
 
 

i

 
 
 





 
 

iii
 



 
 

iv

AGRADECIMENTOS 
 

Em primeiro lugar agradeço a Deus por tudo que tem feito por mim e 
especialmente pela oportunidade ímpar de cursar uma pós-graduação. 
 
À minha família, especialmente aos meus pais, que me apoiou em todos os 
sentidos possíveis e foram a base para eu chegar até aqui. Muitíssimo obrigado. 
 
Ao meu orientador, Dr. Michel Vincentz. A bagagem cientifica que eu trouxe 
quando cheguei a anos atrás certamente é bem inferior à que eu tenho hoje, 
graças a você. Você me ajudou a desenvolver senso crítico e me deu noções 
básicas de ciência, sendo assim, adicionou muito mesmo à minha formação 
profissional. Muito obrigado. 
 
Aos membros da banca, Dr. Márcio Alves-Ferreira, Dra. Marie Anne van Sluys, Dr. 
José Andrés Yunes e Dra. Alessandra Alves de Souza, pela prontidão em 
responder ao convite e pelas contribuições, que certamente serão de grande valia 
para a elaboração do texto fina da tese. 
 
Aos meus amigos Paulo, Débora e Paulinha, que tiveram que me “aturar” nos 
momentos difíceis. Considero vocês uma família – a família de Campinas. Muito 
obrigado. 
 
Aos meus colegas de laboratório do CBMEG – Diana (especialmente você), Dudu, 
Amanda, Zé Pedro, Daniela, Aline, Luana – e do laboratório do Hemocentro - 
Melissa, Daiane, Rosana e Andressa – por tornarem o dia-a-dia mais divertido e 
pelo apoio (de toda natureza possível) que me deram. 
 
Aos alunos que foram meus estagiários: Denise, Maria, Paulo Navas, Paulo César 
e Talita, por me ajudarem e por serem minhas “cobaias”. Aprendi muito com vocês. 
 
À Sandra Martins por toda ajuda com o cultivo das plantas e com a confecção de 
material para a rotina do laboratório. 
 
À Tânia, Sandra e Andressa da secretaria do CBMEG por todos os galhos 
quebrados. 
 
Aos meus amigos do CBMEG: cluster Humanas: Fernanda; cluster Anete: Prianda, 
Letícia, Tatiana, Adna, Tiago, Melissa; cluster Laura: Daniele, Fernanda, Daniela, 
Leandro, Camila; cluster Mano: Sandra, Michele, Edna. Se acaso esqueci alguém 
me perdoe, mas saiba que sou grato a todos vocês pela amizade. 
 
Ao Dr. Celso Eduardo Benedetti e à Dra. Mirian Maluf Perez pela colaboração na 
pré-banca. 
 
A Unicamp e ao CNPq, pelo apoio estrutural, científico e financeiro. 

 



 
 

v

ÍNDICE 
 

LISTA DE ABREVIAÇÕES  ............................................................................... viii 
LISTA DE FIGURAS  ........................................................................................ xi 
RESUMO  ......................................................................................................... 12 
ABSTRACT  ...................................................................................................... 13 
 
INTRODUÇÃO   

 

Regulação da expressão gênica em eucariotos  .............................................. 14 
Os elementos cis de DNA e os elementos trans  ............................................. 15 
Os fatores de transcrição do tipo basic leucine zipper (bZIP)  ......................... 19 
Opaco-2, um fator de transcrição do tipo bZIP do milho  ................................. 22 
Os bZIPs do Grupo C de A. thaliana homólogos a O2 do milho  ..................... 22 
Regulação da expressão gênica por glicose e sua relação com ABA e etileno  26 
ABI4, um elemento da via de sinalização do ABA e da reposta a glicose  ....... 32 
ABI5, elemento da via de sinalização de ABA  ................................................. 34 
 
OBJETIVOS 

 

Objetivo geral  ................................................................................................... 36 
Objetivos específicos  ....................................................................................... 36 
 
MATERIAL E MÉTODOS  

 

Material vegetal e condições de cultivo  ........................................................... 37 
Isolamento e análise do RNA total por RT-PCR semiquantitativa  ................... 39 
PCR quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)  ................................................. 43 
Análise estatística  ............................................................................................ 45 
Fusão traducional da seqüência promotora de AtbZIP63 e da região 5’-UTR 
ao gene marcador gusA  .................................................................................. 

 
45 

Extração e análise do DNA genômico  ............................................................. 46 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A expressão dos genes do Grupo C é regulada por açúcares e ABA  ............. 49 
A repressão de AtbZIP63 por manose sugere o envolvimento de HKX1 como 
sensor na repressão de AtbZIP63 por glicose. Manose aparentemente atua 
independentemente de glicose na repressão de AtbZIP25  .............................

 
 
59 

As repressões de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por glicose e manose 
não envolvem HXK1  ........................................................................................ 

 
60 

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

 
65 

ABI4 atua na repressão de AtbZIP63 por ABA e glicose e de AtbZIP25 por 
manose  ............................................................................................................ 

 
68 

ABI5 está envolvido na repressão de AtbZIP63 por ABA e por glicose e na 
indução de AtbZIP25 por glicose  .....................................................................

 
71 

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

 
74 

ABA e glicose apresentam efeito sinérgico sobre a repressão de AtbZIP63  .. 76 
  



 
 

vi

CONCLUSÕES ................................................................................................. 83 
PERSPECTIVAS  ............................................................................................. 85 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS  ................................................................ 87 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

vii

LISTA DE ABREVIAÇÕES 
 
2,4D   ácido 2,4 diclorofenoxiacético 
3-M-G   3-O-metilgliocose 
AAO3   gene AAO3 
ABA   ácido abscísico 
ABA1   gene ABA1 
aba1-1  mutante aba1-1 
ABA2   gene ABA2 
ABA2   proteína ABA2 
aba2-1  mutante aba2-1 
ABA3   gene ABA3 
ABF   ABRE binding factor 
ABI1   gene ABA-insensitive 1 
ABI2   gene ABA-insensitive 2 
ABI3   gene ABA-insensitive 3 
ABI4   gene ABA-insensitive 4 
ABI4   proteína ABI4 
abi4-1  mutante abi4-1 
ABI5   gene ABA-insensitive 5 
ABI5   proteína ABI5 
abi5-1  mutante abi5-1 
ABI8   proteína ABI8 
ACPC   1-aminocyclopropano-1-carboxylic acid 
Actin2   gene Actin2 
AP2   Apetala2 
ApL3   gene ApL3 
Apt1   gene Apt1 
AREB   ABA responsive element-binding 
ARF   auxin response factors 
Arr15   gene Arr15 
AtbZIP9  gene AtbZIP9 
atbzip9-1  alelo nulo do gene AtbZIP9 
AtbZIP1  gene AtbZIP1 
AtbZIP2  gene AtbZIP2 
AtbZIP3  gene AtbZIP3 
AtbZIP8  gene AtbZIP8 
AtbZIP10  gene AtbZIP10 
AtbZIP11  gene AtbZIP11 
AtbZIP25  gene AtbZIP25 
AtbZIP39  gene AtbZIP39 
AtbZIP41  gene AtbZIP41 
AtbZIP44  gene AtbZIP44 
AtbZIP53  gene AtbZIP53 
AtbZIP63  gene AtbZIP63 
AtGA2ox  gene AtGA2ox 
ATRGS1  proteína G ATRGS1 



 
 

viii

bHLH   basic helix-loop-helix 
BZI-1   gene BZI-1 do tabaco 
BZI-1   proteína BZI-1 do tabaco 
bZIP   basic-leucine zipper 
Bzo2h  basic leucine zipper O2 homologous 
CAA   gene CAA 
CAB2   gene CAB2 
CBF   CCAAT-binding factor 
cDNA   DNA complementar 
Col-0   A. thaliana ecótipo Columbia-0 
CTR   constitutive triple response 
ctr1-1   mutante ctr1-1 
DAE    dias após a estratificação 
DNA   DNA, ou ácido desoxirribonucléico 
DOF   DNA binding with one finger 
DREB1  gene Dehydration Responsive Elements Binding1 
DREB2  gene Dehydration Responsive Elements Binding1 
ein   ethylene insensitive 
ein3-1  mutante ein3-1 
ERD1   gene early responsiveto dehydration stress 1 
EREBP  ethylene responsive element binding protein 
Erf1   gene Erf1 
etr1-1   mutante etr1-1 
GA3   ácido giberélico 
GBF1   gene GBF1, correspondente a AtbZIP41 
gcr   G protein coupled receptor 
GFP    green fluorescent protein 
ghs   glucose hypersensitive 
gin    glucose-insensitive 
gin2-1  mutante gin2-1 
GUS   enzima β-glucoronidase de Escherichia coli 
gusA   gene β-glucoronidase de Escherichia coli 
HDZF   homeodomain zinc finger 
hys   hypersenescence 
Iaa19   gene Iaa19 
KIN10   quinase KIN10 
HXK   hexoquinase 
isi   impaired sucrose induction 
KEG    ligase E3 KEEP ON GOING 
LEA    late embryogenesis abundant 
Ler   A. thaliana ecótipo Landsberg erecta 
LSD1   lesions simulating disease resistance1 
M-6-P   manose-6-fosfato 
MeJa   metil jasmonato 
miRNA  micro RNA 
mRNA   RNA mensageiro 
NCED3  gene NCED3 



 
 

ix

ncRNA  non-coding RNA ou RNA não codificante 
O2   gene Opaco-2 
O2   proteína OPACO-2 
PCR   polymerase chain reaction 
PDF1.2  gene PDF1.2 
PoGO   possível grupo de ortólogos 
ProDH   gene da prolina desidrogenase 
RD29A  gene RD29A 
RD29B  gene RD29B 
RPT5B   partícula 19S da subunidade proteossômica 
RT-PCR  reverse transcriptase PCR ou PCR semiquantitativa 
RT-qPCR  PCR em Tempo Real 
siRNA   RNA de interferência 
sis   sugar-insensitive 
SnRK1  Snf1-related kinase 
sun6   sucrose uncoupled 6  
T-DNA   DNA de transferência de Agrobacterium tumefaciens 
TAIR   The Arabidopsis Information Resource 
TFIIA   fator de transcrição basal tipo TFIIA 
TFIIB   fator de transcrição basal tipo TFIIB 
TFIID   fator de transcrição basal tipo TFIID 
TFIIE   fator de transcrição basal tipo TFIIE 
TFIIF   fator de transcrição basal tipo TFIIF 
TFIIH   fator de transcrição basal tipo TFIIH 
VHA-B1   vacuolar H+-ATPase B1 
Ws   A. thaliana ecótipo Wassilewskija 
Xtr-7   gene Xtr-7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

x

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Esquema geral dos elementos cis de DNA e trans envolvidos na 
iniciação da transcrição.  ................................................................................... 
 

 
17

Figura 2. Participação de fatores de transcrição de diversas famílias e suas 
interações na regulação de genes responsivos a estresses em A. thaliana.  ... 
 

 
19

Figura 3. Representação do domínio bZIP de um fator de transcrição, 
formado de duas α-hélices, representando o domínio bZIP de um 
homodímero.  ..................................................................................................... 
 

 
 
20

Figura 4. Modelo das interações genéticas entre a via de sinalização de 
glicose e de hormônios.  .................................................................................... 
 

 
29

Figura 5. Regulação da expressão dos genes bZIPs do Grupo C de A. 
thaliana.  ............................................................................................................ 
 

 
50

Figura 6. Sensibilidade da resposta de AtbZIP9 e AtbZIP63 a glicose.  ...........
 

51

Figura 7. Efeito de ABA e glicose sobre a expressão dos genes dos 
reguladores bZIPs do Grupo C de A. thaliana.  ................................................. 
 

 
53

Figura 8. Padrão de expressão dos bZIPs do Grupo C de A. thaliana nos 
mutantes ctr1-1, ein3-1 e etr1-1.  .......................................................................
 

 
55

Figura 9. Modelo idealizado do metabolismo dos análogos de açúcar.  ...........
 

57

Figura 10. Regulação de AtbZIP9, AtbZIP25 e AtbZIP63 em resposta a 
análogos de glicose.  ......................................................................................... 
 

 
57

Figura 11. Fenótipo glucose-insensitive (gin) dos mutantes gin2-1, aba2-1, 
abi4-1 e abi5-1 em comparação aos respectivos genótipos selvagens.  .......... 
 

 
61

Figura 12. A resposta a glicose e a manose dos genes bZIPs pertencentes 
ao Grupo C de Arabidopsis é independente de hexokinase1 (HXK1).  ............. 
 

 
63

Figura 13. As respostas a glicose e a manose dos genes bZIPs pertencentes 
ao Grupo C de Arabidopsis é independente de hexokinase1 (HXK1).  ............. 
 

 
64

Figura 14. A resposta de AtbZIP25 a manose e de AtbZIP63 a glicose 
envolvem uma via de sinalização dependente de ABA.  ................................... 
 

 
67

Figura 15. ABI4 antagoniza a resposta de AtbZIP63 a ABA e a glicose e está 
envolvido na repressão de AtbZIP25 por manose.  ........................................... 
 

 
70

Figura 16. Expressão de ABI4 e ABI5 no mutante aba2-1.  ............................. 71



 
 

xi

 
Figura 17. ABI5 está envovido na resposta de AtbZIP63 a ABA e a glicose e 
na indução de AtbZIP25 por glicose no ecótipo Ws.  ........................................ 
 

 
73

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

 
75

Figura 19. AtbZIP25 é induzido por glicose e reprimido por manose.  ............. 
 

75

Figura 20. AtbZIP63 é reprimido tanto por ABA, glicose e manose.  ................ 
 

76

Figura 21. Regulação dos bZIPs do Grupo C de Arabidopsis pela 
combinação de ABA, glicose e manose.  ...........................................................
 

 
78

Figura 22. Modelo para a interação das vias de sinalização de ABA, glicose e 
manose sobre a expressão dos bZIPs do Grupo C.  .........................................

