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EXTRATO

ALCANTARA, Grazielle da Mota. Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
Marco de 2020. Caracterizacdo funcional do gene soy BiP em resposta a
estresses bidticos. Orientador: Prof2. Dr2. Fatima Cerqueira Alvim. Co-orientador:

Prof. Dr. Marcio Gilberto Cardoso Costa.

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é considerado uma das culturas mais
importantes mundialmente por suas améndoas serem utilizadas como fonte de
matéria-prima principalmente na fabricacdo do chocolate. A lavoura do cacau
sempre gerou a maior fonte de renda da regido sul da bahia, mas nas ultimas
décadas a producédo de cacau vem sofrendo grandes danos em funcéo da acéo do
fitopatdgeno Moniliophthora perniciosa, fungo causador da doenca vassoura de
bruxa. Seu desenvolvimento provoca alteracdes histoldgicas, morfoldgicas,
fisiologicas e temporais nos tecidos do cacaueiro. Varios genes que codificam para
proteinas relacionadas com func6es moleculares importantes vém sendo estudados
para controle da doenca. BiP (Binding immunoglobulin Protein) € uma chaperona
pertencente a familia génica HSP70 que desempenha um papel importante na
regulacdo de processos no Reticulo Endoplasmatico (RE) e protecéo celular durante
estresses. Neste trabalho, investigamos a funcionalidade do gene soyBiP (gene BiP
isolado da soja), na tolerancia a estresses bibticos causado por pragas em plantas
genéticamente modificadas de Solanum lycopersicum. Onde foi realizada a
caracterizacdo in silico das familias génicas de BiP em tomate e cacau, sendo
identificados nas andlises dois genes que codificam para a proteina em cacau
denominados TcBiP1 e TcBiP2 e quatro genes em tomate denominados SolBiP1,
SolBiP2, SolBiP3 e SolBiP4. Foram feitas inoculgdes com M. perniciosa nas plantas
superexpressando o gene soyBiP e plantas controle, onde as plantas transformadas
geneticamente, mostraram maior tolerancia aos sintomas causados pela infec¢ao do
fungo em relacdo as plantas ndo transformadas. As plantas superexpressando o
gene soyBiP e inoculadas com M. perniciosa, também apresentaram um menor
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) quando comparadas as plantas
controle e ndo inoculadas. Essas plantas transgénicas ainda apresentaram uma
melhor resposta em tamanho e quantidade de frutos e sementes, sob ataque da
mosca branca (Bemisia tabaci). Outra abordagem utilizada nesse estudo foi a
obtencdo e comparacdo do perfil proteico de linhagens transformadas e né&o
transformadas, demontrando diferencas numéricas de spots, onde a quantidade na
linhagem transgénica foi superior em comparacdo a controle. Com esta estratégia
espera-se aumentar o patamar do conhecimento acerca do gene BIiP, visando
desenvolver novas metodologias de combate a vassoura de bruxa e outras pragas.

Palavras-chave: BiP. Transformacao genética. Vassoura de bruxa.
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ABSTRACT

ALCANTARA, Grazielle da Mota. Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
Marco de 2020. Caracterizagdo funcional do gene soyBiP em resposta a
estresses bidticos. Advisor: Prof2. Dr2. Fatima Cerqueira Alvim. Co-advisor: Prof.

Dr. Marcio Gilberto Cardoso Costa.

The cacao tree (Theobroma cacao L.) is considered one of the most important crops
worldwide because its almonds are used as a source of raw material mainly in the
manufacture of chocolate. The cocoa crop has always generated the greatest source
of income in the southern region of Bahia, but in recent decades cocoa production
has suffered great damage due to the action of the phytopathogen Moniliophthora
perniciosa, fungus that causes witches' broom disease. Its development causes
histological, morphological, physiological and temporal alterations in the cocoa
tissues. Several genes that code for proteins related to important molecular functions
have been studied to control the disease. BiP (Binding immunoglobulin Protein) is a
chaperone belonging to the HSP70 gene family that plays an important role in the
regulation of processes in the Endoplasmic Reticulum (ER) and cell protection during
stress. In this work, we investigated the functionality of the soyBiP gene (BiP gene
isolated from soy), in the tolerance to biotic stresses caused by pests in genetically
modified plants of Solanum lycopersicum. Where the silico characterization of the BiP
gene families in tomatoes and cocoa was carried out, two genes that code for the
protein in cocoa named TcBiP1 and TcBiP2 and four genes in tomatoes named
SolBiP1, SolBiP2, SolBiP3 and SolBiP4 were identified in the analyzes. Inoculations
were made with M. perniciosa in plants overexpressing the soyBiP gene and control
plants, where genetically transformed plants showed greater tolerance to symptoms
caused by fungus infection compared to untransformed plants. Plants overexpressing
the soyBiP gene and inoculated with M. perniciosa, also showed a lower
accumulation of reactive oxygen species (ROS) when compared to control and
uninoculated plants. These transgenic plants still showed a better response in size
and quantity of fruits and seeds, under attack by the whitefly (Bemisia tabaci).
Another approach used in this study was to obtain and compare the protein profile of
transformed and non-transformed strains, showing numerical differences in spots,
where the amount in the transgenic strain was higher compared to control. With this
strategy, it is expected to increase the level of knowledge about the BiP gene, aiming
to develop new methodologies to combat witches' broom and other pests.

Keywords: BiP. Genetic transformation. Witch's broom.



1. INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma planta arbérea, perene, de clima
tropical, nativa da América do Sul nas regibes de florestas umidas (DIAS, 2001;
RUSCONI & CONTI, 2010; THOMAS et al., 2012). E considerada uma das culturas
mais importantes mundialmente por suas améndoas serem utilizadas como fonte de
matéria-prima na industria farmacéutica, de cosméticos e sobretudo, na fabricacao
do chocolate (TEIXEIRA et al., 2015). As principas zonas produtoras de cacau no
Brasil sdo a regido Amazobnica e o Sul da Bahia, locais que apresentam as
condicdes edafoclimaticas propicias para o estabelecimento da lavoura
(MOTAMAYOR et al., 2002; HEBBAR, 2007).

A lavoura do cacau é a maior geradora de fonte de renda da regido sul
baiana, mas nas Ultimas décadas, a producdo vem sofrendo grandes perdas em
funcdo da acdo do fitopatbgeno Moniliophthora perniciosa, fungo causador da
doenca vassoura de bruxa. Estima-se que em uma década de 1990 a 2000, houve
uma queda na producdo de cacau no Brasil em 75% (HEBBAR, 2007; EVANS,
2016; ICCO, 2017). A doenca s6 induz a morte do hospedeiro se a infeccdo ocorrer
em plantas jovens, em decorréncia da destruicdo das regibes meristematicas. Em
contrapartida, quando a infeccdo ocorre em plantas adultas a produtividade é
drasticamente afetada, pois o0 patdgeno leva a inviabilizacdo das sementes,
diminuicdo potencial na producdo de frutos bem como no seu desenvolvimento.
(SENA et al., 2014; EVANS, 2016).

O patégeno M. perniciosa € um fungo hemibiotrofico, que possui duas fases
distintas no ciclo de vida, uma biotrofica e outra saprofitica. No decorrer da interacéo
planta-patégeno, observam-se alteracfes histologicas, morfoldgicas, fisiologicas e
temporais nos tecidos infectados do cacaueiro (FRIAS et al., 1991; ORCHARD et al.,
1994; SCARPARI et al., 2005; CEITA et al., 2007; SENA et al., 2014). A infeccdo se
inicia quando os tubos germinativos dos basidiésporos penetram em tecidos jovens
da planta via estbmatos, epiderme ou tricomas (KILARU; HASENSTEIN, 2005;
GRAMACHO, 2014; EVANS, 2016). Essas hifas priméarias ramificam-se e colonizam
0 espaco intercelular da planta, propagando preferencialmente nos tecidos do cortex
e da medula do caule (SILVA & MATSUOKA, 1999; SILVA et al.,, 2002; EVANS,
2016).



Com a progressao do ciclo da doencga, surge o aparecimento de grampos de
conexao entre as células das hifas e formacéo do micélio dicariético, que penetra na
célula vegetal, acarretando na morte do tecido, caracterizada como fase necrotrofica
do patégeno (PURDY E SCHMIDT, 1996; SILVA et al., 2002; EVANS, 2016).
Eventualmente, apo0s a alternancia de periodos de alta e baixa umidade, as hifas
secundéarias produzem, no ramo seco de cacau, basidiocarpos contendo
basidiésporos, completando o ciclo de vida do fungo.

A resposta do hospedeiro, localizada a partir do ponto de infeccéo resulta no

inchagco da parte afetada, ocasionado pela rapida divisdo celular e aumento do
tamanho das células, além da quebra de dominancia apical dos ramos infectados,

levando a um consideravel aumento de tecidos e desenvolvimento de ramos laterais
(ORCHARD et al., 1994, Griffith et al., 2003; CEITA et al., 2007; TEIXEIRA et al.,
2015). Em conjunto, estes sintomas conferem ao ramo vegetativo do cacau a
aparéncia de uma vassoura e a este ramo da-se o nome de vassoura verde, que
permanece assim por um longo e progressivo periodo de tempo e de
desenvolvimento fungico. Ap6s o periodo de um a dois meses, 0S ramos comegam a
se modificar tornando-se marrons, secando progressivamente a partir do apice, até
ficarem completamente secos, quando passam a ser denominados de vassoura
seca (EVANS, 1980; LAWRENCE et al., 1991; LEAL et. al, 2010).

Desvendar os mecanismos moleculares envolvidos na interacdo cacau/ M.
perniciosa € imprescindivel para compreender as peculiaridades desse
patossistema. Neste sentido, as informagcfes geradas com sequenciamento
gendmico (MONDEGO et al., 2008) e de bibliotecas de cDNA representativas das
diferentes fases do ciclo de vida do M. perniciosa (RINCONES et al., 2008; PIRES et
al., 2012) trouxeram informacdes relevantes para a compreensdo das bases
moleculares do desenvolvimento do patégeno. Essas informacdes, aliadas as
geradas com o sequenciamento de cDNAs representativos da interacdo compativel
e incompativel de cacau/ M. perniciosa (GESTEIRA et al.,, 2007) bem como o0s
estudos protedmicos englobando ambos o0s organismos do patossistema vassoura
de bruxa, vem gerando informacdes importantes para a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos especificamente na interacdo cacau/ M.
perniciosa (SCARPARI et al., 2005; CEITA et al., 2007).
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Com os avangos nos estudos, puderam ser identificadas algumas familias
genicas que vem sendo propostas como possiveis candidatos de resisténcia a
vassoura de bruxa do cacaueiro (PUNGARTNIK et al., 2009; ARGOUT et al., 2011;
TEIXEIRA et al., 2014). Dentre esses, algumas (PRs) de cacau que é uma classe de
proteinas relacionadas a patogénese que sao sintetizadas pela planta para a sua
defesa quando sofrem ataques de patdogenos.(MENEZES et al., 2012; JAIN;
KHURANA, 2018).

Outro gene estudado em estresses é 0 gene BiP (Binding immunoglobulin
protein) que codifica uma chaperona molecular de reticulo endoplasmatico (RE)
pertencente a familia das HSP70 (Proteinas de choque térmico). Esse chaperone
molecular desempenha um papel importante na translocacdo de proteinas, na
regulacdo de processos no RE, na catdlise do dobramento de proteinas da rota
secretora e enderecamento das proteinas malformadas para rota de degradacao
(HAMMOND & HELENIUS, 1995; GALILI et al., 1998;. VITALE & DENECKE, 1999).
Esse gene ja foi identificado em todos os genomas de organismos eucariotos
(BOSTON et al., 1996; SAIBIL, 2015).

Sabe-se que 0 aumento da atividade secretora ou o acumulo de proteinas
mal dobradas dentro do RE resultam na inducdo da expressdo de BiP mediante
ativacao de uma rota de sinalizagdo denominada Unfolded Protein Response (UPR).
Essa rota é desencadeada pela diminuicdo na quantidade de BiP livre no RE. A
cascata de sinalizacdo, mediada por fosforilagdo de proteinas IRE, levam ao
aumento na expressado do gene bem como no processamento alternativo do RNAm
gerando ampliacdo na meia vida do mesmo, com essa estratégia, o nivel de BiP
aumenta no RE. Sabidamente, situacdes que induzem estresse em reticulo, como
estresse bidtico ou abiodtico, induzem a UPR. O aumento no nivel de BiP esta
relacionado a protecdo dos organismos contra 0S possiveis danos celulares
(BOSTON et al., 1996; PEDRAZZINI & VITALE, 1996). Em plantas particularmente,
diversos trabalhos cientificos descrevem que a superexpressdo desse gene via
transgenia estd diretamente relacionada ao aumento da tolerdncia a estresses
abidticos, como o déficit hidrico (CASCARDO et al., 2000; ALVIM et al., 2001;
VALENTE et al., 2009) e biéticos, como infesta¢des por fungos e ataques de insetos
(KALINSKI et al., 1995; LIEBRAND et al., 2014).

