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EXTRATO

MATRANGOLO, Fabianada S. Vieira, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 1998. Car acterizacdo de uma proteina secretoria de soja e de sua
interacdo com BiP. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.
Conselheiros. Sérgio Herminio Brommonschenkel e Maria Goreti de
Almeida Oliveira.

Proteinas sollveis e de membrana da rota secretora sdo inicialmente
enderecadas ao reticulo endoplasmatico (RE) e trand ocadas através da membrana
deste. Em seguida, elas transitam através do Golgi para acancar 0s
compartimentos subcelulares e 0 meio extracelular. O RE mantém uma eficiente
maguinaria de translocacdo, dobramento, associacdo, montagem de oligbmeros e
controle de qualidade de proteinas secretérias. A proteina BiP ("Binding
Protein"), residente no RE, exibe atividade de chaperone molecular e participa
ativamente neste processo por meio de interagdes proteinaproteina. Com o
objetivo de identificar substratos potenciais de BiP, anticorpos contra fracoes
microssomais isoladas da semente de soja foram usados para o escrutinio de uma
biblioteca de expressdo. Um clone de cDNA, denominado pUFV S64, que codifica

uma proteina secretoria, foi isolado e caracterizado. A proteina, codificada por
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pUFV S64 e denominada S-64, € sintetizada na semente de soja, em baixos niveis,
e possui uma identidade de sequiéncia de 85% com uma proteina de membrana
gue se liga a sacarose, denominada SBP ("Sucrose Binding Protein™). Céulas
intactas foram utilizadas para introducdo de genes via eletroporacéo, ou
biobalistica, com o objetivo de aumentar a sintese da proteina S-64 em suspensdes
celulares de soja, de forma a aumentar a sensibilidade dos ensaios para
determinacdo de associacdes entre as proteinas BiP e S-64.A associacdo entre BiP
e S64 foi avaliada, levando-se em consideracdo caracteristicas bioquimicas
diferenciadas, associadas com as referidas proteinas. Ensaios de sedimentagdo por
afinidade, com o uso das resinas de ATP-agarose, GTP-agarose e ConA-
sepharose, foram conduzidos, utilizando-se extratos de proteina total, de
suspensoes celulares de soja. Tanto S-64 quanto BiP sdo co-precipitadas por
GTP-agarose, embora BiP ndo se associe com este nucleotideo. A capacidade da
resina GTP-agarose em sedimentar BiP reflete associacdo prévia entre BiP e uma
proteina que liga GTP. Similarmente, ATP-agarose foi eficiente em co-sedimentar
ambas as proteinas, embora apenas BiP se ligue diretamente a ATP. A
sedimentacdo indireta de S-64 pela resina ATP-agarose demonstrou que S-64
estava a uma proteina que liga a ATP. A proteina S-64 € glicosilada e se liga
diretamente a ConA-sepharose, enquanto BiP ndo se associa diretamente com
concanavalina-A. Mesmo assim, BiP foi co-sedimentada indiretamente por ConA-
sepharose. Coletivamente, estes resultados sugerem que S-64 interage com BiP,
congtituindo um substrato em potencial para caracterizacdo de associacOes

mediadas pela proteina BiP de plantas.



ABSTRACT

MATRANGOLO, Fabianada S. Vieira, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
July of 1998. Characterization of a soybean secretory protein and its
interaction with BiP. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Committee
members. Sérgio Herminio Brommonschenkel and Maria Goreti de Almeida
Oliveira

Newly synthesized secretory and membrane proteins are synthesized on
membrane-bound polysomes and co-trandationally sequestered in the lumen of
the endoplasmic reticulum (ER). These proteins then move to and through the
Golgi complex where they are either secreted or sorted to subcelullar
compartments. The ER keeps an efficient machinery for translocation,
association, assembly of secretory proteins which functions as a quality control
system of protein exit from this organelle. The ER-resident protein BiP (Binding
Protein) exhibits a molecular chaperone activity and has been described as an
important component of the quality control mechanism in the ER which is
mediated by protein:protein interaction. In order to identify potential substrates
for BiP, antibodies raised against membrane-enriched protein fractions from

soybean seeds where used as a probe to screen a expression library. A cDNA
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clone, named pUFVS64, that encodes a secretory protein was isolated and
characterized. The cDNA-encoded protein, designated S-64, is synthesized at low
levels in soybean seeds and shares 85% sequence identity with the sucrose
binding protein (SBP) which is a membrane-associated protein. In order to
increase the sensitivity in the assays for detection of BiP:S-64 associations, the S
64 cDNA was introduzed in soybean cultured cells by electroporation or a
biolistic particle delivery system. The S-64:BiP association was evaluated taking
advantage of the differential biochemical properties associated with the proteins.
Affinity-precipitation assays, using ATP-agarose, GTP-agarose and ConA-
sepharose resins, were performed with total protein extracts from soybean
cultured cells. Both S-64 and BiP are co-precipitated by GTP-agarose, although
BiP does not bind to GTP. The capacity of GTP-agarose to precipitate BiP
reflects previous association between BiP and a GTP-binding protein. Likewise,
the ATP-agarose resin co-precipitates efficiently both proteins, although just BiP
binds ATP. The indirect precipitation of S-64 by ATP-agarose demonstrated that
S-64 interacts with an ATP-binding protein. The S-64 protein is glycosylated and
binds directly to ConA-sepharose, while BiP does not. However, the efficiency of
BiP precipitation by ConA-sepharose was as high as of S-64 precipitation. Taken
together, these results suggest that S-64 interacts with BiP and may be a potential

substrate for the characterization of protein interactions mediated by plant BiP.
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1. INTRODUCAO

Proteinas solUveis e de membranas da rota secretora sdo inicialmente
enderecadas ao reticulo endoplasmético (RE) e, entdo, co-traducionamente
translocadas através da membrana deste. Em seguida, €elas transitam atraves do
complexo de Golgi para alcancar o vacuolo, a membrana plasméatica ou o0 meio
extracelular, O RE mantém uma eficiente maquinaria de translocagéo,
dobramento, associacdo e montagem de oligbmeros e controle de qualidade de
proteinas secretorias (GETHING e SAMBROOK, 1992; HELENIUS et 4.,
1992). Durante ou ap0s 0 processo de translocacdo atraves das membranas do
RE, os polipeptidios nascentes adquirem uma conformagdo competente para
translocacéo, podendo, ainda, ocorrer modificagdes pos-traducionais como adicéo
de glicose, clivagem por enzimas proteoliticas, além de outros processamentos
(HALBAN e IRMINGER, 1994; TATU e HELENIUS, 1997).

As proteinas do RE que atuam no processo de co-traducdo de
polipeptidios nascentes sGo chamadas de reticuloplasminas. Entre estas proteinas,
estdo os chaperones moleculares, as proteinas dissulfeto-isomerase e as proteinas
que se ligam a cécio (PELHAM, 1990). A selecdo de proteinas a serem

exportadas do RE inclui ndo somente uma discriminagdo entre as proteinas



residentes ou n&o na organela, mas também um assessoramento para aguisicao da
conformagdo protéica, mediado por chaperones moleculares. A proteina BiP
(“Binding Protein”) é o chaperone molecular mais bem caracterizado do RE.

Atualmente, existem consideravels evidéncias de que a proteina BiP
realiza um papel relevante na sintese de proteinas secretorias (GETHING e
SAMBROOK, 1992; VITALE et a., 1993). Tem sido demonstrado que essa
proteina se associa com cadeias polipeptidicas nascentes, com mondmeros de
proteinas multiméricas, que sdo transportadas na rota secretora, com proteinas
semelhantes a prolaminas, designadas para o acimulo no RE, e com proteinas
defeituosas (VOGEL et al., 1990; LI et al., 1993; VITALE et a., 1995; PUEYO
et a., 1995; FONTES et al., 1996). A interacdo com a proteina BiP é claramente
proteina-especifica, e, acreditase, 0 mecanismo de liberacdo depende da
capacidade do polipeptidio recém-sintetizado adquirir sua estrutura correta. No
entanto, 0 mecanismo de atuacdo da proteina BiP e 0 seu papel in vivo ndo estéo
totalmente elucidados (PEDRAZZINI e VITALE, 1996).

Recentemente foi demonstrado, por ensaios de co-imunoprecipitagéo,
gue a proteina BiP da soja se associa transientemente com as subunidades da
proteina de reserva de soja b-conglicinina (FONTES et al., 1996). A associagéo
da proteina BiP com proteinas de reserva € dependente de ATP, uma
caracteristica bioquimica de interacbes mediadas por chaperones moleculares.
Estes resultados sugerem que a proteina BiP est4 envolvida no dobramento, na
estabilidade e no transporte de proteinas de reserva para 0S corpos protéicos em
células de plantas.

No entanto, devido a natureza transiente da associac8o, apenas uma
pequena fracdo de subunidades de b-conglicinina pode ser detectada em
associagéo com BiP. Conseguientemente, a dissociacdo entre BiP e b-conglicinina
e a subseguiente oligomerizacdo da proteina de reserva devem ocorrer com alta
eficiéncia. Em feijdo (Phaseolus vulgaris) tem sido demonstrado que a
associagdo da proteina BiP com a forma monomerica de faseolina, proteina de

reserva predominante, precede a oligomerizacdo desta proteina, e BIP



definitivamente ndo se associa com aformatrimérica dafaseolina (PUEYO et dl.,
1995). Estas observagOes, aliadas a grande concentracdo dos oligdmeros de
proteinas de reserva em extratos de sementes de soja, impedem o uso de proteinas
de reserva como substratos para o entendimento do mecanismo de interagcéo entre
a proteina BiP e os polipeptidios em plantas. Assim, os objetivos desta
investigag&o foram (1) isolamento de cDNAS que codificam proteinas secretérias
da semente de soja, como potenciais substratos para BiP; e (2) desenvolvimento
de um sistema eficiente para expresséo transiente, dos cDNAs isolados, em
suspensdo celular de soja para avaliagdo da interacdo da proteina secretéria

isolada com a proteina BiP.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema detransporteintracelular de proteinas

Como toda célula eucaridtica, células vegetais apresentam uma
compartimentalizacdo funcional, ressaltando-se que cada compartimento ou
organela contém enzimas caracteristicas e outras moléculas especializadas, além
de um complexo sistema de distribuicdo que transporta produtos especificos de
um compartimento para o outro. A maguinaria secretora da célula € composta de
um complexo sistema de endomembranas, cuja ultra-estrutura tem sido
extensivamente estudada (GOMORD e FAYE, 1996; SATIAT-JEUNEMAITRE
et a., 1996).

Proteinas sollveis e de membranas da rota secretora sdo inicialmente
enderecadas ao reticulo endoplasmético (RE) e, entdo, co-traducionamente
transocadas através da membrana deste. Em seguida, €las transitam através do
complexo de Golgi para alcancar o vacuolo, a membrana plasmética ou o0 meio
extracelular. Muitos pesquisadores tém buscado a identificacdo de varios sinais
de retencéo e enderecamento envolvidos nesse processo (GOMORD e FAYE,
1996; NEUHAUS, 1996; PARIS e ROGERS, 1996; BRODSKY/, 1996).



O movimento de proteinas através da membrana ou para ela € um
processo intrinsecamente complexo (JOHNSON, 1997). Na transocagdo pos-
traducional, um polipeptidio nascente atravessa a membrana somente apos ter
sido liberado do ribossomo. Durante a translocagéo co-traducional, o ribossomo
permanece associado ao polipeptidio nascente que atravessa a membrana
(BRODSKY, 1996). A exata translocacéo de uma proteina para o RE requer um
peptidio sina localizado na extremidade N-terminal da proteina nascente. No
caso de proteinas sollvels, o peptidio sinal € geramente uma sequéncia
compreendendo de 20 a 50 residuos de aminoacidos (VON HEIINE, 1988),
caracterizada pela presenca de um trecho interno contendo, pelo menos, seis
residuos de aminoacidos hidrofobicos, precedidos de uma pequena sequiéncia de
residuos de aminoécidos contendo cargas positivas (GOMORD e FAYE, 1996).