 
82

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

12

RESUMO 

 

Na planta modelo eudicotiledónea A. thaliana quatro genes para fatores de 
transcrição do tipo bZIP que são homólogos a Opaco-2 (O2) do milho, uma 
monocotiledônea, foram identificados. O2 é um regulador chave do metabolismo 
coordenado de carbono e nitrogênio e da síntese de prolaminas de reserva 
durante o desenvolvimento da semente. Estes quatro genes, AtbZIP9, o par de 
parálogos AtbZIP10 e AtbZIP25, e AtbZIP63, o provável ortólogo 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 está 
associado com e resposta à estresses, além de, junto com AtbZIP25, participar na 
regulação de genes de proteínas de reserva na semente e que AtbZIP63 pode 
estar envolvido com o balanço energético da planta. Para acrescentar novas 
informações relevantes sobre a função dos bZIPs do Grupo C e, a longo prazo, 
entender como a função de O2 evoluiu em angiospermas, iniciou-se neste 
trabalho uma caracterização detalhada da regulação dos membros do Grupo C em 
resposta a diversos sinais hormônais e a açúcares. Mostramos que apenas as 
hexoses glicose e manose e o ácido abscísico (ABA) regulam de maneira 
transiente a expressão dos genes bZIP do Grupo C, sugerindo que eles 
representam intermediários mediando as respostas a estes sinais. A glicose 
reprime a expressão de AtbZIP9 e de AtbZIP63 e induz a expressão de AtbZIP25, 
ABA reprime a expressão de AtbZIP63 e manose reprime a expressão de 
AtbZIP25 e de AtbZIP63. Em Arabidopsis, a hexoquinase1 (HXK1) é um sensor da 
glicose que ativa a síntese e sensibilidade ao ABA para inibir o desenvolvimento 
da plântula em resposta a glicose. Reportamos aqui que as repressões em curto 
prazo de AtbZIP9 e AtbZIP63 por glicose e de AtbZIP25 e AtbZIP63 por manose 
estão mediadas por vias de sinalização independentes de HXK1 e envolvem 
elementos relacionados a ABA. AtbZIP25 apresenta uma indução por glicose 
dependente de ABI5 e repressão por manose dependente de ABA2 e ABI4. A 
repressão de AtbZIP63 por glicose envolve uma via dependente de ABA2 e de 
ABI5 que é reprimida por ABI4. Já a repressão de AtbZIP63 por manose e de 
AtbZIP9 por glicose estão inseridas em vias independentes de ABA2, ABI4 e ABI5. 
A dependência diferencial de ABI5 e de ABI4 na regulação por glicose e manose 
de AtbZIP25 e de AtbZIP63, permite inferir que ambas hexoses atuam através de 
vias de transdução distintas e enfatiza a importância de manose como sinal 
metabólico de regulação. Observou-se ainda que ação conjunta de ABA e glicose 
apresenta um efeito sinérgico na repressão de AtbZIP63, provavelmente refletindo 
regulações pós-transcricionais da expressão deste gene. Os dados sugerem que 
AtbZIP63 representa um importante nó da comunicação entre a sinalização por 
ABA (estresse abiótico) e por glicose (nível energético) permitindo adequar 
eficientemente a resposta a estresse abiótico que seja compatível 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 ABI5 while its repression by mannose 
appears to be ABA2- and ABI4-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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INTRODUÇÃO 

 

Regulação da expressão gênica em eucariotos 

As diferenças que distinguem os vários tipos de células nos eucariotos são 

devidas principalmente à expressão diferencial de genes que codificam para 

proteínas, micro RNA (miRNA), RNA de interferência (siRNA) e RNA não 

codificante (ncRNA). Os processos de divisão celular e diferenciação são 

controlados por programas de expressão gênica regulados, atuando desde a 

formação do zigoto. Estes programas devem ser modulados por uma variedade de 

estímulos endógenos e exógenos para otimizar o crescimento e o 

desenvolvimento. A regulação da expressão gênica também é um passo crucial 

que permite a homeostasia do organismo. O termo “expressão gênica” refere-se 

ao processo em que um determinado gene é transcrito em um mRNA que 

codificará uma proteína, um miRNA ou um siRNA. A expressão gênica pode ser 

regulada em qualquer desses sete passos de controle potenciais: (1) estrutura da 

cromatina; (2) iniciação da transcrição; (3) processamento do transcrito primário; 

(4) transporte do mRNA para o citoplasma; (5) tradução do mRNA; (6) estabilidade 

do mRNA; (7) estabilidade da proteína ou modulação 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 regulação gênica ocorre na fase da 

iniciação da transcrição (Riechmann et al., 2000; Beckett, 2001; Warren, 2002; 

Wray et al., 2003). Os genomas de organismos eucarióticos estão compactados 
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na cromatina, através de complexos formados com proteínas especificas 

denominadas histonas. Esta compactação, além de sua função estrutural – manter 

o DNA organizado e limitado ao núcleo celular – impede processos que requerem 

o acesso ao DNA, entre eles o início da transcrição gênica, o reparo do DNA, a 

recombinação e a replicação (Lee and Young, 2000; Riechmann, 2002; Horn and 

Peterson, 2006). A heterocromatina é uma forma de cromatina tão compactada 

que os genes empacotados são transcricionalmente inertes e uma de suas 

funções reside na formação de estruturas cromossômicas, como por exemplo o 

centrômero e os corpúsculos de Barr. Por outro lado, a porção do genoma que 

potencialmente pode ser transcrita encontra-se na eucromatina, que são regiões 

nas quais a cromatina encontra-se desespiralada na interfase. A transcrição da 

eucromatina requer modificações da cromatina para que o aparato transcricional 

(RNA polimerase e fatores reguladores da transcrição) se ligue ao DNA (Kornberg, 

1999). Dentre as modificações, há a acetilação das histonas e o estado de 

metilação da seqüência do gene, que são duas marcas epigenéticas relacionadas 

à mudança da estrutura da cromatina que pode tornar um gene ativo ou não 

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

 

Os elementos cis de DNA e os elementos trans 

Elementos cis são seqüências de DNA envolvidas no controle da expressão 

gênica. As três principais classes de elementos cis são: 

1) promotores mínimos (Figura1), formados por uma seqüência de DNA 

conservada chamada TATA-box, situada 20 a 30 nucleotídeos upstream ao sítio de 

iniciação da transcrição. A ligação da maquinaria basal de transcrição ao promotor 
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mínimo é suficiente para iniciar a transcrição, mas a regulação da taxa de iniciação 

da transcrição é mediada por outros elementos cis envolvidos no controle da 

expressão gênica, descritos a seguir; 

2) elementos proximais a promotores (Figura1), seqüências próximas ao promotor 

que maximizam a taxa de iniciação da transcrição dos promotores; e 

3) enhancers e silencers (Figura1), que ativam ou reprimem a taxa de iniciação da 

transcrição, respectivamente, e podem estar dispostos dentro de centenas ou 

milhares de pares de bases de DNA situados 5’ ou 3’ do sítio de iniciação ou até 

em íntrons, ao contrário do promotor ou de elementos próximos ao promotor, que 

atuam próximos ao sítio de iniciação da transcrição (Blackwood and Kadonaga, 

1998; Lee and Young, 2000; Smale and Kadonaga, 2003). 

Os elementos trans são fatores reguladores da transcrição que afetam a 

taxa de transcrição pela interação específica com seqüências de DNA regulatórias 

e pelas interações com outras proteínas (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 transcrição 

basais (Figura1), TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF e TFIIH, que se ligam direta ou 

indiretamente ao promotor mínimo dos genes e auxiliam a RNA polimerase II a 

iniciar a transcrição, formando o aparato transcricional basal, mas não são 

capazes de aumentar ou diminuir a taxa de transcrição. Estes fatores estão 

presentes em todas as células e são ativos nas mais diversas condições 

(Riechmann, 2002). A segunda classe corresponde a fatores de transcrição sítio-

específicos (Figura1) que podem se ligar a elementos de regulação cis, ativado ou 

reprimindo a taxa de iniciação da transcrição através da modulação da atividade 
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da maquinaria basal de transcrição. Os fatores de transcrição sítio específicos 

podem se ligar a complexos protéicos de classes heterogêneas, denominadas 

cofatores e coativadores, para intermediar a sua atuação sobre a maquinaria basal 

e modular sua ligação com o DNA (Figura1). Fatores de transcrição sítio-

específicos podem ser expressos especificamente em determinados tecidos, tipos 

celulares, estágios de desenvolvimento ou em resposta a diferentes estímulos 

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

 

Figura 1. Esquema geral dos elementos cis de DNA e trans envolvidos na iniciação da transcrição. 
O aparato basal (RNA polimerase II e fatores de transcrição basais) reconhece o TATA-box do 
promotor mínimo ligando-se a ele para o início da transcrição. O promotor proximal e seqüências 
regulatórias, que podem ser enhancers ou silencers, maximizam ou diminuem a taxa de transcrição 
do promotor mínimo. Fatores de transcrição sítio-específicos se ligam a elementos cis (seqüências 
regulatórias, que podem estar quilobases distantes tanto up quanto downstream ao promotor), e a 
cofatores ou coativadores que intermedeiam sua afinidade às seqüências regulatórias e à 
maquinaria basal, para maximizar ou reprimir a transcrição (adaptado de Villard, 2004). 

 

Fatores de transcrição sítio específicos são proteínas modulares formadas 

por motivos distintos que são: 1) motivo de ativação ou repressão; 2) domínio de 
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ligação ao DNA; e 3) motivo de multimerização (Sigh, 1998; Lee and Young, 2000; 

Riechmann et al., 2000; Wingender et al., 2000; Warren, 2002). A maioria dos 

fatores de transcrição sítio-específicos pode ser agrupada em famílias 

multigênicas de acordo com similaridades entre seqüências de aminoácidos ou 

com a estrutura de seus domínios conservados de ligação ao DNA e de 

multimerização. Algumas dessas famílias podem ser encontradas em todos os 

eucariotos, como no caso dos basic helix-loop-helix (bHLH) e basic leucine zipper 

(bZIP), mas existem famílias especificamente encontradas em plantas, por 

exemplo: DNA bindibg with one finger (DOF), Apetala2/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 transcrição sítio-específicos podem 

interagir entre si e com outros elementos da maquinaria transcricional. Tais 

interações podem ser importantes para o controle fino da transcrição e podem dar 

indícios da ligação entre a atividade em cascata dos fatores de transcrição e vias 

de sinalização na regulação da expressão de genes. Um exemplo pode ser a 

participação de fatores de transcrição de diversas classes na regulação 

dependente ou independente de ABA da expressão de genes envolvidos com 

resposta a estresses abióticos (ver em Figura 2). 
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Figura 2. Participação de fatores de transcrição de diversas famílias e suas interações na 
regulação de genes responsivos a estresses em A. thaliana. Fatores de transcrição controlando 
genes induzidos por estresses estão apresentados em círculos coloridos. Elementos cis envolvidos 
na transcrição em resposta a estresse estão apresentados em caixas cinzas. Pequenos círculos 
coloridos revelam modificações dos fatores de transcrição em resposta a sinais de estresses para 
que ocorra sua ativação. AREB/ABFs são fatores de transcrição AP2 envolvidos com a resposta a 
estresse osmótico dependente de ABA. Estas classes de fatores de transcrição estão envolvidos 
com a regulação da expressão dos genes RD29A e RD29B, responsivos a estresses. Os fatores 
de transcrição DREB1/CBF estão envolvidos no controle da expressão de genes responsivos ao 
frio. DREB2 é um fator de transcrição importante na regulação da expressão de genes responsivos 
a desidratação e alta salinidade. Os fatores de transcrição MYB e MYC regulam a expressão do 
gene responsivo a estresse RD22. Os fatores de transcrição NAC e HDZF estão envolvidos na 
regulação do gene responsivo ao estresse osmótico ERD1, através de uma via independente de 
ABA (adaptado de Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006; Shinozaki and Yamaguchi-
Shinozaki, 2007).  

 

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

As proteínas do tipo basic leucine zipper (bZIP) são uma classe de fatores 

de transcrição encontrada em todos os eucariotos e se caracterizam por 

apresentarem um domínio conservado de 60 a 80 aminoácidos conhecido como 

domínio bZIP. Este domínio é formado por dois motivos: 1) a região básica, 
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composta por cerca de 30 resíduos, principalmente aminoácidos básicos, 

responsável pela ligação à seqüência DNA específica; e 2) o zíper de leucinas, 

responsável pela formação de homo ou heterodímeros (Figura 3). O motivo zíper 

de leucina que caracteriza essas proteínas é definido como tendo resíduos de 

leucina espaçados em sete aminoácidos, sendo repetidos ao menos três vezes 

(LxxxxxxLxxxxxxL) (Landschulz et al., 1988). Por dimerização, motivos de zíper de 

leucinas paralelos interagem através de uma interface hidrofófica “coiled-coil” que 

justapõe duas regiões básicas adjacentes (Luscombe et al., 2000). Coletivamente, 

essas regiões básicas constituem um motivo que interage com seqüências cis-

específicas o que geralmente são palindrômicas ou pseudo-palindrômicas (Sigh, 

1998; Wray et al., 2003). 

 

 

Figura 3. Representação do domínio bZIP de um fator de transcrição, formado de duas α-hélices, 
representando o domínio bZIP de um homodímero. A região em vermelho representa o zíper de 
leucinas, responsável pela formação de dímeros. A região em azul representa o domínio básico, 
responsável pela interação 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 estão envolvidos em muitos 

processos que são críticos para a função de um organismo. Em animais foram 

encontrados bZIPs relacionados à formação de órgãos 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 estão 

envolvidos na diferenciação sexual, na entrada da fase estacionária, na reposta a 

estresse oxidativo, na via de biossíntese de metionina, entre outros processos 

(Patton et al., 2000; Moye-Rowley, 2003; Ikner and Shiozaki, 2005). Em plantas, os 

fatores bZIP são importantes para o desenvolvimento da semente, florescimento, 

maturação e desenvolvimento dos órgãos florais, fotomorfogênese, elongação e 

crescimento celular, controle do balanço carbono nitrogênio durante o 

desenvolvimento da semente, mecanismos de defesa, via de sinalização de 

sacarose e de hormônios, controle osmótico 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 presença conservada dos fatores bZIP através dos 

eucariotos, junto com seu papel importante para diversas funções celulares, 

enfatiza a importância dessa classe de fatores de transcrição (para detalhes ver 

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

Um dos primeiros fatores de transcrição do tipo bZIP de plantas a ser 

clonado é a proteína bZIP do milho OPACO-2 (O2), que é um lócus de regulação 

da fase de maturação do endosperma do milho, onde pode ativar a transcrição de 

genes de proteínas de estocagem, bem como uma pyruvate orthophosphate 

dikinase-1 (Yunes et al., 1998; Ciceri et al., 1999; Hunter et al., 2002). O2 também 

está envolvido no controle do metabolismo de lisina em sementes, bem como no 

metabolismo de carbono e nitrogênio 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 homólogos ao O2 foram 

encontrados em outras gramíneas (Albani et al., 1997; Vettore et al., 1998; 

Vicente-Carbajosa et al., 1998; Oñate et al., 1999; Onodera et al., 2000) nas quais 

detêm o padrão endosperma específico de expressão. Baseado em análises 

filogenéticas, foi sugerido que O2 corresponde a uma especialização funcional de 

monocotiledôneas (Vincentz et al., 2003). O regulador bZIP BZI-1 de tabaco, 

possivelmente um ortólogo ao O2, está envolvido na via de sinalização de auxina 

e na resposta a patógenos (Kuhlmann et al., 2003; Heinekamp et al., 2004). A 

aparente ausência de funções similares entre BZI-1 de tabaco e o O2 de milho 

corroboram a hipótese de que a função do O2 é uma novidade restrita a 

monocotiledôneas. 

 

Os bZIPs do Grupo C de A. thaliana homólogos a O2 do milho 

Foram identificados quatro genes homólogos ao O2 em A. thaliana, que são 

denominados basic leucine zipper O2 homologous (Bzo2h), também conhecidos 



 
 

23

como bZIPs do Grupo C. Há evidências preliminares da função biológica desses 

genes e é possível que eles correspondam a três funções ancestrais em 

angiospermas, representadas por AtbZIP63, o provável ortólogo ao O2, AtbZIP9 e 

o par de parálogos AtbZIP10 e AtbZIP25 (Vincentz et al., 2003). 

AtbZIP63 é fracamente expresso em sementes e existem poucas 

informações sobre suas funções (Lara et al., 2003; Kaminaka et al., 2006). 

Estudos recentes indicam que AtbZIP63 pode estar envolvido com a regulação 

gênica relacionada a respostas a escuridão, açúcar e a sinais que regulam o 

metabolismo da planta, como balanço energético e condições 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 está 

ligada em respostas a diversas vias estimulatórias (Menkens et al., 1995). KIN10 é 

uma quinase do grupo SnRK1 (Snf1-related kinase) envolvida no controle 

convergente da reprogramação da transcrição em resposta a carência nutricional 

e hipoxia (Baena-González el al., 2007). Um ortólogo de O2 e AtbZIP63 em 

tabaco, o gene BZI-1, parece estar envolvido na via de sinalização de auxina 

(Heinekamp et al., 2004) e análises de plantas transgênicas superexpressando um 

alelo dominante negativo de BZI-1 demonstraram susceptibilidade à infecção das 

plantas pelo vírus do mosaico do tabaco, indicando um provável papel desse 

gene, e possivelmente de AtbZIP63, na resposta a patógenos (Kuhlmann et al., 

2003). 

Sabe-se que os dois genes parálogos AtbZIP10 e AtbZIP25 estão 

expressos na semente e podem interagir com o ABI3, um regulador chave na via 

de sinalização do ABA que controla a fase de maturação 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 O2 de milho em Arabidopsis. Recentemente, foi demonstrado 

geneticamente que AtbZIP10 é um regulador positivo da resposta hipersensitiva, 

ou seja, morte celular induzida por patógenos, de respostas de defesa basais e 

morte celular induzida por espécies reativas de oxigênio. Essas atividades são 

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 oxigênio (Kaminaka et al., 2006). Estes 

autores relatam que, por meio de um mecanismo de retenção citoplasmática, 

LSD1 inibe os efeitos regulatórios de AtbZIP10 quando não há sinais ambientais, 

como o ataque de patógenos e, conseqüentemente, a liberação de espécies 

reativas de oxigênio. Na presença desses sinais, AtbZIP10 é dissociado a LSD1 e 

dirigido ao núcleo, onde induz a expressão de genes relacionados à resposta 

hipersensitiva e à defesa basal da planta. Existem também evidências que, em 

resposta a hipoosmolaridade, AtbZIP10 forma heterodímeros funcionais com 

AtbZIP53, um membro dos bZIPs do Grupo S de Arabidopsis (Jakoby et al., 2002; 

Correa et al., 2004) para ativar a transcrição do gene da prolina desidrogenase 

(ProDH), responsável pela degradação de prolina (Weltmeier et al., 2006), o que 

associa AtbZIP10 à respostas a estresses abióticos, como seca, salinidade ou frio. 

