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RESUMO

Relacdo AtRALFL1 - Etileno e a identificagdo de um promotor minimo em CML38,
um gene induzido por AtRALF1 e componente da via de resposta ao AtRALF1
independente de FERONIA

As plantas precisam de uma rede de sinalizacdo quimica coordenada para regular o seu
desenvolvimento, uma vez que ndo conseguem se esquivar das frequentes alteragcdes do meio
ambiente. Dentre estes sinais estdo os peptideos hormonais, pequenas proteinas que regulam
processos como defesa, crescimento e reproducdo. O qual também é regulado por horménios
vegetais como o etileno. A relacdo entre hormonios e peptideos vem sendo elucidada nos
altimos anos. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi desvendar os componentes da via de
sinalizacdo de AtRALF1. O hormbnio etileno foi induzido em raizes de plantas selvagens e
tratadas com AtRALF1 e néo foi induzido em plantas com perda de fungéo para o receptor do
peptideo. Genes da via de sinalizacdo de etileno sdo expressos no tratamento exdgeno de
plantas selvagens com AtRALF1. Da mesma maneira, genes da via de sinalizagdo de etileno e
calose sdo expressos e induzidos em plantas mutantes de cml38 mostrando a importancia das
ligagBes de Ca* a elementos essenciais da parede celular durante a inibicdo do crescimento
da raiz. Para entender a resposta de CML38 a AtRALF1, buscou-se os elementos regulatorios
presentes na regido promotora de CML38. Varias fragmentacdes do promotor de CML38
foram feitas até encontrar a regido minima responsivel ao peptideo. Através desta informacéo
sera possivel a utilizacdo destas regiGes como ferramentas para isolamento de fatores
transcricionais envolvidos na resposta ao RALF.

Palavras-chave: RALF, Etileno, Crescimento da raiz, CML38, Elementos regulatérios,
Fatores transcricionais



ABSTRACT

AtRALF1 - Ethylene crosstalk and the identification of a minimal promoter in CML38,
a gene induced by AtRALF1 and component of the FERONIA-independent response
pathway to AtRALF1

Plants need a coordinated chemical signaling network to regulate their development,
as they cannot avoid frequent changes in the environment. Among these signs are hormonal
peptides, small proteins that regulate processes such as defense, growth and reproduction.
Which is also regulated by plant hormones like ethylene. The relationship between hormones
and peptides has been elucidated in the last years. Thus, the objective of this work was to
unveil the components of the AtRALF1 signaling pathway. The ethylene hormone was
induced in roots of wild plants and treated with AtRALF1 and was not induced in plants with
loss of function for the peptide receptor. Genes of the ethylene signaling pathway are
expressed in the exogenous treatment of wild plants with AtRALF1. Likewise, genes from the
ethylene and callose signaling pathway are expressed and induced in cml38 mutant plants
showing the importance of Ca®" bonds to essential elements of the cell wall during the
inhibition of root growth. To understand CML38 responses to AtRALF1, the regulatory
elements present in the CML38 promoting region were sought. Several fragmentations of the
CML38 promoter were made until finding the minimal region responsible for the peptide.
Through this information it will be possible to use these regions as tools to isolate
transcription factors involved in the response to the RALF.

Keywords: RALF, Ethylene, Root growth, CML38, Regulatory elements, Transcription
factors
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1 INTRODUCAO

O estudo da fisiologia e bioquimica de plantas busca entender os mecanismos
responsaveis pela manifestacdo da vida onde, o sistema como um todo, é estruturado com
células capazes de se regularem e regenerarem. As células sdo unidades microscopicas que,
bioquimicamente, interagem entre si mantendo organizago no nivel molecular.

As plantas recebem estimulos enddgenos e exdgenos que regulam o seu crescimento e
desenvolvimento. Algumas proteinas, como 0s peptideos hormonais, funcionam como
moléculas de sinalizacdo celular em varios processos fisioldgicos (MOURA; SILVA-FILHO,
2006; MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 2006; FUKUDA; HIGASHIYAMA, 2011,
KATSIR et al., 2011; ALBERT, 2013). Uma familia de peptideos hormonais denominados
por RALF (Rapid Alkalinization Factor) afetam o crescimento da planta, resposta a patdgenos
e a geracdo do tubo polinico (PEARCE et al., 2001; GE et al., 2017; GE; STEGMANN et al.,
2017; GONNEAU et al., 2018 CHEUNG; QU, 2019). O RALF originalmente isolado de
tabaco possui 49 aminoacidos e € derivado de um precursor maior, uma pré-pro-proteina de
115 aminoacidos. Ha duas caracteristicas essenciais para a atividade de AtRALF1, o motivo -
YISY- e quatro cisteinas que formam duas pontes dissulfetos. Outra caracteristica da estrutura
primaria do precursor é a presenca de um sitio dibasico, dupla arginina (Arg63, Arg64),
necessario para o reconhecimento da enzima responsavel pelo processamento do precursor
(PEARCE et al., 2001; MATOS et al., 2008; SRISVASTAVA et al., 2009).

Sabe-se que AtRALF1 se liga a proteina de membrana FERONIA. Esta interacdo
RALF1-FERONIA, leva a uma fosforilacdo da serina899 (Ser899) que resulta na regulacéo
negativa da ATPase AHAZ2, alcalinizando assim o apoplasto (HARUTA et al., 2014). A via
completa de sinalizacdo do peptideo ainda é pouco conhecida, entretanto é proposto que tenha
mais do que um receptor para RALF (SCHEER; PEARCE; RYAN, 2005; DRESSANO et al.,
2017). Recentemente, foi descoberto uma proteina que atua como co-receptor de AtRALF1,
BAK1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-associated receptor kinase 1). BAKL esta
relacionada com o controle da expansdo celular, mas ndo envolve a alcalinizacdo e a
mobilizacdo de Ca?* que sdo algumas das funcdes do peptideo (DRESSANO et al., 2017). A
alcalinizacdo do meio extracelular iniciada por AtRALF1 permite a dissocia¢do do complexo
proteico responsavel pela resposta ao brassinolide (BL). Este complexo é formado pelo
receptor dos brassinoesterdides, a proteina BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVEL), BL
e BAK1 e sua formacéo € dependente de um pH &cido (SUN et al., 2013). O envolvimento da

proteina BAK1 na percepcdo de AtRALF1 sugere a existéncia de duas vias independentes
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para a ativacdo dos genes que levam a inibicdo da expansdo celular (DRESSANO et al.,
2017). Uma proteina que detecta oscilagdes de Ca®*, a CML38 (Calmodulin-like 38), no
apoplasto, se liga a AtRALF1 e assim se ligam a BAK1, formando entdo, um novo complexo
para a via de respostas a AtRALF1 (CAMPOS et al., 2017). Mutantes de cmI38 n&do inibem
suas raizes através de AtRALF1, entretanto essas plantas exibem alcalinizacdo normal em
resposta ao peptideo. Sugerindo também, a dissociacdo das respostas a AtRALF1 (CAMPOS
etal., 2017).

Grandes avancos na interacdo de AtRALF1 e hormonios vegetais vém sendo
alcancados nos ultimos anos. AtRALF1 altera os genes envolvidos na via desses hormonios,
como o horménio etileno, ajudando na compreensdo do funcionamento da via de sinalizagédo
do peptideo (AALEN et al., 2013; LIU et al., 2013; HARUTA et al., 2014). NIITSU (2016),
analisou a interacdo entre o peptideo AtRALF1 e o horménio vegetal etileno. Onde foi
observado a dependéncia do hormdnio pelo peptideo.

O objetivo desta pesquisa foi aprofundar o conhecimento da relacdo entre AtRALF1 e
etileno assim como identificar um promotor minimo no gene CML38 capaz de responder a
AtRALF1. Os resultados aqui descritos compdem um esforco maior para desvendar os
componentes da via de sinalizacdo envolvida na resposta ao AtRALF1 e suas funcdes na

regulacao da inibicdo da expansdo celular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Peptideos Hormonais

Peptideos hormonais sdo pequenas proteinas que coordenam diversas respostas
fisiolégicas nas plantas (ALBERT, 2013), sdo encontrados em baixas concentragdes e
possuem desde 5 até 50 aminoacidos, sendo derivados de precursores maiores (MURPHY et
al., 2012). O primeiro peptideo hormonal em plantas, foi descoberto no inicio dos anos 90,
desde entdo outros inumeros peptideos ja foram identificados e isolados. E ha evidéncias de
que os peptideos interagem com hormdnios vegetais (PEARCE et al., 1991; Chilley et al.,
2006; GHORBANI et al., 2014; WHITFORD et al., 2012). Os peptideos tém grande
importancia na comunicagdo intercelular e estdo divididos em familias que atuam em
processos como defesa vegetal, proliferagdo celular e controle do desenvolvimento e
crescimento vegetal (MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 2006; MOURA,; SILVA-FILHO,
2006; KATSIR et al., 2011).

2.1.1 Peptideos de defesa vegetal

2.1.1.1 Sistemina

A sistemina é um peptideo que foi descoberto e isolado de folhas de tomate, possui 18
aminoacidos, e induz a sintese e o acumulo de inibidores de proteases. (PEARCE et al., 1991;
RYAN 1998). Este peptideo foi isolado através de fragcGes cromatograficas em HPLC (High
performance liquid chromatography) e foi encontrado apenas na familia Solanaceae, sendo
dividido em dois subgrupos. (PEARCE et al., 1991; CONSTABEL et al., 1998; PEARCE et
al. 2001a, PEARCE, RYAN 2003). Derivada de uma prosistemina de 200 aminoacidos
(Figura 1), a sistemina originalmente isolada de tomateiro € uma pequena proteina presente na
extremidade C-terminal do precursor e esta diretamente relacionada com a inducdo de
proteinas de defesa na planta (McGURL et al., 1992; DOMBROWSKI et al.; 1999). Essas
proteinas induzidas, normalmente sdo inibidores de proteases. Elas atuam como agentes
antinutritivos uma vez presentes na dieta dos insetos. As proteases catalisam reacdes de
hidrolise de diferentes ligacbes peptidicas presentes em processos fisioldgicos importantes
para a sobrevivéncia dos insetos como, por exemplo, a digestdo (RYAN 1990; NEURATH,

1989). Ou seja, na medida em que o inseto se alimenta da planta, os inibidores de proteases
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sdo induzidos e ingeridos, fazendo com que as proteases digestivas sejam inibidas,
prejudicando a digestéo e assim, o desenvolvimento desses insetos (RY AN, 1990).

Os inibidores de proteases se acumulam nas folhas onde ocorreu o ferimento, mas
também nas folhas ndo feridas que estdo mais distantes, o qual indica a mobilidade da
sistemina dentro da planta (YANG et al., 1999).

Peptideo | Sequéncia de aminoacidos

Sistemina | AVQSKPPSKRDPPKMQTD

AtPEP1 | ATKVKAKQRGKEKVSSGRPGQHN

PSK YIYTQ

CLV3 RTVPSGPDPLHHH

RALF ATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYSRGCSAITRCRS

Figura 1 - Os peptideos e suas sequéncias conservadas.

A sistemina é produzida via células do parénquima de varios 6rgdos da planta como as
partes florais, sépalas, pétalas e anteras onde a prosistemina foi encontrada
compartimentalizada no citosol e no ntcleo (RYAN; NARVAEZ-VASQUEZ, 2004). O seu
transporte ocorre pelos feixes vasculares até se ligar ao seu respectivo receptor.

SR160, um receptor da familia LRR (do inglés Leucine-rich-repeat, repeticdes ricas
em Leucina) de 160-kD foi isolado e essa proteina foi nomeada por ser um receptor de
sistemina (JACINTO et al.; 1997; SCHEER; RYAN, 2002). SR160 ¢ um homdlogo do
Brassinosteroid Insensitive 1 (BRI1) de tomate, que leva a regulacdo do crescimento e
desenvolvimento em resposta ao hormdnio brassinolide (KINOSHITA et al., 2005;
HOTHORN et al., 2011). Estudos subsequentes a estes, ndo demonstraram o papel de SR160
como receptor e ativador das vias de sinalizacdo, no entanto, confirmam apenas que o SR160
€ uma proteina de ligacdo a sistemina (HOLTON et al., 2007; MALINOWSKI et al., 2009).
Recentemente foi mostrado que SR160/BRI1 em Nicotiana benthamiana e arabidopsis nao
respondiam a sistemina em concentracdes de micromolar. Diferentemente de duas outras
proteinas LRR-RKs, Systemin receptor 1 e 2 (SYR1 e SYR2), que se sugere que facam parte
da percepcao da sistemina (WANG et al., 2018).

A via da sistemina € ativada em concentracdes subnanomolares, induzindo em poucos
minutos a modulacdo do fluxo ibnico, causando a alcalinizacdo do meio extracelular e um
aumento na sintese de l1-aminociclopropano-I-carboxilato (ACC), a principal enzima da
biossintese de etileno (FELIX; BOLLER, 1995; MOYEN; JOHANNES, 1996). A sistemina

induz também as células vizinhas a sintetizarem o acido jasménico (JA), que por sua vez ativa
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sistematicamente a expressdo dos genes inibidores da proteinase (NARVAEZ-VASQUEZ;
RYAN, 2004; LI etal., 2002).

Este peptideo inicia uma série de eventos de transducdo de sinal que incluem a
fosforilacdo de proteinas (STRATMANN; RYAN, 1997), a mobilizacéo de célcio (MOYEN
et al. 1998), a producdo de espécies reativas de oxigénio (OROZCO-CARDENAS; RYAN,
1999) além da ativacdo de genes especificos como o gene da calmodulina (CaM) e expressao
de genes de defesa (BERGEY; RYAN, 1999; RYAN, 2000; MATSUBAYASHI,;
SAKAGAMI, 2006).

2.1.1.2 AtPEPs

Com a descoberta de peptideos de defesa em 1991, novos peptideos foram
encontrados e que envolvem ndo apenas a defesa contra a herbivoria, mas também o
desenvolvimento, crescimento e a reproducdo de plantas (RYAN et al., 2002;
MATSUBAYASHI; SAKAGAMI, 2006). A resposta imune em plantas se inicia através do
reconhecimento de uma variedade de moléculas associadas a patégenos que sdo chamados
elicitores. Alguns desses elicitores derivados de patdgenos vegetais foram identificados como
peptideos. Os elicitores, sdo nomeados Padrdes Moleculares Associados a Microbios
(MAMPs) ou Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPS), quando isolados de
agentes infecciosos (BOLLER; FELIX, 2009; KUMAR et al., 2012). Algumas moléculas
enddgenas ativam o sistema imunoldgico inato quando sdo liberadas no espago extracelular
devido a danos correspondentes as respostas de hospedeiros enddgenos, essas moléculas sdo
chamadas de DAMPs (PadrGes Moleculares Associados a Danos) (TANG et al., 2012;
BIANCHI, 2007). Através de uma busca por outros tipos de sisteminas, foi descoberta uma
familia de DAMPs em arabidopsis, 0s peptideos elicitores de plantas (Peps) (HUFFAKER et
al., 2006).

AtPepl (ARABIDOPSIS THALIANA PEPTIDE 1) é um peptideo de 23 aminoacidos
derivado de uma proteina precursora de 92 aminoacidos, que foi isolada de folhas de
arabidopsis e ativa a transcricao de gene de defesa e a sintese de espécies reativas de oxigénio
(EROS ou ROS) (HUFFAKER et al., 2006). Seu receptor, AtPEPR1, é uma proteina LRR-
RLK (do inglés Receptor-Like-Kinase), de 170 kDa, que foi identificada na superficie de
células de arabidopsis cultivadas em suspensdao usando um peptideo radiomarcado
(YAMAGUCHI et al., 2006). H& também um homoélogo ao AtPEPR1, o AtPEPR2, que
também auxilia na percepcdo de AtPEP1 (KROL et al., 2010). Os receptores contém um
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dominio extracelular com 26 regides LRR, uma regido transmembranar e um dominio quinase
intracelular (YAMAGUCHI et al., 2006). Aproximadamente 200 LRR-RLKSs estdo presentes
no genoma de arabidopsis e sdo divididos em 13 subfamilias (SHIU; BLEECKER, 2001).
AtPEPR1 e AtPEPR2 pertencem a subfamilia LRR-RLK XI, que possui 28 membros. Dentro
da subfamilia XI, ha um subgrupo composto de receptores associados ao desenvolvimento e
outro subgrupo composto apenas por AtPEPR1 e AtPEPR2 (RYAN et al., 2007).

A ligagdo do AtPepl ao seu receptor AtPEPR1 na superficie celular também é seguida
pela alcalinizacdo extracelular (PEARCE et al., 2008). Delecbes feitas no N-terminal do
peptideo ndo afetaram a atividade biol6gica (até 14 aminoécidos), porém quando os ultimos 9
aminodcidos da por¢do C-terminal foram retirados, a atividade bioldgica foi completamente
eliminada (PEARCE et al., 2008). E nesta porcdo C-terminal que o peptideo AtPEP1 se liga
ao receptor, AtPEPR1 (TANG et al.; 2015). A via de sinalizacdo de AtPEP ativa canais de
entrada de célcio no citoplasma, aumentando a concentracdo de Ca?* nas células do mesofilo
(QI et al.; 2010). Essa via de sinalizacdo leva a expressdo de genes de defesa a patdgenos,
PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2), MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 3 (MPK3)
e WRKY33 (Ql et al.; 2010).

