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RESUMO

O gene Opaco?2 (O2) é um fator de regulagfio da transcrigdio do tipo bZIP envolvido no
controle da sintese de proteinas de reserva no endosperma do milho. Um cDNA de
Arabidopsis thaliana que codifica uma proteina do tipo bZIP homéloga ao fator de transcrigéo
02 de milho denominado BZO2H]1 (Basic Leucine Zipper Opaque2 Homologous) foi isolado
e caracterizado. A seqiiéncia do gene BZOZH] foi identificada nos bancos de dados do projeto
genoma de Arabidopsis thaliana. O gene BZO2H] é composto por sete exons ¢ seis introns e
esta presente em cOpia Gnica no genoma de Arabidopsis thaliana. A estrutura do gene
BZO2H], assim como a alta similaridade entre as seqiiéncias do dominio bZIP de BZO2H1 e
02 confirmaram que BZO2H]1 pertence 4 Familia Multigénica de O2. Transcritos de RNA
mensageiro de BZO2H]1 foram detectados em todos os tecidos investigados e a incidéncia ou
auséncia de luz sobre as plantas jovens pareceu nfo afetar a expresséio do gene. O dominio
bZIP da proteina BZO2H1 foi produzido em E. coli para determinar sua especificidade de
ligagdo a0 DNA. O dominio bZIP de BZO2H1 reconhece seqiiéncias relacionadas ao sitio
GCN4 como GLM (5°- TGACTA-3") e a seqiiéncia palindrome (5°-GACATGTC-3’), além
dos motivos G-box e, menos intensamente, C-box. A especificidade de ligagio do dominio

bZIP de BZO2H! foi comparada com a da proteina O2 de Coix e as diferencas encontradas
foram discutidas.



ABSTRACT

The gene Opague2 (0O2) encodes a bZIP transcription factor involved in storage protein
synthesis control in maize endosperm. An Arabidopsis thaliana ¢cDNA that encodes a bZIP
protein homologous to the O2 transcription factor, named BZO2H1 (Basic Leucine Zipper
Opaque2 Homologous) has been isolated and characterized. The BZO2HI gene sequence
was identified in the databases of the Arabidopsis thaliana genome project. The BZO2H!
gene is composed of seven exons and six introns and is present as a single copy in the
genome of Arabidopsis thaliana. The gene structure and the high sequence similarity of the
bZIP domain shared by BZO2HI and 02 defined BZO2H]I as a member of the O2 multigene
family. BZO2H1 mRNA was detected in all tissues analyzed, but no differences of the
expression levels were observed when comparing young plants exposed to light or darkness.
The bZIP domain of BZO2H]1 protein was expressed in E. coli to begin the characterization
of its DNA binding specificity. The bZIP domain of BZO2H]1 binds to the GCN4-related
DNA binding site sequences GLM (5°- TGACTA-3") and “palindrome” (5’-GACATGTC-
3), as well as to the G-box and to a lesser extend to the C-box. The binding specificity of
the BZO2H1 bZIP domain was compared to O2 Coix bZIP domain and the differences

observed were discussed.



INTRODUCAO

Expressdo génica

A expressdo regulada dos genes ¢ fundamental para a maioria dos processos biologicos
como crescimento, diferenciagiio celular, desenvolvimento e resposta a estimulos ambientais.
(Meshi & Twabuchi, 1995). A regulagio da expressio génica pode ocorrer em diferentes
passos da via DNA-RNA-proteina: pelo controle da transcrigio, do processamento ¢
transporte do RNA, da degradagio do RNA mensageiro, da traducio da proteina e pelo
controle da atividade da proteina (Darnell, 1982; Derman, 1981). Dentre os controles citados,
o controle da transcricdio ¢, provavelmente, um dos passos mais importantes para a regulacgdo
da expressdo génica. (Macfarlane, 2000).

Transcricio ¢ sua regulacio em eucariotos

O DNA de organismos eucari6ticos se encontra empacotado com proteinas especificas,
formando a cromatina no nicleo da célula. A unidade fundamental da cromatina € o
nucleossomo. Cada particula de nucleossomo € composta por 146 pb de DNA envolto num
octimero de moléculas de histona e outras proteinas, formando uma estrutura semelhante a
um cilindro (Revisado por Lee & Young, 2000). Esse empacotamento do DNA dentro da
cromatina representa uma barreira significante para vérios processos nucleares, entre eles, a
transcri¢io. Os nucleossomos reprimem a transcrigdo por oclusio de sitios reconhecidos por
proteinas ligantes de DNA, interferindo assim com a ligagiio do complexo de iniciagdo da
transcri¢do (Kornberg, 1999).

A iniciaciio da transcri¢do ocorre em dois estagios. Primeiro, pelo alivio da repressiio
causada pelo nucleossomo e segundo, pela interagio da RNA Polimerase e proteinas do
complexo de iniciagdo da transcrigdo com o promotor do gene (Kornberg, 1999).

Presume-se que as proteinas designadas como Fatores de Ativagio da transcrigéio sejam
importantes no primeiro estigio, pois podem recrutar complexos modificadores de cromatina.
Estes complexos possuem atividade catalitica, acetilando as histonas ¢ causando assim uma
modificacio estrutural nas mesmas. Infere-se que essa modificagdo estrutural diminua a

repressdo sobre a transcricdo exercida pelo nucleossomo (Kornberg, 1999).



Com o promotor exposto devido as modificacdes no nucleossomo, o segundo estigio do
inicio da transcricBo pode comecar. Neste estagio, participam a RNA Polimerase II e os
chamados fatores gerais de transcri¢fo, designados como: TFIIB, TFIID, TFIIF e TFIIH.
(Mitchel & Tjian, 1994).

O complexo TFIID é responsavel pelo reconhecimento do promotor. A proteina TBP
(TATA-Binding Protein) se liga a TATA-Box, enquanto que as outras subunidades do
complexo TFIID, conhecidas como TAFs (TBP-Associated Factors), interagem com as
seqiiéncias adjacentes 3 TATA-box conferindo maior especificidade de ligagdo ao DNA
(Buratowski, 1994; Kornberg, 1999). A curvatura do DNA da TATA-Box em volta da TBP
cria um ambiente propicio para a interagfo da TFIIB, que por sua vez, posiciona o promotor
com a RNA Polimerase II (Ly ef al., 1994; Leuther er al, 1996). O proximo passo € dado pelo
complexo TFIIH que inclui as helicases ATP-dependentes que desenrolam o promotor em
volta do sitio de iniciac8o para desencadear a iniciac@o da transcri¢io (Leuther et al., 1996).

Os Ativadores, além de remodelar a estrutura da cromatina, recrutam o complexo de
iniciagio no promotor se ligando aos fatores TFIIB, TFIID e TFIIH. Essa ligaco ¢ mediada
por um fator protéico adicional chamado Mediador. O fator Mediador oferece uma interface
entre as proteinas ativadoras de genes e a RNA Polimerase I, porém sua influéncia sobre a
ativagdo da transcri¢fo ainda precisa ser determinada (Komberg, 1999).

Durante todo ¢ processo da iniciagio de transcrigio, fatores de transcricdio nfo
pertencentes & classe dos fatores gerais de transcrigdo, atuam de maneira tecido-especifica,
ativando ou reprimindo a transcri¢do de genes por reconhecimento de elementos em seus
promotores ¢ interagindo com o complexo de iniciagio. Os fatores de transcrigo sfo
constituidos, basicamente, por uma regifio de ligacdo ao DNA, um sitio de dimerizagio, um
dominio de regulagdo da transcric8o e um sinal de localizagfio nuclear (Washburn er al.,, 1997,
Hill et al, 1996; Liu er al, 1999; Tjian & Maniatis, 1989). Esses fatores podem ser
classificados em fung@io da estrutura ou seqliéncia priméria do seu dominio de ligagfio ao
DNA. Uma classificagio completa, de acordo com a superclasse, classe, familia e subfamilia
dos fatores de transcrico pode ser encontrada no banco de dados TRANSFAC
(http://transfac.gbf.de/TRANSFAC/). Vdrias classes de fatores de transcrigio ja foram

caracterizadas, dentro delas, os fatores de transcrigdo do tipo bZIP que € a classe de interesse
nesse trabalho.




Fatores de regulacgiio da transcric¢iio do tipo bZIP

O dominio de ligagio ao DNA dos fatores de regulagfio da transcri¢do do tipo “Basic
Leucine Zipper” (bZIP) é formado por uma regifio basica, rica em aminoacidos basicos que
faz contato com o DNA e um ziper de leucina, formado por uma repeticio de residuos
hidrofobicos a cada sete aminoécidos, promovendo a dimerizac3o da proteina (revisado por
Hurst, 1995).

A determinacio da estrutura tridimensional do dominio bZIP do fator GCN4 de
levedura complexado a sua seqiiéncia alvo é mostrada na figura 1. O dominio bZIP forma
uma o-hélice e os dois ziperes de leucina formam uma estrutura “coiled coil” para
dimerizagdio. A regifio basica de cada subunidade se encaixa demtro do sulco maior da
seqiiéncia alvo, onde cinco aminodcidos estabelecem ligagSes idnicas ou pontes de hidrogénio
com as bases de um meio sitio alvo (Konig & Richmond, 1993; Ellenberg et al., 1992; Alber,
1992; Hurst, 1995). E o conjunto dessas interagBes que determina a afinidade do dominio
bZIP para uma seqiiéncia alvo especifica. Esse modo de se ligar a0 DNA também explica
como os fatores bZIP reconhecem seqiiéncias do tipo pseudo-palindrome ou palindrome. Por
exemplo, GCN4 apresenta uma alta afinidade para o pseudopalindrome APl
(5’ATGACTCAT3’) e o palindrome ATF/CREB (5’ATGACGTCAT3") (Suckow er al,
1993).

Como mostrado na figura 1, a dimerizago e sua estabilidade resultam, principalmente,
de interagdes de Van der Wals entre aminodacidos das posicSes a e d das duas o-hélices e
interacBes eletrostaticas entre os aminodcidos das posigdes e ¢ g. Portanto, o tipo de
amino4cidos presentes nessas posi¢Oes € determinante para o controle da dimerizagio. Por
exemplo, cargas idénticas nas posigBes e ¢ g irdo desestabilizar ou impedir a dimerizagio da
proteina (O’Shea ef al., 1991).

A capacidade dos fatores bZIP de formar homoe ou heterodimeros pode ter conseqiiéncia
importante na sua fungdo regulatéria. Mais especificamente, a sua especificidade de ligagdo
a0 DNA pode ser alterada, mudando assim o espectro de genes regulados por esses fatores.
(Lamb & McNight, 1991; Singh, 1998).
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Figura 1. Modele da interacgdo da estrutura “coiled coil” do ziper de leucinas e

da interacgic do dominic bzIp de GUN4 com seu DNA alvo.
A) BSeqgiiéncia peptidica do dominio DZIP de GCN4 {aminoidcidos 226-281)apresentada <omo
repeticdes de 7 aminclcidos em forma de tabela. As leucinas presentes na face laterna
da hélice estdo destacadas em negrite. B) Diagrama das interagdes das alfa-hélices
do ziper de leucinas do dimerc GCN4., As duas hélices se encontram posicionadas de
frente uma para a outra, de modo a permitir a interdigitagdc de suas leucinas
formando o ziper. 0s residucs de um mondmerc das posicdes a e d se encontram de
frente para os residuos das posigdes a'e d° do outro mondmero. As linhas descontinuas
representam as interacdes hidrofébicas entre os residucs a & d, enquanto que as setas
verdes representam as interac¢des eletrostéticas entre o©s residucs g e e.
¢y Modelo espacial da interacdo dc dominico DbZIP de GCN4 com seu DNA alvo.
As duas alfa-hélices do dimero GCN4 formam uma estrutura “coiled coll” devido as
interactes hidrofébicas mostradas. A regifc bésica de cada mondmero se encaixa
dentro do sulco maicr da seqiiéncia alvo. (Ellenberger at al., 1982)



Como é o caso de outros fatores de regulagfio da transcrigdo, os fatores bZIP também
apresentam motivos de localizagiio nuclear, de ativagdo da transcricho e de interagdo com
outras proteinas (Schwechheimer et al., 1998; Sainz ef al., 1997). Outro aspecto importante é
a presenga de possiveis sitios especificos de fosforilagio na seqliéncia polipeptidica dos
fatores bZIP que podem ser alvos de quinases. A fosforilagdo e defosforilagdo da proteina
permitem regular vérios aspectos funcionais como a translocagdo para o micleo, a ligagdo ao
DNA e a ativagdo das proteinas bZIP (Nicols et al., 1992; Ciceri et al., 1997).

Fatores bZIP de plantas superiores

Provavelmente, mais de 200 seqiiéncias de fatores do tipo bZIP de plantas superiores
estdo depositadas nos bancos de dados. Mais recentemente, foi possivel determinar que o
conjunto completo de fatores bZIP do genoma de Arabidopsis ¢ formado por pelo menos 80
membros. Essas observagdes sugerem que a evolugdo das plantas se beneficiou amplamente
da propriedade de regulagfio das bZIP.

Analises genéticas, moleculares e bioquimicas indicam que alguns fatores bZIP séo
reguladores importantes de processos fisioldgicos ¢ ontogenéticos de plantas. Entre esses
processos, podemos citar a fotomorfogénese com a participagdo do fator HYS (Osterlund et
al., 2000), o desenvolvimento de érgios com os fatores PERIANTHIA e LIGULELESS2
(Walsh et al., 1997; Chuang ef al., 1999), a elongagfio ¢ a morfogénese celular com os fatores
RSG e RF2a (Yin ef al,, 1997; Fukazawa et al., 2000), o controle do balango de nitrogénic e
carbono durante o desenvolvimento da semente por O2 (Ciceri et al., 2000), o controle de
desenvolvimento da semente pelos os fatores ROM 1 ¢ ROM 2 (Chemn ef al., 1996a; Chern et
al., 1996b) os mecanismos de defesa com os fatores TGA2.2 e OBFs (Niggeweg ef al., 2000;
Zhang et al., 1999), a via de sinalizag8o da sucrose com ATB2 (Rook et al., 1998), as vias de
sinalizagdo de horménios com os fatores ABIS, ABF, TRAB e TGA (Choi et al, 2000,
Finkelstein & Linch, 2000; Uno ef al., 2000) e resposta a luz com os fatores CPRF2, CPRF4,
GBF1, GBF2 e GBF3 (Schindler ef al., 1992; Wellmer ef al., 1999).

