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A ilusao

Qual é o sentido de buscar o conhecimento de como outros lugares no Universo
foram, sdo e serdo? Qual é o sentido de buscar a compreensao de como a vida surgiu e 0
quao provavel é que ela tenha surgido diversas vezes no Cosmos? Este sentido poderia
superar a infindavel busca humana pela propria aceitacdo incondicional de todas as
diferengas culturais que permeiam a realidade de nossas relagbes sociais? O investimento
de bilhées em tecnologia para alcancar distancias cada vez maiores e entender processos
que ocorrem longe de nossa experiéncia comum? Estes investimentos ndo seriam melhor
empregados na solugdo de evidentes flagelos sociais e econdbmicos que assombram e
inquietam aqueles que conseguem pensar um segundo neste assunto? Pergunto entdo o
que a nossa experiéncia comum nos diz, sendo deixar a simples sensacao de que nossos
horizontes ndo vao além do que nossos olhos desnudos conseguem fitar? Esta nossa
ansiedade desamarrada por alcangar mais longe do que nossos bragos conseguem alcangar
foi da lanca ao foguete e disparou contra as estrelas maquinas e seres humanos que
buscavam revelar os segredos da existéncia. Escondido nas entranhas deste desejo de
alcancar o infinito ha um sentido que também encontra paralelo nas construgdes humanas ao
redor da imortalidade, da continuidade absoluta da consciéncia e do incontrolavel pavor do
desaparecimento e das celas cerceando nossos limites.

A infinidade dos céus € alentadora e ao mesmo tempo inquietante. Por um lado nos
esfria com a aspereza das condi¢cdes dos lugares que distam da superficie da Terra, esta
lamina incrustada de vida que envolve rochas derretidas inabitaveis. Por outro lado, desperta
nossos profundos desejos de experimentar o desconhecido, de tocar com a ponta dos dedos

0 que outrora eram apenas devaneios, equagdes e sonhos.

A questdao fundamental é: qual é a finalidade de nossa existéncia? Excluindo
quaisquer possibilidades que envolvam aspectos desconectados da realidade tangivel,
sobra-nos muito pouco para realmente acreditar que por si algo tem uma finalidade, seja um
atomo ou um ser humano que pensa sobre o atomo. 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 consciéncia e sua voraz necessidade de nos convencer de que
somos importantes, seguir um caminho julgado correto pelas proprias armadilhas do
pensamento. A continuidade de nossa espécie, aparentemente, dependeu com uma
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freqiiéncia elevada da nosso singular talento de ver mais longe do que os sentidos e os

reflexos conseguem alcangar.

Buscamos sempre olhar o distante ponto entre as montanhas e acreditar que 14 esta a
nossa possibilidade de continuar mais um pouco, e movemos nossos pés rumo a este lugar.
L4 vemos que aquele velho ponto ja ndo € mais distante e que do alto da montanha
consegue-se vislumbrar um riacho cortando a vegetagao e o brilho do Sol em suas espumas
sao tao hipnoticos que nossos destinos passam a ser tracados afim de buscar aquele novo

alento.

Cada passo no futuro joga um pouco de p6 sobre o passado, mas mostra que o futuro
serd passado no préximo instante. O que perdura € este movimento, este desenrolar, este
fluxo continuo das aspiragbes. Os olhos estdo sempre a frente e enxergam longe para
mostrar ndo sé o0 préximo passo, mas sim 0s passos subseqiéntes. Somos seres fisicos e
abstratos, conscientes de nossa matéria mas constantemente subtraidos da realidade por

um pensamento.

Somos ambiguos, somos certos e errados. Pensamos, mas sentimos. Sonhamos,
mas dormimos. Choramos, mas rimos. Esta nossa natureza nos acompanhard por muitos
milénios ainda, e ndo acredito também que perder esta dubia qualidade nos faria mais

présperos.

O que penso, enfim, &€ que o horizonte € maior do que podemos compreender e que
buscar uma verdade é como bater em uma concha 6ca e esperar um movimento dentro dela.
Ter certezas € como ter bolhas de sab&o dentro do bolso e viver delas é como jogar milho a
ledes.

A ilusdo é simples, os olhos é que sao complicados. O horizonte sempre estara 1a, e
ndés sempre estaremos olhando aquele riacho e dando passos rumo a ele. Esta é a nossa
natureza, é a centelha que o préprio Universo incutiu em nossas mentes para que pudesse
perguntar sobre si mesmo: O que sou?

Cleverson Carlos Matiolli



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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Para minha mae querida, minha avé materna e minha maravilhosa esposa.
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Resumo

A manutencdo do balanco energético em plantas é de crucial importancia para a
otimizacdo de seu crescimento e desenvolvimento em resposta as condi¢bes sempre
flutuantes do meio. A energia obtida através da fotossintese deve ser utilizada
parcimoniosamente e dividida entre crescimento, desenvolvimento, armazenamento e
respostas a estresses bioticos e abidticos. Entender como a energia é canalizada para cada
um destes processos e como 0s diversos sinais ambientais e metabdlicos s&o integrados é
de vital importancia para a compreensao dos mecanismos que permitem o sucesso
reprodutivo das plantas mesmo frente a condigbes ambientais adversas. Os fatores
reguladores de transcricdo desempenham um papel importante como pontos de
convergéncia de vias de sinalizagao distintas e regulam a expressao dos conjuntos de genes
mais adequados para cada combinacdao de sinais, permitindo uma resposta equilibrada
diante de desafios muitas vezes concomitantes. Neste trabalho, mostramos que o fator de
transcricdo de Arabidopsis thaliana AtbZIP63, o qual pertence a familia bZIP e é um
mediador das respostas a caréncia energética induzidas pela quinase KIN10, & reprimido a
curto prazo (2h e 4h) pela hexose glicose e o hormdnio &cido abscissico (ABA). A repressao
da expressao de AtbZIP63 por 2% de glicose € independente da atividade sensora de glicose
da enzima Hexokinase 1 (HXK1) e nao envolve mudangas nos niveis endégenos 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
repressdo da expressdo de AtbZIP63 e esta interagdo envolve mecanismos de regulacao
pds-transcricionais. Analises em escala genémica de diferengcas de perfis transcricionais
entre mutantes para AtbZIP63 e seus respectivos gendtipos selvagens foram desenvolvidas
para identificar os genes alvos de AtbZIP63 e definir a rede de regulagcédo da qual AtbZIP63
participa. A classificacdo funcional dos 280 e 348 genes desregulados nos mutantes por
insercdo de T-DNA atbzip63-1 e atbzip63-2, respectivamente, sugere que AtbZIP63 esta
envolvido na regulacao de genes relacionados as respostas a caréncia energética, sintese e
resposta a hormdnios, estresses abibticos e bidticos e ciclo circadiano, provavelmente
modulando o uso equilibrado de energia em resposta aos desafios ambientais. Baseado na
observacédo de que os mutantes para AtbZIP63 apresentam diversos genes relacionados a
respostas contra estresses bibticos, avaliamos a resposta dos mutantes atbzip63-1 e
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atbzip63-2 a patdbgenos usando o patossistema Arabidopsis-Pseudomonas O mutante
atbzip63-1 € mais resistente a infecgdo com o fitopatégeno Pseudomonas syringae pv tomato
DC3000, mostrando seu envolvimento nas respostas a estresse bidtico. O mutante atbzip63-
2 apresenta atraso de crescimento quando cultivado em condicbes limitantes de energia,
sugerindo sua participagdo também no crescimento/desenvolvimento de Arabidopsis nestas
condicoes. A busca de proteinas interatoras de AtbZIP63 utilizando o sistema de duplo
hibrido em levedura (Y2H) revelou genes relacionados a degradacao de proteinas sugerindo
que controle da estabilidade da proteina de AtbZIP63. Em conjunto, os resultados
apresentados neste trabalho sugerem que AtbZIP63 € um né de integracao entre diferentes
vias de sinalizagdo 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. INTRODUCAO

1.1 Controle da expressao génica em eucariotos

O genoma de uma célula eucariética contém, em sua seqiéncia de DNA, as unidades de
informagdo que sédo necessarias para a sintese de milhares de proteinas e RNA’s no-
codificantes. O genoma da planta modelo Arabidopsis thaliana contém aproximadamente 28
mil genes codificantes de proteinas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), além de
diversos genes representando RNA’s ndo-codificantes que exercem fungdes importantes na
regulacao do crescimento, desenvolvimento e respostas a estresses (Billoud et al., 2005; Ben
Amor et al., 2008; Guttman & Rinn, 2012). Estas unidades de informacgéo, ou genes, apesar
de estarem presentes em praticamente todas as células de cada organismo, nao sao
expressas todas ao mesmo tempo e em todos os 6rgaos e tecidos sendo, pelo contrario,
precisamente regulados no tempo e no espacgo. O conjunto de genes e a quantidade que
cada um deles é expresso em cada estagio do ciclo de vida, 6rgdo ou condicdo 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 sera expresso € denominado controle da expresséo génica.

O controle da expresséo génica pode ocorrer em diferentes niveis: transcricado (McKnight
& Kingsbury, 1982; Singh, 2002; Kaufmann et al., 2010), processamento e controle da
estabilidade do RNAm, traducdo do RNAm (Van der Kelen et al., 2009), modificacdoes pos-
traducionais das proteinas, multimerizagdo em complexos protéicos, controle da localizacédo

celular e regulagdo da estabilidade das proteinas. Estes diferentes niveis de regulacao



operam simultaneamente e de forma integrada afim de garantir o ajuste fino da expresséo

génica.

O regulacdo da taxa de iniciagdo da transcricdo é o primeiro passo do controle da
expressao génica. A regulacao transcricional depende de uma complexa interacao entre as
RNA polimerases, DNA, fatores e cofatores de transcricao (Katagiri & Chua, 1992; Meshi &
lwabuchi, 1995; Singh et al., 2002; Rushton et al., 2010; Wehner et al., 2011). Os fatores e
cofatores de transcricao interagem e modulam a atividade do complexo basal de transcricao
que inclui as RNA polimerases e fatores basais de transcricdo. Por sua vez, o genoma dos
organismos eucariotos apresenta-se compactado no nudcleo de cada célula na forma de
cromatina, uma combinacdo complexa do DNA genbmico e proteinas com carga positiva
denominadas histonas (Sanchez & Gutierrez, 2009). A compactag¢ao da cromatina apresenta
funcbes estruturais, organizando a disposicao do DNA no ndcleo, e regulatérias, controlando
a acessibilidade de proteinas ao DNA. Desta forma, a acessibilidade das RNA polimerases,
fatores e cofatores de transcricio ao DNA é altamente regulada através do nivel de
metilacdo do DNA, acetilagdo (Waterborg, 2011) e metilagdo de histonas (Liu et al., 2010) e
localizagdo dos nucleossomos (Conaway, 2012). A regulagdo da transcricido baseada na

estrutura e propriedades fisico-quimicas da cromatina € denominada regulacao epigenética.

Além do controle através de mecanismos epigenéticos, a taxa de iniciagdo da transcricao
depende de fatores reguladores de transcricdo (elementos trans), que sao proteinas que
ligam-se a pequenas sequéncias de DNA (elementos cis) contidas na regido promotora dos
genes (Latchaman, 1990), aumentando ou reduzindo a taxa de iniciagdo de transcricado pela
RNA polimerase (Lee & Young, 2000; Beckett, 2001; Juven-Gershon et al., 2008) (Figura 1).
Os fatores de transcricdo correspondem a aproximadamente 10% (~2500) dos genes

codificantes de proteinas em Arabidopsis thaliana (Mitsuda & Ohme-Takagi, 2009), os quais
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sdo divididos em familias de acordo com os dominios que apresentam e com quais
elementos cis nos promotores dos genes estes fatores interagem (Riechmann et al., 2000;
Corréa et al., 2008). Os dominios conservados usados na classificacdo dos fatores de
transcricdo em familias sao responsaveis tanto pela interacdo com o DNA quanto com outras
proteinas reguladoras. A presenca destes motivos conservados torna possivel a classificacao
dos mesmos em familias multigénicas como a dos Homeodominios (HD), dos Zinc Fingers,
dos Helix-Loop-Helix (HLH) e Basic-Helix-Loop-Helix (BHLH), dos Helix-Turn-Helix, que inclui
as proteinas 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. Representacdo esquematica do complexo de transcricdo, contendo os fatores
basais, co-ativadores, ativadores e repressores de transcricdo. (Retirado de
http://berkeley.edu/news/features/1999/12/09_3dimage.html)



O controle da expressdao génica também pode ocorrer através de mecanismos poés-
transcricionais envolvendo a modulacdo da estabilidade do RNA mensageiro e da taxa de
traducdo. Quanto a estabilidade do RNA mensageiro, estes podem ser classificados como
estaveis (meia-vida de algumas horas), muito estaveis (meia-vida de dias) e instaveis (meia-
vida de aproximadamente 1 hora) (Jonhson et al, 1998). Os componentes moleculares que
controlam a estabilidade do RNAm podem ser alocados em trés categorias: 1. Componentes
do sistema basal de degradacdo de RNAm que fazem parte do controle de qualidade da
produgdo dos transcritos de cada locus; 2. Fatores (elementos trans) que ligam-se a
sequéncias especificas (elementos cis) no RNA mensageiro e controlam sua estabilidade; e
3. Elementos transdutores de estimulos externos e/ou condicoes fisioldgicas regulando a
atividade dos fatores trans que modulam estabilidade de RNAm especificos através das
sequUéncias cis nele contidas (Gutiérrez et al, 1999). A modulacédo 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" apds a remog¢éo do cap 5’; atividade
de exossomos, que degradam o RNAm no sentido 3’-5’ apds o processo de remocao da
cauda poli-A; degradacao 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 vigilancia da
célula degrada RNAm aberrantes contendo um cdédon de parada prematuro (PTC -
Premature Termination Codon) (Kurihara et al., 2009). O controle da traducéo efetuado por
miRNAs foi recentemente descrito em plantas por Brodersen et al., 2008 e desempenha um

papel importante na regulagéo da expressao génica.



A modulacédo da estabilidade de proteinas em Arabidopsis é crucial nas respostas aos
horménios etileno, jasmonato, giberelinas e auxinas. A regulacdo da estabilidade das
proteinas é efetuada principalmente através da marcacao das proteinas a serem degradadas
com o peptideo ubiquitina, o qual sinaliza a maquinaria celular para destinar a proteina para
degradacao no proteassomo (Vierstra, 2009). Varios exemplos de regulacdo da estabilidade
de proteinas modulando a resposta a acucares e horménios ja foram descritos na literatura.
O fator de transcricao EIN3 (Ethylene Insensitive 3) é um importante regulador das respostas
induzidas por etileno e sua proteina é estabilizada na presenca deste horménio (Guo &
Ecker, 2003). Na auséncia de etileno, EBF1 e EBF2 (EIN3-Binding F-Box Protein 1 e 2)
interagem com EIN3 e promovem sua ubiquitinicado e degradagéo no proteassomo (Gagne et
al., 2004; Binder et al., 2007). Além disso, 0 monossacarideo glicose eleva a taxa de
degradacao de EIN3 de forma dependente da atividade sensora de glicose HXK1
(Hexokinase 1) (Rolland & Sheen, 2005) e coloca EIN3 como um ponto de convergéncia
entre a sinalizacao por etileno e glicose. As respostas transcricionais ao horménio jasmonato
dependem em grande parte dos fatores de transcricdo do tipo bHLH (basic Helix-Loop-Helix)
MYC2 (Dombrecht et al., 2007), MYC3 e MYC4 (Fernandez-Calvo et al., 2011), que tém sua
atividade reprimida por diversos membros da familia de repressores transcricionais JAZ
(Jasmonate ZIM-Domain) (Thines et al., 2007; Chini et al., 2007, Kazan & Manners, 2012). A
forma mais ativa do horménio acido jasmoénico JA-lle, na qual o jasmonato é conjugado ao
aminoacido isoleucina (lle), liga-se a proteina do tipo F-Box COI1 (Coronatine-Insensitive 1)
(Xie et al., 1998; Melotto et al., 2008) e induz a ubiquitinacdo das proteinas JAZ pelo
complexo SCF°" destinando-as para degradacdo no proteassomo e liberando a transcrigao
promovida pelos fatores MYC2, MYC3 e MYC4 da repressao pelas proteinas JAZ. A

molécula coronatina, analoga ao conjugado JA-lle e produzida por diversas linhagens do



género Pseudomonas, também é capaz de destinar as proteinas JAZ para degradacéao, que
€ uma estratégia deste fitopatdégeno para reduzir a resisténcia da planta (Uppalapati et al.,
2007; Melotto et al., 2008). A sinalizagao por giberelinas opera através de um mecanismo
semelhante, na qual as proteinas repressoras transcricionais da familia DELLA sao
ubiquitinadas e degradadas no proteassomo, liberando os fatores de transcricdo que irdo
ativar a expressao dos genes responsivos a giberelina (revisdo em Achard & Genschik
2009). O horménio auxina liga-se com a proteina F-Box TIR1 e promove a interacdo dos
repressores transcricionais Aux/IAA com o complexo de ligacdo de ubiquitina SCF™"' e
posterior degradacao destes repressores via proteassomo (Dharmasiri et al., 2005; Parry &
Estelle, 2006). Estes dados sugerem que a regulacado da estabilidade de proteinas é uma