2.1.2 Peptideos de desenvolvimento vegetal

2.1.2.1 Peptideos fitosulfoquinas

Estudos foram feitos para encontrar fatores de controle da proliferacdo celular em
calos de explantes vegetais. Através de um teste sensivel para fator mitogénico, foi descoberto
que o meio de cultura celular condicionado (CM- Conditioned medium) de células do
mesofilo de aspargos, aumentava a capacidade de crescimento de calos (MATSUBAYASHI;
SAKAGAMI, 1996). Assim, dois pentapeptideos sulfatados foram purificados e denominados
fitosulfoquina PSK-a ¢ PSK-B (PSK-phytosulfokine) (MATSUBAYASHI; SAKAGAMI,
1996). Proteinas precursoras de PSK possuindo entre 120 e 160 kDa foram identificadas
como proteinas de membrana glicosiladas em células de arroz (MATSHUBAYASHI et al.,
2001). Todos os homdlogos de PSK identificados contém a sequéncia peptidica YIYTQ
altamente conservada (Figura 1) com excecdo de um homdlogo de arabidopsis que contém a
sequéncia YIYTH (LORBIECKE; SAUTER, 2002). O pentapeptideo ativo esta localizado na
porcdo C-terminal da proteina precursora e o precursor de PSK possui 22 aminoacidos de

direcionamento para a via secretdria na porcdo N-terminal (YANG et al., 1999). Na busca
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pelo receptor da PSK, uma proteina de membrana que se liga ao PSK foi solubilizada na
presenca de detergente e posteriormente purificada por cromatografia de afinidade
(MATSUBAYASHI et al., 2002). Proteinas de 120kD e 150kD foram identificadas como
LRR-RLKs. A diferenca nos pesos moleculares é devido a diferencas de glicosilacao.

Sdo proteinas receptoras proximas a BRI1, PHYTOSULFOKINE RECEPTOR-1 e -2
(SAUTER, 2015; MATSUBAYASHI et al., 2006), que na via de PSK e brassinoesteroide
BR, para fatores de crescimento da planta, compartilham um coreceptor semelhante SERK
(SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE) (WANG et al., 2015; LADWING et
al., 2015). Assim, a via de sinalizacdo de PSK interage com vias hormonais, como a
sinalizacdo de BR. As bombas de H*-ATPases AHA1, AHA2, localizadas na membrana
plasméatica de BAK1 (BRI1l-associated receptor kinase 1) e o canal dependente de
nucleotideos ciclicos 17 (CNGCL17), estdo envolvidos na via mediada por PSK para regular o
crescimento das plantas (LADWIG et al. 2015), sendo outra caracteristica desta interacdo na
via de BR. Assim como também, a medida de sinalizacdo de PSK é quantitativamente
controlada por RLP44 (RECEPTOR-LIKE PROTEIN 44), que depende da presenca de BRIL1.
RLP44 controla a identidade das células pro-cambiais e conecta as vias de sinalizacdo PSK e
BR por meio de interag6es com o receptor PSKR1 (Phytosulfokine Receptor 1 Precursor) e 0
receptor de BR (WOLF et al., 2014; HOLZWART et al., 2018).

PSK promove o desenvolvimento nas plantas em diversos estagios de crescimento
como na germinacdo de podlen, formacdo adventicia de brotos, embriogénese somatica, e
também nas raizes (YAKAMADA et al., 1998; KOBAYASHI et al., 1999; HANAI et al.,
2000; CHEN et al., 2000; IGASAKI et al., 2003). Foi demonstrado que a sinalizacdo de PSK
promove o crescimento de plantas através do PSKR1 regulando o alongamento da raiz e do
hipocotilo em plantas de arabidopsis, enquanto a sinalizacdo via PSKR2 contribui com o
alongamento da raiz, mas nao do hipocotilo (MATSUBAYASHI et al., 2006; KUTSCHMAR
et al. 2009; STUHRWOHLDT et al. 2011). Em arabidopsis, a sinalizacdo de PSK ativada via
PSKR1 contribui com a resisténcia ao fungo patogénico Alternaria brassicicola, porém diminui a
resisténcia a bactéria Pseudomonas syringae (IGARASHI et al. 2012; MOSHER et al. 2013; RODIUC
et al. 2016). Em tomate, essa via de sinalizagdo, resulta na liberacdo intracelular de Ca?* e leva a
ativacdo de cascatas de sinalizacdo dependentes de auxina. Assim, ha respostas imunologicas contra

Botrytis cinerea (ZHANG et al. 2018). Evidenciando uma importante participagdo na resposta

imunoldgica e de defesa nas plantas através deste peptideo.
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2.2 Peptideos RALFs

2.2.1 Descoberta

O RALF (do inglés Rapid Alkalinization Factor) é um peptideo de 5 kDa que foi
isolado pela primeira vez a partir de extratos de folhas de tabaco em um ensaio de atividade
para detectar peptideos semelhantes a sistemina (PEARCE et al., 2001). Este peptideo,
NtRALF, causa uma rapida e forte alcalinizacdo do meio extracelular de suspensdes celulares
sem induzir genes de defesa como os inibidores de proteases. Também foi mostrado que
houve uma inducdo da ativacdo de proteina quinase ativada por mitdégeno MAPK (do inglés
MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE). Em sementes de arabidopsis e tomate,
observou-se que houve uma inibicdo do crescimento radicular na presenca do peptideo
(PEARCE et al., 2001).

Os peptideos RALFs sdo encontrados em todas as espécies vegetais superiores e
inferiores. O numero de genes RALF varia largamente entre as espécies, algumas espécies
possuem poucas isoformas como em Solanum chacoense, Medicago truncatula, Nicotiana
tabacum, ou até mesmo apenas uma isoforma como Nicotiana attenuata (GERMAIN et al.,
2005; HOLMES et al., 2008; PEARCE et al., 2001; WU et al., 2007). Por outro lado, algumas
espécies podem ter um numero elevado de isoformas como 43 em Oryza sativa e Arabidopsis
thaliana com 39 isoformas (CAO; SHI, 2012; OLSEN et al., 2002; SHARMA et al., 2016;
CAMPBELL; TURNER, 2017).

Uma grande porcentagem de proteinas RALF vegetais evoluiu atraves da duplicacéo
em tandem, sendo responsavel por um numero varidvel de proteinas RALF em espécies
vegetais. Isso foi demonstrado pela presenca de pares de proteinas RALF que sdo homdélogos
(CAO, SHI; 2012). Ja foram relatados no total 795 RALFs entre 51 espécies de plantas. E
apenas 4 de 43 angiospermas analisadas mantém menos de nove RALFs (CAMPBELL,;
TURNER, 2017). Também foi encontrado em bactérias e fungos fitopatogénicos atuando em
interacdes planta-patdgeno (MASACHIS et al., 2016; THYNNE et al.,, 2017). A familia
RALF esta separada em 4 clados. O clado 111 é o maior com 320 membros, seguido pelo clado
IV com 264, clado Il com 151 e clado | com apenas 49 proteinas. Nos clados | e Il estdo
presentes 90% dos genes de espécies de eudicotiledénea. No clado 1ll, 70% de genes RALF
sdo de monocotiledénea (CAMPBELL; TURNER, 2017).

Os peptideos RALF sdo formados por 50 aminoacidos aproximadamente e derivam de

precursores maiores. As proteinas RALF sdo em realidade preproproteinas de normalmente
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80 a 120 aminoacidos. Elas podem exibir trés regides distintas, sendo um peptideo sinal na
regido N-terminal, uma regido intermediéria de funcdo ainda desconhecida, e a regido C-
terminal com o peptideo maduro (PEARCE et al., 2001). Imediatamente anterior ao peptideo
maduro, h& um sitio dibasico de dupla arginina -RR- que est& envolvido com o processamento
e clivagem do peptideo e é essencial para o correto processamento do peptideo maduro
(Figura 1) (PEARCE et al., 2001; MATOS et al., 2008). A enzima responsavel pelo
processamento do AtRALF23 foi identificada e é a subtilase SUBTILISIN-LIKE SERINE
PROTEASE1 (AtS1P) (SRISVASTAVA et al., 2009).

A regido contendo o motivo -YISY- é uma parte conservada na estrutura priméaria do
peptideo (Figura 2). Uma vez que ha a troca da isoleucina, um aminoéacido hidrofébico, por
uma alanina, essa atividade de alcalinizacdo do meio extracelular é prejudicada (PEARCE et
al., 2001; PEARCE et al., 2010). Quando a leucina da posi¢do 11 do peptideo é substituida
por uma alanina também ha o comprometimento da atividade do peptideo. Entretanto,
recentemente foi relatado que RALF8 e RALF36 exibem algumas das mesmas respostas que
outros RALFs, embora ndo possuam o motivo YISY conservado (GJETTING et al., 2020).

O peptideo maduro possui quatro cisteinas que formam pontes dissulfetos (Figura 2),
sendo que alquilagcdes ou mutagdes nestas cisteinas tornam o peptideo inativo (PEARCE et
al., 2001, MATOS et al., 2008).

MGVPSGLILCVLIGAFFISMAAAGDSGAYDWVMPARSGGG 49
CKGSIGECIAEEEEFELDSESNRRILATKKYLSYGALQKN 80

SVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYSRGCSAI TRCRS 115
| I |

Figura 2 - Precursor do peptideo RALF originalmente isolado de folhas de tabaco (NtRALF). O sitio dibasico de
processamento para liberacdo do peptideo RALF maduro estd sublinhado e em negrito esta o peptideo maduro
contendo 49 aminoacidos. O motivo YISY (duplo sublinhado) e as cisteinas que fazem pontes dissulfeto (linhas
conectadas) estdo também sinalizados.

Através de analise filogenética, foi demonstrado que a familia de RALFs divergiu em
quatro clados. Os clados I, Il e Il possuem as caracteristicas conservadas no precursor e
peptideo maduro. Ja no clado IV ha a auséncia dessas caracteristicas, como o sitio dibasico, o
motivo YISI e as cisteinas que formam pontes dissulfetos (CAMPBELL; TURNER, 2017).
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2.2.2 Receptor de RALF

Os receptores quinases de plantas tém um papel importante na deteccdo de sinais
intrinsecos e extrinsecos para regular as atividades celulares. Em 2005, comegaram as buscas
por proteinas que poderiam fazer parte da percep¢do de RALF. Duas proteinas de membranas
foram encontradas e se ligavam ao SIRALF e possuiam pesos de 25 e 120kDa, porém n&o foi
possivel identificar quais eram essas proteinas (SCHEER, et al., 2005). Quase 10 anos depois,
através de uma técnica de fosfoprotedmica, cinco proteinas de membrana foram identificadas,
dentre estas proteinas, FERONIA (FER) um membro da familia CrRLK1L de RLK, foi
destacada pelo alto nivel de fosforilacdo quando exposta ao peptideo (HARUTA et al., 2014).
A familia CrRLK1L compreende 17 membros em arabidopsis e foi relatado que regulam o
alongamento celular em diferentes tipos de células (LINDNER et al. 2012; LI et al. 2016).
FER é o CrRLK1L mais estudado neste grupo. Possui um dominio de malectina extracelular e
estd envolvido em diversas vias da fisiologia das plantas, como no controle de gametas
femininos na ruptura do tubo polinico, respostas imunes e respostas ao estresse abidtico
(ROTMAN et al., 2003; HUCK et al., 2003; CHEN et al., 2016; STEGMANN et al., 2017;
XU et al., 2019; ESCOBAR-RESTREPO et al. 2007). Além disso, atua como regulador na
resposta hormonal e na regulacdo do alongamento celular (LINDNER et al. 2012, LI et al.
2016). Diversos artigos citam FER e alguns RLKSs, relacionados na fertilidade da planta como
também na integridade da parede celular (HOFTE 2015; LI et al. 2016; NISSEN et al. 2016)

Haruta et al. (2014) mostraram que AtRALF1 se liga ao receptor FERONIA e
desencadeia uma cascata de fosforilacdo levando assim a inibicdo da bomba de préton-ATP-
ase AHAZ2. Essa atividade aumenta o pH do apoplasto e reduz a expansao celular. Mutantes
com perda de funcdo para FERONIA (fer4) em baixas concentragdes, inferior a 1uM, séo
insensiveis ao peptideo AtRALF1 e sensiveis a doses maiores (HARUTA et al., 2014). Duas
proteinas, LORELEI (LRE) e GPI-AP1 do tipo LRE (LLG1), sdo ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que é um fosfoglicerideo que pode ser ligado ao C-terminal de
uma proteina durante a modificacdo pds-traducional. Essas duas proteinas sdo encontradas em
ovulos e tecidos vegetativos e que interagem fisicamente com FER (LI et al., 2015). Outra
proteina, RIPK (RPM1-induced protein kinase), foi identificada como uma proteina que
interage com FER e é recrutada apos a ligacdo de AtRALF1 a FER (DU et al., 2016).
Possivelmente as proteinas identificadas por Scheer et al. (2005) podem ser proteinas
homologas de tomate das proteinas LLG e CrRLK1Ls de arabidopsis, que atuam como
coreceptor e receptor de RALF. Assim, AtRALF1 se liga ao complexo FER-LLG1/LRE,
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recrutando RIPK e essa interagdo causa a fosforilagdo na serina899 (Ser899) da bomba de
prétons ATPase-AHAZ2, inativando AHA2 e leva a inibicdo de transporte de protons H*
através da membrana celular, alcalinizando o meio extracelular (HARUTA et al., 2014). FER
ndo € a unica pelo reconhecimento de AtRALF1, na medida em que mutantes fer4 apresentam
40% de ligacdo ao peptideo marcado em relagdo as plantas selvagens de arabidopsis. Além do
mais, mutantes fer sdo sensiveis ao peptideo quando tratados com doses acima de 1uM em
ensaios de inibigdo de raiz (HARUTA et al., 2014).

Recentemente, foi publicado que a proteina BAK1 atua como coreceptor de AtRALF1
(DRESSANO et al., 2017). AtRALF1 se liga a FER e alcaliniza o meio extracelular
(HARUTA et al., 2014). Durante a alcalinizacdo do meio extracelular hd a dissociagdo e
liberagdo da proteina BAK1 do complexo BRI1-BL-BAK1 (SUN et al., 2013). Assim, a
percepcdo de AtRALF1 também ocorre por um outro receptor, ainda desconhecido,
juntamente com o coreceptor BAK1 formando um novo complexo. Este complexo leva a
HRGP2, DWF4, CML38 (BERGONCI et al. 2014a-b, DRESSANO et al., 2017, CAMPOS et
al., 2017).

Ensaios de localizacdo celular com o promotor de AtRALF1 fusionado ao gene
repérter GUS, mostraram o acumulo da proteina B-glucuronidase na zona de diferenciacéo de
raizes e hipocotilo (HARUTA et al., 2008). O RALF de tabaco quando foi fusionado a GFP
(Green Fluorescent Protein) resultou também na localizacdo do peptideo, inicialmente, no
reticulo endoplasmatico, e apos alguns dias, foi localizado na parede celular. (ESCOBAR et
al, 2003). Dressano et al. (2017) investigaram a interacdo fisica entre AtRALF1 e BAKI,
confirmando que ambas as proteinas estavam presentes no mesmo tipo de célula da raiz. Além
do mais, AtRALF1 foi também encontrado na endoderme da zona de diferenciacéo das raizes.

AtRALF4 e AtRALF19 estdo ligados a BUPS1 e BUPS2, no gametofito masculino,
fazendo com que o tubo polinico ndo venha se romper antes de chegar até o ovario. Assim, ao
chegar no ovério, no gametdéfito feminino, AtRALF34 entra em cena como um antagonista
dos peptideos AtRALF4 e 19 competindo pelos receptores para que possa ocorrer 0
rompimento do tubo polinico e a liberacdo do nucleo espermatico para ocorrer a fecundacao
(GE et al., 2017). O receptor quinase THE1 (THESEUSL1) é necessario para monitorar a
integridade da parede celular das células vegetais em crescimento. GONNEAU et al. (2018)
mostram que THEL é um receptor para o peptideo AtRALF34 e que a sinalizacdo AtRALF34-
THE1 é necessaria para o regular o inicio do crescimento da raiz lateral o qual é dependente

de pH para a ligagdo no ectodominio do receptor THE1.
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Entretanto, ainda néo se sabe sobre todas as vias de ligacbes ao RALF. Recentemente,
Gjetting et al. (2020) verificaram atividades padroes de RALF diferentes relacionados a
RALFs fora do clado 11, cujo grupo possui a maior semelhanga entre o RALF originalmente
descoberto de tabaco.

2.2.3 Atividades bioldgicas

Estudos diversificados identificaram uma ampla variedade de papéis para 0s membros
da familia RALF, incluindo expansdo celular (MINGOSSI et al., 2010; HARUTA et al.,
2014), desenvolvimento radicular lateral (MURPHY et al., 2016) e estresse (ATKINSON et
al., 2013). A diversidade dos papéis indica que os peptideos RALF tém fundamental
importancia para o desenvolvimento da planta. Das atividades bioldgicas que o peptideo
RALF possui, a alcalinizacdo rapida do meio extracelular de células em suspensdo foi a
primeira a ser observada e a qual ocasionou sua descoberta. Também pode ser observada,
concomitantemente, a ativacdo de uma proteina quinase intracelular ativada por mitdgeno
(MAPK) (PEARCE et al., 2001). Todos os peptideos RALFs isolados bioguimicamente, e
usados em ensaios de tratamento exdgeno em culturas de suspensdes celularares, exibem
atividade de alcalinizacdo (PEARCE et al., 2001; HARUTA, CONSTABEL, 2003; HARUTA
et al., 2008; MINGOSSI et al., 2010; PEARCE et al., 2010; MORATO DO CANTO et al.,
2014). Em Fusarium oxysporum, foi encontrado um homologo de RALF e este peptideo
induz a alcalinizacdo no meio extracelular o qual promove um aumento da infeccdo por
fungos em plantas (MASACHIS et al., 2016).

Além de induzir a alcalinizacdo, inicialmente foi observado uma inibicdo do
crescimento da raiz primaria e do hipocétilo em plantas tratadas com AtRALF1 (PEARCE et
al., 2001). Das nove isoformas pertencentes ao grupo com maior similaridade com NtRALF
(AtRALF1, 4, 19, 22, 23, 24, 31, 33, 34), todas apresentaram inibi¢cdo da raiz exceto a
isoforma AtRALF4 que € expressa em polen (MORATO DO CANTO et al., 2014).

