeast. Journal Cell Biology,

110: 1885-1895.

YOSHIDA, H.; HAZE, K., YANAGI, H.; YURA, T, MORI, K. (1998).
Identification of the cis-acting endoplasmic reticulum stress response
element responsible for transcriptional induction of mammalian glucose-

regulated proteins. Involvement of basic leucine zipper transcription factors.
The Journal of Biological Chemistry, 273(50): 33741-33749.



WANG, X. Z.; HARDING, H. P.; ZHANG, Y.; JOLICOUER, E. H.; KURODA, M.;
RON, D. (1998). Cloning of mammalian Ire1 reveals diversity in the ER
stress responses. The EMBO Journal, 17(19): 5708-5717.

WELIHINDA, A. A.; TIRASOPHON, W. GREEN, S. R.; KAUFMAN, R. (1997).
Gene induction in response to unfolded protein in the endoplasmic
reticulum is mediated through Ire1p kinase interaction with a transcriptional
coactivator complex containing Ada5p. Proceedings of the National
Academy of Science USA 94: 4289-4294.

WOODEN, S. K.; KAPUR, R. P.; LEE, A. S. (1988).The organization of the rat
GRP78 gene and A23187-induced expression of fusion gene products
targeted intracellularly. Experimental Cellular Resource, 178: 84-92.

WOODEN, S. K.; LI, L. J.; NAVARRO, D.; QUADRI, I.; PERERA, L.; LEE, A. S.
(1991). Transactivation of the grp78 promoter by malfolded proteins,
glycosylation block, and calcio ionophore is mediated through a proximal
region containing a CCAAT motif which interacts with CTF/NF-l. Molecular
Cell Biology, 11: 5612-5623.

WU, B. J.; KINGSTON, R. E.; MORIMOTO, R. I. (1986). Human HSP70
promoter contains at least two distinct regulatory domains. Proceedings of
the National Academy of Science USA 83: 629-633.

ZHANG, F.; BOSTON, R. S. (1992). Increases in binding protein (BiP)
accompany changes in protein body morphology in three high-lysine
mutants of maize. Protoplasma, 171: 142-152.

ZHANG, J.; BRAAKMAN, I; MATLACK, K. E. S; HELENIUS, A. (1997). Quality
control in the secretory pathway: The role of calreticulin, calnexin and BiP in
the retention of glycoproteins with C-terminal truncations. Molecular
Biology of the Cell, 8: 1943-1954.



APENDICE |



1. CLONAGEM MOLECULAR, EXPRESSAO HETEROLOGAE PU RIFICA(;IE\O
DA PROTEINA BIP (Binding Protein) DE SOJA (Glycine max) E PRODUCAO
DE ANTICORPOS

1.1. Clonagem molecular do cDNA de soyBiPD no vetor de expressdao em
bactérias pET 16b

Peptideo Sinal
A

pUFV-42 [ ATG TTCCATTGCTAAGGAGGAAGCC GAGCTCTAGATTAG TCGGAGTCTG |
(cDNA)BIP
+ PCR

T'I'ICCATTGCT CTCGAGGAAGCC GAGCTCTAGATTAG CTCGAGICTG | B

l XhoI

':'GAGGAAGCC GAGCTCTAGATTAGA C

XhoI

Pet-16b —| |Promotor T7| |His-Tag | Poli Linker | D
l Clonagem

E Xhor

PURV-22 [Mpromotor 17 [mis-Tag | cTfdAGGAAGCE CACCTCTAGATTAGOCAG.

Xhor1

Figura 1: Esquema de clonagem do cDNA de BiP em pET-16b



De posse da sequéncia do clone pUFV42 (A), foram desenhados primers
que geraram os sitios Xhol (CTCGAG) nas extremidades 5 e 3’ da regiao
codificadora do cDNA de BiP de forma a eliminar o peptideo sinal (B).

O produto do PCR e o vetor de expressao pET-16b foram digeridos com a
enzima de restricado Xhol (C) e (D), respectivamente e procedeu-se a reagao de
ligacdo, originando o clone pUFV-292 (E). O DNA dos transformantes foram
digeridos com Xhol e Hindlll e o resultado analisado em gel de agarose (F). A
linha vertical amarela, corresponde ao sitio de clivagem. A corresponde ao
marcador de peso molecular. Os numeros 1 e 2 representam respectivamente
pET-16b/Xhol e fragmento/Xhol.

1.2. Inducio, confirmacio da identidade da proteina recombinante por

meio de “Western blot” e purificacido da proteina BiP

BL21DE, pUFV 293 Fracdes da Coluna HIS -TAG

'_1\_/181811234567891011121314

A i -
-
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Figura 2: Indugao e purificagdo da proteina BiP sem peptideo sinal

Cerca de 100 mL de meio LB contendo 50ug/ml de ampicilina foram
inoculados com o clone pUFV-293 (pUFV292 na estirpe BL21DE3) de E. coli e
a expressdo da proteina induzida por IPTG. A proteina recombinante foi
purificada da fragcdo soluvel de extratos protéicos de E. Coli (BL21DEj3) por
cromatografia de afinidade. As proteinas soluveis e insoluveis e as fragdes da
coluna foram analisadas por SDS-PAGE (A) transferidas para uma membrana
de nitrocelulose e sondadas com anti-BiP(B). As setas indicam a proteina
induzida e purificada. O marcador de peso molecular, as fracdes soluveis e
insoluveis, estao representadas pelas letras M, S e | respectivamente.



1.3. Produgao da proteina BiP em alta escala

Fracoes da coluna HIS-TAG
M1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16

®

Figura 3: Inducao em Alta Escala e Purificagao da Proteina BiP

Cerca de 1000 mL de meio LB contendo 50 pg/ml de ampicilina foram
inoculados com o clone pUFV-293 e induzido por IPTG. A proteina
recombinante foi purificada da fracdo soluvel de extratos protéicos de E. Coli

(BL21DEs) por cromatografia de afinidade ao niquel. As fracdes da coluna
foram analisadas por SDS-PAGE. A seta indica a proteina induzida e
purificada. O marcador de peso molecular esta representadas pela letra M.

1.4. Producgao e analise dos anticorpos

C P R C P R

Anti-COOH Anti-BiP

Figura 4: “Western-blot” comparando o titulo dos anticorpos.

Extratos de proteinas totais de diferentes 6rgaos de soja (caule, peciolo e
raiz, respectivamente C, P e R) foram analisadas em SDS-PAGE, transferidos
para membrana de nitrocelulose e sondadas com anti-COOH e anti-BiP na
diluicdo de 1/1000 para ambos os anticorpos.



