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RESUMO 

As proteínas da família bZIP (de Basic Leucine Zipper Domain, bZIP domain) são proteínas 

reguladoras que ocorrem em eucariotos e apresentam o domínio básico de ligação ao DNA, e o 

domínio de dimerização contendo os resíduos de leucina conservados, conhecido como zíper de 

leucina. Em plantas, as bZIPs atuam na regulação transcricional de genes envolvidos em diversos 

processos biológicos. Estudos prévios identificaram uma seqüência parcial de cDNA codificando uma 

proteína bZIP, denominada MebZIP, contendo 334 resíduos de aminoácidos (aa) com expressão na 

raiz e folha da mandioca (Manihot esculenta Crantz). No presente trabalho, com o objetivo de 

complementar a identificação e caracterização da MebZIP, foram realizados ensaios de RACE (Rapid 

Amplification of cDNA Ends) visando o isolamento da extremidade 3' desse cDNA. Análises de 

Bioinformática mostraram que o cDNA completo da MebZIP apresenta uma ORE (Open Reading 

Frame) de 1320 pb codificando uma proteína deduzida de 439 aa com massa molecular e ponto 

isoelétrico preditos de 47 kDa e 5.85, respectivamente. Análises comparativas com seqüências do 

GenBank mostraram alta identidade da MebZIP com as proteínas CPRF-2 de M. esculenta 

(XP_021620722) e CPRF-2 de Hevea brasiliensis (XP_021650934), incluindo a presença de domínios 

conservados. Dados da literatura mostram que as proteínas CPRF-2 podem participar da regulação do 

gene da sintetase da chalcona (CHS) da via de síntese dos fenilpropanóides, cuja expressão pode ser 

influenciada pela exposição à luz. Desta forma, ensaios de RT-PCR semi-quantitativa foram realizados 

na avaliação da expressão dos genes MebZIP e MeCHS em folhas de plantas de mandioca submetidas 

a diferentes períodos de exposição a luz branca (Oh, 3h, 6h, 9h, 12h e 15h). Os resultados mostraram 

um aumento de expressão do gene MebZIP na amostra com 6h, contudo não foi observada relação com 

a expressão do possível gene alvo da MebZIP, o gene MeCHS, o qual se manteve constante nas 

condições utilizadas neste estudo. Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que a MebZIP 

identificada aqui contém os domínios conservados (bZIP, D1-D4) que indicam a sua funcionalidade, 

enquadrando-a na família dos fatores de transcrição bZIP do tipo CPRF, com potencial função na 

resposta da mandioca à luminosidade. 

Palavras chaves: bZIP, Mandioca, Regulação transcricional, Resposta à luminosidade 



ABSTRACT 

Proteins of bZIP family (from Basic Leucine Zipper Domain, bZIP domain) are regulatory proteins 

that occur in eukaryotes and exhibit a basic DNA-binding domain, and a dimerization domain 

containing conserved leucine residues, known as leucine zipper. In plants, bZIPs act on the 

transcriptional regulation of genes involved in various biological processes, including responses to 

biotic and abiotic factors. Previous studies have identified a partial cDNA sequence encoding a bZIP 

protein, named MebZIP, containing 334 amino acid residues (aa) with expression in the root and leaf 

cassava (Manihot esculenta Crantz). Here, with the objective of complementing the identification and 

characterization of MebZIP, RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) assays were performed in 

order to isolate the 3' end of this cDNA. Bioinformatics analyzes showed that the MebZIP full-length 

cDNA has a 1320 bp Open Reading Frame (ORE) coding for a deduced protein with 439 aa with 

predicted molecular weight and isoelectric point of 47 kDa and 5.85, respectively. Comparativo 

analyzes with GenBank sequences showed high identity of MebZIP with the M. esculenta CPRF-2 

(XP_021620722) and Hevea brasiliensis CPRF-2 (XP_021650934) proteins, including the presence of 

conserved domains. Literatura data show that CPRF-2 proteins may participate in the regulation of the 

chalcone synthase gene (CHS), whose expression may be influenced by exposure to light. Thus, semi- 

quantitative RT-PCR assays were performed to evaluate the expression of the MebZIP and MeCHS 

genes in cassava leaves submitted to different periods of exposure to white light (Oh, 3h, 6h, 9h, 12h 

and 15h). Results showed an increased MebZIP expression levei in the 6h sample, however, no 

relationship was detected with the expression leveis of the potential target gene for the MebZIP, the 

MeCHS, which remained constant under the conditions used here. Based on our results, we can 

conclude that the MebZIP identified here contains conserved domains (bZIP, D1-D4) indicating its 

functionality as a member of bZIP CPRF family with potential role in the light response of cassava. 

Keywords: bZIP, cassava, transcriptional regulation, light response. 
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1. Contextualização 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta nativa da América do Sul, sendo 

considerada uma das culturas alimentares mais importantes nas regiões tropicais e 

subtropicais. No Brasil, esta cultura é mais popular na região norte, onde apresenta relevante 

importância socioeconômica. Esta espécie vegetal é conhecida por apresentar grande 

tolerância á condições ambientais adversas. Apesar disto, estudos com plantas de mandioca 

ainda são bastante recentes e escassos em comparação com outras culturas como as de 

milho, trigo e arroz. 

Um dos fatores ambientais mais importantes para o desenvolvimento das plantas é a 

luminosidade, pois exerce grande influência na expressão gênica, que por sua vez é mediada 

por fatores de transcrição que aumentam em respostas a luminosidade. Neste contexto, a luz 

branca está sendo usada recentemente para pesquisas sobre a função de genes que atuam 

como reguladores sobre tais condições ambientais (JENKINS, et al., 2001; CHEN et al., 

2013). 

Dentre os fatores de transcrição mais estudados estão as proteínas da família bZIP, 

caracterizadas por apresentarem identificação com as regiões conservadas A-box, C-box e 

G-box, onde, esta ultima, já se tem conhecimento que é a região promotora do gene da 

sintetase da chalcona (CHS), envolvida na resposta a luminosidade (DIXON et al., 1994; 

FOSTER et al., 1994; SHEN, 2007). Portanto o gene da CHS tem sua expressão regulada 

pela exposição a luz, atuando na regulação da biossíntese de fenilpropanóides (DAO et al., 

2011; HAHLBROCK e SCHEEL, 1989). Portanto, além das bZIPs participarem da 

regulação de resposta em plantas a diversos fatores ambientais, incluindo na resposta a 

estresses bióticos (LIMA et al., 2017; LIU et al., 2017) e abióticos (NAKASHIMA et al, 

2014; Todaka et al., 2015; Julkowska, et al, 2015), evidencias também indicam que as bZIPs 

atuam em resposta a luminosidade (WEISSHAAR et al., 1991; ARMSTRONG et al., 1992; 

AN et al, 2017) 

Em mandioca, foram identificados 77 MebZIPs e os níveis de expressão de alguns 

desses MebZIPs foram avaliados em resposta a estresses abióticos (HU et al., 2016). 

Cardoso (2008), caracterizou em mandioca uma sequencia parcial da MebZIP e esta proteína 

se identificou similar à proteínas bZIPs do tipo CPRF-2, que reconhece elementos do G-box, 

que é promotor da Sintetase da chalcona, sendo reconhecida, assim, como uma proteína 

bZIP reguladora de luz (DRÒGE-LASER et al., 1997). 
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Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral caracterizar uma proteína 

reguladora da expressão gênica da mandioca, denominada MebZIP. A caracterização dessa 

proteína incluiu a identificação de domínios conservados em sua seqüência de aminoácidos, 

bem como a avaliação dos níveis de expressão do gene MebZIP em plantas de mandioca 

submetidas a diferentes condições de luminosidade. 

1.1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1.1. A Cultura da mandioca 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta perene, com vegetação arbustiva 

e raiz tuberosa pertencente a classe das Eudicotiledôneas, ordem Malpighiales e família 

Euphobiaceae. Muito conhecida e consumida no Brasil, a mandioca também é popularmente 

conhecida como Macaxeira e aipim. Como alimento podem ser consumidas as folhas da 

mandioca na forma de Maniva, utilizada na região norte para ser feita a maniçoba, e as 

raízes, para ser feita a farinha, tapioca, tucupí e outras formas de consumo (Cordeiro et al., 

2017). 

A mandioca é uma planta nativa da América do Sul e alcançou a África e Ásia nos 

séculos XVI e XVII, respectivamente, tornando-se uma das mais importantes culturas 

alimentares nas regiões tropicais e subtropicais (ZHANG, 2000; DE SOUZA et al., 2002). 

Hoe a mandioca é cultivada em mais de 100 países, tornando-se uma das principais fontes de 

carboidratos, sendo um importante alimento para pessoas de baixa renda (ZHANG, 2000). 

Estima-se que a mandioca é consumida por cerca de 600 milhões de pessoas diariamente na 

África, Ásia e América Latina (BAGUMA, 2004). 

O maior teor de proteínas da mandioca está concentrado nas folhas, utilizadas como 

fonte de alimento para animais e como matéria prima para a agroindústria e o etanol 

(MATTOS e CARDOSO, 2003; LARA et al, 2008; ANDRÉ e SANTOS, 2012). Como 

fonte de calorias a mandioca ocupa a quarta posição, logo após o arroz, milho e cana-de- 

açúcar (PUONTI-KAERLAS, 1998; BAGUMA, 2004). 

