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RESUMO

Na planta modelo eudicotiledonea A. thaliana quatro genes para fatores de
transcricdo do tipo bZIP que sdo homdlogos a Opaco-2 (O2) do milho, uma
monocotiledénea, foram identificados. O2 é um regulador chave do metabolismo
coordenado de carbono e nitrogénio e da sintese de prolaminas de reserva
durante o desenvolvimento da semente. Estes quatro genes, AtbZIP9, o par de
paralogos AtbZIP10 e AtbZIP25, e AtbZIP63, o provavel ortélogo de O2, formam o
Grupo C de genes bZIP de Arabidopsis. Sabe-se que AtbZIP9 provavelmente
desempenhe um papel no processo de desenvolvimento do floema, AtbZIP10 esta
associado com e resposta a estresses, além de, junto com AtbZIP25, participar na
regulacdo de genes de proteinas de reserva na semente e que AtbZIP63 pode
estar envolvido com o balango energético da planta. Para acrescentar novas
informacgdes relevantes sobre a fungdo dos bZIPs do Grupo C e, a longo prazo,
entender como a fungcdo de O2 evoluiu em angiospermas, iniciou-se neste
trabalho uma caracterizagao detalhada da regulagdo dos membros do Grupo C em
resposta a diversos sinais horménais e a agucares. Mostramos que apenas as
hexoses glicose e manose e o acido abscisico (ABA) regulam de maneira
transiente a expressdo dos genes bZIP do Grupo C, sugerindo que eles
representam intermediarios mediando as respostas a estes sinais. A glicose
reprime a expressao de AtbZIP9 e de AtbZIP63 e induz a expressao de AtbZIP25,
ABA reprime a expressao de AtbZIP63 e manose reprime a expressiao de
AtbZIP25 e de AtbZIP63. Em Arabidopsis, a hexoquinase1 (HXK1) é um sensor da
glicose que ativa a sintese e sensibilidade ao ABA para inibir o desenvolvimento
da plantula em resposta a glicose. Reportamos aqui que as repressdes em curto
prazo de AtbZIP9 e AtbZIP63 por glicose e de AthZIP25 e AtbZIP63 por manose
estdo mediadas por vias de sinalizacdo independentes de HXK1 e envolvem
elementos relacionados a ABA. AtbZIP25 apresenta uma indugao por glicose
dependente de ABI5 e repressao por manose dependente de ABA2 e ABI4. A
repressao de AtbZIP63 por glicose envolve uma via dependente de ABAZ2 e de
ABI5 que é reprimida por ABI4. Ja a repressdo de AtbZIP63 por manose e de
AtbZIP9 por glicose estao inseridas em vias independentes de ABA2, ABI4 e ABIS.
A dependéncia diferencial de ABI5 e de ABI4 na regulagado por glicose e manose
de AtbZIP25 e de AtbZIP63, permite inferir que ambas hexoses atuam através de
vias de transducdo distintas e enfatiza a importdncia de manose como sinal
metabdlico de regulagdo. Observou-se ainda que agao conjunta de ABA e glicose
apresenta um efeito sinérgico na repressao de AtbZIP63, provavelmente refletindo
regulacdes pos-transcricionais da expressao deste gene. Os dados sugerem que
AtbZIP63 representa um importante né da comunicacao entre a sinalizagdo por
ABA (estresse abidtico) e por glicose (nivel energético) permitindo adequar
eficientemente a resposta a estresse abidtico que seja compativel com o estado
energético da organismo.
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ABSTRACT

In the model eudicot organism A. thaliana (Arabidopsis), four genes encoding bZIP
transcription regulatory factors that are homologous to the maize Opaque-2 (O2)
locus were identified. O2 is a key regulator of the carbon to nitrogen balance and of
the prolamine type storage proteins synthesis during seed development. The
Arabidopsis genes, AtbZIP9, the two paralogues AtbZIP10 and AtbZIP25 and
AtbZIP63, the most probable O2-ortholgue, together form group C bZIP genes.
AtbZIP9 is likely to be involved in phloem development while AtbZIP10 is related to
stress responses but is also required for the regulation of seed storage protein
genes very much like AtbZIP25. Finally, AtbZIP63 seems to be involved in the
control of the energetic balance. In order to get new and relevant information about
the role of the group C bZIP genes and consequently obtain new insight into the
evolution of the O2-related functions in angiosperms, we initiated a detailed
characterization of the regulation of group C members in response to hormonal
signals and sugars. We show here that two hexoses, glucose and mannose as well
as abscisic acid (ABA) are the only signals that transiently modulated the
expression of group C bZIP genes, suggesting they are players in the response
induced by these signals. While glucose is shown to repress the expression of
AtbZIP9 and AtbZIP63 and to induce AtbZIP25 expression ABA is able to repress
the expression of AtbZIP63 and mannose represses the expression of AtbZIP25
and AtbZIP63. In Arabidopsis, hexokinase1 (HXK1) is a glucose sensor that may
trigger abscisic acid (ABA) synthesis and sensitivity to mediate glucose-induced
inhibition of seedling development. We report that the short term regulation of the
expression of AtbZIP9, AtbZIP63 by glucose and the repression of AtbZIP25 and
AtbZIP63 by mannose are HXK1-independent and for AtbZIP25 and AtbZIP63,
these regulations partly rely on ABA synthesis. It also shown that the activation of
AtbZIP25 expression by glucose relies on ABIS while its repression by mannose
appears to be ABA2- and ABIl4-dependent. Glucose repression of AtbZIP63
expression seems to involve an ABA2- and ABI5-dependent pathway which is
repressed by ABI4. We also reveal that the regulations of AtbZIP63 by mannose
and of AtbZIP9 by glucose do not require ABA, ABI4 or ABI5. The differential
dependence of glucose and manose-induced regulation of AtbZIP63 and AtbZIP25
expression for ABI5 and ABI4 indicates that both hexoses act through distinct
transduction pathways and highlights the importance of mannose as a regulatory
metabolite. A synergetic repression of AtbZIP63 by ABA and glucose, which
possibly reflects a post-transciptional regulatory scheme of AtbZIP63 expression,
was uncovered. Together, the data suggests that AtbZIP63 is a key nod of the ABA
(abiotic stress) and glucose (energetic balance) crosstalk network allowing to
efficiently adjust the response to abiotic stresses according to the energetic status
of the organism.
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INTRODUCAO

Regulacao da expressao génica em eucariotos

As diferengas que distinguem os varios tipos de células nos eucariotos sao
devidas principalmente a expressao diferencial de genes que codificam para
proteinas, micro RNA (miRNA), RNA de interferéncia (siRNA) e RNA n&o
codificante (ncRNA). Os processos de divisdo celular e diferenciagdo séao
controlados por programas de expressao génica regulados, atuando desde a
formagao do zigoto. Estes programas devem ser modulados por uma variedade de
estimulos endoégenos e exdégenos para otimizar o crescimento e o
desenvolvimento. A regulacdo da expressado génica também € um passo crucial
que permite a homeostasia do organismo. O termo “expressado génica” refere-se
ao processo em que um determinado gene é transcrito em um mRNA que
codificara uma proteina, um miRNA ou um siRNA. A expressao génica pode ser
regulada em qualquer desses sete passos de controle potenciais: (1) estrutura da
cromatina; (2) iniciacdo da transcrigéo; (3) processamento do transcrito primario;
(4) transporte do mRNA para o citoplasma; (5) tradugdo do mRNA; (6) estabilidade
do mRNA; (7) estabilidade da proteina ou modulagdo de sua atividade (Sauer and
Tjian, 1997; Day and Tuite, 1998; Beckett, 2001; Pontier et al., 2002; Warren,
2002; Wray et al., 2003; Caicedo et al., 2004; Mata et al., 2005; Kaminaka et al.,
2006; Stone et al., 2006).

A principal etapa de controle da regulagdo génica ocorre na fase da
iniciacdo da transcrigao (Riechmann et al., 2000; Beckett, 2001; Warren, 2002;

Wray et al., 2003). Os genomas de organismos eucarioticos estdo compactados
14



na cromatina, através de complexos formados com proteinas especificas
denominadas histonas. Esta compactacao, além de sua funcao estrutural — manter
o DNA organizado e limitado ao nucleo celular — impede processos que requerem
0 acesso ao DNA, entre eles o inicio da transcricado génica, o reparo do DNA, a
recombinagao e a replicagao (Lee and Young, 2000; Riechmann, 2002; Horn and
Peterson, 2006). A heterocromatina € uma forma de cromatina tdo compactada
que os genes empacotados sao transcricionalmente inertes e uma de suas
funcdes reside na formacao de estruturas cromossémicas, como por exemplo o
centrébmero e os corpusculos de Barr. Por outro lado, a por¢gdao do genoma que
potencialmente pode ser transcrita encontra-se na eucromatina, que sao regides
nas quais a cromatina encontra-se desespiralada na interfase. A transcricao da
eucromatina requer modificacdes da cromatina para que o aparato transcricional
(RNA polimerase e fatores reguladores da transcrigdo) se ligue ao DNA (Kornberg,
1999). Dentre as modificagdes, ha a acetilagcdo das histonas e o estado de
metilacdo da sequéncia do gene, que sdo duas marcas epigenéticas relacionadas
a mudanga da estrutura da cromatina que pode tornar um gene ativo ou nao

(Struhl, 1998; Myers and Kornberg, 2000; Emerson, 2002; Narlikar et al., 2002).

Os elementos cis de DNA e os elementos trans

Elementos cis sao sequéncias de DNA envolvidas no controle da expressao
génica. As trés principais classes de elementos cis séo:
1) promotores minimos (Figura1), formados por uma sequéncia de DNA
conservada chamada TATA-box, situada 20 a 30 nucleotideos upstream ao sitio de

iniciacdo da transcri¢cdo. A ligagdo da maquinaria basal de transcrigdo ao promotor
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minimo é suficiente para iniciar a transcricdo, mas a regulagao da taxa de iniciagéao
da transcricdo € mediada por outros elementos cis envolvidos no controle da
expressao génica, descritos a seguir;

2) elementos proximais a promotores (Figura1), sequéncias préximas ao promotor
que maximizam a taxa de iniciacao da transcricado dos promotores; e

3) enhancers e silencers (Figura1), que ativam ou reprimem a taxa de iniciagao da
transcricao, respectivamente, e podem estar dispostos dentro de centenas ou
milhares de pares de bases de DNA situados 5’ ou 3’ do sitio de iniciacdo ou até
em introns, ao contrario do promotor ou de elementos proximos ao promotor, que
atuam proximos ao sitio de iniciagdo da transcricdo (Blackwood and Kadonaga,
1998; Lee and Young, 2000; Smale and Kadonaga, 2003).

Os elementos trans sao fatores reguladores da transcricdo que afetam a
taxa de transcrigao pela interagédo especifica com sequéncias de DNA regulatorias
e pelas interagbes com outras proteinas (Blackwood and Kadonaga, 1998;
Holstege and Young, 1999; Lee and Young, 2000; Beckett, 2001) e podem ser
agrupados em duas classes: a primeira corresponde a fatores de transcrigdo
basais (Figura1), TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF e TFIIH, que se ligam direta ou
indiretamente ao promotor minimo dos genes e auxiliam a RNA polimerase Il a
iniciar a transcricdo, formando o aparato transcricional basal, mas n&do sé&o
capazes de aumentar ou diminuir a taxa de transcricdo. Estes fatores estao
presentes em todas as células e sao ativos nas mais diversas condi¢oes
(Riechmann, 2002). A segunda classe corresponde a fatores de transcri¢cao sitio-
especificos (Figural) que podem se ligar a elementos de regulagéo cis, ativado ou

reprimindo a taxa de iniciacdo da transcricao através da modulacao da atividade
16



da maquinaria basal de transcricdo. Os fatores de transcricao sitio especificos
podem se ligar a complexos protéicos de classes heterogéneas, denominadas
cofatores e coativadores, para intermediar a sua atuagao sobre a maquinaria basal
e modular sua ligagdo com o DNA (Figural). Fatores de transcrigcdo sitio-
especificos podem ser expressos especificamente em determinados tecidos, tipos
celulares, estagios de desenvolvimento ou em resposta a diferentes estimulos

(Kornberg, 1999; Lee and Young, 2000; Riechmann, 2002).

Coativador
2 i e . 2 -
Protéinas regulatorias L ore® d{)aga‘ﬁ' Proteinas regulatorias
(fatores de transcrigao 2 ‘\9%0 (fatores de transcricao
e cofatores) “3050 e cofatores)

\ I'—I RNA polimerase | l
i

/ unidade de transcrigao

intron

.

TATA v\\\

L ]| | | l
promotor promotor

proximal minimo —_—

mRNA transcrito

Sequéncia regulatoria
{(enhancer ou silencer)

Figura 1. Esquema geral dos elementos cis de DNA e trans envolvidos na iniciacdo da transcrigéo.
O aparato basal (RNA polimerase Il e fatores de transcricao basais) reconhece o TATA-box do
promotor minimo ligando-se a ele para o inicio da transcricdo. O promotor proximal e sequéncias
regulatérias, que podem ser enhancers ou silencers, maximizam ou diminuem a taxa de transcrigéo
do promotor minimo. Fatores de transcrigao sitio-especificos se ligam a elementos cis (seqiiéncias
regulatorias, que podem estar quilobases distantes tanto up quanto downstream ao promotor), € a
cofatores ou coativadores que intermedeiam sua afinidade as sequéncias regulatérias e a
maquinaria basal, para maximizar ou reprimir a transcricdo (adaptado de Villard, 2004).

Fatores de transcricao sitio especificos sao proteinas modulares formadas

por motivos distintos que s&o: 1) motivo de ativacdo ou repressao; 2) dominio de
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ligacdo ao DNA,; e 3) motivo de multimerizagao (Sigh, 1998; Lee and Young, 2000;
Riechmann et al., 2000; Wingender et al., 2000; Warren, 2002). A maioria dos
fatores de transcricdo sitio-especificos pode ser agrupada em familias
multigénicas de acordo com similaridades entre sequéncias de aminoacidos ou
com a estrutura de seus dominios conservados de ligagdo ao DNA e de
multimerizagdo. Algumas dessas familias podem ser encontradas em todos os
eucariotos, como no caso dos basic helix-loop-helix (bHLH) e basic leucine zipper
(bZIP), mas existem familias especificamente encontradas em plantas, por
exemplo: DNA bindibg with one finger (DOF), ApetalaZ/Ethylene responsive
element binding protein (AP2/EREBP) e auxin response factors (ARF)
(Riechemann et al., 2000; Riechemann, 2002). Além de poder interagir com
cofatores e coativadores, os fatores de transcricdo sitio-especificos podem
interagir entre si e com outros elementos da maquinaria transcricional. Tais
interacdes podem ser importantes para o controle fino da transcricdo e podem dar
indicios da ligagao entre a atividade em cascata dos fatores de transcricéo e vias
de sinalizagdo na regulacdo da expressdo de genes. Um exemplo pode ser a
participacdo de fatores de transcricdo de diversas classes na regulagdo
dependente ou independente de ABA da expressdo de genes envolvidos com

resposta a estresses abidticos (ver em Figura 2).
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Figura 2. Participagédo de fatores de transcricdo de diversas familias e suas interacbes na
regulagdo de genes responsivos a estresses em A. thaliana. Fatores de transcricdo controlando
genes induzidos por estresses estdo apresentados em circulos coloridos. Elementos cis envolvidos
na transcrigdo em resposta a estresse estdo apresentados em caixas cinzas. Pequenos circulos
coloridos revelam modificagdes dos fatores de transcricdo em resposta a sinais de estresses para
que ocorra sua ativagao. AREB/ABFs sao fatores de transcricdo AP2 envolvidos com a resposta a
estresse osmoético dependente de ABA. Estas classes de fatores de transcricdo estdo envolvidos
com a regulacdo da expressao dos genes RD29A e RD29B, responsivos a estresses. Os fatores
de transcricdo DREB1/CBF estdo envolvidos no controle da expressdo de genes responsivos ao
frio. DREB2 é um fator de transcrigao importante na regulagéo da expressao de genes responsivos
a desidratacdo e alta salinidade. Os fatores de transcricdo MYB e MYC regulam a expresséo do
gene responsivo a estresse RD22. Os fatores de transcricigo NAC e HDZF estdo envolvidos na
regulacdo do gene responsivo ao estresse osmoético ERD1, através de uma via independente de
ABA (adaptado de Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006; Shinozaki and Yamaguchi-
Shinozaki, 2007).

Os fatores de transcricao do tipo basic leucine zipper (bZIP)

As proteinas do tipo basic leucine zipper (bZIP) sdo uma classe de fatores
de transcricdo encontrada em todos os eucariotos e se caracterizam por
apresentarem um dominio conservado de 60 a 80 aminoacidos conhecido como

dominio bZIP. Este dominio é formado por dois motivos: 1) a regidao basica,
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composta por cerca de 30 residuos, principalmente aminoacidos basicos,
responsavel pela ligacdo a sequéncia DNA especifica; e 2) o ziper de leucinas,
responsavel pela formacéo de homo ou heterodimeros (Figura 3). O motivo ziper
de leucina que caracteriza essas proteinas € definido como tendo residuos de
leucina espacados em sete aminoacidos, sendo repetidos ao menos trés vezes
(LxxxxxxLxxxxxxL) (Landschulz et al., 1988). Por dimerizagado, motivos de ziper de
leucinas paralelos interagem através de uma interface hidroféfica “coiled-coil” que
justapde duas regides basicas adjacentes (Luscombe et al., 2000). Coletivamente,
essas regides basicas constituem um motivo que interage com sequéncias cis-
especificas 0 que geralmente sdo palindrébmicas ou pseudo-palindrémicas (Sigh,

1998; Wray et al., 2003).