No estudo feito por (ALVIM et al., 2001) foram utilizados clones de BiP de

Soja (Glycine max) denominado soyBiPD, onde foram obtidas plantas
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geneticamente modificadas de tabaco (Nicotiana tabacum) que superexpressavam o
gene, e essas adquiriram tolerancia ao déficit de 4gua durante o seu crescimento.
Diante disso, investigamos a acdo do chaperone molecular BiP na tolerancia de
plantas a estresse bidtico em linhagens transgénicas de tomate que expressam
um cDNA de BiP de soja ( Glycine max ). Tendo como objetivo Utilizar a interacéo
Lycopersicum esculentum (Micro-tom)/M. perniciosa, sendo as plantas de micro-tom
geneticamente modificadas com o gene soyBiPD (BiP de soja) para investigar sua
funcionalidade em conferir toler&ncia a estresse biotico. Os resultados obtidos a
partir deste trabalho podem aumentar o patamar de conhecimento acerca das
funcbes do gene BIiP e suas potencialidades para o uso em transgenia e

melhoramento genético em vegetais para o controle de doencas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CACAUEIRO

O cacau (Theobroma cacao L.), pertencente a familia Malvaceae, € uma
espécie arborea, perene, nativa das florestas tropicais Umidas da América do Sul,
sendo dispersa para as regibes tropicais da América Central e Norte. E uma das
culturas agricolas mais importantes do mundo, ja que, economicamente é explorada
para producdo de sementes que compde a base de chocolates e derivados
(MOTAMAYOR et al., 2002; RUSCONI &CONTI, 2010; THOMAS et al., 2012).

O alto valor econbmico do cacau advém de suas améndoas que sdo a
principal fonte de matéria-prima para fabricacdo do chocolate. Seus frutos ainda séo
utilizados pela industria alimenticia na fabricacdo de outros subprodutos, como
sucos e geléias, na industria de cosmetologia e farmacéutica, pois possuem
propriedades antioxidantes, diuréticas e vasodilatadoras (DONALD, 2004; OTHMAN
et al., 2007; KRAHMER et al., 2015; HO et al., 2015).

As regibes para o cultivo do cacau sao restritas as necessidades climaticas
da cultura, estando principalmente localizados no Brasil, Equador e paises da Africa.
Em termos de producéo, atualmente, a Africa é o maior produtor, responsavel por
70% da producdo mundial. Nos paises da Africa, Costa do Marfim se destaca como
o principal produtor, com aproximadamente, 42% do mercado mundial, seguido por
Gana (19%), Camardes (5%) e Nigeéria (5%) (DILLINGER et al., 2000; WOOD &
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LASS 2008; BEG et al., 2017; FAO, 2017; WICKRAMASURIYA & DUNWELL, 2018).
O Brasil j& foi o0 maior produtor e exportador de cacau, no entanto, atualmente ocupa
0 sétimo lugar no ranking mundial, e segundo da América do Sul com uma producao
estimada em 4%, ficando atras do Equador com 6% (IBGE, 2019).

Se tratando da producdo cacaueira no territério brasileiro, os estados de
maior destaque na producédo dessa cultura, segundo dados recentes do IBGE, séo a
Bahia e o Pard. Em que a maior producdo anual pertence ao estado da Bahia, com
cerca de 140 mil toneladas e a maior produtividade € do estado do Para, com uma
produgédo por hectare trés vezes maior que o estado baiano. Estima-se que o cultivo
no Brasil alcance cerca de 10 milhdes de hectares, com uma produgcéo de quatro
toneladas (IBGE, 2019).

O apice do cultivo do cacau na regido do Sul da Bahia ocorreu em meados
de 1970 a 1980, com uma producdo maxima de 400.000 toneladas de améndoas
secas registradas até o ano de 1986. No entanto, devido aos problemas surgidos
com a introducdo do fitopatbgeno Moniliophthora perniciosa, fungo causador da
doenca vassoura de bruxa, no final da década de 1980, a producédo do cacau no
Brasil, atravessou a sua maior crise e a doenca se disseminou rapidamente
reduzindo drasticamente a produtividade e a qualidade das améndoas. Estima-se
que as perdas na producdo de cacau em decorréncia a vassoura de bruxa atingiram
um patamar de quase 80% em prejuizo ao setor no final da década de 1990,
colocando a Bahia, até entdo principal produtora de cacau mundial, na posicédo de
importadora de améndoas, reduzindo a producdo de 400 mil toneladas dos graos
para 123 mil toneladas (PEREIRA et al., 1989; AGRIANUAL, 2004; HEBBAR, 2007;
TEIXEIRA et al., 2015; AL/MEIDA, 2016).

Trés grupos para T. cacao, ja foram descritos: Criollo (T. cacao spp. Criollo);
Forastero (T. cacao spp. Sphaerocarpum) e Trinitario, que estdo divididos por
variagbes na morfologia e anatomia interespecifica. O Trinitario, resultado do
cruzamento entre as variedades Criollo e Forastero € o mais utilizado, basicamente,
por apresentar maior produtividade e tolerancia a patologias (CHEESMAN, 1944;
PRIDMORE et al., 2000; MOTAMAYOR et al., 2002). Atualmente, a base genética
dos clones utilizados pelos agricultores no Brasil € estreita, a alta variabilidade
genética do fungo M. perniciosa vem permitindo a quebra na resisténcia em
progénies de cacaueiro oriundos dos cruzamentos. Devido a este fato, a obtengéo

de novas fontes de resisténcia ao fungo tem sido um dos principais objetivos dos
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programas de melhoramento do cacaueiro (GRAMACHO et al., 2006; PIRES et al.,
2012).

2.2 INTERACAO CACAU-MONILIOPHTHORA PERNICIOSA

Dentre as doencas causadas por patbgenos que atingem o cacaueiro e que
ocasionam perdas na sua producdo, como murcha de ceratocystis causada pelo
Ceratocystis cacaofunesta (PLOETZ, 2007) e podriddo-parda causada pelo oomiceto
Phytophthora spp. (OLIVEIRA;LUZ, 2005; GRIFFITH et al., 2003; EVANS et al.,
2013), a vassoura de bruxa causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, é
considerada economicamente uma das patologias mais danosas para essa cultura
(SOUZA et al., 2018).

M. perniciosa € um fungo basidiomicota com ciclo de vida hemibiotréfico,
apresentando dois estagios de desenvolvimento, um monocaridtico (biotrofico) e
outro dicariético (necrotrofico) (EVANS, 1980). Seus basididosporos uninucleados sao
dispersos pelo vento e favorecidos pela alta umidade. Esses fatores tornam o
ambiente favoravel para transposicao do fungo ao hospedeiro que germina nos
tecidos jovens em desenvolvimento, como folhas, ramos e frutos ou penetram a
partir de aberturas, como ferimentos, tricomas e estématos, dando inicio a fase
biotrofica da doenca (MEINHARDT et al., 2006; MEINHARDT et al. 2014).

A primeira fase do ciclo de vida de M. perniciosa é caracterizada pela
formacao do micélio monocariético que ndao possui grampos de conexdes. As hifas
monocaridticas sdo espessas e crescem lentamente nos espacos intercelulares da
planta, onde se ramificam e retiram nutrientes necessarios para 0 Seu
desenvolvimento. Os sintomas iniciais da doenca observado nas plantas sao:
hipertrofia e hiperplasia dos tecidos infectados decorrentes da rapida divisdo celular
e incremento no tamanho das células, formacao de frutos partenocarpicos, perda da
dominancia apical e proliferacdo de brotos axilares, resultando em ramos anormais
chamados “vassouras verdes” (Figura 1) (GRIFFITH et al. 2003; MEINHARDT et al.,
2008; SENA et al. 2014; EVANS, 2016). Quando a infeccédo acontece nas almofadas
florais, a infecgéo ira produzir flores anormais que poderdo se desenvolver em frutos
que crescem com ma formagéo, chamados de “morango”. J& quando a infec¢ao pelo

fungo ocorre diretamente no fruto jovem, pode provocar um tipo tipico de fruto em
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formato de “cenoura” que posteriormente ira necrosar ocasionando na sua morte
(PEREIRA, 2000; OLIVEIRA; LUZ, 2007).

O ciclo da doenca segue com a transicdo de hifa monocaridtica para
dicariotica, com a formacéo de grampos de conexdo entre as células das hifas. O
micélio dicaridtico penetra na célula ocasionando modificacdes no hospedeiro que
levam a necrose dos ramos infectados vegetal levando a morte do tecido,
caracterizando a fase necrotrofica do patdogeno (EVANS, 1980; LAWRENCE et al.,
1991; PURDY;SCHMIDT, 1996; SILVA et al., 2011). A coloniza¢éo do fungo culmina
na progressdo da doenca, gerando mudancas morfologicas e moleculares nas
plantas de cacau, causando a morte do tecido e estimulando a formacdo de novos
basididsporos. Esses irdo se dispersar para outra regido da mesma planta infectada
ou em uma nova planta, reiniciando o ciclo (Figura 1) (ALMEIDA et al., 1997,
MEINHARDT et al., 2008).

\
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Figura 1. Ciclos de vida M. perniciosa e sintomas da doenc¢a no cacaueiro.
Fases biotrofica e necrotrofica. Fonte: TEXEIRA et al., 2015.
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Como resposta de defesa a agentes patogénicos, as plantas utilizam como
primeira barreira fisica e quimica estruturas pré-existentes como ceras presentes
nas cuticulas, tricomas e estdbmatos que dificultam a entrada e disseminacédo do
patogeno (MARTIN, 1964; RODA et al., 2003; INDAH et al., 2013; SENA et al.,
2014). Além dessas estruturas, as plantas desenvolveram um sistema de protecéo
gue os reconhecem e impedem os invasores levando a uma diminuigcdo nos danos
causados (DODDS & RATHJEN, 2010). Na primeira fase de interacéo
planta/patdgeno as plantas sdo capazes de reconhecer as PAMPS (moléculas
associadas ao patégeno) ou MAMPS (padrdes moleculares associados a
microrganismos) através de receptores de reconhecimento padrbes (PRRs) que
estdo localizados tanto na superficie das células vegetais como no seu interior
(KAMOUN, 2006; BOLLER; FELIX, 2009).

O reconhecimento das PAMPs pelos PRRs ira ativar uma resposta de
defesa onde ocorrerd& uma reprogramacao transcricional mediada por fatores
especificos, que constitue o sistema imune da planta, essa sera ativada e estimulara
a acionamento de sinais para primeira resposta de defesa da planta, denominada
imunidade desencadeada pelo patégeno (PTI) (CHISHOLM et al., 2006; BOLLER,;
FELIX, 2009). Dessa forma, diversos sinais séo estimulados e sua ativagéo resulta
na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), acumulo de compostos
antimicrobianos, intumescimento de paredes celulares e regulacéo positiva de genes
relacionados a defesa (MACHO & ZIPFEL, 2014).

Os patdgenos que ultrapassarem essa primeira barreira liberam moléculas
efetoras que elevam a sua viruléncia e estimulam uma segunda resposta de defesa
da planta, que € mais atenuada que a primeira. A segunda etapa da resposta de
defesa da planta € mais especializada, e detecta a liberacdo de efetores pelos
microorganismos. Sendo chamada de imunidade desencadeada pelo efetor (ETI)
(DODDS; RATHJEN, 2010). Esse reconhecimento pode ser direto ou indireto e sua
resposta proporciona resisténcia ao patégeno e que, geralmente, induz a morte
celular nos tecidos infectados, desencadeando a doenca (HOGENHOUT et al., 2009;
WIRTHMUELLER et al., 2013).