O Brasil é um dos maiores produtores de mandioca e também o maior consumidor 

deste produto agrícola (ALVES FILHO et al., 2015). Na Amazônia, a mandioca destaca-se 

como o principal produto da agricultura familiar, desempenhando um papel social 

importante devido um significativo número de famílias do meio rural que vive da produção e 
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do processamento da farinha e de outros produtos derivados da mandioca (SILVA et ai., 

2006). 

De acordo com os levantamentos do IBGE em 2018, mais de 1 milhão de hectares de 

área foram usadas para plantação de mandioca, sendo 474 mil hectares foram na região 

Norte. Assim, no Brasil foram obtidas quase 1,9 milhões de toneladas neste mesmo período. 

A região norte é a maior produtora de mandioca, apresentando 7,2 milhões de toneladas 

produzidas desta cultura (IBGE, 2018). 

No Brasil, há uma ampla variabilidade genética de mandioca presente em coleções de 

trabalhos e bancos ativos de germoplasma distribuídos em todo o país, com variedades 

selecionadas naturalmente ou por agricultores (FUKUDA et al., 1996; VIEIRA et al., 2007). 

Apesar da sua importância, pesquisas com a mandioca são bastante recentes em comparação 

com outras culturas, como o arroz, milho, trigo e algodão. Entretanto, já se tem 

conhecimento da alta tolerância da cultura de mandioca à seca e ao ambiente de baixa 

fertilidade. 

Adaptações de plantas a diferentes condições ambientais envolvem amplas alterações 

fisiológicas e bioquímicas, que são resultados da expressão diferencial de genes para a 

síntese de proteínas envolvidas em diversas rotas metabólicas. Grande parte das proteínas 

conhecidas possuem seus papéis identificados, ou pelo menos parte deles na fisiologia das 

plantas. Isto proporciona maior conhecimento sobre as alterações fisiológicas. Nesse 

contexto, estudos de regulação da expressão gênica, de identificação de proteínas e seus 

papéis, bem como sua importância para a maquinaria molecular envolvida na fisiologia de 

plantas é fundamental para entender mecanismos adaptativos que possibilitam o 

desenvolvimento e sobrevivência de diferentes espécies vegetais. 

1.1.2. Regulação da expressão gênica 

A regulação da expressão gênica ocorre tanto em procariotos como em eucariotos. Em 

eucariotos a forma de regulação pode ser feita a nível transcricional, traducional, ou na 

ativação da proteína já sintetizada (pós-traducional) (ALBERTS et al., 2016). 

A expressão gênica ocorre com o auxílio de diversas proteínas acessórias ou fatores de 

transcrição basais e especiais, que regulam a transcrição a partir da região promotora de um 

gene. Esses fatores de transcrição também se ligam a seqüências denominadas de 

acentuadores (ou enhancers), localizados próximos ao gene. A interação entre os fatores de 

transcrição basais, especiais e a enzima RNA polimerase regula a atividade transcricional 
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dos genes pelo aumento, diminuição, ou repressão da síntese de transcritos primários. 

Assim, a expressão gênica ocorre de forma controlada, influenciada por estímulos 

ambientais ou sinais biológicos. Em organismos eucariotos a regulação da expressão gênica 

também ocorre a nível espacial, de forma tecido-específica. Portanto, enquanto diversos 

genes são expressos continuamente (constitutivos), outros têm sua expressão controlada de 

acordo com as necessidades do organismo (induzíveis). 

A regulação gênica em plantas é essencial para sua sobrevivência nas diversas 

condições ambientais. Como organismos sesseis, as plantas precisam adequar respostas às 

condições ambientais que se apresentam em constantes mudanças. Algumas condições como 

seca, calor, salinidade, frio e ataques de patógenos ou pragas alteram o crescimento e o 

desenvolvimento das plantas por meio de alterações metabólicas, modificações na 

morfologia ou mudanças na história de vida (KAAK et al., 2017, LIMA et al., 2018). As 

plantas são organismos autotróficos, ou seja, a luz é sua principal fonte de energia, sendo, 

também, um importante fator de estresse ambiental (STRANCE et al., 2010). 

1.1.3. Fatores de transcrição 

Fatores de transcrição (FTs) são proteínas que auxiliam na ativação ou repressão de 

genes específicos, ligando-se ao DNA em regiões conservadas próximo aos genes que estão 

relacionados. Eles atuam de forma tecido específicas em eucariotos, portanto diferentes tipos 

celulares podem ser capazes de produzir diferentes tipos de FTs. Para que a expressão de um 

gene ocorra, é necessária uma seqüência promotora para direcionar a ativação da síntese do 

transcrito. Esses promotores são seqüências nucleotídicas que apresentam elementos 

conservados, muitas vezes encontrados entre o TATA Box e o CAAT Box. Esses elementos 

podem promover a ativação ou repressão gênica a nível transcricional, fazendo com que os 

genes sejam expressos em determinados tipos de tecidos. 

Os fatores de transcrição podem ser agrupados em diferentes classes, ou famílias, os 

quais apresentam motivos estruturais características que são as: zinc fxnger, hélice-giro- 

hélice, bHLH e zíper de leucina (bZIP - Basic-leucine zipper). 

1.1.4. As proteínas bZIP e seu papel na regulação da expressão de genes em plantas 

Dentre estas famílias de fatores de transcrição, as bZIPs compreendem uma das 

maiores e mais conservadas famílias, e contém duas regiões funcionais: uma região básica e 
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um zíper de leucina (WEI et al., 2012; LIU et al., 2015; ALAGARASAN et al., 2017). A 

primeira região, denominada região básica, é conservada e apresenta cerca de 18 resíduos de 

aminoácidos básicos, sendo responsável pela localização nuclear e pela ligação ao DNA. A 

região seguinte é onde se encontra o zíper de leucina, que se encontra adjacente ao domínio 

básico e consiste em várias repetições de leucina a cada sete aminoácidos ou outros 

aminoácidos hidrofóbicos, e está envolvida no reconhecimento e dimerização de bZIPs 

(Figura 1), promovendo a dimerização de homodímeros, quando ocorre entre subunidades 

idênticas, ou heterodímeros, quando ocorre entre subunidades diferentes (ALVES et al., 

2013; LIU et al., 2017). Ocorrendo a interação dos dois zíperes, as regiões carregadas vão 

em sentidos opostos, formando uma superfície ideal para a ligação ao DNA, que apresenta 

uma carga negativa. 

Figura 1. Proteína reguladora do tipo bZIP interagindo com a molécula de DNA por meio do domínio básico, 

enquanto o zíper de leucinas possibilitada a dimerização 

. Fonte; NELSON e COX. Princípios de Bioquímica de Lehninger, 5 ed. (2011). 

As proteínas do tipo bZIP são exclusivas de eucariontes e se ligam ao DNA a partir de 

seqüências conservadas contendo o núcleo ACGT, presentes nos elementos em eis na região 

promotora do gene regulado, tais como G-box (CACGTG), C-box (GACGTC) e A-box 

(TACGTA), com os quais possuem bastante afinidade (FOSTER et al., 1994; SHEN et al., 

2007). Além dos domínios conservados identificados anteriormente, são encontrados 

também outros domínios tais como os domínios Dl, D2 e D3, localizados na região N- 

terminal de algumas proteínas bZIP em Arabidopsis, arroz e outras espécies vegetais, 

entretanto suas funções ainda não são conhecidas (SHEN et al., 2007). Os fatores de 

transcrição G/HBF-1 e SBZ1 de soja, CPRF-2 de salsa e BZI-1 de fumo, por outro lado, 
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possuem quatro domínios conservados (Dl- D4) (DRÒGE-LASER et al., 1997; YOSHIDA 

et al., 2008), distintos dos domínios anteriormente citados em Arabidopsis. Cada domínio 

está relacionado a uma importante função na proteína. O domínio Dl pode promover a 

interação intermolecular específica, enquanto o D2 é relativamente rico em resíduos ácidos e 

estudos indicam que seja necessário para ativação transcricional (DROGE-LASER et al., 

1997; ZOU et al., 2008). O domínio D3 pode estar relacionado a afinidade de ligação ao 

DNA e o D4 não exibe nenhuma característica estrutural distintiva (DROGE-LASER et al., 

1997). 

Vários estudos mostram que os fatores de transcrição bZIP participam da regulação da 

expressão gênica em plantas, onde há evidências consideráveis que mostram que as bZIPs 

desempenham papéis cruciais em vários aspectos dos processos biológicos, incluindo 

maturação de sementes, embriogênese e maturação de órgãos, desenvolvimento de flor e 

vascular (WEI et al., 2012). Ainda segundo estes autores, as evidências crescentes também 

indicam que as bZIPs participam da regulação de resposta em plantas a estresses bióticos e 

abióticos. 

Em estudos recentes, foram identificados genes pertencentes ao grupo A bZIPs que 

são confirmados para modular a transcrição de genes dependentes de ABA (Ácido abscísico) 

em resposta a estresses ambientais. Esses estudos foram feitos em Arabidopsis, os quais 

evidenciaram que, em resposta ao estresse abiótico ou sinalização de ABA, houve o 

acúmulo de bZIPs do grupo A, como a AtbZIP39, AtbZIP36, AtbZIP38, AtbZIP66, 

AtbZIP40, AtbZIP35 e AtbZIP37 (JAKOBY et al, 2002; NAKASHIMA et al, 2014). A 

exemplo disso, os fatores de transcrição ABF2/AREB1 sofrem fosforilação por SnRK2s do 

grupo 3, que compreende quinases fortemente induzidas por ABA, aumentando, assim, a 

resistência das plantas aos estresses por seca e sensibilidade ao ABA (NAKASHIMA et al., 

2014; JULKOWSKA, et al, 2015). 

