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RESUMO

VALENTE, Maria Anete Santana, M.S., Universidade Federal de Vigcosa, julho
de 2004. Correlagcdo entre as concentracdes de BiP e de Proteinas de
Reserva em Sementes de Soja. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes. Conselheiros: Maurilio Alves Moreira e Sonia Madali Boseja
Carolino

O dobramento de proteinas secretérias no Ilumen do reticulo
endoplasmatico é altamente facilitado por chaperones moleculares. A proteina
BiP € um dos chaperones mais bem caracterizados residentes do RE. BiP tem
demonstrado ser um modulador multifuncional de varios processos que
ocorrem no reticulo endoplasmatico. Essa proteina auxilia no dobramento e
enovelamento das cadeias polipeptidicas nascentes e exerce papel no controle
de qualidade do RE, reconhecendo e direcionando proteinas incorretamente
dobradas para degradacdo. Também funciona como um sensor da via de
resposta a proteinas incorretamente enovelada (UPR), regulando indiretamente
a atividade da cinase elF-2 e a sua propria expressdo. As proteinas de reserva
sdo sintetizadas em ribossomos associados a membrana do reticulo
endoplasmatico, sendo co-traducionalmente translocadas para o limen do RE,
onde podem permanecer associadas em corpos protéicos ou ser
transportadas, via complexo de Golgi, para vacuolos de proteinas de reserva.

Evidéncias na literatura indicam que BiP associa-se com proteinas de reserva
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in vitro, e seu acumulo nas sementes estd coordenado com a sintese de
proteinas de reserva. Nesta investigacao, foram analisados o nivel de BiP nos
diferentes estadios de desenvolvimento de sementes de soja e a correlacédo
entre as concentracdes de BiP e de proteinas de reserva de sementes. Para
isso, utilizaram-se sementes de soja das variedades CAC-1 e CC3 com
diferentes teores de proteina, determinados pelo método Kjeldahl. BiP
acumulou-se predominantemente nos estadios iniciais de desenvolvimento das
sementes, coincidindo com a sintese ativa de proteinas de reserva. O acumulo
temporal de BIiP foi significativamente superior nas sementes CC3 que
apresentam maior teor protéico. A capacidade de BiP associar-se a proteinas
de reserva foi funcionalmente avaliada por meio do sistema duplo hibrido. Este
ensaio demonstrou que BiP interage eficientemente com a subunidade [ de (-
conglicinina em leveduras. A partir desses resultados, surgiu a hipétese de que
um aumento da expressao de BiP poderia resultar em elevacdo do teor de
proteina das sementes. O efeito da superexpressao da proteina BiP no teor de
proteina total foi diretamente avaliado em sementes de Nicotiana tabacum
transgénicas (geracdo T4) superexpressando o gene BiP da soja. Embora o
nivel de BiP nas sementes transgénicas, detectado por immunoblotting e
quantificado por densitometria, tenha sido maior nas linhagens transgénicas
senso em relacao as controle e anti-senso, a superproducao constitutiva de BiP
nao foi correlacionada diretamente com o aumento do teor protéico,
determinado pelo método Kjeldahl. Esses resultados sugerem que a
capacidade de processamento do reticulo endoplasmatico em tabaco durante o
desenvolvimento da semente ndo constitui o fator limitante do processo de

sintese e acumulo de proteinas de reserva.
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ABSTRACT

VALENTE, Maria Anete Santana, M. S., Universidade Federal de Vicosa, July
2004. Correlation between BiP and soybean seeds storage proteins
accumulation concentration. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.
Committee members: Maurilio Alves Moreira e S6nia Madali Boseja Carolino

The folding of secretory proteins within the lumen of the endoplasmic
reticulum (ER) is greatly facilitated by molecular chaperones. The binding
protein BiP is one of the best characterized ER-resident molecular chaperones.
In mammalian cells, BiP has been demonstrated to serve as a multifunctional
modulator of various ER-supported processes including regulation of elF-2
kinase and mRNA translation, regulation of BiP expression, and the catalysis of
protein folding, as well as, potentially, the targeting of misfolded proteins for
degradation. The storage proteins from soybean are synthesized in ER
membrane-bound polyribosomes and through a Golgi-mediated translocation
are deposited into specialized vacuoles, designated protein bodies. We have
previously demonstrated that BiP associated detectably with storage proteins in
vitro and the efficiency of BiP synthesis correlated with the accumulation of
seed storage protein, such that soybean cultivars that exhibited a greater
content of storage proteins also accumulated higher levels of BiP. In this
investigation, we further analyzed the synthesis of soybean BiP during seed

development and the naturally occurring correlation between the content of BiP



and seed storage proteins. Immunoblottings of total protein extracts from CAC1
(normal protein content) and CC3 (high protein content) cultivars demonstrated
that, during the seed development, BiP accumulates to high levels at
developmental stages that coincide with the onset of active storage protein
synthesis. We further characterized the association of BiP and b-conglycinin
storage proteins though the two-hybrid system. In order to understand whether
an increase in BiP levels would promote a concomitant increase in seed storage
protein accumulation, we obtained tobacco transgenic seeds-overexpressing a
soybean BiP gene. The effect of BiP overexpression on total protein
accumulation was directly evaluated in Nicotiana tabacum homozygous
transgenic seeds (T3 generation). The BiP protein levels detected in the
transgenic seeds were significantly higher than those of wild type and antisense
BiP-transformed seeds. Nevertheless, total protein from seeds-overexpressing
BiP, as determined by Kjeldahl, did not differ significantly from that of wild type
and antisense seeds. These results suggest, although do not prove, that the
capacity of ER processing during seed development does not constitute a rate

limiting process for storage protein synthesis and accumulation.



1. INTRODUCAO

Avancos recentes no isolamento de genes, na transformacao de plantas
e na engenharia genética tém sido amplamente empregados, buscando alterar
vias metabdlicas em plantas por modificagdes em Unicos ou mdultiplos genes.
Muitas dessas modificacbes no metabolismo de plantas séo direcionadas com
o propésito de aumentar o valor nutricional dos alimentos e melhorar os niveis
primarios de metabdlitos essenciais. A expectativa da crescente lista de
metabdlitos torna-se cada vez maior apés novas descobertas na nutricdo,
medicina e ciéncias (GALILI et al., 2002). Assim, utilizando-se técnicas
disponibilizadas pela biologia molecular é possivel obter alimentos com melhor
perfil nutricional.

O reticulo endoplasmatico € uma organela composta por uma membrana
continua, onde ocorrem a sintese, o enovelamento e a maturacao de proteinas
secretorias, bem como a translocacao de proteinas através de sua membrana,
a integracao de proteinas transmembranas, a sintese de fosfolipidios e esterdis
e a estocagem de ions de calcio (VOELTZ et al., 2002). O reticulo
endoplasmatico também possui um mecanismo de controle de qualidade que
discrimina proteinas corretamente dobradas de proteinas anormais, incapazes
de adquirirem uma conformacdo nativa e funcional. Este mecanismo impede
que as proteinas anormais prossigam pela via secretora e assegura que
apenas proteinas funcionais alcancem seu destino final (ODA et al., 2003),

sendo esses processos auxiliados e monitorados por chaperones moleculares.
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A proteina BiP, também denominada GRP78 (HAAS E MEO, 1988), é
um dos chaperones moleculares do reticulo endoplasmatico mais bem
caracterizados (DENECKE, 1996) que associa-se a polipeptidios recém-
sintetizados para assistir 0 enovelamento correto e a oligomerizacdo de
proteinas secretérias. BiP é claramente uma proteina multifuncional (PILLON E
SCHEKMAN 1999), exercendo importante papel na translocacédo de proteinas
recém-sintetizadas, através da membrana do reticulo endoplasmético
(GEHTING, 1999). BiP é capaz de ligar-se a cadeias polipeptidicas na
conformacédo estendida, reconhecendo preferencialmente peptideos com alto
contetdo de residuos hidrofobicos (BLOND-ELGUINDI et al., 1993).

Embora a capacidade de interacdo entre BiP e proteinas de reserva ja
tenha sido demonstrada, o papel de BiP na sintese e acumulo de proteinas de
reserva em sementes ainda ndo esté totalmente esclarecido. Este trabalho teve
como objetivo primordial analisar o efeito da atividade de chaperone molecular
de BiP na sintese e acumulo de proteinas de reserva das sementes de soja e
de tabaco. Nesse sentido, propds-se avaliar especificamente o nivel de BiP e o
acumulo de proteinas de reserva durante diferentes estadios de
desenvolvimento, demonstrar a interacdo entre BiP e proteina de reserva e
avaliar se a atividade de BiP esta diretamente correlacionada com o acumulo

de proteinas de reserva de sementes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Acimulo de BiP no desenvolvimento de sementes

As proteinas secretérias sao co-traducionalmente transportadas para o
[limen do reticulo endoplasmatico. Imediatamente apdés a entrada nessa
organela, os polipeptideos nascentes podem sofrer uma série de
processamentos poés-traducionais, como incluem adicdo covalente de
carboidratos e clivagem por enzimas proteoliticas; enovelamento nas estruturas
secundarias e terciarias apropriadas, as quais sdo estabilizadas por ligacdes
dissulfidicas; e, em alguns casos, aquisicdo de estruturas quaterndrias em
complexos multiméricos (YANJUN et al.,, 2003). O reticulo endoplasmético
também possui um mecanismo de controle de qualidade que discrimina
proteinas corretamente dobradas das proteinas incorretamente dobradas. Esse
mecanismo assegura que somente proteinas corretamente dobradas e
montadas prossigam para seu destino final (ODA et al., 2003). Estes processos
sdo auxiliados e monitorados por chaperones do reticulo endoplasmatico,
dentre os quais BiP exerce funcédo de destaque.