COOH

Figura 3. Representacdo do dominio bZIP de um fator de transcricéo, formado de duas a-hélices,
representando o dominio bZIP de um homodimero. A regido em vermelho representa o ziper de
leucinas, responsavel pela formacao de dimeros. A regido em azul representa o dominio basico,
responsavel pela interagdo com o DNA (em cinza), através do encaixe no sulco maior da dupla fita
de DNA.
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Através das espécies, os fatores bZIP estdo envolvidos em muitos
processos que sao criticos para a fungédo de um organismo. Em animais foram
encontrados bZIPs relacionados a formacédo de 6rgaos e tecidos, metabolismo,
ritmo circadiano e resposta a estresses (Darlington et al., 1998; Efert et al., 1999;
Kwong et al., 1999; Yamaguchi et al., 2000; Chan et al., 2001; Sanyal et al., 2002;
Kondo et al., 2005; Murakami et al., 2006). Em fungos, os fatores bZIP estédo
envolvidos na diferenciacdo sexual, na entrada da fase estacionaria, na reposta a
estresse oxidativo, na via de biossintese de metionina, entre outros processos
(Patton et al., 2000; Moye-Rowley, 2003; Ikner and Shiozaki, 2005). Em plantas, os
fatores bZIP sdo importantes para o desenvolvimento da semente, florescimento,
maturacdo e desenvolvimento dos érgéos florais, fotomorfogénese, elongagéo e
crescimento celular, controle do balango carbono nitrogénio durante o
desenvolvimento da semente, mecanismos de defesa, via de sinalizagdo de
sacarose e de hormdnios, controle osmatico e resposta a luz (Walsh et al., 1997;
Yin et al., 1997; Rook et al., 1998; Chuang et al., 1999; Ciceri et al., 1999; Wellmer
et al., 1999; Zhang et al., 1999; Choi et al., 2000; Despres et al., 2000; Finkelstein
and Linch, 2000; Fukazawa et al., 2000; Niggeweg et al., 2000; Osterlund et al.,
2000; Uno et al., 2000; Pontier et al., 2001; Kang et al., 2002; Satoh et al., 2004;
Ulm et al., 2004; Abe et al., 2005; Huang et al., 2005; Kaminaka et al., 2006;
Weltmeier et al., 2006). A presenga conservada dos fatores bZIP através dos
eucariotos, junto com seu papel importante para diversas fungdes celulares,
enfatiza a importancia dessa classe de fatores de transcricdo (para detalhes ver

revisdo em Deppmann et al., 2006).
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Opaco-2, um fator de transcricao do tipo bZIP do milho

Um dos primeiros fatores de transcricdo do tipo bZIP de plantas a ser
clonado é a proteina bZIP do milho OPACO-2 (O2), que € um lécus de regulagao
da fase de maturacido do endosperma do milho, onde pode ativar a transcricdo de
genes de proteinas de estocagem, bem como uma pyruvate orthophosphate
dikinase-1 (Yunes et al., 1998; Ciceri et al., 1999; Hunter et al., 2002). O2 também
esta envolvido no controle do metabolismo de lisina em sementes, bem como no
metabolismo de carbono e nitrogénio durante o desenvolvimento da semente do
milho e no controle do metabolismo de treonina (Cord Neto, 1998; Damerval and
Le Guilloux, 1998; Gaziola et al., 1999). Genes homdlogos ao O2 foram
encontrados em outras gramineas (Albani et al., 1997; Vettore et al., 1998;
Vicente-Carbajosa et al., 1998; Onate et al., 1999; Onodera et al., 2000) nas quais
detém o padrdo endosperma especifico de expressdo. Baseado em analises
filogenéticas, foi sugerido que O2 corresponde a uma especializagao funcional de
monocotiledéneas (Vincentz et al., 2003). O regulador bZIP BZI-1 de tabaco,
possivelmente um ortélogo ao 02, esta envolvido na via de sinalizagdo de auxina
e na resposta a patdogenos (Kuhimann et al., 2003; Heinekamp et al., 2004). A
aparente auséncia de fungdes similares entre BZ/-1 de tabaco e o O2 de milho
corroboram a hipétese de que a funcdo do O2 é uma novidade restrita a

monocotiledoneas.

Os bZIPs do Grupo C de A. thaliana homoélogos a O2 do milho
Foram identificados quatro genes homologos ao O2 em A. thaliana, que sao

denominados basic leucine zipper O2 homologous (BzoZ2h), também conhecidos
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como bZIPs do Grupo C. Ha evidéncias preliminares da fungao biolégica desses
genes e € possivel que eles correspondam a trés fungdes ancestrais em
angiospermas, representadas por AtbZIP63, o provavel ortdlogo ao O2, AtbZIP9 e
o par de paralogos AtbZIP10 e AtbZIP25 (Vincentz et al., 2003).

AtbZIP63 ¢é fracamente expresso em sementes e existem poucas
informagdes sobre suas funcbes (Lara et al., 2003; Kaminaka et al., 2006).
Estudos recentes indicam que AtbZIP63 pode estar envolvido com a regulagao
génica relacionada a respostas a escuriddo, agucar e a sinais que regulam o
metabolismo da planta, como balang¢o energético e condi¢cbes de estresses, pois
foi descrito um sinergismo moderado de AtbZIP63 com KIN10 através do G-box,
um motivo GACGTG encontrado nos promotores de diversos genes que esta
ligada em respostas a diversas vias estimulatérias (Menkens et al., 1995). KIN10 &
uma quinase do grupo SnRK1 (Snfi-related kinase) envolvida no controle
convergente da reprogramacao da transcrigdo em resposta a caréncia nutricional
e hipoxia (Baena-Gonzalez el al., 2007). Um ortélogo de O2 e AtbZIP63 em
tabaco, o gene BZI-1, parece estar envolvido na via de sinalizagdo de auxina
(Heinekamp et al., 2004) e analises de plantas transgénicas superexpressando um
alelo dominante negativo de BZI-1 demonstraram susceptibilidade a infecgado das
plantas pelo virus do mosaico do tabaco, indicando um provavel papel desse
gene, e possivelmente de AtbZIP63, na resposta a patégenos (Kuhlmann et al.,
2003).

Sabe-se que o0s dois genes paralogos AtbZIP10 e AtbZIP25 estéo
expressos nha semente e podem interagir com o ABI3, um regulador chave na via

de sinalizagdo do ABA que controla a fase de maturagdo da semente (Bies-Etheve
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et al., 1999; Lara et al., 2003). O fato de AtbZIP10 e AtbZIP25 serem expressos na
semente pode sugerir que estes dois genes desempenham um papel conservado
ao de 02 de milho em Arabidopsis. Recentemente, foi demonstrado
geneticamente que AtbZIP10 é um regulador positivo da resposta hipersensitiva,
ou seja, morte celular induzida por patégenos, de respostas de defesa basais e
morte celular induzida por espécies reativas de oxigénio. Essas atividades séo
antagonizadas pelo fator Lesions simulating disease resistance1 (LSD1), que é um
regulador negativo da morte celular, protegendo as células das plantas de
estresse induzido por espécies reativas de oxigénio (Kaminaka et al., 2006). Estes
autores relatam que, por meio de um mecanismo de retencdo citoplasmatica,
LSD1 inibe os efeitos regulatérios de AtbZIP10 quando ndo ha sinais ambientais,
como o ataque de patdogenos e, consequentemente, a liberacdo de espécies
reativas de oxigénio. Na presenca desses sinais, AtbZIP10 é dissociado a LSD1 e
dirigido ao nucleo, onde induz a expressdo de genes relacionados a resposta
hipersensitiva e a defesa basal da planta. Existem também evidéncias que, em
resposta a hipoosmolaridade, AtbZIP10 forma heterodimeros funcionais com
AtbZIP53, um membro dos bZIPs do Grupo S de Arabidopsis (Jakoby et al., 2002;
Correa et al., 2004) para ativar a transcricdo do gene da prolina desidrogenase
(ProDH), responsavel pela degradacao de prolina (Weltmeier et al., 2006), o que
associa AtbZIP10 a respostas a estresses abidticos, como seca, salinidade ou frio.

Gauer (2004) relatou que AtbZIP9 encontra-se expresso no floema de todos
0s Orgados da planta através da analise da atividade de GUS em plantas
transgénicas contendo a regido promotora de AtbZIP9 em fusdo ao gene repérter

gusA. A hibridagéo in situ do mRNA de AtbZIP9 confirmou esses resultados. A
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autora também relata que a expressdo de AtbZIP9 ja se encontra presente no
procambio na fase de maturacdo do embrido, indicando que este fator de
transcricdo encontra-se expresso mesmo antes da diferenciacao do floema e do
xilema, o que permite caracteriza-lo como um marcador da diferenciacdo do
floema. De fato, a expressao especifica no floema observada por Gauer (2004)
esta de acordo com dados recentes do transcriptoma do floema de Arabidopsis
(Zhao et al., 2005) e por deteccdo in vivo de fusdes traducionais com o gene
marcador green fluorescent protein (GFP) (Lee et al., 2006). Analises histologicas
da anatomia do feixe vascular de plantas superexpressando AtbZIP9 e do mutante
nulo de inser¢gdo de T-DNA atbzip9-1 ndo mostraram diferengas na organizagéo
nem na estrutura do tecido vascular em relagdo a plantas selvagens (Silveira et
al., 2007, ver artigo em anexo), fato que pode dar pistas de uma possivel
redundancia funcional entre os membros do Grupo C ou até mesmo entre os
bZIPs membros do Grupo S, visto que Ehlert et al. (2006) e Weltmeier et al.
(2006), analisando duplos hibridos em protoplastos de Arabidopsis, mostraram
que os bZIPs do Grupo C formam heterodimeros com os bZIPs do Grupo S,
preferencialmente com AtbZIP1, AtbZIP2, AtbZIP11, AtbZIP44 e AtbZIP53, o que
pode proporcionar uma ampla flexibilidade combinatéria aos sistemas regulatérios
da expressdo. Recentemente, através da analise de alelos de AtbZIP9 que
codificam para ativadores constitutivos fortes da transcricdo, ativando assim a
expressdo de seus genes alvos, Silveira et al. (2007) constataram diversas
alteragdes de morfologia foliar, mudangas metabdlicas e fisiolégicas, como o
acumulo de compostos fendlicos nas folhas, sintomas de morte celular e

senescéncia. Estes efeitos podem sugerir mudangas nas propriedades funcionais
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do transporte no floema, decorrentes de defeitos no processo de diferenciacao e
organizagdo das células no cilindro vascular, embora isto ndo tenha sido

observado por Gauer (2004).

Regulacao da expressao génica por glicose e sua relacao com ABA e etileno

Glicose € um importante nutriente para as células eucariéticas, servindo
como fonte de carbono e de energia tanto em leveduras, plantas e mamiferos. Na
presenca de glicose, uma variedade de vias metabdlicas sdo afetadas, resultando
em inumeras mudangas nos intermediarios metabdlicos, em cofatores e em
produtos finais (revisado por Rolland et al., 2001). Em virtude de a glicose afetar a
expressao de diversos genes envolvidos em diferentes processos celulares (Rook
et al., 2006; Osuna et al., 2007), foi proposto que diferentes vias de sinalizagao
sdo recrutadas para o controle desses genes (Xiao et al., 2000). Em leveduras,
hexokinase2 (HXK2) foi identificada como um dos primeiros genes envolvidos na
repressao génica mediada por glicose e tem sido proposto que, das trés quinases
de acucar em leveduras, HXK2 apresenta uma atividade bifuncional, com
dominios cataliticos e regulatérios para a repressao por glicose, além de agir como
um sensor intracelular desta hexose (Rolland et al., 2002a). Dados envolvendo
duplo mutantes para HXK1 e HXK2 e a superexpressao de HXK1 mostraram que
HXK1 também é capaz de mediar a repressao génica por glicose em leveduras
(Rose et al., 1991; revisado por Rolland et al., 2002a).

Diferentes evidéncias também apontam para o envolvimento da HXK como
um componente crucial de percepg¢ao e de vias de sinalizagdo da glicose em

plantas (Smeekens, 2000; Rolland et al., 2002b; Moore et al., 2003; Rolland and
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Sheen, 2005). Ha, pelo menos, trés tipos de mecanismos de sinalizagdo por
glicose encontrados em plantas: uma via dependente de HXK1 (Xiao et al., 2000;
Moore et al., 2003), uma independente de HXK1 (Xiao et al., 2000; Ciereszko et
al., 2001), e vias de sinalizagcdo que dependem da atividade catalitica da HXK1
(Xiao et al., 2000).

Em Arabidopsis existem dois genes de HXK e quatro genes HXK-like, que
interagem nao apenas entre eles para a formagao de dimeros, mas também com
outras proteinas e com varias membranas celulares (Frommer et al., 2003). As
isoformas de HXK tém sido encontradas no citoplasma celular, em associacao
com o reticulo endoplasmatico e com a membrana plasmatica, mas também
podem ser localizadas na membrana externa e no estroma do cloroplasto, no
nucleo e em mitocéndrias (Travis et al., 1999; Giese et al., 2005), Nesta ultima
organela, recentemente HXK foi relacionada com a regulagdo de morte celular
programada, dando indicios da ligagédo entre o metabolismo da glicose e apoptose
(Kim et al., 2006). Cho et al. (2006) apresentaram evidéncias que HXK1 forma
complexos apenas no nutcleo com VHA-B1 (vacuolar H'-ATPase B1) e com
RPT5B (uma particula 19S da subunidade proteossGmica), para interagir com o
promotor do gene CAB2, reprimindo sua expressao em resposta a glicose.

O mutante gin2 é deficiente na codificagdo do gene Hxk1 (Moore et al.,
2003). Plantulas do mutante gin2 apresentaram desenvolvimento normal em
meios contendo altas concentragbes de glicose, condi¢bes de crescimento que
normalmente resultariam em um desenvolvimento atrasado. Além disso, o mutante
gin2 mostrou inibicdo reduzida da expressao de genes fotossintéticos por glicose.

Versdes mutadas especificas da proteina HXK1 com pouca ou nenhuma atividade
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enzimatica retiveram suas fungbes sinalizadoras em protoplastos e
complementaram os fenétipos mutantes de gin2. Esta € a melhor evidéncia para a
funcdo sinalizadora de HXK1, separado de sua fungdo metabdlica (Rook et al.,
2006).

Diversas ferramentas genéticas tém sido utilizadas para identificar as vias
regulatorias que controlam as respostas a agucares em plantas, a maioria usando
a espécie modelo Arabidopsis (revisado em Rook and Bevan, 2003). As analises
genéticas estdo baseadas em detectar mudangas do crescimento, do
desenvolvimento ou alteragbes na expressdo de genes em meios contendo
agucares. Por exemplo, sementes germinadas em meios contendo altos niveis de
glicose ou sacarose tém o estabelecimento das pléntulas atrasado. Este efeito dos
altos niveis de acgucar no desenvolvimento da planta tem sido utilizado para
identificar mutantes que sao insensiveis a essas condicdes, como por exemplo, os
mutantes glucose-insensitive (gin) que toleram 6% de glicose no meio, o0s
mutantes sugar-insensitive (sis), que sobrevivem em meios com 300mM de
sacarose, e os mutantes isi (impaired sucrose induction) isolados através da
analise de plantas contendo o promotor do gene ApL3, que é altamente induzido
por sacarose, em fusdo com marcadores de selegédo negativos (Zhou et al., 1998;
Laby et al., 2000; Rook et al., 2001; para revisao ver Rook and Bevan, 2003).