Estudos com arroz também confirmaram a regulação positiva por algumas bZIPs, 

(OsbZIP23, OsbZIP46, OsbZIP71 e OsbZIPló) envolvidas com resistência ao estresse 

abiótico (TODAKA et al., 2015). Juntas, essas evidências indicam que as bZIPs são fatores 

de transcrição cruciais na resposta das plantas aos estresses abióticos (HU et al., 2016). 

1.1.5. Proteínas bZIP em mandioca 

Estudos foram desenvolvidos com o objetivo de identificar genes de bZIP envolvidas na 

tolerância da mandioca frente a estresses abióticos. Recentemente, Hu et al. (2016) avaliaram a 
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expressão de 77 bZIPs em respostas aos estresses abióticos e na sinalização ao ABA, mostrando 

que essas proteínas são promissoras no melhoramento genético desta espécie. Embora Hu et 

al. (2016) tenham identificado 77 MebZIPs em todo o genoma na mandioca, seu papel in 

vivo permanece desconhecido. Desta forma, Liu et al. (2017) realizaram a análise do padrão de 

expressão e função de dois genes MebZIPs (MebZIP3 e MebZIPS) em resposta à infecção por 

patógeno, destacando o papel positivo dessas duas bZIPs na resistência da mandioca contra a 

bacteriose. 

A identificação e estudo destas moléculas como fatores de transcrição têm contribuído 

significativamente na elucidação de mecanismos de regulação da expressão gênica. Um 

típico fator de transcrição de planta contém, com poucas exceções, uma região de ligação ao 

DNA, um lugar de oligomerização, um domínio de regulação transcricional e um sinal de 

localização nuclear (LIU et al., 1999). 

Com o objetivo de identificar proteínas do tipo bZIP em mandioca, de Souza et al. 

(2003) detectaram três proteínas diferencialmente expressas na raiz e imunologicamente 

relacionadas com a Opaco-2, uma proteína do tipo bZIP de milho. Posteriormente, Namias 

(2006) e Cardoso (2008) isolaram uma seqüência de cDNA parcial que codifica para uma 

proteína bZIP de mandioca, denominada MebZIP, que correspondeu a uma seqüência de 334 

aminoácidos com alta similaridade com outras bZIPs, entre elas a G/HBF-1 de soja (Glycine 

max), a BZI-1 de fumo (Nicotiana tabacum) e a CPRF-2 de salsa (Petroselinum crispum), 

constituídas por um total de 439 aa. Na Figura 2, é mostrado o alinhamento da seqüência 

parcial da MebZIP com seqüências de bZIPs de outras espécies vegetais, incluindo a CPRF- 

2 de salsa. 
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Figura 2. Alinhamento da MebZIP de mandioca com bZIPs de outras espécies vegetais (NtBZI-1 de fumo, 

GmG/HBF-1 e GmSBZl de soja, PcCPRF-2 de salsa). 
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Fonte; Cardoso, 2008. 

Em salsa, a proteína CPRF-2 reconhece elementos G-Box no promotor do gene da 

sintetase da chalcona (CHS), sendo uma proteína bZIP regulada pela luz (DRÒGE-LASER 

et al., 1997). Portanto, baseando-se na alta identidade da proteína MebZIP com a CPRF-2 de 

salsa, pode ser que a MebZIP seja uma proteína do tipo CPRF e desempenhe uma função 

similar na mandioca. Desta forma, se faz necessário estudar a expressão do gene MebZIP e 

do possível gene alvo a ser regulado pela MebZIP (o gene MeCHS) na planta da mandioca 

submetida a diferentes condições de luz, e dessa forma, poder atribuir uma possível função 

da MebZIP na regulação de genes em resposta à luminosidade. 

1.1.6. MeCHS - Enzima Sintetase da chalcona em mandioca 

A enzima sintetase da chalcona (CHS) participa da via biossintética dos 

fenilpropanóides, que estão envolvidos na resposta de plantas a diversos tipos de estresse. 

Estes compostos fornecem materiais iniciais para um conjunto diversificado de metabólitos 

que desempenham papéis diferentes e importantes como o fornecimento de pigmentos 

florais, antibióticos e repelentes de insetos. A síntese de CHS também pode ser induzida sob 

condições de estresses abióticos, como exposição a UV, além de ser importante no 

desenvolvimento de plantas (DAO et al., 2011; HAHLBROCKe SCHEEL, 1989). 
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A CHS tem papel importante na biossíntese de flavonóides, onde catalisa a primeira e 

principal etapa da regulação desta biossíntese, que envolve a condensação em etapas de três 

unidades acetíliticas da malonil-coenzima A (CoA) com porção coumaroil da 4-coamoril- 

CoA derivada da via dos fenilpropanóides para formar o flavonóide C15 naringenina 

chalcona (HAHLBROCK e SCHEEL, 1989). Após a isomerização da naringenina chalcona, 

outras substituições levam à formação de flavona, flavonol, antocianina, isoflavona, e 

fitoalexina antimicrobiana. 

Os flavonóides desempenham importante papel na defesa das plantas. Como a CHS é 

o guardião da biossíntese de flavonóides, são responsáveis pela regulação da via. A 

expressão do gene CHS é influenciada por muitos fatores ambientais e de estresse, como 

UV, sendo um gene constitutivo em flores, mas com a expressão regulada por fatores 

externos, resultando em aumento da produção de flavonóides (DIXON e PAIVA, 1995; 

GLAGEN et al., 1998; DAI et al., 2011). Os flavonóides absorvem a luz UV, sendo capazes 

de proteger a planta de danos que podem causar a exposição aos raios UV no DNA (LEYVA 

et al., 1995). Para reduzir as UV que atingem as macromoléculas suscetíveis, as plantas 

filtram parte desse espectro de luz solar por meio dos flavonóides depositados nos vacúolos 

das células epidérmicas. Para que isso ocorra, os flavonóides estão freqüentemente presentes 

na camada celulares epidérmicas de folhas e tecidos que são suscetíveis a luz solar 

(STRANCE et al, 2010; HSIEH e HUANG, 2007). 

O nível de expressão do gene CHS é relacionado ao nível de transcritos do CHS nas 

células das plantas. Para que a transcrição aconteça, deve haver a ligação da RNA 

polimerase II nas seqüências de DNA específicas no promotor para a CHS próximo ao 

TATA Box, bem como ocorrer a ativação por proteínas específicas de ligação ao DNA, 

denominadas de fatores de transcrição, que se ligam a elementos de resposta para que seja 

iniciada a transcrição. O promotor da CHS apresenta o motivo regulador da seqüência 

nucleotídica CACGTG, conhecido como G-Box, considerada uma região importante na 

resposta à luz, onde as bZIP's também apresentam afinidade (DIXON et al., 1994; FOSTER 

et al., 1994; SHEN, 2007). Esta proteína básica de zíper de leucina (bZIP), que se liga tanto 

à G-box quanto à H-box adjacente na região proximal do promotor de genes CHS 15, é 

rapidamente fosforilada em células de soja elicitadas. Isto também acontece com o promotor 

CHS 15, CHS7 e CHS1 (DOGE et al, 1997; YOSHIDA et al, 2008). 

Em estudo recente, Lima et al. (2017) selecionaram genes de proteínas com potencial 

função de defesa da planta contra patógenos, onde avaliaram o padrão de expressão dos 

genes MebZIP e MeCHS, entre outros genes, durante a interação da mandioca com o 
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patógeno responsável pela doença podridão radicular, o Phytopythium sp. Dentre os genes 

com expressão aumentada durante esta interação, foram identificados o gene MeCHS da 

sintetase da chalcona e o gene MebZIP, evidenciando o envolvimento dos mesmos na 

resposta de defesa da mandioca contra o patógeno. 

Outros trabalhos tem evidenciado a expressão do gene CHS em resposta a regulação 

pela luz. Verificou-se a produção fotoreguladora de flavonóides, relacionada com a 

transcrição de CHS (CHAPPELL e HAHLBROCK, 1984; FEINBAUM e AUSUBE1, 1988; 

VAN TUNEN et ai, 1988; TAYLOR e BRIGGS, 1990). Em Arabidopsis thaliana, 

Feinbaum et al. (1991) identificaram que a luz de alta intensidade regulam a expressão de 

genes da CHS. Ao aumentar a exposição de luz UV-A por 24 h em hipocótilos de nabo 

vermelho, houve expressão aumentada dos genes CHS e acúmulo de antocianinas (ZHOU et 

al, 2007). 
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2. CARACTERIZAÇÃO DA PROTEÍNA DEDUZIDA E AVALIAÇÃO DO 

PADRÃO DE EXPRESSÃO CÊNICA EM CONDIÇÕES DE LUMINOSIDADE 

2.1. Introdução 

Diversos fatores de transcrição atuam no controle da expressão gênica em eucariotos. 

