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A ilusão 

Qual é o sentido de buscar o conhecimento de como outros lugares no Universo 

foram, são e serão? Qual é o sentido de buscar a compreensão de como a vida surgiu e o 

quão provável é que ela tenha surgido diversas vezes no Cosmos? Este sentido poderia 

superar a infindável busca humana pela própria aceitação incondicional de todas as 

diferenças culturais que permeiam a realidade de nossas relações sociais? O investimento 

de bilhões em tecnologia para alcançar distâncias cada vez maiores e entender processos 

que ocorrem longe de nossa experiência comum? Estes investimentos não seriam melhor 

empregados na solução de evidentes flagelos sociais e econômicos que assombram e 

inquietam aqueles que conseguem pensar um segundo neste assunto? Pergunto então o 

que a nossa experiência comum nos diz, senão deixar a simples sensação de que nossos 

horizontes não vão além do que nossos olhos desnudos conseguem fitar? Esta nossa 

ansiedade desamarrada por alcançar mais longe do que nossos braços conseguem alcançar 

foi da lança ao foguete e disparou contra as estrelas máquinas e seres humanos que 

buscavam revelar os segredos da existência. Escondido nas entranhas deste desejo de 

alcançar o infinito há um sentido que também encontra paralelo nas construções humanas ao 

redor da imortalidade, da continuidade absoluta da consciência e do incontrolável pavor do 

desaparecimento e das celas cerceando nossos limites. 

A infinidade dos céus é alentadora e ao mesmo tempo inquietante. Por um lado nos 

esfria com a aspereza das condições dos lugares que distam da superfície da Terra, esta 

lâmina incrustada de vida que envolve rochas derretidas inabitáveis. Por outro lado, desperta 

nossos profundos desejos de experimentar o desconhecido, de tocar com a ponta dos dedos 

o que outrora eram apenas devaneios, equações e sonhos. 

A questão fundamental é: qual é a finalidade de nossa existência? Excluindo 

quaisquer possibilidades que envolvam aspectos desconectados da realidade tangível, 

sobra-nos muito pouco para realmente acreditar que por sí algo tem uma finalidade, seja um 

átomo ou um ser humano que pensa sobre o átomo. O que nos resta na verdade é a escolha 

do que fazer uma vez que aqui estamos no momento e, dada esta propriedade emergente de 

nosso cérebro chamada consciência e sua voraz necessidade de nos convencer de que 

somos importantes, seguir um caminho julgado correto pelas próprias armadilhas do 

pensamento. A continuidade de nossa espécie, aparentemente, dependeu com uma 
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freqüência elevada da nosso singular talento de ver mais longe do que os sentidos e os 

reflexos conseguem alcançar. 

Buscamos sempre olhar o distante ponto entre as montanhas e acreditar que lá está a 

nossa possibilidade de continuar mais um pouco, e movemos nossos pés rumo a este lugar. 

Lá vemos que aquele velho ponto já não é mais distante e que do alto da montanha 

consegue-se vislumbrar um riacho cortando a vegetação e o brilho do Sol em suas espumas 

são tão hipnóticos que nossos destinos passam a ser traçados afim de buscar aquele novo 

alento. 

Cada passo no futuro joga um pouco de pó sobre o passado, mas mostra que o futuro 

será passado no próximo instante. O que perdura é este movimento, este desenrolar, este 

fluxo contínuo das aspirações. Os olhos estão sempre à frente e enxergam longe para 

mostrar não só o próximo passo, mas sim os passos subseqüêntes. Somos seres físicos e 

abstratos, conscientes de nossa matéria mas constantemente subtraídos da realidade por 

um pensamento. 

Somos ambíguos, somos certos e errados. Pensamos, mas sentimos. Sonhamos, 

mas dormimos. Choramos, mas rimos. Esta nossa natureza nos acompanhará por muitos 

milênios ainda, e não acredito também que perder esta dúbia qualidade nos faria mais 

prósperos. 

O que penso, enfim, é que o horizonte é maior do que podemos compreender e que 

buscar uma verdade é como bater em uma concha ôca e esperar um movimento dentro dela. 

Ter certezas é como ter bolhas de sabão dentro do bolso e viver delas é como jogar milho a 

leões. 

A ilusão é simples, os olhos é que são complicados. O horizonte sempre estará lá, e 

nós sempre estaremos olhando aquele riacho e dando passos rumo a ele. Esta é a nossa 

natureza, é a centelha que o próprio Universo incutiu em nossas mentes para que pudesse 

perguntar sobre si mesmo: O que sou? 

 

Cleverson Carlos Matiolli 
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Imagination is more important than knowledge. For knowledge is limited, whereas imagination 

embraces the entire world, stimulating progress, giving birth to evolution. It is, strictly 

speaking, a real factor in scientific research. 

(Albert Einstein) 
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Resumo 

 

A manutenção do balanço energético em plantas é de crucial importância para a 

otimização de seu crescimento e desenvolvimento em resposta às condições sempre 

flutuantes do meio. A energia obtida através da fotossíntese deve ser utilizada 

parcimoniosamente e dividida entre crescimento, desenvolvimento, armazenamento e 

respostas a estresses bióticos e abióticos. Entender como a energia é canalizada para cada 

um destes processos e como os diversos sinais ambientais e metabólicos são integrados é 

de vital importância para a compreensão dos mecanismos que permitem o sucesso 

reprodutivo das plantas mesmo frente a condições ambientais adversas. Os fatores 

reguladores de transcrição desempenham um papel importante como pontos de 

convergência de vias de sinalização distintas e regulam a expressão dos conjuntos de genes 

mais adequados para cada combinação de sinais, permitindo uma resposta equilibrada 

diante de desafios muitas vezes concomitantes. Neste trabalho, mostramos que o fator de 

transcrição de Arabidopsis thaliana AtbZIP63, o qual pertence a família bZIP e é um 

mediador das respostas a carência energética induzidas pela quinase KIN10, é reprimido a 

curto prazo (2h e 4h) pela hexose glicose e o hormônio ácido abscíssico (ABA). A repressão 

da expressão de AtbZIP63 por 2% de glicose é independente da atividade sensora de glicose 

da enzima Hexokinase 1 (HXK1) e não envolve mudanças nos níveis endógenos de ABA, um 

mediador das respostas a glicose. No entanto, o ABA é capaz de modular a amplitude da 

resposta de AtbZIP63 a glicose. ABA e glicose interagem de maneira sinérgica para 

repressão da expressão de AtbZIP63 e esta interação envolve mecanismos de regulação 

pós-transcricionais. Análises em escala genômica de diferenças de perfis transcricionais 

entre mutantes para AtbZIP63 e seus respectivos genótipos selvagens foram desenvolvidas 

para identificar os genes alvos de AtbZIP63 e definir a rede de regulação da qual AtbZIP63 

participa. A classificação funcional dos 280 e 348 genes desregulados nos mutantes por 

inserção de T-DNA atbzip63-1 e atbzip63-2, respectivamente, sugere que AtbZIP63 está 

envolvido na regulação de genes relacionados as respostas à carência energética, síntese e 

resposta a hormônios, estresses abióticos e bióticos e ciclo circadiano, provavelmente 

modulando o uso equilibrado de energia em resposta aos desafios ambientais. Baseado na 

observação de que os mutantes para AtbZIP63 apresentam diversos genes relacionados a 

respostas contra estresses bióticos, avaliamos a resposta dos mutantes atbzip63-1 e 
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atbzip63-2 a patógenos usando o patossistema Arabidopsis-Pseudomonas O mutante 

atbzip63-1 é mais resistente a infecção com o fitopatógeno Pseudomonas syringae pv tomato 

DC3000, mostrando seu envolvimento nas respostas a estresse biótico. O mutante atbzip63-

2 apresenta atraso de crescimento quando cultivado em condições limitantes de energia, 

sugerindo sua participação também no crescimento/desenvolvimento de Arabidopsis nestas 

condições. A busca de proteínas interatoras de AtbZIP63 utilizando o sistema de duplo 

híbrido em levedura (Y2H) revelou genes relacionados a degradação de proteínas sugerindo 

que controle da estabilidade da proteína de AtbZIP63. Em conjunto, os resultados 

apresentados neste trabalho sugerem que AtbZIP63 é um nó de integração entre diferentes 

vias de sinalização para modular o crescimento e desenvolvimento de Arabidopsis de acordo 

com diversos sinais ambientais. 
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Abstract 

  

The maintenance of energy balance in plants is crucial to optimize their growth and 

development in response to ever changing environment. The energy obtained through 

photosynthesis must be used sparingly and divided between growth, development, storage, 

and responses to biotic and abiotic stresses. Understand how energy is channeled to each of 

these processes and how the environmental and metabolic signals are integrated have a vital 

importance to understanding the mechanisms by which plants reach the reproductive success 

even in adverse environmental conditions. Transcription factors play an important role as 

convergence points of several signaling pathways and regulate the expression of sets of 

genes most appropriate for each signal combination.  We show that the transcription factor 

AtbZIP63 from Arabidopsis thaliana, which belongs to the bZIP family and mediates partially 

the response to energy deprivation induced by kinase KIN10, is repressed in short-term 

treatments (2h and 4h) with glucose and hormone absicisic acid (ABA). The repression of 

AtbZIP63 by 2% glucose is independent of the glucose sensing activity of the enzyme 

Hexokinase 1 (HXK1) and does not involve changes in endogenous ABA levels, a mediator of 

glucose responses. However, ABA modulates the amplitude of AtbZIP63 responses to 

glucose. ABA and glucose interact synergistically to repress AtbZIP63 mRNA accumulation 

and that this interaction involves post-transcriptional mechanisms. Genomic scale 

transcriptional profile comparison between AtbZIP63 mutants and their respective wild-type 

genotypes have been developed to identify target genes and the regulatory context which 

AtbZIP63 is involved. The functional classification of 280 and 348 misregulated genes in T-

DNA insertion mutants atbzip63-1 and atbzip63-2, respectively, suggests that AtbZIP63 

regulates genes involved in responses to energy starvation, synthesis and hormone 

response, biotic and abiotic stress, and circadian clock, probably by modulating the energy 

usage in response to environmental challenges. Based on the observation that the AtbZIP63 

mutants have several misregulated genes related to responses to biotic stress, we evaluated 

the response of atbzip63-1 and atbzip63-2 to pathogens using the Arabidopsis-Pseudomonas 

pathosystem. The atbzip63-1 mutant is more resistant to infection with the pathogen 