A compreensao da biologia do fungo trouxe grandes avancos a partir do seu
sequenciamento no ano de 2008, revelando as primeiras sequéncias de DNA do
patbgeno (MONDENGO et al.,, 2008). O avanco das informacdes geradas com
sequenciamento gendmico e de bibliotecas de cDNA das diferentes fases do ciclo de
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vida da M. perniciosa trouxeram informacdes para a compreensdo das bases
moleculares do desenvolvimento do fungo, o que possibilitou a identificagdo de
varios genes que codificam para proteinas relacionadas com funcées moleculares
importantes para o desenvolvimento da doenca vassoura-de-bruxa (RINCONES et
al., 2008; PIRES et al., 2012). Essas informag0des, aliadas com estudos protedémicos
e sequenciamento de cDNAs representativos das interacbes compative e
incompativel de cacau-M. perniciosa, vem gerando informacgfes importantes para a
compreensdao dos mecanismos moleculares envolvidos nesse patossistema
(SCARPARI et al., 2005; CEITA et al., 2007; GESTEIRA et al., 2007).

Além de infectar e ter como principal hospedeiro o cacau, ja foram
classificados outros bi6tipos do fungo (Mp) como o bidtipo B, que infecta familia
Bixaceae, bidtipo C associado a infeccdo da familia Malvaceae como cacau e
cupuacu, biétipo L, infectando as familias Bignoniaceae, Malpighiaceae e Arrabidae
verrucosa e bibtipo S infectando as Solanaceas. Entre a familia Solanceae, foram
relatadas como hospedeiras as espécies jurubeba (Solanum paniculatum L.), jilo
(Solanum gilo Raddi), caicara (Solanum stipulaceum) berinjela (Solanum melogena
L.), pimentdo (Capsicum annuum L.), pimenta malagueta (Capsicum frutescens) e
lobeira (Solanum lycocarpum A.) (BASTOS & EVANS, 1985; EVANS, 1978,
GRIFFITH & HEDGER, 1994a; GRIFFITH & HEDGER, 1994b; RINCONES et al.,
2006).

Tendo em vista a elevada importancia em expandir os conhecimentos da
interacdo planta/patdgeno e as dificuldades em realizar trabalhos com cacau por seu
longo ciclo de vida, a realizagdo de experimentos utilizando o tomate como
organismo modelo de estudo, proporciona avan¢os nas pesquisas que podem ajudar
a elucidar a interacdo entre cacau e M. perniciosa. Foi descrito que a infeccéo pelos
bi6tipos C e S possuem os ciclos (biotréficos e necrotréficos) muito semelhantes, o
que causa sintomas tipicos como hiperbrotacdo, formacdo de vassouras e
inchamento das hastes (DE ARRUDA et al., 2003; MARELLI et al., 2009). Diante
disso, o tomateiro Solanum lycopersicum permite estudos para avaliacdo do
patossistema, por possuir um ciclo de vida curto e ser suscetivel a infec¢cédo do fungo

pelo bidtipo S de M. perniciosa.

2.3 BIDING IMUNNOGLOBULIN PROTEIN (BiP)
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O gene BIP (Binding immunoglobulin Protein) codifica uma chaperona
molecular residente no limem do reticulo endoplasmatico (RE). As chaperonas
moleculares estdo atreladas a tolerancia, a fatores de estresses bidticos e abidticos,
e mediar na montagem correta de outras proteinas. As chaperonas em sua grande
maioria s&o membros da familia HSP (Heat Shock Protein). BiP € uma proteina com
aproximadamente 78 kDa pertencente a superfamilia HSP70 (HAAS;MEO, 1988)
gue desempenha um papel importante na translocacdo de proteinas, regulacdo de
processos no RE como dobramento de proteinas recém sintetizadas, direcionamento
de proteinas deformadas para degradacdo e protecdo celular em condicbes de
estresse (HAMMOND &HELENIUS, 1995; GALILI et al., 1998; VITALE & DENECKE,
1999).

As proteinas BiP sdo altamente conservadas e uma das mais bem
caracterizadas do RE. Essas caracterizagbes permitiram estudos mais eficientes
acerca do papel e funcionalidade dessa familia de proteinas em plantas. Muitos
genes que codificam para essas proteinas BiPs, e que estdo envolvidos na alteracao
de processos que ocorrem no RE em decorréncia de situacfes de estresse, tem
sido identificados. Com cinco genes em eucalipto, cinco genes em tabaco, trés
genes em Arabidopsis, um gene em Citrus, quatro genes em soja sendo eles
SoyBiPA, SoyBiPB, SoyBiPC e SoyBiPD e pelo menos dois em milho (DENECKE et
al., 1991; WROBEL et al., 1997; CASCARDO et al., 2000, 2001; CAGLIARI et al.,
2005; FIETTO et al., 2007).

Plantas em condi¢cBes de estresse aumentam a sintese de proteinas como
resposta de defesa. O acumulo de proteinas mal dobradas no RE, ir4 provocar uma
resposta da célula conhecida como resposta a proteina mal dobrada (UPR), que ir4
sinalizar a inducdo de chaperonas moleculares, incluindo BiP, uma das principais
chaperonas induzidas (GETHING, 1999). Em condi¢Bes normais, a BiP é sintetizada
em baixos niveis na planta, o aumento da atividade secretora e condi¢cdes de
estresses que culminam no acumulo de proteinas maldobradas dentro do RE fazem
com que sua sintese seja acentuadamente induzida, jA que a formacdo de
agregados insoltveis podem tornar-se toxicos para a célula
(GETHING;SAMBROOK, 1992). Altos niveis de expressédo de BiP s&o essenciais
para a sobrevivéncia celular estando relacionadas a protecdo da planta contra danos
celulares sob condi¢cdes de estresse (BOSTON et al., 1996; PEDRAZZINI &VITALE,
1996).
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A proteina BiP e homologos pertencentes a familia HSP70 possui dois
dominios funcionais com funcdo ATPase: um dominio de ligagdo ao nucleotideo
(NBD) na porcdo amino-terminal e um dominio de ligacdo ao substrato (SBD) na
porcdo carboxi-terminal. A atividade da proteina BIP é regulada pela atividade
ATPase no dominio NBD, onde a hidrélise do ATP ird ocasionar a ligacdo e
liberacdo ao substrado no dominio SBD (KNARR et al., 2002). Quando o ATP se liga
ao dominio amino-terminal, a “tampa” do SBD € aberta, essa mudanga na
conformacao do SBD gera uma reducédo da afinidade ao substrato. Apds a hidrdlise
do ATP, o ADP é ligado ao dominio NBD e o dominio SBD assume a conformacao
fechada altamente associada ao substrato, isso cria uma baixa taxa de interrupgéo
para a ligacdo de substrato de alta afinidade promovendo dobramentos mais
eficientes. A troca de ADP por ATP resulta na abertura da tampa no dominio SBD e
subsequente, liberagdo do substrato (SCHMID et al., 1994; BUKAU & HORWICH,
1998; FIETTO et al., 2007).

Diversos trabalhos descrevem a superexpressao desse gene em plantas que
respondem a uma variedade de condi¢cdes de estresses abiodticos e bidticos. Além
disso, niveis elevados de BiP foram associados a melhor resposta da planta a
estresse nutricional, aclimatagéo ao frio e elicitores de resposta a patogénese em
plantas (CASCARDO et al., 2000; VALENTE et al., 2009). A superexpressédo do
gene BiP conferiu tolerancia a plantas de Nicotiana tabacum submetidas ao estresse
hidrico (ALVIM et al., 2001). Também foi verificado influenciando na qualidade dos
graos, auxiliando na sintese e armazenamento do amido em arroz (YASUDA et al.,
2009).

Outro estudo indicou a adaptacao da planta de soja (Glycine max L. Merr.) a
recuperacdo de ferimentos causados pela mosca branca, onde foi observado uma
superexpressdo acentuada dos niveis de mRNA de BiP nas folhas atacadas. O
estudo ainda observou niveis diferenciados de acumulo de BiP em plantas de soja
em diferentes 6rgdos como folhas, cotilédones, vagens e sementes, onde indicaram
que BiP ndo é constitutivamente expressa em 0rgdos vegetais terminalmente
diferenciados (KALINSKI et al., 1995). Um estudo mais recente mostrou que a
regulacdo negativa de BiP em plantas de tomate resultou no comprometimento na
tolerancia ao patdgeno fangico vascular Verticillium dahliae (LIEBRAND et al., 2014).
Apesar de todos os estudos mostrarem a relacdo do gene BiP no armazenamento

de proteinas de reserva e na resposta a estresses bioticos e abidticos, estudos mais
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aprofundados relacionando a superexpressao do gene utilizando a engenharia
genética com o intuito de conferir tolerancia ao atague de patégenos flingicos, bem
como na interacdo do gene BiP em resposta ao fitopatogeno M. perniciosa ainda

nao foram explorados.

3. HIPOTESE

A superexpressdo do gene soyBiPD em plantas transgénicas de tomate
pode exercer um importante papel na resposta pela infec¢cdo do fungo M. perniciosa

e ataque de mosca branca.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a funcionalidade do gene soyBiPD em conferir tolerancia a

estresse bidtico, em plantas geneticamente modificadas de Solanum lycopersicum.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Caracterizar in silico familia génica de BiP em Solanum lycopersicum e
Theobroma cacao;

ii. Obter plantas transformadas superexpressando o gene soyBiP em Solanum
lycopersicum;

iii. Analisar a resposta das plantas inoculadas com o fungo M. perniciosa e
ataque de mosca branca,;

iv. Obter e comparar o perfil proteico de plantas transformadas e nao
transformadas.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 IDENTIFICACAO E ANALISES IN SILICO DOS GENES BIPS DE TOMATE E
CACAU
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A identificacdo dos genes BiPs de tomate e cacau foi realizada por
tBLASTN, utilizando como referéncia as sequéncias de genes BiPs ja caracterizados
em soja (Glycine Max) segundo (CASCARDO et al.,2000) explorando o genoma de
referéncia de Solanum lycopersicum (versdo do genoma 2.4) e Theobroma cacao
(versdo do genoma 1.1) disponiveis nos bancos de informacdo gendmica do
Phytozome (http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) bem como informacdes
sobre estrutura exon-intron e sequéncias de aminoacidos preditas para cada gene
BiP.

Para predicdo da localizagdo subcelular das proteinas, foi utilizado o banco
de dados Wolf Psort (https://www.genscript.com/wolf-psort.html). As analises de
massa molecular (mW), ponto isoelétrico (pl), GRAVY (indice de hidropaticidade) e
tamanho dos polipeptidios das sequéncias de aminoacidos foram preditos
empregando-se o0 conjunto de ferramentas disponiveis no PROTPARAM
(http://web.expasy.org/protparam/). As estruturas exon/intron foram construidas
utilizando o Exon-Intron Graphic Maker (http://wormweb.org/exonintron (Figura 4).

As sequéncias foram submetidas a mdultiplos alinhamentos por meio da
plataforma Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), e as regides de
dominios e sitios ativo conservados foram identificadas com o auxilio do banco de
dados InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Para identificacdo de peptideo sinal
foi utilizado o SignalP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e na busca por
sequéncias do tipo KDEL/HDEL foi utiizado o programa ERPred
(http://proteininformatics.org/mkumar/erpred/). Essas sequéncias sdo caracteristicas
de proteinas que séo passiveis de serem encontradas no reticulo endoplasmatico.

5.2 OBTENCAO DAS LINHAGENS TRANSGENICAS DE TOMATE

5.2.1 Material vegetal

Foram utilizadas sementes de tomateiros variedade Micro-Tom. As
sementes foram desinfestadas via imersdo em hipoclorito de sodio a 1%, contendo
tween 20, por 20 minutos, seguido de 3 lavagens com agua destilada autoclavada.
As sementes foram transferidas para caixas de micropropagacao contendo 30 mL
de meio MS sdlido (MURASHIGUE & SKOOG, 1962). O material permaneceu em
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sala de crescimento a 25° C, com fotoperiodo de 16h luz/ 8h escuro com intensidade

luminosa de 32 umoles fotons/m/seg por 15 dias.

5.2.2 Vetor de transformacéao

Uma sequéncia de cDNA, soyBiPD, que codifica a proteina BiP (n.° de
acesso AF031241 no GenBank) foi excisada do clone pUFV42, cedido por Alvim e
colaboradores (2001), com Xbal e inserido no vetor pB35SdAMVNOS2. A sequéncia
foi clonada sob o controle do promotor CaMV35S (virus do mosaico da couve-flor),
com a sequéncia enhancer do virus do mosaico da alfafa e como terminacéo o sinal
de poliadenilagao 3’ do gene da nopalina sintase (nos) (Figura 2). O vetor resultante,
denominado pUFV42, foi inserido, via eletroporacao, em Agrobacterium tumefaciens
estirpe EHA 105 (ALVIM et al., 2001).