Estes fatores de transcrição são classificados em famílias de acordo com suas 

especificidades. Dentre estas famílias, as bZIPs compreendem uma das maiores e mais 

conservadas. As bZIPs são constituídas por duas regiões funcionais: uma região básica e um 

zíper de leucina (WEI et ai, 2012; LIU et al, 2015; ALAGARASAN et ai, 2017). A 

primeira região, denominada região básica, é conservada e apresenta cerca de 18 resíduos de 

aminoácidos básicos, responsáveis pela localização nuclear e ligação ao DNA. A região 

seguinte é onde se encontra o zíper de leucina, localizada adjacente ao domínio básico, 

consistindo em várias repetições de leucina a cada sete aminoácidos ou outros aminoácidos 

hidrofóbicos. Esta região está envolvida no reconhecimento e dimerização das bZIPs 

(ALVES et al, 2013; LIU et al., 2017). 

As proteínas do tipo bZIP são exclusivas de eucariontes e se ligam ao DNA a partir de 

seqüências conservadas presentes nos elementos em eis na região promotora do gene 

regulado, tais como G-box (CACGTG), C-box (GACGTC) e A-box (TACGTA) (FOSTER 

et al., 1994; SHEN et al., 2007). Além dos domínios conservados identificados 

anteriormente, são encontrados também os domínios Dl, D2 e D3, localizados na região N- 

terminal de algumas proteínas do tipo bZIP em Arabidopsis, arroz e outras espécies vegetais, 

com funções ainda desconhecidas (SHEN et al., 2007). Os fatores de transcrição G/HBF-1 e 

SBZ1 de soja, CPRF-2 de salsa e BZI-1 de fumo, por outro lado, possuem quatro domínios 

conservados (DRÒGE-LASER et al., 1997; YOSHIDA et al., 2008), distintos dos domínios 

anteriormente citados em Arabidopsis. 

Os fatores de transcrição bZIP participam da regulação da expressão gênica, 

desempenhando papéis cruciais em vários aspectos dos processos biológicos em plantas 

(WEI et al., 2012). Estudos indicam que as bZIPs participam da regulação de resposta em 

plantas a diversos fatores ambientais, incluindo na resposta a estresses bióticos (LIMA et al., 

2017; LIU et al, 2017) e abióticos (NAKASHIMA et al, 2014; TODAKA et al, 2015; 

JULKOWSKA et al., 2015). Evidencias também indicam que as bZIPs atuam em resposta a 

luminosidade em salsa (WEISSHAAR et al., 1991; ARMSTRONG et al., 1992) e macieiras 

(AN et al., 2017), estando relacionada à ativação de genes. Dentre estes genes, está o gene 

da sintetase da chalcona (CHS), que atua na biossíntese de fenilpropanóides (HAHLBROCK 
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e SCHEEL, 1989). Para que a transcrição da CHS aconteça, deve ocorrer a ativação de 

proteínas específicas de ligação ao DNA. O promotor da CHS apresenta o motivo regulador 

da seqüência nucleotídica CACGTG, conhecida como G-Box, que é considerada uma região 

importante na resposta à luz, onde as bZIP's apresentam afinidade (DIXON et al., 1994; 

FOSTER et al, 1994; SHEN, 2007; YOSHIDA et al, 2008). 

A luminosidade é um fator ambiental de extrema importância ao metabolismo da 

planta, atuando como reguladora do seu crescimento e desenvolvimento (FUKUDA, 2019). 

Para que isso ocorra, a luz precisa ativar genes específicos a partir da ação de fatores de 

transcrição, culminando com alterações metabólicas envolvidas na biossíntese e acúmulo 

diferencial de fitormônios que apresentam diferentes efeitos no fenótipo da planta 

(GALLEMI et al.„ 2015; FUKUDA, 2019), e dentre os fatores de transcrição regulados pela 

luminosidade estão as bZIPs. Neste contexto, An et al. (2017) investigaram os níveis de 

expressão da bZIP MdHY5 em macieiras em respostas a luminosidade, observando o 

aumento dos níveis de MdHY5 em resposta à luz. Em outros estudos relevantes neste 

assunto foi observado que em salsa a regulação ocorre em dois níveis; enquanto apenas a 

proteína CPFR-2 é ativada por fosforilação na presença de luz, os níveis de transcritos da 

CPRF-1 também são aumentados (WEISSHAAR et al.,1991; ARMSTRONG et al, 1992; 

DRÒGE-LASER et al, 1997). 

Apesar dos avanços na identificação de bZIPs em plantas, poucos estudos foram 

desenvolvidos na identificação e expressão de genes de MebZIPs de mandioca (SOUZA et 

al., 2003; HU et al., 2016; LIU et al., 2017), não tendo sido avaliada ainda sua relação com a 

luminosidade. A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta nativa da América do 

Sul, sendo considerada uma das culturas alimentares mais importantes nas regiões tropicais 

e subtropicais (ZHANG, 2000; DE SOUZA et al, 2002; OLIVEIRA et al, 2014). No 

entanto, apesar da importância desta espécie, pesquisas com mandioca ainda são recentes em 

comparação a outras culturas, tendo-se pouco conhecimento sobre seus mecanismos de 

resposta a fatores ambientais como a luminosidade. 

Dessa forma, se faz necessário estudar a expressão do gene MebZIP e da sua possível 

relação com o controle da expressão de outros genes a exemplo do gene MeCHS em 

mandioca submetidas a diferentes condições de luz. Nesse contexto, o objetivo deste 

trabalho foi isolar o cDNA completo de uma bZIP de mandioca, denominada MebZIP, e 

caracterizar a sua seqüência proteica deduzida, bem como avaliar o padrão de expressão do 

gene MebZIP e do seu suposto gene alvo, MeCHS, em resposta a exposição a luz. 
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2.2. Material e Métodos 

2.2.1. Obtenção da extremidade 3' do cDNA da MebZIP via RACE 

Experimentos de RACE 3' foram desenvolvidos utilizando-se uma amostra de RNA 

total de raiz de mandioca obtida por Cardoso (2008) e o SMARTer RACE cDNA 

Amplification Kit (Clontech, EUA), de acordo com as orientações do fornecedor. 

Foram utilizados primers específicos para a seqüência da MebZIP previamente obtida 

por Cardoso (2008), e após a síntese do cDNA 3', o fragmento de DNA amplificado foi 

clonado no vetor pGEMT Easy (Promega, EUA) e sequenciado com o Big Dye Terminator 

kit (Applied Biosystems, EUA), seguindo as orientações do fabricante. 

2.2.2. Análises de Bioinformática 

Utilizando-se o Programa BioEdit (HALL, 1999) foi possível fazer a comparação da 

seqüência 3' com a seqüência previamente identificada por Cardoso (2008), bem como fazer 

a montagem da seqüência total do cDNA e a identificação da ORE da MebZIP. Esta foi 

avaliada através de análise comparativa em banco de dados utilizando-se o programa 

BLAST-X (ALTSCHUL et ai, 1997) do NCBI (National Center for Biotechnology 

Information). O peso molecular e o ponto isoelétrico da proteína MebZIP deduzida foram 

preditos utilizando-se o ExPASy Proteomics Server (http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html). 

O alinhamento múltiplo da seqüência de aminoácidos dos genes, bem como a identificação 

dos domínios foi realizado com o auxílio do programa CLUSTALW (https://npsa- 

prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html) utilizando os parâmetros 

padrões. A seqüência de cDNA da MebZIP foi registrada no Genbank do NCBI. 

2.2.3. Material vegetal e tratamento com luminosidade 

A planta de mandioca (cultivar IAC 12-829) foi obtida através do plantio de manivas 

fornecidas pelo Dr. Luiz J.C.B. Carvalho, da Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia 

(Brasília-DF). Inicialmente a planta de mandioca com três meses de idade foi mantida no 

escuro por três dias, e em seguida submetidas a exposição à luz branca pelos tempos de 0 h, 

3 h, 6 h, 9 h, 12 h e 15 h, de acordo com An et al. (2017), com aumento de mais um período 

(15h), na temperatura ambiente média de 20oC, mantidas sob luz branca constante durante 

todo o período da coleta. O tempo de Oh foi utilizado como controle, sendo a coleta das 
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folhas feita depois dos três dias no escuro e antes da exposição à luz, com o auxílio de uma 

lanterna, sem deixar a luz chegar à folha que foi coletada. Os demais tempos, na presença da 

luz, foram contabilizados a partir desta primeira coleta. As folhas coletadas foram utilizadas 

na extração do RNA total e ensaios de RT-PCR semi-quantitativa. 

2.2.4. Extração de RNA a partir de folhas 

Para extração de RNA total de folhas de mandioca, foi utilizada a metodologia descrita 

por Chang et al. (1993). Amostras contendo cerca de 1 g de tecido foram maceradas em 

cadinho com o auxílio do pistilo e nitrogênio líquido. O material foi transferido para um 

tubo de centrifugação (50 mL), no qual foram adicionados 15 mL de tampão de extração 

CTAB 2% (brometo de cetil-trimetilamônio); 2% polivinil-pirrolidona (PVP 40); 100 mM 

Tris-HCl pH 8,0; 25 mM EDTA e 2M NaCl pré-aquecido a 650C, e 400 pL (2,67%) de 2- 

ME (P-Mercaptoetanol). A suspensão foi homogeneizada através de vigorosa agitação no 

vórtex por 10 minutos e em seguida levada para incubação durante 15 minutos a 650C. Ao 

extrato foram adicionados 15 mL de clorofil (clorofórmio e álcool isoamílico na proporção 

24:1, respectivamente). Então a amostra foi centrifugada a 5.000 rpm por 30 minutos a 20oC 

e a fase superior transferida para um novo tubo de centrifugação (50 mL), ao qual foram 

adicionados mais 15 mL de clorofil, seguida de centrifugação nas mesmas condições 

anteriores. Após a centrifugação foram retirados 12 mL da fase superior, nos quais foram 

adicionados 3 mL (1/4) de cloreto de lítio 10 M para precipitação diferencial do RNA, 

durante a noite toda, através de incubação em gelo. 