Todos esses fatores bZIP sio provéveis ativadores de transcri¢do. Entretanto, podemos
mencionar que os fatores ROM1 e ROM2 apresentam caracteristicas predominantemente

repressoras da transcricdo, em fungio do estigio de desenvolvimento da semente (Chern et
al., 1996a e 1996b).



A caracterizagfo da especificidade de ligagdo ao DNA das proteinas bZIP in vitro € uma
das formas possiveis de se obter informagGes que possam ajudar a estabelecer seu significado
funcional in vivo (Niu & Guiltinan, 1994). Seqiiéncia palindrbmicas baseadas no motivo
ACGT foram identificadas em promotores de genes de plantas regulados por fatores
fisiolégicos e ambientais (Foster ef al,, 1994). A maior parte dos fatores bZIP de plantas ja
estudados, reconhece esse motivo e exibe especificidade e afinidade de ligagdo ao DNA
varigvel, de acordo com as seqliéncias adjacentes ao motivo ACGT. Isawa e colaboradores
propuseram uma classificagio para fatores bZIP de plantas, baseada nas caracteristicas de
ligagio ao motivo ACGT e suas seqiiéncias adjacentes (Isawa er al., 1993) Essa classificagdo
propdem trés grupos de proteinas bZIP segundo sua especificidade e afinidade de ligagéo:
Grupo 1 exibe forte afinidade de ligagio ao motivo G-box (5-NNCACGTGNN-3"); Grupo 2,
exibe afinidade comparavel tanto para G-box, como para C-box (5'-NNGACGTCNN-3") e
grupo 3, exibe forte afinidade de ligagiio a C-box (Isawa et al,, 1993). Alguns fatores bZIP,
como 02 de mitho, também se ligam a seqiiéncias pseudo-palindromes relacionadas ao sitio
AP1 (5"-ATGACTCAT-3") (Yunes et al, 1994). Embora existam algumas informagdes sobre
os elementos do dominio bZIP que regulam a especificidade de ligagio ao DNA (Niu et al,
1999), ainda é preciso conhecer melhor os mecanismos envolvidos para entender e definir o
papel dos fatores bZIP in vivo. O reconhecimento de seqiiéncias alvos especificas para regular

os genes adequados in vivo, corresponde a mais um nivel de complexidade que envolve

intera¢des com outras proteinas de regulagéo.

A Familia Multigénica de O2

Opaco2 (O2) é um gene que regula a expressio das proteinas de reserva no endosperma
durante a formacgdo da semente do milho (Schmidt, 1993). O2 codifica para um fator do tipo
bZIP que ¢ especificamente acumulado no endosperma, onde ele ativa a expressdo dos genes
das proteinas de reserva o e B-prolaminas (Schmidt er al, 1992; Cord Neto ef al., 1995), o
gene b-32 (Lohmer et al, 1991) e o gene da piruvato ortofosfato diquinase citoplasmatica
(Gallusci et al., 1996). O2 também est4 envolvido no controle da acumulacdo da lisina (Sodek
& Wilson, 1970; Kemper ef al,, 1999) ¢ do metabolismo da treonina (Giroux ef al, 1994).
Esses dados sugerem que O2 tem um papel importante na regulacfo coordenada da sintese

das proteinas de reserva, do metabolismo do carbono e do nitrogénio durante o



desenvolvimento da semente. Essa hipotese € sustentada pela observacfio de que a atividade
de ligago ao DNA de O2 ¢ modulada por fosforilagdo/defosforilagiio segundo um ritmo
circadiano relacionado a fluxos metabélicos (Ciceri ef al., 1999).

Provaveis fatores ortélogos a O2 de milho, que sfo fatores derivados de um evento de
especiagiio (Graur & Li, 1999), foram isolados e caracterizados em outras plantas
monocotileddneas da subfamilia Panicoideae como: 02 de sorgo (Pirovano ef al., 1994), 02
de Coix (Vettore ef al., 1998), SPA de trigo (Albani ef al., 1997) e BLZ2 de cevada (Onéte et
al., 1999). Todos esses fatores sfio especificamente acumulados no endosperma e sio capazes
de ativar a transcricdo in vitro a partir de seqiiéncias de regulagdo de genes de proteinas de
reserva. Essas proteinas sdo capazes de ligar pseudo-palindromes relacionados a seqiiéncias
AP-1 ou tipo GCN4. Além disso, O2 de milho se liga a G-box e C-box com a mesma
afinidade (Isawa ef al, 1993), enquanto O2 de Coix se liga de maneira cooperativa a dois
sitios adjacentes, um palindrome (5’-GACATGTC-3") e um pseudopalindrome "GCN4-Like
Motive" ou GLM (5°- TGACTA-3") que estdo presentes no promotor do gene da proteina de
reserva a-Coixina. E provavel que essa cooperatividade contribua para estabelecer a selecgo
dos genes regulados por O2 in vivo (Yunes ef al, 1998). Outra maneira possivel de
estabelecer a especificidade de regulagiio in vive é pela interacBio com outras proteinas de
regulacdo, como foi mostrado no caso de O2 com PBF (Prolamin Box Factor). PBF é uma
proteina “Zinc Finger” do tipo Dof que se liga a “Prolamin Box” presente no promotor de
genes que codificam as Zeinas. Foi observado que PBF ¢ capaz de se ligar a “Prolamin Box”
da a-Zeina de 22 kDa de milho e simultaneamente interagir com a proteina O2. PBF interage
especificamente com O2, mas nfo com outras bZIPs testadas (Vicente-Carbajosa et al., 1997).
A interagdo de PBF com O2 parece ser importante ji que um sitio "Prolamin Box" funcional é
necessario para a ativagio da transcricio dependente de O2 em milho e para a ativagdo por
outras bZIPs relacionadas a O2 em outros cereais (Albani et o, 1997; Vicente-Carbajosa et
al., 1997, 1998).

O dltimo exemplo comentado acima fornece evidéncia sobre a importancia do controle
combinatorio na regulagfio transcricional da expressdo génica em plantas. Em animais, vérios
exemplos de controle combinatdrio j4 foram identificados com a formagio de complexos
“Enhanceosomes”. “Enhanceosomes™ ¢é a designacio de um conjunto de seqiiéncias

regulatérias presentes num promotor, posicionadas de maneira a permitir a interacdo das



proteinas que se ligam a essas seqiiéncias (Singh, 1998). A associagdio de seqiiéncias
regulatérias e proteinas regulatérias que interagem entre si, podem possibilitar um controle
mais fino da transcri¢do. Provavelmente, podemos aplicar o modelo do “Enhanceosome” para
explicar a importéncia da interagiio O2/PBF e seus sitios de interagdo. Contudo, estudos ainda
precisam ser feitos para esclarecer essa questio.

Sete outras proteinas do tipo bZIP de plantas monocotileddoneas e dicotileddneas
homotlogas a O2 foram identificadas e parcialmente caracterizadas. Esse grupo de proteinas
forma a familia III ou Familia Multigénica O2 (Vettore ef al., 1998). Entretanto, a existéncia
de genes ortdlogos a O2 em plantas dicotiledéneas ainda nfio foi estabelecido. Considerando a
importancia de O2 no desenvolvimento da semente, podemos supor que tal lécus de regulagéo
foi conservado no decorrer da evolugfo, estando, portanto, também presente em plantas
dicotileddneas.

Com o objetivo de buscar fatores bZIP ortélogos a O2 em plantas dicotiledéneas, foram
identificados 4 cDNAs parciais que codificam proteinas do tipo bZIP na planta modelo
Arabidopsis thaliana altamente similares 4 proteina O2.

O trabalho aqui desenvolvido, relata o isclamento e a caracterizagiio de um desses
c¢DNAs que designamos BZO2H1 (Basic Leucine Zipper Opaque2 Homologous). Também
analisamos a estrutura do gene BZOZ2H] e seu padrio de expressdo. Com o intuito de definir a
especificidade de ligagio do produto génico de BZO2H1 e comparé-la com a de 02, cuja
especificidade de ligagdo se encontra bem caracterizada, expressamos uma forma da proteina
BZO2H1 como proteina recombinante em E. coli e a analisamos por Ensaios de
Retardamento da Mobilidade Eletroforética (EMSA).
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MATERIAIS E METODOS

1-Material Vegetal
Arabidopsis thaliana (ecotipo Columbia) foi cultivada até a maturidade numa mistura
de vermiculita: terra na proporgéio 1:3. O fotoperiodo foi de 16 h didrias de luz artificial € a

temperatura foi de 22° C.

2-Linhagens bacterianas

As seguintes cepas de Escherichia coli foram utilizadas:

DHSo gendtipo supE44 AlacU169 (680lacZAM15) hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1
relAl para replicagfo de plasmideos.

BL21(DE3)pLys S gendtipo 4sdS gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 lac UV3-T7 genel)

pLysS para alto nivel de expressio de genes clonados em plasmideos contendo o promotor
T7.

3-Isolamento do gene BZO2H1

O gene BZO2H! foi isolado de uma biblioteca de c¢DNA de sementes em
desenvolvimento de Arabidopsis thaliana cedida pelo Dr. G. Giraudat (Institut des Scieces
Végétales, CNRS, Gyf-sur-Yvette, Cedex, France). Os fragmentos de cDNA das sementes de
A. thaliana foram clonados no sitio Eco RI do fago AZAP. O método utilizado foi a
Amplificagio Répida das Extremidades 3° (3'RACE), que conmsiste de uma série de
amplificagdes do ¢cDNA a partir da extremidade 3'com oligonucleotideos degenerados e
sobrepostos, correspondentes a duas regiSes conservadas das proteinas bZIP da familia
filogenética Il descrita por Vettore ef al, em 1998. Na primeira etapa da reaglo de
amplificagdo, aproximadamente 3.10° fagos AZAP recombinantes foram misturados com: 10
pmol do oligonucleotideo sintético M13-reverso, 150 pmol dos oligonucleotideos BC5 ou
ZC3.1 (Tabela I), 1x Tampéo de reagdo BRL, 1,5 mM MgCl, 3U Taq Polimerase (BRL),
num volume final de 100 pl. As reagdes foram submetidas ao seguinte ciclo: uma etapa de
desnaturacdo a 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de uma etapa de desnaturacdio por 1 min

a 94°C, uma etapa de anelamento dos oligonucleotideos por 2 min a 42°C ¢ uma etapa de

alongamento por 2 min a 72°C.
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Os produtos de PCR obtidos foram purificados com o kit QlAquick® PCR Purification
{Quiagen). Um volume de 10 pl dos produtos purificados foi utilizado para a segunda fase de
amplificaglo pelo acréscimo das seguintes concentragSes finais de oligonucleotideos e
reagentes: 10 pmol M13 reverso, 75 pmol de BC6 ou BC7 ou ZC3.2 (Tabelal), 1x Tampéo de
reacdio BRL, 1,5 mM MgCh, 3U Tag Polimerase (BRL), num volume final de 50 pl As
reagOes foram submetidas a urna etapa de desnaturacfo a 94°C por 4 min, seguidas de 3 ciclos
com temperatura de anelamento 2 50°C e 33 ciclos com temperatura de anelamento a 56°C.
As etapas de desnaturag80 e alongamento foram realizadas a 94°C por 1 min ¢ a2 72°C por 2
min respectivamente. Os produtos de PCR desta segunda fase que apresentaram tamanho
superior a 200 pb foram purificados em gel de agarose, digeridos com Eco Rl e clonados no
vetor pBKS+ (Stratagens). Os clones que apresentaram tamanhos de insertos aparenternente
diferentes entre si foram seqilenciados segundo a metodologia *“Dye Terminator” (Big Dye
Kit, Perkin Elmer). As segiiéncias foram analisadas com o programa BLAST no servidor do
NCBI (www.ncbi.nlm nih.gov). Os clones que apresentaram seqiléncias similares a de fatores
bZIP conhecidos foram utilizados como sonda para um novo “screening” na biblioteca de
c¢DNA. Dessa maneira, foi possivel isolar o clone que apresentou o inserto de cDNA BZO2H1
de 1440 pb. Este clone de 1440pb foi utilizado como sonda nos ensaios de Southern and
Northern blot.

4-Extracdo de RNA

Folha, flor, caule ¢ raiz foram coletados em Nitrogénio liquido e congelados a -70°C.
Para extracdo do RNA, cada o6rgdo foi triturado em Nitrogénio liquido com auxilio de gral e
pistilo até a formacfio de um pé. O tecido vegetal triturado foi homogeneizado com Trizol®
(Life Technologies) numa proporgdc de 500 mg por 1 mi de Trizol® ¢ incubado por 5 min a
temperatura ambiente para permitir a dissociagfio total dos complexos nucleoprotéicos. (Nos
seguintes passos, todos os volumes utilizados sfo referentes a 1 ml de Trizol® inicial). Um
volume de 0,2 ml de cloroformio foi adicionado & mistura e agitado vigorosamente num tubo,
seguindo uma incubagfio de 3 min a temperatura ambiente e centrifugaco a 12000 x g por 15
min a 4°C para separacfo de fases. O RNA da fase aquosa foi precipitado pelo acréscimo de
0,5 ml de isopropano!l e incubagio & temperatura ambiente por 15 min. A suspensfo foi entéo

centrifugada a 12000 x g por 10 min & 4°C, formando um precipitado de RNA gelatinose no
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funde do tubo. O precipitado de RNA foi lavado com etanol 75%, seco & temperatura
ambiente e dissolvido em 4gua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC).