LB I
Nos P nptll 3" nos 35S-P SOVBIP 3’ nos RE
( 3 [ ) [ [
- ) 3] 1,1
Pstl Pstl Xbal Xbal EcoRlI

Figura 2. Construcdo utilizada para transformacdo genética do tomate variedade Micro-Tom.
Vetor pUFV42, o gene soyBiP no sentido senso sob controle do promotor constitutivo contendo
CAMV35S e do sinal de poliadenilagdo (3’ nos). LB e RB correspondem as bordas esquerda e direita
do T-DNA, respectivamente. Adaptado de (ALVIM et al., 2001).

5.2.3 Transformacdo genética de Solanum lycopersicum via Agrobacterium

tumenfaciens

Apos o periodo de 15 dias de germinacdo das sementes, segmentos de
hipocdtilo e cotilédones dos tomateiros, com = 1 cm, foram excisados e imersos em
suspensdo de A. tumenfaciens contendo plasmideo pUFV42. A bactéria foi
previamente crescida por 48 h a 28° C e 220 RPM em 50 mL de meio YEP acrescido
dos antibiéticos canamicina (50mg/L) e estreptomicina (100mg/L). Apds esse
periodo, o meio foi centrifugado a 14000 RPM e o precipitado foi ressuspendido em
meio MS liquido com a ODggo ajustada para 0,5. Os explantes de tomate ficaram

imersos nessa suspensao, sob leve agitacao, por 15 minutos.
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Apés a incubacdo, os explantes foram transferidos para placas de Petri
contendo papel filtro esterilizado para remocédo do excesso da A. tumenfaciens.
Sendo posteriormente transferidos para placas de Petri contendo 20 mL de meio de
co-cultivo (Sais de MURASHIGE & SKOOG, 1962, suplementado com 2,4-D [0.2
mg.I-1], acetoseringona [100 mM], 30g/L de sacarose e 8g/L de agar). O material foi
mantido no escuro a 23 + 1°C durante 2 dias. Ap0Os este periodo, 0os explantes foram
transferidos para o meio de regeneracdo (Sais de Murashige e Skoog, 1962)
acrescido de vitaminas nish, os reguladores de crescimento acido indol acético - AlA
[1 mg.L-1], zeatina (0.5 mg.L™) e os antibioticos timentin [300 mg.L™] e canamicina
[100 pg mL™" como agente de selecdo. Os explantes regenerados foram
subcultivados para meio de Alongamento (Sais de Murashige e Skoog, 1962)
contendo timentim [300 mg.L] e canamicina [100 pg mL"], e posteriormente,
enraizados em meio isento de fitohorménio contendo canamicina [100 ug mL™]. As
plantulas (TO) com sistema radicular desenvolvido foram aclimatizadas e transferidas
para vasos plasticos de 1L contendo substrato (plantmax) e mantidas em casa de
vegetacdo, cultivadas sob condi¢des padronizadas com irrigacao, luz e temperatura

controladas até a producédo de sementes.
5.2.4 Anélise das plantas transgénicas por PCR

O DNA gendmico das plantas transgénicas e controles (ndo transformadas)
foram extraidos via método do CTAB (DOYLE & DOYLE, 1990) a partir de 50mg de
folhas isoladas das plantas mantidas em casa de vegetacdo. O diagndstico
molecular da transgenia foi realizado via a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) empregando-se oligonucleotideos especificos. A reacdo de PCR
foi conduzida utilizando pares de primers para o gene de sele¢céo, nptll (heomicina
fosfotransferase, gene que confere resisténcia a canamicina). As sequéncias dos
oligonucleotideos utilizados foram: nptll-F (5-ATGGGGATTGAACAAGATGGATTG-
3") e nptll-R (5'- TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGC-3").

Foi realizada a amplificagdo empregando 0,5 yL de DNA [50-100 ng], 0,5 pL
de dNTPs [2,5 mM], 0,5 uL de MgClI [25 mM], 1,25 uL de tampéo (10x), 0,5 yL 10uM
dos oligonucleotideos especificos e 0,1 yL de Taq Polimerase [5U/uL] em volume de
reacao de 12 uL. As reagdes foram amplificadas em termociclador (APPLIED
BIOSYSTEMS), com uma desnaturacao inicial de 95 °C por 4 min seguida de 35
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ciclos de 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e 30 segundos e uma
extenséo final de 72°C por 10 min. O PCR foi avaliado via eletroforese do produto
em gel de agarose (1%) contendo gel red diluido a 1:1000 (1 ul de GelRedTM para
1000 pl de agua miliQ) e fotografado em luz UV.

5.3 1D-SDS-PAGE E immunoblotting

Para a extracdo das proteinas, foram utilizadas 0,4 g do material vegetal
foliar fresco (terceira folna completamente expandida das plantas) que estavam na
casa de vegetacdo. Apés a coleta, as folhas foram imediatamente maceradas na
presenca de nitrogénio liquido. Foram extraidas proteinas de plantas néo
transformadas (NT controle) e das 8 linhagens transgénicas L2, L3, L4, L5, L8, L9,
L10 e L12. As proteinas foram extraidas seguindo o protocolo descrito por
(PIROVANI et al., 2008). O precipitado final foi ressuspendido em 800 pL de tampao
de reidratacdo (6M de uréia, 2M de tioureia, CHAPS 2 %) e estocado a -20°C até o
uso. A quantificacdo proteica foi realizada utilizando o 2-D Quant Kit de acordo com
as instrucdes do fabricante (GE Healthcare). A qualidade e quantidade das proteinas
foram monitoradas em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) 12,5 %,
onde 30 ug de cada amostra foram diretamente aplicados no gel, em minicubas
HOEFER SE260 Mighty Small (LAEMMLI, 1970). Os géis produzidos mediram 8 X
10 cm e foram corados com Coomassie blue.

Para analisar o acumulo de BiP na planta controle e linhagens transgénicas
(T2), foi realizada um SDS-PAGE utilizando 30 pg do extrato proteico de cada
amostra em mini-gel vertical de poliacrilamida 12,5 % e 30 mA durante 4 h. Posterior
a corrida, o mini-gel foi imerso em solucéo de fixacdo (etanol 40 % e acido acético
10 %) onde permaneceu por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida o gel foi
transferido para solugcéo de coloracédo contendo Comassie Blue. O gel ficou 12 horas
corando, sob suave agitacdo. Apos esse periodo, o gel foi descorado via lavagens
com agua revelando as proteinas. O gel foi escaniado em Labscanner (Amersham
Bioscience).

Para o immunobloting, apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas
para membrana de nitrocelulose (BIO-RAD, com poro de 0,45 pum) com amperagem
em 0,8mA/cmz, por duas horas. A transferéncia proteica foi bloqueada via imerséo

da membrana por 1h em solucéo de leite em po (2,5 %) em TBS-1x (20 mM de Tris-
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HCI, pH 7,6, 0,8 % de NaCl e 0,1 % de Tween 20). ApGs o bloqueio a membrana foi
lavada por 3 vezes de 15 min com TBS 1X e transferidas para solugao de TBS 1X
contendo o anticorpo policlonal anti-BiP (diluicgdo 1:2000). Ap6s 1h, sob suave
agitacdo, a membrana sofreu mais trés lavagens com intervalo de 15 min com
tampdo TBS-1x. A membrana foi entdo incubada com o anticorpo secundério, anti-
coelho conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, diluicdo 1: 2000) por 2 h. Apéds
essa etapa, foram realizadas outras trés lavagens com duracdo de 15 minutos a
cada lavagem com o tampao TBS-1x. A membrana foi incubada por 15 minutos com
40 mL-1 de tampéao de revelacdo (5 mM de MgCl, 100mM de Tris-HCI, pH 9,8 e
H20). A revelacao foi feita utilizando os substratos NBT/BCip.

54 INOCULACAO E AVALIACAO DE PLANTAS TRANSGENICAS A M.

perniciosa

As progénies TO e T1 foram semeadas até chegar a progénie T2 onde a
homozigose do transgene nas plantas foram obtidas. Sementes de tomateiro Micro-
Tom néo transformadas (NT) e transgénicas (T2) linhagens (L2, L4, L9, L10 e L12)
foram semeadas e apés 5 dias de germinacao, transferidas para vasos plasticos de
1L contendo substrato (plantmax). Decorridos 15 dias ap0s a germinacédo, as plantas
foram inoculadas com esporos de M. perniciosa, onde foram inoculadas quatro
repeticdes de cada linhagem. O procedimento para inoculgao foi realizado de acordo
com (FERREIRA, 2016). No dia da inoculacao, as folhas foram reduzidas a 1/3 do
seu tamanho (Figura 3-A) e cada planta recebeu 20 uL da suspensao (de Agar
contendo 3x10° esporos/mL e 5x10° esporos/mL do indculo da espécie hospedeira
Solanum stipulaceum Willd ex. Roem & Shult. (Caicgara)). Os esporos foram cedidos
da CEPLAC do banco de dados de basidiosporos (CGEN). Foram depositados sobre
0 meristema apical de cada planta (Figura 3-B). O ind6culo utilizado foi testado
previamente possuindo germinagdo superior a 80%. Quatro plantas nao
transformadas (NT) e transgénicas (T2) linhagens L2, L4, L9, L10 e L12 foram
inoculadas com 20ul de uma solucdo agua-agar. Apds a inoculagdo, todas as
plantas foram acondicionadas dentro de sacos plasticos borrifados com agua e
contendo algodao molhado no seu interior (Figura 3-C). As plantas foram mantidas
nessa camara umida por 48 horas, sob temperatura constante de 25°C, e umidade

relativa de 97%. Posteriormente, 0os vasos contendo as plantas foram levados para a
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casa de vegetacdo onde permaneceram até o final do experimento. O delineamento
foi inteiramente casualizado, sendo 4 repeticbes das plantas para cada linhagens
transgénicas e plantas (NT).

Quinze dias apdés a inoculacdo, as plantas de tomateiro Micro-Tom
comecaram a ser avaliadas quanto a possivel infeccdo do Moniliophthora perniciosa.
As andlises foram realizadas em intervalos de seis a dez dias. Observou-se 0s
sintomas caracteristicos da doenca (hiperplasia, hipertrofia, brotacdo lateral). As
plantas tiveram a altura, distancia entre a base e o meristema apical, medida com o
auxilio de uma régua. Avaliou-se também o numero de flores, frutos e sementes
formadas. A idade das plantas no momento da floragdo também foi anotada. As
avaliacdes foram realizadas no tempo 0, 15, 20, 30, e 45 dias apoés a inoculacdo. Os
dados foram submetidos a analises de homogeneidade de variancia de Levene,

onde os dados de altura e diametro foram tratados como paramétricos e flor e fruto

COmo nao parametricos.

Figura 3. Procedimentos de inoculagdo. A: Seccéo das folhas em 50% do tamanho; B: deposicdo
da gota com suspenséao de basididsporos; C: acondicionamento das plantas em sacos plasticos com
agua.

55 ACUMULO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,0,)

Discos foliares das plantas controle (NT) e das linhagens transgénicas (L2,
L4, L9 e L12) sem submissdo ao estresse, e de plantas (NT) e linhagens
transgénicas (L2, L4, L9 e L12) oriundas do experimento de inoculacdo com M.
perniciosa, 15 dias apos a inoculacédo, foram submetidas a coloracdo histoquimica
com DAB-HCL (3,3' — diaminobenzidina). De cada planta analisada foram isolados 6

discos foliares da terceira folha completamente extendida. As amostras foram
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imediatamente submetidas a infiltracdo a vacuo com 1 mg mL-1 de DAB-HCI pH 3,8,
por 30 minutos, e posteriormente, deixadas por 24 horas no escuro em temperatura
ambiente. Em seguida, os discos foliares foram mantidos imersos em etanol 90%,
fervidos por 20 minutos. Posteriormente os discos foram lavados com etanol 50%
até que toda clorofila fosse retirada. Os discos foliares foram fotografados em lupa
(Leica EZ4) com aumento de 4x. A intensidade da coloragdo marrom indica o teor de
peréxido de hidrogénio presente no material. O tratamento controle da metodologia
consistiu na infiltracdo nos discos foliares de uma solucdo de agua e HCl com pH 3,8

seguida das lavagens com &alcool.

56 COLETA DE FRUTOS DE PLANTAS TRANSGENICAS E NAO
TRANSFORMADAS SOB ATAQUE DA MOSCA BRANCA (Bemisia tabaci)

No periodo em que a casa de vegetacdo estava sob infestacdo de mosca
branca (Bemisia tabaci), foram feitas coletas de frutos das plantas NTs e linhagens
transformadas T2 (L2, L4, L9, L10 e L12) no estagio final de maturacdo que estavam
sob estresse, foram contabilizados ndmero de frutos e sementes, sendo quatro
repeticbes de planta para cada linhagem transgénicas e plantas (NT). Os dados
foram submetidos a andlises estatisticas de variancia (ANOVA) e comparacédo de

medidas pelo teste de Tukey (p<0,05).

