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RESUMO

Identificacdo da subtilase responsavel pelo processento do prepropeptideo AtRALF1 em
Arabidopsis thaliana

Desde a década de 90, uma nova familia de molécldasrigem protéica e com
caracteristicas hormonais vem sendo estudada emtaglaEsse grupo de novas moléculas,
coletivamente chamado de peptideos hormonais, @stalvido com defesa, reproducéo,
crescimento e desenvolvimento. RALF, que é um dasseos peptideos, € ubiquo em plantas e
esta envolvido com desenvolvimento vegetal. Amabidopsis existem 34 genes semelhantes ao
RALF (AtRALFs). Nosso grupo mostrou que AtRALF1 ®gessado de um precursor maior por
uma subtilaseArabidopsis possui 56 subtilases, 0 objetivo deste traballuegtificar a subtilase
responsavel pelo processamento do AtRALF1. Predigétocalizacdo subcelular e analise da
expressaadn silico, ambas confirmadas por analise da expressdao p&GR e fusbes proteicas
com a proteina verde fluorescente, permitiram redpara sete o numero de subtilases
candidatas. Cruzamentos entre mutantes nocautaoiap de baixa expressao por RNAi dessas
sete subtilases com plantas superexpressoras dsLAfRidentificaram as subtilases AtSBT6.1
(At5g19660) e AtSBT5.3 (At2g04160) como provaveisvavidas no processamento do
prepropeptideo AtRALF1.

Palavras-chave: Peptideos hormonais; Desenvolvimegetal; Preproproteina
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ABSTRACT

Identification of the subtilase responsible for theprepropeptide AtRALF1 processing in
Arabidopsis thaliana

Since the 90s, a new family of molecules of proteingin and with hormone
characteristics has been studied in plants. Thisiggrof new molecules, collectively named
peptide hormones, is involved in defense, repradacgrowth and development. RALF, one of
these peptides, is ubiquitous in plants and isliradbin plant development. larabidopsis there
are 34 RALF-like genes (AtRALFs). Our group haswehdhat AtRALF1 is processed from a
larger precursor by a subtilaggabidopsis has 56 subtilases, our goal is the identificatbthe
specific subtilase that is responsible for the ALRA processing. Prediction of subcelular
localization andin silico gene expression analysis, both confirmed by RT-R&Bression
analysis and chimeric proteins with green-fluoresgeotein, allowed the reduction of the initial
56 candidates to only 7 subtilases. Crosses betiwsmrkout mutants or RNAI plants expressing
low levels of subtilases with overexpressors of AltR1 identified the subtilases AtSBT6.1
(At5g19660) and AtSBT5.3 (At2g04160) as potentialyolved in the prepropeptide AtRALF1
processing.

Keywords: Peptide hormone; Plant development; Brptein
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RESUMEN

Identificacion de la subtilase responsable por elrpcesamiento del prepropeptideo
AtRALF1 en Arabidopsis thaliana

Desde la década de 90, una nueva familia de makcdé origen proteico y con
caracteristicas hormonales viene siendo estudiadalantas. Este nuevo grupo de nuevas
moléculas, colectivamente llamado de péptidos hpates, esta involucrado con defensa,
reproduccion, crecimiento y desarrollo. RALF, gseuao de estos nuevos peptidos, esta ubicado
en plantas y estd involucrado con el desarrolloetadg En Arabidopsis existen 34 genes
semejantes a RALF (AtRALFs). Nuestro grupo mostue AtRALF1 es procesado de un
precursor mayor, hecho por una subtil#sabidopsis posee 56 subtilases, el objetivo del trabajo
es identificar la subtilase responsable por el ggamiento de AtRALF1. Prediccion de
localizacién subcelular y analisis de expresiansilico, ambas confirmadas por andlisis de
expresion por RT-PCR y fusiones proteicas con latefma verde fluorescente, permitieron
reducir para siete el niumero de subtilases caratid&ruzamientos entre mutantes nocaut o
plantas de baja expresion por RNAi de las sieteilagbs con plantas superexpresoras de
AtRALF1 identificaron a las subtilases AtSBT6.1 $419660) e AtSBT5.3 (At2g04160) como
probables involucradas en el procesamiento detrppeptideo AtRALF1.

Palabras-clave: Péptidos hormonales; DesarrolletaégPreproproteina
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1 INTRODUCAO

RALF (Rapid ALkalinization Factor) € uma pequena proteina (peptideo) de
caracteristicas hormonais, ubiqua em plantas espaeenvolvida com desenvolvimento vegetal,
mais especificamente com alongamento celular (MOWRAI., 2006). Os peptideos hormonais
tém funcdo de sinalizagdo celular semelhante aosdmos vegetais tradicionais e estao
relacionados a defesa, organizacdo de meristerpendiggdo, crescimento e desenvolvimento
(MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 2006). RALF é um peptidede 5kDa, isolado pela primeira
vez de folhas de tabaco, e que foi inicialmenteal@srto por causar uma rapida alcalinizacdo do
meio de cultivo de suspensdes celulares e porriailsrescimento e desenvolvimento de raizes
(PEARCE et al., 2001b). Da mesma forma que ocomeamimais e leveduras, peptideos
hormonais em plantas também sdo processados @énaprecursoras maiores por proteases da
familia das subtilases. O objetivo € a identificadd enzima responséavel pelo processamento do
propeptideo. Nosso grupo mostrou que um dos mentaofamilia RALF emArabidopsis
exclusivo de raizes, AtRALF1, é processado provagate por uma subtilase do tikexin/furin
localizada na fracdo microssomal (MATOS et al., 830@bjetiva-se identifica-la entre as 56

subtilases existentes efnabidopsis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Peptideos hormonais relacionados a defesa
2.1.1 Sistemina

A sistemina € um polipeptidio de 18 aminoéacidotatiw de folhas de tomate que ativa
uma resposta de defesa sistémica a herbivorigfenngento. Pequenas quantidades, fmol/planta,
levam ao acumulo de inibidores de proteinase (BYIAN; PEARCE, 1998). Estes inibidores de
proteinase dificultam a digestdo de proteinas gergoelo ataque do inseto, reduzindo o
crescimento e desenvolvimento do mesmo (RYAN, 1990)localizacdo do polipeptideo
marcado radioativamente cofiC na planta, mostra que ele é mével (NARVAEZ-VASQU
al., 1995; BAYDOUN, 1985). A sistemina de tomatemiSys, é derivada por processamento
proteolitico de um precursor maior de 200 aminaiiddma vez processada a TomSys ativa a
biossintese de acido jasmoénico (STRATMANN, 2003ELE003; HOWE et al., 1999; Ll et al.,
2001). TomSys desencadeia numerosos eventos na célmo fluxo de ions, incremento de
célcio citosdlico, incremento da expressdo da cdiriima, inativagdo de bombas de prétoris-H
ATPase na membrana plasmatica, ativacdo de protpiimase (MAPK) que desencadeia a
producdo de fosfolipase A e Oxido ciclases atralgs quais séo liberados acido linolénico e
acido jasmoénico (FELIX; BOLLER, 1995; MOYEN et all998; BERGEY; RYAN, 1999;
SCHALLER; OECKING, 1999; HOLLEY et al., 2003; NARVEZ-VASQUEZ; FLORIN-
CHRISTENSEN; STENZEL et al., 2003; CONSTABEL; YIRYAN, 1998). O acido jasmonico
liberado regula positivamente a expressao do gempeasistemina e a movimentagao conjunta do
peptideo e do &cido jasmdnico pelo tecido vasdnthrz a producdo de inibidores de proteinase
(RYAN; MOURA, 2002).

2.1.2 Peptidedlicitor 1 deArabidopsis (AtPepl)

O AtPepl é um peptideo de 23 aminoacidos deriva&dand precursor maior de 92
aminoacidos denominado PROPEP1. O peptideo tamlogl®a per detectado via ensaios de
alcalinizacao, atua como elicitor na ativacdo deegade defesa (p.ex. PDF-1.2, PR-1) e leva a
producdo de espécies reativas de oxigénio (p.e®y)Hlesencadeando o sistema imune em
plantas (ZIPFEL, 2009). O gene é fortemente induzad resposta a degradacdo da parede

celular, ferimento, presenca de jasmonato, etieeaatrosgicitors (ZIPFEL, 2009). A percepgéo
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€ mediada por dois tipos de receptores AtPEPR1 RERR2 (HUFFAKER et al., 2006;
HUFFAKER; RYAN, 2007).Arabidopsis possui seis AtPeps e a percepcao deles aumenta os
niveis de célcio no citosol com ativacdo de canhkiseto, seguido por uma depolarizacdo da
membrana dependente pelo receptor (YAMAGUCHI; PEERBYAN, 2006; KROL et al.,
2010).

