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RESUMO

CAROLINO, Sbnia Madali Bosga, D.S., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2001. Caracterizacéo funcional da proteina BiP de soja
induzida por estresse osmaético e déficit hidrico. Orientadora: Elizabeth
Pacheco Batista Fontes. Conselheiros. Carlos Alberto Martinez Y Huaman
e Wagner Campos Otoni.

O chaperone molecular residente do reticulo endoplasmatico (RE),
denominado BiP “Binding Protein”, € membro da classe Hsp70 de proteina de
estresse, sendo regulado em resposta a condicdes de estresse do RE, como
acumulo de proteinas desdobradas e desequilibrio na homeostase de calcio.
Em condigdes normais, BiP de mamiferos sofre fosforilacdo e oligomerizacéo.
As modificacbes de BiP de mamiferos sdo restritas a forma oligomerica, sendo
gue a forma monomérica inalterada representa a espécie ativa. Recentemente,
foi demonstrado que BiP de soja existe como formas fosforiladas e
desfosforiladas interconversiveis, e o equilibrio pode ser deslocado em
qualquer direcdo em respostas a diferentes estimulos. Em contraste com o
tratamento com tunicamicina, o estresse osmotico estimula a fosforilagdo das
espécies de BiP em cultura de células de soja. Nesta investigacdo foi
demonstrado que, independentemente do seu estado de oligomerizagéo, as
isoformas de BiP de folhas, sob déficit hidrico, exibem atividade de ligacéo a

proteinas, indicando que a regulacéo de BiP de plantas pode diferir de outros
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eucariotos. Foi também caracterizado o estado de oligomerizagdo das
isoformas de BiP de soja induzidas por estresse osmaético e tunicamicina.
Assim como em células de mamiferos, tanto a forma oligomérica como a
monomerica foram detectadas em células de soja ndo-estressadas. A
desfosforilacdo de BiP mediada por tunicamicina € acompanhada pela
conversdo da forma oligomérica para a monomérica. Entretanto, a forma
fosforilada de BiP induzida por estresse osmotico existe predominantemente
como especie monomeérica. Esses resultados indicam que a fosforilagdo de BiP
induzida por estresse osmético ndo media a oligomerizagdo da proteina, e
pode ter uma funcéo regulatoria distinta. A funcéo protetora de BiP em planta
foi examinada em condi¢cbes de estresse hidrico. Plantas transgénicas de
Nicotiana tabacum expressando constitutivamente niveis elevados de BiP ou
seu cDNA anti-senso foram sujeitas a condigdo de déeficit hidrico progressivo.
Elevados niveis de BiP nas linhagens senso conferiram toleréncia ao déficit
hidrico durante o crescimento das plantas. Sob seca progressiva, os niveis de
BiP foliar correlacionaram com a manutencdo da turgescéncia celular e com o
conteido de agua da parte aérea. O efeito protetor da superexpresséo de BiP
contra estresse hidrico foi anulado pela repressdo anti-senso. Embora a
superexpressao de BiP previna a desidratacdo celular, a condutancia
estomética e a taxa transpiratoria em folhas senso estressadas foram superiores
em relacdo as folhas controles e anti-senso. Em plantas anti-senso, a inducédo
do sistema de defesa antioxidativo foi maior do que nas plantas controle,
enquanto que em folhas senso estressadas a inducdo da atividade da
superoxido dismutase ndo foi observada. Coletivamente, esses resultados
evidenciam que a superexpressdo de BiP em plantas pode conferir tolerancia a

seca, prevenindo o estresse oxidativo endogeno.



ABSTRACT

CAROLINO, Sbnia Madali Bosga, D.S., Universidade Federal de Vicosa,
December, 2001. Functional characterization of the soybean BiP
protein induced by osmotic stress and water deficit. Adviser: Elizabeth
Pacheco Batista Fontes. Committee Members. Carlos Alberto Martinez Y
Huaman and Wagner Campos Otoni.

The endoplasmic reticulum molecular chaperone BiP is a member of
the Hsp70 family of stress-related protein, that is up-regulated in response to
ER-stress condition, such as accumulation of unfolded protein and disruption
of the cellular Ca®* homeostasis. The mammalian BiP undergoes
phosphorylation and oligomerization under normal conditions. Modification of
mammalian BiP is restricted to the oligomeric form and the monomeric
unmodified form represents the active species. In fact, the glycosylation
inhibitor tunicamycin induces dephosphorylation of mammalian BiP, which is
accompanied by conversion of the oligomeric BiP pool to the monomeric
form. Recently, we have shown that the soybean BiP exists in interconvertible
phosphorylated and unphosphorylated forms and the equilibrium can be
shifted to either direction in response to different stimuli. In contrast to
tunicamycin treatment, osmotic stress stimulates phosphorylation of BiP
species in soybean cultured cells. Here we demonstrated that despite their
phosphorylation state, the BiP isoforms from water-stressed leaves exhibited



protein-binding activity, suggesting that plant BiP functional regulation may
differ from other eukaryotic BiPs. We have further characterized
modifications of the tunicamycin and osmotic stress-induced soybean BiP
forms. Like in mammalian cells, both monomeric and oligomeric soybean BiP
species were detected in untreated soybean cells. Tunicamycin-mediated
dephosphorylation of BiP is accompanied by the conversion of the oligomeric
form to its monomeric form. Likewise, the hyperphosphorylated osmotic
stress-induced soybean BiP exists predominantly as monomeric species. These
results suggest that osmotic stress- induced phosphorylation of soybean BiP
does not mediate oligomerization of the protein and may serve as a distinct
regulatory function. We have also examined the protective function of BiP
against water stress at the whole plant level. Transgenic Nicotiana tabacum
plants constitutively expresssing elevated levels of BiP or its antisense cDNA
were subjected to progressive drought. Elevated levels of BiP in transgenic
sense lines conferred tolerance to water deficit during plant growth. Under
progressive drought, the leaf BiP levels correlated with the maintenance of the
shoot cellular turgor and water content. The protective effect of BiP
overexpression against water stress was disrupted by expression of an
antisense BiP cDNA construct. Although overexpression of BiP prevented
cellular dehydration, the stomatal conductance and transpiration rate in
droughted sense leaves were higher than in control and antisense leaves. In
antisense plants, the water-stress stimulation of the antioxidative defeses was
higher than in control plants, whereas in droughted sense leaves an induction
of superoxide dismutase activity was not observed. Collectively, these results
demonstrate that overexpression of BiP in plants may confer tolerance to

drought by preventing endogenous oxidative stress.
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1. INTRODUCAO GERAL

A seca € o principa fator limitante na produtividade das plantas. O
efeito primério do déficit hidrico nas plantas € a diminuicdo do conteido de
agua e potencia hidrico. A diminuicdo do potencia hidrico afeta 0 movimento
da &gua para as regides de crescimento e a taxa de alongamento. O déficit
hidrico prejudicam a morfologia e o0 metabolismo celular da planta. Entretanto,
as respostas fisioldgicas desta geralmente variam de acordo com as condicoes
de aplicacdo do déficit hidrico e o estadio de desenvolvimento da planta.

O estresse hidrico induz varias respostas fisiol6gicas e bioquimicas na
planta. Uma variedade de genes que respondem a seca tem sido descrita
(Ingram e Bartels, 1996). Os genes induzidos durante condi¢cdes de estresse
hidrico funcionam ndo somente na protecéo da célula a seca pela producédo de
proteinas metabolicas importantes, mas também na regulacdo de genes
envolvidos na via de transducdo de sinal como resposta ao déficit hidrico.
Desse modo, o produto desses genes € classificado em dois grupos. um
contém proteinas transfatores envolvidas na regulacéo da transducéo de sinal;
e 0 outro inclui proteinas que atuam no mecanismo de tolerancia ao estresse,
como proteinas que formam o cana de passagem de &gua através da
membrana (aguoporinas), enzimas requeridas para biossintese de vérios
osmoprotetores, proteases para 0 “turnover” de proteinas, enzimas de

desintoxicacdo e proteinas que protegem macromoléculas e membranas.



Incluidos nessa Ultima classe estdo os chaperones moleculares (Shinozaki e
Y amaguchi-Shinozaki, 1997).

Esses chaperones compreendem vérias familias altamente conservadas
de proteinas ndo relacionadas gque assistem a correta montagem de outros
peptideos, sendo essenciais para a célula em condicbes normais de
crescimento e em periodos de estresses (Feldman e Frydman, 2000). BiP € um
chaperone do RE que pertence a familia de proteinas relacionadas ao estresse,
denominada Hsp70. Durante 0 processo de translocagcdo co-traducional de
proteinas secretérias, BiP associase com proteinas recém-sintetizadas,
prevenindo interacdes improdutivas de intermediarios de dobramento e
subseqliente agregacdo, atuando também no fechamento do poro de
translocacdo, na extremidade voltada para o lUmem (Hamman et al., 1998;
Haigh e Johnson, 2002). Como outras Hsp70, a proteina BiP € regulada pela
atividade de ATPase (Hartl, 1996; Pedrazzini e Vitale, 1996), que € estimulada
por peptideos sintéticos (Blond-Elguindi et al., 1993)

Em mamiferos e leveduras, a espécie de BiP biologicamente ativa € a
forma monomérica inadterada (Freiden et al., 1992). Assim como em
mamiferos, em espinafre somente a forma oligomeérica € fosforilada in vitro
(Anderson et al., 1994). Entretanto, em soja, 0 estresse osmotico estimula a
fosforilagdo dos monémeros de BiP em cultura de células em suspenséo e em
folhas estressadas (Cascardo et al., 2000). Como as espécies de BIiP
biologicamente ativas sGo modificadas em condic¢des de estresse osmético, o
primeiro capitulo desta investigacao foi avaliar o estado de oligomerizacdo e a
atividade de chaperones das formas de BiP induzidas por estresse hidrico.

A proteina BiP é sintetizada em baixos niveis em condigdes normais de
crescimento, sendo induzida pelo acimulo de proteinas mal dobradas no RE,
por meio de uma cascata de sinalizagdo denominada via de resposta a proteina
mal dobrada (UPR) (Gething e Sambrook, 1992; Lee, 1992). Esta via €
caracterizada pela regulacdo transcricional coordenada de BiP e outros
chaperones do RE, os quais estdo envolvidos no dobramento de proteinas.

Assim, a expressdo de BiP de plantas € induzida por uma variedade de



condigbes de estresse bidticos e abidticos, cujo denominador comum € o
acumulo de proteinas mal dobradas no RE (Anderson et al., 1994; Denecke et
al., 1995; Kalinski et al., 1995; Figueiredo et al., 1997). Considerando a
atividade de chaperone de BiP, acredita-se que ele tenha funcéo protetora no
RE evitando a agregacao de proteinas. Consistente com esta hipotese, estudos
recentes tém demonstrado o papel protetor de BiP contra o estresse no RE em
células cultivadas in vitro (Li e Lee, 1991; Li et al., 1992; Gomer et al., 1991,
Morris et al., 1997; Leborgne-Castel et al., 1999). Entretanto, estes estudos
nao foram estendidos a organismos multicelulares intactos. Assim, no segundo
capitulo desta investigacdo foi avaliado o efeito protetor de BiP na tolerancia
a0 estresse hidrico em tabaco transgénico (Nicotiana tabacum L. cv. Havana),

expressando um cDNA de BiP de soja na orientagéo senso e anti-senso.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas “ heat shock protein” (Hsp)

Os chaperones moleculares s8o uma familia Unica de proteinas, cuja
funcdo € mediar a montagem correta de outras proteinas, ndo participando da
estrutura final das proteinas-substrato. Os chaperones séo, em sua maioria,
proteinas denominadas “heat shock proteins’ (Hsp). Em particular, existe uma
extensa familia, conhecida como Hsp70, que participa de diversos processos,
incluindo dobramento de proteinas recém-sintetizadas, trafego intracelular de
proteinas e protecao durante o estresse (McKay, 1993).

As proteinas da familia Hsp70 sdo formadas por dois dominios
funcionais: o dominio aminoterminal, altamente conservado, de ligacéo a
ATP; e o dominio carboxiterminal, de ligacdo ao substrato (Milarski e
Morimoto, 1989). As proteinas Hsp70s sdo reguladas pelo acoplamento da
atividade de ATPase do dominio aminoterminal e ciclo de ligacéo e liberacdo
de substrato do dominio carboxiterminal (Bukau e Horwich, 1998). A ligagdo
de ATP ao dominio aminoterminal leva a0 estado de baixa afinidade,
caracterizado pela rapida troca de substrato. A hidrélise de ATP induz uma
mudanga conformacional que leva ao estado de ata afinidade, caracterizado

pela baixa velocidade de liberacdo do polipeptideo-sustrato (Schmid et al.,



1994). Acredita-se que esse ciclo impede a associagdo irreversivel dos
polipeptideos e promove um processo de dobramento mais eficiente. A
atividade maxima das Hsp70 requer a presenca de co-chaperones como Dnal,
ou seu homologo, e GrpE, no caso de procariotos e mitocondria (Gamer et al.,
1992). Os melhores exemplos na literatura sdo com Dnal de E. coli e varios
homologos em levedura, como Mdjl e Ydj1l (Cyr et al., 1994). A fraca
atividade ATPase dos Hsp70, com uma taxa de “turnover” cerca de 0,02-0,05
minutos*, é lenta em relacdo & velocidade de dobramento de proteinas (Bukau
e Horwich, 1998; Schmid et al., 1994). Em E. coli, o co-chaperone Dnal ativa
especificamente a reagdo de hidrdlise de ATP do Hsp70, DnaK (Laufen et al.,
1999), ressatando-se que GrpE aumenta a taxa de liberacdo de ADP
(Packschies et al., 1997). A atividade simulténea dos dois co-chaperones pode
aumentar a atividade de ATPase de DnaK de 20 a 200 vezes (Pierpaoli et al.,
1997).

