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O Rio e 0 Oceano

Antes de um rio cair no oceano, ele treme de medo.Olha para

tras, para os cumes, as montanhas, o longo caminho sinuoso
através das florestas e vé a sua frente um oceano tao vasto que,

entrar nele, nada mais é do que desaparecer para sempre.

Mas nao ha outra maneira! O rio nao pode voltar! Ninguém
pode voltar! Voltar é impossivel na existéncia. O rio pode apenas
ir em frente. O rio precisa se arriscar e entrar no oceano. E
somente quando ele entra no oceano é que o medo desaparece,
porque entdao o rio sabera que nao se trata de desaparecer no
oceano, mas tornar-se oceano. Por um lado é desaparecimento e

por outro lado é renascimento.

Assim somos nés... Voltar é impossivel na existéncia. Vocé

pode ir em frente e se arriscar.

Coragem, torne-se oceano.

(Autor desconhecido)
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O primeiro dever da inteligéncia é desconfiar de si mesma.

(Stanislaw Kersy Lec, escritor polonés)



Para Ana Paula e Fabiana, meus dois anjos da guarda.
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Resumo

O Crescimento e desenvolvimento de todos os organismos dependem de uma
regulacdo adequada da expressdo gé€nica. A expressao génica diferencial resulta do controle
da taxa de iniciagdo da transcri¢dao por fatores de transcri¢do. Os fatores de transcrigdo do
tipo bZIP foram descritos em todos os eucariotos. Seu dominio conservado ¢ constituido de
uma regido rica em aminoacidos basicos que se ligam as bases do DNA, e o ziper de
leucinas, responsavel pela dimerizacdo. Andlises genéticas, moleculares e bioquimicas
indicam que os bZIPs sdo importante reguladores de processos especificos de
angiospermas. A identificacdo de possiveis grupos de genes ortélogos (PoGOs) a partir de
diferentes linhagens evolutivas permite racionalizar estudos funcionais. Dentro deste
contexto, o presente trabalho visa um melhor conhecimento sobre a evolugdo e fungdo dos
fatores de transcri¢do do tipo bZIP em angiospermas. Identificamos um conjunto nao
redundante de 77 bZIPs no genoma de Arabidopsis € 113 no genoma de Oryza sativa.
Andlises filogenéticas entre o conjunto de Oryza e Arabidopsis permitiram identificar 11
grupos de genes homologos. Andlises mais detalhadas levaram a identificacdo de 33
PoGOs, que possivelmente representam 33 fungdes ancestrais de angiospermas, além de
um PoGO exclusivo a monocotiledoneas e um possivel grupo de paralogos exclusivo a
Arabidopsis. Baseado no conjunto de resultados apresentado, propomos uma classificagao
atualizada das bZIP de angiospermas e um modelo evolutivo das mesmas. Esta abordagem
estd abrindo novas perspectivas para o estudo funcional de bZIPs. Ensaios de expressao
transiente de fusdes traducionais de AtbZIP76 e AtbZIP78 com RFP em células de cebola
mostram que estes bZIPs sdo direcionados ao nucleo, apesar de possuirem um dominio

basico defectivo.
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Abstract

Growth and development of all organisms depend on proper regulation of gene
expression. Differential gene expression is the result of the control of transcription
initiation rates by transcription regulation factors. bZIP transcription factors were described
in all eukaryotes. Their conserved domain is constituted by a basic aminoacids rich region
that bond to DNA bases, and a leucine zipper, responsible for dimerization. Genetic,
molecular and biochemical analysis indicate that bZIP factors are important regulator of
specific angiosperm processes. Identification of possible groups of orthologous genes
(PoGO) from different evolutionary lineages allows rationalizing functional studies. Within
this context, the present work aims a better knowledge of the evolution and function of
bZIP transcription factors in angiosperms. We identified a non-redundant set of 77 bZIP
factors in the Arabidopsis genome and 113 bZIP in Oryza sativa genome. Phylogenetic
analysis of Oryza and Arabidopsis sets of bZIP allowed identifying 11 groups of
homologue genes. More detailed analysis led to the identification of 33 PoGOs, that
possibly correspond to 33 ancestral functions in angiosperms, a exclusive monocot PoGO
and a possible groups of paralogous genes in Arabidopsis. Based on the results presented
here, we propose an updated bZIP classification and a model of their evolution. This
approach is revealing new perspectives on bZIP functional studies. Transient expression
essays of traductional fusions of AtbZIP76 and AtbZIP78 with RFP in onion cells show

that these bZIPs do target the nucleus, despite their defective basic domain.
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1.Introducao

1.1. Regulacio da expressio génica em eucariotos

O crescimento ¢ o desenvolvimento de todos organismos depende, em sua maior
parte, da regulacao apropriada da expressdo gé€nica. A regulacdo da expressdo génica pode
se dar em diferentes niveis: transcricdo, processamento de RNAm, transporte do RNAm
para o citoplasma, tradu¢ao, pds-traducao e multimerizagdo. No entanto, o controle da taxa
de iniciagdo da transcri¢do por fatores de regulacdo representa o meio principal utilizado
pelas células para modular a expressdo génica (Meshi & Iwabuchi, 1995 Beckett, 2001;
Warren, 2002; Wray et al., 2003). Os fatores de regulacdo da transcrigdo sdo conhecidos
como elementos trans e podem ser definidos como proteinas que se ligam a seqiliéncias
especificas de DNA (elementos cis) na regido montante aos genes e sdo capazes de modular
a taxa de iniciacdo da transcricdo (Kuhlemeier, 1992; Blackwood & Kadonaga, 1998;
Singh, 1998; Holstege & Young, 1999; Kornberg, 1999; Lee & Young, 2000; Riechmann

& Ratcliffe, 2000; Beckett, 2001; Warren, 2002).

Os reguladores da transcricdo podem ser agrupados em familias de proteinas
relacionadas que apresentam similaridades na estrutura primaria e/ou tridimensional do seu
dominio de ligagdo ao DNA e de multimerizacdo (Riechmann et al., 2000; Wingender et

al., 2000; Warren, 2002).

Algumas familias de fatores de transcrigdo, como bHLH (basic Helix Loop Helix),
MYB e bZIP (basic leucine zipper), sdo reguladores compartilhados entre todos os
eucariotos, e, portanto, ja estavam presentes antes da divergéncia das principais linhagens
eucarioticas (plantas, animais e fungos) datada de aproximadamente 1,5 bilhdes de anos

atras (Riechmann et al., 2000; Wingender et al., 2000). No entanto, cada uma destas



linhagens evolutivas desenvolveu novos tipos de proteinas que estdo envolvidas na
regulacdo da transcri¢do como: AP2 (APETALA2) e WRKY em plantas; NHR e Adf-1 em

animais; e C6 e Swi4/Swi6 em fungos (Riechmann et al., 2000).

Os genes que codificam para fatores de transcri¢do representam uma parte
significativa do genoma de eucariotos, sendo que em Arabidopsis eles correspondem a
5,9% dos genes, uma propor¢do maior do que a encontrada nos genomas de drosofila

(4.5%), C. elegans (3.5%) e levedura (3.5%) (Tabela I, Riechmann et al., 2000).

Tabela I. Porcentagem de genes que codificam para fatores de transcrigdo em varios
organismos.

Genes que codificam para fatores de transcricao

Numero total de

Organismo genes
Total Porcentagem
A. thaliana ~26.000* 1533 5.9
S. cerevisae ~6.000 209 3.5
C. elegans ~19.000 669 3.5
D. melanogaster ~14.000 635 4.5

* Atualmente este valor estd em aproximadamente 28.000 genes (Yamada et al, 2003)
Tabela retirada de Riechmann et al., 2000.

Ao contrario de outros organismos, o genoma de Arabidopsis nao apresenta
nenhuma familia multigénica que tenha sido amplificada desproporcionalmente, como ¢ o
caso dos receptores nucleares de hormonio em C. elegans (~38% dos seus fatores de
transcri¢ao), o zinc finger do tipo C2H2 em drosofila (~46%) e C6 e C2H2 em leveduras
(25% cada). As familias de fatores de transcricdo mais representativas em plantas sdo AP2,

MYB e bHLH, cada uma correspondendo a 9% do total de fatores de transcricdo



(Riechmann et al., 2000). A amplificacdo preferencial de certos tipos de reguladores pode

estar relacionada com a especificidade e adaptacao de cada linhagem (Lespinet et al. 2002).

1.2. Os fatores de transcricio bZIP

Os fatores de regulacdo de transcricdo do tipo basic leucine zipper (bZIP) foram
descritos em todos os organismos eucariotos (Wingender et al., 2000). Os possiveis
conjuntos ndo redundantes de fatores bZIP para quase todos os organismos eucaridticos que
possuem o genoma completo seqiienciado ja foram identificados (Tabela II; Riechmann et
al., 2000; Tupler et al., 2001; Fassler et al., 2002; http://compbio.cs.princeton.edu/bzip/).
bZIPs sdo caracterizadas por um dominio conservado de 40 a 80 aminoacidos, conhecido
como dominio bZIP. Este dominio ¢ constituido por dois motivos: uma regiao basica e um

ziper de leucina (Hurst, 1995; Figura 1).

Tabela II. Distribuicdo de bZIPs nos genomas de eucariotos

seqlienciados
Genoma Numero de bZIPs

Anopheles gambiae (mosquito) 23
Arabidopsis thalania 77
Caenorhabditis elegans (verme) 31
Drosophila melanogaster (mosca) 27
Danio rerio (paulistinha) 51
Fugu rubripes (baiacu) 54
Homo sapiens (humano) 65
Saccharomyces cerevisiae (levedura) 17

Tabela retirada de http://compbio.cs.princeton.edu/bzip/




A regido basica ¢ constituida por cerca de 30 aminoacidos basicos e é responsavel
pela especificidade de ligagdo ao DNA e por seu enderegamento nuclear (Izawa et al.,
1993; Varagona & Raikhell, 1994). Esta regido se encaixa no sulco maior da seqiiéncia de
DNA alvo, onde cadeias laterais de aminoacidos basicos estabelecem ligagdes hidrofobicas
ou pontes de hidrogénio com as bases do sitio alvo (Ellenberg et al., 1992; Konig &

Richmond, 1993; Hurst, 1995; Figura 1).

Liper de
Leucinas '<

Motivo
Easico

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura tridimensional do dominio conservado
bZIP. O motivo basico ¢ responsavel pela especificidade de ligagio ao DNA e
enderegamento nuclear. O ziper de leucina ¢ o motivo responsavel pela dimerizagao do
fator.

O ziper de leucinas ¢ constituido por repeticoes de residuos hidrofobicos,
principalmente de leucina, a cada sete aminoacidos em uma extensdo de 30 a 60

aminoacidos, sendo que o niumero de repeticdes pode variar de trés a nove (Hurst, 1995,



Jacoby et al., 2002). O ziper de leucinas, devido a sua caracteristica hidrofobica, ¢
responsavel pela dimerizacdo dos bZIPs, que podem formar homo ou heterodimeros
funcionais (Figura 1). As diferentes combinagdes entre bZIPs podem gerar diferentes niveis
de controle da expressdo génica, uma vez que diferentes combinagdes podem ter diferentes
afinidades de ligacdo ao DNA, entre outras coisas (Chiu et al., 1989; Sigh, 1998; Wray et
al., 2003). Estudos cristalograficos do fator bZIP GCN4 de levedura ligado a sua seqiiéncia
de DNA alvo revelaram que o dominio bZIP forma uma a-hélice e Os dois ziperes de
leucinas interagem produzindo uma estrutura “coiled-coil” (Ellenberg ef al., 1992; Hurst,

1995; Luscombe ef al., 2000; Figura 1).

Andlises genéticas, moleculares e bioquimicas indicam que os fatores bZIP sdo
reguladores importantes de processos especificos de angiospermas como o
desenvolvimento de orgaos (Walsh et al., 1997; Chuang et al., 1999); elongacao celular
(Yin et al., 1997; Fukuzawa et al., 2000); controle do balanco nitrogénio/carbono (Ciceri et
al., 1999); mecanismos de defesa (Niggeweg et al., 2000; Zhang et al., 1999; Despres et
al., 2000; Pontier et al., 2001); via de sinalizacdo de hormoénios e da sacarose (Rook et al.,
1998; Choi et al., 2000; Finkelstein & Lynch, 2000; Uno et al., 2000; Niggeweg et al.,
2000); resposta a luz ( Schindler et al., 1992; Wellmer et al., 1999; Osterlund et al., 2000;

Ulm, et al., 2004); e controle osmético (Satoh et al., 2004).