A pré-proteina, exatamente apos a sintese dos seus primeiros 60 a 70
aminoacidos, associase com um complexo, denominado NAC (“nascent
polypeptide-associated complex”) (WIEDMAN et al., 1994). A presenca de um
peptidio sinal pode promover a dissociacdo da pré-proteina do NAC. Dessa
forma, o peptidio sinal interage com um fator citossdlico, a particula
reconhecedora de sina (SRP) (WOLIN, 1994). SRP é composta de 7L sSRNA e
seis subunidades polipeptidicas diferentes, incluindo uma proteina de massa
molecular 54 kDa que se liga ao peptidio sinal. Tem sido demonstrado que a
ligacdo de SRP é dependente de GTP e interrompe a traducdo (HIGH e
DOBBERSTEIN, 1991). O complexo SRP-pré-proteina € reconhecido por um
receptor de membrana (SR), denominado “docking protein” (DP). Um equilibrio
GTP-GDP rompe ainteragdo SRP-DP, permitindo que a traducéo da pré-proteina
continue e ocorra uma translocagdo simultanea do polipeptidio para dentro do
RE. O translocon co-traducional de mamiferos contém as proteinas Sec 61a, Sec
61b, Sec 61g e TRAM (“Trandocating Chain Associated Membrane Protein”),
além de outras proteinas de membrana, envolvidas no processo de translocagéo
dependente de canal (GORLICH e RAPOPORT, 1993; JOHNSON, 1997). SRP e

SR n&o estdo envolvidas na translocacdo pos-traducional, mas outros fatores



asseguram que as proteinas secretOrias permanecam competentes para
trandocacdo, impedindo o dobramento prematuro (BRODSKY, 1996).
Imediatamente apds a pré-proteina ser introduzida no RE, o peptidio sina é
clivado pelo complexo peptidase sinal da membrana em um sitio especifico. A
remocdo do peptidio sinal € necessaria para promover o dobramento do novo
peptidio (HELENIUS et al., 1992). Isto € ilustrado pela a-amilase de arroz
sintetizada in vitro, que apresenta atividade enzimatica apenas quando o peptidio
sinal € removido (MIYATA e AKAZAWA, 1982). Muitos dados sugerem que 0
sistema de transocagdo, que tem sido descrito para mamiferos, € similar em
plantas, como mostrado pela homologia de genes (GOMORD e FAYE, 1996).

O RE mantém uma eficiente maquinaria de translocagdo, dobramento,
associagdo ou montagem de oligbmeros e controle de qualidade de proteinas
secretorias (GETHING e SAMBROOK, 1992; HELENIUS et a., 1992). O
[imem do RE é provido de um meio exclusivo e atamente especializado para
controle do dobramento e maturacdo de proteinas de membrana e proteinas
solGveis destinadas a serem exportadas para outras organelas ou secrecéo (TATU
e HELENIUS, 1997). Durante ou apds o processo de translocacdo atraves das
membranas do RE, os polipeptidios nascentes adquirem uma conformagéo
competente para translocacdo, podendo ainda ocorrer modificacbes pos-
traducionais como adicéo de glicose e clivagem por enzimas proteoliticas, além
de outros processamentos (HALBAN e IRMINGER, 1994; TATU e HELENIUS,
1997).

Uma proteina secretoria recém-sintetizada deve adquirir uma
conformagdo correta, constituindo um pré-requisito para seu transporte
subseqliente no sistema secretor. Polipeptidios com propriedades fisico-quimicas
ou estruturais incorretas sdo retidos dentro do RE. Dessa forma, a célula exerce
um controle de qualidade dos peptidios recem-sintetizados, eliminando proteinas
ndo funcionais (VITALE et al., 1993; PEDRAZZINI e VITALE, 1996). Porém, o
transporte e a localizagdo final dependem de informagdes adicionais de

enderecamento contidas no proprio polipeptidio (CHRISPEELS, 1991). O



enderecamento de proteinas solUveis para vacuolos requer pelo menos um sinal
adicional diferente para o caso de leveduras e plantas (WELTERS, 1996); por
exemplo, sinais de enderecamento vacuolar C-terminal de plantas nédo séo
suficientes para o transporte ao vacuolo de leveduras (GAL e RAIKHEL, 1994).

As proteinas residentes do RE que funcionam no processo de co-traducéo
de polipeptidios nascentes sdo chamadas de reticuloplasminas. Entre estas
proteinas est&o os chaperones moleculares, as proteinas dissulfeto-isomerase e as
proteinas que se ligam a calcio (PELHAM, 1990). A selecéo de proteinas a serem
exportadas do RE inclui ndo somente uma discriminagdo entre as proteinas
residentes ou ndo na organela, mas também um assessoramento para agquisicéo da
conformagéo protéica, mediado por chaperones moleculares.

As reticuloplasminas requerem um sinal de retengdo especifico. O
tetrapeptidio consenso XDEL tem sido identificado, na extremidade C-terminal
de reticuloplasminas, pela comparacdo de sequéncia entre reticuloplasminas
soltiveis de eucariotos. A sequiéncia KDEL mostrou-se como um sinal funcional
de retenc@o no RE de células animais. A retencdo no RE de leveduras é mediada
pela sequéncia HDEL (MUNRO e PELHAM, 1987; PELHAM et al., 1988;
VITALE et a., 1993). Ambas extensdes C-terminais, HDEL e KDEL, tém sido
identificadas em seqUéncias de reticuloplasminas de plantas. Estudos recentes
demonstraram que a especificidade do sistema de retencdo no RE, por KDEL
versus HDEL, né&o é t&o alta quanto se acreditava inicialmente (NAPIER et al.,
1992; SHORROSH et al., 1993; VITALE et a., 1993; HAUGEJORDEN et al.,
1991; PIDOUX e ARMSTRONG, 1992; DENECKE et a., 1992), embora
sequéncias adjacentes ao tetrapeptidio carboxiterminal parece também
influenciarem na eficiéncia de retencdo (JONES e HERMAN, 1993). Estudos
genéticos com leveduras tém identificado o produto do gene Erd2p (ERD2),
como receptor para 0 sinal de retencéo de proteinas residentes no RE (BAR-
PELED et d., 1995).

Originamente, identificadas como proteinas especiais envolvidas na

protecdo contra estresse térmico ou na replicagdo do fago |, chaperones



moleculares revelaram-se um grupo de proteinas muito abundantes que, sob
condicbes normais de crescimento, realizam vérias fungbes em processos
celulares basicos. A fungdo mais proeminente de um chaperone é seu papel como
mediador de reagdes de dobramento de proteinas. Entretanto, eles também estéo
envolvidos em varios outros sistemas (ELLIS et al., 1989).

Embora tenham sido propostos vérios papéis para chaperones
moleculares em células, sua caracteristica comum € a formagéo de complexos
com intermediarios de dobramento ou de montagem de proteinas. Varios estudos
realizados in vitro tém mostrado que a formagdo destes complexos favorecem
uma conformagéo estrutural correta porque inibem, por competicdo, reactes
incorretas na via de dobramento de polipeptidios (PEDRAZZINI e VITALE,
1996).

Importantes avangos tém sido alcancados no estudo da estrutura das
proteinas chaperones, e, recentemente, as estruturas cristalinas de GroES e do
dominio de ligacdo ao peptidio de uma proteina Hsp70 tém sido determinadas
(ZHU et al., 1996; MANDE et al., 1996). A resolugdo dessas estruturas € um
avanco significativo no esforco para elucidar o mecanismo de reagOes mediadas
por chaperones moleculares (RASSOW et al., 1997).

Um dos residentes do RE, mais bem caracterizado e denominado BiP
(“Binding Protein”), € um membro da familia de proteinas Hsp70 de chaperones
moleculares, 0 qual exerce um papel fundamental durante o dobramento e
montagem de proteinas secretdrias nascentes (GETHING e SAMBROOK, 1992;
VITALE et a., 1993; HAAS, 1994).

2.2. Proteina BiP (“Binding Protein”)

A proteina BiP foi identificada em culturas de fibroblastos, crescidas em

auséncia de glicose, que supersintetizam duas proteinas de massas moleculares 78

e 94 kDa, referidas como proteinas reguladas por glicose, GRP78 e GRP94



(SHIU et d., 1977). A inducdo da sintese de proteinas GRP também tem sido
observada sob tratamento com tunicamicina, que inibe a N-glicosilagdo de
proteinas secretoras nascentes e diminui 0 metabolismo de glicose (OLDEN et
a., 1979). Independentemente, foi observado que uma proteina de massa
molecular 78 kDa liga-se de maneira ndo covalente a cadeia pesada livre de
imunoglobulina, sendo denominada “Binding Protein” (BiP) (HAAS e WABL,
1983). A associagdo BiP:1IgG é rompida pela adicdo de cadeias leves de
imunoglobulinas e, subseglientemente, montagem da proteina heterooligomeérica.
Uma proteina residente do sistema de endomembranas de plantas com massa
molecular de 70 kDa foi detectada por GALANTE et al. (1983), devido ao alto
nivel de acimulo de proteinas anormais no endosperma de um mutante de milho
(Zea mays), sendo mais tarde identificada como BiP (FONTES et al., 1991).

O isolamento de cDNAs correspondentes a GRP78 e BiP e posterior
caracterizacdo molecular demonstraram que BiP e GRP78 correspondem a
mesma proteina, relacionada estruturalmente com Hsp70 (MUNRO e PELHAM,
1986). Estudos subseqgiientes em células de mieloma de rato identificaram a
presenca de BiP no interior da cisterna do RE e no envelope nuclear, mas ndo nas
cisternas de Golgi (BOLE et al., 1989). A retencéo seletiva de BiP no RE se deve
a sequéncia consenso KDEL/HDEL localizada no C-terminal da proteina
(MUNRO e PELHAM, 1986). Em céulas de mamiferos, a remogéo da sequiéncia
consenso da proteina BiP causou secrecéo da proteina truncada, enquanto a fuséo
da sequiéncia KDEL com proteinas reporteres resultou na retencéo no RE dessas
proteinas recombinantes (PELHAM, 1990).

A proteina BiP pertence a familia de proteinas induzidas por estresse,
conhecidas como proteinas de choque térmico de 70 kDa (Hsp70, “heat shock
proteins’), e possui um sitio de ligacdo a ATP altamente conservado, atividade de
ATPase e um dominio C-termina de ligacdo ao peptidio (HAAS, 1994). Esta
estrutural e funcionalmente associada ao Hsp70 citossolico (DENECKE, 1996),
possuindo duas fungdes relacionadas. Como chaperone molecular, a proteina BiP

tem sido descrita como um importante mediador de translocagcdo, dobramento,



montagem e transporte de proteinas recem-sintetizadas (VITALE et a., 1993). A
proteina BiP associa-se com polipeptidios nascentes assim que séo translocados
para 0 limen do RE, auxiliando o dobramento e a montagem corretos dessas
proteinas, por meio da formagdo de complexos intermediarios, que desfavorecem
agregados protéicos no RE (NGUYEN et al., 1991; SANDERS et a., 1992). Essa
proteina exerce também um papel fundamental no reconhecimento de proteinas
mal dobradas, pois associa-se permanentemente a elas, formando complexos
estavels que serdo reconhecidos pelo sistema proteolitico da célula (GETHING e
SAMBROOK, 1992). Umavez gque o transporte intracelular de proteinas depende
da aguisicéo de estruturas terciarias e quaternérias corretas, BiP tem sido descrito
como um importante componente da fungdo constitutiva do RE, exercendo um
controle de qualidade de saida de proteinas dessa organela (HURTLEY et d.,
1989).

A associacdo entre a proteina BiP e os polipeptidios mal dobrados é mais
estavel gracas a exposicdo permanente de seqiiéncias hidrofébicas no esqueleto
da proteina (GETHING et al., 1986). Consegientemente, uma funcéo adicional
de BiP € prevenir a saida de proteinas anormais do RE (HAMMOND e
HELENIUS, 1994). Enquanto estes sinais ndo s80 acessiveis a BiP na
conformagdo nativa da proteina, essas sequéncias de aminoécidos hidrofobicos
s80 expostas nos intermediarios normais de montagem. Usando um sistema de
células de ovério de hamster, o qual discrimina entre intermediarios da montagem
de proinsulina normal e proinsulina mal dobrada, mostrou-se que, in vitro, os
intermedi&rios de montagem de proinsulina normal foram protegidos por BiP
contra degradacdo. Resultados obtidos com mutantes de proinsulina confirmam a
hipétese de que dominios internos representam um sinal para a degradacéo, sendo
mascarados por BiP durante o processo de montagem. O fato de que BiP protege
os dominios internos dos intermediarios de montagem sugere que esta proteina
pode funcionar de maneira analoga a estrutura tordide do chaperone Hsp60,
embora ndo haja similaridade estrutural entre os dois chaperones (SCHMITZ et
al., 1995).
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A funcdo de chaperone, associada a BiP de planta, tem sido examinada
principalmente por meio de associagbes com proteinas de reserva de semente.
BiP interage com uma forma defeituosa da proteina de reserva do feijéo,
faseoling, deletada de 59 aminoéacidos no carboxiterminal (PEDRAZZINI et al.,
1994). Quando transientemente expressada em protoplastos de folha de tabaco,
BiP liga-se a0 mutante, enquanto, nas mesmas condi¢bes de experimento, a
associagéo entre BiP e faseolina normal n&o é detectavel. A proteina BiP ligada
a0 mutante pode ser liberada pela adicdo de ATP. Também em mutantes do
endosperma de milho flowry 2, BiP associase com proteinas anormais
acumuladas no RE (FONTES et al., 1991). Estes resultados indicam que BiP
exerce funcéo analoga em plantas e animais durante a sintese protéica.