Gauer (2004) relatou que AtbZIP9 encontra-se expresso no floema de todos 

os órgãos da planta através da análise da atividade de GUS em plantas 

transgênicas contendo a região promotora de AtbZIP9 em fusão ao gene repórter 

gusA. A hibridação in situ do mRNA de AtbZIP9 confirmou esses resultados. A 
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autora também relata que a expressão de AtbZIP9 já se encontra presente no 

procâmbio na fase de maturação do embrião, indicando que este fator de 

transcrição encontra-se expresso mesmo antes da diferenciação do floema e do 

xilema, o que permite caracterizá-lo como um marcador da diferenciação do 

floema. De fato, a expressão específica no floema observada por Gauer (2004) 

está de acordo com dados recentes do transcriptoma do floema de Arabidopsis 

(Zhao et al., 2005) e por detecção in vivo de fusões traducionais com o gene 

marcador green fluorescent protein (GFP) (Lee et al., 2006). Análises histológicas 

da anatomia do feixe vascular de plantas superexpressando AtbZIP9 e do mutante 

nulo de inserção de T-DNA atbzip9-1 não mostraram diferenças na organização 

nem na estrutura do tecido vascular em relação a plantas selvagens (Silveira et 

al., 2007, ver artigo em anexo), fato que pode dar pistas de uma possível 

redundância 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 híbridos em protoplastos de Arabidopsis, mostraram 

que os bZIPs do Grupo C formam heterodímeros com os bZIPs do Grupo S, 

preferencialmente com AtbZIP1, AtbZIP2, AtbZIP11, AtbZIP44 e AtbZIP53, o que 

pode proporcionar uma ampla flexibilidade combinatória aos sistemas regulatórios 

da expressão. Recentemente, através da análise de alelos de AtbZIP9 que 

codificam para ativadores constitutivos fortes da transcrição, ativando assim a 

expressão de seus genes alvos, Silveira et al. (2007) constataram diversas 

alterações de morfologia foliar, mudanças metabólicas e fisiológicas, como o 

acúmulo de compostos fenólicos nas folhas, sintomas de morte celular e 

senescência. Estes efeitos podem sugerir mudanças nas propriedades funcionais 
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do transporte no floema, decorrentes de defeitos no processo de diferenciação e 

organização das células no cilindro vascular, embora isto não tenha sido 

observado por Gauer (2004). 

 

Regulação da expressão gênica por glicose e sua relação com ABA e etileno 

Glicose é um importante nutriente para as células eucarióticas, servindo 

como fonte de carbono e de energia tanto em leveduras, plantas e mamíferos. Na 

presença de glicose, uma variedade de vias metabólicas são afetadas, resultando 

em inúmeras mudanças nos intermediários metabólicos, em cofatores e em 

produtos finais (revisado por Rolland et al., 2001). Em virtude de a glicose afetar a 

expressão de diversos genes envolvidos em diferentes processos celulares (Rook 

et al., 2006; Osuna et al., 2007), foi proposto que diferentes vias de sinalização 

são recrutadas para o controle desses genes (Xiao et al., 2000). Em leveduras, 

hexokinase2 (HXK2) foi identificada como um dos primeiros genes envolvidos na 

repressão gênica mediada por glicose e tem sido proposto que, das três quinases 

de açúcar em leveduras, HXK2 apresenta uma atividade bifuncional, com 

domínios catalíticos e regulatórios para a repressão 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 superexpressão de HXK1 mostraram que 

HXK1 também é capaz de mediar a repressão gênica por glicose em leveduras 

(Rose et al., 1991; revisado por Rolland et al., 2002a). 

Diferentes evidências também apontam para o envolvimento da HXK como 

um componente crucial de percepção e de vias de sinalização da glicose em 

plantas (Smeekens, 2000; Rolland et al., 2002b; Moore et al., 2003; Rolland and 
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Sheen, 2005). Há, pelo menos, três tipos de mecanismos de sinalização 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 sinalização que dependem da atividade catalítica da HXK1 

(Xiao et al., 2000). 

Em Arabidopsis existem dois genes de HXK e quatro genes HXK-like, que 

interagem não apenas entre eles para a formação de dímeros, mas também com 

outras proteínas e com várias membranas celulares (Frommer et al., 2003). As 

isoformas de HXK têm sido encontradas no citoplasma celular, em associação 

com o retículo endoplasmático e com a membrana plasmática, mas também 

podem ser localizadas na membrana externa e no estroma do cloroplasto, no 

núcleo e em mitocôndrias (Travis et al., 1999; Giese et al., 2005), Nesta última 

organela, recentemente HXK foi relacionada com a regulação de morte celular 

programada, dando indícios da ligação entre o metabolismo da glicose e apoptose 

(Kim et al., 2006). Cho et al. (2006) apresentaram evidências que HXK1 forma 

complexos apenas no núcleo com VHA-B1 (vacuolar H+-ATPase B1) e com 

RPT5B (uma partícula 19S da subunidade proteossômica), para interagir com o 

promotor do gene CAB2, reprimindo sua expressão em resposta a glicose. 

O mutante gin2 é deficiente na codificação do gene Hxk1 (Moore et al., 

2003). Plântulas do mutante gin2 apresentaram desenvolvimento normal em 

meios contendo altas concentrações de glicose, condições de crescimento que 

normalmente resultariam em um desenvolvimento atrasado. Além disso, o mutante 

gin2 mostrou inibição reduzida da expressão de genes fotossintéticos por glicose. 

Versões mutadas específicas da proteína HXK1 com pouca ou nenhuma atividade 
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enzimática retiveram suas funções sinalizadoras em protoplastos e 

complementaram os fenótipos mutantes de gin2. Esta é a melhor evidência para a 

função sinalizadora de HXK1, separado de sua função metabólica (Rook et al., 

2006). 

Diversas ferramentas genéticas têm sido utilizadas para identificar as vias 

regulatórias que controlam as respostas a açúcares em plantas, a maioria usando 

a espécie modelo Arabidopsis (revisado em Rook and Bevan, 2003). As análises 

genéticas estão baseadas em detectar mudanças do crescimento, do 

desenvolvimento ou alterações na expressão de genes em meios contendo 

açúcares. Por exemplo, sementes germinadas em meios contendo altos níveis de 

glicose ou sacarose têm o estabelecimento das plântulas atrasado. Este efeito dos 

altos níveis de açúcar no desenvolvimento da planta tem sido utilizado para 

identificar mutantes que são insensíveis a essas condições, como por exemplo, os 

mutantes glucose-insensitive (gin) que toleram 6% de glicose no meio, os 

mutantes sugar-insensitive (sis), que sobrevivem em meios com 300mM de 

sacarose, e os mutantes isi (impaired sucrose induction) isolados através da 

análise de plantas contendo o promotor do gene ApL3, que é altamente induzido 

por sacarose, em fusão com marcadores de seleção negativos (Zhou et al., 1998; 

Laby et al., 2000; Rook et al., 2001; para revisão ver Rook and Bevan, 2003). 

Surpreendentemente, estes mutantes identificaram genes envolvidos tanto 

na biossíntese quanto na sinalização por ABA (Figura 4). Os mutantes gin6, sis5, 

sun6 (sucrose uncoupled 6) e isi3  são alélos a abi4 (ABA insensitive4), e 

defeituosos em um gene que codifica um fator de transcrição do tipo AP2, 

enquanto que os alelos do mutante aba2 da biossíntese 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). Não apenas abi4 e aba2, mas 

também os mutantes da biossíntese de ABA aba1 e aba3 são mutantes fortes gin 

(Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000; Arroyo et al., 2003). Outros mutantes abi, 

em particular abi5, têm mostrado um fenótipo gin pouco pronunciado, mas 

significante (Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000). 

 

 

Figura 4. Modelo das interações genéticas entre a via de sinalização de glicose e de hormônios. A 
sinalização de glicose dependente de HXK1, que controla o desenvolvimento de plântulas e induz 
a biossíntese e a sinalização de ABA. As sinalizações de glicose e etileno convergem em CTR1, 
alelo a gin4 e sis1, e no fato de glicose promover a instabilidade da proteína fator de transcrição 
EIN3 (ethylene insensitive3). Finalmente, a via de sinalização 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 identificação de mutantes relacionados ao ABA nessas diversas análises 

estabeleceu um relacionamento entre a sinalização por ABA e as respostas a 

glicose, que tem sido um tópico de debate (Rook and Bevan, 2003). Vários 

modelos para o relacionamento preciso entre ABA e glicose têm 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 são mediadas através da indução da biossíntese de 

ABA e subseqüente sinalização de ABA através de ABI4. Rook et al. (2001) 

favoreceram um modelo no qual ABA modula a sensibilidade de genes a sacarose, 

baseado na observação de que ABA sozinho é incapaz de induzir a expressão de 

ApL3, mas aumenta fortemente a sua indução por sacarose. Foi sugerido que a 

glicose induz o acúmulo de ABA, que é essencial para a resposta a glicose 

mediada por HXK. Aparentemente, glicose regula os níveis de ABA através de 

ABA3 e ABA2 e envolve a sinalização de ABA por ABI4 (Arenas-Huertero et al., 

2000; Rolland et al., 2002b; Price et al., 2003). A participação dos genes ABI na 

via de sinalização da glicose é restrita a ABI4 e ABI5, mas não para os outros 

genes de sinalização por ABA, ABI1, ABI2 e ABI3, embora ABI3 também 

apresente fenótipo gin (Arenas-Huertero et al., 2000; Brocard-Gifford et al., 2003; 

Gibson, 2005). Apesar dessas observações, mutantes de resposta a açúcares não 

relacionados com a biossíntese de ABA ou com sua sinalização também têm sido 

identificados, como por exemplo, os mutantes isi1, isi2, ein2 (ethylen insensitive2), 

ghs1 (glucose hypersensitive1) e hys1 (hypersenescence1) (revisado por Gibson, 

2005; Rook et al., 2006). A relação genética precisa entre a sinalização 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 açúcar incluem diversos mutantes na 

biossíntese ou sinalização do etileno, mas estes devem funcionar através dos 

efeitos inibitórios do etileno na biossíntese de ABA (Gibson et al., 2001; Rook & 

Bevan, 2003). Os mutantes sis1 e gin4 mostraram ser alelos a CTR1 (constitutive 

triple response1), um elemento da via de sinalização de etileno (Zhou et al., 1998; 

Gibson et al., 2001). Estas informações posicionam CTR1 como um elemento de 

convergência entre as vias de sinalização de glicose e etileno (Figura 4). Outra 

evidência para a ligação entre as vias de sinalização de glicose e etileno é a 

interação antagônica entre glicose e etileno na regulação da estabilidade dos 

níveis da proteína EIN3: glicose aumenta a degradação de EIN3, enquanto que 

etileno estabiliza EIN3 (Yanagisawa et al., 2003). A ligação entre a via de 

sinalização de glicose e outros hormônios, como auxina e citocinina, também é 

reportada (Figura 4), mas como essas vias se relacionam ainda é um tópico de 

discussão (para revisão ver Gibson, 2004; Hartig and Beck, 2006; Rook et al., 

2006). 

Adicionalmente, outros elementos como proteínas G e fatores de ligação a 

ABA (ABFs, uma subfamília dos fatores de transcrição da classe dos bZIPs) 

parecem estar envolvidos na regulação independente de HXK1 de genes 

mediados por ABA e glicose (Assmann, 2005; Finkelstein et al., 2005; Chen et al., 

2006). A proteína G ATRGS1 pode estar envolvida na regulação do 

desenvolvimento das sementes em resposta a sinalização por açúcar na via 

independente de Hxk1, pois o metabolismo de açúcar e a fosforilação por HXK1 
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não são requeridos para a sinalização por AtRGS1 (Chen and Jones, 2004). A 

despeito de todas essas informações, o papel do ABA nas vias de sinalização por 

açúcar, de que maneira os açúcares atuam na sinalização, a interação com ABA e 

quando as vias de sinalização por açúcar independentes de ABA existem ainda 

precisam ser elucidados de maneira precisa. 

 

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

ABI4, um intermediário da sinalização de ABA em sementes, corresponde 

ao alelo gin6 e carrega um domínio APETALA2 (AP2) (Finkelstein et al., 1998). 

ABI4, que é regulado positivamente por glicose ao nível transcricional, possui um 

papel essencial na via de sinalização por glicose e controla o desenvolvimento 

vegetativo (Arenas-Huertero et al., 2000). Recentemente, foi observado que ABI4 

medeia o efeito da trealose exógena no crescimento de Arabidopsis, a repressão 

mediada por glicose na expressão de genes da fotossíntese, a transição do 

crescimento heterotrófico para o fotoautotrófico e a expressão 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 convergência 

entre diferentes vias de sinalização, inclusive as vias de açúcares e ABA. 

O mutante abi4 original demonstrou sensibilidade diminuída na inibição da 

germinação por ABA e expressão gênica alterada semente-específica. A 

expressão de ABI4 é alta em sementes, durante a germinação e no 

desenvolvimento inicial das plântulas, enquanto que níveis baixos também estão 

presentes em tecidos vegetativos, porém ainda desempenha um papel fisiológico. 
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van Oosten et al. (1997) reportam uma inibição reduzida da fotossíntese no 

mutante sun6/abi4 quando tratado com 2-deoxiglicose. 

Existem alguns debates sobre se a expressão de ABI4 é por si mesma 

responsiva a glicose ou se sua expressão esta ligada ao atraso no 

desenvolvimento da plântula (Arenas-Huertero et al., 2000; Rook et al., 2001; 

Arroyo et al., 2003). A adição de baixos níveis de ABA ao mutante deficiente em 

ABA aba1-1 não apenas restaurou seu desenvolvimento em reposta a 6% de 

glicose, mas também seus níveis de transcrição de ABI4 (Arroyo et al., 2003). 

Essas observações sugerem que a indução por glicose da expressão de ABI4 é 

indireta e resulta nos efeitos sob o desenvolvimento dos altos níveis de glicose 

sobre o estabelecimento das plântulas (Rook et al., 2001). 