57 OBTENCAO E COMPARACAO DO PERFIL PROTEICO DE PLANTAS
TRANSFORMADAS E NAO TRANSFORMADAS

5.7.1 Obtencdao das proteinas

Para a extracdo das proteinas, foi utilizada 0,4 g do material vegetal foliar
fresco (terceira folha completamente expandida das plantas) que estavam na casa
de vegetacdo. Apdés a coleta, as folhas foram imediatamente maceradas na
presenca de nitrogénio liquido. Foram extraidas proteinas de plantas nao
transformadas (NT controle) e de plantas representativas das linhagens transgénica
L2, L4, L9, L10 e L12. As proteinas foram extraidas seguindo o protocolo descrito
por (PIROVANI et al,. 2008). O precipitado final foi ressuspendido em 800 pL de
tampao de reidratacdo (6M de uréia, 2M de tioureia, CHAPS 2 % e azul de
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bromofenol 0,002 %) e estocado a -20°C até o uso. A quantificacdo proteica foi
realizada utilizando o 2-D Quant Kit de acordo com as instru¢gdes do fabricante (GE
Healthcare). A qualidade e quantidade das proteinas foram monitoradas em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) 12,5 %, onde 30 pg de cada amostra
foram diretamente aplicados no gel, em minicubas HOEFER SE260 Mighty Small
(LAEMMLI, 1970). Os géis produzidos mediram 8 x 10 cm e foram corados com

Coomassie blue.

5.7.2 Eletroforese 2D

Para analise protedmica em 2D-SDS-PAGE, foram utilizadas 400 ug de
proteina total diluida em 250 uL de solucéo de reidratagao contendo os anfélitos de
3 e 10. As tiras de gel (contendo imobilina) com 13 cm de comprimento com
gradiente de pH né&o linear imobilizado de 3 a 10 (Amersham Biosciences,
ImmobilineTM Dry-Strip) foram submetidas na unidade de Focalizagcdo Isoelétrica
EthanIlPGphor IIl e hidratadas por 12 h na solucdo de tampé&o de reidratagcéo /
proteina. A segunda dimensao foi realizada em gel de poliacrilamida a 12,5 % em
um sistema de eletroforese vertical HOEFER SE 600 Ruby (Amersham Bioscience).
A corrida comegou com uma corrente elétrica de 15 mA / gel por 15 min, seguida de
30 pA / gel por 30 min e 50 pA / gel por 3,5 h, totalizando um tempo de 4,25 horas.

Foram preparados géis em triplicatas para cada amostra (NT e L12).

5.7.3 Visualizacdo dos spots e analise de imagens

Apbs eletroforese, os géis de poliacrilamida foram colocados em tampao de
fixacdo (etanol 40% e &cido acético 10 %) por 1 h; em seguida, o tampao foi
substituido por corante coloidal Coomassie Blue (8% de sulfato de aménio, 0,8% de
acido fosforico, 0,08 % de Coomassie Brilliant Blue G-250 e 20% de metanol) e
foram incubados por 5 dias sob agitacdo suave. O corante foi substituido por agua
destilada e os géis foram mantidos sob leve agitacdo, com trocas diarias de agua até
gue o excesso de corante fosse removido. As imagens dos géis foram digitalizadas
com um Labscanner (Amersham Bioscience) e analisadas para deteccdo e
quantificacdo relativa dos spots usando o software ImageMaster 2D Platinum 7.0
(GE HealthCare), considerando a area e a intensidade dos spots. Os géis de
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referéncia das triplicatas foram utilizados para identificar a variagdo na abundéancia e
distribuicdo de spots, bem como para comparar o acumulo relativo de proteinas
exclusivas para os diferentes 6rgaos estudados. As triplicatas dos géis referentes a
planta (NT) e (L12) foram comparadas entre si. Para os matches, spots que
apresentaram uma mudanca relativa na dobra em abundéncia igual ou maior que
1,5 foram considerados diferencialmente expressos, e a significancia estatistica foi
determinada se (p < 0,05) para o teste ANOVA.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 IDENTIFICACAO E CLASSIFICACAO DOS GENES BIP EM Theobroma

cacao E Solanum lycorpersicum

Apés analise de bioinformatica utilizando as sequéncias dos genes BiP
caracterizadas em soja (Glycine max L. Merr.) foram identificados dois genes BiPs
no genoma de Theobroma cacao, aqui designados TcBiP1 e TcBiP2 e quatro genes
em Solanum lycorpersicum, denominados SolBipl, SolBiP2, SolBiP3 e SolBip4
(Tabela 1). A partir das sequéncias nucleotidicas foram deduzidas as sequéncias de
residuos de aminoacidos revelando que TcBiP1 e TcBiP2 apresentam residuos de
665 (73,31 kDa) e 659 (73,03 kDa), respectivamente enquanto as BiPs de tomate
apresentaram residuos variando entre 619 (73,51 kDa - SolBiP3) a 669 (74,64 kDa)
(Tabela 1). Os BiPs de cacau e tomate apresentaram um ponto isoelétrico (PI) entre
5.07 e 5.95 e escore GRAVY negativo, indicando que todas sado proteinas acidas e
hidrofilicas (Tabela 1). As proteinas analisadas apresentaram também predicdo da
localizacdo subcelular no RE esperado para proteinas BiP por serem residentes
nessa organela (DENECKE, 1996). Além disso, mostraram a presenca de dois
dominios conservados e peptideo sinal na porcao N-terminal (Tabela 1).

De fato, sabe-se que os membros da familia HSP70, incluindo as BiPs, sao
altamente conservadas entre 0s organismos eucariotos. Sendo assim, os resultados
obtidos com as analises in silico realizadas em tomate e cacau corroboram com 0s
estudos realizados com outras espécies vegetais ao analisar-se a conservagao do
peso molecular, tamanho da sequéncia génica, ponto isoelétrico, presenca de

peptideo sinal localizado na regido N-terminal e niumero de dominios conservados,
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sendo eles o NBD e SBD (CASCARDO et al., 2000, 2001; FORWARD & MISRA,
2000;CAGLIARI et al., 2005; FIETTO et al., 2007).
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Tabela 1: Caracterizacédo dos genes que codificam BiP em cacau Theobroma cacao e tomate Solanum lycopersicum. GRAVY: indice de hidropaticidade,
PI: Ponto Isoelétrico; NI: ndo identificado.

Nome do N° Pares de N°de N° de Dominios Localizacéo
Espécies Gene Localizacao base introns éxons P.Molecular Pl GRAVY P.sinal HDEL conservados Subcelular
TcBiP 1 Chr NI 665 6 7 73,315 5.36 -0,444 SIM SIM 2 RE
Theobroma
cacao TcBIP 2 Chr NI 659 5 6 73,030 5.95 -0.428 SIM SIM 2 RE
SolBiP 1 Chr 3 667 7 7 74,641 5.07 -0.434 SIM SIM 2 RE
Solanum SolBiP 2 Chr 8 666 7 8 73,200 5.10 -0.449 SIM SIM 2 RE
lycorpersicum
SolBiP 3 Chr 6 619 8 9 73,513 5.04 -0.389 SIM SIM 2 RE
SolBiP 4 Chr1 669 6 7 74,641 5.36 -0.507 SIM SIM 2 RE
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Foi também analisada a estrutura exdn-intron entre os genes das espécies
de cacau e tomate. Esse estudo revelou um padrdo similar tanto no nimero quanto
no tamanho das sequéncias éxonicas e intronicas (Figura 4). Segundo Wei e
colaboradores (2012) o tamanho e posicdo dos exdns/introns fornecem informacdes
importantes quanto a evolu¢do génica da familia. Sendo assim, nossos resultados
sugerem que apesar do gene BiP ser altamente conservado e especializado quanto
a sua funcdo molecular nas diversas espécies, as diferencas no tamanho e nimero
de introns na familia HSP70 incluindo BIPs podem indicar alteracdes por
duplicacdes (ZHU et a.l, 2014; TANG et al., 2016).

TcBIP1

A —

TcBIP2

W

SIBIP1

R R ——

sSiBIP2

1 mmm e

SIBIP3

L — ]

SIBIP4

N — —

Figura 4. Estrutura de éxon/intron dos genes BiP de T. cacau e S. lycopersicum. A caixa preta
corresponde ao éxon e a linha corresponde ao intron.

Como esperado, o alinhamento mdultiplo mostrou a presenca de dois
dominios conservados entre as proteinas BiPs encontradas em cacau (TcBiP1 e
TcBiP2), tomate (SolBiP1, SolBiP2 e SolBip3) e soja ja caracterizadas. O dominio
(NBD) de ligagdo ao nucleotideo que possui atividade de hidrolise de ATP e o
dominio de interagdo ao substrato (SBD). Os dominios proteicos sdo partes da

cadeia polipeptidica que apresentam maior densidade e pode enovelar-se
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independentemente, formando uma estrutura compacta e estavel. Membros da
familia HSP70 apresentam principalmente esses dois dominios de fun¢do (ENGLISH
et al., 2017).

As proteinas BiP possuem caracteristicas que as diferem de outras
pertencentes a familia multigénica HSP70, como o sinal de retencdo no reticulo
endoplasmatico HDEL. Esse sinal localizado na por¢cdo C-terminal também é
responsavel por promover o seu retorno ao reticulo endoplasmatico apos suas
atividades de montagem e enderecamento de proteinas (WANG et al., 2017). Todas
as proteinas preditas em cacau e tomate verificadas nesse estudo apresentaram
sinais de retengdo do RE onde TcBiP1, SolBipl1, SolBip2 apresentaram sinal HDEL,
TcBiP2 sinal TDEL, SolBiP3 sinal DDEL e SolBiP4 sinal YDEL (Figura 5). O sinal de
retencdo possui variantes funcionais dentro de uma mesma espécie, como 0S
preditos em TcBiP2, SolBiP3 e SolBip4. Essas variantes foram descritas em outras
proteinas que também possuem o sinal de retencao para o reticulo endoplasmatico
(HIJARRUBIA et al., 1997; FORWARD & MISRA, 2000).



So0lBiP4_--AEKKQKONLGTVIGIDLGETYSCVGVYKG-ENNVEI IANDOGNRITPSWVAFTDTERL

TcBiP2_ -—----- DETKVGTVIGIDLGTTYSCVGVYKN-~-GHVEIIANDOQGNRITPSWVAFTDTERL
SolBiP3_----NEEASKLGTVIGIDLGTTYSCVGVYKN--GHVEIIANDQGNRITPSWVSEFTDGERL
SolBiPl_ FSIAKEEATKLGTVIGIDLGTTYSCVGVYKN--GHVEIIANDOGNRITPSWVAFTDGERL
SolBiP2 —--—--KEEATKLGTVIGIDLGTTYSCVGVYKN--GHVEIIANDOQGNRITPSWVAFTDNERL
TcBiPl -—-—-—--KEEATKLGTVIGIDLGTTYSCVGVYKN--GHVEIIANDQGNRITPSWVAFTDNERL
soyBiPl ----KEEATKLGTVIGIDLGTTYSCVGVYKN--GHVEIIANDOQGNRITPSWVAFTDSERL