O material foi centrifugado a 8.500 rpm por 50 minutos a 40C e em seguida o 

precipitado foi ressuspendido em 700 pL de SSTE (1M NaCl; 0,5% SDS;10 mM Tris-HCl, 

pH 8,0 e 1 mM EDTA) e posteriormente incubado a 60oC por 5 minutos para completa 

ressuspensão. Na amostra foram adicionados 500 pL de clorofil, seguida de centrifugação 

em temperatura ambiente a 12.000 rpm por 20 minutos. A fase aquosa foi transferida para 

um novo tubo, ao qual foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto, seguida de 

incubação a -20oC, durante toda a noite. 

Após a incubação, o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 30 minutos a 40C, o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado duas vezes com etanol 70% para 

retirada do sal, e em seguida o sedimento foi seco à temperatura ambiente por 15 minutos. 

Por fim, o RNA foi ressuspendido com água ultra pura livre de RNAse. 
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Após a extração, as amostras de RNA total foram avaliadas por eletroforese em gel de 

agarose (como descrito abaixo) e quantificadas por fluorimetria utilizando o fluorímetro 

QUBIT (Invitrogen), de acordo com as orientações do fabricante. 

2.2.5. Eletroforese em gel de agarose com formaldeído 

O gel para a análise do RNA foi preparado com uma mistura de 1,33 g de agarose e 43 

mL de água, a qual foi autoclavada por 20 minutos. Após resfriamento, adicionou-se 5 mL 

de MOPS 10X (10.3 g de MOPS, 2.7 g de Acetato de Sódio e 0.9 g de EDTA, para 250 mL 

final e pH: 7.0) e 2,6 mL de formaldeido (37%). À amostra de RNA (3pl: 5 pg), adicionou- 

se 2,06 pl de formaldeído (37%) e 0,56 pl de tampão MOPS 10X, onde esta foi aquecida a 

550C por 15 minutos, centrifugada rapidamente e incubada no gelo. Antes da aplicação da 

amostra no gel, foram adicionados 5 pl de tampão de amostra (10 mg/mL de azul de 

bromofenol e 30% de glicerol) e 1 pl de brometo de etídio (10 mg/mL). Na cuba de 

eletroforese utilizou-se o tampão MOPS IX. 

2.2.6. Tratamento com DNAse I 

No tratamento das amostras de RNA com DNAse foi utilizada a DNAse I (Invitrogen, 

USA) seguindo as orientações do fabricante. Em um tubo de micro-centrifugação (1,5 mL) 

foram adicionados 5 pg de RNA total, 5 pL de tampão (10X), 37 pL de água livre de RN Ase 

e 5 pL de DNAse (1 U/pL), somando um volume final de 50 pL. Em seguida a amostra foi 

incubada a 20oC por 10 minutos, e imediatamente após a incubação foram adicionados 5 pL 

de EDTA (25 mM), seguida de incubação a 650C por 10 minutos para inativar a ação da 

enzima DNAse I. Em seguida foi adicionado 1/10 volume de acetato de sódio 3 M, e 2,5 

volumes de etanol absoluto, seguida de incubação a - 20oC durante toda a noite. No dia 

seguinte, o material foi centrifugado a 14.000 rpm por 30 minutos a 40C, e em seguida foi 

descartado o sobrenadante, e o sedimento foi seco à temperatura ambiente por 15 minutos. 

Por fim, o sedimento foi ressuspendido em um volume final de 12 pL com água ultra pura 

livre de RNAse. 
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2.2.7. RT- PCR Semi-quantitativa 

Os ensaios de RT-PCR semi-quantitativa foram realizados de acordo com o descrito 

por Cardoso (2008) e Costa et al. (2011), utilizando-se o gene da Tubulina (MeTUB) como 

controle constitutivo. 

2.2.7.1. Reação de Transcrição Reversa (Síntese de cDNA) 

Na reação de transcrição reversa foi utilizada a enzima Transcriptase reversa 

(Fermentas, USA), seguindo as orientações do fabricante. A reação de síntese das moléculas 

de cDNA foi constituída por 12 pL de RNA tratado com DNAse I e 1 pL de iniciador Oligo 

dT (0,5 pg/pL), que hibridiza com a cauda poli-A, os quais foram aquecidos a 650C por 5 

minutos, seguida de incubação no gelo por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 4 

pL de tampão 5X para transcriptase reversa, 2 pL de dNTPs (10 mM), totalizando um 

volume de 19 pL. O material foi incubado a 370C por 5 minutos, e em seguida foi 

adicionado 1 pL da enzima TR - Transcriptase Reversa (200 U/pL), seguida de incubação a 

420C por 1,5 hora. Depois foi incubado a 70oC por 10 minutos para desativar a enzima 

transcriptase reversa. 

Por último, os cDNAs sintetizados foram quantificados no fluorímetro QUBIT 

(Invitrogen, USA), seguindo as orientações do fabricante. 

2.2.7.2 Amplificação da seqüência do gene constitutivo Tubulina 

Para amplificação do gene constitutivo através de PCR foi utilizada uma amostra de 

100 ng de cDNA com os iniciadores do gene MeTUB (MeTub-F e MeTub-R) (Tabela 1). As 

seguintes condições no termociclador foram utilizadas: 940C por 5 minutos e 28 ciclos com 

940C por 1 minuto, 550C por 1 minuto e 720C por 1,5 minutos. (CARDOSO, 2008; COSTA, 

et al, 2011; LIMA, 2017). 

Tabelai. Genes avaliados nos ensaios de RT-PCR semi-quantitativa de folhas de mandioca, com as 
seqüências dos iniciadores, tamanho do fragmento amplificado e a referência bibliográfica. 

Nome do 
Gene 

iniciador 
Seqüência (5'-3') Tamanho (pb) Referência 

MeTub-F ATCCTTCTCAAGGGCAGCAAGAT 
MeTUB 370 Costa et al, 2011 

MeTub-R ACATGGAAAGTACATGGCCTGCTG 
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MebZIP 
MebZIP-F2 

BZ14 

GAATTGCTTTCAAATAGAGAGTCAGCTA 

GACG 

CGGACATAGGGTTATTTGGAGGCTGAT 

396 Cardoso, 2008 

MeCHS 
MeCHS-Fl 

MeCHS-Rl 

TACTACTTTCGGATCACCAATAGTGAGC 

ACA 

GAGCACACAACAAGAACACGAGCACC 

455 Lima et al, 2018 

2.2.7.3 Condições de amplificação para os genes MebZIP e MeCHS 

Para a amplificação dos genes de interesse foram utilizados os iniciadores do gene 

MebZIP (MebZIP-F2 e BZ14) e do gene MeCHS (MeCHS-Fl e MeCHS-Rl) (Tabela 1). As 

condições da PCR foram as mesmas descritas acima para o gene MeTUB, estando de acordo 

com o padronizado por Costa et al. (2011), Cardoso (2008) e Lima (2017), para a 

amplificação dos genes de interesse na fase exponencial. 

Os produtos amplificados foram avaliados em gel de agarose a 1,5%, sendo as bandas 

comparadas visualmente e avaliadas pelo Programa Image J (Instituto Nacional da Saúde, 

EUA), como descrito por Reis et al. (2012). Em seguida foi realizada a análise de variância 

dos dados quantificados e as diferenças estatísticas foram avaliadas pelo teste de Tukey ao 

nível de probabilidade 1% utilizando o programa GENES (CRUZ, 1997). 

2.3. Resultados 

2.3.1. Síntese da extremidade 3' e obtenção da ORE completa da MebZIP 

Como resultado do RACE 3' foi amplificada a seqüência correspondente a 

extremidade 3' do cDNA da MebZIP. Após a montagem da seqüência total, por meio da 

junção da extremidade 5' previamente isolada por Cardoso (2008), obteve-se o cDNA 

completo que contém uma ORF de 1320 pb codificando uma proteína de 439 aa (Figura 3), 

ou seja, com 105 aa adicionais na extremidade carboxi-terminal. 
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Figura 3. Seqüência do cDNA da MebZIP contendo uma ORF de 1320 pb codificando uma proteína 
com 439 aa. Esta seqüência foi registrada no GenBank do NCBI. 

