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RESUMO 

Interação do peptídeo hormonal AtRALF1 com a proteína de membrana MSBP1, uma 

proteína que regula negativamente a via de brassinosteróides 

Após a descoberta do primeiro peptídeo hormonal em 1991, uma nova família de 
moléculas de origem proteica, com características hormonais e que atuam na comunicação 
intracelular regulando crescimento, desenvolvimento, defesa e reprodução, vem sendo 
estudada em plantas. Após a descoberta das sisteminas em tabaco, foi isolada uma proteína 
com 5kDa que induz uma rápida alcalinização no meio de cultivo de células em suspensão. 
Este peptídeo, denominado RALF (Rapid ALkalinization Factor), é ubíquo no reino vegetal e 
na planta modelo Arabidopsis forma uma família de 37 isoformas (AtRALFs). O peptídeo 
AtRALF1 regula, negativamente, a expansão celular, atuando de forma antagônica aos 
brassinosteróides (BRs). Durante a busca por proteínas que interagissem com o AtRALF1, foi 
identificada a proteína de ligação a esteróide de membrana MSBP1 (MEMBRANE STEROID 
BINDING PROTEIN-1). A MSBP1 também atua como reguladora negativa da expansão celular 
e da sinalização de BRs. Este trabalho teve como objetivo a elucidação do papel da MSBP1 
nas respostas mediadas por AtRALF1. Para tanto, buscou-se através de ferramentas 
genéticas e bioquímicas, um melhor entendimento da relação entre estas proteínas. No 
sistema de duplo híbrido de levedura, MSBP1 interage com AtRALF1, BAK1 e CML38, 
enquanto que BAK1 interage com AtRALF1, mas não interage com CML38. No mesmo 
sistema o peptídeo AtRALF1 interage com todas as proteínas, podendo então ser um ligante 
chave dessas interações, sugerindo a formação de um complexo.  Plantas com baixa 
expressão de MSBP1 (irmsbp1) são, parcialmente, insensíveis ao peptídeo AtRALF1 e exibem 
raízes mais longas e células da endoderme maiores que as de plantas selvagens (Wt). Plantas 
com alta expressão de MSBP1 (35S:MSBP1) exibem raízes curtas e células da endoderme 
menores que as de plantas Wt. Resultados de expressão gênica em mutantes mostram que 
MSBP1 é essencial para a indução de genes responsivos ao peptídeo, que AtRALF1 induz a 
expressão do gene MSBP1 e que BAK1 é essencial para a indução de MSBP1 por AtRALF1. Os 
mutantes irmsbp1 mostraram uma alcalinização do meio quando tratados com AtRALF1, 
sugerindo que MSBP1 não é necessária para esta atividade. Com base nos resultados 
obtidos, conclui-se que a proteína MSBP1 interage com o peptídeo AtRALF1, está envolvida 
na percepção do peptídeo, é essencial para a inibição do crescimento da raiz primária 
causada pelo AtRALF1 e para a indução dos genes responsivos ao AtRALF1. 

Palavras-chave: RALF; Inibição primária da raiz; Sinalização; BAK1 
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ABSTRACT 

Interaction of the hormonal peptide AtRALF1 with the membrane protein MSBP1, a 

protein that negatively regulates the brassinosteroid pathway 

After the discovery of the first hormonal peptide in 1991, a new family of peptide 
with hormonal characteristics and that act in the intracellular communication regulating 
growth, development, defense and reproduction, has been studied in plants. After the 
discovery of the sistemins in tobacco, a protein with 5kDa was isolated that induces a quick 
alkalinization in the culture medium of cells in suspension. This peptide, called RALF (Rapid 
AL kalinization Factor), is ubiquitous in the plant kingdom and in the model plant arabidopsis 
forms a family of 37 isoforms (AtRALFs). The AtRALF1 peptide negatively regulates cell 
expansion, acting in an antagonistic way to the brassinosteroids (BRs). During the search for 
proteins that interacted with AtRALF1, the membrane steroid binding protein MSBP1 
(MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1) was identified. MSBP1 also acts as a negative 
regulator of cellular expansion and BRs signaling. This work aimed to elucidate the role of 
MSBP1 in the responses mediated by AtRALF1. In order to do so, a better understanding of 
the relationship between these proteins was sought through genetic and biochemical tools. 
In two-hybrid system, MSBP1 interacts with AtRALF1, BAK1 and CML38, whereas BAK1 
interacts with AtRALF1, but does not interact with CML38. In the same system the AtRALF1 
peptide interacts with all the proteins, being able to be a key ligand of these interactions, 
suggesting the formation of a complex. Plants with low expression of MSBP1 (irmsbp1) are 
partially insensitive to the AtRALF1 peptide and exhibit longer roots and endodermal cells 
larger than those of wild-type plants. Plants with high expression of MSBP1 (35S:MSBP1) 
exhibit short roots and endodermal cells smaller than those of Wt plants. Results of gene 
expression in mutants show that MSBP1 is essential for the induction of peptide responsive 
genes, that AtRALF1 induces MSBP1 gene expression and that BAK1 is essential for the 
induction of MSBP1 by AtRALF1. The irmsbp1 mutants did show an alkalinization of the 
medium when treated with AtRALF1, suggesting that MSBP1 is not required for this activity. 
Based on the results obtained, it is concluded that the MSBP1 protein interacts with the 
peptide AtRALF1, is involved in the perception of the peptide, is essential for the inhibition 
of primary root growth caused by AtRALF1 and for the induction of genes responsive to 
AtRALF1. 

Keywords: RALF; Primary root inhibition; Signaling; BAK1 
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1. INTRODUÇÃO 

Os hormônios são produzidos pelas plantas e estão presentes em todas as fases da vida 

como no controle do desenvolvimento, crescimento e defesa das plantas. Em 1991 surge 

uma nova classe de hormônios vegetais os peptídeos hormonais, e a sistemina foi o primeiro 

a ser descoberto (Pearce et al., 1991; Ryan et al., 2002). Eles apresentam funções similares 

aos hormônios (comunicação intracelular e atividade em baixas concentrações nos 

processos de crescimento, desenvolvimento, defesa e reprodução), no entanto são 

pequenas proteínas (Whitford et al., 2012). Desde a descoberta da sistemina, vem sendo 

descoberto uma variedade de peptídeos que se diferenciam em tamanho, modificações pós-

traducionais e funções. 

Em 2001 foi descoberto um novo peptídeo de 5kDa que induz uma rápida alcalinização 

em células cultivadas em suspensão, Rapid ALkalinization Factor (RALF), que foi isolado de 

folhas de tabaco (Pearce et al., 2001). Desde sua descoberta, foi proposto que o peptídeo 

RALF poderia ter um papel básico na regulação do crescimento e no desenvolvimento das 

plantas (Pearce el al., 2001).  

Posterior a descoberta de RALF em tabaco, o peptídeo foi encontrado em outras 

espécies vegetais e é tido como ubíquo no reino vegetal (Moura; Silva-Filho, 2006). Na 

espécie modelo Arabidopsis thaliana, foram encontradas 37 isoformas de AtRALFs (Morato 

do Canto et al., 2104; Lamesch et al., 2012), dentre as 37, há um subgrupo de 9 isoformas 

que possui maior identidade de estrutura primária com o RALF previamente isolado de 

tabaco. A isoforma pólen-específica AtRALF4, não foi capaz de induzir a alcalinização ou 

inibir o crescimento da raiz primária (Morato do Canto et al., 2014). A isoforma de RALF mais 

estudada é a AtRALF1, que além de inibir o crescimento de raízes e expansão de hipocótilos, 

promove um rápido aumento da concentração de Ca2+ intracelular (Haruta et al., 2008; 

Morato do Canto et al., 2014).  

Plantas que superexpressam AtRALF1 apresentaram menor sensibilidade à BL, não 

aumentando, significativamente, o comprimento da raiz quando expostas ao BL (Bergonci et 

al., 2014a). AtRALF1 induz os genes reprimidos por BL, CONSTITUTIVE PHOTOMORPHISM 

AND DWARFISM (CPD) e DWARF4 (DWF4), e reprime o gene induzido por BR, EXPANSINA A5 

(Bergonci et al., 2014b). O tratamento simultâneo com AtRALF1 e BL causa uma redução na 
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expressão dos genes responsivos a AtRALF1, o que sugere que ambas as vias podem estar 

competindo por componentes em comum (Bergonci et al., 2014a). 

Em Arabidopsis, a proteína BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE1 (BAK1) interage com o 

receptor BRI1 de BL e modula a sinalização de BR (Li et al., 2002). Mutantes de Arabidopsis 

com perda de função da proteína BAK1 mostraram insensibilidade a aplicação exógena de 

AtRALF1, sem inibição do crescimento de raízes, mostrando assim que BAK1 está envolvida 

na percepção do peptídeo e é essencial para a inibição do crescimento da raiz primária 

causada pelo AtRALF1 (Dressano et al., 2017). 

A MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 (MSBP1) é uma proteína que atua como 

regulador negativo do alongamento celular em Arabidopsis thaliana, de forma semelhante 

ao descrito para o peptídeo AtRALF1 (Yang et al., 2005, Bergonci et al., 2014a). Em outro 

estudo, foi demonstrado ainda que MSBP1 interage com o domínio extracelular de BAK1, 

regulando, negativamente, a sinalização de BRs, aumentando a endocitose de BAK1 (Song et 

al., 2009).  

Considerando que a literatura reporta ações semelhantes de MSBP1 e AtRALF1, ou seja, 

como reguladores negativos do alongamento celular, o objetivo deste trabalho foi elucidar o 

papel da MSBP1 nas respostas mediadas por AtRALF1, posicionando a proteína MSBP1 na via 

de sinalização do AtRALF1.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Sinalização de Brassinosteróide (BR) 

Durante o desenvolvimento, crescimento e defesa das plantas os hormônios 

apresentam múltiplas funções fundamentais. Dentre essas funções a auxina (AUX), o 

primeiro hormônio a ser descoberto, afeta tanto a expansão como a divisão celular, sendo 

assim considerado um regulador essencial no controle do crescimento e do desenvolvimento 

das plantas (Dharmasiri et al., 2005). As citocininas (CKs) influenciam no crescimento e 

desenvolvimento das plantas, como divisão celular, desenvolvimento de cloroplastos, 

senescência foliar, crescimento e ramificações radiculares e de parte aérea (Yamaguchi, 

2008; Schaller et al., 2011) estando presentes em todos os tecidos e órgãos das plantas 

(Keshishian e Rashotte, 2015). As giberelinas (GAs) regulam a germinação, crescimento de 

raiz, controlam o florescimento e determinação do sexo em plantas (Murase et al., 2008; 

Yamaguchi, 2008).  

O ácido abscísico (ABA) é um hormônio inibidor do crescimento, que apresenta um 

importante papel na resistência aos estresses ambientais, como deficiência hídrica, 

temperatura e salinidade. O ABA também está envolvido nos processos de maturação do 

embrião, dormência e germinação de sementes, divisão e alongamento celular e indução 

floral (Eckardt, 2002; Fujii et al., 2009). As estrigolactonas (SL) inibem ramificações da raiz, 

modulando a germinação e fotomorfogênese de plântulas (Zhou et al., 2013). 

Outros hormônios são conhecidos por atuarem no sistema de defesa das plantas 

como o ácido jasmônico (JAs) que controlam a defesa da planta contra ferimentos, 

herbivorias, patógenos e também são cruciais para a fertilidade e reprodução das plantas 

(Wasternack, 2007; Sheard et al., 2010). O ácido salicílico (AS) regula a imunidade das 

plantas e induz a resistência sistêmica adquirida quando as plantas estão sendo atacadas por 

patógenos (Loake e Grant, 2007; Fu et al., 2012). O etileno (ETH) é um hormônio vegetal 

gasoso que regula tanto os processos de desenvolvimento quanto de defesa na planta, como 

germinação, amadurecimento de frutos, senescência, abscisão e respostas aos estresses 

bióticos e abióticos (Abeles et al., 2004, Qiao et al., 2012). 

Os hormônios brassinosteroides (BRs) são conhecidos em plantas desde o isolamento 

da brassina (renomeada posteriormente brassinolide, BL) de extratos de pólen de Brassica 
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napus (Mitchell et al., 1970; Grove at al., 1979). Os BRs estão envolvidos no alongamento e 

divisão celular, diferenciação vascular, desenvolvimento reprodutivo, vegetativo, no 

crescimento radicular, fotomorfogênese, germinação, florescimento, fertilidade masculina, 

senescência, alongamento celular direcionado e formação de aurícula em milho. (Clouse et 

al., 1996; Clouse e Sasse, 1998; Müssig et al., 2003, Wang et al., 2012, Kir et al., 2015).   

A expansão celular mediada por BR envolve proteínas de modificação de parede, 

como xyloglucan endotransglucosylase (XETs) e influenciam na orientação e na estabilidade 

dos microtúbulos corticais (Mayumi e Shibaoka, 1995; Clouse e Sasse, 1998; Wang et al., 

2012). Desde sua descoberta, esteróides com estrutura e função similares a BL têm sido 

identificados em várias espécies vegetais e são chamados BRs (Clouse; Sasse, 1998). 

 A atividade do BL é mediada por BRI1, um receptor com domínio quinase com 

repetições ricas em leucina (LRR) (Clouse et al., 1996; Li e Chory, 1997; He et al., 2000), BRI1 

possui dois homólogos BRI1-LIKE 1 (BRL1) e BRI1 LIKE 3 (BRL3) (Wang et al.,2001; Cano-

Delgado et al., 2004; Kinoshita et al., 2005). Várias são as evidências que demonstram que 

BRI1 é o receptor dos brassinosteróides. Mutantes com perda de função (bri1) apresentam 

similaridade morfológica aos mutantes de biossíntese de BR e são insensíveis a aplicação 

exógena de BL (Clouse et al., 1996; Kauschmann et al., 1996; Li e Chory, 1997; Noguchi et al., 

1999; Friedrichsen et al., 2000). Uma segunda evidência foi a demonstração de que uma 

proteína quimérica, contendo o domínio extracelular de BRI1 fusionado ao domínio quinase 

citoplásmico da Xa21 (uma proteína receptora de membrana envolvida com resistência a 

doenças em arroz), foi capaz de ativar respostas relacionadas com defesa, quando as plantas 

foram expostas a BL, sugerindo que o domínio extracelular de BRI1 ao interagir com BR 

ativou o domínio quinase de Xa21 (He et al., 2000). Experimentos de imunoprecipitação da 

proteína quimérica BRI1-GFP com BL também comprovaram a relação direta ligante-

receptor entre ambas moléculas (Wang et al., 2001). 

Em Arabidopsis, a proteína BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE1 (BAK1) também 

conhecida como SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE3 (SERK3), interage com 

o receptor BRI1 e modula a sinalização de BR (Li et al., 2002). Os receptores quinase como o 

BAK1 estão localizados na membrana e, geralmente, funcionam na percepção de ligantes 
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extracelulares, ativando estes receptores e desencadeando uma cascata de sinalização (Song 

et al., 2017). 

Quando a proteína BAK1 é superexpressa, as plantas apresentam órgãos alongados, 

enquanto plantas com um alelo nulo de BAK1 possuem um fenótipo semi-anão e a 

sensibilidade a BRs reduzida (Li et al., 2002). A expressão de um alelo mutante dominante 

negativo de BAK1 levou a um fenótipo de nanismo severo, semelhante ao fenótipo de alelos 

nulos do receptor BRI1 (Li et al., 2002). BAK1 é uma proteína serina/treonina quinase, que 

interage com BRI1 in vivo e in vitro sugerindo que BAK1 é um componente da via de 

sinalização de BRs (Li et al., 2002). De fato, o BR ao se ligar ao receptor BRI1, desencadeia a 

autofosforilação do domínio quinase, associando-se ao coreceptor quinase BAK1, resultando 

na ativação de genes responsivos ao BR (Clouse, 2004;. Vert et al., 2005; Chinchilla et al., 

2009; Li e Jin, 2007). O receptor BRI1 interage também com a proteína BRI1 KINASE 

INHIBITOR1 (BKI1), um regulador negativo da via de sinalização de BRs (Wang e Chory, 

2006), sendo BKI1 o substrato quinase de BRI1 que limita a interação do receptor BRI1 com o 

coreceptor BAK1. 

 Quando BR está em níveis baixos ou ausentes, o domínio quinase de BRI1 interage 

com BKI1 (Wang et al., 2005; Wang & Chory, 2006), BRASSINOSTEROID-SIGNALING KINASE 

(BSK), e CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH1 (CDG1), não permitindo a ligação do 

coreceptor BAK1 ao receptor de brassinosteróide (Figura 1). Os fatores de transcrição 

BRASSINAZOLE RESISTANT1 (BZR1) e BZR2 são fosforilados por BRASSINOSTEROID-

INSENSITIVE2 (BIN2) e, posteriormente, retidos pelas proteínas 14-3-3 [GENERAL 

REGULATORY FACTOR (GRF)] levando a degradação citoplasmática (Gampala et al., 2007; 

Nam e Li, 2002; Peng et al., 2008). 

Quando BR está em níveis altos ou, simplesmente, presente, BRs ligam-se a BRI1, 

provocando a dissociação de BKI1 e a associação com o coreceptor BAK1, com subsequente 

ativação de BRI1. Quando BRI1 está ativado, BRI1 fosforila BSK (TANG et al., 2008) e CDG1, 

que, consequentemente, fosforila BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 SUPPRESSOR1 (BSU1) 

(MORA-GARCIA et al., 2004), BSU1 desfosforila e inativa BIN2, que codifica uma GSK3 

quinase que sofre degradação proteossomal. A fosfatase PP2A desfosforila BZRs, o que 
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resulta na liberação de BZRs das proteínas da GRF. BZR1 e BZR2/BES1, em seguida, ligam-se 

e regulam os genes responsivos a BR no núcleo (VERT; CHORY, 2006; PENG et al., 2008). 