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

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

Os fatores de regulacdo da transcricao do tipo bZIP foram descritos em todos os
eucariotos (Wingender et al., 2000) e sédo caracterizados por um dominio conservado de 40 a
80 aminodcidos, conhecido como dominio bZIP (basic leucine zipper). Este dominio é
formado por dois motivos distintos, uma regido basica e um ziper de leucinas. O ziper de
leucinas, devido a sua caracteristica hidrofébica, é responsavel por interacbes com outras
moléculas de proteina, sendo que a dimerizagdo pode ocorrer entre subunidades idénticas,
formando homodimeros, ou entre subunidades diferentes, formando heterodimeros
funcionais (Jakoby et al., 2002; Figura 2). Os fatores bZIP atuam de uma ampla gama de
processos como fotomorfogénese (Osterlund et al., 2000; Ulm, et al., 2005), desenvolvimento

de érgaos (Chuang et al., 1999), elongacéao celular (Yin et al., 1997; Fukuzawa et al., 2000),



controle do balanco de carbono/nitrogénio (Ciceri et al., 1999), mecanismos de defesa
(Pontier et al, 2001; Kaminaka et al, 2006), sinalizacdo de hormbnios e sacarose
(Finkelstein & Lynch, 2000; Uno et al., 2000; Rolland & Sheen, 2005), resposta a estresse
osmotico (Satoh et al., 2004, Weltmeier et al., 2006) e controle da floragao (Abe, et al., 2005;
Huang et al, 2006). Os fatores de transcricdo do tipo bZIP de Arabidopsis foram

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

et al., 2008).
Dominio bZIP (basic leucine ziper)
40 a 80 aminoacidos
|
' Motivo de interacéo Motivo de dimerizacéo I
como DNA (Interacéo proteina-proteina)
Basic region Leucine zipper

I LD (S S —

N-%=RK = % « L ==L =x=L1

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura tridimensional do dominio conservado
bZIP. O motivo basico €& responsavel pela especificidade de ligacdo ao DNA e
enderecamento nuclear. O ziper de leucina é o motivo responsavel pela dimerizacao
(Adaptado de Jakoby et al., 2002 — Trends Plant Science)

1.3 Sinalizacao por acucares e sua interagao com horménios em plantas

Plantas sdo organismos fotoautotréficos capazes de converter a energia da luz em
energia quimica que é utilizada para biossintese de compostos ricos em energia como
proteinas e carboidratos. Os agucares produzidos nos tecidos fotossintetizantes (fonte) sao
transportados principalmente na forma de sacarose pelo floema, sendo distribuida entre os

orgaos heterotréficos (drenos) como raizes, meristema apical vegetativo ou reprodutivo e

7



sementes (Roitsch, 1999). Para otimizar o seu crescimento e desenvolvimento tanto em
condicoes favoraveis quanto adversas, € essencial que a planta possa ajustar a producao de
aclcares (fotossintese) em relagdo & demanda dos 6rgdos drenos. E também importante
para as plantas ter a capacidade de integrar de maneira eficiente o metabolismo dos
acucares com a disponibilidade de outros macronutrientes essenciais (nitrogénio, fésforo e
enxofre). Ao mesmo tempo, estresses bibdticos (patdgenos) e abidticos (hidrico e osmético,

entre outros) também afetam a expressao génica e o metabolismo.

Para realizar estas complexas tarefas, as plantas desenvolveram redes de regulacao
intrincadas nas quais os acgucares desempenham papel chave de sinalizacdo (Corruzi &
Zhou, 2001; Forde, 2002; Rolland & Sheen, 2006; Rook et al., 2006; Gutiérez et al., 2007). O
dissacarideo trealose aparentemente € um importante sinal que controla varios aspectos do
desenvolvimento como crescimento de raizes, florescimento e embriogénese (Grennan et al,
2007). Uma outra via de sinalizacao especifica do dissacarideo sacarose (a principal forma
de transporte de carboidratos) envolvendo o fator de transcricao AtbZIP11, o qual controla a
sintese de asparagina e a degradacgao de prolina foi recentemente identificada e define uma
interacdo entre o metabolismo do nitrogénio e do carbono (Hanson et al, 2007). A hexose
glicose também é um importante sinal que promove mudangas importantes da expressao
génica (Koch, 1996; Price et al., 2004; Li et al., 2006), influenciando processos fundamentais
como germinagdo, crescimento de raizes e caule, fotossintese, metabolismo de carbono e

nitrogénio, floracao, resposta a estresses e senescéncia (Rolland et al, 2002).

Estudos em Saccharomyces demonstraram que Hxk2 (Hexokinase-2) exerce papel
fundamental na repressdo de genes relacionados ao catabolismo de fontes de carbono néo-
fermentadveis em resposta a alta concentracdo de glicose (fonte fermentavel) no meio

(Carlson, 1999; Moreno et al, 2005). Esta repressao ocorre pela interagdo de Hxk2 com a
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proteina repressora Mig1 no nudcleo (Ahuatzi et al, 2004), impedindo a fosforilacao desta
altima pela proteina quinase Snf1 (Sucrose non-fermenting 1). A fosforilagdo de Mig1 é
promovida por Snfi em baixas concentracdes de glicose e determina sua exportacdo do
ndcleo e a desrepressdao de genes relacionados ao catabolismo de fontes alternativas de
carbono como a sacarose (Santangelo, 2006) e ao metabolismo aerdbico (Polge & Thomas,
2006). A atividade sensora da hexoquinase € conservada em plantas. Foi demonstrado em
Arabidopsis thaliana que a HXK1 (Hexokinase 1) atua como um sensor da glicose
independentemente da sua atividade catalitica de fosforilacdo, induzindo a repressao de
genes fotossintéticos (Moore et al, 2003). Dados recentes indicam que a HXK1 reprime a
expressao 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 regulacao é
independente da atividade sensora de HXK1 e depende de sua atividade catalitica, sendo
que os metabdlitos produzidos apés a fosforilacdo da glicose podem atuar regulando a
expressao génica (Revisdo em Rolland et al., 2006). Evidéncias genéticas também revelaram
a existéncia de mecanismos de deteccao e sinalizacdo da glicose independente de HXK1,
por exemplo aquela envolvendo um receptor acoplado a uma proteina G em Arabidopsis
denominado RGS1 (Regulator of G-protein signaling 1) (Ullah et al., 2002; Chen et al. 2003;

Huang et al., 2006).

A proteina Snfl (Sucrose non-fermenting 1) de Saccharomyces cerevisae possui
grande similaridade com as familias AMPk (AMP-dependent protein kinase) de mamiferos
(Hong et al, 2003) e SnRKs (Sucrose non-fermenting related kinases) de plantas (Halford &
Hardie, 1998). Estas proteinas quinases desempenham papéis fundamentais na manutengao
da homeostasia energética, e as similaridades observadas entre estas proteinas 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 condicoes de privagdo energética e reprimidas por glicose, KIN10 e KIN11. Estas duas
quinases tém papel central na mudanca do perfil de transcricdo em respostas a condicoes
que provocam deficiéncia energética (Baena-Gonzalez et al., 2007; Figura 3). Elas atuam
ativando a expressdo de genes relacionados a vias catabdlicas (degradacado de parede
celular, mobilizacdo de amido, degradacéo de lipidios, proteinas e aminoacidos) e reprimindo
genes relacionados ao anabolismo (sintese de parede celular, proteinas, aminoacidos)
através de uma rede de sinalizacao que inclui fatores de transcri¢ao tipo bZIP do grupo S e C
(Baena-Gonzalez et al, 2007). Foi demonstrado neste mesmo trabalho que alguns fatores de
transcricdo dos grupos C e S de bZIPs (Jakoby et al., 2003; Guedes Corréa et al., 2008) séo
importantes mediadores das respostas mediadas pelas SnRK1 KIN10 and KIN11 na
adaptacdo a limitacdo energética (Baena-Gonzalez et al., 2007; Usadel et al., 2008). Além
disso, os fatores bZIP dos grupos C e S formam heterodimeros funcionais (Ehlert et al,
2006), modificando o padrao de interacdo com o DNA e diversificando o conjunto de genes

alvos diretos e indiretos que podem ser regulados por estes fatores.

10



)

opiznpu|

g

Privagdo
nutricional

Estresse
v

Escuridao

I

\ Deficiéncia e

energética

!

Glicose
—

Sacarose

bZIPs dos
gruposCe S

Fatores de
transcricdo

Fatores de transcricdo

Modificacdo de cromatina e histonas
Sinalizagdo por hormonios, proteinas quinase,
Ca?, fotorreceptores)

Degradacdo de proteinas, aminoacidos e lipideos
Degradacao de parede celular, amido e sacarose
Autofagia

Fotossintese

Gliconeogénese

Metabolismo de trealose

Transportadores

Sintese de proteinas

Fatores de transcrigdo

Modificagdo de cromatina e histonas
Sinalizacdo por hormonios, proteinas
guinase, proteinas fosfatase e Ca2*
Sintese de parede celular
Metabolismo de nucleotideos

Ciclo do acido citrico

Glicélise

Homeostase energética, crescimento, resposta a estresses, sobrevivéncia,

¥

desenvolvimento, reprodugdo e senescéncia

< Reprimido |

Figura 3. Regulacédo das respostas a privacao energética mediada pelas quinases SnRK1
KIN10 e KIN11. Diversas condigcdes de estresse, privacdo de nutrientes e escuridao
provocam um deficit energético que ativa as quinases SnRK1 KIN10 e KIN11, as quais
disparam uma cascata de sinalizacdo que culminam na reprogramacao transcricional que
conduz a repressao de genes relacionados ao anabolismo e inducédo de genes relacionados
ao catabolismo (Adaptado de Baena-Gonzéalez & Sheen, 2008 — Trends in Plant Science)

Outro ponto a ser ressaltado € que estudos com mutantes de Arabidopsis
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hipersensiveis (glo — glucose oversensitive) e insensiveis (gin - glucose insensitive) a glicose
revelam intima associa¢do com sinalizagao por horménios (revisdo em Leon & Sheen, 2003).

Esta associacdo parece ser essencial no ajuste fino do desenvolvimento e das respostas a



estresses ambientais, integrando informacées do metabolismo energético e sinais

transmitidos por hormonios. (Figura 4)
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Figura 4. Interacdo entre a sinalizacdo por glicose e horménios em Arabidopsis. Parte das
vias de sinalizacdo induzidas por glicose dependem de genes relacionados a sintese e
sinalizacao dos horménios ABA, auxinas, citocininas e etileno. (Extraido de Rolland et al.,
2006 — Annual Review of Plant Biology).

A interacao entre agucares e ABA em Arabidopsis é evidenciada pela caracterizagao
de diversos mutantes de sintese do ABA como abaZ2 e aba3 e de sensibilidade ao ABA como
abi4 e abi5 como mutantes gin (Gibson, 2005). Uma possivel interpretacao destes resultados
€ que a glicose atua ativando a sintese 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 horménio que também demonstra interagdo com a sinalizacdo por glicose é o
etileno. Varios mutantes de componentes da via de sinalizagado do etileno como citr1, ein2 ou
etr1 apresentam respostas alteradas a glicose e foi deduzido que o etileno poderia ter uma
atividade antagénica a glicose atenuando as respostas a esta hexose (Zhou et al, 1998). A
glicose por sua vez poderia também atuar como regulador negativo da sinalizacdo pelo
etileno promovendo a degradacao de EING, regulador da transcricdo envolvido nas respostas
ao etileno (Yanagisawa et al., 2003). Outras evidéncias genéticas apontam também para
uma interacao entre a glicose e os hormdnios auxina e citocinina (Moore et al., 2003). Porém,
0s mecanismos moleculares envolvidos nas comunicagdées cruzadas entre a glicose e 0s
hormonios sdo pouco conhecidos. Além disto, o significado fisiologico destas conexdes nao é

bem compreendido.

O ABA é considerado um horménio de estresse e, portanto, é possivel que as
respostas coordenadas a ABA e glicose possam refletir a necessidade de adequar respostas
a estresse de acordo com o nivel energético (quantidade de acucares) do organismo. Neste
caso de interacao entre ABA e glicose foi sugerido que o fator de regulacdo da transcri¢ao
ABI4 da familia de reguladores do tipo AP2 (Apetala 2) e ABI5 da familia do tipo bZIP
poderiam atuar como elos de interacdo entre estes sinais para promover mudancas de
expressao génica e consequentemente respostas integradas da planta (Leon & Sheen,
2003). Outros fatores do tipo bZIP homodlogos a ABI5 também foram identificados como
mediadores da sinalizagao da glicose (Kim et al., 2004). Analises das alteragdes dos perfis
de expressao na escala genémica indicaram que a expressao de um conjunto de 39 fatores
de transcricdo é rapidamente alterada pela glicose (Price et al., 2004; Li et al., 2006). Estes
fatores representam possiveis intermediarios da cascata de regulacao da transcricao ativada
pela glicose. Deste conjunto de fatores de transcicédo, 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 metabdlicos, desenvolvimentais e
fisioldgicos, como controle do florescimento, uso eficiente da agua, controle do ritmo de
crescimento/elongacéo e respostas & horménios e luz (Barak et al., 2000; Harmer, 2009;
Montaigu et al., 2010; Nakamichi, 2011) (Figura 5). O ritmo do reldgio circadiano é
sincronizado pelo ciclo dia/noite através da transducao de sinais luminosos e da acumulacao
de agucares (Somers et al., 2000; Kim et al., 2002; Farré & Weise, 2012), mas também pode
ser alterado por outras condi¢cdes ambientais como temperatura e estresse hidrico (Gould et
al., 2006; Legnaioli et al., 2009). O reldgio circadiano permite a antecipacdo de mudancas
ambientais previsiveis (Mas & Yanovsky, 2009) como alteragdes de temperatura, estresse

hidrico e infeccao por patégenos (Nakamichi 2011; Shin et al., 2012).
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Figura 5. O relégio circadiano controla diversos processos importantes no crescimento e
desenvolvimento e respostas a estresses (Extraido de Barak et al., 2000).

1.5 Mecanismos de defesa contra patéogenos

Quando um fitopatdbgeno atravessa os obstaculos que a planta possui para sua
defesa, ele encontra um sistema de vigilancia que detecta as tentativas de invasodes,
ativando uma ampla gama de defesas (Ingle et al. , 2006; Zipfel, 2008). A percepc¢ao inicial
envolve a deteccdo de moléculas conservadas dos patégenos denominadas PAMP’s
(Pathogen Associated Molecular Pattern) e MAMPs (Microbe Associated Molecular Pattern).
A imunidade desencadeada por PAMP’s (PTlI ou PAMP Triggered Immunity) constitui a
primeira linha da defesa que deve ser superada pelos patégenos para obterem sucesso na
colonizacao dos tecidos das plantas (Jones & Dangl, 2006; Zipfel, 2008). Isto é conseguido

pelos patégenos através da secrecao 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
supressao da PTIl. A PTl compreende uma gama de respostas universais, incluindo fluxos
ibnicos, cascatas de sinalizagdo envolvendo diversas MAPK'’s (Mitogen-Activated Protein
Kinase), producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS; Reactive Oxygen Species),
reforco da parede celular e rapida inducdo de genes de resisténcia, amplamente regulados
por fatores de transcricdo WRKY (Ingle et al. , 2006). Para infectar uma planta hospedeira,
patégenos bem sucedidos devem evitar o reconhecimento e/ou possuir efetores capazes de
suprimir os moduladores chave de respostas da planta contra a infec¢ao (Zipfel, 2008). As
plantas possuem uma segunda linha de defesa, na forma de proteinas de resisténcia (R), os
produtos que, direta ou indiretamente, detectam os efetores (chamadas proteinas de
aviruléncia, AVRs), e conferem imunidade contra patégenos que foram bem sucedidos em
suprimir a PTI. A imunidade desencadeada por efetores (ETI — Effector triggered Immunity)
representa um segundo nivel de resposta contra o organismo fitopatogénico. Na ETI, um
produto dos genes R residente no interior da célula da planta, reconhece a(s) proteina(s)
efetora(s) promotora de viruléncia correspondente entregue pelo patégeno. Muitos genes R
codificam proteinas NB-LRR (Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat). Se um efetor é

reconhecido por uma proteina NB-LRR correspondente, ocorre ETI (Figura 6).
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Figura 6. Representagédo esquematica do reconhecimento de elicitadores derivados de
organismos fitopatogénicos pela planta e consequentes respostas PTl e ETI (Extraido de
Dodds et al., 2011, Nature Genetics)

Andlises de dados publicos de microarranjo mostrara, que o RNAm de AtbZIP63 é
fortemente induzido por diversas cepas da bactéria fitopatogénica Pseudomonas syringae e
o PAMP flg22 (22 aminoacidos ativos da flagelo bacteriano) (www.genevestigator.com - Hruz
et al., 2008). A observacédo de que a acumulagdo de RNAm de AtbZIP63 pode ser regulado
pela infeccado com patégenos sugere que AtbZIP63 participa também das respostas a
estresses bidticos e revela mais um nivel de complexidade da rede de regulagdo na qual este
fator de transcricédo esta envolvido. Outro dado indicando que AtbZIP63 poderia participar
das respostas contra patdégenos é a heterodimerizacao com o fator de transcricdo AtbZIP10

(Ehlert et al, 2006), um regulador positivo da resposta hipersensitiva (HR — Hypersensitive
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Response) induzida por patdgenos (Kaminaka et al, 2006). Neste trabalho foi demonstrado
que na auséncia de patdégenos, AtbZIP10 associa-se a com a proteina citoplasmatica LSD1
(Lesions Simulating Disease resistance 1), que o retém no citoplasma e impede seu
transporte para o nucleo. Na presenca de patégenos, AtbZIP10 dissocia-se da proteina LSD1
no citoplasma e é translocado até o ndcleo, onde poderia interagir com AtbZIP63 e regular a
expressao génica. Reforcando a hipbtese da participacdo de AtbZIP63 nas respostas a
estresse bidtico, dois de seus ortélogos, CPRF2 em salsa e G/HBF em soja (Lara et al.,
2003), estdo envolvidos em respostas a patdégenos e outros estresses ambientais (Weisshaar

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

O fator de transcricao AtbZIP63, além de ser regulado por glicose, também é regulado
por ABA (Thomaz, 2008), apresenta um padrdao de expressao variavel ao longo do ciclo
dia/noite (Usadel et al., 2009) e media parcialmente as respostas a privagdo energética
induzidas por KIN10 (Baena-Gonzalez et al, 2007). Além disso, sua regulagdo por
fitopatégenos sugere que este fator participa também das respostas a estresses bidticos. Em
conjunto, estes dados o tornam um interessante objeto de estudo afim de contribuir para a
compreensao de como sdo integrados o estado energético e as respostas a estresses

abidticos (ABA) e bidticos (fitopatdbgenos).
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Objetivos

O presente estudo visou estabelecer os mecanismos envolvidos na regulacao do fator
de transcricao AtbZIP63 por glicose e ABA, bem como definir seu papel nas respostas a
privacao energética, sua importancia na resposta contra fitopatdgenos e na regulacao do

crescimento e desenvolvimento de Arabidopsis thaliana.

