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Resumo:

O arroz (Oryza sativa L.) pertence a familia das gramineas, na qual estdo incluidos milho,
trigo, cevada e cana-de-acucar. A identificacdo e o estudo de genes de arroz, planta modelo
para este grupo, podem fornecer informagdes validas na investigagdo de caracteristicas e
regides gendmicas de interesse, o que pode resultar em melhoramento em nivel agrondmico
destas espécies. Os fatores de transcricdo bHLH (basic Helix-Loop Helix) formam a maior
familia de fatores de transcricdo em plantas, com 167 genes identificados em arroz. Entre suas
fungdes estdo a diferenciacdo epidérmica, sinalizagdo de resposta a hormodnios e fatores
ambientais. Além disso, estes fatores sdo capazes de formar homo e heterodimeros, ampliando
a rede regulatoria que envolve estas proteinas. Dentre estes, a proteina bHLH35 foi
identificada através de ensaio de microarranjo como sendo um gene responsivo ao acimulo de
peroxido de hidrogénio, o que indica a relevancia desta proteina na sinalizacdo de vias
responsivas ao metabolismo redox. A fim de caracterizar o fator de transcrigdo bHLH35 em
arroz, plantas superexpressando este gene foram geradas pelo nosso grupo de pesquisa. Estas
plantas apresentaram grande numero de flores ndao fecundadas, fenotipo de palea e lema
abertas e atraso no desenvolvimento das sementes. Ao consultar a literatura observou-se que
outros fatores de transcricdo da familia bHLH ja haviam sido relatados como importantes para
o processo de formagdo floral no arroz, dentre eles bHLH142, UDTI1 (Undeveloped
Tapetuml) e TDR (Tapetum Degeneration Retardation). O fator de transcricdo bHLH142
atua na regulacao da diferenciagdo e degeneragdo do tapete durante o desenvolvimento da
antera. JA UDT1 ¢ necessario para a diferencia¢do de células parietais secundérias e TDR tem
papel critico na formacdo da parede de polen. A fim de entender como estes fatores de
transcricdo atuam na regulacdo do desenvolvimento floral, o objetivo deste projeto ¢ testar a
formacao de homo e heterodimeros entre bHLH35 e as proteinas bHLH142, UDT1 e TDR por
meio do ensaio de complementagdo biomolecular de fluorescéncia (BiFC) em protoplastos de
Arabidopsis thaliana. Para tal, as sequéncias codificadoras dos genes bHLH35, bHLH142,
UDT1 e TDR deverao ser clonadas em vetores da série pSAT, proprios para a realizacao do
ensaio de BiFC. Apds inumeras tentativas, ndo foi possivel amplificar a sequéncia
codificadora dos genes bHLH142, UDT1 e TDR. Anélises in silico mostram que estes genes
sdo expressos apenas em fases e tecidos muito especificos, o que dificulta a amplificagcdo das
sequéncias a partir de amostras de cDNA. Assim, amostras de DNA gendmico foram
utilizadas como molde para as reagdes, por meio das quais foi possivel amplificar as
sequéncias génicas de UDT1 e TDR. Como perspectivas, finalizaremos as amplifica¢des das
sequéncias e realizaremos as clonagens nos vetores apropriados, para que seja possivel a
realizacdo do ensaio de BiFC.