2.2 Peptideos relacionados ao desenvolvimento
2.2.1 Fatores de Alkalinizacdo Répida (RALFs)

Grupo de peptideos hormonais em plantas que pravoearapida e forte alcalinizacao
do meio extracelular de células em suspensao (PEA&GI., 2001a). Além de provocar um
aumento do célcio transiente no citoplasma, in®higd desenvolvimento de microcalli e inibicao
do crescimento do tubo polinico e raiz (PEARCEIet2801b; HARUTA et al., 2008; COVEY
et al., 2010; MINGOSSI et al., 2010; MATOS et 2D08).

O peptideo hormonal RALF, do ingl@Rapid AlLkalinization Factor, possui 49
aminoacidos e foi isolado primeiramente de extrgimteicos de tabaco através do ensaio de
alcalinizacdo de suspensdes celulares quando seavaus peptideo hormonal sistemina
(PEARCE et al., 2001b). Identificou-se além da g#&tude uma répida alcalinizacdo do meio
extracelular, a ativacdo de uma MAP quinase enlasetie tabaco (PEARCE et al., 2001a)

Em um estudo de transporte de proteinas em taBacopar et al. (2003) mostraram
que a fusdo preproRALF:GFP foi visualizada prinmaeate no reticulo endoplasmaético (RE) e
depois de 24 horas no RE e na parede celular. @dpepRALF de tomate (LeRALF) interage
com duas proteinas integrais de membrana de 250ekDa componentes de um provavel
receptor de membrana (SCHEER et al., 2005). Detegdsubstituicbes de aminoacidos do
peptideo revelaram ummotif especifico —YISY— ubiquo entre as posicOes 5 e 8egjido N-
terminal do peptideo ativo, sendo essencial pdeaagir com o receptor (PEARCE et al., 2010)
de natureza ainda desconhecida.

Peptideos RALF j& foram identificados em diversegresentantes do reino vegetal,
pelo menos 20 espécies de plantas distribuidas 'amifias compreendendo vegetais inferiores
e superiores, monocotiledoneas e dicotiledoneasURIQ SILVA-FILHO, 2006). Genes que
codificam RALFs sdo encontrados em grandes famg@®o € o caso dérabidopsis, ou ainda

em coépia Unica, como € o casoNleotiana atenuata (OLSEN et al., 2002; WU et al., 2007). Os
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genes sdo expressos de forma ubiqua nos tecidetiggendo tecido-especificas para algumas
isoformas (MOURA et al., 2006; GERMAIN et al.,, 2003ARUTA; CONSTABEL, 2003;
OLSEN et al.,, 2002). Em uma busaa silico por peptideos secretados menores que 200
aminoacidos, Olsen et al. (2002) propuseram aénds de uma familia génica eéfnabidopsis

de 34 RALFL (RALF-LIKE) genes. A familia é baseaua conservagédo da regido C-terminal
onde reside o peptideo ativo, a presenca de odtnménios como peptideo sinal, sitio dibasico,

arranjos de cisteinas e residuos de acidos glubdmao sado levadas em consideracao.

Em Arabidopsis, a isoforma At1g02900 apresenta expressao mdistaes abundante
em raizes e hipocotilos (HARUTA et al., 20BRNBAUM et al., 2003). Em células com baixa
taxa de divisdo celular a expressao desta isoférralta e em células com alta taxa de divisao
celular a expressédo € baixa (MOURA et al., 2008ntBs que superexpressam essa isoforma
apresentam fenotipo semi-ando, indicando o papstedgene em regular a expansao celular
durante o crescimento e desenvolvimento (MATOS.eP808). Recentemente, Mingossi et al.
(2010), estudando peptideos RALF isolados de caregdcar, demonstraram que 0S mesmos
estdo envolvidos na expanséo celular, provavelmregtdando o alongamento celular.

Analises de bibliotecas de cDNA de ovério e Oviddoslizados de tomate mostraram a
identificacdo de 5 isoformas (ScRALF1-5) com exgées diferenciada nos estagios de
desenvolvimento e maturacao dos frutos, sendonestar durante a polinizacéo e fertilizacéo e
sofrendo aumento consideravel durante o processoatieracdo dos frutos (GERMAIN et al.,
2005). Em Nicotiana attenuata foi identificada uma Unica isoforma do peptideo LRA
(NaRALF) cujo silenciamento génico levou a um autmedo crescimento das raizes e
interrupcao do desenvolvimento de pelos radiculdEsses efeitos foram correlacionados com
perturbacéo da regulacdo do pH apoplastico e do@olde espécies reativas de oxigénio (ROS)
nos pelos radiculares (WU et al., 2007). Estuadndeteccdo de peptideos enddgenos envolvidos
com a regulacdo do Caintracelular revelaram que o peptideo AtRALF1 @2900) é capaz de
induzir um aumento do Caintracelular de plantulas deabidopsis (HARUTA et al., 2008).

2.2.2 Clavata 3 (CLV3)
O peptideo hormonal CLV3 é secretado e produzidgeraa apical meristematica
(KONDO, 2010). CLVS3 é produzido nas camadas dela®lapidérmicas L1 e L2 e difunde-se
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para a L3 (SABLOWSKI, 2007). Ele possui um precurde 96 aminoacidos que sofre
modificacbes pods-traducionais por glicosilacdo m@oa um peptideo de 13 aminoacidos
(OHYAMA et al., 2009). CLV3 ativa o complexo CLVII@2 desencadeando uma via de
sinalizacdo na zona central do meristema apicallaago a especificacéo e diferenciacédo das
células meristeméaticas (FIERS et al., 2007). Adpeata fungcdo do peptideo em mutarde8
resulta em um mutante aberrante com acumulos deslaatos de células meristematicas na
regido do meristema apical. Uma vez que CLV3 aiicamplexo de receptores de CLV1/CLV?2,
WUSCHEL(WUS), um fator transcricional que promovatizidade das células meristematicas,
€ negativamente regulado. Plantas mutantes para WidSapresentam expressédo de CLV3,
indicando que WUS regula positivamente a expredsdGLV3 e CLV3 regula negativamente
WUS, mantendo uma retroalimentacéo regulatériagséeci& para manter o equilibrio 6timo das
células meristematicas (BRAND et al., 2002; HOBEIgt2003).

2.2.3 Fitosulfoquinas (PSKs)

As fitosulfoquinas sédo pentapeptideos sulfatadodes de meios condicionados de
cultivos celulares vegetaisn vitro (MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 1996). Eles sdao
produzidos na etapa exponencial de crescimentolacekli promovem a diferenciacdo e
proliferacdo celular em baixas concentracdes (HANARI., 2000; MATSUBAYASHI et al.,
1999; YANG et al., 2001). As PSKs sdo indispensieen varios estagios de crescimento das
plantas tais como: embriogénese soméatica (HANAlalet 2000; IGASAKI et al., 2003;
KOBAYASHI et al.,, 1999), formacdo de gemas advéasic(YAMAKAWA et al.,, 1998),
formacdo de raizes adventicias (YAMAKAWA et al..98p e germinacdo de polen (CHEN;
MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 2000). Além das etapas deesknvolvimento citadas
anteriormente, elevadas concentracdes de PSKs elasmetardam a senescéncia sob condicdes
de estresse pelo calor (YAMAKAWA et al., 1999).

As fitosulfoquinas sdo produzidos pelo processamentzimatico do precursor de 89
aminoacidos (PP-PSK). Esse precursor possui umrdorhidrofébico de 22 aminoacidos na
regido N-terminal (YANG et al., 1999), € uma regEemelhante a encontrada em proteinas
precursoras de origem animal responsavel pelaalfer de peptideos hormonais potenciais
(DOUGLASS, 1984). Na procura de PSKs dmabidopsis, Yang et al. (2001) encontraram
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guatro genes que codificam PSKs, todas as seqgéomessuem um intron e somente uma copia
do peptideo PSK na regido C-terminal do gene.

Matsubayashi et al., (2002) identificaram o receplas PSKs como uma proteina de
membrana da familia dos receptores do tipo quicase um dominio rico em repeticdes de
leucina, LRR-RLK. Essa proteina receptora, PSKRiresmodificacdo pos-traducional e, por
esse motivo, apresenta peso molecular de 120 ek&0 Suspensfes celulares de cenoura
superexpressando PSK mostraram um crescimentorabelaas células (KOBAYASHI et al.,
1999). A expressdo do PSKR1 detectada em cenowedouea presenca do receptor no
meristema apical, hipocotilo, raiz e folhas. Expemtos com construcdes génicas em orientacao
antisenso do receptor em calos de cenoura mostiguamma auséncia da percepcdo do PSK, as
células podem sobreviver e dividir, porém ndao @esoormalmente e a regeneracao ocorre por

organogenése.