Sítios de ligação de ABI4 estão presentes imediatamente downstream a um 

possível TATA-box nos genes ABI4 de milho, Arabidopsis e arroz, sugerindo a 

possibilidade de autoregulação. Sítios de ligação de ABI4 também foram preditos 

nas regiões regulatórias de vários genes responsivos a glicose em Arabidopsis 

(Niu et al., 2002). Estes incluem os genes de plastocianina e ApL3, cujas 

regulações alteradas por açúcar são 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 ação de ABI4 nestes genes é através da ligação diretamente em 

seus promotores, como sugerido por Koussevitzky et al. (2007), que observaram a 

ligação de ABI4 aos promotores de genes ligados à fotossíntese. 
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ABI5, elemento da via de sinalização de ABA 

ABI5 codifica um fator de transcrição do tipo bZIP, necessário na expressão 

de genes regulados por ABA nos tecidos vegetativos e na regulação de genes LEA 

(late embryogenesis abundant), envolvidos na maturação do embrião e na 

germinação (Finkelstein and Lynch, 2000; Lopez-Molina and Chua, 2002; Carles et 

al., 2002; Lopes-Molina et al., 2002; Bensmihen et al., 2005). A região bZIP do 

ABI5 apresenta uma grande similaridade com fatores de transcrição capazes de 

ativar genes repórteres contendo elementos de DNA responsivos a ABA (ABREs) 

(Choi et al., 2000; Uno et al., 2000). Além disso, a expressão 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 

expressão de ABI5 é reprimida no mutante gcr2 (G protein coupled receptor), 

sugerindo que proteínas G podem desempenhar um papel importante na 

regulação de ABI5. Além disso, o acúmulo de proteína ABI5, bem como sua 

fosforilação, estabilidade e atividade são altamente reguladas por ABA durante a 

germinação e durante o crescimento inicial das sementes (Lopez-Molina et al., 

2001). A proteína ABI5 é essencial para executar a interrupção no 

desenvolvimento dependente de ABA, que inicia-se após a quebra de dormência 

da semente, mas em antecipação ao crescimento autotrófico (Lopez-Molina et al., 

2001). O acúmulo de ABI5 é induzido por ABA somente dentro de um intervalo de 

60 horas após a estratificação, tempo no qual ABA e a atividade dependente 

desse hormônio são essenciais para a interrupção do crescimento de embriões 

em condições desfavoráveis, como por exemplo, estresses hídricos (Lopez-Molina 

et al., 2001). A eficiência da interrupção do crescimento dependente de ABA é 
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diretamente dependente dos níveis de ABI5 (Lopez-Molina et al., 2001; Brocard et 

al., 2002). Estudar as determinações da expressão de ABI5 induzida por ABA e 

como ABI5 é ativado por ABA são essenciais para a compreensão dos 

mecanismos envolvidos no crescimento primário e no mecanismo pelo qual a 

osmotolerância é desenvolvida nos embriões. Foi demonstrado que ABA tem dois 

efeitos sobre a proteína de ABI5: (1) ABA ativa ABI5 como um repressor do 

crescimento, incluindo uma ocupação aumentada do promotor em seus 

promotores alvo (Lopez-Molina et al., 2002), e (2) ABA também sinaliza a inibição 

da degradação da proteína 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 ausência de ABA, uma ligase do tipo E3 denominada KEEP ON GOING 

(KEG), se liga a ABI5, promovendo sua ubiquitilação e conseqüente degradação 

(Stone et al., 2006). 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: 

Contribuir para a caracterização funcional dos bZIPs do Grupo C de Arabidopsis 

thaliana homólogos a Opaco-2 (O2) do milho, a fim de compreender a 

diversificação das funções relacionadas a O2 em angiospermas. 

 

Objetivos específicos: 

– Identificar os sinais (hormônios e açúcares) que regulam a expressão dos 

genes bZIPs do Grupo C; 

– analisar a integração do bZIPs do Grupo C na sinalização por açúcares – 

hexoses – e identificar novos aspectos da sinalização por açúcares e da 

homeostasia energética; 

– analisar a participação da região promotora de AtbZIP63 em sua regulação por 

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

 
Material vegetal e condições de cultivo 

A. thaliana ecótipo Columbia (Col-0) foi utilizada em todos os experimentos 

de PCR-semiquantitativa. Nos experimentos com PCR em Tempo Real (RT-

qPCR), foram utilizadas plantas transgênicas de duas linhagens homozigóticas 

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 ecótipo selvagem 

correspondente Columbia; o mutante gin2-1 (Jang et al., 1997) e o ecótipo 

selvagem correspondente Landsberg erecta (Ler); e o mutante abi5-1 (Laby et al., 

2000) e o ecótipo selvagem correspondente Wassilewskija (Ws). Todas linhagens 

mutantes foram obtidas pelo “The Arabidopsis Information Resource (TAIR)”. 

Para multiplicação dos genótipos utilizados neste trabalho, a germinação e 

o desenvolvimento inicial foram realizados in vitro em meio de cultura MS/2 sólido 

(Murashige and Skoog, 1962), correspondente a 2,1g/l de sais MS (MS salt 

mixture, Invitrogen), acrescido de 4,4ml/l de tampão 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 hortaliças Plantmax HT) e vermiculita (vermiculita 

expandida Plantmax) na proporção de 2:1, respectivamente. As plantas foram 

cultivadas sob fotoporíodo de 16 horas de luz (lâmpadas fluorescente luz do dia e 

grolux, Silvania) e temperatura de 22°C. Plantas do mutante aba2-1 foram 

cultivadas em câmara úmida, nas mesmas condições acima descritas. Para cultivo 
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in vitro, tanto em meio sólido quanto em meio líquido, as sementes foram 

esterilizadas em etanol 70% por 5 minutos, hipoclorito de sódio 40% por 20 

minutos e quatro lavagens com água MilliQ estéril. A quebra de dormência das 

sementes ocorreu durante 72 horas, no escuro, a 4°C. Para os experimentos de 

expressão gênica, 0,023g de sementes (aproximadamente 150 sementes) foram 

semeadas em meio MS/2 líquido: correspondente a 2,1g/l de sais MS (MS salt 

mixture, Invitrogen), acrescido de 4,4ml/l de tampão 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 tampão MES e de 

glicose. As plântulas foram cultivadas durante 5 dias em luz contínua de baixa 

intensidade (lâmpadas fluorescente luz do dia e grolux, Silvania) e temperatura de 

22°C, sobre agitação orbital suave. Passados 5 dias de cultivo, as plantas foram 

transplantadas para meio MS/2 líquido livre de açúcar, onde permaneceram 

durante 24 horas, nas mesmas condições de luminosidade, temperatura e 

agitação acima descritas. Após esse período, foram efetuados tratamentos de 4 e 

24 horas com: 1) glicose, a partir de solução estoque 20% esterilizada por filtração 

(0,22µm; Millex); 2) ABA (±cis,trans-ABSCISIC ACID, Sigma, solução estoque 

100mM, dissolvida em etanol absoluto); 3) auxina (2,4D, Sigma, solução estoque 

50mM, dissolvida em água MilliQ autoclavada); 4) etileno (na forma do precursor 

1-aminocyclopropano-1-carboxylic acid ou ACPC, Sigma, solução estoque 10mM, 

dissolvida em uma solução NaOH 0,3M, Sigma, preparada com água MilliQ 

autoclavada); 5) ácido jasmônico (metil-jasmonato, ou MeJa, Sigma, solução 
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estoque 4,5M, dissolvido em etanol); 6) citocinina (cinetina, Sigma, solução 

estoque 50mM, dissolvida em água MilliQ autoclavada); e 7) giberelina (GA3, 

Sigma, solução estoque 10mM, dissolvida em metanol). 

Para as análises de RT-qPCR, foram efetuados tratamentos de 4 horas com 

2% de glicose e de análogos estruturais de glicose: manitol (D-mannitol, Sigma), 

3-O-metilglicose (Methyl-α-D-glucopyranoside, Sigma) e manose (D(+)-Mannose, 

Merck) a partir de solução estoque 20% esterilizada por filtração (0,22µm; Millex) e 

ABA (±cis,trans-ABSCISIC ACID, Sigma, solução estoque 100mM, dissolvida em 

etanol absoluto). 

 

Isolamento e análise do RNA total por RT-PCR semiquantitativa 

A extração de RNA total das plântulas utilizadas nos experimentos de 

expressão gênica foi realizada de acordo com a técnica descrita por Logemann et 

al. (1987) com modificações. As plântulas foram coletadas e imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido. O tecido foi macerado em cadinho com 

nitrogênio líquido e então homogeneizado em 0,8ml de tampão de extração 

(Guanidina HCl 8M; Ultra Pure Guanidine Hydrochloride, Invitrogen), Tris HCl pH 

8,0 50mM (Invitrogen), EDTA 20mM pH 8,0 (Ultra Pure EDTA, Invitrogen) e β-

Mercaptoetanol 50mM (Vertec). Em seguida foram efetuadas três extrações: duas 

com fenol:clorofórmio:isoamil (25:24:1, USB, Merck e Merck, respectivamente) e 

uma com clorofórmio:isoamil (24:1). O RNA foi precipitado por 4 horas com 0,2 

volume de acetato de sódio 3M pH 5,2 (Sigma) e 1 volume de etanol absoluto 

(Merck) gelado. Após a lavagem com etanol 70%, o precipitado foi lavado com 

etanol absoluto, seco à temperatura ambiente e dissolvido em 35μl de água 
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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 formaldeído 

37% (Merck) como agente denaturante (Sambrook et al., 1989) e sua 

concentração foi medida no GeneQuant Spectrophotometer (Amershan 

Pharmacia) 

O cDNA foi sintetizado em reações de 50μl, a partir de 6μg do RNA total 

utilizando-se 2μl da enzima transcriptase reversa (ImProm II Reverse 

Transcriptase, Dialab), oligonucleotídeo oligodT18 concentração final 600μM 

(Invitrogen), tampão 1x Reaction Buffer (Dialab), MgCl2 concentração final 25mM 

(Dialab), dNTP concentração final 200μM (Eppendorf) e 50U de RNAguard RNAse 

Inhibitor (Amersham Biosciences). 

Os cDNAs dos genes de interesse foram amplificados com 

oligonucleotídeos específicos (Integrated DNA Technologies, IDT), sendo que os 

primers foram desenhados de forma que a região de anelamento de um dos dois 

primers abrangesse dois éxons adjacentes, evitando a amplificação de DNA 

genômico. Quando esta condição não foi alcançada, pelo fato do gene não conter 

íntrons, antes da síntese do cDNA 6,4μg do RNA total foi tratado com 

desoxirribonuclease (DNase I, Invitogen) + tampão 1X (200mM Tris-HCl pH 8,4, 

20mM MgCl2, 500mM KCl) durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguidos 

de 10 minutos a 65ºC com solução stop de 25mM EDTA (Invitrogen). As 

seqüências dos genes para a construção 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’-cgttctgaggttcggtattc-3’ para AtbZIP10 

(At4g02640, AF310222); 5’-caagccctctagacccttg-3’ e 5’-gatgtctgagacgcagctaac-3’ 

para AtbZIP9 (At5g24800, AF310223); 5’-cgcgttaaaaggatgctctctaatag-3’ e 5’-

tctgcagatgttccaagctctc-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’-tcccagaatcgctaagattgc-3’ e 5’-cctttcccttaagctctg-3’) e Actin2 

(At3g18780, AF428330) (5’-cgtacaaccggtattgtgctgg-3’ e 5’-

aacgattcctggacctgcctcatc-3’) foram utilizados como controles internos para 

padronização da quantidade de cDNA usada na reação de PCR. Os genes beta-

amylase (At4g17090, AJ250341) (5’-gctacgacaagtatatgaaatcg-3’ e 5’-

ccacattctcagcgatcttgcc), e xyloglucan endotransglycosylase-relatated protein - 

XTR-7 (At4g14130, U43489) (5’-cgtcactgcttactacttgtcttcac e 5’-

ccataagcattgagctcggttgcc-3'), foram utilizados como controles de indução ou 

repressão por açúcares (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’-cttgaggatttcttggtgaag-3’ e 5’-

cactgtatatgcttgttttc-3’), foram utilizados como controles de indução por ABA (Arroyo 

et al., 2003); salt-tolerance zinc finger protein like – ERF1 (At1g27730, AF250336) 

(5’-cagtccccattctccggcttc-3’ e 5’-caccaagtcccactattttc-3’) e antifungal protein-like – 

PDF1.2 (At5g44420, AY063779) (5’-cccttatcttcgctgctcttgttc-3’ e 5’-

acgtaacagatacacttgtgtgc-3’), foram utilizados como controles de indução por 

etileno (Lorenzo et al., 2003; Anderson et al., 2004), sendo PDF1.2 também 
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utilizado como controle de indução por ácido jasmônico; putative response 

regulator – ARR15 (At1g74890, AF305720) (5’-cgtatagaacaatgtatgatag-3’ e 5’-

cccctagactctaatttgatc-3’), foi utilizado como controle de indução por citocinina 

(Franco-Zorrilla et al., 2005); early auxin-induced protein – IAA19 (At3g15540, 

U49075) (5’-gagataacggagctgagatt-3’ e 5’-tttcaaggccacaccgatg-3’), foi utilizado 

como controle de indução 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 indução ou repressão por ácido giberélico, respectivamente (Thomas 

et al., 1999). As amplificações foram efetuadas em reações de 50μl de volume, 

contendo 5μl de cDNA, tampão 1X (Tris HCl 10mM ph9,0, KCl 50mM, Invitrogen), 

de MgCl2 concentração final 1,5mM (Invitrogen), dNTP concentração final 200μM 

(Eppendorf), primers direto e reverso com concentração final de 400nM e 1U de 

Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As reações foram realizadas com um passo 

inicial de 3 minutos a 94°C; ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 56ºC 

(Apt1), 58°C (Bzo2h2) ou 60ºC (demais genes) e 1 minuto e 30 segundos a 72°C; 

seguidos de uma extensão final de 5 minutos a 72°C. A quantificação do nível de 

indução ou repressão requereu condições de amplificação não saturantes, 

verificada por cinética de ciclos de amplificação para cada gene utilizado neste 

trabalho, e foi realizada por análise comparativa das amostras que apresentaram 

menor intensidade de amplificação e várias diluições (½, ¼, 1/8 e 1/16) das demais 
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amostras que apresentaram padrão de expressão mais forte, através da 

visualização em gel 1,5% de agarose. 

 

PCR quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR) 

Os primers para RT-qPCR foram desenhados seguindo os seguintes 

critérios: (1) TM: 60ºC, (2) tamanho do amplicon beirando 150pb, (3) primers de 

aproximadamente 20 nucleotídeos, (4) conteúdo de guanina-citosina entre 35% e 

55%, (5) abranger a junção éxon-éxon para não haver a amplificação de DNA 

genômico contaminante, exceto para o gene repórter gusA, cujo RNA foi tratado 

com DNAse1, como descrito anteriormente e (6) apresentar eficiência de reação 

aproximadamente entre 90 e 110%. A especificidade dos primers foi checada pela 

a análise da performance da curva de dissociação após 40 ciclos na máquina de 

RT-qPCR e também através de análise 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 (eficiência 112,21%); RT-Bzo2h2-F 5’-gagagtcaaggtgaaactag-3' e RT-

Bzo2h2-F 5’-cgaggtatttcccgtgtagt-3’ para o gene AtbZIP9 (eficiência 107,65%); RT-

Bzo2h3-F 5’-cgcgttaataggatgctctc-3’ e RT-Bzo2h3-R 5’-gtttgagttacatcagtgaga-3’ 

para o gene AtbZIP63 (eficiência 104,28%); RT-Bzo2h4-F 5’-gctcaaggctccattgtgg-

3’ e RT-Bzo2h4-R 5’-ccatcaagatcatcgtcatc-3’ para o gene AtbZIP25 (eficiência 

92,34%), e os primers RT-Actin2-F 5’-cgtacaaccggtattgtgctgg-3’ e RT-Actin2-R 5’-

ctctctctgtaaggatcttcatg-3’ para o gene controle endógeno Actin2 (eficiência 

90,42%), recomendado por Czechowski et al. (2005). A expressão de Gbf1 

(At4g36730, X63894), um gene do tipo bZIP que apresenta repressão 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’ (eficiência 100,66%). Para verificação da 

participação do promotor dos quatro genes homólogos na regulação pelos sinais 

testados, foram utilizadas plantas transgênicas contendo o gene quimérico com a 

região promotora em fusão com o gene repórter gusA. Para tanto, foram utilizados 

para a quantificação da transcrição de gusA os primers Gus qRT-F 5’-

gcaattgctgtgccaggca-3’ e Gus qRT-R 5’-gcatcgaaacgcagcacgat-3’ (eficiência 

109,40%). 

As reações de RT-qPCR foram realizadas em placas de 96 poços no 

sistema de detecção de seqüências ABI PRISM 7500 HT, utilizando SYBR Green 

como detector. As reações continham 12,5µl de Master Mix SYBR Green 

(Invitrogen), 0,25µl de ROX (referência passiva, Invitrogen), primers direto e 

reverso em concentração final de 200nM e 2µl de cDNA, totalizando 25µl de 

reação. As condições utilizadas nas reações 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 dissociação foram feitas após cada reação através 

do aquecimento de 60° para 95°C, subindo 1°C por minuto. Este procedimento 

serviu para comprovar a ausência de contaminação ou da formação de primers-

dimers nas reações. A linha de base foi coletada entre os ciclos 3 e 15 e todas as 

amplificações foram analisadas utilizando o threshold Rn em 0,2 para a obtenção 

dos valores de CT. O nível de expressão de cada gene foi quantificado em relação 

ao controle não tratado, utilizando como padronização o gene controle endógeno 

Actin2, e demonstrado da seguinte maneira: 2-ΔΔCt, onde ΔCT = CT(gene alvo) - 
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CT(Actin2) e ΔΔCT = ΔCT(tratamentos) – ΔCT(tipo selvagem não tratado). A expressão gênica 

relativa (EGR) de cada gene dentro dos mutantes avaliados neste trabalho foi 

dada pela relação da expressão no genótipo tratado pela expressão no genótipo 

equivalente não tratado, ou seja, EGR = 2-ΔΔCt
genótipo tratado/2

-ΔΔCt
genótipo não tratado. 