Plantas que superexpressam AtRALF1 exibem um fenétipo semi-ando com severa
reducdo tanto das raizes como a parte aérea quando comparadas a plantas selvagens (MATOS
et al., 2008). A superexpressao de outras duas isoformas do RALF de arabidopsis, AtRALF8
e AtRALF23 também levou a um fendtipo semi-ando nessas plantas (SRIVASTAVA et al.,
2009; ATKINSON et al., 2013). WU et al. (2007) ao silenciar a Unica isoforma do peptideo
existente em Nicotiana attenuata, irNaRALF, observou um aumento do crescimento das

raizes. Em arabidopsis, ao silenciar o gene AtRALF1 (irAtRALF1), notou-se um aumento do
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comprimento das raizes e da planta inteira, essas plantas eram maiores em comparagao as
plantas selvagens. Assim, foi relatado que essa inibigdo do tamanho da raiz se dava devido ao
controle da expansdo celular nestas plantas através do peptideo (MATOS ET AL., 2008;
BERGONCI et al., 2014).

Em Nicotiana attenuata foi relatado que NaRALF é essencial para o desenvolvimento
dos pelos radiculares (WU et al., 2007). Além de atuar na regulacdo negativa da expansao
celular, também foi observado que plantas 35S:AtRALF1 e 35S:AtRALF8, que
superexpressam 0 peptideo, possuem menor densidade de raizes laterais, enquanto plantas
irAtRALF1, com o silenciamento génico de RALF, possuem maior densidade de raizes
laterais. Por outra via, plantas 35S:AtRALF8 apresentam maior densidade de pelos
radiculares e sdo maiores comparando com plantas de arabidopsis selvagens (ATKINSON et
al., 2014; BERGONCI et al., 2014). Em cana-de-acucar, dois peptideos que apresentam
similaridade com AtRALF1 foram purificados de folhas e a adi¢cdo de um deles, SacRALF1,
em meio de crescimento de microcalos inibiu o alongamento celular (MINGOSSI et al.,
2010). Foi observado no mesmo trabalho que AtRALF1 recombinante inibe o alongamento
do hipocotilo de plantas de arabidopsis estioladas, ou seja, no crescimento da planta sob
auséncia de luz.

Alguns genes sdo induzidos por AtRALF1 quando plantas selvagens séo tratadas
exogenamente com o peptideo. Esses genes, AtPRP1 e AtPRP3 que traduzem proteinas ricas
em prolina, AtHRGP2, uma glicoproteina rica em hidroxiprolina, e TCH4, proteina
xiloglucana endotransglucosilase, estdo envolvidos com rearranjo da parede celular e também
tem expressdo elevada em plantas que superexpressam AtRALF1 (BERGONCI et al., 2014a).
O que propdem que a inibicdo do crescimento da raiz causada pelo peptideo pode ser pela
regulacdo do rearranjo da parede celular atraves do enrijecimento celular. As hemiceluloses
da parede celular estdo acopladas as microfibrilas de celulose, formando uma forte rede de
suporte de carga. A expansina, é uma proteina presente na parede celular, que ajuda a célula a
se expandir pelo afrouxamento da parede. Essa proteina interrompe as ligacdes de hidrogénio
e rompe a associacdo celulose-hemicelulose, permitindo o movimento dos polimeros da
parede celular (MCQUEEN-MASON; COSGROVE, 1995; YENNAWAR et al., 2006).
Bergonci et al. (2014a) observaram que, em plantas selvagens, EXPANSINA A5 (AtEXPAD),
é regulado positivamente por BL e regulam positivamente o alongamento das células-raiz.
Enquanto AtRALF1 regula negativamente AtEXPAS nessas células.

A funcdo de RALF nos grdos de polen tambem foi observada na regulacdo do

alongamento do tubo polinico e na regulagdo do desenvolvimento do gametdfito feminino
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seguido do tamanho do fruto (ZHANG et al., 2010; COVEY et al., 2010; CHEVALIER et al.,
2013; MORATO DO CANTO et al., 2014).

Para induzir a remodelagdo da parede celular, as plantas podem produzir peptideos de
sinalizacdo em resposta a maltiplos estresses, como as modificacdes da parede celular para
fornecer uma barreira fisica contra patégenos, melhorando a tolerancia a seca e ao estresse
oxidativo, mantendo assim o turgor durante o estresse osmotico (PIRO et al., 2003;
PELLOUX et al., 2007; AN et al., 2008; LEUCCI et al., 2008). Uma dessas sinalizacdes € a
partir de AtRALF8 que tem papel fundamental na abertura estomética e nas respostas ao
estresse. Que foi identificado como um dos genes induzidos em plantas de arabidopsis
expostas ao déficit hidrico e estresse por nematoides (ATKINSON et al., 2013).

Além de todas essas fungdes ja descritas, o peptideo AtRALF1 causa uma rapida
mobilizacio de Ca?" intracelular (PEARCE et al., 2001; HARUTA et al., 2008). Esse rapido
influxo de Ca?* demonstra o envolvimento desse fon na via de sinalizagdo do peptideo. Para o
crescimento e desenvolvimento vegetal o macronutriente Ca* desempenha um papel
fundamental, assim como em vaérias vias de sinalizacdo celular atuando como mensageiro
secundario (WHITE; BROADLEY, 2003; SANDERS et al., 1999; KUDLA et al., 2010;
BOUDSOCQ et al., 2010).

2.2.4 Peptideos RALFs e a relacdo com outros hormdnios vegetais

Peptideos hormonais interagem com hormonios vegetais e a partir disso desempenham
diversas funcbes (AALEN et al., 2013; LIU et al., 2013). Células em suspensdo de alamo
(Populus trichocarpa x Populus deltoides) tém os genes PtdRALF1 e PtdRALF2 inibidos por
metil jasmonato e essas plantas tratadas com os hormdénios benziladenina e &cido naftaleno
acetico ndo causaram efeito na expressdo de PtdRALF1 e PtdRALF2 (HARUTA;
CONSTABEL, 2013).

Em Solanum chacoense as cinco isoformas SCRALF1-5, ndo mostraram alteracdo na
expressao génica ao tratamento com metil jasmonato, acido salicilico e acido abscisico (ABA)
(GERMAIN et al., 2005). AtRALF1 aumenta a toxicidade salina através do aumento do
acumulo de Na" e da diminuicdo do acumulo de K*. Duas proteinas, AGB1 e FER, que
interagem fisicamente estdo envolvidas nas respostas ao estresse salino mediado por ABA,
regulando a abertura e fechamento dos estdmatos. AtRALF1 regula a abertura estomatica

durante as respostas imunes e de seca, 0 qual inibe a abertura estomatica e induz seu
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fechamento através de FER e requer AGB1, que é um gene regulado por ABA (KARTHIK et
al., 2000; YU, ASSMANN, 2018).

Plantas de arabidopsis tratadas com Brassinolide regulam negativamente a expresséo

do gene AtRALF23 e plantas que superexpressam o AtRALF23 adquirem insensibilidade ao
tratamento com 0 mesmo horménio. Através de mutantes bes1-D, plantas que apresentam alto
nivel de brassinoesterdides, observou-se a baixa expressdo de AtRALF23 comparado com
plantas selvagens (SRIVASTAVA et al., 2009).
O gene AtRALF1 ndo é reprimido pelo tratamento com BL, porém plantas que
superexpressam AtRALF1 sdo insensiveis a BL, ndo apresentando alongamento das raizes e
aumento do numero de raizes laterais (BERGONCI et al., 2014). Genes da via de
brassinosterdide que sdo reprimidos por BL foram induzidos por AtRALF1 (BERGONCI et
al., 2014a e b; HATURA et al., 2014) evidenciando um efeito antagonista entre eles. Além do
mais, plantas mutantes de bril, que ndo percebem brassinoesterdides, sdo plantas mais
sensiveis ao tratamento exogeno de AtRALF1 (BERGONCI et al., 2014a).

Em arabidopsis, AtRALF1 altera os genes envolvidos na via de auxina, giberelina e
etileno. AtRALF1 induz os genes ACS6, ACS11 (ACC-SYNTHASE), ERF6, ERF13
(ETHYLENE RESPONSE FACTOR) que codificam para fatores de transcricdo na via de
transducdo de sinal do etileno (HARUTA et al. 2014). Os genes AtRALF23, 31 e 33 séo
induzidos por etileno (SUN et al., 2015; SHARMA et al., 2016). Além disso, mutantes ein3-1
(ETHYLENE-INSENSITIVE3) apresentam maior nivel de expressao do gene AtRALF8, sendo
totalmente insensiveis ao etileno, enquanto AtRALF8 € menos expresso no mutante de
resposta constitutiva ao etileno ctrl (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE) (ATKINSON et
al., 2013).

Etileno e AtRALF1 compartilham componentes da transducdo de sinais, sendo que a
inibicdo do crescimento da raiz primaria induzida por AtRALF1 é dependente de etileno
(NIITSU, 2016). AtRALF1 nédo é capaz de inibir o tamanho das raizes de plantas mutantes
com perda de funcdo para os receptores de etileno. Além do mais, em plantas selvagens
quando sdo tratadas com os inibidores de etileno concomitantemente com AtRALF1, nao
ocorre a inibicdo o tamanho das raizes dessas plantas. As plantas selvagens exibem placas de
calose nas pontas das raizes quando tratadas com AtRALF1, da mesma maneira plantas que
superexpressam AtRALF1 também exibem calose. Entretanto, plantas com o peptideo
parcialmente silenciado, ndo ha a inducdo de placas de calose. Através da inducdo de calose
pelo peptideo AtRALF1, ha o envolvimento de HRGPS nessa inibicdo da expansdo celular

causada por etileno (NIITSU, 2016). Sabe-se que HRGPs é dirigido por ROS, no apoplasto,
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por intermédio da atividade da NADPH oxidase. O qual possivelmente ocorre um blogqueio no
transporte celular pela deposicéo de calose (LE et al., 2001, CNODDER et al., 2005).

2.2.4.1 Via de sinalizacéo de etileno

O etileno é uma molécula gasosa que foi descoberta como horménio vegetal (BAKSHI
et al., 2015). Este fitormonio desempenha diversas func¢des na regulacdo do metabolismo em
todo tecido vegetal (PIERIK et al., 2006; LIN et al., 2009; SCHALLER, 2012).

O etileno é derivado do aminoacido metionina, que é convertido em S-
adenosilmetionina (AdoMet) pela S-adenosilmetionina sintetase (SAM). AdoMet é
convertido em 4cido  l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e 5’-desoxi-
5’metiltioadenosina (MTA) pela enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilase sintase (ACS)
(ADAMS, YANG 1979). Atraves do Ciclo de Yang (Anexo A), a metiltioadenosina é
reciclada em metionina assim mantém altas taxas de producdo de etileno (MIYAZAKI,
YANG 1987). O gene ACS1 codifica uma enzima cataliticamente inativa, e existem mais oito
genes que codificam ACSs ativos (LIANG et al., 1992;1995; YAMAGAMI et al., 2003). A
etapa final do hormonio, ocorre quando a ACC oxidase (ACO) converte ACC em etileno, e
também em CO; e cianeto através de modificagdes dos carbonos C-2 e C-3 de ACC. O C-1do
ACC ¢é convertido em cianeto, e 0 seu grupo carboxila é convertido em didxido de carbono
(Anexo A) (PEISER et al., 1984).

A primeira etapa na percepcao do etileno ¢ a ligacdo do hormonio aos seus receptores
que estdo presentes nas membranas do reticulo endoplasmatico das plantas onde formam
homodimeros (EVANS et al., 1982a, b). Os receptores séo divididos em duas subfamilias
relacionados a presenca ou auséncia de elementos conservados no dominio da histidina
quinase. Em arabidopsis ha 5 receptores, ETR1 e ERS1 formam a subfamilia 1 e contém trés
regides abrangendo o dominio transmembranar. ETR2, ERS2 e EIN4 sdo os receptores da
subfamilia 2 e possuem quatro regides transmembranar (HUA et al., 1995, 1998; SAKAI et
al., 1998; GAMBLE et al., 1998). Diferente dos outros horménios conhecidos, o etileno
possui uma resposta ativa na sua via de sinalizacdo. Na auséncia do horménio, os receptores
ativam constantemente uma proteina (CTR1) para fosforilar EIN2, que regula negativamente
a sinalizacao depois do etileno (KIEBER et al., 1993; CLARK et al., 1998). Quando presente,
o etileno se liga ao cobre no dominio N-terminal transmembranar, resultando na inativacdo de
CTR1 (HALL et al., 1999), possivelmente por mudancas conformacionais. O blogueio da

fosforilacdo de EIN2 leva a liberacdo proteolitica do dominio C-terminal, que migra para o
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nacleo para ativar uma cascata de transcricdo envolvendo fatores de transcricdo EIN3/EIL e
proteinas F-Box EBF1/EBF2 (EIN3-BINDING F BOX PROTEIN 1/2). Assim, obtendo fatores
de resposta ao etileno ERF (ETHYLENE RESPONSE FACTOR) (JU et al., 2012; QIAO et al.,
2012; WEN et al., 2012). Como o gene ERF1, o qual induz a transcri¢cdo de genes responsivos
ao etileno (SOLANO et al., 1998).

2.3 Ca?" e Proteinas semelhantes a calmodulinas (CMLs)

Mensageiros secundarios sdo substancias quimicas celulares que agem como "codigos
de linguagem", permitindo que as células passem informacGes externas para o interior da
célula. O célcio é um mensageiro secundario que desempenha importante papel nas plantas, o
qual faz com que as células respondam devidamente as mudancas ocasionais (JAFFE, 1980).
E reportado também que uma comunicagéo sistémica rapida nas plantas é sustentada por uma
onda de aumento de Ca?*. A propagacéo espaco-temporal de sinais de Ca?* e a frequéncia da
onda sdo as informacdes que sdo transmitidas nesses sinais e que sdo fundamentais para uma
resposta adequada aos estimulos recebidos (BOUCHE et al., 2005; CHOI et al., 2017). As
bombas de Ca?" ou transportadores antiporte, sdo utilizados nas células eucaridticas para
retirar Ca?* do citosol, visto que altos niveis de célcio intracelular podem afetar a célula,
sendo assim necessario manter em baixos niveis (CHIN; MEANS, 2000).

Nas plantas, diversos estimulos ambientais induzem elevagdes no Ca?* citosdlico pelo
seu fluxo do espaco extracelular e do interior das organelas, como o vacuolo e o cloroplasto,
para o citosol ap6s serem percebidos por proteinas de ligacdo ao Ca®. (MCAINSH;
PITTMAN, 2009; DODD et al., 2010). Essas proteinas sdo representadas por calmodulinas
(CaMs), CaM-like (CML), quinases dependentes de Ca?* (CDPKSs) e calcineurina B-like
(CBL) que possuem motivos EF-hand de ligagdo ao Ca®* (BENN et al., 2014). A ativacio
dessas proteinas pela interacdo com Ca?* leva a mudancas da expressdo génica e respostas
imunes (LI et al., 2009; KUDLA et al., 2018).

Calmodulinas e proteinas semelhantes a calmodulinas s&o proteinas de ligagdo ao Ca®
gue na sua maioria, sdo caracterizadas como citosolicas ou possivelmente nucleares
(MCCORMACK; BRAAM, 2003; YANG; POOVAIAH, 2003). As proteinas sensoras mais
bem caracterizadas sdo as Calmodulinas (CHIN, MEANS, 2000), é o membro mais
amplamente distribuido da familia de proteinas sensoras e acredita-se ser um receptor
intracelular primario em todos os eucariotos. Como consequéncia da ligacdo de Ca?* a CaM,

ocorre uma mudanca estrutural nessa proteina, que revela sua superficie hidrofobica para
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interagir e alterar atividades de proteinas marcadas que sdo dependentes de calcio (BABU et
al., 1985; WRIGGERS et al., 1998; ROBERTS & HARMON, 1992; OHYA; BOTSTEIN,
1994; VOGEL, 1994; SNEDDEN; FROMM, 2001).

As CaMs sdo altamente conservadas e suas estruturas primarias sdo ricas em
metionina (YANG; POOVAIAH, 2003, CLAPHAM, 2007; ZIELINSKI, 1998; REDDY, et
al., 2002). Essas proteinas possuem dois pares de estruturas globulares, com dois sitios de
ligagBes ao Ca?*, esses sitios compdem duas alfa-hélices, chamadas de E e F que fazem uma
volta pelo Ca?*. Esta estrutura aparenta os dedos polegar e indicador, devido a isso, recebeu o
nome EF-hand, do inglés mdo-EF (CHIN; MEANS, 2000; McCORMACK et al., 2005;
CLAPHAM, 2007).

Em arabidopsis, estdo presentes sete genes que codificam quatro isoformas de CaM e
entre 50 genes que codificam proteinas CML (SISTRUNK et al., 1994; YANG et al., 1996;
McCORMACK et al., 2003; McCCORMACK et al., 2005). Enguanto isso, Oryza sativa possuli
33, Sorghum bicolor 22, Zea mays 21, Eucalyptus grandis 25, Solanum tuberosum 27 e Vitis
vinifera contém 13, mostrando uma grande variabilidade na quantidade de genes entre as
espécies (MOHANTA et al., 2017).

As CMLs sdo exclusivas no reino vegetal e suas funcdes tem sido relatadas no
desenvolvimento e resposta a estimulos bioticos e abioticos desempenhando papéis
especificos na coordenacdo dessas respostas ambientais em arabidopsis para interpretar os
sinais de Ca®* durante o desenvolvimento e a resposta a estresse (CHIASSON et al. 2005;
YAMAGUCHI et al. 2005; MOLINIER et al. 2004; BOUCHE et al., 2005; PEROCHON et
al., 2011; ZENG et al., 2015; ALDON et al., 2018). Possuindo entre, aproximadamente 80 e
300 aminoacidos, as CMLs sdo compostas de um a seis EF-hands sendo que a maioria
contém quatro (MCCORMACK; BRAAM, 2003).

Tanto CaMs como CMLs, podem regular varios alvos especificos que incluem fatores
transcricionais, canais e bombas de ions, proteinas quinases e proteinas de transporte
(VOGEL, 1994; BOUCHE et al., 2005; PEROCHON et al., 2010; OH et al., 2012; CHO et
al., 2016;). Entretanto, ndo atuam com atividades enzimaticas, apenas funcionam ativando
proteinas, como as proteinas de ligacdo & CaM (CaMBPs) (BOUCHE, et al., 2005; REDDY,
et al., 2002).