2.2.4 Locus estéril rico em cisteina/Locus esp#oteinall (SCR/SP11)

A autoincompatibilidade € um mecanismo de manutergidiversidade que evita a
endogamia entre as especies. Analises genéticmsoaa revelaram que a autoincompatibilidade
€ regulada pelo locus multialélico nomeado de lasiéril (S-locus). Quando o pdlen e o pistilo
possuem o mesmo alelo, uma interacdo molecularacausibicdo do crescimento do tubo
polinico (TAKAYAMA et al., 2001). Estudos bioquintis e moleculares revelaram a presenca
de dois genes no S-locus: glicoproteina (SLG) ereceptor de membrana do tipo quinase
(SRK), ambos expressos no estigma. SRK interage @@®ptideo rico em cisteina (SCR ou
SP11) promovendo a incompatibilidade (SUSUKI et 4899; TAKAYAMA et al.,, 2000).
Estudos feitos enBrassica revelaram que baixas concentracfes do peptidedSFQR (50
fmol/estigma) inibe a hidratacédo do polen (TAKAYAM&A al., 2000). Na procura de homélogos
em Arabidopsis, Vanoosthuyse et al. (2001) encontraram 28 honoSlatgnominados SCRLs,

peptideos basicos e hidrofilicos de 4,4 a 9,5 kDa.

2.2.5 Inflorescéncia deficiente em Abscisao (IDA)
Esse peptideo possui 77 aminoacidos, ocorre ndoretg abscisdo do orgao floral
gerando a separacao das células que articulamao diggplanta (JINN et al., 2000). Plantas de

Arabidopsis portadoras da mutagcédo no gene Dl ¢rescence deficient in absicission) retém de
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forma indefinida os 6rgaos florais (BUTENKO et &003). EmArabidopsis foram identificados
cinco genes IDA (IDAL1-5) (STENVIK, 2008). Alinham®s de sequéncias mostraram que
estes peptideos mantém um dominio altamente ca@usede aminoacidos béasicos na regido C-
terminal, caracteristicas que também séo reportpdes PSK e CLV3 (YANG et al., 1999;
STENVIK, 2008)

2.2.6Rotundifolia4-Like/Devil (ROT 4/DVL1)

ROT4/DVL1 sao peptideos de 53 e 51 aminoacidos mmsntbe uma familia de 24
genes enArabidopsis considerados reguladores potenciais da proliferagéular durante varios
estagios de desenvolvimento (NARITA et al., 200&N\et al., 2004). A analise da expressao
génica emArabidopsis revelou a presenca de transcritos de ROT4 e D\thlgemas apicais,
flores, raizes e folhas jovens (IKEUCHI et al., 2ODONNELLY et al., 1999).

2.2.7 Polaris (PLS)

PLS é um peptideo de 36 aminoacidos, ndo secretagiovolvido na vascularizacéo,
crescimento longitudinal e radial de raizes (CASS2002). Mutantes pls mostram uma resposta
hipersensitiva a citocininas e uma resposta reduyzagla auxinas, sugerindo que o peptideo PLS
tem sua funcdo relacionada a manutencdo do eduildmtre auxina-citocinina (CHILLEY,
2006).

2.2.8 Nodulina precoce 40 (ENODA40)

O ENOD40 esta envolvido no desenvolvimento da raxgiid induzido pel&hizobium
em fabaceas, a expressdo do gene que codifica oDEDI@ rapidamente induzida pelo
Rhizobium no periciclo da raiz (CHARON et al., 1999). ENDO#0nbém foi detectado em
orgaos nao simbidnticos de fabaceas (PAPADOPOULRLISSIS; KATINAKIS, 1996) e, em
arroz, a presenca do ENDO40 foi relacionada ao ndesemento do tecido vascular
(COMPAAN et al., 2003). Traducam vitro do RNA mensageiro que codifica o ENOD40 de
soja, gerou dois peptideos de 12 e 24 aminoaciglosntinados peptideos A e B. O peptideo A
interage covalentemente via ligacoes enxofre ne&luwes de cisteina com uma unidade de
sucrose sintase de 93 kDa (ROHRIG; JOHN; SCHMIMDA).



27

2.3 Processamento de propeptideos mediados por sidses
2.3.1 Subtilases

Em animais e leveduras, o grupo de serino protededs, também denominado de
convertases ou subtilases, sdo responsaveis pelonhecimento e processamento de
preproproteinas hormonais em um sitio dibasico dmegsamento (ROCKWELL, 2002;
WHEATLEY; HOLYOAK, 2007).

Subtilases séo serino proteases com uma triadditicatade aminoacidos: acido
aspartico (D), histidina (H) e serina (S) e sa@aeasaveis pelo processamento de proteinas
precursoras (DODSON; WLODAWER, 1998). Existem paucglatos de subtilases em plantas,
Rautengarten et al. (2005), baseado em analise wanipnal do genoma dArabidopsis,
detectou 56 genes que codificam potenciais sub$ja8tSBT1 a 56. Essas subtilases foram

separadas em seis grupos de acordo com a consedasaas estruturas primarias.

O precursor do peptideo hormonal sistemina intecage uma proteina de membrana
com propriedades semelhantes a proteina kexin-2miteais e leveduras (SCHALLER et al.,
1994). A atividade de enzimas subtilases foi olzavem plantas quando o precursor da toxina
anti-fangica KP6 foi superexpresso em tabaco (KINétLal., 1995). Jiang e Rogers (1999)
mostraram que proproteinas com sitio dibasico decessamento foram corretamente
processadas em tabaco. Posteriormente, foi isalad#éeijdo uma protease KLSP, do tipo
subtilase com propriedadd&xin, que foi capaz de processar substratos em siti@sicos
(POPOVIC et al., 2002).

Em Arabidopsis todas as nove isoformas do peptideo RALF apresaentaor Pearce et
al., (2001b) apresentam um sitio dibasico (dughinara) acima do N-terminal do peptideo ativo
e diversos residuos de acidos glutamicos acimaugia @rginina. Essas caracteristicas também
estdo presentes em prepropeptideos hormonais maiarsugerindo uma semelhanca entre os
mecanismos de processamento (Douglass et al., .1#¥%as semelhancas sugerem uma
conservacdo dos mecanismos de processamento aentraisae plantas (RYAN et al., 2002;
MATSHUBAYASHI; SAKAGAMI, 2006).
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2.3.2 Sitios de processamento em PSKs

Estudos com explantes de raizesAdabidopsis e inducdo em meio de regeneracao da
parte aérea indicaram o processamento do peptitlesulfoquina AtPSK4 pela subtilase
AtSBT1.1, no sitio RRSLVIHTDY anterior ao peptideo ativo localizado na poraterminal
(SRIVASTAVA et al., 2008).

2.3.3 Sitios de processamento em AtRALF1

Matos et al. (2008) demonstraram que o sitio dioasiormado por uma dupla de
argininas na posicdo 68 e 69 do preproRALF1l, pmsézia acima do peptideo ativo €
responsavel pelo reconhecimento, processamenbemd¢ifio do peptideo ativo elmabidopsis.
Plantas transgénicas superexpressando o precurgadan(substituicdo da arginina por uma
alanina na posi¢cao 69 ) ndo apresentam o fenéimd-@nao caracteristico da superexpressao do
precursor selvagem. A analise dos extratos pratettmssas plantas revelaram o acumulo do
precursor ndo processado e a nao liberacdo dodpepttivo para o mutante. Estudos de
processamenton vitro confirmaram o processamento do precursor preprdRpar fracoes
microssomais de suspensdes celulare&rdeidopsis, revelando que o processamento é realizado

por enzimas do tipo subtilisina/convertase preseméerota secretoria de proteinas.

2.3.4 Sitios de processamento em AtRALF23

De modo analogo ao que ocorre com AtRALF1, a quanmeproRALF23-myc foi
superexpressa eArabidopsis e gerou plantas com fen6tipo semi-anéo de rata@scapacidade
reduzida de acidificar a rizosfera. Quando a mesmnatrucao foi superexpressa em um mutante
nocaute para a subtilase AtS1P/AtSBT6.1Adabidopsis, ndo houve manifestacdo do fendtipo
semi-ando, provavelmente devido a auséncia de ggacento (SRIVASTAVA et al., 2009). Os
resultados sugerem que dentre as 56 subtilasAsabelopsis apresentando similaridade com as

protease&exin, a subtilase AtSBT6.1 seja especifica para o psareento do preproRALF23.

2.3.5 Sitios de processamento em CLV3
Estudos realizados com o peptideo hormonal CLV3nax@sn que quando o0 precursor
do CLV3 foi incubado com extratos proteicos de esfior houve a liberacéo de dois fragmentos

menores no sitio M41 e R70, sendo este ultimo westdnservado entre os peptideos da familia
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CLE (Ni e Clark 2006). Recentemente, outra suldilde Arabidopsis, AtSBT5.4, quando
superexpressa, mostrou um fenétipo tipico dos negaravata (LIU et al. 2009). O fenétipo nao

foi observado quando a superexpressao se deu rmt@utuschel.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Analisesn silico
A partir de andlise$n silico de subtilases vegetais realizadas por Rautengetteh
(2005) e de analises de predicdo da localizacdoebubr disponiveis no banco de dados do

TAIR (www.arabidopsis.org selecionou-se aquelas direcionadas para a eiatééa.