Inicialmente, cerca de 50 bZIPs de angiospermas foram identificados em plantas e
classificadas em cinco familias, de acordo com sua similaridade na regidao bZIP (Vettore et
al., 1998). Com o final do seqiienciamento do genoma de Arabidopsis thaliana, observou-
se que ele possivelmente codifica para 81 fatores bZIP (Arabidopsis Genome Iniciative,

2000; Riechmann et al., 2000). Apds uma analise mais detalhada, foram identificados 77



fatores bZIP que provavelmente representam o conjunto completo ¢ ndo redundante deste
tipo de fator em A. thaliana. A relagdo evolutiva entre membros desta colecdo foi avaliada
e resultou numa organizacao em familias de proteinas evolutivamente relacionadas (Jacoby

at el., 2002; Vincentz et al., 2003).

1.3. Grupos de Orto6logos

Duplicagdo génica ¢ um processo essencial na diversificagdo e adaptacdo de
organismo durante a evolugdo, uma vez que genes duplicados sao fontes de material para
gerar novas fungdes através de mutacdes e selecdo natural (Alvarez-Buylla et al., 2000;
Lawton-Rauh, 2003; Vandepoele et al., 2003; Kellis et al., 2004). A obtencdo de novas
copias génicas por recombinacdo ndo homoéloga e/ou por duplicagdo de segmentos
genOmicos ¢ de genomas inteiros, sd30 mecanismos que levam a formacdo de familias
multigénicas (Wendel, 2000; Bennetzen, 2002; Kellis ef al., 2004). Estes mecanismos vém
contribuindo significativamente, ao longo da evolugdo, para moldar o formato atual dos
genomas eucariotos conhecidos (Lespinet et al., 2002; Lynch, 2002). Este fato pode ser
ilustrado em eucariotos com Arabidopsis, onde as familias multigénicas correspondem a

65% do seu genoma (Wendel, 2000).

Inicialmente, um gene duplicado apresenta redundancia funcional em relagdo ao
gene do qual se originou. A partir deste ponto, quatro podem ser os destinos destas duas
copias. Primeiro, se ambas as copias mantém sua fun¢do original, de modo que uma pode
substituir integralmente a outra, entdo as copias sdo funcionalmente redundantes
(redundancia funcional, Figura 2). Segundo, se as copias apresentam mutacdes de forma

que a funcdo desempenhada por um Unico gene ancestral passa a ser desempenhada pela



acdo em conjunto de ambas as cdpias, entdo se tem uma subfuncionalizagido (Figura 2). No
caso de uma cdpia manter a fungdo original, a outra pode acumular diferentes mutagdes,
fazendo com que esta ndo desempenhe mais a mesma fungao ancestral, ou ndo participe
mais de um mesmo processo. Deste ponto, este gene pode ser aproveitado em um processo
diferente do processo original e/ou em um novo processo (neofuncionalizagdo, Figura 2).
Alternativamente, as mutagdes acumuladas podem resultar na formagdo de um pseudogene
(revisado por Lawton-Rauh, 2003; Figura 2). Pseudogenes sdo seqiiéncias inativas de DNA
gendmico que possuem similaridade com genes funcionais, e devido a esta similaridade,

eles sdo considerados como evolutivamente relacionados aos seus pares funcionais.

Duplicacio Génica

Redundéncia Funcional
Fungdo redundante ou similar entre as duas copias

v
Subfuncionalizacio Neofuncionalizacao Formacio de Pseudogene
Fungdo co-adaptada, sem Recrutado para uma nova fungao Perda de fungdo

sobreposicao

Figura 2. Possiveis destinos de genes duplicados segundo uma trajetdria hierdrquica. Apds
a duplicacdo génica, as duas copias geradas apresentam redundancia funcional. Esta
redundancia pode se manter ao longo da evolugdo, ou pode haver subfuncionalizagao,
neofuncionliza¢ao ou formagao de pseudogene (Figura retirada e modificada de Lawton-
Rauh, 2003)



Estudos recentes de comparagdo de genomas de duas espécies de levedura, K. waltii
e S. cerevisae, demonstraram que para 95% dos 457 genes duplicados, apenas uma das
copias sofre uma evolugdo acelerada (gene derivado), enquanto a outra copia mantém a
informagao original, permitindo haver uma distingdo entre as fungdes ancestrais e derivadas
(Kellis et al., 2004). Este resultado sugere que a neofuncionalizagdo foi o mecanismo mais

privilegiado durante o processo evolutivo em leveduras (Moore & Purugganan, 2003).

O seqiienciamento de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome Iniciative, 2000),
uma eudicotiledonea (Figura 3; Savolainen & Chase, 2003; uma revisdo mais detalhada
pode ser vista na pagina http://www.csdl.tamu.edu/FLORA/newgate/apglang.htm), abriu
uma fronteira para o estudo de genomas em angiospermas, uma vez que este corresponde
ao primeiro genoma completo seqiienciado de uma planta, o que permitiu obter o conjunto
génico completo relativo a uma angiosperma, formando um esqueleto de base para estudos
comparativos com os genomas de outros organismos (Soltis & Soltis, 2003). Com o
término do seqiienciamento dos genomas de arroz (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002), uma
monocotiledonea (Figura 3), a comparacdo do seu genoma com o de Arabidopsis permitiu
explorar as bases genéticas da diversidade das duas grandes divisdes de angiospermas:
mono ¢ eudicotiledonea. Um dos aspectos da abordagem comparativa envolve o
estabelecimento de relacdes entre genes de diferentes genomas em um sistema de genes
homologos, que inclui genes ortdlogos e paralogos (Bennetzen, 2002; Pennacchio, 2003;
Vincentz et al., 2004). O termo ortdlogo refere-se aos genes homologos que divergiram a
partir de um evento de especiagdo (sdo versdes do mesmo gene em organismos diferentes),
e genes pardlogos sdo genes homodlogos que resultaram de um evento de duplicagcdo dentro

de um genoma (Tatusov et al., 1997; Thornton & DeSalle, 2000; Fitch, 2000; Meyerowitz,



2002, Figura 4). Genes ort6logos normalmente conservam a mesma func¢do enquanto genes

paralogos podem desenvolver novas fungdes (neofuncionalizacdo).

Dicotiledoneas (Ex: magnolia, vitoria-régia, Amborella, Arabidopsis) A

Monocotiledoneas (Ex: grama)

Eudicotiledoneas (Ex: Arabidopsis) B

Monocotiledoneas (Ex: grama, arroz)

Dicotiledoneas Primitivas (Ex: magnolia)

Nymphaea (Ex: vitoria-régia)

Amborella

Figura 3. Reclassificagdo das angiospermas. Uma nova classificagdo de angiospermas com
base em estudos de filogenia molecular resultou na divisdo das dicotiledoneas (A) em 4
grupos distintos: eudicotiledoneas, dicotiledoneas primitivas, Nymphea e Amborella (B). A
juncao das dicotiledoneas primitivas com as monocotiledoneas reflete a presenga de poélen
com uma abertura apenas, ao contrario das eudicotiledoneas, que possuem 3 aberturas.
Tanto Nymphaea quanto Amborella sdo linhagens basais, uma vez que apresentam
elementos primitivos. Modificada de Savolainen & Chase (2003)

Espécie 1
Al
@) Ortologos
Espécie Espécie IT
Ancestral —_E_

— 2 g

Esi ecie I

Espécie IT
—aa—
Paralogos

Ortologos

Figura 4. Relagdes evolutivas de homologia entre genes. Genes ortdlogos sdo originados
de eventos de especiacdo (E). Genes paralogos sdo originados de eventos de duplicacao



(D). A1 e A2 sdo genes paralogos originados por duplicacio do gene A na espécie
ancestral, e ddo origem a dois grupos de ortdlogos, A1’ e A2’ nas espécies [ e II. A3’ ¢
paralogo de A2’ e pode assumir uma fun¢ao diferente deste.

As relagdes de ortologia entre genes de familia multigénicas podem ser avaliadas
através da definicdo de grupos de genes ortdlogos (Tatusov et al., 1997). Cada grupo de
ortdlogo ¢ assumido como sendo o resultado da evolugdo de um gene ancestral através de
eventos de especiacdo e duplica¢do. Considerando que todos os genes dentro de um mesmo
grupo de ortélogo possuem uma mesma origem ancestral, a delimitacdo de um grupo deve
facilitar a transferéncia de informacdes bioquimicas, estruturais e funcionais de uma
proteina para outra dentro de um mesmo grupo (Tatusov et al., 1997). Esta abordagem
otimizaria a andlise funcional de proteinas cujas fungdes ainda sdo desconhecidas. Além
disso, os grupos de ortdlogos facilitam a interpretacdo de padrdes evolutivos de genes
homologos, evidenciando taxas de evolu¢dao e de duplicagdo. O estudo evolutivo de
familias génicas pode trazer informagdes relevantes ao entendimento da funcdo de um
gene, o que acaba gerando um novo paradigma na biologia, pois ao invés de se estudar um
fendtipo e procurar um gene responsavel por este fenodtipo, € possivel eleger genes
candidatos e através de técnicas de genética reversa determinar a fungdo associada a este

gene (Henikoff ef al., 1997).

Uma limitagdo desta abordagem esta relacionada a confiabilidade da organizagao
em grupos de ortdlogos, que depende, por parte, da amostragem de genes dos organismos
considerados. Para contornar esta situacao ¢ possivel utilizar os dados de EST (Expressed
Sequence Tag). Existe uma grande quantidade de EST disponiveis de diversas

angiospermas nos bancos de dados (GenBank, National Center for Biotechnology
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Information, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), que correspondem a mais de dois
milhdes de seqiiéncias, e podem contribuir significativamente para melhorar a resolucdo
dos grupos de ortdlogos (Gai et al., 2000; Quackenbush et al., 2000; Quackenbush et al.,
2001; Vincentz et al., 2001; Yuan et al., 2001, Lijavetzky et al., 2003). Para aumentar a
quantidade de informag¢ao que se pode obter a partir de ESTs, elas passam por um processo
de montagem, no qual sdo formadas seqiiéncias maiores e mais informativas a partir da
sobreposi¢do de seqliéncias de EST, gerando possiveis transcritos unicos (Pertea et al.,
2003; Rudd, 2003). Este tipo de abordagem vem se mostrando eficiente para estudo de
diversos genes, em um esfor¢co de representar todas as seqiiéncias expressas de um

organismo.

1.4. Filogenia

Para estabelecer as relacdes de ortologia/paralogia entre os membros homologos
que compde uma familia multigénica ¢ necessario fazer inferéncias filogenéticas, na forma

de arvore, que reconstruam a arvore mais provavel que reflita as relagdes evolutivas.

Dentre os métodos existentes para uma reconstrugdo filogenética destacam-se a trés
métodos diferentes: métodos de parcimdnia, métodos de verossimilhanga e métodos de
distancia. Aos métodos de reconstru¢cdo estdo associados dois processos: a estimativa da
topologia e a estimativa do valor do comprimento de cada ramo de uma arvore, a fim de
gerar uma darvore que represente uma inferéncia estatistica de reconstruir a arvore

verdadeira (Nei & Kumar, 2000).

O método de Maxima Parcimdnia (MP; Henning, 1966; Eck & Dayhoff, 1967)

baseia-se na mudanc¢a do estado dos caracteres (Graur & Li, 2000) e suporta a hipdtese de
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que a via menos complicada ¢ a mais provavel, minimizando o numero de etapas
evoluciondarias necessarias para explicar um determinado evento. Este método procura
todas as topologias de arvores possiveis, em busca da arvore minima 6tima. Apesar de fazer
analises de diferentes topologias, MP ¢ um método que requer um grande tempo de
comparagdo, o tamanho dos ramos ndo sdo informativos e se utiliza apenas dos sitios

informativos (Nei & Kumar, 2000).

O método de Maxima Verossimilhanga (MV; Cavalli-Sforza & Edwards, 1967,
Felsenstein, 1981) se baseia em testar hipoteses ou modelos evolutivos e observar se qual
topologia obtida melhor adequou ao modelo utilizado. Este método apresenta menor
variancia do que outros métodos tende a ser robusto ao assumir o modelo evolutivo e tem
uma boa base estatistica, no entanto, ¢ um método quase proibitivo quando se trata de

analise com grandes bancos de dados, considerando seu grande consumo de memoria (Nei

& Kumar, 2000).