 

Análise estatística 
 

Os dados coletados na RT-qPCR foram tabulados no programa Excel 

Version XP (Microsoft Inc.). Foi necessária a transformação dos dados em Log2 

para adequá-los em uma distribuição amostral normalizada e assim efetuar a 

análise estatística. Os dados transformados foram submetidos ao Teste T para a 

identificação de diferenças significativas entre os tratamentos, fixando um limite P 

≤ 0.0075. Além disso, para simplificar o conjunto de dados gerados pela análise 

estatística, foi definido um limite de 2 vezes tanto para a indução como para a 

repressão dos genes em estudo para considerar uma regulação significativa por 

determinado sinal testado. 

 

Fusão traducional da seqüência promotora de AtbZIP63 e da região 5’-UTR 

ao gene marcador gusA 

A seqüência promotora de AtbZIP63 foi definida em trabalhos prévios de 

nosso laboratório (Gauer, 2004) a partir da identificação da seqüência nucleotídica 

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

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

obtida por amplificação do DNA genômico, utilizando primers adequados (5’-
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ggtgattgcccaatcgacagctttaatcg-3’ e 5’-gtgatggttaccggagatttcttcg-3’), que adicionam 

os sítios PstI (extremidade 5´) e BamHI (extremidade 3´) para clonagem em fase 

com o gene gusA no vetor binário de transformação 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 

transformação de A. thaliana. O cultivo, conservação e transformação de A. 

tumefaciens e a metodologia de transformação 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 seleção (100μg/ml). A identificação das plantas com um lócus ativo 

do gene quimérico foi feita pela análise do padrão de segregação de resistência a 

canamicina na geração F1, proveniente da autofecundação das plantas F0 

resistentes a canamicina, e por PCR do DNA genômico de plantas F2 para 

comprovação e conseqüente estabelecimento de linhagens homozigotas. 

 

Extração e análise do DNA genômico 

A extração do DNA genômico das plantas transformadas com os 

transgenes da região promotora de AtbZIP63 em fusão com o gene repórter gusA 

foi realizada segundo protocolo descrito por Doyle and Doyle (1987) com 

modificações. Plântulas de cada linhagem foram coletadas e imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido. O tecido foi macerado em cadinho com 

nitrogênio líquido e então homogeneizado em 0,8ml de tampão de extração (Tris-

HCl 0,1M pH 8,0; 2% de CTAB, Sigma; EDTA 0,02M; NaCl 1,4M, Merck, e 0,2% 

de β-mercaptoetanol) pré aquecido a 65ºC. O material foi incubado por 1 hora e 
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após esse período duas extrações com 1 volume de fenol:clorofórmio (24:1 v/v) 

foram realizadas. O DNA foi precipitado por 4 horas com 1 volume de isopropanol 

(Merck) gelado. Após a lavagem com etanol 70%, o precipitado foi lavado com 

etanol absoluto, seco à temperatura ambiente e dissolvido em 60μl de TE+RNAse 

A (Tris-HCl 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH8,0, Ultra Pure EDTA; 100μg/ml de 

RNAse A, Sigma) e incubado por 30 minutos a 37ºC. O DNA genômico foi 

quantificado em gel 1% de agarose. Foram utilizados primer direto específico 

anelando-se no promotor de AtbZIP63 (5’- gtccaagaaaatgtggtccg -3’) e o primer 

reverso específico anelando-se no gene repórter gusA (GUS reverso: 5’-

cggtgatatcgtccaccca-3’). As amplificações foram efetuadas em reações de 50μl de 

volume, contendo 1μl de DNA, tampão 1X (Tris HCl 10mM ph9,0, KCl 50mM, 

Invitrogen), MgCl2 concentração final 1,5mM (Invitrogen), dNTP concentração final 

200μM (Eppendorf), primers direto e reverso concentração final 400nM e 1U de 

Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As reações foram realizadas com um passo 

inicial de 3 minutos a 94°C; ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 60ºC e 

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

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

 

Em A. thaliana foram identificados quatro genes ortólogos 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 transcrição do tipo bZIP, 

cuja função está relacionada ao metabolismo coordenado de carbono e nitrogênio 

e à síntese de prolaminas de reserva durante o desenvolvimento da semente. Este 

grupo foi identificado através de análises filogenéticas entre bZIPs de Arabidopsis 

e de arroz, as quais permitiram a formação por três possíveis grupos de ortólogos 

de mono e eudicotiledôneas (PoGO C1, PoGo C2 e PoGO C3). Possivelmente 

estes três PoGOS representem três funções ancestrais de angiospermas, 

representados por AtbZIP63, o provável ortólogo de O2 (PoGO C1), o par de 

parálogos AtbZIP10 e AtbZIP25 (PoGO C2), e AtbZIP9 (PoGO C3) (Correa, 2004). 

Sabe-se que AtbZIP63 pode estar envolvido com o balanço energético da planta, 

AtbZIP10 está associado com e resposta hipersensitiva e à defesa basal da 

planta, AtbZIP10 e AtbZIP25 participam na regulação da expressão 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-González el al., 2007; Silveira et al., 2007). A caracterização 

funcional dos bZIPs do Grupo C terá um grande valor não apenas para agregar 

informações a esta classe de fatores de transcrição, mas também para o 

esclarecimento da conservação e evolução das funções relacionadas a O2 

(balanço carbono/nitrogênio) em angiospermas. Para auxiliar a caracterização 

funcional dos bZIPs do Grupo C, neste trabalho foi iniciada a análise sistêmica e 
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detalhada de suas regulações em resposta a diversos sinais endógenos 

(hormônios) e a açúcares. 

 

A expressão dos genes do Grupo C é regulada por açúcares e ABA 

Neste trabalho foi constatado que a expressão dos quatro genes não é 

afetada pelo tratamento de plântulas com 6 dias com ACPC, precursor do etileno 

(Figura 5D). Também não foram detectadas diferenças nas regulações dos 

membros do Grupo C em repostas aos tratamentos com giberelina, ácido 

jasmônico e auxina (Figura 5E, F e G, respectivamente). Entretanto mostrou-se 

que a expressão dos bZIPs do Grupo C é fracamente induzida por citocinina 

(Figura 5C). 

Considerando que os bZIPs do Grupo C são homólogos ao Opaco-2 de 

milho (Vincentz et al., 2003), cuja função está relacionada ao metabolismo 

coordenado do carbono e do nitrogênio, foi analisada a possível regulação dos 

quatro genes homólogos por açúcares (sacarose e glicose). A expressão de 

AtbZIP9 e AtbZIP63 foi reprimida tanto por glicose (Figura 5A), quanto por 

sacarose (dados não apresentados), enquanto que a expressão de AtbZIP10 foi 

induzida por glicose e AtbZIP25 não apresentou regulação por glicose (Figura 5A). 

Adicionalmente a esses resultados, a cinética de sensibilidade da repressão de 

AtbZIP9 e AtbZIP63 em resposta a glicose foi caracterizada (Figura 6). Ambos 

genes apresentaram resposta já na primeira dose de glicose utilizada (0,05%), 

tendo AtbZIP9 uma repressão da transcrição em torno de 50% quando analisadas 

plantas tratadas com 0,05% e mantendo um platô de repressão nas doses 0,5% 

em diante (Figura 6A). AtbZIP63 apresentou repressão de cerca de 67% na dose 



 
 

50

de 0,05%, porém a repressão foi mais acentuada conforme o aumento das doses 

de glicose utilizadas (Figura 6B). 

 

Figura 5. Regulação da expressão dos genes bZIPs do Grupo C de A. thaliana. Para todos os 
experimentos, o RNA foi extraído de plântulas ecótipo Columbia-0 (Col-0) cultivadas durante 6 dias 
após a estratificação, em meio líquido MS/2, sob luz contínua e agitação leve. As plântulas foram 
tratadas durante 4 (4h) e 24 (24h) horas com os diversos sinas testados neste trabalho. “-” significa 
ausência de tratamento e “+” presença de tratamento. Para todos os experimentos, a integridade 
do RNA foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de agarose com 0,5μg de 
RNA total por amostra. A RT-PCR semiquantitativa em condições não saturantes foi realizada para 
a avaliação da regulação 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 padronização da quantidade de cDNA. Genes cujas regulações pelos 
sinais utilizados já é estabelecida foram utilizados como controle de eficácia de tratamento. A. 
Regulação dos bZIPs do Grupo C por 2% de glicose. AtbZIP10 é ligeiramente induzido, enquanto 
que AtbZIP25 não é regulado, e AtbZIP9 e AtbZIP63 são reprimidos por glicose. Foram utilizados 
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como controles positivos os genes Xtr-7 e β-amylase, reprimido e induzido por glicose, 
respectivamente. B. Regulação dos bZIPs do Grupo C por 100µM de ABA. AtbZIP9 e AtbZIP25 
são induzidos, enquanto que AtbZIP10 não é regulado, e AtbZIP63 é reprimido por ABA. Foram 
utilizados como controles positivos os genes Rd29a e Abi5, ambos induzidos por ABA. C. 
Regulação dos bZIPs do Grupo C por 50µM de citocinina. Todos os membros do Grupo C 
apresentam indução por citocinina. Foi utilizado como controle positivo o gene Arr15, que é 
induzido por citocinina. D. Regulação dos bZIPs do Grupo C por 50µM de ACPC, precursor do 
etileno. Os membros do Grupo C não apresentam regulação por etileno. Foram utilizados como 
controles positivos os genes Erf1 e PDF1.2, que são induzidos por etileno. E. Regulação dos bZIPs 
do Grupo C por 50µM de ácido giberélico (GA3). Os membros do Grupo C não apresentam 
regulação por giberelina. Foi utilizado como controle positivo o gene AtGA2ox, que é induzido por 
giberelina. F. Regulação dos bZIPs do Grupo C por 50µM de ácido jasmônico (MeJa). Os membros 
do Grupo C não apresentam regulação por ácido jasmônico. Foi utilizado como controle positivo o 
gene Pdf1.2, que é induzido por ácido jasmônico. G. Regulação dos bZIPs do Grupo C por 50µM 
de auxina (2,4D). Os membros do Grupo C não apresentam regulação por auxina. Foi utilizado 
como controle positivo o gene Iaa19, que é induzido por auxina. 

 

Estes dados caracterizam AtbZIP9 e AtbZIP63 como altamente sensíveis a 

glicose e podem dar evidências de que ambos são reguladores importantes das 

vias de regulação de resposta a este açúcar. O fato de AtbZIP9, AtbZIP10 e 

AtbZIP63 apresentar resposta rápida a glicose (4 horas, Figura 5), e de AtbZIP9 e 

AtbZIP63 serem sensíveis a presença deste açúcar no meio, estão dando indícios 

de que possivelmente estes genes são elementos primários da cascata regulatória 

por glicose. 

 

 

Figura 6. Sensibilidade da resposta de AtbZIP9 e AtbZIP63 a glicose. Para todos os experimentos, 
o RNA foi extraído de plântulas ecótipo Columbia-0 (Col-0) cultivadas durante 5 dias após a 
estratificação, em meio sólido MS/2, sob luz contínua. Após este período, as plântulas foram 
transplantadas para meios sólidos contendo 0, 0,05, 0,5, 1, 2 ou 6% de glicose e incubadas por 24 
horas. RT-PCR semiquantitativa em condições não saturantes foi realizada para a avaliação da 
regulação de AtbZIP9 (25 ciclos) e AtbZIP63 (20 ciclos) em função das doses utilizadas. Actin2 (15 
ciclos) foi utilizado como controle interno de padronização da quantidade de cDNA. A quantificação 
foi efetuada através da avaliação da intensidade do produto de PCR obtido no controle 0% glicose 
nas diluições ½, ¼, 1/8 e 1/16, em relação às intensidades dos produtos de PCR dos tratamentos 
com diferentes doses de glicose. A. Sensibilidade da regulação de AtbZIP9 em função de doses 



 
 

52

crescentes de glicose. B. Sensibilidade da regulação de AtbZIP63 em função de doses crescentes 
de glicose. 

 

A quantificação da regulação dos bZIPs do Grupo C por glicose, utilizando 

RT-qPCR, confirmou uma redução 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 indução de AtbZIP10 observada por RT-PCR 

semiquantitativa mostrou ser não significativa quando quantificada por RT-qPCR 

(Figura 7). Interessantemente, quando avaliada a regulação dos quatro genes do 

Grupo C no ecótipos Ler e Ws por RT-qPCR, observou-se que a expressão de 

AtbZIP25 foi induzida 2,3 vezes apenas no ecótipo Ws (Figura 7). Provavelmente 

esta indução de AtbZIP25 por glicose apenas em Ws deve ser atribuída a 

diferenças de background genético entre os ecótipos Col-0, Ler e Ws. Assim, os 

dados demonstram que os genes bZIP do grupo C são possíveis elementos da 

sinalização por glicose e estão de acordo com dados de análise do transcriptoma 

em resposta a glicose (Price et al., 2004; Li et al., 2006). Em Arabidopsis, um total 

de 1768 genes são 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 transcrição e 8 codificam para fatores do tipo bZIP, sendo 5 

reprimidos (AtbZIP1, AtbZIP3, AtbZIP9, AtbZIP41 e AtbZIP63) e 3 induzidos por 

este açúcar (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 

transcrição do tipo bZIP regulado por glicose: AtbZIP25. 
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Figura 7. Efeito de ABA e glicose sobre a expressão dos genes dos reguladores bZIPs do Grupo C 
de A. thaliana. Foram utilizadas plântulas dos ecótipos Columbia (Col-0) e Wassilewskija (Ws), com 
6 dias após a estratificação, cultivadas em meio líquido MS/2, sob luz contínua e agitação leve. As 
plântulas foram tratadas com 2% de glicose (Glc) ou 100µM de ABA durante 4 horas. O RNA total 
foi extraído e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas análises de RT-qPCR. A. 
Abundância relativa dos transcritos do Grupo C em resposta a ABA e glicose. Os níveis de 
transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como controle endógeno e a expressão 
relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão das plântulas sem tratamento. Os dados 
no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 5 e 11 experimentos independentes para 
AtbZIP9, utilizando o ecótipo 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 
o ecótipo Wassilewskija, os dados refletem a média +/- desvio padrão de 3 experimentos 
independentes. Os números em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de 
transcritos aumentou ou diminuiu em relação ao controle correspondente não tratado. Um limite de 
indução ou repressão ≥ 2 foi fixado para considerar uma regulação relevante pelos sinais testados, 
além da observação de diferenças significativas pelo Teste t de Student (P ≤ 0,0075), indicados 
com “a” no gráfico. B. Para todos os experimentos, o RNA total foi extraído e sua integridade foi 
verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de agarose com 0,5μg de RNA total por 
amostra. “C” significa ausência de tratamento. Genes cujas regulações por ABA e glicose eram 
previamente conhecidas foram utilizados como controle de eficácia de tratamento, indução de 
Rd29a e repressão de Xtr-7, respectivamente, detectadas por PCR semiquantitativa. 

 

Diversos trabalhos apontam para a existência de interações genéticas das 

vias de sinalização de açúcares e do ABA (Cheng et al., 2002; Rolland et al., 

2002b; León and Sheen, 2003; Gibson, 2004) e de açúcares e de etileno (Zhou et 



 
 

54

al., 1998; Rolland et al., 2002b; León and Sheen, 2003; Yanagisawa et al., 2003; 

Gibson, 2004). O ácido abscísico (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) estão envolvidos na regulação de diversos processos 

vitais para as plantas, incluindo aspectos do desenvolvimento e respostas a 

estresses bióticos e abióticos. Considerando a interação entre glicose e etileno 

procurou-se verificar a regulação dos bZIPs do grupo C por etileno através da 

análise comparativa da expressão destes genes em vários mutantes de 

sinalização do etileno. Esta análise também foi baseada na indução de AtbZIP63 

no contexto mutante ctr1 (ativação constitutiva da sinalização por etileno) 

(GENEVESTIGATOR, Zimmermann et al., 2004, 

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

anteriormente que etileno não apresenta efeitos sobre a expressão dos genes 

bZIP do grupo C (Figura 5), procurou-se analisar a expressão destes genes nos 

mutantes de sinalização do etileno (Benavente and Alonso, 2006) para certificar-

se da ausência de regulação por este fitormônio, porém não detectaram 

diferenças nos padrões de expressão 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 condições experimentais deste estudo a sinalização por 

etileno não regula a expressão dos bZIPs do Grupo C. 