1 atqgacagggtcttctcagtcggqgaaatctcagaccagttctggtcaccgcctccgccc 60 
KORVFSVGEISDQFWSPPPP 

61 ootcctcctcctgctcaaaccgacgattcctctaagatgaaccggagcgaatctgaatgg 120 
PPPPAQTDDSSKMNRSESEW 

121 gqcttccagcgctttctccaagaggcttctgttgtccctgtttqtgcttcagcctctgac 180 
AFQRFLQEASVVPVSASASD 

181 tcctcgccgcagtcttcttcagctcctgctggggacaagagtgacgtcgttgagatgaag 240 
SSPQSSSAPAGDKSDVVEMK 

241 gacaatgataaaacgactgcttcatcgtcctttaccaatgggcgatgtaccacgccgttt 300 
DNDKTTASSSFTNGRCTTPF 

301 gatgtagctgcggctctcggcgctcctccgaatgttccggtgggttccgaggagtaccag 360 
DVAAALGAPPNVPVGSEEYQ 

361 gcgtttttgaaaagtaaactcaatttggcttgcgccgccgttgccctgtcccgggcacct 420 
AFLKSKLNLACAAVALSRAP 

421 tttctgaaacctcaagattctcctgctagagctgacagtggatcacaggcttcaaatgct 480 
FLKPQDSPARADSGSQASNA 

481 tcacaattaggatctcatgctgctcctaaagaggctggaagtgacttaccctggtcacaa 540 
SQLGSHAAPKEAGSDLPWSQ 

541 gatatggatgccaatgggccagttggaatcgcctctttacctagcacacaaaagaaattt 600 
DMDANGPVGIASLPSTQKKF 

601 ggagctactttgaagccaacaacaagtggatcatcaagagaacagtcagaagatgatgaa 660 
GATLKPTTSGSSREQSEDDE 

661 aatgaaggagaaactgaaataaccaaggatatggaccctactgatgcaaaacgagcaagg 720 
NEGETEITKDMDPTDAKRAR 

721 agaatgctttcaaatagagagtcagctagacgatctagacgaagaaaacaggcccatttg 780 
RMLSNRESARRSRRRKQAHL 

781 accgatcttgagacacaggtttctcaattgagagttgaaaatgcttctctattaaagcgt 840 
TDLETQVSQLRVENASLLKR 

841 ctgtctaacataagcaataagtacaatggggcagctgttgataacagagttttaaaagct 900 
LSNI SNKYNGAAVDNRVLKA 

901 gatgttgaaacattgagagcaaaggtgaagatggctgaggagacagtcaaaaggattacc 960 
DVET1RAKVKMAEETVKRIT 

961 ggattgaatcctttaatccatgccttgcctgagatatctacaataagcatgtcatcattt 1020 
GLNPLIHALPEISTISMSSF 

1021 gatggaagcccttctgatacatcaacagatgctgctgttcccgtcaatgaggatccaaat 1030 
DGSPSDTSTDAAVPVNEDPN 

1081 catcacttttatcagcctccaaataaccctatgtccgttcatgagtcaagagtcaataat 1140 
HHFYQPPNNPMSVHESRVNN 

1141 gctttggcagacatctcttcagttgaaaacttgcagccacattctggagcagcgggacta 1200 
ALAD I S SVENLQPH SGAAGL 

1201 gcagggaacatgaaaggacgaacagcttccttgcagcgagtagctagtttggagcattta 1260 
AGNMKGRTASLQRVASLEHL 

1261 cagaaacagatccgcaggggtataaotccagggoctcagtccaatggggagcagatataa 1320 
QKQIRRGI TPGPQSNGEQI 

Fonte; A autora. 

2.3.2. Predição do peso molecular e ponto isoelétrico da MebZIP 

De acordo com a predição no servidor Expasy, a MebZIP apresenta um 

molecular de 47 kDa e um ponto isoelétrico de 5.85, caracterizando uma proteína ácida. 

2.3.3. Comparação da MebZIP com seqüências do GenBank 

A análise comparativa da MebZIP com as seqüências depositadas no Genbank 

mostrou valores de identidade que variaram de 99% com a CPRF-2 de mandioca (Acesso 
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XP_021620722) a 66% com a CPRF-2 de P. euphratica (Acesso XP_011038579) (Tabela 

2). 

Tabela 2. Proteínas do tipo bZIP depositadas no Genbank com as quais a MebZIP apresentou alta identidade 

de acordo com as análises comparativas utilizando-se o BLAST do NCBI. 

Acesso no 
Genbank 

Organismo Identidade (%) E-value 

XP_021620722 Manihot esculenta 99 0.0 

XP_021650934 Hevea brasiliensis 84 0.0 

XP_012089255 Jatropha curcas 74 0.0 

XP_002531296 Ricinus communis 70 0.0 

XP_024439529.1 Populus trichocarpa 67 0.0 

XP_011038579 Populus euphratica 66 6e-177 

Na Figura 4 é mostrado o alinhamento entre a MebZIP e algumas proteínas 

homólogas, evidenciando a presença dos domínios conservados característicos dessas bZIPs. 

O comprimento do alinhamento foi de 464 aminoácidos, os quais 214 aminoácidos 

mostraram identidade entre todos os acessos, destacados na imagem pela cor vermelha. 

Apresentados na cor verde são 74 aminoácidos que foram fortemente semelhantes e 43 

aminoácidos apresentaram fraca similaridade, apresentados na cor azul. Na cor preta são os 

aminoácidos diferentes entre os acessos, totalizando 133 aminoácidos. Podem ser 

identificados também os domínios conservados das proteínas, entre eles os domínios básico 

e o zíper de leucinas, que são domínios característicos das proteínas do tipo bZIPs. 
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Figura 4. Alinhamento da MebZIP com proteínas bZIPs de outras espécies vegetais depositadas no Genbank, 
destacando-se os dominios conservados das proteínas bZIP. (Manihot esculenta: XP_021620722, Hevea 
brasiliensis: XP_021650934, Jatropha curcas: XP_01208925, Ricinus communis: XP_002531296, Populus 
trichocarpa: XP_024439529.1 e Populus euphratica: XP_011038579. 

10 29 30 40 50 60 70 80 90 100 
I I I I I I I I I I 

MebZIP MDRVFSVGE-ISDQFWSPPPPP--PPPAQTDDSS--KMNRSESEWAFQRFLQEASWPVSASASDSSPQSSSAPAG DKSDWEMKDND  
Manihot MDRVFSVGE- ISDQFWSLPPPP - - PPPAQTDDSS- - KMNRSESÉWAFQRF LQÊASWPVSASASDSSPQSSSAPAG DKSDWEMKDND  
HeveaxZ MDRVFSVGE-ISDQLWSPPPPR--PP5AQRDDPS--KMNRSESEWAFQRFLQEASVIAVSA5ASDSSPQSS5APAG DKSDVLEIKDND  
Datropha MDRVFSVDE-ISDQFWSPPPPPQLPPSAQLDDSS--KMNRSASEWAFQRFLQEASV AS--DSSPQSSSPPSGSI--DKTDWEIKDNDSVS NA 
Ricinus MDRVFSVDG-ISEQFWSPPLPPPPPSSSSSAEDSSKKINRSASEWAFQRFLQEANS—VASTTDSSSSSOVWRDNHKTSDDAWEIKDNKNNTNKYNO 
Populustrichocarpa MERVF5VEDNITELFW5PPPPP PEDL5- - KMNRS ESEWAF ERF LQEASA VTLDDNTSSNS5ADKT DWQIKDHG NS 
Populus MERVFSVEDNITEHFWSPPPP  EDIS-- KMNRS ESEWAF ERF LQEASA ATLDDNASSNSSADKT DWQIKDHG NS 

•** ♦ * - * *.*** . ****** ^ 
Prim.cons. MDRVFSVGENISDQFWSPPPPP22PPSAQTDDSSSKKMNRSESEWAFQRFLQEASWPVSASASDSSPQSSSAPAG22KTDKSDWEIKDND222NKYNS 

MebZIP 
Manihot 
Heveax2 
latropha 
Ricinus 
Populustrichocarpa 
Populus 

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 
i i i i 01 i i i i i i 

--KTTASSSFTNGRCTTPFDVAAALG-APPNVF|VGSEEYQAFLKSKLNLACAAVALSRAPFLKPQDSPARADSGSQASNASQLGSHAAPKEAGSDLPWSQ 
"KTTASSSFTNGRCTTPFNVAAALG-APPNT; VGSEEYQAFLKSKLNLACAAVALSRAPFLKPQDS'ARADSGSQASNASQLGSHAAPKEAGSDLPWSQ 
--KTTASSSFSNARRTPPFNVAAAPG-APPNIFVDSEEYQMFLKSKLNLACAAVALSRASFLKPQDS5ARADS6SQASNASQLQSHATSK6AGCDLSTSQ 
NGNTTAPSSFINGRCSPPFNVAAAAPCAPPNIFVDSKEYQAFLKSQLSLACAAVALSRAPFLKSQOS^ARAOSGSQASNTSQSGSHVP-KGAGNDLSRPQ 
SSVSSANAQISNGRCAPPPFNAAAPP--P-NIF ADSEOYQAFLKSKLNLACAAVAQSRASFLKPEDS 5ARADSGLQASNTSQLG5HAPSKGAGHDVFRSQ 
NNNATSKCSFSNGTCATAASSFAAPA IIFVESDDYHAFLKSKLNLACAAVALTRASFVKPLDS5AAAESGSQASNTSQLQSHAPSKGAGYDLPI5Q 
NNNATSKCSFSNGTCATAASSFGAPA IIF VESDOYHTFLKSKLNLACAAVALTRASFVKPLDS^ATAESGSQASNTSHLGSHAPSKGAGVDLLRSQ 

Prim.cons. 