O método de juncao de vizinhos mais proximos ou Neighbor-Joining (NJ; Saitou &
Nei, 1987) ¢ uma simplificacdo do método de Evolu¢ao Minima (EM), o qual se baseia nas
no célculo das distancias evolutivas (Graur & Li, 2000) para todos os pares e reconstru¢ao
de uma arvore que leva em consideragdo as relacdes entre todas as distancias. No caso de
NJ, a metodologia recupera apenas uma topologia, que ¢ assumida como mais provavel. NJ
¢ um método rapido, apropriado para grandes conjuntos de dados, permite linhagens com
diferentes tamanhos de ramos e substituicdes multiplas, no entanto ele mostra apenas uma

topologia possivel (Nei & Kumar, 2000).

E importante ressaltar que tanto MP quanto MV sdo considerados métodos

cladisticos, ou seja, levam em consideracdo o estado dos caracteres analisados e
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estabelecem um relagdo ancestral-derivado, resultando em uma topologia de arvore
denominada clado, na qual se observa um raiz. Por outro lado, NJ ¢ um método fenético,
que se baseia no grau de similaridade entre as seqiiéncias. A fenética tem como pressuposto
que todas as seqiiéncias analisadas tém uma taxa de evolugdo igual, e, portanto, ndo visa

estabelecer relagdes de ancestralidade (Graur & Li, 2000).

A utilizagdo de métodos que requerem uma menor capacidade computacional pode
levar a conclusdes similares aquelas obtidas por métodos mais dispendiosos de tempo,
como MP e MV (Nei et al., 1998), o que levou a utilizagdo de NJ como o método de

inferéncia.

1.5. Objetivos

- Identificar fatores de transcri¢do do tipo bZIP em seqiiéncias gendmicas de arroz e de

ESTs de angiospermas para utilizd-los em uma analise filogenética;

- Definicao de grupos de genes homdlogos e grupos de genes ortdlogos dos fatores bZIPs

de angiospermas e utilizacdo deste dados para racionalizar estudos funcionais;

- Iniciar um estudo funcional relacionado ao direcionamento nuclear dos bZIPs AtbZIP76 e

AtbZIP78.
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2.Materiais e Métodos

2.1. Material Computacional

Todas as analises computacionais foram realizadas com um computador Pentium®

4, com processador de 1,8 GHz, disco rigido de 80 Gb ¢ meméria RAM de 1Gb. Os
sistemas operacionais utilizados foram Linux e Windows XP, operando na mesma
maquina, através de um sistema de dual boot. Todos os pacotes e programas utilizados,
com excec¢do do Office® XP foram obtidos gratuitamente (Tabela III). Os scripts utilizados
para as analises, desde a captura de seqiiéncia até a geracao de tabelas, foram desenvolvidos
no proprio laboratério ou em colaboragdo com outros laboratdrios (disponiveis em

www.unicamp.br/~lgcorrea/scripts).

Tabela III. Lista de programas utilizados.

Programa Site Referéncia
Clustal X www-igbmec.u-strasbg.fr/Biolnfo/ClustalX/Top.html Thompson et al., 1997
Blast www.ncbi.nih.gov/blast Altschul et al., 1990
TGICL www.tigr.org Pertea et al., 2003
Phylip http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html  Felsenstein J., 1993
GeneRunner  http://www.generunner.com/ -

MEME http://meme.sdsc.edu/meme/website/intro.html Bailey & Elkan, 1994

2.2. Obten¢ao das seqiiéncias

Os genomas de Oryza sativa (arroz) correspondentes a ssp indica (103044
seqliéncias, Yu et al., 2002) e ssp japonica (42109 seqiiéncias, Goff et al., 2002) foram
obtidos através do Instituto de Genomica de Pequim (http://btn.genomics.org.cn/rice/) e da
Syngenta (www.syngenta.com), respectivamente. Os 63 cDNAs de arroz que codificam

para bZIP foram selecionadas através do Consorcio de cDNA inteiro de arroz
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(www.gramene.org; The Rice Full-Length cDNA Consortium, 2003). As seqiiéncias dos 12
cromossomos de Oryza sativa. ssp japonica foram obtidas através do Consorcio
Internacional de Seqiienciamento do Genoma do Arroz (IRGSP; www.gramen.org; Sasaki

& Burr, 2000).

Os ESTs de monocotiledoneas Oryza sativa (37109 seqiiéncias), Sorghum bicolor
(84712 sequéncias), Zea mays (207420 seqiiéncias), Hordeum vulgare (372383
seqiéncias) e Triticum aestivum (415728 seqiiéncias) e dicotiledoneas Glycine max
(308572 seqiiéncias), Medicago truncatula (181440 seqliéncias), Lycopersicon esculentum
(148650 seqiiéncias), Solanum tuberosum (94422 seqiiéncias) e Lotus corniculatus var.
japonicus (36311 seqiiéncias) foram obtidos através do banco de dados de EST (dbEST)
do NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/dbEST/index.html) em 22/04/2003, e no caso de arroz
elas foram obtidas também através do Instituto de Genomica de Pequim. Os ESTs de
Saccharum  ssp. (237954 seqiiéncias) foram obtidos através do SUCEST
(http://sucest.lad.dcc.unicamp.br/en/). Os ESTs relativos a alga verde Chlamydomonas
reinhardtii (27511 seqiiéncias), a briofita Marchantia polimorfa (1415) e a gimnosperma
Pinus taeda (110622 seqiiéncias) forma obtidos através do NCBI em 26/01/2004. Os ESTs
relativos a briofita Physcomitrella patens foram cedidos pela Universidade de Leeds

(Inglaterra, por comunicagao pessoal com Martin Lomas).
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2.3. Construcio de um banco niao redundante de fatores de transcricao do tipo bZIP

de Angiospermas.

A constru¢do de um banco nao redundante de fatores de transcri¢do do tipo
bZIP de angiospermas (Angiotot) foi realizada através de buscas interativas no banco de
proteinas do GenBank (NCBI, www.ncbi.nih.gov) e do MAtDB
(www.mips.biochem.mpg.de/proj/thal/) utilizando seqiiéncias de bZIPs conhecidas e
evolutivamente distantes umas das outras como seqiliéncias query para buscas nos bancos
de dados com os programas blastp e tblastn, nos servidores do NCBI e MAtDB. Buscas
adicionais por palavra chave também foram feitas no MAtDB e no NCBI. Edi¢ao de exons
que codificam alguns dominios bZIP envolveu modifica¢des nas juncgdes intron/exon, que
foram guiadas pelo alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos e pela presenca de sitios
canodnicos de splicing (GT-AG) (Vincentz et al, 2003). A versdo utilizada para as analises

corresponde a uma atualizagao realizada em outubro/2003.

2.4. Montagem das seqiiéncias de EST em clusters

As montagens dos ESTs em clusters foi feita através do programa TGICL (Pertea et
al., 2003). Cluster ¢ o resultado do agrupamento de seqiiéncias feito por um programa de
montagem, e¢ ¢ formado por contig (quando o cluster ¢ formado por duas ou mais

seqiiéncias) e singlet ou singleton (quando o cluster ¢ formado apenas por uma seqiiéncia).

Para as montagens dos ESTs de cevada, soja e alfafa, foi necessario um passo
anterior a montagem por TGICL, devido a formacao de clusters numerosos e presenca de

seqiiéncias de baixa complexidade. Para solucionar este problema, duas etapas anteriores a
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montagem foram feitas. A primeira consistiu em selecionar as ESTs que possuem
similaridade com as bZIPs do banco Angiotot, através de Blastx e utilizando um valor de
corte de le-4, resultando em um subconjunto de seqii€ncias que possuem similaridade com
bZIPs. A segunda corresponde a um novo ciclo de sele¢do, utilizando o subconjunto obtido
na primeira etapa como semente para selecionar as ESTs que possuem similaridade com
este subconjunto. Esta segunda etapa foi feita por Blastn com valor de corte 1e-4, e as ESTs

selecionadas nesta etapas foram entdo montadas em clusters.

2.5. Estabelecimento da metodologia para identificar seqiiéncias genomicas de arroz e
clusters de ESTs que possivelmente codifiquem para fatores de transcricao do tipo

bZIP

A identificagdo de fatores de transcri¢do do tipo bZIPs em seqiiéncias gendmicas de
Oryza sativa (arroz) e em clusters de ESTs foi realizada utilizando o programa tBlastn e o
conjunto de referéncia de bZIPs nao redundantes em angiospermas (Angiotot), descrito em
Vincentz et al. (2003). As seqiiéncias que possuiam um e-value inferior a le-4 foram

selecionadas, formando um subconjunto (SeqZIP, Figura 4).

Os possiveis falsos positivos, correspondentes principalmente a regides de baixa
complexidade, foram excluidos deste subconjunto, através de conferéncia visual dos

alinhamentos.

Um andlise mais detalhada das demais seqiiéncias de SeqZIP foi feita através da
comparagdo por Blastx 2a2 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html) com o

respectivo melhor alinhamento (best hif) em Angiotot, a fim de definir sua fase de leitura
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aberta, e, no caso das seqliéncias genomicas de arroz, definir a estrutura do gene. A
definicao desta estrutura tem como base os alinhamentos obtidos por Blastx 2a2, a posicao
de introns conservados em bZIPs homoélogas e a presenca de sitios candnicos de splicing
GT-AG. Para auxiliar a montagem das seqiiéncias codificantes foi utilizado o programa

GeneRunner. O Protocolo estabelecido esta descrito na Figura 4.

2.6. Analise de redundincia

A redundancia existente entre os conjuntos de bZIP de Oryza sativa ssp indica ¢
Oryza sativa ssp japonica foi avaliada usando Blastp entre os dois conjuntos de bZIP,
fixando como critério de identidade 97% de aminoacidos idénticos sobre um alinhamento
de no minimo 40 aminoacidos em regido conservada. Este critério se baseia na observagao
de 96.5% de identidade observada entre dois pardlogos recentes em milho, OHP1 e OHP1b,
e, portanto apenas os genes que possuem uma identidade menor que 97% sao considerados

novos genes (Vincentz et al., 2003).

2.7. Analise filogenética

As seqiiéncias de aminoacidos das bZIPs foram alinhadas com Clustal X
(Thompson et al., 1997), utilizando as condi¢des padrdo do programa. Andlise das
distancias foi realizada por neighbor-joining (NJ) com o programa NEIGHBOR (PHYLIP).
As distancias foram obtidas usando uma matriz de distancias do tipo PAM (Dayhoff et al.,
1978), através do programa PRODIST (PHYLIP). As re-amostragens do conjunto original
de bZIPs foi feita por um bootstrap de 1000 repeti¢des através do programa SEQBOOT

(PHYLIP).
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Figura 5. Esquema do protocolo bioinformdatico para a identificacdo de bZIPs em
seqiiéncias gendmicas e EST. As seqiiéncias de genomas de arroz (ssp. indica e ssp.
Jjaponica) ou clusters de ESTs sdo comparadas ao banco Angiotot por tBlastn, originando
um conjunto de seqiiéncias que possivelmente codifiquem bZIP (SeqZIP). Deste conjunto,
uma analise visual permitiu retirar os falsos positivos, que correspondem, na maioria das
vezes, as seqiiéncias de baixa complexidade. As demais seqiiéncias sdo analisadas por
Blastx 2x2 com o melhor alinhamento obtido com um bZIP de Angiotot, a fim de
identificar seu provavel quadro aberto de leitura. Além disto, no caso das seqiiéncias
gendmicas de arroz, foi definida a estrutura dos genes, baseada no alinhamento obtido pelo
Blastx 2x2, e considerando a presenga de seqiiéncias canonicas GT-AG na jung¢do intron-
exon e a posi¢ao de introns conservados nos seus provaveis pares homoélogos.
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2.8. Identificacido de Possiveis Grupos de Ortélogos (PoGO)

A identificagdo de PoGOs de bZIPs em mono ¢ dicotiledoneas foi realizada a partir
da avaliacdo das relagdes evolutivas estabelecidas por NJ dos alinhamentos de seqiiéncias
em aminoacidos de motivos conservados de bZIPs em Arabidopsis, em arroz, no banco
Angiotot e nas bZIPs identificadas a partir de ESTs. A identificagdo de um PoGO obedece
a 3 premissas: (i) cada PoGO deve possuir um bootstrap maior que 50%; (ii) o PoGO deve
possuir no minimo um representante de Arabidopsis e um de arroz, assumindo que o
possivel conjunto completo de bZIPs para estes dois organismos foi identificado e que
nenhuma perda seletiva de genes ocorreu; e (iii) a filogenia obtida deve refletir a filogenia

das espécies (Vincentz et al., 2003).

A identificacdo dos motivos conservados foi feita através de andlises de motivos

com o programa MEME e de alinhamentos por ClustalX.

