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I 

 

Resumo 

 

Luz é um fator importante no controle do desenvolvimento vegetal. O efeito da luz sobre o 

crescimento da planta pode ser observado pelos resultados do desenvolvimento 

fotomorfogênico ou do desenvolvimento escotomorfogênico. Trabalhos anteriores já 

identificaram diversos componentes sinalizadores dependentes de luz em Arabidopsis 

thaliana envolvidos na regulação do desenvolvimento vegetal, como sacarose, auxina, e o 

fator de transcrição HY5. O fator de transcrição bZIP HY5 é considerado um regulador 

central dos genes envolvidos na fotomorfogênese e um indutor direto da rota metabólica de 

flavonóides, cuja produção e acúmulo está diretamente relacionada à presença de luz. Parte 

dos genes que codificam enzimas da via de biossíntese dos flavonóides é induzida 

diretamente por HY5. Plântulas mutantes perda de função para a enzima F3H (Flavanona 3-

hidroxilase, tt6-3) apresentam um fenótipo alterado no desenvolvimento das raízes, com um 

encurtamento da raiz primária e um aumento no número de raízes laterais, fenótipo que 

também é observado no mutante hy5. Dessa forma, é possível que o fenótipo observado no 

mutante hy5 seja o resultado da sua deficiência de induzir a síntese de flavonóides. Portanto, 

a fim de elucidar se a formação de raízes laterais no mutante hy5 é dependente de flavonóides, 

o objetivo deste trabalho é expressar constitutivamente AtHY5 em um mutante de perda de 

função para o gene codificador da enzima F3H.  Nesse trabalho, a sequência codificadora 

completa do gene AtHY5 foi clonada no vetor binário pH7WG2 para expressão sob controle 

do promotor constitutivo 35S CaMV em plantas de Arabidopsis. Diferentes genótipos (hy5 

e tt6) foram transformados via Agrobacterium tumefaciens. Neste trabalho foram obtidas 6 

plantas hy5 e 7 plantas tt6-3 transformadas com a construção 35S::HY5.A avaliação dos 

níveis de expressão de HY5 nas plantas T1 através de RT-qPCR, identificou a superexpressão 

de HY5 em algumas linhagens. O material gerado neste trabalho irá auxiliar na compreensão 

do papel dos flavonóides como participantes na sinalização fotomorfogênica em raízes 

dependente de HY5. 

 

Palavras-chave: HY5, desenvolvimento de raiz, raiz lateral, auxina, transparent testa 
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Abstract 

 

Light is a key factor controlling plant development. The effect of light over plant growth is 

results in the photomorphogenic or skotomorphogenic growth in which seedlings display a 

de-etiolated or etiolated phenotype, respectively. Previous works on Arabidopsis thaliana 

identified various potential light signaling components involved in plant development 

regulation, such as sucrose and auxin. The transcription factor bZIP HY5, is a major regulator 

of photomorphogenic genes and a direct activator of the flavonoid pathway, whose synthesis 

and accumulation are directly related to light presence. Most of the genes in the flavonoid 

biosynthetic pathway are specifically induced by HY5. Loss of function mutant for F3H 

(Flavanone 3-hydroxylase, tt6-1) presents an altered root development, with a shorter main 

root and more lateral root formation, a phenotype that is also observed in hy5 mutants. This 

suggests a role for flavonoids inducing primary root growth, as well as suppressing lateral 

root formation. Thus, it is possible that the phenotype observed in hy5 mutants is a result of 

their inability to induce the biosynthesis of flavonoids. Therefore, in order to elucidate if the 

formation of lateral roots in the hy5 mutant is dependent of flavonoids we aim to overexpress 

HY5 in the tt6 background, which lacks a key enzyme of the flavonoid pathway. In this work, 

the complete coding sequence of AtHY5 was cloned into the binary vector pH7WG2 for 

expression under the control of the constitutive promoter 35S CaMV in Arabidopsis plants. 

We obtained 6 transgenic 35::HY5 plants in the hy5 and 7 plants in the tt6 background. The 

expression levels of HY5 were evaluated through RT-qPCR and were identified some good 

overexpressors. The materials here obtained will help to elucidate the role of flavonoids as 

signaling compounds in the root photomorphogenic growth dependent on HY5.  

 

Keywords: HY5, root growth, lateral root, auxin, transparent testa 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Percepção de luz 

A luz é um dos fatores ambientais mais importantes para o crescimento e 

desenvolvimento vegetal. É um sinal que não só serve como fonte de energia, mas também 

funciona como um indicativo de tempo e espaço. A planta consegue deduzir se existe algo 

ao seu redor em função da qualidade, direção, intensidade e da duração de luz que recebe. 

Juntamente com a temperatura, a luz pode definir o ciclo circadiano, o que é crítico para 

ocorrência de processos fisiológicos no tempo certo, e também é um indicativo do período 

do dia e das diferentes estações do ano atuando como um fator ambiental chave nos processos 

de desenvolvimento, crescimento e reprodução nos vegetais (Sanchez-Retuerta, 2018). A 

habilidade das plantas em monitorar e se ajustar às condições luminosas é possível devido ao 

desenvolvimento de um sistema complexo de fotorreceptores durante sua evolução, que são 

responsáveis por perceber sinais luminosos e convertê-los em respostas fisiológicas nas 

células (Leivar e Monte, 2014). Devido a isso, as plantas passaram a ter capacidade de 

modular diversas vias de sinalização envolvendo hormônios específicos, visando otimizar o 

seu crescimento e desenvolvimento (Quail, 2002; Lau e Deng, 2012).  