O controle de qualidade de processamento de proteinas realizado pela
célula ocorre principamente no RE, e BiP exerce um papel fundamental neste
sentido. SIMONS et a. (1995) demonstraram que estirpes de leveduras,
expressando uma mutagdo restritiva no dominio ATPase de BiP, promovem
agregacdo da proteina vacuolar enddgena, carboxipeptidase Y (CPY), impedindo
sua saida do RE. Em células normais, a proteina BiP associa-se transientemente
com cerca de 10-15% das CPY s marcadas, e, em estirpes mutantes, 30-100% das
CPYs marcadas permanecem associadas a BiP. Experimentos de
imunoprecipitagdo, usando proteina G do virus estomatite vesicular,
demonstraram que BiP ligase de forma transitoria com intermediarios de
montagem da proteina G normais e associa-se, de forma estavel, apenas com
mutantes da proteina G que ndo formam pontes dissulfeto corretas
(MACHAMER et al., 1990).

Em condigbes normais de crescimento, a proteina BiP € expressa
congtitutivamente em baixos niveis. No entanto, uma série de estresses
fisiologicos, como deficiéncia de glicose, inibidores de glicosilagéo, tratamento
com 2-mercaptoetanol, aminoécidos analogos e calcio ionoforo, induz a sintese
de BiP (LEE, 1987; VITALE et a., 1993). Estas condi¢des de estresses tém como

denominador comum a promog¢do do acumulo de proteinas mal dobradas no RE
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(ELLIS e VAN DER VIES, 1991). A associag&o de BiP com proteinas anormais
€ mais estavel, prevenindo a saida de proteinas ndo funcionais do RE e
impedindo suas agregacbes (BOLE et al., 1989; GETHING et al., 1986;
HENDERSHOT, 1990).

2.3. Associacdo de BiP com proteinas

O RE contém um grande numero de proteinas envolvidas no
processamento de polipeptidios secretérios, incluindo BiP que € um membro da
familia Hsp70, de chaperones moleculares, altamente conservada (CRAVEN et
al., 1997). Proteinas dessa familia ou classe tém sido encontradas em quase todo
organismo e organela. Escherichia coli possui a0 menos duas Hsp70 diferentes,
DnaK e Hsc66 (LELIVELT e KAWULA, 1995), e 14 genes diferentes que
codifican Hsp70's tém sido encontrados no genoma de Saccharomyces
cerevisiae (LEE-YOON et al., 1995; RASSOW et d., 1997).

Hsp70s sdo proteinas de aproximadamente 70 kDa, que tém como
caracteristica um dominio N-terminal de ligacdo a ATP, com estrutura altamente
conservada, de aproximadamente 44 kDa, e um dominio C-terminal, com
estrutura mais divergente, responsavel pela ligagdo ao substrato e pela interacdo
com co-chaperones, como Dnal, de aproximadamente 27 kDa (CHAPPELL et
al.,1987; FLAHERTY et a., 1990; GETHING e SAMBROOK, 1992; WANG et
al., 1993; RASSOW et a., 1997; CRAVEN et a., 1997).

A estrutura cristalina do dominio N-terminal (dominio de ATPase) de
uma Hsp70 bovina revelou similaridades com a estrutura terciéria de nicleos de
ligacdo a nucleotideos de hexocinase e actina (GETHING e SAMBROOK,
1992). Recentemente, ZHU et al. (1996) mostraram a estrutura cristalina do
dominio C-terminal do DnaK de E. coli (Hsp70 de bactérias) complexado com
um peptidio substrato. A estrutura compreende trés subdominios distintos, os

quais sdo descritos como um b-sanduiche, mais compacto, seguido por uma
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regido ligante mais flexivel, além, de um “cap” em a-hélice. O subdominio b-
sanduiche forma uma fenda na qual a ligagdo com o peptidio parece ser
estabilizada pela justaposicdo do “cap”’. Esta regido “cap” na extremidade C-
terminal do DnaK mediainteracbes com Dnal. ZHU et al. (1996) propuseram um
modelo no qual Dnal induz uma mudanca conformacional em DnaK durante o
ciclo de ligacéo e liberacdo do peptidio. Neste modelo, aformado DnaK ligada a
ATP tem sua fenda de ligagdo do peptidio exposta e disponivel para interagoes
com os polipeptidios substratos (forma aberta, ligada a ATP). Com o substrato
ligado frouxamente, a hidrélise de ATP, estimulada pelo Dnal, provoca uma
mudanca conformacional, na qual o subdominio “cap” fecha a fenda de ligagéo
do peptidio, estabilizando o complexo substrato-DnaK (forma fechada, ligada a
ADP). A permuta de nucleotideo, de ADT para ATP, é facilitada pela ligagéo da
proteina regulatéria GrpE, ao dominio de ATPase (LIBEREK et al., 1991; ZHU
et a., 1996), que promove a conversdo do DnaK para a forma ligada a ATP
(forma aberta), resultando no deslocamento do “cap” e facilitando a liberagéo do
substrato (FLYNN et al., 1989; McKAY, 1993; ZHU et al., 1996; CRAVEN et
a., 1997; RASSOW et al., 1997). Este modelo produz a expansdo molecular
reguerida para a mudanga conformacional, observada em BiP de hamster, durante
este ciclo de reagbes (WEI et a., 1995).

A importancia do subdominio b-sanduiche na ligagdo do substrato é
sustentada pela observacdo de que mutagdes pontuais nessa regido reduzem
significativamente a afinidade de ligagdo ao peptidio (BURKHOLDER et 4.,
1996). Além disso, comparagbes de sequéncia revelam que a regido do
subdominio b-sanduiche é atamente conservada no dominio de ligagdo ao
substrato, com mais de 60% de identidade de segiiéncia entre DnaK, Hsc70 e
BiP. Apesar deste nivel de identidade, estas trés Hsp70s tém especificidades
distintas de ligacdo ao peptidio (GRAGEROV e GOTTESMAN, 1994; FOURIE
et a., 1994). Como esta diferenca de especificidade pode estar relacionada com a

func&o dessas trés proteinas ainda ndo esta esclarecido.
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Sequéncias polipeptidicas com, pelo menos, sete residuos de
aminoacidos hidrofébicos tém-se mostrado 6timos ligantes para Hsp70 pela
estrutura cristalina do dominio de ligagdo ao peptidio do DnaK (ZHU et 4.,
1996). O residuo central do heptdmero € importante para aumentar a afinidade de
ligagdo. Ele se projeta para o fundo de uma larga bolsa, relativamente
hidrofébica, da fenda de ligacdo. Aminoacidos largamente hidrofébicos,
especialmente leucina, sdo preferidos (ZHU et al., 1996). Estudos anteriores
mostraram que para ligagdo com alta afinidade, um peptidio ligante ndo pode
conter residuos de aminoacidos com carga negativa, e que, residuos contendo
carga positiva podem estar presentes junto as extremidades do heptémero
(HARTL, 1996). Embora diferentes Hsp70's compartilhem a preferéncia por
residuos largamente hidrofébicos na posi¢éo central do heptamero, elas diferem
no requerimento nas posicoes distais, levando a diferencas notaveis de afinidade
para 0 mesmo polipeptidio (FOURIE et al., 1994). A especificidade de ligagéo
entre a proteina BiP e peptidios sintéticos foi examinada, usando-se uma
biblioteca de bacteridfago | contendo seqiiéncias a0 acaso de octapeptidios e
dodecapeptidios na regido amino-termina da proteina de adsorgéo plll (BLOND-
ELGUINDI et a., 1993a). A proteina BiP liga-se preferencialmente a peptidios
gue contém residuos hidrofobicos e arométicos em posicdes alternadas, em uma
conformagéo estendida (BLOND-ELGUINDI et al., 1993a), que apontem para a
fenda de ligacdo da molécula dessa proteina. Peptidios que ligam a DnaK
mostram um padréo diferente, constituido de uma sequiéncia continua, de quatro
ou cinco residuos hidrofobicos, que € necesséria para uma ligagdo de alta
afinidade (RASSOW et a.,1997).

Estudos in vitro demonstraram que a atividade de ATPase da proteina
BiP é estimulada pela adicdo de peptidios que tenham habilidade de seligar aBiP
e substratos que imitem uma proteina normal (FLYNN et al., 1989). Proteinas
associadas com BiP in vivo podem ser liberadas in vitro pela adicéo de ATP ao
complexo proteina-BiP (MUNRO e PELHAM, 1986; VITALE et a., 1995).

ADP, andlogos ndo hidrolizaveis de ATP ou outros nucleotideos trifosfato n&o
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podem substituir o ATP nessas reactes (MUNRO e PELHAM, 1986; HURTLEY
etal., 1989; D'AMICO et al., 1992; L1 et d., 1993).

A substancia P (SP), um peptidio-modelo de ligac8o estavel a proteina
BiP, estimula a atividade de ATPase e forma um complexo ternério SP-BiP-ATP,
que sofre hidrolise sem liberar o substrato, passando a forma SP-BiP-ADP.
Apenas em presenca de um ato nivel de ATP, superior a 50 nmolar, o substrato
se dissocia (BROT et a., 1994). Tem sido proposto que a proteina BiP reage
diferentemente com proteinas normais e anormais e que ambos 0s substratos se
ligam a forma monomérica de BIiP ligada a ATP. No entanto, enquanto a
hidrélise de ATP promove a liberacdo de um substrato normal, as proteinas
anormais permanecem associadas a BiP (BROT et al., 1994). Assm que o
substrato é liberado, o ADP ligado a proteina BiP é substituido por ATP,
iniciando um novo ciclo de ligagdo. Este mecanismo é similar ao proposto para
proteinas que ligam a GTP, em que a proteina G-GDP é convertida na proteina
G-GTP por uma reagdo de troca, sugerindo que fatores que catalisam uma reagéo
de conversdo similar estejam presentes no RE (BROT et al., 1994).

A conservagdo evolucion&ria de BiP tem sido examinada em varios
sistemas eucariotos. Analises de comparagdo de sequéncias de clones de cDNAS
isolados de mamiferos mostraram um alto grau de conservagédo em nivel de
seqguéncia primaria (CHANG et al., 1987; HAAS e MEO, 1988; TING e LEE,
1988), que se estende para leveduras e plantas (NORMINGTON et a., 1989;
ROSE et al., 1989; DENECKE et al., 1991; FONTES et al., 1991; ANDERSON
et a., 1994b, FIGUEIREDO et a., 1997). Uma série de estudos funcionais com
proteinas homodlogas a BiP em plantas demonstrou que esta proteina tem
conservacdo funcional em células eucaridticas. Evidéncias genéticas para a
conservacdo funcional tém sido obtidas por meio de experimentos de
complementacdo em leveduras mutantes com um gene bip de tabaco (DENECKE
et al., 1991). BiP de tabaco foi capaz de substituir o produto do gene kar 2

mutado, que codifica um mutante sensivel atemperatura
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A proteina BiP existe na celula em formas monomericas e oligoméricas
(principalmente dimeros) interconversiveis. A proteina BiP oligomérica e
modificada por fosforilagdo e ADP-ribosilacdo e representa um “pool” de
estocagem do chaperone. Em condicdes que resultem num aumento da
concentracéo de proteinas mal dobradas, tanto as espécies oligoméricas quanto as
monomericas sdo capazes de se ligarem a peptidios, porém, com a inducdo da
atividade de ATPase pelo peptidio, BiP pode ser rapidamente convertida para um
mondmero ativo, pela dissociagcdo dos oligdmeros e sua defosforilacéo e deADP-
ribosilagdo (FREIDEN et al., 1992). Com a diminuicdo da concentracéo de
polipeptidios maldobrados no RE, as espécies monomericas de BiP tornam-se
modificadas, sendo a oligomerizagdo favorecida (BLOND-ELGUINDI et al.,
1993b). Em condigbes de estresses, discrepancias entre os niveis de mRNA e
proteina tém sido observadas (DENECKE et al., 1991; FONTES et al., 1991,
DENECKE et a., 1995; ANDERSON et al., 1994b; KALINSKI et al., 1995),
sugerindo que mecanismos pos-transcricionais realizem um papel significativo na
regulacdo dos niveis da proteina BiP.

A proteina BiP € necess&ria para a transocagcdo co-traduciona de
proteinas recém-sintetizadas para o lUmen do RE, provavelmente para impedir a
agregacdo da cadeia nascente (VOGEL et al., 1990; NGUYEN et al., 1991,
SIMONS et al., 1995). BiP de leveduras associa-se de forma estavel com Sec63p,
uma proteina integral de membrana (FELDHEIM et a., 1992), constituinte do
complexo translocon de leveduras, que possui um dominio lumenal homdlogo ao
Dnal (SADLER et a., 1989; FELDHEIM et al., 1992), que media a interagéo,
regulada por ATP, entre BiP e Sec63p (BRODSKY e SCHEKMAN, 1993,
CORSI e SCHEKMAN, 1997). SANDERS e colaboradores (1992) propuseram
um modelo que descreve a agéo sequencial de varios fatores de translocagéo,
ressaltando que BiP age associada ao requerimento de ATP nos estégios iniciais
da translocacéo.