soyBip2 ISIAKEEATKLGTVIGIDLGTTYSCVGVYKN--GHVEIIANDQGNRITPSWVAFTDSERL
soyBiP3 ---——-— MAGKGEGPAIGIDLGTTYSCVGVWQ-—HDRVEI IANDQGNRTTPSYVGEFTDTERL
SOVBiP4 —=———— MAKKYEGCAVGIDLGTTYSCVAVWLEQHCRVEI IENDOGNNTTEPSCVAFTDOORL
SeolBiP4_IGEARKNQAALNPERTIYDVKRLIGRKFDDPEVQKIIKMLPFNVVNKAG-KPHVEVKIKE
TcBiP2_ IGEAAKNQAALNAERTIFDVKRLIGRKFDDPEVQRDIKFLPYKVVNKDG-KPYIQIKVK-—
SolBiP3_IGEAAKNLAAVNPERTIFDVKRLIGRKFEDREVQRDMKLVPYKIVNTDG-KPYIQVKIKD
SolBiPl_ IGEARKNQAAVNPERTVFDVKRLIGRKFEDKEVQRDMKLVPYKIVNKDG-KPYIQVKIKD
SolBiP2 IGEARKNLAAVNPERTIFDVKRLIGRKFEDKEVQRDMKLVPYKIVSKDG-KPYIQVKIKD
TcBiPl_ IGEAAKNQAAVNAERTIFDVKRLIGRKFEDKEVQKDMKLVPYKIVNKDG-KPYIQVKIKD
soyBiP1l_IGEAAKNLAAVNPERTIFDVKRLIGRKFEDKEVQRDMKLVPYKIVNKDG-KPYIQVKIKD
soyBip2 IGEARKNQAAVNPERTIFDVKRLIGRKFEDKEVQKDMKLVPYKIVNKDG-KPYIQVKIKD
soyBiP3_ IGDAAKNQVAMNPINTVFDAKRLIGRRFSDSSVQSDIKLWPFKVIAGAADKPMIVVNY-K
soyBiP4 IGEAAKNQAATNPENTVFDAKRLIGRKFSDPVIQKDKMLWPFKVVAGINDKPMISLNY-K
SolBiP4 GDVKVFSPEEISAMILOKMKETAEAYLGKSIKHAVITVEAYFNDAQROATKDAGTIAGLN
TcBiP2_ GETKVFSPEEISAMVLTKMKETAEAYLGKKIKDAVITVEAYFNDACRQATKDAGTIAGLN
So0lBiP3_GENKVFSPEEISAMILTKMKETAEAFLGKKINDAVVTVPAYFNDAQRQATKDAGVIAGLN
SOolBiPl GETKVFSPEEISAMILVKMKETAEAFLGKTIKDAVVTVEAYFNDAQROATKDAGVIAGLN
S0lBiP2 GEVKVFSPEEISAMILTKMKETAEAFLGKTIKDAVVTVEAYFNDAQROATKDAGVIAGLN
TcBiP1l GETKVFSPEETSAMVLTKMKETAEAFLGKKIKDAVVTVEAYFNDAQRQATKDAGT TAGLN
soyBiPl GETKVFSPEEISAMILTKMKETAEAFLGKKINDAVVTVEPAYFNDAQROATKDAGVIAGLN
soyBip2 GETKVFSPEEISAMVLIKMKETAEAFLGKKINDAVVTVPAYFNDAQRQATKDAGVIAGLN
soyBiP3 GEEKQFAAEEISSMVLIKMREIAEAYLGSTVKNAVVTVEAYFNDSQROATKDAGVIAGLN
soyBiP4 GQEKHLLAEEVSSMVLIKMREIAEAYLETPVENAVVTVEAYFNDSQRKATIDAGAIAGLN

SolBiP4 VVRIINEPTAAAIAYGLDKKG---KEQNILVYDLEGETFBVSILSIDNGVFEVLATNGNT
TcBiP2 VARIINEPTAAAIAYGLDKKG---GEKNILVYDLGGGTFDVSILTIDNGVFEVLATSGDT
SolBiP3 VARIINEPTAATIAYGLDKKG---GEKNILVFDLGGGTFDVSILTIDNGVEEVLATNGDT

SolBiPl VARIINEPTAAAIAYGLDKKG---GEKNILVFDLGGGTFDVSILTIDNGVEFEVLATNGDT
SolBiP2_ VARIINEPTAAAIAYGLDKKG---GEKNILVFDLGGGTFDVSILTIDNGVFEVLATNGDT
TcBiPl_ VARIINEPTAAATAYGLDKKG---GEKNILVFDLGGGTFDVSILTIDNGVFEVLSTNGDT
soyBiPl_VARTINEPTAAATAYGLDKKG---GEKNILVFDLGGGTFDVSILTIDNGVFEVLATNGDT
soyBip2 VARIINEPTAAAIAYGLDKKG---GEKNILVFDLGGGTFDVSILTIDNGVFEVLATNGDT
soyBiP3 VMRIINEPTAAAIAYGLDKKATSVGEKNVLIFDLGGGTFDVSLLTIEEGIFEVKATAGDT
soyBiP4 VMRIINEPTAAAIAYGLDKRTDCVEERNIFIFDLGGGTFDVSLLTIKDKVEQVKATAGNT
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SolBiP4 HLGGEDFDHKLMDYFIKLIKRKYSKDISSDKKALGKLRRECERAKRALSNQHOVRIEIES
TcBiP2  HLGGEDFDHRVMDYFIKLIKKKYNKDISKDNKALGKLRRECERAKRALSSQHQVRVEIES
SOlBiPB_HLG.DH —————————— GVIKKKHGKDISKDNRALGKLRREAERAKRSLSSQHQVRVEIES
S01BiPl HLGGEDFDORVMEYFIKLIKKKHGKDISKDNKALGKLRREAERAKRALSSQHQVRVEIES
SolBiPZ_HLGGEDFDQRIMEYFIKLIKKKHGKDISKDNRALGKLRREAERAKRSLSSQHQVRVEIES
TcBiP1l HLGGEDFDHRIMEYFIKLIKKKHGKDI SKDNRALGKLRREAERAKRATLSSQHQVRVEIES
soyBiPl HLGGEDFDQRIMEYFIKLIKKKHGKDISKDNRALGKLRREAERAKRALSSQHQVRVEIES
soyBip2_HLGGEDFDQRIMEYFIKLIKKKHGKDISKDNRALGKLRREAERAKRALSSQHQVRVEIES
soyBiP3 HLGGEDFDNRMVNHFVOEFKRKNKKDISGNPRAIBRLREACERAKRTLSSTAQTEIEIDS
soyBiP4_ HLGGEDFDNRMVNYFVQEFKRKNKVDISGNFRA | gIACERAKRILSYAVTTIIEVDA
SolBiP4 LFDGVDFSEPLTRARFEELNMDLFKKTMGPVKKALEDANLKKTDIDELVLVGGSTRIPKV
TcBiP2 LFDGVDFSEPLTRARFEELNMDLFKKTLGPVKRALEDANLKKSDISEIVLVGGSTRIPKYV
SolBiP3 LFDGVDFSEALTRARFEELNNDLFRKTMGPVKKAMEDAGLGKNQIDEIVLVGGSTRIPKV
SolBiPl_ LFDGVDFSEPLTRARFEELNNDLFRKTMTPVKKAMEDAGLAKNQIDEIVLVGGSTRIPKYV
So0lBiP2 LFDGTDFSEPLTRARFEELNNDLFRKTMGPVKKAMDDAGLOKNQIDEIVLVGGSTRIPKY
TcBiPl_ﬁLFDGIDFSEPLTRARFEELNNDLFRKTMGPVKKAMEDAGLEKRQIDEIVLVGGSTRIPKV
soyBiPl LFDGVDFSEPLTRARFEELNNDLFRKTMGPVKKAMEDAGLQKSQIDEIVLVGGSTRIPKV
S0yBip2_LFDGVDFSEPLTRARFEELNNDLFRKTMGPVKKAMBDAGLQKSQIDEIVLVGGSTRIPKV
soyBiP3 LYEGIDFYSTVTRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKRSVDDVVLVGGSTRIPKV
soyBiP4 LFQGVDFCSSITRAKFEEINMELFEECMETVDRCLSDANMDKSSVHDVVLVGGSSRIPKYV

SclBiP4_QQLLKDFFDGKEPNKGVNPDEAVAYGAAIQGAILGGEGGEETKDLLLLDVTPLSLGIETV
TcBiP2_  QQLLKDLFDGKEPSKGINPDEAVAYGAAVQGGILSGEGGEETKDILLLDVAPLSLGIETV
SQlBiP3_QQLLKDYFDGKEPSKGVNPbEAVAYGAAVQGGILSGEGGDETKNILLLDVAPLTLGIETV
SolBiPl_ QQLLKDYFDGKEPSKGVNPDEAVAYGAAVQGGILSGEGGDETKDILLLDVAPLTLGIETV
SclBiP2 QQLLKDYFDGKEPSKGVNPDEAVAYGAAVQOGGILSGEGGDETKDILLLDVAPLTLGIETV
TcBiFPl QQLLKDYFEGKEPNKGVNFDEAVAYGAAVQOGGILSGEGGDETKDILLLDVAPLTLGIETV
soyBiPl QQLLKDYFDGKEPNKGVNFPDEAVAYGAAVQGSILSGEGGEETKDILLLDVAPLTLGIETV
soyBip2 QQLLKDYFDGKEPNKGVNPDEAVAYGAAVQOGSILSGEGGEETKDILLLDVAPLTLGIETV
soyBiP3_QQLLQODFFNGKELCKSINPDEAVAYGAAVQAAILSGEGNEKVQODLLLLDVTPLSLGLETA
soyBiP4_ QELLQGFFDGKVLCKSINPDEAVAYGAAVQAALLS-KGIVNVPNLVLLDITPLSLGVSVQ

SolBiP4 EEEE----~- AYDEL

TeBiP2 = —---- E-DEPTDEL-

SolBiP3_ AGD-—————- DDEL-

SolBiPl_ DSS-ED-DDSHDEL

SolBiP2_ EE---E-DDSHDEL

TcBiPl_ E----E-DDSHDEL

soyBiP1 SGEEDE-DDSHDEL

soyBip2_ EGED-E-DDSHDEL

soyBiP3_ GAAEDDYAAPSG————————
soyBiP4_ HAEAMQLKQPGAPFKCSGCK 671

Figura 5. Alinhamento dos dominios de Glycine max, Theobroma cacao e Solanum lycorpersicum. Em azul encontram-se os sitios conservados dentro
dos dominios, em amarelo sdo as sequéncias de sinalizacao para reten¢éo no reticulo endoplasmatico.
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6.2 PLANTAS TRANSFORMADAS SUPEREXPRESSANDO O GENE soyBiP EM
TOMATE

Os estudos funcionais de BiP foram conduzidos utilizando plantas de tomate
Microtom transgénicas, superexpressando SoyBiP, como modelo. Inicialmente foram
obtidos 11 linhagens regenerantes a partir da transformacéo, via A. tumenfaciens, de
epicotilos e discos foliares. Inicialmente os transformantes primarios (TO) foram
selecionados com base na resisténcia a Canamicina. As plantas regeneradas e as
controle (NT) foram aclimatadas e mantidas em casa de vegetacdo para
acompanhamento do seu desenvolvimento. Quando as plantas atingiram uma altura
de aproximadamente 15cm, o DNA gendmico das folhas foi extraido e a transgenia
foi validada via PCR (Figura 6). Observou-se que das 11 linhagens regenerantes
apenas 8 foram confirmadas com a incorporacéo do transgene (L2, L3, L4, L5, L8,
L9, L10, L12) (Figura 7). As linhagens transgénicas foram mantidas em casa de
vegetacdo até a coleta das sementes (T1l) e (T2) utilizadas nos experimentos

posteriores.

NT1 NT2 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9

L10L11 L12 NT3 NT4

Figura 6. DNA gendmico extraido de folhas de S. lycopersicum var Microtom. 2 microlitros de
DNA genomico extraido de folhas de Microtom ndo transformado (NT) e regenerado apéds
transformacéo via Agrobacterium (L2 a L12) foram resolvidos em gel de agarose a 1% e visualizados
sob luz ultravioleta.
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M CN CP NT L2 L3 L4 L5 L6 L7

L8 L9 L10L11L12

Figura 7. Diagndstico molecular das plantas de S. lycopersicum expressando SoyBiPD. DNA
genomico submetido a reacdo de PCR utilizando primers para nptli(Neomicina Fosfotransferase).
(M), marcador 1 Kb (CN) Controle negativo- reacdo sem utilizar DNA molde, (CP) Controle positivo-
reacdo utilizando o vetor pUFV42 como molde, (NT) Planta ndo transformada, (L2 a L12) linhagens

regeneradas in vitro. 800pb tamanho esperado do fragmento a ser amplificado.