1. Definir os mecanismos envolvidos na regulacao da expressao de AtbZIP63 por glicose
e ABA e estabelecer como estes dois sinais interagem na regulacao deste gene
(Capitulo 1)

2. Avaliar o papel de AtbZIP63 no desenvolvimento de Arabidopsis thaliana e na
resposta contra a bactéria fitopatogénica Pseudomonas syringae pv tomato DC3000
(Capitulo 2)

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

hibrido em levedura (Y2H — Yeast two-hybrid) (Apéndice)
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CAPITULO 1

Artigo publicado na revista Plant Physiology
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The Arabidopsis bZIP Gene AtbZIP63 Is a Sensitive
Integrator of Transient Abscisic Acid
and Glucose Signals!!WIIOAl

Cleverson Carlos Matiolli®, Juarez Pires Tomaz®, Gustavo Turqueto Duarte, Fernanda Manso Prado,
Luiz Eduardo Vieira Del Bem, Amanda Bortolini Silveira, Luciane Gauer, Luiz Gustavo Guedes Corréa,
Rodrigo Duarte Drumond, Américo José Carvalho Viana, Paolo Di Mascio, Christian Meyer,

and Michel Vincentz*

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética, Universidade Estadual de Campinas, Cidade
Universitaria Zeferino Vaz, CP6010 Campinas, Sao Paulo, Brazil (C.CM., J.PT., GT.D., LEV.DB, ABS., LG,
LGGC, RDD, AJCV, MV); Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Cidade Universitaria
Zeferino Vaz, CP600® Campinas, Sao Paulo, Brazil (M.V); Unité de Nutrition Azotée des Plantes, Institut
Jean-Pierre Bourgin, INRA, 78026 Versailles cedex, France (C.M.); and Departamento de Bioguimica, Instituto
de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, CP26077 Sao Paulo, Brazil (EMLE, PD.M.)

Glucose modulates plant metabolism, growth, and development. In Arabidopsis (Arbidopsis thaliang), Hexokinasel (HXEKL) is
a glucose sensor that may trigger abscisic acid (ABA) synthesis and sensitivity to mediate glucose-induced inhibition of
seedling development. Here, we show that the intensity of short-term responses to glucose can vary with ABA activity. We
report that the transient (2 h/4 h) repression by 2% glucose of AthZIPE3, a pene encoding a basic-leucine zipper (bZIT)
transcription factor partially involved in the Snfl-related kinase KIN10-induced responses to energy limitation, is independent
of HXK1 and is not mediated by changes in ABA levels. However, high-concentration (6%) glucose-mediated repression
appears to be modulated by ABA, since full repression of ABZIPE3 requires a functional ABA biosynthetic pathway.
Furthermore, the combination of glucose and ABA was able to trigger a synergistic repression of AthZIP63 and its homologue
AtbZIP3, revealing a shared regulatory feature consisting of the modulation of glucose sensitivity by ABA. The synergistic
regulation of AtBZIPE3 was not reproduced by an AIBZIPE3 promoter-5'-untranslated region:@-glucuronidase fusion, thus
suggesting possible posttranscriptional control. A transcriptional inhibition assay with cordycepin provided further evidence
for the regulation of mRNA decay in response to glucose plus ABA. Overall, these results indicate that AtbZIP63 is an
important node of the glucose-ABA interaction network. The mechanisms by which AtbZIP&3 may participate in the fine-

tuning of ABA-mediated abiotic stress responses according to sugar availability (i.e., energy status) are discussed.

To optimize their growth and development as ses-
sile organisms, plants have developed a range of
efficient mechanisms to sense and respond ade-
quately to ever-changing environmental conditions.
For instance, the availability of sugar produced
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through photosynthesis, which relies on light access,
represents an important signal that, in combination
with developmental and other environmental cues
such as mineral nutrition, water availability, or path-
ogen attacks, influence the use of energy resources to
ensure survival and propagation (Corruzi and Zhou,
2001; Forde, 2002; Rolland et al., 2006; Rook et al., 2006;
Gutiérrez et al.,, 2007; Smith and Stitt, 2007; Baena-
Gonzalez and Sheen, 2008).

Sugars are key metabolic signals that control gene
expression (Koch, 1996; Price et al.,, 2004; Li et al., 2006)
and modulate different developmental phases, includ-
ing embryogenesis, germination, seedling development,
root growth, flowering, and important processes such
as photosynthesis, senescence, and stress responses
(Smeekens, 2000; Rolland et al., 2002; Moore et al.,
2003; Gibson, 2005). Several sugar sensing and signal-
ing mechanisms have been described. Suc, for exam-
ple, which is the main transported form of sugar,
specifically regulates the mRNA translation of five
members of S-group basic-leucine zipper (bZIF) tran-
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scriptional regulators in Arabidopsis (Arabidopsis thali-
ana; Rook et al.,, 1998; Wiese et al., 2004),

Gle, one of the hydrolytic hexose products of Suc, is
a major sugar signaling metabolite. The characteriza-
tion of glucose insensitive2 (gin) mutants has provided
compelling evidence for a Hexokinasel (HXK1)-de-
pendent Gle sensing and signaling pathway that is
uncoupled from HXK phosphorylation activity and
mediates the repression of photosynthetic gene ex-
pression and growth control in Arabidopsis (Moore
et al,, 2003). The molecular mechanisms responsible
for Glc-dependent transcriptional repression of the
chlorophyll a/b CAB2 involve a nuclear HXK1 com-
plex that binds the CAB2 promoter (Cho et al., 2006).
Complementation of the gin? Arabidopsis mutant
with rice (Oryza sativa) HXK5 and HXKé indicates
that HXK-mediated Glc sensing is conserved in an-
giosperms (Cho et al., 2009).

Other Gle 5ensinf pathways have been described (for
review, see Rolland et al., 2002, 2006). One of them is a
glycolysis-dependent pathway that requires HXK cat-
alytic activity and regulates the expression of the path-
ogenesis-related genes PRT and PR2 (Xiao et al., 2000).
A third pathway is involved in the regulation of a
restricted number of genes such as those coding for
chalcone synthase and cell wall invertase and is inde-
pendent of increased HXK activity and HXKI1 (Roitsch,
1999; Xiao et al., 2000). Genetic evidence also indicates
that a HXK-independent Glc sensing and signaling
mechanism involving a G proteincoupled receptor
system exists in plants (Ullah et al., 2002; Chen et al,,
2003a, 2006; Chen and Jones, 2004; Huang et al., 2006).
Interestingly, a genetic interaction between G protein
signaling and a Golgi-localized hexose transporter has
been reported (Wang et al., 2006).

The use of Gle signaling mutants has revealed a
relationship between Gle and the signaling pathways
of hormones such as abscisic acid (ABA; Zhou et al.,
1998; Arenas-Huertero et al., 2000; Huijser et al., 2000;
Laby et al., 2000; Rook et al., 2001; Brocard et al., 2002;
Cheng et al., 2002; Brocard-Gifford et al,, 2004), ethyl-
ene (Zhou et al., 1998; Gibson et al., 2001; Cheng et al.,
2002; Cho et al., 2010), and auxin and cytokinin (Moore
et al., 2003). HXK1-dependent Glc-induced responses
require ABA synthesis and subsequent ABA signal
transduction (Zhou et al., 1998; Arenas-Huertero et al.,
2000; Cheng et al., 2002), Within this regulatory cas-
cade, the ABA biosynthetic genes ABA2/GINI encod-
ing a short-chain dehydrogenase/reductase (Cheng
et al., 2002), ABA3/GINS encoding a molybdenum
cofactor sulfurase (Arenas-Huertero et al., 2000), and
the ABA signaling gene ABI4/GING gene coding for a
transeriptional regulator of the APETALA2 domain
family (Finkelstein et al., 1998; Arenas-Huertero et al.,
2000) have pivotal roles (for review, see Leon and
Sheen, 2003; Rolland et al., 2006). ABI4 also represses
the promoter of an rlcS gene in response to Gle or ABA
{Acevedo-Hernandez et al., 2005), which may partly
reflect the central role of ABI4 in retrograde signaling
from the chloroplast to the nucleus (Koussewitzky

Plant Physiol. Vol. 157, 2011

22

et al., 2007). Moreover, ABI4 is a regulator of Man-
induced inhibition of seedling germination (Pego
et al., 1999; Huijser et al., 2000), suggesting a general
role for ABI4 in hexose signaling. ABI4 is also involved
in the synergistic activation of APL3 (a large subunit of
ADP-glucose pyrophosphorylase) by Glc and ABA and is
an example of a Gle-induced response that is modu-
lated by ABA (Rook et al., 2001; Li et al,, 2006). Several
other ABA signaling components were shown to be
involved in defining Glc sensitivity (Ramon et al,,
2008).

Our knowledge of the interactions between Glc and
ABA sig;nalin% pathways and their integration with
developmental programs is still incomplete. For in-
stance, we still do not know whether ABA synthesis
and/or signaling are involved in HXK-independent
Gle-induced responses. It is also unclear to what extent
short-term responses to Gle fluctuations are interrelated
with ABA (Li et al., 2006). The latter point is becoming
increasingly relevant to our understanding of how
carbon resources are used to minimize growth inhibi-
tion under conditions of energy limitation and ABA-
mediated abiotic stress responses (Baena-Gonzilez and
Sheen, 2008; Usadel et al.,, 2008). Transcription factor
genes coregulated by short-term treatment with Glc or
ABA have been identified and represent potential can-
didates for integrating transient changes in Glc and
ABA (Li et al., 2006). Recently, some members of the
Arabidopsis 5- and C-groups of bZIP transcription
factor genes (Jakoby et al, 2002; Corréa et al, 2008)
have emerged as important mediators of the adaptive
responses induced by the Snfl-related kinases (SnRK1)
KINI10 and KIN11 during energy or sugar limitation
(Baena-Gonzalez et al., 2007; Usadel et al, 2008). In
addition, a restricted set of S-group proteins associates
with C-group members by forming heterodimers, thus
creating another level of interaction in the regulation of
gene expression (Weltmeier et al., 2006; Alonso et al,,
2009).

During work on the functional diversification of
C-group bZIP genes, we observed that the expression
of AZIP63 (At5g28770), one of the four Arabidopsis
group C members that is likely to represent an ancestral
angiosperm function (Vincentz et al., 2003), is regulated
by Glc, ABA, and Man, suggesting the involvement of
this gene in the cross talk between carbohydrate and
ABA-mediated responses (e.g., in abiotic stress). To
assess this possibility, we investigated the dependence
of Gle-induced repression of AthZIP63 on ABA synthe-
sis and signaling. We show here that the Glec-induced
repression of AtZIP63 is independent of HXKI and
that the short-term response of AthZIP63 to 2% Glc does
not rely on ABA accumulation. Furthermore, the
requirement of ABA synthesis to obtain full repression
of AthZIP63 by 6% Glc together with the synergistic
repression of AIbZIPG3 by Glc+ABA, which partly
relies on posttranscriptional regulation, suggest that
ABA modulates Glec-mediated responses. Since
ABZIP63 is involved in the control of energy homeo-
stasis (Baena-Gonzalez and Sheen, 2008), mediating
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partially KIN10-induced responses, we also discuss
the importance of the modular regulation of AtbZIP63
expression by Glc and ABA.

RESULTS

AtbZIP63 Is Repressed by Glc and ABA, and
Glc-Induced Repression Is Independent of HXK1 Glc
Sensing Activity

To evaluate the short-term responses of C-group
bZIP genes AthZIP9 (At5g24800), AtbZIP10 (At4g02640),
AtbZIP25 (At3g54620), and AtbZIP63 (At5g28770) to Glc
and ABA signals, wild-type Columbia (Col-0) seedlings
grown for 6 d (growth stage 1.0, corresponding to fully
opened cotyledons; Boyes et al., 2001) under constant
dim light (20 pmol m™ s 1) and in half-strength Mur-
ashige and Skoog (MS/2) liquid medium were treated
for 4 h with 2% Glc or 100 um ABA. Treatment efficiency
was verified by the induction of Rd29a (At5g52310) by
ABA (Arroyo et al., 2003) and repression of XTR7
(At4g14130) by Glc (Price et al., 2004). While AtbZIP63
was repressed by both Glc (6.7-fold; Fig. 1A) and ABA
(3.3-fold with 100 um and 2-fold with 10 um; Fig. 1A;
Supplemental Fig. S1), AtbZIP9 and AtbZIP10 only
responded to Glc. AtbZIP9 was repressed by Glc and
AtbZIP10, being induced (3.3- and 2.2-fold, respectively)
by this signal (Fig. 1A). These alterations were not caused
by osmotic stress, since 2% mannitol only marginally
changed the mRNA levels of these genes (Fig. 1A).
AbZIP25 was not responsive to Glc or ABA (Fig. 1A).

To determine whether the Glc-induced repression
of AtbZIP9 and AtbZIP63 is mediated by HXK1
(At4g29130) Glc sensing activity (Moore et al., 2003)
or requires HXK catalytic activity to produce down-
stream regulatory metabolites (glycolysis dependent;
Xiao et al., 2000), the Glc analogue Man, which is
readily phosphorylated by HXK and poorly metabo-
lized, was used. The promotion of Glc-like responses
by Man would be indicative of HXK sensing activity,
whereas the absence of any response to Man would be
indicative of a glycolysis-dependent or HXK-indepen-
dent pathway. Man was almost as efficient as Glc in
repressing AtbZIP63 mRNA (Fig. 1A), suggesting a
role for HXK sensing and signaling in this regulation.
In contrast, AtbZIP9 mRNA was unresponsive to Man
(Fig. 1A), indicating that Glc-induced repression of
AtbZIP9 was dependent on Glc metabolism or inde-
pendent of HXK activity (Xiao et al., 2000; Villadsen
and Smith, 2004). Interestingly, AtbZIP25 was specif-
ically repressed by Man (Fig. 1A), revealing the pos-
sible existence of a Man-restricted signaling pathway.

To evaluate more precisely the involvement of
HXK1 sensing activity in the control of AtbZIP63
expression by Glc, we analyzed the regulation of this
gene in an HXK1 null mutant, gin2-1 (ecotype Lands-
berg erecta [Ler] background), which is deficient in Glc-
dependent photosynthetic gene repression (Moore
et al., 2003; Cho et al., 2006). Expression analysis was
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done under low-nitrogen conditions (MS/10; Moore
et al.,, 2003). Under these conditions, there was no
HXK1-mediated Glc-induced inhibition of carbonic
anhydrase (At5gl14740) photosynthetic gene expres-
sion in gin2-1 (Fig. 1C; Moore et al., 2003), while the
HXK1-independent Glc-induced repression of the GIn-
dependent Asparagine synthetasel (ASN1; At3g47340)
gene was, as expected, still effective in the gin2-1 mutant
(Fig. 1B; Baena-Gonzalez et al., 2007). The levels of
AtbZIP63 mRNA in response to Glc were also not
significantly different between gin2-1 and the wild type
(Fig. 1B), indicating that a pathway independent of HXK1
Glc sensing activity was involved in the Glec-induced
regulation of this gene. Similarly, the Glc-induced repres-
sion of AtbZIP9 expression was as efficient in Ler and
gin2-1 and, therefore, is also independent of HXK1 Glc
sensing activity (data not shown). Several lines of genetic
evidence support the role of ABA synthesis and sensing
in Glc-mediated responses (see the introduction; for
review, see Leon and Sheen, 2003). Since AtbZIP63 is
also regulated by ABA (Fig. 1A), we next examined the
extent to which Gle-dependent control of AtbZIP63 ex-
pression is connected to ABA signaling.

The Repression of AtbZIP63 by Glc Is Modulated
by ABA

The interaction between Glc and ABA to regulate
gene expression may involve Gle-triggered modula-
tion of ABA levels, as suggested previously (Arenas-
Huertero et al., 2000). To assess the possibility that
Glc-induced repression of AtbZIP63 could be the result
of an increase in ABA content, we monitored the
changes in ABA levels in response to short-term Glc
treatment. In addition, the changes in ABI5 (At2g36270)
mRNA levels were used as a positive control to verify
the efficiency of the treatments (Fig. 2B), since this gene
is induced by ABA (Lopez-Molina et al., 2003; Price
et al., 2003).