BiP é uma proteina de 78 kDa, pertencente a familia dos chaperones
Hsp70 (HAAS E MEO, 1988) sendo um dos chaperones mais bem
caracterizados do reticulo endoplasmatico (DENECKE, 1996). Como as outras
proteinas Hsp70, BiP tem dois dominios importantes, um amino-terminal, que

contém um sitio catalitico, e um de ligacdo ao substrato no carboxi-terminal da



proteina (MCKAY, 1993). Esses dominios comunicam-se para regular
afinidade e tempo de ligacdo a polipeptideos (KNARR, et al.,, 1995). BiP
interage com seus substratos de maneira dependente de ATP (KNARR et al.,
2002). Assim que os polipeptideos recém-sintetizados sao translocados para o
limen do reticulo endoplasmatico, BiP é capaz de ligar-se e manter um estado
competente para subsequente dobramento e oligomerizacdo (GEHTING,
1999). BiP liga-se a cadeias polipeptidicas na conformacdo estendida,
reconhecendo preferencialmente peptideos com alto conteddo de residuos
hidrofébicos. A extensdo minima de um polipeptideo reconhecido por BiP foi
um heptapeptideo, com residuos hidrofobicos presentes em pelo menos quatro
posicoes alternadas (BLOND-ELGUINDI et al., 1993).

BiP é uma proteina multifuncional, envolvida na regulacao de diversos
processos celulares associados ao reticulo endoplasmatico (PILLON E
SCHEKMAN 1999; NGUYEN et al. 1991). Além de participar no enovelamento
de cadeias polipeptidicas nascentes, BiP auxilia a translocacéo dessas cadeias
polipeptidicas para o limen do reticulo endoplasmético e funciona como um
vedante do translocon durante os estagios iniciais de translocagcédo protéica.
Dessa forma, a barreira de permeabilidade entre o reticulo endoplasmético e o
citosol é conservada, e o nivel de calcio consequentemente € mantido
(HAMMAN et al., 1998; HAIGH E JOHNSON, 2002), posicionando BiP em um
local estratégico para ligar-se a cadeias nascentes assim que entram no
reticulo endoplasmatico (SANDERS et al., 1992). BiP também exerce uma
funcdo importante no controle de qualidade dessa organela. Proteinas
anormais e incapazes de adquirirem a conformacdo nativa e funcional s&o
reconhecidas pelo controle de qualidade do reticulo endoplasmético e
enderecadas para degradacédo, prevenindo seu acumulo no limen da organela
evitando, assim, a formacdo de agregados insolUveis que podem tornar-se
toxicos para a célula. Este mecanismo de turnover € denominado degradacéao
associada ao reticulo endoplasmatico (ERAD) (HAMPTON, 2002), no qual BiP
estd diretamente envolvido, auxiliando na identificacdo e enderecamento
destes substratos para degradacdao (MOLINARI et al., 2002).

O tempo de interacdo entre BiP e uma proteina defeituosa tem sido
relacionado a estabilidade desta proteina. Sugere-se que a exposicao de

regides ndo dobradas de proteinas liberadas de interacées com chaperones
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pode regular o enderecamento destas para degradacao (SKOWRONEK et al.,
1998). BiP também funciona como sensor da via UPR, sendo capaz de induzir
a ativacao transcricional dos genes envolvidos nesta via, provendo respostas
para garantir a sobrevivéncia celular (LIU E KAUFMAN, 2003).

O acumulo de BIP esta associado ao momento de sintese das proteinas
de reserva. Durante o desenvolvimento dos corpos protéicos de prolamina, a
proteina BiP foi detectada em todos os estagios de desenvolvimento, havendo
maior concentracao nos estadios iniciais e, entdo, decréscimo gradual até a
semente atingir sua maturidade (MUENCH et al., 1997). Similarmente, o
acumulo de BiP em cotilédones de soja é mais acentuado durante os estadios
iniciais de desenvolvimento das sementes (KALINSKI et al., 1995). Uma
relacao entre o nivel de BiP e o teor de proteinas de reserva do glaten, durante
o desenvolvimento do endosperma, ja foi também constatada (DUPONT et al.,
1998), em que, assim como confirmado no trigo, BiP apresentou acumulo
superior nos estagios iniciais de desenvolvimento e reduzido nos estagios mais
avancados (SHIMONINI et al., 1995). Além disso, foi demonstrado existir uma
tendéncia de correlacdo positiva entre o acumulo de BiP e o teor de proteina
total acumulada em diferentes variedades de sementes de soja (CAROLINO,
1997).

BiP é capaz de interagir com uma grande variedade de ligantes,
incluindo diversas proteinas secretérias (SHUSTA et al., 1998). Para isso,
ensaios funcionais foram estabelecidos, usando essas proteinas, para testar a
atividade de BIiP in vivo em células de tabaco. Uma reducdo na sintese de
proteinas foi observada durante tratamento com tunicamicina. Esse efeito foi
resultante da deplecdo de BiP no reticulo endoplasméatico, sendo a co-
expressao de BiP capaz de restaurar eficientemente a sintese em condi¢des de
estresse (LEBORGNE-CASTEL et al., 1999). O restabelecimento é observado
nas proteinas, o que indica que BiP esta envolvido nos passos iniciais da
sintese de proteinas no reticulo endoplasmatico (VITALE E DENECKE, 1999).

Plantas transgénicas superexpressando BiP mostraram um aumento
significativo no nivel do mRNA de BiP, entretanto o aumento no nivel dessa
proteina BiP foi modesto (LEBORGNE-CASTEL et al. 1999). Esse aumento
diferencial no acumulo do mRNA de BiP e proteina sugere que mecanismos

pos-traducionais podem regular a sintese de BiP em células de plantas.
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2.2. Proteinas de reserva de sementes

As proteinas de reserva sdo particularmente importantes porque
determinam ndo somente o teor de proteina total contido nas sementes, mas
também a composicdo aminoacidica (SHEWRY et al., 1995). A qualidade
nutricional de algumas plantas tem sido recentemente aprimorada por meio de
expressdo de genes responsaveis por codificar a superexpressdo dos
aminodacidos lisina ou mesmo metionina (GALILI et al. 2002). Esta estratégia
tem sido efetiva para melhoria do perfil nutricional destes aminoacidos
limitantes na composicdo aminoacidica das proteinas de reserva, e
consequientemente, eleva o teor de proteinas totais acumulado é aumentado.
Altos niveis de aminoacidos essenciais em tecidos de sementes resultam em
um aumento da qualidade nutricional das proteinas de reserva da semente
(MOLVIG et al., 1997, MUNTZ et al. 1998). O aumento do teor protéico, sem
superexpressar um aminoacido especifico, leva ao aumento proporcional na
composicdo de todos os aminoacidos, mantendo a proporcdo original entre
estes.

A classificacdo de proteinas dos graos foi desenvolvida por Osbhorne
(1924), com base na sua solubilidade em uma série de solventes. S&o
proteinas de reserva,em sua maioria, albuminas, globulinas e prolaminas.
Apesar de o fracionamento proposto por Osborne ser ainda o mais utilizado,
atualmente as proteinas de sementes sao classificadas com base funcional nos
seguintes grupos: proteinas de reserva, proteinas estruturais e metabdlicas e
proteinas de defesa (SHEWRY E HALFORD, 2002).

As globulinas sao facilmente soluveis em solucdes salinas e sdo pouco
sollveis em agua. Essas proteinas sdo geralmente de alto peso molecular e
tém coeficiente de sedimentacgéo variando de 7 a 13 S (DERBYSHIRE et al.,
1976). As globulinas 7S, que possuem coeficiente de sedimentacdo em torno
de 7, apresentam, além de homologia das sequéncias, estruturas
tridimensionais e propriedades similares (KRIZ, 1999). Sao estocadas em
corpos protéicos e parecem funcionar somente como proteinas de reserva.
Contudo, elas nao sdo necessarias para o funcionamento normal das sementes
(KRIZ E WALLACE, 1991). As globulinas 11 S, com um coeficiente de

sedimentacdo por volta de 11, sdo menos sollveis em solucdes salinas



(SHOTWELL, 1999; TAKAIWA et al., 1999) e capazes de formar uma estrutura
hexamérica (SINGH et al., 1988).