A maioria dos eucariotos possui multiplas copias dos Hsp70,
encontrados em todas as organelas. Alguns membros mais conhecidos séo
Hsc70 (ou Hsp73), forma constitutiva do citossol; Hsp70 (ou Hsp72), forma
citossolica induzida; mHsp70 (ou Grp75), forma do Hsp70 mitocondrial; e
BiP (ou Grp78 ), a forma Hsp70 do RE em plantas e mamiferos, conhecido

como Kar-2 em leveduras (Fink, 1999).

2.2. Interacéo de BiP com co-chaperones

A atividade de chaperone de BiP, como de outros Hsps, € estimulada
por membros da familia de co-chaperones, Hsp40, também conhecida como
Dnal (Suh et al., 1999). Estes co-chaperones sdo caracterizados pela presenca
de uma sequiéncia de 75 aminoacidos atamente conservada no aminoterminal,
gue é responsavel pela interacdo com os Hgp70 (Greene et al., 1998). Em
humanos, foi clonado e caracterizado um novo chaperone Hsp40, chamado de
HEDJ (Yu et al., 2000). Experimentos in vitro demonstraram que o dominio J
de HEDJ interage com BiP de maneira dependente de ATP, sendo capaz de



estimular sua atividade de ATPase (Yu et al., 2000). Assm também, uma
proteina tipo Dnal, MmDjC7, em camundongos, estimula a atividade de
ATPase de BiP, Hsc70 e DnaK em diferente estequiometria, sugerindo que a
nova proteina Dnal possa, possivelmente, interagir com mais de um Hsp70
(Kroczynska e Blond, 2001).

Durante a translocacéo pos-traducional de proteinas para o lUmen do
RE de leveduras, BiP interage com o dominio J de Sec63, ancorado na
membrana do RE (Brodsky e Schekman, 1993). Acredita-se que Sec63, o qual
faz parte do canal de translocacdo, atrai BiP para o sitio de importacdo de
proteinas via dominio J. Sob ativagdo por Sec63, BiP ligase a cadeia
polipeptidica nascente e assiste a importagdo da proteina (Matlack et al.,
1999). BiP participa também na retrotransocacdo de proteinas que néo
conseguiram obter sua conformagao funcional e que permaneceram no RE. As
funcdes de BiP na importacdo e exportacdo de proteinas parecem ser distintas.
Provavelmente, na retrotranslocacdo BiP interage com outro Hsp40, diferente
de Sec63 (BrodskY et al., 1999). Além disso, BiP controla a abertura do poro
do canal de translocacdo, sendo requerido para selar o lado deste voltado para
o lumen durante a integracéo de proteinas de membrana (Hamman et al.,
1998). Essa atividade requer hidrélise de ATP, indicando que BiP deve utilizar
mecanismos similares a sua funcéo de chaperone para selar o poro (Haigh e
Johnson, 2002).

2.3. Via de dobramento de proteinasno RE

Varios chaperones moleculares e enzimas assistem ao dobramento de
proteinas recém-sintetizadas no RE, com a ressava de que as proteinas
interagem diferentemente com o0s chaperones. Algumas interagem
inicialmente com BiP e outras com a via calnexina/calreticulina. No caso de
glicoproteina, a escolha do chaperone, na etapa inicial da via de dobramento,
depende da localizacdo do N-glicosideo na cadeia nascente. Molinari e

Helenius (2000) mostraram que glicoproteinas do virus SFV (“virus forest



Semliki”) que possuem o N-glicosideo proximo ao aminoterminal, como a
p62, entram diretamente na via calnexina/calreticulina sem prévia associagéo
com BiP. Entretanto, quando a via calnexina/calreticulina é inibida, a proteina
p62 associa-se a BiP. Isso mostra que a presenca do N-glicosideo ndo impede
a interacdo da proteina com BiP, mas promove a associacdo com chaperones
aternativos. Entretanto, as glicoproteinas que possuem o N-glicosideo
proximo ao carboxiteminal, como a proteina E1, associam-se com BiP té&o
logo sdo sintetizadas (Molinari e Helenius, 2000). Assim, a direta interagdo
com o complexo calreticulina/calnexina sem prévia ligacdo com BiP foi
observada somente em glicoproteinas, cujo N-glicosideo se localiza entre os
50 residuos iniciais naregido aminotermina das glicoproteinas.

No que se refere a glicoproteinas, a funcéo de chaperone da calnexina e
de BiP foi analisada com mais detalhes in vitro (Stronge et al., 2001). Ambos
os chaperones preveniram efetivamente a agregacao da citrato sintase ndo-
gligosilada, indicando que o sitio de ligag&o da calnexina € capaz de funcionar
similarmente ao sitio de BiP. Entretanto, para 0 caso de substratos como
glicoproteinas, o sitio lecitina da calnexina mostrou significativa vantagem
sobre BiP na supresséo da agregacdo. A calhexina também cooperou com BiP
e 0 dominio J de Sec63p na via de dobramento de substratos glicosilados e
ndo-glicosilados, de maneira dependente de ATP. O sitio lecitina da calnexina
foi essencial no redobramento de glicoproteinas. Desse modo, considerando
proteinas glicosiladas, a canexina mostrou vantagens em relacdo a outros
chaperones (Stronge et al., 2001).

Evidéncias na literatura tém demonstrado que os Hsps atuam de modo
aditivo. Acredita-se que o dobramento de proteinas recém-sintetizadas in vivo
segjafacilitado pelainteracéo cooperativa de chaperones. No citossol de células
de mamiferos, Hsp70 e Hsp90 séo as classes de chaperones que predominam
na interacdo com peptideos nascentes. Em E. coli, 0 homdlogo Hspl04 (ClpB)
coopera com outros grupos de chaperones (DnaK, DnaJ, GrpE) paraimpedir e
reverter os agregados de proteinas. Esses resultados indicam a existéncia de

uma cooperagao funcional entre Hsp100, Hsp70 e Hsp40, tanto em procarioto



como em eucarioto (Zolkiewski, 1999). Lee e Vierling (2000), trabalhando
com ervilha, demonstraram que a familia de pequenos Hsps (sHsp) funciona
em cooperagado com Hsp70 para reativar proteinas desnaturadas. A proteina
luciferase desnaturada pelo calor ligase a0 sHspl18.1 e se associa com
Hsc/Hsp70 de diversos eucariotos e procariotos e seus homologos Dnals para
ser redobrada. Em humanos, cinco chaperones participam do processamento e
transporte da COMP (proteina oligomérica da matriz de cartilagem). Analises
de imunoprecipitagdo e “immunoblotting” indicaram que calreticulina (CRT),
dissulfeto isomerase (PDI) e Grp94 (“glucose regulated protein”) associam-se
e transportam a proteina COMP normal e mutante; e BiP associa-se ao
mutante COMP (Hecht et al., 2001).

2.4. Vias derespostas ao estresse no reticulo endoplasmético

As células respondem ao aumento da atividade secretoria resultante de
eventos do desenvolvimento ou de condicBes de estresses fisioldgicos que
promovem acumulo de proteinas mal dobradas no RE (Boston et al., 1996;
Denecke, 1996; Gething, 1999). O acumulo de proteinas mal dobradas no RE
induz uma resposta conhecida como UPR (resposta a proteina mal dobrada),
que resulta na inducdo de chaperones residentes no RE, principalmente a
proteina BiP. Essa via de sinalizacéo interorganelar foi elucidada em leveduras
e envolve uma cinase transmembrana do RE (Irel) e um fator de transcrigdo
(Haclp) com um dominio zipper de leucina, cujo nivel € modulado por uma
via de processamento do mRNA atamente regulada e independente do
“spliceosome” (Shamu e Walter, 1996; Sidrauski e Walter, 1997; Y oshida et
al., 1998).

Em células de mamiferos e protoplastos de folha de tabaco foi
demonstrado gque BiP atenua o estresse do RE (Morris et al., 1997; Laitusis et
al., 1999; Leborgne-Castel et al., 1999). Em condi¢bes de estresse, ocorre
rapida desnaturacdo ou perda de funcdo de proteinas. BiP associase as

proteinas desnaturadas, impedindo a formacéo de agregados, que por sua vez



poderiam produzir danos permanentes na célula. Células expressando niveis
elevados de BiP mostraram reduzida sensibilidade a via UPR (Bertolotti et al.,
2000).

BiP também age como sensor na via UPR monitorando o estresse do
RE. O reguerimento da proteina BiP para interagir com proteinas mal
dobradas no RE previne a interacdo de BiP com a maguinaria da UPR (Irel).
Em condicdes normais, BiP liga-se ao dominio lumenal de Irel, inibindo sua
ativagdo. Sob estresse, Irel livre torna-se ativa e sofre clivagem proteolitica de
seu dominio citossolico. O dominio citossolico de Irel acumula-se no nucleo,
onde atua como transfator de genes especificos (Lee et al., 2002). Duas
proteinas Irel foram caracterizadas em células de humanos (hirel) e
camundongos (mirel). A superexpressdo das hirel e mirel ativa
constitutivamente a via UPR, enquanto a expresséo da proteina mutante que
nao tem atividade de cinase reprime a UPR (Tirasophon et al., 1998; Wang et
al., 1998).

Recentemente, tem sido demonstrado, em células de mamiferos, que o
fator de transcricéo, ATP6, é critico para inducéo de BiP (Haze et al., 1999).
O dominio aminoterminal do ATP6 é responsavel pela ativagéo da transcricéo,
enquanto a sua regido central possui um dominio b-zip que é caracteristica de
algumas proteinas de ligagdo ao DNA. Sob condigbes de estresse, a regido
aminoterminal da proteina, localizada no citossol, € liberada via protedlise
(Haze et al., 1999; Yoshida et a., 2000). ApoOs a clivagem proteolitica, 0
fragmento aminoterminal, que possui varios sinais de localizacdo nuclear em
potencial, transloca-se para 0 ndcleo, no qual se associa a varias outras
proteinas para formar um complexo que se liga ao ERSE (elemento de reposta
a proteina mal dobrada), ativando a transcricdo de proteinas de resposta ao
estresse do RE. O envolvimento de ATP6 na resposta ao estresse do RE foi
demonstrado em células de mamiferos (Haze et al., 1999; Yoshida et a., X2).
As células de midcitos cardiacos possuem o reticulo sarcoplasmico (SR), uma
forma especializada do RE, que é responsavel pela manutencéo dos niveis de

calcio. A auséncia de célcio no SR promoveu rapida translocacéo de ATP6 do



RE para o nucleo, ativando o promotor da SERCA2, ATPase de célcio do SR,
e produzindo aumento nos niveis dessa proteina (Thuerauf et al., 2001).

A célula também responde ao estresse do RE por meio da inibicdo da
sintese de proteinas. Recentemente, uma nova proteina cinase de mamiferos,
PERK, gue possui 20% de homologia com o dominio lumenal de Irel, foi
caracterizada (Harding et al., 1999). PERK, assim como Irel, € uma cinase
transmembrana que sofre protedlise sob estresse e fosforila o co-fator da
traducdo aelF2, inibindo a traducdo, o qual pode potenciamente levar a
apoptose da célula (Gething, 1999; Bertolotti et al., 2000). A superexpressao
de PERK em células atenua a inibi¢do de sintese de proteinas provocada por
estresses tipicos do RE (Harding et al., 2000).

O estresse prolongado no RE pode levar a apoptose (morte celular
programada), porém o mecanismo do RE que engatilha o processo de apoptose
ndo esta claro (Yu et al., 1999). Recentemente, foi descoberta uma nova
organela encontrada exclusivamente em células de planta, chamada
ricinossomo (vesicula precursora de protease), que se origina do RE em
tecidos senescentes O ricinossomo foi descrito e caracterizado inicialmente no
endosperma de Ricinus communis (Schimid et al., 2001). Uma evidéncia
bioquimica da origem do ricinossomo € a presenca em alta concentragdo da
protease pro-cisteina (CysEP) contendo a sequiéncia carboxiterminal KDEL.
Como células de plantas em processo de senescéncia por morte celular
programada expressam essa endoprotease cisteina, a sua presenca indica que
elasal direto do RE para o ricinossomo, e a via secretora néo esta envolvida na
biogénese do ricinossomo (Schmid et al., 2001). Assim, a biogénese do
ricinossomo parece ser similar a formacdo de corpos protéicos de reserva em
milho e arroz (Li et al., 1993). O envolvimento da proteina BiP e PDI
(dissulfeto isomerase) na formagdo dos ricinossomos foi demonstrado por
ensaios de “immunoblotting” e imunofluorescéncia. Ambas as proteinas
apareceram associadas com a CysEP nos ricinossomos (Schmid et al., 2001).

Em mamiferos, foi demonstrado aumento na sensibilidade a apoptose

em células do neurénio, ou céulas epiteliais, quando a expresséo de BiP foi
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reduzida pela construcdo anti-senso (Yu et al., 1999). Em ratos, nas linhagens
de células de fibrossarcoma cancerosas, as quais produzem progressivos
tumores, o vetor BiP anti-senso promoveu a regressdo do tumor, devido a
resposta citotoxica do linfocito T (CTL) (Jamora et al., 1996). Essas células
cancerosas normalmente superexpressam BiP e s80 menos suscetiveis ao
controle imune.