A percepção de luz pelos fotorreceptores define duas estratégias de desenvolvimento 

que a planta pode adotar. No escuro, a plântula investe suas reservas energéticas no 

alongamento do hipocótilo, em detrimento do desenvolvimento dos cotilédones e da raiz, 

dando origem a plântulas estioladas, com os cotilédones fechados na estrutura de gancho 

(Xu, et al. 2015). O alongamento excessivo do hipocótilo é uma forma da plântula de 

maximizar o processo de busca por luz. A presença do gancho apical facilita a superação de 

obstáculos que possam estar impedindo o contato com a luz, protegendo o meristema apical 

caulinar. Por outro lado, a exposição à luz desencadeia a fotomorfogênese que consiste na 

expansão dos cotilédones e alongamento radicular, inibição do alongamento do hipocótilo, 

produção e acúmulo de clorofila que permitem a realização de fotossíntese (Josse e Halliday, 

2008). 
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1.2 Desenvolvimento de raízes em resposta a luz 

Em decorrência da grande influência da luz sob o crescimento e desenvolvimento 

vegetal, ocorrem grandes mudanças na expressão gênica. Mais especificamente, sabe-se que 

durante a fotomorfogênese as modificações no padrão de expressão podem envolver 

aproximadamente 35% do genoma de Arabidopsis (Gangappa e Botto, 2016). Além disso, 

uma grande parte desses genes codifica fatores de transcrição envolvidos em cascatas de 

sinalização dependentes de luz, como os da família bZIP, que se ligam em elementos 

responsivos a luz para regular expressão gênica (Lee, et al. 2007).  

Enquanto que em animais a transmissão de informação ocorre pelo sistema nervoso, 

em plantas, os tecidos vasculares, juntamente com os compostos transportados por eles 

desempenham esse papel de comunicação nos vegetais (Notaguchi e Okamoto, 2015). A 

percepção da luz na parte aérea é capaz de estimular o crescimento das raízes abaixo do solo, 

na escuridão (Morelli e Ruberti, 2002), sugerindo a existência de um sistema complexo de 

sinalização entre parte aérea e raízes. Algumas substâncias já foram identificadas como 

possíveis sinais móveis responsáveis pelo diálogo entre as diferentes partes da planta, por 

exemplo sacarose, auxina e fatores de transcrição (Ko e Helariutta, et al. 2017). 

 

1.3 O fator de transcrição HY5 

A expressão diferencial de genes promove respostas biológicas e específicas à 

trajetória de desenvolvimento dos organismos, esses processos são regulados por uma grande 

variedade de fatores de transcrição. Muitos fatores envolvidos na transição de 

desenvolvimento no escuro para fotomorfogênese já foram identificados em Arabidopsis 

(Chen e Rajewsky, 2007), dentre eles, alguns fatores de transcrição chave como 

ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), que possui um papel central na regulação do 

desenvolvimento dependente de luz (Oyama, 1997).  

HY5 é um membro da família bZIP de fatores de transcrição que atua promovendo a 

fotomorfogênese, mediando processos como proliferação celular, assimilação de nutrientes, 

alongamento celular e desenvolvimento do cloroplasto (Koornneef et al., 1980; Oyama et al., 

1997; Ang et al., 1998; Jing et al., 2013). Além desse papel, HY5 ainda participa de outras 

rotas de sinalização como fitormônios, defesa e biossíntese de metabólitos secundários 

(Gangappa e Botto, 2016). Trabalhos sugerem que HY5 pode influenciar cerca de 9000 genes 
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em Arabidopsis, ou seja, um terço do seu genoma (Quail, 2002; Sullivan e Deng, 2003). 

Portanto, esse fator de transcrição é considerado um agente central na coordenação da 

sinalização da luz e expressão gênica, conectando diferentes processos. HY5 possui duas 

isoformas que ocorrem de acordo com seu estado de fosforilação, a sua forma desfosforilada 

apresenta maior atividade biológica com maior afinidade por seus alvos. A isoforma 

fosforilada está mais presente na ausência de luz servindo como reserva do fator de 

transcrição durante a transição de escuro para luz (Gangappa e Botto, 2016). A sua atividade 

depende da interação física com seus alvos que podem funcionar como promotores ou 

inibidores da fotomorfogênese. Uma das moléculas mais importantes e mais conhecidas que 

interagem com HY5 é CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), um repressor 

chave do desenvolvimento regulado por luz que marca HY5 para degradação proteolítica no 

escuro (Deng e Osterlund, 2000). Essa interação ocorre no núcleo celular entre a porção N-

terminal de HY5 e o complexo sinalossomo COP9 (CSN), além disso, a presença de luz 

também está relacionada com as duas proteínas, influenciando diretamente a localização 

subcelular do repressor. No escuro, COP1 se encontra no núcleo participando do complexo 

protéico responsável pela degradação de alvos, como HY5 (Lau e Deng, 2012). A 

estabilidade de HY5 é juntamente regulada, conforme a variação da luz, devido à relação 

com COP1, evidenciando um mecanismo de regulação dinâmico para modulação dos níveis 

do fator de transcrição dependente de luz e consequentemente um maior controle sob 

alongamento da plântula (Gangappa e Botto, 2016). 