Uma das primeiras CMLs identificados, TCH2 (ou CML24), tem papel importante na
homeostase de ions, na resposta ao fotoperiodo, na inibicdo mediada por ABA e na

germinacao e crescimento de plantulas (DELK et al. 2005).



29

CML37, CML38, e CML39 sdo membros de uma subfamilia que foi descrita por ter
padrdo de expressdo responsivo ao estresse como a seca, a salinidade e o ferimento
(VANDERBELD; SNEDDEN, 2007). CML37, CML38 e CML39 recombinantes s&o
proteinas de ligagdo ao Ca®". Estes compartilham 34,2%, 28,8% e 26,1% da identidade de
aminoacidos, respectivamente, com a proteina CaM conservada (McCORMACK; BRAAM,
2003). Entre eles, CML37 compartilha 51,4% e 52,2% da identidade de aminoacidos com
CML38 e CML39 respectivamente, enquanto CML38 e CML39 compartilham 76,1% de
identidade (MCCORMACK; BRAAM, 2003).

CML37 e CML38 foram encontrados em folha jovem, raiz e tecido floral, além do
mais, CML38 também foi expresso em células-guarda. A CML38 liga-se a quatro jons Ca®*,
de acordo com dados in silico (eFP Browser), e a nivel molecular, essa proteina foi localizada
em complexos ribonucleoproteicos induzidos por hipoxia (LOKDARSHI et al.,, 2016;
VANDERBELD; SNEDDEN, 2007).

Atraveés de buscas por peptideos que interagiam com AtRALF1, foi identificado uma
proteina semelhante a calmodulina, CML38, locus At1g76650, e é essencial para a inibi¢ao da
raiz (CAMPOS et al., 2017). Em uma caracterizacdo por genes que sdo induzidos por
AtRALF1, CML38 foi um gene fortemente induzido (HARUTA et al., 2014), de maneira dose
dependente (CAMPOS et al., 2017). Esta proteina também esta localizada no apoplasto,
funcionando como uma proteina que interage com AtRALF1 sendo dependente de Ca?* e pH.
Apenas 0 peptideo ativo ja é suficiente para ocorrer essa interacdo entre CML38 e AtRALF1.
E essa interacdo, AtRALF1-CML38, é especifica, pois foi visto que CML37 e CML39, nédo
interagem com AtRALF1. Da mesma forma, AtRALF34, que é uma das nove isoformas
RALFs de arabidopsis similar ao RALF original isolado do tabaco, ndo interagiu com CML38
(CAMPOS et al., 2017). Mutantes com perda de funcdo para cml38-1 e cml38-2 foram
testados quanto a sensibilidade a AtRALF1 nas raizes. Onde o tratamento ndo foi eficaz na
inibicdo do crescimento dessas raizes e que também demonstrou ndo ser dependente da dose
administrada tanto em baixa ou em alta concentracdes do peptideo (CAMPOS et al., 2017).
Diferente do mutante fer4 que apenas inibe a raiz em altas concentracdes do peptideo
(HARUTA et al., 2014).

Quando as plantas mutantes com perda de funcdo para cml38-1 e cml38-2 sdo tratadas
concomitantemente com AtRALF1 e a proteina CML38, ocorre a inibicdo do tamanho das
raizes. Recuperando assim, a sensibilidade a AtRALF1 nesses mutantes, mostrando que o
peptideo AtRALF1 é dependente da proteina CML38. O mesmo foi feito com a proteina

CML39, entretanto ndo ocorreu a inibicdo do tamanho das raizes nessas plantas (CAMPOS et



30

al., 2017). A recuperagdo da sensibilidade a AtRALF1 foi observada também em duplos
mutantes de cruzamento com plantas mutantes de perda de fungdo para cml38-1 juntamente
com o promotor de CML38 fusionado a CML38 e GFP (PROCML38:CML38-GFP) de
maneira a reintroduzir o gene de CML38 nesses mutantes. Assim, essas plantas restauraram o
fendtipo de sensibilidade & AtRALF1 inibindo as suas raizes (CAMPOS et al., 2017).

Plantas que superexpressam AtRALF1 possuem fenotipo semiando (MATOS et al.,
2008), porém ao cruzar plantas mutantes de cml38 com plantas que superexpressam
AtRALF1, foi possivel observar que o peptideo ndo é capaz de inibir as raizes dessas plantas.
Confirmando que essa proteina é necessaria para 0 RALF atuar na inibigdo do crescimento da
raiz. Todos esses dados sugerem entdo que a proteina CML38 é necessaria para a inibi¢ao do
crescimento radicular causada por AtRALF1.

Como ja se sabe, RALF atua alcalinizando o meio extracelular (PEARCE et al., 1990).
De maneira dissociada, CML38 mostrou atuar em outra via de sinalizacdo do peptideo.
Células em suspensdo de arabidopsis quando tratadas com a proteina CML38 nédo exibiram
alcalinizagdo no pH extracelular. Essas células quando tratadas simultaneamente com
AtRALF1 e CML38, em diversas doses, tambem ndo exibiram alteracdo na resposta de
alcalinizacdo. Ficando semelhantes ao tratamento apenas com o peptideo AtRALF1
(CAMPOS et al., 2017).

Essa resposta a alcalinizacdo também foi testada na rizosfera de plantas intactas em
um meio contendo um indicador de pH. A alcalinizacéo foi observada nas plantas selvagens e
nos mutantes cml38 tratados com AtRALF1, indicando a alcalinizacdo normal da rizosfera.
Para mostrar que esta resposta € especifica de AtRALF1, foi usado um peptideo inativo
RALF1(9-49), que os primeiros 8 aminoacidos do peptideo ativo foram eliminados, e sendo
inativo esse peptideo ndo causou alcalinizacdo da rizosfera dessas plantas (CAMPOS et al.,
2017). Campos et al., (2017) propdem que CML38 se liga a AtRALF1 através de um outro
complexo receptor que ndo é por FERONIA. Apos sua ligacdo, o complexo CML38-
AtRALF1 regula a expressao de genes induzidos por AtRALF1, assim levando a inibicdo das
raizes. Esta via ndo interfere na bomba de protons ATPase que controla a alcalinizacdo por
AtRALF1 (CAMPOS et al., 2017).

Recentemente, foi observado que a sinalizacdo de calcio citoplasmatico precede o
fluxo de H*, quando ha o bloqueio de canais de calcio da membrana plasmatica, o qual evita a
alcalinizacdo do apoplasto em resposta a RALF33 e RALFL36 (GJETTING et al., 2020). Foi
observado também que plantas mutantes fer responderam de maneira diferente ao tratamento
com RALF33 e RALFL36. A via de sinalizacdo de RALF33 envolve FERONIA, uma vez que
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durante o tratamento com RALF33, mutantes fer nio exibem respostas de Ca?* ou H* normais
como as plantas selvagens. Entretanto, mutantes fer mostraram fluxos de Ca®* ou H* que
foram menos afetados pelo tratamento com RALFL36, indicando um mecanismo de
percepcdo diferente para este peptideo (GJETTING et al., 2020).

2.4 Promotores e seus Fatores Transcricionais

A expressdo génica de tecidos e Orgdos, durante varios estagios de crescimento e
desenvolvimento, ou através de estimulos externos, € regulada a nivel transcricional, p6s-
transcricional e pos-traducional. A regulacdo transcricional desempenha o maior papel na
ativacdo e supressdo da expressdo génica e € amplamente controlada por fatores dentro dos
promotores de genes, como o0s elementos regulatorios, conhecidos também por elementos
regulatorios em cis (cis-regulatory elements - CREs) (ZOU et al., 2011). Uma das maneiras
mais comuns de estudar os genes é através dessa analise de promotores (DAS; DAI, 2007).
Promotores sdo as regides no genoma que contém sequéncias regulatorias para variados
genes. Assim, estudos de promotores que regulam a expressao génica ao nivel transcricional
sdo cruciais para melhorar a compreensao da regulacdo dos genes.

Os promotores possuem regides proximas e distantes do local de iniciacdo da
transcricdo (LEE; YOUNG, 2000). Na regido distal, aproximadamente mais que 300 pb, estéo
elementos adicionais de regulacdo, com geralmente pequenas influéncias na regulacdo. Na
regido proximal, até 300 pb esta a regido denominada core promoter, ou promotor principal,
regido de aproximadamente 35pb acima ou abaixo do inicio da transcri¢cdo. Além do core
promoter, nesta regido encontram-se 0s elementos minimos necessarios para iniciar
corretamente a transcricdo dos genes (SMALE; KADONAGA, 2003; MOLINA,;
GROTEWOLD, 2005). Antes do inicio da transcricdo, um complexo proteico, incluindo
fatores de transcricdo, TFIID e TFIIB, é formado com RNA polimerase Il (LEE; YOUNG,
2000). O TATA-box é o local de ligacdo da subunidade TFIID TBP (TATA-box-Binding
Protein) do fator de iniciacdo da transcricdo, ou seja, precedendo o inicio da transcri¢do, o
TFIID liga-se a TATA-box na regido promotora do gene. Esta regido também contém
elementos regulatérios que sdo locais de ligacdo para o inicio da transcricdo, incluindo a
enzima RNA polimerase 1l e suas subunidades (BURLEY; ROEDER, 1996).

As sequéncias de elementos regulatorios sdo parte do DNA nédo codificante que
contém locais de ligacdo para fatores de transcricdo ou outras moléculas reguladoras que

afetam a transcricdo genética. Estudos demonstraram que mutacdes nesses elementos
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regulatérios ocasionam niveis alterados de expressdo génica e contribuiu com 0 processo
evolutivo de domesticacdo de culturas (HUFFORD et al., 2012; KOENING et al., 2013).
Meyer e Purugganan (2013) relatam que durante uma analise das mutacfes associadas a
domesticacdo de culturas, 26 de 60 mutacdes eram nos elementos regulatérios. No entanto,
para a maioria dos elementos que sofreram mutacdes durante a domesticacdo, os FTs ou
micro-RNAs, que interagem com estes, permanecem desconhecidos.

MutacBes de ganho ou perda de funcdo frequentemente exibem efeitos pleiotropicos,
ou seja, quando um unico gene controla diversas caracteristicas que muitas vezes ndo estdo
relacionadas umas com as outras. Por outro lado, as muta¢es nos elementos regulatérios
possibilitam alteracbes na expressdo génica sem esses efeitos pleiotropicos (MEYER;
PURUGGANAN, 2013).

Para o estudo dos elementos regulatérios, séo feitas diversas series de delecbes do
promotor. Isto permite aos pesquisadores restringirem a area do promotor que é responsavel
pela expressdo de determinado gene. Estas construcGes podem ser expressas em plantas
através de uma proteina repdrter. Os promotores geralmente sdo fusionados a uma proteina
repérter como a Green Florescent Protein (GFP), Firefly Luciferase (LUC) e fg-glucuronidase
(GUS) (GHIM et al., 2010). Apos serem transformadas e selecionadas, as plantas sédo
visualizadas em microscopia para confirmacao da regido gendmica responsiva adquirida neste
procedimento (SUSSMAN, 2001).

Além deste método, ha também outras formas para analisar elementos regulatérios.
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas) ¢ eficaz para
a identificacdo e andlise de elementos regulatérios (THAKORE et al., 2015; HILTON et al.,
2015). Uma ferramenta de edicdo de genoma que permite a inducdo simples, répida e
eficiente de clivagem de fita dupla de DNA em posi¢des precisas e determinadas do genoma
(DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). E que através dessa técnica, pode-se manipular a
expressdo de qualquer gene, em sitios especificos, aumentando ou silenciando a expressao
génica (THAKORE et al., 2015; HILTON et al., 2015).

Chromatin immunoprecipitation (ChlP) é um método usado para localizar locais de
ligacdo ao DNA, elementos regulatérios, de uma proteina de ligacdo ao DNA de interesse.
Sendo assim, utilizado para estudar interacfes entre fatores transcricionais e DNA in vivo.
(KUO; ALLIS, 1999). ChlIP-Seq envolve imunoprecipitacdo de cromatina (ChlP) seguido de
sequenciamento de alto rendimento (Seq) ou hibridacdo com microarranjos (ChlP-CHIP)
(KIM; REN, 2006).
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Muitos avangos foram obtidos para auxiliar a identificacdo desses elementos por
métodos computacionais com a disponibilidade de diversas sequéncias gendmicas (LI,
YUAN; LI, 2014; HERATH, 2016; BHURIA et al., 2016). A andlise in silico auxilia sobre a
localizacdo de sequéncias regulatorias, porém para chegar até esses dados de caracterizagdo
de promotor especifico € necessario a busca por esses elementos in vivo.

Em anélises in silico utilizando o programa PlantCare revelaram elementos
regulatérios nos promotores de genes RALF que sdo responsivos desde horménios, seca a
estresse por frio ou calor (SHARMA et al., 2016).

Buscas para identificar genes RALFs de sete espécies de Rosaceae foram realizadas
através de andlise de elementos de regulatérios, ontologia genética (GO), dados EST, analise
de RNA-seq e RT-gPCR para ter um conhecimento desses genes em diversos estagios de
desenvolvimento, tecidos e sob diversos estresses (ZHANG et al., 2020). Foram descobertos
21 elementos regulatdrios envolvidos com 4&cido abscisico, auxina, giberelina, metil
jasmonato, &cido salicilico, ciclo celular, controle circadiano, defesa e estresse, seca,
expressdo especifica do endosperma, luz, baixa temperatura, ferimento, entre outros, que
estdo relacionados durante o estresse e na expressao especifica de tecidos (ZHANG et al.,
2020). Com esse conjunto de ferramentas utilizados nesta pesquisa juntamente com os dados
analisados, foi possivel obter informacdes abrangentes sobre genes RALFs de sete espécies de
Rosaceae.

Uma andlise in silico foi efetuada no promotor de FanRALF3-1, (Fragaria ananassa),
para identificar possiveis elementos responsivos a patdgenos. Posteriormente analisou-se in
vivo se fragmentos do promotor FanRALF3-1 poderiam induzir a expressdao de genes
repérteres em frutos de morango infectados com Colletotrichum acutatum (NEGRINI et al.,
2020). Assim, foi observado um envolvimento de um FT, MYB, como regulador da inducgéo
de infeccdo por FanRALF3-1 com base na andlise in silico do promotor. Fator este encontrado
no elemento regulatério que esta presente nos 400pb anteriormente ao codon inicial da
sequéncia do gene FanRALF3-1 (NEGRINI et al., 2020).

A maioria dos FTs sdo proteinas que consistem em um dominio de ligacdo ao DNA,
gue interagem com elementos regulatorios de seus genes alvos, levando a interacdo proteina-
proteina e assim facilitando a oligomerizacao entre FTs ou outros reguladores (WRAY et al.,
2003). Essas interacdes influenciam ou controlam os processos bioldgicos em uma célula ou
organismo, ativando e reprimindo a transcricdo, de processos como progressao no ciclo
celular, equilibrio metabolico e fisiolégico (SCOTT, 2000). Entretanto, muitos genes

diferentes e tipos diferentes de células podem compartilhar os mesmos fatores de transcricao.
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A transcri¢do de genes em eucariotos é realizada com a ajuda da RNA-polimerase 11,
com o envolvimento de fatores de transcricdo. Essas proteinas sdo responsaveis pelo
posicionamento correto da enzima RNA-polimerase no promotor e ajudam entdo na separacao
das fitas de DNA para permitir o inicio da transcri¢do, assim liberando a RNA polimerase no
inicio da transcricao.

Os FTs sdo agrupados em familias de acordo com seu dominio de ligacdo ao DNA
(LUSCOMBE et al., 2000). O genoma de arabidopsis contém vérias familias de FTs que
incluem mais de 100 membros, sendo ao todo mais de 1500 membros conhecidos, como
MYB, MADS, hélice-alca-hélice basica (bHLH), APETALA2 (AP2)/proteina de ligacdo do
elemento de resposta ao etileno (EREBP) entre outros (LEE et al., 1999; RIECHMANN et al.,
2000; BAILEY et al., 2003; RIECHMANN; RATCLIFFE, 2003; KIRIK et al., 2005).

A familia MYB é a maior familia de FTs conhecida em plantas. E dividida em trés
grupos, as familias relacionadas com R2R3, R1R2R3 e MYB. Varios estudos ddo numeros
variados da quantidade de membros desta familia, mas esta em torno de 200 membros e é
conhecida por ter uma vasta resposta aos estimulos ambientais (SINGH et al., 2002; GONG et
al., 2004; XIONG et al., 2005; QU; ZHU, 2006), como respostas a luz ultravioleta (UV),
ferimentos, estresse anaerdbico e patogenos (RUSHTON; SOMSSICH, 1998; JIN; MARTIN,
1999; HEMM et al., 2001.)

Aproximadamente 160 genes AtbHLH foram identificados, sendo essa a segunda
maior familia de FTs do genoma de arabidopsis (BAILEY et al., 2003). Essas proteinas estéo
envolvidas no controle da proliferacdo celular e no desenvolvimento de algumas células
especificas (HEIM et al., 2003). E se ligam especificamente na sequéncia de DNA
GCACGTG (TOLEDO-ORTIZ et al., 2003).

Uma familia de fatores transcricionais denominada WRKY, possui mais de 70
membros em arabidopsis, se liga a um elemento no promotor conhecido como W-box e sdo
encontrados nos promotores de genes relacionados a defesa como a sinalizacdo de acido
salicilico e em respostas a patdgenos. Os genes WRKY's foram detectados preferencialmente
em folhas (EULGEM et al., 2000; SCHMID et al., 2005), onde algumas dessas proteinas sao
induzidas durante a senescéncia foliar (HINDERHOFER; XENTGRAF, 2001; ROBATZEK;
SOMSSICH, 2001).

AP2/EREBP é uma familia de aproximadamente 150 membros em arabidopsis. Foi
sugerido que este grupo se originou das endonucleases de bactérias ou virus. Essa familia de
genes esta envolvida principalmente em respostas a diferentes estresses: seca, congelamento e

invasdo de patogenos. H& as proteinas ERF que sdo uma subfamilia de fatores de transcri¢do
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AP2/EREBP que é exclusiva das plantas, e em arabidopsis possui 124 proteinas ERF (JIN;
MARTIN, 1999; GUTTERSON; REUBER, 2004; FENG et al., 2005, SHIGYO;
MITSUYASU 2006). Essas ERF podem se ligar a dois elementos regulatérios, um que
envolve respostas ao etileno, e outro elemento relacionado a expressao de genes responsivos a
desidratagéo e a baixas temperaturas.