 
 

55

 

Figura 8. Padrão de expressão dos bZIPs do Grupo C de A. thaliana nos mutantes ctr1-1, ein3-1 e 
etr1-1. Foram utilizadas plântulas dos ecótipos Columbia (Col-0), com 6 dias após a estratificação, 
cultivadas em meio líquido MS/2, sob luz contínua e agitação leve. O RNA total foi extraído e 
analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas análises de RT-qPCR. A abundância relativa dos 
transcritos do Grupo C nos mutantes foi normalizada utilizando o gene Actin2 como controle 
endógeno e a expressão relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão da linhagem 
selvagem. Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 2 experimentos 
independentes para todos os genes. Os números em cada coluna representam quantas vezes a 
quantidade de transcritos aumentou em relação à linhagem selvagem. Os genes do Grupo C não 
alcançaram o limite de indução ≥ 2 para ser considerada uma regulação relevante nos mutantes 
testados. 
 

Como mencionado acima, existem amplas evidências das interações entre 

as vias de sinalização de açúcares e do ácido abscísico (ABA) (Zhou et al., 1998; 

Cheng et al., 2002; Rolland et al., 2002; León and Sheen, 2003; Yanagisawa et al., 

2003; Gibson, 2004, Rook et al., 2006). Conseqüentemente, a possibilidade da 

expressão dos quatro genes do Grupo C serem regulados por ABA foi testada. Foi 

constatado por RT-PCR semiquantitativa que a expressão de AtbZIP9 e AtbZIP25 

é induzida e a expressão de AtbZIP63 é reprimida, enquanto que AtbZIP10 não é 

regulado por ABA (Figura 5B). Quando quantificada a expressão dos quatro genes 

do Grupo C em resposta a ABA por RT-qPCR, verificou-se que as induções de 

AtbZIP9 e AtbZIP25 observadas por RT-PCR semiquantitativa não eram 

significativas, porém a expressão de AtbZIP63 caiu 3,3 vezes (Figura 7). Estes 

dados sugerem que AtbZIP63 deve estar envolvido na cascata de sinalização do 



 
 

56

ABA e que possivelmente se trata de um gene de resposta primária a este 

hormônio. 

Baseado no conjunto de dados descritos acima, pode-se afirmar que 

AtbZIP9, AtbZIP25 e AtbZIP63 são regulados por glicose e no caso de AtbZIP63 

também por ABA. Em plantas, os açúcares funcionam como fonte metabólica e 

também são importantes reguladores de vários processos associados com 

crescimento, maturação e senescência (Jang and Sheen, 1997, León and Sheen, 

2003). Suas atividades regulatórias incluem tanto a repressão, quanto a ativação 

de vários genes, incluindo genes envolvidos na fotossíntese, metabolismo de 

carbono e de nitrogênio, resposta a estresses e metabolismo secundário (Rolland 

et al., 2002b; Price et al., 2004; Li et al., 2006) e é possível que mecanismos 

distintos de sensibilidade e transdução estejam envolvidos (Jang and Sheen, 

1997; Smeekens and Rooks, 1997; Chiou and Bush, 1998; Moore et al.; 2003). As 

respostas de AtbZIP9 e AtbZIP25 a glicose, repressão e indução, 

respectivamente, e a ausência de resposta de ambos a ABA, indicam que 

possivelmente as vias de sinalização de açúcar nas quais AtbZIP9 e AtbZIP25 

estão inseridos não envolvem ABA. Por outro lado, a repressão de AtbZIP63 tanto 

por glicose, quanto por ABA, sugere que a regulação desse gene envolve uma 

cascata de resposta à glicose envolvendo a participação de ABA. Desta maneira, 

pode-se propor que AtbZIP63 representa um ponto de comunicação entre as vias 

de sinalização de ABA e glicose. 
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A repressão de AtbZIP63 por manose sugere o envolvimento de HKX1 como 

sensor na repressão de AtbZIP63 por glicose. Manose aparentemente atua 

independentemente de glicose na repressão de AtbZIP25 

Para caracterizar as vias de sinalização de glicose, alguns trabalhos têm 

utilizado análogos de glicose não metabolizáveis, que têm sido usados para a 

identificação da participação 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 análogo de glicose que não é 

transportado para o interior da célula), 3-O-metilgliocose (3-M-G), que é 

transportado através da membrana plasmática, mas não é fosforilado pela HXK; e 

manose (é transportado para o interior da célula, fosforilado pela HXK, mas é 

pouco metabolizado), para definir melhor a sinalização por glicose envolvida no 

controle da expressão dos bZIPs do Grupo C. 

 
Figura 9. Modelo idealizado do metabolismo dos análogos de açúcar. As setas indicam os 
diferentes passos no transporte e no metabolismo dos análogos de açúcar. Os “x” nas setas 
indicam que, de acordo com o modelo idealizado (apresentado em azul), os componentes 
indicados não prosseguem para o passo seguinte. Exceções selecionadas do modelo idealizado 
estão apresentadas em vermelho (adaptado de Gibson, 2000). 
 

Os resultados permitiram deduzir que as repressões de AtbZIP9 e de 

AtbZIP63 por glicose não são relacionadas a choque osmótico, mas a uma 

regulação específica por glicose, visto que AtbZIP63 não responde a manitol, 
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enquanto que a expressão de AtbZIP9 é induzida por este análogo de glicose 

(Figura 10). Esta última observação, aliada à ligeira indução de AtbZIP9 por ABA 

(1,6 vezes, Figura 7), sugere que este gene é regulado por estímulos que induzem 

respostas a choques osmóticos. Os bZIPs do grupo C não apresentaram resposta 

a 3-M-G (Figura 10), indicando que suas repostas a glicose não dependem do 

transporte dessa hexose para o interior da célula. AtbZIP63 também foi reprimido 

por manose, o que indica que sua repressão por glicose pode ser mediada por 

HXK e possivelmente, mais especificamente por HXK1 que já foi identificada com 

um sensor da glicose em plantas (Moore et al., 2003). Interessantemente, notou-

se que a expressão de AtbZIP25 é reprimida 2,3 vezes por manose (Figura 10) e 

não é alterada por glicose no ecótipo Col-0, enquanto que no ecótipo Ws AtbZIP25 

é induzido por glicose (Figura 8) e reprimido por manose (ver Figura 17). Estes 

dados trazem à luz informações de manose atuando como um sinal distinto de 

glicose na regulação gênica. Até então, efeitos específicos da manose sob a 

germinação haviam sido reportados (Pego et al., 1999; Dekkers et al., 2004; Yuan 

and Wysocka-Diller, 2006), mas poucos efeitos sobre sua relação com a regulação 

da expressão gênica são conhecidos (Smeekens, 1998; Ciereszko and 

Klecskowiski, 2002). Assim, os dados deste trabalho trazem evidências que 

manose e glicose envolvem vias de sinalização distintas não apenas na 

germinação de sementes, mas também na regulação da expressão de fatores de 

transcrição do tipo bZIP e enfatizam a importância de manose como um sinal na 

regulação da expressão gênica. 
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Figura 10. Regulação de AtbZIP9, AtbZIP25 e AtbZIP63 em resposta a análogos de glicose. 
Foram utilizadas plântulas do ecótipo Columbia (Col-0), com 6 dias após a estratificação, cultivadas 
em meio líquido MS/2, sob luz contínua e agitação leve. As plântulas 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 extraído e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas análises de RT-qPCR. A 
abundância relativa dos transcritos de cada gene foi normalizada utilizando o gene Actin2 como 
controle endógeno e a expressão relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão das 
plântulas sem tratamento. Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 3 
experimentos independentes para todos os tratamentos. Os números em cada coluna representam 
quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relação ao controle não 
tratado. Um limite de indução ou repressão ≥ 2 foi fixado para considerar uma regulação relevante 
pelos sinais testados, além da observação de diferenças significativas pelo Teste t de Student (P ≤ 
0,0075), indicados com “a” no gráfico. 
 

A função fisiológica da regulação gênica por manose é desconhecida. 

Sabe-se que manose tem sido detectada em frações de hemicelulose e está 

associada com o controle da quebra de lipídios na semente, metabolismo da 

parede celular, síntese de vitamina C e glicolização de proteínas (Lukowitz et al., 

2001; To et al., 2002; Pastory et al., 2003). A manose livre existe em plantas 

apenas em pequenas porções e é fosforilada imediatamente pela HKX em 

manose-6-fosfato (M-6-P). Em muitas espécies de plantas, M-6-P é metabolizada 

vagarosamente. Evidências da manose como um regulador de processos 

biológicos consiste na observação de que manose é um potente inibidor da 

germinação da semente e os dois reguladores ABI3 e ABI4, elementos da via de 

sinalização de ABA, estão 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 transcrição podem estar envolvidos na 

sinalização por manose. 

 

As repressões de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por glicose e manose 

não envolvem HXK1 

Os componentes da malha de sinalização de açúcar ainda precisam ser 

melhor conhecidos. Existem três vias de sinalização distintas de resposta a 

glicose. A primeira é uma via dependente da função sinalizadora da HXK1. A 

segunda é uma via dependente da glicolise que é influenciada pela atividade 

catalítica da HXK1 e de outras HXK. A última é uma via independente de HXK1 

(Jang and Sheen, 1997; Sheen et al., 1999; Fujiki et al., 2000; Smeekens, 2000; 

Xiao et al., 2000; Rolland et al.; 2002b; Moore et al., 2003). Para investigar a 

participação de HXK1 no controle da regulação da expressão 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 insensível a 6% de glicose (Figura 11A), e 

apresenta repressão deficiente por glicose de genes da fotossíntese (Moore et al., 

2003; Cho et al., 2006). 
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Figura 11. Fenótipo glucose-insensitive (gin) dos mutantes gin2-1, aba2-1, abi4-1 e abi5-1 em 
comparação aos respectivos genótipos selvagens. As plântulas foram cultivadas em meio sólido 
MS/2 suplementado com 6% de glicose durante 10 dias. A. Desenvolvimento atrasado de plântulas 
selvagens Ler (acima) em comparação com o mutante gin2-1 (abaixo). A PCR utilizando primers 
específicos para o gene HXK1 mostra a ausência do mRNA de HXK1 no mutante gin2-1, 
caracterizando-o como um mutante nulo. B. Desenvolvimento atrasado de plântula selvagem Col-0 
(direita) em comparação com o mutante aba2-1 (esquerda). C. Desenvolvimento atrasado de 
plântula selvagem Col-0 (direita) em comparação com o mutante abi4-1 (direita). A PCR utilizando 
primers específicos para o gene ABI4 detectou pequenas quantidades de mRNA deste gene no 
mutante abi4-1, este alelo consiste numa mutação na fase de leitura que causa uma terminação 
prematura na tradução (Finkelstein et al., 1998), o que torna abi4-1 um mutante funcionalmente 
inoperante. D. Desenvolvimento atrasado de plântulas selvagens Ws (abaixo) em comparação com 
plântulas mutantes abi5-1 (acima). A PCR utilizando primers específicos para o gene ABI5 mostrou 
ausência do mRNA de ABI5 no mutante abi5-1, caracterizando-o como um mutante nulo. 

 

Para analisar a participação de HXK1 no controle da expressão dos bZIPs 

do Grupo C por glicose e manose, as respostas a essas duas hexoses foram 

comparadas entre o mutante gin2-1 e o ecótipo selvagem correspondente Ler. 

Inicialmente, os tratamentos com glicose e manose foram conduzidos em 

meio MS/2, porém não foram detectadas diferenças significativas quando 

comparadas as repressões dos bZIPs do grupo C por manose e por glicose no 
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mutante gin2-1 em relação às repressões observadas no ecótipo selvagem Ler 

(Figura 12). Entretanto, o gene controle utilizado neste trabalho, carbonic 

anhydrase (CAA), que é conhecido por apresentar repressão por glicose 

dependente da atividade de HXK1 (Moore et al., 2003), aparentemente também 

não demonstrou ter sua repressão por glicose dependente de HXK1 nas 

condições de cultivo em meios MS/2. Este resultado pode ser explicado pelo fato 

de altas concentrações de nitrato antagonizar a repressão dependente de HXK1 

de genes ligados à fotossíntese (Moore et al., 2003). Conseqüentemente, as 

análises no presente trabalho passaram a ser feitas com plântulas cultivadas em 

meio MS/10, o qual contém cerca de 4mM de nitrato. 

Sob essas condições, foi verificada a dependência de HXK1 na repressão 

do gene controle CAA por glicose (Figura 13). Foi utilizado também no presente 

trabalho o gene GBF1, que codifica para um fator de transcrição do tipo bZIP 

(AtbZIP41, Schindler et al., 1992; Menkens et al., 1995) e possivelmente está 

envolvido na regulação 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 padrão de repressão 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 repressão por glicose 

apenas em condições de baixas concentrações de nitrato (compare a Figura 12 e 

a Figura 13). Quando comparadas as repressões de AtbZIP9 e AtbZIP63 por 

glicose, observou-se que as diferenças de expressão no mutante gin2-1 e na 

linhagem selvagem não foram significativas (Figura 13). A mesma situação foi 

encontrada na resposta de AtbZIP63 a manose (Figura 13). No ecótipo Ler a 
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repressão de AtbZIP25 não foi eficiente tanto em plântulas cultivadas em meio 

MS/2 (Figura 12), quanto em plântulas cultivadas em meio MS/10 (Figura 13), 

provavelmente devido a efeitos ecótipo específicos. 

 

Figura 12. A resposta a glicose e a manose dos genes bZIPs pertencentes ao Grupo C de 
Arabidopsis é independente de hexokinase1 (HXK1). A regulação 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 plântulas com 6 dias após a estratificação, cultivadas em meio MS/2 líquido, sob luz contínua e 
agitação leve. As plântulas foram tratadas com 2% de glicose ou 2% de manose durante 4 horas. 
O RNA total foi extraído e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas análises de RT-qPCR. 
Os níveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como controle endógeno e a 
expressão relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão da linhagem selvagem (Ler) 
não tratada. A. Abundância relativa de AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 e o gene bZIP Gbf1 (é 
reprimido por glicose) no mutante gin2-1 sem tratamento. Os dados no gráfico correspondem à 
média +/- o desvio padrão de 3 experimentos independentes para AtbZIP9 e AtbZIP25, e 6 
experimentos independentes para AtbZIP63 e GBF1. Os números em cada coluna representam 
quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relação à linhagem selvagem 
não tratada. B. Abundância 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 gráfico correspondem à 
média +/- o desvio padrão de 3 experimentos independentes para todos os tratamentos. Os 
números em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos diminuiu em 
relação à respectiva linhagem não tratada. Diferenças significativas pelo Teste t de Student (P ≤ 
0,0075) entre Ler não tratado e Ler tratado são indicados com “a”. Nenhuma diferença significativa 
pelo Teste t de Student (P ≤ 0,0075) foi detectada na regulação dos genes por glicose ou manose 
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no mutante gin2-1 em relação à linhagem selvagem. C. Para todos os experimentos, o RNA total 
foi extraído e sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de 
agarose com 0,5μg de RNA total por amostra. “C” significa ausência de tratamento. A repressão do 
gene Xtr-7 detectada por PCR semiquantitativa foi utilizada como controle de eficácia de 
tratamento com glicose e com manose. 
 