 

 

Figura 1. Sinalização do hormônio Brassinosteróide (BR) (Wang et al., 2015). BR em níveis baixos, o 
domínio quinase de BRI1 interage com BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 KINASE INHIBITOR (BKI1), 
BRASSINOSTEROID-SIGNALING KINASE (BSK), e CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH1 (CDG1), não 
permitindo a ligação do coreceptor BAK1 ao receptor de brassinosteróides. Os fatores de transcrição 
BRASSINAZOLERESISTANT1 (BZR1) e BZR2 são fosforilados por BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE2 (BIN2) e 
posteriormente retido pelas proteínas 14-3-3 (GENERAL REGULATORY FACTOR [GRF]). Quando os níveis de BR 
são altos, BRs ligam-se a BRI1, provocando a dissociação de BKI1 e a associação com o coreceptor BAK1 e em 
seguida ativando BRI1. Quando BRI1 está ativado, ele fosforila BSKs e CDG1, que consequentemente fosforila 
BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 SUPPRESSOR1 (BSU1). BSU1 desfosforila e inactiva BIN2. PP2A desfosforila 
BZRs, o que resulta na liberação de BZRs das proteínas da FRS. BZRs em seguida, se liga e regula os genes 
responsivos a  BR. 
 

A proteína Botrytis-INDUCED KINASE1 (BIK1), também se associa com o receptor BRI1 

e regula negativamente a via de BR, ela foi caracterizada por mediar a resistência de plantas 

a fungos patógenos necrotróficos (VERONESE et al., 2006). Após a interação de BIK1 com o 

receptor BRI1 somente ocorrerá a dissociação quando BL se ligar ao receptor, resultando na 

fosforilação de BIK1 pelo BRI1 (LIN et al., 2013).   

 A proteína BAK1 possui um homólogo, a proteína SOMATIC EMBRYOGENESIS 

RECEPTOR-LIKE KINASE4 (BAK7/ SERK4), podendo atuar de maneira redundante a BAK1 

(Jeong et al., 2010). A proteína SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE1 (SERK1) 

também está envolvida com a via de BRs interagindo com a proteína BRI1, onde o hormônio 

BL age como uma ''cola molecular'' interagindo com ambas proteínas (KARLOVA et al., 2006; 

SANTIAGO; HENZLER; HOTHORN, 2013).  
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 Outra proteína que interage com o receptor BRI1 é a TRANSTHYRETIN-LIKE (TTL), que, 

ao interagir com o receptor, é fosforilada pelo mesmo. Plantas superexpressoras de TTL 

apresentam fenótipos similares aos mutantes bri1 onde os mutantes são semi-anãs, e em 

plantas mutantes por inserção de T-DNA o gene TTL promove o crescimento das plantas e a 

sensibilidade ao BR, demonstrando inibição destes genes na via de BR, no entanto, 

diferentemente de BSK1, TTL interage fortemente com o domínio quinase ativo de BRI1, 

sugerindo que TTL pode inibir a sinalização do BRI1 após sua ativação (NAM; LI, 2004; 

WANG; CHORY, 2006).  

 

2.2 Peptídeo hormonal RALF  

Em 1991, foi descoberto o primeiro peptídeo hormonal, a sistemina, que surge como 

uma nova classe de hormônios vegetais (Pearce et al., 1991; Ryan et al., 2002). Eles são 

pequenas proteínas que atuam na comunicação intracelular e nos processos de crescimento, 

desenvolvimento, defesa e reprodução vegetais (Whitford et al., 2012). Desde a descoberta 

da sistemina, vem sendo descoberto uma variedade de peptídeos que se diferenciam em 

tamanho, estrutura, modificações pós-traducionais e funções. 

Em 2001, foi isolado de folhas de tabaco, um polipeptídeo de 5kDa que induz uma 

rápida alcalinização em células cultivadas em suspensão, sendo, por esta razão, denominado 

Rapid ALkalinization Factor, ou simplesmente RALF. Esta resposta de alcalinização rápida em 

meio de cultivo celular também foi constatada em peptídeos RALF purificados de folhas de 

tomateiro e alfafa (Pearce et al., 2001). Além disso, o peptídeo também ativa uma proteína-

quinase ativada por mitógeno - MAP quinase (Pearce et al., 2001). RALF possui 49 

aminoácidos, derivados da porção C-terminal de um prepropeptídeo de 115 aminoácidos 

que apresenta um peptídeo sinal composto de 23 aminoácidos na porção N-terminal e uma 

porção intermediária de 43 aminoácidos, com função ainda desconhecida (Pearce et al., 

2001). O processamento do precursor é realizado por convertases, que reconhecem um sítio 

dibásico composto por duas argininas, clivando e liberando o peptídeo maduro (Matos et al., 

2008; Srivastava et al., 2009). Desde sua descoberta, um papel básico na biologia celular, tal 

como a regulação do crescimento ou do desenvolvimento, tem sido sugerido para os 

peptídeos RALF nas plantas (Pearce et al., 2001). 
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A estrutura primária do peptídeo maduro é altamente conservada entre os 

homólogos do RALF identificado em tabaco (NtRALF), sendo uma das características 

marcantes o motivo YISY (Pearce et al., 2001; Pearce et al., 2010) (Figura 2). A substituição 

da isoleucina do motivo YISY por uma alanina leva a uma redução na atividade do peptídeo 

(Pearce et al., 2010). Na estrutura do peptídeo maduro existem quatro cisteínas que formam 

duas pontes dissulfeto e a redução e alquilação dessas cisteínas tornam o peptídeo inativo 

(Matos et al., 2008; Pearce et al., 2001).  

 

 

Figura 2. Estrutura primária do prepropeptídeo NtRALF. Seta: local de clivagem do peptídeo sinal; dupla 
arginina (amarelo): sítio de clivagem para liberação do peptídeo maduro; peptídeo maduro (aminoácidos em 
verde) onde duas características são essenciais para sua atividade: o motivo YISY (aminoácidos em vermelho) e 
quatro cisteínas que formam duas pontes de sulfeto (-SS-). O código de uma letra dos aminoácidos foi utilizado. 

 

Posterior a descoberta do NtRALF, o peptídeo foi encontrado em outras espécies 

vegetais e hoje é tido como ubíquo no reino vegetal (Pearce et al., 2001; Moura; Silva-Filho, 

2006). Na espécie modelo Arabidopsis thaliana, foram encontrados 37 genes semelhantes 

ao NtRALF (AtRALFs) (Morato do Canto et al., 2014; Lamesch et al., 2012). No entanto, 

famílias multigênicas com mais de 30 isoformas parecem mais exceção do que regra para os 

RALFs. Em Populus tremula, Oryza Sativa e Zea mays, as famílias apresentam 23, 16 e 19 

isoformas respectivamente (Cao e Shi., 2012). No híbrido de álamo Populus trichocarpa x 

Populus deltoides e em Solanum chacoense foram encontradas somente cinco isoformas de 

RALF (Haruta e Constabel, 2003; Germain et al., 2005). Já em Saccharum spp (cana-de-

açúcar), quatro isoformas foram bioquimicamente isoladas também através do ensaio de 
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alcalinização (Mingossi et al., 2010). Surpreendentemente, em Nicotiana attenuata, 

somente uma isoforma foi encontrada (Wu et al., 2007). No entanto, foi encontrado 

também uma isoforma de RALF em fungo (Fusarium oxysporum), onde a isoforma é 

causadora da alcalinização do meio extracelular promovendo a infecção causada pelo fungo 

em plantas (Masachis et al., 2016). 

Das 37 isoformas encontradas em Arabidopsis, um subgrupo de 9 isoformas 

(AtRALF1, 4, 19, 22, 23, 24, 31, 33 e 34) possui maior identidade de estrutura primária com o 

RALF previamente isolado de tabaco (Morato do Canto et al., 2014). Oito destas 9 isoformas 

de AtRALF induziram a alcalinização e inibiram o crescimento de raízes em pequenas 

concentrações, sendo exceção uma isoforma pólen-específica, a AtRALF4, que, mesmo em 

concentrações micromolares, não foi capaz de induzir a alcalinização ou inibir o crescimento 

da raiz primária (Morato do Canto et al., 2014).  

Plantas de arabidopsis que superexpressam a isoforma AtRALF1 são semi-anãs e uma 

mutação no sítio dibásico do peptídeo (dupla arginina) é suficiente para impedir o 

processamento correto da proteína precursora, fazendo com que as plantas que 

superexpressam o gene AtRALF1 mutado não exibam o fenótipo semi-anão (Matos et al., 

2008). Plantas que superexpressam AtRALF23 também são semi-anãs e apresentam redução 

no crescimento radicular e foliar (Srivastava et al.,2009).  