Os membros das proteinas AHL, do inglés AT-Hook Motif Nuclear Localized, contém
duas unidades estruturais conservadas, 0 motivo AT-Hook e o dominio PPC, do inglés Plant
and Prokaryote Conserved (FUJIMOTO et al., 2004). O motivo AT-Hook permite a ligagcdo
ao DNA na parte rica em AT e foi identificado em vérias familias de genes em procariontes e
eucariotos (AVAVIND; LANDSMAN; 1998). O dominio PPC é responsavel pela localizacao
nuclear das proteinas AHL, bem como pelas interacdes proteina-proteina entre as proteinas
AHL e fatores de transcricdo (FUJIMOTO et al., 2004).

Proteinas do tipo “basic region/leucine zipper motif” (bZIP), sdo proteinas com hélice-
alca-hélice e proteinas com ziper de leucina, que possuem uma regido basica que liga 0 DNA
e um motivo de dimerizagdo do ziper de leucina. Os FTs bZIP séo considerados Unicos devido
ao seu papel de suporte durante o ciclo de vida das plantas, como resposta a hormonios (LI et
al., 2013) e crescimento e desenvolvimento de plantas (LUO, DEAN, 1999; KUBO et al.,
2005).

DNA binding with one finger (Dof) € uma familia de FTs especifica de plantas (MA et
al. 2015). O dominio Dof possui uma estrutura de Cys2/Cys2 que coordena so Zn?* e liga-se
especificamente ao elemento AAAG no promotor de seus genes (YANAGISAWA, 2002;
2004). Essas proteinas estdo envolvidas com uma variedade de processos biologicos em toda
a planta. Elas desempenham papéis importantes no desenvolvimento de sementes, regulacdo
do metabolismo, sinalizacdo de horménio e resposta ao estresse (NOGUERO et al., 2013). O
primeiro Dof isolado foi descoberto em milho. Desde entdo, muitos estudos documentaram 0s
Dofs em outras plantas, como arabidopsis, tomate, banana (YANAGISAWA,; 1ZUI, 1993;
PAPI et al., 2000; CAl et al., 2013; FENG et al., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condicgdes de crescimento

Plantas ecdtipo columbia-0 de Arabidopsis thaliana foram utilizadas e suas sementes
foram colocadas em vasos contendo substrato e vermiculita (2:1) sendo umidificadas com
uma solucéo de 3,25mL/L de fertilizante de raiz e folha. As plantas cresceram em camaras
monitoradas, modelo conviron ATC26, durante 16h de luz (200umol/m?s) e 8h de escuro a
22°C e 18°C respectivamente por aproximadamente 45 dias até a obtencdo das sementes na
siliqua seca.

3.2 Assepsia superficial das sementes

As sementes obtidas de A. thaliana selvagem (wild-type), em tubo Eppendorf, foram
superficialmente esterilizadas com 1mL de hipoclorito de sédio 50% (v/v) invertendo-se o
tubo por 10min. Em seguida foram lavadas 5 vezes com 1mL de dgua Milli-Q autoclavada e
na sexta lavagem foram deixadas em 1mL de agarose 0,1% para tratamento com frio (4°C)
durante 4d.

3.3 Expressao Heterdloga do peptideo AtRALF1 recombinante

3.3.1 Crescimento de células e inducéo a producéo de proteinas

Um pré-indculo da Cepa BL21 de AtRALF1 foi crescida em meio de cultura LB (Luria-
Bertani, triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L e pH 7,5, estéril) sob 200rpm
overnight a 37°C na presenca do antibiotico canamicina (50ug/mL, LBcanso). A 500mL do
meio de cultura LBcanso foram adicionados 10mL do inoculo inicial. A cultura foi deixada sob
agitacdo em frasco Erlenmeyer de 1L até atingir a ODeoo entre 0,6-0,9. Posteriormente, foi
adicionado ou o indutor da expressao proteica IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside)
ou a lactose (2,59). Apos a adicdo dos indutores, os frascos ficaram sob agitacdo por mais 4h
(IPTG) ou 6h (lactose). Apos este periodo, as células foram separadas do meio de cultura por

centrifugacdo (temperatura ambiente a 5000rpm por 5min) e armazenadas (-20°C).
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3.3.2 Purificacdo e extracdo de proteinas por cromatografia de afinidade (Ni-NTA)

Como consequéncia do vetor utilizado (pET-28b), o peptideo AtRALF1 é produzido
fusionado a uma sequéncia de histidinas no N-terminal para facilitar e maximizar a
purificacdo em cromatografia de afinidade utilizando resina de niquel. As células congeladas
séo ressuspendidas em 250mL de tampé&o desnaturante (100mM NaH2POs, 20mM Tris HCI,
8M ureia, pH 8,0) e submetidas a processo de lise celular por descompresséo (N2) com a
bomba Parr. O lisado foi centrifugado por 40min a 24°C em 5000rpm para separacdo da
proteina (sobrenadante) do material mais pesado. O sobrenadante foi entdo carregado em uma
coluna de resina de niquel (Ni-NTA). A coluna foi lavada (100mM NaH2PO4, 20mM Tris
HCI, 8M ureia, pH 6,3) e a proteina de interesse eluida (100mM NaH2POs4, 10mM Tris HCI,
8M ureia, pH 3.3).

3.3.3 Dialise e liofilizacéo

Para a retirada de sais e ureia da proteina eluida, o conteudo da cromatografia foi
dialisado contra uma solucéo 0,2% de &cido férmico durante 4d a 4°C. Foram feitas 3 trocas
da solugdo de dialise totalizando 12L ao longo dos 4d. Apo0s esse periodo de dialise as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido para serem liofilizadas e quantificadas em

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3.3.4 Quantificacéo da proteina e determinacédo da pureza por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC)

A proteina liofilizada foi diluida em 1mL de agua Milli-Q autoclavada. Apds a eluicao,
foram diluidos 100pL do eluido em 900ul de acido férmico 0,1% para serem injetados e
analisados na HPLC. A presenca de um Unico pico atestou a pureza e o tempo de retencdo da
proteina foi utilizado na comparacdo com uma amostra de AtRALF1 previamente identificada
por espectrometria de massa (do CANTO et al., 2014). A quantificacdo se deu atraves da

integracdo da area do pico gerado no cromatograma.
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3.4 Tratamento com peptideo AtRALF1 recombinante

Plantas transgénicas contendo as dele¢bes do promotor e que germinaram e cresceram
em meio seletivo (0,5x meio MS, sais MS sem sacarose e vitaminas da PhytoTechnology
Laboratories, pH 5.8 ajustado com KOH com 6g/L de Phytagel e 100 mg/L Canamicina),
foram expostas ao tratamento exdgeno com o peptideo AtRALF1. As plantas selecionadas
foram colocadas em uma placa de 24 pogos, com meio 0,5x MS liquido contendo 1uM do
peptideo. Ap6s 4h sob leve agitacdo, as plantas foram observadas usando Microscopio
Confocal (Olympus FVV1000). Plantas controle foram mantidas em meio livre do peptideo. O
sinal fluorescente da proteina GFP foi observado excitando o material com 488nm e
observando a 540nm. As imagens foram processadas utilizando o programa FluoView da

Olympus.

3.5 Extracdo de DNA gendmico de arabidopsis

Para a extracdo e purificacdo do material genético de plantas selvagens usou-se
aproximadamente 100mg de tecido foliar de arabidopsis. Em tubo Eppendorf de 1,5mL as
folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente foram maceradas com ajuda
de um pistilo. No tubo com a planta macerada foram adicionados 500uL de Plant DNAZOL,
misturou-se o contetdo lentamente por inversdo e foi deixado incubando a 25°C durante
5min. Apds este periodo, o tubo foi centrifugado a 13000rpm por 10min. Para precipitar o
DNA, foram adicionados 250uL de etanol 100%, misturando novamente por inversdo e foi
deixado incubando a temperatura ambiente durante 5min. Centrifugou-se o Eppendorf a
13000rpm por 5min e o precipitado foi posteriormente lavado usando etanol 75% (v/v). O
tubo com o DNA precipitado foi deixado a temperatura ambiente para secar e assim ser

ressuspendido em 20uL de agua Milli-Q autoclavada.

3.6 Avaliacéo da producéo de etileno

Aproximadamente 200 sementes de arabidopsis (wt e ferd) foram germinadas e
crescidas em meio 0,5x MS (sais MS sem sacarose e vitaminas da PhytoTechnology
Laboratories, pH 5.8, ajustado com KOH com 9g/L de Phytagel) durante 10d. As raizes foram
cortadas e transferidas imediatamente para um recipiente de vidro (20mL) hermeticamente

fechado contendo 2mL de meio 0,5x MS liquido juntamente com 2 ou 5uM de peptideo
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AtRALF1. As raizes foram mantidas em luz constante a 120rpm de agitacdo. A produgdo de
etileno foi analisada com 0,5mL de ar desse recipiente em uma cromatografia gasosa modelo
Thermofinigan GC Ultra- ThermoFisher equipado com o detector de ionizacdo (FID)
metanador ¢ coluna de aco inox de 1/8” ¢ 1,8m de comprimento. O hidrogénio foi utilizado
como gas de arraste a um fluxo de 25mL min™. A temperatura da coluna, do injetor, do
detector, e do metanador foi respectivamente de 100°C, 140°C, 200°C, 350°C. Foram
utilizados gases padrdes de etileno para elaboracdo da curva padréo. A producéo de etileno foi
analisada através dos dados obtidos das determinacdes cromatograficas em parte por milhdo

(ppm).

3.7 Avaliacéo da deposicéo de calose nas plantas

Plantas de arabidopsis com 5d (wt, mutante fer4 ou cml38-2) foram tratadas em meio
0,5x MS liquido contendo 0,5 ou 1uM do peptideo AtRALF1 durante 3h sob leve agitagéo.
Um volume igual de agua foi usado como controle no tratamento sem peptideo. Apos o
tratamento, as plantas foram coradas em corante azul Aniline 0,1% e glicina 1M (2:3) em
agua Milli-Q durante 5min. Essas plantas foram analisadas no microscopio confocal
(Olympus FV1000). O comprimento de onda da excitacdo foi de 405nm e a emissdo foi
detectada em 725nm. O processamento da imagem foi concluido usando o programa Olympus

FluoView.

3.8 Analise de expressao por PCR em tempo real

3.8.1 Extracdo de RNA

Raizes de plantas de arabidopsis com 10d foram tratadas com 0,5 e 1uM de AtRALF1
por 30min. Posteriormente as raizes foram cortadas, imediatamente colocadas em tubo
Eppendorf e congeladas com nitrogénio liquido. As raizes foram maceradas usando pistilo e
colocou-se o reagente Trizol (ImL/Eppendorf) de acordo com as instru¢es do fabricante
(Invitrogen). O tubo foi agitado e incubado por 5min a temperatura ambiente. Decorrido este
tempo, adicionou-se 200uL de cloroformio e o tubo foi agitado por inverséo durante 20s e foi
mantido por 5min em temperatura ambiente. O tubo foi centrifugado por 15min a 12000 rpm
na temperatura de 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se

500uL de isopropanol e deixou-se incubar por 10min em temperatura ambiente. O tubo com a
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solucdo foi centrifugado a 12000rpm, novamente a 4°C por 10min. Todo o contetdo liquido
foi retirado do tubo e foi lavado com 1mL de etanol 75%. Centrifugou-se o contetdo a
7500rpm por 5min a 4°C. O contetdo liquido foi descartado e deixou-se o tubo secar a
temperatura ambiente por 15min, ressuspendendo o precipitado com 20uL de agua milli-Q

ultra-pura autoclavada.

3.8.2 Tratamento com DNAse (Promega).

O contetido no tubo Eppendorf, contendo 0 RNA extraido, passou por tratamento com
DNAse para retirada de quaisquer DNAs da amostra. Foram adicionados 2uLL da enzima RQ1
juntamente com o tampdo RQ1 DNAse buffer que acompanham no kit, mais 8uL de agua
livre de RNAse. O RNA foi entdo incubado em banho maria a 37°C durante 30 min. Logo
apos, foi adicionado ao tubo 1ul de Stop Solution, para parar a reacdo, e foi mantido
novamente em banho-maria por 10min a 65°C. O RNA tratado foi entéo re-extraido com

Trizol conforme descrito anteriormente.

3.8.3 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado seguindo as instrucdes do Sistema de Transcricdo Reversa
ImProm-II (Promega) usando 1ug de RNA. As amostras de RNA em tubo Eppendorf foram
incubadas por 5min a 70°C no termociclador, juntamente com 2uL de oligodT e em seguida
foram colocadas no gelo por 5min. Assim, a reacdo foi preparada com tampdo Impromll,
MgCI, dNTPs, e a enzima Impromll Reverse Transcriptase seguindo as orienta¢fes do
fabricante. Essa solucdo juntamente com a reacéo anterior ficou incubando por 5min a 25°C

seguido de 60min a 42°C e finalizando com 15min a 70°C.

3.8.4 Andlise de expressdo génica

A analise da expressdo génica quantitativa foi feita usando PCR em tempo real (QRT-
PCR). A reacdo foi realizada usando cDNA diluido 10 vezes e SyBR Green Rox ou Eva
Green Rox, gPCR Master Mix (Thermo Scientific) no sistema de PCR em tempo real
StepOne™ (Applied Biosystems). Trés réplicas técnicas foram analisadas para cada amostra

bioldgica e 2 amostras bioldgicas foram usadas. O ciclo do limiar (CT) foi determinado pelo
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instrumento e a expressdo génica relativa foi calculada usando a equagdo 2-22¢T (LIVAK,
SCHMITTGEN, 2001).

3.9 Clonagem dos fragmentos do promotor do CML38

Fragmentos de DNA foram feitos a partir da regido promotora do gene CML38 (locus
Atlg76650). Para a amplificacdo das delecdes do promotor do gene CML38 foram usados
iniciadores especificos desenhados com o auxilio do programa GeneRunner e a adicdo da
sequéncia 5’CACC3’ para a ligacdo direcional dos mesmos ao vetor especifico (Anexo B).

Nos fragmentos 1, 2, 3, 4 e 5 foram utilizados iniciadores especificos e reacdo de PCR
padrdo (Anexo B). Para o fragmento 6 (59pb) foram sintetizados dois iniciadores longos,
equivalentes as duas fitas do fragmento, que foram usados diretamente na reacdo de insercédo
no vetor pENTR D-TOPO. Todas as clonagens foram confirmadas pela presenca dos

fragmentos (Anexo F) e sequenciamento.

3. 10 Purificacdo de fragmentos de DNA amplificados

O DNA de arabidopsis extraido na sessdo 3.3 e os fragmentos amplificados com o0s
primers especificos foram usados como produtos da reacdo de PCR para serem analisados em
gel de agarose 2% (p/v).

As mostras obtidas foram purificadas usando QIAEX 1l Gel Extraction Kit
(QIAGEN). Os fragmentos do promotor do gene em gel de agarose foram cortados em blocos
e pesados em tubos Eppendorfs de 1,5mL. Trés volumes do tampédo QXI foram adicionados
aos tubos contendo o bloco de gel juntamente com 15uL de resina QIAEX Il. A incubacdo da
amostra foi feita a 50°C durante 10min e a cada 2min as amostras foram agitadas em um
vortex. O tubo foi centrifugado a 10000rpm por 30s e o sobrenadante foi descartado. A
amostra no tubo foi lavada 2 vezes com 500uL de QXI e centrifugada por 30s a 10000rpm.
Em seguida, a amostra foi lavada 3 vezes com 500uL de tampao PE e centrifugada por 30s a
10000rpm. Apds esta etapa, os tubos foram deixados a 37°C por 20min para secar. O
precipitado no fundo do tubo foi assim ressuspendido em 20uL de agua Milli-Q autoclavada e
ficou a 50°C durante 5min. Para finalizar, o tubo foi centrifugado e o sobrenadante contendo

0 DNA foi transferido para um novo tubo, sendo esse procedimento repetido por 3 vezes.
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3.11 Clonagem no vetor pENTR/D-TOPO

As clonagens dos fragmentos dos promotores do gene CML38 foram realizadas de
acordo com as instrugdes do fabricante (pENTR/D-TOPO ThermoFisher/Scientific, Anexo
C). Entre 0,5 - 4pL dos produtos de PCR purificados foram adicionados juntamente com 1uL
de solucdo de sal diluido (1:4), 1puL do vetor pENTR/D-TOPO e &gua Milli-Q autoclavada
para completar para o volume final de 6pL. A reagdo foi incubada entre 16 a 18h a 23°C.

3.12 Transformacéo de Escherichia coli

3.12.1 Preparacdo de células eletrocompetentes de E.coli

Bactérias E.coli cepa TOP10 foram estriadas em placa contento meio de cultura LB
semi-sdlido (adicdo de 14g/L agar bacteriologico) e colocadas a 37°C overnight. Um pré-
in6culo com uma col6nia isolada da placa estriada foi feito em meio de cultura liquido (sem
agar bacterioldgico) para multiplicacdo da bactéria. Em meio LB liquido sem antibiéticos, a
bactéria foi incubada a 37°C por 16h sob agitacdo de 200rpm. Assim, esta cultura foi
incubada em um novo indculo de 250mL de meio LB liquido novamente a 37°C durante 16h,
200rpm. Quando atingida a densidade optica (ODeoo) 0,6-0,8 as culturas foram utilizadas em
ambiente estéril permanecendo no gelo a todo momento.

