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RESUMO

A inibicdo da expansao celular causada pelo peptideo AtRALF1 € dependente
de etileno

Peptideos de sinalizacdo ou hormonais desempenham papéis importantes
nas plantas por serem determinantes no crescimento, desenvolvimento e defesa.
RALF é um peptideo ubiquo no reino vegetal e na planta modelo Arabidopsis
thaliana os peptideos RALF formam uma familia multigénica de 37 membros alguns
com expressao génica tecido-especifica e outros com expressdo em toda a planta. A
isoforma AtRALF1 é a mais estudada e € expressa principalmente na raiz e no
hipocétilo. Uma das funcbes deste peptideo é a regulacdo da expansao celular, um
processo que também envolve auxina, giberelina, etileno, brassinosterdides e
citocininas. O objetivo deste trabalho foi estudar a relagdo entre o AtRALF1 e o
horménio etileno, principalmente na expanséao celular e alcalinizacdo celular que sao
efeitos caracteristicos do peptideo. AtRALF1 inibe o crescimento da raiz primaria
porém plantas de arabidopsis tratadas simultaneamente com o peptideo e inibidores
da biossintese ou percepcédo de etileno ndo tiveram o crescimento de suas raizes
inibido. Etileno induz a deposicdo de calose e plantas selvagens expostas ao
AtRALF1 e plantas que super-expressam AtRALF1 exibiram depdsito de calose nas
células da ponta da raiz. Curiosamente, quando a alcalinizacdo do meio de células
em suspensao induzida por AtRALF1 foi avaliada perante o aumento da producao
de etileno ou perante o bloqueio de sua sintese ou percepc¢ao, ndo foi observada
alteracdo na resposta. Os resultados aqui apresentados demonstram que a resposta
de inibicdo da expanséao celular ocasionada por AtRALF1 é dependente de etileno e
sugere que os efeitos de alcalinizagdo do meio extracelular e da inibicdo do
crescimento da raiz primaria estédo dissociados.

Palavras-chave: RALF; Expansao celular; Calose; Producéo de etileno; Alcalinizacao
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ABSTRACT

The inhibition of root growth caused by AtRALF1 is ethylene-dependent

Peptide hormones or signaling peptides play important roles that determine
growth, development and defense in plants. RALF is a ubiquitous peptide in the plant
kingdom and in model plant Arabidopsis thaliana comprises a multigene family of 37
members, some of them with tissue-specific gene expression and others that are
expressed throughout the plant. AtRALF1 isoform is the most studied and is
expressed in roots and hypocotyls. One of the peptide functions is the negative
regulation of cell expansion, a process also controled by auxin, gibberelin, ethylene,
brassinosteroids, cytokinin. The aim of this work was to study ethylene and AtRALF1
peptide relation, mainly in the cell alkalinization and inhibition of cell expansion
responses that characteristic of the peptide. AtRALF1 inhibits root growth but
simultaneous treatment with both AtRALF1 and inhibitors of the ethylene perception
or biosynthesis show no inhibition on root growth. Ethylene increases callose
deposition and wild-type plants treated with AtRALF1 or plants overexpressing the
AtRALF1 gene show increased callose plate formation on root tips. Curiously, when
the extracellular alkalinization induced by AtRALF1 was evaluated against ethylene
production or against ethylene inhibitors, no alteration was observed. The data
presented here reveal that the cell expansion inhibition caused by AtRALF1 is
ethylene dependent and suggest that the extracellular alkalinization response and
root growth inhibition are dissociated.

Keywords: RALF; Cell expansion; Callose; Ethylene production; Alkalinization
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1 INTRODUCAO

As plantas recebem estimulos enddégenos, horménios, e exdgenos, sinais
ambientais, que controlam seu crescimento e desenvolvimento. Peptideos
hormonais sdo pequenas proteinas que funcionam como moléculas de sinalizacao
celular em diversos processos fisiolégicos das plantas. (MOURA; SILVA-FILHO,
2006; MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 2006; FUKUDA; HIGASHIYAMA, 2011;
KATSIR et al., 2011; ALBERT, 2013).

O fator de alcalinizagdo rapida, ou RALF do inglés Rapid ALkalinization
Factor, € um peptideo que esta envolvido na regulacdo da expansdo celular
(MATOS et al., 2008; MINGOSSI et al., 2009; HARUTA et al., 2014; BERGONCI et
al., 2014). No genoma de arabidopsis os peptideos RALF constituem uma familia
multigénica composta por 37 membros que codificam diferentes isoformas do RALF,
AtRALFs, podendo estes ter elevada ou baixa expressédo, ou ainda, expresséo
tecido-especifica ou ubiqua (MOURA,; SILVA-FILHO 2006; LAMESCH et al., 2012;
MORATO DO CANTO et al.,, 2014). O primeiro RALF isolado foi purificado de
extratos protéicos de folha de tabaco utilizando-se do ensaio de alcalinizacdo do
meio extracelular de suspensdes celulares (PEARCE et al., 2001). Atualmente, as
atividades biolégicas deste peptideo incluem a inibicio do crescimento e
alongamento da raiz e hipocotilo, inibicdo do crescimento do tubo polinico,
alcalinizacdo do meio extracelular, mobilizacdo de calcio e inducdo de uma quinase
ativada por mitégeno (MAPK) (PEARCE, et al., 2001; MATOS, et al., 2008; HARUTA
et al., 2008; MINGOSSI et al.,, 2010; COVEY et al., 2010). A isoforma AtRALF1
apresenta expressao génica em raiz e hipocétilo, alcaliniza o meio extracelular, inibe
a expansao celular e induz genes envolvidos com rearranjo da parede celular
(MORATO DO CANTO et al., 2014; BERGONCI et al., 2014).

Ainda pouco se sabe sobre o efeito ou a dependéncia das atividades
bioldgicas do peptideo RALF com relacdo a outros horménios vegetais. Assim, o
objetivo deste trabalho consistiu em investigar a relacdo entre AtRALF1 com o
horménio etileno, analisando se ha dependéncia entre eles e, principalmente, qual o
papel do etileno nas respostas do peptideo AtRALF1 na expansdo celular e

alcalinizacdo do meio extracelular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Peptideos RALF

2.1.1 Descoberta e estrutura do peptideo

Para o desenvolvimento de seres multicelulares ha varios componentes que
se relacionam para coordenar 0s inimeros processos envolvidos. Neste sentido, a
comunicacgdo intercelular é essencial e desempenha um papel importante em
processos basicos como o desenvolvimento, crescimento, defesa e reproducao.
Desde sua descoberta em plantas no inicio da década de 90, os peptideos de
sinalizacdo ou hormonais tem se mostrado cada vez mais importantes na regulacéo
da defesa, reproducdo e desenvolvimento vegetais (RYAN et al, 2002,
MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 2006; MOURA,; SILVA-FILHO, 2006; SUGANO et al.,
2010).

Durante uma tentativa de isolar o peptideo hormonal sistemina de plantas de
tabaco, um outro peptideo que causava uma rapida e forte alcalinizacdo do meio
extracelular de suspensdes celulares sem, no entanto, induzir uma resposta de
defesa, foi isolado (PEARCE et al., 2001). Os peptideos RALF séo ubiquos no reino
vegetal, tendo sido encontrados em todas as espécies vegetais em que foi
pesquisado incluindo vegetais superiores e inferiores (MOURA; SILVA-FILHO;
2006).

Utilizando-se de homologia de sequéncia, os 37 membros da familia RALF de
arabidopsis podem ser organizados em trés grupos principais: I, II, Il (Figura 1).
Baseado em dados de expressao génica in silico, essas 37 isoformas apresentam
tanto expressao tecido-especifica quanto ubiqua (Figura 2). A isoforma
originalmente isolada de tabaco, quando utilizada na analise de similaridade de
estrutura primaria juntamente com as isoformas encontradas em arabidopsis, forma
um grupo com nove isoformas compreendendo um sub-grupo da familia Il (Figura 1)
(MORATO DO CANTO et al., 2014).
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Figura 1 - Arvore de semelhanca de estrutura primaria dos RALFs encontrados em arabidopsis. O
RALF de tabaco foi incluido para comparacdo (NtRALF). Os peptideos estédo organizados
em trés grupos |, II, lll e o grupo llla apresenta os 9 peptideos de arabidopsis com as
caracteristicas conservadas da isoforma de tabaco. (Fonte: Guerreiro-Abad JC e MOURA
DS (Dados ndo publicados)

O peptideo RALF isolado primeiramente de tabaco possui 49 aminoacidos e é
derivado de um precursor maior. Seu precursor € uma pré-pro-proteina de 115
aminoacidos que pode ser separada em trés regides distintas: uma porcdo N-
terminal que apresenta uma sequéncia de direcionamento para a via secretoria de
23 aminoé&cidos, uma regido intermediaria de funcdo desconhecida com 43
aminoacidos e a regido da porcdao C-terminal que compreende o peptideo
biologicamente ativo de 49 aminoacidos (Figura 3A). O peptideo maduro (49

aminoacidos) apresenta duas caracteristicas essenciais para a atividade: o motivo -
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YISY- e quatro cisteinas que formam duas pontes dissulfeto. Outra caracteristica da
estrutura priméria do precursor € a presenca de um sitio dibasico, dupla arginina,
envolvido no reconhecimento da enzima responsavel pelo processamento do
precursor (PEARCE et al., 2001; MATOS et al., 2008; SRISVASTAVA et al., 2009)
(Figura 3B).