Surpreendentemente, estes mutantes identificaram genes envolvidos tanto
na biossintese quanto na sinalizagado por ABA (Figura 4). Os mutantes gin6, sis5,
sun6 (sucrose uncoupled 6) e isi3 sao alélos a abi4 (ABA insensitive4), e
defeituosos em um gene que codifica um fator de transcrigdo do tipo AP2,

enquanto que os alelos do mutante aba2 da biossintese de ABA, defeituoso em
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um gene de cadeia curta da redutase/desidrogenase, foram identificados como
gin1, sis4, e isi4 (Arenas-Huertero et al., 2000; Huijser et al., 2000; Laby et al.,
2000, Rook et al.,, 2001; Cheng et al., 2002). Nao apenas abi4 e abaZ2, mas
também os mutantes da biossintese de ABA aba1 e aba3 sdo mutantes fortes gin
(Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000; Arroyo et al., 2003). Outros mutantes abi,
em particular abib, tém mostrado um fendtipo gin pouco pronunciado, mas

significante (Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000).
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resposta a estresses germinagao/ desenvolvimento inicial de plantulas

Figura 4. Modelo das interagbes genéticas entre a via de sinalizagdo de glicose e de horménios. A
sinalizagao de glicose dependente de HXK1, que controla o desenvolvimento de plantulas e induz
a biossintese e a sinalizacao de ABA. As sinalizagbes de glicose e etileno convergem em CTR1,
alelo a gin4 e sis1, e no fato de glicose promover a instabilidade da proteina fator de transcrigdo
EIN3 (ethylene insensitive3). Finalmente, a via de sinalizagdo de glicose mediada por Hxk1
interage positiva e negativamente com auxina e citocinina, respectivamente (adaptado de Rolland
et al., 2006).
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A identificacdo de mutantes relacionados ao ABA nessas diversas analises
estabeleceu um relacionamento entre a sinalizacdo por ABA e as respostas a
glicose, que tem sido um tépico de debate (Rook and Bevan, 2003). Varios
modelos para o relacionamento preciso entre ABA e glicose tém sido propostos
(Arenas-Huertero et al., 2000; Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000; Rook et al.,
2001; Gibson, 2004). Arenas-Huertero et al. (2000) propuseram um modelo no
qual as respostas a glicose sdo mediadas através da indugédo da biossintese de
ABA e subsequente sinalizacdo de ABA através de ABI/4. Rook et al. (2001)
favoreceram um modelo no qual ABA modula a sensibilidade de genes a sacarose,
baseado na observagao de que ABA sozinho é incapaz de induzir a expressao de
ApL3, mas aumenta fortemente a sua indugdo por sacarose. Foi sugerido que a
glicose induz o acumulo de ABA, que é essencial para a resposta a glicose
mediada por HXK. Aparentemente, glicose regula os niveis de ABA através de
ABA3 e ABA2 e envolve a sinalizagao de ABA por ABI4 (Arenas-Huertero et al.,
2000; Rolland et al., 2002b; Price et al., 2003). A participagao dos genes ABI na
via de sinalizagdo da glicose é restrita a ABI4 e ABI5, mas nao para os outros
genes de sinalizagdao por ABA, ABI1, ABI2 e ABI3, embora ABI3 também
apresente fendtipo gin (Arenas-Huertero et al., 2000; Brocard-Gifford et al., 2003;
Gibson, 2005). Apesar dessas observagdes, mutantes de resposta a agucares nao
relacionados com a biossintese de ABA ou com sua sinalizacdo também tém sido
identificados, como por exemplo, os mutantes isi1, isi2, ein2 (ethylen insensitive?2),
ghs1 (glucose hypersensitive1) e hys1 (hypersenescence1) (revisado por Gibson,

2005; Rook et al., 2006). A relagado genética precisa entre a sinalizagdo de glicose
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mediada por HXK1 e ABA continua sendo explorada (Arenas-Huertero et al., 2000;
Rook et al., 2001).

Outros mutantes de resposta a acgucar incluem diversos mutantes na
biossintese ou sinalizacdo do etileno, mas estes devem funcionar através dos
efeitos inibitérios do etileno na biossintese de ABA (Gibson et al., 2001; Rook &
Bevan, 2003). Os mutantes sis7 e gin4 mostraram ser alelos a CTR1 (constitutive
triple response1), um elemento da via de sinalizagéo de etileno (Zhou et al., 1998;
Gibson et al., 2001). Estas informagdes posicionam CTR1 como um elemento de
convergéncia entre as vias de sinalizagao de glicose e etileno (Figura 4). Outra
evidéncia para a ligagdo entre as vias de sinalizacdo de glicose e etileno é a
interacdo antagbnica entre glicose e etileno na regulagdo da estabilidade dos
niveis da proteina EIN3: glicose aumenta a degradagdo de EIN3, enquanto que
etileno estabiliza EIN3 (Yanagisawa et al., 2003). A ligacédo entre a via de
sinalizacdo de glicose e outros hormdnios, como auxina e citocinina, também é
reportada (Figura 4), mas como essas vias se relacionam ainda é um topico de
discussdo (para revisdo ver Gibson, 2004; Hartig and Beck, 2006; Rook et al.,
2006).

Adicionalmente, outros elementos como proteinas G e fatores de ligagao a
ABA (ABFs, uma subfamilia dos fatores de transcricdo da classe dos bZIPs)
parecem estar envolvidos na regulagdo independente de HXK1 de genes
mediados por ABA e glicose (Assmann, 2005; Finkelstein et al., 2005; Chen et al.,
2006). A proteina G ATRGS1 pode estar envolvida na regulagdo do
desenvolvimento das sementes em resposta a sinalizagdo por agucar na via

independente de Hxk1, pois 0 metabolismo de acucar e a fosforilagdo por HXK1
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nao sao requeridos para a sinalizagédo por AfRGS1 (Chen and Jones, 2004). A
despeito de todas essas informagdes, o papel do ABA nas vias de sinalizagao por
acgucar, de que maneira os acucares atuam na sinalizagao, a interacdo com ABA e
quando as vias de sinalizacdo por agucar independentes de ABA existem ainda

precisam ser elucidados de maneira precisa.

ABI4, um elemento da via de sinalizacao do ABA e da reposta a glicose

ABI4, um intermediario da sinalizacdo de ABA em sementes, corresponde
ao alelo gin6 e carrega um dominio APETALA2 (AP2) (Finkelstein et al., 1998).
ABIl4, que é regulado positivamente por glicose ao nivel transcricional, possui um
papel essencial na via de sinalizagdo por glicose e controla o desenvolvimento
vegetativo (Arenas-Huertero et al., 2000). Recentemente, foi observado que ABI/4
medeia o efeito da trealose exdégena no crescimento de Arabidopsis, a represséo
mediada por glicose na expressdo de genes da fotossintese, a transigcdo do
crescimento heterotréfico para o fotoautotrofico e a expressdo de uma série de
genes envolvidos na quebra do amido (Avonce et al., 2004; Ramon et al., 2006;
Koussevitzky et al., 2007), posicionando ABI4 como um ponto de convergéncia
entre diferentes vias de sinalizagéo, inclusive as vias de agucares e ABA.

O mutante abi4 original demonstrou sensibilidade diminuida na inibicdo da
germinagcdo por ABA e expressdo génica alterada semente-especifica. A
expressdo de ABI4 é alta em sementes, durante a germinagdo e no
desenvolvimento inicial das plantulas, enquanto que niveis baixos também estao

presentes em tecidos vegetativos, porém ainda desempenha um papel fisiologico.
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van Oosten et al. (1997) reportam uma inibicdo reduzida da fotossintese no
mutante sun6/abi4 quando tratado com 2-deoxiglicose.

Existem alguns debates sobre se a expressao de ABI4 é por si mesma
responsiva a glicose ou se sua expressao esta ligada ao atraso no
desenvolvimento da plantula (Arenas-Huertero et al., 2000; Rook et al., 2001;
Arroyo et al., 2003). A adicao de baixos niveis de ABA ao mutante deficiente em
ABA aba7-1 ndao apenas restaurou seu desenvolvimento em reposta a 6% de
glicose, mas também seus niveis de transcricdo de ABI4 (Arroyo et al., 2003).
Essas observagdes sugerem que a indugéo por glicose da expressao de AB/4 é
indireta e resulta nos efeitos sob o desenvolvimento dos altos niveis de glicose
sobre o estabelecimento das pléantulas (Rook et al., 2001).

Sitios de ligagédo de ABI4 estdo presentes imediatamente downstream a um
possivel TATA-box nos genes ABI4 de milho, Arabidopsis e arroz, sugerindo a
possibilidade de autoregulagéo. Sitios de ligacdo de ABI4 também foram preditos
nas regides regulatérias de varios genes responsivos a glicose em Arabidopsis
(Niu et al., 2002). Estes incluem os genes de plastocianina e ApL3, cujas
regulagdes alteradas por agucar sdo a base para o isolamento dos mutantes abi4
chamados sun6 e isi3, respectivamente (Huijser et al., 2000; Rook et al., 2001).
Isto sugere que a acao de ABI4 nestes genes é através da ligagao diretamente em
seus promotores, como sugerido por Koussevitzky et al. (2007), que observaram a

ligacdo de ABI4 aos promotores de genes ligados a fotossintese.
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ABI5, elemento da via de sinalizacao de ABA

ABI5 codifica um fator de transcricdo do tipo bZIP, necessario na expressao
de genes regulados por ABA nos tecidos vegetativos e na regulagao de genes LEA
(late embryogenesis abundant), envolvidos na maturagdo do embrido e na
germinacao (Finkelstein and Lynch, 2000; Lopez-Molina and Chua, 2002; Carles et
al., 2002; Lopes-Molina et al., 2002; Bensmihen et al., 2005). A regiao bZIP do
ABI5 apresenta uma grande similaridade com fatores de transcricdo capazes de
ativar genes reporteres contendo elementos de DNA responsivos a ABA (ABRES)
(Choi et al., 2000; Uno et al., 2000). Além disso, a expressao de ABI5 parece estar
regulada pela maioria dos outros genes ABI e, possivelmente, por ele mesmo
(Finkelstein and Lynch, 2000). Recentemente, Liu et al. (2007) descreveu que a
expressdo de ABI5 é reprimida no mutante gcr2 (G protein coupled receptor),
sugerindo que proteinas G podem desempenhar um papel importante na
regulacdo de ABI5. Além disso, o acumulo de proteina ABI5, bem como sua
fosforilagdo, estabilidade e atividade s&o altamente reguladas por ABA durante a
germinacao e durante o crescimento inicial das sementes (Lopez-Molina et al.,
2001). A proteina ABI5S ¢é essencial para executar a interrup¢do no
desenvolvimento dependente de ABA, que inicia-se apds a quebra de dorméncia
da semente, mas em antecipagédo ao crescimento autotrofico (Lopez-Molina et al.,
2001). O acumulo de ABIS é induzido por ABA somente dentro de um intervalo de
60 horas apo6s a estratificagdo, tempo no qual ABA e a atividade dependente
desse hormdnio sdo essenciais para a interrupgao do crescimento de embrides
em condi¢des desfavoraveis, como por exemplo, estresses hidricos (Lopez-Molina

et al., 2001). A eficiéncia da interrupcédo do crescimento dependente de ABA é
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diretamente dependente dos niveis de ABI5 (Lopez-Molina et al., 2001; Brocard et
al., 2002). Estudar as determinagdes da expressdo de ABI5 induzida por ABA e
como ABI5 é ativado por ABA sao essenciais para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos no crescimento primario € no mecanismo pelo qual a
osmotolerancia é desenvolvida nos embrides. Foi demonstrado que ABA tem dois
efeitos sobre a proteina de ABI5: (1) ABA ativa ABI5 como um repressor do
crescimento, incluindo uma ocupacido aumentada do promotor em seus
promotores alvo (Lopez-Molina et al., 2002), e (2) ABA também sinaliza a inibigao
da degradacgao da proteina de ABI5 via o proteossoma 26S (Lopez-Molina et al.,
2001; Lopes-Molina et al., 2003; Smalle et al., 2003). Recentemente foi constatado
que na auséncia de ABA, uma ligase do tipo E3 denominada KEEP ON GOING
(KEG), se liga a ABI5, promovendo sua ubiquitilacédo e consequente degradacéo

(Stone et al., 2006).
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OBJETIVOS

Objetivo geral:
Contribuir para a caracterizacao funcional dos bZIPs do Grupo C de Arabidopsis
thaliana homodlogos a Opaco-2 (0O2) do milho, a fim de compreender a

diversificagao das fungdes relacionadas a O2 em angiospermas.

Objetivos especificos:

- lIdentificar os sinais (horménios e agucares) que regulam a expressao dos
genes bZIPs do Grupo C;

- analisar a integracao do bZIPs do Grupo C na sinalizagao por agucares —
hexoses — e identificar novos aspectos da sinalizagdo por acgucares e da
homeostasia energética;

- analisar a participagao da regiao promotora de AtbZIP63 em sua regulagao por

hexoses (manose e glicose) e ABA.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condicoes de cultivo

A. thaliana ecotipo Columbia (Col-0) foi utilizada em todos os experimentos
de PCR-semiquantitativa. Nos experimentos com PCR em Tempo Real (RT-
gPCR), foram utilizadas plantas transgénicas de duas linhagens homozigdticas
para o transgene promotor AtbZIP63::gusA, os mutantes aba2-1 (Léon-Kloosterziel
et al., 1996), abi4-1 (Finkelstein, 1994), ctr1-1 (Kieber et al., 1993), ein3-1 (Kieber
et al., 1993; Roman et al., 1995), etr1-1 (Chang et al., 1993) e o ecdtipo selvagem
correspondente Columbia; o mutante gin2-1 (Jang et al., 1997) e o ecdtipo
selvagem correspondente Landsberg erecta (Ler); e o mutante abi5-1 (Laby et al.,
2000) e o ecotipo selvagem correspondente Wassilewskija (Ws). Todas linhagens
mutantes foram obtidas pelo “The Arabidopsis Information Resource (TAIR)”.

Para multiplicacdo dos gendtipos utilizados neste trabalho, a germinagao e
o desenvolvimento inicial foram realizados in vitro em meio de cultura MS/2 sélido
(Murashige and Skoog, 1962), correspondente a 2,1g/l de sais MS (MS salt
mixture, Invitrogen), acrescido de 4,4ml/l de tamp&o MES 3mM pH 5,7 (Invitrogen)
e ajustado a 0,3% de glicose (Labsynth) e 0,55% de agar (Agar Type E, Sigma).
Em seguida, plantas com 3 semanas foram transplantadas para vasos contendo
terra (substrato para cultivo de hortalicas Plantmax HT) e vermiculita (vermiculita
expandida Plantmax) na propor¢ao de 2:1, respectivamente. As plantas foram
cultivadas sob fotoporiodo de 16 horas de luz (lampadas fluorescente luz do dia e
grolux, Silvania) e temperatura de 22°C. Plantas do mutante aba2-1 foram

cultivadas em camara umida, nas mesmas condi¢des acima descritas. Para cultivo
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in vitro, tanto em meio sdélido quanto em meio liquido, as sementes foram
esterilizadas em etanol 70% por 5 minutos, hipoclorito de sédio 40% por 20
minutos e quatro lavagens com agua MilliQ estéril. A quebra de dorméncia das
sementes ocorreu durante 72 horas, no escuro, a 4°C. Para os experimentos de
expressao génica, 0,023g de sementes (aproximadamente 150 sementes) foram
semeadas em meio MS/2 liquido: correspondente a 2,1g/l de sais MS (MS salt
mixture, Invitrogen), acrescido de 4,4ml/l de tampao MES 3mM pH 5,7 (Invitrogen)
e ajustado a 0,3% de glicose (Labsynth). Em alguns experimentos envolvendo o
mutante gin2-1, as sementes foram semeadas em meio MS/10, onde foi usado
0,42g de sais MS, mantendo-se as mesmas quantidades de tampédo MES e de
glicose. As plantulas foram cultivadas durante 5 dias em luz continua de baixa
intensidade (ldampadas fluorescente luz do dia e grolux, Silvania) e temperatura de
22°C, sobre agitacao orbital suave. Passados 5 dias de cultivo, as plantas foram
transplantadas para meio MS/2 liquido livre de agucar, onde permaneceram
durante 24 horas, nas mesmas condicdes de luminosidade, temperatura e
agitacado acima descritas. Apds esse periodo, foram efetuados tratamentos de 4 e
24 horas com: 1) glicose, a partir de solugao estoque 20% esterilizada por filtragdo
(0,22um; Millex); 2) ABA (zcis,trans-ABSCISIC ACID, Sigma, solugdo estoque
100mM, dissolvida em etanol absoluto); 3) auxina (2,4D, Sigma, solugao estoque
50mM, dissolvida em agua MilliQ autoclavada); 4) etileno (na forma do precursor
1-aminocyclopropano-1-carboxylic acid ou ACPC, Sigma, solugao estoque 10mM,
dissolvida em uma solugdo NaOH 0,3M, Sigma, preparada com agua MilliQ

autoclavada); 5) acido jasménico (metil-jasmonato, ou MedJda, Sigma, solugao
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estoque 4,5M, dissolvido em etanol); 6) citocinina (cinetina, Sigma, solugéo
estoque 50mM, dissolvida em agua MilliQ autoclavada); e 7) giberelina (GAs,
Sigma, solugao estoque 10mM, dissolvida em metanol).

Para as analises de RT-gPCR, foram efetuados tratamentos de 4 horas com
2% de glicose e de analogos estruturais de glicose: manitol (D-mannitol, Sigma),
3-O-metilglicose (Methyl-a-D-glucopyranoside, Sigma) e manose (D(+)-Mannose,
Merck) a partir de solugao estoque 20% esterilizada por filtragao (0,22um; Millex) e
ABA (zcis,trans-ABSCISIC ACID, Sigma, solugédo estoque 100mM, dissolvida em

etanol absoluto).

Isolamento e analise do RNA total por RT-PCR semiquantitativa

A extracdo de RNA total das plantulas utilizadas nos experimentos de
expressao génica foi realizada de acordo com a técnica descrita por Logemann et
al. (1987) com modificagbes. As plantulas foram coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido. O tecido foi macerado em cadinho com
nitrogénio liquido e entdo homogeneizado em 0,8ml de tampao de extragcéo
(Guanidina HCI 8M; Ultra Pure Guanidine Hydrochloride, Invitrogen), Tris HCI pH
8,0 50mM (Invitrogen), EDTA 20mM pH 8,0 (Ultra Pure EDTA, Invitrogen) e B-
Mercaptoetanol 50mM (Vertec). Em seguida foram efetuadas trés extragdes: duas
com fenol:cloroférmio:isoamil (25:24:1, USB, Merck e Merck, respectivamente) e
uma com cloroférmio:isoamil (24:1). O RNA foi precipitado por 4 horas com 0,2
volume de acetato de soédio 3M pH 5,2 (Sigma) e 1 volume de etanol absoluto
(Merck) gelado. Apds a lavagem com etanol 70%, o precipitado foi lavado com

etanol absoluto, seco a temperatura ambiente e dissolvido em 35ul de agua
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tratada com DEPC (Dietilpirofosfato, USB). A integridade do RNA foi verificada
através de eletroforese em gel 1% de agarose (Invitrogen) contendo formaldeido
37% (Merck) como agente denaturante (Sambrook et al, 1989) e sua
concentragcdo foi medida no GeneQuant Spectrophotometer (Amershan
Pharmacia)

O cDNA foi sintetizado em reag¢des de 50ul, a partir de 6ug do RNA total
utiizando-se 2ul da enzima transcriptase reversa (ImProm Il Reverse
Transcriptase, Dialab), oligonucleotideo oligodT18 concentragdo final 600uM
(Invitrogen), tampé&o 1x Reaction Buffer (Dialab), MgCl, concentragao final 25mM
(Dialab), dNTP concentracgéo final 200uM (Eppendorf) e 50U de RNAguard RNAse
Inhibitor (Amersham Biosciences).