As prolaminas constituem grande parte das proteinas de reserva dos
grdos. Embora tenham sido definidas como sollveis em &lcool, algumas
também ocorrem em polimeros insollUveis em alcool em seu estado reduzido.
Sdo0 muito mais varidveis em estrutura do que as globulinas (SHEWRY E
TATHAN, 1998).

As albuminas, solGveis em agua, possuem coeficiente de sedimentacéo
em torno de 2 (YOULE E HUANG, 1981). Apesar das diferengcas em suas
subunidades estruturais, todas as albuminas 2 S sdo proteinas globulares
compactas com residuos de cisteina conservados (MENENDEZ-ARIAS et al.,
1987).

Apesar de todas as proteinas de reserva de sementes apresentarem
uma variacdo ampla de estruturas, elas possuem muitas propriedades em
comum, como altos niveis de sintese em tecidos especificos e em certos
estadios de desenvolvimento e armazenamento em depodsitos discretos
denominados corpos protéicos, nas sementes maduras (SHEWRY et al., 1995).
As proteinas de reserva acumulam-se principalmente nos vacuolos de
proteinas de reserva e como corpos protéicos originados diretamente do
reticulo endoplasmatico. A sintese de proteinas de reserva e a formacao de
vacuolos especializados ocorrem ap0Os divisdo celular completa seguida do
crescimento adicional por expansdo celular e acumulo de substancias de
reserva (THOMAS, 1993; NIELSEN et al., 1997; SHEWRY E TATHAN, 1998;
MARTY, 1999). Os corpos protéicos formam-se em consequéncia do
desenvolvimento de eventos regulados que induzem a sintese de proteinas de
reserva em organelas especificas (BOLLINI E CHISPEELS, 1979, revisados
por CHISPEELS, 1991).

As proteinas de reserva séo inicialmente sintetizadas na superficie das
membranas do reticulo endoplasmatico e co-traducionalmente transportadas
para o lumen do reticulo endoplasmatico, onde podem permanecer ou serem
transportadas via complexo de Golgi para os vacuolos de proteinas de reserva
(VITALE E DENECKE, 1999).

As globulinas 7 S e 11 S e outras proteinas de reserva formam dimeros,

trimeros e tetrameros no limen do reticulo endoplasmatico logo apds a sintese
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(CHISPEELS ET AL., 1982A, 1982B; CERIOTTI et al., 1995). Oligdmeros das
globulinas 7 S e 11 S sao solluveis e transportados através do sistema de
endomembranas, via complexo de Golgi, para vacuolos de proteinas de
reserva. Em contraste, as prolaminas geralmente formam grandes agregados
oligoméricos no reticulo endoplasmatico (LI et al., 1993a e 1993b).

Os corpos protéicos podem ser sequestrados em pro-vacuolos que
eventualmente se fundem formando um ou mais de um grande vacuolo central
contendo grande acumulo de proteinas (LEVANONY et al. 1992; GALILI et al.,
1993). Existem duas rotas em que 0S corpos protéicos seguem para vacuolos.
Uma envolve o transporte de proteinas através do complexo de Golgi por meio
de vesiculas que podem ser sequestradas em pro-vacuolos que se fundem
formando um ou mais de um grande vacuolo central (SANDERFOOT E
RAIKHEL, 1999). A outra pode ser particularmente alternativa para proteinas
de reserva e ocorre por autofagia (ROBINSON et al., 1998). Autofagia € a rota
primaria pela qual células vegetais dispem de constituintes citoplaméticos e
materiais internalizados do espaco extracelular por endossomos
multivesiculares (revisado por HERMAN, 1994; ROBINSON et al., 1998). Em
alguns vegetais, autofagia € também usada para acumular proteinas de
reserva, nao passando pelo mecanismo de etiquetamento mediado pelo
Complexo de Golgi e pelo transporte para vacuolo (LEVANONY et al., 1992)

As principais proteinas de reserva da soja sdo [J-conglicinina e glicinina
qgue correspondem as globulinas 7 S e 11 S, respectivamente, e representam
em torno de 70% do total de proteinas de reserva (DERBYSHIRE et al. 1976;
SHEWRY et al., 1995). Os polipeptidios constituintes da glicinina e [-
conglicinina diferem em seus conteldos de metionina, sendo estes mais altos
na fracdo 11 S que na fracdo 7 S (MOREIRA et al. 1979, COATES et al. 1985).
Além disso, tanto a fracdo 7 S quanto a fracdo 11 S sdo constituidas de
subunidade protéicas, os polipeptidicos, que também diferem em seus
conteudos de metionina (MEDEIROS, 1982; MOREIRA et al., 1979). U-
conglicinina é uma proteina trimérica, composta por 3 subunidades, O’ (76
kDa), [0 (72 kDa) e O (53 kDa). Cada subunidade é processada durante a
biossintese por modificacdes co-traducionais e pés-traducionais (LADIN et al.,
1987; UTSUMI, 1987). Todas subunidades de [-conglicinina sao glicosiladas, e

as subunidades a’ e a sdo processadas nas regides amino-terminais (UTSUMI,

8



1987; DOYLE et al., 1986). Essas subunidades a’ e a possuem dois e trés
residuos de metionina, respectivamente, enquanto a subunidade b ndo possui
esse aminoacido (COATES et al. 1985).

Glicinina é uma proteina hexamérica. Suas subunidades sdo compostas
por polipeptidios acidos (Ala, Alb, A2, A3, A4, A5) e bésicos (Bla, Blb, B2,
B3, B4) unidos por ligacdes dissulfidicas e ndo glicosilados. A homologia das
sequéncias entre subunidades de um mesmo grupo esta em torno de 90%,
mas quando membros de grupos diferentes sdo comparados, esta apresenta
somente 50% de (NIELSEN, 1989).

2.3. Interagao entre BiP e proteinas de reserva de sementes

Existem diferentes classes de chaperones moleculares, incluindo as
chaperoninas, as proteinas de choque térmico (Hsp) da familia Hsp70 e
Hsp110 e as Hsps de baixo peso molecular (BOSTON et al., 1996). A funcao
essencial do chaperone molecular é prevenir a formacdo de estruturas
incorretamente dobradas (HARTL, 1996). Como um membro da familia Hsp70,
a atividade chaperone de BiP tem sido elucidada em diversos sistemas
(VITALE et al., 1993).

BiP transientemente liga-se a polipeptidios no l[imen do reticulo
endoplasmético e aumenta a eficiéncia de dobramento e montagem adequada
de proteinas, desfavorecendo a formacdo de agregados irreversiveis dos
intermediarios da via de dobramento de proteinas no reticulo endoplasmatico
(GETHING, 1999). BiP também exerce papel fundamental no reconhecimento
de proteinas incorretamente dobradas e associa-se permanentemente a elas,
formando complexos estaveis que serdo reconhecidos pelo sistema proteolitico
da célula (HURTLEY et al., 1989). E capaz de interagir mais extensivamente
com esses polipeptidios defeituosos estruturalmente, exercendo um papel
chave na sua retro-translocacéo para o citosol. Assim, BiP evita a agregacéao
daquelas proteinas defeituosas no interior do reticulo endoplasmatico,
provavelmente facilitando sua retro-translocacdo através de pequenos poros
(NISHIKAWA et al.,, 2001), embora possa tornar-se parte de agregados
estdveis quando a sintese massiva de proteinas maldobradas acontece
(SPARVOLI et al., 2000).



A sintese de uma forma variante de uma proteina de reserva do tipo
zeinas, no mutante floury-2, que contém uma sequéncia sinal ndo-clivavel, esta
associada com o aumento no acumulo de BiP (BOSTON et al., 1991; Fontes et
al., 1991). Uma vez que o transporte intracelular de proteinas depende da
agquisicao de estruturas terciarias e quaternarias corretas, BiP tem sido descrito
como importante componente de funcdo constitutiva do reticulo endoplasmatico
(HURTLEY et al. 1989).

A associacao de BiP com proteinas de reserva tem sido demonstrada in
vivo. BiP associa-se transientemente com mondmeros de faseolina (a proteina
de reserva 7 S comum do feijdo) de maneira sensivel a ATP, mas ndo com os
trimeros de faseolina que aguardam exportacdo do reticulo endoplasmatico
(VITALE et al., 1995). Entdo, somente mondmeros de faseolina servem como
ligantes de BIP. Similarmente, faseolinas mutantes incapazes de se
oligomerizarem em trimeros mostraram prolongada interacdo com BiP no
reticulo endoplasmaético antes de serem degradadas pelo controle de qualidade
(PEDRAZZINI et al., 1997; FRIGERIO et al., 2001b). Essa interacdo estavel
mostra que sitios de ligacdo a BiP, normalmente ocultos nos trimeros,
encontravam-se expostos nos mondmeros com dobramento defeituoso
(OMBRETTA, 2003). Outras formas recém sintetizadas de proteinas de reserva
de feijdo sdo também encontradas em associagcdo com BiP de modo
dependente de ATP.