Pseudomonas syringae pv tomato DC3000, showing their involvement in responses to biotic 

stress.  The atbzip63-2 mutant has arrested growth in energy-limiting conditions, also 

suggesting its participation in the growth / development of Arabidopsis under these 
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conditions. A searching for interacting proteins of AtbZIP63 using Yeast Two-Hybrid (Y2H) 

system revealed proteins related to protein degradation and suggests stability control of 

AtbZIP63 protein.  Together, the results presented here suggest that AtbZIP63 is an 

integration node of different signaling pathways and modulates growth and development of 

Arabidopsis under different environmental conditions. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Controle da expressão gênica em eucariotos 

O genoma de uma célula eucariótica contém, em sua seqüência de DNA, as unidades de 

informação que são necessárias para a síntese de milhares de proteínas e RNA’s não-

codificantes. O genoma da planta modelo Arabidopsis thaliana contém aproximadamente 28 

mil genes codificantes de proteínas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), além de 

diversos genes representando RNA’s não-codificantes que exercem funções importantes na 

regulação do crescimento, desenvolvimento e respostas a estresses (Billoud et al., 2005; Ben 

Amor et al., 2008; Guttman & Rinn, 2012). Estas unidades de informação, ou genes, apesar 

de estarem presentes em praticamente todas as células de cada organismo, não são 

expressas todas ao mesmo tempo e em todos os órgãos e tecidos sendo, pelo contrário, 

precisamente regulados no tempo e no espaço. O conjunto de genes e a quantidade que 

cada um deles é expresso em cada estágio do ciclo de vida, órgão ou condição ambiental 

precisam ser propriamente regulados afim de garantir o adequado crescimento e 

desenvolvimento. Os mecanismos que definem o momento, o local e a quantidade que cada 

gene será expresso é denominado controle da expressão gênica. 

O controle da expressão gênica pode ocorrer em diferentes níveis: transcrição (McKnight 

& Kingsbury, 1982; Singh, 2002; Kaufmann et al., 2010), processamento e controle da 

estabilidade do RNAm, tradução do RNAm (Van der Kelen et al., 2009), modificações pós-

traducionais das proteínas, multimerização em complexos protéicos, controle da localização 

celular e regulação da estabilidade das proteínas. Estes diferentes níveis de regulação 
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operam simultaneamente e de forma integrada afim de garantir o ajuste fino da expressão 

gênica. 

O regulação da taxa de iniciação da transcrição é o primeiro passo do controle da 

expressão gênica. A regulação transcricional depende de uma complexa interação entre as 

RNA polimerases, DNA, fatores e cofatores de transcrição (Katagiri & Chua, 1992; Meshi & 

Iwabuchi, 1995; Singh et al., 2002; Rushton et al., 2010; Wehner et al., 2011). Os fatores e 

cofatores de transcrição interagem e modulam a atividade do complexo basal de transcrição 

que inclui as RNA polimerases e fatores basais de transcrição. Por sua vez, o genoma dos 

organismos eucariotos apresenta-se compactado no núcleo de cada célula na forma de 

cromatina, uma combinação complexa do DNA genômico e proteínas com carga positiva 

denominadas histonas (Sanchez & Gutierrez, 2009). A compactação da cromatina apresenta 

funções estruturais, organizando a disposição do DNA no núcleo, e regulatórias, controlando 

a acessibilidade de proteínas ao DNA. Desta forma, a acessibilidade das RNA polimerases, 

fatores e cofatores de transcrição ao DNA é altamente regulada através do nível de 

metilação do DNA, acetilação (Waterborg, 2011) e metilação de histonas (Liu et al., 2010)  e 

localização dos nucleossomos (Conaway, 2012). A regulação da transcrição baseada na 

estrutura e propriedades fisico-químicas da cromatina é denominada regulação epigenética. 

Além do controle através de mecanismos epigenéticos, a taxa de iniciação da transcrição 

depende de fatores reguladores de transcrição (elementos trans), que são proteínas que 

ligam-se a pequenas seqüências de DNA (elementos cis) contidas na região promotora dos 

genes (Latchaman, 1990), aumentando ou reduzindo a taxa de iniciação de transcrição pela 

RNA polimerase (Lee & Young, 2000; Beckett, 2001; Juven-Gershon et al., 2008) (Figura 1). 

Os fatores de transcrição correspondem a aproximadamente 10% (~2500) dos genes 

codificantes de proteínas em Arabidopsis thaliana (Mitsuda & Ohme-Takagi, 2009), os quais 
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são divididos em famílias de acordo com os domínios que apresentam e com quais 

elementos cis nos promotores dos genes estes fatores interagem (Riechmann et al., 2000; 

Corrêa et al., 2008). Os domínios conservados usados na classificação dos fatores de 

transcrição em famílias são responsáveis tanto pela interação com o DNA quanto com outras 

proteínas reguladoras. A presença destes motivos conservados torna possível a classificação 

dos mesmos em famílias multigênicas como a dos Homeodomínios (HD), dos Zinc Fingers, 

dos Helix-Loop-Helix (HLH) e Basic-Helix-Loop-Helix (BHLH), dos Helix-Turn-Helix, que inclui 

as proteínas MYB, dos MADS-box, dos NACs, dos DOFs (DNA Bindind with one finger), dos 

Basic-Leucine Zipper (bZIP), entre outras (Singh, 1998; Riechmann et al., 2000; Wingender 

et al., 2000; Feller et al., 2011). 

 

 

Figura 1. Representação esquemática do complexo de transcrição, contendo os fatores 
basais, co-ativadores, ativadores e repressores de transcrição. (Retirado de 
http://berkeley.edu/news/features/1999/12/09_3dimage.html) 
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O controle da expressão gênica também pode ocorrer através de mecanismos pós-

transcricionais envolvendo a modulação da estabilidade do RNA mensageiro e da taxa de 

tradução. Quanto a estabilidade do RNA mensageiro, estes podem ser classificados como 

estáveis (meia-vida de algumas horas), muito estáveis (meia-vida de dias) e instáveis (meia-

vida de aproximadamente 1 hora) (Jonhson et al, 1998). Os componentes moleculares que 

controlam a estabilidade do RNAm podem ser alocados em três categorias: 1. Componentes 

do sistema basal de degradação de RNAm que fazem parte do controle de qualidade da 

produção dos transcritos de cada locus; 2. Fatores (elementos trans) que ligam-se a 

seqüências específicas (elementos cis) no RNA mensageiro e controlam sua estabilidade; e 

3. Elementos transdutores de estímulos externos e/ou condições fisiológicas regulando a 

atividade dos fatores trans que modulam estabilidade de RNAm específicos através das 

seqüências cis nele contidas (Gutiérrez et al, 1999). A modulação da estabilidade do RNA 

mensageiro pode ser efetuado por diferentes vias como, por exemplo, por atividade de 

exonucleases, que degradam o RNAm no sentido 5`-3` após a remoção do cap 5’; atividade 

de exossomos, que degradam o RNAm no sentido 3’-5’ após o processo de remoção da 

cauda poli-A; degradação sinalizada por miRNAs, nat-siRNAs (natural anti-sense siRNAs) e 

ta-siRNAs (trans-acting siRNAs) (Belostotsky & Sieburth, 2009; Houseley & Tollervey, 2009). 

Outro mecanismo importante de controle da estabilidade do RNA mensageiro é o processo 

de NMD (Non-sense Mediated Decay), mecanismo pelo qual o mecanismo de vigilância da 

célula degrada RNAm aberrantes contendo um códon de parada prematuro (PTC – 

Premature Termination Codon) (Kurihara et al., 2009). O controle da tradução efetuado por 

miRNAs foi recentemente descrito em plantas por Brodersen et al., 2008 e desempenha um 

papel importante na regulação da expressão gênica. 
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A modulação da estabilidade de proteínas em Arabidopsis é crucial nas respostas aos 

hormônios etileno, jasmonato, giberelinas e auxinas. A regulação da estabilidade das 

proteínas é efetuada principalmente através da marcação das proteínas a serem degradadas 

com o peptídeo ubiquitina, o qual sinaliza a maquinaria celular para destinar a proteína para 

degradação no proteassomo (Vierstra, 2009). Vários exemplos de regulação da estabilidade 

de proteínas modulando a resposta a açúcares e hormônios já foram descritos na literatura. 

O fator de transcrição EIN3 (Ethylene Insensitive 3) é um importante regulador das respostas 

induzidas por etileno e sua proteína é estabilizada na presença deste hormônio (Guo & 

Ecker, 2003). Na ausência de etileno, EBF1 e EBF2 (EIN3-Binding F-Box Protein 1 e 2) 

interagem com EIN3 e promovem sua ubiquitinição e degradação no proteassomo (Gagne et 

al., 2004; Binder et al., 2007). Além disso, o monossacarídeo glicose eleva a taxa de 

degradação de EIN3 de forma dependente da atividade sensora de glicose HXK1 

(Hexokinase 1) (Rolland & Sheen, 2005) e coloca EIN3 como um ponto de convergência 

entre a sinalização por etileno e glicose. As respostas transcricionais ao hormônio jasmonato 

dependem em grande parte dos fatores de transcrição do tipo bHLH (basic Helix-Loop-Helix) 

MYC2 (Dombrecht et al., 2007), MYC3 e MYC4 (Fernández-Calvo et al., 2011), que têm sua 

atividade reprimida por diversos membros da família de repressores transcricionais JAZ 

(Jasmonate ZIM-Domain) (Thines et al., 2007; Chini et al., 2007, Kazan & Manners, 2012). A 

forma mais ativa do hormônio ácido jasmônico JA-Ile, na qual o jasmonato é conjugado ao 

aminoácido isoleucina (Ile), liga-se a proteína do tipo F-Box COI1 (Coronatine-Insensitive 1) 

(Xie et al., 1998; Melotto et al., 2008) e induz a ubiquitinação das proteínas JAZ pelo 

complexo SCFCOI1,destinando-as para degradação no proteassomo e liberando a transcrição 

promovida pelos fatores MYC2, MYC3 e MYC4 da repressão pelas proteínas JAZ. A 

molécula coronatina, análoga ao conjugado JA-Ile e produzida por diversas linhagens do 
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gênero Pseudomonas, também é capaz de destinar as proteínas JAZ para degradação, que 

é uma estratégia deste fitopatógeno para reduzir a resistência da planta (Uppalapati et al., 

2007; Melotto et al., 2008). A sinalização por giberelinas opera através de um mecanismo 

semelhante, na qual as proteínas repressoras transcricionais da família DELLA são 

ubiquitinadas e degradadas no proteassomo, liberando os fatores de transcrição que irão 

ativar a expressão dos genes responsivos a giberelina (revisão em Achard & Genschik 

2009). O hormônio auxina liga-se com a proteína F-Box TIR1 e promove a interação dos 

repressores transcricionais Aux/IAA com o complexo de ligação de ubiquitina SCFTIR1 e 

posterior degradação destes repressores via proteassomo (Dharmasiri et al., 2005; Parry & 

Estelle, 2006). Estes dados sugerem que a regulação da estabilidade de proteínas é uma 

importante forma de controle das respostas a sinais de desenvolvimento e ambientais. 