Durante a sintese de imunoglobulina, a proteina BIiP interage

inicialmente com as cadeias leves e dissocia-se t&o logo o chaperone GRP94 se
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associe com as formas oxidadas (MELNICK et al., 1994). Com o retardamento
do processo de dobramento da tiroglobulina no RE por meio de tratamento com
ditiotreitol (DTT), pode-se observar que calnexina interage com a referida
proteina, apos sua interacdo com BiP (KIM e ARVAN, 1995). Pequenas
quantidades de BiP sdo encontradas em complexos calnexina-hemaglutinina,
imunoprecipitados com anti-HA (HURTLEY et a., 1989; TATU e HELENIUS,
1997). Coletivamente, estes resultados indicam que, além de a proteina BiP estar
envolvida nos estégios iniciais da sintese protéica, os chaperones do RE agem
sequencia mente durante a via de montagem.

Em plantas, a atividade de chaperone molecular da proteina BiP tem sido
avaliada inicialmente pela deteccdo de associagbes com proteinas de reserva de
sementes. Ensaios de co-precipitagéo foram conduzidos para detectar associagao
da proteina BiP com subunidades da proteina de reserva b-conglicinina da soja
(FONTES et a., 1996). Tanto o anticorpo contra BiP quanto o anticorpo contra
b-conglicinina co-imunoprecipitaram a proteina reciproca na auséncia de ATP.
Experimentos de marcagdo de proteinas, seguidos por ensaios de co-
imunoprecipitagdo de extratos do cotilédone de feij&o, tém sido realizados para
examinar a funcéo de BiP no dobramento e na montagem de proteinas de reserva
(PUEYO et a., 1995). A proteina BiP associa-se com mondmeros de faseolina
antes da oligomerizacdo desta proteina, sendo detectada em associagdo com 0s
polipeptidios monomeéricos, mas ndo com a forma trimérica. LI et a. (1993)
observaram a associagdo entre a proteina BiP e prolaminas do arroz recém-

sintetizadas.

2.4. Uso de suspensdes celular es par a estudo de expr essio génica

Suspensdes celulares representam um sistema muito Util quando se faz
necessario um sistema homogéneo e que esteja sob condigbes controladas, para

estudar véarios tipos de respostas e mecanismos adaptativos de um conjunto
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relativamente uniforme de céulas submetidas a varios estresses. Estes estresses
podem ser bidticos ou abidticos. Dentre os estresses bioticos, podem ser citados
aqueles relacionados a interacdo planta¥a patogeno. A vantagem de se utilizarem
células em suspensdo nesse caso, além de condicdo controlada, é poder usar
elicitores para desencadear uma resposta. Elicitores sd&o macromoléculas
presentes nos patdégenos (enzimas, compostos de paredes celulares, dentre
outros). A exposicao de células vegetais a essas macromol éculas elicitoras resulta
em uma massiva mudanga no metabolismo, levando ao acimulo de compostos e
proteinas que sdo descritas como participantes do processo de resposta da planta
ao atagque de patdgenos (BRADY e FRY, 1997; CHANDRA et al., 1996; NI et
al., 1996; ZOOK et d., 1996).

Além disso, células em suspensdo tém sido utilizadas para se estudar o
metabolismo vegetal sobre diversos aspectos. metabolismo enzimético (KUSKE
et al., 1996; ZANSK et al., 1996; ZHANG e KLESSIG, 1997); metabolismo
mineral (THEODOROU e PLAXTON, 1996); metabolismo de aminoacidos
(PADGETT e LEONARD, 1996); metabolismo de hormonios (ABRAMS et .,
1997), variagcdo somética (OZEKI et al., 1997); eciclo celular (CALLARD et al.,
1996; FUERST et a., 1996; REICHHELD et a., 1996).

Células em suspensdo também sdo uma excelente ferramenta para estudos
de expressdo transiente de genes introduzidos (via eletroporacéo ou biobalistica).
LI e GALLAGHER (1997), bombardeando células de Kosteletzkya virginica,
estudaram a expressdo do gene GUS (b-glucuronidase) via ensaios histoquimicos
e RT-PCR. Esse sistema também pode ser utilizado para ensaios de regides
promotoras fundidas ao gene reporter GUS. Usando o método de biobalistica,
células de milho em suspenséo foram transformadas, tendo sido observada alta
freqiéncia de co-transformacéo (SPENCER et a., 1990; GORDON-KAMM et
al., 1990). A transferéncia de genes pela eletroporacéo tem sido aplicada, visando
tanto a transformacéo transiente quanto a estavel. LINDSEY e JONES (1987)
analisaram a transferéncia de DNA mediada por eletroporagéo, por meio de

ensaios de expressdo transiente em células de beterraba, 0 que também tem sido
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descrito para bases foliares de arroz, cevada, milho e trigo (DEKEY SER et 4.,
1990) e em suspensdes de células de arroz (CHAUDHURY et a., 1994). A
transformacéo estavel pela eletroporacdo foi descrita para cultura de células em
suspensdo de milho (LAURSEN et al., 1994; SABRI et al., 1996) e para
suspensdes embriogénicas de cana-de-aclcar (ARENCIBIA et a., 1995).

Células em suspensdo também tém sido freqlentemente usadas para o
estudo da expresséo de genes, desencadeada em funcéo de determinado estimulo.
Por exemplo, a proteina BiP (chaperone molecular residente no RE) responde a
uma gama de estimulos. A inducdo do acumulo da proteina BiP de soja em
resposta a varios estimulos (estresses hidrico e térmico, &cido sdlicilico (AS) e
tunicamicina) tem sido observada em céulas de soja em suspensdo
(FIGUEIREDO et a., 1997). Similarmente, BiP de milho foi induzida por
tunicamicina em suspensoes celulares de endosperma de milho (FONTES et al.,
1991). Em células de batata em suspensdo, submetidas a estresse hidrico com
PEG-8000, foi detectado um aumento na expressdo de determinadas proteinas
que responderam a0 estresse (GRILLO et a., 1994). Estudos semelhantes
relacionados a0 estresse osmaético foram executados por LOW e RAUSCH
(1996). Estes autores utilizaram células de cenoura expostas a altas concentragbes
de NaCl e observaram modificagdes bioquimicas associadas a0 g ustamento
osmotico.

Particularmente relevante para os objetivos da presente pesquisa seria o
uso de suspensdes celulares para avaliar o acuUmulo de BiP em resposta a
expressdo de proteinas secretOrias mutantes, incapazes de adquirirem a
conformagdo nativa. Neste caso, a associagdo tem cardter mais estavel,
aumentando a sensibilidade das técnicas-padréo de determinagdo de complexos

proteina:proteina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolamento, caracterizacdo molecular e seqUenciamento do clone
pUFV S64

Anticorpos gerados contra uma fracdo protéica, enrigquecida para
proteinas do sistema de endomembranas da semente da soja, foram utilizados
para 0 escrutinio de uma biblioteca de expressdo propagada em | gtll. O RNA
mensageiro, usado como substrato para a transcriptase reversa, foi purificado por
cromatografia de afinidade, a partir de RNA total extraido de sementes de soja,
colhidas 55 dias apos o florescimento (FIGUEREDO et al., 1997). A expressao
das sequiéncias clonadas foi induzida, ap6s a formacao de placas de lise, por meio
de membrana de nitrocelulose embebida com isopropil-tiogal actosideo. Réplicas
das placas de lise, imobilizadas em membranas de nitrocelulose, foram
blogueadas com TBS-T [Tris-HCI 0,01 mol/L, pH 7,6, NaCl 1,5 mmol/L, Tween-
20 0,1% (v/v)], contendo albumina de soro bovino (BSA) 1%, e incubadas com o
anticorpo supracitado. Anticorpos contra IgG de coelho conjugados com a
fosfatase alcalina foram empregados como segundo anticorpo. A atividade da

fosfatase alcalina foi detectada, usando-se os substratos NBT (azul-nitro-
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tetrazolio, GIBCO/BRL) e BCIP  (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato,
GIBCO/BRL). Ap6s 0 escrutinio de 5 x 10° pfu (unidades formadoras de placas),
diversos fagos recombinantes, que mostraram Ssinais positivos com 0s anticorpos
usados, foram transferidos para 1 mL do tamp& TGM (Tris-HCI 10 mmol/L, pH
7,4, MgSO,4 10 mmol/L, gelatina 0,01%) (SAMBROOK et a.,1989). A fim de
assegurar que cada inoculo fosse homogéneo com relacéo ao fago recombinante,
0 escrutinio foi repetido quatro vezes. Entre diversos clones positivos, o clone 10
foi escolhido para caracterizacdo molecular e sequienciamento, com base no seu
padréo de expressao génica especifico para semente (resultados ndo mostrados).
O inserto, de aproximadamente 1.800 pb, do clone 10 foi liberado do fago
utilizando-se a enzima de restricdo EcoRI, e transferido para pUC119, o que
resultou no clone pUFV S64. ApoOs a caracterizacdo molecular do clone pUFV S64
pelo uso de enzimas de restricdo, diversos subfragmentos de DNA foram
subclonados nos fagos M13mpl18 e M13mpl19. As sequéncias de nucleotideos
desses subclones foram determinadas pela técnica de terminacdo de cadeia por
ddNTPs, usando fitas simples de M13mp18 e M13mp19 (VIEIRA e MESSING,
1982) e um “kit” de sequenase. A fim de reduzir possivel compressédo de Gs e
artefatos do gel, em algumas reagbes, dGTP foi substituido por dITP. Quando
julgado necessario estender o seqiienciamento, além de 400 pb do primer, dNTPs
e dATP radioativos foram usados em concentragdes 5 x e 2 X, respectivamente, e
as reacOes de extensdo procederam por 10 minutos. Todos os subclones foram

sequienciados em ambas diregoes.

3.2. Clonagem molecular

O clone pUFV 32 (a ser descrito posteriormente) ¥ contendo um
fragmento amplificado com nucleotideos iniciadores que criam sitios para as
enzimas de restricdo Ndel, na extremidade 5, e EcoRI, na extremidade 3', no

gene S64, no sitio Smal de pUC 118 na orientagdo anti-senso % foi submetido a
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digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI por duas horas a 37 °C. O
fragmento liberado, de aproximadamente 1,6 kb, que corresponde a regido
codificadora do gene s64, foi isolado e purificado do gel de agarose, utilizando-se
0 “Kit Prep-A-Gene” (BIORAD), conforme recomendacgdes do fabricante. Apds
separacdo eletroforética, aregido do gel de agarose que continha o fragmento de
interesse foi cortada e dissolvida em perclorato de sédio 4,5 mol/L, a 55 °C. A
“matrix Prep-A-Gene” foi adicionada narelacéo de 5 nl. de matriz para cada ng
de DNA e a suspenséo, incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a
adsor¢cédo do DNA a silica, a amostra foi lavada trés vezes com o tampéo de
lavagem (BIORAD), contendo etanol 70%. O DNA foi eluido em 4gua a 50 °C
por 10 minutos.

O vetor de expressdo em plantas pMON 921 (HANLEY-BOWDOIN et
a., 1990) foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI e
defosforilado. As reacOes de defosforilagdo foram conduzidas com a enzima
fosfatase alcalina, em presenca de Tris-HCI 50 mmol/L, pH 9,0, MgCl, 1 mmol/L
e ZnCl, 0,1 mmol/L, eincubadas a 37 °C, por uma hora.

As reagOes de ligagdo dos fragmentos de DNA aos vetores foram
conduzidas de acordo com técnicas-padréo de clonagem molecular em plasmidios
(SAMBROOK et a., 1989). O fragmento de DNA a ser clonado e o vetor foram
utilizados na razédo molar 3:1, em um volume fina de 15 ni, em presenca da
enzima T4 DNA Ligase (GIBCO/BRL), em Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, MgCl,
7 mmol/L, DTT (ditiotreitol) 1 mmol/L. As reacdes foram incubadas a 14 °C por
12 horas.

As células competentes foram preparadas de acordo com SAMBROOK et
al. (1989). Céulas de E. coli IM109 foram crescidas em meio LB até atingir uma
Asoonm de 0,5, incubadas a 0 °C por 10 minutos e concentradas duas vezes por
centrifugacdo a 5.000 x g a 4 °C por 10 minutos, em CaCl, 100 mmol/L. Apés
incubacdo a 0 °C por 10 minutos, essas células foram coletadas no sobrenadante

apos centrifugacdo a 5.000 x g a 4 °C por cinco minutos, concentradas 10 vezes
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pela ressuspensdo em CaCl, 100 mmol/L e glicerol 15%, aliquotadas e
armazenadas a-80 °C, até o uso.