2.9. Analise de duplicacdes no genoma de Arabidopsis thaliana

Para identificar as bZIPs paralogas originadas por duplicagdes de blocos do genoma
de Arabidopsis, foi feita uma busca através do site Paralogons in Arabidopsis thaliana

(http://wolfe.gen.tcd.ie/athal/dup).
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2.10. Obtencio de fusdes traducionais de AtbZIP76 e AtbZIP78 com o gene reporter

RFP

Os cDNAs de AtBZIP76 (N.° acesso NCBI AV566454) ¢ AtBZIP78 (N.° acesso
NCBI AV440431) foram obtidos através do Kazuza DNA Research Institute
(www.kazuza.orjp) e do Riken Institute of Physical and Chemical Research
(www.riken.go.jp), respectivamente. O cDNA de AtBZIP76 possui 1125 pb e codifica
para uma proteina de 374 aminoacidos. Ja o cDNA completo de AtBZIP78 possui 798 pb ¢

codifica para uma proteina de 265 aminoacidos.

Procedimentos basicos foram usados para amplificagdes, digestdes enzimaticas, €
clonagens de DNA; transformacdo de E. coli e minipreparagdes de plasmideos (Sambrook
et al., 1989). As purificagdes de fragmentos de DNA foram realizadas em gel de agarose
1% utilizando o kit Concert Rapid Gel Extraction System (GibcoBRL) seguindo o
protocolo do fabricante. O seqiienciamento do DNA foi realizado segundo a metodologia
Dye Terminator (Big Dye Kit, Perkin Elmer) e analisado com os programas Chromas e

BLAST.

As seqiiéncias completas codificantes para esses dois fatores de regulagdo da
transcricdo de Arabidopsis foram amplificadas por PCR com os oligonucleotideos LGC3
(5")/LGC4 (3") para AtBZIP76 ¢ LGCI1 (5")/LGC2 (3") para AtBZIP78 (Tabela 1V), que
adicionam um sitio Spel na extremidade N-terminal, antes do cédon de iniciagdo e um sitio
para Kpnl antes do cddon de terminacdo, de forma que os fragmentos resultantes pudessem

ser clonados em fase com RFP na por¢ao N-terminal.
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Tabela IV. Oligonucleotideos utilizados na clonagem de AtbZIP76 ¢ AtbZIP78
AtBZIP76 AtBZIP78
Para 5’-- LGC3 Para 5'-- LGC1
5'"GAACTAGTGTGACAATGGC 3’ 5" TTACTAGTAATATAGAGATGGC 3’
Sitio Spel Sitio Spel

Para 3"-- LGC4 Para 3'-- LGC2

5'AGTGGTACCGACCCATCACAGATAC 3" |5 GAAGGTACCTTTCCAGTTCAGCTA 3’
Sitio Kpn Sitio Kpn

Um fragmento de 798 pb foi obtido para AtBZIP78 ¢ um de 1134 pb para AtBZIP76. Estes
fragmentos foram clonados em pOL-RFP (Figura 5). O vetor pOL-RFP se origina de vetor
pOL-GFP (Peetrers et al., 2000), cuja seqiiéncia de GFP foi excisada e trocada pela

seqiiéncia de RFP originada de pDsRed1-N1 (Clontech).

A
Pst1 Spel Kpn 1 Xba Pst 1
Hind 111 Hind I11
I 2xEn 35S cDNA AtBZIP76 RFP Poly A el
B
Pst] Spe I Kpn 1 XYba I Pst]
Hind 111 Hind III
R 2xEn 35S cDNA A(BZIP78 RFP Poly A Erel

-
—_—

Figura 6: Esquemas dos cassetes de expressdo dos plasmideos Pol RFP:::AtbZIP76 e
Pol RFP:::AtbZIP78 utilizados nos ensaios de expressdo transiente em epiderme de cebola.
A) Promotor 35S comandando a expressdo da proteina AtbZIP76 fusionada a RFP. B)
Promotor 35S comandando a expressdo da proteina AtbZIP78 fusionada a RFP.
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2.11. Transformacéo por biobalistica

Tiras de epiderme de cebola de aproximadamente 2x2 cm, previamente dispostas em
placas de Petri contendo sal Murasshige & Skoog (MS, 1962) 1X, 30g/L de sacarose, 2%
de agar e pH 5,7, foram bombardeadas utilizando-se um canhdo de hélio construido em
série pelo CENARGEN/Embrapa de Brasilia. Aproximadamente Sug de DNA plasmidial
de cada constru¢do foram precipitados sobre microparticulas de ouro (250ug/ul; 50ul),
previamente lavadas com etanol 70%, centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min., lavadas com
agua milli-Q estéril e ressuspendidas em 60ul de glicerol 50%. Nessa preparagdo, a
mistura de DNA e microparticula foi homogeneizada em vortex por 5 min, adicionando-se
simultaneamente, em seguida, 20 pL de espermidina 0,1 M, e 50 uL de cloreto de célcio
2,5 M. Essa mistura continuou sendo homogeneizada em vortex por mais 3 min e
permaneceu em repouso por mais 3 min. Em seguida, o material foi centrifugado por 5 s a
5.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado uma vez com 150uL de
etanol 70% e 3x com etanol absoluto. As microparticulas recobertas com o DNA de
interesse foram ressuspendidas em 60uL de etanol absoluto e 7ul dessa preparacdo foi
depositado sobre discos “kapiton”, que ficaram em repouso, secando em fluxo laminar. No
bombardeamento foram empregadas uma pressdo de 1200 psi de gas hélio e vacuo de 28
mm de Hg. As tiras de cebola foram posicionadas dentro da camera de vacuo do canhdo a
uma distancia de 6 cm do disco de ruptura. Apds o bombardeamento, células transformadas

foram incubadas a 22°C por um periodo de no minimo 24 horas.

Os controles pRJIG23 e pRIG32, com seqiiéncias fusionadas a GFP que direcionam para
nucleo e citoplasma, respectivamente, foram gentilmente cedidos por Robert J. Grebenok

(Departamento de Biologia, Canisius College, Nova lorque, EUA).
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2.12. Microscopia de Fluorescéncia

O material transformado foi observado em microscopio de fluorescéncia Nikon
Eclipse E600, com camara CCD: Cool SNAP-Pro digital system from Media Cybernetics
(Silver Spring, Maryland, USA). Os comprimentos de onda dos filtros utilizados para
excitagao foram 330-380 nm para a visualizagdo de DAPI/Hoechst, 465-495nm para GFP e

528-553 nm para RFP.
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3. Resultados e Discussao

Projetos genomas de diferentes organismos visam elucidar a arquitetura dos
diferentes genomas e obter informacgdes a respeito de seus genes (Jacq, C. et al. 1997; The
C. elegans Sequencing Consortium, 1998; Adams at al., 2000; Arabidopsis Genome
Initiative, 2000; Goff at al., 2002; Yu at al., 2002). Apesar de o numero de seqiiéncias
depositadas em bancos de dados crescer exponencialmente, os esforgos para caracterizar os
genes codificados por estes genomas ndo conseguem acompanhar o ritmo deste
crescimento. Do genoma de Arabidopsis, apenas cerca de 10 a 20% dos seus 28 mil genes
foram funcionalmente caracterizados, mas existem esfor¢os internacionais que visam
caracterizar todo o transcriptoma de Arabidopsis até 2010 (Riechmann & Ratcliffe, 2000;

The Multinational Coordinated Arabidopsis thaliana Functional Genomics Project, 2003).

A comparagdo dos genes de diferentes genomas permite uma classificagdo em
familias de genes homdlogos, as quais incluem ortélogos e paralogos (Tatusov et al., 1997).
Um Grupo de Genes Ortologos assume que os genes deste grupo evoluiram de um ancestral
unico a partir de eventos de especiagdo e duplicacio. Como genes ortdlogos sio
considerados representantes de uma mesma fun¢do ancestral, a organizagdo em grupos de
ortdlogos deve permitir racionalizar estudos funcionais de genes em diversas linhagens
evolutivas (Tatusov et al, 1997; Matinez-Castilla & Alvarez-Buylla, 2003; Nam et al.,

2004).

Os genomas de arroz (Goff at al., 2002; Yu at al., 2002) e Arabidopsis (Arabidopsis
Genome Iniciative, 2000), representantes das duas sub-classes de angiospermas, mono e
eudicotiledoneas respectivamente, representam uma oportunidade tnica para o estudo

exaustivo da evolugdo de familia multigénica e suas func¢des associadas em angiospermas.
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Dentro deste contexto, iniciamos uma analise filogenética detalhada dos fatores de
transcri¢ao do tipo bZIP em angiospermas, a fim de classifica-los em possiveis grupos de
genes ortdlogos (PoGO). Um conjunto completo e ndo redundante de 77 bZIPs foi
identificado no genoma de Arabidopsis (Jacoby et al., 2002; Vincentz et al., 2003).
Entretanto, o conjunto completo de bZIPs de arroz ainda ndo havia sido identificado ao
inicio deste projeto, portanto, o objetivo inicial deste trabalho foi identificar os fatores bZIP

deste organismo.

3.1. Identificacdo de genes que codificam para fatores de transcricao do tipo bZIP em

arroz

As seqiiéncias genomicas das duas subespécies de arroz (ssp indica e ssp japonica),
que possivelmente codificam para fatores de transcri¢do do tipo bZIP, foram selecionadas
pelo protocolo computacional descrito na Figura 5. Este protocolo envolve um comparagao
das seqiiéncias gendmicas de arroz com o banco de referéncia de bZIP de angiospermas
(Angiotot), incluindo o conjunto completo de 77 bZIPs de Arabidopsis (Vincentz et al.,

2003).

Verificamos que o protocolo bioinformatico desenvolvido consegue recuperar os 15
genes de arroz que codificam para bZIP descritos na literatura, o que sugere que o

protocolo ¢ eficiente e confiavel.

Este protocolo permitiu identificar 72 genes bZIPs no genoma de O. sativa ssp
indica e 73, no genoma de O. sativa ssp japonica. A redundancia entre bZIPs provenientes

dos genomas de Oryza sativa ssp. indica e ssp. japonica foi avaliada por uma comparacao
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dos dados obtidos para cada subespécie usando o programa Blastp, considerando que duas
seqiiéncias como representando um mesmo locus génico quando apresentar uma identidade
igual ou superior a 97% sobre o alinhamento total (Vincentz et al., 2003). Desta maneira,
identificamos um conjunto Unico e ndo redundante de 86 fatores bZIP de arroz, dos quais
59 sdo comuns as duas subespécies, um conjunto de 13 bZIPs exclusivos de ssp. indica e

14 exclusivos de ssp. japonica.

As diferengas observadas entre as subespécies indica e japonica podem estar
relacionadas a dois fatores: (i) perda ou ganho de genes em uma das linhagens, uma vez
que as subespécies divergiram ha aproximadamente um milhdo de anos atras (Khush, 1997;
Bennetzen, 2000; Song et al., 2002); (ii) parcela de genoma ndo seqiienciado ou nao

montado em cada uma das subespécies (Lijavetzky et al., 2003).

Com o objetivo de descobrir possiveis bZIPs de arroz, ainda nao representados nas
seqiiéncias gendmicas e também aumentar a informagdo de seqiiéncias de aminoacidos dos
bZIPs identificados a partir das seqiliéncias gendomicas, foram analisados os clusters de
ESTs de arroz (item 2.3 de Materiais ¢ Métodos), as seqiiéncias cromossdmicas de O.
sativa ssp. japonica originadas do Consodrcio Internacional (IRGSP) e as seqiiéncias de
cDNAs inteiros (The Rice Full-Length cDNA Consortium, 2003), através do protocolo
estabelecido (Figura 5). Desta andlise foram identificados sete novos bZIPs a partir de
clusters de ESTs, dez a partir das seqiiéncias cromossdmicas e dez a partir dos cDNAs.
Além disto, foi possivel aumentar a informacao de seqiiéncia de aminodcido para 16 bZIPs

de arroz.

Concluindo, o conjunto destas buscas resultou na identificacdo de 113 bZIPs em

arroz, que possivelmente representam o conjunto completo e ndo redundante de genes que
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codificam para bZIPs neste organismo (Tabela V). Destas 113 bZIPs, 98 sdo novas, ¢ 15 ja
descritas previamente em bancos de dados. Considerando nimero de bZIPs encontrados em
arroz ¢ aproximadamente 1,47 vezes o nimero de bZIPs em Arabidopsis, podemos fazer
uma estimativa do nimero de genes em arroz como sendo 1,47 maior que o numero de
genes em Arabidopsis, ou seja, aproximadamente 41.000 genes. Este nimero encontrado ¢é

compativel com o nimero de genes estimados para arroz.

Tabela V. Distribui¢ao das bZIPs entre as diferentes fontes de seqiiéncias de arroz.