 

1.2 Fatores de transcrição do tipo bZIP (basic leucine zipper) 

Os fatores de regulação da transcrição do tipo bZIP foram descritos em todos os 

eucariotos (Wingender et al., 2000) e são caracterizados por um domínio conservado de 40 a 

80 aminoácidos, conhecido como domínio bZIP (basic leucine zipper). Este domínio é 

formado por dois motivos distintos, uma região básica e um zíper de leucinas. O zíper de 

leucinas, devido a sua característica hidrofóbica, é responsável por interações com outras 

moléculas de proteína, sendo que a dimerização pode ocorrer entre subunidades idênticas, 

formando homodímeros, ou entre subunidades diferentes, formando heterodímeros 

funcionais (Jakoby et al., 2002; Figura 2). Os fatores bZIP atuam de uma ampla gama de 

processos como fotomorfogênese (Osterlund et al., 2000; Ulm, et al., 2005), desenvolvimento 

de órgãos (Chuang et al., 1999), elongação celular (Yin et al., 1997; Fukuzawa et al., 2000), 



 

7 

 

controle do balanço de carbono/nitrogênio (Ciceri et al., 1999), mecanismos de defesa 

(Pontier et al., 2001; Kaminaka et al., 2006), sinalização de hormônios e sacarose 

(Finkelstein & Lynch, 2000; Uno et al., 2000; Rolland & Sheen, 2005), resposta a estresse 

osmótico (Satoh et al., 2004, Weltmeier et al., 2006) e controle da floração (Abe, et al., 2005; 

Huang et al., 2006). Os fatores de transcrição do tipo bZIP de Arabidopsis foram 

classificados em 13 grupos (grupos A-L e S) de genes evolutivamente relacionados (Corrêa 

et al., 2008). 

 

Figura 2. Representação esquemática da estrutura tridimensional do domínio conservado 
bZIP. O motivo básico é responsável pela especificidade de ligação ao DNA e 
endereçamento nuclear. O zíper de leucina é o motivo responsável pela dimerização 
(Adaptado de Jakoby et al., 2002 – Trends Plant Science) 

 

1.3 Sinalização por açúcares e sua interação com hormônios em plantas 

 Plantas são organismos fotoautotróficos capazes de converter a energia da luz em 

energia química que é utilizada para biossíntese de compostos ricos em energia como 

proteínas e carboidratos. Os açúcares produzidos nos tecidos fotossintetizantes (fonte) são 

transportados principalmente na forma de sacarose pelo floema, sendo distribuída entre os 

órgãos heterotróficos (drenos) como raízes, meristema apical vegetativo ou reprodutivo e 
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sementes (Roitsch, 1999). Para otimizar o seu crescimento e desenvolvimento tanto em 

condições favoráveis quanto adversas, é essencial que a planta possa ajustar a produção de 

açúcares (fotossíntese) em relação à demanda dos órgãos drenos. É também importante 

para as plantas ter a capacidade de integrar de maneira eficiente o metabolismo dos 

açúcares com a disponibilidade de outros macronutrientes essenciais (nitrogênio, fósforo e 

enxofre). Ao mesmo tempo, estresses bióticos (patógenos) e abióticos (hídrico e osmótico, 

entre outros) também afetam a expressão gênica e o metabolismo. 

Para realizar estas complexas tarefas, as plantas desenvolveram redes de regulação 

intrincadas nas quais os açúcares desempenham papel chave de sinalização (Corruzi & 

Zhou, 2001; Forde, 2002; Rolland & Sheen, 2006; Rook et al., 2006; Gutiérez et al., 2007). O 

dissacarídeo trealose aparentemente é um importante sinal que controla vários aspectos do 

desenvolvimento como crescimento de raízes, florescimento e embriogênese (Grennan et al, 

2007). Uma outra via de sinalização específica do dissacarídeo sacarose (a principal forma 

de transporte de carboidratos) envolvendo o fator de transcrição AtbZIP11, o qual controla a 

síntese de asparagina e a degradação de prolina foi recentemente identificada e define uma 

interação entre o metabolismo do nitrogênio e do carbono (Hanson et al, 2007). A hexose 

glicose também é um importante sinal que promove mudanças importantes da expressão 

gênica (Koch, 1996; Price et al., 2004; Li et al., 2006), influenciando processos fundamentais 

como germinação, crescimento de raízes e caule, fotossíntese, metabolismo de carbono e 

nitrogênio, floração, resposta a estresses e senescência (Rolland et al, 2002).  

Estudos em Saccharomyces demonstraram que Hxk2 (Hexokinase-2) exerce papel 

fundamental na repressão de genes relacionados ao catabolismo de fontes de carbono não-

fermentáveis em resposta a alta concentração de glicose (fonte fermentável) no meio 

(Carlson, 1999; Moreno et al, 2005). Esta repressão ocorre pela interação de Hxk2 com a 
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proteína repressora Mig1 no núcleo (Ahuatzi et al, 2004), impedindo a fosforilação desta 

última pela proteína quinase Snf1 (Sucrose non-fermenting 1). A fosforilação de Mig1 é 

promovida por Snf1 em baixas concentrações de glicose e determina sua exportação do 

núcleo e a desrepressão de genes relacionados ao catabolismo de fontes alternativas de 

carbono como a sacarose (Santangelo, 2006) e ao metabolismo aeróbico (Polge & Thomas, 

2006). A atividade sensora da hexoquinase é conservada em plantas. Foi demonstrado em 

Arabidopsis thaliana que a HXK1 (Hexokinase 1) atua como um sensor da glicose 

independentemente da sua atividade catalítica de fosforilação, induzindo a repressão de 

genes fotossintéticos (Moore et al, 2003). Dados recentes indicam que a HXK1 reprime a 

expressão do gene CAB2 (Chlorophyll-a/b-binding 2) interagindo com o promotor deste gene 

na forma de um complexo multiprotéico (Cho et al., 2006).  Outra forma de regulação é 

independente da atividade sensora de HXK1 e depende de sua atividade catalítica, sendo 

que os metabólitos produzidos após a fosforilação da glicose podem atuar regulando a 

expressão gênica (Revisão em Rolland et al., 2006). Evidências genéticas também revelaram 

a existência de mecanismos de detecção e sinalização da glicose independente de HXK1, 

por exemplo aquela envolvendo um receptor acoplado a uma proteína G em Arabidopsis 

denominado RGS1 (Regulator of G-protein signaling 1) (Ullah et al., 2002; Chen et al. 2003; 

Huang et al., 2006). 

 A proteína Snf1 (Sucrose non-fermenting 1) de Saccharomyces cerevisae possui 

grande similaridade com as famílias AMPk (AMP-dependent protein kinase) de mamíferos 

(Hong et al, 2003) e SnRKs (Sucrose non-fermenting related kinases) de plantas (Halford & 

Hardie, 1998). Estas proteínas quinases desempenham papéis fundamentais na manutenção 

da homeostasia energética, e as similaridades observadas entre estas proteínas sugerem 

mecanismos de monitoramento energético conservados em todos os eucariotos (Polge, & 
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Thomas, 2006). Recentemente, foram caracterizadas em Arabidopsis duas SnRK1s ativadas 

em condições de privação energética e reprimidas por glicose, KIN10 e KIN11. Estas duas 

quinases têm papel central na mudança do perfil de transcrição em respostas a condições 

que provocam deficiência energética (Baena-Gonzalez et al., 2007; Figura 3). Elas atuam 

ativando a expressão de genes relacionados a vias catabólicas (degradação de parede 

celular, mobilização de amido, degradação de lipídios, proteínas e aminoácidos) e reprimindo 

genes relacionados ao anabolismo (síntese de parede celular, proteínas, aminoácidos) 

através de uma rede de sinalização que inclui fatores de transcrição tipo bZIP do grupo S e C 

(Baena-González et al, 2007). Foi demonstrado neste mesmo trabalho que alguns fatores de 

transcrição dos grupos C e S de bZIPs (Jakoby et al., 2003; Guedes Corrêa et al., 2008) são 

importantes mediadores das respostas mediadas pelas SnRK1 KIN10 and KIN11 na 

adaptação a limitação energética (Baena-González et al., 2007; Usadel et al., 2008). Além 

disso, os fatores bZIP dos grupos C e S formam heterodímeros funcionais (Ehlert et al, 

2006), modificando o padrão de interação com o DNA e diversificando o conjunto de genes 

alvos diretos e indiretos que podem ser regulados por estes fatores. 
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Figura 3. Regulação das respostas a privação energética mediada pelas quinases SnRK1 
KIN10 e KIN11. Diversas condições de estresse, privação de nutrientes e escuridão 
provocam um deficit energético que ativa as quinases SnRK1 KIN10 e KIN11, as quais 
disparam uma cascata de sinalização que culminam na reprogramação transcricional que 
conduz a repressão de genes relacionados ao anabolismo e indução de genes relacionados 
ao catabolismo (Adaptado de Baena-González & Sheen, 2008 – Trends in Plant Science) 

 

Outro ponto a ser ressaltado é que estudos com mutantes de Arabidopsis 

hipersensíveis (glo – glucose oversensitive) e insensíveis (gin - glucose insensitive)  a glicose 

revelam íntima associação com sinalização por hormônios (revisão em Leon & Sheen, 2003). 