Mutantes perda-de-função HY5 geram fenótipos anormais em Arabidopsis, em que a 

planta apresenta características de estiolamento mesmo estando na luz, como alongamento 

do hipocótilo, redução no acúmulo de clorofila nos cotilédones e baixo acúmulo de 

antocianinas (Holm et al., 2002). Além da parte aérea, as raízes dos mutantes também 

apresentam alterações morfológicas e limitações em responder a hormônios e estímulos 

externos (Vandenbussche et al., 2007). A característica fenotípica mais proeminente nesse 

mutante, quando exposto a luz, é o elevado número de raízes laterais e a dinâmica de 

desenvolvimento destas, uma vez que apresentam taxa de crescimento acelerada e maior 

comprimento em comparação com o selvagem (Cluis, et al. 2004). 

Um dos papéis regulatórios de HY5 está relacionado com a indução de genes da rota 

metabólica de flavonóides, isso pode ocorrer de forma direta, quando ocorre ligação entre 
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HY5 e a região promotora desses genes, ou indireta, através da associação com outros fatores 

de transcrição, como MYB12, induzindo a produção das proteínas envolvidas, sugerindo a 

comunicação entre fotorreceptores, HY5 e flavonóides (Gangappa e Botto, 2016).  

 

1.4 Flavonóides 

Devido ao contínuo contato com diferentes estresses que organismos vegetais 

enfrentam, uma série de metabólitos secundários são formados em resposta para modular 

defesa e desenvolvimento, entre estes estão os flavonóides (Bhatia, et al. 2018). Os 

flavonóides são compostos polifenólicos com papel de proteção nos tecidos vegetais contra 

condições ambientais adversas, incluindo alta irradiância de luz, baixas temperaturas e 

infecções por patógenos (Schulz, et al. 2016). A síntese dessas moléculas acontece a partir 

da fenilalanina, da qual se ramifica a via metabólica dos flavonóides com atividade específica 

das enzimas chalcona sintase (CHS), chalcona isomerase (CHI), flavanona 3-hidroxilase 

(F3H), flavonóide 3'-hidroxilase (F3'H) e flavonol sintase (FLS; Kim et al. 2017; Figura 1a). 

Compostos flavonóides são caracterizados pela presença de dois anéis benzeno ou por um 

anel pirano e, em função de sua diversidade estrutural, devido a diferentes conformações no 

esqueleto da molécula, podem ser classificados em diversas classes, algumas delas são os 

flavonóis, flavonas, isoflavonas e antocianinas (Saito et al. 2013; Figura 1b). O acúmulo 

desses polifenóis ocorre em diferentes quantidades nas folhas e caule das plantas, 

dependendo principalmente de condições como intensidade de luz e estado nutricional desses 

indivíduos (Azari et al, 2010). Estudos anteriores já mostraram o efeito fotoprotetor de 

flavonóis contra luz UV-B (Agati et al, 2013). O processo regulatório da rota de biossíntese 

também está associado  com variações no ambiente, uma vez que essas variações levam a 

respostas adaptativas para sobrevivência, sendo a luz uma das principais condições. Por 

exemplo, quando plântulas de Arabidopsis são crescidas no escuro, a produção de 

flavonóides não está ativa, diferente do que ocorre na presença de luz, na qual ocorre uma 

grande indução na transcrição dos genes relacionados às enzimas da via de biossíntese (Buer 

et al. 2004). 

Levando em consideração as funções descritas dos flavonóides, a regulação de sua 

síntese é controlada por fatores exógenos e endógenos através de uma rede de fatores de 

transcrição (Wang et al. 2016). HY5 é um fator de transcrição chave que induz o acúmulo de 
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flavonóides através da sua atividade promotora sob os genes da rota de biossíntese desses 

compostos, o que acontece majoritariamente na presença de luz (Gangappa e Botto, 2016). 

Já foi demonstrado que os genes codificadores das enzimas CHALCONE SYNTHASE 

(CHS), CHALCONE ISOMERASE (CHI), FLAVANONE 3-HYDROXYLASE (F3H) e 

FLAVONOL SYNTHASE (FLS) da rota de biossíntese de flavonóides são induzidos por 

HY5 em resposta a luz (Shin et al. 2007). Estudos prévios já demonstraram que flavonóis 

possuem relação com o crescimento e com a resposta fototrópica da raiz em Arabidopsis 

(Pollastri e Tattini, 2011). A regulação feita por esses compostos se dá em função de uma 

redistribuição de auxina nas raízes, promovendo fototropismo (Silva-Navas, 2016). Além 

disso, esse acúmulo induz um desbalanço entre o processo de diferenciação e proliferação 

celular, afetando também o transporte de auxina e consequentemente o crescimento da raiz 

(Silva-Navas, 2016).  