Além da localizacdo subcelular, utilizou-se dadesgpressao disponiveis em banco de

dados publico (The Bio-Array Resource for Plant I&jy, http://bar.utoronto .ca/efp/cgi-

bin/efpWeb.cgj para eleger subtilases cuja expressdo ocorr@ainaBm seguida, 0s niveis de

expressdo das subtilases presentes na raiz forampacados com o nivel de expressdo do
AtRALF1, para eleger um conjunto de subtilases ickatas.

Posteriormente, a predicdo da localizacdo subcefolaanalisada separadamente em
plantas deArabidopsis transformadas estavelmente com cada uma dasasestifusionadas a
GFP. Adicionalmente, andlises de expressao géRItaPCR) das subtilases foram feitas em raiz
de plantasArabidopsis selvagem (wt, Columbia, Col-0) e plantas supersgando AtRALF1
(35S:AtRALF1).

3.2 Extragédo de RNA total
3.2.1 Material vegetal

Sementes dé. thaliana (wt, Columbia, Col-0) foram esterilizadas supeéafimente da
seguinte maneira: etanol 75% por 15 segundos, loipimc de sédio por 10 minutos e trés
lavagens com agua ultra-pura estéril. Apos estagfio as sementes foram colocadas a 4°C/48
horas para quebrar a dorméncia.

Para germinar e crescer as sementes foram coloeadatacas contendo meio MS 0,5X
(Murashige & Skoong, pH 5,75) e fitagel (Gibco) B..gAs sementes foram crescidas em
camaras de crescimento (Conviron) com fotoperi@bédhoras luz (200 pmolfs) e 8 horas de
escuro a 24°C+2 até os 25 dias de crescimento.

3.2.2 Extracdo de RNA total
Tecido radicular foi macerado em nitrogénio liqueloolocado em tubos de 1,5 mL. A

extracdo de RNA total foi feita na presenca dedlriinvitrogen), seguindo recomendac¢des do
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fabricante. Brevemente, foi adicionado 1 mL de dIrignvitrogen) e agitado por 1 minuto. Em
seguida, foi adicionado 2QQ de cloroférmio e incubado a temperatura ambi@ote5 minutos

e centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°Gage aquosa foi transferida para um novo
tubo, onde foi adicionado 500L de isopropanol e incubado a temperatura ambipatelO
minutos. A solucéo foi centrifugada a 12000 rpm pOrminutos a 4°C. O sobrenadante foi
removido e o sedimento foi lavado com 1 mL de dt@béo, e centrifugado a 7500 rpm por 5
minutos a 4°C. O sedimentado foi seco a temperatmbiente, ressuspenso em agua DEPC.
Adicionalmente, todas as amostras foram tratadas @blase para eliminar contaminagcao por

DNA gendmico.

3.2.3 Quantificacdo do RNA

De cada amostra de RNA total foi retirado uma aligude RNA e diluida em agua
DEPC na proporcdo de 5:1000. O RNA diluido foi wsagmhra leitura de absorbancia no
comprimento de onda de 260 nm e 280 nm. Os vatteredsorbancia foram usados para calcular
a concentracao e avaliar a qualidade do RNA poo eheeirazdo 260/280.

3.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com ImProm-lI™ RmweeTranscriptase (Promega)
seguindo recomendacOes do fabricante. Brevemeptg, de RNA total foi misturado com
oligodT 50uM e incubado a 70°C por 5 minutos. Imediatamentes &ste periodo a amostra foi
colocada em gelo por 5 minutos. Em seguida, fotiadado uma solucdo contendo Buffer
Improm-Il 1X; MgChL 1,5 mM; dNTPmix (concentracéo final 0,5 mM de caiirP) e 1 U
Improm-Il Reverse Transcriptase. A solucao foi lmada a 25°C por 5 minutos, 42°C por 60
minutos e 70°C por 15 minutos. O cDNA sintetizadioutilizado para PCR, clonagens e analises
de expressao (RT-PCR).

3.4 PCR e purificacdo de DNA a partir de gel agares

A partir do CcDNA, o0s genes das subtilases AtSBTEA{04160),
AtSBT1.8(At2g05920), AtSBT1.4(At3g14067), AtSBT284g30020), AtSBT6.1(At5g19660),
AtSBT4.12(At5g59090), AtSBT1.7(At5967360), foram@ificados com a sequéncia CACC na
extremidade 5’ do iniciador Fw e sem cédon de maradextremidade 3’ do terminador Rev.
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Os iniciadores utilizados foram: At2g04160FCACCATGAAGCTAACACATA
ACTTCTCGTT, At2g04160Rev: GAGCTTCACCACAATGGGACTTCRCACGAT
GCTTCTT, At2g05920Fw: CACCATGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCCTCCAT,
At2g05920Rev: AAACCGGTTCCAAGAGAATGCAACGGGACTT, At3gt067Fw:
CACCATGGCTAAGCTCTCTCTTTCCTCCAT, At3g14067Rev: GAAGGACHKA
CTGATCCCTGACCCCATT, At4g30020Fw: CACCATGGATATCGGGTGTAAAGT
TCTCGTCT, At4g30020Rev: TCGCCTTTGTCCCATAGCAACCACA@AGA
GTCACTTTA, At5g19660Fw: CACCATGAAGGTGCTCGGAGAAGCTTCTTCAT AT,
At5g19660Rev: GGCTAATCGATTCGACCCTGATGCTCTT, At5g3B0Fw:
CACCATGGCGAATCTAGCTGCGTCCACTTGCCTATACTCAT, At5g59090Rev
TGCCTCATCAACAACCATTATGTAAACAACAATGGGACTT, At5g67366w:
CACCATGTCTTCTTCGTTTCTCTCCTCCACTGCTT e At5g67360Rev: TGTCC
AGCTAATCGCCACGGGACTT.

A reacdo foi composta por tampé&o 1X; MgCJ5 mM; dNTP mix (concentracéo final 0,2
mM de cada dNTP); iniciador Fw (0,aM); terminador Rev (0,2M); 1 uL de cDNA e 1 U de
Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen). A rea¢é@iolevada no termociclador programada
para 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por&fusdos, 56°C por 45 segundos e 72°C por 1
minuto, por fim um passo de finalizacdo da exter@s@a°C por 8 minutos.

O produto de PCR foi verificado em gel de agardgeelpurificado com QIAEX Il Gel
Extraction Kit (QIAGEN). Brevemente, foram adicionados trés vaande Buffer QX1 para
cada 100 mg de agarose,d@e Buffer QIAEX Il e incubado a 50°C por 10 miast A solucdo
foi centrifugada a 12000 rpm por 30 segundos e ggivada do sobrenadante, o sedimentado foi
lavado uma vez com 500 de Buffer QX1, duas vezes com 50D de Buffer PE e secado a

temperatura ambiente por 30 minutos. Eluiu-se o N 4dgua ultra-pura.

3.5 Clonagens

Os produtos de PCR purificados dos genes das asdstil AtSBT5.3, AtSBT1.4,
AtSBT2.6, AtSBT6.1, AtSBT1.7, AtSBT1.8, AtSBT4.1dr&dm recombinados no vetor de
entrada pENTER/D-TOPO (Invitrogen) seguindo recatagbes do fabricante e eletroporados
emE. coli. Apés sequenciamento, os vetores de entrada cdmtengenes das subtilases foram

recombinados com vetores de destino da plataforAEEGVAY (Invitrogen).
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Entre os vetores de destino utilizados estdo a poFWG2 (KARIMI et al., 2002), que
fusiona a proteina de interesse com a proteina &FPyetor pk7GWIWG2] (KARIMIet al.,
2002), que provoca o silenciamento génico. A eggratde silenciamento génico foi utilizada
apenas para a subtilase AtSBT1.7 (At5g67360), pdis possui disponivel uma linhagem
nocaute por insercao de T-DNA. Uma vez confirmgelossequenciamento os vetores de destino

contendo os insertos foram transferidos payrabacterium.

3.6 Preparacao dee. coli eletrocompetente

Células deE. coli desarmadas da cepa TOP10 (Invitrogen) foram eafriath placas
contendo meio LB sdlido (triptona 10 g/L, extrate lévedura 5 g/L, cloreto de sédio 10 g/L,
agar 12 g/L pH 7,5) e crescida a 37°C/16 horas.

Apbs 16 horas, foi feito um pré-inoculo a partirudea colénia colocada em 10 mL de
LB liquido, e colocado a 37°C/16 horas sob agitalE@80 rpm. No inéculo de 500 mL de meio
LB liquido foi adicionado 5 mL de pré-inoculo, damado a 37°C sob agitacdo de 180 rpm até a
densidade otica (Déoy) atingir 0,5-0,8.

As células foram centrifugadas 5000 rpm por 10 tosia 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em agupundirastéril e gelada. As lavagens foram
repetidas mais duas vezes e as células foram pessmas em 3 mL de glicerol 10% filtro-

esterilizado. Foram feitas aliquotas deuZQle células e armazenadas a -80°C.