Parz a extracio de RNA da semente, 2g do material foi triturado ¢ homogeneizado em 9
mi de uma soluco alcalina de 1 M Tris-Cl pH 9,0 e SDS 1%. A extragio ocorren por agitacfo
constante a temperatura ambiente por 10 min. O mesmo volume de fenol: cloroférmio: alcool
ispamilico numa proporgdio 25: 24: 1 foi adicionado ac extrato e misturado por 5 min. A
mistura foi ent8o centrifugada a 8000 x g por 10 min a 4°C. Na fase aquosa, foi adicionado 2x
o volume de etanc! absoluto e 0,1x o volume de acetato de potdssio 2,5 M pH 5,2 e ¢ RNA
foi precipitado a ~20° C por 3 h. A suspenséo foi entdo centrifugada a 10000 x g por 30 min a
4°C e o precipitado de RNA foi lavado com etanol 70% e seco a temperatura ambiente. O
RNA foi diluido em solugBio 10 mM Tris-Cl (pH 8,0) ¢ 1 mM EDTA (sohugho TE) e
precipitado pelo acréscimo de igual volume de solucfic 4 M de cloreto de litio ¢ incubagfo a
4°C durante 12 h para eliminar o0 DNA que ficou solivel. Em seguida, o RNA foi recuperado
por centrifugacdic e lavado com etanol 70%, seco e suspenso em TE (Dean ef al, 1985). O
RNA foi quantificado por espectrofotometria a um A=260 nm.

Primer Segiiéncia (573 37 Posigio# (pb) Tm Diregiio Uso
0211 GTTTCTGGAGAACTAGTCG 460-479 56°C | Antisense SRACE
0212 CGAAGAGAAACAACAGTACG 415-434 58°C | Aniisense SRACE
O2L3 GCACTCAGTCICAAGCTITG 395414 58°C | Antisense 3RACE
AAP GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGUGG | Extremidade 67°C | Sense 3RACE

GIGGGIG PoivC 3
T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC velor 64°C | Sense Segiienciamento
SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAATAC vetor 60°C | Antisense Seqiienciamento
T728REV | TAATACGACTCACTATAGGG vetor 56°C | Sense Segfienciamento ¢ PCR
T728DIR | GCTAGTTATTGCTICAGCGG vetor 58°C | Antisense Seqiienciamento e PCR
SES2 CGAGGTCACTTIGTTIGC 754777 52°C | Antisense Segiienciamento
ZIPSIN GAATGAAACCATGGGTICCTIG 655.675 48°C | Sense Construcio
ZIPS2C CACTTGATCTCTCGAGAAGCATCG 953.967 52°C | Antisense Cosntrucio
BCS* TCHAAYMGDGARTCWGC 46°C | Sense 3 RACE e isolamento
BC6* AAGGAATTCGARTCHGCHAGRAGGIC 50°C | Semse 3IRACE e isolamento
BC7* AAGGAATTCGARTCWGCHAGRCGNTC 50°C | Sense 3RACE e 1solamento
ZC3.1% GYNAAGGTRAAGATGG 42°C Sense 3RACE e isolamento
7L3.2* AAGGAATTCGTRAAGATGGSNGARG 46°C | Sense 3RACE ¢ isolamento

Tabela I. Seqiiéncia dos oligonucleotideos sintéticos utilizados na amplificacdo da extremidade 5°,
seqiienciamento, PCR de coldnia e construgdes do cDNA truncado. # significa posi¢io em relag3o
a seqiiéncia da figura 4 e Tm representa a temperatura de anelamento utilizada. * significa
oligonucleotideos degenerados Biosynthesis®
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S.Morthern blot

A 20ug de RNA total dissolvidos em 11 p 1 de dgua foram adicionados 5 pl de tampﬁo‘
de corrida MOPS 10 x (0,4 M 4cido 3-N-morfolino-propanosulfonico pH 7; 0,1 M acetato de
sédic e 0,01 M EDTA), 9 ul de 12,3 M formaldeido, 25 ul de formamida deionizada e 10ul
de tampéo de aplicac@io (1 mM EDTA, 0,25% azul de bromofencl, 0,25% xilenocianol, 50%
glicerol e 0,2ug/ml brometo de etideo). A soluglo foi misturada com auxilio de vortex ¢
incubada a 60°C por 20 min. Apds breve centrifugacio, as amostras de RNA foram aplicadas
num gel de agarose em condigbes desnaturantes (1% agarose, tamp#o de corrida MOPS 1 %,
2,2 M Formaldeido) e submetidas a eletroforese a 80 V por aproximadamente 3 b (Ausubel,
1997). O RNA foi transferido para uma membrana de nylon Hybond® (Amersham) por
capilaridade em tamp#io SSC 10 x (1,5 M NaCl; 0,15 M 4cido ciirico dihidratado pH 7) ¢
fixado 2 membrana através de UV “cross-linking”. A membrana foi pré-hibridizada numa
solugfio de hibridizacio [50% formamida deionizada, SSC 6x, solugio de Denhardt 5x (0,1%
Ficoll 400, 0,1% polivinilpirrolidona, 1 mg/ml albumina sérica bovina), 1% SDS e 500
pg/ml de DNA de esperma de salmfc desnaturado] por, no minimo, 3 horas a 42°C em forno
de hibridizagio. Aproximadamente 20 ng da sonda BZO2H]I, que consiste do fragmento de
¢cDNA BZO2H! de 1440 pb, foi marcada com [a-*’P]-dCTP por "random priming"
utilizando-se o “kit Megaprime DNA labelling System” (Amersham) e seguindo-se o
protocolo do fabricante. Apds a marcagfo, a sonda foi purificada numa mini-coluna de
Sephadex G-50, desnaturada a 95°C e adicionada & solugéc de hibridizac@io. A membrana foi
hibridizada por 16 horas a 42°C e na manhd seguinte, lavada 3 vezes, da seguinte maneira: em
solucdo SSC 2x; SDS 0,5% por 15 min a temperatura ambiente; em solugdo S8C 0,1 x; SDS
0,5% por 15 min 3 temperatura ambiente; em solugfio SSC 0,1x; SDS 0,5% por 30-45 mina
65°C.
Apbs a lavagem, a membrana foi envolta numa folha de PVC e exposta a um filme
Hyperfilm™MP (Amersham) a -70°C por, no minimeo, 72 h.

6-Southern blot

Aproximadamente 3 ug de DNA gendmico de Arabidopsis thaliana Ecotipo Columbia
foi digerido com as enzimas Bam HI, Hind IIl, Eco RI ou Xba I num volume total de 30 ul. O
DNA digerido foi precipitado pelo acréscimo de 60 pl de etanol 96% e 3 ul de acetato de
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potéssio 3 M pH 5,2 e incubaglio a —20° C por 3 horas. O precipitado foi centrifugado e
lavado com etanol 70% e dissolvido em TE. Os fragmentos de DNA foram separados por
eletroforese num gel de agarose a 0,8% (Sambrook ef al, 1989) e tranferidos para ums
membrana de nyion Hybond® (Amersham) por capilaridade em tampae SSC 10x. O DNA foi
fixado 4 membrana por “cross-linking” e a membrana foi pré-hibridizada em SSC 6%, 0,5%
SDS, solugio de Denhardt 5x e 200 pg/mi DNA de esperma de salmfio desnaturado por 4
horas a 60°C. A sonda de cDNA BZ0O2H]1 foi preparada de acorde com o método Northern
blot j& descrito anteriormente. A hibridizago ocorreu a 60°C por 6 horas. A membrana foi
lavada em solucfio SSC 2x e SDS 1% por 15 min a temperatura ambiente ¢ em solugio SSC
0,1x ¢ SDS 1% por 40 min a 65° C. Foi entdo envoita numa folha de PVC e exposta a um
filme Hyperfilm MP™ (Amersham) a —-70°C por 48 h.

7-Determinac¢io da estruturs do gene
A estrutura do gene foi determinada por comparagic de seqiiéncias de ¢cDNA obtidas
com as seqiiéncias gendmicas depositadas nos bancos de dados do projeto genoma de

Arabidopsis thaliana (www. MIPS .biochem.mpg.de/proj/thal/).

8-Analise das seqiiéncias

O alinhamento das segiiéncias de aminoacidos das proteinas foi feito com o programa
CLUSTAL X (Thompson ef al, 1997).

A determinagiio da porcentagem de identidade e similaridade das proteinas comparadas
foi feita com auxilio do programa BOXSHADE que € baseado na matriz de Gonnet (Gonnet
et al., 1992).

A analise das seqiiéncias de DNA foi feita com ¢ programa DNASIS (Pharmacia).

A detecgfio dos motivos conservados entre os membros da familia filogenética O2

foram feitos com auxilio do programa MEME (Bailey and Elkan, 1994; http:/meme.sdsc.
edu/meme/website/).
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9. Amplificacfic Ripida da Extremidade 5" do ¢<DNA (5'RACE)

Este método permitiu amplificar segiiéncias de um RNA mensageiro situadas entre um
sitio interno definido e uma segiiéncia desconhecida na exiremidade 57 com oligonucleotideos
sintéticos de DNA gene especificos (Figura 2).

Na primeira etapa, uma fita simples de ¢DNA foi sintetizada pela reagfic de transcrigéo
reversa catalisada pela enzima Transcriptase Reversa. Nesss reagfio, 0,5 2 1,0 pg de RNA foi
misturado com 2,5 pmol do oligonucieotideo sintético 0211 (tabela [) num volume final de
15, 5 ul. A mistura foi incubada por 10 min 2 70 °C para desnaturar o RNA. Ao término da
incubagfo, foram adicionados os seguintes reagentes: 20 mM Tris-HCL (pH 8.4), 50 mM
KCl, 2,5 mM MgCl, 10 mM DTT, 400 uM dATP, 400uM dCTP, 400uM dGTP, 400uM
dTTP e 5 Unidades de Transcriptase Reversa Superscript " II num volume final de 25 ul. A
mistura foi gentilmente homogeneizada e incubada a 42°C por 30 min. A reac8io foi entdo
blogueada por desnaturac@io da enzima a 70°C por 15 min. Apés a sintese da fita simples de
¢DNA, o RNA inicial foi degradado pela acréscimo de 0,5 pl de RNAse He 0,5 ul de RNAse
A seguindo incubagfo a 37°C por 30 min. O cDNA sintetizado foi purificado com auxilio do
“kit Quiaquick Nucleotides Removal” (Quiagen), segundo instrugbes do fabricante.

A segunda etapa dessa técmica compreendeu a adigdo da cauda homopolimérica de
deoxicitosina a extremidade 3" do ¢cDNA pela enzima Deoxinucleotideo terminal transferase
(TdT). A mistura da reagfio foi composta por: 5 - 20 ng ¢cDNA purificado, 10 mM Tris-HCI
(pH 8.4), 25 mM KCi, 1,5 mM MgCl, 200 uM dCTP e 1 Unidade TdT em 25 pl de volume
final. ApGs breve desnaturacfio do cDNA a 94°C, a reagfo foi incubada a 37°C por [0 mine a
enzima inativada por mais 10 min a 65°C.

Na terceira etapa, o ¢cDNA com a extremidade homopolimérica de deoxicitosina foi
amplificado. Para isso foi utilizado um oligonucleotideo sintético sense rico em deoxiguanina
designado AAP (Abridged Anchor Primer) e o oligonucleotideo gene-especifico O2L2
(Tabela I) na diregio antisense. A composicgo final da reagfio foi: 20 mM Tris-HCL (pH8.4),
50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 400 nM O2L2, 400 nM AAP, 200 uM de cada
deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e d TTP), 5 ul de soluglic de cDNA com extremidade
de deoxicitosina obtida na etapa anterior ¢ 2 Unidades de Tag DNA polimerase num volume

final de 50 ul As reagbes foram submetidas ao seguinte ciclo: uma etapa de despaturacio a
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94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de uma etapa de desnaturagfo por | min a 94°C , uma
etapa de anelamento dos oligonucleotideos por 2 min a 58°C e uma etapa de alongamento por
2 min g 72°C. A técnica de “hot start” foi utilizada em todas as reacBes de amplificaglo ¢
consiste em equilibrar todos os reagentes, exceto & enzima Tag DNA polimerase, 2 94°C
antes de iniciar o primeiro ciclo.

Na quarta etapa, foi feita a segunda amplificagio do ¢DNA com o terceiro
oligonucleotideo gene especifico OZL3 de diregfo antisense € o oligonucleotideo sense AAP.
A composicio final da reacfo foi: 20 mM Tris-HCL (pH8.4), 50 mM KCi, 1,5 mM MgCIL2,
200 nM 0212, 200 nM AAP, 200 uM de cada deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTIP ¢
dTTP), 1 ul do produto de reagfio final de amplificago da etapa anterior e 2 U de Tag DNA
polimerase. A técnica de “hot start” foi novaments utilizada e as reagSes foram submetidas ao
seguinte ciclo: uma etapa de desnaturagiio a 94°C por 2 min, seguido de 33 ciclos de uma
etapa de desnaturag8o por 1 min a 94°C, uma etapa de anelameto dos oligonucleotideos por 2

min a 58°C ¢ uma etapa de alongamento por 2 min a 72°C.

16-Clonagem ¢ analise dos produtos de PCR

Os produtos das reagdes de amplificacio foram separados em gel de agarose 1% e os
fragmentos de DNA maiores de 400 pb, foram purificados com auxilio do “kit QUlIquick Gel
Extraction Kit” (Quiagen) segundo instrucdes do fabricante. Apds a purificaglo, os
fragmentos foram ligados no vetor pGem®-T-easy (Promega) e introduzidos na cepa

DH5a de E.coli por transformacio com PEG (Sambrook er al., 1989).

11-Transformacfo de E coli

Cepas competentes de E. coli foram transformadas pela diluicfio de 50 a 500 ng de DNA
plasmidial em 20 pi de TE e adicfo de 80 ul de tamp#o de transformagéo (100 mM KCI, 30
mM CaClh 50 mM MgClL e 1,5% Polietilenoglicol 6000). Apés breve incubagéio desta
mistura no gelo, foram adicionados 100 pi de células competentes, seguindo incubagio no
gelo por 20 min e incubagifio & temperatura ambiente por mais 10 min. Para que as c€lulas
pudessem se recuperar, 0,8 ml de meio de cultura LB liquido foram adicionados 20 tubo que

foi incubado a 37°C por 50 min. Apos esse intervalo, as células bacterianas foram plaqueadas
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em meio de cultura LB s6lido contendo ¢ antibidtico de resisténcia do plasmideo e

incubadas por 12 h a 37°C para permitir o crescimento de colbnias.

12-Mini-preparaciio de DNA
Apbs a transformac8o, as colbnias positivas que cresceram no meio de selegfio foram
repicadas e incubadas em meio de cultura LB liquido contendo o antibidtico cuja resisténcia

foi conferida pelo vetor. A mini-preparacdo de DNA seguiu 2 técnica de lise alcalina
(Sambrook et al., 1989).