As células foram distribuidas em tubos Falcon de 50mL e centrifugadas a 5000rpm, a
4°C durante 10min. O sobrenadante resultante de cada tubo foi removido e as células
precipitadas foram ressuspendidas em de agua Milli-Q gelada e autoclavada. As celulas foram
novamente sedimentadas a 5000rpm e 4°C por 10min descartando o sobrenadante e lavadas
mais duas vezes em agua Milli-Q gelada e autoclavada. Novamente os tubos foram
centrifugados a 5000rpm, a 4°C por 10min. Finalmente, o sobrenadante é descartado e em
seguida foi efetuada mais uma lavagem com glicerol 10% (v/v) filtro-esterilizado, a 4°C. As
células foram centrifugadas a 4000rpm, a 4°C durante 10min e o sobrenadante foi removido.
Em seguida, essas células foram ressuspendidas em 1000uL de glicerol 10% (v/v) filtro-
esterilizado a 4°C. As células foram distribuidas em 70uL em cada tubo Eppendorf de 1,5mL
sendo imediatamente colocados em nitrogénio liquido para posterior armazenagem em freezer
-80°C.
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3.12.2 Eletroporagéo de E.coli

Vetores pENTR/D-TOPO carregando os fragmentos oriundos das delecdes do
promotor do CML38 foram introduzidos em células de E.coli adicionando 2uL do produto da
reacdo vetor-fragmento a 70pL de células eletrocompetentes. A mistura de células e vetores
foi agitada suavemente e colocada no gelo por 5min. Apds este tempo, a mistura foi colocada
em uma cubeta de eletroporacdo (largura da ranhura 2mm, BioRad) que fora mantida no gelo.
A eletroporacdo foi efetuada em capacitancia 25uF, resisténcia 200Q, voltagem 2,5kV ¢ o
eletroporador utilizado foi 0 Gene Pulse Il (BioRad). Apds a eletroporacao, imediatamente foi
adicionado 1mL de meio 2XYT liquido (16g/L triptona, 10g/L extrato de levedura, 5g/L
NaCl, pH 7,5) ao tubo. Em seguida as células foram incubadas a 37°C por 1h a 200rpm e
espalhadas em meio LB semi-solido contendo antibidtico canamicina 100ug/mL e incubadas
a 37°C por 16h.

3.13 Isolamento e purificacdo de DNA plasmidial de E.coli

Uma col6nia isolada de E. coli transformada foi colocada em 10mL de meio LB
liquido com o antibidtico canaminica 100ug/mL e deixado sob agitacdo (200rpm), durante
16-18h a 37°C. Apos esse periodo, 1,5mL do contetdo foi transferido para tubos Eppendorf e
centrifugado por 3min a 13000rpm. O sobrenadante foi descartado para uso apenas das
bactérias. O precipitado das células foi ressuspendido em 100uL da solucgéo I (Tris-HCI 1M,
EDTA 0,5M, glicose 0,90g), e apos adicionou-se 200uL da solucdo Il (NaOH 10N, SDS
10%) para a lise da membrana celular. Misturou-se levemente por inversdo e o tubo foi
deixado no gelo por 5min, nesta etapa, as proteinas parcialmente sofrem desnaturacdo e o
DNA da bactéria ndo se desliga destas proteinas o qual pode ser precipitado com a solucéo Il
(acetato de potassio 5M, acido acético glacial 11,5%, agua Milli-Q), misturando-se 150uL a
amostra por inversdo e incubando por 5min. O plasmidio é assim liberado e o conteddo €
centrifugado por 25min a 13000rpm, para uso do sobrenadante que foi transferido para um
tubo novo Eppendorf. RNAse (10ug/uL) foram adicionados (2uL) a reacdo e deixados
incubando a 37°C em banho-maria por 15min para catalisar a degradacdo de RNA da
amostra. Logo apds, foi feito a lavagem da amostra com 1mL de etanol 100% misturando por
inversdo e centrifugando por 35min a 13000rpm. O sobrenadante foi descartado e, em
seguida, o precipitado foi lavado e concentrado com 500uL de etanol 70% (v/v). O tubo foi

centrifugado por 20min a 13000rpm e o sobrenadante descartado. Esperou-se o etanol



45

evaporar e o precipitado foi ressuspendido e solubilizado em 20uL de &gua Milli-Q
autoclavada.

3.14 Clonagem no vetor de destino pKGWFS7

3.14.1 Obtencéo do vetor de destino pKGWFS7

Células com o vetor pKGWFS7 (Anexo E) foram estriadas em placa contendo meio
LB semi-solido com o antibiotico espectinomicina 50ug/mL e deixadas a 37°C durante 16h.
Foi feito um pré-indculo com uma colbnia isolada em 10mL de meio LB liquido com o

antibidtico, incubando-se a 37°C durante 8h em 200rpm.

3.14.2 Clonagem no vetor de destino pKGWFS7

As clonagens dos fragmentos foram realizadas de acordo com as instrucdes do
fabricante (Invitrogen®). A reacdo de recombinacdo foi feita com o vetor de entrada
PENTR/D-TOPO (50-150ng), o vetor de destino pKGWFS7 (Anexo D) (150ng/uL), a enzima
LR Clonase Il Enzyme Mix (2uL, ThermoFisher Scientific) e tampado TE completando o
volume para 10pL. Por fim, reacdo foi incubada por aproximadamente 16h a 24°C. Apos este
periodo, para interromper a reacdo, foi adicionado 1uL de Proteinase K, incubando a 37°C
por 10min. O vetor de destino possui 0s genes reporteres eGFP da proteina verde fluorescente
(Green Fluorescent Protein - GFP), uidA da enzima B-glucuronidase (GUS) e o gene de
selecdo em plantas nptll conferindo resisténcia ao antibiotico Canamicina (KARIMI et al.,
2007).

3.15 Transformacdo de Agrobacterium tumefaciens

3.15.1 Preparacdo de células eletrocompetentes de A. tumefaciens

Células de A. tumefaciens cepa GV3101 foram estriadas em placa contendo meio LB
semi-sélido com o antibidtico gentamicina (50 pg/mL) e foram mantidas a 28°C por 48h.
Com uma coldnia isolada dessa placa foi feito um pré-inéculo em 10mL de meio LB liquido
com o antibidtico e incubou-se a 28°C por 24h a 200rpm. Esta cultura foi incubada em
in6culo de 200mL de meio LB liquido a 28°C sob agitacdo em 180rpm até atingir ODsoo entre

0,5-0,8. Apds essa etapa as células eletrocompetentes de Agrobacterium foram preparadas
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como descrito anteriormente para as células de E. coli - se¢do 3.7.1. Os fragmentos no vetor
pKGWFS7 foram sequenciados pelo laboratério de Biologia Molecular CEBTEC-
ESALQ/USP, analisados através do programa BIOEDIT e BLAST e assim validados.

3.15.2 Eletroporagéo de A. tumefaciens

A eletroporacgdo foi feita adicionando-se 2L do produto da reagdo a 70uL de célula
eletrocompetente, a mistura foi agitada levemente e permaneceu no gelo por 5min. Essa
mistura foi colocada em uma cubeta de eletroporacdo (largura da ranhura 2mm, BioRad)
previamente resfriada no gelo. A eletroporacdo foi realizada sob voltagem de 2,5kV,
capacitancia 25uF e resisténcia 200Q. O eletroporador utilizado foi o Gene Pulse 11 (BioRad)
igualmente usado para E. coli. Imediatamente foi adicionado 1mL de meio 2XYT liquido
apos esta reacdo. As células permaneceram sob agitacdo de 200rpm por 4h a 28°C. O produto
final (70uL) foi espalhado em meio LB semi-solido contendo antibidtico espectinomicina e

gentamicina (50ug/mL), permanecendo a 28°C por 48h.

3.16 Isolamento e purificacdo de DNA plasmidial de A. tumefaciens

Uma coldnia isolada de A. tumefaciens foi adicionada em 10mL de meio LB liquido
com os antibidticos espectinomicina e gentamicina 50ug/mL para se multiplicarem sob
agitacdo de 200rpm durante 48h a 28°C. Apds esse periodo as células foram preparadas como
descrito anteriormente para as células de E. coli - secdo 3.8 com a adicdo de lisozima que é
usada para digerir a cadeia de acucares da parede celular de bactérias e assim facilitar o

rompimento.

3.17 Transformacdao estavel de arabidopsis

As construcbes introduzidas em A. tumefaciens por eletroporacdo foram utilizadas
para transformacdo de plantas de arabidopsis pelo método de imersao de flores (Floral dip —
CLOUGH; BENT, 1998). Assim, uma col6nia isolada foi inoculada para um pré-inoculo de
10mL de meio LB liquido contendo antibidtico gentamicina 100ug/mL e sob agitacdo de
200rpm permaneceu por 24h a 28°C. Desse pré-indculo 5mL foram adicionados em 500mL

de meio LB liquido com o antibiotico gentamicina e foi mantido por aproximadamente 48h a
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28°C sob agitacdo de 200rpm até a OD atingir 0,8. No indculo foi adicionado 125g de
sacarose juntamente com 75uL de Silwet L-77.

Nas plantas, os botdes florais abertos foram removidos, mantendo-se apenas 0s botbes
fechados para maximizar o numero de sementes transformadas. As plantas foram
“mergulhadas” na solugdo com Agrobacterium transformadas. As bandejas das plantas foram
cobertas com pléastico filme PVC e deixadas no escuro por 24h em temperatura ambiente.
Assim, as plantas voltaram paras as cdmaras monitoradas, modelo conviron ATC26. Apoés 7
dias a transformacéo por botéo floral pode ser realizada novamente.

3.18 Selecéo de sementes

Apos 6 semanas, foram obtidas sementes das plantas transformadas. As sementes da
geracdo T1 foram esterilizadas e tratadas com frio (conforme secéo 3.2). Apds permanecerem
a 4°C as sementes foram dispostas uma a uma em placas contendo meio MS 0,5X (sais MS
PhytoTechnology sem sacarose e sem vitaminas (2,215¢/L), pH 5,7, contendo Phytagel
(2,3g/L) e canamicina 100pg/mL para crescer horizontalmente. Apds 2 semanas em meio
seletivo, as plantas transformadas, que possuiam o segundo par de folhas verdadeiras, foram

retiradas do meio com Canamicina, tratadas e observadas no microscopio.

3.19 Sitio de ligacdo para fatores transcricionais (TFBS)

A analise de fatores transcricionais foi realizada pelo programa PlantPAN 3.0

(http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/), atraves dos menores fragmentos do promotor de cmi38.

3.20 Analise estatistica

Para as andlises estatisticas, foi utilizado o pacote de software Infostat Statistics Base

(versdo 2012e; Cordoba, Argentina).


http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/
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4 RESULTADOS

4.1 Producdo de etileno é induzida em plantas selvagens tratadas com AtRALF1, mas

nédo em plantas mutantes para FERONIA

A inibicdo da expansdo celular em plantas tratadas com o horménio etileno esta
associada a proteinas que formam a parede celular das plantas, producéo de ROS e deposicao
de calose (CNODDER et al. 2005). A inibicdo do crescimento da raiz mediada por AtRALF1
também envolve a regulacdo da expansao celular (BERGONCI et al., 2014a-b), e a inducédo
da producdo de etileno foi relatada em suspensbes celulares de arabidopsis tratadas com
AtRALF1 (NHITSU; 2016). Com o objetivo de ampliar nosso conhecimento sobre a relagéo
entre AtRALF1 e o hormdnio etileno, raizes de plantas selvagens e do mutante para
FERONIA (FER), foram tratadas com o peptideo AtRALF1 (Figura 3). Raizes dos mutantes
do receptor de AtRALF1, fer4, possuem um nivel basal de etileno acima de plantas nédo
tratadas pois FER regula negativamente a sintese de S-adenosilmetionina (SAM), um
precursor do etileno (MAO et al., 2015). Entretanto, em resposta ao tratamento com
AtRALF1 néo foi observado um aumento da producéo do etileno como ocorre em plantas wt,
sugerindo que a inducdo da producdo de etileno por AtRALF1 é dependente de FER (Figura
3).

0.200
0.150
0.100

0.050

Produciio de Etileno (ppm)

0.000

0 2 5 ] 2 5

AfRALF1(uM)

wi Jerd

Figura 3 - Producdo do gés etileno nas raizes de plantas tratadas exogenamente com AtRALF1.
Aproximadamente 200 raizes de plantas foram tratadas em meio liquido por 24hrs. Apds este periodo, a
producdo de etileno foi medida em cromatdgrafo gasoso, usando 0,5mL do ar contido no recipiente devidamente
fechado. Os asteriscos representam P<0,5 (teste t,); ns ndo significativo. Valores em partes por milhdo (ppm). O
experimento foi repetido trés vezes e mostraram dados semelhantes.
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4.2 Genes da via de sinalizacdo de etileno séo induzidos por AtRALF1 e dependem da

via mediada por FER

Para obter maiores informacOes a respeito da inducdo da producdo de etileno por
AtRALF1, foram feitas analises quantitativas da expressao de genes da via de sinaliza¢do do
etileno (ACS6, ACO5, EBF2, ERF6 e ERF13) em plantas tipo selvagem e nos mutantes fer4 e
cmi38 (Figuras 4, 5, 6).

O etileno € gerado a partir do acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), que é
sintetizado pela ACC sintase (ACS) (DONG et al., 1992; KENDE ZEEVART, 1997). ACS6
foi induzido por AtRALF1 (0,5uM), apresentando um aumento de expressdo de 2 vezes 0S
niveis encontrados em plantas wt ndo tratadas e 4 vezes quando tratadas com 1,0uM (Figura
4A). ACO5, é um gene que codifica a enzima ACC oxidase, responsavel pela etapa final da
biossintese de etileno, convertendo ACC em etileno (DONG et al., 1992). A expressdo do
ACO5 aumentou aproximadamente 2 vezes no tratamento com 1,0uM de AtRALF1, nao
apresentando aumento significativo na menor dose (Figura 4B). EBF2 (EIN3-BINDING F-
BOX PROTEIN 2) atua na via de etileno, na degradacdo de EIN3 apds as respostas ao etileno
terem sido ativadas. EBF2 se acumula durante a sinalizacdo de etileno para evitar o acimulo
excessivo de EIN3/EIL1 e para remover EIN3/EIL1 depois que o0s niveis de etileno se
dissipam (BINDER et al. 2007). Plantas tratadas com 0,5uM de AtRALF1 mostraram um
aumento da expressdo de EBF2 de aproximadamente 20 vezes, ja plantas tratadas com 1,0uM,
mostraram um aumento da ordem de 69 vezes quando comparado com 0s niveis encontradas em
plantas controles (Figura 4C). ERFs (ETHYLENE RESPONSE FACTORS), conhecidos por
serem 0s Ultimos componentes da via de transducdo do etileno, sdo fatores transcricionais
pertencentes a familia APETALA2/ERF (BENAVENTE; ALONSO, 2006; CHANG et al.,
2013). ERFs podem atuar como ativadores ou repressores de genes relacionados ao estresse
(THIRUGNANASAMBANTHAM et al.., 2015). Os genes que codificam os fatores ERF6 e
ERF13 foram induzidos pelo tratamento com o peptideo nas raizes das plantas selvagens.
ERF6 aumentou sua expresséo em resposta ao tratamento com AtRALF1 em
aproximadamente 10 vezes para ambas concentracfes, sugerindo que se pode ter atingido a
saturacdo com a concentracdo mais baixa, 0,5uM de AtRALF1 (Figura 4 D). ERF13
aumentou sua expressdo em aproximadamente 6 vezes e 19 vezes no tratamento com 0,5uM e
1,0uM de AtRALF1 respectivamente.
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Figura 4 - Expressdo relativa de genes da via de biossintese de etileno. Plantas col-0 de arabidopsis cresceram
em meio de cultura MS 0,5X e apds 10d foram transferidas para um meio de cultura MS 0,5X liquido contendo
0,0, 0,5 ou 1pUM de AtRALF1. As plantas permaneceram neste meio por 30min. Apos este tempo, as raizes
foram cortadas e o cDNA foi utilizado em PCR em tempo real. O experimento foi repetido trés vezes e
mostraram dados semelhantes. ACS6 (ACC SYNTASE), ACO5 (ACC OXYDASE), EBF2 (EIN3-BINDING F-
BOX PROTEIN 2), ERF6 (ETHYLENE RESPONSE FACTORS) e ERF13.

O primeiro receptor de AtRALFL1 identificado € a proteina de membrana com dominio
extracelular malectina, denominada FERONIA (HARUTA et al., 2014). Em plantas mutantes
para FERONIA, fer4, os genes ACS6, ACO5, EBF2, ERF6 e ERF13 ndo foram induzidos de
forma significativa apds o tratamento com AtRALF1 (Figura 5). Os niveis de expressdo dos
genes ficaram estatisticamente iguais aos valores das plantas controle tratadas apenas com
H20, com excecdo do gene EBF2, que apresentou uma reducdo da expressdo no tratamento
com 1,0uM de AtRALF1.
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Figura 5 - Expresséo relativa de genes da via de biossintese de etileno. Mutantes fer4 cresceram em meio de
cultura MS 0,5X e apds 10d foram transferidas para um meio de cultura MS 0,5X liquido contendo 0, 0,5 ou
1M de AtRALF1. As plantas permaneceram neste meio por 30min. Apds este tempo, as raizes foram cortadas e
0 cDNA foi utilizado em PCR em tempo real. O experimento foi repetido trés vezes e mostraram dados
semelhantes. ACS6 (ACC SYNTASE), ACO5 (ACC OXYDASE), EBF2 (EIN3-BINDING F-BOX PROTEIN 2),
ERF6 (ETHYLENE RESPONSE FACTORS) e ERF13.

CML38 ¢ essencial para a inibicdo do tamanho da raiz pelo tratamento com AtRALF1
e pertence a uma via de resposta a AtRALF1 independente de alcalinizacdo (CAMPOS et al.,
2017). Sabendo que a resposta de alcalinizacdo causada por AtRALF1 é uma via mediada por
FERONIA, as analises com mutantes de CML38, auxiliaram a definir se etileno faz parte da
via dependente ou independente de alcalinizacdo mediada por FERONIA.