Dentre as isoformas de RALF, a mais estudada é a AtRALF1, que além de inibir o 

crescimento de raízes e expansão de hipocótilos, ainda promove um rápido aumento da 

concentração de Ca2+ intracelular (Haruta et al., 2008; Morato do Canto et al., 2014). Genes 

responsivos a AtRALF1, dentre eles, quatro relacionados com o rearranjo de parede celular, 

dois que codificam proteínas ricas em prolina (AtPRP1 e AtPRP3) um que codifica uma 

glicoproteína rica em hidroxiprolina (AtHRGP2) e um que codifica a proteína xiloglucana 

endotransglucosilase TCH4, foram relatados pela primeira vez em um estudo que mostrou 

antagonismo entre os efeitos do peptídeo AtRALF1 e os dos brassinosteróides (Bergonci et 

al., 2014a). 

Além das funções como regulação do crescimento ou do desenvolvimento, outros 

estudos mostraram que os pepídeos RALF também estão relacionados com o controle da 

germinação de grãos de polén, sugerindo que esta classe de peptídeo hormonal pode estar 
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relacionada com a regulação do alongamento do tubo polínico (Zhang et al., 2010; Covey et 

al., 2010; Morato do Canto et al., 2014). Novos estudos mostraram que os peptídeos RALF 

também regulam a fecundação em arabidopsis, controlando a integridade do tubo polínico e 

a liberação dos núcleos espermáticos do gameta masculino (Ge et al., 2017). Durante o 

crescimento/expansão do tubo polínico em direção ao óvulo, os peptídeos AtRALF4 e 

AtRALF19, são produzidos pelo tubo polínico e, de modo autócrino, ligam-se aos seus 

receptores BUPS1/2 e ANX1/2, mantendo a integridade do tubo polínico. Quando o tubo 

polínico atinge o óvulo, local de produção do peptídeo AtRALF34, este liga-se aos receptores 

BUPS1/2 e ANX1/2 agora de modo parácrino, competindo com o AtRALF4 e 19, provocando 

o rompimento do tubo polínico, liberando os núcleos espermáticos e proporcionando a 

fertilização (Ge et al., 2017). Em outro estudo foi mostrado que os AtRALF4 e 19 interagem 

com uma proteína LEUCINE RICH REPEAT EXTENSIN (LRX) para provocar o rompimento do 

tubo polínico (Mecchia et al., 2017). 

 Os peptídeos RALFs também estão envolvidos na tolerância ao estresse salino, onde 

a associação das LEUCINE-RICH REPEAT EXTENSINS (LRXs) com os peptídeos AtRALF22/23, 

que, por sua vez, interagem com FERONIA transduzem a parede celular sinais para regular o 

crescimento das plantas e tolerância ao estresse (Zhao et al., 2018). Em outro estudo os 

autores mostraram que FERONIA induz Ca2+ que mantêm a integridade da parede celular 

durante o estresse salino (Feng et al., 2018). 

 

2.3 Relação do peptídeo hormonal AtRALF1 com outros hormônios 

Devido às características hormonais do peptídeo AtRALF1 e ao fato dos hormônios, 

via de regra, agirem em conjunto, é provável que haja uma interação deste com os demais 

hormônios que também controlam o desenvolvimento vegetal. Em um estudo realizado com 

híbrido de álamo (Populus trichocarpa x Populus deltoides), não foi constatado aumento na 

expressão dos genes de RALF (PtdRALF1 e PtdRALF2) após o tratamento com os hormônios 

auxina (ácido naftaleno acético - ANA) e citocinina (benzilaminopurina - BAP) em células em 

suspensão. No entanto, quando as mesmas foram tratadas com metil jasmonato, houve 

redução na expressão dos genes RALFs (Haruta e Constabel, 2003). Porém, em ovários de 
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Solanum chacoense tratados com ANA, a expressão gênica de ScRALF3 foi induzida 

(Chevalier et al., 2013). 

O nível de expressão do gene que codifica a isoforma AtRALF8 foi maior em mutantes 

ein3-1 (ethylene-insensitive), insensíveis a etileno. O peptídeo AtRALF1 induz o gene 

ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERF), que codifica para um fator de transcrição envolvido com 

a via de transdução de sinal do etileno e o gene AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLIC AND 

SYNTHASE (ACS), que codifica uma enzima envolvida com a biossíntese do etileno (Haruta et 

al., 2014). Em outro estudo, foi demonstrado que RALF e ABA atuam em conjunto ativando o 

receptor FERONIA e inibindo o crescimento radicular desempenhando um papel crítico na 

resistência aos estresses abióticos (Chen et al., 2016). 

Plantas de arabidopsis tratadas por 30 min com AtRALF1 apresentaram mudanças no 

perfil transcricional de alguns genes envolvidos com a expansão celular e genes que também 

são induzidos por auxina e giberelina, tais como o SMALL AUXIN UP RNA (SAUR63) e 

GIBBERELIN 3-OXIDASE (GA3OX) (Haruta et al., 2014).  

 Em plantas de arabidopsis tratadas com BL, o gene AtRALF23 tem sua expressão 

reduzida (Nemhauser; Mockler; Chory, 2004), no entanto isso não acontece com o gene 

AtRALF1 (Srivastava et al., 2009). Em plantas superexpressando AtRALF23 tratadas com BL 

não apresentaram o comportamento típico de elongação de hipocótilo, apresentando uma 

insensibilidade ao hormônio (Srivastava et al., 2009). 

  

2.4 Antagonismo nas vias de sinalização de AtRALF1 e Brassinosteróides 

 Plantas que superexpressam AtRALF1 são menos sensíveis à BL, não apresentando 

aumento significativo no comprimento da raiz uma vez expostas ao BL (Bergonci et al., 

2014a). AtRALF1 também induz os genes reprimidos por BL, CONSTITUTIVE 

PHOTOMORPHISM AND DWARFISM (CPD) e DWARF4 (DWF4), e reprime o gene induzido por 

BR, EXPANSINA A5 (Bergonci et al., 2014b). O tratamento simultâneo com AtRALF1 e BL 

causou uma redução na expressão dos genes responsivos a AtRALF1, o que sugere que 

ambas as vias podem estar competindo por componentes em comum (Bergonci et al., 

2014a). Conforme já mencionado, esses resultados sugerem que AtRALF1 interfere na via de 

sinalização de BR agindo de forma antagônica a BL (Bergonci et al., 2014a). 
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 Para entender qual componente da via de BR o peptídeo RALF1 estaria competindo e 

interferindo na via de sinalização de BL, foram testadas diferentes proteínas da via (Dressano 

et al., 2017). Ao testar mutantes de arabidopsis com perda de função da proteína BAK1, os 

mutantes mostraram insensibilidade a aplicação exógena de AtRALF1, não sendo sensíveis a 

inibição do crescimento de raízes, mostrando assim que BAK1 está envolvida na percepção 

do peptídeo e é essencial para a inibição do crescimento da raiz primária causada pelo 

AtRALF1. Foi demonstrado também que ambas proteínas, BAK1 e AtRALF1, interagem 

fisicamente, sendo que BAK1 foi necessária para a indução dos genes responsivos ao 

AtRALF1 (Dressano et al., 2017).  

 

2.4.1 MSBP1 regula negativamente a via de Brassinosteróide 

A MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 (MSBP1) é uma proteína de 220 

aminoácidos que atua como reguladora negativa do alongamento célular em Arabidopsis 

thaliana, de forma semelhante ao descrito para o peptídeo AtRALF1 (Yang et al., 2005, 

Bergonci et al., 2014a). Enquanto as plantas transgênicas superexpressando MSBP1 

apresentam fenótipo de hipocótilo curto e aumento da capacidade de ligação de esteróides 

em frações de membrana, as plantas silenciadas para o MSBP1 mostram fenótipos de 

hipocótilo longo e redução na capacidade de MSBP1 ligar-se ao esteróide, indicando que 

MSBP1 regula negativamente o crescimento do hipocótilo (Yang et al., 2005). Essa regulação 

negativa do crescimento do hipocótilo em plantas que superexpressam MSBP1 foi 

correlacionado com o comprimento das células e também com a diminuição da expressão de 

genes envolvidos no alongamento celular, tais como expansinas e extensinas (Yang et al., 

2005).  

Em outro estudo com MSBP1, foi demonstrada a interação específica com o domínio 

extracelular de BAK1, regulando negativamente a sinalização de BRs, aumentando a 

endocitose de BAK1 (Song et al., 2009). Em mutantes com superexpressão de MSBP1, as 

respostas de expansão e alongamento celular causadas por BL exógeno são suprimidas, no 

entanto, podem ser resgatadas com a superexpressão de BAK1, sugerindo que MSBP1 

suprime a sinalização de BR através da interação com BAK1. A colocalização subcelular 

revelou que tanto MSBP1 como BAK1 estão localizadas na membrana plasmática e vesículas 
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endocíticas, onde MSBP1 acelera a endocitose de BAK1, suprimindo assim a sinalização de 

BR (Song et al., 2009). 