3.7 Preparacao deAgrobacteriumeletrocompetentes

Estriou-se Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 sob uma placa contendo meio
MAS sdlido (1 L: 200 mL de meio 5XA; 10 mL de saxse 20% filtro-esterilizada; 2 mL de
MgS04 20%; 0,5 mL de tiamina 10 mg/ml; 12 g de apkr 7,0 - Meio 5XA: kHPQO, 69 g/L;
K H.PO, 22,5 g/L; (NH).SO, 5 g/L e citrato de sédio 2,5 g/L) contendo rifaonpa (50pug/mL)
e gentamicina (5Qg/mL). A placa foi colocada a 28°C/48 horas.

Inoculou-se uma colénia em 10 mL de LB liquido eowlo os antibioticos anteriores e
crescido a 28°C sob agitacdo de 180 rpm duranteofass. O pré-indculo foi colocado em 500
mL de meio LB com antibioticos e colocado paraces 28°C sob uma agitacdo de 180 rpm
até atingir D@ 0,5-0,8.
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A cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minu&o4°C. O sobrenadante foi descartado
e as células lavadas trés vezes com agua ultragstéal e gelada. Por fim, as células foram
ressuspensas em 2 mL de glicerol 10% filtro-es&adb. Aliquotas de 7QL de células foram

armazenadas a -80°C.

3.8 Eletroporacao de células dE. coli e A. tumefaciens

Aproximadamente AL da reacdo de recombinacao foi adicionado al7@e células de
E. coli eletrocompetentes. Misturou-se suavemente e aksdaram transferidas para a cubeta
de eletroporacdo. Submeteu-se uma descarga deV22b kuF (Eletroporador gene pulse,
BioRad) e, ap0s a eletroporacédo, adicionou-seh0fle meio SOC (100 ml: 2 g de triptona; 0,5
g de extrato de levedura; 0,05 g de NaCl; 1 ml @¢ 350 mM; 180uL de glicose 20% filtro-
esterelizada; 18QL de MgChL 1 M; pH 7,0) e foi colocado sob agitacdo de 180 gBi7°C/1
hora. Centrifugou-se a 5000 rpm por 30 segundodagueou-se todas células em placas
contendo meio LB solido e os antibioticos apromadAs colbnias cresceram a 37°C 16 a 18
horas.

Em 70 puL de células déA. tumefaciens eletrocompetentes foi adicionado 0,5+d de
plasmideos e eletroporado como anteriormente psr&éhulas deE. coli. As células de
Agrobacterium eletroporadas foram crescidas a 28°C sob agitagd®80 rpm por 2 horas.
Centrifugou-se e plaqueou-se em meio LB soélidoterado os antibidticos apropriados e deixou

crescer colénias durante dois dias a 28°C.

3.9 Extracao de DNA plasmidial deE. coli

Colbnias isoladas fora crescidas em 5 mL de meicd® os antibiéticos adequados a
37°C, sob agitacdo de 180 rpm durante 16-18 h@estrifugou-se 1 mL de cultura bacteriana a
12000 rpm e as células ressuspendidas enl e Buffer TE (10 mM Tris-HCI pH7,6; 1 mM
EDTA). Adicionou-se 30QiL de Buffer TENS (10 mM Tris-HCI; pH 8,0; 1 mM EDTA,1 N
NaOH; 0,5% SDS), incubou-se a temperatura ambjgn® minutos. Apos, foi adicionado 150
uL de acetato de potassio 3M (pH 5,2) e incubadaelo por 15 minutos. Centrifugou-se a
12000 rpm a 4°C por 15 minutos, coletou-se o s@nt@nte onde foi adicionadaul de RNAse
(10 U/uL) e incubado a 37°C por 30 minutos. Préaipse o plasmideo com 50Q de etanol

100% por 5 minutos e, centrifugou-se a 12000 rgtfCadurante 15 minutos. Foi feita a lavagem
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do sedimentadoom etanol 70% gelado e centrifugou-se a 12000a@iC durante 15 minutos.
Logo, o sedimentado foi colocado para secar a teaathya ambiente e ressuspenso eml3de

agua ultra-pura estéril livre de DNase. Feita antifieacdo o plasmideo foi armazenado a -20°C

3.10 Obtencéao de transgénicos
3.10.1 Crescimento de plantas

Sementes dérabidopsis wt tratadas a 4°C/48 horas foram crescidas em re&nde
crescimento (Conviron) com fotoperiodo de 16 héwas(200 pumol/rs) e 8 horas de escuro a
24°C+2 sobre substrato (Plant Max:vermiculita fugamiculita grossa, 2:1:1, v:viv). Foram
feitas irrigagcdes com solucao nutritiva e ap0s gémia das primeiras flores, foi feita a remocéo
do broto principal para a emergéncia de maior nander brotos laterais. Plantas com brotos
laterais de aproximadamente 45 dias, com inici\adlacdo foram usadas para transformacao.

3.10.2 Preparacao da cultura bacteriana

Foram crescidas colbnias isoladasAdeobacterium (contendo os clones com os genes de
interesse) em pré-inoculos de 10 mL de meio LBidigwcontendo os antibidticos adequados,
incubou-se a 28°C por 18 horas sob agitacdo deptB80

Adicionou-se o pré-inéculo em 500 mL de meio LBuldp contendo os antibidticos
adequados, e colocou-se para crescer a 28°C dalgémide 180 rpm durante 48 horas. Em 400
ml de cultura foi adicionado 125 g de sacarosesotligla a sacarose a solugédo bacteriana foi
transferida para um baldo de 500 ml onde foi adado 80uL de Silwet L-77 na parede do
baldo, completando com 500 mL com solucéo bactemastante e foi feita a mistura por meia

rotacao do baldo. A solucgéao foi vertida no becke6@0 mL e usada para transformacéao.

3.10.3 Transformacéo de plantas pelo méttmtal-dip modificado

Foram removidas flores abertas das plantas conxiapmdamente 45 dias de idade,
mantendo apenas botdes florais fechados de acordoocmétodo ja estabelecido (CLOUGH;
BENT, 1998), com pequenas modificacdes.

A modificacdo do métodfhoral-dip, ocorreu para aumentar e manter o contato dad&mlug
de Agrobacterium com os botdes florais fechados. A modificacdo istinsem levar a solugéo

bacteriana numa pipeta Pasteur diretamente pdratdss florais, aplicou-se a solugédo bacteriana
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com leve fluxo até conseguir a penetracédo entespacos estreitos dos botdes florais fechados.
Apés transformacdo, foi feita uma camara umida elastas foram colocadas em ambiente
escuro por 24 horas. As plantas foram retiradasémaara Umida e colocadas na camara de
crescimento, onde receberam os cuidados necess#igosompletar o ciclo reprodutivo e

maturacao de sementes.

3.10.4 Selecao de transgénicos

Sementes T1 foram esterilizadas superficialmentolecadas a 4°C/48 horas como
anteriormente. As sementes foram entdo misturamlasicl% de agarose e colocadas em placas
contendo meio MS 0,5X (Murashige & Skoong, pH 5,7®gel (Gibco) 3 g/L, e 100 mg/l de
canamicina.

Apés 15 dias de crescimento em camaras de credar(éanviron) com fotoperiodo de
16 horas luz (200 pmol/As) e 8 horas de escuro a 24°C+2, selecionou-skasp resistentes a
canamicina que apresentavam o segundo par de féktss plantas foram transferidas para o
substrato composto (descrito anteriormente) atétaoke selecionar transgénicos das sementes
T2. O mesmo processo foi realizado até obter a;g§eras.

Na geracdo T1, as plantas que apresentavam resstm antibidtico foram analisadas
em microscopio confocal (Olympus FV1000) para veaif a presenca das subtilases fusionadas
a GFP. Para deteccao da GFP, a excitagcao oco#&giram e a emissao entre 510-550 nm.

Plantas que apresentavam a subtilase AtSBT1.wida foram selecionadas na geragao
T1 até T3 por analises de RT-PCR.

3.11Confirmacdo de mutantes nocaute

Linhagens nocaute (T-DNA) para cada uma das sebsil@andidatas foram obtidas no
TAIR (www.arabidopsis.ofg At2g04160 (SALK 125788), At2g05920 (SALK_020799)
At39g14067 (SALK_147962), At4g30020 (SALK 068944),t5419660 (SALK 097923) e
At5g59090 (SALK_045125). As sementes foram colosada4°C/48 horas colocadas em

substrato, como descritas anteriormente.