Pélen maduro
AtRATF25 (89,70%)
ARALF4 (87,21%)
AtRATLF26 (89,49%)
ARALF17 (71,63 %)
AtRATF14 (2745%)

Siliqua
AtRATF18 (26,03%)
AtRATF28 (41,47%)

Inflorescéncia
&= ARALF34 (21,76%)
f AtRALF31 (20,69%)
AtRATF28 (29,36%)
ARATF18 (2041%)

<

Roseta \

AIRATF34 (17,03%)
AIRATF33 (40,06%)
AIRATE23 (31,15%)
ARALF2 (1920%) B

Hipocétilo
ARATF24 (21,77 %)
< AtRATLF34 (27 02%)
AtRALF31(24,85%)

Raiz
AR ALF33(23,17%) AIRALEL 426,21%)
AR ALF22 (5246%)
AR ALF32 (6631%) Raiz
ARALF1 (6788%) AR ALF14 (25,10%)
ARATF27 (93.22%) AtRATF31(30,35%)
_ AR ALE24 (24 65%)
o8 AtRATF34 (19,76%)
AR ALF23 (16 32%)

Figura 2 - Nivel de expresséo dos genes que codificam as isoformas de RALF em arabidopsis. A
porcentagem mostrada de expressdo dos RALFs em diferentes 6rgaos é em relacdo a
expressao total

Fonte: Guerreiro-Abad JC e Moura DS (Dados nao publicados)

A regido contendo o motivo -YISY- é essencial para a atividade de
alcalinizagdo. A isoleucina no motivo —YISY-, um aminoacido hidrofébico, quando
trocada por uma alanina, prejudica a alcalinizacdo do meio (PEARCE et al., 2010).
Da mesma maneira, quando a leucina da posicado 11 do peptideo € substituida por

uma alanina também compromete a atividade do peptideo.
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A
N C
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B

|
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|

GAQANPYSRGCSAITRCRS J
Fi—

Figura 3 - Precursor do peptideo RALF. (A) Esquema do precursor pré-pro-proteina do peptideo
RALF. (B) Estrutura primaria da pre-pro-proteina precursora do NtRALF indicando o sitio
dibasico (dupla arginina), o peptideo maduro sublinhado mostrando o motivo YISY e as
pontes dissulfeto formadas pelas cisteinas

2.1.2 Atividades bioldgicas

Das atividades biolégicas que o peptideo RALF possui, a alcalinizacdo rapida
do meio extracelular de células em suspenséo foi a primeira a ser observada e foi a
gue ocasionou sua descoberta. Além de induzir a alcalinizacdo, o peptideo RALF
causa o aumento de Ca®* no citosol, a ativacdo de forma rapida de uma quinase
ativada por mitbgeno (MAPK) e a inibicdo do crescimento da raiz primaria e do
hipocotilo (PEARCE et al., 2001; MATOS et al., 2008; HARUTA et al., 2008).

Nove peptideos RALF de arabidopsis foram obtidos através de expressao
heteréloga em Escherichia coli e suas atividades biologicas foram investigadas nos
ensaios de inibicdo de raiz, expansdo do hipocotilo, alcalinizacdo e mobilizacdo de
calcio (MORATO DO CANTO et al., 2014). Todos os peptideos produzidos,
AtRALF1, 4, 19, 22, 23, 24, 31, 33 e 34, apresentam as caracteristicas de estrutura
primaria essenciais para a atividade do peptideo RALF e somente o AtRALF4 néo foi
capaz de inibir o crescimento da raiz e hipocatilo, sendo contudo, capaz de inibir o
alongamento do tubo polinico (MORATO DO CANTO et al., 2014).
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Em estudos com Nicotiana attenuata, foi observado um aumento do
crescimento de raizes quando a Unica isoforma do peptideo existente nessa
espécie, NaRALF, foi silenciada (WU et al., 2007). Bergonci et al. (2014), ao silenciar
0 gene AtRALF1 (irAtRALF1) em arabidopsis, notaram um aumento do comprimento
das células de raizes e da planta, tornando-as maiores em comparacao as plantas
selvagens, enquanto que plantas que super-expressam o AtRALF1 demonstram um
fendtipo semi-ando com severa reducdo em varios 0Orgdos vegetais quando
comparadas a plantas selvagens (Figura 4) (MATOS et al., 2008). O fendtipo semi-
ando também foi observado na super-expressdo de outras duas isoformas do RALF
de arabidopsis, AtRALF8 e AtRALF23 (SRIVASTAVA et al., 2009; ATKINSON et al.,
2013).

Em cana-de-acucar quando o peptideo é adicionado ao meio de cultivo de
micro-callus ocorre a inibicdo da expanséo celular demonstrada pela auséncia de
células alongadas. Foi observada também a diminui¢do do crescimento de hipocatilo
em plantas crescidas na auséncia de luz e na presenca de AtRALF1 (MINGOSSI et
al., 2010).

Alguns genes envolvidos com rearranjo da parede celular sdo induzidos por
tratamento exdégeno de AtRALF1 e também tem expressao elevada em plantas que
super-expressam AtRALF1 (BERGONCI et al., 2014). Os genes induzidos por
AtRALF1 codificam para: proteinas ricas em prolina, AtPRP1 e AtPRP3, uma
glicoproteina rica em hidroxiprolina, AtHRGP2, e uma proteina xiloglucana
endotransglucosilase, TCH4. Estes genes sugerem que a inibicdo do crescimento da
raiz causada pelo peptideo AtRALF1 poderia ser consequéncia de rearranjo da
parede celular. Uma das hipéteses para a inibicdo da expanséo seria a antecipacao
do enrijecimento celular normal causado pelo tratamento exdégeno com o AtRALF1
(BERGONCI et al., 2014).
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WT 39S:AtRALF1 irAtRALF1

Figura 4 - Fendtipo de plantas que super-expressam (35S:AtRALF1) e silenciam parcialmente
(rAtRALF1) o gene AtRALF1l. Uma planta selvagem Col-0 (WT) € mostrada para
comparacao

Fonte: Bergonci et al. (2014)

2.1.3 Sinalizagao e localizagéo

Recentemente, através da fosfoprotebmica e de plantas de arabidopsis
tratadas com AtRALF1, foram identificadas varias proteinas cuja fosforilacdo é
induzida por AtRALF1. Uma das proteinas identificadas foi a FERONIA. FERONIA é
uma proteina de membrana com dominio quinase que possui um dominio
extracelular denominado de malectina que reconhece AtRALF1. Neste trabalho foi
demonstrado que FERONIA é um dos receptores de AtRALF1 e que induz
fosforilacbes que resultam na inativacdo da bomba de préton-ATPase AHAZ2,
levando a inibicdo do transporte de protons para o apoplasto, aumentando o pH do
meio extracelular (HARUTA et al., 2014). Segundo estes autores a reducdo da
expansdo celular seria consequéncia da elevacado do pH extracelular, contrapondo-
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se a acidez necesséria para a expansdo apregoada pela teoria do crescimento
acido. O mutante com perda de funcdo de FERONIA (fer4) exibe maior atividade de
préton-ATPase e acidifica o meio extracelular rapidamente. Este mutante é
insensivel ao efeito inibitdrio no crescimento de raiz causado por AtRALF1 mas
somente quando as plantas foram tratadas com baixas concentragdes deste
peptideo. Quando fer4 foi tratada com concentracbes maiores (= 2uM), o
crescimento da raiz priméria foi inibido.

Ensaios de localizacdo do gene repoérter GUS quando fusionado ao promotor
de AtRALF1 mostraram acumulo da proteina [-glucuronidase na zona de
diferenciacéo de raizes e mais tarde no hipocotilo (HARUTA et al., 2008). Estudando
transporte de proteinas, o cDNA que codifica o0 RALF de tabaco quando fusionado a
GFP (Green Fluorescent Protein) resultou na localizacéo, inicialmente, no reticulo
endoplasmatico, e, em 5 dias de inoculacao, foi localizado na parede celular. No 7°
dia de inoculacéo apresentou localizacdo apenas na parede celular (ESCOBAR et
al, 2003).