Two percent Glc or mannitol had no substantial
effect on ABA accumulation in whole seedlings after 4
h of treatment, while 6% Glc or mannitol was able to
induce a 10- or 5-fold increase in ABA content, respec-
tively (Fig. 2A). These findings indicate that the re-
pression of AtbZIP63 by 2% Glc (Fig. 2C) was not
mediated by ABA accumulation. Treatment with 2%
mannitol had only a marginal effect on AfbZIP63
expression, probably because of osmotic activity (Fig.
2C), which could also be the reason for ABI5 mRNA
induction by 2% Glc or mannitol (3.5- and 4.7-fold,
respectively; Fig. 2B). At higher sugar concentrations
(e.g., 6% Glc or mannitol), AthZIP63 down-regulation
was around three times greater than the repression
caused by 2% of the corresponding hexose (Fig. 2C).
As expected, 6% Glc or mannitol strongly induced
ABI5, most likely as the result of an increase in ABA
content (Fig. 2, A and B; Price et al., 2003). The stronger
repression of AtbZIP63 by 6% Glc could be triggered
by the combination of the Glc signal and an increase in
ABA content that has been induced by high concen-
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Figure 1. The expression of the Arabidopsis C-group bZIP genes
AtbZIP9, AtbZIP10, AthZIP25, and AtbZIP63 is regulated by ABA,
Glc, or Man, and Glc-mediated regulation of AtbZIP63 is independent
of HXK1 sensing activity. Wild-type Col-0 and Ler or mutant gin2-
1 seedlings were grown for 6 d in MS/2 or MS/10 liquid medium for Ler
and gin2-1 and were subsequently treated with 100 um ABA, 2% Gilc,
2% Man, or 2% mannitol for 4 h. Total RNA was analyzed by qRT-PCR
assays. A, Relative transcript abundance of C-group bZIP genes. The
data are means = sp (error bars) of at least three independent exper-
iments. B, Expression of AtbZIP63 and AtASNT in response to Glc
treatment in gin2-1, a HXK1 null mutant, and the corresponding Ler
wild type. The data are means of at least three independent experi-
ments. C, RNA integrity. C stands for the untreated control. The
effectiveness of the treatments was verified by evaluating the induction
of Rd29a by ABA and the repression of XTR7 by Glc and Man by
semiquantitative RT-PCR. Carbonic anhydrase (CAA; At5g14740) was
used as a control for HXK1-mediated Glc-dependent gene repression.
The differences from the untreated control were considered significant
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trations of sugars (Fig. 2A). This result suggests that
Glc and ABA may interact to repress AtbZIP63. In the
case of 6% mannitol, the AtbZIP63 repression (Fig. 2C)
could be attributed to an increase in ABA content (Fig.
2A), which is in agreement with the repression ob-
served in response to ABA application (Fig. 1A). To
further assess the contribution of ABA to the repres-
sion of AtbZIP63 by 6% Glc or mannitol, we analyzed
the expression of AtbZIP63 in the ABA-deficient mu-
tant aba2-1 (Col-0 ecotype; accumulates approximately
10% of the wild-type ABA level; Léon-Kloosterziel
etal., 1996). The repression of AtbZIP63 by 6% Glc was
significantly less effective in aba2-1 than in the wild-
type (12-fold repression versus 33-fold, respectively;
Fig. 2C), and essentially the same value was obtained
when 2% Glc was used (Fig. 2C). The same trend was
observed in the case of 6% mannitol, although the
difference between aba2-1 and the wild type was more
tenuous (2.4-fold repression versus 3-fold, respec-
tively; Fig. 2C), possibly because mannitol exerts an
ABA-independent osmotic activity and/or aba2-1 is
slightly leaky. Interestingly, the supply of 1 um ABA to
aba2-1 seedlings treated with 6% Glc or mannitol
restored the wild-type AtbZIP63 mRNA repression
level (Fig. 2C). As a control, the induction of ABI5 by
6% Glc or mannitol was reduced in aba2-1, and full
induction could also be restored by exogenously ap-
plied 1 um ABA (Fig. 2B). These results support the
hypothesis of a combinatorial effect of Glc and ABA to
modulate AtbZIP63 repression. We next were inter-
ested in evaluating the mechanism involved in this
regulatory pattern.

The Synergistic Repression of AtbZIP63 by a
Combination of Glc and ABA Partly Involves the
Modulation of mRNA Decay

Initially, we wished to determine whether Glc- and
ABA-induced repression of AtbZIP63 could be the
result of transcriptional control. To this end, the ex-
pression of the GUS reporter gene under the control of
the AtbZIP63 promoter and the 5" untranslated region
(UTR) sequence in response to ABA, Glc, and Man
was evaluated in transgenic seedlings containing the
AtbZIP63 promoter-5'UTR:GUS fusion. Two trans-
genic lines homozygous for a single insertion of the
AtbZIP63 promoter-5'UTR::GUS transgene and that
were representative of the overall expression pattern
found among six independent lines were analyzed.
The detection of GUS activity in situ and in plant
extracts indicated that transgenic seedlings grown
with 0.3% Glc accumulated more GUS activity than
those grown in 2% Glc (Fig. 3, A and B), suggesting
that AtbZIP63 promoter and 5'UTR sequences were

at P< 0.05 (Student’s ttest) and are indicated by the letter a. Expression
data are normalized to the Actin2 mRNA levels, and the relative
quantification refers to the respective untreated wild-type Col-0 or Ler

genotype.
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Figure 2. The repression of AtbZIP63 by Glc is modulated by ABA. A,
Quantification of ABA in untreated whole seedlings or seedlings treated
with 2% or 6% Glc or 2% or 6% mannitol. Significant differences
between treated and untreated seedlings and between Glc and man-
nitol treatments are indicated by letters a and c, respectively (n=6; P <
0.05). FW, Fresh weight. B and C, Relative ABI5 (B) and AtbZIP63 (C)
mRNA quantification in response to 2% and 6% Glc or mannitol in
aba2-1 (with or without 1 um ABA application) and the Col-0 wild type.
All experiments were performed with 6-d-old seedlings. Numbers
above the bars represent mean values of the relative quantification (n =
3). Significant differences between treated and untreated seedlings of
the same genotype (letter a), between equally treated aba2-1 and Col-0
(letter b), and between Glc and mannitol treatments (letter c; n=5; P<
0.05) are indicated. Growth (MS/2), treatments, and qRT-PC analysis
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apparently able to mediate Glc-induced regulation. We
next measured the transient effect of Glc and ABA on
GUS mRNA. The Glc- and ABA-induced repression of
AtbZIP63 was partly mediated by the AtbZIP63 pro-
moter and 5'UTR sequences, since changes in GUS
mRNA accompanied those of AtbZIP63 mRNA in
response to these signals (Fig. 3C). Collectively, these
data provide evidence for a role of transcription and/
or 5'UTR-mediated control of mRNA stability in the
regulation of AtbZIP63 expression by Glc and ABA.
This finding prompted us to investigate whether ABI4,
which encodes for an AP2-type transcriptional reg-
ulator involved in ABA and Glc response pathways
(Finkelstein et al., 1998; Acevedo-Hernandez et al., 2005),
would be part of both Glc- and ABA-mediated regula-
tion of AtbZIP63 expression. To this end, we analyzed the
AtbZIP63 responses to Glc and ABA in the abi4-1 mutant
(Col-0 ecotype), which lacks ABI4 activity (Soderman
et al., 2000). The Gle- and ABA-induced repression of
AtbZIP63 was stronger in the abi4d-1 mutant compared
with the wild type (23.3- versus 8.3-fold for Glc and 13.6-
versus 4-fold for ABA; Supplemental Fig. S2), suggesting
that ABI4 antagonizes the Glc- and ABA-induced re-
pression of AtbZIP63. This possibility is reinforced by
the presence of two ABI4-binding sites, CCAC, in the
AtbZIP63 promoter (Supplemental Table S1).

A comparison of how signals alone and in combi-
nation can regulate the expression of target genes
could provide clues about how these signals interact.
Therefore, we analyzed the regulation of AtbZIP63
mRNA abundance by combinations of ABA, Glc, and
Man. The most important finding of this analysis was
that the combination of Glc and ABA synergistically
repressed AtbZIP63 (Fig. 3C), a response also observed
in the Wassilewskija (Ws) ecotype (data not shown).
The combination Glc+ABA repressed AtbZIP63 mRNA
by approximately 33-fold, which was almost 3-fold
more than the sum of the repression levels observed for
each stimulus separately (approximately 3.8-fold for
ABA and approximately 8.3-fold for Glc; Fig. 3C). This
response was specific for the combination Glc+ABA,
since no synergy was observed when the Man+ABA
combination was used (Fig. 3C). Moreover, among the
four members of the group-C bZIP genes, the syner-
gistic response was restricted to AtbZIP63 (Supple-
mental Fig. S3). The evolutionary relatedness between
C-group and S-group bZIP genes (Corréa et al., 2008)
prompted us to evaluate the Glc- and ABA-mediated
regulations of the S-group genes AtbZIP1 (At5g49450),
AtbZIP2 (At2gl8170), AtbZIP11 (Atdg34590), and
AtbZIP53 (At3g62420), which are functionally related
to AtbZIP63 (Baena-Gonzalez et al., 2007; Dietrich et al.,
2011). None of them were synergistically down-
regulated by Glc+ABA, but interestingly, AtbZIP11
was synergistically induced by these signals (Fig. 4),

were performed as described in Figure 1 except that transcript levels
were normalized to PDF2 mRNA.
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PCR assays (C). A, Histochemical analysis of in
situ GUS activity in the PH3.35.8 lineage. B,
Relative GUS activity in PH3.13.4 and PH3.35.8
lineages. The raw fluorescence units were nor-
malized by total protein content. Relative GUS
activity refers to the respective genotype treated
with 0.3% Glc. Relative GUS activity was defined
in the linear portion of the enzymatic kinetic.
Significant differences are represented by the
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revealing the diversification of ABA- and Glc-related
regulatory output. However, AtbZIP3 (At5g15830), an-
other S-group gene that is down-regulated by Glc and
ABA (Li et al., 2006), shared synergetic down-regula-
tion with AtbZIP63 (Fig. 4), raising the possibility that
these two genes are under the control of the same
regulatory mechanisms. Indeed, AtbZIP63 and Atb-
ZIP3 promoters share common motifs related to Glc
and ABA regulation (Supplemental Table S1).
Surprisingly, the AtbZIP63 promoter and 5'UTR se-
quences were not sufficient to synergistically repress
the GUS reporter gene (Fig. 3). Thus, the repression of
AtbZIP63 mRNA accumulation by the combination
Glc+ABA may either require a transcriptional regula-
tory element not included in our construct or involve a
control of AtbZIP63 mRNA decay. To assess this latter
possibility, we determined the half-life of AtbZIP63
mRNA by using cordycepin (3-deoxyadenosine) to in-
hibit transcription (Holtorf et al., 1999; Gutiérrez et al.,
2002; Souret et al., 2004). We designed a protocol that
produced almost complete inhibition (97%) of ABA-
mediated Rd29h mRNA transcription (Fig. 5A; Uno
et al., 2000), indicating that conditions for the efficient
inhibition of transcription were achieved. The half-lives
of AIMPK3 (At3g45640) and AtF12 (At5g03430) mRNA
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were in good agreement with previous results (Fig. 5B;
Gutiérrez et al., 2002), further indicating that our pro-
tocol was efficient. Under our conditions, the half-life of
AtbZIP63 mRNA was approximately 95 min (Fig. 5B).
This estimate implies that only around 17% of the
synergistic repression fold of AtbZIP63 mRNA after a
4-h treatment with Glc+ABA (expected 5.6-fold based
on half-life estimation versus the observed 33-fold
reduction; Fig. 3C) can theoretically be accounted for
by transcriptional control. The remaining 83%, there-
fore, must be related to mRNA degradation. The
increase of AtbZIP63 mRNA decay rate by simulta-
neously combining cordycepin and Glc+ABA (half-life
of AtbZIP63 mRNA was reduced to approximately 33
min; Fig. 5B) agrees with a control of AtbZIP63 mRNA
stability by these two signals. The increased AtbZIP63
mRNA decay triggered by Glc+ABA seems to be
specific, since the Actin2 reference gene used to nor-
malize quantitative reverse transcription (qRT)-PCR
data was stable among all treatments. To further
confirm and refine this conclusion, we also examined
the impact of Glc and ABA signals individually on the
posttranscriptional control of AtbZIP63 mRNA. The
addition of Glc or Glc+ABA to seedlings treated with
cordycepin reduced AtbZIP63 mRNA accumulation
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Figure 4. The expression of the Arabidopsis S-group bZIP genes
AtbZIP1, AtbZIP2, AtbZIP3, AtbZIP11, and AtbZIP53 is regulated by
Gle and ABA. Wild-type Col-0 seedlings were grown for 6 d in MS/2
liquid medium under constant dim light and were subsequently treated
with 2% mannitol (osmotic control), 100 um ABA, and/or 2% Glc for
4 h. Total RNA was extracted and analyzed. cDNA synthesized from
total RNA treated with DNase was used in gRT-PCR assays. S-group
bZIP transcript levels were normalized to the PDF2 mRNA levels, and
the relative quantification refers to untreated Col-0. The data are means
= sp (error bars) of three independent experiments. Differences from
the untreated control were considered significant at P < 0.05 (Student’s
t test) and are indicated by the letter a. The number at the top of each
column corresponds to the relative expression level.

by almost 3-fold compared with the control treatment
with cordycepin alone (Fig. 5C). These results indicate
that Glc alone may also control the stability of AtbZIP63
mRNA and that the expected Glc+ABA-mediated syn-
ergistic repression was hindered in the presence of
cordycepin (Fig. 5C), raising the possibility that suc-
cessful synergism requires transcription. This latter
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conclusion also applies to Glc-induced down-regulation
of AthZIP63, since this regulation was significantly
weaker in the presence of cordycepin compared with
the samples treated only with Glc (Fig. 5C). In contrast,
the ABA-mediated reduction of AtbZIP63 mRNA in
the presence of cordycepin was not significantly dif-
ferent from the control treatments with cordycepin or
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Figure 5. The control of AtbZIP63 and AtbZIP3 mRNA decay is
involved in the response to Glc+ABA. Inhibition of transcription was
performed with 100 ug mL ™' cordycepin (Cord). Wild-type Col-0 6-d-
old seedlings were grown in MS/2 liquid medium, treated with
cordycepin, and harvested after 0, 1, and 2 h for half-life measurements
or pretreated with cordycepin for 1 h and then treated with 100 um ABA
and/or 2% Glc (w/v) for an additional 2 h. A, ABA-mediated induction
of Rd29b was used to monitor the efficiency of transcription inhibition.
B, Kinetics of mRNA decay and half-life of AtbZIP63 in the absence and
presence of Glc+ABA and of two genes with known half-lives (AtMPK3
[At3g45640] and AtF12 [At5g03430]; Gutiérrez et al., 2002); A = decay
constant; t1/2 (h) = half-life in hours; t1/2 (min) = half-life in minutes. C,
Repression of AtbZIP63 and AtbZIP3 by 2% Glc, 100 um ABA, and 2%
Glc + 100 um ABA with or without cordycepin. Transcript levels were
normalized to the Actin2 mRNA. Significant differences between
treated samples with or without cordycepin are indicated by the letter
a (n = 3; P < 0.05). The numbers at the bottom represent mean
decreases of transcript amounts in response to each treatment relative
to the untreated (Unt.) sample.
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ABA alone (Fig. 5C), indicating that ABA acts mainly
by limiting transcription.

Since AtbZIP63 and AtbZIP3 are coregulated in
response to ABA and/or Glc, we wondered whether
the regulation of AtbZIP3 expression also involves the
control of mRNA stability. As with AbZIP63, efficient
synergistic repression of AtbZIP3 did not tolerate
transcriptional inhibition by cordycepin (Fig. 5C), in-
dicating that both genes are subjected to similar reg-
ulatory aspects. However, in contrast to AtbZIP63, the
Glc- and ABA-mediated reduction of AtbZIP3 mRNA
levels was attributable mainly to transcriptional re-
pression (Fig. 5C).

Together, these data support the idea that Glc- and
Glc+ABA-induced repression of AtbZIP63 mRNA levels
and Gle+ABA-induced reduction of AtbZIP3 transcripts
are partly attributable to accelerated mRNA decay,
which requires ongoing transcription for full efficiency.
For instance, continuous transcription may be necessary
to maintain an active pool of a factor mediating mRNA
decay in response to Glc+ABA. Alternatively, a specific
transcriptional control step in response to Glc+ABA
may be required to trigger posttranscriptional control of
AtbZIP63 and AthZIP3 mRNAs. Based on this reason-
ing, it is conceivable that the Glc+ABA-mediated tran-
scriptional activation of an AtbZIP63-related microRNA
(miRNA) gene may be involved. However, this possi-
bility was discarded, because the synergistic repression
of AtbZIP63 remained functional in miRNA pathway
mutants (Supplemental Fig. S4). Moreover, this result
was further supported by the lack of any AtbZIP63-
related miRNA in miRBase (http://www.mirbase.org/;
Griffiths-Jones et al., 2008).

To obtain some additional clues about the physio-
logical role of AtbZIP63, we searched for putative
AtbZIP63 target genes.