13-Construcio do c¢DNA truncado BZH1 em vetor pET para expressio de

proteinas

A proteina truncada, que engloba somente o dominio basico e o ziper de leucina
foi obtida pela amplificaciio do ¢cDNA BZOZH1 com os oligonucleotideos ZIPSIN e
ZIPS2C (Tabela I). Para isso, aproximadamente 10 ng de DNA do vetor pBKS+ com inserto
do ¢DNA inteiro de BZO2H1 foi misturado com 10 pmol de ZIPS2N, 10 pmol de ZIPS2C, 5
! de tampdo de PCR (Gibeo), 1,5 mM MgCl, 0,2 mM de cada ANTP e 1 Unidade de Tag
Polimerase recombinante (Gibco) em 50 pl de volume final. Apds 2 min de incubaciio a 94°C
para desnaturar o cDNA, a reacfio de amplifica¢fio ocorreu em 35 ciclos de 94°C por 1 min,
50°C por 1 min e 72°C por 2 min.

O coligonucleotideo ZIPS2N conferiu sitio de restricio Nco 1 & extremidade 5° da
seqiiéncia e ZIPS2C conferiu sitio de restrigiio X%o [ 4 extremidade 3 Ap6s a amplificacdo, o
produto de PCR de 314 pb foi purificado em gel de agarose e duplamente digerido com as
enzimas Nco / e Xho I Ap6s a quantificagio do fragmento de DNA, este foi clonado no vetor

pET 28a (Figura 3) previamente digerido nos sitios Nco [ e Xho 1.
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14-Expressic das proteinas recombinantes em E. coli pelo sistema pET

O sistema pET se baseia na alta eficiéncia de transcricfio da enzima T7 RNA
Polimerase, que pode converter quase todos os recursos da célula para expressar o gene alvo.
Qs vetores pET apresentam ¢ promotor T7 adjacente ao “polylinker”, onde o c¢DNA
codificante da proteina de interesse serd inserido. Quando células hospedeiras que contenham
o gene para da T7 RNA Polimerase séo transformadas com o vetor pET, cuja expressdo ¢
induzivel com isopropii-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), esses serfio preferencialmente
transcritos, provocando a expressdo do ¢cDNA clonado no vetor. Nesse sistema, os vetores séo
inicialmente transformados numa cepa T7 polimerase negativa {(como DHS), onde sdo
replicados ¢ testados. Somente depois destas etapas, os vetores sdo transferidos para uma cepa
de expressio (como BL21DE3pLys S). A cepa de expresso contém uma copia cromossomal
do gene da T7 polimerase, sob controle do promotor lacUVS5, induzivel por IPTG (Goeddel,
1991).
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QOutra vantagem deste sisterna € o uso de cepas de expressfo que apresentem resisténcia
a determinado antibidtico, facilitando a seleg@io dos clones positivos. A cepa BL21DE3pLys S
apresenta resisténcia ao Cloramfenicol pela presenga do plasmideo pLys S. O wvetor
pET28a foi escolhido por conferir uma cauda de histidina 2 proteins reéom%}inmte. Esta
cauda de histina facilita a purificagfio da proteina por cromatografia de afinidade em coluna

de cobalto ou niquel A resisténcia conferida pelo vetor pET282 ¢ ao antibidtico Kanamicina.

15-8Selecio de recombinantes

ApoOs a construgdo da fase codificante do cDNA no vetor pET28a, a cepa DHS5« de E.
coli foi transformada com a mesma. Para testar as colOnias transformadas que cresceram no
meio, foi utilizado o método de PCR de colénia. Esse método utiliza oligonucleotideos que
amplificam as regibes adjacentes ac “polylinker”, onde o ¢DNA deve estar clonado. Os
oligonucleotideos sintéticos escolhidos foram T728dir e T728rev, cujas seqliéncias se
encontram na Tabela 1. Cada coldnia foi tocada com uma ponteira estéril e ressuspendida em
20 ul de agua destilada num tubo de 0,5 ml. Cada tubo foi entdo aquecido a 95°C por 10 min
e centrifugado a 12000 x g por 1 min. A 15 ul do sobrenandante foram adicionados 35 pl de
mistura pré-PCR , a uma concentracfio final de: 10pmol T728dir, 10 pmol T728rev, 1,5 mM
MgCL, 5 pl de tampéo de PCR (Gibco), 0.2 mM de cada ANTP ¢ 1 U de Tag polimerase
(Gibco). A reagdo de PCR comegou com uma etapa de desnaturagdo a 94°C por 2 min
seguida por 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 min e 72 °C por 2 min. Os produtos de
PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% confirmando a presenga do
vetor recombinante na bactéria hospedeira.

Ap6s a selecio por PCR de colbnia, foi necessdrio testar o DNA recombinante com
enzimas de restric8o, pois sendo PCR uma técnica muito sensivel, pode haver contaminacfo
de DNA ndo ligado nas placas, levando a resultados falsos positivos. Assim, os clones
positivos foram inoculados em meio de cultura LB liquido (10 g/l de triptona, 5 g/l de extirato
de levedura e 10 g/l de NaCl, pH 7,5) com 50 pg/ml de Kanamicina e incubados a 37°C por
12 horas. O DNA plasmidial foi extraido ¢ digerido com enzimas de restricio que liberassem

fragmentos de tamanho conhecido, que foram analisados por eletroforese em gel de agarose.
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16-Crescimento de bactérias ¢ indugfic de expressio

Bactérias BL21(DE3)pLys S transformadas com as construcSes pET28a ¢
pET282BZH] foram pré-inoculadas em 10 ml de meio de cultura 2YT acrescido de 50 pg/ml
de Kanamicina e 34 ug/ml de cloramfenicol ¢ incubadas a 37 °C em agitacfo constante
durante a noite. O pré-inéculo foi diluido 1: 50 num volume de 800 mi de meio fresco ¢ as
bactérias foram crescidas até atingirem a fase logarfimica (OD 600~ 0,7).

A expressio foi induzida pelo acréscimo de IPTG a uma concentragdo final de 1 mM na
cultura. Amostras foram retiradas a 2, 4, 5 ¢ 6 horas de inducfio, para verificagiio Go melhor

tempo de induc8io que foi estabelecido em 4 horas.

17-Purificacdo ¢ identificacio das proteinas recombinantes

a) Lise bacteriana

Apbs a induglo, as culturas foram divididas em duas aliquotas de 400 ml cada e
centrifugadas a 4000 x g por 10 min a 4°C. O sobrenandante foi descartado e o precipitado de
bactérias foi suspenso em 10 ml de tamp&o de lise N (50 mM Fosfato de sodio pH 7, 300 mM
Cloreto de so6dio, 1 mM PMSF, SmM Benzamidina, imM Imidazol). As suspensGes de
bactérias foram entdo submetidas a 3 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento a 37°C. Em seguida, o lisado bacteriano foi sonicado em gelo, por 3 pulsos
consecutivos de 10 s cada e centrifugado a 4°C por 10 min a 10000 x g. O sobrenadante foi

passado para um tubo novo ¢ reservado para o proximo passo.

b) Purificagfio em coluna de Cobalto

As proteinas de fusio foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de
cobalto Talon® (Clontech). Um volume de 1 m! de resina Talon® foi aplicado numa seringa
de 3 ml e equilibrado com 5 ml de tampéo de lise N. O sobrenadante final da lise bacteriana
foi passado pela coluna ¢ a coluna foi lavada com 10 ml de tampéo de lavagem (50 mM
Fosfato de sédio pH 7, 300 mM Cloreto de sédio, 1 mM PMSF, 5mM Benzamidina, SmM
Tmidazol). A proteina de fusfo foi eluida da coluna com acréscimos de 1-2 ml de tampé@o de

Javagem, contendo imidazol numa concentragdo crescente de 10 2 150 mM,
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¢) Determinacio da concentragiio protéica

A concentrac@io protéica dos eluatos foi medida pelo método de Bradford (Bradford,
1976) e por comparagio visual das bandas no gel de poliacrilamida coradas com Azul de
Coomassie com uma proteina purificada de concentrac@io conhecida (BSA).

d) Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras do lisado bacteriano ¢ do eluato protéico foram submetidas & eletroforese em
gel de poliacrilaminda a 15%. A 20 ul de cada amostra foi adicionado 5 pl de tampio de
amostra (0,28 M Tris-HCI pH 6,8, 30 % Glicerol, 2,5% SDS, 5% B-mercaptoetanol e
0,002% azul de bromofenol). As amostras foram incubadas a 95° C por 5 min, e centrifugadas
por 3 min a 12000 x g antes de serem carregadas no gel A eletroforese foi executada a
temperatura ambiente, 100 V e a uma amperagem méxima de 100 mA em tampdo de
eletroforese (25 mM Tris Base, 192 mM Glicina ¢ 1% SDS). Ao términe da eletroforese, os
géis foram corados com soluglio corante de proteinas (54% élcool etilico, 13,5% acido
Acético Glacial e 0,27% azul de Coomassie) por aproximadamente 2h, com leve agitagfo, e

descorados em solugdio descorante (10% dlcool etilico ¢ 5% éacido acético glacial) até a

visualiza¢do satisfatéria das bandas protéicas.

¢) Western Blot

As proteinas do eluato foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, e
transferidas para uma membrana de Nylon (Hybond N® - Amersham) por transferéncia
eletroforética em Mini Trans-blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio Rad). As condices de
transferéncia foram: voltagem constante a 100 V, temperatura a 4°C em tampdo de
transferéncia (25 mM Tris pH 8,3; 192 mM glicina e 20% metano! (v/V)) por 1 h.

Apbs a transferéncia, a membrana foi cuidadosamente separada do gel e incubada, &
temperatura ambiente, em solugfio bloqueadora TBST com leite { 100 mM Tris pH 7,5; 0,9%
NaCl; 0.01% Tween 20 e 5% leite em pé Molico®) por 1 hora. Em seguida, a membrana foi
incubada com o anticorpo primario Anti-his(tag) policlonal de coelho (Santa Cruz) diluido
1:1000 em TBS com leite {sem Tween) durante toda a noite a 4 °C. Na manhi seguinte, a
membrana foi lavada trés vezes durante 5 min em TBST sem leite ¢ incubada durante 1 hora

com o anticorpo secunddrio Anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (Santa Cruz)
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diluido 1:2000 em TBS com leite. A membrana foi novamente lavada 3 vezes com TBST ¢
incubada numa solucgio 100 mM NaCl e 100 mM Tris-HCL pH 9,5 por 5 min, A solugfo
anterior, foi adicionado CSPD® na proporgo 1:2000 ¢ a membrana foi novamente incubada
por 5 min. A membrana foi entfio exposta a um filme T-Mat® S (Kodak) por 1 min ¢ o filme

foi revelado.

18-Preparaciio das sondas de DNA para EMSA

As sondas de DNA de dupls fita foram preparadas a partir de pares de oligonucleotideos
sintéticos (Gibco) (tabela II). Entre 0,5 a 1 nmol de oligonucleotideos foram anelados em
tampdo de anelamente (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL pH 7,5; 1 mM EDTA) por
aguecimento a 94°C e resfriamento gradual & temperatura ambiente. Apos o anelamento, a
marcacho radioativa da sonda foi feita por preenchimento das extremidades com o fragmento
Klenow da DNA Polimerase [ em presenca dos nucleotideos marcados radicativamente
[«P*?JdATP e [oP*]dCTP.

As sondas foram purificadas em colunas de Sephadex® G-25 (NAP™-5 Pharmacia
Biotech) segundo instruges do fabricante e foram quantificadas em espectofotdmetro a 260
nm. As atividades especificas foram determinadas através de contagem de Cerenkoff em
contador liquido de cintilagdo (Rackbeta 1217).

19-Ensaio de Retardamento da Mobilidade Eletroforética (EMSA)

O ensaio de retardamento de mobilidade eletroforética que também € conhecido por
EMSA ou Gel Shift, ¢ um método bastante utilizado na analise qualitativa e quantitativa da
interacdo proteina-acido nucléico. Este método é baseado na observagfio que a mobilidade
eletroforética de um 4cido nuciéico em um gel de poliacrilamida pode ser alterada se tiver
uma proteina ligada a ele (Carey, 1991).

A formacfo dos complexos DNA-Proteina foi analisada através da mistura de diferentes
concentracdes da proteina recombinante em tampéo de ligaciio (10 mM Hepes pH 7,9, 50 mM
KCl, 1mM EDTA, 10 mM DTT, 2 mg/ml albumina sérica bovina, 25 ng/ul DNA de timo de
bezerro ¢ 10% glicerol) a temperatura ambiente por 5 min. Cada reacéo foi adicionada de
200-1000 fmoles de sonda marcada radioativamente (5000 — 25000 cpm) num volume total de
50 ul e incubada por 20 min a temperatura ambiente.
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Pares de oligomucleotideos sintéticos de DNA dupla fita utilizados na preparacio das sondas
cujas extremidades sfo preenchidas com dinucleotideos radioativos.

Sonda GP GIM Palindrome
57 ~GUICTAGATGACARRATTRALTAGCAGACATGTCATCTCTAGCTTA-3 "
3 ~ACTETTTTARCTSATCCTC TR TACACTAGRGRATCGRATCTTAAGG-5 "

Sonda MM § ~GUTCTAGATGACAARAT PaRAL TAGCAGACATETCATCTCTAGCTTA~3
3T -ACTGTTITAALTAATCCTOTCTRARCTACAGATCGRATCTIARGG-5

Sonda GM 5 ~GCTCTAGATGACARAATTEACTAGCGAGACATCTCATCTCTAGCTTA-3
3" —ACTGTTTTRAACTIGATCCICTGTARAGTAGAGATCGRATUT TRAGE-S"

Sonda MP | 5 -GCTCTAGRTGACAAAAT TaAtTAGGAGACATGTCATCTCTAGCTTA-3
3" ~ACTGTTTTAALTaATCCTCICTACAGTACAGATCGAATCTTAAGE-5 "

Sonda G- | 5 ~BAGCTTAGCCACGTIGGCACTCGAG-3
box 3’ ~TGAGCTC-5°
Sonda C- | 5~ AAGCTTAGTGACGTCACACTCGAG-3’
hox 3 ~TGAGCTC~5

Tabela I1. Seqiiéncias das duplas de oligonucleotideos utilizados na preparacfio das sondas

para os ensaios de EMSA. Os motivos GLM, Palindrome, G-box ¢ C-box estdo destacados em
negrito.