Para transformagéo, foram adicionados 7 nl. da reagdo de ligacéo a 200
mL de células competentes IM109, e a suspensdo foi mantida a 0 °C por 30
minutos. Ap6s um choque térmico de dois minutos a 42 °C, foi adicionado 1 mL
de meio LB, seguido por incubagdo a 37 °C, por uma hora. As células foram
concentradas por centrifugagéo, ressuspensas em 100 nL de meio LB e
espalhadas em placas contendo meio LB (sdlido) e ampicilina 100 ng/mL, para
selecdo das colonias transformantes. O DNA plasmidial, isolado de bactérias
transformadas, foi digerido com as enzimas de restricdo apropriadas e separado
por eletroforese em gel de agarose 1% para identificagdo dos clones. As colbnias
recombinantes foram armazenadas em glicerol 40% a-80 °C.

O fragmento EcoRI/BamHI de 1,6 kb, isolado do clone pUFV32, foi
ligado ao vetor pMON921 (HANLEY-BOWDOIN et a., 1990), previamente
digerido com as mesmas enzimas, resultando na obtencéo do clone pUFV 51,
contendo o gene S-64 na orientagdo anti-senso sob o controle do promotor 35S e
a extremidade 3' do gene srub. A insercdo do mesmo fragmento no vetor
PMON921, previamente digerido com as enzimas EcoRI/Bglll, resultou na
obtencdo do clone pUFV 52, contendo o gene S64 na orientacdo senso, sob o

controle do promotor 35S e a extremidade 3' do gene srub.

3.3. Isolamento de DNA plasmidial

O isolamento do DNA plasmidia foi conduzido, em pequena e média
escala, pelo método da lise alcalina e adsorsdo de DNA em particulas de vidro e,
ou, silica, usando-se o "FlexiPrep Kit" (Pharmacia Biotech), e, em grande escala,
por meio de gradiente de cloreto de césio (SAMBROOK et al., 1989). Em todos
0s métodos, inicialmente, as células foram rompidas pela lise alcalina, sendo o

volume das solucdes utilizadas gustado de acordo com o volume inicia da
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cultura. A bactéria transformada foi crescida em meio LB, contendo 100 ng/mL
de ampicilina, por 12 a 16 horas. Apos centrifugacéo, 5.000 x g por dois minutos
a4 °C, as células foram ressuspensas na solucéo | (glicose 50 mmol/L, Tris-HCI
25 mmol/L, pH 8,0, EDTA 20 mmol/L). Em seguida, foram adicionadas,
consecutivamente, a solugdo 1l (NaOH 0,2 mol/L e SDS 1%) e a solucéo III
(CH3COOK 1moal/L). O residuo insoluvel foi descartado por centrifugacéo a
11.000 x g por 10 minutos.

Para os métodos de isolamento em pequena e média escala, apés a lise
alcalina, o DNA plasmidia foi precipitado do sobrenadante pela adicdo de
isopropanol, na concentragdo fina de 42%, incubado por 10 minutos, a
temperatura ambiente, e coletado por centrifugagéo a 11.000 x g, por 10 minutos.
A suspensdo "Sephaglas ™FP" (Pharmacia Biotech) foi adicionada ao DNA
plasmidial, seguida por lavagem com o tamp&o de lavagem e com etanol 70%. O
DNA foi eluido em agua por cinco minutos, a temperatura ambiente.

Para 0 méodo de isolamento em grande escala, a lise acaina foi
conduzida conforme descrito anteriormente, a excecdo de que apés a adicéo da
solucdo |l a mistura foi incubada a 0 °C por 10 minutos e, apés a adicdo da
solucdo 111, incubada a 0 °C por mais 15 minutos. Apés a lise alcalina, os &cidos
nuclécos foram precipitados do sobrenadante pela adicdo de isopropanol, na
concentracéo final de 42%, coletados por centrifugagdo a 11.000 x g por 15
minutos a4 °C e ressuspensos 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 centrifugacédo 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% e

ressuspenso em agua.
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3.4. Cultura de células embriogénicas de soja em suspensao

A suspensdo de células embriogénicas de soja foi obtida de acordo com a
metodologia descrita por FINER e NAGASAWA (1988). Resumidamente,
plantas de soja (Glycine max L. Merrill. cv. Cristaling) foram crescidas em casa
de vegetacdo e 7 a 14 dias ap0s o florescimento, suas vagens foram removidas e
as sementes imaturas excisadas.

As vagens foram desinfestadas por imersdo em acool etilico 70% (v/v)
por 20 a 30 segundos e pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio 20%
(v/v) e Tween-20 0,05% (v/v), por 20 minutos. Em seguida, foram lavadas trés
vezes com agua destilada e autoclavada. Os cotilédones foram removidos da
semente para a cultura como descrito por LAZZERI et al. (1985).

Tecidos embriogénicos proliferantes de soja foram obtidos de acordo com
FINER e NAGASAWA (1988). Os cotilédones foram divididos ao meio e
transferidos para um meio de cultura composto dos sais basicos de MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) e suplementado com o complexo vitaminico do
meio B5 (GAMBORG et a., 1968), mio-inositol 100 mg/L, sacarose 6% (p/v),
24-D (&ido 2-4-diclorofenoxiacético) 40 mg/L e &gar (Sigma Chemical
Company, USA) 0,8% (p/v), sendo o pH gustado em 5,7 £ 0,1 antes da
autoclavagem. Utilizando-se tubos de ensaio (25 x 150 mm de didmetro) com
tampas de polipropileno, foram vertidos em cada um aproximadamente 10 mL de
meio. Apds o processo de autoclavagem e solidificacdo, o meio foi inoculado
com metade de um cotilédone por tubo. As culturas foram transferidas para sala
de crescimento e mantidas no escuro por uma semana. Apés este periodo, as
culturas foram transferidas a 28 °C com um fotoperiodo de 16 horas, com uma
irradiancia em torno de 20 mmolesm?.s™. Embries e tecidos embriogénicos
foram subcultivados, a cada quatro a seis semanas, nesse meio. Em seguida, 20 a
50 mg de calos embriogénicos foram transferidos para frascos de 125 mL
contendo 35 mL de meio de culturaliquido. Os frascos foram vedados e mantidos

em agitador orbital, a 100 rpm. O meio de cultura em suspensdo (meio 10A40N)
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consiste em modificacbes dos sais basicos de M S, suplementado com o complexo
vitaminico B5, sacarose 6%, 2,4-D 5 mg/L e glutamina 15 mmol/L (pH 5,7). A
fonte de nitrogénio dos sais basicos de MS foi substituida por NH4NO;
10 mmol/L e KNO3; 30 mmol/L. O meio foi esterilizado em autoclave. As
culturas em suspensdo foram mantidas nas mesmas condi¢des de temperatura e
irradiancia, com subcultivos semanais. Para subcultivo, 20 a 50 mg de tecido

embriogénico foram transferidos para 50 mL de meio 10A40N fresco.

3.5. Eletroporacédo de células de soja em suspensio

Os experimentos de eletroporagdo foram conduzidos de acordo com as
metodol ogias descritas por LUONG et al. (1995), em eletroporador " Gene Pul ser
[1" com unidade "Capacitance Extender 11" (BIORAD). Células apods quatro dias
de subcultivo foram sedimentadas por centrifugacéo a 200 x g, lavadas trés vezes
com tampao de eletroporacédo [KCl 80 mmol/L, CaCl, 5 mmol/L, MES (&cido 2-
[N-morfolino]-etanossulfénico)10 mmol/L, pH 6,7, manitol 0,425 mol/L] e
concentradas duas vezes por ressuspensdo em tampao de eletroporacdo. Em
cubetas para eletroporacéo de 4 mm (BIORAD), foram adicionados 800 ni da
suspensao celular, 10 ng de DNA plasmidia e 40 ng de ssDNA carreador. As
amostras foram incubadas a 37 °C por uma hora e, em seguida, no gelo por 10
minutos. Foram aplicados dois pulsos de 380 V, 975 nf, com tempo médio de
30 ms. ApGs o pulso elétrico, as cubetas foram incubadas no gelo por 15 minutos
e, em seguida, as suspensoes celulares foram transferidas para erlenmeyers de
125 mL, contendo 10 mL do meio 10A40N. A cultura em suspensdo foi mantida
a 28 °C com um fotoperiodo de 16 horas, irradiancia em torno de
20 mmolesm?s?, sob agitacdo orbital de 100 rpm. As cdulas foram
eletroporadas na auséncia de DNA e, ou, com vetor de expressdo (pMON 921),

como controle, e com as construgdes senso (pUFV52) e anti-senso (pUFV51) de
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S-64, em trés repetices. A extracdo de proteinas foi feita 24, 48 e 72 horas apés
a eletroporagéo.

3.6. Ensaio de biobalistica

As células de soja foram bombardeadas com microparticulas de
tungsténio M 10 revestidas com DNA plasmidia do vetor pUC118 e dos clones
pUFV51 e pUFV52, como descrito por RECH et al. (1996). O DNA plasmidial
foi precipitado sobre as microparticulas e aliquotado na regido central das
membranas carreadoras, previamente posicionadas no suporte destas. Os discos,
contendo as microparticulas cobertas com DNA, foram armazenados em
dessecador. As células de soja foram filtradas, em peneira de 60 mesh (Sigma), e
espalhadas homogeneamente sobre placas de Petri contendo 30 mL de meio
10A40N, acrescido de 0,8% de égar e coberto por papel-filtro estéril. Em
seguida, as células foram bombardeadas com as microparticulas, como descrito
por RECH et al. (1996). Alternativamente, afonte de acicar do meio 10A40N foi
substituida por 6% (p/v) de glicose ou de manitol. As placas foram transferidas
para a sala de crescimento e mantidas sob irradidncia em torno de 36 nmoles.m’
2st atemperatura de 28 °C e em fotoperiodo de 16 horas. O materia foi
coletado 48 horas apds 0 bombardeamento. As proteinas totais foram extraidas e

andisadas por SDS-PAGE, seguido por “immunoblotting”, como descrito a
Seguir.

3.7. Extracgéo e quantificagéo de proteinas

As proteinas totais de células de soja em suspensdo foram extraidas com
tampéo de lise [TrissHCI 0,1 mol/L, pH 7,5, KCI 0,05 mol/L, EDTA 1 mmol/L,
TritonX-100 1% (v/v), PMSF (fluoreto a-toluenossulfonico) 1 mmol/L, DDT
(ditiotreitol) 0,1 mmol/L, MgCl, 5 mmol/L]. A suspensdo celular foi filtrada a
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vécuo, e a massa celular obtida foi congelada em nitrogénio liquido e macerada
em amofariz com 2 mL de tamp&o por grama de células. O residuo insoltvel foi
removido por centrifugagdo a 13.000 x g, por 10 minutos a 4 °C.
Alternativamente, células eletroporadas ou bombardeadas foram homogeneizadas
com tampéo de lise [TrissHCI 0,1 mol/L, pH 7,5, KCI 0,05 mol/L, EDTA 1
mmol/L, TritonX-100 1% (v/v), PMSF 1 mmol/L, DDT 0,1 mmol/L, MgCl, 5
mmol/L] na proporgdo de 1:1 (p/v) e ultra-sonicadas. O material insoltvel foi
descartado por centrifugacdo a 13.000 x g, por 10 minutos a4 °C.

Extratos de proteinas totais de células de soja em suspensdo foram
quantificados pelo método "DC Protein Assay” (BIORAD), de acordo com as

instrugdes do fabricante.

3.8. Gel de eletroforese SDS-PAGE e " immunablotting”

Os extratos de proteina total de células de soja em suspensdo foram
analisados por SDS-PAGE, seguido por “immunoblotting”. Eletroforeses em géis
de poliacrilamida contendo SDS foram realizadas como descrito por LAEMMLI
(1970), a excecdo da concentragéo do gel de concentragcdo, que foi de 5%. O
extrato de proteina foi incubado por trés minutos, a 100 °C, em tamp&o da
amostra [glicerol 10% (v/v), SDS 2,3%, azul-de-bromofenol 0,25%, 2-
mercaptoetanol 5% (v/v) e Tris-HCI 0,0625 mol/L, pH 6,8] antes de ser aplicado
no gel. A eletroforese foi conduzida por 16 horas, aproximadamente, a 30 V no
tampé&o de corrida (Tris-HCI 0,025 mol/L, glicina 0,2 mol/L, EDTA 1 mmol/L e
SDS 3,5 mmol/L). Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelul ose, usando-se o sistema de transferéncia da BIORAD, de
acordo com as instrugbes do fabricante. Apos a transferéncia (em
aproximadamente uma hora, a 700 mA), a membrana de nitrocelulose foi
incubada com o reagente de bloqueio "Blotting Grade Blocker, non-fat dry milk"

(BIORAD) por uma hora, a temperatura ambiente. A membrana foi lavada com
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TBS-T [Tris-HCI 0,01 mol/L, pH 7,6, NaCl 1,5 mmol/L, Tween-20 0,1% (v/v)]
trés vezes, por 15 minutos cada lavagem, e incubada com o anticorpo contra S64
(PIROVANI e FONTES, 1996) ou contra BiP (FIGUEREDO et a., 1997), numa
diluicdo 1:1000, por quatro horas sob agitagdo. Em seguida, foram feitas trés
lavagens de 15 minutos, com TBS-T, e, entdo, a membrana foi incubada com o
anticorpo contra IgG conjugada a fosfatase acalina (Sigma), nhuma diluicéo de
1:5000, por duas horas. A atividade da fosfatase alcalina foi detectada, usando-se
0 sistema de deteccéo NBT/BCIP (GIBCO/BRL).