Fonte de DNA gendémico EST cDNAs IRGSP® Total
seqiiéncias (ssp indica e inteiros
Jjaponica)
n° de bZIPs 86 7 10 10 113

E3
International Rice Genome Sequencing Project

Finalmente, pode-se mencionar que seis seqiiéncias, que possuiam similaridade com
bZIPs, apresentaram cddon de término de tradug¢do em sua fase de leitura, constituindo em

possiveis pseudogenes.

Além das seqiiéncias de arroz e de Arabidopsis, uma analise em bancos de dados de
ESTs foi feita a fim de identificar bZIPs em outras angiospermas, para aumentar a

resolucdo das analises evolutivas.

3.2. Identificacdo de bZIPs em bancos de EST's

Bancos de dados de ESTs constituem-se em uma importante fonte de dados para a

prospec¢do de genes de interesse. Para identificar seqiiéncias que possivelmente
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codifiquem para bZIP em ESTs de varias monocotiledoneas (milho, cevada, trigo, sorgo e
cana) e eudicotiledoneas (soja, alfafa, tomate, batata e 16tus), ESTs obtidos foram montados
em clusters (itens 2.2 e 2.3 de Matérias e Métodos), os quais foram analisados através do
protocolo estabelecido para analise das seqiiéncias genomicas (Figura 5). O banco
Angiotot, acrescido dos bZIPs identificadas no genoma de arroz neste trabalho, foi utilizado
nesta busca, o que resultou na identificacdo de 226 bZIPs de eudicotiledoneas e 367 de

monocotiledoneas (Tabela VI).

Tabela VI. Numero de bZIPs identificados
a partir de clusters de EST

Organismo No. de bZIPs encontradas
Eudicotiledoneas

Alfafa 53
Batata 35
Lotus 22
Soja 69
Tomate 47
Total 226
Monocotiledoneas

Cana 102
Cevada 78
Milho 50
Sorgo 58
Trigo 79
Total 367

E importante salientar que o nimero de clusters de EST ndo ¢é representativo do
nimero real de bZIPs de um organismo, uma vez que: (i) clusters diferentes podem
representar um mesmo gene, na medida em que codificam dominios/motivos conservados

que ndo se sobrepdem; (ii) possuem dominios em comum com outros tipos de proteinas.
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3.3. Analise filogenética das seqiiéncias de bZIP de arroz e A. thaliana para a

identificacio de grupos de genes homologos.

Para definir grupos de bZIPs homdlogos, foi realizada uma analise filogenética do
conjunto ndo redundante de 172 bZIPs, sendo 96 de arroz e 76 de Arabidopsis. A lista
completa dos bZIPs de arroz ¢ de Arabidopsis utilizados na analise filogenética pode ser
encontrada na Figura 7. Dos 113 bZIPs de arroz, 17 ndo foram utilizadas para anélise
filogenética, uma vez que nao apresentam o motivo bZIP minimo (Tabela VII). AtbZIP78
nao fez parte desta analise por possuir apenas 2 repeti¢des de leucina, nem AtbZIP73, por

ser pseudogene.

Tabela VII. bZIPs de arroz que ndo foram utilizados na analise filogenética.

Grupo A B D G H S
Gene OsbZIP97 OsbzZIP98 OsbzIP101 ObzIP105 OsbzZIP107 OsbZIP108
OsbZIP99 OsbZIP102 ObZIP106 OsbZIP109
OsbZIP100 OsbZIP103 OsbZIP110
OsbZIP104 OsbZIP111
OsbZIP112
OsbZIP113

Grupo refere-se a classificagdo em grupos de genes homodlogos identificados a partir das
analises filogenéticas (Figuras 7 e 9). Os bZIPs foram classificados nos varios Grupos com
base em seu melhor alinhamento por Blastp.

Todos os fatores de transcricdo do tipo bZIP apresentam similaridade apenas no
motivo bZIP minimo, que engloba o motivo basico de ligacdo ao DNA mais 3 repetigdes de
leucina, perfazendo 43 aminodcidos (Vettore et al.,1998). Uma andlise deste motivo
minimo do conjunto de 172 bZIPs por neighbor-joining permitiu encontrar um bootstrap
significativo que identifica duas familias de genes evolutivamente relacionadas. Estes dois
agrupamentos foram definidos como Grupo F (98% de bootstrap) e Grupo D (97% de
bootstrap) (Figura 8). A topologia da arvore obtida e o bootstrap de 56% indicam que os
Grupos F e D sdo grupos irmaos, isto €, podem compartilhar um ancestral comum (Figura

8).
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bZIPno. Codigo  Publicado GenBank
OsbZIP23
OsbZIP24
OsbZIP26
OsbZIP29 PoGO A1
AtbZIP12 At2g41070 DPBF4 AF334209
AtbZIP66 _At3g56850 AREB3 AB017162
OsbZIP30
OsbZIP34
OsbZIP37 PoGO A2
AtbZIP14  At4g35900 BN000021
AtbZIP27 At2g17770 BN000022
OsbZIP25
OsbZIP33 OSE2 AAF65459 PoGO A3
AtbZIP13 At5g44080 BN000023
AtbZIP40 At1g03970 GBF4 _ U01823
OsbZIP35
OsbZIP38 PoGO A4
AtbZIP39 At2g36270 ABI5  AF334206
AtbZIP67 At3g44460 DPBF2 AJ419600
OsbZIP27
OsbZIP28
OsbZIP31
OsbZIP32 TRAB1 BAA83740
OsbZIP36 PoGO A5
AtbZIP15
AtbZIP35 At1g49720 ABF1  AF093544
AtbZIP36 ABF2  AF093545
AtbZIP37 At4g34000 ABF3  AF093546
AtbZIP38 At3g19290 ABF4  AF093547
OsbZIP76
OsbZIP78
AtbZIP17  At2g40950 AV441374 PoGO B1
AtbZIP28 At3g10800 AJ419850
AtbZIP49 At3g56660 AJ419851
OsbZIP61 REB  BAA11431
OsbZIP63 RISBZ1 BAB39173 PoGO C1
AtbZIP63 At5g28770 BZO2H3
OsbZIP62 RBZO2H
AtbZIP10 At4g02640 BZO2H1 PoGO C2
AtbZIP25 At3g54620 BZO2H4
OsbZIP58 RITA1 AAC37418
OsbZIP59 RISBZ4 BAB39174 PoGO C3
OsbZIP60 RISBZ5 BAB39175

AtbZIP9  At5g24800 BZO2H2

AF310223

— =

(1) LRRTES

Osgenesdo Grupo Aindicam que elestém um papel na via de
sinalizagé@o de acido abscisico (ABA) e de estresse abiotico em
sementes e tecidos vegetativos. Estes bZPs sdo capazesde se
ligara seqiiénciasde elementos de resposta a ABA (ARE) para
regulara taxa de transcrigdo de genesdo tipo LEA (Late
embryogenesisabundant)

* —HH—

(1) MPMYPAMYPLPMPWMHPYPMRGSQVPLVPIPRLKPQ

(2) KAVEEKAKKKTKTKKVASISLLGLL

C

—HE |-

O Grupo C possui bZPsbem caracterizadascomo Opaco-2 e CPRR2.
Genesondlogosa Opaco-2 atuam na regulagao da expressdo de
genesde proteinasde reserva e no metabolismo de carbono e
nitrogénio, enquanto os ortélogosa CPRF2 atuam em resposta a
patdgenos ou estresse

(1) GAMAFDMEYARWLEEHNRHINELRTAVNAHA
(2) HYDEIFRMKGVAAKADVFHVMSGMWKTPAERC

FMWIGGFRPSELLKVLVPHLEPLTE

(3) QQIMGICNLQQSCQQAEDALSQGMEKLQQSLA

ETLAGGSPP

Genesdo Grupo D podem atuarem dois processos: desenvolvimento

e defesa contra patégenos. O gene LG2 do milho atua na formagao

da ligula e o gene PAN de no controle do nimero de érgaos florais (PAN).
Osfatores TGA estédo envolvidos na indugéo sisttmica de genesrelacionados
a patogénese (PR

i

(1) ETDTKRAKQQY

—-

(1) THTCTHTHTCIPPGP
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No Grupo G, genescomo GBF e CPRFsdo elementos da via de
sinalizagcédo da luze podem atuarcomo homo ou heterodimeros
Osgenes ROM1 e ROM2 possivelmente atuam na regulagédo da
expressdo de genesde proteinasde reserva, o que indica que este
Grupo pode terum papel na maturagédo de sementes

- O Grupo Hpossui doismembros amplamente estudados, HY5 e
HY5-like que atuam na fotomorfogénese atravésda regulagéo
de genesinduzidos porluz

— =

(1) DTTGLTTENNELKIRLQAMEQQAHLRDALNE

ALKEEVQRLK
Estudos com diversosbZ2Ps do Grupo |indicam que eles estao
relacionados ao desenvolvimento vascular. RF2a é possivelmente
um ativador floema-especffico e VS=1 é expresso em tecidos vasculares
ativando um gene que codifica uma proteina estrutural da parede celular.
J
S

O Grupo Sapresenta como particularidade o fato de nenhum de
seus membros possuirintrons. Afomagéo de PPGOs néo é evidente
dentro deste Grupo. Um dos genes estudados é ATR e seus paralogos
que podem estar envolvidos no controle osmético celular.
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Figura 7. Classificacdo das bZIPs de arroz e Arabidopsis. Onze grupos de genes homologos (A a J e S)
foram definidos a partir de analises filogenéticas por NJ do conjunto de bZIPs de arroz e Arabidopsis (Figuras
8 e 10). A organizagdo em PoGOs foi realizada com base em analises filogenéticas mais detalhadas, de cada
Grupo de genes homdlogos, usando NJ. Esta andlise incluiu, além das proteinas de arroz e Arabidopsis,
proteinas de outras mono e eudicotiledoneas, e foi realizada utilizando motivos conservados entre membros
de cada Grupo. Os motivos conservados foram evidenciados por alinhamentos ou pelo programa MEME
(http://meme.sdsc.edu/meme/website/intro.html). O esquema representativo de uma proteina bZIP de cada
Grupo ilustra a posi¢do do seu dominio bZIP e dos demais blocos conservados. A seqiiéncia referente a um
motivo conservado reflete um consenso em multinivel obtido por MEME. As fung¢des conhecidas de membros
de cada familia estdo relatadas. As colunas Codigo, Publicado e GenBank se referem ao cddigo no MAtDB,
ao nome com o qual foram publicados e 0 nimero de acesso no GenBank, respectivamente. AtbZIP72 néo foi
incluida em nenhum grupo de genes ortdlogos, uma vez que seu posicionamento ndo ¢ claro. Posigdo
conservada de intron na estrutura do gene AtbZIP72 sugere que ele estd mais relacionado aos Grupos B e H.
PoGP - Possivel Grupo de Pararologos.

OsbZIP13

OsbZIP8
o7 OsbZ|P1
bZJP11
Sz 14
Osb2IP12
: Grupo D
OsbZIP21_0oshzIP18 P

TGAGAL
o
56 HBP-1bAt

90 OsbZP]
50 e OSDZIPY Grupo F

AbZIP24__ ATbzIP23
e

AtbZIP15
— ABF2At
OsbZIP28
OsbZIP31

OsbZIP36

79— AB|5A ABF1At
DPBF2At
98 OsbZIP35
o8 92 AZIP13 OsbZIP38 | Grupo A
o, T
OsbZIP25
I —
5 51 'AtbZIP14 REB3At
57 'OsbZIP24

e, — G
OsbZIP37

Figura 8. Definicdo dos grupos de genes homologos A, D e F. A figura € uma representacgdo parcial da arvore
sem raiz inferida por NJ do conjunto de 172 bZIPs de arroz e Arabidopsis usando uma matriz de distancia do
tipo PAM e um bootstrap de 1000 repetigdes, que esta indicado em porcentagem nos ramos. O alinhamento
utilizado corresponde ao dominio bZIP minimo de 43 aminoacidos. Os Grupos D ¢ F sdo irméos, suportados
por um bootstrap de 56%. Em azul os bZIPs de Arabidopsis, ¢ em vermelho, os de arroz.
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Apesar de possuir um suporte fraco de bootstrap (45%), todos os genes do Grupo A,
com excecdo de dois genes de Arabidopsis Gbf4 e AtbZIP13, possuem pelo menos uma
posicdo de intron conservada em sua seqiiéncia (Figura 9), sugerindo uma origem evolutiva
comum e confirmando o agrupamento. Os genes Gbf4 e AtbZIP13 nao possuem introns,

enquanto seus possiveis ortdlogos em arroz apresentam no minimo um intron conservado

deste Grupo (Figura 8).