As analises protebmicas, bioguimicas e moleculares foram realizadas com
as plantas da geracdo T2. A analise do perfil proteico das 8 linhagens transgénicas e
das plantas néao transformadas (NT) revelou um padrao similar de distribuicdo das
proteinas sendo essas distribuidas entre 14 a 97 kDa. Nao foi observado arraste
entre as bandas, indicando que a extracdo foi eficiente em obter um extrato proteico
total com proteinas integras e poucos agentes interferentes (Figura 8A). A
imunodetec¢cdo de BiP, via western blot utilizando anticorpo especifico anti-BiP,
revelou a presenca de uma banda na faixa do 70-78 kDa, condinzente com o
tamanho esperado para BiP. Essa banda foi revelada nos extratos proteicos de
todas as plantas, tanto as nao transfomadas (NT) como nas linhagens transgénicas.
Contudo, observa-se que todas as linhagens transformadas apresentaram acumulo
superior de BiP em comparacdo com o observado nas plantas controle (NT). No
entanto, as linhagens transgénicas L9 e L12 foram as que demonstraram o maior
acumulo da proteina BiP (Figura 8B). Cabe ressaltar que eventos de transformacgéo
genética precisam ser analisados de maneira independente visto que o numero de
copias do transgene ou o local onde o0 mesmo se insere no genoma do hospedeiro
podem variar (KERESZT et al., 2007). Assim, os diferentes niveis de acumulo da

proteina BiP observados entre as linhagens transformadas pode estar relacionado
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com um desses fatores. Visto que o nivel de BiP livre no RE de um organismo regula
a expressdo de BiP, sugerimos ainda que pode estar ocorrendo a regulacao
diferencial da expressdo de BiP nas plantas transgénicas, a nivel transcrional ou
traducional. E que o nivel de BiP nas plantas onde o acumulo do mesmo ja e
superior (L9 e L12) é possivel que a rota de sintese da proteina ndo mais possa ser
ativada como observado em células de mamiferos e plantas (Alvim et al., 2001).

KDa M NT L2 L3 L4 L8 L9 L12 L10 LS

85 w—

SO =

35— B

Figura 8. Analise proteica das plantas transgénicas. Trinta microgramas de proteinas totais
extraidas de folha de S. lycopersicum néo transformada (NT) ou transgénica (L2 a L12) foram
resolvidas em gel de poliacrilamida e visualizadas apds coloracdo com comassie blue (A). As
amostras foram também transferidas para membrana de nitrocelulase e sondadas com anticorpo
contra BiP (B). M — Marcador de Peso Molecular com peso em KDa indicado.

6.3 AVALIACAO DOS SINTOMAS DE VASSOURA-DE-BRUXA EM
TOMATEIROS INOCULADOS COM M. perniciosa

As plantas transgénicas e controle foram inoculados com um mix de esporos
de M. perniciosa visando testar se a suprexpressdo de BiP aumenta a tolerancia ao
ataque do patégeno. Apés 15 dias da inoculacao, foi possivel detectar os primeiros
sintomas da doenca nas plantas NT, L2 e L4. Os sintomas observados foram

hiperplasia e escurecimento do caule (Figura 9). Apdés 30 dias da inoculagéo
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observou-se que as plantas NT, L2 e L4 comecaram a apresentar superbrotacao
ramificando a partir da area intumecida do caule (Figura 10). Aos 45 dias apés a
inoculacdo observou-se que os ramos da brotacdo se desenvolveram mais (Figura
11) Contudo as linhagens L9, L10 e L12, as que apresentaram maior nivel de BiP
nas analises de western blot, ndo apresentaram qualquer sintoma da infeccéo pelo
fungo durante toda andlise (Figura 8, 9, 10 e 11). As plantas controle, as que nao
foram infectadas com os espéros, se desenvolveram normalmente durante todo o
periodo indicando que as mudancas observadas nas NT, L2 e L4 estavam

relacionadas com a infec¢éo pelo patdégeno.
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Nao Inoculadas
15 dias

Inoculadas
15 dias

Figura 9. Avaliacdo 15 dias- S.lycopersicum sem inoculacdo e inoculadas com M. perniciosa. Visualizacdo dos sintomas (inchago caulinar e
superbrotamento). Planta ndo transformada (NT), linhagens superexpressando BiP (L2 a L12).
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Nao inoculadas
30 dias '

Inoculadas
30 dias

Figura 10. Avaliacdo 30 dias- S.lycopersicum sem inoculacdo e inoculadas com M. perniciosa. Visualizagdo dos sintomas (inchaco caulinar e
superbrotamento). Planta ndo transformada (NT), linhagens superexpressando BiP (L2 a L12).



Nao inoculadas
45 dias

Inoculadas
45 dias

Figura 11. Avaliacdo 45 dias- S.lycopersicum sem inoculacdo e inoculadas com M. perniciosa. Visualizagdo dos sintomas (inchaco caulinar e
superbrotamento). Planta ndo transformada (NT), linhagens superexpressando BiP (L2 a L12).
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A analise das plantas inoculadas com o M.perniciosa revelou que as plantas
transgénicas inicialmente se desenvolveram mais rapido. Mas que a partir do 20° dia
de cultivo as alturas ndo apresentavam mais diferenca significativa (Figura 12). De
maneira geral observamos que, nha auséncia da inoculacdo, as plantas
transformadas (L2 a L12) cresceram mais rapidamente do que as nao transformadas
durante os 20 primeiros dias de cultivo. A partir dos 30 dias de cultivo, no entanto, a
taxa de crescimento das plantas transgénicas parece diminuir ndo sendo observada
diferenca significativa na altura final das plantas, ao florescer. Exceto a L12 que

apresentou altura final maior do que todas as demais plantas (Figura 13).

Altura {cm) com inoculagdo

30

25

20

15

10 be b

15 dias 20 dias 30 dias 45 dias

ENT mL2 mL4 © 19 mL10 mL12

Figura 12. Altura das plantas nos tempos 15, 20, 30 e 45 dias ap0s a inoculagdo com M.
perniciosa. Planta ndo transformada (NT), linhagens superexpressando BiP (L2 a L12). Médias
seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05). As
barras correspondem aos erros padrées das médias.
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Altura (cm)
sem inoculagdo
30

25

b
20 b

15 dias 20dias 30dias 45 dias

BENT mL2 mL4 019 mLl0 mL12

Figura 13. Altura das plantas sem inocula¢cdo nos tempos 15, 20, 30 e 45 dias. Planta n&o
transformada (NT), linhagens superexpressando BiP (L2 a L12). Médias seguidas das mesmas letras
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras correspondem aos erros
padrdes das médias.

Todas as plantas analisadas comecaram a florescer apds 20 dias de cultivo
na casa de vegetacdo. Sendo o numero de flores nas plantas transgénicas superior.
A floragdo das plantas, inoculadas ou sem inoculagéo, iniciou-se a partir do 20° dia
de cultivo. De maneira geral, e em ambas as situagbes, as plantas transgénicas
produziram mais flores do que as NT, sendo a linhagem L12 a que mais floresceu.
Foi observado também que sob inoculacdo o nimero de flores produzidas pelas
plantas dimunui. Interessantemente mesmo as plantas transgénicas que nao
apresentaram sintomas da doenga, como a L9 e L12 tiveram a producédo de flores
aumentada. Contudo, observa-se que enquanto nas plantas NT chega a 80% as

transgénicas ficam na ordem dos 50% (Figura 14 A e B).
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Floragdo Plantas Inoculadas Floragdo Plantas Sem Inoculagao

Linhagem Linhagem
—NT A\ —NT
L2 14,00 Ji\ L2
{ L4 [\ L4
6,001 [\ —L9 IN \ —Le
[o \ L10 & \ L10

—(12 & \ —L12

10,00
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Estimated Marginal Means
"
Estimated Marginal Means
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Tempo Tempo

Figura 14. Floragdo nos tempos 15, 20, 30 e 45 dias, plantas inoculadas e sem inoculag¢do. (A)
plantas inoculadas com M. perniciosa. (B) Plantas ndo inoculadas: Teste Friedman. Planta ndo
transformada (NT), linhagens superexpressando BiP (L2 a L12).

Os frutos foram observados a partir do 30° de cultivo das plantas. Todas as
plantas que ndo foram submetidas a inoculacdo por M. perniciosa apresentaram
frutos sendo a maior quantidade na L12 e a menor quantidade na planta nao
transformada (Figura 15B). Contudo, as plantas ndo transformadas inoculadas néo
formou frutos até o final do experimento (Figura 15A). Nessas as flores caducaram.
Em contrapartida, todas as plantas trasngénicas formaram frutos apds a inoculacgéo,
mesmo aquelas que apresenaram hiperplasia e hipertrofia (Figura 15A). Isso indica
qgue, em plantas transformadas, a superexpressdo de BiP pode estar atuando na
diminuicdo do estresse causado pela infec¢do, induzindo a expressdo de genes
relacionados a tolerancia e regulacao direta da homeostase celular.

Sob estresse, as plantas transgénicas inoculadas pelo fungo M. perniciosa,
apresentaram uma melhor resposta quanto ao numero de flores e frutos em relagéo
as plantas controles. Mesmo mostrando sintomas da doenca, as linhagens L2 e L4

apresentaram maior quantidade de flor e frutos em relacdo as plantas NTs.



44

Frutos Plantas Inoculadas Frutos Plantas Sem Inoculagdo
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Figura 15. Nimero de frutos nos tempos 15, 20, 30 e 45 dias, plantas inoculadas e sem
inoculagdo. (A) plantas inoculadas com M. perniciosa. (B) Plantas n&o inoculadas: Teste
Friedman. Planta ndo transformada (NT), linhagens superexpressando BiP (L2 a L12).

Em conjunto, nossos dados sugerem que hd uma relacdo entre o nivel de
BiP nas plantas e a tolerancia ao M. perniciosa visto que as plantas transgénicas
gue ndo apresentaram sintomas sdo as mesmas linhagens com maior acumulo de
BiP. As plantas transgénicas com acumulo intermediario de BiP apresentaram
sintomas iniciais mas esses foram menos intensos do que 0s observados nas
plantas ndo transformadas. Cabe ressaltar que o presente trabalho é o primeiro a
avaliar a possivel acdo de BiP na tolerancia de plantas ao ataque de um fungo
hemibiotréfico. A interacdo com o M. perniciosa € complexa e induz nas plantas
infectadas a formacao de cristais de oxalato de calcio, acimulo de espécies reativas
de oxigénio, PCD (morte celular programada) bem como necrose (CEITA et al;
2007; PUNGARTNIK et al., 2009; DIAS et al., 2011; BASSO et al., 2016). Esses
mecanismos, no decorrer da interacdo, aumenta a disponibilidade de nutrientes a
serem utilizados para a nutricdo dos micélios fangicos contribuindo para o
desenvolvimento vigoroso do mesmo permitindo que o ciclo da doenga ocorra
(CEITA et al.; 2007). Estudos com BIiP ja relatam o envolvimento da proteina na
atenuacao e controle de PCD, em células vegetais, principalmente desencadeada
por estresse hidrico esses trabalhos sugerem a acdo de BIiP via modulacao
osmatica, na regulagdo de PCD desencadeada por resposta imune e por estresse
no reticulo endoplasmatico (WANG et al., 2007; REIS et al., 2011; XU et al., 2012;
CARVALHO et al., 2013).
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Todas as situagOes de estresse em organismos eucariotos gera o aumento
na producdo de proteinas pertencentes a rota secretora. Sabe-se que todas as
proteinas residentes de reticulo, mantidas no complexo de golgi, em membrana ou
parede celular e as secretadas pelas células perpassam por esta rota. Por isso,
independente do tipo de estresse, mudancas na composicdo de parede ou
membrana celular, bem como producdo de proteinas de defesa (PRs) ou ataque
(como proteases, lipases, quitinases) a serem secretadas fazem parte da primeira
esfera de defesa do organismo. Por outro lado, a rota secretora para funcionar
necessita de proteinas que irdo atuar no dobramento das proteinas da rota
secretora, como BiP (DENG et al., 2013; FANATA et al., 2013). Toda vez que ha o
acumulo de proteinas mal dobradas no RE, ocorre a inducdo da via de resposta a
proteinas mal dobradas (unfolded protein response - UPR), que aumenta a
expressao de BiP e outras proteinas residentes do RE. O acumulo de proteinas mal
dobradas ocorre quando a rota secretora esta sob maior demanda e a essa situacao
denominamos de estresse de RE. Para atenuar o estresse de RE a célula precisa
sintetizar mais BIP via ativacdo da UPR. Estudos anteriores sugerem que um nivel
maior de BiP no RE, como nas plantas transgénicas aqui obtidas, pode atuar como
um tampdao para o estresse de RE. Ou seja, plantas com maior nivel dessa proteina
estariam mais aptas a produzir imediatamente as proteinas da rota secretora ou
produzi-las com maior eficiéncia dando ao organismo uma vantagem molecular na
defesa contra estresse (FU et al.,, 2016; WAN & JIANG, 2016; BAO & HOWELL,
2017; SRIVASTAVA et al., 2018; KOPP et al., 2019).

O ndo aparecimento de sintomas caracteristicos de vassoura-de-bruxa nas
linhagens L9, L10 e L12 pode estar relacionado a niveis maiores de acumulo da
proteina BiP, observado no teste de immunoblotting (Figura 7), sugerindo uma
resposta mais eficaz das plantas em reposta as vias PCD e/ou UPR, induzidas pelo
patogeno.