Esta associação parece ser essencial no ajuste fino do desenvolvimento e das respostas a 
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estresses ambientais, integrando informações do metabolismo energético e sinais 

transmitidos por hormônios. (Figura 4) 

 

Figura 4. Interação entre a sinalização por glicose e hormônios em Arabidopsis. Parte das 
vias de sinalização induzidas por glicose dependem de genes relacionados a síntese e 
sinalização dos hormônios ABA, auxinas, citocininas e etileno. (Extraído de Rolland et al., 
2006 – Annual Review of Plant Biology). 

 

  A interação entre açúcares e ABA em Arabidopsis é evidenciada pela caracterização 

de diversos mutantes de síntese do ABA como aba2 e aba3 e de sensibilidade ao ABA como 

abi4 e abi5 como mutantes gin (Gibson, 2005). Uma possível interpretação destes resultados 

é que a glicose atua ativando a síntese da ABA (Cheng et al., 2002). Alternativamente foi  

proposto que o ABA poderia modular as respostas a glicose (Rook et al., 2006). 
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Outro hormônio que também demonstra interação com a sinalização por glicose é o 

etileno. Vários mutantes de componentes da via de sinalização do etileno como ctr1, ein2 ou 

etr1 apresentam respostas alteradas a glicose e foi deduzido que o etileno poderia ter uma 

atividade antagônica a glicose atenuando as respostas a esta hexose (Zhou et al, 1998). A 

glicose por sua vez poderia também atuar como regulador negativo da sinalização pelo 

etileno promovendo a degradação de EIN3, regulador da transcrição envolvido nas respostas 

ao etileno (Yanagisawa et al., 2003). Outras evidências genéticas apontam também para 

uma interação entre a glicose e os hormônios auxina e citocinina (Moore et al., 2003). Porém, 

os mecanismos moleculares envolvidos nas comunicações cruzadas entre a glicose e os 

hormônios são pouco conhecidos. Além disto, o significado fisiológico destas conexões não é 

bem compreendido.  

O ABA é considerado um hormônio de estresse e, portanto, é possível que as 

respostas coordenadas a ABA e glicose possam refletir a necessidade de adequar respostas 

a estresse de acordo com o nível energético (quantidade de açúcares) do organismo.  Neste 

caso de interação entre ABA e glicose foi sugerido que o fator de regulação da transcrição 

ABI4 da família de reguladores do tipo AP2 (Apetala 2) e ABI5 da família do tipo bZIP 

poderiam atuar como elos de interação entre estes sinais para promover mudanças de 

expressão gênica e conseqüentemente respostas integradas da planta (Leon & Sheen, 

2003). Outros fatores do tipo bZIP homólogos a ABI5 também foram identificados como 

mediadores da sinalização da glicose (Kim et al., 2004).  Análises das alterações dos perfis 

de expressão na escala genômica indicaram que a expressão de um conjunto de 39 fatores 

de transcrição é rapidamente alterada pela glicose (Price et al., 2004; Li et al., 2006). Estes 

fatores representam possíveis intermediários da cascata de regulação da transcrição ativada 

pela glicose. Deste conjunto de fatores de transcição, 8 codificam para bZIPs, com 5 deles 
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sendo reprimidos (AtbZIP1, AtbZIP3, AtbZIP9, AtbZIP41 e AtbZIP63) e 3 induzidos (AtbZIP8, 

AtbZIP11 e AtbZIP39) (Li et al., 2006).  

 

1.4 Ciclo circadiano  

O ciclo circadiano controla muitos processos metabólicos, desenvolvimentais e 

fisiológicos, como controle do florescimento, uso eficiente da água, controle do rítmo de 

crescimento/elongação e respostas á hormônios e luz (Barak et al., 2000; Harmer, 2009; 

Montaigu et al., 2010; Nakamichi, 2011) (Figura 5). O ritmo do relógio circadiano é 

sincronizado pelo ciclo dia/noite através da transdução de sinais luminosos e da acumulação 

de açúcares (Somers et al., 2000; Kim et al., 2002; Farré & Weise, 2012), mas também pode 

ser alterado por outras condições ambientais como temperatura e estresse hídrico (Gould et 

al., 2006; Legnaioli et al., 2009). O relógio circadiano permite a antecipação de mudanças 

ambientais previsíveis (Mas & Yanovsky, 2009) como alterações de temperatura, estresse 

hídrico e infecção por patógenos (Nakamichi 2011; Shin et al., 2012). 
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Figura 5. O relógio circadiano controla diversos processos importantes no crescimento e 
desenvolvimento e respostas a estresses (Extraído de Barak et al., 2000). 

 

1.5 Mecanismos de defesa contra patógenos 

Quando um fitopatógeno atravessa os obstáculos que a planta possui para sua 

defesa, ele encontra um sistema de vigilância que detecta as tentativas de invasões, 

ativando uma ampla gama de defesas (Ingle et al. , 2006; Zipfel, 2008). A percepção inicial 

envolve a detecção de moléculas conservadas dos patógenos denominadas PAMP’s 

(Pathogen Associated Molecular Pattern) e MAMPs (Microbe Associated Molecular Pattern). 

A imunidade desencadeada por PAMP’s (PTI ou PAMP Triggered Immunity) constitui a 

primeira linha da defesa que deve ser superada pelos patógenos para obterem sucesso na 

colonização dos tecidos das plantas (Jones & Dangl, 2006; Zipfel, 2008). Isto é conseguido 

pelos patógenos através da secreção de efetores, que atuam no exterior ou interior da célula 
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hospedeira para suprimir ou manipular a imunidade inata da planta. Efetores 

desencadeadores de suscetibilidade (ETS ou Effector Triggered Susceptibility) atuam na 

supressão da PTI. A PTI compreende uma gama de respostas universais, incluindo fluxos 

iônicos, cascatas de sinalização envolvendo diversas MAPK’s (Mitogen-Activated Protein 

Kinase), produção de espécies reativas de oxigênio (ROS; Reactive Oxygen Species), 

reforço da parede celular e rápida indução de genes de resistência, amplamente regulados 

por fatores de transcrição WRKY (Ingle et al. , 2006). Para infectar uma planta hospedeira, 

patógenos bem sucedidos devem evitar o reconhecimento e/ou possuir efetores capazes de 

suprimir os moduladores chave de respostas da planta contra a infecção (Zipfel, 2008).    As 

plantas possuem uma segunda linha de defesa, na forma de proteínas de resistência (R), os 

produtos que, direta ou indiretamente, detectam os efetores (chamadas proteínas de 

avirulência, AVRs), e conferem imunidade contra patógenos que foram bem sucedidos em 

suprimir a PTI. A imunidade desencadeada por efetores (ETI – Effector triggered Immunity) 

representa um segundo nível de resposta contra o organismo fitopatogênico. Na ETI, um 

produto dos genes R residente no interior da célula da planta, reconhece a(s) proteína(s) 

efetora(s) promotora de virulência correspondente entregue pelo patógeno. Muitos genes R 

codificam proteínas NB-LRR (Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat). Se um efetor é 

reconhecido por uma proteína NB-LRR correspondente, ocorre ETI (Figura 6). 
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Figura 6. Representação esquemática do reconhecimento de elicitadores derivados de 
organismos fitopatogênicos pela planta e consequentes respostas PTI e ETI (Extraído de 
Dodds et al., 2011, Nature Genetics) 

 

Análises de dados públicos de microarranjo mostrara, que o RNAm de AtbZIP63 é 

fortemente induzido por diversas cepas da bactéria fitopatogênica Pseudomonas syringae e 

o PAMP flg22 (22 aminoácidos ativos da flagelo bacteriano) (www.genevestigator.com - Hruz 

et al., 2008). A observação de que a acumulação de RNAm de AtbZIP63 pode ser regulado 

pela infecção com patógenos sugere que AtbZIP63 participa também das respostas a 

estresses bióticos e revela mais um nível de complexidade da rede de regulação na qual este 

fator de transcrição está envolvido. Outro dado indicando que AtbZIP63 poderia participar 

das respostas contra patógenos é a heterodimerização com o fator de transcrição AtbZIP10 

(Ehlert et al, 2006), um regulador positivo da resposta hipersensitiva (HR – Hypersensitive 
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Response) induzida por patógenos (Kaminaka et al, 2006). Neste trabalho foi demonstrado 

que na ausência de patógenos, AtbZIP10 associa-se a com a proteína citoplasmática LSD1 

(Lesions Simulating Disease resistance 1), que o retém no citoplasma e impede seu 

transporte para o núcleo. Na presença de patógenos, AtbZIP10 dissocia-se da proteína LSD1 

no citoplasma e é translocado até o núcleo, onde poderia interagir com AtbZIP63 e regular a 

expressão gênica. Reforçando a hipótese da participação de AtbZIP63 nas respostas a 

estresse biótico, dois de seus ortólogos, CPRF2 em salsa e G/HBF em soja (Lara et al., 

2003), estão envolvidos em respostas a patógenos e outros estresses ambientais (Weisshaar 

et al, 1991; Dröge-Laser et al, 1997).  

O fator de transcrição AtbZIP63, além de ser regulado por glicose, também é regulado 

por ABA (Thomaz, 2008), apresenta um padrão de expressão variável ao longo do ciclo 

dia/noite (Usadel et al., 2009) e media parcialmente as respostas a privação energética 

induzidas por KIN10 (Baena-González et al., 2007). Além disso, sua regulação por 

fitopatógenos sugere que este fator participa também das respostas a estresses bióticos. Em 

conjunto, estes dados o tornam um interessante objeto de estudo afim de contribuir para a 

compreensão de como são integrados o estado energético e as respostas a estresses 

abióticos (ABA) e bióticos (fitopatógenos). 
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Objetivos 

 O presente estudo visou estabelecer os mecanismos envolvidos na regulação do fator 

de transcrição AtbZIP63 por glicose e ABA, bem como definir seu papel nas respostas a 

privação energética, sua importância na resposta contra fitopatógenos e na regulação do 

crescimento e desenvolvimento de Arabidopsis thaliana.  