ASN1, SEN1, and DIN10 Are Putative Target Genes
of AtbZIP63

AtbZIP63 has been shown to interact with the
SnRK1.1 KIN10 to promote the expression of Gln-
dependent ASN1 in a transient protoplast assay system
(Baena-Gonzalez et al., 2007). KIN10 is a key regulator
of energetic stress adaptation, which involves a large
extent of transcriptional changes (Baena-Gonzalez et al.,
2007). To further assess the involvement of AtbZIP63 in
KIN10-mediated responses, we analyzed the expres-
sion of selected genes that are known to be induced by
KIN10 and highly coexpressed with AtbZIP63 (http://
cressexpress.org; Srinivasasainagendra et al.,, 2008) in
two AtbZIP63 mutants corresponding to T-DNA inser-
tion lines (atbzip63-1 in Col-0 and atbzip63-2 in Ws; Fig.
6, A and B). We found that ASN1 and SEN1 (for
senescence-associated protein 1; Atdg35770) are misre-
gulated in both atbzip63-1 and atbzip63-2 after 24 h of
darkness when compared with their respective wild-
type genotypes. Additionally, DIN10 (for dark induc-
ible 10; At5g20250) expression was found to present
significant differences from the wild type only in
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atbzip63-1 (Fig. 6C). DIN10 is a putative raffinose syn-
thase (EC 2.4.1.82) from the GH36 family (http://www.
cazy.org/GH36.html) that shares approximately 38%
identity with a functionally characterized raffinose
synthase from pea (Pisum sativum; European Bioinfor-
matics Institute accession no. AJ426475; Peterbauer
et al., 2002) that catalyzes the conversion of Suc and
galactinol into myoinositol and raffinose. The differen-
tial expression profile between atbzip63-1 and atbzip63-2
could be due to the different genetic backgrounds,
Col-0 and Ws, respectively. In conclusion, these results
support the notion that AthZIP63 participates in the
KIN10-mediated transcriptional changes.

DISCUSSION

Higher plants have evolved strategies to use their
energy resources in such a way as to optimize growth
and development and ensure survival (Polge and
Thomas, 2006; Smith and Stitt, 2007; Baena-Gonzalez
and Sheen, 2008; Baena-Gonzalez, 2010). Recent evi-
dence indicates that the SnRK1 kinases KIN10 and
KIN11 are key players in the ability of plants to ad-
just to energy deprivation. The interaction of KIN10
with members of S-group bZIP transcription factors
(AtbZIP1, AtbZIP2/GBF5, AtbZIP11, and AtbZIP53)
and AtbZIP63, a C-group bZIP factor, can partially
trigger the transcriptional responses involved in energy
reposition (Baena-Gonzélez et al., 2007; Usadel et al.,
2008).

As shown here, AtbZIP63 is also an early Glc-
responsive gene that is a good candidate for a role in
Glc transduction pathways (Fig. 1A). The Glc-sensing
activity of HXK1 is not involved in this regulation (Fig.
1B), and the participation of Glc phosphorylation and/
or further metabolism requires more analysis. Moreover,
the 2% Glc-induced repression of AtbZIP63 does not
involve changes in ABA levels (Fig. 2). However, ABA
can interact with Glc to modulate AtbZIP63 repression
(Figs. 2 and 3), indicating that ABA-related processes are
not limited to long-term adaptive responses to Glc but
are also involved in early Glec-triggered regulation,
further emphasizing the importance of the link between
ABA and Glc signaling (Gibson, 2005). Recently, a HXK1-
dependent early seedling developmental arrest was
found to be promoted by low 2% Glec. Interestingly, this
long-term response appeared to be also uncoupled from
ABA synthesis but requires low-nitrogen conditions (Cho
etal., 2010). Whether short-term Glc-mediated repression
of AtbZIP63 can also be modulated by nitrogen supply is
an interesting possibility related to nitrogen/carbon reg-
ulatory features that remains to be tested.

The strong repression of AtbZIP63 by Glc and ABA
and the striking synergistic negative effect conferred by
the combination Glc+ABA on the mRNA level of
AtbZIP63 constitute good support for the idea that
AtbZIP63 is a cross talk node between Glc and ABA
signaling cascades. The repression of AtbZIP63 by Glc
is consistent with the reported interaction between
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Figure 6. Putative AtbZIP63 target genes. The expression of ASNT (At3g47340) and SENT (At4g35770) is misregulated in two
AtbZIP63 T-DNA insertion mutants after dark-induced energy starvation. A, Schematic representation of T-DNA insertion sites in
atbzip63-1 and atbzip63-2 mutants. LB, T-DNA left border; RB, T-DNA right border. Primers used to locate T-DNA insertion and
detect chimeric transcripts are indicated by the arrows (for primer sequences, see Supplemental Table $2). B, PCR amplification
from genomic DNA of the T-DNA insertion region and RT-PCR after DNase treatment showing chimeric transcripts between
AthZIP63 and T-DNA in both atbzip63-1 and atbzip63-2 mutants. Size differences between amplification products from
genomic DNA (1,200 bp) and cDNA (810 bp) in atbzip63-1 are due to introns that are absent in spliced AthZIP63 mRNA. C,
ASNT1, SENT, and DINTO transcript accumulation in atbzip63-1 (Col-0 ecotype) and atbzip63-2 (Ws ecotype) 6-d-old seedlings
after 24 h of dark treatment. Significant differences related to seedlings of the same genotype without dark treatment (light) are
represented by the letter a (n = 3; P < 0.05) and those between equally treated mutants and their respective wild-type genotype
are represented by the letter b (n = 3; P < 0.05). Growth (MS/2), treatments, and qRT-PCR analysis were performed as described

in Figure 1 except that transcript levels were normalized to the PDF2 mRNA.

AtbZIP63 and KIN10, which is possibly involved in a
broader regulatory scheme dedicated to optimizing en-
ergy supply under adverse conditions (Baena-Gonzalez
et al., 2007). The identification of the three KIN10-
activated genes ASN1, SEN1, and DIN10 as putative
AtbZIP63 target genes (Fig. 6C) is in agreement with
the participation of AtbZIP63 in the KIN10-related
signaling pathway.

We hypothesize that the Glc-induced repression of
AtbZIP63 and the attenuation of KIN10-mediated
processes by Glc or Suc (Baena-Gonzalez et al., 2007;
Usadel et al., 2008) help to tune and ultimately reset
to minimum levels the KIN10/AtbZIP63-mediated
energy starvation response. A further level of com-
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plexity is added to this regulatory scheme by the
ABA-induced repression of AtbZIP63. This control
suggests that AtbZIP63 activity is incompatible with
ABA-mediated responses and, more particularly,
with abiotic stress (Seki et al., 2007), an energy-
consuming process (Shinozaki and Yamaguchi-
Shinozaki, 2006) that requires adjustment according
to the available energy level. For instance, the ABA-
induced accumulation of osmolytes such as sugars
and Pro (Seki et al., 2007; Kempa et al., 2008) im-
proves tolerance to drought and salt stress but also
provides an alternative source of energy, carbon, and
even nitrogen that may be essential when energy is
scarce.
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We propose that AtbZIP63 integrates a network that
coordinates the use of available energy to sustain
growth with the need to correct the adverse effect of
abiotic stress and that an important mechanistic
aspect of AtbZIP63 participation involves the fine-
tuning of AtbZIP63 mRNA levels by two mecha-
nisms. First, ABA or low Glc concentration (2%)
directly down-regulates AfbZIP63 expression partly
at the transcriptional level (Figs. 1A and 3C). Direct
ABA measurement revealed that short-term treat-
ment with 2% Glc did not alter ABA levels (Fig. 2A),
suggesting that Glc-mediated regulation of AthZIP63
does not rely on a linear pathway in which the
stimulation of ABA accumulation by Glc would sub-
sequently trigger this response. However, as sug-
gested by the observation that the stronger repression
of AtbZIP63 by 6% Glc compared with 2% Glc (33-
versus 11-fold) is ABA2 dependent (Fig. 2C), it is
likely that ABA can modulate the sensitivity to Glc.
This possibility is further supported by the synergis-
tic repression conferred by Glc+ABA (Fig. 3C). The
latter regulatory feature constitutes the second mech-
anism by which AtbZIP63 integrates Glc and ABA
signals. The synergistic response most likely reflects a
situation of unlimited energy availability that favors
an optimal response to abiotic stress. Interestingly,
only part of the response (15% of the total repression
fold) was associated with the AtbZIP63 promoter and
5'UTR sequences (Fig. 3C), suggesting that a post-
transcriptional control step acting on AtbZIP63
mRNA was also involved. Three additional pieces
of evidence support this conclusion. First, the esti-
mated half-life of AtbZIP63 mRNA (Fig. 5B) cannot
explain the large decrease in AtbZIP63 mRNA in
response to Glc+ABA treatment solely by invoking
transcriptional inhibition. Second, the AtbZIP63
mRNA decay rate was accelerated by ABA+Glc
treatment (approximately 3-fold compared with the
untreated control; Fig. 5B). Third, even under pre-
established transcriptional inhibition with cordy-
cepin, Glc and Glc+ABA still significantly reduced
AtbZIP63 mRNA levels by 3-fold (Fig. 5C). How-
ever, Glc+ABA-induced synergistic repression was
hampered by cordycepin-induced transcriptional
inhibition (Fig. 5C), indicating that an unstable or
Glc+ABA transiently induced regulatory factor may be
involved. Together, these results provide evidence for a
pathway regulating AtbZIP63 mRNA decay that is
efficiently activated by the convergence of Glc and
ABA signals. Interestingly, this regulatory model for
AtbZIP63 also applies to the evolutionarily related
S-group AtbZIP3 gene. Since S-group genes apparently
derived from C-group genes (including AtbZIP63) in
the ancestral lineage of angiosperms (Corréa et al,
2008), it remains to be defined whether this regulatory
feature is an ancestrally shared derived character or
reflects an event of convergence. Conserved regions
were identified in the 3" UTR sequences of AthZIP3 and
AtbZIP63 (Supplemental Fig. S5) and represent putative
posttranscriptional cis-regulatory sequences.
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The control of mRNA metabolism during ABA-
mediated stress responses has been described and may
involve various mechanisms (Lu and Fedoroff, 2000;
Xiong et al., 2001; Nishimura et al., 2005; Kant et al.,
2007), including miRNA- or small interfering RNA-
mediated regulation (Borsani et al., 2005; Reyes and
Chua, 2007). However, the direct participation of
miRNA in the repression of AtbZIP63 mRNA accu-
mulation is incompatible with our observation that
AtbZIP63 synergistic repression was almost the same
in agol-25 and dcl1-9 when compared with their re-
spective wild-type genotypes (Supplemental Fig. 54).
Interestingly, the synergistic response was stronger in
the hyl1-2 miRNA biogenesis mutant compared with
the wild type (150- versus 40-fold in the Col-0 ecotype;
Supplemental Fig. S4), and the hypersensitivity of this
mutant to ABA (Lu and Fedoroff, 2000) may partly
explain this result. Several molecular pathways are
involved in the control of mRNA decay (Narsai et al.,
2007; Houseley and Tollervey, 2009), and further anal-
ysis should reveal the mechanistic aspects of the
synergistic down-regulation of AtbZIP3 and AtbZIP63
mRNA levels by Glc and ABA. Suc-mediated transla-
tional control has been shown to be a relevant post-
transcriptional regulatory step of a subset of S-group
bZIP genes (Wiese et al., 2004), and our data highlight
the importance of mRNA stability control as an addi-
tional means to regulate the expression of members of
C- and S-group bZIP genes.

The previous description of an ABI4-dependent syn-
ergistic transcriptional induction of APL3 (At4g39210)
by ABA+Glc (Li et al., 2006), together with the partly
posttranscriptional synergistic repression of AthZIP63
and AtbZIP3 shown here (Figs. 3C and 5), underlies the
mechanistic versatility involved in the interaction be-
tween ABA and Glc.

It remains now to define to what extent the core
signaling components PYR/PYL/RCAR-PP2C-Snrk2
and downstream ABF bZIP regulators (Hubbard et al.,
2010; Umezawa et al., 2010) mediate the ABA-induced
regulation of AtbZIP63 expression and whether ABA-,
Glc-, and KIN10-related signaling converge toward
specific regulatory hubs or act through distinct path-
ways (Halford and Hey, 2009).

AtbZIP63 may function as part of a heterodimeri-
zation network involving C- and S-group bZIPs
(Ehlert et al., 2006; Kang et al., 2010). The modulation
of DNA binding specificity by heterodimerization
together with divergent expression patterns may
contribute to establish specific gene expression pro-
files (Fig. 4; Weltmeier et al., 2006). For instance, DNA
binding specificity of the AtbZIP1 homodimer is
drastically different from that of the AtbZIP1/63
heterodimer (Kang et al., 2010), which, in addition
to the opposite ABA-mediated regulation of AtbZIP1
and AtbZIP63 expression (Figs. 2 and 4), is expected
to promote a shift in target gene selection. Similarly,
the repression of AtbZIP63 expression by Glc and/or
ABA may affect the activity of potential AtbZIP63
heterodimerization partners, such as AtbZIP10,
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which is a positive regulator of the hypersensitive
defense response (Kaminaka et al., 2006), or AtbZIP1,
AtbZIP53, and AtbZIP11, which stimulate Pro degra-
dation and Asn synthesis (Weltmeier et al., 2006;
Baena-Gonzalez et al., 2007, Hanson et al., 2008;
Kang et al., 2010; Dietrich et al., 2011). In any case, the
finding that synergistic down-regulation by Glc+ABA
among the above-mentioned bZIP genes is restricted
to AtbZIP63 suggests a prominent role for this bZIP
regulator in shaping the heterodimerization network
of C- and S-group proteins in response to Glc and
ABA.

Glc is one of the oldest signaling molecules in life’s
evolutionary history, and a comprehensive knowledge
of the diversity of its associated regulatory networks
remains an important issue in understanding the reg-
ulation of plant growth and development. Our results
highlight the interplay of transcriptional and posttran-
scriptional regulatory processes in integrating Glc and
ABA signals.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material, Growth Conditions, and Treatments

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) Col-0, Ws, and Ler wild-type ecotypes,
as well as the mutants aba2-1 (Léon-Kloosterziel et al., 1996; Cheng et al.,
2002), abi4-1 (Finkelstein, 1998), gin2-1 (Jang et al, 1997), atbzip63-1
(SALK_006531), and atbzip63-2 (FLAG_610A08), were obtained from the
Arabidopsis Biological Resource Center. Segregation analysis of kanamycin
resistance was used to isolate genotypes homozygous for one T-DNA locus.
Seeds (10 mg) were surfaced sterilized and incubated in MS/2 for 72 hat 4°C
in the dark to break dormancy. Seedlings were subsequently grown for 5 d
in 10 mL of liquid MS/2 or MS/10 salt medium (Sigma) adjusted to 0.3% Glec
(w/v) at 22°C, constant light (20 umol m2s7!), and constant agitation (70
rpm). The medium was then replaced by 10 mL of Gle-free medium, and
seedlings were further grown for 24 h followed by 2- or 4-h treatments with
2% or 6% Glc or mannitol, 2% Man, or 100 um *cis,trans-ABA (Sigma).
Transcription inhibition assays consisted of challenging 6-d-old seedlings
(MS/2) with 100 pg mL~! (final concentration) cordycepin (3-deoxyaden-
osine; Sigma). Measurements of mRNA half-life were performed as de-
scribed by Lam et al. (2001) and Gutiérrez et al. (2002), with samples treated
with cordycepin for 1 and 2 h. Since the degradation of a mRNA obeys first-
order kinetics, the difference in mRNA levels between 0 and 1 h was used to
estimate the decay constant (A), which was used in the equation t, ,, = In(2)/
A to estimate the transcript half-life. Glc- and ABA-mediated posttranscrip-
tional responses were evaluated by incubating seedlings with 100 pg mL '
cordycepin for 1 h followed by 2-h treatments with 2% Glc and /or 100 um
ABA.

DNA Constructs, Plant Transformation, and
GUS Detection

Transgenic lines expressing a translational fusion between the AthZIP63
promoter and the reporter gene GUS were obtained following the strategy
described by Silveira et al. (2007). The AtbZIP63 (At5g28770) promoter, 5'UTR
sequence (75 bp), and 36 bp coding for the first 12 amino acids (approximately
2.8 kb) were amplified from genomic DNA with two specific primers,
5'-GGTGATTGCCCAATCTGCAGCTTTAATCG-3' and 5 -GTGATGGGATCC-
GGAGATTTCTTCG-3', in which a Pstl and a BamHI restriction site, respec-
tively, was introduced to facilitate a translational fusion with GUS in PBI121
plant transformation binary vector (Chen et al., 2003b) from which the cauli-
flower mosaic virus 35S promoter was removed. Poly(A) signals are from the
nopaline synthase gene present in pBI121. Two homozygous lines (PH3.13.4 and
PH3.35.8) for a single transgenic locus were selected based on kanamycin
resistance segregation, and the presence of the chimeric gene was verified by
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PCR amplification. In situ detection of GUS activity was realized as described by
Silveira et al. (2007). Fluorometric GUS assays were performed as described
previously (Jefferson etal., 1987). GUS activity was standardized with respect to
protein content in the extract determined by the bicinchoninic acid method
(BCA Protein Assay Kit; Thermo Scientific) following the manufacturer’s
instructions.

RNA Isolation, DNase Treatment, RT, and PCR

Total RNA was isolated with a buffer containing 8 m guanidine-HCI
(Invitrogen), 50 mm Tris-HCI, pH 8.0 (Invitrogen), 20 mm EDTA, pH 8.0
(Invitrogen), and 50 mm B-mercaptoetanol (Gibco) following the methodol-
ogy described by Logemann et al. (1987). When necessary, RNA was treated
with DNase (Turbo DNA Free; Ambion) following the manufacturer’s
instructions. cDNA synthesis from 1.5 pg of total RNA (final volume of
12.5 uL) was performed using ImProm II Reverse Transcriptase (Promega)
and oligo(dT),y essentially according to the manufacturer’s instructions.
Semiquantitative PCR conditions were basically realized as described by
Silveira et al. (2007). Control genes for ABA, Glc, and Man treatments were
Rd29a for ABA (At5¢52310; Arroyo et al., 2003) and XTR7 for Glc and Man
(At4g14130; Price et al., 2004), respectively. The carbonic anhydrase gene
(At5¢14740) was used as a Glc-repressible HXK1-dependent positive control
(Moore et al., 2003). Primers and annealing temperatures are given in
Supplemental Table S2.