Em Solanum chacoense, cinco isoformas (SCRALF1-5) foram analisadas de
bibliotecas de cDNA de ovario e ovulos fertilizados com expressao diferenciada nos
estagios de desenvolvimento e maturacao dos frutos. Observou-se que a expressao
dos ScRALF1-5 € menor no periodo de polinizacao e fertilizacdo e aumenta durante
o periodo de maturacao dos frutos (GERMAIN et al., 2005).

2.2 Etileno

2.2.1 Via de biossintese do etileno

O etileno (CzH4) € um horménio produzido por todo segmento das plantas
superiores sendo que estresses bidticos e abidticos podem ocasionar aumento da
producdo deste gas (WANG et al., 2002). Este horménio atua restringindo a
expansao celular e tem papel importante na germinagéo, senescéncia, absciséo e
amadurecimento de fruto (ABELES et al., 1992). A triplice resposta séo trés
respostas morfolégicas caracteristicas de plantulas crescidas no escuro e expostas
ao etileno, o qual ocorre a inibicdo do alongamento da raiz e do hipocatilo,
intumescimento do hipocotilo e aumento exagerado da curvatura do gancho apical
em arabidopsis e tomateiro (BLEECKER et al., 1988; GUZMAN; ECKER, 1990).
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O precursor do etileno S-adenosil-metionina (SAM) é sintetizado a partir do
aminoacido metionina e entdo € convertido ao &cido 1-amino-ciclopropano 1-
carboxilico (ACC), na presenca de ar, através da enzima ACC sintase (ACS). O
etileno € produzido a partir de ACC pela acdo da ACC oxidase (ACO). Essas duas
enzimas, ACS e ACO, fazem parte de uma familia multigénica cuja expressédo de
seus membros pode ser alterada por fatores internos ou externos (KENDE;
ZEEVAART, 1997).

O etileno se liga aos receptores presentes na membrana do reticulo
endoplasmatico e assim ativa a sinalizagcéo celular levando a transcricdo de genes
especificos e ativacdo de enzimas culminando nas respostas fisiolégicas da planta
ao etileno (ARSHAD, FRNAKENBERGER; 2002). Em arabidopsis ha 5 receptores
de etileno, ETR1 (ETHYLENE RESPONSE1l), ETR2, ERS1 (ETHYLENE
RESPONSE SENSOR1), ERS2, EIN4 (ETHYLENE-INSENSITIVE4), (CHANG et al.,
1993; HUA et al.,1998; KENDRICK; CHANG, 2008 ; CHEN et al., 2002).

Na auséncia do etileno os receptores estdo ativos, reprimindo as respostas do
etileno através da interacao/ativacdo da proteina CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE-
RESPONSE1) a qual age como um regulador negativo na via de sinalizagdo de
etileno. CTR1 atua na transducédo de varios sinais externos de regulacdo, nas rotas
de sinalizagdo de desenvolvimento e fosforila 0 dominio C-terminal da proteina EIN2
(ETHYLENE-INSENSITIVE2) (ALONSO et al., 1999; GAO et al., 2003; KIEBER et
al.,, 1993; JU et al., 2012). Mutantes de CTR1 exibem fendétipo de resposta
constitutiva ao etileno porque na presenca do etileno os receptores param de
reprimir essas respostas desativando a CTR1 (KIEBER et al., 1993). CTR1 inativa
EIN2 fosforilando o C-terminal desta. O nivel de EIN2 é negativamente regulado por
duas proteinas F-box ETP1/ETP2 (EIN2 TARGETING PROTEIN1/2) via
proteassomo 26S. O etileno inibe a degradacéo de EIN2 (QIAO et al., 2009) assim,
EIN2 aciona a familia EIN3/EIL1 (ETHYLENE INSENSITIVE3 / ETHYLENE-
INSENTITIVES3-LIKE1) presentes no nucleo celular que normalmente sdo marcados
para degradacdo por outras proteinas F-box EBF1/2 (EIN3-BINDING F-BOX
PROTEIN1/2) (CHAO et al., 1997). Mutagbes na proteina F-box EBF2 levam ao
acumulo de proteina EIN3 aumentando a resposta ao etileno (WANG et al., 2009).
EIN3/EIL1 se ligam ao elemento de resposta ao etileno primario (ERE) levando a
inducdo de ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR) que faz a transcricdo de
genes responsivos ao etileno (SOLANO et al., 1998).
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2.2.2 Regulacéo da expanséo celular pelo etileno

Em poucos minutos de exposicdo ao etileno ou ao ACC, hd um bloqueio na
expansao celular da raiz de arabidopsis consequéncia da falta de expansao celular
(LE et al., 2001). O excessivo acumulo de espécies reativa de oxigénio (ROS) no
apoplasto de plantas tratadas com ACC resulta no aumento da atividade de enzimas
como peroxidases e NADPH oxidases, envolvidas na producdo de ROS que é
crucial para limitar o alongamento celular (BOLWELL et al., 2002; FOREMAN et al.,
2003).

A producdo de ROS no apoplasto também pode causar o crosslink de
proteinas da parede celular tais como as glicoproteinas ricas em hidroxiprolinas
(HRGPs) que também estdo relacionadas ao mecanismo da restricdo do
alongamento celular (BRISSON et al., 1994; IIYAMA et al., 1994; KNOX, 1995).

O termo HRGPs é usado para identificar 4 grupos majoritarios de proteinas que
compdem a parede celular: extensinas (EXT), lectinas solanaceas e proteinas
arabinogalactanas (GRPs), proteinas ricas em prolina (PRPs) (SHOWALTER, 1993).

Além das modificacdes da parede, alteracdes no transporte simplastico foram
consideradas importantes no controle do alongamento da raiz (ROBERTS;
OPARKA, 2003). Deposicao de calose (1—3)-B-glucan no plasmodesmo é um dos
meios de inibicdo do transporte simplastico em trigo (Triticum aestivum) (SIVAGURU
et al., 2000). Cnodder et al. (2005) descreve uma forte deposicdo de calose em
plantas mutantes de eto2 (ETHYLENE-OVERPRODUCER?2) que produz etileno em

€XCesSSO.

2.3 Peptideo RALF e suarelacdo com outros horménios vegetais

Pouco se sabe sobre o peptideo RALF e sua relagdo com outros horménios
vegetais. Em 2003, Haruta e Constabel reportaram que células em suspensao de
alamo (Populustrichocarpa x Populusdeltoides) tém os genes de RALF inibidos
guando tratadas com metil jasmonato enquanto que o tratamento com 0s horménios
belziladenina e &cido naftaleno acético ndo causaram efeito significativo na
expressao de genes RALF.

Em arabidopsis, plantas tratadas com Brassinolide (BL) diminuem a

expressdo do gene AtRALF23 e plantas que super-expressam o0 AtRALF23
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adquirem insensibilidade ao tratamento com BL, ndo apresentando hipocotilo
alongado como esperado (SRIVASTAVA et al., 2009). Em estudos semelhantes foi
demonstrado que o gene AtRALF1 nédo é reprimido pelo tratamento com BL, porém
plantas que super-expressam AtRALF1 s&o insensiveis a BL, ndo apresentando as
respostas tipicas ao tratamento com este horménio (BERGONCI et al., 2014). Além
disso, genes da via de biossintese de brassinosteréide que s&o reprimidos por BL
foram induzidos por AtRALF1 (BERGONCI et al., 2014; HATURA et al., 2014).
Haruta et al. (2014) demonstraram que em arabidopsis 0 AtRALF1 altera o
perfil de genes envolvidos na via de auxina, giberelina e etileno. AtRALF1 induz os
genes ERF6, 13 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR) que codifica para um fator de
transcricdo na via de transducdo de sinal do etileno e esta isoforma também induz
ACS6, 11. Mutantes ein3-1 (ETHYLENE-INSENSITIVE3) apresentam maior nivel de
expressdo do gene AtRALF8, sendo totalmente insensiveis ao etileno (ATKINSON et
al., 2013). SUN et al (2015) demonstraram que AtRALF23, 31 e 33 sdo induzidos por

etileno.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal e condi¢gfes de crescimento

Plantas selvagens (wt) de Arabidopsis thaliana ecétipo Columbia (Col-0)
foram crescidas sob 16h de luz (200umol/m?s) e 8h de escuro a 22°C e 18°C,
respectivamente, em camaras Conviron ATC26. Sementes de arabidopsis foram
cultivadas em placas de Petri plasticas estéreis contendo meio de cultura MS 0,5X
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) pH 5,7, sem sacarose e sem vitaminas (2,165g/L
M524 Basal Salt Mixture PhytoTechnology Laboratories) como descrito previamente
(PEARCE et al., 2001). Alternativamente, as plantas também foram crescidas em
casa de vegetacdo sob regime de 14h de luz e 10h de escuro a 28°C e 20°C
respectivamente. As sementes foram colocadas em vasos contendo uma mistura de
substrato e vermiculita (2:1), que foram regados diariamente com solu¢do diluida
dos fertilizantes Casa Verde Foliar Dimy (3,25mL/L) e Casa Verdes Raiz Dimy
(3,25mLI/L).