3.9. Ensaios de co-sedimentacéo

Proteinas totais de células de soja em suspensdo foram extraidas com
tampdo de lise [Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,5, KCI 0,05 mol/L, EDTA 1 mmol/L,
TritonX-100 1% (v/v), PMSF 1 mmol/L, DDT 0,1 mmol/L, MgCl, 5 mmol/L]. A
suspensdo celular foi filtrada a vacuo, e a massa celular obtida foi macerada na
proporcdo de 1 g de células por 2 mL de tampdo. O residuo insoltvel foi
removido por centrifugacdo a 13.000 x g, por 10 minutos, a 4° C. Um mL do
sobrenadante foi incubado com 50 nl. de suspensio da resina ATP-agarose, por
quatro horas, a 4 °C, sob agitagdo constante. O mesmo procedimento foi feito
com aresina GTP-agarose. Os complexos foram sedimentados por centrifugacdo
a8.000 ~ g, por doisminutos, a 4 °C. As resinas foram lavadas trés vezes com
500 nlL de tampéo de lise e ressuspensas em 80 nl de tamp&o da amostra para
SDS-PAGE (LAEMMLLI, 1970). As proteinas co-sedimentadas foram analisadas
por SDS-PAGE, seguido por “immunobloting”, usando-se os soros anti-BiP
(FIGUEREDO et a., 1997) ou anti-S64 (PIROVANI e FONTES, 1996), anti-1gG
conjugado a fosfatase alcalina como segundo anticorpo e o0 sistema de deteccdo
NBT/BCIP (GIBCO/BRL).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. | solamento de cDNAs que codificam proteinas secretérias de soja

Inicialmente, foi conduzido o escrutinio de uma biblioteca de expressdo
de soja, usando anticorpos preparados contra fragdes microssomais da semente,
com o objetivo de isolar cONASs que codificam proteinas secretérias da semente
de soja como potenciais substratos para BiP. Apds o escrutinio de 5 x 10° placas,
diversos clones positivos foram isolados, dos quais o clone 70 foi selecionado
para a caracterizacdo molecular, baseado na sua expressdo semente-especifica e
na abundancia dos transcritos correspondentes na semente (resultados néo
mostrados). O inserto de 1.8 kb foi liberado de ggt11 e clonado no sitio EcoRI de
pUC119, resultando no clone pUFV S64.

O clone pUFVS64 possui uma sequiéncia aberta de leitura (ORF) com
potencial para codificar uma proteina de 496 residuos de aminoécidos e massa
molecular de 64 kDa (Figura 1). Com base na presenca da cauda de poli A,
concluiu-se que a extremidade 3' do clone estd completa. Na extremidade 5, o
primeiro cdédon para metionina esta inserido na sequéncia GACCTCACCATGG,
gue atende as regras de KOZAK (1989) na definicdo do cddon deiniciacdo para
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TCCTCACTGACCTCACCATGGUGACCAGAGCCAAGCTTTCTTTAGCTATCTTCCTTTTCTTTCTTTTAG CCT
M A T E A K L 5 L A I FL F F L L A
TEATTTCARACCTAGCCTTGGGCARACTTARAGAAACCGAGGTOGAAGAAGATCCCGAGETCGTAACATECA
L I 8§ N L AL KL EKETTETVETETDTPTETLUVYVTC
AACACCAGTGCCAACAGCAACGGCAATACACTGAGAGTGACAAGCGARCATGCTTGCARCAATGTGACAGTA
K H § ¢ 90 & Q R ¢ ¥ T™E E S D KIRTOCTLGG®GQ D 8
TEAAGCAAGAGCGAGAGAAACARGTCOARGAGGAAACTCGCGAGARAGGARGAAGAACATCARGAGCAGCATG
M K g EREZEX gV EZETETUERTETEKTETETEMHTOQgQETOQ H
AGGAGGAGCAAGACCARAATCCCTACGTTITTGAAGAAGATAAGGATTTTTCGACCAGAGTCGARACAGARG
E E E ¢ D Q N P ¥ ¥V F EEDKODF 8 TRV ET E
GIGGOAGCATTCEGET T CTCAAGAAGTTCACTGAGAAATCCAAGCTTCTTCAAGE CAATGAGAATTTCCETT
G G 8 I R VvV L K K F T EUEK S5 K L L © 6 N EMNTF R
TGEGCCATCTTAGAAGC TAGAGCACACACG T TCE TG TCCCCACGOCACTTTGATTCCGAGE T TG TCT TG TTCA
L A I L E A R AHTV FUV 8 P RHPF D S EV V L F
ACATTAAGGGGAGAGCCCTACT TGGETTGETCAGEGAAAGTGARACAGARAAAATCACCCTACAACCTGRAS
N I K 6 R A VL GL V RERESE ETTETEKTITTLTEFP G
ACATGATACACATACCAGCAGGCACACCACTGTACATCGT T AACACAGATGAGAATGAGAAGCTCCTCOTTS
DM I HI P A G TPILJY I VY NRUDTEMWMNTEJZXKTLTULTL
COATGCTCCATATACC TG TCTCTACTCCTGGARA AT TTGAGGAAT TT T TCRGGCCTGEAGCACCAGACCCAS
A M L HI PV S TUPGUETFTETETFTFTGTZ PG GTU RTDP
ARTCGGTCCTCTCAGCATTCACCTGGAATCTGCTCCAAGCTECGCTCCAAACCCCAARAGGARAGTTAGARA
E S V LL 8 A F 8 WHN V¥ L 0 &4 A L O TUPEZE®SS X L E
GGCTTTTTAATCAACAGAACGAGGGAAGTATTTTCAAAATAAGCAGAGAACGGGTGCETCCCTTGGCOCCCA
R L F W 0 o N E ¢ 58 I F EI S R EUBRV REATLA A P
CCARGAAAAGCTCTTGETEGCCATTCEECEECEAATCCAAGGCTCARTTCAATATTTTCAGCARAGCETCCCA
T K K 2 8 W W P F @ ¢ E S K A ©Q F W I F & K R P
CTTTCTCCAACGEATATCGCCETTTAACTGAAG T TCGTCCTGATGATGARAAGACTTEGCTTCAAASACTCA
T F S N 6 ¥ 6 R L T E ¥V 6 P DDETZE K S WULGQT RL
ACCTCATGCTTACCTTTACCAACATCACCCAGAGATCTATGAGTACTATTCACTACAACTCACATGCARCGA
W L M L T F TERN T g R 8 M 8 T I H ¥ N & H A T
AGATAGCACTCGTGATGEATGETACAGEGCATC TTCAAATATCATGTCCACACATGTCATCALGGTCAGACT
K I A L V M D G R G HL @ I 85 ¢ F H M 8 8 B 2 D
CAAAGCATGATAAGAGTAGCCCCTCATACCATACAATCACTCCEGACTTEAAG COTGOAATCC TG TTTGITE
5 K H D E 5 &2 P 8 ¥ H RE I 58 A DULEKETU P OGC M V F V
TCCCTCCTGETCATCCCTTOCTCACTATAGCTTCCAATAARAGAGAATCTCCTCATAATTTGCTTCGAGGTTA
vV P P G H P F VTTIMAMSGSUHNI KEUHNILTLTITIGSCTETEV
ACGTTCGAGACAACARGAAGTTTACGTTTGCAGGGAAGGACAACATTGTGAGCTCTCTGGACAACGTAGCTA
MW vV R D N K K F T F A G KD W I vV 8 8 L D N ¥V A
AGGAGCTGGCCTTTAACTATCCTTCTGAGATGE TEAACCCGAGTCTTCGARAGARAGGAGAGTCTCT TTTTCC
KE E L A F N ¥ P 8 E M V NGV F ER K E S L F F
CoTTCGAG TG CCGAGCGAGGAGCGT GG TG TOGCGCTETTECGTGAGAAGCAG TG TEGAGGTGGCTGATAR
P F E L P S E E R G RJEUBA WV A *
CRGGGAATGTATTTAGCTI TGAGAGTCTTTAAATT T TC TG TATTTGT TG TAATG TTACTAGTTCCTTARATT

GECCAGATGGAGTTTATGTGITTCTAAATGCAGCCATGCTAACGGAATAAAATCGCCACTTCTATTGCTAAR

BARMRAAMARAR

Figura 1- Sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da seguéncia de
nucleotideos de pUFVS64 (a sequéncia de aminoacidos deduzida é
indicada pelo codigo de uma letra, abaixo da sequéncia de
nucleotideos; o primeiro codon para metionina € indicado por uma
barra, e 0 codon terminador indicado por asterisco; a sequéncia
consenso correspondente ao sitio de ligagdo de GTP esta sublinhada; a
sequiéncia correspondente ao sitio de glicosilagdo esta hachurada).
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genes de células eucaridticas. A seqiéncia consenso GCCGCCRCCAUGG,
definida por Kozak, influencia na selecdo do codon de iniciagdo durante o
mecanismo de sintese de proteinas. Os nucleotideos do consenso ndo exercem
influéncias equivalentes, e a presenca de uma purina na posicéo -3 e um G na
posicdo +4 (sublinhados) parece ser particularmente  importante.
Estrategi camente, ambas as posi¢des no clone pUFV S64 atendem perfeitamente a

esse requisito.

4.2. Caracterizacao estrutural da proteina S-64

A partir da seqiéncia de nucleotideos do clone pUFVS64, pode-se
deduzir a estrutura primaria da proteina S64, utilizando o programa de andlise de
seqiiéncias FASTA do grupo de genética da Universidade de Wisconsin (Figura
1). A edrutura primaria de S64 apresenta caracteristicas estruturais
bioquimicamente relevantes. A seqliéncia de aminoacidos N-I-T (posicdes 338-
341), localizada no terminal carboxilico dessa proteina, representa a sequéncia
consenso (N-X-T/S) para glicosilagdo de proteinas, cujo mecanismo se inicia no
reticulo endoplasmatico pela ligagdo covalente do oligossacarideo-nucleo. De
maneira geral, a glicosilacdo contribui para a estabilidade de glicoproteinas e,
indiretamente, acelera o dobramento correto da proteina na aquisicdo de sua
conformagao nativa funcional.

A proteina S-64 possui também a seqiiéncia de aminoacidos ALAPTKKS
(posicoes 279-287) que difere da seqliéncia consenso (A,G)X(4N)GK(S,T) por
apenas um aminoacido. Esta seqiiéncia consenso € comumente denominada de
seqiiéncia consenso A (WALKER et al., 1982) ou “P-loop” (SARASTE €t 4.,
1990) e foi derivada de andlises de comparacBes de seqUéncias e estudos
cristalogréficos de diversas proteinas que ligam ATP ou GTP. A estrutura
secundéria foi deduzida para a proteina S-64, aplicando-se as regras CHOU e
FASMAN (1978), e o méodo GOR (GARNIER et a., 1996) (dado né&o
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mostrado) reforca a hipétese de que S-64 possui um sitio funcional de associagéo
com nucleotideos. A seqiéncia ALAPTKKS encontra-se no mesmo contexto de
estrutura secundaria do "motif A" ou “P-loop”, formando uma al¢a flexivel entre
regides intramoleculares de a-hélice e b-conformagdo que, provavelmente, ligaa
um dos grupamentos fosfato do nucleotideo.

A andlise de hidrofobicidade da proteina deduzida revelou que a proteina
S64 ¢, predominantemente, hidrofilica, embora apresente algumas regides
hidrofébicas (Figura 2). Dentre elas, a mais acentuada corresponde ao terminal
amino da proteina, cuja hidrofobicidade é caracteristica de um peptidio sinal que
direciona a sintese da proteina para o |iumem do reticulo endoplasmético. De fato,
pelo método de VON HEIINE (1988), esta sequiéncia possui caracteristicas de
peptidio sinal, com o sitio de clivagem deduzido no aminoécido 26. Contudo, o
peptidio compreendido entre o aminoacido 7 e o 27 possui caracteristicas de
hélices transmembranas, identificada pelo méodo SOSUI (MITAKU e
HIROKAWA, 1997). Em células eucarioticas, freqlientemente as proteinas que
s80 transportadas no sistema de endomembranas possuem um peptidio sinal no
terminal amino, que é clivado apos translocacdo para o reticulo endoplasmatico
(RE). Recentemente, tem sido demonstrado que, em algumas proteinas de
membranas, o peptidio sinal ndo é clivado e permanece como um segmento
transmembrana funcional. Ensaios de fracionamento subcelular tém demonstrado
gue a proteina S-64 associa-se a membrana plasmética (PIROVANI et al.,1997).