 

Figura 13. As respostas a glicose e a manose dos genes bZIPs pertencentes ao Grupo C de 
Arabidopsis é independente de hexokinase1 (HXK1). A regulação 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 plântulas com 6 dias após a estratificação, cultivadas em meio empobrecido MS/10 líquido, sob 
luz contínua e agitação leve. As plântulas foram tratadas com 2% de glicose ou 2% de manose 
durante 4 horas. O RNA total foi extraído e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas 
análises de RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como 
controle endógeno  e a expressão relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão da 
linhagem selvagem (Ler) não tratada. A. Abundância relativa de AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 e o 
gene GBF1 (é reprimido por glicose) no mutante gin2-1 sem tratamento. Os dados no gráfico 
correspondem à média +/- o desvio padrão de 3 experimentos independentes para AtbZIP9 e 
AtbZIP25, e 6 experimentos independentes para AtbZIP63 e Gbf1. Os números em cada coluna 
representam quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relação à 
linhagem selvagem não tratada. B. Abundância 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 
gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 3 experimentos independentes para todos os 
tratamentos. Os números em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos 
diminuiu em relação à respectiva linhagem não tratada. Diferenças significativas pelo Teste t de 
Student (P ≤ 0,0075) entre Ler não tratado e Ler tratado são indicados com “a”. Nenhuma diferença 
significativa pelo Teste t de Student (P ≤ 0,0075) foi detectada na regulação dos genes por glicose 
ou manose no mutante gin2-1 em relação à linhagem selvagem. C. Para todos os experimentos, o 
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RNA total foi extraído e sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 
1% de agarose com 0,5μg de RNA total por amostra. “C” significa ausência de tratamento. A 
repressão do gene Xtr-7 detectada por PCR semiquantitativa foi utilizada como controle de eficácia 
de tratamento com glicose e com manose. 
 

O conjunto destes dados permite concluir que as vias de regulação 

envolvidas nas repressões de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por glicose e por 

manose são independentes de HXK1. A participação de outros sensores e 

sinalizadores de glicose e manose na expressão dos bZIPs do Grupo C ainda 

precisa ser investigada através da análise de possíveis candidatos, como por 

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

 

As respostas de AtbZIP25 a manose e de AtbZIP63 a glicose requerem uma 

via de síntese de ABA funcional 

A relação entre as vias de sinalização de ABA e glicose tem sido reportada 

desde a identificação de mutantes insensíveis a ABA ou envolvidos com a 

biossíntese deste hormônio, que apresentaram fenótipos gin em análises do 

desenvolvimento de plantas em meios com altos níveis 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 

síntese 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). Conseqüentemente, o envolvimento de ABA na regulação de 

AtbZIP9, AtbZIP25 e AtbZIP63 por glicose e de AtbZIP25 e AtbZIP63 por manose, 
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foi testada através de análises em aba2-1, um mutante leaky da biossíntese de 

ABA que apresenta uma redução na biossíntense de ABA de 86% e de 97,6% em 

plântulas túrgidas e desidratadas, respectivamente, em comparação ao ecótipo 

selvagem correspondente Col-0 (Léon-Kloosterziel et al., 1996). 

Alterações na expressão de AtbZIP9 em resposta a glicose não foram 

verificadas no mutante aba2-1 (Figura 14B), indicando que ABA não está 

envolvido na repressão de AtbZIP9 por glicose. 

Contudo, uma repressão menos eficiente de AtbZIP63 por glicose foi 

constatada no mutante aba2-1 em relação ao tipo selvagem, sugerindo que ABA2, 

e portanto ABA, desempenha um papel parcial na repressão de AtbZIP63 por 

glicose (Figura 14B). Assim, a repressão de AtbZIP63 por glicose seria o resultado 

de um efeito combinatório de duas vias agindo paralelamente: uma dependente e 

outra independente de ABA. Situações similares foram descritas no caso da 

regulação dos genes NCED3, AAO3 e ABA1 em resposta a estesse salino 

(Barrero et al., 2006). Interessantemente, não foram observadas diferenças 

significativas em resposta a manose na repressão de AtbZIP63 entre o mutante 

aba2-1 e o tipo selvagem (Figura 14B), indicando que ABA não interfere nesta 

regulação. Esta informação sugere uma distinção entre as vias de sinalização de 

glicose e manose na repressão de AtbZIP63. Outra observação relevante é que a 

expressão de AtbZIP63 foi ligeiramente induzida no mutante aba2-1 não tratado 

(Figura 14A), sugerindo que ABA está envolvido na regulação da expressão de 

AtbZIP63, o que está 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 
sinalização dependente de ABA. A regulação 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 biossíntese de ABA, e a linhagem selvagem correspondente Columbia-0 (Col-0), em 
plântulas com 6 dias após a estratificação, cultivadas em meio MS/2 líquido, sob luz contínua e 
agitação leve. As plântulas foram tratadas com 100μM de ABA, 2% de glicose ou 2% de manose 
durante 4 horas. O RNA total foi extraído e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas 
análises de RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como 
controle endógeno e a expressão relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão da 
linhagem selvagem (Col-0) não tratada. A. Abundância relativa de AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 no 
mutante aba2-1 sem tratamento. Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão 
de 3 experimentos independentes para AtbZIP9 e AtbZIP25, e 9 experimentos independentes para 
AtbZIP63. Os números em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos 
aumentou ou diminuiu em relação à linhagem selvagem não tratada. B. Abundância 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 gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 3 
experimentos independentes para todos os tratamentos. Os números em cada coluna representam 
quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relação à respectiva linhagem 
não tratada. Diferenças significativas pelo Teste t de Student (P ≤ 0,0075) entre Col-0 tratado ou 
aba2-1 não tratado e Col-0 não tratado são indicados com “a”. Diferenças significativas pelo Teste t 
de Student (P ≤ 0,0075), na regulação dos genes por ABA, glicose ou manose no mutante aba2-1 
em relação à linhagem selvagem estão indicadas por “b”. C. Para todos os experimentos, o RNA 
total foi extraído e sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de 
agarose com 0,5μg de RNA total por amostra. “C” significa ausência de tratamento. A repressão do 
gene Xtr-7 e a indução de Rd29a detectadas por PCR semiquantitativa foram utilizadas como 
controles de eficácia de tratamento com ABA, glicose e manose. 
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Foi verificada uma indução fraca (1,8 vezes) de AtbZIP25 por manose no 

mutante aba2-1 (Figura 14B). Esta informação sugere que ABA não apenas é 

requerido para a repressão de AtbZIP25 por manose, mas também que manose 

pode induzir a expressão de AtbZIP25 na ausência de ABA. Esta conclusão é 

interessante, pois implica que manose exerce seus efeitos regulatórios sobre 

AtbZIP25 de acordo com os níveis de ABA endógeno na planta. 

Juntos, esses dados indicam que ABA interage com a regulação da 

expressão de AtbZIP63 por glicose e com a regulação da expressão de AtbZIP25 

por manose, contudo, a repressão de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por 

manose aparentemente são independentes de ABA. 

Após constatar o efeito de ABA2, e conseqüentemente de ABA, sob as 

regulações dos bZIPs do Grupo C por glicose e manose, sugeriu-se que 

possivelmente elementos da via de sinalização ABA/glicose poderiam estar 

envolvidos nestas regulações 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 sinalização de ABA que apresentam fenótipo gin quando mutados, estarem 

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

 

ABI4 atua na repressão de AtbZIP63 por ABA e glicose e de AtbZIP25 por 

manose 

Para investigar a possibilidade de ABI4 desempenhar alguma função na 

regulação dos bZIPs do grupo C, foi utilizado o mutante abi4-1 (Finkelstein et al., 

1998; Figura 11C). As repressões 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 ecótipo selvagem correspondente Col-0. O mutante abi4-1 

representa um alelo provavelmente funcionalmente inativo do gene ABI4 

(Finkelstein et al., 1998). 

Os níveis de repressão de AtbZIP9 não foram significativamente diferentes 

entre o mutante abi4-1 e o tipo selvagem em reposta a glicose (Figura 15), 

indicando que ABI4 não está envolvido na repressão de AtbZIP9 por glicose. 

Por sua vez, a repressão 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 antagônico sobre a repressão de AtbZIP63 por ABA e glicose 

(Figura 15). Os resultados indicam também que a repressão de AtbZIP63 por 

manose no mutante abi4-1 não é significativamente diferente da repressão 

observada em plântulas selvagens, indicando que a ABI4 não esta envolvido nesta 

regulação. Este último resultado está de acordo com dados obtidos por .Dekkers 

et al. (2004), que indicam uma via de regulação da germinação por glicose 

independente de HXK1/ABA/ABI4. O antagonismo de ABI4 na repressão de 

AtbZIP63 por glicose e a ausência de efeito de ABI4 sobre a repressão de 

AtbZIP63 por manose representa mais uma evidência da existência de vias de 

sinalização distintas para glicose e manose. 
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Figura 15. ABI4 antagoniza a resposta de AtbZIP63 a ABA e a glicose e está envolvido na 
repressão de AtbZIP25 por manose. A regulação 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 sinalização de ABA, e a linhagem selvagem correspondente Columbia-0 (Col-0), 
em plântulas com 6 dias após a estratificação, cultivadas em meio MS/2 líquido, sob luz contínua e 
agitação leve. As plântulas foram tratadas com 100μM de ABA, 2% de glicose ou 2% de manose 
durante 4 horas. O RNA total foi extraído e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas 
análises de RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como 
controle endógeno e a expressão relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão da 
linhagem selvagem (Col-0) não tratada. A. Abundância relativa de AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 no 
mutante abi4-1 sem tratamento. Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 
3 experimentos independentes para AtbZIP9 e AtbZIP25, e 9 experimentos independentes para 
AtbZIP63. Os números em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos 
aumentou ou diminuiu em relação à linhagem selvagem não tratada. B. Abundância 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 gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 3 
experimentos independentes para todos os tratamentos. Os números em cada coluna representam 
quantas vezes a quantidade de transcritos diminuiu em relação à respectiva linhagem não tratada. 
Diferenças significativas pelo Teste t de Student (P ≤ 0,0075) entre Col-0 tratado e Col-0 não 
tratado são indicados com “a”. Diferenças significativas pelo Teste t de Student (P ≤ 0,0075) na 
regulação dos genes por ABA, glicose ou manose no mutante abi4-1 em relação à linhagem 
selvagem estão indicadas por “b”. C. Para todos os experimentos, o RNA total foi extraído e sua 
integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de agarose com 0,5μg de 
RNA total por amostra. “C” significa ausência de tratamento. A repressão do gene Xtr-7 e a indução 
de Rd29a detectadas por PCR semiquantitativa foram utilizadas como controles de eficácia de 
tratamento com ABA, glicose e manose. 
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Ao contrário de AtbZIP63, a repressão de AtbZIP25 por manose mostrou 

ser totalmente dependente de ABI4, pois não houve repressão eficiente no 

mutante tratado com manose (Figura 15). 

Interessantemente, a expressão de ABI4 aumenta no mutante aba2-1 

(Figura 16). Este dado, considerando que ABI4 tem um efeito antagônico sobre a 

repressão de AtbZIP63 por glicose, levanta a possibilidade de que o envolvimento 

de ABA2 na repressão de AtbZIP63 por glicose parcialmente resulte de um 

aumento de ABI4 no mutante aba2-1. 

 

Figura 16. Expressão de ABI4 e ABI5 no mutante aba2-1. A RT-PCR semiquantitativa dos genes 
ABI4 e ABI5 foi realizada com primers específicos para os genes ABI4 (40 ciclos) e ABI5 (35 ciclos) 
e para o gene controle interno de quantificação do RNA Actin2 (15 ciclos), no mutante aba2-1 em 
relação ao tipo selvagem Col-0. É observada indução da expressão de ABI4 em aba2-1, enquanto 
que os níveis de mRNA de ABI5 não são alterados neste mutante. 
 

ABI5 está envolvido na repressão de AtbZIP63 por ABA e por glicose e na 

indução de AtbZIP25 por glicose 

Embora não tenha sido isolado em análises de insensibilidade a glicose, 

abi5-1, um mutante nulo da via de sinalização de ABA, é moderadamente 

insensível a glicose e a manose durante a germinação e o desenvolvimento das 

plântulas, atribuindo a ele um fenótipo gin moderado (Arenas-Huertero et al., 2000; 

Finkelstein and Linch, 2000; Laby et al., 2000, Figura 11D). Assim, efetuou-se a 

comparação da expressão 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 abi5-1 e no ecótipo selvagem correspondente Ws para avaliar a 

participação de ABI5 nas vias de regulação 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 repressão por glicose superior a duas 

vezes nos ecótipos Col-0 e Ler (Figuras 7 e 12), no ecótipo Ws sua repressão foi 

menos forte (1,5 vezes; Figura 17). Não obstante, no ecótipo Ws uma repressão 

mais forte de AtbZIP63 por glicose (16,5 vezes, Figura 17) do que nos ecótipos 

Col-0 e Ler (9 vezes, Figura 7; e 3,7 vezes, Figura 12; respectivamente) foram 

detectadas. Sugere-se que tais diferenças na eficiência de regulação entre os 

diferentes background genéticos podem refletir efeitos de compensação gênica, 

que podem ser reflexos de redundância funcional. Neste mesmo ecótipo Ws, 

como anteriormente citado, também constatou-se indução por glicose de AtbZIP25 

(Figura 7). 

A repressão não significativa de AtbZIP9 por glicose no ecótipo Ws não 

permitiu avaliar o requerimento de ABI5 nesta regulação. Entretanto, ABI5 está 

envolvido de maneira parcial na repressão de AtbZIP63 tanto por ABA quanto por 

glicose (Figura 17). A repressão de AtbZIP63 por manose é independente de 

ABI5, uma vez que não houve diferença significativa em sua repressão no mutante 

abi5-1 em relação ao ecótipo selvagem Ws. A indução de AtbZIP25 por glicose 

mostrou ser dependente de ABI5 e embora sua reposta seja distinta da resposta 

de AtbZIP63, o primeiro é induzido enquanto que o segundo é reprimido por 

glicose, os resultados indicam que provavelmente esses dois membros do Grupo 
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C dividam, pelo menos parcialmente, uma via de regulação por glicose 

dependente de ABI5. 

 

Figura 17. ABI5 está envovido na resposta de AtbZIP63 a ABA e a glicose e na indução de 
AtbZIP25 por glicose no ecótipo Ws. A regulação 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 sinalização de ABA, e a linhagem selvagem correspondente 
Wassilewskija (Ws), em plântulas com 6 dias após a estratificação, cultivadas em meio MS/2 
líquido, sob luz contínua e agitação leve. As plântulas foram tratadas com 100μM de ABA, 2% de 
glicose ou 2% de manose durante 4 horas. O RNA total foi extraído e analisado e o cDNA 
sintetizado foi utilizado nas análises de RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados 
utilizando o gene Actin2 como controle endógeno e a expressão relativa foi normalizada utilizando 
os níveis de expressão da linhagem selvagem (Ws) não tratada. A. Abundância relativa de 
AtbZIP9, AtbZIP25, AtbZIP63 no mutante abi5-1 sem tratamento. Os dados no gráfico 
correspondem à média +/- o desvio padrão de 3 experimentos independentes para AtbZIP9, 6 
experimentos independentes para AtbZIP25, e 13 experimentos independentes para AtbZIP63. Os 
números em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos aumentou ou 
diminuiu em relação à linhagem selvagem não tratada. B. Abundância 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 gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 3 
experimentos independentes para todos os tratamentos, exceto para a quantificação de AtbZIP63 
em resposta a glicose, onde foram realizados 7 experimentos independentes. Os números em 
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cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos diminuiu em relação à 
respectiva linhagem não tratada. Diferenças significativas pelo Teste t de Student (P ≤ 0,0075) 
entre Ws tratado e Ws não tratado são indicados com “a”. Diferenças significativas pelo Teste t de 
Student (P ≤ 0,0075) na regulação dos genes por ABA, glicose ou manose no mutante abi5-1 em 
relação à linhagem selvagem estão indicadas por “b”. C. Para todos os experimentos, o RNA total 
foi extraído e sua integridade foi verificada através de eletroforese em gel denaturante 1% de 
agarose com 0,5μg de RNA total por amostra. “C” significa ausência de tratamento. A repressão do 
gene Xtr-7 e a indução de Rd29a detectadas por PCR semiquantitativa foram utilizadas como 
controles de eficácia de tratamento com ABA, glicose e manose. 
 

O conjunto de dados suporta à hipótese de que as regulações de AtbZIP25 

e AtbZIP63 por glicose e de AtbZIP25 por manose são mediados por duas vias 

distintas que requerem ABI5 e ABI4, respectivamente. 