Os mutantes da via de etileno ein2, ersl, etrl, etr2 foram adquiridos através
do Instituto SALK (SALK Institute for biological studies). Plantas transgénicas que
super-expressam AtRALF1 (35S:AtRALF1) foram geradas por Matos et al. (2008) e
plantas transgénicas que silenciam parcialmente AtRALF1 foram geradas por
Bergonci et al. (2014).

3.2 Producdo e purificacdo do peptideo AtRALF1 recombinante

Para a producdo do peptideo AtRALF1 recombinante a regido codante que
corresponde a sequéncia do peptideo ativo (aminoacidos 72 a 120), foi amplificada
por PCR convencional a partir do DNA gendmico e clonado no vetor de expressao
pPET-28b (Matos et al., 2008). O peptideo foi fusionado a uma sequéncia de
histidinas no N-terminal para facilitar a purificacdo em cromatografia de afinidade
utilizando resina de niquel.

Coldnias contendo o vetor de interesse foram cultivadas em meio LB, triptona
10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L e pH 7,5, estéril a 37°C por 16h, sob
agitacdo de 200rpm na presencga do antibiotico canamicina (50ug/mL). Apos este

periodo de pré-inoculacéo, as culturas foram transferidas para 500mL do mesmo
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meio e foram mantidas sob as mesmas condi¢bes até atingir a O.D. (densidade
Otica) de 0,6. Atingida esta O.D., as culturas foram induzidas a produzir o peptideo
recombinante por 4h através da adicdo ao meio de 1mM do indutor Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosidio (IPTG). Apdés o periodo de inducdo as células bacterianas
foram coletadas por centrifugacdo em temperatura ambiente, 5000rpm por 8min e 0
precipitado congelado -20°C. Posteriormente, para a purificagdo da proteina de
interesse, as bactérias foram ressuspendidas em tampéo de lise (100mM NaH,PO4,
10mM, Tris-HCL, 8M ureia, pH8) e deixadas em agitacdo por 40min. A lise foi feita
sob pressao de 1500psi em bomba de ruptura celular por pressao de gas nitrogénio
(Parr Instrument Co., IL, USA), seguido de centrifugacdo a 22°C, 10.500rpm por
40min. O sobrenadante foi aplicado em coluna de cromatografia de afinidade com
resina de niquel (Ni-NTA Qiagen®) contendo o tampdo de ligacdo (100mM
NaH,PO4, 20mM, Tris-HCI, 8M uréia, pH8). A coluna foi lavada com 5vol de tampé&o
de lavagem (100mM NaH,PO4, 10mM, Tris-HCI, 8M ureia, pH 6,3) e a proteina de
interesse foi eluida em 3mL de tampéo de eluicdo (100mM NaH,PO4, 10mM, Tris-
HCI, 8M ureia, pH 3,3). Para a retirada da uréia foi feita dialise contra 16L de 0,2%
(v/v) de é&cido formico divididos em quatro etapas de 24h em 4°C sob leve agitacao.
Apos a didlise a amostra foi liofilizada e quantificada em HPLC (High Performance

Liquid Chromatography).

3.3 Avaliacédo do crescimento da raiz primaria de plantas em meio liquido

Para ensaio de inibicdo do crescimento da raiz primaria, sementes de
arabidopsis foram esterilizadas superficialmente com hipoclorito de sodio 50%,
lavadas 4 vezes com agua Milli-Q esterilizada e mantidas a 4°C. Apds 4d, as
sementes foram colocadas em placas contendo 1mL de meio MS 0,5X liquido sob
agitacdo suave em sala de crescimento sob 16h de luz (150uE.m?.s™) e 8h de
escuro a 22°C e 18°C, respectivamente, durante 48h. Em seguida, foi adicionado o
peptideo recombinante AtRALF1 e/ou precursores e inibidores conforme descrito em
cada experimento. Para AtRALF1 usou-se a concentracdo de 2uM e para o acido 1-
amino-ciclopropano 1-carboxilico (ACC) foi usado uma concentracdo de 10uM. O
inibidor da biossintese do etileno que bloqueia a conversdo de SAM a ACC, amino-
etoxivinilglicina (AVG), foi utilizado na concentracéo de 50uM (ARMHEIN; WENKER,
1979; BANGERTH, 1978; ADAMS; YANG, 1977) e o antagonista 2,5-norbornadieno
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(NBD) foi utilizado na concentracdo de 10uM (SISLER; PIAN, 1973, BLEECKER,;
ESTELLE; KENDE, 1987). Para o registro fotogréafico, as plantas foram retiradas da
placa e foram colocadas em placa contendo agar bacterioldégico. As imagens foram
registradas com a maquina fotografica Sony DSC H300 e para medi¢cdo do tamanho
da raiz usou-se o programa ImageJ (National Institutes of Health, USA).

Mutantes da via de biossintese do etileno foram tratados nas mesmas
condicbes com AtRALF1 em concentracGes de 2uM e 5uM. Nos experimentos com o
inibidor da NADPH-oxidase, o difenileneiodbnio (DPI), as plantas (48h) foram
primeiramente tratadas com 2uM de AtRALF1 e, apos 3d foram expostas por 3h ao
tratamento com 2uM e 4uM de DPI. O mesmo procedimento foi adotado para
experimentos com o inibidor das modificacbes da parede celular, o 3,4-DL-
deidroprolina (DP) e o aminoacido tirosina, ambos utilizados na concentracéo final

de 500uM. O experimento foi repetido e foram obtidos resultados semelhantes.

3.4 Avaliacédo do crescimento da raiz primaria em placas verticais contendo
meio semi-solido

Sementes de arabidopsis foram esterilizadas superficialmente com hipoclorito
de sddio 50%, lavadas 4 vezes com agua Milli-Q esterilizada e foram mantidas em
4°C por 4d. Plantas foram crescidas em placas posicionadas na vertical contendo
meio MS0,5X, pH 5,7 e 8g/L de Phytagel® (Sigma). As placas foram mantidas
durante 7 dias sob 16h de luz (150pE.m™?s™) e 8h de escuro a 22°C e 18°C
respectivamente. O experimento foi repetido e foram obtidos resultados

semelhantes.

3. 5 Deposicéao de calose

Para andlise da deposicao de calose, plantas de arabidopsis foram crescidas
em placas posicionadas verticalmente contendo meio MS 0,5X. Passados 5d, as
plantas foram transferidas para novas placas contendo meio MS 0,5X liquido
acrescido de AtRALF1 nas concentracdes de 0,5uM ou 1uM durante 3h. As plantas
foram visualizadas sob luz UV (ultravioleta) em microscopio confocal (Olympus
FV1000), 405nm de excitacdo e 725nm de emissdo, apos serem coradas com azul

de anilina 0,1% e 1M de glicina (2:3) em agua milli-Q estéril por 5min. Plantas
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tratadas simultaneamente com 2uM de DPI ou 500uM de DP e 1uM de AtRALF1
também foram analisadas sob as mesmas condigbes (DESPREZ et al., 2002;
CNODDER et al., 2005; CHEN et al., 2009). O experimento foi repetido e foram

obtidos resultados semelhantes.

3.6 Producéao de etileno

Para a analise da producéo de etileno, foram usadas células em suspenséo
de arabidopsis MM1 (MENGES; MURRAY, 2002) mantidas em meio de cultura MS
com vitaminas sob luz constante, a 25°C e sob agitacao a 120rpm. As culturas foram
mantidas por transferéncias semanais de 8mL de células para 80mL de meio de
cultura.

Dois mililitros da suspenséo celular no quinto dia apos a transferéncia foram
colocados em frascos tipo penicilina de 20mL com tampa de borracha para
isolamento do ar do frasco e posterior retirada do gas interno por meio de agulha e
seringa. Logo apos serem transferidas para os frascos, as células foram tratadas
com 2uM ou 5uM de AtRALF1 e/ou 10uM ACC, 50uM AVG ou 10uM NBD conforme
indicado. Os frascos contendo as células em suspensdo foram mantidos sob
agitacdo de (120rpm) em luz constante a 25°C decorridas 24h, o conteldo gasoso
dentro do frasco foi retirado e analisado por cromatografia gasosa (GC). O

experimento foi repetido e foram obtidos resultados semelhantes.