A presenca do T-DNA e auséncia de segregacdo (hgatoy foram confirmadas por
PCR de DNA genbmico utilizando-se o0s seguintes iadares: 125788Fw: CAAA
AATTCTGTAATTTATATGGAAGGTGC, 125788Rev: GGAGAAAGGCTA
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GGTTCGGAGAAG, 020799Fw: CACCAGTCTTCTTCCCTACAGCG, BWKR 020799Rev:
GATACGATTGCGATTGGAGCG, 147962Fw: TCAGA AGGACTGAACTAIC, 147962Rev:

CATCCCGATTGGTCACCTGC, 068944Fw: CGTCACCTTGAGAGGAAGTG,
068944Rev: GCTC TATCATAACCACCACCAGTTG, 097923Fw:
CATAGGAGAGGACTCAG TTCCTTCTTC, 097923Rev:

GACCTTTGACTAATTTGGCGACG, 045125Fw: GCAGACGAAGGGACTICGAG,
045125Rev: CAATG GCTTGTCCTCATGTTGC e LBb1.3: ATTTOGGATTTCGGAAC.

LBb1.3 € um iniciador interno do T-DNA. Os demaigiadores flanqueiam o T-DNA.
Desta maneira, foi feita uma PCR usando iniciadeesgjueando o T-DNA, para confirmar a
auséncia de segregacao (linha homozigota) e uma d®@Rinando os iniciadores LBb1.3 e
gene-especifico para confirmar a presenca do T-DPAfim, foram feitas analises de expressao
(RT-PCR) nas linhas homozigotas para verificar acisé de expressdo das subtilases nos
mutantes nocaute.

3.12 Analise de expresséo

As analises da expressdo génica em plantas sitlasciauperexpressas e mutantes SALK
foram feitas por meio de RT-PCR. Quantificou-se@naulo de transcritos através de reagdes de
PCR (10, 15, 20 e 30 ciclos) e comparacdo commdgivagem (wt). Como controle positivo
interno utilizou-se o gene da GAPDBIyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) e o gene do
AtRALF34.

3.13 Hibridagéo

Foram feitas hibridacdes entre linhagens homozg(BRALK_ 125788, SALK 147962,
SALK 068944, SALK 097923, SALK 045125, SALK_0207935S:RNAIi:AtSBT1.7) que nao
apresentavam expressao das subtilases com a pEStatRALF1. Os cruzamentos foram feitos
de acordo com a inven¢do de uma técnica rapidapes mostrada no Apéndice A.

A técnica foi baseada nos seguintes procedimentostrucdo de microponteiras de 1,5
mm de diametro, selecdo de botdes florais proximosbertura, remocdo das anteras

(emasculacdo) das linhagens mutantes e silenciadassferéncia do poélen proveniente de
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plantas 35S:AtRALF1 ao interior das microponteieastroducdo do estigma ao interior vazio
das microponteiras contendo os graos de pélen.

Apés trés dias foi constatado o crescimento daymstj sinal favoravel a fecundacéo.
Também foi acompanhado o desenvolvimento da gilica retirada da microponteira e, por fim
a maturacdo da silica. Todas as hibridagcfes foratasfcom lupas e pingas (5-SA Style 5

Tweezers).

3.14 Confirmacgéo da presenca da superexpressdo dtRALF1 e auséncia de expressao das
subtilases em plantas F1 e F2

Para confirmar o nocaute por T-DNA e a presencgat® AtRALF1 superexpresso em
35S:AtRALF1 foram feitos PCR a partir de DNA gendmem geracdes F1 e F2. Os iniciadores
35SFw (ATCCCACTATCCT TCG CAAGACCCTTCCTCTA) e AtRAIF Rev
(CTAACTCCTGCAACGAGCAATTTT G) foram usados para Verar a presenca de
35S:AtRALF1. O T-DNA foi confirmado como descritatariormente. O critério de selecéo foi
feito para obter hibridos homozigotos superexpreksatRALF1 e auséncia de expresséo da

subtilase no mesmo individuo.
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4 RESULTADOS

4.1 Selecao de subtilases potencialmente envolvigmsprocessamento do AtRALF1

Nosso grupo anteriormente mostrou que a provawilase que processa o precursor do
AtRALF1 estad localizada na via secretoria, maiseedgigamente na fracdo microssomal
(MATOS et al., 2008). Levando-se esse dado em dereédo e com base nos estudos feitos por
(RAUTENGARTEN et al.,2005), foram selecionadas, toeras 56 subtilases presentes em
Arabidopsis, 46 preditas como secretadas. A analise da edweggnicain silico

(www.arabidopsis.org revelou que dessas 46 subtilases somente 2&)giessas em raiz,

regido onde o peptideo hormonal AtRALF1 é tambépresso.
Com a finalidade de restringir ainda mais o grup@ubvaveis subtilases envolvidas com
0 processamento do precursor do AtRALF1, foi wda a ferramentan silico para anélise de

expressdo disponivel na Universidade de Torontdtp:(/www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-

bin/efpWeb.cg). Essa ferramenta utiliza os dados de expressédosbpor Birnbaum et al.

(2003). Nesse trabalho, os autores apresentam yra dealhado e pormenorizado da expresséo
génica das raizes d&abidopsis. Utilizando-se de 5 linhagens transgénicas exaneks GFP
especificamente em tecidos distintos da raiz, édoca separacdo celular (protoplastos) por
fluorescéncia e analise da expressado génica papanianjos, os autores individualizaram 15
zonas distintas em raizes, trés transversais (@dtdge Ill) e 5 longitudinais (FiglA). Os dados
mostram que a expressdo mais abundante do AtRALélerscontra no estagio de
desenvolvimento Il (Fig 1C, asterisco). Das 23t#akes selecionadas previamente, somente
sete apresentam expresséao diferenciada no es&giesénvolvimento Il (Fig 1C, setas pretas).
Com base nesses dados, as sete subtilases salesiqgrara as etapas posteriores do trabalho
foram: AtSBT5.3 (At2g04160), AtSBT1.4 (At3g14067AtSBT2.6 (At4g30020), AtSBT6.1
(At5g19660), AtSBT1.7 (At5g67360), AtSBT1.8 (At2@ED) e AtSBT4.12 (At5g59090).

A comprovacdo da expressdo génica das subtilasesiosmdas foi feita através de
reacOes de RT-PCR com cDNA gerado a partir degaieeplantulas de 20 dias. A analise da
expressao foi feita tanto em plantas selvagens uénto em plantas que superexpressam o0
AtRALF1. Os dadosn silico foram confirmados para todas as 7 subtilasesisebtas. A de
maior expressam silico, AtSBT1.8, mostrou também a banda mais intensanaéise por RT-

PCR (Figura 1B e C). A de menor expressaslico também foi mostrou uma banda de menor
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intensidade no RT-PCR, AtSBT6.1. Nao foi detect@tiracdo significativa da expresséo génica
das subtilases quando comparados o0s niveis desefiprem plantas selvagens e em plantas que
superexpressam AtRALF1. Somente a AtSBT5.3 apresanna pequena reducao na expressao

em plantas superexpressoras do peptideo.
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Figura 1- Selecdo das subtilases com potencial pa@essamento do AtRALF1. (A) esquema das 15 esgifd
mapa da expressdo génica de raizedr@bidopsis segundo Birnbaum et al. (2003). (B). Analise da
expressdo génica através de RT-PCR das 7 subtitmdesionadas e do AtRALF1 em raizes de
Arabidopsis selvagem e em plantas que superexpressam AtRACFAfalise da expressdo génica
silico das 23 subtilases candidatas e do peptideo AtRADHIa regido do desenvolvimento radicular 111,

Setas indicanas sete subtilases seleciona
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4.2 Determinacdo da localizagdo subcelular das sulbses selecionadas através de fusfes
proteicas com a proteina verde fluorescente (GFP)

Plantas deArabidopsis transformadas geneticamente com vetores conteadsgenes
formados pelas subtilases selecionadas fusionagesteina repérter GFP foram utilizadas para
determinagdo da localizagcdo subcelular. SementesArdbidopsis selvagem e linhagens
transgénicas de primeira geracdo foram avaliadasmgoroscopio confocal apds 36 horas da
germinacdo. Foram obtidos e avaliados 5, 5, 4, 9, & 6 eventos independentes das linhages
35S:AtSBT5.3:GFP, 35S:AtSBT1.4:GFP, 35:AtSBT2.6:GFP 35S:AtSBT1.7.GFP,
35S:AtSBT6.1:GFP, 35S:AtSBT4.12:GFP e 35S:AtSBTARP, respectivamente.