Prolaminas de arroz, como de milho, formam corpos protéicos que se
acumulam no reticulo endoplasmaético. BiP associa-se com as prolaminas que
emergem dentro do limem do reticulo endoplasmético quando estas ainda
encontram-se associadas aos ribossomos e quando estdo na superficie dos
corpos protéicos formados (LI, 1993; MUENCH et al., 1997). Somente quando
0os polipeptidios de prolaminas sao totalmente incorporados em corpos
protéicos € que seus sitios de ligacdo a BiP sao cancelados. Em soja, a
associacao de BiP com [-conglicinina e subsequente montagem do complexo
trimérico das subunidades de [J-conglicinina ocorrem com alta eficiéncia
(FONTES et al.,, 1996). Tem sido demonstrado que a oligomerizacdo de
glicininas in vitro é dependente de ATP e da presenca de chaperones
moleculares (NAM et al., 1997).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Para analise do acumulo de BIiP, foram utilizadas sementes das
linhagens transgénicas de Nicotiana tabacum L. cv. Havana homozigotas,
expressando um gene BIP de soja nas orientagfes senso [T3-35S-BiPS7.2 (I,
IV, VII), T3-35S-BiPS1.1 (Il, VII)] e anti-senso [T3-35S-BiPAS3.2 (lIl)], bem
como sementes controle de plantas ndo transformadas. Sementes da
variedade CAC-1 de soja que apresentam teor protéico normal e sementes das
isolinhas CC3 PTA 198 com teor protéico maior também foram usadas. Foram
coletadas 5 amostras de cada variedade em cada estadio de desenvolvimento..
A coleta e a classificacdo das 5 amostras distintas foram feitas com base no
peso da semente: até 75 mg, estadio 1; de 76 a 150 mg, estadio 2; de 151 a
225 mg, estadio 3; de 226 a 300 mg, estadio 4; de 301 a 375 mg, estadio 5; de
376 a 450 mg, estadio 6; e semente madura, estadio 7 (LANNA, 2002). Para a
classificacdo, foi utilizada balanca analitica. O material vegetal, depois de
coletado e classificado foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e

armazenado em freezer a -80 °C até o processamento das amostras.
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3.2. Expressao e purificacdo da proteina BiP recombinante

O clone pUFV 293, contendo a regido codificadora de BiP em pET16b
sob o controle do promotor da T; RNA polimerase, foi obtido previamente
(BUZELI et al., 2002). A expressdo da proteina BiP foi conduzida em
Escherichia coli BL21(DE3), que contém um gene da T7; RNA polimerase sob o
controle do promotor lac (NOVAGEN). A inducdo da sintese das proteinas
recombinantes com IPTG, em meio de cultura, foi conduzida conforme as
recomendacdes do pET System Manual (NOVAGEN). Células de Escherichia
coli expressando a proteina BiP inteira, pUFV 293, foram crescidas a 30 °C, em
meio LB contendo ampicilina 50 ngL™, até atingirem Agoonm 0,6 a 0,8, quando
foram submetidas a inducdo com IPTG 0,5 mM, por quatro horas. Como
controle, foi utilizada a estirpe de Escherichia coli BL21(DE3) ndo transformada.

Para obtencdo dos extratos de proteinas totais, solaveis e insolaveis, foram
utilizados 5 mL de cultura das células. Destes, 1 mL foi centrifugado a 10000 x
g por 1 min a 4 °C. O pélete foi ressuspendido em 100 ni de PBS (tampé&o
fosfato salino), ao qual foram adicionados 100 ni. de tamp&o da amostra-SDS
2X (LAEMMLLI, 1970). Em seguida foi sonicado sob gelo em amplitude entre
60 e 80, Pulser (>6), por trés vezes e correspondeu ao extrato contendo a
proteina total. Os 4 mL de células previamente separados foram centrifugados
a 6500 x g por 15 min a 4°C. O pélete foi ressuspendido em 500 ni de tampé&o
de extragdo (Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 2 mM) e incubado a 30 °C por 15
min, depois de adicionados 0,1 mg.mL™" de lisozima Triton x-100 (0,1%) (v/v)
seguindo-se ultrassonicacao por trés vezes e centrifugacao a 12000 x g por 15
min a 4 °C. O sobrenadante corresponde a fracao sollivel. A fracdo insolGvel foi
obtida ressuspendendo-se o pélete em 100 i de tampédo da amostra SDS. Os
trés extratos foram utilizados como amostra para o desenvolvimento de SDS-
PAGE (LAEMMLLI, 1970).

A purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade
foi realizada seguindo-se basicamente as recomendacfes do fabricante
(NOVAGEN). As células induzidas com IPTG (isopropil-L-
thiogalactopyranosideo), a partir de 500 mL de cultura, foram coletadas por
centrifugacao a 5.000 x g, por 5 min, e ressuspendidas em 5 mL de tampé&o de
ligacdo (Tris-HCI 40 mM, pH 7,9, Imidazol 5 mM, NaCl 0,5 mM) adicionado de
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PMSF (fenilmetilsulfonilfluorido) 1 mM. As células foram rompidas
mecanicamente por ultrassonicacdo em Ultrassonic Homogenizer 4710 Series
(COLE PARMER), seguindo-se incubacédo no gelo por 1 h e centrifugacdo a
39.000 x g por 20 min. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 nm e
aplicado em coluna de cromatografia contendo a resina Chelating Sepharose
(Pharmacia) ativada por Ni*".

Para empacotamento da coluna cromatografica, a resina Chelating
Sepharose (Pharmacia), quelante de metais, foi homogeneizada por inverséo
e, em seguida, 3mL empacotada por gravidade em uma coluna de polipropileno
(10 x 0,5 cm). Apés a drenagem do etanol 20% (p/v), a resina foi lavada com 3
volumes de H,O deionizada e equilibrada com 5 volumes de tamp&o de troca
(NiSO4 50 mM), seguido de 3 volumes de tampéo de ligacao (Tris-HCI 40 mM,
pH 7,9, Imidazol 5 mM, NaCl 0,5 M, PMSF 0,5 mM). O extrato bruto de
proteinas foi aplicado a coluna de Chelating Sepharose, equilibrada com o
tampéo de ligacao,sob gravidade. A seguir, a coluna foi lavada com 10 volumes
de tampéo de ligacao e 5 volumes de tampao de lavagem (Tris-HCI| 40 mM, pH
7,9, Imidazol 60 mM, NaCl 0,5 M), antes da eluicao da proteina com 6 volumes
de tampao de eluicdo (Tris-HCI 20 mM, pH 7,9, Imidazol 1 M, NaCl 0,5 M), em
fracoes de 1,5 mL. FracGes contendo BiP foram analisadas por SDS-PAGE e
immunoblotting. As fracdes com maior concentragdo de BiP foram reunidas e
dialisadas contra o tampéao Tris-acetato 20 mM, pH 7,5, NaCl 20 mM, MgCl, 3
mM, EDTA 0,1 mM e 2-mercaptoetanol 15 mM e, a seguir, quantificadas de
acordo com o método de Bradford (1976). As fracdes enriquecidas para a

proteina recombinante foram reunidas e mantidas a -80 °C.

3.3. Extracdo e quantificacdo de proteinas

Para obtencao de extrato protéico das sementes de tabaco (senso, anti-
senso e controle), aproximadamente 160 mg de sementes foram pulverizadas
em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido e homogeneizadas em 1 mL
de tampédo de extracdo (NaCl 50 mM, MgCl, 5 mM, DTT 2,5 mM uréia 6M,
PMSF 1 mM e Tris HCI 0,1 M, pH 6,8), a 0 °C por no minimo 1 h. Apéds o
periodo de incubacédo, a fracdo insoluvel foi descartada por centrifugacédo a
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20000 x g por 20 min, a 4 °C, e o sobrenadante coletado e acondicionado em
freezer a -80 °C.

Proteinas totais também foram extraidas das sementes de gréos de soja
da variedade CAC-1 (teor protéico normal) e da isolinha CC3 PTA198 (teor
protéico superior). Para isso, as sementes de soja dessas variedades nos
diferentes estadios de desenvolvimento foram maceradas em almofariz de
porcelana com nitrogénio liquido e com o tampéo de extracao (Tris HClI 50 mM
pH 7,5 e PMSF 1 mM) na propor¢ao 3:1. Em seguida, os restos celulares foram
descartados por centrifugacdo, a 15.000 x g por 20 min, a 4 °C. A porcéo
soluvel foi coletada e transferida para microtubos novos e o extrato protéico
obtido foi entdo acondicionado a -80 °C.

Os extratos protéicos das sementes foram quantificados de acordo com
o método de Bradford (1976), utilizando-se BSA como padrdo. O teor de
proteina total das sementes também foi determinado pelo método Kjeldhal
(Assossiation of Official Analytical Chemistis -AOAC- 1975), na base de base
Uumida, quantificando-se o nitrogénio total e multiplicando-se o valor obtido pelo
fator 6,25 para conversdo do teor de nitrogénio em teor de proteina. Foram
analisadas trés repeticdes para cada amostra das sementes de tabaco e trés

repeticdes das sementes de soja em cada estadio de desenvolvimento.