 

2.4.2 Sinalização do peptídeo hormonal AtRALF1 

 O peptídeo AtRALF1 liga-se ao receptor FERONIA desencadeando uma cascata de 

fosforilação, inibindo a atividade da H+-ATPase AHA2, aumentando o pH do apoplasto, 

reduzindo a expansão celular e o crescimento da raiz primária. O mutante fer4 com perda de 

função para FERONIA é insensível ao efeito inibitório do crescimento de raízes causado pelo 

AtRALF1, mas somente quando este está em baixas concentrações, até 1 µM. Mutantes fer4 

expostos a concentrações acima de 2 µM já apresentam sensibilidade a AtRALF1 (Haruta et 

al., 2014).  

 De acordo com o modelo proposto por Dressano et al., 2017 (Figura 3), na ausência 

de AtRALF1 (Figura 3A), o complexo BRI1-BL-BAK1 está ativo na membrana plasmática e 

ocorre a cascata de sinalização do hormônio brassinosteróide e a célula se expande. Na 

presença do peptídeo AtRALF1 (Figura 3B), o mesmo se liga ao complexo FER-LLG1 / LRE, 

recruta a quinase citoplasmática RIPK e inativa a bomba de prótons AHA2, aumentando o pH 

apoplástico. A alcalinização apoplástica dissocia o complexo BRI1-BL-BAK1, permitindo a 

interação entre AtRALF1 e BAK1, interrompendo a sinalização BL, ativando os genes 

induzidos por AtRALF1, inibindo a expansão celular. 
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Figura 3. Sinalização do peptídeo hormonal AtRALF1 (Dressano et al., 2017). A: Na ausência do peptídeo 
AtRALF1, o complexo BRI1-BL-BAK1 está ativo na membrana plasmática levando à expansão celular. O 
apoplasto é ácido como o bomba de prótons de membrana plasmática AHA2 é funcional e FERONIA (FER) está 
na membrana celular complexada com GPI-AP1 tipo LRE (LLG1) / LORELEI (LRE). B: Na presença do peptídeo 
AtRALF1, o mesmo se liga no complexo FER-LLG1 / LRE, recruta o receptor quinase citoplasmático RIPK  e 
inativa o AHA2, aumentando o pH apoplástico. Essa alcalinização apoplástica dissocia o complexo BRI1-BL-
BAK1, permitindo a ligação de AtRALF1 a BAK1, interrompendo a sinalização BL, ativa genes induzíveis por 
AtRALF1 e, em última análise, inibe a expansão celular. Ponto de interrogação (?): possível interação entre FER 
e BAK1.  
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O peptídeo AtRALF1 marcado com o radioisótopo 125I e incubado com a membrana 

plasmática isolada do mutante fer4, apresentou uma redução da marcação das membranas 

em torno de 40% quando comparado com membranas de plantas selvagens (Haruta et al., 

2014). A insensibilidade do mutante fer4 condicionada a baixas concentrações do peptídeo e 

o fato da marcação com 125I-AtRALF1 apresentar somente 40% de redução, sugerem a 

existência de mais de uma proteína receptora do peptídeo AtRALF1. AtRALF1 marcado com 

acridíneo quimioluminescente demonstrou que o receptor BAK1 é responsável por 

aproximadamente 30% da ligação de AtRALF1 nas raízes intactas e 15% da ligação de 

AtRALF1 nas frações microssomais (Dressano et al., 2017). A diferença na redução da ligação 

específica encontrada entre os experimentos realizados com mudas intactas e com frações 

microssomais sugerem a existência de um componente apoplástico que pode auxiliar na 

ligação de AtRALF1 (Dressano et al., 2017).  

Recentemente, foi identificada uma proteína semelhante a calmodulina 

(CALMODULIN-LIKE PROTEIN 38, CML38), uma proteína apoplástica, que interage com o 

peptídeo AtRALF1, sendo essencial para o efeito de inibição de crescimento de raiz, mas sem 

papel na alcalinização (Campos et al., 2018). Além disso, de maneira controversa, foi 

demonstrado em outro trabalho, que a proteína FERONIA é necessária para o alongamento 

celular durante o desenvolvimento de Arabidopsis thaliana (Guo et al., 2009). Assim, 

justificam-se estudos mais aprofundados que visem a descoberta de outro(s) receptor(es) do 

peptídeo AtRALF1 para esclarecer estas contradições.  

Como MSBP1 age como uma reguladora negativa do alongamento celular e AtRALF1 

possui a mesma função, o objetivo do trabalho foi investigar, por meio de ferramentas 

genéticas e bioquímicas, a existência da interação entre as proteínas AtRALF1 e MSBP1, o 

papel da proteína MSBP1 nas respostas ao peptídeo AtRALF1 e integrar a proteína MSBP1 na 

via de sinalização do AtRALF1.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Clonagem e ensaio de duplo híbrido em leveduras Sacharomyces cerevisae 

 Os fragmentos de DNA codificadores do peptídeo ativo AtRALF1 (At1g02900), 

peptídeo modificado AtRALF1 (9-49) (At1g02900),  peptídeo ativo AtRALF34 (At5g67070), 

dos domínios extracelulares das proteínas BAK1(At4g33430) e BAK7(At2g13790) e as 

proteínas CML38 (At1g76650), CML39 (At1g76640) e MSBP1(At5g52240) foram obtidos 

através de reações padrão de PCR utilizando iniciadores específicos contendo os sítios de 

restrição NdeI e BamHI com exceção da proteína MSBP1 onde foram utilizados os sítios 

EcoR1 e BamHI (ANEXO B). Após a amplificação, os fragmentos foram digeridos com as 

enzimas apropriadas, purificados e clonados nos vetores pGADT7 e/ou pGBKT7 (Clontech 

Laboratories) com a enzima T4 DNA ligase. As construções foram confirmadas por PCR e 

sequenciamento.  

 As transformações e crescimento da levedura S. cerevisae foram realizados conforme 

descrito por Gietz e Woods (2002). Foi isolada uma colônia de levedura da cepa AH109, 

crescida em placa contendo meio YPDA (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L peptona, 20 g/L 

glicose, 1 mg adenina e 20 g/L ágar, pH 6,5) e inoculada no mesmo meio líquido por 24 h, 

180 rpm a 30°C. No dia seguinte, 1 mL da cultura foi centrifugado por 30 s a 8000 rpm. O 

precipitado foi lavado 2 vezes com 500 µL de água ultra-pura (milli-Q) autoclavada. Após a 

lavagem, foi descartado o sobrenadante e adicionados: 50% PEG 3500, 1 M LiAc, 2 mg/mL 

espermidina e 500 mg de DNA plasmidial de interesse. Após 60 min de incubação em banho-

maria a 42°C, a reação foi centrifugada por 1 min a 8000 rpm e o sobrenadante foi 

descartado. O precipitado de células de levedura foi ressuspendido em 50 µL de água ultra-

pura e plaqueado em meio TRAFO (6,5 mg/L nitrogênio base, 20 g/L glicose, 2 g/L Dropout, 

20 g/L ágar, pH 5,6) sem leucina e triptofano para seleção das células de levedura 

transformadas. A placa foi incubada a 30°C por 4 d. As células de levedura transformadas 

com os vetores de interesse foram selecionadas em meio TRAFO sem leucina, triptofano e 

histidina (-L –W -H) e em meio sem leucina, triptofano, histidina e adenina (-L -W -H -A).  
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3.2  Pellet X-Gal (PXG) 

Para cada par de interação, três colônias foram coletadas de placas de meio TRAFO (6,5 

mg/L nitrogênio base, 20 g/L glicose, 2 g/L Dropout, 20 g/L ágar, pH 5,6) sem leucina e 

triptofano, e inoculadas em tubos contendo 5 mL de meio YPDA (10 g/L extrato de levedura, 

20 g/L peptona, 20 g/L glicose, 1 mg adenina e 20 g/L ágar, pH 6,5) overnight a 30°C. Todas 

as interações foram padronizadas a partir de uma absorbância de A546 com uma OD de 1.8. 

De cada amostra foi centrifugado 1 mL de levedura por 5 min a 2000 x g. O sobrenadante foi 

descartado, e a lise celular foi realizada por dois ciclos de congelamento-descongelamento (3 

min em nitrogênio líquido, 3 min em banho-maria a 37°C). Os precipitados foram 

ressuspendidos em 20 µL de água ultra pura e transferidos para uma microplaca de 96 

poços. Foi adicionado em cada poço 100 µL de tampão salino fosfato (PBS, pH 7,4), contendo 

500 µg/Ml de X-gal, 0.5% (w/v) agarose, e 0.05% (v/v) β-mercaptoetanol, posteriormente 

foram incubadas em temperatura ambiente. A atividade enzimática da X-Gal foi monitorada 

a cada 30 min e o registro foi efetivado após 3 h com pingos das mesmas em parafilme 

(Möckli e Auerbach, 2004).   