Raizes dérabidopsis selvagem ndo mostraram nenhuma fluorescénciaomagcées em
gue as plantas transgénicas foram avaliadas (FAAH#BY). Plantas transformadas com a subtilase
AtSBT5.3 fusionada a GFP mostraram fluorescéncia estnuturas que se assemelham ao
complexo de Golgi (NELSON; CAAIl; NEBENFUHR, 2007também no apoplasto (Fig 2C-D,
seta em 2C indica provavel complexo de Golgi e seta2D indica plasmolise). Raizes de
plantas superexpressando AtSBT1.4 fusionada a GdeRliza a proteina no reticulo
endoplasmatico (RE), porém né&o foi visualizada rlsoéncia no apoplasto sugerindo que a
mesma nao € secretada (Figura 2E-F). A fluoresaéras células por vezes mostrou um padréo
difuso (Figura 2F). Um padréo difuso pode ser iativo da presenca da GFP no citosol, porém,
GFP no citosol apresenta um tropismo muito grarata p nucleo (CHIU et al., 1996), como
nunca foi visualizada fluorescéncia no nacleoparétscéncia difusa foi também atribuida ao RE.
A subtilase AtSBT2.6 quando fusionada a GFP moatraypadrdo semelhante a AtSBT5.3, ou
seja, formacédo de estruturas semelhantes ao comng&exsolgi e presenca de fluorescéncia no
apoplasto (Figura 2G). Para essas plantas ndo fobéidas imagens de células plasmolisadas. O
mesmo padréo observado para a AtSBT1.4 foi visaddizcom a AtSBT1.7 fusionada a GFP
(Figura 2H-1), a proteina foi detectada no RE més no apoplasto. Quando a AtSBT6.1
fusionada a GFP foi visualizada no microscépio ccalf observou-se a presenca de
fluorescéncia em estruturas semelhantes ao comgkexolgi e também no apoplasto de células
plasmolisadas, padrao semelhante a AtSBT5.3 e AR2SB(Figura 2J-K).
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GFP GFP+Plasmoélise GFP GFP+Plasmoélise

il

Figura 2 - Localizagdo subcelular das subtilases @@roteina verde fluorescente (GFP). (A-B) cdat(at). (C-D)
35S:AtSBT5.3:GFP. (E-F) 35S:AtSBT1.4:GFP. (G) 3%BBT2.6:GFP. (H-l) 35S:AtSBT1.7:GFP. (J-K)
35S:AtSBT6.1:GFP. (L-M) 35S:AtSBT1.8:GFP. (N-O) 3885BT4.12:GFP. Plantas de Arabidopsis,

com os vetores contendo os transgenes mostramizra facalizagdo das subtilases. Barra = 20u

Padrdo semelhante também é observado em plantasugeeexpressam AtSBT1.8 e
AtSBT4.12, ambas mostram fluorescéncia em estruigua lembram o complexo de Golgi para
ATSBT4.12 (Figura N), reticulo endoplasmatico (Rfara AtSBT1.8 (Figura L) e em células

plasmolisadas aparecem no apoplasto para ambasg 2l e O).
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Embora ndo tenha sido feita uma avaliacdo quamétatas plantas transgénicas que
superexpressam as subtilases fusionadas com @nprogéporter GFP, ndo foi detectado nenhum

fendtipo que as diferenciasse das planta&rebidopsis selvagens. (Apéndice B)

4.3 Anadlise de mutantes com baixa expressao ou nates nas subtilases potencialmente
envolvidas no processamento do AtRALF1

Com o objetivo de avaliar os efeitos da auséncm diferentes subtilases candidatas
responsaveis pelo processamento, linhagens nocpategnsercdo de T-DNA derivadas da

colecdo do instituto SALK http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexprestoram solicitadas e

avaliadas. Das 7 subtilases selecionadas, foraidasblinhagens nocautes por insergcédo de T-
DNA para os genes AtSBT1.8, AtSBT4.12, AtSBT5.35BT1.4, AtSBT2.6 e AtSBT6.1. Um
diagrama com a localizagdo das insercOes de T-DArA pada uma das linhagens obtidas é
mostrado na Figura 3A. A presenca do T-DNA foi conpda pela auséncia de expressao
génica para cada uma das subtilases (Figura 3B)ei®e para uma subtilase, AtSBT1.7, néo foi
encontrada uma linhagem nocaute por insercdo deNA-CPara a SBT1.7 foi feita uma
construcdo génica para geracdo de RNA dupla fitoressequente silenciamento. Dezenove
linhagens transgénicas foram obtidas e, com base miveis de expressdo, duas foram
selecionadas, T2-L3(6) e T2-L4(2). Na Figura 3Cdstrado o resultado da analise da expressao
por RT-PCR do gene AtSBT1.7 em ambas linhagensudrq uma forte banda € observada em
uma planta selvagem (wt), na linhagen T2-L3(6) éatetectada a expressdo do gene e na T2-
L4(2) ocorre um silenciamento parcial. A deteccd@ene AtRALF34 ¢ utilizada como controle
da sintese do cDNA. Apds a confirmacdo dos nocauteshagens RNAI procedeu-se a analise
fenotipica das linhagens. Nao foi observada dif@esignificativa quanto ao crescimento de

raizes nas linhagens nocaute ou nas linhagensisitias (Figura 3D).
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Figura 3- Linhagens nocaute por insercdo de T-DNfe daixa expresséo génica para as subtilasesosaldas.
(A) Esquema com a representacdo dos genes daksedte os pontos de inser¢do do T-DNA (triangulo
invertido). Blocos cinzas representam as regides35nao traduzidas. Blocos pretos representamsexo
tragos introns. (B) Analise da expresséo génicaRbiPCR das linhagens nocaute por insergcdo de T-
DNA. Iniciadores especificos para cada uma dasatjahs nocaute indicadas acima de cada canaleta
foram utilizados. Os cDNAs foram gerados a pairRNA de plantas selvagens (wt) e plantas nocaute
(SalkT-DNA). Iniciadores especificos para o geneP®GA foram utilizados como controle positivo para
a sintese do cDNA de plantas nocaute (GAPDH). (@jlide da expressao génica do AtSBT1.7 em duas
plantas silenciadas, T2-L3(6) e T2-L4(2). O genBAtF34 foi utilizado como controle para a sintese d
cDNA (D) Fendtipos representativos das linhagensante por insercdo de T-DNA e da linhagem

silenciada para o gene AtSBT1.7, T2-LB(6
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4.4 Hibridagdes entre plantas superexpressoras ddRALF1 (35S:AtRALF1) e as linhagens
nocaute ou de baixa expressao para as subtilasekesmnadas

Plantas que superexpressam o prepropeptideo AtRARSI:AtRALF1) possuem um
fenotipo semi-ando como uma caracteristica e aaeatinibicdo do crescimento das raizes.
Plantas transformadas com a mesma construcao, ueafim modificadas de maneira a nao
processar o prepropeptideo (35S:AtRALF1-A69) passtendtipo idéntico ao tipo selvagem
(MATOS et al.,, 2008). Com base nessa relacdo emoeessamento do prepropeptideo e
presenca do fendtipo de inibicdo de raizes, elabseouma estratégia para identificar a subtilase
responsavel pelo processamento. A estratégia édms® fato de que se o prepropeptideo
AtRALF1 estiver sendo superexpresso, como € o dagdantas 35S:AtRALF1, na auséncia da
convertase(s) especifica(s) para o seu processaneefenotipo das plantas deve ser selvagem e
nao semi-ando. Procedeu-se entdo o cruzamentmbagdns nocaute e de baixa expressdo com
a 35S:AtRALF1. A obtencdo de uma planta de fendtipomal, porém superexpressora do
AtRALF1 e nocaute para uma subtilase, seria evidéde que a subtilase em questdo estaria
envolvida no processamento do AtRALF1. Metodolog@melhante foi utilizada para a
identificacdo da subtilase que processa AtRALFRBIVASTAVA et al., 2009). Foram feitos,
em média, 25 cruzamentos entre plantas nocauteeobacka expressdo das subtilases com
plantas 35S:AtRALF1. As plantas 35S:AtRALF1 forafilizadas em todos cruzamentos como
doadoras de poélen para simplificar a identificag@glantas hibridas nas gerac¢des seguintes. Na
tabela 1 estdo o niumero de plantas F1 obtidas dke @azamento e o niumero de plantas F2
avaliadas. Essas Ultimas confirmadas para sup&ssgo do AtRALF1 e auséncia de expressao
da convertase por RT-PCR. Hibridagbes dos nocgatesas subtilases AtSBT1.8 e AtSBT4.12
com plantas superexpressoras do AtRALF1 gerarantgdd1 com dificuldades no crescimento,
razao pela qual ndo foram levadas para a geracéBadf@ as demais cinco subtilases obteve-se

sucesso nos cruzamentos e procedeu-se a analfeencemplanejado.
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Tabela 1 - Distribuicdo de cruzamentos realizaduse elinhagens nocautes ou de baixa
expressao e 35S:AtRALF1

Total de plant./ Total de plant. F1 Total de plant. F2 Total de plant. F2

C? g} cruzamento  confirmadas por Avaliadas confirmadas por
F1 PCR por PCR PCR

Salk 097923 9 4 20 4

- Salk 020799 10 5 -- --

é Salk_068944 3 20 4

g X Salk_045125 4 -- -
g Salk 147962 12 5 20
@ Salk 125788 4 20
RNA: - Linh. 3(6) 8 2 20

Plantas hibridas F2 que apresentaram a presengaudeulos elevados de transcritos
AtRALF1(35SAtRALF1) e auséncia da expressdo dastilasbs AtSBT6.1, AtSBT5.3
mantiveram um fenotipo normal nas raizes comparadas 0s controles selvagens e plantas
35S:AtRALF1 (Figura 4A). O desenvolvimento das eaizdos hibridos F2 sugere que as
subtilases AtSBT6.1 e AtSBT5.3, ambas, estdo erdadvno processamento do prepropeptideo
AtRALF1. Plantas hibridas F2 que na auséncia daslases mantiveram o mesmo fendétipo de
plantas superexpressoras do AtRALF1, caso daslasésti AtSBT1.7, AtSBT1.4 e AtSBT2.6,
sao indicativas de que essas subtilases ndo particilo processamento (Figura 4A). A analise
da expressado por RT-PCR dos hibridos mostra a exjessao do gene AtRALF1 em nivel
igual a de plantas 35S:AtRALF1 e a auséncia daessfo das respectivas subtilases (Figura 4B).

