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RESUMO

Relacdo AtRALF1 - Etileno e a identificacdo de um promotor minimo
em CML38, um gene induzido por AtRALF1 e componente da via de
resposta ao AtRALFL1 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 alteragcbes 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 relagdo 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 horménio 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 sinaliza¢do 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 regides como ferramentas para isolamento de fatores
transcricionais envolvidos na resposta ao RALF.

Palavras-chave: RALF; Etileno, crescimento da raiz, CML38, Elementos regulatorios; 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 cmI38 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



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, € estruturado com
células capazes de se regularem e regenerarem. As células sdo unidades microscopicas que,
bioquimicamente, interagem entre si mantendo organizagdo 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 fisiolégicos (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 patdégenos
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 interacédo
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 € 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



para a ativacdo dos genes que levam a inibicdo da expansdo celular (DRESSANO et al.,
2017). Uma proteina que detecta oscilagbes 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 ndo inibem
suas raizes através de AtRALF1, entretanto essas plantas exibem alcalinizagdo normal em
resposta ao peptideo. Sugerindo também, a dissociacdo das respostas a AtRALF1 (CAMPOS
etal., 2017).

Grandes avancos na interagdo de AtRALF1 e hormonios vegetais vém sendo
alcancados nos ultimos anos. AtRALF1 altera os genes envolvidos na via desses hormonios,
como o hormonio 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 hormdnio 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 0s
componentes da via de sinalizacdo envolvida na resposta ao AtRALF1 e suas funcdes na

regulacao da inibicdo da expanséo celular.



6 CONCLUSOES

-0 peptideo AtRALF1 induz a producédo de etileno, da mesma maneira expressa genes da
via de sinalizagdo deste hormoénio em plantas wt.

- No tratamento com AtRALF1 mutantes fer4 ndo produzem etileno, assim nao 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 sinalizacfes para a inibicdo do crescimento da raiz, ha
uma via que ocasiona a alcalinizacdo 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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