Real-Time PCR Analysis

qRT-PCR was performed using an ABI PRISM 7500 HT (Applied Biosys-
tems). Gene expression was calculated with the Delta-Delta cycle threshold
method (Livak and Schmittgen, 2001). Actin2 (At3¢18780) or PDF2 (At1g13320)
was used as the reference gene (Czechowski et al.,, 2005). ABI5 (At2¢36270),
Rd29a (At5852310), and Rd29b (At5852300) were used as controls for ABA
treatment. Primers of all genes are given in Supplemental Table S2. For most of
the genes, one primer spanning an exon-exon junction was designed. In the
case of intronless genes, DNase-treated RNA was used, and a control without
reverse transcriptase was included.

ABA Quantification by HPLC-Tandem
Mass Spectrometry

For ABA extraction, 200 mg of powdered Col-0 seedlings was mixed with
1 mL of extraction solvent (acetone:water:acetic acid, 80:19:1 [v/v/v]) and 60
ng of (—)-58',8',8-d,-ABA internal standard (NRC Plant Biotechnology
Institute; http://www.nre-cnre.ge.ca/eng/ibp/pbi.html). The supernatant
was lyophilized at room temperature and dissolved in 100 pL of methanol:
acetic acid (99:1, v/v), combined with 900 nL of water:acetic acid (99:1, v/v),
and centrifuged for 1 min. The supernatant was passed through a 1-mL solid-
phase extraction cartridge (Oasis HLB 1; Waters) previously equilibrated with
1 mL of methanol and 1 mL of water:methanol:acetic acid (90:10:1, v/v/v).
ABA was eluted with 1 mL of methanol:water:acetic acid (80:19:1, v/v/v) and
lyophilized. Samples were resuspended in 120 uL of 0.07% acetic acid:
acetonitrile (85:15, v/v) and analyzed with a HPLC system (Shimadzu;
Phenomenex Mercury MS C-18 column, 20 X 4 mm, 5-um particle size)
coupled to a triple quadrupole mass spectrometer (Quattro II; Micromass)
using a FCV-12AH valve (Shimadzu) to direct the flow rate, ranging from 17.4
to 21 min, to the mass spectrometer. The mobile phase consisted of 0.1% formic
acid as solvent A and acetonitrile as solvent B, with a flow rate of 0.2 mL min '
from 0 to 22.1 min, 0.6 mL min ' from 22.3 to 34.5 min, and 0.2 mL min " until
35.0 min. Negative multiple reaction monitoring analyses were done moni-
toring the mass transition of ABA (mass-to-charge ratio 263 — 153) and ABA-
d, (mass-to-charge ratio 267 — 156) with the following parameters: source
temperature at 100°C, desolvation temperature at 200°C, capillary voltage at
4.0 kV, collision energy at 15 eV, and sample cone voltage and extractor cone
voltage at 20 and 5V, respectively. For ABA determination, a standard curve
containing ABA (0-0.04 ng uL ") and the internal standard ABA-d, (0.1 ng
wL™") was used. Data were processed by Mass Lynx NT version 3.2 software
(Micromass).

Statistical Analysis

All statistical comparisons were done using Student’s f test (P < 0.05).
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Figure S1. The expression of AthZIP63 is repressed by 10 uM ABA. Wild-type
Columbia-0 (Col-0) seedlings were grown for six days in MS/2 liquid medium and were
subsequently treated with 10 uM ABA. Total RNA was analyzed by qRT-PCR assays.
The data are the mean +/- standard deviation (error bar) of four independent
experiments. The numbers above the bars represent the mean values of the relative
quantification. The effectiveness of the treatments was verified by evaluating the
induction of ABI5. The differences to the untreated control were considered significant
when P < 0.05 (Student’s ¢ test) and are indicated by letter a. Expression data are

normalized to the PDF2 mRNA levels and the relative quantification is referring to the

untreated Col-0.
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Figure S2. ABI4 modulates ABA- and Glc-induced AthZIP63 repression. Regulation of

AtbZIP63 expression by ABA and Glc was compared between abi4-and wild-type Col-
0. A. Relative transcript abundance of ArbZIP63 in untreated and treated abi4-1 and
Col-0 wild-type 6-day-old seedlings. Significant difference between untreated and
treated seedlings of the same genotype (letter a) and equally treated abi4-1 and Col-0
wild-type (letter b) (n = 3; P < 0.05) are indicated. The number above each column
represents the relative expression level (RQ). B. RNA integrity and treatments
efficiency. Growth (MS/2), treatments and qRT-PCR analysis were performed as

described in Figure 1.
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Figure S3. Regulation of three C-group bZIP genes AtbZIP9, AthZIP10 and AthZIP25 by
different combinations of ABA, Glc and Man. Combinations of (ABA + Glc) and (ABA
+ Man) had at most additive regulatory effects when compared to each signal applied
individually. Wild-type Col-0 6-day-old seedlings were grown in MS/2 and subsequently
treated with ABA 100um, 2% Glec (w/v), 2% Man (w/v) or different combinations of
these molecules for 4 h. Transcripts levels were normalized to the expression of Actin2
mRNA. The data are the mean +/- standard deviation (error bar) from two independent
experiments. The numbers in the bottom of the graphic represent the relative quantity of
transcript compared to those in untreated seedlings. Control of treatment efficiency was

determined by quantifying 4tbZIP63 mRNA levels (see Figure 3).
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Figure S4. The synergistic repression of AtbZIP63 by Glc+ABA does not rely directly on miRNA activity. The regulation of AthZIP63 expression by ABA,
Glc and Glc+ABA was compared between homozygous mutants that lack an intact miRNA pathway and wild-type Col-0. del/-9 (Jacobsen et al, 1999) is a
nonlethal allele that is deficient in miRNA biogenesis. Originally isolated in WS (Wassilewskija) background, the dc//-9 was back crossed six times into Col-0
(Hervé Vaucheret, personal communication). hy//-2 (Lu & Fedoroff, 2000; Vazquez et al., 2004; Han et al., 2004) shows reduced accumulation of miRNA.
agol-25 (Morel et al, 2002) is impaired in miRNA-directed cleavage of target mRNA. Seedlings of Col-0, hy/l-2 and agol-25 were grown in MS/2 liquid
medium as described in Material and Methods, and were subsequently treated with 100uM ABA and/or 2% Gilc for 4 h. del/-9 homozygous seedlings were
identified in the progeny resulting from selfing of (DCL1 / dcl1-9) heterozygous plants and which was grown for 8 days in solid MS/2 supplemented with 0.3%
Gle. dell-9 seedlings and their corresponding wild-type Col-0 (grown under the same conditions as dc//-9) were then transferred to Gle-free MS/2 liquid
medium for 24 h and subsequently treated as described above. PDF2 was used as reference control gene. The data on the graphic are the mean +/- standard
deviation (error bar) from three independent experiments for each treatment. A. Relative AthZIP63 transcript abundance in untreated genotypes, quantification
is referring to the untreated wild type Col-0. Letter b represents a significant difference of expression between equally treated mutants and Col-0. del/-9 and
agol-25 show reduced accumulation of AthZIP63 mRNA compared to Col-0, indicating that the regulation by miRNA may have an indirect effect on AthZIP63
expression. B. Fold repression of AtbZIP63 in treated Col-0, dcli-9, hyil-2 and agol-25, relative quantification is referring to the respective untreated
genotype. Letter a represents a significant difference of expression between treated mutant and the same treatment in Col-0. C. Treatments effectiveness was
verified by evaluating the induction of Rd29a by ABA and repression of X1r-7 by glucose. CSD2 (A412g28190; Cu/Zn Superoxide Dismutase 2), whose post-
transcriptional induction results from the down-regulation of miR398 (Sunkar et al., 2006), was used as a control of miRNA pathway mutants. Letter a
represents a significant difference of expression between treated and untreated plants (for Rd2%a and X7r-7) and letter b between equally treated mutants and

Col-0 (for CSD2). Differences were considered significant when P < 0.05 (n=3).
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Figure S5. Sequence analysis of AtbZIP3 and AtbZIP63 3 UTRs. Sequence motifs shared by Arabidopsis thaliana
and A. lyrata AtbZIP63 or AthZIP3 orthologs were in a first step identified. AthZIP3 and its A. lyrata ortholog
(488428 — JGI accession number) 3’"UTRs are 94.2% identical while AthZIP63 and its ortholog (489663) 3’'UTRs
are 87% identical. Subsequently, the presence of shared motives in both 4. thaliana AtbZIP63 and AtbZIP3 was
evaluated. A — Schematic representation and alignment of the six common motifs between AthZIP3 and AthZIP63
3’ UTRs. B — Palindromic sequences present in AtbZ/P63 3" UTR along with inverted repeats that may potentially
form a secondary structure. C — Palindromic sequence present in AthZI/P3 3’ UTR. The alignments were produced

by Blast2Seq

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi; optimized for Blastn, word size=7 and low complexity filter off).
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Table Slll A. Actin2 gRT-PCR cycles at threshold R= 0.2 from different ecotypes and
mutant lines.

a Col Ler Ws aba2-1 abi4-1 abi5-1 gin2-1

Untreated 15.30+0.58 15.11+£0.35 15.13+0.37 15.15+0.42 15.10+0.40 15.20+0.58 15.41+0.65
(55) (8) (20) (14) (14) (22) (12)

ABA 15.29+0.30 15.1640.35 15.04+0.21 15.304+0.29 15.32+0.33
(13) (6) (7) (5) (8)

Glc 15.49+0.44 15514042 15.33+0.39 15.41+0.34 15.30+0.27 15.48+0.37 15.46+0.29
(21) (4) (14) (6) (8) (13) (9)

b

ABA 0.95 0.88 0.44 0.26 0.46

Glc 0.12 0.16 0.14 0.16 0.19 0.33 0.16

a. Cycle average by treatment + standard deviation. Numbers in parenthesis represent the
number of experiments analysed. b. Significance of Student’s t test of the Actin2 cycles
compared to its correspondent untreated genotype. No significant difference was found.

Table Slll B. PDF2 gRT-PCR cycles at threshold R= 0.2 from Col-0 ecotype
and mutant lines.

a Col agoi-25  hyi1-2 dcl1-9 aba2-1

Untreated 19.25+0.24 18.84x044 19.28+022 19.15+0.39 19.1520.32
(15) (19) (9) (6) (14)

ABA 19.01+0.38 19.04+0.18 19.34%0.54 18.91x0.32 19.14+0.43
(17) (22) (7) (9) (11)

Glc 18.95+0.55 19.06+0.36 18.8640.28 19.06.+0.47 18.96+0.09
(19) (24) (15) (7) (12)

b

ABA 0.16 0.92 0.56 0.88

Glc 0.23 0.85 0.18 0.13 0.36

a. Cycle average by treatment + standard deviation. Numbers in parenthesis
represent the number of experiments analysed. b. Significance of Student's ¢
test of the PDF2 cycles compared to its correspondent untreated genotype. No
significant difference was found.
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CAPITULO 2

Avaliacao do papel de AtbZIP63 no desenvolvimento de Arabidopsis
thaliana e na resposta contra a bactéria fitopatogénica Pseudomonas
syringae pv tomato DC3000
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Materiais e métodos
Material vegetal e condicoes de crescimento

Plantas selvagens de Arabidopsis thaliana dos ecotipos Col-0 e WS (Wassilewskija) e
as linhagens mutantes por insercdo de T-DNA homozigotas atbzip63-1 (SALK_006531,
derivada do ecétipo Col-0) e atbzip63-2 (FLAG_610A08, derivada do ecétipo WS), foram
cultivadas em camaras climatizadas com temperatura de 22°C, fotoperiodo de 12h luz/ 12h
escuro durante 4 semanas para os experimentos de infecgdo com Pst DC3000 e 10h luz/ 14h
escuro durante 20 dias para os experimentos de analise de expressdo génica, sob

intensidade de luz de 100puE/m?/s.

A
atbzip63-1 atbzip63-2
1fw 2rv
\ J
I
AtbZIP63
B Col-0 atbzip63-1 ws atbzip63-2
<—810bp
O’I/ @Iz Y O’I/ '554/ Y 04/ 4)[/ Y o,‘,/ '9,1/ @
T T % 7 T,k 7 9, kL 5 3, %
D o, 7 0, 7 Q, 7
% % % %
(\y () () ()
Y & S S

Figura 1: Validacdo dos mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2. A. Posi¢des das inser¢cdes dentro
do gene que codifica para o fator de transcricao AtbZIP63. B. RT-PCR semiquantitivo
mostrando a reducao da acumulagdo do mRNA de AtbZIP63 em ambos os mutantes.

45



Identificacao dos genes alvos do AtbZIP63 por microarranjo de DNA e RNA-seq

O RNA total foi extraido das quatro folhas mais jovens de plantas com 20 dias de
cultivo em terra, com fotoperiodo 10h luz/14h escuriddo 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 genoétipo (mutante atbzip63-2 e
ec6tipo Ws). Para o procedimento de RNA-seq o procedimento de obtencdo das amostras foi
semelhante (cinco plantas por amostra), com excessao de que uma amostra de cada
gendtipo (atbzip63-1 e seu respectivo gendtipo selvagem Col-0) foram sequenciados
utilizando a plataforma Genome Analyzer (GA) lllumina. A marcacao e hibridizacdo do RNA
foram realizadas conforme os protocolos da Affymetrix®, utilizando as instalacées do LNLS
(Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas). O RNA foi convertido em cDNA,
marcado com biotina, fragmentado (80 a 120 pb) e entao hibridizados contra o chip de DNA
(ATH1 Arabidopsis GeneChips, Affymetrix®). Apds a hibridizagédo 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).

Analise dos dados de transcriptoma

Para o tratamento estatistico dos dados brutos de microarranjo dos gendtipos
atbzip63-2 e WS foi utilizado o software R 2.12.1 (R Development Core Team, 2008) com a
interface gréfica de analise de microarraysaffylmGUI
(http://www.bioconductor.org/packages/2.0/bioc/html /affyimGUI.html). Para a normalizacao

entre as laminas utilizamos o método RMA (“Robust Multichip Average”) no software
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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.orqg) utilizando 0 software CLC Genomics WorkBench

(http://www.clcbio.com) e a significancia estatistica 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 fitopatégeno Pseudomonas syringae pv tomato DC3000

Pseudomonas syringae pv. tomato estirpe DC3000 (Pst DC3000) foram cultivadas a
30°C em meio Luria-Bertani modificado (LB; Katagiri et al., 2002) suplementado com os
antibiéticos apropriados até alcancar a OD600 de 0.8. As bactérias foram coletadas por
centrifugacio e ressuspendidas em agua até a concentracio final de 108 cfu/mL contendo o
surfactante Silwet L-77 a 0.05% para posterior uso nos experimentos de infeccao.
Arabidopsis dos gendtipos atbzip63-1, atbzip63-2, Col-0 e WS com cinco semanas de idade
foram mergulhados na suspensado bacteriana obtida e colocadas em condigcdes de alta
umidade até o desenvolvimento de sintomas. Plantas foram infiltradas com suspensao de Pst
DC3000 a 10° CFU/mL contendo Silwet L-77 a 0.004% por meio de vacuo. As plantas
infiltradas foram deixadas secar e cobertas até que o experimento seja completado. A
populagdo bacteriana no mesofilo foliar foi determinada como descrito em Katagiri et al.,

2002 e os sintomas clorose e necrose foram avaliados 1 e 3 dias apés a infecgéo.
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Resultados e discussao

O fator de transcricao AtbZIP63 participa da modulacao das respostas a estresse

energeético

Considerando que AtbZIP63 media parcialmente as respostas ao estresse energético
moduladas pela quinase KIN10 (Baena-Gonzalez et al., 2007; Matiolli et al, 2011),
procuramos avaliar a sobreposi¢cdo entre o transcriptoma do mutante atbzip63-2, os genes
regulados por KIN10 (Baena-Gonzalez et al., 2007) e mudancas de perfis de expressao
decorrentes do estresse energético promovidos por extensdo do periodo da noite (Usadel et
al, 2008). A comparagao entre os 119 genes induzidos por AtbZIP63 e os 8900 genes
induzidos em 6 time-points de extensédo apds o periodo de uma noite de 12h (2, 4, 6, 8,24 e
48h apds o fim da noite) (Usadel et al, 2008), resultou numa sobreposi¢cao de 59 genes sem
redundancia entre os time-points, ou seja, 0s genes que tinha sobreposicdo em 2h foram
removidos das andlises subsequentes com 4h e assim sucessivamente (Figura 2A). Estes 59
genes foram entdo comparados com os 504 genes induzidos por KIN10 (Baena-Gonzales et
al, 2007) levando a identificacdo de um conjunto comum de 22 genes entre estes trés
conjuntos (Figura 2B). Destes 22 genes, 20 estdo também presentes no conjunto de genes
induzidos ja nas primeiras 2h e os outros dois em 4h de extensao do periodo da noite (Figura
2C). Esta observacao sugere que AtbZIP63 regula a atividade dos genes que respondem
rapidamente & pequenas mudangas no status de carbono. Propomos que AtbZIP63 promove
a aclimatacao da planta para uma condicao de déficit energético, reprimindo a atividade dos
genes relacionados com a biossintese e crescimento celular e induzindo os genes que

promovem o catabolismo de proteinas, lipidios 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/extensao da noite.