Tem sido demonstrado que a expressao de BiP de plantas responde a
uma variedade de estresses abidticos e bioticos, como estresse hidrico,
infestacdo com fungo, ataque por inseto, estresse nutricional e elicitores de
resposta da planta a patogénese (Anderson et al., 1994; Kalinski et al., 1995,
Figueiredo et al., 1997; Fontes et al., 1999). Estudos recentes na regulagéo de
BiP em resposta a condicbes de estresses fisiol6gicos tém demonstrado que
mecani smos regul atérios complexos e multiplos controlam a expresséo de BiP
de plantas. Durante a interacdo patégeno-planta e em condicdes de estresse
osmoatico, a inducdo de BiP é sinalizada por vias de transducéo diferentes da
via UPR (Jelitto-Van Dooren et al., 1999; Cascardo et al., 2000). Além disso,
em algumas especies de plantas, condicdes de estresses especificos e eventos
de desenvolvimento alteram o acimulo de mRNA de BiP e da proteina em
diferentes niveis, indicando que mecanismos pos-traducionais possam estar
envolvidos na regulagéo da sintese de BiP de plantas (Anderson et al., 1994;
Kalinski et al., 1995). Alternativamente, ou adicionamente, essas
discrepancias no nivel do mRNA e da proteina BiP podem ser o resultado de
uma expressao diferencial da familia de genes BiP de plantas, uma vez que o
genoma de diversas espécies de plantas € representado por multiplos genes de
BiP (Kalinski et al., 1995; Denecke et al., 1991; Figueiredo et al., 1997,
Wrobel et al., 1997). De fato, tem sido relatado que os membros da familia
génica de BiP de soja sdo diferencidmente regulados durante o
desenvolvimento e em diferentes 6rgéos (Carcardo et al., 2001; Kalinski et al.,
1995). Além disso, enquanto todos os genes de BiP de soja isolados (soyBiPA,
soyBiPB, soyBiPC e soyBiPD) sdo induzidos por tunicamicina, apenas o

soyBiPA responde a0 estresse osmotico. Entretanto, se 0os membros
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individuais da familia génica de BiP de plantas exibem especificidade ao
substrato ou fungdes distintas, permanece ainda para ser determinado.

Consistente com a inducéo da expresséo de BiP em resposta ao estresse
no RE, o atague de plantas por patdgenos induz a sintese de BIiP
sistematicamente por toda a planta. Além disso, a indugdo ocorre rapidamente
e precede a expressdo dos genes que codificam as proteinas relacionadas a
patogenicidade (PR). Varias proteinas secretérias sdo sintetizadas durante a
interacdo planta-patdgeno. Assim, a inducéo da expressdo de BiP é requerida
como resposta inicial para suportar a sintese de proteinas PR no RE, por meio
de uma nova via de transducdo de sinal distinta da UPR (Jelitto-Van Dooren et
al., 1999). O aumento nos niveis de BiP em céulas infectadas com viroses
também tem sido demonstrado. A infeccéo do rotavirus e do virus da hepatite
C em células animais induz o aumento dos niveis de BiP (Xu et al., 1998;
Liberman et al., 1999). Além disso, para o virus do herpes, a infeccdo viral
resultou em diferentes niveis de BiP, dependentes da estirpe do virus. Nas
estirpes do virus do herpes tipo 1 (HSV-1) SP7 e 490, ocorreu aumento dos
niveis de BiP, enquanto o acimulo de BiP na estirpe atenuada KOS foi
diminuido. Acredita-se que elevados niveis de BiP em células infectadas por
virus SP7 e 490 devem retardar a morte celular iniciada pelo estresse
enddgeno induzido pelo virus ou resposta imune, permitindo, desse modo, que
0 virus continue a replicar e, consequientemente, a causar a doenca (Mao et al.,
2001).

2.5. Controle de qualidade da célula

As proteinas secretérias que ndo atingirem a conformagado funcional sdo
retidas no RE e, entdo, enderecadas para a maquinaria de protedlise no
citossol. A proteina BiP participa diretamente desse mecanismo de controle de
qualidade da célula. De maneira geral, 0S principais mecanismos que
asseguram a fidelidade da expressdo génica no nivel pés-traducional incluem a

retencéo e degradacdo associadas a0 RE, retorno ao RE de proteinas que
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deixaram a organela sem adquirir a conformacdo apropriada e transporte
vesicular retrogrado (Ellgaard et al., 1999). Dentre os processo citados
anteriormente, 0 mais fregliente € o mecanismo que envolve a associagéo de
proteinas mal dobradas com chaperones e enzimas de dobramento do RE,
sendo BiP o principal componente. Nesta via, proteinas anormais sao
enderecadas para rotas de degradacdo no citoplasma ap0s a retencéo
prolongada no RE (Brodsky e McCracken, 1999). Este processo é chamado de
degradacéo de proteina associada a0 RE (ERAD) e exerce papel fundamental
no controle de qualidade, degradando seletivamente proteinas que néo
conseguiram dobrar-se corretamente (Brodsky e McCraken, 1999; Brodsky et
al., 1999). O processo ERAD para a maioria das proteinas requer o
proteossoma 26S localizado no citossol, indicanto que essas proteinas sao
retrotranslocadas do RE para o citossol (ROmisch, 1999).

BiP e outros chaperones sdo requeridos para facilitar o processo de
degradagéo de proteinas associado ao RE. Em célula de levedura mutante para
0 gene BiP, Kar2, ocorrem a estabilizac8o e agregacdo de substratos sollveis
do processo do ERAD, como CPY* (carboxipeptidase Y vacuolar mutada) e
um variante do inibidor de al-protease, A1PiZ. O mesmo fendmeno foi
observado em células que nédo expressam o gene que codifica a proteina Dnal
(Jemlp e Scjlp). Em contraste, a delecdo do JEM1 e SCJ1 teve pouco efeito
no processo do ERAD para o caso de proteinas de membrana (Nishikawa et
al., 2001). O envolvimento de BiP no processo do ERAD também foi
demonstrado pela sua associagdo com outro substrato da via proteossomal,
PrP32, um metabdlico neurotoxico mutado (Jin et al., 2000).

2.6. M odificagdes pés-traducionais de BiP
Além da regulacdo da expressdo de BiP no nivel transcricional, a
proteina € regulada por modificagbes pos-traducionais. Em células de

mamiferos, BiP é pos-traducionalmente modificada por fosforilacdo e ADP-

ribosilagdo, existindo um “pool” de formas oligomeéricas e monomericas
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interconversivels (Carlsson e Lazarides, 1983; Hendershot et al., 1987). O
dominio carboxiterminal parece ser o Unico responsavel pela propriedade de
oligomerizacdo da proteina (Benaroudj et al., 1997; Fouchaq et a., 1999). A
ligagdo do polipeptideo substrato ao dominio carboxiterminal, ou ligagéo de
ATP a0 aminoterminal, promove despolimerizacdo e estabilizagdo dos
monodmeros. O nivel basal da atividade de ATPase de BiP varia com o grau de
oligomerizacdo de BiP, ressaltando-se que as formas oligoméricas apresentam
menor atividade (Blond-Elguindi et al., 1993). Peptideos sintéticos que
exibem alta afinidade por BiP sdo também mais eficientes em estimular sua
atividade catalitica e estabilizar as espécies monomericas (Blond-Elguindi et
al., 1993; Flynn et al., 1991). Na auséncia de substrato, as espécies
monomeéricas de BiP tornam-se modificadas, sendo a oligomerizacéo
favorecida (Blond-Elguindi et al., 1993).

Em plantas, tem sido demonstrado que o estado de fosforilacdo das
isoformas de BiP é diferencialmente regulado em resposta a diferentes
condic¢des de estresse abidticos (Cascardo et al., 2001). Enquanto o tratamento
de células de plantas com tunicamicina induz desfosforilagdo das isoformas de
BiP, o estresse osmético estimula a fosforilagdo da proteina. Contudo, a
possivel relacdo entre fosforilacdo de BiP de plantas e aspectos centrais de sua
funcdo molecular, como oligomerizacdo e atividade de ligacdo a proteina
nascente, ainda ndo foli elucidada e constitui um dos objetivos desta

Investigacao.
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CAPITULO|

MODIFICACAO POS-TRADUCIONAL E ATIVIDADE DE
LIGACAO A PROTEINAS DE BiP SOB ESTRESSE OSMOTICO
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1. INTRODUCAO

O reticulo endoplasmético (RE) fornece um ambiente favoravel para a
sintese, o dobramento e a montagem de proteinas secretorias e de membranas.
A aguisicdo da conformac8o correta € um pré-requisito para que as proteinas
nascentes deixem o RE e prossigam na via secretora (Pelham, 1989; Denecke,
1996). Um conjunto de proteinas residentes do reticulo, incluindo chaperones
moleculares, auxiliam nesse processo de dobramento correto e montagem de
complexos oligoméricos no lumen do RE (Denecke, 1996; Gething e
Sambrook, 1992; Hammond e Helenius, 1995). A proteina BiP € um dos
chaperones moleculares mais bem caracterizados do RE.

A proteina BiP existe como formas monoméricas e oligoméricas
interconversivels e € regulada pos-traducionalmente por modificagbes como
fosforilagcéo e ADP-ribosilacdo (Carlsson e Lazarides, 1983; Hendershot et al.,
1987). Essas modificagfes ocorrem assim que BiP dissocia-se de proteinas
recém-sintetizadas, na presenca de ATP, e podem ser revertidas sob condicoes
de estresses que aumentam o nivel de polipeptideos mal dobrados no RE. Uma
vez que em mamiferos as modificagdes por fosforilagdo e ADP-ribosilagéo
parecem ser restritas as formas oligoméricas de BiP, que ndo se associam a
polipeptideos nascentes, acredita-se que os mondmeros, que correspondem as

formas de BiP ndo modificadas, sgjam as espécies biologicamente ativas
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(Freiden et al., 1992). A forma monomerica livre, que corresponde a forma
ativa de BiP, € um componente fundamental da funcdo constitutiva do RE. Em
células de mamifero, foi demonstrado que o mondmero de BiP atua como
modulador de vérios processos celulares basicos associados ao RE, incluindo
regulacdo da cinase elF-2 e da traducdo de mRNA, regulacdo de sua propria
expressao, catdlise no processo de dobramento de proteinas e enderecamento
de proteinas mal dobradas para avia de degradacéo (Laitusis et al., 1999).

O estado de fosforilacéo de BiP de planta foi examinado em cultura de
células em suspensdo de soja e em plantas submetidas a estresse hidrico
(Cascardo et al. , 2000). Em condi¢bes normais, tanto a forma fosforilada
como a forma desfosforilada séo encontradas em cultura de células de soja, de
maneira similar a modificagdo pos-traducional que ocorre em BiP de
mamiferos. O tratamento das células com tunicamicina promove a
desfosforilacdo de BiP de soja, enquanto que o estresse osmatico estimula a
sua fosforilagdo em cultura de células e em folhas estressadas (Cascardo et al.,
2000). Uma vez que as modificacBes de BiP em células de mamiferos séo
restritas as formas oligoméricas que séo consideradas inativas, 0 objetivo
principal desta investigacéo foi avaliar a possivel relagdo entre fosforilagdo de
BiP da soja e aspectos centrais de sua fungcdo como chaperone molecular.
Assim, o0 estado de oligomerizacéo e a atividade de ligacdo a proteinas das
formas de BiP induzidas por estresse hidrico foram avaliados, como uma etapa
inicial para o entendimento do papel da fosforilagdo diferenciada na funcéo de

BiP durante estresse hidrico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Tratamento com tunicamicina e PEG de células de soja em suspensao

A solugdo de tunicamicina a 5 mg.mL™ em DMSO foi adicionada a
cultura de células de soja em suspensdo, no quarto dia apos o subcultivo em
meio de crescimento MS (Murashige e Skoog, 1962), numa concentracéo final
de 10 mg.L™, seguida de incubacso por 36 horas. Para inducdo do estresse
hidrico, no quarto dia apos 0 subcultivo foi acrescentada uma solucéo de PEG-
8000 (polietileno glicol) 30% (p/v) a0 meio de crescimento MS, na
concentracdo final de 10% (p/v), 0 que correspondeu a um potencial de agua
de—1,4 MPa, e incubada durante 36 horas.

2.2. Inducéo de estresse por ataque de inseto

Plantas de soja da variedade IAC-12 foram cultivadas em casa de
vegetacdo sob condigbes naturais de luz, umidade relativa e temperatura
controlada entre 16 e 32 °C. Para inducdo do estresse, ap0s a terceira semana
do plantio, colocaram-se plantas de soja sadias ao lado de plantas infestadas
por acaro, Tetranichus urticae, dentro de uma camara cercada com tela. Sendo
as condicbes da casa de vegetacdo propicias para 0 contégio, houve

manifestacdo dos sintomas aproximadamente 20 dias apdés 0 contagio.
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Coletaram-se as folhas com sinais de maior infestagdo, que foram

imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidasa- 80 °C.

2.3. Gradiente de sacar ose

Apés o tratamento, as células foram filtradas a vacuo e lisadas em
HEPES 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM e Triton X-100 0,2% (v/v), numa
proporcdo 1:1. O material insoltvel foi removido por centrifugacdo a 10.000 g
por 10 minutos, e ao sobrenadante foi adicionado glicerol na concentracéo
final de 3% (v/v).