 

1. Definir os mecanismos envolvidos na regulação da expressão de AtbZIP63 por glicose 

e ABA e estabelecer como estes dois sinais interagem na regulação deste gene 

(Capítulo 1) 

2. Avaliar o papel de AtbZIP63 no desenvolvimento de Arabidopsis thaliana e na 

resposta contra a bactéria fitopatogênica Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 

(Capítulo 2) 

3. Determinar as proteínas que interagem com AtbZIP63 através do sistema de duplo 

híbrido em levedura (Y2H – Yeast two-hybrid) (Apêndice) 
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CAPÍTULO 2 

  

 

Avaliação do papel de AtbZIP63 no desenvolvimento de Arabidopsis 

thaliana e na resposta contra a bactéria fitopatogênica Pseudomonas 

syringae pv tomato DC3000  
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Materiais e métodos 

Material vegetal e condições de crescimento 

 Plantas selvagens de Arabidopsis thaliana dos ecótipos Col-0 e WS (Wassilewskija) e 

as linhagens mutantes por inserção de T-DNA homozigotas atbzip63-1 (SALK_006531, 

derivada do ecótipo Col-0) e atbzip63-2 (FLAG_610A08, derivada do ecótipo WS), foram 

cultivadas em câmaras climatizadas com temperatura de 22ºC, fotoperíodo de 12h luz/ 12h 

escuro durante 4 semanas para os experimentos de infecção com Pst DC3000 e 10h luz/ 14h 

escuro durante 20 dias para os experimentos de análise de expressão gênica, sob 

intensidade de luz de 100μE/m2/s. 

 

Figura 1: Validação dos mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2. A. Posições das inserções dentro 
do gene que codifica para o fator de transcrição AtbZIP63. B. RT-PCR semiquantitivo 
mostrando a redução da acumulação do mRNA de AtbZIP63 em ambos os mutantes. 
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Identificação dos genes alvos do AtbZIP63 por microarranjo de DNA e RNA-seq 

O RNA total foi extraído das quatro folhas mais jovens de plantas com 20 dias de 

cultivo em terra, com fotoperíodo 10h luz/14h escuridão usando o kit RNeasy Mini Kit 

(Qiagen) segundo o protocolo indicado do fabricante. Cada amostra foi obtida a partir de 

cinco plantas e foram utilizados 4 chips de DNA para cada genótipo (mutante atbzip63-2 e 

ecótipo Ws). Para o procedimento de RNA-seq o procedimento de obtenção das amostras foi 

semelhante (cinco plantas por amostra), com excessão de que uma amostra de cada 

genótipo (atbzip63-1 e seu respectivo genótipo selvagem Col-0) foram sequenciados 

utilizando a plataforma Genome Analyzer (GA) Illumina. A marcação e hibridização do RNA 

foram realizadas conforme os protocolos da Affymetrix®, utilizando as instalações do LNLS 

(Laboratório Nacional de Luz Síncrotron, Campinas). O RNA foi convertido em cDNA, 

marcado com biotina, fragmentado (80 a 120 pb) e então hibridizados contra o chip de DNA  

(ATH1 Arabidopsis GeneChips, Affymetrix®). Após a hibridização estes chips foram lavados 

e corados com estreptavidina, em seguida foram escaneados com scanner GeneArray.  As 

amostras de RNA total de atbzip63-1 e Col-0 foram processadas e sequenciadas pela 

empresa Ambrygen (www.ambrygen.com). 

 

Análise dos dados de transcriptoma 

Para o tratamento estatístico dos dados brutos de microarranjo dos genótipos 

atbzip63-2 e WS foi utilizado o software R 2.12.1 (R Development Core Team, 2008) com a 

interface gráfica de análise de microarraysaffylmGUI 

(http://www.bioconductor.org/packages/2.0/bioc/html /affylmGUI.html). Para a normalização 

entre as lâminas utilizamos o método RMA (“Robust Multichip Average”) no software 

http://www.ambrygen.com/
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Expression Console™ (Affymetrix®). Os reads obtidos a partir do RNA-seq de atbzip63-1 e 

Col-0 foram mapeados contra o banco de transcritos de Arabidopsis thaliana (TAIR9, 

www.arabidopsis.org) utilizando o software CLC Genomics WorkBench 

(http://www.clcbio.com) e a significância estatística dos genes diferencialmente expressos foi 

avaliada através do teste de Baggerley (P-valor < 0.05). Os genes diferencialmente 

expressos foram sobrepostos com outros experimentos de microarranjo utilizando o software 

VennMaster 0.37.4 (http://www.informatik.uni-ulm.de/ni/staff/HKestler/vennm/doc.html). O 

agrupamento destes genes diferencialmente expressos foi realizado no Genevestigator 

(www.genevestigator.ethz.ch/). 

 

Desafio com fitopatógeno Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 

Pseudomonas syringae pv. tomato estirpe DC3000 (Pst DC3000) foram cultivadas a 

30ºC em meio Luria-Bertani modificado (LB; Katagiri et al., 2002) suplementado com os 

antibióticos apropriados até alcançar a OD600 de 0.8. As bactérias foram coletadas por 

centrifugação e ressuspendidas em água até a concentração final de 108 cfu/mL contendo o 

surfactante Silwet L-77 a 0.05% para posterior uso nos experimentos de infecção. 

Arabidopsis dos genótipos atbzip63-1, atbzip63-2, Col-0 e WS com cinco semanas de idade 

foram mergulhados na suspensão bacteriana obtida e colocadas em condições de alta 

umidade até o desenvolvimento de sintomas. Plantas foram infiltradas com suspensão de Pst 

DC3000 a 106 CFU/mL contendo Silwet L-77 a 0.004% por meio de vácuo. As plantas 

infiltradas foram deixadas secar e cobertas até que o experimento seja completado. A 

população bacteriana no mesófilo foliar foi determinada como descrito em Katagiri et al., 

2002 e os sintomas clorose e necrose foram avaliados 1 e 3 dias após a infecção. 

http://www.arabidopsis.org/
http://www.clcbio.com/
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Resultados e discussão 

O fator de transcrição AtbZIP63 participa da modulação das respostas a estresse 

energético 

 Considerando que AtbZIP63 media parcialmente as respostas ao estresse energético 

moduladas pela quinase KIN10 (Baena-González et al., 2007; Matiolli et al., 2011), 

procuramos avaliar a sobreposição entre o transcriptoma do mutante atbzip63-2, os genes 

regulados por KIN10 (Baena-González et al., 2007) e mudanças de perfis de expressão 

decorrentes do estresse energético promovidos por extensão do período da noite (Usadel et 

al, 2008). A comparação entre os 119 genes induzidos por AtbZIP63 e os 8900 genes 

induzidos em 6 time-points de extensão após o período de uma noite de 12h (2, 4, 6, 8, 24 e 

48h após o fim da noite) (Usadel et al, 2008), resultou numa sobreposição de 59 genes sem 

redundância entre os time-points, ou seja, os genes que tinha sobreposição em 2h foram 

removidos das análises subsequentes com 4h e assim sucessivamente (Figura 2A). Estes 59 

genes foram então comparados com os 504 genes induzidos por KIN10 (Baena-Gonzales et 

al, 2007) levando a identificação de um conjunto comum de 22 genes entre estes três 

conjuntos (Figura 2B). Destes 22 genes, 20 estão também presentes no conjunto de genes 

induzidos já nas primeiras 2h e os outros dois em 4h de extensão do período da noite (Figura 

2C). Esta observação sugere que AtbZIP63 regula a atividade dos genes que respondem 

rapidamente á pequenas mudanças no status de carbono. Propomos que AtbZIP63 promove 

a aclimatação da planta para uma condição de déficit energético, reprimindo a atividade dos 

genes relacionados com a biossíntese e crescimento celular e induzindo os genes que 

promovem o catabolismo de proteínas, lipídios e outras fontes de carbono (Usadel et al., 
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2008).   Comparando os genes induzidos por AtbZIP63 com os genes induzidos por KIN10 

(Baena-Gonzales et al, 2007), identificamos 28 genes sobrepostos incluindo os 22 genes 

comuns a AtbZIP63/KIN10/extensão da noite.  

A comparação entre os genes reprimidos por AtbZIP63 e KIN10 resultou na 

sobreposição de apenas três genes, este  valor não é estatisticamente relevante, pois está 

bem abaixo das sobreposições esperadas de forma aleatória (P-valor <0,005).  
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quanto na sua degradação durante a noite apresentam-se desregulados no mutante 

atbzip63-2. Ainda dentro do contexto de particionamento de carbono fixado pela fotossíntese, 

vários genes que controlam o direcionamento do fluxo de carbono para produção de 

dissacarídeos (e.g. sacarose e maltose) e síntese / expansão da parede celular primária 

colocam  AtbZIP63 em uma posição importante dentro do controle do uso do carbono 

durante o desenvolvimento e crescimento de Arabidopsis. 

O gene PGM (Phosphoglucomutase), induzido 1,6x no mutante atbzip63-2, codifica 

uma isomerase que converte glicose-6-fosfato em glicose-1-fosfato, substrato essencial para 

a síntese de amido (Caspar et al., 1985). O mutante pgm-1 apresenta significativo atraso de 

crescimento quando comparado ao genótipo selvagem em fotoperíodos com noites longas e 

crescimento similar ao selvagem quando em condição de luz contínua (Bläsing et al., 2005; 

Stitt et al., 2007). O gene BAM9 (Beta-amylase 9), reprimido 2x no mutante atbzip63-2, 

codifica uma enzima que cliva as ligações glicosídicas α1-4 das cadeias lineares de amido 

gerando maltose (Kaplan et al., 2006), que é exportada para o citosol onde pode ser 

convertida em sacarose ou utilizada no metabolismo celular (Weise et al, 2004). A expressão 

do gene BAM9, assim como AtbZIP63, é induzida por KIN10/11 e pode ser um dos 

responsáveis pelo excesso de amido observado em plantas knockdown KIN10/11 (Baena-

González, E. et al, 2008). Além disso, o gene BAM9 é regulado de acordo com o ciclo 

circadiano (Chandler et al., 2001) assim como AtbZIP63 (Bläsing et al., 2005), sugerindo que 

AtbZIP63 participa da regulação circadiana de BAM9. Também relacionado ao metabolismo 

de maltose, o gene que codifica a enzima amilomaltase DPE2 (Disproportionating Enzyme 2) 

encontra-se induzido 1,5x no mutante atbzip63-2. Esta enzima é essencial no metabolismo 

da maltose exportada pelo cloroplasto, participando do controle da produção de sacarose a 

ser transportada para outros tecidos e do metabolismo energético nas folhas de Arabidopsis 
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durante a noite (Chia et al., 2004; Weise et al., 2004). O mutante knockout dpe2-3 possui 

elevadas quantidades de amido, maltose, glicose, frutose e outros malto-oligossacarídeos. 