Em plantas mutantes cml38-2, ACS6 foi um gene induzido (aproximadamente 12
vezes) pelo tratamento com 0,5uM de AtRALF1 e aproximadamente 14 vezes mais expresso
no tratamento com 1,0uM (Figura 6A). ACO5 foi induzido em aproximadamente 34 e 51
vezes em resposta aos tratamentos com 0,5 e 1,0uM de AtRALF1 respectivamente (Figura
6B). EBF2 foi também induzido (aproximadamente 2 e 4 vezes) em ambos tratamentos
(Figura 6C). ERF6 mostrou novamente uma saturacdo no aumento da expressdo do gene,
aumentando em aproximadamente 4 vezes nos dois tratamentos (Figura 6D). ERF13
apresentou os maiores niveis de inducdo, aumentou 32 e 71 vezes quando plantas foram
tratadas com 0,5 e 1,0uM de AtRALF1 respectivamente (Figura 6E).
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Figura 6 - Expressao relativa de genes da via de biossintese de etileno. Plantas mutantes cml38 cresceram em
meio de cultura MS 0,5X e ap6s 10d foram transferidas para um meio de cultura MS 0,5X liquido contendo 0,0,
0,5 ou 14UM de AtRALF1. As plantas permaneceram neste meio por 30min. Apds este tempo, as raizes foram
cortadas e o cDNA foi utilizado em PCR em tempo real. O experimento foi repetido trés vezes e mostraram
dados semelhantes. ACS6 (ACC SYNTASE), ACO5 (ACC OXYDASE), EBF2 (EIN3-BINDING F-BOX PROTEIN
2), ERF6 (ETHYLENE RESPONSE FACTORS) e ERF13.

Os resultados da analise de expressdo dos genes da via do etileno em plantas wt e em
mutantes fer4 e cml38 sugerem uma relacdo do etileno e do AtRALF1 potencialmente
sinérgica ou aditiva e que o etileno estd envolvido com a via dependente da alcalinizacdo
mediada por FERONIA.

4.3 Inducdo de calose em plantas mutantes para CML38 é similar a observada em

plantas selvagens

Em plantas que superproduzem etileno como os mutantes eto3, mutante da enzima
ACS9, ocorre deposicdo anormal de calose nas raizes mediada por etileno (CNODDER et al.,
2005; Anexo B). A deposicdo de calose em plantas de arabidopsis selvagens foi analisada
previamente e mostrou ser induzida em plantas tratadas com AtRALF1 e em plantas que
superexpressam AtRALF1 (NIITSU 2016). Com a finalidade de investigar mais o processo de

deposicgéo de calose em resposta a AtRALF1, mutantes fer4 e cml38-2 foram tratados com 0,5
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ou 1,0uM de AtRALF1 e a deposicdo de calose na ponta de suas raizes foi avaliada (Figura
7). Apesar dos niveis basais de etileno existentes em plantas fer4, os resultados demostram
que nesses mutantes nao foi observado um aumento significativo na deposicéo de calose ap6s
o tratamento com AtRALF1. J& no mutante cml38-2, foi observada inducdo de deposicdo de
calose nos tratamentos com 0,5 ou 1,0uM de AtRALF1 (Figura 7).

Estes resultados confirmam que a resposta de AtRALF1 mediada por etileno é
dependente de FERONIA, uma vez que as respostas em fer4 foram alteradas, e corroboram os
dados que sugerem que CML38 é parte da via independente de FERONIA, visto que a
deposicéo de calose em cml38 foi semelhante a wit.

Wild-type

ferd

Cml-38-2

0,0 0,5 1,0

AtRALF1(uM)

Figura 7 - Deposicéo de placas de calose nas raizes de plantas selvagens e mutantes fer4 e cmlI38. As sementes
foram germinadas em meio de cultura MS 0,5X semi-s6lido. No 5° dia as plantas foram transferidas para um
meio de cultura MS 0,5X liquido e tratadas com o peptideo por 3hr. Apos este periodo, as plantas foram coradas
com azul de anilina 0,1% juntamente com 1M de glicina durante 5min. Placas de calose em plantas tratadas com
0,0, 0,5 ou 1,0uM de AtRALF1 em plantas selvagens, fer4, e cml38-2 respectivamente. Laser de excitacdo
405nm e filtro de emissdo de 725nm (DAPI).
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4.4 Identificagdo de um promotor minimo na regido regulatoria de CML38

Resultados prévios sugerem a existéncia de duas vias simultaneas que coordenam as
respostas ao peptideo AtRALF1: uma dependente do receptor FERONIA (FER) e outra
independente de FER (DRESSANO et al., 2017; CAMPOS et al., 2017). A via independente
de FER ¢ dependente do co-receptor BAK1 e da proteina semelhante a calmodulina CML38
(DRESSANO et al.,, 2017; CAMPOS et al., 2017). Na tentativa de identificar elementos
regulatérios responsivos ao AtRALF1 na via independente de FER, isolou-se a regido
promotora do gene CML38 e uma série de delecdes na regido promotora foram utilizadas em
construcdes génicas de fusdo a proteina verde fluorescente (GFP, Figura 8A; Anexo E).
Iniciadores especificos, dentro da regido promotora préxima ao inicio da transcricdo do gene
CML38 foram desenhados, delimitando cada delecdo a fragmentos de 359pb, foram
sintetizados para as clonagens em vetor especifico (ver materiais e métodos) (Figura 8B;
Anexo B). Primeiramente, 4 dele¢bes foram realizadas contendo 1436pb (fragmento#1),
1077pb (fragmento#2), 718pb (fragmento#3) e 359pb (fragmento#4) do promotor de CML38
(Figura 8A; Anexo F).
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A
S ? 3 3
Fragmento 1 pCML38 — 1436pb
Fragmento 2 pCML38 — 1077pb
Fragmento 3 pCML38 — 718pb
Fragmento 4
B

S’ TCTTTAGTCTCTTTTTAATGCATTTGTTAACAACAACTTAAGATGTTAGATTGG
AGAACTTGTGAATGTTGTTAATTCTTGATTTTTCTATATCAACACTAAAGTTTIT
ACATTATGTTTTATGTATTATTAGTTGTGTCTACATTGACATGTICTAGTAATG
TGTTTATCTCCAAACAAAACAATTCAATTCTTGTATTTTTAATCAAACTATTIGC
AAATGGTAAACGTCAATTAATTCGCCTTTATAATTTAATGGAAGATTACTTTTA
AAAAGATGCAAGTTATTAGAATCAAAATAAAAACAAAGACAAAATATGTTAAC
TTIGTAGAAAACACTTGGAAGTAAAAATCTGATGAGTTTCTCGTTICTCTAGAATA
TTGCTGGACCGGATTAGGTCAATATTATTGGGCCAGATTAGATATTGAATTGT
CGACGTTGCTTACGTTACGTTATATCTTGTTTAAGAATTAAACCTATCGACTTA
GTCTTAATTAAGAAAACATTGCCTTAAATTCTCTGGTCTGCGACCGTTITITTITG
ACCGTTAACCCCTAATTAAAGAAACAAAATAATTATAGAAAGAGCACTGAAAT
GTGATTATTTTAACAGTACTCTTATGAGAAAATTCGTACTTTTTAGTITTTTITT
TGTACAAATCTCTAAGAAAAACACTACTACTAATTAAGAAACGTTTCAAACAAT
TTTATTTTCGTTGGCTCATAATCTTITCTTTCTCGGTCCGGGACTAACCGTTGGC
AAAAAAAAAAAAAAAGTTGACAATAATTATTAAAGCGTAAATCATACCTCTCAA
ATAAAAACTTGAATTTGGAAACAAAGACAACTAAAAAACTCGAATTTAAGAGA
ATTCCTAAAATCAAGTGAAGTATCATCACTTGGTAAAATTTCATAACCGTTGGC
TTCTATTTCTATGTGTGCCTTGGTTTGCAGGAGATAATATTTCATTTCCAACCA
ATGATATTCGTACACATAGTCAAACAAATGTTTGTICTTTGTTATTATATTGAGA

AAGAAACAAGAAAGAGAGAGAGAGATAGATAAGACGAAGGAAGTGAAGCTTC
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Figura 8 - Construgdes dos quatros primeiros fragmentos do promotor de CML38 fusionados a proteina reporter
GFP. Seta preta mostrando o inicio da transcri¢do na 5’UTR.

Plantas transgénicas resistentes ao antibiotico (Anexo G), foram tratadas com 1uM do
peptideo AtRALF1 para inducdo da proteina GFP e levadas para observacdo no microscopio
confocal. Por se tratar de exposicdo exdgena ao peptideo, o sinal da GFP se fez mais intenso
na zona de alongamento e diferenciacdo celular (Figura 9). Plantas transgénicas contendo o
fragmento#1, conforme j& relatado (CAMPOS et al., 2017), apresentaram inducdo por

AtRALF1 e fluorescéncia nas regides esperadas, alongamento e diferenciacdo (Figura 9A).
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Na construcdo contendo o fragmento#2, onde foram excluidos 359pb da regido 5° do
promotor, observou-se plantas expressando GFP em resposta ao peptideo (Figura 9B). Nas
construcdes contendo o fragmento#3, onde foi novamente deletada uma regido de 359pb da
regidao 5’ do promotor, as plantas também mostraram fluorescéncia induzida em resposta ao
peptideo (Figura 9C). A ultima construcdo génica desta série, fragmento#4, que consiste nos
359pb restantes do promotor, as plantas responderam de modo semelhante ao tratamento com
AtRALF1 (Figura 9D).

B Fragmento 2

C Fragmento 3

Figura 9 - Andlise das plantas transformadas em microscopia confocal. As sementes transformadas foram
selecionadas em meio de cultura MS 0,5X semi-sélido contendo antibidtico Canamicina. As plantas verdes e
resistentes foram usadas no experimento, em meio de cultura MS 0,5X liquido tratadas com 1uM de AtRALFL1.
As plantas que emitiam fluorescéncia possuiam os elementos regulatérios transformados. A. Fragmento 1. B.
Fragmento 2. C. Fragmento 3. D. Fragmento 4

Como todas as construcoes apresentaram fluorescéncia induzida pelo tratamento com
0 AtRALF1, foram feitas mais duas construcdes génicas com base no menor fragmento,
fragmento#4 (Figura 10). A primeira contendo os 300pb da regido 5° (fragmento#5) ¢ a
segunda, as 59 bases restantes do promotor (fragmento#6). Plantas transgénicas foram
novamente obtidas, selecionadas para resisténcia ao antibidtico e levadas ao microscopio
confocal para analise da indugdo da GFP por AtRALF1. No fragmento#5 ndo foi observada a

fluorescéncia da GFP ap6s o tratamento com o peptideo (Figura 11A). Ja o fragmento#6, de
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apenas 59pb, apresentou fluorescéncia, sugerindo que os elementos regulatérios estdo

presentes na menor construcdo efetuada (Figura 11B; Anexo H).
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Figura 10 - Construcdes dos fragmentos gerados a partir do fragmento 4 do promotor de CML38 fusionados a
proteina repérter GFP. Seta preta mostrando o inicio da transcri¢do na 5°UTR.

Através das analises do promotor de CML38, os dados sugerem que o promotor

minimo que responde a AtRALF1 esta localizado nos 59pb acima do inicio da traducao

génica (Figura 11B).
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Figura 11 - Analise das plantas transformadas em microscopia confocal. As sementes transformadas foram
selecionadas em meio de cultura MS 0,5X semi-sélido contendo antibiético Canamicina. As plantas verdes e
resistentes foram usadas no experimento, em meio de cultura MS 0,5X liquido tratadas com 1uM de AtRALF1.
As plantas que emitiam fluorescéncia possuiam os elementos regulatérios transformados, as plantas que ndo
emitiam a fluorescéncia ndo possuiam os elementos regulatérios. A. Fragmento 5. B. Fragmento 6.

A Fragmento5

Em arabidopsis ha 3 isoformas de CML38, segundo o banco de dados do TAIR (The
Arabidopsis Information Resource - https://www.arabidopsis.org/). A isoforma#l, possui o
inicio da transcricdo (base +1) mais distante do ATG inicial da tradugdo, com uma regido
5’UTR de 270pb. A isoforma#2 possui uma regido 5’UTR de 75pb, enquanto a isoforma#3
possui a menor regiao 5’UTR, de apenas 30pb. Os resultados anteriores com delecdes
sugerem um promotor minimo de CML38 com apenas 59pb, portanto compativel com a

isoforma de menor regido 5S’UTR.

4.5 Sitios de ligacao para fatores transcricionais (TFBS)

Uma vez determinada uma regido minima capaz de responder ao tratamento exogeno
com o peptideo AtRALF1, procedeu-se a analise in silico da regido através do programa
PlantPAN 3.0. Foram encontrados sitios de ligacGes que recrutam 131 Fatores transcricionais
diferentes (Anexo I). Como o gene que codifica o peptideo AtRALF1 é mais expresso em
raizes, optou-se por restringir a analise utilizando somente os fatores transcricionais que sao
encontrados nas raizes (Tabela 1). De todas as regides localizadas, 6 sitios de ligacdes
recrutam 13 Fatores transcricionais diferentes que sdo atuantes nas raizes de arabidopsis
(Figura 12). Essas regides podem recrutar fatores transcricionais da familia Dof, CoH,, MADF
e AT-Hook (Tabela 1). Esses podem ser familias de fatores transcricionais possivelmente
induzidos através deste segmento do promotor minimo de CML38 ao tratamento com
AtRALF1.
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O sitio de ligacdo dos fatores transcricionais encontrados in silico no promotor minimo
de CML38, foram observados na regido 5’ entre as posi¢des 9-21pb e também 35-47pb
(Figura 12). Correspondendo também ao inicio da transcricdo génica, nesta segunda porcao
(35-47pb), da isoforma#3.

Tabela 1 — Sequéncias reconhecidas por Fatores transcricionais encontradas no promotor minimo de CML38 que
estdo presentes nas raizes de arabidopsis.

FRAGMENTO#6 (Promotor Minimo)

Posicdo Strand Sequéncia Gene Familia
8 - AAAAG C0G1, COGWHEEL1 Dof
9 W AAAGT COG1, COGWHEEL1 Dof
9 + AAAGT OBP3 Dof
g <+ AAAGT DAG1 Dof
9 + AAAGT PEAR2, PHLOEM EARLY DOF 2 Dof
21 - GACAA IDD3, MGP C2H2
21 - GACAA ATIDDS, IDD8, NUC C2H2
35 + ACACT AT3G49930 C2H2
35 + ACACT AZF3; ZF3 C2H2
35 + ACACT AT2G28710 C2H2
40 - TAACC GT-1 MADF; Trihelix
47 + TTATT AHL25; AGF1 AT-Hook
47 - TTATT AT5G62260 AT-Hook

TCATTTCAAAAGTAAAACAAGACAAACAAAAAATACACTTAACCATTTATT I T TCTCTC

123 45678 9101112 13141516 17 18 19 2021222324252627 28 29 30313233 34 3536 373839404142 43 44454647 4849505152 53 54 55 56 57 58 59
-29-28 -27 -26 -25-24-23-22 -21-20-19-18 -17 -16 -15-14-13 -12 -11-10 -9 -8 -7 6 -5 -4 -3-2 -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11121314 15161718 19 2021 222324 2526 27 28 2930

&

> ATG

A A T A A A

Dof Dof CaH: Inicio da CzH: MADF AT-Hook
Transcri¢do

Figura 12 - Localizacdo das sequéncias reconhecidas por fatores transcricionais encontradas na analise in silico
do promotor minimo de CML38. Posicéo 8 e 9, familia Dof; posicéo 21 e 35 familia C2H2; posi¢do 40 familia
MADF; posi¢do 47, familia At-Hook. Seta indica inicio da transcricao.
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5 DISCUSSAO

Na zona de alongamento das raizes, onde ocorre a maior taxa de crescimento celular
nas plantas, varios mecanismos sdo responsaveis pela expanséao celular (BENFEY et al., 1993;
HAUSER et al., 1995; VERBELEN et al., 2001; BERGONCI et al., 2014a,b; COSGROVE
2016). Normalmente, o controle da expansdo celular esta associado a mudangas do material
da parede celular, redug@o nos processos de afrouxamento da parede e aumento nos eventos
de conexdo na parede celular (COSGROVE, 1997). Calose (f-1,3-glucan), é um
polissacarideo que desempenha um papel fundamental em varios processos bioldgicos,
incluindo a formacio da placa celular (CHEN et al., 2009; THIELE et al., 2009). E comum
em plantas, sendo componente e estrutura associada a parede celular em estagios de
crescimento e diferenciacdo (STONE; CLARKE, 1992). A relacdo de proteinas estruturais na
parede também foi observada como um mecanismo para restringir o crescimento celular
(BRISSON et al.,, 1994; IIYAMA et al., 1994; KNOX, 1995). O horménio etileno é
sintetizado pelas plantas e também restringe o alongamento celular (ABELES et al., 2002).
Em arabidopsis, a inibicdo do tamanho da raiz controlada pelo peptideo AtRALF1 é
dependente de etileno, atuando em uma parte da via acima do hormdnio, uma vez que
mutantes da via de sinalizacdo de etileno s@o insensiveis ao peptideo AtRALF1 (NIITSU,
2016). Na presenca de AtRALF1, FER regula negativamente a producéo de etileno através da
inibicdo da sintese de SAM que € um precursor direto de etileno, usado na conversdo de
metionina a ACC através da SAM-sintase (ADAMS E YANG , 1977; ADAMS E YANG,
1979). Entretanto, os dados aqui apresentados revelam que a via de sinalizacdo de AtRALF1
que compreende também o hormdnio etileno, é dependente de FER, sendo necessaria para
induzir genes da via deste hormonio (Figura 3-5 e 7). Em plantas que super produzem etileno,
ocorre a deposicdo de placas de calose nas células do meristema e da zona de expansdo
celular (CNODDER et al., 2005) (Anexo B). Poucos minutos de exposi¢cdo ao etileno sédo
necessarios para ocorrer uma inibicdo da expansdo celular nas raizes de arabidopsis, 0 que
causa um bloqueio do crescimento da raiz (LE et al., 2001). Uma variedade de processos
bioldgicos regulados por etileno estd associada a regulacdo da homeostase de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (HE et al. 2011; JIANG et al. 2013; PENG et al. 2014). ROS
atuam como moléculas de sinalizacdo importantes que regulam processos bioldgicos, como
crescimento, desenvolvimento e respostas a estresses bioticos e abiéticos (FOREMAN et al.
2003; MILLER et al. 2008). Wu et al. (2007) observaram que RALF afeta o nivel de