Visando testar se a superexpressao de BiP induz ou proteje as plantas ao
estresse oxidativo, submetemos as plantas transgénicas e controle ao ensaio
histoquimico com DAB-HCI. Nesse, a coloragdo marrom dos tecidos relaciona-se
com a quantidade de peroxido de hidrogénio presente no mesmo. Ao submeter as
plantas de tomate transgénicas e controle ao teste, observamos que as linhagens
transgénicas possuem menos peroxido de hidrogénio do que as plantas controle

(NT) (Figura 16). Observamos que discos foliares isolados de plantas NT e
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transgénicas, quando infiltrados com agua, apresentam coloracao final translucida,
como esperado visto que nesse caso nao se utilizou o DAB-HCL (Figura 16, letras A
e B). Contudo, ao se infiltrar a vacuo DAB-HCL nesses tecidos foliares observa-se a
presenca de maior quantidade de peroxido de hidrogénio nas plantas NT (vide
coloracdo escura na Figua 16, letra C) em comparacdo com todas as linhagens
Transgénicas (comparar C com D- G na Figura 16). H,O

+ agua + DAB-HCI

NT T
'
J > .

Figura 16. Detecgcdo de perdéxido de hidrogénio em tecido foliar de S. lycopersicum néo

inoculado com M. perniciosa. Discos foliares foram isolados das plantas ndo transformadas e
transgénicas e submetidos a analise com HCL-DAB (1 mg/ mL -1 ). Os discos foliares NT (A) e
transgénica (B) foram infiltrados com agua. Em C, planta NT, e enre D e G, plantas transformadas
infiltradas com HCL-DAB. Discos isolados da terceira folha expandida das plantas. Fotos ilustrativas
de 6 amostras de discos foliares analisadas.

Em seguida testamos a quantidade de perdxido de hidrogénio existente nas
plantas infectadas com M. perniciosa. Isso porque sabidamente estresses bidticos
e/ou abidticos ocasionam o acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) que
por sua vez esta diretamente relacionado com a amplificacdo do estresse de reticulo
endoplasmatico que alteram o metabolismo celular desencadeando o aumento de
proteinas mal dobradas que em grandes quantidades causam danos a célula vegetal
(ZHANG et al., 2007; MALHOTRA & KAUFMAN, 2007). O material utilizado foram as
plantas apo6s 15 dias de inoculagdo. Observamos um resultado muito similar ao
observado para as plantas néo infectadas. Ou seja, as plantas NT possuem maior
guantidade de peréxido de hidrogénio do que as linhagens transgénicas (Figura 17).
As linhagens transgénicas L2 e L4 que no momento da coleta ja apresentavam o
entumecimento do caule, demonstraram ter um nivel de peroxido de hidrogénio

baixo e préximo ao observado para as plantas transgénicas assintomaticas, L9 e
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L12. Esse dado sugere que ainda que as plantas transgénicas apresentem sintomas
de vassoura de bruxa o nivel de estresse oxidativo das mesmas parece ser
acentuado devido ao maior acumulo de BiP. De fato, plantas de Tabaco (Nicotiana
tabacum) superexpressando BiP e submetidas a estresse por cadmio, apresentaram
menor acumulo de ROS em comparacdo ao controle (GUAN et al., 2015). Em um
experimento reverso, ao silenciar um gene BiP (CaBiP1) em pimenta, foi observado
maior acumulo de H,O; nas plantas e consequente perda de tolerancia a estresses
abidticos como estresse hidrico e osmotico (WANG, et al., 2017). Assim, de acordo
com a literatura, BiP atua restaurando o equilibrio no reticulo endoplasmatico
(CARVALHO et al., 2014; ZEESHAN et al., 2016). No nosso experimento, 0 menor
acumulo de H,O, nas linhagens transgénicas submetidas ou ndo ao estresse
indicam a atividade de BiP na protecao celular, restauracdo da homeostase celular e

regulacéo do RE.

+ agua + DAB-HCI
L4

Figura 17. Deteccéo de peréxido de hidrogénio em tecido foliar de S. lycopersicum inoculado
com M. perniciosa. Discos foliares foram isolados das plantas ndo transformadas e transgénicas,
apo6s 15 dias de inoculagdo com M. perniciosa, e submetidos a analise com HCL-DAB (1 mg/ mL -1).
Os discos foliares NT (A) e transgénica (B) foram infiltrados com agua. Em C, planta NT, e enre D e
G, plantas transformadas infiltradas com HCL-DAB. Discos isolados da terceira folha expandida das
plantas. Fotos ilustrativas de 6 amostras de discos foliares analisadas.

6.4 AVALIACAO DE FRUTOS E SEMENTES DE PLANTAS CONTROLES E
TRANSFORMADAS SOB ATAQUE DA MOSCA BRANCA (Bemisia tabaci)

A analise estatistica quanto ao numero de frutos e sementes coletados das
plantas controles e linhagens transgénicas (L2, L4, L9, L10 e L12) presentes na casa

de vegetacdo sob o ataque da mosca branca mostrou diferencgas significativas entre
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os tratamentos. O resultado da andlise do numero de frutos (Figura 18) entre a
planta controle e as linhagens L2, L4, L9 e L12 apresentaram um maior nimero de
frutos quando comparadas a planta controle ao longo das coletas. No entando a
Linhagem L10 ndo apresentou diferenca estastistica significante quanto ao niumero
de frutos com a planta NT (p<0.05). Em relacdo ao numero de sementes (Figura 19)
foi mostrado que as linhagens transgénicas apresentaram maior quantidade
comparado com as NTs, mesmo em estresse por ataque de Bemisia tabaci
conhecida por mosca branca. Ainda que a L10 e a planta NT ndo tenham diferido
significativamente em numero de frutos, quando comparadas em numero de
sementes 0s resultados apontaram uma maior quantidade da linhagem L10 sobre a
NT. O tamanho dos frutos coletados também foi observado, onde as linhagens
transgénicas apresentaram maiores frutos em relacdo as plantas ndo transformadas
(Figura 20).

Uma analise dos niveis de BiP em soja (Glycine max L. Merr.) sob ataque de
mosca branca indicou a superexpressado dos niveis de mRNA de BiP em folhas e
aumento no acumulo da proteina, levando a planta a aclimatacdo e recuperacao de
ferimentos causados pelo inseto (KALINSKI et al., 1995). Isso pode indicar que a
maior expressao e atividade de BiP na dobragem e translocacdo de proteinas,
regulacdo de processos no RE, e protecdo celular em condicdes de estresse,
estejam envolvidos na resposta fisiolégica de plantas que se encontram sob ataque
de patdégenos. Essas informacdes corroboram com os resultados obtidos ap6s a
inoculacdo das plantas transgénicas com M. perniciosa, em que as linhagens
superexpressando BiP obtiveram frutos e as controle ndo. As plantas submetidas a
campo sofrem a acao de diversos estresse bidticos e abidticos simultaneamente. Os
nossos dados mostram que além de melhorar a tolerancia da planta a mais de um
tipo de estresse bidtico, as plantas melhoraram sua produtividade, por reduzir os

danos causados pela praga.
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Figura 18. Numero de frutos coletados sob ataque da mosca branca NT, L2, L4, L9, L10 e L12.

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

As barras correspondem aos erros padrées das médias.
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Figura 19. Nimero de sementes coletados sob ataque da mosca branca NT, L2, L4, L9, L10 e

L12. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey

(p<0,05). As barras correspondem aos erros padroes das médias.
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Figura 20. Frutos de linhagens transformadas e ndo transformadas. (L2 a L12) frutos de
linhagens transgénicas e (NT) fruto linhagem néo transformada.
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6.5 OBTENCAO E COMPARACAO DO PERFIL PROTEICO DE PLANTAS
TRANSFORMADAS E NAO TRANSFORMADAS

Com base na analise de imudeteccédo que revelou maior acumulo de BIiP na
linhagem 12, resolvemos entéo, obter o perfil proteico dessa planta comparando-a
com a planta controle, afim de verificar diferencas nos perfis de expressao nessas
plantas. A avaliacdo do perfil proteico das linhagens permite a caracterizacdo de
proteinas que possam estar envolvidas em respostas e regulacdo de estresses nas
plantas. Estudos comparativos e quantitativos do perfil de proteinas durante
respostas a estresses permitem analise e caracterizacao de processos regulatorios
para entendimento da fisiologia da planta para sua defesa e interagdo com outras
proteinas para adaptacdo ao ambiente (TIMPERIO et al., 2008). Os perfis proteicos
da planta controle (NT) e transgénica (L12) resolvidos em gel 2D-SDS-PAGE,
mostraram diferencas numéricas dos spots. Em géis da planta NT foram detectados

84 spots, enquanto que nos géis da planta L12 foram detectados 137(Figura 21).
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Figura 21. Perfil proteico bidimensional de folhas de Solanum lycopersicum. (NT) Plantas néo
transformadas e (L12) superexpressando o gene BiP.

A identificacdo de proteinas acumuladas diferencialmente entre a planta NT
e L12 resultou na identificagdo de um total de 78 spots exclusivos para NT e 111

spots em L12, sendo 6 spots comuns entre eles (Figura 22).
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111 6 78 NT

Figura 22. Diagrama de Venn da distribuicdo de proteinas exclusivas e comuns. Proteinas
detectadas pelo Image Master 2D Platinum (GE Healthcare).Foi considerado ANOVA (p<0,05) para a
distribuicdo de proteinas diferenciais significativas. L12: Linhagem transformada; NT: Planta néo
transformada.

Os spots foram detectados em todas as faixas de pH (3-10). Em NT a
distribuicdo das proteinas em relacdo ao pl, revelou uma maior concentracdo do
namero de spots em uma faixa de pH entre 4 e 5, e para L12, numa faixa de pH de 4
a5ebab6comd4b e 40 spots, respectivamente. As amostras apresentaram menor

quantidade de proteinas nos pHs 8 e 9 (Figura 23).
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Figura 23. Distribuicdo dos spots detectados em 2D-SDS-PAGE de folhas de Solanum
lycopersicum quanto ao ponto isoelétrico (pl). L12: Linhagem transformada; NT: Planta néo
transformada.
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Os resultados da andlise de peso molecular mostram predominéancia na
distribuicdo dos spots para a amostra NT, em uma faixa de < 30 kDa, com 47 spots
e de 30 a 66 kDa, com 32 spots. Para a linhagem transgénica L12, o numero de
spots foi maior na faixa entre 30 a 66 kDa, com 83 spots. Em todas as amostras
foram observadas menores quantidades de spots com peso molecular > 66 kDa,
com 5 spots para NT e 21 para L12 (Figura 24).
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Figura 24. Distribuicdo dos spots detectados em 2D-SDS-PAGE de folhas de Solanum
lycopersicum de acordo com a massa molecular (kDa). L12: Linhagem transformada; NT: Planta

nao transformada.

A comparacdo entre os géis, apresentou diferencas quanto ao numero de
spots entre as amostras, na distribuicdo de proteinas em relacdo ao ponto isoelétrico
(pl), peso molecular (PM) e na quantidade de spots proteicos exclusivos entre
Linhagem L12 e NT. Os matches entre os géis, revelaram diferencas no acimulo de
proteinas, com isso, a partir da identificacdo dos spots diferenciais e comuns
pretende-se reconhecer quais sdo as proteinas presentes em plantas
superexpressando soyBiP e como essas podem atuar na resposta a estresses

bidticos e abidticos.
7.  CONCLUSAO
Foram identificadas duas proteinas do gene BiP para cacau e quatro para

tomate. As analises mostraram que 0s genes BiP sdo altamente conservados quanto

a sua estrutura génica e proteica, apresentado dois dominios proteicos (NBD e SBD)



53

caracteristicos da familia. Nas plantas transgénicas inoculadas com M. perniciosa,
obtivemos um maior acumulo da proteina, o que foi eficiente na contencdo dos
sintomas da doenca, agindo na atenuacéo do estresse causado pelo patégeno e na
morte celular das plantas. Além disso, a superexpressao do gene parece estar
relacionado com a diminuicdo na producdo de H,O, e na resposta fisiologica da
planta por operar na homeostase celular, tanto nas plantas inoculadas com o fungo
MP quanto nas sem inoculacdo e nas submetidas ao ataque de mosca branca. A
caracterizacdo do perfil proteico indicou uma maior quantidade de proteinas nas
linhagens transgénicas quando em comparacdo com as plantas controle. Esses
dados poderao auxiliar estudos posteriores para o melhoramento de plantas quando

em situacao de infeccéo bidtica por atagues de patdgenos.
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