Ap6s o término do tempo de incubacfio da proteina com o DNA para a formagédo do
complexo, foram adicionadas s reagdes 5 pl de tampéio de amostra (0,25 M Tris-Cl pH 7,5,
40 % glicerol , 0,2% azul de bromofenol, 0,2% Xileno cianol). As amostras foram entfo
submetidas & eletroforese em gel nfic desnaturante de poliacrilamida 5% contendo 5% de
glicerol e 0,25 x TBE (50 mM Trizma base 42 mM 4cido bérico, 0,5 mM EDTA). O gel foi
pré-corrido em tampdio TBE 0,25 x por 30 min a ~20 V.em™ e 4°C. A eletroforese foi
realizada a 400 V e a 4°C por aproximadamente 90 min. O gel foi entfio seco & vacuo e
exposto a um filme de Raio-X por 12 a48 h 4 -70°C.

Nos ensaios de competicéo, fracdes molares crescentes do DNA competidor, em relagfio
4 sonda marcada, foram incubadas por 20 min, & temperatura ambiente, com uma
concentragio pré-definida da proteina. Terminado o tempo de incubago do DNA competidor
com a proteina, uma concentracfio fixa da sonda marcada radicativamente foi adicionada a
cada reacio de ligacfio. As reagdes foram novamente incubadas por 20 min & temperatura
ambiente ¢ adicionadas de 5 pl de tampfo de amostra e carregadas no gel de poliacrilamida

como ja descrito no paragrafo anterior.
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RESULTADOS

I-Caracterizaciio do gene BZOZH1

Isclamente e caracterizacioc do cDNA BZ02H1

No contexto de um projeto visando identificar genes homdlogos ao l6cus 02 de milho,
foi isolado um ¢DNA codificante para uma proteina bZIP que foi designado BZO2H]1 (Basic
Leucin Zipper Opaque-2 Homologous). A seqiéncia desse cDNA € mostrada na figura 4. Sua
fase de leitura prevista definiu uma proteina de 417 aminoacidos. Ouiro clone de cDNA de
BZO2H]1 revelou a existéncia de um “splicing” diferencial que resulta da selecfio de um sitic
aceptor 3° alternativo no {ntron 2. Esse splicing determinou uma diferenca de 17 pares de
bases no RNA mensageiro ou 6 aminoicidos sobre o terceirc exon (Figura 5). Além disso,
foram identificados dois sitios de poliadenilagdo situados a2 162 e 190 pares de bases ap6s o
codon de terminacfio TGA respectivamente (Figura 5). O ¢cDNA BZ0O2H!1 apresentou 100%
de identidade com seqiiéncias do cromossomo IV de Arabidopsis thaliana .

Para determinar se os cDNAs isolados representavam a seqiiéncia completa dos RNAs
mensageiros BZO2H1, a técnica 5'RACE foi aplicada sobre 0 RNA total da semente. Essa
técnica permite, a principio, definir a extremidade 5° do RNA mensageiro. Os resultados
obtidos pela técnica 5'RACE confirmaram a seqiiéncia do cDNA que j& havia sido definida.

Localizagio de gene BZO2HI e seu padrio de expressio

Com o projeto de seqlienciamento do genoma de Arabidopsis thaliana concluido {The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000), o gene BZO2H! foi identificado através da busca de
segiiéncias genémicas idénticas ao ¢cDNA BZO2HI. Desta maneira, o gene BZO2H!1 foi
localizado no BAC T1011 a aproximadamente 15 ¢M do mapa genético do cromossomo IV
(Figura 5).
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Figura 4. Seqiiéncia de nucleotideos do ¢DNA BZOZHI com seqiiéncias de aminodcidos
deduzida. A seqiiéncia sublinhada de azul claro representa o dominio bésico ¢ a sublinhada de
amarelo, o ziper de leucina. As leucinas e os aminoécidos hidrofobicos posicionados a cada
sete residuos do ziper de leucina estfo destacados em negrite. Os diferentes grupos de
aminodcidos estio representados pelas seguintes cores: de cardter dcido (verde escuro),
basicos {(amarelo), alifdticos (azul) , aromdticos (vermelho), com enxofre (rosa) ou
hidroxilados (verde azulado). O asterisco representa o codon de terminag8o. Os dois sitios de

poliadenilagio estfio demarcados na seqiiéncia.

A analise do DNA gendmico de Arabidopsis thaliana por Southern Blot com a sonda de
cDNA BZOZHI de 1440 pb, sugere gue o gene BZOZH] esteja presente em c6pia Gmica no
genoma de Arabidopsis. Além disso, o padrfio de bandas obtidas nessa andlise confere com o
mapa de restrig@io deduzido a partir das seqiiéncias do BAC T1011 (Figura 6).

A expressdo do gene foi analisada por Northern blot. RNA total foi extraido de flores,
rajzes, caule ¢ flores da planta adulta. RNA total de sementes foi extraido de plantas de
quatro, cinco e seis semanas de idade. Além disso, RNA total da pléntula com trés semanas,
crescidas sob condicfes de presenca ou auséncia de luz também foi extraido. BZO2HI ¢
expresso em todos os tecidos analisados. Contudo, o menor nivel de expressdo verificado na
aemente, parece estar relacionado com variacdes na concentracfio de RNA aplicado no gel.
Comparando a expressdo do gene em plantas expostas 4 luz e em plantas crescidas no escuro,

néo foi observada alteragfio na expressdo do gene (Figura 7).
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Figura 5. Representacio esquemdtica da localizaglio cromossdmica e estrutura do gene BZOZ2HI
Ay Localizagdo do gene BZOZHI no cromossomo IV de Arabidopsis thaliona. A posigdo do
gene no mapa genétice € 15 ¢cM no BAC T1011 e seu namero de acesso pelo NCBT ¢ ACO02330.
As setas representam genes presentes no intervalo de seqiiéncia e suas respectivas diregles de transcrigdoc.
B} Estrutura do gene BZO2H]. Os retdngulos numerados representam os exons e as linhas, os introns.
O retingulo amarelo representa a seqiiéncia envolvida no splicing diferencial (nucleotidecs 608 a 625).
() Segiiéncia de nucleotideos que revelou existéncia de splicing diferencial entre os nucleotideos

608 e 625, determinande a formagio de duas isoformas da proteina BZOZH! que diferem pelos.
6 aminoéacidos destacados em negrito.
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Figura 6. Analise do DNA gendmico de Arabidopsis thaliana por Southern blot.
A) DNA gendmico foi digerido com enzimas Bam HI, Hind IIl. Eco Rl e Xbale
separado num gel de agarose 0,8%. M = Marcador de Peso Molecular.

B) Apds a separacdo, o DNA foi transferido para uma membrana de nylon e
hibridizado com sonda de ¢DNA BZO2H1. Os ntmeros ao lado da foto indicam
os tamanhos dos {ragmentos do padriic de DNA em kb,
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Figura 7. Analise da expressdo do gene BZO2H1 por Northern blot.

A) Gel desnaturante de agarose 1% com 20 pg de RNA total de Arabidopsis
thaliana por pocgo. 1-Pléntula crescida em auséncia de luz, 2- Plantula crescida
em presenca de luz, 3- Flor, 4- Semente, 5- Raiz, 6- Caule, 7- Folha.

Setas indicam RNA ribossdémico de 28 ¢ 18 § ¢ RNA transportador.

B) Autoradiografia da membrana correspondente ao gel hibridizada com
sonda de cDNA BZO2H1
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O gene BZO2H]I pertence 2 Familia Multigénica O2

A estrutura do gene foi deduzida por comparacdo do cDNA BZO2HI com o DNA
gendmico de Arabidopsis thaliana. O gene BZO2HI ¢ composto por 7 exons ¢ & introns
(Figura 5). Pela analise da seqiiéncia dos exons, foi observado que 95% do dominio bZIF de
BZ0O2HI é codificado pelos exons 4 e 5, cujo tamanho ¢ posicdes se encontram também
conservados entre os genes BZL1 de cevada, RITA ] de arroz, 02 de Coix, 02 de sorgo, 02 de
mitho, BZO2H2, BZO2H3 ¢ BZO2H4 de Arabidopsis (Figura 8). Essa caracteristica ¢
especifica desse grupo de genes (Vettore ef al.,1998). Parece, portanto que todos esses genes
sdo membros homodlogos da Familia Multigénica 02 (Vincentz ef al.). Pelo alinhamento das
proteinas codificadas pelos genes da familia O2, foi observada uma alta similaridade de
seqiiéncias do dominic bZIP entre seus membros (Figura ). As protefnas BZOZH1 ¢ O2 de
milho compartitham 54,7% de aminodcidos idénticos e 72,1 % de aminoécidos similares
nesse dominio, esses dados foram baseados na matriz similaridade de Gomnet (Gonnet et al.,
1992). Em razBio dessa semelhanca, foi previsto que BZOZH! poderia apresentar
especificidade de ligagio ac DNA parecida com a de O2 como descrito na literatura (Isawa, ef
al., 1993).
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Figura 8. Alinhamento das seqiiéncias das proteinas bZIP da familia Multigénica O2.

Os cinco motivos conservados VFEW, EWFW, DYLLR, TSA e bZIP entre os membros da familia estio
indicados acima do alinhamento. A posi¢éio dos aminoacidos de cada repetigio de 7 residuos do ziper de
feucina esta indicada (a-g) e a posi¢io(d) das leucinas e residuos hidrofobicos se encontra destacada em
negrito. Aminoacidos idénticos e conservados em pelo menos 50% das proteinas estio demarcados pelo
fundo cinza. Residuos estritamente conservados entre os membros da familia estdo destacados pelo fundo
preto. Proteinas cuja estrutura € conhecida se encontram sublinhadas e as posi¢des dos introns 3,4 ¢ 5
estio demarcadas na figura. At: Arabidopsis thaliana; Clj: Coix lacryma-jobi; Gm: Glycine max; Hv:
Hordeum vulgare; Os: Oryza sativa; Pc: Petroselinum crispum; Sb: Sorghum bicolor; Ta: Triticum
aestivum; Zm: Zea mays. Os nimeros de acesso sdo; SPA: T06767; BLZ2: CAAT1795; RER:
BAA36492; BLZ1: T04477; OHP1: JQ2147; OHP2: 1Q2148; O2Zm: A34800; O2Jr: S42493; 0255:
CAAS0642; HBF1: TG7154; CPRF2: Q99090; RITAL: A¥001267, BZO2H1: AACT78255; BZO2H2:
F6A410, BZO2H3: AAF67360; BZO2H4: CAB77582.
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[I-Comparacio da especificidade de ligagiio da proteina BZO2HI ¢ O2 de Coix

Para definir a especificidade de ligac8ic ao DNA da proteina BZO2H], construgbes

génicas permitindo sua expresséo como proteina recombinante em E. coli foram realizadas.

Expressfio e purificaciio da proteina BZH1

A fase codificante do ¢cDNA BZO2H]1 foi clonada no vetor de expressdo pET28z ¢ a
expressio da proteina foi induzida em E. coli. Embora a proteina recombinante BZO2HI
tenha sido expressa na bactéria, o nivel de expressio alcangado nfio foi suficiente para sua
utilizagio em experimentos de Ensaio de Retardamento da Mobilidade Eletroforética (EMSA)
(Resultado nfio mostrado).

Para contornar essa dificuldade, a construcéo realizada englobou apenas a regifio do
dominio bZIP da fase codificante do ¢DNA BZO2HI e foi ligada no vetor de expressdo
pET28a. Essa construgio foi denominada de pET28aBZH]1. Segundo indicagbes da literatura,
o dominio bZIP apresenta a mesma especificidade de ligacdio ao DNA do que a proteina
inteira correspondente {Suckow & Hollenberg, 1998). Baseada na construgfio pET28aBZH1, a
proteina recombinante correspondente foi denominada de BZH1. Sua composigio € de 107
aminodcidos e peso molecular tedrico de 12,4 kDa (Figura 9). Devido ao grande mimero de
aminoéacidos polares e carregados (65,4%) e da fragdo relativamente pequena de aminoécidos
apolares (34,6%), foi previsto que a proteina BZH1 seria expressa em forma soliivel na
bactéria. Assim, a expressio da proteina recombinante foi induzida em bactérias
transformadas com a construgdo pET28aBZHI1 pelo acréscimo de IPTG. Apés a lise
bacteriana, foi verificada a expressdo de BZH!1 na frac@io soluvel (Figura 10). Na mesma
figura, foi observade que as bactérias transformadas com o vetor pET28a induzidas com
IPTG e as bactérias transformadas com a construgdo pET28aBZH!1 ndo induzidas com IPTG,
nfic expressaram a proteina recombinante BZH1.

A proteina recombinante BZH1 foi parcialmente purificada através de cromatografia de
afinidade em colunas de cobalto imobilizado em sefarose (Talon® Clontech). Para isso, um
hexamero de histidina {6xHis-tag) foi adicionado & extremidade C-terminal da proteina
recombinante BZH1 pelo vetor pET28a. Esse hexmero de histidina exibe a propriedade de se

ligar, reversivelmente, a metais de transi¢8io como o cobalto em condigbes de pH fisiologico.
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Figura 9. Representacfo esquematica do cDNA inteiro de BZO2H! e de sua

respectiva proteina inteira ¢ do dominio bZIP clonado

A) ¢cDNA de BZOZH] e respectivas proteinas inteira (BZO2H1) e {runcada (BZH1). O
retAngulo amarelo representa o dominio bZIP e os retdngulos verdes, as extremidades N- ¢ C-
terminal da proteina. O retdngulo azul representa os aminodcidos conferidos pelo vetor de
expressdo. Os numeros indicam o tamanho da seqliéncia codificante ¢ da cadeia polipeptidica,
assim como a posi¢o relativa do dominio bZIP em destaque.

B) Segiiéncia de BZIH!. As metioninas das posicles 1 ¢ 15 estio destacadas em negrito, as
leucinas e residuos hidrofébicos que fazem parte da repeticio de 7 aminoacidos do ziperestdo
destacados em vermetho e 0s aminodcidos conferidos pelo vetor pET28a, em azul.
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Figura 10. Proteina recombinante BZH1 estd presente na frag@o soluvel do extrato
bacteriano.