3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida e immunoblotting

Os extratos protéicos das sementes de soja e tabaco foram analisados
por SDS-PAGE (gel de poliacrilamida com sodio dodecil sulfato) com
concentracao de acrilamida + bis 10% (p/v) como descrito por Laemmlli (1970).
A eletroforese foi conduzida por aproximadamente 1,5 h a 100 V, no tampéo de
corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM, EDTA 1 mM e SDS 3,5 mM). Apos
este procedimento, os géis foram revelados em solucdo corante [metanol
45%(v/v), etanol 9% (v/v) e coomassie brilhant blue R250 0,01% (p/v)], por 2 h
e, em seguida, descorados em solucdo descorante [metanol 25% (v/v) e acido
acético glacial 7,5% (v/v)].

Quantidades iguais de proteinas totais (30 ng) para os extratos de
sementes e diferentes da proteina BiP purificada (25 ng e 100 ng) foram

aplicadas em gel SDS-PAGE. Ap6s a eletroforese, as proteinas foram
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transferidas para uma membrana de nitrocelulose, usando-se o sistema de
transferéncia da BIORAD, de acordo com as instrucdes do fabricante. Apés a
transferéncia (1 h a 350 mA), as membranas de nitrocelulose foram incubadas
com o reagente de bloqueio Blotting Grade Blocker, Non-Fat Dry Milk
(BIORAD) por no minimo 1 h a temperatura ambiente. Em seguida foram
lavadas com TBS-T [Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, NaCl 0,015 mM, Tween-20 0,1%
(v/v)] trés vezes, por 15 min cada lavagem. Para imunodetec¢édo de BiP, foi
utilizado um anticorpo policlonal contra BiP em diluicdo de 1:1.000. Como
segundo anticorpo foi utilizado o comercial de cabra contra IgG conjugada com
a fosfatase alcalina (SIGMA), em diluicdo de 1:5.000. A atividade da fosfatase
alcalina foi detectada utilizando-se os substratos NBT (azul-nitro tetrazolio) e
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) da SIGMA.

3.5. Quantificacdo da proteina BiP em sementes

A concentracdo da proteina BiP nas sementes transgénicas das
linhagens de tabaco [(T3-35S-BiPS7.2 (I, IV, VII), T3-35S-BiPS1.1 (I, VII) e T3-
35S-BiPASS3.2 (lll))] e controle (ndo transformada), bem como das sementes de
soja CAC-1 e CC3, nos diferentes estaddios de desenvolvimento, foi
determinada por densitometria por meio dos imunoblottings realizados. A
analise densitométrica, realizada em um densitdmetro da Molecular Dynamics
(modelo 445-P90) forneceu o valor da area de cada banda na membrana por
meio do programa Image Quant, tomando como padrdes de concentracao

conhecida a proteina BiP purificada, nas quantidades de 25 hg e 100 hg.

3.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a ANOVA, seguida do teste de

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.7.Clonagem da sequéncia que codifica a subunidade a de b-

conglicinina em pBSII-KS

O <cDNA que codifica a subunidade a de b-conglicinina
(aproximadamente 1800 pb) foi isolado de uma biblioteca de expresséo de soja
e designado clone 2soy ou pUFV 532. As células de Escherichia coli
competentes, estirpe JM 109, foram preparadas de acordo com Sambrook et
al. (1989) e transformadas com o DNA recombinante pUFV 532. Para selecéo
dos transformantes, as células competentes foram crescidas em placas
contendo meio LB (sélido) e ampicilina 50 mg.mL™. O DNA plasmidial, isolado
de bactérias transformadas, foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e
Sall e separado por eletroforese em gel de agarose 1% para confirmacédo do
clone de interesse. As colbnias recombinantes foram armazenadas em glicerol
40% a -80 °C, para serem usadas como molde em reagdes de PCR (reac&o de

polimerizacdo em cadeia) com primers especificos.

3.8. Clonagem da subunidade a de b-conglicinina em pAD-GAL4 sob

controle do dominio de ativacédo de GAL4

A regidao codificadora da subunidade alfa de b-conglicinina foi
amplificada por PCR, utilizando o DNA recombinante pUFV 532 como molde,
oligonucleotideos especificos e Pfu DNA polimerase (Stratagene). Os
oligonucleotideos especificos foram desenhados de forma a criar sitios Gnicos
para as enzimas de restricdo Sall e Pstl. O primer forward ConSL87F cria um
sitio Sall (em destaque) na posicao 87
5CTGTTGCTGGGTCGACTTTTCCTGGCT e o primer reverse ConPsR
5’AGCATCATCTGCAGTCGANTTT gera um sitio de Pstl (em destaque) apés o
stop codon. A reacdo de amplificacdo foi conduzida em um termociclador MJ
RESEARCH Peltier Thermal Cycler PTC 2000. Apo6s a reacdo, o fragmento
amplificado foi dessalinizado, digerido com as enzimas Sall and Pstl e inserido
em pAD-GAL4 (Stratagene), previamente digerido com as mesmas enzimas e
defosforilado de acordo com técnicas-padrdo de clonagem molecular em

plasmideo (SAMBROOK et al., 1989). Esse clone resultante da clonagem da
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subunidade a de b-conglicinina pAD-GAL4, fusionada em frame com o dominio
de ativacao de GAL4, foi denominado pUFV 560.

3.9. Clonagem de BiP em pBD-GAL4

O fragmento de DNA que codifica a proteina BiP (aproximadamente
2000 pb), designado SoyBiPD (acesso no genebank numero AF031241) foi
amplificado por PCR, utilizando Pfu DNA polimerase (Stratagene) e os primers
FNBIPSMA30 (GGCTGGCTCCCGGGCACGCCGTTC, sitio Smal sublinhado) e
RCBiPsT2090 (AAAAGCAAGCTGCAGGGGACTTCTTA). A reacdo de
amplificagdo foi conduzida em um termociclador MJ RESEARCH Peltier
Thermal Cycler PTC 2000. Os produtos das amplificagbes foram
dessalinizados e inseridos ao vetor de clonagem pBD-GAL4, previamente
digerido com a enzima de restricio Smal e defosforilado de acordo com
técnicas-padrdo de clonagem molecular em plasmideo (SAMBROOK et al,;
1989), resultando no clone pUFV 324.

3.10. Propagacao em Saccharomyces cerevisae YR2, estirpe YRG-2

Os clones pUFV 560, contendo a sequéncia da subunidade O de b-
conglicinina fusionada ao dominio de ativacdo de GAL4, e o clone pUFV 324,
contendo a sequéncia completa de BiP fusionada ao dominio de ligacdo de
GAL4, foram utilizados para transformacdo da levedura Saccharomyces
cerevisae, estirpe YRG-2. Essa estirpe possui um duplo sistema de selecéo
com 0s genes reporteres lacZ e HIS3 para detecgcdo das interacbes proteina-
proteina in vivo. Os marcadores auxotroficos leucina e triptofano indentificam
leveduras transformadas com plasmideos nos dominios AD e BD,
respectivamente. E o marcador auxotrofico histidina indentifica a interacao
entre as proteinas fusionadas aos dominios de GAL4, enquanto o nivel de
expressao do gene lacZ permite quantificar essa interacao.

Aproximadamente 200 niL. de uma suspensao de células competentes
foram transformadas com 100 ng do plasmidio em 800 niL de polietilenoglicol
40% (v/v), acetato de litio 1M e 100 . de ssDNA (DNA de esperma de salmao)

na concentracdo 2.0 mg/ml. A mistura foi incubada a 30 °C por 30 min e,
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posteriormente, a 42 °C por 8 min 42°C. A seguir foi mantida no gelo por 8 min
e novamente incubadas a 42 °C por 8 min. Foram adicionados 10 mL de meio
SD (meio para levedura sem dextrose e aminoacido) seletivo para cada
transformacdo. As células em suspensdo foram mantidas a 30 °C por 1 h, sob
agitacdo. Essa suspensao celular foi concentrada por centrifugacéo,
ressuspendida em 500 nL de meio SD (6,7% de meio para leveduras sem
dextrose e sem aminoacido — YNB, BIO) e plaqueada em meio seletivo SD sem
o aminoacido triptofano para o clone pUFV 324 e sem 0 aminoacido leucina
para o clone pUFV 560.