 

3.3 Material vegetal e condições de crescimento 

Sementes de Arabidopsis thaliana (Col-0) ou mutantes para perda e/ou ganho de 

função de MSBP1 (msbp1, SALK_035827), BAK1 (bak1-1, CS6125) e FERONIA (fer4) foram 

esterilizadas superficialmente com hipoclorito (50% por 10 min), incubadas a 4°C por 4 d e 

germinadas em solo (2:1 substrato:vermiculita) ou meio MS (0,5X) pH 5,8 (Murashige e 

Skoog, 1962) contendo 6 g/L de ágar, sem adição de sacarose. O cultivo das plantas foi 

realizado em câmaras de crescimento sob fotoperíodo controlado [16 h de luz, 150 μE m-2. s-

1 (E, Einstein; 1 E = 1 mol de fótons) e 8 h de escuro a 23°C.  

 

3.4 Obtenção de transgênicos da proteína MSBP1 

Foram obtidos transgênicos que superexpressam gene MSBP1 (35S:MSBP1: L6.1, 

L6.2, L10.1, L20.1) e silenciam o gene MSBP1 (irMSBP1: L14.4, L16.16, L16.3 e L10.18). Para 

tanto, foi utilizado o sistema Gateway (Life Technologies), no qual o gene MSBP1 amplificado 

por iniciadores específicos (ANEXO B) foi clonado no vetor de entrada pENTR/D-TOPO e 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=germplasm&id=4514284615
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recombinado nos vetores de destino PK7WG2 e pK7GWIWG2. Para a construção contendo a 

proteína MSBP1 fusionada à GFP, o vetor de destino foi o pK7FWG2. As plantas transgênicas 

foram geradas de acordo com o método da imersão das inflorescências em solução 

contendo Agrobacterium (Clough e Bent 1998). As análises de localização das proteínas de 

fusão serão avaliadas mediante visualização de fluorescência, em microscópio confocal, 

usando a epiderme das folhas. Todas as clonagens foram verificadas por sequenciamento. 

 

3.5 Extração de DNA genômico de arabidopsis 

O reagente Plant DNAzol foi utilizado para extração e purificação de DNA genômico 

de plantas de arabidopsis, seguindo instruções do fabricante. Foram coletados 50 mg de 

tecido vegetal e homogeneizado em 500 μL de DNAzol, seguida de centrifugação por 10 min 

a 4°C em 13000 x g. Posteriormente o sobrenadante foi coletado e centrifugado por 5 min a 

4°C em 13000 x g e o sobrenadante transferido para novo tubo. O DNA foi precipitado com a 

adição de 250 μL de etanol 100%. Após 2 min em temperatura ambiente, a solução foi 

centrifugada por 5 min a 4°C, 13000 x g. O DNA foi lavado duas vezes com 250 μL de etanol 

70% e centrifugado por 2 min a 4°C, 13000 x g cada lavagem e após a secagem o pellet foi 

eluído em 20 μL de água ultra-pura. 

 

3.6 Extração de RNA total de arabidopsis e síntese de cDNA 

A extração de RNA total de arabidopsis foi feita após 9 ou 11 d da germinação, utilizando 

o reagente TRIzol (Life Technologies). Cada repetição contou com 50-100 mg do tecido 

vegetal que foi macerado com o auxílio de nitrogênio líquido e homogeneizado em 1 mL de 

TRIzol. Após 5 min de incubação em temperatura ambiente, foi adicionado 200 μL de 

clorofórmio, agitando vigorosamente por 15 s. Após 5 min de incubação em temperatura 

ambiente, a amostra foi centrifugada a 11000 x g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi 

coletado e transferido para novo tubo de 1,5 mL, onde foi adicionado 500 μL de isopropanol, 

seguida de incubação em temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente, a amostra foi 

centrifugada a 11000 x g por 10 min a 4°C para precipitação do RNA. O sobrenadante foi 

descartado e o RNA suspenso com 1mL de etanol 75%. Após agitação, a amostra foi 

centrifugada a 10500 x g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 
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seco eluído em 20 μL de água ultra-pura. Para uma melhor qualidade do RNA extraído foi 

utilizada uma DNAse por 30 min a 37°C e a reação do mesmo foi parada pela adição de EDTA 

(50 mM) a 65°C por 10 min.   

A síntese de cDNA foi realizada com o kit ImProm-IITM Reverse Transcriptase 

(Promega), seguindo as recomendações do fabricante. Resumidamente, o RNA total (1 µg) 

mais 1 µL de OligodT (50 µM) foram incubados a 70°C por 5 min e, em seguida, cinco min no 

gelo. Foi adicionada uma solução contendo tampão ImProm-II 1X, 1,5 mM MgCl2, dNTPmix 

(10 mM) e ImProm-II Reverse Transcriptase (1 U). A reação foi incubada a 25°C por 5 min, 

42°C por 60 min e 70°C por 15 min. O cDNA sintetizado (1,5 µL de cada) foi utilizado em 

reações de PCR semiquantitativo e quantitativo. 

 

3.7 Transformação de Escherichia coli 

3.7.1 Preparação de células eletrocompetentes de E. coli  

 Células desarmadas de E. coli cepa TOP10 (Life Technologies) foram estriadas em 

placa contendo meio 2xYT (16 g/L triptona, 10 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl e 12 g/L de 

ágar), e incubada por 16 h a 37°C. Colônias isoladas foram selecionadas e pré-inoculadas em 

50 mL de meio 2xYT líquido sem antibióticos por 16 h a 200 rpm, 37°C. Em seguida, o pré-

inóculo foi adicionado em 500 mL de meio 2xYT líquido. Este inóculo foi incubado a 37°C sob 

agitação de 200 rpm até atingir a OD (ABS600) de 0,6. As células foram precipitadas a 1100 x g 

por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 500 mL 

de água ultra-pura autoclavada e gelada. As células foram novamente precipitadas a 1100 x 

g por 10 min a 4°C e lavadas mais 4 vezes com 250 mL de água ultra-pura autoclavada e 

gelada. Após a centrifugação a 1600 x g por 10 min a 4°C, a última lavagem das células foi 

realizada com 10 mL de glicerol 10% gelado. As células foram precipitadas novamente a 

1600 x g por 10 min a 4°C e ressuspensas em 3-5 mL de glicerol 10% gelado. Foram feitas 

alíquotas de 70 µL, as quais foram congeladas em nitrogênio líquido imediatamente e 

armazenadas em freezer -80°C. 
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3.7.2 Eletroporação de E. coli 

 Para a inserção dos vetores em células de E. coli, o vetor de interesse foi adicionado a 

70 µL de células competentes, sendo colocados em uma cubeta de eletroporação (largura da 

ranhura, 2 mm, BioRad) previamente resfriada. A eletroporação foi efetuada no 

eletroporador Gene Pulse II (BioRad) usando resistência 200 Ω, capacitância 25 µF e 

voltagem 2,5 kV. Em seguida, um mL de meio 2xYT foi adicionado à cubeta e a solução foi 

transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada por 1 h a 37°C, 200 rpm. Posteriormente, a 

solução foi centrifugada a 4000 x g por 5 min, 800 µL do sobrenadante foram descartados e 

as células foram ressuspensas nos 200 µL de meio restante. Por fim, os 200 µL da solução 

bacteriana foram plaqueadas em meio 2xYT contendo ágar (12 g/L) mais antibióticos 

(ANEXO A). A placa foi incubada a 37°C por 16 h.    

 

3.8 Extração de DNA plasmidial de E. coli 

 Colônias isoladas de E. coli foram dispostas para crescer em meio contendo 5 mL de 

meio 2xYT líquido com os antibióticos apropriados (ANEXO A) por 16 h a 37°C, sob agitação 

de 200 rpm. Em seguida, 1,5 mL de cultura bacteriana foi centrifugado a 13000 x g por 3 min. 