Os mutantes transparent testa (tt), recebem essa denominação devido à incapacidade 

de acumular flavonóides apresentando ausência de pigmentação na camada externa das 

sementes (Bharti, 2003). Esses mutantes são uma ferramenta apropriada para o estudo da 

regulação e interação de flavonóides nas plantas, uma vez que não possuem genes 

codificantes para componentes essenciais da via de biossíntese dos flavonóides como 

enzimas ou fatores regulatórios. Dentre as mutações nas enzimas iniciais da rota de 

biossíntese de flavonóides, o mutante tt6 que codifica a enzima flavona 3-hidroxilase 

apresentou um aumento no número de raízes laterais quando comparado com a planta 

selvagem (Buer e Djordjevic, 2009). 
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Figura 1: Estrutura e rota de biossíntese de flavonóides. (a) Diagrama da rota de biossíntese dos flavonóides. 

Chalcona Sintase (CHS), Chalcona Isomerase (CHI), Flavanona 3-Hidroxilase (F3H), Flavonol Sintase (FLS), 

flavonóide 3’-Hidroxilase (F3’H). (b) Estrutura química das principais classes de flavonóides. Figura adaptada 

de Kim, et al. 2017 e Saito, et al. 2013. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Obtenção de plantas de Arabidopsis thaliana superexpressando HY5 nos mutantes tt6 

e hy5. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Amplificar a sequência codificadora de HY5 a partir do cDNA de Arabidopsis; 

- Clonar AtHY5 no vetor binário de expressão pH7WG2; 

- Transformar Agrobacterium tumefaciens com o vetor de expressão pH7WG2-

AtHY5; 

- Transformar os mutantes tt6 e hy5 de Arabidopsis com a construção pH7WG2-

AtHY5 via floral-dip; 

- Selecionar transformantes positivos e avaliar os níveis de expressão de HY5 por RT-

qPCR. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal e condições de crescimento 

Sementes de Arabidopsis da linhagem Columbia (Col-0), hy5 (SALK_056405C) e 

tt6-3 (SALK_113904) foram submetidas à assepsia superficial em etanol 70% por 1 min, 

seguido de uma solução de hipoclorito de sódio 1% e Tween x-100 0,05% por 15 min. 

Posteriormente, passaram por quatro lavagens com água destilada estéril e estratificadas a 

4°C durante 2 dias em solução de agarose 0,05% (w/v). As sementes foram colocadas na 

superfície de placas de Petri com meio Murashige e Skoog (Sigma-Aldrich, M5519; 1,5% 

(w/v) ágar, 10% (w/v) sacarose e 0,05% (w/v) MES, pH 5.7) na orientação vertical para 

germinar em sala de cultivo a 21°C ± 2°C  sob fotoperíodo longo (16h-luz e 8h-escuro) até 

atingirem tamanho suficiente para serem transferidas para substrato (turfa:vermiculita, 1:1). 

 

3.2 Extração de ácidos nucléicos e síntese de cDNA 

Para extração de ácidos nucleicos, folhas de plantas adultas foram coletadas e 

congeladas em nitrogênio líquido. A extração de DNA foi feita pelo método CTAB (Doyle 

& Doyle, 1987) enquanto que a extração de RNA foi realizada com uso de TRIzol Reagent 

(Thermo Fischer Scientific) seguindo as instruções do fabricante. As concentrações do DNA 

e RNA extraídos foram mensuradas em espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Fischer 

Scientific) e a qualidade avaliada por eletroforese em gel de TBE-agarose 1% corado com 

brometo de etídeo.  

Para a síntese do DNA complementar (cDNA), as amostras foram previamente 

tratadas com DNase I (Invitrogen) para eliminar contaminação com DNA genômico. A 

síntese de cDNA foi realizada a partir de 500ng de RNA total pela transcriptase reversa M-

MLV (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.3 Obtenção da sequência de HY5 

A sequência codificante de HY5 foi amplificada a partir de folhas jovens de 

Arabidopsis thaliana do genótipo Col-0, pela técnica de PCR. Os primers utilizados para 

obtenção do inserto foram desenhados baseados na sequência disponível no genoma de 

Arabidopsis (Figura 2; https://www.arabidopsis.org/). Na região 5’ do primer senso foi 
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adicionada a sequência CACC para posterior inclusão do inserto no plasmídeo de entrada do 

sistema gateway (gHY5_F 5’ - CACCATGCAGGAACAAGCGAC - 3’; gHY5_R 5’ - 

AAGGCTTGCATCAGCATTA - 3’). A reação de amplificação foi realizada em volume 

final de 25µL contendo 1µL de cDNA, 2µL de Tampão de Reação Q5 5X,  10mM dNTPs, 

0.5µM de cada primer, 0.02U de Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (NEB). As 

condições da reação foram 30 segundos a 98ºC como desnaturação inicial, seguida de 35 

ciclos de amplificação com etapas de desnaturação a 98ºC por 10 segundos, seguidas de 

anelamento a 63ºC por 10 segundos, extensão a 72ºC por 20 segundos e, por fim, extensão 

final a 72ºC por 2 minutos. A especificidade do produto da amplificação foi avaliada por 

eletroforese em gel de TBE-agarose 1% corado com brometo de etídeo (EtBr). 

 

 

Figura 2: Esquema representativo do gene HY5. Em azul as regiões 5’ e 3’ UTR, os retângulos amarelos 

representam os éxons e as linhas cinza introns. 