Os cDNAs dos genes de interesse foram amplificados com
oligonucleotideos especificos (Integrated DNA Technologies, IDT), sendo que os
primers foram desenhados de forma que a regido de anelamento de um dos dois
primers abrangesse dois éxons adjacentes, evitando a amplificacdo de DNA
gendmico. Quando esta condi¢gao nao foi alcangada, pelo fato do gene néo conter
introns, antes da sintese do cDNA 6,4ug do RNA total foi tratado com
desoxirribonuclease (DNase |, Invitogen) + tampao 1X (200mM Tris-HCI pH 8,4,
20mM MgCl,, 500mM KCI) durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguidos
de 10 minutos a 65°C com solugédo stop de 25mM EDTA (Invitrogen). As
sequéncias dos genes para a constru¢ao de primers foram obtidas nos bancos de
dados do MATDB (http://mips.gsf.de/proj/thal/db/) e do  GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide). Foram utilizados os
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primers 5’-cctcttactcaaggttctttgatg-3’ e 5’-cgttctgaggticggtattc-3° para AtbZIP10
(At49g02640, AF310222); 5’-caagccctctagacccttg-3’ e 5’-gatgtctgagacgcagctaac-3’
para AtbZIP9 (At5g24800, AF310223); 5’-cgcgttaaaaggatgctctctaatag-3° e 5'-
tctgcagatgtticcaagctctc-3° para AtbZIP63 (At5g28770, AF310224) e 5'-
gctcaaggctccattgtggcac-3’ e 5’-ggattctgcatgccttcacg-3’ para AtbZIP25 (At3g54620,
AY054645). Os genes adenosina fosforibosil transferase Apt1 (At1g27450,
AF325045) (5-tcccagaatcgctaagattge-3° e 5'-cctttcccttaagetctg-3’) e Actin2
(At3g18780, AF428330) (5’-cgtacaaccggtattgtgctgg-3’ e 5-
aacgattcctggacctgcectcatc-3’) foram utilizados como controles internos para
padronizacdo da quantidade de cDNA usada na reagdo de PCR. Os genes beta-
amylase  (At4g17090, AJ250341) (5-gctacgacaagtatatgaaatcg-3° e 5'-
ccacattctcagcgatcttgec), e xyloglucan endotransglycosylase-relatated protein -
XTR-7 (At4g14130, U43489) (5’-cgtcactgcttactacttgtcttcac e 5'-
ccataagcattgagctcggttgec-3'), foram utilizados como controles de indugdo ou
repressao por agucares (Price et al., 2004), respectivamente; low-temperature-
induced protein 78 — RD29A (At5g52310, L22567) (5’-ccaaagaagaaactggaggag-3’
e 5’-cacatcatcacttctcgccg-3’) e bZIP transcription factor AtbZIP39, ABA insensitive
5 - ABI5 (At2g36270, AF334206) (5-cttgaggatticttggtgaag-3° e 5'-
cactgtatatgcttgttttc-3’), foram utilizados como controles de indugéo por ABA (Arroyo
et al., 2003); salt-tolerance zinc finger protein like — ERF1 (At1g27730, AF250336)
(5’-cagtccccattctceggcettc-3’ e 5’-caccaagtcccactatttic-3’) e antifungal protein-like —
PDF1.2 (At5g44420, AY063779) (5’-cccttatcttcgcetgctcettgtic-3° e 5'-
acgtaacagatacacttgtgtgc-3’), foram utilizados como controles de indugdo por

etileno (Lorenzo et al., 2003; Anderson et al., 2004), sendo PDF1.2 também
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utiizado como controle de indugdo por acido jasmoénico; putative response
regulator — ARR15 (At1g74890, AF305720) (5-cgtatagaacaatgtatgatag-3’ e 5’-
cccctagactctaatttgatc-3’), foi utilizado como controle de indugdo por citocinina
(Franco-Zorrilla et al., 2005); early auxin-induced protein — IAA19 (At3g15540,
U49075) (5’-gagataacggagctgagatt-3’ e S’-tttcaaggccacaccgatg-3’), foi utilizado
como controle de indugao por auxina (Tatematsu et al., 2004); e gibberellin 2-
oxidase — AtGA2ox (At1g30040, BT002987) (5-cacagccagtcactttagat e 5'-
caccgactcacggaaaatttt-3’), gibberellin 20-oxidase — AtGA20ox (At5g51810) (5'-
ggcgatactatgcacaacaa-3’ e 5’-atacaccttcccaaactgct-3’), foram utilizados como
controles de indugao ou repressao por acido giberélico, respectivamente (Thomas
et al.,, 1999). As amplificagdes foram efetuadas em reacdes de 50ul de volume,
contendo Sul de cDNA, tampé&o 1X (Tris HCI 10mM ph9,0, KCI 50mM, Invitrogen),
de MgCl, concentracéo final 1,5mM (Invitrogen), dNTP concentracao final 200uM
(Eppendorf), primers direto e reverso com concentragao final de 400nM e 1U de
Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As reac¢des foram realizadas com um passo
inicial de 3 minutos a 94°C; ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C
(AptT1), 58°C (Bzo2h2) ou 60°C (demais genes) e 1 minuto e 30 segundos a 72°C;
seguidos de uma extenséo final de 5 minutos a 72°C. A quantificagdo do nivel de
indugdo ou repressdao requereu condicbes de amplificagdo nao saturantes,
verificada por cinética de ciclos de amplificacdo para cada gene utilizado neste
trabalho, e foi realizada por andlise comparativa das amostras que apresentaram

menor intensidade de amplificagdo e varias diluicdes (%, %, '/s e '/16) das demais
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amostras que apresentaram padrao de expressdo mais forte, através da

visualizagdo em gel 1,5% de agarose.

PCR quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)

Os primers para RT-gPCR foram desenhados seguindo os seguintes
critérios: (1) Tu: 60°C, (2) tamanho do amplicon beirando 150pb, (3) primers de
aproximadamente 20 nucleotideos, (4) conteudo de guanina-citosina entre 35% e
55%, (5) abranger a juncé&o éxon-éxon para nao haver a amplificacdo de DNA
genbmico contaminante, exceto para o gene repodrter gusA, cujo RNA foi tratado
com DNAse1, como descrito anteriormente e (6) apresentar eficiéncia de reagao
aproximadamente entre 90 e 110%. A especificidade dos primers foi checada pela
a analise da performance da curva de dissociacao apés 40 ciclos na maquina de
RT-gPCR e também através de analise de amplicons provenientes de RT-PCR
semiquantitativa em gel 2% de agarose. Foram utilizados os primers RT-Bzo2h1-F
5’-cctcgaaacacaggttaatg-3’ e RT-Bzo2h1-R 5’-gccattttcaccttagctct-3' para o gene
AtbZIP10 (eficiéncia 112,21%); RT-Bzo2h2-F 5’-gagagtcaaggtgaaactag-3' e RT-
Bzo2h2-F 5’-cgaggtatttcccgtgtagt-3’ para o gene AtbZIP9 (eficiéncia 107,65%); RT-
Bzo2h3-F 5’-cgcgttaataggatgctctc-3’ e RT-Bzo2h3-R 5’-gtttgagttacatcagtgaga-3’
para o gene AtbZIP63 (eficiéncia 104,28%); RT-Bzo2h4-F 5’-gctcaaggctccattgtgg-
3’ e RT-Bzo2h4-R 5’-ccatcaagatcatcgtcatc-3’ para o gene AtbZIP25 (eficiéncia
92,34%), e os primers RT-Actin2-F 5’-cgtacaaccggtattgtgctgg-3’ e RT-Actin2-R 5’-
ctctctctgtaaggatcticatg-3' para o gene controle endoégeno Actin2 (eficiéncia
90,42%), recomendado por Czechowski et al. (2005). A expressdao de Gbf1

(At4g36730, X63894), um gene do tipo bZIP que apresenta repressao por glicose
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(Li et al., 2006), também foi medida no mutante gin2-1 em resposta a glicose e a
manose, utilizando os primers RT-GBF1-F 5’-accagtgaaggatgaacgag-3’ e RT-
GBF1-R 5’-gcaactcctggattgag-3’ (eficiéncia 100,66%). Para verificagdo da
participagdo do promotor dos quatro genes homaologos na regulagao pelos sinais
testados, foram utilizadas plantas transgénicas contendo o gene quimérico com a
regido promotora em fusdo com o gene reporter gusA. Para tanto, foram utilizados
para a quantificacdo da transcricaio de gusA os primers Gus qRT-F 5'-
gcaattgctgtgccaggca-3° e Gus qRT-R 5’-gcatcgaaacgcagcacgat-3’ (eficiéncia
109,40%).

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas em placas de 96 pocos no
sistema de deteccao de sequéncias ABI PRISM 7500 HT, utilizando SYBR Green
como detector. As reacdes continham 12,5ul de Master Mix SYBR Green
(Invitrogen), 0,25ul de ROX (referéncia passiva, Invitrogen), primers direto e
reverso em concentracdo final de 200nM e 2ul de cDNA, totalizando 25pul de
reacdo. As condicdes utilizadas nas reacées foram um passo inicial de 50°C por 2
minutos e 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. Curvas de dissociacao foram feitas apds cada reacio através
do aquecimento de 60° para 95°C, subindo 1°C por minuto. Este procedimento
serviu para comprovar a auséncia de contaminacdo ou da formagao de primers-
dimers nas reagoes. A linha de base foi coletada entre os ciclos 3 e 15 e todas as
amplificagdes foram analisadas utilizando o threshold R, em 0,2 para a obtengéo
dos valores de Cr. O nivel de expressao de cada gene foi quantificado em relagéo
ao controle ndo tratado, utilizando como padronizagdo o gene controle endégeno

Actin2, e demonstrado da seguinte maneira: 2*“!, onde ACt = Crigene aivo) -
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Cractinz) € AACT = ACrratamentos) — ACT(tipo selvagem ndo tratado)- A €Xpresséo génica
relativa (EGR) de cada gene dentro dos mutantes avaliados neste trabalho foi
dada pela relagdo da expressao no gendtipo tratado pela expressdo no genaotipo

. ~ : — n-AACt -AACt
GQUIV8|ente nao tratadO, ou Se_la, EGR - 2 geno’tipo tratadolz genétipo nao tratado-

Analise estatistica

Os dados coletados na RT-qPCR foram tabulados no programa Excel
Version XP (Microsoft Inc.). Foi necessaria a transformagdo dos dados em Log»
para adequa-los em uma distribuicdo amostral normalizada e assim efetuar a
analise estatistica. Os dados transformados foram submetidos ao Teste T para a
identificacdo de diferengas significativas entre os tratamentos, fixando um limite P
< 0.0075. Além disso, para simplificar o conjunto de dados gerados pela analise
estatistica, foi definido um limite de 2 vezes tanto para a indugcdo como para a
repressao dos genes em estudo para considerar uma regulagéo significativa por

determinado sinal testado.

Fusao traducional da seqliéncia promotora de AtbZIP63 e da regiao 5’-UTR
ao gene marcador gusA

A sequUéncia promotora de AtbZIP63 foi definida em trabalhos prévios de
nosso laboratério (Gauer, 2004) a partir da identificacdo da sequéncia nucleotidica

presente nos bancos de dados (http://mips.gsf.de/proj/thal/db/). A regido promotora

de AtbZIP63 (2,87Kb), incluindo a regido 5’ UTR e 12 aminoacidos N-terminais, foi

obtida por amplificacdo do DNA genbmico, utilizando primers adequados (5’-
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ggtgattgcccaatcgacagctttaatcg-3’ e 5’-gtgatggttaccggagatttcttcg-3’), que adicionam
os sitios Pstl (extremidade 5°) e BamHI (extremidade 3°) para clonagem em fase
com o gene gusA no vetor binario de transformagao de planta pBI 121, do qual o
promotor 35S foi removido. Os vetores carregando os genes quiméricos foram
introduzidos em  Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMO90 para a
transformacao de A. thaliana. O cultivo, conservacdo e transformagao de A.
tumefaciens e a metodologia de transformacédo de A. thaliana in planta foram
descritos por Gauer (2004). As sementes foram coletadas e semeadas em meio
MS/2, suplementado com 0,5% de sacarose, contendo canamicina como
marcador de selecao (100ug/ml). A identificagdo das plantas com um locus ativo
do gene quimérico foi feita pela analise do padrao de segregacao de resisténcia a
canamicina na geragao F;, proveniente da autofecundagdo das plantas Fy
resistentes a canamicina, e por PCR do DNA genbmico de plantas F, para

comprovagao e consequente estabelecimento de linhagens homozigotas.

Extracao e analise do DNA genémico
A extragdo do DNA gendbmico das plantas transformadas com os

transgenes da regido promotora de AtbZIP63 em fusdo com o gene reporter gusA
foi realizada segundo protocolo descrito por Doyle and Doyle (1987) com
modificagdes. Plantulas de cada linhagem foram coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido. O tecido foi macerado em cadinho com
nitrogénio liquido e entdo homogeneizado em 0,8ml de tampéo de extragao (Tris-
HCI 0,1M pH 8,0; 2% de CTAB, Sigma; EDTA 0,02M; NaCl 1,4M, Merck, e 0,2%

de B-mercaptoetanol) pré aquecido a 65°C. O material foi incubado por 1 hora e
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apos esse periodo duas extracbes com 1 volume de fenol:cloroformio (24:1 v/v)
foram realizadas. O DNA foi precipitado por 4 horas com 1 volume de isopropanol
(Merck) gelado. Apds a lavagem com etanol 70%, o precipitado foi lavado com
etanol absoluto, seco a temperatura ambiente e dissolvido em 60ul de TE+RNAse
A (Tris-HCI 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH8,0, Ultra Pure EDTA; 100ug/ml de
RNAse A, Sigma) e incubado por 30 minutos a 37°C. O DNA gendmico foi
quantificado em gel 1% de agarose. Foram utilizados primer direto especifico
anelando-se no promotor de AtbZIP63 (5'- gtccaagaaaatgtggtccg -3’) e o primer
reverso especifico anelando-se no gene repérter gusA (GUS reverso: 5'-
cggtgatatcgtccaccca-3’). As amplificagdes foram efetuadas em reagdes de S0pul de
volume, contendo 1ul de DNA, tampao 1X (Tris HCl 10mM ph9,0, KCI 50mM,
Invitrogen), MgCl, concentragao final 1,5mM (Invitrogen), dNTP concentragao final
200uM (Eppendorf), primers direto e reverso concentracao final 400nM e 1U de
Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As reacdes foram realizadas com um passo
inicial de 3 minutos a 94°C; ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C e

1 minuto e 30 segundos a 72°C; seguidos de uma extenséo final de 5 minutos a

72°C. Os fragmentos gerados foram observados em gel 1,5% de agarose.

47



RESULTADOS E DISCUSSAO

Em A. thaliana foram identificados quatro genes ortélogos ao regulador
Opaco-2 do milho, conhecidos como bZIP O2 homologous (Bzo2h) ou bZIPs do
Grupo C (Vincentz et al., 2003). O2 codifica um fator de transcricao do tipo bZIP,
cuja funcao esta relacionada ao metabolismo coordenado de carbono e nitrogénio
e a sintese de prolaminas de reserva durante o desenvolvimento da semente. Este
grupo foi identificado através de analises filogenéticas entre bZIPs de Arabidopsis
e de arroz, as quais permitiram a formagao por trés possiveis grupos de ortdlogos
de mono e eudicotiledéneas (PoGO C1, PoGo C2 e PoGO C3). Possivelmente
estes trés PoGOS representem trés fungdes ancestrais de angiospermas,
representados por AtbZIP63, o provavel ortdlogo de O2 (PoGO C1), o par de
paralogos AtbZIP10 e AtbZIP25 (PoGO C2), e AtbZIP9 (PoGO C3) (Correa, 2004).
Sabe-se que AtbZIP63 pode estar envolvido com o balango energético da planta,
AtbZIP10 esta associado com e resposta hipersensitiva e a defesa basal da
planta, AtbZIP10 e AtbZIP25 participam na regulagcdo da expressao de genes na
semente e que AtbZIP9 provavelmente desempenhe um papel no processo de
desenvolvimento do floema (Lara et al., 2003; Kaminaka et al., 2006; Weltmeier et
al., 2006; Baena-Gonzalez el al., 2007; Silveira et al., 2007). A caracterizagao
funcional dos bZIPs do Grupo C tera um grande valor ndo apenas para agregar
informacbes a esta classe de fatores de transcricdo, mas também para o
esclarecimento da conservagao e evolucido das fungdes relacionadas a 02
(balango carbono/nitrogénio) em angiospermas. Para auxiliar a caracterizagéo

funcional dos bZIPs do Grupo C, neste trabalho foi iniciada a analise sistémica e
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detalhada de suas regulagcbes em resposta a diversos sinais endogenos

(hormonios) e a agucares.