A expressdo da proteina recombinante foi induzida pela adicdo de IPTG em

culturas de bactérias transformadas com os vetores de expresséo.

A foto mostra um gel de 15% de poliacrilamida carregado com 20 ul de eluatos

das colunas de cobalto, corados com azul de Coomassie na seguinte ordem:

M: Marcador de peso molecular em kDa

1) Eluato de bactérias transformadas com vetor controle pET28a induzidas com IPTG

23 Eluato de bactérias transformadas com a construgfic pET28a BZH1 nflo induzidas

3) Eluato de bactérias transformadas com a construgio pET28aBZH]1 induzidas com IPTG
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Essa ligagio ocorre por compartithamento de elétrons do nitrogénio do anel imidazdlico
da histidina com os orbitais deficientes em elétrons do cobalto. Dessa maneira, a proteina
recombinante € ligada, reversivelmente, pela cauda de histidina na coluna e € eluida pelo
acréscimo de imidazol Assim, a proteins recombinante BZH1 foi eluida com concentragBes
de 50 ¢ 100 mM de imidazol, em forma de uma dupla de bandas com peso molecular de
aproximadamente 16 e 15 kDa (Figura 11). A presenca desses dois polipeptideos pode ser
explicada pela presenca de um segundo codon de imiciagfio na posico 15 da seqliéncia
codificante da proteina BZH1 (Figura 9). Provavelmente, este segundo AUG também seja
reconhecido come sitio de iniciac8o da traducio no ribossomeo, causando a formacdo de dois
polipeptideos (Figura 11). Pela andlise da seqiiéncia, foi observado que ¢ polipeptideo menor
preserva 65% do dominio de ligacio ac DNA ¢ 87% do dominio bZIP inteirc. Nas fragbes da
eluicio com 50 ¢ 100mM de imidazol, também foi encontrada uma banda de proteina com
peso molecular por volta de 27 kDa. Essa banda, provavelmente representa uma proteina
contaminante da bactéria que foi co-purificada na coluna (Figura 11).

No experimento de Western Blot, a identidade dos dois polipeptideos foi verificada pela
detecio do hexdmero de histidina em suas extremidades C-terminais por um anticorpo Anti-
6xHis. Os dois polipeptideos de peso molecular 16 e 15 kDa foram, de fato, reconhecidos
pelo anticorpo anti-6xHis confirmando sua identidade como duas formas da proteina
recombinante BZH]1 (Figura 11).

Caracterizaciio da especificidade de ligacio da proteina recombinante BZH1

Para comegar a caracterizar alguns aspectos de ligacio ao DNA das duas formas da
proteina recombinante BZH1 encontradas, foi testado se BZH! reconheceria os mesmos
motivos de DNA reconhecidos por fatores bZIP da familia Multigénica O2. Foi mostrado que
02 de Coix e de milho reconhecem uma seqliéncia chamada de O2-box, presente no promotor
do gene da a-Coixina (Yunes ef al, 1998). Essa seqiiéncia ¢ formada por dois motivos de
ligacdo ao DNA. Um deles € relacionado com o motivo de ligagio do fator GCN4: GLM ou
GCN4 Like Motiv (5’-TGACTA-3" ) e o outro € uma seqiiéncia palindromica denominada
Palindrome (5°-GACATGTC-3” ) (Hill er al, 1986). O estudo comparativo da ligacdo das
proteinas recombinantes BZH1 e O2 de Coix (02CX) foi iniciado com a sonda GP de 53 pb

que contém a O2-box.
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Figura 11. O vetor pET28aB7ZHI expressa dois polipeptideos

A) A fracdo solavel das proteinas transformadas com pET28aBZHI e induzidas com IPTG fo
passada por uma coluna de cobaito. As protenas ligadas a coluna foram eluidas com
concentragfes crescentes de imidazol em tampdo N (Materiais ¢ métodos). Os eluatos foram
entio submetidos a ecletroforese em gel de poliacrilamida-SDS na seguinte ordem: M
Marcador de peso molecular em kDa; 1- Extrato bacteriano total; 2- Lavagem da coluna com
20mM de Imidazol: 3- Eluig&o da cotuna com 50 mM de Imidazol; 4- Eluicfo da coluna com
100mM de Imidazol. B} Gel de poliacrilamida-SDS e respectivo filme de Western blot

1- Fluato de bactérias transformadas com o vetor pET28a, 2- Eluato da proteina recombinante
BZHI1, 1" e 2'- mesmas amostras fransferidas para uma membrana de nylon que foi incubada
com um anticorpo primério Anti-his(tag) e anticorpo secundario acoplado a fosfatase alcalina.
As duas setas indicam 2 posiclo dos dois polipeptideos BZH1.
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Nos experimentos descritos em seguida, a proteina recombinante 02 de Coix (02CX)
foi utilizada como controle nos experimentos de Ensaio do Retardamento da Mobilidade
Eletroforética (EMSA). A comparac8o das seqiiéncias polipeptidicas de BZH1 ¢ 02CX que
foram utilizadas nos ensaios € mostrada na figura 12.

Otimizacfo das condicdes de ligacio da proteina BZH1 a sonda GP.

Nos experimentos preliminares visando estabelecer as condicBes adequadas de EMSA,
foi constatado que a proteina recombinante BZH1 tem a capacidade de se ligar a sonda GP
formando dois complexos Proteina/DNA (N&c¢ mostrado).

Uma curva de saturagio da proteina recombinante BZH1 com a sonda GP foi
estabelecida para, posteriormente, definir 2 especificidade de ligacBo da proteina
recombinante BZH1 nos ensaios de competicio. Com o aumento da concentracio protéica, o
aparecimento de duas bandas de retardamento indica a forma¢fio de dois complexos de
ligacio ao DNA. Um complexo inferior (), menos intenso e outro superior (8), mais infenso
{(Figura 13). A interpretagSio deste resultado ¢ que a formac3io do complexo I resuita da
ligagio de um homodimero da proteina BZHI 24 sonda GP enquanto que a formacgio do
complexc S resulta da ligacio de um segundo homodimero da proteina BZH1 no motivo
adjacente da mesma sonda. Este fendmeno de formacfio de dois complexos também ja foi
verificado com a proteina recombinante controle O2CX e a sonda GP (Yunes ef al., 1998). O
aparecimento de dois complexos € a fransi¢fo rdpida do complexo I para o complexo S com o
aumento da concentragéio da proteina, provavelmente, esteja relacionado com o fendmeno da
cooperatividade de ligacdo da proteina recombinante aos sitios GLM ¢ Palindrome da sonda
GP. Esse fendmeno indica que a ocupagfio de um sitio por um dimero da proteina
recombinante BZH! facilita a ocupagfio do sitio adjacente por um segundo dimero, como ja
foi descrito para a proteina O2CX (Yunes ef al., 1998). Nesse caso, a ligagdo de um dimero a
um motivo da sonda parece aumentar a afinidade de ligaco do segundo dimero pelo motivo
adjacente. A diferenca na intensidade dos complexos I e S observada, pode também estar
relacionada com a diferenca de afinidade das protefnas recombinantes BZH1 e 02CX pelos
motivos GLM e Palindrome da sonda GP.
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DLETQVNDLEGEHS SLLECLSHMIHKY DEAAVEGHRILEADIETLRAKVEKMARE TVERVY
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Figura 12. Alinhamento das seqiiéncias das protefnas recombinantes BZHI (em vermelho) e
02CX (em preto). O dominio bésico estd destacado pelo fundo azul ¢ o ziper de leucina pelo
fundo amarelo. Os aminodcidos escritos em verde representam a regifio “hinge”. Os
aminoacidos em negrito correspondem as leucinas e residuos hidrofébicos da repeticfio de 7
aminodcidos do ziper de leucina. Os amino4cidos sublinhados representam a seqiiéncia
conferida pelo vetor pETZ28a (para BZH1 em vermelho) ¢ pelo vetor pET3b (para O2CX em
preto}.
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A

Sonda GP
S GOTCTAGATCGACAAAATTGACTAGGAGACATGTCATCTCTAGCTTAGAATTCC-3
GLM Palindrome
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Figura 13. EMSA da proteina recombinante BZH! com a sonda GP.

A) Seqiiéncia da sonda GP. As bases que compdem os motivos GLM

= Palindrome estfo sublinhadas

B) EMSA da proteina recombinante BZH1 com o 300 finol da sonda GP,

a concentracfo da proteina foi gradativamente aumentada como indicada na figura.

(s demais pogos foram carregados como segue: Sonda GP: 300 fimol da sonda

GP marcada radicativamente; Controle negativo: 100 ng de eluato de bactérias
transformadas com o vetor pET28a; O2CX: 1,5 pmol da proteina recombinante O2CX.
C) Complexos 5 e I dos pocos com 1,6 ¢ 2,4 pmol de proteina BZH1 realgados pela
exposicio prolongada do gel ac filme.

42



A proteina BZH]1 se liga especificamente a sopda GP.

No &mbito do método de EMSA, a especificidade € definida como a habilidade de uma
determinada proteina de discriminar entre sua seqiiéncia alvo e outras seqiiéncias presentes no
sistema. A especificidade também pode ser definida como a medida da razfio da constante de
afinidade da ligacBo ao DNA especifica com a constante de afinidade da ligacfo inespecifica.
J4 a especificidade € a habilidade que uma proteina apresenta em discriminar entre seus sitios
alvos de DNA e outros sitios que no sejam alvos de ligacfio numa mistura (Carey, 1991).

Para testar a especificidade de formac#o dos complexos entre uma proteina e uma sonda
especifica e inespecifica, ensaios de competicdo utilizado excessos molares de sondas
competidoras foram realizados.

Ensaios de competicio da proteina O2CX com a sonda GP especifica ¢ com a sonda
MM inespecifica demonstraram que a ligac8o da proteina O2 de Coix & sonda GP ¢ especifica
(Yunes ef al., 1998). A sonda MM apresenta duas substituicGes de bases no motivo GLM e
uma substituicio de base no motivo palindrome da sonda GP, anulando a ligagiio da proteina
02CX 4 sonda MM.

O mesmo tipo de experimento foi realizado com a proteina recombinante BZHI. A
sonda mutada MM inibiu eficientemente a interagfio da proteina recombinante BZH1 com a
sonda GP, somente a partir de um excesso molar de 30 x (Figura 14), enquanto que a sonda
GP ndo marcada, competiu eficientemente com a sonda GP marcada a partir de um excesso
molar de 5 x. Esse resultado indica que a proteina recombinante BZH1 apresenta ligacfo
especifica & sonda GP. Assim o comportamento das proteinas BZH1 ¢ O2CX em relagfic a

sonda GP € similar, pois ambas se ligam & sonda GP de maneira especifica.

BZH]1 reconhece os motivos GLM ¢ Palindrome.

Na tentativa de confirmar qual dos motivos de DNA presentes na sonda GP a proteina
recombinante BZH1 reconheceria, as sondas MP ¢ GM foram utilizadas. Essas sondas
apresentam mutagdes na seqiiéncia GP. A sonda MP possui duas substituigdes na seqiiéncia

do motivo GLM e a sonda GM possui uma substituigiio na seqiiéncia do motivo designado
Palindrome (Tabela II).
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A

Sonda GP (competidor especifico}
5 .GCTCTAGATGACAAAATTICGACTAGCGAGACATGTCATCTCTAGCTTAGAATICC-S
GLM Palindrome

Sonda MM {competidor inespecifico)
5.GCTCTAGATGACAAAATTaAITAGGAGACATITCATCTCTAGCTTAGAATTCC. 3

(@]
Sonds OGP

iX X 16X 20X 30X

=9

° 4 :
E £ E
Bog Z
RET o

Figura 14. BZH1 apresenta ligacdo especifica 4 sonda GP. A especificidade de ligaciio da
proieina recombinante BZH1 a sonda GP foi testada por ensaios de competic&o.

A} Seqiiéncias das sondas GP e MM. A sonda MM apresenta trés substitui¢Ses de bases na
seqiiéncia que estdio representadas por letras mintisculas.

B) Ensaio de competicio inespecifica da proteina recombinante BZH1com a sonda GP,
excessos molares de 1 a 30 vezes da sonda competidora inespecifica MM néo marcada foram
incubados com 3 pmol da proteina BZH1 e 300 fmol da sonda GP marcada com **P. No pogo
sonda GP, foram carregados 300 fmol da sonda GP marcada e no pogo controle, 3 pmol de
BZH]1 incubados com 300 fmol de sonda GP sem a adigdio de sonda competidora,

() Ensaio de competicdo especifica da proteina recombinante BZH1 com a sonda GP,
excessos molares de 1 a 30 vezes da sonda GP n#o marcada foram incubados com 3 pmol da
proteina BZH1 ¢ 300 fimol da sonda GP marcada com **P. No poco sonda GP, foram
carregados 300 fmmol da sonda GP marcada e no poco controle, 3 pmol de BZH] incubados
com 300 fmol de sonda GP sem a adicfo de sonda competidora.
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Um ensaio de retardamento da mobilidade eletroforética da proteina recombinante

BZH1 foi feito com a sonda GM. Para isso, uma quantidade fixa de sonda GM marcada
radioativamente foi utilizada, enquanto que a quantidade da proteina BZHI foi
gradativamente aumentada (Figura 15). A formagio de um corplexo DNA/Proteina foi
observada com 1,6 pmol da proteina recombinante BZH1. No entanto, quando a quantidade
de proteina foi aumentada, ocorreu a formaggo de um segundo complexo superior instivel em
forma de rastro (Figura 15). No mesmo experimento, a proteina controle O2CX formou
somente um complexo com & sonda GM em concentragSes semelhantes a da proteina
recombinante BZH1. Esse comportamento da protefna recombinante O2CX ja era esperado,
pois a substituigdo na seqiiéncia do motivo Palindrome, assim como as duas substitui¢des no
motive GLM, diminuem consideravelmente 2 afinidade de ligagfio da proteina O2CX a esses
motivos, formando apenas um complexo da proteina 02CX com o motivo nfo mutado (Yunes
ef al., 1998). Na figura 16, o mesmo experimento foi feito, porém com a sonda marcada MP.
Resultados muito semelhantes aos do experimento anterior foram obtidos. A proteina BZHI
formou novamente um complexo inferior e um complexo instdvel superior & medida que sua
concentracio foi aumentada. A proteina recombinante controle 02CX, continuou
apresentando um finico complexo como esperado.