As células foram ressuspendidas em 100 µL de tampão TE (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM 

EDTA), adicionando-se em seguida 200 µL de tampão TENS (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM 

EDTA, 100 mM NaOH, 0,5% SDS). Após agitação por inversão, a solução foi incubada por 5 

min em gelo. Posteriormente, foram adicionados 150 µL de acetato de potássio 3 M (pH 

5,2), agitando a solução por inversão e incubando por 5 min no gelo. O material lisado foi 

centrifugado a 13000 x g por 25 min, 4°C, e o sobrenadante tratado com 3 µL de RNAse (10 

U/µL) a 37°C por 20 min. O DNA foi precipitado com a adição de 1 mL de etanol 100% e a 

sedimentação por centrifugação a 13000 x g por 30 min, 4°C. O plasmídeo foi lavado com 1 

mL de etanol 70% e centrifugado a 13000 x g por 20 min, 4°C, o DNA foi seco a 37°C por 30 

min e ressuspenso em 20 µL de água ultra-pura autoclavada. 
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3.9 Transformação de Agrobacterium tumefaciens 

3.9.1 Preparação de células eletrocompetentes de A. tumefaciens 

 Células desarmadas de A. tumefaciens cepa GV3101 foram estriadas em placa 

contendo meio 2xYT mais 12 g/L de ágar suplementado com os antibióticos gentamicina (50 

µg/mL) e rifampicina (50 µg/mL). A placa foi incubada por 48 h a 28°C. Posteriormente, uma 

colônia isolada foi pré-inoculada em 50 mL de meio 2xYT líquido com os mesmos antibióticos 

por 18 h a 180 rpm, 28°C. Em seguida, a cultura do pré-inóculo foi adicionada em 500 mL de 

meio 2xYT líquido contendo os antibióticos. Este inóculo foi incubado a 37°C sob agitação de 

200 rpm até atingir a OD (ABS600) de 0,6. Posteriormente a esta etapa, as células 

eletrocompetentes de agrobactéria foram preparadas como descrito anteriormente para as 

células de E. coli. 

 

3.9.2 Eletroporação de A. tumefaciens 

A eletroporação de células competentes de A. tumefaciens com os vetores de 

interesse foi realizada conforme descrito para as células competentes de E. coli. No entanto, 

após a eletroporação, a solução com meio de cultura foi incubada por 2 h a 28°C, 180 rpm. A 

solução foi centrifugada a 4000 x g por 5 min, e, após o descarte de 800 µL do sobrenadante, 

as células foram ressuspensas em 200 µL de meio restante. Os 200 µL foram plaqueados em 

meio 2xYT contendo ágar (12 g/L) mais antibióticos gentamicina (50 µg/mL) e rifampicina (50 

µg/mL). A placa foi incubada a 28°C por 2 d. 

 

3.10 Extração de DNA plasmidial de A. tumefaciens 

 Colônias isoladas de A. tumefaciens foram dispostas para crescer em 5 mL de meio 

2xYT líquido com os antibióticos apropriados (ANEXO A) por 48 h a 28°C, sob agitação de 200 

rpm. Posteriormente a esta etapa, o DNA plasmidial de agrobactéria foi extraído como 

descrito para as células de E. coli anteriormente. 
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3.11 Análise de expansão celular em mutantes MSBP1: Medições das células da 

endoderme em raiz primária de arabidopsis 

As sementes do tipo selvagem (Wt), irmsbp1 e msbp1, após a esterilização e quebra 

de dormência, foram dispostas para germinar em meio MS 0,5X sem vitaminas e 

sacarose, pH 5,6, sob luz constante (150 μE m-2. s-1) à 24°C por 9 d. As raízes foram 

coradas com 0,01% (w/v) Calcofluor White por 5 min no escuro e lavadas em água, 

posteriormente o comprimento das células da endoderme na zona de diferenciação 

foram medidas em confocal (Olympus FV1000). As células coradas foram observadas no 

filtro DAPI com o comprimento de onda de 358 a 461nm.  

 

3.12 Produção e purificação de peptídeos AtRALFs [1, 19, 23, 34 e 1 (9-49)] 

As sequências codificadoras dos peptídeos ativos das isoformas AtRALF1 

(At1g02900), AtRALF1 (9-49) (At1g02900, com deleção dos 8 aminoácidos iniciais), AtRALF19 

(At2g33775), AtRALF23 (At3g16570) e AtRALF34 (At5g67070) foram amplificadas por PCR 

convencional, usando primers específicos (ANEXO B). Os fragmentos amplificados 

correspondentes aos peptídeos AtRALF1 e 34 foram clonados no vetor pET-28b (Morato do 

Canto et al., 2014). As isoformas AtRALF1 (9-49), AtRALF19 e AtRALF23 foram clonadas em 

pDEST17. Para as clonagens nas quais foram utilizadas o sistema Gateway os fragmentos 

amplificados em PCR foram introduzidos no vetor pENTR D-TOPO e recombinados em 

pDEST17.  Todos foram fusionados a uma histidine-tag no N-terminal. Posteriormente, os 

vetores foram introduzidos em E. coli cepas BL21 ou Rosetta. 

Para a produção dos peptídeos recombinantes, colônias contendo o vetor de 

interesse foram crescidas em 5 mL de meio LB líquido (10 g/L triptona, 5 g/L extrato de 

levedura e 10 g/L NaCl), contendo o antibiótico específico (ANEXO A) por 16 h a 37°C, sob 

agitação de 200 rpm. Em seguida, as culturas foram transferidas para 500 mL de meio LB 

líquido sob as mesmas condições até atingir a densidade óptica (OD) de 0,6. Posteriormente, 

foi adicionado 1 mM do indutor IPTG (Isopropil β-D-1- tiogalactopiranosidio) por 4 h a 37°C, 

200 rpm. Após 4 h as culturas foram centrifugadas em temperatura ambiente a 5000 rpm 

por 6 min e o precipitado de bactérias congelado e armazenado a -80°C. As células 

bacterianas descongeladas foram ressuspendidas em tampão de extração (100 mM 
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NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M ureia, pH 8,0) sob agitação por 60 min e lisadas sob pressão 

de 1500 Psi em bomba de ruptura celular por pressão de gás nitrogênio (Parr Instruments 

Co), seguido de centrifugação por 40 min a 4ºC, 12000 rpm. Os sobrenadantes foram 

aplicados em coluna de cromatografia de afinidade com resina de níquel (Ni-NTA, Qiagen) 

previamente equilibrada com 10 volumes de tampão de ligação (100 mM NaH2PO4,10 mM 

Tris-HCl, 8 M, pH 8,0). As colunas foram lavadas com 5 volumes de tampão de lavagem (100 

mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M ureia, pH 6,3) e a proteína de interesse eluída com 3 mL 

de tampão de eluição (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M ureia, pH 3,3). As proteínas 

recombinantes purificadas foram dialisadas (4 d) contra 16 L de solução 0,1% de ácido 

fórmico, com troca de diálise diária (4x4 L, 4ºC, sob leve agitação). Após a diálise, as 

amostras foram liofilizadas e 10% do total de proteína ressuspendida em 0,1% de ácido 

fórmico e quantificada por HPLC com coluna de fase reversa C18 (8-mm 4,6 x 25 cm 

Kromasil®) previamente equilibrada com 0,1% de ácido fórmico. A separação e eluição foram 

feitas utilizando um gradiente de 0 a 50% de acetonitrila/ 0,1% ácido fórmico por 30 min; 

com fluxo na coluna de 1 mL/min. 

 

3.13 Inibição de crescimento de raiz primária com AtRALF1 em placa vertical 

Os ensaios de inibição de crescimento de raízes de plantas de arabidopsis foram 

descritos por Pearce et al. (2001). As sementes de arabidopsis foram esterilizadas 

superficialmente com hipoclorito de sódio 50% por 10 min e em seguida lavadas quatro 

vezes com água milli-Q. Após serem desinfestadas, as sementes foram mantidas por 4 d a 

4°C e em seguida dispostas para germinar em placa vertical com 0,5X de meio MS (sem 

adição de sais e vitaminas, pH 5,8, Murashige e Skoog, 1962) contendo 6 g/L de ágar sem 

adição de sacarose, por 2 d. 

Posteriormente, as plantas foram dispostas em novas placas verticais com o mesmo 

meio com a adição dos respectivos tratamentos: com ou sem a adição de 1, 2 e 5 μM de 

AtRALF1. Os ensaios foram conduzidos em fotoperíodo de 16 h de luz (150 μE m-2. s-1), 8 h de 

escuro, a 24°C. O crescimento das raízes foi avaliados 7 d após a transferência das plantas 

para os respectivos tratamentos. Na análise dos dados quantitativos foi usada a metodologia 
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descrita por Weigel e Glazebrook (2002) e o programa ImageJ (National Institutes of Health, 

USA). 

 

3.14 Inibição de crescimento de raiz primária com AtRALF1 (9-49), AtRALF19, 

AtRALF23 e AtRALF34 em placa vertical 

Os ensaios de inibição de crescimento de raízes de plantas de arabidopsis com os 

peptídeos AtRALF1 (9-49), AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34 foram realizados como descrito 

no item anterior. Após 2 d germinando em meio MS as plantas foram dispostas em novas 

placas verticais com os respectivos tratamentos: com ou sem a adição de 1 e 2 μM de 

AtRALF1 (9-49), AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34. Os ensaios foram conduzidos em 

fotoperíodo de 16 h de luz (150 μE m-2. s-1), 8 h de escuro, a 24°C. O crescimento das raízes 

foi avaliados 7 d após a transferência das plantas para os respectivos tratamentos. Na 

análise dos dados quantitativos foi usada a metodologia descrita por Weigel e Glazebrook 

(2002) e o programa ImageJ (National Institutes of Health, USA). 

