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Estudo do envolvimento de flavonoides na sinalizacao induzida
por luz em raizes de Arabidopsis thaliana

Jonata Alex Ribeiro Christino e Felipe dos Santos Maraschin
Laboratorio de Fisiologia Vegetal, Departamento de Botanica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Introducao

Luz € um fator importante no controle do crescimento da planta, o
seu efeito pode ser observado pelos resultados do desenvolvimento
fotomorfogénico ou do desenvolvimento escotomorfogénico. O fator
de transcricao HY5 é considerado um regulador central dos genes
envolvidos na fotomorfogénese e um indutor direto da rota
metabodlica de flavondides, cuja producdao e acumulo esta
diretamente relacionada a presenca de luz. Plantulas mutantes sem
uma enzima chave da rota metabdlica de flavondides, F3H (Flavanona
3- hidroxilase, tt6-3), apresentam um fendtipo alterado no
desenvolvimento das raizes, com um aumento no numero de raizes
laterais, fenotipo que também é observado no mutante hys5.

O objetivo do trabalho é elucidar como a iluminacao na parte aérea
promove o desenvolvimento das raizes no solo. E responder se o
fenotipo das raizes dos mutantes hy5 é dependente da biossintese de
flavonoides.

Materiais e Métodos

HY5 foi superexpresso nos mutantes tt6 e hy5 utilizando-se o
plasmideo pH7WG2 que possui o promotor constitutivo 355 CaMV. O
vetor de expressao foi inserido nas plantas via Agrobacterium
tumefaciens pela técnica de Floral dip. A confirmacao do estado
transgénico das plantas foi feita por PCR, verificando a presenca do
gene que confere resisténcia ao antibiotico higromicina (HPT) e a
avaliacao da expressao relativa de HY5 foi analisada por RT-qPCR.
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Figura 1: Esquema de transformacao via Floral Dip realizada nos backgrounds hy5 e tt6 com Agrobacterium
tumefaciens contendo o vetor de expressao pH7WG2-35S::AtHY5 e esquema para avaliacdo da expressao relativa
de HY5 nas plantas transformadas.

Resultados e Discussao

Nesse trabalho, a sequéncia codificadora completa do gene AtHY5 foi
clonada no vetor binario pH7WG2 para expressao sob controle do
promotor constitutivo 35S CaMV em plantas de Arabidopsis.
Diferentes gendtipos (hy5 e tt6) foram transformados via
Agrobacterium tumefaciens. Foram obtidas 11 plantas hy5 e 10
plantas tt6-3 transformadas com a construcao 35S::HY5. A avaliacao
dos niveis de expressao de HY5 nas plantas T1 através de RT-gPCR,
identificou a superexpressao de HY5 em algumas linhagens. O
material gerado neste trabalho ira auxiliar na compreensao do papel
dos flavondides como participantes na sinalizacao fotomorfogénica
em raizes dependente de HY5.

Vetor de expressao 35S::AtHY5
Gendtipos hy5 tte
Eventos de

transformacao 11 10
obtidos

Tabela 1: Plantas obtidas apds selecdo da Tl com antibidtico (higromicina). Foram obtidos 11 eventos do

background hy5 transformado com o vetor 35S::AtHY5 e 10 eventos de tt6.
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Expresséo relativa de AtHY5/WD40

Linhagens de pH7WG2:AtHY5

Figura 2: Expressao relativa de AtHY5 em diferentes linhagens transformadas dos mutantes hy5 e tt6. O nivel de

expressao de Col-0 foi considerado 1. ReagGes foram conduzidas em duplicatas técnicas para cada linhagem.
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