Extrato protéico (0,2 mL) foi aplicado, cuidadosamente, ao gradiente
descontinuo de sacarose 5-20% (p/v). O gradiente foi formado com cinco
fracbes de 0,9 mL cada, nas concentragdes de 5,0; 8,75; 12,5; 16,0; e 20,0%
(p/v) de sacarose em HEPES 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, MgCl, 10 mM,
Triton X-100 a 0,1% (v/v), e incubado durante aproximadamente 12 horas a 4
°C para atingir o equilibrio. Os tubos contendo gradientes de sacarose e as
amostras foram centrifugados a 45.000 rpm, 4 °C, por seis horas, em um rotor
Beckman SWH50.1. Similarmente, as amostras das proteinas-padréo
(Pharmacia) BSA (67 kDa), aldolase (158 kDa) e catalase (232 kDa) foram
individualmente aplicadas ao gradiente de sacarose. Apos a centrifugacdo, 44

fracOes de 0,1 mL foram coletadas no topo do gradiente.

2.4. Eletroforese SDS-PAGE e “immunablotting”

Quantidades equivalentes de amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida contendo SDS, preparado basicamente conforme descrito por
Laemmli (1970), exceto a concentracdo do gel empilhador, que foi de 5%
(p/v). O extrato de proteinafoi fervido por trés minutos em tamp&o da amostra
[glicerol 10% (v/v), SDS 2,3% (p/v), azul-de-bromofenol 0,25% (p/v), 2-
mercaptoetanol 5% (v/v) e TrissHCI 62,5 mM, pH 6,8] antes de ser aplicado

no gel. A eletroforese foi conduzida por aproximadamente 12 horas, a 48 V,
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no tamp&o de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina200 mM, EDTA 1 mM e SDS
3,5 mM). Para as amostras das proteinas-padréo, o gel foi corado com solucéo
corante [metanol 40% (v/v), CH3COOH 7,5% (v/v) e “coomassie brilhant
blue” R-250 a 0,01% (p/v)], por aproximadamente seis horas, e descorado em
solucdo de metanol 10% (v/v) e acido acético 7,5% (v/v).

Alternativamente, apds a eletroforese, as proteinas das amostras de
células de soja, tratadas e ndo-tratadas, foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose, usando-se o sistema de transferéncia da BIORAD, de acordo
com as instrucdes do fabricante. Apés a transferéncia (por aproximadamente
uma hora a 700 mA), a membrana de nitrocelulose foi bloqueada com TBS-T
[TrissHCI 10 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM, Tween-20 a 0,1% (v/v)] por uma
hora, a temperatura ambiente, e incubada com o anticorpo contra BiP, anti-
carboxi (Figueiredo et al., 1997) ou anti-BiP soja (Carolino, 1997), numa
diluicdo de 1:1000 por duas a quatro horas, sob agitacdo. Apds o periodo de
incubacdo, a membrana foi lavada com TBS-T trés vezes, por 15 minutos
cada, e, em seguida, incubada com o anticorpo contra 1gG conjugada a
fosfatase alcalina (Sigma), numa diluicdo de 1:5000, por aproximadamente
duas horas. A membrana foi lavada extensivamente com TBST e,
subseguientemente, incubada com tampé&o da enzima (TrissHCl 100 mM, pH
9,8, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM) por cinco minutos. A atividade da
fosfatase alcalina foi detectada, usando-se os substratos NBT (azul-de-
nitrotetrazolio, Gibco/BRL) e BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato,
Gibco/BRL).

2.5. Ensaio de co-imunopr ecipitacao

Todos os procedimentos foram conduzidos a 4 °C. Proteinas totais de
folhas de soja submetidas ao déficit hidrico foram extraidas com tampéo de
lise [TrissHCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, Triton X-100 a 0,5 % (v/v) e
PMSF 1 mM] na proporcdo de 1:2 (g/mL). Apds a incubacdo do extrato

protéico por 10 minutos, o0 material insoluvel foi removido por centrifugagéo a
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13.000 g, por cinco minutos. As imunoprecipitacbes, utilizando-se os
anticorpos anticarboxi (Figueiredo et al., 1997) ou anti-BiP soja (Carolino,
1997), foram conduzidas na auséncia de ATP, enzimaticamente removido pela
adicdo de solucdo contendo 2 U/mL da enzima apirase, ou na presencade ATP
2mM.

Os ensaios de imunoprecipitagdo foram conduzidos como descrito por
Li et al. (1998) com algumas modificagdes. O sobrenadante (1 mL) foi
incubado por uma hora com 100 L de suspensdo de proteina A-Sepharose
(Pharmacia) 50% (v/v) em TBS (TrissHCl 20 mM, pH 7,5, NaCl 140 mM) e
anti-lgG-agarose de coelho em TBS. Apds a incubagdo, as proteinas que se
ligaram de maneira inespecifica com a proteina A ou anti-lgG foram
removidas por centrifugacdo. O sobrenadante foi incubado com 100 ni do
anticorpo policlonal anticarboxi (Figueiredo et al., 1997) por duas horas, sob
agitacdo, seguida de incubagdo com 30 ml de 50% (v/v) de proteina A-
Sepharose e anti-lgG-agarose, por quatro horas. Os imunocomplexos foram
sedimentados por centrifugacdo a 8.000 g por cinco minutos. A resina de
Sepharose foi extensivamente lavada com 1 mL de tampdo de lise e
ressuspendida em 40 nL de tampé&o da amostra para SDS-PAGE (Laemmli,
1970). As proteinas imunoprecipitadas foram analisadas por SDS-PAGE,
seguido por “immunoblotting”, usando-se o anticorpo contra BiP de folhas
estressadas por déficit hidrico (anti-WSBIiP), anti-IgG de galinha conjugado
com a fosfatase alcalina (Sigma), como segundo anticorpo, e 0 sistema de
deteccdo NBT/BCIP (Gibco/BRL).

O anticorpo anti-WSBIP foi gerado em galinha contra uma fragdo de
BiP purificada de folhas estressadas por déficit hidrico, essencialmente como
descrito por Fontes et al. (1991), a excecdo da cromatografia de afinidade em
ATP-agarose, que foi substituida por imunoprecipitagdo, usando-se
anticarboxi (Figueiredo et al., 1997) ligado a proteina A-sepharose
(Pharmacia). Cerca de 50 ng de BiP purificado de folhas estressadas por
déficit hidrico foram emulsificados com reagente adjuvante completo de

Freund e injetados subcutaneamente em gainha Para as injecdes
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subseqlientes, em intervalos de 14 dias, foi usado adjuvante incompleto de
Freund. Apés a terceira injecdo, os ovos foram coletados e 0 anticorpo anti-
WSBIP, purificado de acordo com Carroll e Stollar (1983).

Para obtencdo de membranas microssomais, folhas de plantas de soja
normal e submetidas ao déficit hidrico foram homogeneizadas em Tris-HCI
25 mM, pH 7,0, sacarose 250 mM, DTT 2,5 mM, MgSO, 10 mM, gelatina
0,5% (p/v) e PMSF 0,5 mM. A suspensdo foi filtrada e centrifugada a 13.000
g, a 4 °C, por 15 minutos. As fragbes microssomais foram isoladas por
centrifugacéo a 80.000 g por 45 minutos e, subseqlientemente, por gradiente
de sacarose (Helm et al., 1993).
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3. RESULTADOS

3.1. O estresse osmatico induzido por PEG estimula a fosforilagcdo de BiP,

mas nao sua oligomerizacéo

Com afinalidade de determinar arelacéo entre a fosforilagcao de BiP de
soja e seu estado de oligomerizacdo, a proteina BiP de célula de soja foi
fracionada num gradiente de sacarose, e as fracOes de BiP foram monitoradas
por meio de “immunoblottings’. O gradiente de sacarose de 5-20% foi
calibrado, inicialmente, com marcadores moleculares (Figura 1). Em células
de soja nédo-tratadas, controle, o “pool” de BiP foi fracionado com massa
molecular na faixa de 70 kDa a 150 kDa (Figura 2A). O comportamento
dessas espécies durante a sedimentagdo foi homdlogo a formacdo de
mondmeros e dimeros de BiP, respectivamente. Esses resultados indicam que,
em condicdes normais, BiP de soja existe como um “pool” de espécies
monoméricas e diméricas.

O tratamento de células de soja com tunicamicina induz a sintese e
desfosforilagdo de BiP (Cascardo et al., 2000) e, em células de mamiferos,
promove concomitante conversdo das formas de BiP oligoméricas para suas
formas monoméricas (Blond-Elguindi et al., 1993). Foi também determinado
se a desfosforilagéo de BiP de soja resulta em uma mudancga no seu estado de

oligomerizagdo. O fracionamento de extratos celulares tratados com
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Figura 1- Calibracéo do gradiente de sacarose. BSA, 67 kDa (A), aldolase,
158 kDa (B) e catdase, 232 kDa (C) foram fracionadas
individualmente no gradiente descontinuo de sacarose de 5-20%
(p/v), e 44 fragOes foram coletadas a partir do topo do tubo.
Algumas fragbes foram separadas e analisadas em gel de SDS
PAGE e reveladas com “coomassie brilhant blue’.
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Figura 2- O estado de oligomerizacdo de BiP sob tratamento com
tunicamicina e PEG. Extratos protéicos ndo-tratados, controle (A),
tratados com tunicamicina (B) e tratados com PEG (C) de células
em suspensdo de soja foram fracionados no gradiente descontinuo
de sacarose de 5-20% (p/v), e 44 fragOes foram coletadas a partir do
topo do tubo. As fragbes foram separadas em SDS-PAGE,
transferidas para nitrocelulose e sondadas com anticorpo anti-BiP
de soja. Setas verticais indicam as fragdes onde os marcadores
moleculares sedimentaram.
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tunicamicina em gradiente de sacarose demonstrou que o “pool” de BiP foi
completamente convertido a forma de mondmeros nessas condicdes (Figura
2B). Todavia, apesar do estado de fosforilagdo das espécies de BiP induzidas
por estresse osmotico, BiP de células tratadas com PEG também fracionou,
predominantemente, como mondémeros (Figura 2C). Assim, 0 estresse
osmoatico resulta em fosforilacéo de BiP (Cascardo et al., 2000) e smultanea
conversdo dos dimeros existentes para 0os mondmeros, diferenciamente
modificados. Esses resultados indicaram que a fosforilagdo de BiP de soja
induzida por estresse osmotico possa ter uma funcéo regulatéria distinta e,
uma vez que ndo e restrita a forma oligomérica de BiP, deve ocorrer em sitios
distintos.

3.2. As isoformas de BiP induzidas por estresse hidrico exibem atividade

deligacéo a proteina

A observacdo de que as isoformas de BiP de soja induzidas por
tunicamicina e PEG eram diferencialmente modificadas gerou a possibilidade
de que as espécies fosforiladas induzidas por estresse osmotico ndo fossem
funcionais ou possuissem funcdo distinta. Uma propriedade inerente dos
chaperones moleculares € a sua capacidade de associar com proteinas de
maneira dependente de ATP. Para analisar a atividade de se ligar a proteina-
substrato, ensaios de co-imunoprecipitagdo foram conduzidos entre BiP e
proteinas induzidas por estresse hidrico. Em folhas estressadas por déficit
hidrico, foi observada a inducéo de um polipeptideo de 28 kDa (Figura 3A e
B, linha 3), que ndo foi detectado em folhas normais (Figura 3A, linha 1) e
folhas submetidas ao ataque de inseto (Figura 3A, linha 2). O anticorpo
preparado contra a fracdo de BIiP purificada de folhas estressadas por
deficiéncia de agua, referido como anti-WSBIP, reconheceu o polipeptideo de
28 kDa (Figura 3B, linha 3), enquanto o anticorpo preparado contra a regido

carboxiterminal de BiP de soja (Figueiredo et al., 1997), referido como
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Figura 3- Atividade de ligacdo a proteina da proteina BiP induzida por

PEG (via legenda no ver so da pagina 26)
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anticarboxi, foi especifico para BiP e n&o reconheceu o polipeptideo de 28
kDa induzido por estresse hidrico (Figura 3B, linha 5). A proteina de 28 kDa
ndo era um produto de degradacéo de BiP, porque os anticorpos preparados
contra BiP purificada de sementes de soja (Carolino, 1997) ou milho (Fontes
et al., 1991, 1996) reagiram com todas as isoformas de BiP de folhas de soja
induzidas por deficiéncia de agua, mas néo reconheceram o polipeptideo de
28 kDa induzido por déficit hidrico (dados ndo mostrados). Esse resultado
indicou que a proteina de 28 kDa ndo possui epitopos conservados com BiP.
Provavelmente, este polipeptideo corresponde a um contaminante na fragéo
purificada de BiP usada para producdo do anticorpo anti-WSBiP. Assm, a
reatividade cruzada do anticorpo anti-WSBIP gerou a possibilidade de que o
polipeptideo de 28 kDa contaminante tenha sido co-purificado com BiP como
resultado de associac8o prévia entre essas proteinas nos extratos de folhas de
soja submetidas ao déficit hidrico.