A formagiio de um complexo DNA/Proteina mais a formagdo de um complexo instavel,
em formato de rastro, da proteina recombinante BZH1 com as sondas mutadas GM ¢ MP,
sugere que as substituiges feitas diminuam a afinidade de ligac8o da proteina recombinante
BZH]1 aos motivos Palindrome e GLM. A comparagio dos resultados obtidos com BZH1 e

02CX, também indica que as propriedades de ligacho dessas duas proteinas com as sondas
MP e GM sido diferentes.

BZH1 e O2CX reconhecem G-box, mas BZH1 se liga a C-box com afinidade

inferior que 02CX,

Dados da literatura demonstraram que a proteina O2 de mitho se liga aos motivos G-
box e C-box com afinidade de ligaciio compardvel (Isawa et al, 1993). Para testar se a
proteina recombinante BZH! também reconheceria os mesmos motivos, experimentos de
Retardamento da Mobilidade Eletroforética com a protefna recombinante BZH!1 utilizando
sondas que continham os motivos G-box e C-box foram realizados, Na figura 17, foi
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observado um aumento da intensidade da banda de complexo formada com o aumento
gradativo da concentragdo das proteinas recombinantes BZH1 e O2CX a uma concentragéo
fixa da sonda G-box marcada radioativamente. O mesmo experimento foi repetido com a
sonda C-box e a formaciio do complexo entre a proteina recombinante BZH] ¢ a sonda C-
box foi observado somente na concentragio mais alta da proteina testada. Enquanto que a
proteina recombinante controle O2CX formou uma banda de complexo com a sonda C-box
em todas as concentracdes testadas. Esse resultado demonstra uma diferenca relativa da

afinidade de ligacfio das proteinas recombinantes BZH1 ¢ O2CX com a sonda C-box.
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A

Sonda GM
3 GOTCTAGATGACAAAATTCACTAGGAGACATITCATCCTCAGCTTAGAATTCCS
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Figura 15. EMSA das proteinas recombinantes O2CX e BZH1 com a sonda mutada GM.
A) Seqiiéncia da sonda GM. Os motivos GLM e Palindrome se encontram sublinhados

e a substituicio de uma baseno motivo Palindrome esté indicada em letra mindscula.

B) EMSA das proteinas recombinantes 02CX ¢ BZH1 com 300 finol da sonda

mutada GM marcada com *2P. No primeiro pogo foi carregado apenas 300 finol da sonda
(GM marcada; no pogo controle negativo, foi carregado 100 ng de eluato de

hactérias transformadas com o vetor pET28a incubado com 300 fmol da sonda GM;

nos pogos seguintes, foram carregadas as quantidades das proteinas recombinantes O2CX e
BZHlindicadas na figura, apds terem sido incubadas com 300 fimol da sonda GM..
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Sonda MP
S GUTCTAGATGACAAAMAT Ta AMTAGGAGACATGTCATCCTCAGCTTAGAATTCC-S
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Figura 16. EMSA das proteinas recombinantes O2CX ¢ BZH1 com a sonda mutada MP.
A) Segiiéncia do oligonucieotideo MP. Us motivos GLM e Palindrome se encontram
sublinhados ¢ a substituicdes de duas bases no motivo GLM se encontram indicadas em
fetra mintscula.

B) EMSA das proteinas recombinantes O2CX ¢ BZH1 com 300 fmol da sonda mutada
MP marcada com *?P. No primeiro poge foi carregado apenas 300 fmol da sonda MP
marcada; no pogo controle negativo foi carregado 100 ng de eluato de

bactérias transformadas com ¢ vetor pET28a; as quantidades das proteinas recombinantes
02CX e BZHque foram carregadas nos pogos seguinies estdo indicadas na figura.
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A

Sonda G-box
3« AAGCTTAGCCACGTGGCACTCGAG-Y

Sonda G-box
Controle negative

Complexo
DNA-
Proteina

Figura 17. Comparacio da ligago das proteinas recombinantes BZHI ¢ O2CX

4 sonda G-box.

A) Seqiiéncia da sonda G-box, o nticleoc ACGT e as trés bases adjacentes de

cada lado, que formam uma seqiiéncia palindrome do motivo G-box se encontram
sublinhados.

B) EMSA das proteinas recombinantes BZH1 e O2CX com a sonda G-box.

O primeiro pogo, foi carregado com apenas 800 fmol da sonda G-box marcada.

O segundo pogo, foi carregado com100 ng de eluato de bactérias transformadas com
o vetor pET28a incubado com 800 fmol da sonda G-box. Os pogos seguintes foram
carregados com as quantidades das proteinas recombinantes BZH2 e O2CX indicadas
na figura ¢ incubadas com 800 fmol da sonda G-box marcada.

49



Sonda C-box

3 -AAGCTTACGTCGACGTCACACTCGAG-Y

Controle negativo

Complexo
DMA-
Profeina

DNA
livre

Figura 18. Comparagfio da ligacio das proteinas recombinantes BZH1 e O2CX 4 sonda C-box.
A) Seqiiéneia do oligonucleotideo C-box, o nicteo ACGT e as wés bases adjacentes de

cada lado, que formam uma segiiéncia palindrome do motivo C-box se encontram sublinhados.
B) EMSA das proteinas recombinantes BZH! e O2CX com a sonda C-box.

O primeiro pogo, foi carregado com apenas 300 fmol da sonda C-box marcada.

O segundo pogo foi carregado com100 ng de eluato de bactérias transformadas com ¢

vetor pET28a incubado com 800 finol da sonda C-box.0Os pogos seguintes foram

carregados com as quantidades das proteinas recombinantes BZH2 ¢ O2CX indicadas

na figura e incubadas com 800 {mol da sonda C-box marcada.



DISCUSSAQ

A Familia Multigénica O2

Um ¢DNA de Arabidopsis thaliana que codifica uma proteina do tipo bZIP homéloga
a0 fator de transcricdo O2 de milho foi isolado e denominado BZO2HI. Nos proximos
paragrafos deste trabalho, serfo discutidos os resultados da caracterizagfio da estrutura do
gene, assim como a apdlise comparativa da especificidade de ligagBic da proteina
recombinante BZHI.

Devido ao projeto genoma de Arabidopsis thaliana que recentemente completou o
seqiienciamento deste organismo, foi possivel definir a estrutura do gene BZOZHI, composto
por sete exons ¢ seis introns (Figura 5). Também fol observado que os exons quatro € cinco
codificam 95% do dominio bZIP cuja posicfo e tamanho se encontram conservados e definem
wma caracteristica especifica da Familia Multigénica de Opaco2 (Figura 5). Um dos clones do
mesmo c¢DNA de BZO2HI1 apresentou o fendmeno do “splicing diferencial” do RNA
mensageiro. Este fendmeno ja foi documentado para vérios mRNAs de genes de fatores de
transcrigio de plantas (Dietrich ef al., 1997; Grotewold ef al., 1991). Sua presenga pode estar
associada a uma fun¢io regulatoria, por exemplo, o gene myb7 de arroz, ajusta a razdo entre
os mRNAs de modo a atuar como uma chave de controle que afeta a expressdo de outros
genes. (Magaraggia ef al., 1997). A expressio do gene BZO2HI em vérios tecidos da planta
sugere que o fator BZO2H1 possa representar uma gama funcional diversificada, interagindo
com diferentes promotores tecido-especificos.

Os resultados demonstraram que BZO2H]1 pertence a Familia Muitigénica de O2
(Vincentz et al). A Familia Multigénica de Opaco2 ¢ composta pelos genes de plantas
monocotileddneas 02, OHPI e OHP2 de mitho, SPA de trigo, RITAI e REB de Arroz, BZLI
e BZL2 de cevada, 02 de Coix ¢ Q2 de Sorgo, enquanto que as dicotiledOoneas estio
representadas por HBFI de soja, CPRF2 de salsa ¢ BZO2HI, BZO2H2, BZO2H3 ¢ BZO2H4
de Arabidopsis thaliana.

Todos os genes de plantas monocotiledéneas da Familia Multigénica de O2 sdo
expressos no endosperma. A expressfio desses genes no endosperma parece estar relacionada
com o reconhecimento de elementos situados nos promotores de genes de proteinas de reserva

da semente. BLZ1 ¢ BLZ2 (Barley bZIP 1 e 2) podem se heterodimerizar e se ligam ao
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elemento GLM, presente no promotor do gene Hor-2 que codifica a proteina Bl-hordeina,
uma prolamina da cevada. Estudos feitos utilizando o sistema de dois hibridos em levedura,
demonstraram que estas duas proteinas atuam como ativadores da transcriciio (Vicente-
Carbajosa et al., 1998, Ondte et al, 1999).

A protefna REB (Rice Endosperm bZIP) se liga a2 uma regifio do promotor de o-
globulina que ¢ homoéloga a dos promotores dos genes de Glutenina e D-hordeina em cevada
(Nakase ef al, 1996, Nakase et al, 1997). RITAl (Rice Transcription Activator 1) foi
caracterizada por ser altamente expressa em endosperma de arroz durante o desenvolvimento
da semente. Esta proteina apresenta ampla especificidade de ligagfio e alta afinidade para A-
box, C-box e G-box (Isawa er al., 1994). SPA (Storage Protein Activator) de trigo, assim
como BLZ1 e O2, reconhece o motive GLM presente no promotor dos genes de prolaminas
{Albani et al., 1997).

SPA é um forte ativador transcricional e apresenta alta similaridade de seqii€ncia com
as proteinas OHP1 e OHP2 de milho (Auckerman & Schmidt, 1994, Albani ef al, 1997).
OHP1 e OHP2 foram isolados de uma biblioteca de cDNA de endosperma de mitho ¢
reconhecem os elementos cis contidos no promotor das zeinas de 22kDa. OHP1 também se
heterodimeriza com 02, porém a formac#o dos heterodimeros parece nfio afetar a afinidade de
ligacio ao DNA (Pysh et al., 1993).

02 de milho ¢ um regulador da sintese das prolaminas durante o desenvolvimentc da
semente do mitho. Andlises genéticas e moleculares indicam que O2 parece ser importante
para integrar o metabolismo do carbono e nitrogénio com a sintese das proteinas de reserva a-
e B-zeinas (Varagona ef al., 1993, Schmidt ez al., 1993; Damerval & Le Guilloux, 1998; Cord
Neto et al., 1998). Fatores muito semelhantes a O2 de milho também foram isolados em Coix
e sorgo. Além da seqiiéncia altamente conservada, O2 de Coix ¢ O2 de sorgo, ainda reagem
com os mesmos elementos presentes nos promotores das prolaminas de cada espécie (Vettore
et al., 1998; Yunes ef al., 1998; Pirovano ef al., 1994). Todas essas evidéncias aliadas ao fato
que as trés espécies de plantas pertencem a sub-familia Panicoideae nos leva a crer que O2 de
Coix e O2 de sorgo sdo ortélogos a O2 de milho.

Assim, pela andlise do padrio de expressio dos fatores bZIP de plantas
monocotiledéneas da Familia Multigénica O2 e dos promotores de genes aos quais se ligam, a

funcgdo deste grupo, assim como O2 de milho, parece estar relacionada com a regulag8io dos
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genes expressos durante o desenvolvimento da semente. Porém, esta nfio deve ser a Gnica
funciio desempenhada por esse grupo de proteinas. A expressdo de RITA-1, OHP-1 e BLZ1
em outros tecidos além do endosperma, sugere que estes fatores possam desempenhar fungles
diferentes da regulagBio dos genes expressos na semente, através de interagles com
promotores de outros genes dos tecidos onde so expressos.

Os fatores bZIP das plantas dicotileddneas da Familia Multigénica 02 ainda nfo foram
suficientemente caracterizados para ter sua fungfo conhecida. Estudos feitos com CPRF2
(Common Plant Regulatory Factor 2) de salsa demonstraram que essa protefna ¢ translocada
do citosol para o nicleo apés incidéncia de luz no fitocromo, sugerindo seu envolvimento na
transduco de sinais da luz envolvendo o fitocromo (Kircher ef al., 1999). Além disso, CPRF2
se liga a um elemento cis G-box presente no promotor do gene da Chalcona sintetase que &
expresso em resposta 3 incidéncia de luz (Weisshaar ef al., 1991; Schulze-Lefert er o/, 1989;
Fronmeyer ef al,1992). CPRF2 € regulado pés-traducionalmentie por fosforilacdo, em
presenca de luz, tanto in vifre como in vivo (Wellmer et al., 1999). Porém, a fosforilagio
parece nfio afetar sua atividade de ligagBio a0 DNA, roas pode estar envolvida com a regulagio
do transporte de CPRF2 para o nucleo da célula ou na modulaciio de transativa¢dio génica
devido a este fator (Wellmer et al., 1999; Jans & Hiibner, 1996; Karin, 1994; Faux & Scott,
1996 ).

HBF1 foi isolado de uma biblioteca de soja e caracterizado como mais membro da
familia Multigénica O2. HBF1 ¢ fosforilado durante a inducfio do sistema de defesa da planta
(Drége-Laser er al., 1997). Por ensaios de retardamento da mobilidade eletroforética, foi
observado que sua fosforilagfo ir vitro aumenta a ligaciio de HBF1 aos elementos cis presente
no promotor do gene chsl3, cuja proteina cataliza o primeiro passo da sintese de fitoalexinas
derivadas de isoflavondides ( Lois er al., 1989; Ohi et al., 1990).

As proteinas de Arabidopsis BZO2H1, BZO2H2, BZO2H3 ¢ BZO2H4 que estdo sendo
estudadas por nosso grupo, sdo expressas em todos os tecidos, com aciimulo de transcritos,
preferencialmente em raizes, caule e flores. BZO2H! € a primeira destas quatro proteinas a
ser mais abragentemente caracterizada neste trabalho.