A expressao dos genes do Grupo C é regulada por acucares e ABA

Neste trabalho foi constatado que a expressdo dos quatro genes néo é
afetada pelo tratamento de plantulas com 6 dias com ACPC, precursor do etileno
(Figura 5D). Também nao foram detectadas diferengcas nas regulagdes dos
membros do Grupo C em repostas aos tratamentos com giberelina, acido
jasmoénico e auxina (Figura 5E, F e G, respectivamente). Entretanto mostrou-se
que a expressao dos bZIPs do Grupo C é fracamente induzida por citocinina
(Figura 5C).

Considerando que os bZIPs do Grupo C sdo homodlogos ao Opaco-2 de
milho (Vincentz et al., 2003), cuja fungdo esta relacionada ao metabolismo
coordenado do carbono e do nitrogénio, foi analisada a possivel regulacédo dos
quatro genes homdlogos por agucares (sacarose e glicose). A expressao de
AtbZIP9 e AtbZIP63 foi reprimida tanto por glicose (Figura 5A), quanto por
sacarose (dados ndo apresentados), enquanto que a expressao de AtbZIP10 foi
induzida por glicose e AtbZIP25 nao apresentou regulacéo por glicose (Figura 5A).
Adicionalmente a esses resultados, a cinética de sensibilidade da repressao de
AtbZIP9 e AtbZIP63 em resposta a glicose foi caracterizada (Figura 6). Ambos
genes apresentaram resposta ja na primeira dose de glicose utilizada (0,05%),
tendo AtbZIP9 uma represséao da transcricdo em torno de 50% quando analisadas
plantas tratadas com 0,05% e mantendo um platd de repressao nas doses 0,5%

em diante (Figura 6A). AtbZIP63 apresentou repressao de cerca de 67% na dose
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de 0,05%, porém a repressao foi mais acentuada conforme o aumento das doses

de glicose utilizadas (Figura 6B).
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Figura 5. Regulagdo da expressao dos genes bZIPs do Grupo C de A. thaliana. Para todos os
experimentos, 0 RNA foi extraido de plantulas ecétipo Columbia-0 (Col-0) cultivadas durante 6 dias
apos a estratificacdo, em meio liquido MS/2, sob luz continua e agitagéo leve. As plantulas foram
tratadas durante 4 (4h) e 24 (24h) horas com os diversos sinas testados neste trabalho. “-” significa
auséncia de tratamento e “+” presenca de tratamento. Para todos os experimentos, a integridade
do RNA foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de agarose com 0,5ug de
RNA total por amostra. A RT-PCR semiquantitativa em condi¢cdes ndo saturantes foi realizada para
a avaliagdo da regulagédo de AtbZIP9 (25 ciclos), AtbZIP10 (24 ciclos), AtbZIP25 (21 ciclos) e
AtbZIP63 (20 ciclos), pelos diversos sinais. Actin2 (15 ciclos) e Apt1 (20 ciclos) foram utilizados
como controles internos de padronizagdo da quantidade de cDNA. Genes cujas regulagdes pelos
sinais utilizados ja é estabelecida foram utilizados como controle de eficacia de tratamento. A.
Regulagéo dos bZIPs do Grupo C por 2% de glicose. AtbZIP10 é ligeiramente induzido, enquanto
que AtbZIP25 nao é regulado, e AtbZIP9 e AtbZIP63 sao reprimidos por glicose. Foram utilizados

50



como controles positivos os genes Xitr-7 e B-amylase, reprimido e induzido por glicose,
respectivamente. B. Regulagdo dos bZIPs do Grupo C por 100uM de ABA. AtbZIP9 e AtbZIP25
sao induzidos, enquanto que AtbZIP10 néo é regulado, e AtbZIP63 é reprimido por ABA. Foram
utilizados como controles positivos os genes Rd29a e Abi5, ambos induzidos por ABA. C.
Regulagdo dos bZIPs do Grupo C por 50uM de citocinina. Todos os membros do Grupo C
apresentam indugdo por citocinina. Foi utilizado como controle positivo o gene Arr15, que é
induzido por citocinina. D. Regulagdo dos bZIPs do Grupo C por 50uM de ACPC, precursor do
etileno. Os membros do Grupo C ndo apresentam regulagdo por etileno. Foram utilizados como
controles positivos os genes Erf1 e PDF1.2, que sao induzidos por etileno. E. Regulagéo dos bZIPs
do Grupo C por 50uM de acido giberélico (GA3). Os membros do Grupo C ndo apresentam
regulagao por giberelina. Foi utilizado como controle positivo o gene AtGA20x, que € induzido por
giberelina. F. Regulagéo dos bZIPs do Grupo C por 50uM de acido jasménico (Meda). Os membros
do Grupo C ndo apresentam regulagdo por acido jasménico. Foi utilizado como controle positivo o
gene Pdf1.2, que é induzido por acido jasménico. G. Regulagdo dos bZIPs do Grupo C por 50uM
de auxina (2,4D). Os membros do Grupo C nao apresentam regulagdo por auxina. Foi utilizado
como controle positivo o gene laa19, que é induzido por auxina.

Estes dados caracterizam AtbZIP9 e AtbZIP63 como altamente sensiveis a
glicose e podem dar evidéncias de que ambos sédo reguladores importantes das
vias de regulacdo de resposta a este acucar. O fato de AtbZIP9, AtbZIP10 e
AtbZIP63 apresentar resposta rapida a glicose (4 horas, Figura 5), e de AtbZIP9 e
AtbZIP63 serem sensiveis a presenca deste acucar no meio, estdo dando indicios

de que possivelmente estes genes séo elementos primarios da cascata regulatéria

por glicose.
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Figura 6. Sensibilidade da resposta de AtbZIP9 e AtbZIP63 a glicose. Para todos os experimentos,
o0 RNA foi extraido de plantulas ecétipo Columbia-O (Col-0) cultivadas durante 5 dias apds a
estratificacdo, em meio solido MS/2, sob luz continua. Apos este periodo, as plantulas foram
transplantadas para meios soélidos contendo 0, 0,05, 0,5, 1, 2 ou 6% de glicose e incubadas por 24
horas. RT-PCR semiquantitativa em condi¢des nao saturantes foi realizada para a avaliagdo da
regulacao de AtbZIP9 (25 ciclos) e AtbZIP63 (20 ciclos) em fungéo das doses utilizadas. Actin2 (15
ciclos) foi utilizado como controle interno de padronizagédo da quantidade de cDNA. A quantificagdo
foi efetuada através da avaliagdo da intensidade do produto de PCR obtido no controle 0% glicose
nas diluicbes %, V4, s e e, em relacdo as intensidades dos produtos de PCR dos tratamentos
com diferentes doses de glicose. A. Sensibilidade da regulagéo de AtbZIP9 em fungédo de doses
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crescentes de glicose. B. Sensibilidade da regulagédo de AtbZIP63 em fungédo de doses crescentes
de glicose.

A quantificagdo da regulagédo dos bZIPs do Grupo C por glicose, utilizando
RT-gPCR, confirmou uma redugdo de 2,8 e de 8,6 vezes dos transcritos de
AtbZIP9 e AtbZIP63, respectivamente, nas primeiras quatro horas de tratamento
com glicose, enquanto que a indugdo de AtbZIP10 observada por RT-PCR
semiquantitativa mostrou ser nao significativa quando quantificada por RT-qPCR
(Figura 7). Interessantemente, quando avaliada a regulagdo dos quatro genes do
Grupo C no ecotipos Ler e Ws por RT-gPCR, observou-se que a expressao de
AtbZIP25 foi induzida 2,3 vezes apenas no ecotipo Ws (Figura 7). Provavelmente
esta indugdo de AtbZIP25 por glicose apenas em Ws deve ser atribuida a
diferencas de background genético entre os ecétipos Col-0, Ler e Ws. Assim, os
dados demonstram que os genes bZIP do grupo C sdo possiveis elementos da
sinalizagdo por glicose e estdo de acordo com dados de analise do transcriptoma
em resposta a glicose (Price et al., 2004; Li et al., 2006). Em Arabidopsis, um total
de 1768 genes sdo regulados por glicose (Li et al., 2006), o que equivale a
aproximadamente 6,3% de seu genoma. Dentre esses 1768 genes, 39 codificam
para fatores de transcricdo e 8 codificam para fatores do tipo bZIP, sendo 5
reprimidos (AtbZIP1, AtbZIP3, AtbZIP9, AtbZIP41 e AtbZIP63) e 3 induzidos por
este agucar (AtbZIP8, AtbZIP11 e AtbZIP39) (Price et al., 2004; Li et al., 2006).
Desta maneira AtbZIP9 e AtBZIP63 representam dois dos oito bZIPs
anteriormente descritos, enquanto que neste trabalho é descrito mais um fator de

transcrigédo do tipo bZIP regulado por glicose: AtbZIP25.
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Figura 7. Efeito de ABA e glicose sobre a expressao dos genes dos reguladores bZIPs do Grupo C
de A. thaliana. Foram utilizadas plantulas dos ecétipos Columbia (Col-0) e Wassilewskija (Ws), com
6 dias apds a estratificagado, cultivadas em meio liquido MS/2, sob luz continua e agitagao leve. As
plantulas foram tratadas com 2% de glicose (Glc) ou 100uM de ABA durante 4 horas. O RNA total
foi extraido e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas analises de RT-qPCR. A.
Abundéancia relativa dos transcritos do Grupo C em resposta a ABA e glicose. Os niveis de
transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como controle enddégeno e a expressao
relativa foi normalizada utilizando os niveis de expressao das plantulas sem tratamento. Os dados
no grafico correspondem a média +/- o desvio padrao de 5 e 11 experimentos independentes para
AtbZIP9, utilizando o ecotipo Columbia-0 em reposta a ABA e glicose, respectivamente; 5 e 4
experimentos independentes para AtbZIP10 em reposta a ABA e glicose, respectivamente; 5 e 7
experimentos independentes para AtbZIP25 em reposta a ABA e glicose, respectivamente; e 8 e
11 experimentos independentes para AtbZIP63 em reposta a ABA e glicose, respectivamente. Para
0 ecotipo Wassilewskija, os dados refletem a média +/- desvio padrdo de 3 experimentos
independentes. Os numeros em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de
transcritos aumentou ou diminuiu em relagéo ao controle correspondente n&o tratado. Um limite de
indugéo ou repressao = 2 foi fixado para considerar uma regulagao relevante pelos sinais testados,
além da observacdo de diferengas significativas pelo Teste t de Student (P < 0,0075), indicados
com “a@” no grafico. B. Para todos os experimentos, o RNA total foi extraido e sua integridade foi
verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de agarose com 0,5ug de RNA total por
amostra. “C” significa auséncia de tratamento. Genes cujas regulagbes por ABA e glicose eram
previamente conhecidas foram utilizados como controle de eficacia de tratamento, indugdo de
Rd29a e repressao de Xtr-7, respectivamente, detectadas por PCR semiquantitativa.

RdZ8a ou Xtr-7

Diversos trabalhos apontam para a existéncia de interagdes genéticas das
vias de sinalizagcdo de acgucares e do ABA (Cheng et al., 2002; Rolland et al.,
2002b; Ledn and Sheen, 2003; Gibson, 2004) e de agucares e de etileno (Zhou et
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al., 1998; Rolland et al., 2002b; Ledén and Sheen, 2003; Yanagisawa et al., 2003;
Gibson, 2004). O acido abscisico (Rock, 2000; Shinozaki and Yamaguchi-
Shinozaki, 2000; Xiong and Zhu, 2001; Finkelstein et al., 2002; Brocard-Gifford et
al., 2004) e o etileno (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Xiong and Zhu,
2001; de Paepe et al., 2004) estdo envolvidos na regulagédo de diversos processos
vitais para as plantas, incluindo aspectos do desenvolvimento e respostas a
estresses bidticos e abidticos. Considerando a interagdo entre glicose e etileno
procurou-se verificar a regulacédo dos bZIPs do grupo C por etileno através da
andlise comparativa da expressdao destes genes em varios mutantes de
sinalizacao do etileno. Esta analise também foi baseada na inducéo de AtbZIP63
no contexto mutante cfr1 (ativagdo constitutiva da sinalizacdo por etileno)
(GENEVESTIGATOR, Zimmermann et al., 2004,

https://www.genevestigator.ethz.ch/). Embora tenha sido demonstrado

anteriormente que etileno ndo apresenta efeitos sobre a expressdo dos genes
bZIP do grupo C (Figura 5), procurou-se analisar a expressao destes genes nos
mutantes de sinalizagdo do etileno (Benavente and Alonso, 2006) para certificar-
se da auséncia de regulagdo por este fitormbénio, porém nao detectaram
diferencas nos padrbes de expressdo dos genes bZIPs do Grupo C quando
comparados os mutantes ein3-1, etr1-1 e ctr1-1 com a linhagem selvagem Col-0
(Figura 8). Portanto, nas condigbes experimentais deste estudo a sinalizagéo por

etileno n&o regula a expresséo dos bZIPs do Grupo C.
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Figura 8. Padrao de expresséo dos bZIPs do Grupo C de A. thaliana nos mutantes ctr1-1, ein3-1 e
etr1-1. Foram utilizadas plantulas dos ecotipos Columbia (Col-0), com 6 dias apoés a estratificagéo,
cultivadas em meio liquido MS/2, sob luz continua e agitagcdo leve. O RNA total foi extraido e
analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas analises de RT-gPCR. A abundancia relativa dos
transcritos do Grupo C nos mutantes foi normalizada utilizando o gene Actin2 como controle
enddgeno e a expressao relativa foi normalizada utilizando os niveis de express&o da linhagem
selvagem. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio padrdo de 2 experimentos
independentes para todos os genes. Os niumeros em cada coluna representam quantas vezes a
quantidade de transcritos aumentou em relagdo a linhagem selvagem. Os genes do Grupo C néo
alcangaram o limite de indugdo = 2 para ser considerada uma regulagéo relevante nos mutantes
testados.

Como mencionado acima, existem amplas evidéncias das interagdes entre
as vias de sinalizagdo de agucares e do acido abscisico (ABA) (Zhou et al., 1998;
Cheng et al., 2002; Rolland et al., 2002; Le6én and Sheen, 2003; Yanagisawa et al.,
2003; Gibson, 2004, Rook et al., 2006). Consequentemente, a possibilidade da
expressao dos quatro genes do Grupo C serem regulados por ABA foi testada. Foi
constatado por RT-PCR semiquantitativa que a expressao de AtbZIP9 e AtbZIP25
€ induzida e a expressao de AtbZIP63 é reprimida, enquanto que AtbZIP10 nao é
regulado por ABA (Figura 5B). Quando quantificada a expressao dos quatro genes
do Grupo C em resposta a ABA por RT-qPCR, verificou-se que as inducdes de
AtbZIP9 e AtbZIP25 observadas por RT-PCR semiquantitativa ndo eram
significativas, porém a expressao de AtbZIP63 caiu 3,3 vezes (Figura 7). Estes

dados sugerem que AtbZIP63 deve estar envolvido na cascata de sinalizagdo do
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ABA e que possivelmente se trata de um gene de resposta primaria a este
horménio.

Baseado no conjunto de dados descritos acima, pode-se afirmar que
AtbZIPY, AtbZIP25 e AtbZIP63 sao regulados por glicose e no caso de AtbZIP63
também por ABA. Em plantas, os acucares funcionam como fonte metabdlica e
também sao importantes reguladores de varios processos associados com
crescimento, maturagao e senescéncia (Jang and Sheen, 1997, Leén and Sheen,
2003). Suas atividades regulatérias incluem tanto a represséo, quanto a ativagao
de varios genes, incluindo genes envolvidos na fotossintese, metabolismo de
carbono e de nitrogénio, resposta a estresses e metabolismo secundario (Rolland
et al., 2002b; Price et al., 2004; Li et al., 2006) e é possivel que mecanismos
distintos de sensibilidade e transducdo estejam envolvidos (Jang and Sheen,
1997; Smeekens and Rooks, 1997; Chiou and Bush, 1998; Moore et al.; 2003). As
respostas de AtbZIP9 e AthbZIP25 a (licose, repressdao e indugéo,
respectivamente, e a auséncia de resposta de ambos a ABA, indicam que
possivelmente as vias de sinalizagdo de acucar nas quais AtbZIP9 e AtbZIP25
estado inseridos ndao envolvem ABA. Por outro lado, a represséo de AtbZIP63 tanto
por glicose, quanto por ABA, sugere que a regulagdo desse gene envolve uma
cascata de resposta a glicose envolvendo a participagdo de ABA. Desta maneira,
pode-se propor que AtbZIP63 representa um ponto de comunicagéo entre as vias

de sinalizacao de ABA e glicose.
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A repressao de AtbZIP63 por manose sugere o envolvimento de HKX1 como
sensor na repressao de AtbZIP63 por glicose. Manose aparentemente atua
independentemente de glicose na repressao de AtbZIP25

Para caracterizar as vias de sinalizagdo de glicose, alguns trabalhos tém
utilizado analogos de glicose ndo metabolizaveis, que tém sido usados para a
identificagcao da participacdo de HXK, e mais especificamente de HXK1, como um
sensor da glicose (Moore et al., 2003) baseados no esquema abaixo (Figura 9).
Dessa maneira, foram utilizados manitol (um analogo de glicose que néo é
transportado para o interior da célula), 3-O-metilgliocose (3-M-G), que ¢é
transportado através da membrana plasmatica, mas nao é fosforilado pela HXK; e
manose (é transportado para o interior da célula, fosforilado pela HXK, mas é
pouco metabolizado), para definir melhor a sinalizagdo por glicose envolvida no

controle da expresséo dos bZIPs do Grupo C.