 

 

3.4 Clonagem de AtHY5 no sistema Gateway 

O produto de amplificação da sequência codificadora de HY5 foi clonado no vetor 

pENTR/D-TOPO (Invitrogen), seguindo as instruções do manual do fabricante. A 

confirmação da clonagem foi feita por PCR a partir de colônias de Escherichia coli 

recombinantes formadas em meio de cultura Luria-Bertani contendo canamicina a 50mg/mL. 

Adicionalmente, as amostras positivas para a presença do inserto HY5 foram sequenciadas 

para verificação da correta construção do vetor (ACTGene, Porto Alegre-RS). 

Posteriormente, para introduzir o gene de interesse AtHY5 no vetor binário de expressão foi 

conduzida a recombinação do plasmídeo de entrada (pENTR/D-TOPO - AtHY5) com o vetor 

de destino pH7WG2 (Karimi, 2002) através da reação de recombinação Gateway™ LR 

Clonase™ II Enzyme mix (Invitrogen) seguindo as orientação do fabricante. A confirmação 

da presença do inserto no plasmídeo de destino foi realizado por meio de PCR e 

sequenciamento como descrito anteriormente. Células competentes de E. coli cepa 

OmniMAX foram transformadas seguindo o protocolo Mix&Go! (ZymoResearch Ltda.) para 
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multiplicação do vetor de entrada pENTR/D-TOPO - AtHY5 e do vetor binário pH7WG2 - 

AtHY5. 

 

3.5 Transformação e seleção de Arabidopsis thaliana 

A construção pH7WG2-AtHY5 foi introduzida em Agrobacterium tumefaciens cepa 

EHA105 por meio de eletroporação (Main, 1995). Colônias positivas foram selecionadas em 

meio LB sólido contendo rifampicina a 50mg/L, espectinomicina e estreptomicina a 

50mg/mL cada. A confirmação da transformação foi realizada por PCR de colônia, como 

descrito anteriormente. Uma linhagem positiva foi utilizada para a transformação de plantas 

de A. thaliana, Col-0, hy5, tt6 via floral-dip (Zhang, et al. 2006).  

Após a esterilização e quebra de dormência das sementes T1, foi feita a seleção de 

transformantes positivos com meio MS suplementado com higromicina (25mg/mL), 

carbenicilina (100mg/mL) e nistatina (100mg/mL). Placas contendo as sementes foram 

deixadas em total escuro por dois dias e posteriormente sob regime de 16h luz - 8h escuro. 

As plântulas estioladas foram transferidas para meio MS sem antibiótico para 

desenvolvimento, após alguns dias foram transferidas para solo. Para confirmação da 

presença do vetor pH7WG2-HY5 nas plântulas resistentes, foi realizado PCR para o gene 

Hygromycin phosphotransferase, que confere resistência a higromicina, utilizando-se 

primers específicos (HPT-F 5’ - GCCTCCAGAAGAAGATGTTGG - 3’, HPT-R  5’ - 

GAGCCTGACCTATTGCATCTCC - 3’). Linhagens positivas foram mantidas em solo para 

posterior verificação dos níveis de expressão do gene de interesse. 

 

3.6 Avaliação da superexpressão HY5 

A verificação dos níveis de expressão relativa de HY5 foi realizada por meio RT-

qPCR (Livak, 2001). As reações foram realizadas utilizando-se o DNA complementar 

sintetizado a partir de folhas como indicado no item 3.2, no aparelho StepOneTM Real-time 

PCR system utilizando-se quantificação por fluorescência de SYBR-Green. Foram feitas 

duplicatas técnicas para cada amostra utilizando os seguintes primers: HY5-RT F 5’ - 

TTTCCCTCTCTCTCTCGCCTG - 3’; HY5-RT R 5’ - ACTCGCCGTATCTCCTCATC - 

3’. Para cada reação foram adicionados 2μL de tampão 10X, 1,2μL de MgCl2 (50mM), 0,1μL 

de mistura de dNTPs (10mM), 0,4μL do primer F+R (10mM), 10μL de cDNA 1:50, 0,05μL 
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de Taq Platinum (5U/μL) e água ultrapura q.s.p para 20μL. A reação foi realizada com a 

etapa inicial de 94°C por 5 min, seguida de 40 ciclos com etapas de 94°C por 10 seg, 60°C 

por 15 seg e 72°C por 15 seg. O perfil da curva de melting dos amplicons foi obtido após sua 

incubação por 2 min a 40°C com propósito de anelamento e posteriormente aquecimento de 

55°C a 99°C. Os níveis de expressão foram calculados em função do gene referência WD40 

(AT3G18860; WD40-RT F 5’ - TTTCAGCAGCTTTGCAGGTAGC - 3’; WD40-RT R 5’ - 

TGAGCCAATTGCTACCAGACTCC - 3’ ). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Amplificação da sequência codificante de HY5 

A fim de avaliar a relação existente entre a rota de biossíntese de flavonóides e o fator 

de transcrição HY5 o objetivo do trabalho foi superexpressar a sequência codificadora de 

HY5 em diferentes genótipos de Arabidopsis thaliana. A primeira etapa foi a amplificação 

da sequência codificante de HY5, para isso utilizou-se o cDNA de plantas selvagens de 

Arabidopsis thaliana. A reação possibilitou a obtenção de um fragmento único, com o 

tamanho esperado, confirmando a especificidade dos primers projetados (Figura 3a). Após 

clonagem no vetor de entrada e transformação em E. coli OmniMAX, cinco colônias 

resistentes ao agente seletivo foram escolhidas para confirmação da inserção de HY5 por 

PCR de colônia e posteriormente por sequenciamento (Figura 3b). As cinco colônias 

selecionadas apresentaram resultado positivo para a presença da sequência de interesse. 