3.7 Ensaio de alcalinizacao de células em suspensao

As células em suspensdo de arabidopsis MM1 (MENGES; MURRAY, 2002)
foram mantidas conforme descrito anteriormente. Para os ensaios de alcalinizacéo
1mL da suspensao (5d ap6s a transferéncia) foi distribuido em placas de 24 pocos
(ImL/poco). Antes do ensaio as células foram deixadas na placa por 1h sob agitacdo
em 120rpm para estabilizar o pH do meio. ApGs este tempo foram adicionados 2uM
ou 5uM de AtRALF1 e/ou 10uM ACC, 50uM AVG ou 10uM NBD. O pH do meio das
suspensodes celulares foi medido 15min apos os tratamentos utilizando-se o pHmetro
modelo Orion 350 com uma sonda de pH semi-micro Orion. O experimento foi

repetido e foram obtidos resultados semelhantes.
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3.8 Gel indicador de pH

Placas com gel indicador de pH foram feitas para andlise do pH da rizosfera.
As plantas de arabidopsis foram crescidas por 10d em placa posicionada
verticalmente contendo meio MS 0,5X sem vitaminas e sem sacarose a pH 5,7
porém para evitar danos na hora da retirada das plantas usou-se 12¢g/L de Phytagel
®. Decorridos os 10d, as plantas foram transferidas para placa de gel indicador de
pH contendo 0,006% de purpura de bromocresol, CaSO,4 (1mM), 2,3g/L Phytagel ®
em agua destilada com pH final de 5,7 (WU et al., 2007). Aproximadamente 25
plantas foram tratadas com o peptideo AtRALF1 na concentracdo de 5uM durante
15min. Apés o tratamento, as plantas foram retiradas do meio, colocadas em papel
absorvente para retirada do excesso de solucdo e transferidas para a placa de gel
indicador de pH. Ap6s 30min de contato com o meio indicador de pH foi feito o
registro fotografico com a maquina Sony DSC H300. O experimento foi repetido e
foram obtidos resultados semelhantes.

3.9 Andlises estatisticas

Para as analises estatisticas foi usado o programa Infostat Statistics Base
package (version 2012e, Cérdoba, Argentina). O teste de Tukey foi usado para
comparacao de médias, juntamente com a analise de variancia. O teste t também foi

utilizado para comparacédo de médias (STEEL et al., 1996).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da aplicagdo exdgena e simultdnea do AtRALF1 e do precursor do
etileno acido l-aminociclopropano-1l-carboxilico (ACC) na inibicdo da raiz

de arabidopsis

O tratamento exdgeno com etileno causa inibicdo da expansado das células da
raiz e esta inibicdo esta associada a inducdo de ligacdes cruzadas entre proteinas
da parede celular, producéo de espécies reativas de oxigénio e deposicao de calose
provavelmente levando a um enrijecimento precoce da parede celular (CNODDER,
et al., 2005). De maneira semelhante, o peptideo AtRALF1 inibe a expansao celular
em raizes de arabidopsis envolvendo genes de rearranjo da parede celular
(PEARCE et al., 2001; HARUTA et al., 2008; BERGONCI et al. 2014). Com o intuito
de investigar o envolvimento do etileno nas respostas do peptideo AtRALF1, plantas
de arabidopsis foram tratadas com o precursor do etileno acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) isoladamente ou em conjunto com o
peptideo (Figura 5).

Raizes de plantas selvagens quando tratadas com o peptideo AtRALF1
cresceram aproximadamente 35% menos que as raizes de plantas tratadas com
agua (controle). O precursor do etileno ACC inibiu 55% do crescimento da raiz e a
adicao conjunta do ACC e AtRALF1 néo teve efeito superior ao da aplicagcdo do ACC
isoladamente. O resultado sugere um efeito ndo aditivo na inibicdo causada por
AtRALF1 e ACC.
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Figura 5 - Efeito inibitério do &cido l1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e AtRALF1 no
crescimento da raiz de arabidopsis. Sementes de plantas selvagens foram germinadas em
MS 0,5X liquido, apos dois dias, 2uM de AtRALF1 e 10uM de ACC foram adicionados ao
meio e o crescimento da raiz foi medido no 3° dia da exposi¢cdo ao tratamento. Os valores
sdo as médias do Desvio Padrdo de pelo menos 30 plantulas. As medidas com a mesma
letra ndo sao significativamente diferentes entre si (teste de Tukey, P<0,05).

4.2 Efeito do tratamento de ACC em plantas com o gene AtRALF1 parcialmente

silenciado

Plantas de arabidopsis com o0 gene AtRALF1 parcialmente silenciado
(irAtRALF1) exibem raizes maiores que plantas selvagens (BERGONCI et al., 2014).
Para avaliar o efeito do etileno nesta resposta, as plantas parcialmente silenciadas

foram tratadas com ACC e o crescimento da raiz foi mensurado.
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Figura 6 - Efeito do acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) no crescimento da raiz em plantas
com o gene AtRALF1 parcialmente silenciado (irAtRALF1). Sementes de arabidopsis foram
germinadas em meio MS 0,5X semi-sélido contendo 10uM de ACC ou sem ACC para
controle. Os valores sdo as médias do Desvio Padrdo de pelo menos 30 plantulas. As
medidas com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes entre si (teste de Tukey,

P<0,05)

Plantas irAtRALF1 submetidas ao tratamento com ACC, em meio MS 0,5X
contendo fitagel, exibiram raizes menores que as plantas controle mas sem
diferencas com relacdo as plantas selvagens tratadas da mesma forma (Figura 6).
Os resultados demonstram que a inibicdo causada por etileno é independente da
presenca do AtRALF1 e que o etileno, na via de sinalizacdo em resposta ao
AtRALF1, atua depois do peptideo.

4.3 Efeito do AtRALF1 em plantas mutantes da via de biossintese do etileno

O etileno é percebido pelas proteinas receptoras ETR1, ERS1, ETR2, ERS2,
EIN4, que se ligam ao etileno com alta afinidade. Os receptores sdo reguladores
negativos da sinalizacéo do etileno. Mutantes ein2, etrl, etr2 e ersl, que conferem
insensibilidade ao etileno, foram expostos a diferentes concentracdes do AtRALF1

para observar o efeito deste peptideo na inibicdo das raizes primarias.
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AtRALF1 nas concentracbes de 2uM ou 5uM nd&o inibiu as raizes dos
mutantes insensiveis ao etileno avaliados (Figura 7). Esse resultado demonstra que
para o efeito de inibicdo das raizes primarias induzido por AtRALF1 a percepcao do

etileno e a presenca de sua via de transducao de sinais intacta sdo necessarias.
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Figura 7 - Efeito do tratamento exdégeno de AtRALF1 em plantas mutantes da via de biossintese de
etileno.
Sementes de plantas selvagens e mutantes da via de biossintese do etileno foram
germinadas em MS 0,5X liquido, ap6s dois dias, 2uM e 5uM de AtRALF1 foram
adicionados ao meio e o crescimento da raiz foi medido no 3° dia da exposi¢do ao
tratamento. Os valores sao as médias do Desvio Padrao de pelo menos 30 plantulas. Os
valores com asteriscos duplos representam P<0,05 (teste t,); ns ndo significativo

4.4 Efeito do inibidor da biossintese de etileno em plantas tratadas com

AtRALF1

O composto amino-etoxivinilglicina (AVG) interrompe a agcdo do hormonio
etileno na planta por inibir a sua biossintese. Este inibidor da biossintese de etileno
foi aplicado isolado ou simultaneamente ao tratamento com o peptideo AtRALF1

apos dois dias da germinacao. O efeito dos tratamentos foi avaliado por meio da
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inibicdo do crescimento da raiz primaria no 3° dia ap0s iniciados os tratamentos
(Figura 8).
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Figura 8 - Efeito do inibidor da biossintese do etileno, amino-etoxivinilglicina (AVG), na raiz de plantas
tratadas com AtRALF1. Sementes de arabidopsis col-0 foram germinadas em meio MS
0,5X liquido. Ap6s 24h 2uM de AtRALF1le 50uM AVG foi adicionado ao meio de cultura. O
crescimento da raiz foi medido apés o 3° dia de tratamento. Os valores sdo as médias do
Desvio Padrdo de pelo menos 30 plantulas. As medidas com a mesma letra ndo sédo
significativamente diferentes entre si (teste de Tukey, P<0,05).

O tratamento simultdneo com AVG e o peptideo ndo causou inibicdo do
crescimento da raiz primaria normalmente induzido por AtRALF1. A adicdo isolada
do AVG provocou um crescimento maior da raiz primaria e a adicdo simultanea do
AVG com ACC nédo teve efeito quando comparado ao tratamento com agua
(controle). Os resultados com o inibidor AVG reforgam a dependéncia do AtRALF1

guanto a presenca/sintese do etileno.

4.5 Efeito do inibidor da percepcédo de etileno em plantas tratadas com
AtRALF1

O inibidor da percepgéo de etileno 2-5-norbornadieno (NBD) atua como um
antagonista do etileno ligando-se aos receptores, ndo permitindo a ligacdo do
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hormoénio. Este inibidor da percepcdo de etileno foi aplicado isolado ou
simultaneamente ao tratamento com o peptideo AtRALF1 apo6s dois dias da
germinacdo. O efeito dos tratamentos foi avaliado por meio da inibicdo do

crescimento da raiz primaria no 3° dia apos iniciados os tratamentos (Figura 9).