 

Os modelos das vias de regulação por ABA, glicose e manose dos genes 

bZIPs do Grupo C de Arabidopsis 

AtbZIP10 aparentemente é um gene cuja mRNA praticamente não 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 ecótipo Ws por uma via dependente de ABI5 

(Figura 19). Já a repressão de AtbZIP63 por glicose é dependente de ABA2 e 

ABI5, independente de HXK1 e antagonizada por ABI4, enquanto que sua 

repressão por manose não envolve nenhum dos elementos de sinalização aqui 

testados (Figura 20). 

 



 
 

75

 

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

 

 

Figura 19. AtbZIP25 é induzido por glicose e reprimido por manose. Sua indução por glicose 
envolve ABI5. A repressão de AtbZIP25 por manose não envolve ABI5, mas é dependente de ABA2 
e ABI4, mostrando que, embora AtbZIP25 não seja regulado por ABA, sua repressão por manose 
provavelmente envolva a biossintese/sinalização desse hormônio, alem de indicar que glicose e 
manose agem em vias distintas para regulara a expressão de AtbZIP25. 
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Figura 20. AtbZIP63 é reprimido tanto por ABA, glicose e manose. Sua repressão por glicose é 
independente de hexokinase1 (HXK1), mas parcialmente envolve elementos da biossíntese (ABA2) 
e da sinalização (ABI5) de ABA. Devido à esta parcialidade tem-se indícios de que a regulação de 
AtbZIP63 por glicose é resultante da combinação de duas vias: uma dependente e outra 
independente de ABA. A repressão por ABA também envolve ABI5, o que suporta a via de 
repressão de AtbZIP63 por glicose dependente de ABA. ABI4 antagoniza a repressão de AtbZIP63 
por ABA e por glicose. Já a repressão de AtbZIP63 por manose não envolve HXK1, nem ABA2, 
ABI4 e ABI5, o que indica que glicose e manose atuam em vias distintas na regulação de 
AtbZIP63. 
 

ABA e glicose apresentam efeito sinérgico sobre a repressão de AtbZIP63 

Uma vez observada a relação entre as vias de sinalização 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 

combinatório desses em sinais (ABA + glicose, ABA + manose, glicose + manose 

e ABA + glicose + manose) sob a regulação da expressão dos bZIPs do Grupo C. 

Os resultados obtidos serviriam para dar indícios de como essas vias interagem na 

regulação dos bZIPs do Grupo C: de maneira linear (a combinação dos sinais não 

promovem novos padrões de regulação) ou em vias paralelas (efeito aditivo ou 

sinérgico dos sinais). 
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A combinação em pares de ABA, glicose e manose ou dos três sinais não 

interferiu na expressão de AtbZIP10 (Figura 21A). Como apresentado 

anteriormente, AtbZIP9 é regulado significativamente apenas por glicose (Figura 

8) e apresenta indução fraca não significativa por ABA e manose (Figuras 8 e 10). 

A combinação dos sinais não causou diferenças drásticas na expressão de 

AtbZIP9 (Figura 21A). 

A regulação da expressão de AtbZIP25 pela combinação em pares dos 

sinais não apresentou diferenças marcantes em relação aos tratamentos com 

apenas um sinal, a não ser pequenos efeitos aditivos (Figura 21A). 

Interessantemente, AtbZIP25 não é regulado pelo tratamento com os três sinais 

juntos (ABA + glicose + manose), o que pode refletir a combinação da pequena 

indução observada por ABA + glicose e da  repressão por manose. 

A avaliação da participação da região promotora e 5’-UTR de AtbZIP63 

sobre sua repressão por ABA, glicose e manose foi realizada através do estudo da 

expressão do gene repórter gusA sob o controle do promotor + 5’-UTR de 

AtbZIP63 nas duas linhagens transgênicas mencionadas acima. Assim, a 

participação do promotor e de 5’-UTR de AtbZIP63 nas respostas a ABA, glicose e 

manose e na combinação desses sinais foi quantificada utilizando a técnica de RT-

qPCR. Para evitar a amplicação de DNA do gene quimérico, os RNAs foram 

tratados com DNase I. 



 
 

78

 

Figura 21. Regulação dos bZIPs do Grupo C de Arabidopsis pela combinação de ABA, glicose e 
manose. As plântulas foram cultivadas em meio líquido MS/2, sob luz constante e agitação leve. 
Seis dias após a estratificação, as plântulas foram tratadas com 100μM de ABA, 2% de glicose, 2% 
de manose, ou pela combinação desses sinais nas mesmas concentrações anteriormente citadas, 
por quatro horas. O RNA total foi extraído e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas 
análises de RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como 
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controle endógeno e a expressão relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão do 
controle não tratado. A. Abundância relativa de AtbZIP9, AtbZIP10, AtbZIP25 em resposta à 
combinação de ABA, glicose e manose. Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio 
padrão de 2 experimentos independentes. Os números em cada coluna representam quantas 
vezes a quantidade de transcritos aumentou ou diminuiu em relação ao controle não tratado. B. 
Abundância relativa de AtbZIP63 e de seu promotor em resposta à combinação de ABA, glicose e 
manose. Plântulas da linhagem transgênica PH3 13.4 contendo a o gene repórter gusA sob o 
controle do promotor de AtbZIP63 e a região 5’-UTR foram cultivadas e tratadas como descritas 
anteriormente. O RNA total foi extraído, tratado com DNase I. Em seguida, o cDNA sintetizado foi 
utilizado nas análises de RT-qPCR. Os níveis de transcritos foram normalizados utilizando o gene 
Actin2 como controle endógeno e a expressão relativa foi normalizada utilizando os níveis de 
expressão do controle não tratado. Os dados no gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão 
de 4 experimentos independentes, exceto para a quantificação de gusA nos tratamentos “ABA + 
manose”, “glicose + manose” e ABA + glicose + manose”, onde foram realizados 2 experimentos 
independentes. Os números em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de 
transcritos diminuiu em relação ao controle não tratado. Diferenças significativas pelo Teste t de 
Student (P ≤ 0,0075) entre a repressão de AtbZIP63 e a repressão de gusA sob o controle do 
promotor de AtbZIP63 e a região 5’-UTR pelos tratamentos com ABA, glicose, manose e a 
combinação desses sinais são indicados com “a”. C. Abundância relativa de AtbZIP63 e de seu 
promotor em resposta à combinação de ABA, glicose e manose. Plântulas da linhagem transgênica 
PH3 35 contendo a o gene repórter gusA sob o controle do promotor de AtbZIP63 e a região 5’-
UTR foram cultivadas e tratadas como descritas anteriormente. O RNA total foi extraído, tratado 
com DNaseI e analisado e o cDNA sintetizado foi utilizado nas análises de RT-qPCR. Os níveis de 
transcritos foram normalizados utilizando o gene Actin2 como controle endógeno e a expressão 
relativa foi normalizada utilizando os níveis de expressão do controle não tratado. Os dados no 
gráfico correspondem à média +/- o desvio padrão de 2 experimentos independentes. Os números 
em cada coluna representam quantas vezes a quantidade de transcritos ou diminuiu em relação ao 
controle não tratado. 
 

As repressões de AtbZIP63 por ABA e por glicose aparentemente 

dependem apenas das seqüências promotoras e 5’-UTR de AtbZIP63, uma vez 

que os níveis de repressão de gusA e de AtbZIP63 não foram significativamente 

diferentes (Figuras 21B e C). Entretanto, aproximadamente metade da repressão 

de AtbZIP63 por manose é dependente das seqüências promotoras e 5’-UTR, 

apontando uma possível regulação pós-transcricional de AtbZIP63 por manose. 

Esta possibilidade suporta a hipótese de glicose e manose estarem agindo em 

vias distintas na regulação de AtbZIP63, uma vez que a regulação por glicose 

envolve apenas o promotor e a região 5´-UTR. Interessantemente, apenas 20% do 

efeito sinérgico da repressão pela combinação de glicose e ABA passa pelo 

promotor e a região 5’-UTR (Figura 21B e C). Este resultado indica que ABA e 
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glicose convergem para atuar sobre seqüências em 3’ do sitio da iniciação da 

transcrição do gene para promover a redução sinérgica do mRNA e levanta a 

possibilidade de uma regulação pós-transcricional da estabilidade do mRNA de 

AtbZIP63 em resposta a glicose e a ABA. Se esta hipótese for correta, aliada ao 

fato da degradação do mRNA ser a maneira mais rápida para a célula reduzir os 

níveis de um determinado RNA, então AtbZIP63 pode ser considerado um ponto 

essencial de interação entre ABA, que por parte medeia respostas a estresses 

abióticos (hídrico 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 heterodímeros funcionais preferencialmente com os bZIPs do Grupo S1. 

As heterodimerizações seguem padrões específicos (Newman and Keating, 2003) 

e têm conseqüências importantes sobre mudanças nos programas de expressão 

gênica. Dentro deste contexto, a “superrepressão” de AtbZIP63 pela combinação 

de ABA + glicose pode ter conseqüências importantes sobre o padrão de 

heterodimerização dos bZIPs dos Grupos C e S (Elhert et al., 2006), e 

conseqüentemente sobre programas de expressão gênica em que esses fatores 

de transcrição estão inseridos.  

Como AtbZIP63 forma heterodímeros preferencialmente com AtbZIP10 e 

AtbZIP53, a repressão sinérgica da expressão de AtbZIP63 por glicose e ABA 

favoreceria a formação do heterodímero AtbZIP10/AtbZIP53, que segundo 

Weltmeier et al. (2006) está relacionado com recuperação de plantas submetidas a 

estresse hipoosmolar. Além disso, a regulação fina de genes relacionados com o 

metabolismo energético da planta pode ser significativamente alterada pela 

sinergia entre ABA e glicose na repressão de AtbZIP63, visto que AtbZIP63 
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apresenta sinergia com a quinase KIN10, colocando este bZIP como um fator 

chave na manutenção do balanço energético da planta. 

Em conclusão pode-se sugerir que os vários níveis de regulação do mRNA 

de AtbZIP63 por ABA e glicose reflete os vários ajustes finos necessários a uma 

resposta adequada a estresses abióticos em fase com o nível energético do 

organismo. Adicionalmente notamos que a expressão de AtbZIP63 é reprimida em 

condições de baixa nutrição nitrogenada (GENEVESTIGATOR, Zimmermman et 

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

transcrição também integra informações relativas a disponibilidade de nitrogênio, 

um aspecto ainda que precisa ser explorado 

O conjunto de dados deste trabalho permitiu observar que os genes bZIPs 

do Grupo C são 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 três sinais. Foi possível também comprovar uma 

separação entre as vias de sinalização das repostas a glicose e a manose, tendo 

como pontos de distinção a dependência de ABI5 e ABI4, respectivamente. Outra 

evidência clara para distinção das vias de sinalização de glicose e de manose é o 

fato de que, enquanto AtbZIP25 é induzido de maneira dependente de ABI5 por 

glicose, este bZIP é reprimido por manose por uma via de sinalização dependente 

de ABI4 e de ABA. Nossos dados levaram à formulação de um modelo de vias de 

sinalização de ABA, glicose e manose para a regulação dos bZIPs do Grupo C de 

Arabidopsis (Figura 22). A repressão 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 não são conhecidos. A via 

independente de ABA também foi observada na repressão de AtbZIP63 por 

manose e de AtbZIP9 por glicose.  

 

Figura 22. Modelo para a interação das vias de sinalização de ABA, glicose e manose sobre a 
expressão dos bZIPs do Grupo C. ABA reprime AtbZIP63. Glicose reprime AtbZIP9 e AtbZIP63, e 
induz AtbZIP25 (apenas no ecótipo WS). Manose reprime AtbZIP25 e AtbZIP63. Os elementos 
envolvidos nas vias de sinalização da repressão de AtbZIP9 por glicose e de AtbZIP63 por manose 
ainda não são 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 repressão de 
AtbZIP63 por glicose (setas discontínuas). Esta hipótese é suportada pelo fato de que ABA também 
reprime AtbZIP63 via ABI5. A outra via envolvida na repressão de AtbZIP63 por glicose envolve 
elementos ainda não conhecidos. Manose reprime AtbZIP25 por uma via dependente ABI4. Esta 
repressão apenas é efetiva na presença de ABA e provavelmente este fitormônio regule a atividade 
de ABI4 durante a sinalização por manose, influenciando, portanto, a regulação por manose de 
maneira indireta (setas descontinuas). 
 
 
 
 
 
 



 
 

83

CONCLUSÕES 

 

Nas condições testadas: 

– Etileno, giberelina, ácido jasmônico e auxina não regulam a expressão dos 

genes bZIPs do Grupo C de A. thaliana. 

– Citocinina induz fracamente a expressão dos quatro genes bZIPs do Grupo C. 

– As regulações dos bZIPs do Grupo C por glicose e manose estão inseridas em 

vias de sinalização independentes de atividade de HXK1, um sensor de glicose 

em Arabidopsis. 

– A repressão de AtbZIP63 por glicose é parcialmente dependente de ABA 

(ABA2) e de ABI5, enquanto que os elementos envolvidos na via de repressão 

de AtbZIP63 por manose ainda não são conhecidos. ABA é necessário para a 

repressão de AtbZIP25 por manose e mediada por ABI4. Adicionalmente, a 

indução de AtbZIP25 por glicose está 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 são diferenciadas pela 

dependência de ABI5 e ABI4, respectivamente. 

– ABA e glicose desempenham um papel sinérgico na repressão de AtbZIP63 e 

provavelmente esta repressão sinérgica é resultante de efeitos pós-

transcricionais na expressão de AtbZIP63. Estes dados suportam a noção de 

que AtbZIP63 representa um integrador chave das vias de glicose e ABA e 

evidenciam uma provável reorganização da rede de heterodimerização 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 expressão gênica em resposta a glicose 

e ABA. 
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PERSPECTIVAS 

 

Neste trabalho os reguladores da transcrição ABI4 e ABI5 da via de 

transdução do ABA foram identificados como elementos das vias regulatórias da 

expressão dos bZIPs do Grupo C por ABA, glicose e manose,. O envolvimento de 

ABI4 foi específico para a repressão de AtbZIP25 por manose, enquanto que ABI5 

está envolvido nas regulações 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 repressão ou indução de AtbZIP25. 

Além disso, análises de outros mutantes para elementos da via de sinalização 

glicose/ABA, como ABI1, ABI2, ABI3 e ABI8 e fatores de trasncrição responsivos a 

ABA (ABFs por exemplo) poderiam refinar nosso conhecimento sobre os 

elementos envolvidos nas regulações dos bZIPs do Grupo C por manose e 

glicose. Adicionalmente, como as respostas a glicose e a manose dos bZIPs do 

Grupo C são independentes da atividade de HXK1, o único sensor de glicose 

claramente identificado em Arabidopsis, seria importante avaliar a participação de 

outros possíveis sensores como proteínas G, por exemplo AtRGS1, ou como a 

HXK2 ou as HXK-like, na sinalização mediada por essas hexoses. 

Como existem evidências da interação entre as vias de sinalização de 

etileno e de glicose, a hipótese de elementos da via de sinalização de etileno, 

como por exemplo EIN3 e CTR1, estarem envolvidos nas regulações dos genes 

bZIPs do Grupo C por glicose ainda precisa ser avaliada mais precisamente. 
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Informações sobre manose como regulador da expressão gênica são muito 

escassas. Os dados obtidos no presente trabalho definem a manose como um 

sinal independente de glicose na expressão de fatores de transcrição do tipo bZIP, 

abrindo um série de questionamentos sobre qual a importância de manose como 

um sinal regulatório e quais as vias de sinalização envolvidas na regulação de 

genes por esta hexose. 

Outra pergunta importante seria identificar detalhadamente os mecanismos 

da sinergia da repressão de AtbZIP63 por ABA e avaliar o grau de diversificação 

evolutiva deste processo de regulação. 

Desta maneira, a obtenção dessas informações, aliadas às já obtidas neste 

trabalho e em outros trabalhos desenvolvidos por nosso grupo daria novas pistas 

das funções dos bZIPs do Grupo C e da evolução dessa classe de fatores de 

transcrição através das espécies mono e eudicotiledôneas. 
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