 

Figura 3: Amplificação da sequência codificadora do gene AtHY5 e seleção dos clones de pENTR/D-TOPO - 

AtHY5. (a) Sequência codificante de AtHY5 amplificada por PCR a partir do cDNA de Col-0. M: Marcador 

de peso molecular 1kb (Invitrogen); 1:10: produto de amplificação de cDNA diluído 10 vezes, Col-0: produto 

de amplificação de cDNA não diluído. ( - ): controle negativo da reação de PCR. O produto esperado tem cerca 

de 500bp. (b) PCR de colônia de Escherichia coli, OmniMAX, transformadas com o plasmídeo pENTR/D-

TOPO - AtHY5. M: Marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen); ( - ): controle negativo da reação de PCR; 

1-5: colônias testadas; ( + ): controle positivo da reação de PCR, foi utilizado o produto de amplificação do 

cDNA de HY5. 
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4.2 Obtenção do plasmídeo binário pH7WG2-AtHY5 

Para tornar possível a superexpressão de HY5 nos mutantes escolhidos, foi necessária 

a construção de um vetor de expressão compatível com a técnica de transformação e com o 

organismo do estudo, Arabidopsis. Foi realizada a construção do vetor contendo a sequência 

do gene de interesse, AtHY5, sob regulação de um promotor constitutivo (Figura 4) com 

objetivo de aumentar a expressão de HY5 nos genótipos escolhidos. A confirmação das 

colônias transformadas assim como a presença de AtHY5 no vetor final foi feita por PCR 

(Figura 5a) e reação de clivagem com a enzima de restrição SalI. Considerando o padrão de 

bandas predito anteriormente com auxílio do programa SerialCloner foi possível observar 

que os plasmídeos testados apresentaram o padrão esperado (Figura 5b e c). O 

sequenciamento das amostras, permitiu-se concluir que o gene HY5 foi clonado de maneira 

correta, sem qualquer alteração da sua sequência, conforme alinhamento utilizando MEGA 

7.0 (Figura 6).  

 

 

Figura 4: Mapa do vetor binário pH7WG2-AtHY5. Hyg: gene que confere resistência ao antibiótico higromicina; 

Sm/SpR: gene que confere resistência ao antibiótico espectinomicina/estreptomicina; RB e LB: bordas direita 

e esquerda, respectivamente, de integração do T-DNA; p35S e T35S: promotor e terminador 35S (CaMV); 

TOPO Rec site 1 e TOPO Rec site 2: sequências de recombinação entre o plasmídeo de entrada e o vetor de 

destino; HY5: inserto de interesse. 
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Figura 5: Seleção das colônias transformadas com o plasmídeo pH7WG2-AtHY5. (a). PCR de colônia de 

Escherichia coli, OmniMAX, transformadas com o plasmídeo pH7WG2-AtHY5. M: Marcador de peso 

molecular 1kb (Invitrogen); ( - ): controle negativo da reação de PCR, foi utilizado água; 1-4: colônias testadas. 

(b). Predição do padrão de clivagem do vetor binário vazio e com a inserção de AtHY5 (fragmentos esperados 

do vetor final: 9.408pb e 1.026pb; no vetor vazio espera-se uma terceira banda de 1.606pb). (c). Clivagem do 

vetor após extração plasmidial das colônias selecionadas (1 e 4) com a enzima de restrição SalI. M: Marcador 

de peso molecular 1kb (Invitrogen); 1 e 4: fragmentos do DNA plasmidial resultantes da clivagem. 

 

Após confirmação da presença da sequência codificadora de HY5 no vetor pH7WG2, 

o mesmo foi transformado em células de A. tumefaciens, EHA105. Colônias resistentes aos 

agentes seletivos foram selecionadas para análise por PCR. Seis colônias foram testadas, das 

quais cinco apresentaram o produto de amplificação esperado (Figura 7). A colônia 3 foi 

utilizada para a transformação de plantas de Arabidopsis por floral-dip. 
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Figura 6: Alinhamento da sequência codificadora de HY5 e sequenciamento do vetor de expressão pH7WG2-

AtHY5. O alinhamento foi realizado no Clustal Omega. 
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Figura 7: Seleção das colônias de Agrobacterium tumefaciens transformadas com pH7WG2-AtHY5. PCR para 

verificar a presença do vetor de expressão. M: Marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen); ( - ): controle 

negativo da reação de PCR, foi utilizado água; 1-6: colônias testadas; ( + ): controle positivo da reação de PCR, 

foi utilizado o produto de amplificação do cDNA de HY5. 