Membrana plasmatica

Sorbitol
Manitol

Manitol @ metabolizado ef cientemente por
algures sistemas

3-C metilglicos e 3-Omatilgicose & um substrato pobre para
6- deoxiglicose algure sisternas de percepqdo de gicose

Trarepa ko
Trarepar bxoe

3- O metilglicose
G- deoxighcos e

Manose-6-P &
hManose Manose ___’ Manose-6-P ¥ ——
2. deoxiglicose 2- deoxiglicose 2- deoxiglicose-6 P metabaliz ado por dgurs
g v sstemas
Glicose Glicose Glicose-B-P —sMetabdismo
Modelo idealzado Excegbes selecionados ao modelo idealizado

Figura 9. Modelo idealizado do metabolismo dos analogos de agucar. As setas indicam os

diferentes passos no transporte € no metabolismo dos analogos de agucar. Os “X” nas setas
indicam que, de acordo com o modelo idealizado (apresentado em azul), os componentes
indicados ndo prosseguem para o passo seguinte. Exceg¢des selecionadas do modelo idealizado
estdo apresentadas em vermelho (adaptado de Gibson, 2000).

Os resultados permitiram deduzir que as repressoes de AtbZIP9 e de
AtbZIP63 por glicose ndo sdo relacionadas a choque osmotico, mas a uma

regulacdo especifica por glicose, visto que AtbZIP63 nao responde a manitol,
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enquanto que a expressao de AtbZIP9 é induzida por este analogo de glicose
(Figura 10). Esta ultima observagao, aliada a ligeira indugao de AtbZIP9 por ABA
(1,6 vezes, Figura 7), sugere que este gene é regulado por estimulos que induzem
respostas a choques osmoticos. Os bZIPs do grupo C n&o apresentaram resposta
a 3-M-G (Figura 10), indicando que suas repostas a glicose ndao dependem do
transporte dessa hexose para o interior da célula. AtbZIP63 também foi reprimido
por manose, o que indica que sua repressao por glicose pode ser mediada por
HXK e possivelmente, mais especificamente por HXK1 que ja foi identificada com
um sensor da glicose em plantas (Moore et al., 2003). Interessantemente, notou-
se que a expressao de AtbZIP25 é reprimida 2,3 vezes por manose (Figura 10) e
nao é alterada por glicose no ecétipo Col-0, enquanto que no ecétipo Ws AtbZIP25
€ induzido por glicose (Figura 8) e reprimido por manose (ver Figura 17). Estes
dados trazem a luz informagdes de manose atuando como um sinal distinto de
glicose na regulacdo génica. Até entdo, efeitos especificos da manose sob a
germinac¢ao haviam sido reportados (Pego et al., 1999; Dekkers et al., 2004; Yuan
and Wysocka-Diller, 2006), mas poucos efeitos sobre sua relagdo com a regulagao
da expressdao génica sao conhecidos (Smeekens, 1998; Ciereszko and
Klecskowiski, 2002). Assim, os dados deste trabalho trazem evidéncias que
manose e glicose envolvem vias de sinalizacdo distintas ndo apenas na
germinacao de sementes, mas também na regulagéo da expressao de fatores de
transcricdo do tipo bZIP e enfatizam a importancia de manose como um sinal na

regulacéo da expressao génica.
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Figura 10. Regulacao de AtbZIP9, AtbZIP25 e AtbZIP63 em resposta a analogos de glicose.
Foram utilizadas plantulas do ecétipo Columbia (Col-0), com 6 dias apés a estratificagéo, cultivadas
em meio liquido MS/2, sob luz continua e agitagédo leve. As plantulas foram tratadas com 2% de
Manitol, 2% de 3-O-metilglicose (3-M-G), 2% de manose e 2% de glicose durante 4 horas. O RNA
total foi extraido e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas analises de RT-qPCR. A
abundancia relativa dos transcritos de cada gene foi normalizada utilizando o gene Actin2 como
controle endoégeno e a expresséo relativa foi normalizada utilizando os niveis de expressdo das
plantulas sem tratamento. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio padrao de 3
experimentos independentes para todos os tratamentos. Os niumeros em cada coluna representam
quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relagdo ao controle nao
tratado. Um limite de indug¢ado ou repressao = 2 foi fixado para considerar uma regulagao relevante
pelos sinais testados, além da observacao de diferencgas significativas pelo Teste t de Student (P <
0,0075), indicados com “a” no grafico.

A funcao fisiolégica da regulacdo génica por manose € desconhecida.
Sabe-se que manose tem sido detectada em fragdes de hemicelulose e esta
associada com o controle da quebra de lipidios na semente, metabolismo da
parede celular, sintese de vitamina C e glicolizagdo de proteinas (Lukowitz et al.,
2001; To et al., 2002; Pastory et al., 2003). A manose livre existe em plantas
apenas em pequenas porgdes e é fosforilada imediatamente pela HKX em
manose-6-fosfato (M-6-P). Em muitas espécies de plantas, M-6-P é metabolizada
vagarosamente. Evidéncias da manose como um regulador de processos
biologicos consiste na observagcdo de que manose € um potente inibidor da
germinagao da semente e os dois reguladores ABI3 e ABI4, elementos da via de

sinalizagcao de ABA, estao envolvidos neste processo (Dekkers et al., 2004; Yuan
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and Wysocka-Diller, 2006). O fato de AtbZIP25 e AtbZIP63 ser regulados por
manose sugere que estes dois fatores de transcricdo podem estar envolvidos na

sinalizagao por manose.

As repressoes de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por glicose e manose
nao envolvem HXK1

Os componentes da malha de sinalizagdo de agucar ainda precisam ser
melhor conhecidos. Existem trés vias de sinalizagdo distintas de resposta a
glicose. A primeira € uma via dependente da fungao sinalizadora da HXK1. A
segunda é uma via dependente da glicolise que é influenciada pela atividade
catalitica da HXK1 e de outras HXK. A ultima € uma via independente de HXK1
(Jang and Sheen, 1997; Sheen et al., 1999; Fuijiki et al., 2000; Smeekens, 2000;
Xiao et al., 2000; Rolland et al.; 2002b; Moore et al., 2003). Para investigar a
participacdo de HXK1 no controle da regulagdo da expressdao de AtbZIP9,
AtbZIP25 e AtbZIP63 em resposta a glicose, e em resposta a manose, no caso de
AtbZIP25 e AtbZIP63, foi utilizado o mutante nulo para HXK1, denominado gin2-1.
O desenvolvimento deste mutante é insensivel a 6% de glicose (Figura 11A), e
apresenta repressao deficiente por glicose de genes da fotossintese (Moore et al.,

2003; Cho et al., 2006).
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Figura 11. Fendtipo glucose-insensitive (gin) dos mutantes gin2-1, aba2-1, abi4-1 e abi5-1 em
comparagao aos respectivos genotipos selvagens. As plantulas foram cultivadas em meio soélido
MS/2 suplementado com 6% de glicose durante 10 dias. A. Desenvolvimento atrasado de plantulas
selvagens Ler (acima) em comparagdo com o mutante gin2-1 (abaixo). A PCR utilizando primers
especificos para o gene HXK7 mostra a auséncia do mRNA de HXK?1 no mutante gin2-1,
caracterizando-o como um mutante nulo. B. Desenvolvimento atrasado de plantula selvagem Col-0
(direita) em comparagdo com o mutante aba2-1 (esquerda). C. Desenvolvimento atrasado de
plantula selvagem Col-0 (direita) em comparagdo com o mutante abi4-1 (direita). A PCR utilizando
primers especificos para o gene ABI4 detectou pequenas quantidades de mRNA deste gene no
mutante abi4-1, este alelo consiste numa mutagdo na fase de leitura que causa uma terminagao
prematura na traducdo (Finkelstein et al., 1998), o que torna abi4-1 um mutante funcionalmente
inoperante. D. Desenvolvimento atrasado de plantulas selvagens Ws (abaixo) em comparagao com
plantulas mutantes abi5-1 (acima). A PCR utilizando primers especificos para o gene ABI5 mostrou
auséncia do mRNA de ABI5 no mutante abi5-1, caracterizando-o como um mutante nulo.

Para analisar a participacdo de HXK1 no controle da expressao dos bZIPs
do Grupo C por glicose e manose, as respostas a essas duas hexoses foram
comparadas entre o mutante gin2-1 e o ecétipo selvagem correspondente Ler.

Inicialmente, os tratamentos com glicose e manose foram conduzidos em
meio MS/2, porém n&o foram detectadas diferengas significativas quando

comparadas as repressdes dos bZIPs do grupo C por manose e por glicose no
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mutante gin2-1 em relacdo as repressdes observadas no ecotipo selvagem Ler
(Figura 12). Entretanto, o gene controle utilizado neste trabalho, carbonic
anhydrase (CAA), que é conhecido por apresentar repressdao por glicose
dependente da atividade de HXK1 (Moore et al., 2003), aparentemente também
nao demonstrou ter sua repressao por glicose dependente de HXK1 nas
condigdes de cultivo em meios MS/2. Este resultado pode ser explicado pelo fato
de altas concentragdes de nitrato antagonizar a repressdo dependente de HXK1
de genes ligados a fotossintese (Moore et al., 2003). Consequientemente, as
analises no presente trabalho passaram a ser feitas com plantulas cultivadas em
meio MS/10, o qual contém cerca de 4mM de nitrato.

Sob essas condigdes, foi verificada a dependéncia de HXK1 na represséao
do gene controle CAA por glicose (Figura 13). Foi utilizado também no presente
trabalho o gene GBF1, que codifica para um fator de transcricdo do tipo bZIP
(AtbZIP41, Schindler et al., 1992; Menkens et al., 1995) e possivelmente esta
envolvido na regulagao de genes responsivos a luz e é reprimido por glicose (Li et
al., 2006). GBF1 foi utilizado para verificar se outros genes bZIPs reprimidos por
glicose acompanhavam o padréo de repressao de AtbZIP9 e AtbZIP63 por glicose
ou de AtbZIP25 e AtbZIP63 por manose. Assim como para o gene CAA, GBF1
aparentemente depende da atividade de HXK1 na sua repressao por glicose
apenas em condi¢des de baixas concentragcdes de nitrato (compare a Figura 12 e
a Figura 13). Quando comparadas as repressdes de AtbZIP9 e AtbZIP63 por
glicose, observou-se que as diferencas de expressdo no mutante gin2-1 e na
linhagem selvagem nao foram significativas (Figura 13). A mesma situacao foi

encontrada na resposta de AtbZIP63 a manose (Figura 13). No ecétipo Ler a
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repressao de AtbZIP25 nao foi eficiente tanto em plantulas cultivadas em meio
MS/2 (Figura 12), quanto em plantulas cultivadas em meio MS/10 (Figura 13),

provavelmente devido a efeitos ecotipo especificos.
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Figura 12. A resposta a glicose e a manose dos genes bZIPs pertencentes ao Grupo C de
Arabidopsis é independente de hexokinase1 (HXK1). A regulagdo de AtbZIP9 por glicose (Glc),
AtbZIP25 por manose (Man) e AtbZIP63 por ambos os sinais foi comparada entre a linhagem gin2-
1, um mutante nulo para HXK1, e a linhagem selvagem correspondente Landsberg erecta (Ler),
em plantulas com 6 dias apoés a estratificacao, cultivadas em meio MS/2 liquido, sob luz continua e
agitagéo leve. As plantulas foram tratadas com 2% de glicose ou 2% de manose durante 4 horas.
O RNA total foi extraido e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas analises de RT-qPCR.
Os niveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como controle endégeno e a
expressao relativa foi normalizada utilizando os niveis de expressao da linhagem selvagem (Ler)
nao tratada. A. Abundéancia relativa de AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 e o gene bZIP Gbf1 (é
reprimido por glicose) no mutante gin2-1 sem tratamento. Os dados no gréafico correspondem a
média +/- o desvio padrdo de 3 experimentos independentes para AtbZIP9 e AtbZIP25, e 6
experimentos independentes para AtbZIP63 e GBF1. Os numeros em cada coluna representam
quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relagdo a linhagem selvagem
nao tratada. B. Abundancia relativa de AtbZIP9 em resposta a glicose, de AtbZIP25 em resposta a
manose, e de AtbZIP63 e Gbf1 em resposta a ambos sinais. Os dados no grafico correspondem a
média +/- o desvio padrdao de 3 experimentos independentes para todos os tratamentos. Os
numeros em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos diminuiu em
relagao a respectiva linhagem nao tratada. Diferengas significativas pelo Teste t de Student (P <
0,0075) entre Ler ndo tratado e Ler tratado sao indicados com “a”. Nenhuma diferenca significativa
pelo Teste t de Student (P < 0,0075) foi detectada na regulagdo dos genes por glicose ou manose
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no mutante gin2-1 em relagao a linhagem selvagem. C. Para todos os experimentos, o RNA total
foi extraido e sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de
agarose com 0,5ug de RNA total por amostra. “C” significa auséncia de tratamento. A repressao do
gene Xitr-7 detectada por PCR semiquantitativa foi utilizada como controle de eficacia de
tratamento com glicose e com manose.
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Figura 13. As respostas a glicose e a manose dos genes bZIPs pertencentes ao Grupo C de
Arabidopsis é independente de hexokinase1 (HXK1). A regulagdo de AtbZIP9 por glicose (Glc),
AtbZIP25 por manose (Man) e AtbZIP63 por ambos os sinais foi comparada entre a linhagem gin2-
1, um mutante nulo para HXK1, e a linhagem selvagem correspondente Landsberg erecta (Ler),
em plantulas com 6 dias apoés a estratificagao, cultivadas em meio empobrecido MS/10 liquido, sob
luz continua e agitagéo leve. As plantulas foram tratadas com 2% de glicose ou 2% de manose
durante 4 horas. O RNA total foi extraido e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas
analises de RT-gPCR. Os niveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como
controle endégeno e a expressao relativa foi normalizada utilizando os niveis de expressao da
linhagem selvagem (Ler) n&o tratada. A. Abundancia relativa de AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 e o
gene GBF1 (€ reprimido por glicose) no mutante gin2-1 sem tratamento. Os dados no gréfico
correspondem a média +/- o desvio padrao de 3 experimentos independentes para AtbZIP9 e
AtbZIP25, e 6 experimentos independentes para AtbZIP63 e Gbf1. Os numeros em cada coluna
representam quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relagdo a
linhagem selvagem n&o tratada. B. Abundancia relativa de AtbZIP9 em resposta a glicose, de
AtbZIP25 em resposta a manose, e de AtbZIP63 e Gbf1 em resposta a ambos sinais. Os dados no
grafico correspondem a média +/- o desvio padrao de 3 experimentos independentes para todos os
tratamentos. Os niumeros em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos
diminuiu em relagédo a respectiva linhagem néo tratada. Diferengas significativas pelo Teste t de
Student (P < 0,0075) entre Ler ndo tratado e Ler tratado séo indicados com “a”. Nenhuma diferenca
significativa pelo Teste t de Student (P < 0,0075) foi detectada na regulagédo dos genes por glicose
ou manose no mutante gin2-1 em relagdo a linhagem selvagem. C. Para todos os experimentos, o
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RNA total foi extraido e sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante
1% de agarose com 0,5ug de RNA total por amostra. “C” significa auséncia de tratamento. A
repressao do gene Xtr-7 detectada por PCR semiquantitativa foi utilizada como controle de eficacia
de tratamento com glicose e com manose.

O conjunto destes dados permite concluir que as vias de regulagéo
envolvidas nas repressodes de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por glicose e por
manose sao independentes de HXK1. A participacdo de outros sensores e
sinalizadores de glicose e manose na expressao dos bZIPs do Grupo C ainda
precisa ser investigada através da analise de possiveis candidatos, como por

exemplo outras HXK (HXK2 e HXK-like) e proteinas G (Chen and Jones, 2004).

As respostas de AtbZIP25 a manose e de AtbZIP63 a glicose requerem uma
via de sintese de ABA funcional

A relagéo entre as vias de sinalizagdo de ABA e glicose tem sido reportada
desde a identificacdo de mutantes insensiveis a ABA ou envolvidos com a
biossintese deste hormdnio, que apresentaram fendtipos gin em analises do
desenvolvimento de plantas em meios com altos niveis de glicose (Zhou et al.,
1998; Arenas-Huertero et al., 2000; Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000; Gibson
et al., 2001; Rook et al., 2001; Cheng et al., 2002). Alelos mutantes do gene ABA2,
que codifica para uma cadeia pequena de desidrogenase/redutase envolvida na
sintese de ABA (Cheng et al., 2002), foram identificados como mutantes
deficientes em ABA (Léon-Kloosterziel et al., 1996) e também como mutantes gin
em meios com 6% de glicose (mutante gin1, Zhou et al., 1998; Cheng et al., 2002,
Figura 11B). Consequentemente, o envolvimento de ABA na regulacédo de

AtbZIP9, AtbZIP25 e AtbZIP63 por glicose e de AtbZIP25 e AtbZIP63 por manose,
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foi testada através de analises em aba2-1, um mutante leaky da biossintese de
ABA que apresenta uma redugao na biossintense de ABA de 86% e de 97,6% em
plantulas turgidas e desidratadas, respectivamente, em comparagdo ao ecotipo
selvagem correspondente Col-0 (Léon-Kloosterziel et al., 1996).