Iniciadores para o gene GAPDH foram utilizados camatrole da sintese do cDNA.
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Figura 4 - Analise dos hibridos F2 dos cruzamesmtttse mutantes nocaute ou plantas de baixa expreksa
subtilases e plantas que superexpressam o genelLAfRAA) Plantas F2 crescidas por 20 dias em
placas verticais. Arabidopsis selvagem (wt) e sexmessoras do AtRALF1 (35S:AtRALF1) foram
colocadas para comparacdo. Barra=1cm (B) Analisexgeesséo génica por RT-PCR feita nas raizes
das plantas F2, resultado dos cruzamentos. (C)ndé expressao génica por RT-PCR feitas em raiz de
Arabidopsis selvagem (wt) e superexpressoras do AtRALF1
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5 DISCUSSAO

5.1. Selecéo e localizag&o subcelular das subtilsse

Nosso esforgco em encontrar subtilases que estejaolvelas no processamento
do prepropeptideo AtRALF1, partindo de um genontaneslo em 25000 genes, comega com a
identificacdo emArabidopsis, de uma familia de proteases do tipo subtilasemdda por 56
membros (RAUTENGARTEN el al., 2005). A predicdo selblar associada a andlise detalhada
da expressao génica em raizesAdabidopsis (BIRNBAUM et al., 2003) permitiu a reducéo do
numero de subtilases candidatas de 56 para 7 &igAuB). A expressao génica das subtilases,
tanto em plantas selvagens quanto em plantas 38ALAL, ndo apresentou diferencas
significativas. Esse resultado indica que a supeessdo do prepropeptideo AtRALF1,
provavelmente ndo leva a superexpressao da enespansavel pelo seu processamento (Figura
1B). A fusdo com a proteina reporter (GFP) pern@titabelecer os locais para onde as subtilases
sao direcionadas. Assim, a subtilase AtSBT5.3 élilada no Golgi (Figura 2C), proteina que
ainda nado foi reportada nessa organela. Neutebdoah €1999) mostraram que a subtilase
AtSBT5.3 desempenha uma atividade catalitica nadeacelular, debilitando as conexdes entre
as células que promovem a emergéncia lateral destalEssa subtilase pertence a fanfilia3
(Root Induced Auxin), um fator que responde aos estimulos externasixiea. A visualizagdo da
proteina no apoplasto confirma que ela é expogtada parede celular (Figura 2D). Observacoes
similares foram feitas nas subtilases AtSBT6.1 8BAt2.6. Liu et al. (2007) mostraram que a
subtilase AtSBT6.1 estéa relacionada a respostataesse salino, catalisando o processamento de
uma proteina precursora do fator transcricionaZi7. As subtilases AtSBT1.8 e AtSBT4.12
sao exportadas para o apoplasto (Figura 2M e 2fQssivelmente localizadas no Golgi em
AtSBT4.12 (Figura 2N) e no reticulo endoplasma(iemura 2L). Estudos recentes mostraram
gue a subtilase AtSBT4.12 sob a regulacdo do G, proteina reporter, € ubiqua no xilema de
pelos radiculares (KUROHA et al., 2009). Aplicac@®genas de metil jasmonato tornam ela
mais ativa atribuindo a ela uma funcdo na respastastresse. Outro grupo é formado pelas
subtilases AtSBT1.4 e AtSBT1.7, que localizam-se RB e, segundo nossa avaliacao

microscopica, ndo séo secretadas, a presenca gimainde retencdo no RE néo foi detectada.



52

A superexpressdo das subtilases fusionadas comoteina reporter GFRao
apresentam fenotipos distintos de plantas selva@®péndice B). Isso pode indicar tanto a
auséncia de efeito associado a uma maior presescaulbtiases quanto a talvez a inatividade

das subtilases uma vez fusionadas a GFP.

5.2. Mais de uma subtilase € responséavel pelo pregsamento do prepropeptideo AtRALF1

Na procura da subtilase envolvida no processandmitRALF23, Srivastava et
al. (2009) mostraram que a subtilase AtSBT6.1 estemvolvida no processamento do
AtRALF23. Além da descoberta foi também previste qu subtilase também poderia estar
envolvida no processamento de outras isoformaayésrdo reconhecimento do sitio dibasico
RRILL, conservado e presente em outras isoformas ¢amo AtRALF1, AtRALF22 e
AtRALF33. Nossos resultados confirmam essa preyis@mbém acrescentam que existe a
participacdo de outra subtilase, algo comum enersss animais (CANAF et al., 1999). Esse
fato foi comprovado em hibridos F2 que apresentaséracia da convertase (AtSBT6.1 ou
AtSBT5.3) e superexpressad da isoforma AtRALF1yFg 4A e 4B). Essas plantas apresentam
um desenvolvimento radicular normal, maiores quepdantas superexpressoras do peptideo
AtRALF1. A auséncia do fenotipo de inibicdo de eaiZ causada pela auséncia das convertases
que néo clivam o prepropeptideo, consequentemagddjberando o peptideo ativo (PEARCE et
al., 2001b; MATOS et al., 2008). Um fato curiosogée, se ambas sdo responsaveis pelo
processamento, 0 que se esta visualizando em teten@ésndtipo € ainda pelo menos parcial,
visto que os nocautes s&o individuais e ndo falaatestado o duplo mutante.

Os resultados aqui apresentados permitem sugegirag subtilases AtSBT6.1 e
AtSBT5.3 sdo responsaveis pelo processamento dpeptideo AtRALF1. Evidéncias
conclusivas poderdo ser obtidas com a avaliacdacdoulo do propeptideo AtRALF1 nas
plantas hibridas, com a incapacidade (parcial @) das fragcbes microssomais dos respectivos
nocautes processarem vitro o propeptideo e também com a analise fenotipieagtga e
proteica do duplo mutante para AtSBT6.1 e AtSBT5.3
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6 CONCLUSOES
- As proteases do tipo subtilases aqui investigadagsantam diferentes localizagGes
subcelulares que variam desde uma aparente retemgd®E ou Golgi até a secre¢cdo no

apoplasto.

- O processamento de preprohormonios vegetaissmmr do que ocorre em animais, pode ser

realizado por mais de uma enzima do tipo subtilase.

-As subtilases AtSBT6.1 e AtSBT5.3 estdo envolvidasprocessamento do prepropeptideo
AtRALF1.
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APENDICE A - Hibridac&o. (A) Selecdo do bot&o floral. (B) Emdacéo. (C) Insercédo da
microponteira contendo pélen maturo. (D) Desenwodvnito da silica. (E)

Formacédo de sementes. (F) Maturacao da silica
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APENDICE B - Fenotipo das subtilases fusionadaotefna reporter GFP

35S:AtSBT2.6:GFP 35S:AtSBT5.3:GFP 35S:AtSBT4.12:GFP 35S:AtSBT1.8:GFP

35S: AtSBT1.7 :GFP 35S: AtSBT1.4:.GFP 35S:AtSBT6.1:GFP
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APENDICE C - Sequéncia de iniciadores e terminaslatiizados para analise de expressio das

subtilases em linhagens nocaute ou de baixa edaress

qPCR-At2g04160 F GTGTTTATGTCGCGGTGAAG
qPCR-At29g04160 R CCACAATGGGACTTCTCACA
qPCR-At2905920 F CGTTTAAAAGCGTGGGAGAG
qPCR-At2905920 R ATGCAACGGGACTTCTCACT
qPCR-At3914067 F AAGGAGAAGAGCGTGTTGGA
qPCR-At3914067 R TGTTCACCGTCTGTCCATTC
qPCR-At4930020 F AATCGCCATCGAAGTGAGTC
qPCR-At4g30020 R CCTCGGCTTCCTTTCAATGT
qPCR-At5919660 F TACCCGGTTATCATGGCATT
qPCR-At5919660 R ATTGAAAAGGCCTCCCAGAG
qPCR-At5959090 F TAGCATCAAGGTCACGCCTA
qPCR-At5959090 F ATGGGTACCGTCAGACCAAA
qPCR-At5967360 F CAGGAGTCAAGATTTCGGTTG
qPCR-At5g67360 R CCCATCCGACCATTCAATAC