 

4.3 Transformação genética de Arabidopsis thaliana com o vetor pH7WG2-AtHY5 

Plantas de Arabidopsis thaliana selvagem (Col-0), bem como tt6-3 e hy5 foram 

transformadas por floral-dip. As sementes obtidas após a transformação dos genótipos tt6-3 

e hy5 foram selecionadas em meio de crescimento suplementado com higromicina ao qual o 

vetor pH7WG2-HY5 confere resistência. A seleção das sementes transformadas foi realizada 

pela comparação de estiolamento entre as plântulas positivas descrito por Harrison, et al. 

2006. Após dois dias no escuro, foi possível observar diferença no desenvolvimento inicial 

das plântulas, como maior grau de estiolamento, raízes mais desenvolvidas e cotilédones 

verdes, indicando a presença de linhagens transformadas, em oposição, as plântulas não 

transformadas apresentaram desenvolvimento limitado, raízes pequenas e cotilédones 

amarelos quando comparadas com as plântulas transgênicas. Onze e dez plantas oriundas da 

transformação dos genótipos hy5 e tt6, respectivamente, foram resistentes a presença do 

antibiótico higromicina no meio de crescimento. As plântulas resistentes foram transferidas 

para meio de crescimento livre de higromicina para recuperação e posteriormente para o solo 

para crescimento e multiplicação. Adicionalmente, foi verificado a presença do vetor de 

pH7WG2-AtHY5 por PCR, na qual utilizou-se primers específicos para o gene HPT que 

confere resistência ao antibiótico higromicina. Dentre essas amostras, a inserção da 

construção gênica pode ser observada em seis linhagens de hy5 e sete linhagens de tt6-3 

(Figura 8), essas linhagens foram escolhidas para a próxima análise. 
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A transformação do genótipo Col-0 de Arabidopsis foi realizada assim como os 

demais, entretanto até o presente momento as plantas transformadas não finalizaram seu ciclo 

de desenvolvimento, impossibilitando a seleção de transformantes.  

 

 

Figura 8: Confirmação por PCR do estado transgênico das plantas transformadas com pH7WG2-AtHY5. M: 

Marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen); Flechas azuis: genótipo hy5; Flechas vermelhas: genótipo tt6. 

As bandas apresentam tamanho de 400pb referente ao gene hpt; ( - ): controle negativo da reação de PCR, foi 

utilizado água; ( + ): controle positivo da reação de PCR, foi utilizado o vetor pH7WG2-AtHY5.  
 

 

4.4 Avaliação dos níveis de expressão de HY5 nas linhagens transformadas 

A verificação dos níveis de expressão de AtHY5 nas linhagens transformadas foi 

realizada por meio de RT-qPCR. Para isso, RNA total das linhagens positivas para a presença 

do gene de resistência (Figura 8) foi extraído e utilizado para a síntese do DNA 

complementar. Das seis linhagens testadas do genótipo tt6, cinco apresentaram níveis de 

expressão mais elevados, com no mínimo duas vezes mais quando em comparação com a 

planta controle (Col-0) (Figura 9). A linhagem 3 não mostrou expressão alguma nessa 

primeira etapa de teste. Entretanto, das linhagens geradas no genótipo mutante hy5, três, das 

cinco amostras avaliadas, apresentaram níveis detectáveis do transcrito de AtHY5, 

confirmando a complementação gênica do mutante hy5 (Figura 9). Curiosamente, os níveis 

de expressão de AtHY5 nestas linhagens foi menor que o observado na planta selvagem (Col-

0), indicando que a expressão do gene não atingiu os níveis encontrados em Col-0.  
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Figura 9: Expressão relativa de AtHY5 em diferentes linhagens transformadas dos mutantes hy5 e tt6. A 

expressão relativa foi normalizada em relação ao gene referência WD40. O nível de expressão de Col-0 foi 

considerado 1. Reações foram conduzidas em duplicata técnica para cada linhagem. 
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5 DISCUSSÃO E PERSPECTIVAS 

Atualmente, devido ao avanço nas tecnologias de sequenciamento, a quantidade de 

genomas completos sequenciados é enorme. O progresso do projeto genoma de Arabidopsis 

no final dos anos 90, resultou na identificação de milhares de genes potencialmente 

interessantes em um ritmo cada vez mais acelerado (Provart, et al. 2016). Juntamente com a 

evolução das técnicas de engenharia genética, houve uma expansão das coleções de sementes 

mutantes, chegando a situação atual, em que é possível encontrar linhagens contendo 

mutações em praticamente todos os genes de Arabidopsis (Provart, et al. 2016). O desafio, 

porém, se tornou atribuir funções a todos esses genes e para tanto, a caracterização funcional 

se faz essencial para conectar informações entre os genes e seus efeitos fenotípicos e também 

estabelecer relações entre diferentes genes (Holtorf, et al. 2002). Apesar de trabalhos já terem 

demonstrado que tanto HY5 quanto flavonóides atuam como reguladores no 

desenvolvimento de raízes em Arabidopsis (Cluis, et al. 2004; Buer e Muday, 2004; Silva-

Navas, 2016), bem como a relação deste fator de transcrição com as enzimas da rota de 

síntese de flavonóides (Gangappa e Botto, 2016; Kim, et al. 2017; Bhatia, et al. 2018), não 

existem trabalhos que explorem a relação de ambos no estabelecimento do sistema radicular.  