A interag@o especifica entre BiP e a proteina de 28 kDa induzida por
estresse hidrico foi confirmada por imunoprecipitacdo de extratos de proteina
de folhas submetidas ao déficit hidrico com anticorpo anticarboxi, seguido de
“immunoblotting” com anticorpo anti-WSBIiP (Figura 3C). Embora 0 soro
anticarboxi ndo tenha reagido com a proteina de 28 kDa, esta proteina
induzida por estresse hidrico foi co-imunoprecipitada pelo anticorpo
especifico de BiP, na ausénciade ATP (Figura 3C, linha 3). A precipitacdo do
polipeptideo de 28 kDa pelo soro anticarboxi ndo foi devida a interagdes
inespecificas, pois anticorpos ndo relacionados ndo precipitaram a proteina
induzida por estresse hidrico (dados ndo mostrados). A adicdo de ATP nos
ensai os de imunoprecipitagdo preveniu a associacao das proteinas BiP.28 kDa
(Figura 3C, linhas 1 e 2). Este resultado esta de acordo com precedentes na
literatura que demonstraram que a associagdo de BiP com o substrato €
completamente revertida pela adicdo de ATP, uma propriedade biogquimica de
associagOes mediadas por chaperones moleculares (Gilinkin et al., 1995;
Fontes et al., 1996). Além disso, a proteina de 28 kDa induzida por estresse

hidrico foi identificada em fragbes microssomais derivadas do sistema de
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endomembranas (Figura 3D, linha 2). A localizagdo subcelular da proteina
substrato de BiP in vitro indica que a associacdo de BiP com o polipeptideo de

28 kDa induzido por déficit hidrico pode ser biologicamente relevante.
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4. DISCUSSAO

Em células de animais, as especies de BiP biologicamente ativas na via
de dobramento de proteinas constituem a forma desfosforilada (Freiden et al.,
1992). Em cultura de células de soja tratadas com tunicamicina, as formas de
BiP encontradas sdo desfosforiladas, enquanto que, quando as células séo
submetidas a0 estresse osmoético as formas induzidas de BiP sdo pos-
traducionalmente fosforiladas (Cascardo et al., 2000). Assim, a modificacéo
da proteina BiP de planta em relacdo ao estresse hidrico difere do padréo
comum de modificagbes pos-traducionais de BiP eucariotos.

Com a finalidade de avaliar uma possivel relagdo funcional entre a
fosforilagdo de BiP de soja e aspectos centrais de sua fungdo molecular, o
estado de oligomerizacéo das isoformas induzidas por estresse osmotico e a
sua atividade de interacdo com proteina substrato foram analisados. Em
células de soja, BiP existe como um pool de formas oligoméricas e
monoméricas. Tratamento das céulas com tunicamicina induz a
desfosforilagdo da proteina, e as formas oligomeéricas sd0 convertidas a
monomeros (Figure 2). Esses resultados sd0 consistentes com o padréo de
regulacdo pos-traducional demonstrado para BiP de mamiferos (Carlsson e
Lazarides, 1983; Hendershot et al., 1987) e indicam que a forma monomérica

ndo modificada de BiP de plantas corresponde a espécie biol ogicamente ativa
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na via de dobramento de proteinas. Embora as formas de BiP induzidas por
estresse osmético sgjam pos-traducionalmente fosforiladas, elas foram
fracionadas no gradiente de sacarose como mondmeros, assim como BiP de
células tratadas com tunicamicina. Tais resultados indicam que a fosforilagdo
induzida por estresse osmético na forma monomérica ocorre em sitios
distintos daguel es gue ocorrem nas formas oligoméricas.

Uma possivel explicagdo para a aparente contradicdo entre
desfosforilagdo em resposta a certos estresses, como tunicamicina, e
fosforilagBo em resposta a estresse osmatico seria que, além de sua funcdo
como chaperone molecular, BiP de soja exibe regulacdo diferenciada e
funcOes biologicas distintas sob estresse hidrico. Alternativamente, BiP de
planta possui mecanismos regulatdrios independentes, de forma a coordenar
mais eficientemente a demanda da funcdo de chaperone molecular com a
inducdo de um grupo especifico de proteinas secretérias por estresse hidrico,
que provavelmente estédo envolvidas no mecanismo de resposta a estresse
hidrico (Ingram e Bartels, 1996). Consistente com hipétese, foi
demonstrado que a isoforma de BiP induzida por estresse hidrico interage com
um polipeptideo de 28 kDa induzido por déficit hidrico. Embora ndo se tenha
conhecimento da identidade do polipeptideo induzido por estresse hidrico,
duas linhas de evidéncia indicam que a associagdo entre BiP e o polipeptideo
de 28 kDa ndo € um artefato de ensaios in vitro e pode ser, fisiologicamente,
relevante. Inicialmente, o polipeptideo de 28 kDa foi localizado em
membranas microssomais compostas principamente de vesiculas de
endomembranas derivadas do RE, Golgi e tonoplastos. Sendo uma proteina
secretoria, € esperado que o polipeptideo de 28 kDa segja co-localizado com
BiP, assim que ele entra no RE. Além disso, 0 complexo BiP:polipeptideo de
28 kDa foi sensivel a ATP, uma propriedade de interagbes mediadas por
chaperones moleculares. Logo, a fosforilagdo de BiP por estresse osmotico
ndo pode ser atribuida simplesmente a inativagdo de isoformas de BiP

induzidas.
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Foi demonstrado que o estresse osmotico induziu a fosforilagéo de BiP
e uma concomitante conversdo dos oligdbmeros existentes, previamente
modificados, para os monomeros, diferencialmente modificados. Embora a
inducdo de fosforilacdo de BiP por estresse osmotico possa ser um mecanismo
responsavel por conferir especificidade de substrato ou funcéo distinta para as
isoformas de BiP induzidas, o processo de desidratacdo celular pode
eventualmente promover uma desnaturacdo geral de proteinas, como o
tratamento por tunicamicina. Nesse caso, as formas fosforiladas de BiP
poderiam servir como um “pool” de armazenamento que poderia Sser
rapidamente desfosforilado em condi¢cbes de acumulo de proteinas mal
dobradas no RE. Isso forneceria um meio eficiente para controlar a
concentracao efetiva de BiP no RE antes de avia UPR ser ativada. De fato, em
mamiferos, experimentos in vitro evidenciaram que a forma oligomérica
modificada na presenca de peptideos sintéticos é convertida em espécies
monomericas ativas e inalteradas (Blond-Elguindi et al., 1993). Entretanto, os
resultados desta pesguisa desfavorecem hipétese, uma vez que foi
demonstrado que as condic¢es de estresse osmotico estimulam fosforilagéo,
mas ndo oligomerizacdo da proteina BiP induzida.

Embora se acredita que a resposta geral ao estresse do RE em plantas
seja semelhante aguela de mamiferos e leveduras, os resultados apresentados
nesta investigacdo indicam que a resposta de BiP a condi¢Oes de estresses
pode diferir significativamente em plantas. Nesse contexto, varias diferencas
importantes na regulacdo da expressdo do chaperone molecular BiP de soja
sob condicbes de estresses abidticos foram identificadas. Essas diferencas
podem estar relacionadas a existéncia de multiplos genes de BiP em plantas e
a0 desafio unico que condicOes de estresses representam a plantas, em
comparagao com outro eucarioto. Como plantas ndo podem evitar mudancgas
ambientais, elas estdo constantemente sujeitas a uma variedade de condicbes
de estresses. A aclimacdo para diferentes mudancas ambientais requer
respostas contra danos celulares, como preservacéo de membranas e estruturas

de proteinas que possibilitam a planta tolerar e minimizar o efeito deletério do
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estresse abidtico. Possivelmente, os membros da familia génica de BiP de
plantas evoluiram mecanismos regulatérios independentes para assegurar
niveis altos de expressdo sob extensa gama de condicdes de estresses bidticos
e abioticos para proteger a planta contra danos celulares. Nesse contexto, seria
interessante identificar se outros chaperones moleculares do RE de soja

exibem regulagdo similar em resposta ao estresse osmotico.
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CAPITULO Il

O ACUMULO DE BiPEM PLANTAS TRANSGENICAS CONFERE
TOLERANCIA AO DEFICIT HIDRICO
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1. INTRODUCAO

O dobramento de proteinas no reticulo endoplasmatico (RE) é facilitado
por chaperones moleculares, que auxiliam o dobramento e a montagem
corretos das proteinas, impedindo interagbes intra e intermoleculares dos
intermediérios de montagem, que levariam a formacéo de agregados protéicos
no limen do RE (Hammond e Helenius, 1995). A expressdo desses
chaperones € regulada de acordo com as exigéncias celulares. Assim, tanto o
aumento da atividade secretdria como o acumulo de proteinas mal dobradas no
RE resultam na induc&o de chaperones moleculares no RE (Lee, 1992). Essa
indugdo ocorre por meio de uma via de sinalizacdo denominada via de
resposta a proteinas mal dobradas (UPR — “unfolded protein response
pathway”), a qual regula a transcricdo de um grupo de proteinas residentes do
RE, incluindo o chaperone molecular BiP (“binding protein”) (Lee, 1992).

Em plantas, a regulacéo da expressdo do gene BiP tem sido examinada
principalmente pela deteccdo dos niveis de RNA e da proteina BiP sob
condicBes de estresse e em diferentes estadios de desenvolvimento da planta
(Denecke, 1996). Em geral, eventos do desenvolvimento que sdo associados
com alta atividade secretéria celular e a exposicdo das células a agentes que
resultam no acimulo de proteinas mal dobradas no RE causam inducéo de BiP
(Boston et al., 1996; Galili et al., 1998). A expressdo de BiP de planta também

responde a uma variedade de condi¢des de estresses bioticos e abi6ticos, como
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déficit hidrico, infestacdo de fungo, atague de inseto, estresse nutricional,
aclimatacdo ao frio e resposta a elicitores de patdgenos de planta (Anderson et
al., 1994; Denecke et al., 1995; Kalinski et al., 1995; Fontes et al., 1996;
Figueiredo et al., 1997; Fontes et al., 1999). Em um mutante do milho, floury-
2, a sintese no endosperma de uma proteina de reserva mutada, cuja
seguéncia-sinal néo é clivada, é associada com aumento do acumulo de BiP
(Boston et al., 1991; Fontes et al., 1991; Coleman et al., 1995; Gillinkin et al.,
1997). Similarmente, a expressdo de um mutante defeituoso para a montagem
da proteina de reserva do feijdo, faseolina, induz a sintese de BiP em
protoplastos de folha de tabaco (Pedrazzini et al., 1994). Além disso,
tunicamicina, um potente ativador da via UPR induz com eficécia a expressao
do mRNA e da proteina BiP em varios espécies de planta (Fontes et al., 1991,
D'amico et al., 1992; Figueiredo et al., 1997). Esses resultados indicam que,
assim como BiP de mamifero e levedura, BiP de planta é regulado pela via
UPR.

Diversos componentes da via de sinalizagcdo UPR tém sido descritos em
Sacharomyces cerevisiae. Um componente caracterizado € uma proteina
transmembrana bifuncional do RE denominada Irelp. Acredita-se que Irelp
seja responsavel por monitorar e transmitir o sinal da presenca de proteinas
mal dobradas para 0 componente subsequiente davia (Cox et al., 1993; Mori et
al., 1993). A regido carboxiterminal da proteina, voltada ou para o nlcleo ou
para o0 citossol, exibe atividades de cinase e endonuclease. Ativacdo da
atividade de cinase ocorre por meio de oligomerizacéo e transfosforilagéo de
proteinas Irelp vizinhas ha membrana, 0 que, por sua vez, leva a ativagéo da
atividade de endonuclease (Shamu e Walter, 1996). Com a ativagdo da via
UPR, a atividade de endonuclease de Irel inicia o processamento do pré-
MRNA que codifica o transfator Hacl, especifico para transativacéo de genes
regulados pela via UPR (Sidrauski e Walter, 1997). A ligagcdo do mRNA
clivado pela Irelp é conduzida pela tRNA ligase (Sidrauski et al., 1996). Esse
evento de regulacdo do processamento do mRNA de Hacl é totamente

independente da formag&o do “spliceosome” e modula o nivel de sintese de
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Hacl. O transativador Hacl associa-se a0 cis-elemento UPRE (elemento de
resposta a proteinas mal dobradas) e ativa a transcricdo de genes que
codificam proteinas residentes no RE (Mori et al., 1992; Cox e Walter, 1996).
Recentemente, a descoberta de homologos de Irelp em células de
mamiferos forneceu evidéncia direta de que o mecanismo de resposta a
estresses do RE, mediado pela rota UPR, € conservado entre 0s eucariotos
(Wang et al., 1998). Considerando que essas proteinas induzidas pela UPR
agem como chaperones, acredita-se que elas tenham uma fungdo protetora
dentro do RE evitando a agregacéo de proteinas. De fato, a superexpressao de
BiP em céulas de mamifero (Morris et al., 1997) e protoplastos de tabaco
(Leborgne-Castel et al., 1999) previne ainducéo de genes regulados pela UPR
e aumenta a tolerdncia da célula ao estresse, evidenciando que BiP atua
diretamente, atenuando o estresse no RE. Além disso, a transfecgéo de células
de mamiferos com um mRNA de BiP anti-senso suprimiu a sua inducéo sem
alterar os niveis basais da proteina. Essas células também mostraram maior
sensibilidade a ionoforos (Li e Lee, 1991, Li et al., 1992), estresse oxidativo
(Gomer et al., 1991) e toxicidade celular (Sugawara et al., 1993). Embora
esses estudos indicaram claramente um papel protetor de BiP contra o estresse
no RE em células cultivadas in vitro, eles ndo foram estendidos a organismos
multicelulares intactos. Nesta investigacdo, o efeito das variagbes dos niveis
de BiP na tolerancia ao estresse hidrico em tabaco transgénico (Nicotiana
tabacum L. cv. Havana) expressando um cDNA de BiP de soja nas orientagoes

senso e anti-senso foi avaliado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Transfor macao e anélise das plantas

Todos os procedimentos com DNA foram realizados de acordo com
Sambrook et al. (1989). Os plasmideos usados para transformacdo de tabaco
(Nicotiana tabacum), pUFVBIPS e pUFVBIPAS, contém o cDNA de BiP nas
orientacdes senso e anti-senso, respectivamente, sob o controle do promotor
CaMV 35S e o sinal de poliadenilagéo (nos) do gene nopalina sintase, e foram
obtidos previamente (Alvim et al., 2001).