A comparagado entre os genes reprimidos por AtbZIP63 e KIN10 resultou na
sobreposicao de apenas trés genes, este valor nao é estatisticamente relevante, pois esta

bem abaixo das sobreposicoes esperadas de forma aleatoria (P-valor <0,005).
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Figura 2. Sobreposicdo dos genes desregulados no mutante atbzip63-2 com os perfis de
expressao associados a mutante Kin10 e extensdo do periodo da noite. A. Sobreposicao
entre os 119 genes induzidos por AtbZIP63 e os 8900 genes induzidos em 6 time-points de
extensao apos o periodo de uma noite de 12h. B. Os 59 genes resultantes da sobreposicao
entre induzidos por AtbZIP63 x induzidos por extensao da noite, foram entdo comparados
com o0s 504 genes induzidos por KIN10. C. Dos 22 genes sobrepostos com os induzidos por
KIN10, 20 estéo nas primeiras 2h e os outros dois em 4h de extenséo do periodo da noite.

AtbZIP63 modula o metabolismo de amido e da parede celular

O controle do metabolismo de amido durante o ciclo dia/noite € de crucial importancia
para a manutencdo da homeostasia energética de forma a otimizar o crescimento e evitar a
caréncia energética (Revisdo em Stitt & Zeeman, 2012). A andlise dos genes
diferencialmente expressos entre 0 mutante atbzip63-2 e o correspondente ecotipo selvagem
WS sugere a participacdo do gene AtbZIP63 no controle do metabolismo de amido durante o

ciclo dia/noite, pois varios genes envolvidos tanto na acumulacdo de amido durante o dia
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quanto na sua degradacado durante a noite apresentam-se desregulados no mutante
atbzip63-2. Ainda dentro do contexto de particionamento de carbono fixado pela fotossintese,
varios genes que controlam o direcionamento do fluxo de carbono para producdo de
dissacarideos (e.g. sacarose e maltose) e sintese / expansao da parede celular primaria
colocam AtbZIP63 em uma posicao 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 sintese de amido (Caspar et al., 1985). O mutante pgm-1 apresenta significativo atraso de
crescimento quando comparado ao gendtipo selvagem em fotoperiodos com noites longas e
crescimento similar ao selvagem quando em condicao de luz continua (Blasing 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 ligagdes glicosidicas a1-4 das cadeias lineares de amido
gerando maltose (Kaplan et al.,, 2006), que € exportada para o citosol onde pode ser
convertida em sacarose ou utilizada no metabolismo celular (Weise et al, 2004). A expressao
do gene BAM9, assim como AtbZIP63, é induzida por KIN10/11 e pode ser um dos
responsaveis pelo excesso de amido observado em plantas knockdown KIN10/11 (Baena-
Gonzélez, E. et al, 2008). Além disso, 0 gene BAM9 é regulado de acordo com o ciclo
circadiano (Chandler et al., 2001) assim como AtbZIP63 (Blasing et al., 2005), sugerindo que
AtbZIP63 participa da regulacao 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 € essencial no metabolismo
da maltose exportada pelo cloroplasto, participando do controle da producédo 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-oligossacarideos.
Entretanto a quantidade do dissacarideo sacarose é reduzida neste mutante quando
comparado com o gendtipo selvagem (Chia et al.,, 2004). Portanto, DPE2 tem um papel
importante no direcionamento dos produtos de degradagao do amido do cloroplasto para o
citosol. Considerando que o gene DPEZ esta induzido no mutante atbzip63-2 (i.e., reprimido
por AtbZIP63), levantamos a hip6tese de que AtbZIP63 esta envolvido no direcionamento do
fluxo de carbono derivado da degradacao do amido para a utilizagdo na prépria célula em
detrimento de sua exportacdo na forma de sacarose. Esta proposta também é reforcada pelo
fato de que a expressao de dois genes que codificam enzimas que participam diretamente da
sintese de sacarose, referidas SPS1F (Sucrose Phosphate Synthase 1F) e SPS4F (Sucrose

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

A andlise dos genes desregulados no mutante atbzip63-2 também revelou a
participacédo de AtbZIP63 na organizacao estrutural da parede celular (Figura 2) regulando a
expressao de cinco XTH’s (Xyloglucan Endotransglycosylase/hydrolases) e trés expansinas.
Estes genes atuam no processo de modificacdo da parede celular tornando-a mais
extensivel e facilitando assim o expansao do volume celular (Cosgrove, 2000; Rose et al.,
2002; Sasidharan & Pierik, 2010). As XTH’s atuam na reorganizagao da rede de xiloglucanos
que compdem a parede celular e as expansinas promovem o rompimento das pontes de
hidrogénio entre as microfibrilas de celulose e os xiloglucanos induzindo o afrouxamento na
parede celular (Cosgrove, 2000). Todas as cinco XTH’s diferencialmente expressas na
comparagao entre o mutante atbzip63-2 e o selvagem WS estdo reprimidas no mutante

(Tabela 1) e quatro delas sédo induzidas por escuridao.
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Repressdo Induzido por
Locus MNome L
(fold) escuriddo
ATAG14130 -8.0 XTH15 (Xyloglucan Endotransglucosylase/hydrolase 15) Sim
AT3G23730 -2.1 XTH16 (Xvloglucan Endotransglucosylase/hydrolase 16) Sim
AT1G10550 -1.7 XTH33 (Xvloglucan Endotransglucosylase/hydrolase 33) Sim
AT2G01850 -1.6 ¥TH27 (Xvloglucan Endotransglucosylase/hydrolase 27) Sim
AT5G6E5730 -1.5 XTHb (Xyloglucan Endotransglucosylase/hydrolase 6) N&o

Tabela 1. XTH’s (Xyloglucan Endotransglycosylase/hydrolases) reprimidas no mutante
atbzip63-2. A repressao mostrada é relativa ao respetivo gendtipo selvagem Wassileskija
(WS).

O aumento do nivel de mRNA de AtbZIP63 durante a noite (Usadel et al. 2008),
sugere que AtbZIP63 poderia induzir a expressao dos genes XTH neste periodo do dia,
favorecendo assim a expansao da parede celular. Esta hipbtese estd de acordo com dados
que indicam que genes relacionados a expansao da parede normalmente apresentam um
pico na sua expressao durante o periodo noturno enquanto genes relacionados a sintese de
nova parede celular (Ex.: Cellulose Synthase, Glycosyl Hydrolase e Fucosyltransferase),
normalmente apresentam uma atividade maior durante o periodo diurno (Blasing et al., 2005;
Gibon et al., 2005). O conjunto destas observagdes sugere que AtbZIP63 modula, ao menos
parcialmente, a expansao da parede celular durante o periodo noturno através da regulacéo
da expressdo das XTH’s citadas. Esta hipdtese é reforcada pela observacdo de que o
mutante atbzip63-2 apresenta um fenétipo de atraso de desenvolvimento em condi¢des de
noites longas quando comparado ao seu respectivo ecotipo selvagem WS (Figura 3). Este
fendtipo poderia ser atribuido a uma deficiéncia da expansdo da parede celular, contudo,
outras hipoteses relacionadas a diferengas na regulagdo hormonal e metabolismo de amido

indicadas pelo transcriptoma do mutante atbzip63-2 também serdo investigadas.
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Ws (selvagem) N atbzip63-2

Figura 3. Analise comparativa do desenvolvimento vegetativo do mutante atbzip63-2 e o
ecotipo selvagem Ws. O mutante apresentou atraso de crescimento e desenvolvimento. Foto
dos genotipos analisados apds 30 dias de cultivo em substrato sob fotoperiodo de 10h
luz/14h escuridao & 22° C.

AtbZIP63 participa da regulacao do core do relégio circadiano

A expressao do AtbZIP63 apresenta uma oscilagdo diaria, condizente com o padrao
dos genes regulados pelo ciclo circadiano (Blasing et al., 2005). Além de responder as
oscilagbes do ritmo circadiano, AtbZIP63 também possui um input neste sistema, uma vez
que um dos reguladores do core do relégio circadiano, o gene PRR7 (Pseudo-Response
Regulator 7), encontra-se reprimido (-1,5x) no mutante atbzip63-2. PRR7 € um dos principais
genes do core central do relogio circadiano de Arabidopsis, tendo envolvimento no ajuste do
relégio pela transducdo de estimulos luminosos e no controle dos osciladores centrais do
relégio (Farré et al., 2005). A proteina codificada pelo PRR7 reprime a transcricao dos genes
CCA1 (Circadian Clock-Associated 1) e LHY (Late Elongated Hypocotyl), ligando-se

diretamente em suas sequéncias promotoras. CCA1 e LHY s&o dois reguladores centrais do
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mecanismo oscilatério do ciclo circadiano, sendo que estes genes compdem os multiplos
fatores que interagem ao nivel transcricional e pés-transcricional por meio de loops de auto-
regulacao (Harmer, 2009). CCA1 e LHY sao elementos do periodo diurno, pois o pico de
expressao de suas proteinas ocorre no comec¢o do dia. As proteinas dos genes CCA1 e LHY
reprimem a transcricdo 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). TOCH1
por sua vez, interage com CHE (CCAT1 hiking expedition) no promotor de CCA1 induzindo

sua expressao, formando o feedback de controle transcricional central do reldgio circadiano.

Outro indicio que liga AtbZIP63 com o ciclo circadiano, é o fato de que 37 dos 119
genes induzidos pelo AtbZIP63 apresentam oscilacao diaria de expressdao acompanhando o
periodo diurno/noturno. Destes 37 genes, 23 possuem alta amplitude de oscilacdo de
expressao e 14 possuem moderada amplitude de oscilacdo. A amplitude de oscilagao é
classificada como alta, se a razao entre a expressdo maxima e minima de gene for maior que
6, se esta razao ficar entre 4 a 6 sua amplitude de oscilagédo é classificada como moderada
(Mizuno & Yamashino, 2008). Detectamos ainda que 20 destes 23 genes com alta amplitude
de oscilagdo e todos os 14 com moderada amplitude de oscilacdo acompanham o ritmo de
oscilacao do AtbZIP63. Estes dados sugerem que AtbZIP63 participa do controle circadiano
da expressao destes genes. Apesar de AtbZIP63 provavelmente estar sobre controle do
relégio circadiano (Espinoza et al., 2010) a amplitude da variagao de expressao de AtbZIP63
entre o final do dia e o final da noite € essencialmente definida pelas flutuacées de
carboidratos resultante da atividade fotossintética durante o dia e uso do amido durante a
noite (Blasing et al., 2005; Smith & Stitt, 2007; Usadel et al., 2008; Matiolli et al., 2011). Em
suma, a variacdo na disponibilidade de carboidratos na planta ao longo do dia € um dos
principais inputs que geram a oscilacao na expressao do AtbZIP63. Os resultados indicam
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que o regulador AtbZIP63 age como um intermediador dos sinais de carboidratos, que € um
dos inputs que mantém o ritmo de oscilagdo do reldgio circadiano, ou seja, AtbZIP63 esta
modulando diversas vias de sinalizagdo em sincronia com o ciclo circadiano, tendo sua
expressao regulada pelas flutuagdes circadianas dos niveis dos carboidratos. Desta forma o
AtbZIP63 poderia estar participando da coordenagao do crescimento da planta ao longo do

ciclo circadiano.

AtbZIP63 modula sintese e sinalizacao de horménios

A analise dos transcriptomas dos mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2 revelou diversos
genes relacionados a sintese e sinalizacdo de hormdnios. O mutante atbzip63-1 apresenta
dois genes desregulados que estdo relacionados a degradacao (CYP707A03; Cytochrome
P450, Family 707, Sub-family A, Polypeptide 3) e sintese (ABA1; ABA deficient 1) do
horménio ABA. O gene CYP707A03, reprimido 5,8x no mutante, participa da principal via de
degradacdo de ABA em plantas, que se inicia a partir da hidroxilagdo do carbono 8 da
molécula de ABA, e o mutante para este gene acumula mais ABA e apresenta maior
tolerancia a seca (Umezawa et al., 2006). O gene ABA1, reprimido 1,6x no mutante, catalisa
a primeira etapa da sintese de ABA a partir da conversdao de zeaxantina em violaxantina.
Este dado sugere que AtbZIP63, além de ser regulado por ABA, também pode regular a
acumulacao deste horménio. O mutante atbzip63-1 também apresenta genes desregulados
relacionados a sintese de etileno e jasmonato, os quais serao discutidos no préximo tépico
relativo a genes de defesa contra patégenos desregulados nos mutantes para AtbZIP63. O
mutante atbzip63-2 também apresentou genes relacionados a sintese e sinalizacdo 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 familia multigénica com 6 membros em Arabidopsis thaliana
(Bray, 2002) e o papel de NCED4 ainda € pouco definido. Seu papel na sintese de ABA
ainda é incerto, mas a similaridade com as demais NCEDs sugere esta funcdo e doravante
pode ser confirmada em ensaios in vitro e/ou in vivo. No contexto da sinalizagcdo de ABA em
Arabidopsis, dois importantes reguladores positivos da transdugdo do sinal ABA
recentemente identificados PYL5 e PYL8 (Pyrabactin resistancel-Like 5 e 8,
respectivamente) (Ma et al, 2009; Nishimura et al., 2009) estdo desregulados no mutante
atbzip63-2. PYL5 (reprimido 2x) e PYL8 (induzido 2x) funcionam como receptores soluveis
da molécula de ABA (Yin et al., 2009) e que ao se ligarem alostericamente a molécula de
ABA, mudam para uma conformagédo estrutural (Shibata et al., 2010) que favorece sua
interacdo com as proteinas fosfatase tipo 2C (PP2C - Protein phosphatase 2C), reguladoras
negativas das resposta a ABA, inibindo-as e permitindo as respostas a este horménio (Ma et

al., 2009).

O gene CYP85A2/BR60OX2 (Cytochrome P-450 monooxygenase A2 / Brassinosteroid-
6-oxidase 2), o qual codifica uma enzima crucial da etapa limitante de sintese do horménio
esterdide brassinolideo, estd reprimido 2x no mutante atbzip63-2. Brassinosterdides sao
horménios esterdides que participam do controle do crescimento, desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo, germinacao, senescéncia e respostas a estresses bidticos e
abioticos (Revisdo em Witthéft & Harter, 2011). Os hormdnios brassinolideo (BL) e
castasterona (CS) fazem parte do grande grupo dos brassinosterdides que tem atividade
biolégica, sendo o brassinolideo o mais biologicamente ativo dentre os demais (Grove et al.,
1979; Shimada et al., 2003). O horménio castasterona pode ser convertido em brassinolideo
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através da acao da enzima CYP85A2/BR60OX2 (Montoya et al., 2005; Kim et al., 2005). O
duplo mutante cyp86ai-1/cyp85a2-2 possui severo fenodtipo ando (dwarf) caracteristicos dos
mutantes deficientes na producdo de brassinosterdides. Sendo CYP85A2/BR60OX2 crucial
para a producdo do horménio brassinolideo e reprimido no mutante atbzip63-2, sugerimos
que AtbZIP63 pode ter um papel importante na modulacdo da acumulacdo de
brassinosterdides. O fenétipo de atraso de crescimento observado no mutante atbzip63-2
(Figura 3) poderia estar relacionado parcialmente a acumulugdo diferencial de
brassinosterdides, apresentando-se como mais uma possibilidade de explicacdo do fenétipo
observado junto ao metabolismo alterado de amido e parede celular. Investigagcées mais
refinadas como a quantificacdo deste horménio no mutante atbzip63-2 e no super-expressor
de AtbZIP63, além de analises de co-expressao espacial e temporal entre AtbZIP63 e
CYP85A2/BR60OX2, serao necessarias para confirmar a possivel interacao entre estes dois

genes e como isto poderia afetar o crescimento de Arabidopsis.

Diversos genes de resposta a patégenos estao desregulados nos mutantes atbzip63-1

e atbzip63-2

A andlise dos transcriptomas dos mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2 mostrou que
diversos genes relacionados a resposta contra fitopatégenos estao 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
heterodimerizagao AtbZIP10 esta envolvido na modulagao da resposta hipersensivel (HR —
Hypersensitive Response) (Ehlert et al, 2006; Kaminaka et al, 2006), sugerem que AtbZIP63

estaria envolvido nas respostas contra organismos patogénicos.