Neste trabalho, foram obtidas diferentes linhagens de Arabidopsis thaliana geneticamente 

modificadas superexpressando o gene endógeno HY5, um fator de transcrição indispensável 

na integração entre sinais externos e respostas internas da planta (Deng e Osterlund, 2000) 

em um mutante perda de função para uma das enzimas da rota de biossíntese de flavonóides. 

Com essa abordagem, pretende-se avaliar alterações fenotípicas nas raízes desse mutante em 

função de uma possível regulação/interação entre ambos os genes. As linhagens adquiridas 

provém de dois genótipos distintos: i) mutante para o gene utilizado na construção gênica, 

para reinserção do gene visando complementação fenotípica; ii) mutante para uma enzima 

da rota sob investigação. A clonagem do gene AtHY5 foi obtida no vetor binário pH7WG2 

e transformada eficientemente na cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens (Figura 7), 

usada para inserção do gene de interesse nas plantas de Arabidopsis thaliana pelo método de 

floral-dip. Essa técnica foi utilizada pela simplicidade e dispensabilidade de cultura de 

tecidos e regeneração dos indivíduos (Clough e Bent, 1998). Entretanto, embora seja uma 

técnica de simples execução, floral-dip não apresenta uma taxa de eficiência de 

transformação muito constante, provavelmente efeito da variabilidade nos estágios de 
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desenvolvimento das estruturas florais de cada planta, visto que para se estabelecer infecção 

é necessário a disponibilidade do gametófito feminino para a bactéria (Ghedira, et al. 2013). 

Após a extração de DNA genômico das plantas T1, previamente selecionadas em meio 

seletivo, foi possível confirmar a presença da construção gênica em pelo menos cinco plantas 

de cada genótipo via PCR (Figura 8). Adicionalmente, foram avaliados os níveis de expressão 

das linhagens T1 por RT-qPCR. Duas das linhagens de tt6 mostraram aumentos nos níveis 

de expressão superior a três vezes quando comparados com Col-0, enquanto as outras três 

apresentaram expressão pouco abaixo deste valor. Quanto ao mutante hy5, foi possível 

detectar a presença do mRNA de HY5 no mutante perda-de-função. Adicionalmente, quanto 

à observação da expressão relativa das linhagens de hy5 terem sido menores ao tipo 

selvagem, atribui-se presumivelmente o local de inserção do T-DNA, cuja disponibilidade 

do cisgene para maquinaria de transcrição não permitiu aumento mais expressivo nas 

linhagens verificadas, outro possível motivo é a variabilidade das linhagens obtidas inerente 

à técnica de transformação, devido à aleatoriedade de inserção do T-DNA, a qual poderia 

explicar também a variação na expressão de todos transformantes observados. Além do mais, 

sabe-se que HY5 se auto-regula induzindo sua própria expressão (Abbas, et al. 2014), porém 

como esse mecanismo está ausente no mutante hy5, a expressão observada refere-se ao 

promotor constitutivo do vetor binário. 

Já foi demonstrado que a biossíntese de flavonóides é reprimida pela interação de 

COP1 e HY5 em altas temperaturas, através do aumento da degradação de HY5 (Kim, et al. 

2017). Logo, existe uma relação de interação comprovada entre fotomorfogênese e 

flavonóides. Baseado na hipótese do trabalho, propomos um modelo onde HY5 e TT6 

regulam o desenvolvimento de raízes laterais em plântulas de Arabidopsis thaliana (Figura 

10). De acordo com o modelo, o aumento do número de raízes laterais nos mutantes tt6 e hy5 

pertencem a mesma via de regulação, desencadeada por HY5 de forma dependente de 

flavonóides. Tanto o fenótipo do aumento de raízes laterais no mutante hy5 quanto no 

mutante tt6 resultam da relação de HY5 com a produção de flavonóides. Baseado no modelo 

proposto, espera-se que o fenótipo previamente observado de aumento no número de raízes 

laterais no mutante tt6 se mantenha, em razão da ausência do gene da flavona 3-hidroxilase 

(F3H; tt6), impossibilitando a ação do fator de transcrição HY5. Por outro lado, uma alteração 

no número de raízes laterais resultante da superexpressão de HY5 indica que o fenótipo 
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observado em tt6 não é dependente da relação de ambos e, logo, presume-se que existe 

influência de outra via sinalizadora no controle do desenvolvimento de raízes laterais. Para 

confirmar ou refutar o modelo apresentado, faz-se necessária a avaliação fenotípica das 

linhagens obtidas neste trabalho, analisando o desenvolvimento do sistema radicular em 

comparação com genótipos controle. 

 

 

Figura 10. Modelo hipotético do papel de HY5 e F3H na regulação do desenvolvimento do sistema radicular 

em Arabidopsis thaliana. Neste trabalho é proposta uma relação entre HY5 e F3H no controle da emissão de 

raízes laterais, na qual HY5 atuaria como um regulador em resposta à luz integrando sinais luminosos com a 

via de biossíntese de flavonóides, induzindo a produção de F3H e, consequentemente, reduzindo a emergência 

de raízes laterais. Nosso modelo sugere que a superexpressão de HY5 no mutante tt6 não causa alteração 

fenotípica em função da ausência de F3H nesse mutante. E, no mutante hy5, ocorre recuperação do fenótipo 

mutante. 
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