0,300

0,220

a
b
b b

0,150 -
0,070 I d
0,000 ,
Controle 2uyM  10pM 10uM 10pM 10uM

AtRALF1 ACC NBD ACC+ NBD+

10uM 2uM
NBD AtRALF1

Comprimentoda raiz (cm)

Figura 9 - Efeito do inibidor da percepgdo do etileno, 2-5-norbornadieno (NBD), na raiz de plantas
tratadas com AtRALF1. Sementes de arabidopsis col-0 foram germinadas em meio MS
0,5X liquido. ApGs 24 h 2uM de AtRALF1e 10uM NBD foi adicionado ao meio de cultura. O
crescimento da raiz foi medido apés o 3° dia de tratamento. Os valores sao as médias do
Desvio Padréo de pelo menos 30 plantulas. As medidas com a mesma letra ndo sao
significativamente diferentes entre si (teste de Tukey, P<0,05).

O tratamento simultdneo com NBD e o peptideo ndo causou inibicdo do
crescimento da raiz primaria normalmente induzido por AtRALF1. A adic&o isolada
do NBD provocou um crescimento maior da raiz priméaria e a adicdo simultanea do
NBD com ACC ndo teve efeito quando comparado ao tratamento com agua
(controle). O resultado reforgca as observacgdes anteriores de que AtRALF1 depende

de etileno para a inibicdo do crescimento das raizes primarias.
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4.6 Efeito do difenileneiodénio (DPI) nas raizes de plantas tratadas com
AtRALF1

Em arabidopsis, a NADPH oxidase controla o desenvolvimento da raiz por
intermédio da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que regula a
expansao celular através da ativacao de canais de Ca2+ (FOREMAN et al., 2003).
Tratamento com ACC aumenta a expressdo da NADPH oxidase que tem papel na
geracdo de ROS em raizes (YAMAUCHI et al., 2014). Bestwick et al. (1997) e
Foreman et al. (2003) descrevem um inibidor especifico da NADPH oxidase,
difenileneioddnio (DPI), o qual aumenta o tamanho da raiz de plantas tratadas com
ACC (CNODDER et al., 2005). DPI é um inibidor especifico do complexo da NADPH
oxidase de mamifero frequentemente utilizado para confirmar origem enzimatica de
ROS em plantas.

Seguindo o padrdo dos experimentos anteriores, o peptideo AtRALF1 foi
aplicado apos dois dias da germinacao e, apos o 3° dia de exposicao ao peptideo, o
DPI foi aplicado por 3h e assim avaliado (Figura 10).

No tratamento simultdaneo com AtRALF1 e DPI, o DPI aumentou o tamanho
da raiz primaria em plantas tratadas com AtRALF1. Estes resultados sugerem que
NADPH oxidase € crucial para limitar o alongamento celular e a inibicdo dessa

enzima permite a célula recuperar o seu tamanho.
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Figura 10 - Efeito do composto difenileneioddnio (DPI) na raiz de plantas tratadas com AtRALF1.
Sementes de arabidopsis col-0 foram germinadas em meio MS 0,5X liquido. Apds 24 h
2uM de AtRALF1 foi adicionado ao meio de cultura. Ap6s o 3° dia de tratamento
adicionou-se 2uM e 4uM DPI ao meio de cultura e permaneceu por 3h até a medicdo das
raizes. Os valores sdo as médias do Desvio Padrdo (DP) de pelo menos 30 plantulas. As
medidas com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre si (teste de
Tukey, P<0,05).

4.7 Efeito do 3,4-DL-deidroprolina (DP) nas raizes de plantas tratadas com
AtRALF1

Modificacbes na parede celular que envolve glicoproteinas ricas em
hidroxiprolinas (HRGPs) podem ser desfeitas por 3,4-DL-deidroprolina (DP), um
inibidor da peptidil-prolil-4-hidroxilase que catalisa a hidroxilacdo de prolinas (TULIO
et al.,, 1999). A exposicao de plantas tratadas com ACC a DP, por somente 3h,
estimula o alongamento celular e reverte o efeito do ACC. Esta reversao sugere o
envolvimento de HRGPs na inibigdo da expansao celular causada por etileno.

No ensaio de crescimento da raiz primaria, o peptideo AtRALF1 foi aplicado
apos dois dias da germinagao. O DP foi utilizado como um composto de resposta
rapida porque sua aplicacdo em dias proximos da germinagdo poderia modificar o
ciclo celular (TULIO et al., 1999). Ap6s o 3° dia de exposi¢do ao peptideo, o DP foi
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adicionado ao meio e apos 3h a avaliagdo do tamanho das raizes foi feita (Figura
11).
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Figura 11 - Efeito do composto 3,4-DL-deidroprolina (DP) na raiz de plantas tratadas com AtRALF1.
Sementes de arabidopsis col-0 foram germinadas em meio MS 0,5X liquido. Apds 24 h
2uM de AtRALF1 foi adicionado ao meio de cultura. Apds o 3° dia de tratamento
adicionou-se 500uM de DP ao meio de cultura e permaneceu por 3h até a medi¢do das
raizes. Os valores sdo as médias do Desvio Padrdo de pelo menos 30 plantulas. As
medidas com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre si (teste de
Tukey, P<0,05).

Em tratamento simultdneo com AtRALF1, o DP estimulou o crescimento das
raizes sugerindo assim que HRGPs também podem estar envolvidas na inibicdo do

crescimento das raizes induzida por AtRALF1.

4.8 Efeito da tirosina nas raizes de plantas tratadas com AtRALF1

A competicdo da tirosina exdgena pelas tirosinas de proteinas da parede
celular reduz o efeito inibitério do ACC no alongamento celular da raiz de
arabidopsis através da reducdo do perdxido de hidrogénio induzido por ACC
(BRADY; FRY, 1997). Com a finalidade de testar o efeito da tirosina exdgena na
inibicdo do crescimento de raiz induzido por AtRALF1, plantas de arabidopsis foram

expostas ao peptideo e ao tratamento simultaneo com o peptideo e 500uM de
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tirosina. A base légica para tal experimento é que se o AtRALF1 aumenta a
producdo de etileno e o efeito na inibicAdo do crescimento de raiz esta relacionado
com a producdo de peroxido de hidrogénio e a consequente formacdo de
isoditirosina, a adicdo simultanea de tirosina aliviaria o efeito inibitdrio do AtRALF1.
A adicdo conjunta do AtRALF1 e da tirosina de fato atenuou o efeito inibitério do
AtRALF1 nas raizes primarias (Figura 12).

Este resultado sugere que a producdo de peroxido de hidrogénio e a
formacdo de isoditirosina e di-isoditirosina estdo envolvidas na inibicdo do

crescimento de raizes induzida por AtRALF1.
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Figura 12 - Efeito do aminoécido tirosina na raiz de plantas tratadas com AtRALF1. Sementes de
plantas selvagens foram germinadas em MS 0,5X liquido, ap6s dois dias, 2uM de
AtRALF1 e 500uM de tirosina foram adicionados ao meio e o crescimento da raiz foi
medido no 3° dia da exposicdo ao tratamento. Os valores sdo as médias do Desvio
Padrdo (DP) de pelo menos 30 plantulas. As medidas com a mesma letra ndo sdo

significativamente diferentes entre si (teste de Tukey, P<0,05).

4.9 Inducdo de calose por tratamento exdégeno de AtRALF1

A deposicdo de calose ocorre em células das raizes e bloqueia o

alongamento celular. Plantas que super produzem o etileno, como por exemplo o
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mutante eto2, depositam calose nas células do meristema e nas células da zona de
alongamento (CNODDER et al.,, 2005). Com a finalidade de investigar o
envolvimento da deposicdo de calose na inibicdo induzida por AtRALF1, plantas
foram tratadas com o peptideo e coradas com azul de anilina para a identificacdo da
calose.

Plantas tratadas com AtRALF1 por 3h foram analisadas em microscopio
confocal apds a incubacdo em azul de anilina por 5min (Figura 13). A deposicéo de

calose e a formacéo de placas foram observadas em pontas de raizes de plantas

expostas ao AtRALF1. A maior deposicdo de calose foi constatada na maior
concentracdo de AtRALF1 utilizada, 1uM (Figura 13).

Figura 13 - Deposigéo de placa de calose na raiz de arabidopsis tratadas com AtRALF1. Sementes
foram germinadas em meio de cultura MS 0,5X semi-sdlido. As plantas foram transferidas
apos 5 dias para um meio de cultura MS 0,5X liquido. As plantas foram expostas ao
peptideo por 3h e coradas com azul de anilina 0,1% e glicina 1M por 5min. (A) wt- planta
selvagem controle sem tratamento com AtRALF1 (B) tratamento com 0,5uM de AtRALF1
(C) tratamento com 1puM de AtRALF1. Foi utilizado o laser de excitacdo 405nm e o filtro
de emisséo de 725nm (DAPI).