As células de leveduras co-transformadas foram plaqueadas em meio
SD sem leucina e triptofano e em meio SD sem leucina, triptofano e histidina,
para avaliar a capacidade de ativacdo do gene repoérter histidina. A interacao
entre as proteinas foi confirmada por meio de avaliacdo quantitativa da
atividade da enzima b-galactosidase utlizando o-nitrofenol  b-D-
galactopiranosideo (ONPG) como substrato, conforme descrito por Uhrig et al.,
1999. Nesse ensaio, células transformadas com a construgéo apropriada foram
crescidas em meio liquido seletivo durante 24 h, e as absorvancias (Agg) foram
ajustadas para 1,0 em 100 nL do tampé&o Z (Na;HPO,4.7 H,O 60 mM, NaH,POy4
H,O 40 mM pH 7,0, KCI 10 mM, MgSO,.7H,O 1 mM). Em seguida, a
suspensao celular foi rompida em nitrogénio liquido. Foram adicionados as
amostras 700 nL de tampé&o Z com b-mercaptoetanol e 160 nL de uma solucéo
de o-nitrofenol b-D-galactopiranosideo 14,6 mM diluido em tampédo Z. As
amostras foram incubadas a 30 °C até que houvesse o0 aparecimento da cor
amarela, resultado da atividade da enzima b-galactosidase, e, em seguida, a
reacao foi bloqueada usando 400 nL de uma solucdo de Na,CO3z 1 M e, entdo

determinada a atividade enzimatica.
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4. RESULTADOS

4.1. Inducéo e purificacdo da proteina BiP

A proteina BiP, em condicfes normais de crescimento, é sintetizada
intracelularmente em baixos niveis (GETHING, et al.,, 1992). No entanto, o
sistema de expressdo de proteinas em bactéria constitui ferramenta eficiente
na producdo de proteinas de interesse em quantidades elevadas, o que facilita
sua purificacéo a partir de extrato protéico bacteriano.

A sintese de proteinas recombinantes foi conduzida em Escherichia coli,
estirpe BL21(DEj3), que possui um gene da T7 RNA polimerase sob controle do
promotor lac. Na presenca de IPTG, as bactérias transformadas com o DNA
recombinante pUFV 293 sintetizaram eficientemente a proteina recombinante
BiP na fracdo soluvel (Figura 1A, linhas 3, 6 e 9). A sintese da proteina BiP foi
inicialmente avaliada com base na sua mobilidade eletroforética e na inducao
com IPTG em comparagdo com o extrato protéico da bactéria néo
transformada (Figura 1A , linhas 1, 4 e 7) e com o0 extrato da bactéria
transformada nao induzida (Figura 1A, linhas 2, 5 e 6). A proteina recombinante
foi purificada por cromatografia de afinidade a partir de extrato bacteriano
(Figura 1B), tendo sido eficientemente retida em resinas de Ni**, pela presenca
da seqUéncia de histidinas na regido amino-terminal, e reconhecida de modo
especifico pelo anticorpo anti-BiP. Nas fragcdes mais concentradas, observou-

se a presenca de proteinas de menores pesos moleculares, reconhecidas pelo
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Figura 1 — Purificacdo de BiP recombinante. A expressdo da proteina
recombinante BiP em bactérias BL21 transformadas com o clone
pUFV 293 foi induzida com IPTG 0,5 mmol/L. Extratos protéicos
foram analisados por SDS-PAGE e a proteina recombinante
purificada por cromatografia de afinidade.

A. SDS-PAGE de extrato protéicos de bactéria. Extratos protéicos
das fracBes soluvel, insoluvel e total de BL21(DEj3) (linhas 1, 4 e 7),
de BL21(DEs3) transformada com pUFV 293, sem induzir (linhas 2, 5
e 8) e induzida com IPTG (linhas 3, 6 e 9) foram analisados por
SDS-PAGE e corados com Coomassie Brilliant Blue R-250.

B. Purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de
afinidade. Apds fracionamento da proteina BiP por cromatografia de
afinidade, as fracdes eluidas foram resolvidas (24uL de cada fracédo)
em SDS-PAGE e coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250.

C. "Immunoblotting" das fracdes eluidas. As fracBes eluidas, como
apresentadas em B, foram transferidas para membrana de
nitrocelulose e sondadas com anti-BiP.
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anticorpo de BIiP, e que devem corresponder a produtos de degradacéo
especifica dessa proteina e ndo a contaminantes de purificacdo. A

concentracdo média obtida de BiP foi 0,09 ny.nmi_™.

4.2. Determinacdo da concentracdo de proteina nas sementes de soja em

diferentes estadios de desenvolvimento

A biossintese e o acimulo das proteinas de reserva em soja ocorre apos
divisdo celular completa (THOMAS, 1993; NIELSEN, et al., 1997; SHEWRY E
TATHAN, 1998; MARTY, 1999) e, assim como as proteinas de reserva do trigo,
dependem da atividade de varias outras proteinas, incluindo chaperones, para
0 correto processamento no reticulo endoplasmético (DUPONT et al., 1998).
Com a finalidade de avaliar a correlacdo entre o acumulo de BiP e o teor
protéico das sementes, foram utilizadas sementes de dois diferentes materiais
genéticos, CAC-1 e CC3, que diferem unicamente no teor de proteinas
(LANNA, 2002). O teor de proteina total das sementes CAC-1 e CC3 foi
determinado em todos os seus estadios de desenvolvimento (Figura 2). As
sementes de soja CC3 apresentaram concentracdo protéica mais elevada do
gue as CAC-1 em todos os estadios de desenvolvimento, atingindo CC3o teor

maximo de 38% e CAC-1 32%, com a maturacao da semente, na base umida.

4.3. Acumulo temporal de BiP nos diferentes estadios de

desenvolvimento de sementes

BiP é um membro da familia das proteinas denominadas HSP70 e,
como chaperone molecular, pode ser requisitado para dobramento e montagem
de proteinas recém-sintetizadas assim que transportadas para o lumen do
reticulo endoplasmatico (NORMINGTON et al., 1989; VITALE et al, 1993;
OKITA E ROGERS, 1996). Previamente foi demonstrado que o teor de BiP
estd correlacionado com a concentracdo de proteina total acumulada em
diferentes variedades de soja (CAROLINO, 1997). Além disso, foi demonstrado
que o acumulo de BiP ocorre predominantemente nos estadios de
desenvolvimento em que a eficiéncia da sintese protéica € maxima. Coerente

com esses dados, o acumulo temporal de BiP observado nas sementes de soja
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Figura 2 — Acumulo de protéina em sementes de soja na base Umida. Proteina
total das sementes de soja na base Uumida foi determinada em
diferentes estaddios de desenvolvimento da semente de dois
diferentes materiais genéticos, CAC-1 e CC3, por meio do método
Kjeldhal. Os nimeros indicam os estadios de desenvolvimento: 1°
estadio (1), 2° estadio (I1), 3° estadio (lll), 4° estadio (IV), 5° estadio
(V), 62 estadio (VI) e semente madura (VII).

CAC-1 e CC3 foi coordenado com o acumulo de proteinas de reserva nos
diferentes estadios de desenvolvimento (Figura 3). De fato, na variedade
CAC-1, BiP acumulou-se predominantemente nos estadios iniciais de
desenvolvimento da semente, que coincidem com a sintese ativa de proteinas
de reserva (NAITO et al.,1988), decaindo nos estadios mais avancados até a
maturacdo da semente. O perfil eletroforético obtido para o extrato protéico das
sementes CAC-1 possibilitou verificar a integridade das proteinas (Figura 3A).
O padrao de acumulo de BiP durante o desenvolvimento das sementes CC3
foi similar ao observado nas sementes CAC-1 acumulando-se mais
acentuadamente nos estadios iniciais de desenvolvimento (Figura 3D). Esses
resultados justificam o modelo proposto de que BiP associa-se com

polipeptidios para facilitar seu dobramento e montagem em corpos protéicos.
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Figura 3 — Acumulo temporal de BiP nas sementes de soja. A.SDS-PAGE dos
extratos protéicos de CAC-1. Quantidades idénticas dos extratos de
proteinas sollveis das sementes de soja CAC-1 em diferentes
estadios de desenvolvimento foram fracionadas por eletroforese
(SDS-PAGE), e as proteinas, coradas com Coomassie blue. Os
nimeros indicam os estadios de desenvolvimento: 1° estadio (1), 2°
estadio (2), 32 estadio (3), 4° estadio (4), 5° estadio (5), 6° estadio
(6), semente madura (7), e também BiP 25 hg (8) e BiP 100 hg (9).
B.Immunoblotting dos extratos protéicos de CAC-1. Quantidades
idénticas do extrato protéico (30 pug) das sementes de soja CAC-1,
apos resolucao em SDS-PAGE, foram transferidas para membrana
de nitrocelulose e sondadas com anticorpo contra BiP. A ordem de
aplicacdo do extrato protéico é a mesma apresentada em A. C.SDS-
PAGE dos extratos protéicos de CC3. Quantidades idénticas dos
extratos de proteinas sollveis das sementes de soja CC3 em
diferentes estadios de desenvolvimento foram fracionadas por
eletroforese (SDS-PAGE) e as proteinas coradas com Coomassie
blue. Os numeros indicam, como em A, os estadios de
desenvolvimento. D.Immunoblotting dos extratos protéicos de CC3.
Quantidades idénticas do extrato protéico (30 pg) das sementes de
soja CC3, ap6s resolucdo em SDS-PAGE, foram transferidas para
membrana de nitrocelulose e sondadas com anti- BiP. O ordem de
aplicacdo do extrato protéico é a mesma em C.
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4.4. Relacdo entre as concentragcbes da proteina BiP e de proteinas de

reserva de sementes de soja

A concentracdo da proteina BiP foi determinada por densitometria nos
diferentes estadios de desenvolvimento das sementes de soja (Figura 4). Essa
analise confirmou que o teor especifico de BiP na linhagem CC3, que possui
teor superior de proteina total, foi significativamente maior do que nas
sementes CAC-1, em todos os estadios de desenvolvimento. Tanto as
sementes CC3 quanto as sementes CAC-1 acumulam elevados niveis de BiP
nos estadios de desenvolvimento 1 e 2, ndo havendo diferenga significativa
entre eles. Entretanto, a partir do estadio 3, ocorre uma reducéo significativa no
acumulo de BiP com o desenvolvimento da semente. Esses resultados
confirmam que o acumulo de BiP estd temporalmente coordenado com a
sintese de proteinas de reserva, conforme observado anteriormente (FONTES
et al., 1996).
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Figura 4 — Teor especifico de BiP nas sementes de soja. Quantificacdo do teor
de BiP por densitometria por meio do programa Image Quant, nos
diferentes estadios de desenvolvimento das sementes de soja CAC-
1 e CC3 (teor protéico absoluto mais elevado) a partir dos
immunoblottings em que o acumulo temporal de BiP foi analisado
(Figura 3). Médias seguidas de pelo menos uma letra mailscula
dentro da linhagem e mindscula entre linhagens ndo diferem entre si
pelo teste de TUKEY, a 5% de probabilidade.
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4.5. Interacédo entre BiP e proteina de reserva