Grupo F vQDQQENDHS DS$NKKRLCGNREAVRKYREKKKARTAYLEDE 1
Grupo D SSDRSKDKL DQI&LRRLAQNREAARKS RLRK]&;YVQQLENS
Grupo A RVVDGPVEKVVERRQRMIKNRESAARSRARK QEYTVELEAE 2
Grupo G GVPOQPWNEKEVEKREKRKQSNRESARRSRLRK Q!;LE TEQLSVK
Grupo C DGE TNMNPTNVKRVKP&_/IL SNRESARRSRRRKDAHLSELE T§
Grupo H KRGRT PAEKENI’LRKP@LRNRVSAQQARERKKAYLSELENR
Grupo E GGSSGNRI HDPKRVKR'ELANRQSAQRSRVRK LOYISELERS >
Grupo I STKLKEVAS DPKEVRRVELKNQESAARSKQKK LOYMINLELK
Grupo S IFHNEGLAPEERRARRMVSNRESARRSRMRKKKQIEELQQQO
Grupo J EQOTNNNIINERKQRRMISNRESARRSRMRKORHLDELWSQ 4
Grupo B IKVGGEEDDEKKKNVRLVRNRESAHLSRORKKHYVEELEDK

Dominio Basico

Figura 9. Posi¢oes conservadas de introns na regido do dominio basico dos fatores de transcri¢ao
do tipo bZIP de angiospermas. A primeira leucina do ziper de leucinas esta em verde e a asparagina
conservada no dominio basico em vermelho. Os bZIPs utilizados nesta figura sdo AtbZIP24 (Grupo
F), TGA6 (Grupo D), ABI5 (Grupo A), GBF2 (Grupo G), Bzo2h3 (Grupo C), HYS (Grupo H),
AtbZIP61 (Grupo E), AtbZIP31 (Grupo 1), AtbZIP70 (Grupo S), AtbZIP42 (Grupo J), AtbZIP49
(Grupo B).
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A explicacdo mais provavel para a auséncia de introns nestes genes envolve a
sintese de um cDNA via transcriptase reversa e posterior integragdo no genoma. Este tipo
de copia duplicada por transcriptase reversa ¢ conhecido como retrogene (Graur & Li,
2000; Sosinsky et al., 2000). Em seguida, o gene ancestral com introns teria sido perdido, e
a copia sem intron teria sido duplicada, gerando os dois paralogos, GBF4 e AtbZIP13. A
relacdo de paralogia entre estes genes foi confirmada pelo fato de estarem presentes em um

segmento duplicado do genoma de Arabidopsis (Tabela VIII).

As seqiiéncias dos Grupos A e D, por possuirem apenas 3 repeti¢des de leucina,
limitam a resolucdao da andlise filogenética. A exclusdo dos membros dos Grupos A e D
gerou um subconjunto de 113 proteinas, para o alinhamento dos bZIPs foi aumentado em
duas repeticdes de leucina em relacdo ao motivo minimo, formando um novo motivo de 60
aminodcidos. Analise por NJ deste novo alinhamento permitiu melhorar significativamente

a resolugdo das relacdes evolutiva dentro do subconjunto de 113 proteinas.

Esta andlise resultou em uma 4arvore cuja topologia ¢ proxima a obtida
anteriormente por Vincentz et al. (2003). E possivel identificar sete grupos (B, C, E, F, G,
H e I) que apresentam um suporte de bootstrap superior a 50% (Figura 10). A presenca de
no minimo um intron cuja posi¢cdo € conservada e especifica em genes de cada uma destes
grupos, (Figura 9), confirma uma origem ancestral comum dos membros de cada um dos
grupos. Apesar de possuirem um bootstrap de 66%, os bZIPs dos Grupos B ¢ H foram
classificados em grupos distintos de genes homoélogos baseado em uma estrutura génica

diferente e na presenga de motivos conservados (Figuras 7 ¢ 9).
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Tabela VIII. Pares de genes resultantes
de duplicagdo de segmentos do genoma
de Arabidopsis

Grupo A

e DPBF4 e AREB3

e AtbZIP13 e GBF4

e ABF4 ¢ ABF1

e ABF2e¢ ABFl1

o  AtbZIP14 e AtbZIP17

Grupo B

o AtbZIP49 e AtbZIP17

o AtbZIP49 e AtbZIP28
Grupo D

e TGAleOBF4

o AtbZIP50 e TGA3

e TGA3eTGAl

e PANe AtbZIP21

e TGA6eTGA2
Grupo E

o  AtbZIP61 e AtbZIP34
Grupo F

o AtbZIP23 e AtbZIP19
Grupo G

e GBF2e GBF3

o  AtbZIP16 e AtbZIP68
Grupo [

e AtbZIP18 ¢ VP1

o  AtbZIP18 e AtbZIP52

e  POSF21 e AtbZIP69

o AtbZIP30 e AtbZIP29
Grupo J

o AtbZIP58 e AtbZIP48

o AtbZIP42 e AtbZIP43
Grupo S

e GBF5¢ Atb2
o GBFS5 e AtbZIP44
° AtbZIP6 e AtbZIP7

Determinag@o de paralogos foi obtida através do site
Paralogons in Arabidopsis thaliana
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Figura 10. Arvore filogenética de bZIPs de arroz e Arabidopsis. A arvore sem raiz foi inferida por NJ do
conjunto de 113 bZIPs usando uma matriz de distancia do tipo PAM e um bootstrap de 1000 repetigdes, que
estd indicado em porcentagem nos ramos. O alinhamento utilizado corresponde ao dominio bZIP minimo de
43 aminoacidos acrescido de duas repeticdes de leucinas, totalizando 60 aminoacidos. Os Grupos D e F, assim
como I e E, sdo irmdos. Em azul os bZIPs de Arabidopsis, e em vermelho, os de arroz.
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Para um conjunto de 17 bZIPs de Arabidopsis ¢ 19 de arroz esta analise ndo
permitiu obter nenhum agrupamento 6bvio (Grupos J e S, Figura 10). Entretanto, ao
contrario das demais bZIPs acima descritas, ¢ importante ressaltar que nenhum destes 36
genes de bZIPs possuem introns em sua estrutura, sugerindo que estes bZIPs tenham uma
origem comum. Baseados em andlises mais detalhadas deste conjunto de 36 genes, que
serdo descritas no item 3.4, os membros deste conjunto foram posteriormente classificados

em dois Grupos (Grupo J e Grupo S, Figura 15).

Os 11 Grupos de possiveis genes homologos resultantes desta andlise,
correspondem a uma nova classificagdo de bZIPs de angiospermas (Figura 7), que
considerou também os resultados obtidos em dois trabalhos anteriores (Jakoby et al., 2002;

Vincentz et al., 2003).

Para obter grupos de ortélogos e evidenciar eventos chaves que contribuiram para a
evolugdo da familia multigénica de fatores bZIP em angiospermas, uma analise filogenética

mais detalhada de cada Grupo foi realizada.

3.4. Analises Filogenéticas entre Mono e Dicotiledoneas e formac¢ao de PoGOs

Para a identificacdo de PoGOs de bZIPs de mono e eudicotileddneas, foi realizada
uma andlise filogenética mais detalhada dos Grupos de genes homoélogos A, B, C, D, E, F,
G, H, I e S. Para tanto, procurou-se otimizar as resolucdes das relagcdes evolutivas dentro de
cada Grupo pelo aumento da quantidade de informacgdo utilizada nas analises, tanto no
comprimento das seqii€ncias, uma vez que bZIPs de um mesmo Grupo apresentam regides

conservadas especificas (Figura 7), quanto na inclusdo de outras bZIPs de angiospermas,
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identificadas a partir de clusters de ESTs ou presentes no banco Angiotot. O uso dos
clusters de ESTs requer uma distribui¢do preliminar dos mesmos, entre os varios Grupos,
baseado na maior similaridade obtida com um bZIP do banco de referéncia Angiotot (item

2.4 de Materiais e Métodos e Figura 5).

O detalhamento das relagdes evolutivas entre mono e eudicotiledoneas por analises
do tipo neighbor-joining possibilitou a identificagdo de 29 PoGOs nos Grupos de A a |
(Figura 7). Vale ressaltar que para o Grupo C, a obtencdo de trés PoGOs s6 ¢ possivel
quando levado em consideragdo a analise por Méaxima Parcimonia realizada por Vincentz
et al. (2003), um vez que as analises por neighbor-joining suportam a formagao de apenas
dois PoGOs por bootstrap (Figura 11). Este fato sugere que uma analise de cada Grupo por
Maxima Parcimonia seria uma abordagem complementar ao trabalho aqui descrito,
auxiliando em uma melhor determinacdo dos grupos de ortdélogos onde a andlise por
neighbor-joining nao foi suficientemente resolutiva, como no Grupo C. Também se pode
mencionar que sé € possivel identificar o PoGO H2 quando o Grupo H ¢ analisado em

conjunto com o Grupo B (Figura 12).

Andlises filogenéticas de bZIPs do Grupo G revelaram que além de quatro PoGOs
entre mono e dicotiledoneas, este grupo possui um PoGO exclusivo a monocotiledoneas
(PoGO G5, Figura 13). Duas hipoteses podem explicar este fato: (i) a linhagem das
eudicotiledoneas perdeu o gene correspondente; (ii) a aquisicdo deste gene ¢ resultado de
uma duplicacdo especifica de monocotiledoneas. No caso de a segunda hipdtese estar
correta, os bZIPs do PoGO G5 podem estar relacionados a processos especificos a
monocotiledoneas. Dois dos bZIPs deste PoGO, EmBP de milho e de trigo, estdo

relacionados com a sintese de proteinas de reserva (prolaminas, Carlini et al., 1999).
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Figura 11. Arvore filogenética de bZIPs de mono e eudicotiledéneas do Grupo C. A arvore
sem raiz foi inferida por uma analise NJ das distancias obtidas a partir de uma matriz de
distancias do tipo PAM. Os valores de bootstrap correspondem a 1000 repeticdes e estao
indicados em porcentagem nos ramos. O alinhamento em aminoacidos utilizado
corresponde ao dominio conservado dentro deste Grupo (Figura 7). Em azul os bZIPs de
Arabidopsis, em vermelho, os de arroz, em verde os das demais eudicotiledoneas e em
negro, os das demais monocotiledoneas.
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Figura 12. Arvore filogenética de bZIPs de mono e eudicotiledéneas dos Grupos B e H. A
arvore sem raiz foi inferida por uma analise NJ das distancias obtidas a partir de uma matriz
de distancias do tipo PAM. Os valores de bootstrap correspondem a 1000 repeti¢des e estao
indicados em porcentagem nos ramos. O alinhamento em aminoacidos utilizado
corresponde ao dominio conservado dentro do Grupo B (Figura 7). A visualiza¢do dos
PoGOs H1 e H2 s6 ¢ possivel quando o Grupo H ¢ analisado em conjunto com o Grupo B.
Em azul os bZIPs de Arabidopsis, em vermelho, os de arroz, em verde os das demais
eudicotiledoneas e em negro, os das demais monocotiledoneas.
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Figura 13. Arvore filogenética de bZIPs de mono e eudicotiledoneas do Grupo G. A 4rvore
sem raiz foi inferida por uma andlise NJ das distancias obtidas a partir de uma matriz de
distancias do tipo PAM. Os valores de bootstrap correspondem a 1000 repeti¢des e estdo
indicados em porcentagem nos ramos. O alinhamento em aminoacidos utilizado
corresponde ao dominio conservado dentro deste Grupo (Figura 7). Em azul os bZIPs de
Arabidopsis, em vermelho, os de arroz, em verde os das demais eudicotiledoneas e em
negro, os das demais monocotiledoneas.
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Buscas exaustivas demonstram que o possivel grupo de genes paralogos (PoGP,
Grupo 1, Figura 7), formado pelos bZIPs AtbZIP74, AtbZIP71, AtbZIP33, AtbZIP32 e
AtbZIP31 de Arabidopsis, ¢ restrito a este organismo. A hipdtese mais provavel para
explicar estas observagdes consiste na formagao deste grupo de paralogos como resultante
de um evento recente de duplicagdo restrita a linhagem da qual se originou Arabidopsis

seguida de evolugao rapida.
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Figura 14. Arvore filogenética de bZIPs de mono ¢ eudicotiledoneas do Grupo I. A arvore sem raiz
foi inferida por uma analise NJ das distancias obtidas a partir de uma matriz de distancias do tipo
PAM. Os valores de bootstrap correspondem a 1000 repeti¢des e estdo indicados em porcentagem
nos ramos. O alinhamento em aminoacidos utilizado corresponde ao dominio conservado dentro
deste Grupo (Figura 7). O PoGP I1 pode ser visualizado na arvore da Figura 10 com um ramo com
92% de bootstrap.Em azul os bZIPs de Arabidopsis, em vermelho, os de arroz, em verde os das
demais eudicotileddneas e em negro, os das demais monocotiledoneas.
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Estes resultados sugerem que, tanto o PoGO G5, quanto o PoGP I1, por serem
restritos a algumas linhagens evolutivas, podem estar desempenhando um conjunto de

funcdes ndo essenciais para uma angiosperma.