producdo de ROS em N. attenuata, e em plantas com RALF silenciado, irRALF, ha niveis
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reduzidos de acumulo de ROS. Monshausen et al. (2007) relataram que o pH apopléstico e
ROS contribuem para estabilizar a parede celular de pelos radiculares durante o crescimento.
Além do mais, a producdo de ROS no apoplasto pode levar a ligacdes cruzadas de
componentes de parede celular como as HRGPs que j& foram relatadas por serem induzidas
por AtRALF1 (BERGONCI et al., 2014). Através do acimulo de ROS no apoplasto, pode
ocorrer o aumento de NADPH oxidases e peroxidases (BOLLWELL et al., 2002; FOREMAN
et al., 2003) o qual também limita o alongamento celular induzido pelo aumento da producgéo
de etileno (CNODDER et al., 2005). Uma possivel explicacdo para ndo ocorrer a inibicdo das
raizes das plantas mutantes cml38-2 mesmo na presenca de calose (Figura 6 e 7), seria a
dependéncia de uma rede de sinalizagdo envolvida na via diretamente relacionada a ativagédo
de genes relacionados a expansdo celular e que sdo induzidos de forma independente da
alcalinizacdo (CAMPOS et al., 2017) e que precisa ser mais estudada. A independéncia da
alcalinizacdo também foi demonstrada na supressdo da resposta imune dos peptideos RALF
(STEGMANN et al., 2017). As determinacgdes de constantes de ligacdo para acriAtRALF1,
BAK1 e FER demonstraram a existéncia de um fator apoplastico e possivelmente outra(s)
proteina(s)s receptoras de membrana para AtRALF1. Atualmente, sabe-se que RALFs ligam-
se a proteina ancorada em glicosilfosfatidilinositol LORELEI (GPl-anchored protein
LORELEI - LRE) e as proteinas semelhantes a LORELEI, LLG1/2 (LRE-LIKE GPI-
ANCHORED PROTEINs -LLG1/2) formando complexos heteroméricos (GE et al., 2019,
XIAO et al.,, 2019). Em estudos com bases estruturais que fazem o reconhecimento de
peptideos RALFs por proteinas LRX durante o crescimento do tubo polinico, foi possivel
observar dois mecanismos distintos de direcionamento para peptideos RALFs (MOUSSU et
al., 2020). Os peptideos especificos da parte reprodutiva, RALF4/19 podem sinalizar através
da via CrRLK1Ls-LLGs para controlar os processos dentro do tubo polinico e de maneira
distinta esses peptideos também podem sinalizar o controle dos processos da célula através da
interacdo com proteinas LRXs na parede celular (MECCHIA et al., 2017 FRANK et al.,
2018). Além disso, sugere-se que proteinas LRXs sdo sensores de alta afinidade para RALFs
no pH é&cido, enquanto LLGs tem preferéncia de ligacdo em condi¢des neutras ou alcalinas
(MOUSSU et al., 2020).

Os resultados aqui apresentados fornecem mais evidéncias para a existéncia de uma
divisdo na percepcdo de AtRALF1, agora agregando a via do etileno a do receptor FER,
independente da proteina apoplastica CML38 e provavelmente da proteina co-receptora
BAKZ1 (Figura 13). Primeiramente, AtRALF1 se liga ao complexo das proteinas LORELEI
LLG1/2 e FER (GE et al., 2019, XIAO et al., 2019). Ha o aumento do célcio intracelular,
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aumento da expresséo dos genes CML38, DWF4, HRGP2, PRP3 (BERGONCI et al., 2014a-
b) e aumento da expressédo dos genes da via de etileno, ACS6, ACO5, EBF2, ERF6, ERF13
(Figura 4) induzindo a producdo de etileno e a formacdo de placas de calose na raiz (Figura 3
e 7). Ocorre também a inativacdo da bomba de protons ATPase AHA2, o qual leva a
alcalinizacdo do meio extracelular (HARUTA et al., 2014). Ao mesmo tempo, uma proteina
receptora desconhecida se liga ao co-receptor BAK1 que anteriormente se dissociou de BRI1.
Assim, AtRALF1 se liga a proteina CML38, juntando-se com o complexo que envolve
BAK1, inibindo o crescimento da raiz (DRESSANO et al., 2017; CAMPOS et al., 2017).
Sugere-se que CML38 é uma proteina imprescindivel para ocorrer a inibicdo do crescimento
da raiz por AtRALF1 e que envolva uma rede de sinalizacdo que ainda é desconhecida
(Figura 13), mas que pode relacionar ao aumento de enzimas produtoras de ROS, tais como as
peroxidases e também NADPH oxidases e ocorrendo as ligacdes cruzadas entre HRGPs na
parede celular (BOLLWELL et al., 2002; FOREMAN et al., 2003; NIITSU, 2016).
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Figura 13 - Modelo da via de sinalizacdo de AtRALF1. AtRALF1 se liga ao complexo FERONIA- LRE-like
GPI-AP1 (LLG1)/LORELEI (LRE), recruta RIPK e inibe a bomba de prétons ATPase AHA2, que alcaliniza o
meio extracelular, induz o aumento de célcio intracelular, aumenta a producdo de etileno intracelular o qual
induz a atividade de NADPH oxidase e perdxido de hidrogénio. Ha4 o aumento e acimulo de ROS que ocasiona
ligagBes cruzadas entre HRGPs na parede celular. Assim ocorre a deposicdo de calose que impede a
comunicagdo intercelular. Também induz genes DWF4, HRGP2, CML38, PRP3 e genes da via de etileno ACS6,
ACO05, EBF2, ERF6, ERF13. Ao mesmo tempo, AtRALF1 se liga a CML38 e se ligam a outro complexo de
proteina receptora desconhecida, juntamente com a proteina co-receptora BAK1. Ha a regulagdo de genes
responsivos a AtRALF1, que levam a inibi¢do do tamanho da raiz, mas esta via ndo interfere na alcaliniza¢do do
meio extracelular.

Elementos regulatérios, sdo regibes de DNA ndo codificantes que regulam a
transcricdo de genes determinados e sdo componentes vitais de redes de genes regulatérios
(BUTLER; KADONAGA, 2002). Esses elementos desempenham um papel fundamental no
controle transcricional das vias hormonais (CAARLS et al., 2015; TEALE et al., 2006). Sédo
relativamente curtos e geralmente funcionam em conjuntos para aumentar a especificidade,
tornando sua identificacdo ainda mais complexa (KATO et al., 2004; WALEEYV et al., 2006).
Os elementos regulatérios recrutam proteinas nomeadas de fatores transcricionais, que

funcionam como reguladores positivos ou negativos e estdo associados a redes reguladoras de
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genes e coordenam as respostas das plantas ao meio ambiente (SCOTT, 2000). Alguns
elementos regulatdrios foram encontrados nos promotores de genes RALFs de diversas
espécies e que desempenham variadas funcdes fisiologicas. Elementos com respostas a luz
que foram encontrados nos promotores de todos os genes RALFs analisados. Foram
encontrados elementos relacionados & &cido abscisico, auxina, giberelina. Dois motivos
importantes de resposta a acido jasménico (CGTCA e TGACG) foram encontrados nos
promotores de 98% de todos os promotores. Elementos responsivos ao etileno (ERE -
ATTTCAAA) foram encontrados em 26,27% dos promotores, os de seca e ABA (ABRE -
GCAACGTGTC) foram encontrados em 41,5% dos promotores. Elementos responsivos ao
acido salicilico foram encontrados em 44,9% dos promotores de todos os genes em estudo.
Elementos responsivos por estresse térmico (HSE e AAAAAATTTC) foram encontrados em
promotores de 56% e também foram encontrados elementos responsivos ao frio. Além de
alguns motivos como sitio de ligacdo para fixacdo do fator de transcricdo MYB induzidos
durante a seca (MBS e CAACTG) foram encontrados em 51,6% dos promotores e fatores
WRKY também foram relatados (SHARMA et al., 2016). Séo resultados que mostram uma
grande diversidade de respostas, durante o desenvolvimento da planta, encontrados através
dos elementos regulatorios presentes nos promotores de genes RALFs. Ressaltando a
importancia em se estudar os elementos regulatorios e entender a rede de sinalizacdo que
ocorre durante o desenvolvimento vegetal. Em analise in silico da sequéncia do promotor
minimo de CML38, conforme a Tabela 1, foram encontrados sitios para recrutamento de
fatores transcricionais ja conhecidos pelas sequéncias do promotor, que promovem o controle
do alongamento do hipocétilo (COG1), por meio do PIF4 e PIF5 (PHYTOCHROME-
INTERACTING FACTOR 4/5) (WEI et al., 2017). Fatores transcricionais que sdo regulados
por horménios (OBP3), como o acido salicilico e auxina (KANG; SINGH, 2000) e que
coordenam o crescimento e desenvolvimento das plantas (KANG; SINGH, 2000). Fatores
transcricionais que afetam o crescimento do hipocétilo, além da transicdo floral,
inflorescéncia, desenvolvimento das flores senescéncia, tecido vascular, defesa e entre outros,
mostrando serem fatores fundamentais para diversos processos do desenvolvimento vegetal
(LU et al., 2010; XU et al., 2013; ZHAO et al., 2013; JIA et al., 2015; LEE; SEO, 2017).
Essas informacdes poderdo ser utilizadas para analises futuras na identificacdo potencial de

fatores transcricionais responsivos a AtRALF1.
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6 CONCLUSOES

-0 peptideo AtRALF1 induz a producéo de etileno, da mesma maneira expressa genes da
via de sinalizag&o deste hormonio em plantas wt.

- No tratamento com AtRALF1 mutantes fer4 ndo produzem etileno, assim ndo expressam
genes da via de etileno e ndo induzem placas de calose.

-Mutantes de cml-38, ndo inibem o tamanho das raizes através de AtRALF1, entretanto
expressam genes da via de etileno e induzem a formacéo de placas de calose na ponta de suas
raizes.

-Embora as duas vias proponham sinaliza¢fes para a inibicdo do crescimento da raiz, ha
uma via que ocasiona a alcaliniza¢do e outra via que ocasiona a inibicdo da raiz, ambas por
AtRALF1.

-A sequéncia que apresenta os elementos regulatorios, que respondem ao peptideo
AtRALF1 no promotor do gene CML38, esta presente proximo ao inicio do gene, entre 59pb.

-Fatores transcricionais que possivelmente podem ser induzidos pela sequéncia minima do
promotor de cml38, e respondem ao peptideo, podem estar atuando em diversas areas do

desenvolvimento vegetal.
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Anexo B - Plantas Mutantes eto3 induzem a deposi¢éo de calose.
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Anexo C -Iniciadores para amplificagdo dos fragmentos do promotor do gene CML38.

Tamanho %

Iniciador Sequéncia 5°->3’ (pb)  GC

FW1 CACCTCTTTAGTCTCTTTTTAAT 23 30,4
FW2 CACCTTTCTCGTTCTCTAGAATATT 25 36

FW3 CACCATAATCTTTCTTTCT 19 31,6
FW4 CACCAAGCGCCCACCGTTAAAAAT 24 50

RVO GAGAGAAAAATAAATGGTTAAGTG 24 29,2
FW5 CACCAAGCGCCCACCGTTAAAAATCT 26 50
RV5 TTCGGGAAAGGGGATAAAGAGTAAGTGAAA 30 40
FW6 CACCTCATTTCAAAAGTAAAACAAGACAAACAAAAAATACACTTAACCATTTATTTTTCTCTC 63 27

RV6  GAGAGAAAAATAAATGGTTAAGTGTATTTTTTGTTTGACTTGTTTTACTTTTGAAATGA 59 23,7

Anexo D — Vetor de entrada pENTR/D-TOPO. sistema Gateway com resisténcia a canamicina.
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Anexo E — Vetor de destino pKGWFS7 (Invitrogen®). Sistema que possui as proteinas reporteres GFP e GUS.
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Anexo F — Confirmacéo da presenca dos fragmentos de CML38 por qPCR.
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Anexo G — Sele¢do de plantas transformadas por floral dip. Plantas verdes foram devidamente transformadas e
selecionadas em antibidtico Canamicina.

Anexo H — Plantas transformadas com o menor fragmento do promotor juntamente com uma planta controle
transformada apenas com o vetor vazio.




Anexo | - Sequéncias que so reconhecidas por Fatores transcricionais encontradas no promotor minimo de
CML38 em toda a planta.

Posicéo Strand Sequéncia Gene Familia
43 + TTATT AHL25; AGF1 AT-Hook
46 - TTTAT AT1G19485 AT-Hook
46 - TTTAT AHL6 AT-Hook
47 - TTATT AT5G62260 AT-Hook
47 - TTATT AHL6 AT-Hook
46 - TTTAT AT4G21895 AT-Hook
46 - TTTAT AHL6 AT-Hook
46 - TATTT AT4G21895 AT-Hook
46 - TATTT AHL6 AT-Hook
45 - TATTT AT4G21895 AT-Hook
45 - TATTT AHL6 AT-Hook
28 + AAAAT AT4G21895 AT-Hook
28 + AAAAT AHL6 AT-Hook
34 + ACACT AT3G49930 C2H2
34 + ACACT AT3G60580 C2H2
34 + ACACT ATZAT6 C2H2
34 + ACACT AZF3 C2H2
34 + ACACT AZF2 C2H2
34 + ACACT AT1G02030 C2H2
34 + ACACT AT2G45120 C2H2
34 + ACACT AT3G49930 C2H2
34 + ACACT AT3G60580 C2H2
34 + ACACT ATZAT6 C2H2
34 + ACACT AZF3 C2H2
31 + ACACT ZATT C2H2
31 + ACACT AT2G28710 C2H2
31 + ACACT ZAT11 C2H2
31 + ACACT AT3G46070 C2H2
31 + ACACT AT3G46080 C2H2
6 + AAAAG DOF1.8 Dof
6 + AAAAG ADOF2 Dof
38 - TAACC GT-1 MADF ; Trihelix
39 + TAACC AT3G25990 MADF ; Trihelix
8 + AAAGT COG1 Dof
9 + AAAGT ATDOF2.4 Dof
9 + AAAGT DOF2 Dof
9 + AAAGT DOF6 Dof
9 + AAAGT CDF3 Dof
9 + AAAGT DOF4.7 Dof
9 + AAAGT CDF2 Dof
9 + AAAGT TMO6 Dof
9 + AAAGT OBP4 Dof
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AAAGT
AAAGT
AAAGT
AAAGT
ATCTA

CCAAT

CCAAT
CCAAT

CCAAT

CCAAT

CCAAT

CCAAT

CCAAT

CCAAT

CCAAT
CCAAT

DOF5.6; HCA2
DAG2

OBP2
AT1G21340
CDF6
AT1G47655
ADOF1; DOF1
CDF5

DOF PROTEIN 2.1
AT2G28810
CDF4,

DOF PROTEIN 3.4
OBP3

DAG1

COG1
ATDOF4.4
ATDOF4.5
AT4G24060
PEAR2

CDF1

SCAP1
ATDOF5.8

RAP2.2
"NUCLEAR
FACTORYY,
SUBUNIT B4", NF-
YB4

"NUCLEAR
FACTORYY,
SUBUNIT A8", NF-
YAS8

ATLEC1, EMB 212
"NUCLEAR
FACTORYY,
SUBUNIT A7", NF-
YA7

NUCLEAR
FACTORY
"NUCLEAR
FACTORYY,
SUBUNIT C3", NF-
YC3

HAP5B

NUCLEAR
FACTOR Y
NUCLEAR
FACTOR Y
NUCLEAR
FACTOR Y

UNES

Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
AP2; ERF

NF-YB

NF-YA
NF-YB

NF-YA

NF-YA

NF-YC

"NUCLEAR FACTOR

Y, SUBUNIT C2",
ATHAPSB, HAPSB,
NF-YC2
NF-YA
NF-YB

NF-YB
NF-YA
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CCAAT
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CCAAT
CCAAT
CCAAT
CCAAT
CCAAT
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CCAAT
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GTAAA
TAACC

AAAAG

AAAAG

AAAAG

AAAAG
AAAAG
AAAAG
AAAAG
AAAAG
AAAGT
GACAA
GACAA
GACAA
GACAA
GACAA
GACAA
GACAA
GACAA

GACAA
GACAA
GACAA
GACAA

GACAA

GACAA

GACAA

GACAA

NF-YA6
NF-YA9
NF-YB10
NF-YB3
NF-YAL0
HAP2A
NF-YC8
NF-YC12
NF-YB2
NF-YB6; L1L
NF-YC7
NF-YC6
AT5G01380
GT-1

AT5G02460

AT2G28810

OBP1

ADOF1; DOF1
DOF4.7
AT1GA7655
OBP3
AT1G29160
AT1GAT7655
SGR5; ATIDD15
ATIDD4
ATIDD5
ENHYDROUS
ATIDD7?, IDD7
MGP
AtIDD11;IDD11
SGR5; ATIDD15

JKD
AtIDD2;IDD2
AT5G66730
AT1G14580

AtIDD11;IDD11

MGP

AtIDD3;IDD3

AT1G14580

NF-YA
NF-YA
NF-YB
NF-YB
NF-YA
NF-YA
NF-YC
NF-YC
NF-YB
NF-YB
NF-YC
NF-YC
Trihelix

MADF ; Trihelix

Dof

Dof

Dof

Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
Dof
C2H2
C2H2
C2H2
C2H2
C2H2
C2H2
C2H2
C2H2

C2H2
C2H2
C2H2
C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2
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GACAA
GACAA
AAAAG
TTCAA
AAAAG
GTAAA
GTAAA
GTAAA
GTAAA
GTAAA
GTAAA
GACAA
TCAAA
GACAA

AtIDD5
AtIDD2;1DD2
AT5G63260

AT-GTL1
AT5G47660
AT-GTL1
GT2; AT-GT2
GT2; AT-GT2
AT1G76880
AT3G45260
SOL1
AtIDDS;IDD8

C2H2
C2H2
C3H Zinc finger

Trihelix
MADF
Trihelix
Trihelix
Trihelix
MADF; Trihelix
C2H2
TCR; CPP
C2H2