A transformagdo das plantas de tabaco com as construcdes citadas
anteriormente e da planta controle, contendo apenas o vetor binario pBl121,
foi feita por Alvim et al. (2001). Foram utilizadas as técnicas de PCR e
“Southern blot” para detectar a presenca do gene nptll, que confere resisténcia
a canamicina. Para analise de segregacdo, as sementes foram germinadas em
meio MS (Murashige e Skoog, 1962), contendo canamicina 150 mg.L™. O
acumulo de BiP foi monitorado em cada geracdo, por meio de imunoensaios.
As linhagens 35S-BiPS2, 35S-BiPS3, 35S-BiPAS5 e 35S-BiPAS10 foram
selecionadas para os estudos subsequentes. Na nomenclatura adotada para
definir as linhagens transgénicas, S refere-se as plantas transformadas com a

construcdo senso e AS, aquelas transformadas com a construcéo anti-senso. Os
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numeros diferentes apos as letras S e AS indicam que as plantas transgénicas

foram originadas de eventos de transformacdo independentes.

2.2. Extracao de proteinas e “immunaoblotting”

Os extratos de proteina total foram preparados de acordo com Gorg et
al. (1988), com algumas adaptacdes. Aproximadamente, 2 g de tecido de folha
de tabaco transgénico foram triturados em nitrogénio liquido e
homogenei zados com é&cido tricloroacético 10% (v/v), em acetona contendo 2-
mercaptoetanol 0,07% (v/v). A fragdo de proteina total foi precipitada a
— 20 °C durante 40 minutos, centrifugada a 16.000 g a 4 °C, por 15, minutos e
lavada 2-3 vezes com acetona contendo 0,07% (v/v) e 2-mercaptoetanol. O
precipitado foi secado a vacuo, ressuspendido em TrissHCl 50 mM, pH 7,5,
SDS 1% (p/v) e EDTA 25 mM, numa proporcgo de 100 mg.mL™. Apés nova
centrifugacdo a 25.000 g por 20 minutos, a concentragdo de proteina no
sobrenadante foi determinada como descrito por Bradford (1976).

Quantidades equivalentes de proteina total (30 mg) foram fracionadas
em SDSPAGE (Laemmli, 1970) e transferidas para membrana de
nitrocelulose, utilizando-se o sistema de transferéncia da BIORAD, de acordo
com as instrugcbes do fabricante. Apos a transferéncia, a membrana de
nitrocelulose foi blogueada com TBS-T [TrissHCI 100 mM, pH 8, NaCl 150
mM, Tween-20 a 0,1% (v/v)]. Para detecgéo da proteina BiP, foi utilizado um
anticorpo policlonal gerado contra uma versdo truncada da regido carboxi-
terminal de BiP, numadilui¢éo 1:1000 (Figueiredo et al., 1997); e um segundo
anticorpo contra IgG conjugado com a fosfatase alcalina (Sigma), numa
diluicdo de 1:5000. A atividade da fosfatase alcalina foi detectada, usando-se
0s substratos NBT (azul-de-nitrotetrazolio, Gibco/BRL) e BCIP (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-fosfato, Gibco/BRL).
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2.3. Inducéo de estresse hidrico em plantas transgénicas de tabaco

O experimento do estresse hidrico foi conduzido, utilizando-se
plantulas de tabaco néo-transformado (wt) e os transformantes primérios (TO)
do controle (apenas o vetor pBl121) das plantas senso (35S-BiPS) e anti-senso
(35S-BiPAS). O teor relativo de dgua do substrato foi medido de acordo com
Slavik (1974).

Apls o crescimento das plantulas in vitro (cerca de 30 dias), estas
foram aclimatadas, transferidas para substrato (PLANTAGRO), e entdo
levadas para camara de crescimento em condigdes controladas (fotoperiodo de
12 horas, temperatura de 23 °C dia/1l8 °C & noite, 240 nmol m? s de
irradiancia e umidade relativa do ar de 70%). Apos 30 dias de crescimento
com provisdo normal de agua, foram selecionadas plantas nas mesmas
condi¢bes de disponibilidade de &gua e desenvolvimento para o inicio da
inducdo. O déficit hidrico foi induzido, em 50% das plantas, pela cessacdo da
irrigacéo, durante um periodo de duas semanas. No outro conjunto restante,
gue corresponde ao controle absoluto, a irrigacdo foi mantida. O conjunto de
cada tratamento, irrigado e estressado, era constituido de cinco clones de cada
transformante independente e do tabaco néo-transformado. O contetido de
agua do substrato dos dois tratamentos foi monitorado durante o periodo da
experiéncia, por meio da variagdo de peso do substrato (Figura 1).

O potencial hidrico do solo pode ser encontrado a partir do teor relativo
de agua (TRA) do solo e da curva de retencdo de agua do substrato. Para
obten¢do da curva de umidade do solo, foi utilizado o aparelho extrator de
Richards, de acordo com o protocolo do Manual de Métodos de Andlise de
Solos (CNPS, 1997). Entretanto, as propriedades fisico-quimicas do substrato
e as condi¢bes do método utilizado ndo permitiram uma curva de retencdo de

agua que refletisse as condicdes reais do substrato (Figura 2).
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Teor Relativo de Agua
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Figura 1- Curva do teor relativo de agua do substrato das plantas
submetidas ao déficit hidrico.
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Figura 2- Curva deretencéo de agua do substrato.
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2.4. Teor relativo de agua

O teor relativo de agua (TRA) nas folhas foi determinado de acordo
com 0 método de Catsky (1974), com algumas alteragbes. Um conjunto de trés
discos foliares por tratamento foi coletado e pesado, para obter seu peso fresco
(PF). O conjunto de discos foi colocado em uma placa de Petri com &gua
destilada por quatro horas, secado rapidamente pararetirar o excesso de dgua e
pesado para obtencdo do peso maximo (PM). Para obtencdo do peso seco (PS),
esses discos foram mantidos em estufa a 60 °C, por aproximadamente seis

horas. A partir dos pesos fresco, maximo e seco, foi possivel calcular o TRA:

TRA= PF - PSx 100
PM - PS

2.5. Parametr os fisiol6gicos

A assimilacdo fotossintética de CO,, a taxa transpiratéria e a
condutancia estomética foram medidas na terceira folha completamente
expandida das plantas pelo analisador portétil de CO, IRGA, modelo LCA-2
(“Anaytical Development Co. Ltd.”, Hoddeston, Reino Unido), por

irradiancia de 600 mmol m?s™, durante o periodo do experimento.

2.6. Atividade da super oxido dismutase

Para determinagdo da atividade da superdxido dismutase (SOD), 1 g de
folhas foi homogeneizado com 3 mL de fosfato de sodio 200 mM, pH 7,8,
contendo EDTA 2 mM e é&cido L-ascorbico 80 mM. Apds a centrifugacéo a
10.000 g e a 4 °C por 25 minutos, a quantidade de proteina total foi
determinada pelo método de Bradford (1976). A atividade da SOD tota foi
analisada por sua habilidade em inibir a reducdo fotoquimica do azul-de-

nitrotetrazolio (NBT), determinada a 560 nm. A mistura de reag&o consistiu de
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fosfato de sddio 50 mM, pH 7,8, L-metioninal3 mM, riboflavina 2 mM,
EDTA 0,1 mM e NBT 75 mM. Uma unidade da enzima é definida como a
quantidade da enzima requerida para inibir em 50% a reducdo de NBT
(Giannopoalitis e Ries, 1977).



3. RESULTADOS

3.1. Obtencéo e analise das linhagens transgénicas

As plantas de Nicotiana tabacum foram transformadas via
Agrobacterium tumefaciens com o gene BiP, nas orientacdes senso e anti-
senso, sob o controle do promotor 35S CaMV e o sinal de poliadenilagéo 3
nos. Os transformantes primérios foram selecionados in vitro em funcéo da
resisténcia a canamicina e testados, posteriormente, pela incorporagéo do gene
nptll por andlise de PCR. Varias linhagens independentes foram estabel ecidas,
transferidas para solo e crescidas em casa de vegetagcdo, para produzir
sementes (plantas T1). A integracdo e o numero de copias da construcéo nas
plantas transformadas foram determinados por analise de “Southern blot” e
analise de segregacao do gene nptll nageracdo T1 (Alvim et al., 2001).

O acumulo de BiP foi monitorado nas linhagens transgénicas por
analise de “immunaoblotting”. As plantas selecionadas para 0 experimento de
estresse hidrico foram as linhagens 35S-BiPS2, 35S-BiPS3, 35S-BiPASS e
35S-BiPAS10 (Figura 3). Sob condi¢des normais, condicdes ndo-estressantes,
0s niveis da proteina BiP foram maiores nas folhas das plantas BiP senso
(Figura 3, linhas 35SBiPS2 e 35SBiPS3) do que nas plantas silvestre e

controle (Figura 3, linhas silvestre e controle).
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Silvestre  Controle 35SBiPS2  35SBiPS3  35SBiPAS5  35SBiPASIO

Figura 3- Andlise da expressdo BiP nas folhas de tabaco transgénico.
Quantidades similares de proteinas totais, extraidas de folhas de
plantas transformadas com o0 gene BiP na orientagdo senso
(35SBiPS2 e 35SBiPS3) e com o gene BiP na orientacdo anti-senso
(35SBiPASS e 35SBiPAS10), com o vetor pBI121 (controle) e de
plantas ndo-transformadas (silvestre) foram separadas por SDS-
PAGE e sondadas com anticorpo contra BiP de soja.
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3.2. Os niveis de BiP correlacionam-se com a manutencao da turgescéncia

de planta de tabaco sob condi¢des de déficit hidrico

A sintese de BiP de planta é induzida por uma variedade de estresses
ambientais, incluindo o estresse hidrico (Figueiredo et al., 1997; Cascardo et
al., 2000). Assim, aresposta do tabaco transgénico foi analisada sob condicbes
de déficit hidrico, similarmente aguelas que ocorrem no campo. A condicéo de
seca foi gradualmente estabelecida, cessando a irrigagéo das plantas crescidas
na camara de crescimento. Apds 15 dias sob progressiva desidratacéo, foi
observado um fendtipo tolerante nas plantas superexpressando o gene BiP ou
plantas senso (Figura 4). Enquanto as folhas da planta controle murcharam
(Figura 4), aguelas das linhagens transgénicas senso mantiveram um nivel
normal de turgescéncia (Figura 4). A condicdo de seca prolongada inibiu
completamente o crescimento das plantas tabaco-silvestre e controle pBl1121.
Enquanto quase todas as plantas 35S-BiPS foram tolerantes ao estresse
hidrico, menos que 5% de plantas controle sobreviveram ao déficit hidrico
(Alvim et al., 2001).

Apbs 15 dias de privagdo de agua, o acimulo de BiP nas linhagens
senso e controle foi monitorado por analise de “immunoblotting”. Nas plantas
controle, como resultado direto do déficit de &gua, ocorreu indugédo da sintese
de BiP enddgeno, mas, com a persisténcia da condicdo de estresse, o acumulo
de BiP diminuiu a niveis ndo detectaveis (dados ndo mostrados). A diminuicéo
dos niveis de BiP coincidiu com o aparecimento do fendtipo de murcha no
controle, enquanto na linhagem transgénica 35S-BiPS os niveis de BiP foram
mantidos altos durante todo o periodo de estresse. Conseqlientemente, sob
condicbes de déficit hidrico progressivo, os niveis de BiP nas folhas
correlacionaram-se com a manutencdo da turgescéncia foliar. Além disso, o
fendtipo tolerante ao estresse hidrico segregou com o transgene de BiP nas

progénies de TO (Alvim et al., 2001). Esses resultados representam a primeira
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Irrigacdo Estresse Hidrico

controle controle

Figura 4- FendGtipo das plantas transgénicas de tabaco apés 15 dias de
deficit hidrico. Plantas de tabaco transgénicas transformadas
apenas com o vetor pBlI121 (controle) ou transformadas com
construcdo 35S-BiPS (senso) foram mantidas sob irrigacdo (a
esguerda) ou submetidas ao déficit hidrico (adireita).
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demonstracéo de que os niveis elevados de BiP aumentam a tolerancia de

plantas ao déficit hidrico.