MebZIP 
Manihot 
Heveax2 
Datropha 
Ricinus 
Populustrichocarpa 
Populus 

NN2TTAS5SF5NGRC2TPFNVAAAPQCAPPNIPVDSEEYQAFLKSKLNLACAAVALSRASFLKPQDSPARADSGSQASNTSQLGSHAPSKGAG2DLPRSQ 
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 

I ! I P2 I I iBasic I | ♦ 4 > I 
DMDANGPV6IASLPSTQKKFG^TLKPTTSGSSREQSE0DENE6ETEI|rKDf|c 
DMDANGPVGIAS LPSTQKKFGÍ 
DMDANGPVGISSIHSTQKK SGÍ 

rLKPTTSGSSRÊQSEDDENEGETÈI 
rVKP-TSGSSREQSEDDENEGETEI 

DPTDAKRARRMLSNRESARRSRRRKQ 
FKDF-DPTDAKRARRMLSNRÊSARRSRRRKQ 
F ENf-DPANAK RVRRMLSNRESARRSRRRKQ 

DTDANGLVGIHS--STQKKSG^ ^MKSTTSGSSREQSEDDENEGETEI^ J-MF|DPADAKRVRRMLSNRESARRSRRRKQ 
EVDVDGSVGIPSLPSTHKKSW'LKPTTSGSSREQSDDDENEGETEL 
DKDANEPLGTPSLPSMQRKSAV 
DKDANEPLGTPSLPSMQRKSAV 

rVKPTTSVSSRELSEDDENEAETEL 
rVKPTTSVSSRELSEDDENEAETEL 

FENr* DPTDAKRVRRMLSNRESARRSRRRKQ 
FENCQPADAKRVRRMLSNRESARRSRSRKQ 
FEN^HPTDAKRVRRMLSNRESARRSRSRKQ 

\HLTDLETQVSQLRVENASLLKR 
iHLTDLÉTQVSQLRVENASLLKR 
\HLTDLETQVAQLRVENSSLLKR 
WLTELETQVAQLRVENSSLLKR 
\HLTELETQVAQLRVENSSLLKR 
\HLTELETQVAQLRVENSSLLKS 
\HLTELETQVAQLRVENSSLLKR 

Prim.cons. DMDANGPVGIPSLPSTQKKSGVT2KPTTSGSSREQSEDDENEGETE2TENMDPTDAKRVRRMLSNRESARRSRRRKQAHLTELETQVAQLRVENSSLLKR 

310 
I 

320 
^ [ 

350 
I 

360 
I 

370 
I 

389 
í 

390 
I 

MebZIP 
Manihot 
Heveax2 
Datropha 
Ricinus 
Populustrichocarpa 
Populus 

Prim.cons. 

MebZIP 
Manihot 
Heveax2 
Datropha 
Ricinus 
Populustrichocarpa 
Populus 

Prim.cons. 

400 
I 

SRV LSNISNKYNGAAVDNRVLKADVETLR^(VKMAEETVKRITGLK ^LIHALPEISTISMSSFDGSPSDTSTOAAVPVNEDPNHHFYQPPNNPMSVHE 
LSNISNKYNGAAVDNRVLKADVETLR/J (VKMAEETVKRITGLN >LIHALPEISTI5MSSFDGSPSDTST0AAVPVNEDPNHHFYQPPNNPMSVHE-*SRV 
LSDIGHKYNGAAVDNRVLKADVETLRÍ(VKMAEETVKRFTGLK>MFHAJ1PEISAISMPSFDGSPSDAST0AAVPVQDDPKHHFYQPPNNPISTHD--PGV 
LSDISNKYNDASVDNRVLKADVETLR/i <VKMAEÊTVKRITGL^ >LSHSMPÊI5TI$MPSFDGSPSDTLT0AAVPIQDEP-KRLYQLPNNPL5TRD--PRV 
LTDI5HKYNESAVDNRVLKADVETLRÍ<VK^WEETVKRITGL^3LFHTIPEMSTMSMPSFDQSPSDTST0AAVPVQDDTEHQFYQPPNNPLSTHD--PRV 
LTDISQKYNESAVDNRVLKADVETLRÍ(VKhWEETVKRFTGLKrMFHALPDISTMSMSSFDGSPSDT-ADAAVPVKDDPKHHFYKAPNNPITTHDSRPRG 
LTDISQKYNESAVDNRVLKADVETLR/1 (VKWEETVKRFTGLN rMFPAMPDISTMIRPSFDGSPSDTAAOAAVPVQDDPKHHFYQAPNNPKTTHDSRPRG 

L5DISNKYN2AAVDNRVLKA0VETLRAKVKMAÊÊTVKRITGLNPLFHA2PÉISTISMPSFDGSPSDTSTDAAVPVQDDPKHHFYQPPNNP35THDSRPRV 
410 420 430 440 4S0 460 

I I I P4 | | 1 
^-ITPGPQSNGEQI- 

-ITPGPQSNGEQI- 
-VTPGPQSNGEQQ- 

-TPCGPQSNVEQQ- 
5 5ATPCETQSSGEHQ- 
5 5ASPCQPQSNGEQAK 

5ASPCGPQSNGEQAK 

NNALADISSVENLQPH-SGAAQLAQrMKGRTASLQRVASLEHLQKQIRR 
NNALAOISSVENLQPH-SGAAGLAGrMKGRTASLQRVASLEHLQKQIRR 
NSALADISSVENLLPH-SGATGLTGr 
NNGLTNISSAENIQPP-SGTAGLAG^ 
NNALADISSVENVQPH-SGAAGLGGf 
NNVLADISSVENVQPNPVPAAQVSGr 
NNVLSDISSVENVQPNPVPAAGASGr 

KMGRTTSLPRVD5LEHLQKRIRR 
KIGRTASLQRVASLEHLQKRICG 
KMGRTASLQRVASLEHLQKRIRG 
KMGRTPSLQRVASLEHLQKRIRG 
KMGRAPSLORVASLEHLOKRIRG 

NNALADISSVEN2QPHPSGAAGLAGNKM6RTASLQRVASLEHLQKRIRGGA3PCGPQSNGEQQK 

Fonte: A autora 
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2.3.4. Obtenção das amostras de RNA totais de folhas de mandioca 

Após as extrações do RNA total de folhas de mandioca, as amostras foram analisadas 

por eletroforese em gel de agarose desnaturante com formaldeído (Figura 5), mostrando 

qualidade satisfatória evidenciada pelo padrão de bandas dos RNAs ribossômicos 18S e 28S. 

Figura 5. Amostras de RNA totais isoladas a partir de folhas de plantas de mandioca submetidas a diferentes 
tempos de exposição à luz branca artificial (0, 3, 6, 9, 12 e 15 h), com as bandas correspondentes aos RNAs 
ribossômicos 18S e 28S indicadas. 

0h 3h 6h 9h 12h 15h 

2BS- 
• ^ • 

18S- m « 1 1 ■4 

Fonte; A autora. 

2.3.5. Análise da expressão de genes MebZIP e MeCHS 

Após a reação transcrição reversa para obter o cDNA por meio do RNA total de 

folhas, foram realizados ensaios de PCR semi-quantitativa na avaliação do padrão de 

expressão dos genes MebZIP e MeCHS. Os gráficos foram feitos de acordo com as médias 

de expressão relativa de ambos os genes e os resultados analisados estatisticamente usando 

teste Tukey, onde obtivemos as diferenças significativas entre os tratamentos (Figura 6). 
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Figura 6. O gráfico refere-se à quantificação relativa dos genes MeCHS e MebZIP comparado com o controle 
interno, o gene da tubulina (MeTUB). As imagens referem-se a géis de agarose 1% corados com brometo de 
etídio. Os resultados referem-se aos períodos nos quais foram realizadas as coletas das folhas de mandioca 
expostas a luminosidade (Oh, 3h, 6h, 9h, 12h e 15h). As mesmas letras significam que os períodos são 
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey ao nível de probabilidade de 1%. 
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Foi observado que o gene MeCHS não apresentou diferença significativa nas 

condições estudadas, pois os níveis de expressão foram estatisticamente constantes em todos 

os períodos de coleta. No caso do gene MebZIP, foram observadas diferenças de expressão 

gênica entre os tratamentos, com maior expressão observada no período de 6 h. A MebZIp 

apresentou menor expressão nos períodos de Oh e 15h, com valores estatisticamente iguais. 

Os demais períodos não apresentaram diferenças significativas tanto para o valor da amostra 

com maior expressão quanto para a de menor expressão. 

2.4. Discussão 

No presente trabalho foi realizada a caracterização da proteína MebZIP através do 

alinhamento desta proteína com outras bZIPs já caracterizadas, bem como avaliação do 

padrão de expressão do gene MebZIP e sua possível relação com a regulação da expressão 

do MeCHS frente a resposta à luminosidade. 

A seqüência completa do cDNA da MebZIP contém uma ORF de 1320 pb e codifica 

uma proteína deduzida constituída por 439 aminoácidos, com peso molecular de 47kDa e 

ponto isoelétrico de 5,85. O peso molecular e o ponto isoelétrico são importantes 

características de uma proteína e, assim, facilitam a sua identificação. Em soja, ao isolar o 

gene da G/HBF-1, Droger-Laser et al. (1997) identificaram uma ORF de 1134 pb, que 
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codifica uma proteína bZIP de 41kDa. Kircher et ai. (1999) identificaram as bZIPs CPRF-1, 

-2 e -4 em salsa por meio de sua massa molecular de 42kDa, 46kDa e 44kDa, 

respectivamente. Utilizando o domínio genômico, Zhang et al. (2018) identificaram 160 

genes de GmbZIP em soja, que denominaram de GmbZIPl a GmbZIPlóO, caracterizando 

cada uma com sua ORF, número de aminoácidos e massa molecular, onde a GmbZIP14 foi a 

que apresentou maior similaridade com a MebZIP, com 1320pb, 439aa, e o massa molecular 

de 48,34kDa. Hu et al. (2016) identificaram 77 bZIPs em mandioca, nomeando-as de 

MebZIP 1 a MebZIP 77, sendo a MebZIP16, constituída por 439aa, sendo mais similar a 

MebZIP estudada no presente trabalho. 