Entretanto a quantidade do dissacarídeo sacarose é reduzida neste mutante quando 

comparado com o genótipo selvagem (Chia et al., 2004). Portanto, DPE2 tem um papel 

importante no direcionamento dos produtos de degradação do amido do cloroplasto para o 

citosol. Considerando que o gene DPE2 está induzido no mutante atbzip63-2 (i.e., reprimido 

por AtbZIP63), levantamos a hipótese de que AtbZIP63 está envolvido no direcionamento do 

fluxo de carbono derivado da degradação do amido para a utilização na própria célula em 

detrimento de sua exportação na forma de sacarose. Esta proposta também é reforçada pelo 

fato de que a expressão de dois genes que codificam enzimas que participam diretamente da 

síntese de sacarose, referidas SPS1F (Sucrose Phosphate Synthase 1F) e SPS4F (Sucrose 

Phosphate Synthase 4F) estão induzidas no mutante atbzip63-2. 

A análise dos genes desregulados no mutante atbzip63-2 também revelou a 

participação de  AtbZIP63 na organização estrutural da parede celular (Figura 2) regulando a 

expressão de cinco XTH’s (Xyloglucan Endotransglycosylase/hydrolases) e três expansinas. 

Estes genes atuam no processo de modificação da parede celular tornando-a mais 

extensível e facilitando assim o expansão do volume celular (Cosgrove, 2000; Rose et al., 

2002; Sasidharan & Pierik, 2010). As XTH’s atuam na reorganização da rede de xiloglucanos 

que compõem a parede celular e as expansinas promovem o rompimento das pontes de 

hidrogênio entre as microfibrilas de celulose e os xiloglucanos induzindo o afrouxamento na 

parede celular (Cosgrove, 2000).  Todas as cinco XTH’s diferencialmente expressas na 

comparação entre o mutante atbzip63-2 e o selvagem WS estão reprimidas no mutante 

(Tabela 1) e quatro delas são induzidas por escuridão.  
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Tabela 1. XTH’s (Xyloglucan Endotransglycosylase/hydrolases) reprimidas no mutante 
atbzip63-2. A repressão mostrada é relativa ao respetivo genótipo selvagem Wassileskija 
(WS). 

O aumento do nível de mRNA de AtbZIP63 durante a noite (Usadel et al. 2008), 

sugere que AtbZIP63 poderia induzir a expressão dos genes XTH neste período do dia, 

favorecendo assim a expansão da parede celular. Esta hipótese está de acordo com dados 

que indicam que genes relacionados a expansão da parede normalmente apresentam um 

pico na sua expressão durante o período noturno enquanto genes relacionados a síntese de 

nova parede celular (Ex.: Cellulose Synthase, Glycosyl Hydrolase e Fucosyltransferase), 

normalmente apresentam uma atividade maior durante o período diurno (Bläsing et al., 2005; 

Gibon et al., 2005). O conjunto destas observações sugere que AtbZIP63 modula, ao menos 

parcialmente, a expansão da parede celular durante o período noturno através da regulação 

da expressão das XTH’s citadas. Esta hipótese é reforçada pela observação de que o 

mutante atbzip63-2 apresenta um fenótipo de atraso de desenvolvimento em condições de 

noites longas quando comparado ao seu respectivo ecótipo selvagem WS (Figura 3). Este 

fenótipo poderia ser atribuído a uma deficiência da expansão da parede celular, contudo, 

outras hipóteses relacionadas a diferenças na regulação hormonal e metabolismo de amido 

indicadas pelo transcriptoma do mutante atbzip63-2 também serão investigadas. 
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mecanismo oscilatório do ciclo circadiano, sendo que estes genes compõem os múltiplos 

fatores que interagem ao nível transcricional e pós-transcricional por meio de loops de auto-

regulação (Harmer, 2009). CCA1 e LHY são elementos do período diurno, pois o pico de 

expressão de suas proteínas ocorre no começo do dia. As proteínas dos genes CCA1 e LHY 

reprimem a transcrição do gene TOC1 (Timing of Cab Expression 1) ligando-se diretamente 

ao motivo EE (Evening Element) presente no promotor de TOC1 (Alabadi et al., 2001). TOC1 

por sua vez, interage com CHE (CCA1 hiking expedition)  no promotor de CCA1 induzindo 

sua expressão, formando o feedback de controle transcricional central do relógio circadiano.   

Outro indício que liga AtbZIP63 com o ciclo circadiano, é o fato de que 37 dos 119 

genes induzidos pelo AtbZIP63 apresentam oscilação diária de expressão acompanhando o 

período diurno/noturno. Destes 37 genes, 23 possuem alta amplitude de oscilação de 

expressão e 14 possuem moderada amplitude de oscilação. A amplitude de oscilação é 

classificada como alta, se a razão entre a expressão máxima e mínima de gene for maior que 

6, se esta razão ficar entre 4 a 6 sua amplitude de oscilação é classificada como moderada 

(Mizuno & Yamashino, 2008). Detectamos ainda que 20 destes 23 genes com alta amplitude 

de oscilação e todos os 14 com moderada amplitude de oscilação acompanham o ritmo de 

oscilação do AtbZIP63. Estes dados sugerem que AtbZIP63 participa do controle circadiano 

da expressão destes genes. Apesar de AtbZIP63 provavelmente estar sobre controle do 

relógio circadiano (Espinoza et al., 2010) a amplitude da variação de expressão de AtbZIP63 

entre o final do dia e o final da noite é essencialmente definida pelas flutuações de 

carboidratos resultante da atividade fotossintética durante o dia e uso do amido durante a 

noite (Bläsing et al., 2005; Smith & Stitt, 2007; Usadel et al., 2008; Matiolli et al., 2011). Em 

suma, a variação na disponibilidade de carboidratos na planta ao longo do dia é um dos 

principais inputs que geram a oscilação na expressão do AtbZIP63. Os resultados indicam 
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que o regulador AtbZIP63 age como um intermediador dos sinais de carboidratos, que é um 

dos inputs que mantém o ritmo de oscilação do relógio circadiano, ou seja, AtbZIP63 está 

modulando diversas vias de sinalização em sincronia com o ciclo circadiano, tendo sua 

expressão regulada pelas flutuações circadianas dos níveis dos carboidratos. Desta forma o 

AtbZIP63 poderia estar participando da coordenação do crescimento da planta ao longo do 

ciclo circadiano. 

 

AtbZIP63 modula síntese e sinalização de hormônios 

 A análise dos transcriptomas dos mutantes atbzip63-1  e atbzip63-2 revelou diversos 

genes relacionados a síntese e sinalização de hormônios. O mutante atbzip63-1 apresenta 

dois genes desregulados que estão relacionados a degradação (CYP707A03; Cytochrome 

P450, Family 707, Sub-family A, Polypeptide 3) e síntese (ABA1; ABA deficient 1) do 

hormônio ABA. O gene CYP707A03, reprimido 5,8x no mutante, participa da principal via de 

degradação de ABA em plantas, que se inicia a partir da hidroxilação do carbono 8’ da 

molécula de ABA, e o mutante para este gene acumula mais ABA e apresenta maior 

tolerância a seca (Umezawa et al., 2006). O gene ABA1, reprimido 1,6x no mutante, catalisa 

a primeira etapa da síntese de ABA a partir da conversão de zeaxantina em violaxantina. 

Este dado sugere que AtbZIP63, além de ser regulado por ABA, também pode regular a 

acumulação deste hormônio. O mutante atbzip63-1 também apresenta genes desregulados 

relacionados a síntese de etileno e jasmonato, os quais serão discutidos no próximo tópico 

relativo a genes de defesa contra patógenos desregulados nos mutantes para AtbZIP63. O 

mutante atbzip63-2 também apresentou genes relacionados a síntese e sinalização de ABA 

desregulados. Um dos genes induzidos (1,8x) no mutante atbzip63-2 é NCED4 (Nine-Cis-
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Epoxycarotenoid Dioxygenase 4), que pode clivar os precursores 9-cis-violaxanthin ou 9′-cis-

neoxanthin, formando o primeiro precursor de ABA C15 (15 carbonos) xanthoxin (Bray, 

2002). NCED4 é parte de uma família multigênica com 6 membros em Arabidopsis thaliana 

(Bray, 2002) e o papel de NCED4 ainda é pouco definido. Seu papel na síntese de ABA 

ainda é incerto, mas a similaridade com as demais NCEDs sugere esta função e doravante 

pode ser confirmada em ensaios in vitro e/ou in vivo. No contexto da sinalização de ABA em 

Arabidopsis, dois importantes reguladores positivos da transdução do sinal ABA 

recentemente identificados PYL5 e PYL8 (Pyrabactin resistance1-Like 5 e 8, 

respectivamente) (Ma et al, 2009; Nishimura et al., 2009) estão desregulados no mutante 

atbzip63-2. PYL5 (reprimido 2x) e PYL8 (induzido 2x) funcionam como receptores solúveis 

da molécula de ABA (Yin et al., 2009) e que ao se ligarem alostericamente à molécula de 

ABA, mudam para uma conformação estrutural (Shibata et al., 2010) que favorece sua 

interação com as proteínas fosfatase tipo 2C (PP2C - Protein phosphatase 2C), reguladoras 

negativas das resposta a ABA, inibindo-as e permitindo as respostas a este hormônio (Ma et 

al., 2009).  