Alteracbes na expressdao de AtbZIP9 em resposta a glicose ndao foram
verificadas no mutante aba2-1 (Figura 14B), indicando que ABA n&o esta
envolvido na repressao de AtbZIP9 por glicose.

Contudo, uma repressao menos eficiente de AtbZIP63 por glicose foi
constatada no mutante aba2-1 em relagao ao tipo selvagem, sugerindo que ABAZ2,
e portanto ABA, desempenha um papel parcial na repressao de AtbZIP63 por
glicose (Figura 14B). Assim, a repressao de AtbZIP63 por glicose seria o resultado
de um efeito combinatério de duas vias agindo paralelamente: uma dependente e
outra independente de ABA. Situagdes similares foram descritas no caso da
regulacdo dos genes NCED3, AAO3 e ABA71 em resposta a estesse salino
(Barrero et al.,, 2006). Interessantemente, ndao foram observadas diferencas
significativas em resposta a manose na repressao de AtbZIP63 entre o mutante
aba2-1 e o tipo selvagem (Figura 14B), indicando que ABA nao interfere nesta
regulacao. Esta informagao sugere uma distingdo entre as vias de sinalizacao de
glicose e manose na repressao de AtbZIP63. Outra observacao relevante é que a
expressao de AtbZIP63 foi ligeiramente induzida no mutante aba2-1 nao tratado
(Figura 14A), sugerindo que ABA esta envolvido na regulacdo da expressao de
AtbZIP63, o que esta de acordo com os resultados da Figura 7, que mostram que

ABA reprime AtbZIP63.
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Figura 14. A resposta de AtbZIP25 a manose e de AtbZIP63 a glicose envolvem uma via de
sinalizagado dependente de ABA. A regulacao de AtbZIP9 por glicose (Glc), AtbZIP25 por manose
(Man) e AtbZIP63 por ABA, glicose e manose foi comparada entre a linhagem aba2-1, um mutante
leaky de biossintese de ABA, e a linhagem selvagem correspondente Columbia-0 (Col-0), em
plantulas com 6 dias apds a estratificacdo, cultivadas em meio MS/2 liquido, sob luz continua e
agitagao leve. As plantulas foram tratadas com 100uM de ABA, 2% de glicose ou 2% de manose
durante 4 horas. O RNA total foi extraido e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas
analises de RT-gPCR. Os niveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como
controle endégeno e a expressao relativa foi normalizada utilizando os niveis de expressédo da
linhagem selvagem (Col-0) nao tratada. A. Abundancia relativa de AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 no
mutante aba2-1 sem tratamento. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio padréao
de 3 experimentos independentes para AtbZIP9 e AtbZIP25, e 9 experimentos independentes para
AtbZIP63. Os numeros em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos
aumentou ou diminuiu em relagédo a linhagem selvagem nao tratada. B. Abundancia relativa de
AtbZIP9 em resposta a glicose, de AtbZIP25 em resposta a manose, e de AtbZIP63 em resposta a
ABA, glicose e manose. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio padrdo de 3
experimentos independentes para todos os tratamentos. Os numeros em cada coluna representam
quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relagdo a respectiva linhagem
ndo tratada. Diferencas significativas pelo Teste t de Student (P < 0,0075) entre Col-0 tratado ou
abaZ2-1 nao tratado e Col-0 ndo tratado sado indicados com “a”. Diferengas significativas pelo Teste ¢
de Student (P < 0,0075), na regulagao dos genes por ABA, glicose ou manose no mutante aba2-1
em relagdo a linhagem selvagem estao indicadas por “b”. C. Para todos os experimentos, o RNA
total foi extraido e sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de
agarose com 0,5ug de RNA total por amostra. “C” significa auséncia de tratamento. A represséo do
gene Xitr-7 e a indugdo de Rd29a detectadas por PCR semiquantitativa foram utilizadas como
controles de eficacia de tratamento com ABA, glicose e manose.
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Foi verificada uma inducao fraca (1,8 vezes) de AtbZIP25 por manose no
mutante aba2-1 (Figura 14B). Esta informacédo sugere que ABA nao apenas €
requerido para a repressao de AtbZIP25 por manose, mas também que manose
pode induzir a expressao de AtbZIP25 na auséncia de ABA. Esta conclusao é
interessante, pois implica que manose exerce seus efeitos regulatérios sobre
AtbZIP25 de acordo com os niveis de ABA enddgeno na planta.

Juntos, esses dados indicam que ABA interage com a regulacdo da
expressao de AtbZIP63 por glicose e com a regulagao da expressao de AtbZIP25
por manose, contudo, a repressao de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por
manose aparentemente sao independentes de ABA.

Apos constatar o efeito de ABA2, e consequentemente de ABA, sob as
regulagcbes dos bZIPs do Grupo C por glicose e manose, sugeriu-se que
possivelmente elementos da via de sinalizacdo ABA/glicose poderiam estar
envolvidos nestas regulagées dos bZIPs do Grupo C por glicose ou por manose.
Assim, resolveu-se avaliar a possibilidade de ABI4 e ABI5, dois elementos da via
de sinalizagdo de ABA que apresentam fendtipo gin quando mutados, estarem

envolvidos na regulagao dos bZIPs do Grupo C por glicose e manose.

ABI4 atua na repressao de AtbZIP63 por ABA e glicose e de AtbZIP25 por
manose

Para investigar a possibilidade de ABI4 desempenhar alguma fungédo na
regulacéo dos bZIPs do grupo C, foi utilizado o mutante abi4-1 (Finkelstein et al.,
1998; Figura 11C). As repressdes de AtbZIP63 por ABA, de AtbZIP9 e AtbZIP63

por glicose e de AtbZIP25 e AtbZIP63 por manose foram comparadas entre o
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mutante abi4-1 e o ecotipo selvagem correspondente Col-0. O mutante abi4-1
representa um alelo provavelmente funcionalmente inativo do gene ABI/4
(Finkelstein et al., 1998).

Os niveis de repressao de AtbZIP9 nao foram significativamente diferentes
entre o mutante abi4-1 e o tipo selvagem em reposta a glicose (Figura 15),
indicando que ABI4 nao esta envolvido na repressao de AtbZIP9 por glicose.

Por sua vez, a repressao de AtbZIP63 foi mais forte no mutante abi4-1 tanto
no tratamento com ABA, quanto no tratamento com glicose, mostrando que ABI4
tem um efeito antagbnico sobre a repressdo de AtbZIP63 por ABA e glicose
(Figura 15). Os resultados indicam também que a repressao de AtbZIP63 por
manose no mutante abi4-1 ndo é significativamente diferente da represséo
observada em plantulas selvagens, indicando que a ABI4 n&o esta envolvido nesta
regulagéo. Este ultimo resultado esta de acordo com dados obtidos por .Dekkers
et al. (2004), que indicam uma via de regulacdo da germinagdo por glicose
independente de HXK1/ABA/ABI4. O antagonismo de ABI4 na represséo de
AtbZIP63 por glicose e a auséncia de efeito de ABI4 sobre a repressao de
AtbZIP63 por manose representa mais uma evidéncia da existéncia de vias de

sinalizacao distintas para glicose e manose.
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Figura 15. ABl4 antagoniza a resposta de AtbZIP63 a ABA e a glicose e esta envolvido na
repressdo de AtbZIP25 por manose. A regulagcao de AtbZIP9 por glicose (Glc), AtbZIP25 por
manose (Man) e AtbZIP63 por ABA, glicose e manose foi comparada entre a linhagem abi4-1, um
mutante da via de sinalizagdo de ABA, e a linhagem selvagem correspondente Columbia-0 (Col-0),
em plantulas com 6 dias apo6s a estratificacdo, cultivadas em meio MS/2 liquido, sob luz continua e
agitagao leve. As plantulas foram tratadas com 100uM de ABA, 2% de glicose ou 2% de manose
durante 4 horas. O RNA total foi extraido e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas
analises de RT-gPCR. Os niveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como
controle endégeno e a expressao relativa foi normalizada utilizando os niveis de expressédo da
linhagem selvagem (Col-0) nao tratada. A. Abundancia relativa de AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 no
mutante abi4-1 sem tratamento. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio padrao de
3 experimentos independentes para AtbZIP9 e AtbZIP25, e 9 experimentos independentes para
AtbZIP63. Os numeros em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos
aumentou ou diminuiu em relagédo a linhagem selvagem nao tratada. B. Abundancia relativa de
AtbZIP9 em resposta a glicose, de AtbZIP25 em resposta a manose, e de AtbZIP63 em resposta a
ABA, glicose e manose. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio padrdo de 3
experimentos independentes para todos os tratamentos. Os niumeros em cada coluna representam
quantas vezes a quantidade de transcritos diminuiu em relagao a respectiva linhagem nao tratada.
Diferencgas significativas pelo Teste t de Student (P < 0,0075) entre Col-0 tratado e Col-0 n&o
tratado séo indicados com “a”. Diferengas significativas pelo Teste f de Student (P < 0,0075) na
regulacdo dos genes por ABA, glicose ou manose no mutante abi4-1 em relacdo a linhagem
selvagem estao indicadas por “b”. C. Para todos os experimentos, o RNA total foi extraido e sua
integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de agarose com 0,5ug de
RNA total por amostra. “C” significa auséncia de tratamento. A repressao do gene Xir-7 e a indugao
de Rd29a detectadas por PCR semiquantitativa foram utilizadas como controles de eficacia de
tratamento com ABA, glicose e manose.

70



Ao contrario de AtbZIP63, a repressado de AtbZIP25 por manose mostrou
ser totalmente dependente de ABI4, pois ndao houve repressao eficiente no
mutante tratado com manose (Figura 15).

Interessantemente, a expressao de AB/4 aumenta no mutante aba2-1
(Figura 16). Este dado, considerando que ABI4 tem um efeito antagbnico sobre a
repressao de AtbZIP63 por glicose, levanta a possibilidade de que o envolvimento
de ABA2 na repressdao de AtbZIP63 por glicose parcialmente resulte de um

aumento de ABI4 no mutante aba2-1.

Col-0 aba2-1
Abi4
AbiS —
Actin2

Figura 16. Expressao de ABI4 e ABI5 no mutante aba2-1. A RT-PCR semiquantitativa dos genes
ABI4 e ABI5 foi realizada com primers especificos para os genes ABI4 (40 ciclos) e ABI5 (35 ciclos)
e para o gene controle interno de quantificagdo do RNA Actin2 (15 ciclos), no mutante aba2-1 em
relacdo ao tipo selvagem Col-0. E observada inducéo da expresséo de ABI/4 em aba2-1, enquanto
que os niveis de MRNA de ABI5 nao séo alterados neste mutante.

ABI5 esta envolvido na repressao de AtbZIP63 por ABA e por glicose e na
inducao de AtbZIP25 por glicose

Embora ndo tenha sido isolado em analises de insensibilidade a glicose,
abi5-1, um mutante nulo da via de sinalizagdo de ABA, é moderadamente
insensivel a glicose e a manose durante a germinagao e o desenvolvimento das
plantulas, atribuindo a ele um fenétipo gin moderado (Arenas-Huertero et al., 2000;
Finkelstein and Linch, 2000; Laby et al., 2000, Figura 11D). Assim, efetuou-se a
comparagao da expressao de AtbZIP63 em resposta a ABA, glicose e manose, de

AtbZIP9 em resposta a glicose, e de AtbZIP25 em resposta a glicose e manose,
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no mutante abib-1 e no ecotipo selvagem correspondente Ws para avaliar a
participacdo de ABI5 nas vias de regulagao dos genes bZIPs do Grupo C a ABA,
glicose e manose. O mutante abi5-1 representa um alelo nulo deste gene (Laby et
al., 2000).

Embora AtbZIP9 apresentou uma repressao por glicose superior a duas
vezes nos ecotipos Col-0 e Ler (Figuras 7 e 12), no ecétipo Ws sua repressao foi
menos forte (1,5 vezes; Figura 17). Nao obstante, no ecotipo Ws uma repressao
mais forte de AtbZIP63 por glicose (16,5 vezes, Figura 17) do que nos ecotipos
Col-0 e Ler (9 vezes, Figura 7; e 3,7 vezes, Figura 12; respectivamente) foram
detectadas. Sugere-se que tais diferengas na eficiéncia de regulacdo entre os
diferentes background genéticos podem refletir efeitos de compensacgao génica,
que podem ser reflexos de redundancia funcional. Neste mesmo ecétipo Ws,
como anteriormente citado, também constatou-se indugao por glicose de AtbZIP25
(Figura 7).

A repressado nao significativa de AtbZIP9 por glicose no ecétipo Ws nao
permitiu avaliar o requerimento de ABI5 nesta regulagdo. Entretanto, ABIS esta
envolvido de maneira parcial na repressao de AtbZIP63 tanto por ABA quanto por
glicose (Figura 17). A repressdao de AtbZIP63 por manose € independente de
ABI5, uma vez que nao houve diferenga significativa em sua repressdo no mutante
abib-1 em relagdo ao ecotipo selvagem Ws. A indugao de AtbZIP25 por glicose
mostrou ser dependente de ABIS e embora sua reposta seja distinta da resposta
de AtbZIP63, o primeiro € induzido enquanto que o segundo € reprimido por

glicose, os resultados indicam que provavelmente esses dois membros do Grupo

72



C dividam, pelo menos parcialmente, uma via de regulagdo por glicose

dependente de ABIS.
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Figura 17. ABI5 esta envovido na resposta de AtbZIP63 a ABA e a glicose e na indugédo de
AtbZIP25 por glicose no ecotipo Ws. A regulacdo de AtbZIP9 por glicose (Glc), AtbZIP25 por
glicose e manose (Man) e AtbZIP63 por ABA, glicose e manose foi comparada entre a linhagem
abi5-1, um mutante nulo da via de sinalizagao de ABA, e a linhagem selvagem correspondente
Wassilewskija (Ws), em plantulas com 6 dias apds a estratificagcdo, cultivadas em meio MS/2
liquido, sob luz continua e agitagéo leve. As plantulas foram tratadas com 100uM de ABA, 2% de
glicose ou 2% de manose durante 4 horas. O RNA total foi extraido e analisado e o cDNA
sintetizado foi utilizado nas analises de RT-qPCR. Os niveis de transcritos foram normalizados
utilizando o gene Actin2 como controle endégeno e a expressao relativa foi normalizada utilizando
os niveis de expressdo da linhagem selvagem (Ws) ndo tratada. A. Abundancia relativa de
AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 no mutante abi5-1 sem tratamento. Os dados no grafico
correspondem a média +/- o desvio padrdo de 3 experimentos independentes para AtbZIP9, 6
experimentos independentes para AtbZIP25, e 13 experimentos independentes para AtbZIP63. Os
numeros em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou
diminuiu em relagdo a linhagem selvagem nao tratada. B. Abundéncia relativa de AtbZIP9 em
resposta a glicose, de AtbZIP25 em resposta a glicose e manose, e de AtbZIP63 em resposta a
ABA, glicose e manose. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio padrdo de 3
experimentos independentes para todos os tratamentos, exceto para a quantificagdo de AtbZIP63
em resposta a glicose, onde foram realizados 7 experimentos independentes. Os numeros em
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cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos diminuiu em relagéo a
respectiva linhagem nao tratada. Diferencas significativas pelo Teste t de Student (P < 0,0075)

entre Ws tratado e Ws néo tratado sao indicados com “a”. Diferengas significativas pelo Teste t de
Student (P < 0,0075) na regulagéo dos genes por ABA, glicose ou manose no mutante abi5-1 em
relagdo a linhagem selvagem estao indicadas por “b”. C. Para todos os experimentos, o RNA total
foi extraido e sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de
agarose com 0,5ug de RNA total por amostra. “C” significa auséncia de tratamento. A repressao do
gene Xitr-7 e a inducdo de Rd29a detectadas por PCR semiquantitativa foram utilizadas como
controles de eficacia de tratamento com ABA, glicose e manose.

O conjunto de dados suporta a hipétese de que as regulacbdes de AtbZIP25
e AtbZIP63 por glicose e de AtbZIP25 por manose sdo mediados por duas vias

distintas que requerem ABI5 e ABI4, respectivamente.

Os modelos das vias de regulacao por ABA, glicose e manose dos genes
bZIPs do Grupo C de Arabidopsis

AtbZIP10 aparentemente € um gene cuja mRNA praticamente ndo é
regulado pelos sinais testados neste trabalho. Mostramos que AtbZIP9 é reprimido
por glicose numa via independente de HXK1, ABA2 e ABI4 (Figura 18). AtbZIP25 é
reprimido por manose por uma via dependente de ABA2 e ABI4 e independente de
ABI5, e é induzido por glicose no ecotipo Ws por uma via dependente de ABIS
(Figura 19). Ja a repressao de AtbZIP63 por glicose & dependente de ABA2 e
ABI5, independente de HXK1 e antagonizada por ABI4, enquanto que sua
repressao por manose ndo envolve nenhum dos elementos de sinalizagdo aqui

testados (Figura 20).
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Glicose

independente de HXK1, ABAZ e ABI4

Figura 18. A expressdo de AtbZIP9 é reprimida por glicose por uma via independente de HXK1,
ABA2 e ABI4.