A andlise comparativa de estrutura priméria de proteinas revelou algumas
regioes de conservacdo moderada entre a proteina S-64 e diversas proteinas de
reserva de leguminosas e globulinas de cereais (Figura 3). Porém, a maior
identidade de sequiéncia observada (85%) foi com uma proteina de membrana que
se liga a sacarose denominada SBP ("Sucrose Binding Protein"), previamente
identificada em sementes de soja (GRIMES et al., 1992) (Figura 4). A proteina
SBP foi originalmente identificada por meio de marcagdo de membranas do
cotilédone da soja por fotoafinidade, usando HABS radioativo, um analogo de

sacarose gque inibe seu transporte (RIPP et ., 1988). Tem sido demonstrado que
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Figura 2- Andise de hidrofobicidade da proteina S64 (a curva de
hidrofobicidade, calculada usando uma janela de sete aminoécidos pelo
método de Goldman, esta indicada em linhas cheias e, pelo método de
Kyte-Doolitte (1982), em linhas pontilhadas, a direita dos eixos
verticais estdo os aminoacidos hidrofilicos e os acidos e, a esquerda, os
hidrofébicos e os béasicos).
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Figura 3- Alinhamento da seqiiéncia primaria da proteina S-64 com proteinas de

reserva de plantas (a seqUéncia de aminoacidos da proteina S-64
corresponde ao clone pUFVS64; as sequéncias p08438 e p02854
correspondem a diferentes precursores da proviciling; a segiéncia
p13919 corresponde a conviciling; 0os aminoacidos idénticos sdo
destacados em negrito; o ainhamento de sequéncias foi feito,
utilizando-se o programa“ Swiss Protein”).
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Figura 4- Analise de comparacdo de sequéncia primaria entre as proteinas S-64 e

SBP (“Sucrose Binding Protein™) (0s pontos representam "gaps' que
foram introduzidos para permitir melhor alinhamento das sequiéncias; os
tracos indicam os aminoacidos idénticos; o alinhamento das sequiéncias
primarias foi feito, utilizando-se o programa“ Swiss Protein™).
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a proteina SBP esta associada com a membrana plasmatica de células de planta
ativamente enggjadas no transporte de sacarose (GRIMES et al., 1992). No
cotilédone, a sintese de SBP esta sujeita a uma regulacdo temporal, coordenada
com a taxa de transporte de sacarose para a semente. Evidéncias mais diretas do
envolvimento da proteina SBP no transporte de sacarose para o interior da célula
foram obtidas em leveduras mutantes no gene da invertase, que definitivamente
N80 crescem em meios nos guais a sacarose € a unica fonte de carboidrato
(RIESMEIER et a., 1992). A expressdo do cDNA que codifica SBP em
leveduras mutantes é suficiente para reverter o fenotipo desses mutantes. A alta
identidade de sequiéncias entre SBP e S-64 congtitui forte indicativo de que a
proteina S-64 é funcionalmente andloga e, provavelmente, esta envolvida no
transporte de sacarose em células de plantas. Contudo, a identificagdo de um
peptidio sinal em potencial na estrutura priméria da proteina S-64 e sua
localizagcdo subcelular indicam que, de fato, o clone pUFVS64 codifica uma
proteina secretoria. Sendo assim, a via de biossintese da proteina S-64 atorna um

substrato em potencial para estudo de interagdes com BiP de soja.

4.3. Expressao de S-64 e BiP em céulas de soja em suspensio

A proteina S-64 é sintetizada na semente de soja, em baixos niveis, e
possui uma homologia moderada de sequiéncia com as proteinas de reserva
(Figura 3). Estas caracteristicas representam uma dificuldade na deteccéo de S-64
em extratos de proteina total de sementes, uma vez que anticorpos contra S-64
reconhecem epitopos comuns a proteinas de reserva da soja (PIROVANI e
FONTES, 1996). Diante dessa dificuldade, suspensdo de células embriogénicas
de sojafoi usada como um sistema-modelo para o estudo da expresséo de S64 e
sua interacdo com BiP, pela facilidade de se introduzirem genes (via
eletroporacdo ou biobalistica) e por representar um sistema homogéneo, que

permite um maior controle das condi¢bes experimentais.
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Para verificar a expressdo da proteina BiP e da proteina S-64 endogenas
em suspensdo celular de soja, 0 extrato de proteinas totais foi fracionado por
SDS-PAGE, transferido para uma membrana de nitrocelulose e sondado com
anticorpos preparados contra S-64 (Figura 5, anti-S64) e contra a proteina BiP da
soja (Figura 5, anti-BiP). A expresséo de BiP em suspensdo celular foi facilmente
detectada (Figura 5A), enguanto a expressdo de S-64 apresenta algumas
dificuldades de deteccdo, sendo necessario maior tempo de contato com o sistema
de revelacdo (NBT/BCIP), o que resultou no aparecimento de reagbes cruzadas
(Figura 5B). Assim sendo, os experimentos subsequientes foram conduzidos com
0 objetivo de aumentar a sintese da proteina S-64 em suspensdes celulares, de
forma a aumentar a sensibilidade dos ensaios para determinacéo de associacéo
entre BiP e S-64.

4.4. Expressdo transiente de S-64 em célulasintactas eletr opor adas

O uso de células intactas na introducdo de genes via eletroporacéo
apresenta vantagens em relagdo a protoplastos quando o objetivo € o estudo da
expressdo génica transiente, ja que as células ndo passam pelo processo de
remocdo, mesmo que parcia, da parede celular. Com o objetivo de
superexpressar ou suprimir S-64 em células de soja em suspensdo, a sequéncia
codificadora desta proteina foi clonada em pMON 921, na orientagdo anti-senso,
pUFV 51, e naorientagéo senso, pUFV 52 (Figura6).

Num experimento preliminar, as células de soja em suspensdo foram
inicialmente eletroporadas com o clone pUFV52, afim de se avaliar a expressao
do gene exdgeno e fixar um periodo de tempo minimo para esta. Cultura de
células em suspensdo (quatro dias apds o subcultivo) foram eletroporadas com
um pulso de 380 V, 975 nt-, com tempo médio de 30 ms. A sintese da proteina S-
64 foi avaliada por meio de "immublottings' de proteinas totais, extraidas 24, 48
e 72 horas ap0s a eletroporacéo (Figura 7). Um segundo parametro considerado

foi
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(A)
ANTI-BiP
1 2 3

«— BIP

(B)
ANTI-S64
1 2 13

«— S64

Figura 5- Expressdo de S-64 e BiP em células de soja em suspensdo (o extrato
protéico, total de células de soja em suspensdo saturadas, foi separado
por SDS-PAGE, transferido para membrana de nitrocelulose e sondado
com anti-S64 (B) e anti-BiP (A); foram aplicados 20 ni (linha 1), 10
nmL (linha2) e 5 L (linha 3) de extrato de proteinas totais de células de
soja saturadas, para ambos anticorpos,; a deteccéo foi feita, usando-se
anti-1gG conjugado afosfatase alcalina e os substratos NBT/BCIP).
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Figura 6- Etapas da clonagem do gene S-64 em pMON 921, vetor para expressao
de genes em plantas (o clone pUFV 32, que contém o fragmento
amplificado de S-64 no sitio de Smal em pUC118 com orientag&o anti-
senso, foi digerido com EcoRI e BamHlI; o inserto liberado foi clonado
em pMON 921, nos sitios de EcoRIl e BamHlI, para a orientagcéo anti-
Senso, e, nos sitios de BgL |1 e EcoRlI, para a orientag&o senso).
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Figura 7- Expressdo transiente de S-64 em células de soja em suspenséo
eletroporadas (as células foram eletroporadas em trés repeticdes, o
material foi coletado 24 (linhas 3 e 6), 48 (linhas 2 e 5) e 72 horas
(linhas 1 e 4) apds a el etroporacdo; as proteinas totais foram extraidas,
por ultra-sonicacdo, fracionadas em SDS-PAGE, transferidas para
membrana de nitrocelulose e sondadas com anticorpo contra S64; nas
linhas 4, 5 e 6 foram utilizados 800 nl. da suspenséo celular e 10 ng de
DNA plasmidial, pUFV52, para eletroporacéo; nas linhas 1, 2 e 3 foi
utilizada uma diluicdo 1:1 (v/v) da suspensdo celular em tampédo de
eletroporacdo, num volume final de 800 ni. e 10 ng de DNA plasmidial,
pUFV52).

41



a quantidade de células eletroporadas, sendo utilizados 400 ni. (linhas 1,2 e 3) e
800nL (linhas 4, 5 €6) de células. A expressdo transiente do gene S-64 foi
detectada a partir de 24 horas (linhas 3 e 6), e 0 acimulo da proteina persistiu por
48 horas (linhas 2 e 5) e 72 horas (linhas 1 e 4), ap0s a eletroporagdo, néo
havendo diferenca marcante na eficiéncia da expressdo transiente da proteina
recombinante com relacdo ao tempo de incubacdo e a quantidade de células
eletroporadas.

Os anticorpos preparados contra uma versao truncada da proteina S-64,
produzida em bactéria, revelaram a presenca de dois polipeptidios
imunologicamente conservados em fragbes de membranas da semente
(PIROVANI e FONTES, 1996). Com a finalidade de identificar se estes
polipeptidios sdo produtos de diferentes genes ou diferentes formas pés-
traducionalmente modificadas da mesma proteina, o clone pUFV52 foi
eletroporado em suspensdes celulares e sua expresséo transiente, avaliada por
"Immunoblottings” de proteina total, extraida 48 horas apés eletroporacéo. Para
aumentar a eficiéncia de transferéncia do gene quimeérico, DNA de esperma de
salméo (40 ng) foi incluido nos ensaios de eletroporacdo como carreador. A
eficiéncia de expresséo transiente do gene quimeérico S-64 foi confirmada pelo
aumento significativo do acimulo da proteina S-64 em células eletroporadas
(Figura 8, linha Ce), quando comparado com 0 acumulo dessa proteina em
células ndo-eletroporadas (Figura 8, linha Cn). A proteina codificada pelo cDNA
isolado, pUFV S-64, e sintetizada em suspensdes celulares possui uma migragéo
eletroforética correspondente aquela do polipeptidio da semente de soja de menor
massa molecular (compare linhas Ce e Me). Uma vez que suspensdes celulares
mantém, eficientemente, a maquinaria funcional de biossintese e processamento
de proteinas, o acimulo de apenas uma forma da proteina como produto da
expressdo transiente do gene quimeérico S-64 constitui forte indicativo de que os
dois polipeptidios, imunologicamente conservados, da semente de soja sdo
produtos de diferentes genes. Coerente com estes resultados, a andlise de

"Southern blot" gendmico de reconstituicdo do nimero de copias tem revelado
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Figura 8- Comparagdo entre a expressdo de S-64 endbégena em fragéo
microssomal e a expressao transiente em células eletroporadas (extrato
de proteinas totais de células de soja €eletroporadas com o clone
pUFV52 (Ce), fragdo microssomal de sementes colhidas 20 DAF (ME)
e extrato de proteinas totais de sementes colhidas 20 DAF (Cn) foram
fracionados em SDS-PAGE e submetidos a "immunobloting”; (M)
corresponde a0 marcador de peso molecular; foram utilizadas
quantidades equivalentes de proteinas).
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que existem, pelo menos, duas copias homologas ao gene S-64 no genoma da
soja (Fontes, E. P. B., resultados ndo publicados). Além disso, esses resultados
demonstraram a obtencdo de um sistema eficiente de expresséo transiente de
genes por meio de eletroporacdo de células intactas de cotilédones de soja em

Suspensao.

45. Avaliagdo da expressdo transiente de S64 em células intactas
bombardeadas e mantidas na presenca de diferentes fontes de

carboidratos

A proteina S-64 exibe conservacdo de sequéncia com a proteina SBP
(Figura 4), previamente purificada de extratos de sementes de soja por
cromatografia de afinidade, baseando-se na sua capacidade de se ligar a sacarose
(RIPP et al., 1988). A proteina SBP tem sido detectada associada a membrana
plasmética de células ativamente comprometidas com o transporte de sacarose,
incluindo células do mesofilo de folhas jovens, células companheiras do floema e
células de cotilédones em desenvolvimento (GRIMES et al., 1992). No
cotilédone, a expressdo do gene sbp é detectada a partir de 10 dias apds o
florescimento (DAF). Entre 18-20 DAF ocorre um aumento acentuado nos niveis
dos transcritos correspondentes e que persiste durante os estadios intermediarios
de desenvolvimento, com subsequente declinio com a maturacdo da semente
(GRIMES et al., 1992). Este padréo de expressao temporal esta coordenado com
a taxa de transporte de sacarose para 0 cotilédone e sugere uma regulacdo
positiva em resposta a sacarose.