A identificação completa da ORF da MebZIP possibilitou fazer o alinhamento da 

seqüência desta proteína com outras depositadas no Genbank (NCBI - National Center for 

Biotechnology Information). Na MebZIP foram identificados 5 domínios (bZIP, D1-D4), os 

quais são característicos de proteínas bZIP's conhecidas (DROGE-LASER et al., 1997; ZOU 

et al., 2008; KULKMAN et al., 2003). A maior similaridade MebZIP foi com a proteína 

CPRF -2 de Manihot esculenta (99%), acesso XP_021620722, indicando provavelmente se 

tratar da mesma proteína. 

De acordo com dados da literatura, a CPRF-2 está relacionada com a regulação da 

expressão do gene da sintetase da chalcona (CHS). Portanto, associa-se esta mesma função 

para a MebZIP, visto que esta relação já foi demonstrada em outras bZIPs (YOSHIDA et al., 

2008). Droger-laser et al. (1997) em estudos com soja, isolaram o cDNA da bZIP G/HBF-1, 

e identificaram os sítios de interação no promotor do gene da sintetase da chalcona, que 

podem estar envolvidos em respostas a fatores abióticos, como a luz e a seca. 

Weisshaar et al. (1991) isolaram, em salsa, três cDNAs codificantes de proteínas com 

domínios similares aos dos fatores de transcrição bZPFs e denominaram essas proteínas 

como CPRF-1, -2 e -3. Como estas proteínas foram capazes de se ligarem à região 

promotora do gene da sintetase da chalcona, toma-se consistente a relação das proteínas 

encontradas com a repostas da exposição à luz em salsa. Dos três mRNAs estudados por 

Weisshaar et al. (1991), o que apresentou maior produção e acúmulo em resposta à 

luminosidade foi o mRNA da CPRF-1, juntamente com produção do mRNA da CHS, 

tornando-se consistente a hipótese da CPRF-1 estar envolvida na regulação de CHS em 

salsa. Armstrong et al. (1992) identificaram que estas mesmas proteínas, CPRF-1, -2 e -3 em 

salsa, ligam-se a regiões Box I e BOX III, bem como a outros elementos promotores em 

regiões ACGT, tais como as proteínas bZIPs. 
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An et al. (2017) investigaram os níveis de expressão da bZIP MdHY5 em macieiras 

em respostas a luminosidade utilizando ensaios de RT-PCR semi-quantitativa, os quais 

revelaram níveis de MdHY5 aumentados em resposta à luz. 

Para avaliar o padrão de expressão do gene MebZIP e de seu possível gene alvo, o 

MeCHS, primeiramente foi realizada a extração do RNA total das folhas de plantas de 

mandioca submetidas a luminosidade. Observados em gel de agarose desnaturante contendo 

formaldeído, os RNAs extraídos das folhas coletadas em tempos diferenciados não 

apresentaram sinais de degradação. Na Figura 5 foram observadas as bandas dos RNAs 

ribossômicos intactas e na proporção próxima de 2:1 para 28S:18S, confirmando a 

integridade do material. Além das bandas dos RNA's ribossômicos, outras bandas de RNA's 

foram também observadas, correspondem provavelmente aos transcritos de genes de 

cloroplastos, comumente presentes em amostras de RNA total de folhas. Este padrão de 

expressão com bandas de RNA adicionais, além das bandas dos RNAs ribossômicos, foi 

observado também por Cardoso (2008) ao analisar amostras de RNA total extraídas de 

folhas em comparação com amostras de RNA de raízes, ambos de mandioca. Neste estudo, 

Cardoso (2008) detectou através de ensaios de RT-PCR semi-quantitativa a expressão do 

gene MebZIP tanto em raízes como em folhas de mandioca, contudo em níveis maiores nas 

raízes que em folhas. Assim, foi evidenciado um maior número de transcritos do gene 

MebZIP nas raízes, sugerindo maior produção e/ou estabilidade das moléculas de mRNA. A 

expressão aumentada do gene MeRZF na raiz também foi observada por Reis et al. (2012. 

No presente trabalho, a expressão relativa do gene MebZIP mostrou-se aumentada na 

amostra submetida a 6 h de exposição à luminosidade, sendo que valores menores de 

expressão foram observados nos períodos de 0 h (controle) e 15 h. Os fatores de transcrição 

bZIP de plantas desempenham papéis centrais em processos de desenvolvimento e múltiplos 

estresses em resposta à tolerância ambiental (HU et al., 2016). Trabalhos sobre expressão 

gênica de bZIPs de mandioca em resposta a luminosidade são escassos, porém, a 

identificação de bZIPs e seu envolvimento direto com resposta à luz em outras espécies 

vegetais já foram relatados (DROGER-LASER et al., 1997; KIRCHER et al., 1991). Até o 

momento, vários estudos confirmam o envolvimento de bZIPs em respostas a estresses 

abióticos e nas vias de transdução de sinais. 

Hu et al. (2016) realizaram análises de expressão de 8 genes MebZIP em resposta à 

diferentes tratamentos, tais como: salinidade, estresse osmótico, EECE, frio e ABA. Os níveis 

de expressão dos genes mostraram variação, sendo que alguns foram super-expressos em 
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determinado tratamento, enquanto em outros, foram reprimidos, revelando que essas podem 

representar um ponto de convergência de diferentes vias de sinalização. 

Entre as MebZIPs identificadas por Hu et al (2016), a MebZIPló, constituída por 439 

aa, corresponde provavelmente a proteína MebZIP estudada no presente trabalho. Apesar da 

MebZIPló não estar entre as MebZIPs mais estudadas frente aos diferentes tipos de 

estresses, as análises de transcriptômica realizadas por Hu et al. (2016) revelaram variações 

na expressão do gene MebZIPló em folhas e raízes de mandioca, assim como o observado 

para a MebZIP por Cardoso (2008). 

Liu e Chu (2015) identificaram os papéis potenciais dos genes BzdZIP de 

Brachypodium distachyon em resposta a estresses ambientais. Os autores o perfil de 

expressão do gene BdbZIP sob múltiplos estresses, incluindo fatores ambientais como o frio, 

calor e H2O2, e obtiveram padrões de expressão variados, como a BbdZIP do cluster II 

obteve expressão em fatores ambientais e dos cluster II e IV obtiveram padrões de expressão 

óbvios em diferentes tratamentos. 

Pan et al. (2017) analisaram a expressão do gene SlbZIP38 em tomate e obtiveram 

padrão similar ao que foi encontrado com o gene MebZIP no presente estudo. Em resposta 

ao estresse abiótico, o nível de expressão foi maior no período intermediário de 6h, e 

retornou ao nível do controle ao final do período, às 18h Na expressão envolvendo o ciclo de 

luz, a expressão atingiu seu maior nível após as 6h de exposição, concluindo que esta bZIP 

também é influenciada pela luz (PAN et al., 2017). 

Strance et al. (2010), em estudo com Arabidopsis, realizaram análise da expressão do 

fator de transcrição bZIP HY5 em resposta a luz e Uv-B, onde identificaram que esta 

proteína ativa outros genes, como o MYB12, bem como o gene alvo, o CHS. Os níveis da 

expressão de CHS foram associados aos níveis de transcritos dos genes estudados, 

apresentando, assim, uma interação entre os transcritos da proteína reguladora e do gene 

alvo. 

Tem sido bastante investigada a relação de unidades reguladoras de luz (LRUs) com 

os genes das proteínas da via de biossíntese de flavonóides, como a CHS (KAISER et al., 

1995; HARTMANN et al, 1998; STRACKE et al, 2010). Estas LRUs são elemento cis- 

reguladores que podem estar relacionados ao G-Box do DNA e elementos de 

reconhecimento MYB. Esses elementos indicam a ação de famílias de fatores de transcrição, 

como as bZIPs, em respostas à luz (STRACKE et al., 2010). 

No presente trabalho, os resultados indicam a relação da expressão do gene MebZIP 

com a resposta à luz, devido ao aumento de transcritos na amostra com 6 h de luminosidade. 
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Por outro lado, a expressão do MeCHS foi estatisticamente constante em todos os períodos 

analisados. Sendo assim, não foi possível identificar diferenças significantes entre os 

tratamentos no gene MeCHS e sua relação com o aumento da expressão do gene MebZIP. 

Desta forma, é possível que a realização de novas análises em condições diferentes das 

utilizadas neste estudo, bem como a utilização de outras metodologias da biologia molecular 

e juntamente com a análise de outros genes envolvidos na biossíntese de fenilpropanóides, 

além do CHS, contribuam na elucidação da função da MebZIP. Além da análise da 

expressão do gene MebZIP, uma outra abordagem que também pode ser bastante útil é 

estudar a atividade da proteína MebZIP em condições de luminosidade. 

2.5. Conclusões 

- A proteína MebZIP identificada neste trabalho contém os domínios conservados 

(bZIP, D1-D4) que indicam a sua funcionalidade, enquadrando-a na família dos fatores de 

transcrição bZIP do tipo CPRF, com conhecida função na regulação de genes CHS em 

condições de luminosidade; 

- O nível de expressão do gene MebZIP aumentou durante a exposição à luz branca, 

indicando uma potencial função na resposta à luminosidade na mandioca, contudo não foi 

observada relação com a expressão do seu possível gene alvo, o MeCHS, o qual não 

apresentou variação de expressão significante nas condições utilizadas neste trabalho. 
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