Este resultado indica o envolvimento da calose na inibicdo do crescimento da

raiz de arabidopsis induzida pelo peptideo AtRALF1.

4.10 Inducao de calose em plantas com AtRALF1 parcialmente silenciado e em

plantas que super-expressam AtRALF1

Plantas com o gene AtRALF1 parcialmente silenciado (irAtRALF1) e plantas
gue super-expressam AtRALF1 (35S:AtRALF1) foram coradas com azul de anilina e
analisadas em microscopio confocal com o objetivo de avaliar o efeito da baixa ou

alta expressdo do gene AtRALF1l na deposicdo de calose. Plantas irAtRALF1
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exibiram um padrao de deposicéo de placas de calose na ponta de raiz igual a das
plantas controle (wt) (Figura 14A-B). Uma deposi¢cdo maior de calose foi observada
em plantas 35S:AtRALF1, onde notou-se a formacao de placas de calose na ponta
da raiz semelhantes as observadas em plantas mutantes eto2 que produzem um
excesso de etileno (CNODDER et al., 2005). (Figura 14C).

Figura 14 - Deposicdo de placa de calose na raiz de arabidopsis com AtRALF1 parcialmente
silenciado e AtRALF1 super-expresso. Sementes foram germinadas em meio de cultura
MS 0,5X semi-solido. As plantas foram coradas com azul de anilina 0,1% e glicina 1M
por 5min. (A)wt- planta selvagem controle (B) irAtRALF1 - gene de AtRALF1
parcialmente silenciado (C) 35S:AtRALF1 - AtRALF1 super-expresso. Foi utilizado o
laser de excitagéo 405nm e o filtro de emiss&o de725nm (DAPI).

4.11 Deposicao de calose em plantas tratadas com DPI ou DP e AtRALF1

Plantas tratadas com 1uM AtRALF1 e 2uM de DPI ou 500uM de DP por 3h
foram analisadas em microscépio confocal para avaliar a deposicao de calose. Tanto
o tratamento com DPI quanto o com DP inibiram a deposi¢ao de calose induzida por
AtRALF1 (Figura 15 A-D). Os resultados com a deteccdo da calose confirmam o
observado anteriormente sugerindo o envolvimento da NADPH oxidase e das
HRGPs regulando a expanséo celular (CNODDER et al., 2005).
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Figura 15 - Deposi¢éo de calose na raiz de arabidopsis tratada com AtRALF1 e DPI ou DP. Sementes
foram germinadas em meio de cultura MS 0,5X semi-sélido. As plantas foram transferidas
apos 5 dias para um meio de cultura MS 0,5X liquido. As plantas foram expostas
concomitantemente ao peptideo (1uM) e DPI 2uM ou DP 500uM por 3h e coradas com
azul de anilina 0,1% e glicina 1M por 5min. (A) wt- planta selvagem, controle sem
tratamento (B) planta tratada com 1uM de AtRALF1 (C) planta tratada com 1uM de
AtRALF1 e 2uM de DPI (D) tratamento com 1uM de AtRALFle 500uMde DP. Foi utilizado
o laser de excitagdo 405nm e o filtro de emisséo de 725nm (DAPI).

4.12 Efeito do AtRALF1 na producéo de etileno

A producado de etileno foi medida por cromatografia gasosa e a analise foi
feita utilizando-se suspens6es celulares. Dois mililitros de células foram tratadas com
AtRALF1 e ACC ou AVG ou NBD em frascos distintos de 20mL e permaneceram
fechados por 24h. A producéo de etileno foi maior em células tratadas com ACC em
comparacdo as células controle e em células tratadas com AtRALF1. Células
tratadas com AVG, o inibidor da biossintese de etileno, diminuiram a producao de
etileno e, quando o mesmo inibidor foi utilizado em células tratadas com AtRALF1,

houve também uma diminuicdo da producédo de etileno. Conforme esperado, em



50

células tratadas com NBD, um inibidor da percepc¢éo do etileno, ndo houve reducéo
na producéo de etileno (Figura 16).

Os resultados obtidos mostram que AtRALF1 induz a formacéo de etileno e
gue o inibidor da biossintese do etileno AVG foi eficiente na inibicdo da inducéo
causada por AtRALF1.
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Figura 16 - Producdo de etileno em células de suspenséo de arabidopsis. Dois mililitros de células,
colocados em frascos fechados de 20mL foram tratadas com AtRALF1 e ACC ou AVG ou
NBD durante 24h. Apos este periodo a producao de etileno foi medida em cromatografo
gasoso.

4.13 Efeito dos inibidores da biossintese e percepcdo do etileno na
alcalinizacéo induzida por AtRALF1

O peptideo AtRALF1 alcaliniza o meio extracelular de células em suspenséo
de arabidopsis (PEARCE et al., 2001). Com o intuito de analisar se o etileno causa
alcalinizacdo do meio extracelular, suspensoées celulares foram tratadas com ACC e
inibidores da biossintese e percepcdo do etileno. Nenhum desses reagentes
mostrou alcalinizar o meio extracelular, apenas quando foram feitos tratamentos
simultdneos com AtRALF1 que houve a alcalinizagdo do meio extracelular (Figura
17). Os resultados demonstram que a alcalinizacdo induzida por AtRALF1 nédo é
dependente da producao de etileno e sugerem uma dissociagéo entre os efeitos de

inibicdo do crescimento da raiz e da rapida alcalinizacdo do meio extracelular.
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Figura 17 - Alcalinizacdo do meio de células de suspensdo de arabidopsis. Células em suspenséo
(ImL/poco) foram colocadas em placas de 24 pogos, deixadas sob agitacdo e tratadas
com AtRALF1 e ACC ou AVG ou NBD por 15min. Apds este periodo o pH foi mensurado

4.14 Placa indicadora de pH

Com a finalidade de avaliar a dependéncia da resposta de alcalinizacdo ao
etileno, plantas insensiveis ao etileno, mutantes ein2-5, foram crescidas em placas
na vertical, tratadas com AtRALF1 e transferidas para placa indicadora de pH
contendo purpura de bromocresol (Figura 18).

Plantas selvagens tratadas com AtRALF1 desenvolveram uma coloracao
arroxeada na rizosfera indicativa de alcalinizagcdo. Mutantes ein2-5, da mesma forma
que as plantas selvagens, desenvolveram a coloracdo arroxeada na rizosfera
quando tratadas com AtRALF1 indicando alcalinizag&o. Estes resultados confirmam
os dados obtidos com o ensaio de alcalinizagdo, sugerem, diferentemente da
inibicAo de raizes, que a alcalinizacdo € independente do etileno e indicam a

dissociacao dos efeitos induzidos por AtRALF1.
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Figura 18 - Alcalinizagdo da rizosfera de planta mutante insensivel ao etileno. Plantas mutantes ein2-
5 foram crescidas em meio MS 0,5X semi-solido durante 10d. As plantas passaram por
tratamento com AtRALF1 por 15min e foram transferidas para a placa indicadora de pH.
Apo6s 30min as imagens foram registradas.
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento e crescimento vegetal envolvem a interacdo de varios
sinais para determinar a formacao da planta e os horménios sao reguladores neste
processo. A expansao celular é parte deste processo e € sensivel a diversos fatores
tais como o etileno e o peptideo AtRALF1 que contribuem para a sua regulacao
negativa (LE et al., 2001; CNODDER et al., 2005; MATOS et al., 2008; BERGONCI
et al.,, 2014). Neste trabalho objetivou-se estudar a interdependéncia entre o0s
horménios etileno e AtRALF1l. Os resultados proporcionaram um melhor
entendimento do mecanismo de acao do peptideo na regulacdo da expansao celular
de raizes de arabidopsis e da relacdo da alcalinizacdo do meio extracelular com a
inibicdo da expanséo.

Os experimentos com mutantes na percepcéo do etileno e com antagonistas
deste horménio gasoso demonstram que a resposta de inibicdo do crescimento de
raiz primaria induzida por AtRALF1 é dependente de etileno (Figuras 6 - 9). Varios
sdo os peptideos hormonais que coordenam as respostas fisioldgicas das plantas
juntamente com os demais hormoénios vegetais (ALBERT, 2013; MURPHY et al.,
2012). Um destes peptideos, também encontrado por meio de ensaios bioldgicos, é
a sistemina que possui 18 aminoécidos e esta envolvida com a defesa vegetal
(PEARCE et al., 1993). O peptideo sistemina aumenta a sintese de acido jasmonico
(JA) que leva a inducdo de proteinas de defesa contra herbivoros (SCHILMILLER;
HOWE, 2005). Sistemina também causa a modulacao do fluxo iénico e a biossintese
de etileno pelo aumento da atividade da ACC sintase (FELIX; BOLLER, 1995). Neste
sentido, a analise da expressao de genes da via de biossintese de etileno e dos
genes induzidos por AtRALF1 em resposta ao etileno e AtRALF1lpodera ajudar a
entender mais a extensao da relacao entre estes dois hormoénios. Na resposta ao
ferimento, mediada por sistemina, o etileno e o JA influenciam o nivel um do outro
atuando na regulacdo da expressdo de genes de resposta ao ferimento
(O'DONNELL et al., 1996).