Uma vez verificada por Carolino (1997) a correlacdo positiva entre o
acumulo de BIP e o teor de proteinas de reserva nas sementes, a associacao
entre BiP e a subunidade O de [-conglicinina foi funcionalmente avaliada pelo
sistema duplo-hibrido.

Para examinar a capacidade de interacdo entre as proteinas BIiP e a
proteina [I-conglicinina, células de leveduras foram co-transformadas com
essas proteinas fusionadas nos dominios de ligacdo e de ativacéao,
respectivamente, e, transformadas com as proteinas isoladamente. O
plasmideo recombinante pBD-BiP foi mantido em levedura, usando o meio
seletivo na auséncia do aminoéacido triptofano, enquanto o plasmidio pAD-b-
conglicinina foi propagado em levedura na auséncia de leucina (Figura 5A). As
células de leveduras co-transformadas com pBD-BiP e pAD-b-conglicinina
cresceram na auséncia de histidina, confirmando que as referidas proteinas
interagem e promovem a inducdo do gene repérter HIS3 (Figura 5A) e do
promotor lacZ (Figura 5B), ambos sob o controle de GAL4. O valor elevado da
atividade de b-galactosidase nos extratos de leveduras co-transformadas com
as proteinas quiméricas confirmou a natureza eficiente da interacéo entre BiP e
a subunidade a de b-conglicinina.

Esses resultados demonstraram que BiP interage com a proteina de
reserva [J-conglicinina em leveduras. A interacdo entre BiP e essas proteinas ja
foi previamente demonstrada em ensaios de co-imunoprecipitacdo, a partir de
extratos de semente (FONTES, 1996). Nesses ensaios foi demonstrado que a
associacao entre BiP e [-conglicinina, sensivel a ATP, é um dos aspectos
bioquimicos de associa¢fes funcionais mediadas por chaperones moleculares.
Claramente, esses resultados indicam que BiP associa-se com proteinas de
reserva de soja e, provavelmente, facilita o enovelamento dessas proteinas no

reticulo endoplasmaético.
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Figura 5 — Interacdo entre as proteinas BiP e [J-conglicinina. A. Fendtipo dos
clones de interacdo obtidos em Saccharomyces cerevisae, estirpe
YRG-2. Células de Saccharomyces cerevisae, estirpe YRG-2,
expressando as proteinas recombinantes indicadas (isoladas ou em
pares) foram inoculadas por 2 dias em meio seletivo desprovido dos
aminoacidos indicados. B. Avaliacdo quantitativa da atividade da
enzima [-galactosidase. Apds os clones terem crescido em meio
liquido seletivo a 28 °C, a atividade enzimatica foi quantificada,
utilizando-se o o-nitrofenol-[J-D-galactopiranosideo como substrato
para a enzima [J-galactosidase.
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4.6. Analise da Expressdao de BiP em sementes de Nicotiana tabacum

transgénicas

Tendo-se estabelecido que o acumulo de BiP esta coordenado com o
acumulo de proteinas na semente de soja, bem como que BiP interage com
proteinas de reserva, foi avaliado se o aumento intencional de BiP acarretaria
aumento do teor protéico das sementes de Nicotiana tabacum. Essa hipotese
foi levantada porque as sementes de vegetais sintetizam predominantemente
proteinas de reserva que sdo co-traducionalmente processadas no reticulo
endoplasmatico.

Para essa analise, foram utilizadas sementes transgénicas de Nicotiana
tabacum em homozigose, superexpressando BiP (geracédo T3). As plantas de
Nicotiana tabacum foram transformadas via Agrobacterium tumefaciens com o
cDNA do gene BiP, nas orientacdes senso e anti-senso, sob o controle do
promotor CAMV-35S e o sinal de poliadenilacdo 3' do gene da nopalina
sintetase (nos) (Figura 6). Os transformantes primérios (T0) foram selecionados
in vitro em funcdo da resisténcia a canamicina e, posteriormente, tiveram a
incorporacao do gene nptll testada por meio de PCR e Southern blots (ALVIM
et al., 2001). Sementes T3 provenientes de plantas T2 selecionadas foram
submetidas a analise de segregacdo para o gene nptll (VAEZ, 2003).
Sementes das plantas individuais da linhagem T3-35S-BiPS7.2 em homozigose
(I, v, V), da linhagem T3-35S-BiPS1.1 (Il, VII) e da linhagem T3-35S-
BiPAS3.2 (lll) foram escolhidas para andlises da expressao da proteina BiP.

Os extratos protéicos obtidos de sementes transgénicas de tabaco foram
quantificados, e a integridade das proteinas avaliada por SDS-PAGE (Figura
7A). Os niveis da proteina BiP nas sementes senso T3-35S-BiPS7.2 e T3-35S-
BiPS1.1 foram superiores aos observados nas sementes controle, n&o
transformadas (Figura 7B). Esses resultados sdo consequiéncia do nivel de
expressdo da proteina BiP obtido em extratos protéicos de folhas de plantas
transgénicas senso da linhagem T3-35S-BiPS7.2 (VAEZ, 2003). Em contraste,
o nivel de expresséo de BiP observado nas sementes anti-senso foi inferior ao

nivel de BiP nas sementes controle.
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Figura 6 — Diagrama esquematico das construcdes quiméricas de BiP usadas
para a transformacéo de Nicotiana tabacum. O gene de BiP da soja,
nas orientacdes senso (A) e anti-senso (B), estdo sob controle do
promotor constitutivo CAMV 35S (35S-P) e do sinal de
poliadenilacdo 3’ nos (3'nos). A expressdo do gene nptll é dirigida
pelo promotor nos (nos-P). LB e RB correspondem as bordas
esquerda e direita do T-DNA, respectivamente. As posicdes de
alguns sitios de enzimas de restricdo estédo indicadas.
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Figura 7 — Andlise da expressdo de BiP em sementes de Nicotiana tabacum
transgénicas. A- SDS-PAGE do extrato protéico das sementes de
Nicotiana tabacum. Quantidades iguais (30 ug) de proteinas totais
soluveis das sementes transgéncias homozigotas (geragdo T4), BiP
senso (S) e anti-senso (AS), e controle (sementes néo
transformadas) foram resolvidas em SDS-PAGE e coradas em
Coomassie blue. Os numeros referem-se aos respectivos extratos
protéicos: controle (1), S7.2'1 (2), S7.2 IV (3), S 7.2 VIl (4), S1.1 1l
(5), S1.1 VIl (6), AS 3.2 (7), BiP 25 hg (8), BiP 100 hg (9). B-
Immunoblottin” do extrato protéico das sementes de Nicotiana
tabacum. Quantidades iguais (30 pg) de proteinas totais sollveis
foram fracionadas em SDS-PAGE, transferidas para membrana de
nitrocelulose e sondadas com anticorpo policlonal anti-BiP. Os
nameros referem-se, como em A, aos extratos protéicos aplicados.
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A concentracdo da proteina BiP determinada por densitometria foi similar
aos niveis de expressdo observados. Os niveis de BiP nas sementes de
Nicotiana tabacum senso T3-35S-BiPS7.2 e T3-35S-BiPS1.1 foram,
respectivamente, 2 e 1,27 vezes superior aos das sementes controle (Figura 8).

zﬁl[lt

Controle Senso 7.2 Sensol.l  Anti-senso

Teor Especifico de BiP
(hg BIiP/ /ug Proteina total)
w

Sementes de N. tabacum Transgénicas

Figura 8 — Concentragcdo de BiP nas sementes transgénicas de Nicotiana
tabacum. Quantificacéo do teor de BiP por densitometria utilizando o
programa Image Quant a partir dos immunoblottings em que a
expressao de BiP nas sementes de Nicotiana tabacum foi analisada
(Figura 7).