Andlises filogenéticas entre arroz e Arabidopsis indicam que os bZIPs dos Grupos J
e S estdo mais externos aos demais grupos na arvore, uma vez que ndo apresentam suporte
de bootstrap nestas analises. Além disto, todos os genes destes Grupos nido possuem

introns, 0 que sugere uma origem ancestral comum.

As andlises mais detalhadas entre mono e dicotiledoneas mostram que os genes do
Grupo S ndo se agrupam de forma consistente, corroborando o resultado previamente
obtido da anélise entre arroz e Arabidopsis (Figura 10). Entretanto, ¢ possivel identificar o
Grupo J (Figura 15), que apresenta um suporte de 84% de bootstrap, e corresponde a um
unico PoGO de mono e eudicotiledoneas. A dificuldade em organizar em PoGO as
seqliéncias do Grupo S em relacdo aos demais grupos de homologos sugere que seqiiéncias
deste Grupo divergiram rapidamente apos a separacdo das mono e eudicotiledoneas. A
possivel rapida evolugdo pode estar relacionada a uma baixa selecdo negativa ou a uma
selecdo positiva. Para identificar qual destas duas alternativas esta correta testes da razao
dN/dS entre pares de genes ortdlogos podem ser realizados. A razao dN/dS (w), quando
inferior a 1 a presenca de sele¢do purificadora ou negativa, e quando superior a 1, positiva
(Kellogg, 2004; Nam et al., 2004). No entanto, a comparagdo do valor de ® calculado a
partir de onze pares de ortdlogos de sorgo e cana de diferentes Grupos ndo ¢ conclusivo a

respeito de uma evolugdo mais acelerada no Grupo S (dados ndo apresentados).
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Figura 15. Arvore filogenética de bZIPs de mono e eudicotiledoneas dos Grupos J ¢ S. A
arvore sem raiz foi inferida por uma analise NJ das distancias obtidas a partir de uma matriz
de distancias do tipo PAM. Os valores de bootstrap correspondem a 1000 repeticdes e estao
indicados em porcentagem nos ramos. O alinhamento em aminoacidos utilizado
corresponde ao dominio conservado dentro destes Grupos (Figura 7). A identificacdo do
Grupo J foi apenas possivel nesta andlise mais detalhada. A inclusdo de bZIPs de outras
angiospermas nao aumentou a resolugdo da arvore. Em azul os bZIPs de Arabidopsis, em
vermelho, os de arroz, em verde os das demais eudicotiledoneas e em negro, os das demais
monocotiledoneas.
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A existéncia de bZIPs de gimnosperma nestes Grupos (Dados ndo mostrados) exclui a
possibilidade de os Grupos S e J serem uma aquisicdo recente restrita a angiospermas.
Recentemente, Satoh et al. (2004) identificaram que os membros de um subgrupo do Grupo
S (ATB2, AtbZIP44, GBF5 e AtbZIP53), em Arabidopsis, sdo aparentemente as unicas
bZIPs capazes de reconhecer um elemento cis do gene da prolina desidrogenase (ProDH).
O fato de que apenas estas bZIPs podem reconhecer este sitio seria uma evidéncia para
agrupar estas bZIPs em um tunico grupo de genes homologos. Os possiveis ortdlogos em
arroz deste subgrupo poderiam ser identificados por abordagens experimentais similares.
Nao ¢ possivel agrupar os demais genes do Grupo S, no entanto, como existem 3 grupos de
paralogos distintos em Arabidopsis e 4 em arroz, podemos dizer que possivelmente existam

3 PoGOs.

Baseado no conjunto de resultados obtidos, ¢ possivel evidenciar 33 PoGOs
distribuidos entre os Grupos de A a J e S, e um PoGO exclusivo de monocotiledoneas no
Grupo G. Estes 33 PoGOs representam 33 possiveis fungdes ancestrais desempenhadas

pelas bZIPs em angiospermas.

3.5. Possivel modelo evolutivo de bZIPs em Angiospermas

Com base nos dados da analise filogenética e na estrutura dos genes (Figuras 8, 9 e
10), foi elaborado um possivel modelo da histdria evolutiva das bZIPs em angiospermas

(Figura 16).
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Figura 16. Modelo evolutivo dos onze grupos de genes homologos de bZIPs em
angiospermas. O modelo foi construido baseado nas analises filogenéticas representadas
Figuras 8 e 10 e na posigdo conservada de introns. Em parénteses, o nimero de PoGOs que
foram identificados em cada Grupos. Os dois grandes conjuntos de genes estdo indicados
em azul e roxo. O padrio de ramificagdo dentro destes dois grandes conjuntos foi
estabelecido baseado no bootstrap (indicados em porcentagem nos ramos) obtidos nas
analises filogenéticas. A posi¢do dos Grupos J e S ndo ¢ bem definida dentro do modelo.

Este modelo consiste na separacdo de nove grupos possiveis de genes homologos
em dois grandes conjuntos, sendo que um ramo evolutivo envolve os Grupos I, H, E, Ce B
e o outro ramo inclui os Grupos D, A, G e F. O padrao de ramifica¢ao sugerido no modelo
foi deduzido a partir do suporte bootstrap das anélises globais (Figuras 8 ¢ 10). A posicao
dos Grupos S e J dentro deste modelo nao ¢ clara. Estes grupos podem tanto ter uma origem
ancestral quanto ter evoluido a partir de um dos dois conjuntos. Alternativamente, estes
Grupos estariam sendo formados por um evento de recombinagdo entre os Grupos C e G
(exon shuffling), e, portanto estariam posicionados na congruéncia dos dois grandes grupos.
Esta ultima hipdtese ¢ baseada em andlises preliminares de seqiiéncias, indicando uma
similaridade significativa tanto em exons do Grupo B quanto exons do Grupo G (dados nao

mostrados).
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A partir dos 11 grupos de genes homologos foram evidenciadas 33 possiveis
funcdes ancestrais de angiospermas representadas por PoGOs de mono e eudicotiledoneas.
De maneira geral, a composi¢ao dos PoGOs reflete a distribuicdo de bZIPs entre arroz
(113) e Arabidopsis (76), uma vez que para 29 dos 33 PoGOs os bZIPs de arroz estdo

representados em niimero igual ou maior que os de Arabidopsis (Figura 7).

A distribui¢do de PoGOs e genes nos diversos Grupos (Figura 17) indica que os
Grupos A, D, G, I ¢ S englobam 64% dos PoGOs e 70% do genes. E interessante notar que
estes Grupos, com excegdo de I e S, estdo envolvidos com adaptacdo ao ambiente (Figura
7). Estes dados sugerem que genes associados a processos de resposta ao meio tendem a
passar por processos de duplicagdo mais intensos (Shiu et al., 2004). No caso dos Grupos |
e S, ndo existe informagdo funcional suficiente para relacionar as duplicagdes génicas com

aspectos adaptativos precisos.

De modo interessante, quatro PoGOs (D4, G3, H1 e H3) apresentam relagdo de um
gene de arroz para um de Arabidopsis. Esta relacdo 1:1 constitui-se em uma provavel
evidencia de que estes bZIPs estdo envolvidos com fungdes essenciais relacionadas a

aspectos do desenvolvimento comum a angiospermas (Shiu et al., 2004).
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Grupo de homadlogos

Figura 17. Distribuicao do numero de PoGO e de genes nos varios Grupos de homodlogos.

3.6. Utilizacgao da classificacio em PoGOs para analise funcional.

A quantidade de informagdes disponiveis nos bancos de dados requer a elaboragdo

de novas metodologias a fim de racionalizar o estudo de genes.

A identificacdo de familias multigénicas e sua organizacdo em PoGOs representa
uma abordagem recente que deve facilitar a transferéncia de informagdes bioquimicas,
estruturais e funcionais de uma proteina para outra, uma vez que ¢ possivel admitir que
existe uma grande probabilidade de que todos os outros genes de um PoGO desempenhem
a mesma funcao (Tatusov et al., 1997; Kellogg, 2004). A Figura 7 apresenta um resumo das

possiveis funcdes atribuidas a cada agrupamento.

A validagdo da integragdo dos dados filogenéticos (PoGO) com estudos funcionais

podem ser ilustradas com alguns exemplos de genes ja caracterizados.
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No Grupo D a presenca dos bZIPs HBP-1b (Histone promoter-Binding Protein) de
Arabidopsis e de trigo no mesmo PoGO (PoGO DS5; Figuras 7 e 18), é de acordo com a
observacao de que estes dois bZIPs se ligam especificamente a um elemento cis das
Histonas H3 e H4, e possivelmente regulam a transcri¢ao destes genes (Kawata et al., 1992;
Mikami et al., 1994). Além disto, no mesmo PoGO, foi mostrado que os pardlogos TGA?2,
TGAG6 ¢ HBP-1b de Arabidopsis, atuam na defesa contra patdgenos, mais especificamente
na resisténcia sistémica. Estudo de mutantes para estes trés genes indica que eles tém
funcdes redundantes (Zhang et al., 2003). Este exemplo ilustra o grau de redundancia que
pode existir entre genes pardlogos. Ortologos destes genes em feijdo, tabaco e batata,
identificados pelas analises filogenéticas, apresentam, como esperado, fungdes relacionadas

a resposta a patogenos (Feltkamp et al., 1994; Niggeweg et al., 2000; Tucker et al., 2002).

No Grupo H, os genes HYS e HYS5-like de Arabidopsis, que apesar de estarem
incluidos em PoGOs distintos (HI e H2, Figura 12), apresentam redundancia funcional.
Estes dois genes estdo envolvidos com a fotomorfogénese e podem atuar como homo ou
heterodimeros (Holm et al., 2002; Ulm et al., 2004). Em arroz, existem dois possiveis
ortdlogos (Figura 12), e a caracterizacdo destes pode ser um aspecto importante no

entendimento da fotomorfogénese em monocotiledoneas.

50



100

Figura 18. Arvore filogenética de bZIPs de mono e eudicotiledoneas do Grupo D. A 4rvore
sem raiz foi inferida por uma analise NJ das distancias obtidas a partir de uma matriz de
distancias do tipo PAM. Os valores de bootstrap correspondem a 1000 repeticdes e estao
indicados em porcentagem nos ramos. O alinhamento em aminoacidos utilizado
corresponde ao dominio conservado dentro deste Grupo (Figura 7). Em azul os bZIPs de
Arabidopsis, em vermelho, os de arroz, em verde os das demais eudicotiledoneas e em
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No Grupo C, o PoGO C1 ¢ formado por um par de paradlogos em monocotiledoneas
que inclui, entre outros, os genes Opaco-2 ¢ o par OHP1 e OHP2, de milho (Figura 11).
Opaco-2 de milho ¢ um regulador chave do balango nitrogénio/carbono durante o
desenvolvimento da semente (Schmidt ez al., 1990). O grupo de ortélogos de Opaco-2 em
outras monocotiledoneas tem sua expressdo restrita ao endosperma (OsbZIP63, SPATa,
BLZ2Hv, O2Sb, O2Zm e O2Clj; Onodera et al., 2001; Albani et al., 1997; Onate et al.,
1999; Pirovano et al., 1994; Schmidt et al., 1990; Vettore et al., 1998). Os demais bZIPs do
Grupo C ndo apresentam um padrio de expressdo restrito a endosperma. Analises
filogenéticas indicam que o ortélogo mais provavel de Opaco-2 em Arabidopsis é Bzo2h3.
A possivel fun¢do de Bzo2h3 pode ser investigada considerando sua eventual participacao
em processos de metabolismo do nitrogénio e carbono, embora a expressao deste gene nao

¢ restrita a endosperma.

A fim de elucidar a func¢do dos genes do Grupo C, iniciamos um estudo funcional
do gene Bzo2h2, que foi definido como gene Unico que representa uma fungdo ancestral e
representa um alvo para estudos de genética reversa. Apesar de ser um gene Unico, foi
mostrado que alelos mutantes nulos por inser¢do de TDNA no gene Bzo2h2 nido alteraram o
desenvolvimento padrdo de Arabidopsis. Este fato sugere que possivelmente exista uma
redundancia funcional com os outros membros do Grupo C (Bzo2hl, Bzo2h3 e Bzo2h4,

Gauer, 2004).