 O gene CYP85A2/BR6OX2 (Cytochrome P-450 monooxygenase A2 / Brassinosteroid-

6-oxidase 2), o qual codifica uma enzima crucial da etapa limitante de síntese do hormônio 

esteróide brassinolídeo, está reprimido 2x no mutante atbzip63-2. Brassinosteróides são 

hormônios esteróides que participam  do controle do crescimento, desenvolvimento 

vegetativo e reprodutivo, germinação, senescência e respostas a estresses bióticos e 

abióticos (Revisão em Witthöft & Harter, 2011). Os hormônios brassinolídeo (BL) e 

castasterona (CS) fazem parte do grande grupo dos brassinosteróides que tem atividade 

biológica, sendo o brassinolídeo o mais biologicamente ativo dentre os demais (Grove et al., 

1979; Shimada et al., 2003). O hormônio castasterona pode ser convertido em brassinolídeo 
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através da ação da enzima  CYP85A2/BR6OX2 (Montoya et al., 2005; Kim et al., 2005). O 

duplo mutante cyp86a1-1/cyp85a2-2 possui severo fenótipo anão (dwarf) característicos dos 

mutantes deficientes na produção de brassinosteróides. Sendo CYP85A2/BR6OX2 crucial 

para a produção do hormônio brassinolídeo e reprimido no mutante atbzip63-2, sugerimos 

que AtbZIP63 pode ter um papel importante na modulação da acumulação de 

brassinosteróides. O fenótipo de atraso de crescimento observado no mutante atbzip63-2 

(Figura 3) poderia estar relacionado parcialmente a acumulução diferencial de 

brassinosteróides, apresentando-se como mais uma possibilidade de explicação do fenótipo 

observado junto ao metabolismo alterado de amido e parede celular. Investigações mais 

refinadas como a quantificação deste hormônio no mutante atbzip63-2 e no super-expressor 

de AtbZIP63, além de análises de co-expressão espacial e temporal entre AtbZIP63 e 

CYP85A2/BR6OX2, serão necessárias para confirmar a possível interação entre estes dois 

genes e como isto poderia afetar o crescimento de Arabidopsis. 

 

Diversos genes de resposta a patógenos estão desregulados nos mutantes atbzip63-1 

e atbzip63-2 

 A análise dos transcriptomas dos mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2 mostrou que 

diversos genes relacionados a resposta contra fitopatógenos estão desregulados. Este dado, 

junto as dados prévios de que AtbZIP63 é induzido pelo PAMP flg22 (flagelina 22) 

(www.genevestigator.com - Hruz et al., 2008) e de que um de seus parceiros de 

heterodimerizaçào AtbZIP10 está envolvido na modulação da resposta hipersensível (HR – 

Hypersensitive Response) (Ehlert et al, 2006; Kaminaka et al, 2006), sugerem que AtbZIP63 

estaria envolvido nas respostas contra organismos patogênicos. 
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 Dentre os genes reprimidos no mutante atbzip63-1, encontramos ACS6 

(Aminocyclopropane-1 Carboxylic Acid (ACC) synthase 6); reprimido 5,8x) e ERF104 

(Ethylene Response Factor 104; reprimido 7,0x), envolvidos na síntese e sinalização de 

etileno, respectivamente. A enzima ACS6, que pertence a uma família com 12 membros em 

Arabidopsis thaliana (Peng et al., 2005), é fundamental na síntese de etileno induzida pela 

infecção com patógenos e é diretamente ativada pela MAP quinase MPK6 após a infecção 

com Pseudomonas syringae e tratamento com flg22, levando ao aumento da produção de 

etileno (Zhang & Liu, 2004). O fator de transcrição ERF104, importante regulador das 

respostas transcricionais em resposta a patógenos via etileno, permanece inativo em 

complexo com MPK6 e é liberado e ativado após tratamento com flg22 (Bethke et al., 2009). 

Outro fator de transcrição envolvido nas respostas a etileno e fortemente reprimido no 

mutante atbzip63-1 (-6,1x) é ERF003 (Ethylene Response Factor 003), o qual é induzido 

tanto por etileno quanto por jasmonato (Nakano et al., 2006; Leon-Reyes et al., 2010). No 

modelo atual que relaciona hormônios e defesa contra estresses bióticos, etileno e 

jasmonato atuam de forma agonista na ativação das respostas contra patógenos 

necrotróficos (e.g. Alternaria brassicicola), enquanto ácido salicílico (AS) media as respostas 

contra patógenos biotróficos e hemibiotróficos (e.g. Peronospora parasitica e Pseudomonas 

syringae, respectivamente), sendo que as vias jasmonato/etileno e AS são de modo geral 

antagonistas (Glazebrook 2005, Leon-Reyes et al., 2010). O gene LOX2 (Lipoxygenase 2), 

que catalisa a primeira reação na via de síntese de ácido jasmônico em resposta a 

ferimentos (Mullet et al, 1995), está induzido no mutante atbzip63-1 (1,6x) e sugere uma 

maior acumulação deste hormônio neste genótipo. De acordo com isso, o gene JR1 

(Jasmonate Responsive 1), cuja acumulução de RNA mensageiro aumenta em resposta a 

ácido jasmônico e ferimentos (León et al., 1998), encontra-se induzido (1,5x) no mutante 



 

60 

 

atbzip63-1. O fator de transcrição WRKY70, reprimido no mutante atbzip63-1 (3,8x), é um 

importante ponto de convergência e controle no balanço entre as respostas de defesa das 

vias antagonistas jasmonato/etileno e ácido salicílico (Li et al., 2004), sendo um regulador 

positivo das respostas induzidas por ácido salicílico e reprimindo as respostas mediadas por 

ácido jasmônico. O gene PDF2.2 (Plant defensin 2.2), induzido 1,6x no mutante atbzip63-1, 

codifica um pequeno peptídeo com atividade anti-microbiana (Thomma & Broakert, 1998) em 

resposta ao burst oxidativo provocado pela infecção por patógenos (O’Brien et al., 2012). De 

particular interesse entre os genes desregulados no mutante atbzip63-1 está PCC1 

(Pathogen and Circadian Controled 1), que é induzido por patógenos e regulado pelo relógio 

circadiano central de Arabidopsis (Sauerbrunn & Schlaich, 2003). PCC1 está fortemente 

reprimido no mutante atbzip63-1 (-14,6x). A superexpressão de PCC1 em Arabidopsis 

aumenta a resistência contro o oomiceto Hyaloperonospora parasitica, e sugere que este 

gene poderia ser um ponto de convergência entre o ciclo circadiano e respostas contra 

patógenos (Sauerbrunn & Schlaich, 2003). Os mecanismos de interação entre o ciclo 

circadiano e as respostas contra patógenos ainda são pouco conhecidos. Um recente 

trabalho mostra que plantas de Arabidopsis inoculadas com Pseudomonas syringae pv 

tomato DC3000 no início da manhã são mais resistentes a infecção do que plantas 

inoculadas ao final do dia e que diversos genes envolvidos nas respostas a patógenos tem a 

expressão regulada pelo relógio circadiano (Bhardwaj et al., 2011). 

 Também foram encontrados genes que regulam as respostas contra patógenos no 

transcriptoma do mutante atbzip63-2. O fator de transcrição MYB96, induzido 1,5x no 

mutante atbzip63-2, faz parte da extensa família de fatores reguladores de transcrição do tipo 

MYB em Arabidopsis, a qual está envolvida em vários aspectos do desenvolvimento e defesa 

contra patógenos. MYB96 é um mediador da sinalização de ABA durante a resposta ao 
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estresse hídrico e crescimento de raízes laterais, sendo esta via integrada à sinalização de 

auxina (Seo et al., 2009). MYB96 também tem um papel importante na resposta a patógenos, 

uma vez que a indução ou a repressão deste gene aumenta ou diminui, respectivamente, a 

resistência de Arabidopsis à linhagem virulenta de Pseudomonas syringae pv tomato 

DC3000, possivelmente modulando a produção de ácido salicílico em uma via dependente 

de ABA (Seo & Park, 2010). A possibilidade de que AtbZIP63 participa das respostas a 

estresse biótico é reforçada pelo fato de que nossos resultados mostram que o fator 

regulador de transcrição WRKY33 é fortemente induzido no mutante atbzip63-2 (4,0x). Uma 

parcela substancial da grande família de fatores de transcrição do tipo WRKY em 

Arabidopsis participa de respostas a estresses bióticos, sendo que sua diversificação durante 

a evolução das plantas é estreitamente relacionada com a elevada sofisticação dos 

mecanismos de interação planta-patógeno (Rushton et al., 2010). O gene WRKY33 está 

associado tanto a respostas a fungos necrotróficos (Zheng et al., 2006), nas quais participa 

da cascata de sinalização via MAPK (MPK3 e MPK6) para a síntese de fitoalexinas (Eckardt, 

2011), quanto nas respostas a bactérias biotróficas como Pseudomonas (Qiu, 2008). No 

entanto, WRKY33 aparentemente possui uma função antagonista entre as respostas a 

fungos necrotróficos e a bactérias biotróficas. A superexpressão de WRKY33 em Arabidopsis 

aumenta a sua resistência ao fungo necrotrófico Botrytis cinerea, mas em contrapartida reduz 

sua resistência contra Pseudomonas syringae pv tomato, provavelmente pela redução da 

expressão de PR1 (Pathogenesis Related gene 1) (Zheng et al., 2006). Curiosamente, a 

expressão basal de PR1 é elevada em mutantes wrky33 submetidos a fotoperíodos com dias 

curtos (Andreasson et al., 2005), sugerindo uma interação fotoperíodo e/ou ciclo circadiano 

na modulação das respostas a estresses bióticos. 
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 Com base nestes dados, realizamos experimentos de infecção dos mutantes atbzip63-

1 e atbzip63-2 com o fitopatógeno Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 para avaliar se 

estes mutantes seriam mais resistentes ou mais suscetíveis a este patógeno. 

  

O mutante atbzip63-1 apresenta resistência ao fitopatógeno Pseudomonas syringae pv 

tomato DC3000 

 A partir da hipótese de que AtbZIP63 poderia estar envolvido nas respostas a estresse 

biótico e diante da possibilidade de conectar estas respostas ao estado energético e ciclo 

circadiano, os mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2 foram avaliados quanto a sua 

susceptibilidade a infecção com Pst DC3000. Os parâmetros considerados foram: 1- suporte 

a multiplicação bacteriana no mesófilo foliar e 2- desenvolvimento dos sintomas clorose e 

necrose nas folhas infectadas, ambos 1 e 3 dias após a infecção. O mutante e seu respectivo 

ecótipo selvagem foram mergulhados em uma suspensão com Pst DC3000, cujo objetivo é 

avaliar a penetração bacteriana no mesófilo foliar através dos estômatos e posterior 

multiplicação. Além disso, Pst DC3000 em suspensão foram infiltradas diretamente no 

mesófilo foliar utilizando uma bomba de vácuo, sendo este segundo método usado para 

quantificar a multiplicação bacteriana no mesófilo foliar ignorando a resistência baseada no 

fechamento estomático (Melotto et al., 2006, Underwood et al., 2007). O mutante atbzip63-1 

mostrou-se mais resistente a Pst DC3000, suportando uma menor proliferação bacteriana no 

mesófilo foliar (aproximadamente 10 vezes menos que o ecótipo selvagem Col-0, Figura 2) e 

também apresentando reduzida clorose e necrose dos tecidos infectados em comparação 

com o respectivo genótipo selvagem Col-0 (Figura 4). Curiosamente, o mutante atbzip63-2 

mostrou menor resistência a proliferação bacteriana no mesófilo foliar e sintomas 
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semelhantes ao seu respectivo genótipo selvagem (Dados não mostrados). Isto pode ser 

explicado em parte pelas diferenças entre os genótipos WS e Col-0 em relação a infecção 

com Pst DC3000. Além disso, os mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2 apresentam baixa 

sobreposição de genes desregulados, o que poderiam representar diferenças das redes de 

regulação nas quais AtbZIP63 estaria envolvido nos ecótipos Col-0 e WS.  