Glicose Manose

independente de ABIS

dependente de ABIS dependente de ABA2 e ABI4

Figura 19. AtbZIP25 é induzido por glicose e reprimido por manose. Sua indugao por glicose
envolve ABI5. A repressao de AtbZIP25 por manose nao envolve ABI5, mas é dependente de ABA2
e ABI4, mostrando que, embora AtbZIP25 n&o seja regulado por ABA, sua repressao por manose
provavelmente envolva a biossintese/sinalizacdo desse horménio, alem de indicar que glicose e
manose agem em vias distintas para regulara a expressao de AtbZIP25.
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Figura 20. AtbZIP63 é reprimido tanto por ABA, glicose e manose. Sua repressao por glicose €
independente de hexokinase1 (HXK1), mas parcialmente envolve elementos da biossintese (ABA2)
e da sinalizagédo (ABI5) de ABA. Devido a esta parcialidade tem-se indicios de que a regulagéo de
AtbZIP63 por glicose é resultante da combinagdo de duas vias: uma dependente e outra
independente de ABA. A repressdo por ABA também envolve ABI5, o que suporta a via de
repressao de AtbZIP63 por glicose dependente de ABA. ABI4 antagoniza a repressao de AtbZIP63
por ABA e por glicose. Ja a represséo de AtbZIP63 por manose ndo envolve HXK1, nem ABA2,
ABI4 e ABI5, o que indica que glicose e manose atuam em vias distintas na regulacdo de
AtbZIP63.

ABA e glicose apresentam efeito sinérgico sobre a repressao de AtbZIP63
Uma vez observada a relagdo entre as vias de sinalizagcéo de glicose e ABA
e de manose e ABA na resposta de alguns membros do Grupo C de Arabidopsis,
foi iniciada uma bateria de experimentos, nos quais foi avaliado o efeito
combinatério desses em sinais (ABA + glicose, ABA + manose, glicose + manose
e ABA + glicose + manose) sob a regulagédo da expressao dos bZIPs do Grupo C.
Os resultados obtidos serviriam para dar indicios de como essas vias interagem na
regulagéo dos bZIPs do Grupo C: de maneira linear (a combinag&o dos sinais néo
promovem novos padrdes de regulagdo) ou em vias paralelas (efeito aditivo ou

sinérgico dos sinais).
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A combinagao em pares de ABA, glicose e manose ou dos trés sinais nao
interferiu  na expressdo de AtbZIP10 (Figura 21A). Como apresentado
anteriormente, AtbZIP9 é regulado significativamente apenas por glicose (Figura
8) e apresenta indugao fraca nao significativa por ABA e manose (Figuras 8 e 10).
A combinacdo dos sinais ndo causou diferencas drasticas na expressdao de
AtbZIP9 (Figura 21A).

A regulacdo da expressao de AtbZIP25 pela combinacdo em pares dos
sinais nao apresentou diferencas marcantes em relacdo aos tratamentos com
apenas um sinal, a nao ser pequenos efeitos aditivos (Figura 21A).
Interessantemente, AtbZIP25 néo é regulado pelo tratamento com os trés sinais
juntos (ABA + glicose + manose), o que pode refletir a combinagdo da pequena
indugao observada por ABA + glicose e da repressédo por manose.

A avaliagdo da participagdo da regidao promotora e 5’-UTR de AtbZIP63
sobre sua repressao por ABA, glicose e manose foi realizada através do estudo da
expressdo do gene reporter gusA sob o controle do promotor + 5-UTR de
AtbZIP63 nas duas linhagens transgénicas mencionadas acima. Assim, a
participacao do promotor e de 5’-UTR de AtbZIP63 nas respostas a ABA, glicose e
manose e na combinacao desses sinais foi quantificada utilizando a técnica de RT-
gPCR. Para evitar a amplicagdo de DNA do gene quimérico, os RNAs foram

tratados com DNase |.
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Figura 21. Regulagdo dos bZIPs do Grupo C de Arabidopsis pela combinacao de ABA, glicose e
manose. As plantulas foram cultivadas em meio liquido MS/2, sob luz constante e agitagédo leve.
Seis dias ap0s a estratificacdo, as plantulas foram tratadas com 100uM de ABA, 2% de glicose, 2%
de manose, ou pela combinagéo desses sinais nas mesmas concentragdes anteriormente citadas,
por quatro horas. O RNA total foi extraido e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas
analises de RT-gPCR. Os niveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como
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controle endégeno e a expressao relativa foi normalizada utilizando os niveis de expressédo do
controle nao tratado. A. Abundancia relativa de AtbZIP9, AtbZIP10, AtbZIP25 em resposta a
combinagdo de ABA, glicose e manose. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio
padrao de 2 experimentos independentes. Os numeros em cada coluna representam quantas
vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relagdo ao controle ndo tratado. B.
Abundéancia relativa de AtbZIP63 e de seu promotor em resposta a combinacado de ABA, glicose e
manose. Plantulas da linhagem transgénica PH3 13.4 contendo a o gene reporter gusA sob o
controle do promotor de AtbZIP63 e a regidao 5-UTR foram cultivadas e tratadas como descritas
anteriormente. O RNA total foi extraido, tratado com DNase I. Em seguida, o cDNA sintetizado foi
utilizado nas analises de RT-qPCR. Os niveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene
Actin2 como controle endégeno e a expressao relativa foi normalizada utilizando os niveis de
expressao do controle ndo tratado. Os dados no grafico correspondem a média +/- o desvio padrao
de 4 experimentos independentes, exceto para a quantificacdo de gusA nos tratamentos “ABA +
manose”, “glicose + manose” e ABA + glicose + manose”, onde foram realizados 2 experimentos
independentes. Os numeros em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de
transcritos diminuiu em relagdo ao controle ndo tratado. Diferengas significativas pelo Teste t de
Student (P < 0,0075) entre a repressdo de AtbZIP63 e a repressdo de gusA sob o controle do
promotor de AtbZIP63 e a regido 5-UTR pelos tratamentos com ABA, glicose, manose e a
combinacdo desses sinais sdo indicados com “a”. C. Abundancia relativa de AtbZIP63 e de seu
promotor em resposta a combinagédo de ABA, glicose e manose. Plantulas da linhagem transgénica
PH3 35 contendo a o gene repdrter gusA sob o controle do promotor de AtbZIP63 e a regido 5’-
UTR foram cultivadas e tratadas como descritas anteriormente. O RNA total foi extraido, tratado
com DNasel e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas analises de RT-qPCR. Os niveis de
transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como controle endégeno e a expressao
relativa foi normalizada utilizando os niveis de expressdo do controle ndo tratado. Os dados no
grafico correspondem a média +/- o desvio padrao de 2 experimentos independentes. Os numeros
em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos ou diminuiu em relagéo ao
controle ndo tratado.

As repressbes de AtbZIP63 por ABA e por glicose aparentemente
dependem apenas das sequéncias promotoras e 5-UTR de AtbZIP63, uma vez
que os niveis de repressédo de gusA e de AtbZIP63 nao foram significativamente
diferentes (Figuras 21B e C). Entretanto, aproximadamente metade da repressao
de AtbZIP63 por manose é dependente das sequéncias promotoras e 5-UTR,
apontando uma possivel regulagdo pds-transcricional de AtbZIP63 por manose.
Esta possibilidade suporta a hipétese de glicose e manose estarem agindo em
vias distintas na regulagdo de AtbZIP63, uma vez que a regulagdo por glicose
envolve apenas o promotor e a regido 5-UTR. Interessantemente, apenas 20% do
efeito sinérgico da repressdo pela combinagdo de glicose e ABA passa pelo

promotor e a regido 5-UTR (Figura 21B e C). Este resultado indica que ABA e
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glicose convergem para atuar sobre sequéncias em 3’ do sitio da iniciagdo da
transcricdo do gene para promover a redugido sinérgica do mRNA e levanta a
possibilidade de uma regulagdo poés-transcricional da estabilidade do mRNA de
AtbZIP63 em resposta a glicose e a ABA. Se esta hipdtese for correta, aliada ao
fato da degradacao do mRNA ser a maneira mais rapida para a célula reduzir os
niveis de um determinado RNA, entdo AtbZIP63 pode ser considerado um ponto
essencial de interacdo entre ABA, que por parte medeia respostas a estresses
abiodticos (hidrico por exemplo) e glicose, que reflete o estado energético da célula.

Ehlert et al. (2006) relatam que os bZIPs do Grupo C de Arabidopsis
formam heterodimeros funcionais preferencialmente com os bZIPs do Grupo S1.
As heterodimerizagées seguem padrbes especificos (Newman and Keating, 2003)
e tém consequléncias importantes sobre mudangas nos programas de expressao
génica. Dentro deste contexto, a “superrepressao” de AtbZIP63 pela combinagao
de ABA + (glicose pode ter consequéncias importantes sobre o padrao de
heterodimerizacdo dos bZIPs dos Grupos C e S (Elhert et al, 2006), e
consequlientemente sobre programas de expressao génica em que esses fatores
de transcricao estio inseridos.

Como AtbZIP63 forma heterodimeros preferencialmente com AtbZIP10 e
AtbZIP53, a repressao sinérgica da expressado de AtbZIP63 por glicose e ABA
favoreceria a formagdo do heterodimero AtbZIP10/AtbZIP53, que segundo
Weltmeier et al. (2006) esta relacionado com recuperagao de plantas submetidas a
estresse hipoosmolar. Além disso, a regulagao fina de genes relacionados com o
metabolismo energético da planta pode ser significativamente alterada pela

sinergia entre ABA e glicose na repressao de AtbZIP63, visto que AtbZIP63
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apresenta sinergia com a quinase KIN10, colocando este bZIP como um fator
chave na manutencéo do balango energético da planta.

Em concluséo pode-se sugerir que os varios niveis de regulagcdo do mRNA
de AtbZIP63 por ABA e glicose reflete os varios ajustes finos necessarios a uma
resposta adequada a estresses abidticos em fase com o nivel energético do
organismo. Adicionalmente notamos que a expressao de AtbZIP63 é reprimida em
condigdes de baixa nutricdo nitrogenada (GENEVESTIGATOR, Zimmermman et

al., 2004, https://www.genevestigator.ethz.ch/) sugerindo que este regulador da

transcricdo também integra informacgdes relativas a disponibilidade de nitrogénio,
um aspecto ainda que precisa ser explorado

O conjunto de dados deste trabalho permitiu observar que os genes bZIPs
do Grupo C sao regulados por ABA, glicose e manose. Mais especificamente, ABA
reprime AtbZIP63, glicose induz AtbZIP25 e reprime AtbZIP9 e AtbZIP63 e
manose reprime AtbZIP25 e AtbZIP63. AtbZIP63 mostrou ser um importante
integrador das vias desses trés sinais. Foi possivel também comprovar uma
separagao entre as vias de sinalizagdo das repostas a glicose e a manose, tendo
como pontos de distingdo a dependéncia de ABI5 e ABI4, respectivamente. Outra
evidéncia clara para distingdo das vias de sinalizagao de glicose e de manose é o
fato de que, enquanto AtbZIP25 é induzido de maneira dependente de ABIS por
glicose, este bZIP é reprimido por manose por uma via de sinalizagao dependente
de ABI4 e de ABA. Nossos dados levaram a formulagdo de um modelo de vias de
sinalizacao de ABA, glicose e manose para a regulagdo dos bZIPs do Grupo C de
Arabidopsis (Figura 22). A repressao de AtbZIP63 por glicose pode ser distinguida

por duas vias: uma parcialmente dependente de ABA e de ABI5, e outra
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independente de ABA, cujos elementos ainda n&o sido conhecidos. A via
independente de ABA também foi observada na repressdao de AtbZIP63 por

manose e de AtbZIP9 por glicose.

Glicose Manose

Figura 22. Modelo para a interacdo das vias de sinalizacdo de ABA, glicose e manose sobre a
expressao dos bZIPs do Grupo C. ABA reprime AtbZIP63. Glicose reprime AtbZIP9 e AtbZIP63, e
induz AtbZIP25 (apenas no ecétipo WS). Manose reprime AtbZIP25 e AtbZIP63. Os elementos
envolvidos nas vias de sinalizagdo da repressao de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por manose
ainda nao sao conhecidos. Glicose induz AtbZIP25 por uma via dependente de ABI5. AtbZIP63 é
reprimido por glicose através de duas vias: uma parcialmente dependente de ABA e ABI5, onde
ABA atuaria indiretamente, possivelmente influenciando a atividade de ABI5 para a represséo de
AtbZIP63 por glicose (setas discontinuas). Esta hipotese é suportada pelo fato de que ABA também
reprime AtbZIP63 via ABIS. A outra via envolvida na repressdo de AtbZIP63 por glicose envolve
elementos ainda ndo conhecidos. Manose reprime AtbZIP25 por uma via dependente ABI4. Esta
repressao apenas € efetiva na presenca de ABA e provavelmente este fitorménio regule a atividade
de ABI4 durante a sinalizagdo por manose, influenciando, portanto, a regulagdo por manose de
maneira indireta (setas descontinuas).
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CONCLUSOES

Nas condi¢des testadas:

Etileno, giberelina, acido jasménico e auxina ndo regulam a expressao dos
genes bZIPs do Grupo C de A. thaliana.

Citocinina induz fracamente a expressao dos quatro genes bZIPs do Grupo C.
As regulagdes dos bZIPs do Grupo C por glicose e manose estao inseridas em
vias de sinalizagao independentes de atividade de HXK1, um sensor de glicose
em Arabidopsis.

A repressao de AtbZIP63 por glicose € parcialmente dependente de ABA
(ABA2) e de ABI5, enquanto que os elementos envolvidos na via de repressao
de AtbZIP63 por manose ainda ndo s&o conhecidos. ABA é necessario para a
repressao de AtbZIP25 por manose e mediada por ABI4. Adicionalmente, a
indugdo de AtbZIP25 por glicose esta inserida em uma via dependente de
ABI5. O conjunto desses dados permitem inferir que glicose e manose regulam
AtbZIP63 e AtbZIP25 através de vias distintas, que sao diferenciadas pela
dependéncia de ABI5 e ABI4, respectivamente.

ABA e glicose desempenham um papel sinérgico na represséo de AtbZIP63 e
provavelmente esta repressdo sinérgica € resultante de efeitos pos-
transcricionais na expressao de AtbZIP63. Estes dados suportam a nogao de
que AtbZIP63 representa um integrador chave das vias de glicose e ABA e
evidenciam uma provavel reorganizagdo da rede de heterodimerizagao entre

os bZIPs do Grupo C e do Grupo S1 em resposta a glicose e ABA e
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consequentemente dos programas de expressao génica em resposta a glicose

e ABA.
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PERSPECTIVAS

Neste trabalho os reguladores da transcricdo ABI4 e ABI5 da via de
transducado do ABA foram identificados como elementos das vias regulatérias da
expressao dos bZIPs do Grupo C por ABA, glicose e manose,. O envolvimento de
ABI4 foi especifico para a repressao de AtbZIP25 por manose, enquanto que ABI5
estd envolvido nas regulagdes de AtbZIP63 e de AtbZIP25 por glicose. Seria
interessante avaliar se ABI5 e ABI4 atuam diretamente no promotor de AtbZIP63 e
AtbZIP25 para mediar suas respostas a glicose e a manose e como ABA distingue
essas hexoses através de ABI4 e ABI5 para a repressao ou indugao de AtbZIP25.
Além disso, analises de outros mutantes para elementos da via de sinalizagao
glicose/ABA, como ABI1, ABI2, ABI3 e ABI8 e fatores de trasncri¢do responsivos a
ABA (ABFs por exemplo) poderiam refinar nosso conhecimento sobre os
elementos envolvidos nas regulagdes dos bZIPs do Grupo C por manose e
glicose. Adicionalmente, como as respostas a glicose e a manose dos bZIPs do
Grupo C sédo independentes da atividade de HXK1, o unico sensor de glicose
claramente identificado em Arabidopsis, seria importante avaliar a participacdo de
outros possiveis sensores como proteinas G, por exemplo AtRGS1, ou como a
HXK2 ou as HXK-like, na sinalizagcdo mediada por essas hexoses.

Como existem evidéncias da interagdao entre as vias de sinalizacdo de
etileno e de glicose, a hipotese de elementos da via de sinalizagéo de etileno,
como por exemplo EIN3 e CTR1, estarem envolvidos nas regulagbes dos genes

bZIPs do Grupo C por glicose ainda precisa ser avaliada mais precisamente.
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Informagdes sobre manose como regulador da expressdo génica sdo muito
escassas. Os dados obtidos no presente trabalho definem a manose como um
sinal independente de glicose na expressao de fatores de transcrigdo do tipo bZIP,
abrindo um série de questionamentos sobre qual a importancia de manose como
um sinal regulatério e quais as vias de sinalizagdo envolvidas na regulagédo de
genes por esta hexose.

Outra pergunta importante seria identificar detalhadamente os mecanismos
da sinergia da repressao de AtbZIP63 por ABA e avaliar o grau de diversificagao
evolutiva deste processo de regulacéo.

Desta maneira, a obtengédo dessas informacgdes, aliadas as ja obtidas neste
trabalho e em outros trabalhos desenvolvidos por nosso grupo daria novas pistas
das fungdes dos bZIPs do Grupo C e da evolugao dessa classe de fatores de

transcricdo através das espécies mono e eudicotiledéneas.
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