Um caso de fungdes antagonistas foi descrito no Grupo A. O bZIP ABIS5 (PoGO A4,
Figura 19) esta relacionado a sensitividade a ABA durante a germinacdo e a regulacao de
expressdo dos genes tipo LEA (late embryogenesis-abundant) (Finkelstein, 1993, 1994;

Gaubier et al., 1993). Mais recentemente estudos funcionais de DPBF4 (PoGO Al)
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indicam que o mutante nulo para seu gene ¢ responsdvel por um aumento na taxa de
transcri¢do de alguns genes do tipo LEA. DPBF4 ¢ ABIS s3o capazes de se ligar ao
promotor do gene AtEml1 (um tipo LEA), sendo que existe uma competi¢ao entre eles, na
qual DPBF4 atua como repressor ¢ ABI5 como ativador da transcricdo (Bensmihen et al.,

2002).

A organizag¢do em PoGO permitiu identificar varios genes Unicos de Arabidopsis ou
de arroz, que possivelmente representam fungdes ancestrais de angiospermas (Tabela 1X).
Tais genes, pela possivel auséncia de redundancia de fungdo, constituem-se em alvos
privilegiados para estudos funcionais envolvendo técnicas de genética reversa (ex.:

obtencao de alelos nulos por insercdo de TDNA , superexpressdo entre outros).

Até o presente momento ndo existe qualquer informagao funcional sobre as bZIPs
do PoGO E1 . O alinhamento das seqiiéncias de bZIP deste PoGO evidenciou a presenca de
um dominio bésico 5 aminoacidos mais curto e a asparagina (N), altamente conservada
dentro do motivo basico de todas as bZIPs de angiospermas, ¢ substituida por lisina (K) ou
arginina (R) (Figura 20). Estudos com Opaco-2 de milho mostraram que a regido bdasica
inclui uma seqliéncia de localizacdo nuclear (NLS B), sendo necessaria ao seu
enderecamento nuclear correto (Figura 21, Varagona et al., 1994). Além disto, a regido
basica das bZIPs ¢ responsaveis pela especificidade de ligacao das bZIPs (Varagona et al.,

1994; Hurst, 1995).
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Figura 19. Arvore filogenética de bZIPs de mono e eudicotiledoneas do Grupo A. A arvore
sem raiz foi inferida por uma andlise NJ das distadncias obtidas a partir de uma matriz de
distancias do tipo PAM. Os valores de bootstrap correspondem a 1000 repeticdes e estao
indicados em porcentagem nos ramos. O alinhamento em aminoacidos utilizado
corresponde ao dominio conservado dentro deste Grupo (Figura 7). Em azul os bZIPs de

Arabidopsis, em vermelho, os de arroz, em verde os das demais eudicotiledoneas e em
negro, os das demais monocotiledoneas.
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Tabela IX. Genes Uinicos representativos de fungdes ancestrais de

angiospermas

Gene PoGO

OsZIP62 PoGO C2

AtbZIP65 PoGO D1

AtbZIP21 PoGO D2

PAN PoGO D4

AtbZIP24 PoGO F1

OsbZIP2 PoGO F2

AtbZIP62 PoGO G1

GBF1 PoGO G4

OsZIP81 PoGO H1

VIP1 PoGO I1
BE444449Ta KR-—---- AKQQYAQRSRVRHLOYIAELEGKVQSLOSEGIEVSA
AJ431819Hv KR-———--- AKQQYAQRSRVRHLOYIAELEGKVQOSLOSEGIEVSA
BE599212Sb KR-—--—-- AKQQYAQRSRVRHLOYIAELEGRVQALQSEGVEVSA
AAAA010069690s KR----- AKQQYAQRSRVRKLOYIAELERKVQALQSEGIDVSA
BM893453Gm KR-—--—-- AKQQFAQRSRVRHLOYIAELERNVQALQAEGSEVSA
AW218730Le KR-———--- AKQQFAQRSRVRHLOYIAELERNVOALQAEGSEVSA
AtbZIP78 KR-—--—-- ARQQFAQRSRVRHIQYIAELERNVOMLQV-———=——
AtbZIP76 KR----- AKQQFAQRSRVRKLOYISELERNVQTLQAEGSKVSA
AtbZIP77 KR-—--- IKHONAHRARLRHLEYISDLERTIQVLQVEGCEMSS
BE420598Hv KRVKRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERSVTGLOMEVSALSP
BF588212Sb FRKTRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERSVTSLQTEVSALSP
AAAAQ010120610s KRVKRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERSVTSLQOTEVSALSP
AAAAQ010016110s KRVKRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERSVTTLONEVSVLSP
BJ279680Ta KRVKRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERCVTTLONEVSVLSP
BG044358Gm KRVKRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERSVTSLOAEVSVLSP
AtbzIP34 KRVKRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERSVTSLQAEVSVLSP
AtbZIP61 KRVKRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERSVTSLOTEVSVLSP
BF051625Le KRIKRILANRQSAQRSRVRHLOYISELERSVTTLQAEVSVLSP
Regido Basica Zipper de Leucinas

Figura 20. Alinhamento do dominio bZIP do Grupo E. Em vermelho estdo destacadas as
proteinas do PoGO EI1 e em verde as proteinas relacionadas. A asparagina (N) conservada
dentro da maioria das bZIPs de angiospermas estd mostrada em verde e as leucinas do
zipper de leucina estdo apresentadas em vermelho. AtbZIP78 apresenta apenas duas
leucinas. As abreviagdes das espécies sao: GM, Glycine max; HV, Hordeum vulgare; Le,
Lycopersicon esculentum; Os, Oryza sativa; Sb, Sorghum bicolor; Ta, Triticum aestivum;

Zm, Zea mays.
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Dominio Basico
KR————- ARQQFAQRSRVRKIQYIAEL
KR-—=—-- AKQOQFAQRSRVRKLQYISEL
KR———--- IKHONAHRARLRRLEYISDL
BE420598Hv KRVKRILANRQSAQRSRVRKLQYISEL
Opaco- 2 RVRKRKESNRESARRSRYRKAAHLKEL
1 2
NLS B

Figura 21. Auséncia de NLS B bipartido nos bZIPs do PoGO E1. A seqiiéncia NLS B
bipartida de Opaco-2 esta destacada em vermelho. NLS B ¢ formado por duas partes: uma
composta por quatro aminoacidos basicos (1), e a segunda composta de 7 aminoéacidos com
predominio dos basicos (2). Em laranja estdo destacadas as bZIPs do PoGO EI que
possuem um dominio basico diferente dos demais bZIPs, no qual ndo ¢ possivel destacar o
NLS B bipartido. Hv, Hordeum vulgare.

A possivel auséncia de uma NLS B bipartida completa (Figura 20) sugere que as
proteinas bZIP do PoGO E1 ndo estejam sendo direcionadas para ao ntcleo. Para testar esta
hipodtese, fusdes traducionais de AtbZIP76 e AtbZIP 78 com o gene reporter RFP (Red
Fluorescent Protein) foram realizadas e utilizadas em um sistema de expressao transiente
em células de cebola (Allium cepa) para analisar a localizagdo celular destas proteinas.
Resultados preliminares indicam que estes bZIPs estdo direcionados ao nucleo (Figura 22),
o que sugere que o dominio bipartido NLS B pode ndo ser essencial para o enderecamento

nuclear, ou a primeira parte deste dominio pode ter caracteristicas diferentes.
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Figura 22. Analise da localizagdo celular de AtbZIP76 e AtbZIP78. Expressdo transiente dos
fatores de regulacdo da transcricdo do tipo bZIP AtbZIP76 e AtbZIP78 fusionados ao gene
marcador RFP, em células epidérmicas de cebola (Allium cepa). A-C, Controles. A)Controle
positivo com Pol RFP, mostrando um padriao de expressdo P difuso pelo citoplasma e nucleo da
célula. B) Controle de enderegamento citoplasmatico. C) Controle de enderecameto nuclear. D)
Bombardeamento com AtbZIP78 fusionada a RFP, demonstrando a expressdo dessa proteina no
nucleo da célula E) Coloragdo nucleo-especifica com DAPI, mostrando o nucleo das células
corados em azul mais intenso. F-K, Co-bombardeamento entre AtbZIP78 fusionada a RFP e o
controle citoplasmatico F) e J) Excitagdo em 528-523nm, mostrando o nucleo das células
fluorescendo no vermelho G) e H) Excitagdo em 465-495nm, mostrando a expressdo de GFP no
citoplasma da célula H) Coloragdo nucleo-especifica com DAPI. 1) Células iluminadas com luz
branca. L-O, Co-bombardeamento entre AtbZIP78 e o controle nuclear. L) Excitagdo em 528-
523nm, mostrando o nucleo das células fluorescendo no vermelho M) Excitagdo em 465-495nm,
mostrando GFP sedo expresso GFP no nucleo das células N) Coloragdo ntcleo-especifica com
DAPI O) Células iluminadas com luz branca.



4. Conclusdes e Perspectivas

A utilizagdo de métodos filogenéticos para estudos de gendmica comparativa vem
se provando um meio de otimizar os trabalhos de caracterizacdo génica, na media em que
os grupos de ortdlogos assinalados representam uma fun¢do ancestral, e a caracterizacao
funcional de um dos membros deste grupo de ortdlogos pode ser transferida para os demais
membros deste grupo. No sentido de racionalizar estudos envolvendo bZIPs de
angiospermas € em uma tentativa de entender a histéria evolutiva destes fatores de
transcricao neste grupo, analises filogenéticas identificaram 33 PoGOs, distribuidos em 11
grupos de genes homologos, além de um PoGO especifico de monocotiledoneas (PoGO
G5) e um grupo de pardlogos de Arabidopsis (PoGP 11). No entanto, para alguns grupos
nao foi possivel a identificagdo de PoGOs com suporte de bootstrap significativo. Analises
filogenéticas adicionais, por MP ou MV, devem ser aplicadas para tentar solucionar o viés

obtido.

Dentre as 116 seqiiéncias de bZIP de arroz identificadas, 17 ndo foram utilizadas em
analises filogenéticas pelo fato de ndo apresentarem o motivo bZIP minimo para as analises
filogenéticas (Tabela VII). Para tentar recuperar a seqiiéncia completa destes 17 bZIPs uma
busca em novos bancos de dados pode ser realizada, bem como entrar em contato com
grupos que geraram seqiiéncias de arroz, a fim de validar estes 17 bZIPs. Uma alternativa ¢

a utilizagao de oligos para amplificar diretamente de arroz estes bZIPs e seqiiéncia-los.

A formagao de COGs (Cluster of Orthologous Genes, Tatusov et al., 1997), pelo
programa COGnitor (NCBI), ¢ uma outra abordagem fenética que vem sendo usada para

identificar a relacdo evolutiva entre de diversas linhegens (referencia COG e KOG). Os
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COGs tém a mesma definicdo de um PoGO, mas se diferem quanto a sua formag¢do, uma
vez que os COGs sao montados com base no melhor alinhamento obtido através do
programa Blast. A analise dos nossos pelo programa COGnitor servird como fonte para a

comparagdo dos resultados obtidos nas duas abordagens.

Uma das questdes que ainda permanece nao resolvida é a origem dos Grupos J e S.
Uma das hipoteses levantadas é que estes grupos de genes evoluiram rapidamente.
Entretanto, os testes de dN/dS ndo foram conclusivos. Testes adicionais de taxa de
evolucdo usando varias linhagens ancestrais, como gimnospermas, ¢ uma abordagem que

pode ser mais informativa quanto a esta questao.

Analises filogenéticas mais detalhadas, envolvendo linhagens evolutivas mais
antigas que angiospermas, € posteriormente incluindo informag¢des de outros eucariotos
(humano, drosofila e levedura) pode permitir a elaboracdo de modelos mais completos

sobre a evolugdo das bZIPs em eucariotos.

Analises de expressdo transiente das constru¢cdes Pol RFP:::AtbZIP76 e Pol
RFP:::AtbZIP78 mostram que tanto AtbZIP76, quanto AtbZIP78 sdo direcionados ao
nuicleo. No entanto, experimentos complementares sdo necessarios para confirmar os

resultados e identificar as seqiiéncias necessarias ao direcionamento nuclear.

Finalmente, a caracterizacdo funcional de genes unicos (Tabela IX) complementa
esta abordagem filogenética. Os genes mais interessantes para caracterizacdo seriam

aqueles que pertencem a Grupos para os quais ha pouca ou nenhuma informacao.
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