 

 

Figura 4. O mutante atbzip63-1 é mais resistente a Pst DC3000. Sintomas e quantificação da 
população bacteriana no mesófilo foliar após 1 e 3 dias de infecção. A. Mergulho em 
suspensão bacteriana contendo 107 CFU/mL. B. Infiltração a váculo de suspensão com 105 
CFU/mL. (CFU = Colony-forming Unit). O asterisco sobre as barras indica a significância 
estatística calculada com o teste T de Student e P-valor < 0,05. 
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Apêndice 

  

 

Busca de proteínas interatoras de AtbZIP63 (Interatoma) através do 

sistema de duplo híbrido em levedura (Y2H – Yeast two-hybrid) 
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Busca de proteínas interatoras de AtbZIP63 através de Y2H (Yeast-two Hybrid) 

Buscando obter novos indícios do papel de AtbZIP63, efetuamos uma busca de suas 

proteínas interatoras. O conhecimento de quais proteínas interagem com uma determinada 

proteína pode fornecer indícios do papel desempenhado por este gene, bem como auxiliar a 

estabelecer quais são as vias de sinalização envolvidas na sua regulação (Braun et al., 2011; 

Braun, 2012). Para isso, utilizamos o sistema de expressão heterólogo de duplo-híbrido em 

levedura (Y2H - yeast-two-hybrid) e efetuamos um screening contra um banco de cDNAs 

produzido a partir de RNA mensageiro extraído de Arabidopsis thaliana ecótipo Col-0. A 

região codificante completa de AtbZIP63 foi clonada usando cDNA obtido a partir do RNA 

mensageiro de plantas de A. thaliana ecótipo Col-0. A proteína AtbZIP63 apresenta três 

isoformas distintas correspondentes a diferentes splincing alternativos 

(http://www.arabidopsis.org), sendo que a isoforma selecionada foi AtbZIP63.2. Esta isoforma 

foi selecionada por ser a mais representada nos bancos de dados de sequenciamento de 

cDNA e aquela codificante para maior número de aminoácidos (314 a.a.). Este último critério 

deveria maximizar o número de domínios da proteína disponíveis para interações com outras 

proteínas. A região codificante de AtbZIP63 representando a isca ou “bait”  foi clonada em 

fase de leitura com o domínio de interação com o DNA (BD: Binding Domain) LexA do vetor 

pGILDA (Clontech®). A biblioteca de cDNA utilizada no screening foi clonada no vetor 

pB42AD (Clontech®) que contém o domínio de ativação de transcrição (AD: Activation 

Domain) fusionado à proteína desconhecida da biblioteca de cDNA (presa ou “prey”) (Thines 

et al., 2007). Os marcadores para seleção das proteínas interatoras após a co-transformação 

foram a complementação de auxotrofia para leucina da linhagem de Saccharomyces 

cerevisiae EGY48 e ativação do gene repórter lacZ do vetor p8op-lacZ (Thines et al., 2007). 

As colônias de leveduras que cresceram no meio de cultura seletivo (sem adição de leucina) 
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e que apresentaram coloração azul foram selecionadas para extração do DNA plasmidial e 

posterior sequenciamento usando primers específicos para o vetor pB42AD contendo a 

proteína interatora de AtbZIP63 desconhecida da biblioteca de cDNA. 

Um total de 20 proteínas que interagem com AtbZIP63 foram selecionadas para 

posterior validação in planta. Dentro deste grupo observamos um enriquecimento de genes  

(20% dos genes) relacionados a regulação da estabilidade de proteínas (Tabela 1). Dentre 

eles, o gene APC10 (Anaphase Promoting Complex 10) codifica uma sub-unidade do 

complexo APC/C, o qual promove a ubiquitinação de proteínas no núcleo (Capron et al., 

2003) e participa do controle do desenvolvimento do sistema vascular das folhas (Marroco et 

al., 2009, Eloy et al., 2011). Identificamos também a proteína SKIP34 (SKP1-Interacting 

protein 34), a qual interage com a proteína ASK2 (Arabidopsis SKP-like 2) que faz parte de 

diferentes complexos SCF (SKP, Cullin, F-Box containing complex) que mediam a 

degradação de proteínas via ubiquitinação-proteassomo (Risseeuw et al., 2003; Braun et al., 

2011). At1g73760 codifica uma RING/U-Box E3 ligase que confere especificidade ao 

complexo E3 ligase (Vierstra 2003; Trujillo & Shirasu 2010). Uma interessante proteína 

interatora de AtbZIP63 é SCE1 (Sumo Conjugation Enzyme 1), a qual promove a sumoilação 

de proteínas (Saracco et al., 2007; Miller & Vierstra, 2011). A sumoilação consiste na ligação 

covalente da proteína SUMO (Small Ubiquitin-Like Modifier) às proteínas alvo de forma a 

modificar sua estabilidade, localização celular ou atividade, sendo que esta modificação pós-

traducional afeta diversos processos biológicos e desempenha um papel importante nas 

respostas a estresses (Saracco et al., 2007). O gene DI19 (Drought-induced 19) contém um 

domínio RING/U-Box, o que sugere sua atividade como E3-ligase, sendo que seu transcrito 

acumula em resposta a estresse hídrico de forma independente de ABA (Gosti et al., 1995; 
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Milla et al., 2006). Contudo, seu papel na regulação da estabilidade de proteínas ainda não 

foi investigado. 
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Conclusões 

A produtividade das espécies de plantas de interesse agronômico depende em grande 

parte de como os recursos energéticos obtidos através da fotossíntese são divididos entre 

armazenamento, crescimento, desenvolvimento e respostas a estresses bióticos e abióticos. 

Entender como a energia é canalizada para cada uma destas vias e como os diversos sinais 

ambientais e metabólicos são integrados é de vital importância para o melhoramento 

genético destas espécies. 

A análise funcional dos transcriptomas dos mutantes de AtbZIP63  sugere que este 

gene está envolvido em uma ampla gama de processos que incluem modulação do 

metabolismo de amido, resposta à carência energética, controle da expansão da parede 

celular durante a noite, ajuste do relógio circadiano, síntese e sinalização de diversos 

hormônios e respostas a patógenos. Desta forma, o gene AtbZIP63, cuja expressão é 

regulada por glicose e ABA de forma sinérgica, pode ter uma participação importante no 

“cross-talk” entre o metabolismo energético, ciclo circadiano e respostas a estresses no 

controle do crescimento e desenvolvimento. Esta hipótese é reforçada pela observação de 

que o mutante atbzip63-2 apresenta um significativo atraso de desenvolvimento, sendo que 

este fenótipo pode ser resultado de alterações no metabolismo de amido e/ou de parede 

celular, uma vez que temos vários genes relacionados a ambos os processos desregulados 

neste mutante. AtbZIP63 também pode ter um papel importante nas respostas a carência 

energética, mediando as respostas induzidas por KIN10/11 em condições de privação 

energética. Além disso, as diferenças de susceptibilidade a patógenos de atbzip63-1 e 

atbzip63-2 em relação aos seus respectivos genótipos selvagens Col-0 e WS sugere que 

AtbZIP63 poderia ter um papel amplo nas respostas a estresses tanto biótico quanto abiótico 
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de acordo com a variável disponibilidade energética ao longo do dia (ciclo circadiano) e 

condições que levam ao estresse energético cujas respostas são mediadas por KIN10. 

Os dados obtidos a partir do interatoma de AtbZIP63 abre novas perspectivas no 

estudo deste fator de transcrição no que tange a estabilidade de sua proteína, associação 

com outros fatores de transcrição, regulação pelo estado redox celular, regulação por Ca2+, 

entre outros.  A elucidação do contexto molecular no qual AtbZIP63 atua ajudará a explicar 

os fenótipos observados nos mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2, bem como acrescentará 

informações de como ciclo circadiano, estado energético e respostas a estresses são 

integrados e convertidos em mudanças dos perfis transcricionais para aqueles mais 

adequados a cada combinação de sinais. 
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Perspectivas 

- Elucidar os mecanismos envolvidos na regulação pós-transcricional de AtbZIP63 induzidos 

por glicose e ABA (elementos reguladores, elementos cis no RNAm de AtbZIP63) 

- Determinar as vias de regulação envolvidas no fenótipo de atraso de desenvolvimento 

observado no mutante atbzip63-2 

- Descobrir os genes alvos regulados diretamente por AtbZIP63 através da verificação de sua 

interação com os promotores dos genes desregulados nos mutantes para AtbZIP63 

- Verificar a susceibilidade ao fitopatógeno Pst DC3000 de linhagens transgênicas super-

expressando e silenciando AtbZIP63 

-  Determinar os genes diferencialmente expressos entre o mutante atbzip63-1 e seu 

respectivo ecótipo selvagem Col-0 em resposta a Pst DC3000 

- Determinar a estabilidade da proteína AtbZIP63 durante o ciclo circadiano e em resposta a 

privação energética, glicose, ABA e Pst DC3000 em plantas selvagens e mutantes afetados 

nas respectivas vias de sinalização. 

- Verificar in planta a interação proteína-proteína entre AtbZIP63 e seus possíveis interatores 

relacionados ao controle de estabilidade de proteínas. 

- Determinar a via de degradação da proteína AtbZIP63 utilizando mutantes e inibidores de 

protease sintéticos. 
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