58



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 sintese e sinalizacdo de
etileno, respectivamente. A enzima ACS6, que pertence a uma familia com 12 membros em
Arabidopsis thaliana (Peng et al., 2005), € fundamental na sintese de etileno induzida pela
infeccdo com patdgenos e € diretamente ativada pela MAP quinase MPK6 apés a infeccao
com Pseudomonas syringae e tratamento com flg22, levando ao aumento da producao de
etileno (Zhang & Liu, 2004). O fator de transcricdo ERF104, importante regulador das
respostas transcricionais em resposta a patdgenos via etileno, permanece inativo em
complexo com MPKG6 e é liberado e ativado apds tratamento com flg22 (Bethke et al., 2009).
Outro fator de transcricdo envolvido nas respostas a etileno e fortemente reprimido no
mutante atbzip63-1 (-6,1x) é ERF003 (Ethylene Response Factor 003), o qual € induzido
tanto por etileno quanto por jasmonato (Nakano et al., 2006; Leon-Reyes et al., 2010). No
modelo atual que relaciona horménios e defesa contra estresses bidticos, etileno e
jasmonato atuam de forma agonista na ativacdo das respostas contra patdégenos
necrotroficos (e.g. Alternaria brassicicola), enquanto acido salicilico (AS) media as respostas
contra patdgenos biotréficos e hemibiotroficos (e.qg. Peronospora parasitica e Pseudomonas
syringae, respectivamente), sendo que as vias jasmonato/etileno e AS s&do de modo geral
antagonistas (Glazebrook 2005, Leon-Reyes et al.,, 2010). O gene LOX2 (Lipoxygenase 2),
que catalisa a primeira reagcdo na via de sintese de acido jasmbnico em resposta a
ferimentos (Mullet et al, 1995), esta induzido no mutante atbzip63-1 (1,6x) e sugere uma
maior acumulacdo deste horménio neste gendtipo. De acordo com isso, o gene JR1
(Jasmonate Responsive 1), cuja acumulucdo de RNA mensageiro aumenta em resposta a

acido jasmonico e ferimentos (Le6n et al., 1998), encontra-se induzido (1,5x) no mutante
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atbzip63-1. O fator de transcricao WRKY70, reprimido no mutante atbzip63-1 (3,8x), € um
importante ponto de convergéncia e controle no balanco entre as respostas de defesa das
vias antagonistas jasmonato/etileno e acido salicilico (Li et al., 2004), sendo um regulador
positivo das respostas induzidas por acido salicilico e reprimindo as respostas mediadas por
acido jasmoénico. O gene PDF2.2 (Plant defensin 2.2), induzido 1,6x no mutante atbzip63-1,
codifica um pequeno peptideo com atividade anti-microbiana (Thomma & Broakert, 1998) em
resposta ao burst oxidativo provocado pela infecgéo por patégenos (O’Brien et al., 2012). De
particular interesse entre os genes desregulados no mutante atbzip63-1 estd PCC1
(Pathogen and Circadian Controled 1), que é induzido por patégenos e regulado pelo relégio
circadiano central de Arabidopsis (Sauerbrunn & Schlaich, 2003). PCC1 esta fortemente
reprimido no mutante atbzip63-1 (-14,6x). A superexpressdo de PCC1 em Arabidopsis
aumenta a resisténcia contro o oomiceto Hyaloperonospora parasitica, e sugere que este
gene poderia ser um ponto de convergéncia entre o ciclo circadiano e respostas contra
patdgenos (Sauerbrunn & Schlaich, 2003). Os mecanismos de interacdo entre o ciclo
circadiano e as respostas contra patégenos ainda sao pouco conhecidos. Um recente
trabalho mostra que plantas de Arabidopsis inoculadas com Pseudomonas syringae pv
tomato DC3000 no inicio da manhd sao mais resistentes a infeccdo do que plantas
inoculadas ao final do dia e que diversos genes envolvidos nas respostas a patégenos tem a

expressao regulada pelo reldgio circadiano (Bhardwaj et al., 2011).

Também foram encontrados genes que regulam as respostas contra patégenos no
transcriptoma do mutante atbzip63-2. O fator de transcricdo MYB96, induzido 1,5x no
mutante atbzip63-2, faz parte da extensa familia de fatores reguladores de transcri¢cao do tipo
MYB em Arabidopsis, a qual est4 envolvida em varios aspectos do desenvolvimento e defesa
contra patéogenos. MYB96 € um mediador da sinalizacdo de ABA durante a resposta ao
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estresse hidrico e crescimento de raizes laterais, sendo esta via integrada a sinalizacao de
auxina (Seo et al., 2009). MYB96 também tem um papel importante na resposta a patégenos,
uma vez que a inducao ou a repressao deste gene aumenta ou diminui, respectivamente, a
resisténcia de Arabidopsis a linhagem virulenta de Pseudomonas syringae pv tomato
DC3000, possivelmente modulando a producdo de acido salicilico em uma via dependente
de ABA (Seo & Park, 2010). A possibilidade de que AtbZIP63 participa das respostas a
estresse bidtico é reforcada pelo fato de que nossos resultados mostram que o fator
regulador de transcricdo WRKY33 é fortemente induzido no mutante atbzip63-2 (4,0x). Uma
parcela substancial da grande familia de fatores de transcricdo do tipo WRKY em
Arabidopsis participa de respostas a estresses bibticos, sendo que sua diversificagdo durante
a evolucdo das plantas € estreitamente relacionada com a elevada sofisticacdo dos
mecanismos de interagdo planta-patégeno (Rushton et al, 2010). O gene WRKY33 esta
associado tanto a respostas a fungos necrotroficos (Zheng et al., 2006), nas quais participa
da cascata de sinalizacao via MAPK (MPK3 e MPK®6) para a sintese de fitoalexinas (Eckardt,
2011), quanto nas respostas a bactérias biotréficas como Pseudomonas (Qiu, 2008). No
entanto, WRKY33 aparentemente possui uma fungdo antagonista entre as respostas a
fungos necrotréficos e a bactérias biotréficas. A superexpressao de WRKY33 em Arabidopsis
aumenta a sua resisténcia ao fungo necrotrofico Botrytis cinerea, mas em contrapartida reduz
sua resisténcia contra Pseudomonas syringae pv tomato, provavelmente pela reducédo da
expressao de PR1 (Pathogenesis Related gene 1) (Zheng et al., 2006). Curiosamente, a
expressao basal de PR1 é elevada em mutantes wrky33 submetidos a fotoperiodos com dias
curtos (Andreasson et al., 2005), sugerindo uma interacdo fotoperiodo e/ou ciclo circadiano

na modulacao das respostas a estresses bibticos.

61



Com base nestes dados, realizamos experimentos de infecgcdo dos mutantes atbzip63-
1 e atbzip63-2 com o fitopatégeno Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 para avaliar se

estes mutantes seriam mais resistentes ou mais suscetiveis a este patdégeno.

O mutante atbzip63-1 apresenta resisténcia ao fitopatogeno Pseudomonas syringae pv

tomato DC3000

A partir da hip6tese de que AtbZIP63 poderia estar envolvido nas respostas a estresse
bi6tico 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 infeccdo com Pst DC3000. Os parametros considerados foram: 1- suporte
a multiplicagdo bacteriana no mesdfilo foliar e 2- desenvolvimento dos sintomas clorose e
necrose nas folhas infectadas, ambos 1 e 3 dias apés a infecgdo. O mutante e seu respectivo
ecotipo selvagem foram mergulhados em uma suspensdao com Pst DC3000, cujo objetivo &
avaliar a penetracdo bacteriana no meséfilo foliar através dos estébmatos e posterior
multiplicacdo. Além disso, Pst DC3000 em suspensao foram infiltradas diretamente no
mesofilo foliar utilizando uma bomba de vacuo, sendo este segundo método usado para
quantificar a multiplicagédo bacteriana no mesofilo foliar ignorando a resisténcia baseada no
fechamento estomatico (Melotto et al., 2006, Underwood et al., 2007). O mutante atbzip63-1
mostrou-se mais resistente a Pst DC3000, suportando uma menor proliferacdo bacteriana no
mesofilo foliar (aproximadamente 10 vezes menos que o ecétipo selvagem Col-0, Figura 2) e
também apresentando reduzida clorose e necrose dos tecidos infectados em comparacao
com o respectivo genédtipo selvagem Col-0 (Figura 4). Curiosamente, o mutante atbzip63-2

mostrou menor resisténcia a proliferacdo bacteriana no meséfilo foliar e sintomas
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semelhantes ao seu respectivo gendtipo selvagem (Dados ndo mostrados). Isto pode ser
explicado em parte pelas diferencas entre os genétipos WS e Col-0 em relacdo a infeccéao
com Pst DC3000. Além disso, os mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2 apresentam baixa
sobreposicao de genes desregulados, o que poderiam representar diferencas das redes de

regulacao nas quais AtbZIP63 estaria envolvido nos ecétipos Col-0 e WS.

atbzip63-1

atbzip63-1
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Figura 4. O mutante atbzip63-1 € mais resistente a Pst DC3000. Sintomas e quantificacao da
populacdo bacteriana no mesdéfilo foliar apés 1 e 3 dias de infeccao. A. Mergulho em
suspensao bacteriana contendo 107 CFU/mL. B. Infiltracdo a vaculo de suspensao com 105
CFU/mL. (CFU = Colony-forming Unif). O asterisco sobre as barras indica a significancia
estatistica calculada com o teste T de Student e P-valor < 0,05.
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Apéndice

Busca de proteinas interatoras de AtbZIP63 (Interatoma) através do

sistema de duplo hibrido em levedura (Y2H — Yeast two-hybrid)
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Busca de proteinas interatoras de AtbZIP63 através de Y2H (Yeast-two Hybrid)

Buscando obter novos indicios do papel de AtbZIP63, efetuamos uma busca de suas
proteinas interatoras. O conhecimento de quais proteinas interagem com uma determinada
proteina pode fornecer indicios do papel desempenhado por este gene, bem como auxiliar a
estabelecer quais séo as vias de sinalizagdo envolvidas na sua regulagéo (Braun et al., 2011;
Braun, 2012). Para isso, utilizamos o sistema de expressao heterélogo de duplo-hibrido em
levedura (Y2H - yeast-two-hybrid) e efetuamos um screening contra um banco de cDNAs
produzido a partir de RNA mensageiro extraido de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0. A
regidao codificante completa de AtbZIP63 foi clonada usando cDNA obtido a partir do RNA
mensageiro de plantas de A. thaliana ec6tipo Col-0. A proteina AtbZIP63 apresenta trés
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 numero de aminoécidos (314 a.a.). Este ultimo critério
deveria maximizar o niumero de dominios da proteina disponiveis para interacbes com outras
proteinas. A regiao codificante de AtbZIP63 representando a isca ou “baif’ foi clonada em
fase de leitura com o dominio de interagdo 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 dominio de ativagdo de transcricdo (AD: Activation
Domain) fusionado a proteina desconhecida da biblioteca de cDNA (presa ou “prey”’) (Thines
et al., 2007). Os marcadores para selecao das proteinas interatoras apés a co-transformacao
foram a complementacdo de auxotrofia para leucina da linhagem de Saccharomyces
cerevisiae EGY48 e ativacao do gene reporter lacZ do vetor p8op-lacZ (Thines et al., 2007).
As colbnias de leveduras que cresceram no meio de cultura seletivo (sem adicdo de leucina)
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e que apresentaram coloracdo azul foram selecionadas para extracdo do DNA plasmidial e
posterior sequenciamento usando primers especificos para o vetor pB42AD contendo a

proteina interatora de AtbZIP63 desconhecida da biblioteca de cDNA.

Um total de 20 proteinas que interagem com AtbZIP63 foram selecionadas para
posterior validagao in planta. Dentro deste grupo observamos um enriquecimento de genes
(20% dos genes) relacionados a regulacao da estabilidade de proteinas (Tabela 1). Dentre
eles, o gene APC10 (Anaphase Promoting Complex 10) codifica uma sub-unidade do
complexo APC/C, o qual promove a ubiquitinacdo de proteinas no nucleo (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 proteina SKIP34 (SKP1-Interacting
protein 34), a qual interage com a proteina ASK2 (Arabidopsis SKP-like 2) que faz parte de
diferentes complexos SCF (SKP, Cullin, F-Box containing complex) que mediam a
degradacao de proteinas via ubiquitinacao-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 proteina
interatora de AtbZIP63 € SCE1 (Sumo Conjugation Enzyme 1), a qual promove a sumoilacao
de proteinas (Saracco et al., 2007; Miller & Vierstra, 2011). A sumoilacdo consiste na ligacédo
covalente da proteina SUMO (Small Ubiquitin-Like Modifier) as proteinas alvo de forma a
modificar sua estabilidade, localizagédo celular ou atividade, sendo que esta modificagdo pds-
traducional afeta diversos processos bioldégicos e desempenha um papel importante nas
respostas a estresses (Saracco et al., 2007). O gene DI19 (Drought-induced 19) contém um
dominio RING/U-Box, o que sugere sua atividade como E3-ligase, sendo que seu transcrito

acumula em resposta a estresse hidrico de forma independente de ABA (Gosti et al., 1995;
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Milla et al., 2006). Contudo, seu papel na regulacao da estabilidade de proteinas ainda nao

foi investigado.

Nome AGI Descrigdo
_5 APC10 AT2G18290 ANAPHASE PROMOTING COMPLEX sub-unit 10
L]
'E = SKIP34 AT5G65495 SKIP34 protein (SKP1-interacting partner 34).
_g.? fé RING/U-box protein | AT1G73760 RING/U-box containing protein (E3 ligase complex)
'E e SCE1 AT3G57870 Sumoylation enzyme
(8]
o DI19 AT1G56280 Drought-induced 19
_E COoL10 AT5G48250 CONSTANS-like 10
£ 'g bHLH162 AT4G20970 basic Helix-loop-helix 162
E £ AtbZIP10 AT4G02640 bZIP transcription factor
= AthZIP11 AT4G34590 bZIP transcription factor
x g AtGST1; ERD11 AT1G02930 Glutathione S-Transferase 1.
s E TRX3; ATH3 AT5G42980 Thioredoxin 3
o ATGSTF10; ERD13 | AT2G30870 Glutathione S-Transferase phi 10
. _E’ ATCP1 ATS5G49480 Ca2+ binding protein calmodulin
™ g
4]
. % TCH3: ATCAL4 AT2G41100 Touch Induced 3 calmodulin-like protein
= Unknown protein 1 | AT3G57450
E Unknown protein 2 | AT5G13340
== Unknown protein 3 | AT1IG76070
= Unknown protein 4 | ATSG05360
5 dynein / LRR AT4G03260| Outer arm dynein light chain / LRR (Leucine-rich repeat).
i
o POMI, CTL1 AT1G0S850 Chitinase-like protein 1)
Tabela 1. Proteinas interatoras de AtbZIP63 encontradas no screeming usando duplo

hibrido em levedura (Y2H).
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Conclusoes

A produtividade das espécies de plantas de interesse agronémico depende em grande
parte de como 0s recursos energéticos obtidos atraves da fotossintese sdo divididos entre
armazenamento, crescimento, desenvolvimento e respostas a estresses bibticos e abibticos.
Entender como a energia € canalizada para cada uma destas vias e como os diversos sinais
ambientais e metabdlicos sdo integrados é de vital importancia para o melhoramento

genético destas espécies.

A andlise funcional dos transcriptomas dos mutantes de AtbZIP63 sugere que este
gene esta envolvido em uma ampla gama de processos que incluem modulacdo do
metabolismo de amido, resposta a caréncia energética, controle da expansdo da parede
celular durante a noite, ajuste do reldogio circadiano, sintese e sinalizacao de diversos
horménios e respostas a patdégenos. Desta forma, o gene AtbZIP63, cuja expressdo é
regulada por glicose e ABA de forma sinérgica, pode ter uma participagdo importante no
“cross-talk’ entre o metabolismo energético, ciclo circadiano e respostas a estresses no
controle do crescimento e desenvolvimento. Esta hipétese é reforcada pela observagcdo de
que o0 mutante atbzip63-2 apresenta um significativo atraso de desenvolvimento, sendo que
este fendtipo pode ser resultado de alteragdes no metabolismo de amido e/ou de parede
celular, uma vez que temos varios genes relacionados a ambos os processos desregulados
neste mutante. AtbZIP63 também pode ter um papel importante nas respostas a caréncia
energética, mediando as respostas induzidas por KIN10/11 em condi¢cdes de privacao
energética. Além disso, as diferencas de susceptibilidade a patégenos de atbzip63-1 e
atbzip63-2 em relagdo aos seus respectivos gendtipos selvagens Col-0 e WS sugere que

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

condi¢des que levam ao estresse energético cujas respostas sdo mediadas por KIN10.

Os dados obtidos a partir do interatoma de AtbZIP63 abre novas perspectivas no
estudo deste fator de transcricdo no que tange a estabilidade de sua proteina, associacao
com outros fatores de transcricao, regulacéo pelo estado redox celular, regulagéo por Ca®",
entre outros. A elucidacao do contexto molecular no qual AtbZIP63 atua ajudara a explicar
os fendtipos observados nos mutantes atbzip63-1 e atbzip63-2, bem como acrescentara
informacdes de como ciclo circadiano, estado energético e respostas a estresses sao
integrados e convertidos em mudancas dos perfis transcricionais para aqueles mais

adequados a cada combinagao de sinais.
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Perspectivas

- Elucidar os mecanismos envolvidos na regulacao pés-transcricional de AtbZIP63 induzidos

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

- Determinar as vias de regulagdo envolvidas no fendtipo de atraso de desenvolvimento

observado no mutante atbzip63-2

- Descobrir 0s genes alvos regulados diretamente por AtbZIP63 através da verificacao de sua

interacdo com os promotores dos genes desregulados nos mutantes para AtbZIP63

- Verificar a susceibilidade ao fitopatégeno Pst DC3000 de linhagens transgénicas super-

expressando e silenciando AtbZIP63

- Determinar os genes diferencialmente expressos entre 0 mutante atbzip63-1 e seu

respectivo ecotipo selvagem Col-0 em resposta a Pst DC3000

- Determinar a estabilidade da proteina AtbZIP63 durante o ciclo circadiano e em resposta a
privagdo energeética, glicose, ABA e Pst DC3000 em plantas selvagens e mutantes afetados

nas respectivas vias de sinalizago.

- Verificar in planta a interacao proteina-proteina entre AtbZIP63 e seus possiveis interatores

relacionados ao controle de estabilidade de proteinas.

- Determinar a via de degradacao da proteina AtbZIP63 utilizando mutantes e inibidores de

protease sintéticos.
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