Com a finalidade de avaliar se a expressdo do gene S-64 é sensivel a
sacarose, células de soja em suspensdo foram crescidas na presenca de diferentes
fontes de carboidratos, por 48 horas, sendo 0 acimulo da proteina S-64 avaliado
por meio de "immunoblottings’ (Figura 9, controle). Um aumento significativo
no acimulo da proteina S64 foi observado em células crescidas na

presenca de



SENSO ANTI-SENSO CONTROLE

Figura 9- Expressdo transiente de S-64 em células de soja transformadas por
meio de bombardeamento (células de soja foram bombardeadas com
microparticulas de tungsténio revestidas com DNA plasmidia dos
clones pUFV51 (anti-senso) e pUFV52 (senso), sendo o controle o
DNA plasmidial de pMON921; a fonte de agucar, sacarose (linhas 3, 6
e 9), do meio 10A40N, foi substituida por glicose (linhas 2, 5 e 8) e por
manitol (linhas 1, 4 e 7) na concentragdo de 6% (p/v); as placas foram
mantidas em sala de crescimento, sob irradidncia em torno 36
mmolesm.s?, & temperatura de 28 °C e em fotoperiodo de 16 horas; 0
material foi coletado 48 horas apds o bombardeamento; as proteinas
totais foram extraidas e analisadas por SDS-PAGE, seguido por
“immunoblotting”).
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sacarose (linha 9) e glicose (linha 8), mas ndo na presenca de manitol (linha7). A
inducdo da sintese de S-64 em resposta a atas concentragcdes de sacarose sugere
gue a proteina S-64 é funcionalmente andloga a proteina SBP e, provavel mente,
esta envolvida no transporte de sacarose em células vegetais.

A expressao transiente do gene S-64 também foi avaliada em suspensoes
celulares de soja bombardeadas com genes quimeéricos, na orientacdo senso e
anti-senso. A expressdo do gene anti-senso (Figura 9, anti-senso) em células
bombardeadas néo resultou no silenciamento completo do gene endogeno
(compare linhas 4 e linha 7), mantendo-se num nivel basal de expressdo. No
entanto, a eficiéncia da expressdo do gene antisenso pode ser avaliada pela perda
da regulacéo positiva em presenca de glicose (compare linhas 5 e 8) e sacarose
(compare linhas 6 e 9) nas células bombardeadas.

A eficiéncia da expresséo transiente do gene quimérico senso pelo
método biobalistico também foi avaiada (Figura 9, senso). Céulas
bombardeadas com a construgdo senso acumularam niveis muito superiores da
proteina S-64 (linha 1) quando comparados com agueles observados em células
ndo transformadas (linha 7). Além disso, a expressdo do gene enddgeno em
células superexpressando o gene S-64 senso ndo € sensivel a presenca de sacarose
(compare linhas 2 e 8) e glicose (compare linhas 3 e 9). Esses resultados sugerem
que a concentracéo de S-64 regula sua expressdo génica e que, provavel mente,
essa proteina esta envolvida em um eficiente mecanismo de transporte de

Sacarose.

4.6. Associacgao transiente entre asproteinas BiP e S-64

A associacdo entre as proteinas BiP e S-64 foi avaliada, levando-se em

consideracdo atividades bioquimicas diferenciadas, associadas com as referidas

proteinas. A proteina BiP, como membro da familia de proteinas de choque

térmico Hsp70, tem um dominio de ligacdo a ATP e possui atividade de ATPase
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(HAAS,1994). Analises bioquimicas tém mostrado que BiP de plantas se liga a
ATP in vitro com alta afinidade e ndo se ligaa GTP (ANDERSON et al., 1994a;
FONTESet al., 1991).

Uma caracteristica bioquimicamente relevante na estrutura primaria da
proteina S-64 é a presenca da sequiéncia de aminoacidos ALAPTKKS, que difere
da sequiéncia consenso (A,G)X(4N)GK(S,T), comum a proteinas que ligam ATP
ou GTP, por apenas um aminoécido. Esta seqiiéncia consenso € considerada a
segiiéncia mais bem conservada para sitios de ligagdo de GTP ou ATP. De fato,
ensaios usando [a-**P]-GTP tém demonstrado que a proteina S-64 associa
estavelmente com este nucleotideo (Pirovani et a., resultados n&o publicados).
Além disso, a proteina S-64 possui a sequéncia NIT, localizada em seu terminal
carboxilico, que corresponde a um sitio de glicosilacdo de proteinas.

Ensaios de sedimentac&o de proteinas por afinidade, usando-se resinas de
ATP-agarose, GTP-agarose e ConA-sepharose, foram conduzidos com extratos
de proteina total preparados a partir de suspensdes celulares. A capacidade das
proteinas BiP e S64 de se ligarem a estas resinas foi avaliada por
"Immunoblottings’ das proteinas sedimentadas, usando os anticorpos anti-BiP e
anti-S64 (Figura 10). Coerente com sua atividade de ligacdo a GTP, a proteina
S-64 foi sedimentada por afinidade pela resina GTP-agarose (Figura 10A, linha
2). No entanto, apesar de BiP néo interagir com GTP, a resina GTP-agarose foi
efetiva em precipitar a proteina BiP (Figura 10B, linha 2). Provavelmente, a co-
sedimentac&o de BiP com GTP-agarose reflete uma associagéo préviaentre BiP e
proteinas que se ligam a GTP.

Uma vez que BiP exibe a atividade de ligacdo a ATP, a proteina BiP da
soja associa-se diretamente a resina ATP-agarose (Figura 10B, linha 1).
Similarmente, a proteina S-64 foi precipitada por ATP-agarose (Figura 10A,
linha 1), embora ndo se associe diretamente a este nucleotideo. A co-
sedimentacéo de S-64 com ATP-agarose sugere a existéncia de associagOes

prévias entre S-64 e proteinas que ligam a ATP, provavelmente BiP.
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Interessantemente, os dois polipeptidios imunologicamente relacionados foram

co-sedimentados por ATP-

(A) (B)
ANTI-564 ANTI-BiP
: 5 : £ 5
g 5 ] s & @
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Figura 10- Associacdo transiente entre as proteina BiP e S-64 (a proteina total
extraida de células de soja em suspensdo foi incubada, por quatro
horas, a 4°C, sob agitacdo constante, com as resinas conjugadas de
ATP-agarose, GTP-agarose e ConcanavalinaA-sepharose (ConA-
seph); as fragdes sedimentadas por centrifugacéo foram fracionadas
em SDS-PAGE, transferidas para membrana de nitrocelulose e
sondadas com anti- S64 (A) e anti-BiP (B)).
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agarose (Figura 10A, linhal), enquanto apenas S-64 se liga diretamente a GTP
(linha 2). Assim, também, ambos os polipeptidios reconhecidos por anti-S64 séo
glicosilados, conforme julgado pela capacidade de se ligarem a concanavalina A-
sepharose (Figura 10A, linha 3). No entanto, apesar de BiP néo ser glicoproteina,
aproteina BiP da sojafoi co-sedimentada por ConA-sepharose (Figura 10B, linha
3). Coletivamente, estes resultados sugerem que a proteina BiP interage com S
64. Evidéncias mais diretas foram fornecidas por meio de ensaios de co-
imunoprecipitagdo, usando anticorpos contra BiP e contra S-64 (dados néo
mostrados).

Tem sido demonstrado que interagdes mediadas por chaperones
moleculares sdo mais estaveis com proteinas anormais, incapazes de se dobrarem
corretamente (GETHING et al., 1986). Associacbes entre a proteina BiP e
proteinas recém-sintetizadas séo transientes, porque BiP se dissocia t&o logo a
proteina adquire sua conformagdo funcional. Associacdes "permanentes’ entre
BiP e proteinas secretorias refletem a falha desses polipeptidios de se dobrarem
corretamente, sendo retidas no RE (BOLE et al., 1989; GETHING et al., 1986).
Assim sendo, uma maneira de aumentar a estabilidade do complexo BiP.S-64
seria promover, intencionalmente, mutagbes na proteina S-64 que
impossibilitassem o seu dobramento correto. Tem sido demonstrado que agentes
quimicos que impedem a glicosilagdo de proteinas no RE promovem um acumulo
de BiP e previnem o dobramento correto de proteinas anormais.
Conseglientemente, mutagdes no sitio de glicosilacdo de S-64 seriam t&o efetivas,
com vantagens de direcionar interacOes especificas mais estaveis entre as
proteinas BiP e S-64. Dessa forma, o sitio de glicosilagdo de S-64 foi mutado
pela conversdo dos aminoacidos NIT para Gll. A obtencdo de S-64 mutante e um
sistema eficiente de expressdo transiente de genes exogenos em suspensoes
celulares de soja fornecem um meio eficiente para deteccdo de associagOes mais
estaveis entre S-64 e BiP, o que possibilitara a caracterizag&o bioquimica dessas

interacoes.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O clone pUFVS64 foi, inicidmente, isolado de uma biblioteca de
expressao de soja, usando anticorpos contra fragdes microssomais da semente, e
selecionado para caracterizacdo molecular, com base na sua expressdo semente-
especifica e na abundancia dos transcritos correspondentes. O clone codifica para
uma proteina de 496 aminoacidos e massa molecular de 64 kDa. A estrutura
primdria deduzida para a proteina S-64 apresenta uma seqiéncia consenso para
glicosilacdo, localizada no terminal carboxilico, e um sitio de associagdo com
nucleotideos, ATP ou GTP. A andlise de hidrofobicidade da proteina deduzida
revelou a presenca de uma sequiiéncia altamente hidrofébica no terminal amino,
gue constitui um peptidio sinal em potencial. A analise comparativa de estrutura
primaria revelou algumas regides de conservacdo moderada entre S-64 e diversas
proteinas de reserva de leguminosas e globulinas de cereais. No entanto, a
proteina S-64 exibe conservacdo de seqiiéncia de 85% com SBP, uma proteina de
membrana que se liga a sacarose em plantas. Com essas caracteristicas, S-64 se
mostrou um substrato em potencial para estudos de interagdes entre a proteina BiP

e as proteinas secretdrias da soja.
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Uma vez que suspensdes celulares mantém, eficientemente, a maquinaria
funcional de biossintese e processamento de proteinas, suspensdes embriogénicas
de soja foram utilizadas como um sistema eficiente de expresséo transiente de
genes por meio de eletroporagdo e bombardeamento. Com o objetivo de
superexpressar ou suprimir a proteina S-64 em suspensdo celular de soja, a
segiiéncia codificadora de S-64 foi clonada em pMON921, na orientagdo anti-
senso (pUFV51) e na orientagéo senso (pUFV52). A expresséo transiente do gene
quimérico S-64 introduzido por eletroporacdo foi detectada a partir de 24 horas, e
0 acumulo da proteina persistiu por 48 e 72 horas apds a eletroporagdo. A
eficiéncia de expressdo transiente do gene quimerico S-64 foi confirmada pelo
aumento significativo do acimulo de S-64 em células eetroporadas, quando
comparado com 0 acumulo dessa proteina em células ndo-el etroporadas.

Ensaios em suspensdes celulares, na presenca de diferentes fontes de
carboidratos, demonstraram que 0 gene S-64 € induzido ou reprimido em resposta
a sacarose. Esse padr&o de expressdo génica € consistente com o envolvimento de
S-64 no transporte de sacarose. A eficiéncia da expressao transiente do gene S-64
também foi avaliada em suspensdes celulares de soja bombardeadas com genes
quiméricos, nas orientagdo Senso e anti-senso. A expressao do gene anti-senso em
células bombardeadas n&o resultou no silenciamento completo do gene endogeno,
mantendo-se um nivel basal de expresséo. A eficiéncia da expressao do gene anti-
senso pode ser avaliada pela perda da regulacdo positiva em presenca de glicose e
sacarose. A eficiéncia da expressdo transiente do gene quimérico senso pelo
método biobalistico mostra um acimulo em niveis muito superiores da proteina S-
64 quando comparados com aqueles observados em células n&o transformadas.
Além disso, a expressdo do gene enddgeno em células superexpressando 0 gene
S-64 senso ndo é sensivel a presenca de sacarose e glicose. Estes resultados
sugerem que a concentracdo de S-64 regula sua expresséo génica e que,
provavelmente, esta proteina esta envolvida em um eficiente mecanismo de

transporte de sacarose.
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A interac&o entre as proteinas BiP e S-64 foi avaliada por meio de ensaios
de sedimentag&o por afinidade, usando-se resinas de ATP-agarose, GTP-agarose e
ConA-sepharose e extratos de proteina total de suspensdes celulares. Coerente
com sua atividade de ligacdo a ATP, a proteina BiP foi precipitada pela resina
ATP-agarose. No entanto, embora BiP ndo se associe diretamente com GTP e
concanavalina A, as resinas de GTP-agarose e ConA-sepharose foram eficientes
em co-sedimentar a proteina BiP. Por ser uma glicoproteina que seligaa GTP, foi
demonstrado que a proteina S-64 se associa diretamente a GTP-agarose e ConA-
sepharose. Porém, apesar de ndo exibir atividade de ligacdo a ATP, aresina ATP-
agarose foi eficiente em co-sedimentar S-64. Coletivamente, esses resultados de
co-sedimentacéo indireta de BiP e S-64 sugerem que a proteina S-64 forma um
complexo com a proteina BiP, provavelmente durante o processo de dobramento
no RE.
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