3.3. Baixos niveis endogenos de BiP anulam a tolerancia ao estresse

hidrico

Se o fendtipo de tolerancia ao estresse hidrico (Figura 4) observado €
realmente resultado do aumento da expressao de BiP, pode-se antecipar que a
repressao anti-senso do gene BiP debilite ainda mais a planta sob condicéo de
deficiéncia hidrica. De fato, tem sido demonstrado que a inibi¢&o de BiP por
meio da expressdo de seu cDNA anti-senso previne ainducgdo de seu gene e de
outras proteinas do RE relacionadas com estresse, interrompendo o
mecanismo de resposta ao estresse do RE (Little e Lee 1995; Liu et al., 1997,
e dados ndo mostrados). Assim, a tecnologia de repressao anti-senso foi
utilizada como um meio de inibir 0 acimulo de BiP enddgeno em tabaco.
Entretanto, plantas de tabaco transformadas com cDNA de BiP de soja na
orientagdo inversa, sob condigbes ndo-estressantes, acumularam niveis
normais de BiP (Figura 3), indicando que a inibi¢gdo dos niveis de BiP devido
a expressao de seu mMRNA anti-senso pode ser compensada pela ativacéo da
via UPR, aumentando os nivels endogenos de BiP. A fata de co-regulagéo
entre o promotor 35S da construgdo anti-senso e do promotor enddgeno de BiP
regulado pela via UPR, juntamente com a natureza essencia de BiP, podem
explicar o nivel normal da proteina nas plantas anti-senso.

Em células de levedura e mamifero, um nivel basal minimo de BiP é
requerido para a viabilidade de célula (Rose et al., 1989; Li et al., 1992).
Similarmente, 0 estudo da repressdo anti-senso em células de plantaindica que
a completa repressdo da funcéo de BiP pode resultar em letalidade da célula
(Leborgne-Castel et al., 1999). Contudo, a expressao do gene BiP anti-senso
previne a inducéo de BiP em resposta ao estresse do RE (Little e Lee, 1995;
Liu et al., 1997; e dados ndo mostrados).
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Devido a essas observagOes, a resposta da linha anti-senso ao déficit
hidrico foi analisada. As plantas transgénicas foram transferidas para uma
camara de crescimento, onde a metade das plantas néo recebeu irrigagcéo e o
restante foi irrigado a0 longo do experimento. As plantas controle
transformadas com o vetor pBl121 toleraram relativamente bem o tratamento
de estresse durante o periodo do experimento. Em contraste, as plantas anti-
senso mostraram elevada sensibilidade ao déficit hidrico, ja que suas folhas
murcharam completamente apos 15 dias de inducdo do estresse (Figura 5B,
comparar controle e anti-senso). Conseguientemente, a deficiéncia na inducéo
de BiP nas plantas anti-senso correlacionou-se com um aumento na
sensibilidade a seca, em comparagdo com as plantas controle. Uma correlagéo
inversa dos efeitos de BiP ficou evidente em plantas senso submetidas ao
deficit hidrico (Figura 5), confirmando resultados anteriores (Figura 4).

Embora nas plantas transgénicas 35S-BiPS as folhas mantiveram um
nivel normal de turgescéncia sob condi¢bes de privagdo de agua, a taxa
transpiratoria e a condutancia estomatica foram superiores ao observado nas
plantas controle (Figura 6C e D). Assim, o fenotipo de toleréncia a deficiéncia
de &gua das plantas transgénicas BiP senso ou a manutencdo da turgescéncia
ndo foram resultado do fechamento dos estbmatos. A manutencdo da
turgescéncia e o conteldo celular de &gua nas plantas senso estressadas
(Figura 6A) evidenciam que um provavel aguste osmoético impediu a
desidratacéo celular.

As taxas fotossintética e transpiratéria e a condutancia estomatica de
todas as plantas transgénicas que permaneceram sob irrigacdo ndo diferiram
significativamente entre s (Figura 7A, C, E). Porém, sob regime de
deficiéncia de agua, a assimilagdo fotossintética de CO, diminuiu
diferentemente nas trés transgénicas (Figuras 6B e 7B). Ap6s 10 dias de
deficiéncia de agua, a assimilacdo de CO, diminuiu rapidamente, alcancando
um minimo no décimo quinto dia de estresse nas plantas anti-senso (0% do

valor inicia), nas plantas controle (30% do valor inicial) e nas plantas senso
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controle anti-senso

Figura 5- Fendtipo das plantas de tabaco transgénicas apés 15 dias de
déficit hidrico. Plantas de tabaco transgénicas contole (pBl1121),
35S-BiPS (senso) e 35S-BiPAS (anti-senso) foram mantidas sob
irrigacéo (A) ou submetidas ao déficit hidrico (B).
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Figura 6- Parametros fisiologicos das plantas de tabaco transgénicas em
condicBes normais de irrigacdo (barras pretas) e apos 15 dias
de déficit hidrico (barras brancas). Ao término do experimento,
15 dias apds a inducéo, o teor relativo de agua (TRA) (A), a taxa
fotossintética (B), a taxa transpiratoria (C) e a condutancia
estomética (D) da terceira folha das plantas foram medidas pelo
IRGA — LCA-2 a irradiancia de 600 mmol m? s*. Os valores
representam amédia + DP de cinco réplicas.
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(80% do vaor inicial). A perda da capacidade de assimilacdo de CO, nas
folhas das plantas anti-senso estressadas foi maior do que nas folhas das
plantas controle; nas senso estressadas, foi menos afetada. Assim, sob
condi¢Oes de seca progressiva, ataxa fotossintética em folhas de plantas senso
diminuiu numa extensdo muito menor do que nas plantas controle e anti-senso.

AlteracOes da taxa fotossintética podem ser resultado do fechamento
estomatico ou da degradacéo de aparelho fotossintético pelas condicbes de
estresse. O efeito do estresse hidrico na integridade do aparelho fotossintético
foi analisado pela determinacdo da taxa de fluorescéncia (Fv/Fm), como uma
medida da eficiéncia fotoguimica do fotossistema Il (PS2). Sob condicbes de
seca progressiva, a razdo Fv/Fm permaneceu inalterada nas plantas controle,
senso e anti-senso e foi similar aos valores encontrados nas plantas que
permaneceram sob irrigagdo (Tabela 1). Em contraste, a conduténcia
estomatica variou em diferentes niveis nas folhas das plantas anti-senso, senso
e controle, tendo correlacionado com a taxa fotossintética dessas plantas
(Figuras 6D e 7B). Consistente com uma taxa fotossintética superior em
plantas senso, a conduténcia estomética foi maior em folhas senso que em
plantas controle e anti-senso (Figuras 6B e 7F). Variagdo na taxa transpiratoria
seguiu 0 mesmo padrdo da condutancia estomatica (Figura 6D).
Coletivamente, esses resultados indicam que a diminuicéo significativa na taxa
fotossintética das plantas anti-senso sob déficit hidrico foi devido ao
fechamento estomatico e ndo em razdo de algum dano no aparelho

fotossintético.
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Figura 7- Parametros fisiologicos de plantas transgénicas de tabaco sob
déficit hidrico. Plantas de tabaco controle (pBl), senso (S) e anti-
senso (AS) foram expostas ao seguinte regime de agua: mantidas sob
irrigacéo (A, C e E) e sob déficit hidrico (B, D e F) durante 15 dias.

A taxa fotossintética (A, B), taxa transpiratéria (C, D) e condutancia

estomatica (E, F) da terceira folha de plantas transgénicas foram

medidas pelo analisador de gas IRGA, modelo LCA-2, airradiancia

de 600 nmol m? s™, durante o periodo do experimento. Cada valor
representa a média+ DP (n=5).
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Tabela |- Analise da €ficiéncia fotossintética do PSII, razdo Fv/Fm,

durante o periodo de déficit

hidrico.

Os parametros

fotossintéticos foram medidos na terceira folha de plantas de
tabaco controle (pBl), 355BiPS (senso) e 35S-BiPAS (AS), que
foram mantidas sob irrigacdo (IR) ou submetidas ao déficit

hidrico (EH). Os valores representam a média + DP (n=5)

Diassem | pBI (IR) | pBlI (EH) | Senso Senso | Anti-senso | Anti-senso
Irrigacéo (IR) (EH) (IR) (EH)
0 0,846 + 0,015 | 0,853+ 0,021 0,846 + 0,852 + 0,023 | 0,847 0,013 0,839+ 0,018
5 0,845+ 0,020 | 0,839 + 0,017 0,833+ 0,853+ 0,029 | 0,835+ 0,027 0,848 + 0,024
10 0,843+ 0,056 | 0,854 + 0,015 0,846 + 0,852+ 0,019 | 0,843+ 0,021 0,845 + 0,025
15 0,830 + 0,023 0,845 + 0,827+ 0,019 | 0,858+ 0,017 | 0,830+ 0,011 0,840 + 0,009
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3.4. Flutuagdes dos niveis de BiP correlacionam-se inver samente com a

atividade de enzimasinduzidas por estresse oxidativo

Apesar da observagdo de que o aumento do acimulo de BiP parece
prevenir a desidratacdo celular, os resultados apresentados indicam que,
provavelmente, a manutencéo da turgescéncia normal das folhas das plantas
senso, sob déficit hidrico, ndo foi uma consequéncia do fechamento
estomatico. Nesse caso, BiP pode estar agindo diretamente para aliviar o
estresse intracelular causado pelo déficit hidrico.

Um dos efeitos de estresse hidrico severo € o aumento da producéo de
espécies de oxigénio reativas (ROS), levando ao estresse oxidativo, que por
sua vez estimula 0 aumento nos niveis ou atividades de enzimas antioxidantes,
como a superéxido dismutase (SOD). Em razdo disso, a atividade da SOD em
plantas senso, anti-senso e controle foi determinada como um meio de
monitorar o estresse intracelular (Tabela Il). De fato, o déficit hidrico causou
aumento da atividade da SOD em plantas controle. A atividade de SOD
permaneceu praticamente inalterada em plantas senso, em comparagdo com as
senso irrigadas, enquanto em plantas anti-senso 0 grau do aumento da
atividade da SOD, causada pela deficiéncia de agua, foi muito maior que em
plantas controle.

Coletivamente, esses resultados sio consistentes com um mecanismo de
toleréncia mediado por BiP, que atua de forma a aliviar o estresse oxidativo

endogeno causado pelo déficit hidrico.
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Tabela || — Atividade total da superoxido dismutase (SOD) em folhas de
tabaco transgénico (Nicotiana tabacum) que permaneceram
irrigadas (irrigadas) ou ap6s 15 dias de déficit hidrico
(estressadas). Os valores representam ameédia+ DP (n=5)

Atividade da SOD (unidade mg™)
Regime de &gua pBI? senso” anti-senso°
Irrigadas 13,656 = 2,702 12,384 =+ 0,541 11,810 = 0,806
Estressadas 17,302 £ 1,354 13,470 £ 1,641 24,423 + 0,538

a Plantas controle pBl.
b- Plantas BiP senso (35S-BiPS).
c- Plantas BiP anti-senso (35S-BiPAS).
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4. DISCUSSAO

O chaperone molecular BiP esta presente no RE de todas as células
eucaridticas e constitui um componente importante da funcdo constitutiva do
RE. Além de assistir ao dobramento e a montagem de proteinas secretérias,
BiP é essencial na transocacdo de proteinas recém-sintetizadas para o RE
(Hammond e Helenius, 1995). Recentemente, foi demonstrado que BiP
participa diretamente no mecanismo de controle da permeabilidade da
membrana do RE, selando os poros do “translocon”, onde os ribossomos livres
se ligam (Hamman et al., 1998). Consistente com suas fungdes, a sintese de
BiP é induzida por (a) eventos do desenvolvimento associados com alta
atividade secretéria celular e (b) condicdes de estresses fisiolégicos que
promovem acumulagdo de proteinas mal dobradas no RE (Boston et al., 1996;
Denecke, 1996). De acordo com estas observagOes, nesta investigacéo foi
demonstrado que a superexpressdo de BiP em tabaco conferiu tolerancia a
estresses abi 6ti cos.

Estudos da superexpressdo de genes BiP em células de mamifero e
protoplastos de folha de tabaco evidenciaram que BiP atenua o estresse do RE
causado por ionéforos ou tunicamicina (Morris et al., 1997; Laitusis et al.,
1999; Leborgne-Castel et al., 1999). Em ambos os casos, foi mostrado que a

inducdo de BiP protege contra a inibicdo da sintese de proteinas causada por
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agentes gque provocam estresses no RE. Também, tem sido demonstrado que o
efeito protetor de BiP contra estresse do RE causado pelo acumulo de
proteinas mal dobradas pode ser estendido para organismos intactos (Alvim et
al., 2001). O blogueio da glicosilagéo de proteinas por tunicamicina, as quais
ndo podem dobrar-se corretamente, resulta no acUmulo de proteinas mal
dobradas ou n&o-funcionais dentro do RE. Em tal ambiente de dta
concentrac@o de proteina mal dobrada, cadeias laterais hidrofdbicas expostas
pelas proteinas desnaturadas poderd&o interagir com outras proteinas mal
dobradas ou com superficies hidrofébicas de proteinas em processo de sintese
ou montagem, induzindo a agregacéo de proteinas. Provavelmente, em alta
concentracdo de BiP, os dominios hidrofobicos expostos das proteinas
desdobradas terdo maior probabilidade de interagir com BiP do que com
outras superficies reativas. Em tais circunstancias, o0 aumento do acumulo de
BiP possibilitaria a capacidade de processamento do RE, que, por sua vez,
permitiria taxas altas de sintese de proteina. Existe relacdo dinamica entre a
taxa de processamento da proteina e a traducdo do mRNA. Evidéncias na
literatura reforcam a hipétese de que BiP atua coordenando as respectivas
taxas de processamento das proteinas no RE e traducdo do mRNA. Em células
de mamifero, ateracdes na disponibilidade de BiP afetaram o inicio da
traducdo e o grau de fosforilacéo de elF-2 (Morris et al., 1997; Laitusis et al.,
1999). Similarmente, em protoplastos de tabaco, a expresséo de BiP conferiu
toleréncia a inibicéo da traducdo em resposta ao estresse do RE (Leborgne-
Castel et al., 1999).