4.7. Determinacdo do teor protéico das sementes de Nicotiana tabacum

transgénicas

Em virtude da superexpressdo de BiP nas sementes senso, foi
determinado o teor de proteina total das sementes de Nicotiana tabacum
previamente selecionadas para analise. Ao contrario do esperado, as sementes
senso apresentaram teor protéico inferior (Figura 9) as sementes controle.
Esse resultado pode ter sido alcancado em decorréncia do modelo usado para
analise, uma vez que o teor protéico médio das sementes de tabaco é muito
inferior ao teor das sementes de soja e, provavelmente, a capacidade de
processamento do reticulo endoplasméatico na semente de tabaco ndo constitui

fator limitante na biogénese de corpos protéicos.

30



30

25 -
20 -
15 -
10 1
5 |
0 -

Controle  Senso 7.2 Sensol.l Anti-senso

(%)

Concentracdo de proteina

Sementes Transgénicas de Nicotiana Tabacum

Figura 9 — Teor de proteina total nas sementes transgénicas de Nicotiana
tabacum. O teor protéico total das sementes transgénicas senso e
anti-senso em homozigose de Nicotiana tabacum, e de sementes
controle (ndo transformada foi determinado por meio do método
Kjeldahl.
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5. DICUSSOES E CONCLUSOES

As proteinas armazenadas em sementes e tecidos vegetativos
correspondem a maior fonte de proteinas consumidas na alimentacdo humana
e de animais. Sendo assim, é natural que existam os interesses econdmico e
nutricional na obtencdo de grdos com maior teor protéico. Em sementes, as
proteinas de reserva-se acumulam predominantemente em vacuolos de corpos
protéicos de células diferenciadas do embrido e do endosperma e em corpos
protéicos diretamente originados do reticulo endoplasmatico (HERMAN, 1999).
Em qualquer situacdo, a biogénese dos corpos protéicos inicia-se a partir da
sintese das proteinas de reserva no reticulo endoplasmatico rugoso. Tao logo
as proteinas de reserva alcancem o limem dessa organela, elas sofrem uma
série de processamentos pds-traducionais, incluindo o enovelamento e a
oligomerizacdo dos polipeptideos recém-sintetizados, em um processo
facilitado por chaperones moleculares (YANJUN et al., 2003).

Uma série de evidéncias, na literatura, indicam que o chaperone
molecular BiP esta diretamente envolvido nesse processo (CAROLINO et al.,
2003). Consistente com esta hipotese, foi demonstrado, nesta investigacao,
gue o teor de BIP esta diretamente correlacionado com o teor de proteinas em
sementes de soja. Além disso, foi demonstrado que a sintese de BIiP é
temporalmente coordenada com a sintese de proteinas de reserva nas

sementes e que BIiP interage com a subunidade [ de b-glicinina de soja, com
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propriedades bioquimicas caracteristicas de interacfes funcionais mediadas
por chaperones moleculares.

A fim de avaliar quantitativamente a correlagéo entre teores de BiP e
proteinas de reserva de sementes, foram selecionadas as variedades de soja
CC3 e CACl1l que apresentaram o0s teores protéicos de 38% e 32%,
respectivamente, em suas sementes maduras. Em todos os estadios de
desenvolvimento dos graos avaliados, os teores de BiP foram superiores na
variedade CC3, demonstrando haver uma oscilacdo coordenada entre 0s niveis
de proteinas e BiP durante o desenvolvimento da semente. A formacao de
oligbmeros da glicinina 11 S de soja in vitro requer a presenca de ATP e de
chaperones moleculares (NAM et al., 1997).

Também tem sido demonstrado, em extratos de sementes de soja, que
as subunidades [J’ e [J de b-conglicinina interagem com BiP de uma maneira
dependente de ATP, o0 que caracteriza as associa¢des funcionais mediadas por
chaperones moleculares (FONTES et al., 1996). Coletivamente, esses
resultados suportam o argumento de que a concentracdo de BiP esta
diretamente relacionada com a capacidade de processamento de proteinas de
reserva no reticulo endoplasméatico e, consequientemente, com o teor de
proteinas na semente. De fato, tem sido demonstrado que a concentracao de
BiP livre no reticulo endoplasmatico coordena a taxa de traducdo e a
capacidade de processamento dessa organela. Em células de mamiferos,
alteracdes na disponibilidade de BiP afetam a iniciacdo de traducéo e o grau de
fosforizacdo de elF-2 (MORRIS et al., 1997; LAITUSIS et al., 1999).
Similarmente, em protoplastos de tabaco (LEBORGNE-CASTEL et al., 1999) e
em tabaco transgénico (Alvim et al., 2001), a superexpressao de BiP confere
tolerancia a inibicdo de traducéo causada por agentes que provocam estresses
no reticulo endoplasmatico, como os inibidores de glicosilacéo.

Tanto na variedade CC3 quanto na variedade CAC-1, BiP acumula-se
predominantemente nos primeiros estadios de desenvolvimento da semente,
que coincidem com a sintese ativa de proteinas de reserva (NAITO et al.,
1988). Consistente com estes resultados, tem sido demonstrado que a
expressdo dos genes BiP € regulada por eventos de desenvolvimento
associados com alta atividade secretora das células (KALINSKi et al., 1995;
FONTES et al.,, 1996, FIGUEIREDO et al.,, 1997, BUZELI et al., 2002).
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Similarmente, em endosperma de milho (BOSTON et al., 1991; FONTES et al.,
1991) e em cotilédones de abébora (HATANO et al., 1997), foi demonstrado
que a sintese de BiP esta coordenada com o processo de sintese ativa de
proteinas de reserva. Coletivamente, essas observacdes correlacionam a alta
atividade secretora de células do endosperma e de cotilédones durante a
biogénese de corpos protéicos com a concentracdo de BiP. Além disso,
sugerem que de fato BiP participa diretamente no enovelamento e na
oligomerizacdo de proteinas de reserva no reticulo endoplasméatico. Como
corolario dessa hipdtese, foi demonstrado aqui que BIiP interage com a
subunidade [ de b-conglicinina em leveduras, confirmando resultados
anteriores de interacdo de proteinas em extratos de cotilédones de soja
(GILLINKI et al., 1995; FONTES et al., 1996).

Com a finalidade de avaliar diretamente se um aumento constitutivo dos
niveis de BiP no reticulo endoplasméatico acarretaria aumento no teor de
proteinas na semente, foram analisados tabacos transgénicos
superexpressando o gene BiP sob controle do promotor CaMV 35S. O sistema
modelo tabaco foi escolhido para estes estudos basicamente devido a
facilidade de transformacao por Agrobacterium tumefaciens e também porque
tem sido demonstrado que proteinas de reserva de milho e soja séo
corretamente processadas e armazenadas em sementes de tabaco
(BELLUCCI et al., 2000). Os niveis de BiP em sementes homozigotas de
tabaco linhagens T3-35S-BiPS7.2 e T3-35S-BiPS1.1 foi, respectivamente, 2 e
1.5 vezes superiores ao nivel de BiP nas sementes de plantas controle ndo
transformadas. Entretanto, os niveis de proteina total ndo acompanharam o
aumento constitutivo de BiP e, ao contrario, as sementes das linhagens senso
T3-35S-BiPS7.2 e T3-35S-BiPS1.1 apresentaram um teor protéico ligeiramente
inferior aquele das sementes controle. Embora estes resultados indiquem que
BiP por si s6 ndo constitui um carater genético para melhoria do teor protéico
de graos, eles devem ser interpretados com cautela.

Uma vez que as sementes vegetais sintetizam proteinas de reserva com
alta eficiéncia, durante a biogénese de corpos protéicos as células de
cotilédones ou endospermas naturalmente mantém alta atividade secretora e,
consequentemente, altos niveis basais de BiP. Entretanto, as eficiéncias de

sintese, processamento poés-traducional e armazenamento de proteinas de
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reserva em graos diferem entre as espécies vegetais, o que reflete no teor
protéico final das sementes. Por exemplo, enquanto sementes de soja
possuem em torno de 40% da matéria seca em proteinas, sementes de tabaco
apresentam no maximo um teor protéico em torno de 20% (SHEWRY, et al.,
1995). Isso indica que, durante a biogénese de corpos protéicos,
provavelmente, as células de cotilédones de soja operam em condi¢des
saturantes de processamento de proteinas secretoras, enquanto sementes de
tabaco mantém um nivel basal na taxa de processamento do reticulo
endoplasmatico. Assim sendo, provavelmente, os niveis de BiP enddgeno em
sementes de tabaco estdo acima do limite que poderia comprometer a
capacidade de processamento do reticulo endoplasmatico em coordenacéao
com a taxa de traducéo de proteinas de reserva. Nao sendo fator limitante do
processo, justifica-se, em termos de engenharia metabdlica, porque a
superexpressao de BiP de soja no sistema heterdlogo de tabaco néo foi efetiva
em aumentar a eficiéncia de processamento de proteinas de reserva que

refletisse em um aumento no teor protéico da semente transgénica.
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