Pela analise da estrutura modular protéica dos fatores de transcri¢dio da Familia
Multigénica O2 (Vincentz er gl.), alguns motivos que podem definir nichos funcionais das

protefnas foram identificados. O dominio bZIP, além de servir como ligante de DNA € o
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elemento estrutural responsivel pela dimerizacfo, além disso apresenta um sinal de
localizacéo nuclear (NLS). Este NLS ¢ um motivo duplo composto por uma regifo situada N-
terminalmente ao motivo basico, o NLS-A, cuja segiiéncia conservada € composta pelo
motive DYLLR e uma regifio bastante conservada na familia multigénica 02, o NL8-B, que
esta situado dentro do motivo basico (Figura 8). Experimentos feitos com 02 de milho
demonstraram que tanto NLS-A como NLS-B sio importantes para a importaciic nuclear da
proteina e que no dominio basico, as funges de ligagho ac DNA e localizagdo da proteina sdo
independentes umas da outras (Varagona & Raikhel, 1994).

A aproximadamente 11 aminodcidos N-terminal do dominio bésico, encontramos o
motivo TSA (Figura 8). Esse motivo consiste de um agrupamento de serinas ¢ treoninas
seguidas por aminodcidos dcidos. Provavelmente, o motivo TSA contribua para a ativago
transcripcional da proteina bZIP. Em experimentos feitos usando o sistema de duplo-hibridos
de levedura para testar diversas construgdes de BLZI de cevada, foi demenstrado que o
motive TSA contribui para a ativagio de transcriclio através de interagSes com outras
proteinas (Vicente-Carbajosa ef al, 1998). Teoricamenie uma outra contribui¢fio desse
dominio para a fungBio da proteina poderia ser sua regulagfo através de fosforilagdo. Os
residuos de serina e treonina presentes no motivo poderiam servir como substrato de quinases
e fosfatases. No entanto, ainda nfo foi relatado nenhum estudo que tratasse especificamente
da fosforilagdo desse dominio e seus efeitos na proteina.

O dominio localizado N-terminalmente a TSA ¢ caracterizado pela seqiiéncia de
residuos DYLLR e se encontra presente na familia multigénica O2, com exce¢do de RITAl e
BZO2H2. O NLS-A de O2 se encontra dentro desse motivo. Estudos feitos com proteinas
CPRF? truncadas demonstraram que a deleciio do motive DYLLR impede a translocagéo
regulada por luz de CPRF2 para o nicleo (Kircher ef al., 1999).

Outros motivos encontrados na porgio N-terminal sfo os motivos VFEW ¢ EWFW. O
motivo VFEW estd ausente nas proteinas HBF1, BZO2H2 ¢ RITAl e o motivo EWFW ¢
pouco conservado entre essas proteinas. A combinagio de residuos hidrofébicos com écidos
parece ter importdncia para a ativagfo da transcrigdo, como foi demonstrado para o fator VP1
do virus Herpes simplex (Cress & Triezenber, 1991). Ouwtra indicaclo da importincia do
motivo EWFE € sua presenca na parte N-terminal do dominio de ativagfio de transcricfio de
(02 de milho (Schmidt, 1997).
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Com as informacBes descritas acima, mais os estudos filogenéticos feitos para
caracterizar a Familia Multigénica de O2 (Vincentz et al.,), foi concluido que o gene BZO2HI
de Arabidopsis thaliana provavelmente nio seja ortdlogo de 02 de Zea mays, pois a presenga
do l6cus 02 parece ser restrita a espécies monocotileddneas. Assim, a fungfio de BZOZHI
ainda precisa ser definida por uma caracterizaclio mais aprofundada. Essa caracterizagéo
inclui métodos de genética reversa como a superexpressfo ¢ o silenciamento do gene in vivo,
além da determinac8o de seu padriio de expressio in vivo com auxilio de marcadores. Outra
maneira de abordar a questiio funcional € pela caracterizagio dos elementos cis reconhecidos
por essa proteina in vifro. Com o conhecimento das seqiiéncias de DNA que os fatores de
transcrigdo se ligam, provavelmente, no futuro, serd possivel prever os genes com que esses
fatores interagem. Contudo, isso sé poderd ser realizado pelo actmulo de informagSes sobre
elementos regulatorios presentes nos promotores dos genes, tarefa gue ja comegou & ser
desempenthada por bancos de dados como TRANSFAC (www. transfac. gbf. de /
TRANSFAC/, TRRD (www.bionet.nsc.ru/mgs/dbases/trrdd/}, PlantCARE (www.sphinx.reg.
ac.be:800/transferm/ homepage.html) e PL ACE (www.dna.affcr.go. jp/htdocs/PLACE).

A Especificidade de liga¢io ao DNA de BZH1

Considerando que o reconhecimento de determinados motivos de DNA por fatores de
transcricdo pode nos fornecer dados sobre o papel regulatério desempenhado por esses
fatores, uma forma truncada da proteina BZO2H1 foi expressa como proteina recombinante
em E. coli. Essa proteina truncada englobou o dominio bZIP e foi denominada BZH1 (Figura
9). A expressdo ¢ purificacdo da proteina recombinante BZH1 foi necessdria para possibilitar
o estudo de alguns motivos de ligacdio ao DNA reconhecidos por ela.

Pelo alinhamento das proteinas da Familia Multigénica O2 foi observada a alta
similaridade existente entre BZO2H1 e OPACO2 (Figura 8). Essa similaridade na estrutura
priméria sugeriu que essas proteinas fossem apresentar as mesmas caracteristicas de ligacgo
ao DNA. Assim, experimentos de EMSA foram realizados para definir alguns motivos de
DNA que pudessem ser reconhecidos pela proteina BZH1.

Tendo em vista uma abordagem comparativa, em todos os experimentos, a proteina
recombinante 02 de Coix, que é ortdloga a O2 de milho, foi utilizada como controle. Foi

demonstrado que O2 de Coix apresenta, além da alta conservacfio do dominic bZIP, a mesma
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especificidade de ligacio ao DNA de O2 de milho para alguns motivos que j& foram bem
caracterizados. Estudos feitos com uma regifio do promotor da a-Coixina denominada O2-
box, revelaram a existéncia de sitios de DNA relacionados ao pseudopalindome AP-1 (57-
ATGACTCAT-3") que € reconhecido pelo fator GCN4 (Hill er al., 1986). Os sitios que fazem
parte da O2-box sfio o GCN4-Like Motiv ou GLM (5'TGACTA3") ¢ a seqiiéncia palindrome
(5"GACATGTC3"). Estes dois motivos séo reconhecidos tanto por O2 de miltho, como O2 de
Coix. Além disso, 0 motive GLM também j& foi encontrado nos promotores de outros genes
de proteinas de reserva e € reconhecido pelos fatores BLZ1 ¢ BLZ2 de cevada e SPA de trigo
(Yunes et al., 1994 e 1998; Vicente-Carbajosa er al., 1998; Onite ef al,1999; Albani ef al.,
1997). Em outro estudo de caracterizagdo de proteinas bZIP por sua especificidade de ligagdo,
foi demonstrado que o fator 02 de milho reconhece tanto o motivo Gebox (5°-
NNCACGTONN-3") como C-box (5~ NNGACGTCNN-3") com afinidades de ligacHo
comparaveis (Isawa et al., 1993).

Baseados nestas informacgfes, o primeiro experimento de EMSA realizado foi para
verificar se a proteina BZH1 reconheceria a sonda GP que continha os motivos GLM e
Palindrome do O2-box. Os resultados demonstraram a formagfio de dois complexos,
I (Inferior) e S (Superior) com a proteina recombinante BZH1 (Figura 13). A medida que a
concentragdo da proteina recombinante BZH1 foi aumentada, foi observada uma transicéo do
complexo I para o complexo S. A ligaciio de O2CX com a mesma sonda também resulta na
formac#io de dois complexos DNA/Proteina (Yunes ef ai., 1998). Entretanto, para uma mesma
concentracéo protéica foi observado que a intensidade do complexo superior foi menor do que
a do complexc inferior com a proteina O2CX em relacfio a BZH]I, indicando uma diferenca
das caracteristicas de ligacfio dessas duas proteinas com a sonda GP. A hipétese formulada
para explicar tal resultado seria que a tendéncia de formacfio do complexo superior da
proteina recombinante BZH1 com a sonda GP poderia ocomrer por um aumento da
cooperatividade de ligacio ao DNA. Isso significa que quando a proteina recombinante BZH1
se ligasse, sob forma dimerizada, a um dos motivos de DNA da sonda GP, promoveria a
ligacdo de outro dimero no sitio adjacente. Seguindo esse raciocinio, também seria possivel
afirmar que a proteina BZH1 apresenta maior cooperatividade de ligacéo a sonda GP doque a

proteina O2CX, pois o deslocamento do complexo inferior para o complexo superior ocorre a
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uma concentracio menor da proteina BZH! do que com a protefna O2CX {Resultado nio
mostrado).

Os ensaios de competicdo da proteina recombinante BZH! com a sonda GP indicaram
que 2 proteina recombinante BZH1 se liga de maneira especifica 4 sonda GP (Figura 15).
Experimentos feitos com a protefna controle O2CX também demonstraram que a ligagfo da
proteina recombinante O2CX a sonda GP era especifica (Yunes ef al., 1998).

Na tentativa de confirmar a ligagio da proteina BZH1 aos motivos GLM e Palindrome
presentes na sonda GP, foram realizados experimentos de EMSA utilizando sondas murtadas
nesses motivos: a sonda MP, que apresenta duas substituigSes no sftio GLM e a sonda GM,
que apresenta uma substituicdo no sitio Palindrome. As substituicdes feitas em cada motivo
suprimiram a ligag8o da proteina 02CX aos mesmos (Yunes et al., 1998). Os dados da
literatura foram confirmados nos experimentos das figuras 15 ¢ 16, em que a proteina
recombinante 02CX formou somente um complexo DNA/Proteina com o motivo nio mutado
de cada sonda. A proteina recombinante BZH! também apresentou um complexo
DNA/Proteina com as sondas GM e MP quando utilizada na concentragio de 1,6 pmol
(Figuras 15 e 16). Nos mesmos experimentos, foi observado que o aumento na concentracio
da proteina recombinante BZH1 provocou a formagfio de um segundo complexo
DNA/Proteina instdvel, em forma de rastro. Provavelmente, a formaciio desse complexo
instavel ocorreu porque as mutagdes nos motivos GLM e Palindrome nfo suprimiram a
ligagdio da proteina recombinante BZH1 as sondas mutadas. As mutagdes podem ter apenas
diminuido a afinidade da proteina recombinante BZH1 pelas sondas GM ¢ MP, levando 2
formagdo do complexo instavel observado.

Experimentos de EMSA utilizando as sondas G- ¢ C-box que continham os respectivos
motivos em suas seqiiéneias foram realizados com o intuito de caracterizar a especificidade de
ligagio da proteina recombinante BZHI1. Os resultados demonstraram que a proteina
recombinante BZH1 reconhece o motivo G-box com afinidade relativa comparavel a proteina
recombinante 02CX, porém, o reconhecimento do motivo C-box por BZHI1 ocorreu com
afinidade menor do que com O2CX (Figuras 17 e 18).

Os experimentos envolvendo as sondas GM, MP, G-box e C-box demonstram que as

proteinas recombinantes BZH1 e O2CX apresentam caracteristicas de ligac8o diferentes.
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Niu e colaboradores estudaram as regifes importantes para a especificidade de ligaclo
20 DNA dos fatores bZIP EmBP-1 ¢ TGAla e concluiram que além da regifio bésica, a regido

chamada “hinge” (= regifo dobradica), situada entre os aminodcidos -5 ¢ —1 em relagdo &
primeira leucina do ziper, parece ter importéncia para a especificidade de ligaciio ao DNA.
(Niu et al., 1999; Isawa et al,, 1993). Com esses dados, as proteinas recombinantes BZH1 e
02CX foram alinhadas e apalisadas (Figura 12). Foi observado que a regifio basica estd
bastante conservada entre as duas protefnas, no enianto, os cinco aminoédcidos da regido
“hinge” sho completamente diferentes. A regifio “hinge” da proteina recombinante BZH1
apresenta dois aminoacidos de carater acido (E, D) e trés aminodcidos polares (Q, T, $), sendo
que dois desses residuos sdo hidroxilados (T, S). A regifio “hinge” da proteina O2CX
apresenta dois aminodcidos de carater basico (H, K) e dois de cadeis lateral apolar (A, L). E
possivel que a diferenga na composicio de aminoacidos dessa regifio esteja envolvida com a
alta cooperatividade observada na ligagfio da proteina BZHI ¢ a sonda GP e pela menor
afinidade de ligagio da proteina BZH1 4 sonda C-box observada em relagéo a proteina 02CX.
Contudo, a possibilidade de que a diferenca entre as regides N- ¢ C-terminal da proteina
02CX e BZH1, ou mesmo seu ziper de leucina, tenham algum efeito sobre a ligagiio ao DNA
nio poderia ser descartada (Figurai2). No entanto, somente experimentos de trocas de
residuos da tegiio “hinge” e do ziper de leucina entre as proteinas 02CX e BZOZHI

poderiam definir quais sio os residuos responséaveis pelas diferengas de ligagfio.



PERSPECTIVAS

Para entender a funcfo de fatores de transcriglo do tipo bZIP, € possivel analisar a
guestdo por diferentes dngulos. Entre eles, o estude da expressdo do fator bZIP sob diferentes
condicGes fisioldgicas e ambientais, a caracterizagio da proteina bZIP e suas modificages
sofridas durante a regulacfo e a identificac8ic dos genes por ela ativados.

A caracterizac8o de BZOZH] teve por objetivo estudar um fator de transcrig8io, que por
sua homologia com O2, € potencialmente importante ¢ do qual nfo havia nenhuma
informacdo disponivel, além da seqiiéncia gendmica. Neste estudo, foi enfocada
principalmente a expressdo ¢ a especificidade de ligagdio de BZOZ2HI, assim como a
comparacio dos dados obtidos com os de outras proteinas da mesma familia Os préximos
passos que serfio levados adiante pelo grupe do Dr. Michel Vincentz, serd a anilise da
expressfio das proteinas BZO2H1-H4 sob diferentes condigdes de “stress” e cultivo de plantas
em meios gue apresentem variagdes na concentragdo de hormdnios, como o 4cido abscissico.
Também serfo produzidas plantas transgénicas que superexpressem ou que tenham a
expressfio destes fatores bZIP bloqueada para a andlise das fun¢Bes fisiologicas destas

proteinas in vivo.
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