Nessa investigagdo, foi demonstrado que a superexpressdo constitutiva
de BiP em tabaco também conferiu toleréncia ao estresse hidrico. No nivel
celular, algumas respostas da planta a desidratacdo podem ser resultado de
danos provocados na estrutura de proteinas e membranas, enquanto outras
respostas correspondem a processos adaptativos (Shinozaki e Yamaguchi-
Shinozaki, 1997). Baseado na funcdo de BiP como chaperone molecular e na
regulacéo de sua expressdo em resposta a estresses, BiP pode agir em ambos

0s mecanismos. Como consequiéncia, o papel protetor de BiP contra estresse
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hidrico pode estar associado a preservacdo da estrutura de proteinas e
integridade de membranas, como também com a manutencéo da alta atividade
secretdria mediada pela resposta celular de adaptagdo ao estresse hidrico
(Ingram e Bartels, 1996).

Em plantas e fungos, grande parte da atividade secretoria é funcdo da
producdo de enzimas e polissacarideos da parede celular. Como um
mecanismo de defesa da planta ao estresse hidrico, a composicdo quimica e
propriedades fisicas da parede celular sdo ativamente alteradas, 0 que resulta
em uma estrutura reforcada para restringir a perda de agua dos tecidos internos
(Neuman, 1995). Esse fendmeno de endurecimento da parede celular foi
observado em folhas de milho expostas a0 estresse osmotico (Chazen e
Neuman, 1994) e em raizes de sorgo sujeitas ao estresse hidrico severo (Cruz
et al., 1992). Nesse caso, a funcéo de BiP seria requerida em razéo da intensa
atividade secretOria causada pelo processo de remodelagem da parede celular.
Além disso, BiP poderia facilitar o dobramento e a montagem de um grupo
selecionado de proteinas secretérias induzidas por estresse hidrico, que
estariam provavelmente envolvidas no mecanismo de resposta a0 estresse
osmotico.

De fato, proteinas induzidas pelo déficit hidrico, que sdo enviadas avia
secretora, foram identificadas em uma extensiva gama de espécies de planta
(Ingram e Bartels, 1996; Riccardi et al., 1998), sendo demonstrado que BiP
associa-se com essas proteinas induzidas (Cascardo et al., 2000). Em ambos o0s
casos, a superexpressdo de BiP pode causar efeito indireto na tolerancia ao
estresse, permitindo que as células controlem mais eficazmente a arquitetura
da parede celular e a concentracdo de proteinas de defesa especificas, antes
gque a condicdo de estresse acance seu efeito deletério maximo. A
investigagcdo da cinética de proteinas induzidas pelo estresse hidrico em
células superexpressando BiP permitira analisar essas possibilidades,
esclarecendo os mecanismos de toleréncia a seca mediados por BiP.

Com base no fendtipo das linhagens transgénicas tolerantes a seca, a

superexpressdo de BiP foi associada com o mecanismo de tolerancia ao

60



estresse, que resulta na manutencéo da turgescéncia e do conteido de agua
celular. Esse fendtipo indica que BiP também poderia estar prevenindo a
desidratacéo celular. O fechamento estomético em resposta ao estresse hidrico
constitui um dos mecanismos de adaptacdo a seca mais bem caracterizados.
Contudo, sob déficit hidrico, a condutancia estomatica e a taxa transpiratoria
nas folhas senso foram maiores que as do controle e anti-senso.
Provavelmente, a ocorréncia de um ajuste osmotico preveniu perda da
turgescéncia e a desidratagdo em plantas transgénicas senso. Essa
possibilidade é consistente com a observacdo de que, sob condicdes de seca
progressivas, a taxa de fotossintese em folhas senso foi muito menos afetada
gue em folhas controle e anti-senso. Assim, enquanto a assimilagdo de CO, é
mantida em folhas senso estressadas, 0 seu crescimento € inibido (dados néo
mostrados). 1sso leva a uma utilizagéo reduzida dos fotoassimilados, o que
poderia justificar 0 aumento da concentracdo de solutos em tecidos de folhas
Senso.

Em Centrosema o fechamento estomatico causa a cessacao do gjuste
osmoatico (Ludlow et al., 1983). Igualmente, a exciséo de cotilédones de soja e
plantulas de girassol previnem acumulacdo de solutos e o0 guste osmotico,
causando significativa diminuicdo na turgescéncia (Meyer e Boyer, 1972,
1981; Kutschera e Kohler, 1994). As dltas taxas de assimilagdo de CO, em
folhas senso estressadas podem ser correlacionadas com sua condutancia
estomatica sob déficit de agua. Uma correlacdo inversa de efeitos foi
observada em plantas anti-senso. Uma vez que ndo foram detectados danos no
aparelho fotossintético, induzidos pelo estresse hidrico nas plantas
transgénicas, a diminuicdo da taxa fotossintética nas plantas anti-senso sob
déficit de dguafoi, provavelmente, consequiéncia do fechamento estomético.

A via de transducdo de sinal do cécio (Ca®*) citoplasmético pode
regular a turgescéncia das células de planta e coordenar respostas estomaticas
em funcdo da desidratac@o foliar (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 1997).
Durante o fechamento estomético, o nivel de Ca? citoplasmético aumenta

como resultado da mobilizagdo de Ca* mediada por IP3 (1,4,5-trifosfato
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inositol), a partir de estoques intracelulares. De fato, aumentos na
concentracdo de Ca®* citoplasmético podem iniciar o fechamento dos
estOmatos em tabaco. Embora as informagdes disponiveis ndo sejam
suficientes para avaliar uma conexao direta entre a funcéo de BiP, liberacéo de
Ca”" do RE e turgescéncia celular, sabe-se que a deplecéo gradual de Ca®* de
estoques intracel ulares promove a regulacdo de genes BiP por uma via distinta
daquela induzida por tunicamicina (Roy et al., 1996; McCormick et al., 1997,
Morris et al. , 1997). Além disso, tem-se demonstrado que BiP exerce papel
direto e relevante na liberagdo de Ca®* para dentro do |imen do RE, e
variagdes na concentracdo da proteina induzem o gjuste da homeostase celular
de Ca®* (Liévremont et al., 1997). Assim, a superexpressio de BiP em plantas
senso pode aumentar a capacidade de armazenamento de Ca™ no RE, afetando
o funcionamento do estdmato.

O presente trabalho indicou gque a magnitude da resposta do sistema de
protecdo antioxidativo ao estresse hidrico se correlacionou inversamente com
os niveis de BiP. Pelo menos um componente do sistema de defesa
antioxidativo, SOD, foi investigado, e 0 aumento de sua atividade foi maior
em folhas estressadas de tabaco anti-senso do que no controle, enquanto nas
folhas senso a atividade da SOD permaneceu praticamente inalterada durante
0 periodo de deficiéncia de &gua. Como as plantas anti-senso exibiram um
aumento na sensibilidade ao déficit de &gua e a SOD contribuiu para a
remocdo de O° ", é provavel que o aumento da atividade de SOD em folhas
anti-senso desidratadas reflita a magnitude do estresse oxidativo induzido pelo
estresse hidrico, em vez de refletir a intensidade da resposta do mecanismo de
protecdo em folhas anti-senso.

Em contraste com as plantas anti-senso, a superexpresséo de BiP foi
aparentemente associada com uma diminuicdo da resposta de enzimas do
sistema antioxidativo sob déficit de agua. O estresse oxidativo pode ter sido
limitado em plantas senso, porque a superexpressao de BiP preveniu o estresse
endégeno. Em células de mamiferos, o controle da liberacdo de Ca?* do RE
por BiP preveniu o estresse oxidativo (Liu et al., 1997, 1998). Embora estudos
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adicionais sejam necessarios para discernir o mecanismo preciso de tolerancia
a0 estresse hidrico mediado por BiP, o envolvimento de BiP em potencial no
controle da homeostase de Ca®* do RE pode justificar os efeitos fisioldgicos
pleiotropicos das propriedades protetoras de BiP sob estresse hidrico.
Entretanto, pelos resultados apresentados, ndo se descarta a possibilidade de
que a producdo de O* tenha sido reduzida em folhas de plantas senso por
ativagao de vias dissipativas alternativas.

Plantas respondem a0 estresse hidrico por gustes morfoldgicos,
fisiologicos e metabdlicos, e adgumas das respostas celulares adaptativas sdo
interconectadas claramente com outras respostas de estresses ambientais. Em
condi¢bes naturais, o déficit hidrico isoladamente é improvavel de ocorrer,
uma vez que ele afeta a absorgcdo de nutrientes essenciais, levando ao estresse
nutricional. Do mesmo modo, o déficit hidrico celular resulta em estresse
osmotico, o qual também pode ser devido ao estresse salino. Por
consequéncia, em situacOes de estresse hidrico, os estresses nutricional,
osmotico e salino por certo ocorrem simultaneamente e contribuem para
debilitar a planta Nessa complexa interacdo de estresses fisioldgicos,
proteinas relacionadas a estresses que permitam uma coordenada resposta
celular adaptativa sob uma variedade de condicOes de estresse sG0 mais
provaveis de desenvolver funcbes protetoras e vantagem fisiologica para as
plantas sob condi¢des de campo.

Assim, a efetividade da superexpresséo de BiP na protegdo da planta
contra estresses pode estar relacionada a sua inducdo por uma grande
variedade de condicdes de estresses fisiologicos (Galili et al., 1998). As bases
fundamentais para essas vantagens fisiologicas adquiridas podem ser
exploradas no nivel agronbmico e estendidas a outras culturas

economicamente importantes.
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3. CONCLUSOESGERAIS

E geralmente aceito que a espécie ativa de BiP é a forma monomérica
em que, em resposta a estimulos, 0s mondmeros sao pos-traduciona mente
modificados, formando um “pool” de BiP na forma oligomérica. Embora as
formas de BiP induzidas por estresse osmético sgjam fosforiladas, elas foram
fracionadas no gradiente de sacarose como mondémeros, assim como BiP de
células tratadas com tunicamicina. Assim, é provavel que a fosforilagdo de
BiP estimulada por estresse osmotico ocorra em sitios diferenciados e
represente um mecanismo alternativo para conferir as isoformas de BiP
especificidade e funcdes bioldgicas distintas em condicbes de estresse
osmoti co.

Os resultados dessa investigacdo também forneceram evidénicas
conclusivas de gque a inducdo da expressdo do gene BiP é suficiente para
conferir tolerancia ao estresse hidrico. Inicialmente, sob condigbes de seca
progressiva, o nivel de acimulo de BiP correlacionou-se com a manutencdo de
turgescéncia celular. As plantas transgénicas superexpressando BIiP
mantiveram niveis altos da proteina durante o periodo experimental. Em
contraste, embora o déficit hidrico tenha causado inducéo dos niveis de BiP
endogeno, eles retornaram ao nivel basal com a persisténicia das condigdes de

estresse. A diminuicdo dos niveis de BiP correlacionou-se com a murcha das
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folhas. Além disso, a represséo da expressdo de BiP aumentou a sensibilidade
a0 estresse hidrico das plantas anti-senso.

O fechamento estomético em resposta ao estresse hidrico constitui um
dos mecanismos de adaptacdo a seca mais bem caracterizados. Contudo, sob
condicBes de déficit de agua, a condutancia estomatica e a taxa transpiratoria
nas folhas da planta senso foram maiores gque nas folhas controle e anti-senso.
Provavelmente, um maior gjustamento osmético preveniu a perda da turgidez
e a desdratagdo em plantas senso. Tal possibilidade € consistente com a
observacdo de que sob condigdes de seca progressivas a taxa de fotossintese
em folhas senso foi muito menos afetada do que em folhas controle e anti-
senso. Assim, enquanto assimilagdo de CO, é mantida em folhas senso
estressadas, 0 seu crescimento € inibido devido ao déficit de agua. Desde que
ndo se detectou nenhum dano ao aparelho fotossintético induzido pelo estresse
nas plantas transgénicas, a diminuicdo da taxa fotossintética de plantas anti-
senso sob déficit de aguafoi em consequiéncia do fechamento estomético.

No presente trabalho, constatou-se que a magnitude da resposta do
sistema de protecdo antioxidativo ao estresse hidrico se correlacionou
inversamente com os hiveis de BiP. Pelo menos um componente do sistema de
defesa antioxidativo, SOD, foi investigado, e 0 aumento de sua atividade foi
maior em folhas estressadas de tabaco anti-senso do que no controle, enquanto
nas folhas senso a atividade da SOD permaneceu praticamente inaterada
durante o periodo de deficiéncia de dgua. Como as plantas anti-senso exibira
aumento na sensibilidade ao déficit de dgua e a SOD contribui para a remocéo
de O, é provéavel que o aumento da atividade de SOD em folhas anti-senso
desidratadas reflita a magnitude do estresse oxidativo induzido pelo estresse
hidrico, em vez de refletir a intensidade da resposta do mecanismo de protecéo

em folhas anti-senso.
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