O experimento com plantas tratadas com o peptideo e posteriormente
tratadas com o inibidor de NADPH oxidase sugere que a inibicdo do crescimento da
raiz primaria € mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS) (Figura 10 e 15).
ROS abrange um grupo de formas reativas de oxigénio que incluem perdxido de
hidrogénio (H»0,), superéxido (O,) e oxigénio singleto (*O,) (HALLIWELL, 2006). O
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acumulo excessivo de ROS no apoplasto pode resultar de um aumento da atividade
das enzimas produtoras de ROS, tais como as peroxidases (BOLLWELL et al.,
2002) e também NADPH oxidases (Foreman et al., 2003). A atividade da NADPH
oxidase € um dos fatores que limita o alongamento celular e é induzida pelo
aumento da producéo de etileno (CNODDER et al., 2005). A producdo de ROS no
apoplasto pode causar a ligacado cruzada de componentes de parede celular tais
como as HRGPs. Sabe-se que em raiz de arabidopsis, AtRALF1 também induz a
expressdo de HRGPs podendo ser esta uma causa do rearranjo da parede celular
(BERGONCI et al., 2014). ROS e a ligacdo cruzada de proteinas estruturais da
parede tem sido propostos como um mecanismo para restringir o crescimento celular
(BRISSONET al., 1994; IIYAMAET al., 1994; KNOX, 1995).

O composto tirosina compete com as tirosinas de proteinas da parede
celular pelas espécies reativas de oxigénio geradas pelo tratamento com ACC,
cancelando o efeito inibitério do ACC no alongamento celular (BRADY; FRY, 1997).
De modo semelhante, a tirosina ndo permitiu o efeito inibitorio causado por AtRALF1
na raiz primaria, confirmando a existéncia de um mecanismo comum ao etileno e ao
AtRALF1 na inibicdo da expansdo celular, mecanismo este que provavelmente
envolve ROS e o consequente aumento de isoditirosina e di-isoditirosina (Figura 12).

A deposicdo de calose na ponta da raiz em plantas tratadas com o peptideo
AtRALF1 e em plantas que superexpressam o AtRALF1 sugerem a mediacdo do
etileno na inibicdo da expansdo celular induzida por AtRALF1 (Figuras 13-15).
Calose € um componente estrutural do plasmodesma o qual regula a comunicagao
intercelular de moléculas incluindo pequenos ions, peptideos, horménios e acidos
nucléicos. ModificacBes no transporte simplastico tem sido consideradas regulatorias
do alongamento de raizes (ROBERT, OPARKA; 2003) e fatores que controlam o
tamanho das moléculas que passam pelo plasmodesmas podem ser importantes
para controlar o mecanismo do alongamento celular. Assim, o etileno impde um
bloqueio no crescimento da raiz que envolve o crosslink com HRGPs na parede
celular, dirigido por ROS no apoplasto devido a atividade de NADPH oxidase e
provavelmente interferindo no transporte celular pela deposicdo de calose fazendo
com que a célula ndo se expanda (LE et al., 2001, CNODDER et al., 2005).

A producgdo de etileno devido ao AtRALF1 foi comprovada em células em
suspensao (Figura 16). Essa producdo de etileno causada pelo peptideo AtRALF1

pode ser inibida pelo inibidor da biossintese de etileno (Figura 8 e 16) e o efeito da
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producdo do etileno pode também ser bloqueado pelo inibidor da percepcdo de
etileno NBD em raiz (Figura 9). Interessante que mesmo em células onde o efeito do
etileno foi bloqueado, as mesmas apresentaram uma alcalinizacdo induzida por
AtRALF1 normal (Figura 17-18). Esta aparente dissociacdo entre os dois efeitos do
AtRALF1 necessita ser mais investigada mas sugere a existéncia de duas vias
diferentes, uma para a alcalinizacdo do meio extracelular e outra para a inibicdo do
crescimento da raiz.

Haruta et al. (2014) encontraram cinco proteinas que sao fosforiladas em
resposta ao tratamento com AtRALF1, uma delas é a proteina FERONIA (FER). O
peptideo AtRALF1 é reconhecido por FER. Mutantes da perda de funcdo para
FERONIA apresentam altos niveis de S-adenosil metionina sintase (SAM) e etileno
nos seus tecidos foliares. FER interage com SAM regulando a producdo de SAM e a
biossintesede etileno (MAO et al., 2015). O peptideo AtRALF1 se liga ao receptor
FER e inativa a bomba de préton ATPase AHA2, alcalinizando o meio extracelular
por inibir o efluxo de prétons (H"). Entretanto, mutante Fer4 é insensivel a AtRALF1
somente quando em baixas concentracfes mas sensivel em concentracdes acima
de 1uM (HARUTA et al., 2014). Esta insensibilidade condicional a concentragéo e o
fato de FER ser responséavel por somente 40% da ligacdo de AtRALF1 a membranas
também sugere a existéncia de mais de uma proteina receptora.

A partir dos resultados deste trabalho e das informacBes presentes na
literatura pode-se esquematizar um modelo de funcionamento de AtRALF1 com a
inducéo de etileno (Figura 19). De acordo com o modelo, o peptideo AtRALF1 liga-
se ao receptor FER e a um outro receptor de membrana ainda desconhecido (??77?).
Ao ligar-se a FER, ocorre a fosforilacdo do dominio quinase de FER e também da
proteina de membrana AHA2, uma bomba H*-ATPase que ao ser fosforilada é
inibida levando a alcalinizacdo do meio extracelular. A outra proteina receptora ao
ligar-se ao AtRALF1 provavelmente também por fosforilagcbes de um provavel
dominio quinase intracelular, levaria ao aumento da producdo de etileno.
Concomitantemente, o aumento da producéo de etileno leva a inducéo da atividade
da NADPH oxidase gerando um aumento de ROS no apoplasto. ROS causa as
ligagbes cruzadas entre HRGPs na parede celular. De forma paralela, o etileno induz
a deposicao de calose. Todos esses fatores proporcionam um enrijecimento precoce
da parede celular, inibindo a expanséo celular. De acordo com este modelo, a

alcalinizagdo mediada por FER e AHA2 estaria dissociada do efeito de inibicdo da
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expansdo celular. Uma questdo a ser respondida no futuro € qual o papel da
alcalinizagdo na resposta ao AtRALF1 se, como sugerem os resultados deste

trabalho, ela esta dissociada do efeito de inibicdo da expansao celular.

A
Apoplasto

NADPH oxidase

Citoplasma

AtRALF1 AtRALF1 Apoplasto
HzOz ' Ros

HRGPs=HRGPs

NADPH oxidase

Citoplasma

t[Caz‘]. t c2 H4

Figura 19 - Modelo da esquematizagéo do funcionamento de AtRALF1 induzindo etileno

(A) Modelo na auséncia de AtRALF1 (B) Na presenca de AtRALF1, o peptideo se liga a
uma via de identidade desconhecida, e aumenta a producéo de etileno intracelular
ocasionando a inducao da atividade de NADPH oxidase e peréxido de hidrogénio. O
acumulo de ROS gera ligacBes cruzadas entre HRGPs na parede celular e o etileno
também induz a deposicdo de calose impedindo a comunicac¢do celular. AtRALF1 se
liga a FER e inativa a bomba de préton-ATPase AHA2 alcalinizando o meio
extracelular por inibir o efluxo de prétons (H') e aumenta a concentracéo de calcio
(Ca®") no citoplasma.



57

6 CONCLUSOES

7z

A inibicAo do crescimento da raiz primaria induzida por AtRALF1 é
dependente de etileno.

Etileno e AtRALF1 provavelmente compartilham componentes da transducéo
de sinais e o etileno esté localizado abaixo do AtRALF1 na via de sinalizagéo.

A inibicdo do crescimento de raiz primaria causada por AtRALF1 é mediada
por NADPH oxidase, ROS, liga¢cbes cruzadas de HRGPs e deposicéo de calose.

A inibicdo da raiz primaria induzida por AtRALF1 através do hormdnio etileno
estd dissociada da alcalinizagdo do meio extracelular também induzida por
AtRALF1.
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Anexo A - Plantas col-0 tratadas com AtRALF1
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Anexo C - Planta mutante ers1 tratadas com AtRALF1
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Anexo D - Planta mutante etr2 tratadas com AtRALF1
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Anexo E - Planta mutante etrl tratadas com AtRALF1