 

3.15 Inibição de crescimento de raiz primária com outros hormônios: Citocinina 

(BAP), Auxina (NAA) e Brassinolide (BL) em placa vertical 

Para os ensaios de inibição de crescimento de raízes de plantas de arabidopsis com 

os hormônios: citocinina BAP (6-Benzilaminopurina), auxina NAA (ácido naftil acético) e o 

brassinosteróide BL (24 epi-brassinolide), as sementes foram dispostas para germinar por 2 d 

em meio MS e as plantas foram transferidas para novas placas verticais com os respectivos 

tratamentos: com ou sem a adição de 0,1 µM de BAP; 0,1 µM de NAA ou 0,00, 0,01, 0,10, 

1,00, 10,00 e 100,00 nM de BL ao invés de AtRALF1. Os ensaios foram conduzidos em 

fotoperíodo de 16 h de luz (150 μE m-2. s-1), 8 h de escuro, a 24°C. O crescimento das raízes 

foi avaliado 7 d após a transferência das plantas para os respectivos tratamentos. Na análise 

dos dados quantitativos foi usada a metodologia descrita por Weigel e Glazebrook (2002) e o 

programa ImageJ (National Institutes of Health, USA). 
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3.16 Análise do pH da rizosfera através de gel indicador 

 O gel indicador de pH foi elaborado conforme descrito por Wu et al. (2007), adaptado 

por Silva et al. (2018) (APÊNDICE). Plantas de arabidopsis foram crescidas por 9 d em placa 

vertical contendo meio MS 0,5X acrescido de 12 g/L de Phytagel®, pH 5,6. As plantas foram 

transferidas cuidadosamente para o gel indicador de pH (0,006% de bromocresol purple, 1 

mM de CaSO4, pH 5,7) e foi aplicado 10 µM de AtRALF1 ou água (controle) nas raízes. O 

registro da mudança de coloração no gel foi realizado em até 30 min após o tratamento das 

raízes.  

 

3.17 Análise de expressão de genes induzidos por AtRALF1 por PCR 

semiquantitativo 

 Plantas de arabidopsis foram crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 

0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L de ágar. As condições de 

crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. Para análises de PCR semi-

quantitativo, aproximadamente 25 plantas foram submetidas ao mesmo meio MS líquido e 

tratadas por 1 h com 0, 1 e 2 µM de AtRALF1 em temperatura ambiente. Em seguida, as 

raízes foram cortadas e colocadas em nitrogênio líquido e o RNA total foi isolado usando o 

reagente Trizol (Life Technologies), seguindo recomendações do fabricante. O cDNA foi 

sintetizado a partir de 1 µg de RNA usando o sistema ImProm-II Reverse Transcription 

(Promega). As reações de PCR (30 ciclos) usaram 1,5 µL de cDNA e iniciadores específicos 

(ANEXO B).   

 

3.18 Análise de expressão de genes induzidos por AtRALF1 por PCR quantitativo 

(qRT-PCR) 

 As análises de qRT-PCR foram realizadas usando cDNA diluído 10 vezes, Maxima 

SyBR Green Rox/qPCR Master Mix (Thermo Scientific) e um StepOne™ Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems). Foram analisados: um gene que codifica PROLINE-RICH PROTEIN 

(PRP3, At3g62680), CONSTITUTIVE PHOTOMORPHISM AND DWARFISM (CPD, At5g05690), 

DWARF4 (DWF4, At3g50660), MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 (MSBP1, 

At5g52240) e o gene GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, 
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At1g13440) foi usado como controle. Reações sem cDNA foram usadas como controle 

negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada 

tratamento. O ciclo limiar foi determinado automaticamente pelo aparelho e a equação 2–

ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nível de expressão de cada gene. O 

valor arbitrário 1 foi atribuído aos tratamentos controle.     

 

3.19 Análises estatísticas  

A comparação das médias foi por meio do teste de Tukey, juntamente com análise de 

variância (STEEL et al., 1996) ou pelo teste de Student T 

(http://www.chem.uoa.gr/applets/AppletTtest/ Appl_Ttest2.html) com significância de P < 

0,001; 0,05 e 0,01.  
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4 RESULTADOS 

4.1 MSBP1 interage com AtRALF1 no sistema de duplo-híbrido de levedura 

Para investigar uma possível interação entre as proteínas MSBP1 e AtRALF1, os 

cDNAs que codificam as proteínas foram clonados nos vetores pGADT7 e/ou pGBKT7 e os 

ensaios de duplo híbrido de levedura foram realizados. As leveduras transformadas com as 

construções gênicas foram colocadas para crescer em meio não seletivo (-L-W) e seletivo (-L-

W-H/ -L-W-H-A).  As diluições das culturas de leveduras (1, 0,1 e 0,01) foram feitas a fim de 

mostrar o quão forte são essas interações.  

Em meio seletivo e em todas as diluições, MSBP1 interagiu com o peptídeo AtRALF1 

nas duas combinações, ou seja, MSBP1 como “isca” (vetor pGADT7) e AtRALF1 como “presa” 

(vetor pGBKT7) ou vice-versa (Figura 4), em ambos os meios seletivos. Quando usado em 

transformações com os vetores sem DNA codificando proteína (construção de vetor vazio), 

AtRALF1 ou MSBP1 não cresceram em meio seletivo, indicativo de ausência de interação. 

Para testar a especificidade da interação AtRALF1/MSBP1, foi utilizado outro cDNA 

codificando o peptídeo AtRALF34 (Figura 4). MSBP1 não interagiu com AtRALF34, sugerindo 

que a interação com MSBP1 e AtRALF1 é específica. Como controle positivo foi utilizado a 

interação AtRALF1/BAK1 (Dressano et al., 2017).  

No teste de transativação do gene repórter LacZ, as duas combinações de isca e presa 

com MSBP1 e AtRALF1 foram capazes de ativar o sistema, apresentando coloração azul no 

ensaio com X-Gal, semelhante ao controle positivo. 
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Figura 4. Interação da proteína MSBP1 com o peptídeo AtRALF1 no sistema de duplo híbrido de levedura.  
MSBP1 e AtRALF1 foram fusionadas tanto com o domínio de ativação GAL4 (pGADT7) quanto com o domínio 
de ligação do DNA GAL4 (pGBKT7). As células de levedura transformadas foram cultivadas em um meio 
completo sintético sem leucina e triptofano (-L-W), e selecionadas em um meio completo sintético sem leucina, 
triptofano e histidina (-L-W-H) e um meio completo sintético sem leucina, triptofano, histidina e adenina (-L-W-
H-A) para testar as interações. Foram feitas diluições de OD: 1, 0,1 e 0,01. Controle positivo: BAK1-
pGBKT7/AtRALF1-pGADT7. X-Gal: ensaios utilizando a atividade da β-Galactosidase (são mostradas três 
repetições). 

 

4.2 Interação da proteína MSBP1 com as demais proteínas que interagem com 

AtRALF1 no sistema de duplo-híbrido de levedura 

Com a finalidade de investigar a formação de um possível complexo de proteínas 

interligadas pelo peptídeo AtRALF1, foram avaliadas as interações entre as demais proteínas 

já descritas como interagentes e sua possível interação com MSBP1. Foi realizado o teste do 

duplo-híbrido de levedura com a proteína MSBP1 e o domínio extracelular de BAK1 como 

descrito anteriormente. Em ambos os meios seletivos, MSBP1 interagiu com o domínio 

extracelular de BAK1, assim como descrito por Song et al. (2009). Foi possível observar que 

em todas as diluições testadas houve uma interação forte entre as duas proteínas. Quando 

usado em transformações com os vetores vazios, MSBP1 ou BAK1 não interagiram com os 

vetores vazios. Para testar a especificidade da interação MSBP1/BAK1, foi usado um 

homológo de BAK1, denominado BAK7, sendo que, neste caso, não houve interação 
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detectável. Como controle positivo foi utilizado a interação AtRALF1/BAK1 (Figura 5A). Foi 

possível constatar a interação entre MSBP1 e BAK1 no ensaio da atividade da β-

Galactosidase, onde essa interação apresentou coloração azul semelhante ao controle 

positivo. 
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Figura 5. Interação da proteína MSBP1 com as proteínas: A: BAK1, B: CML38, C: interação da proteína BAK1 
com CML38 no sistema de duplo híbrido de levedura.  MSBP1, BAK1 e CML38 foram fusionadas tanto com o 
domínio de ativação GAL4 (pGADT7) quanto com o domínio de ligação do DNA GAL4 (pGBKT7). As células de 
levedura transformadas foram cultivadas em um meio completo sintético sem leucina e triptofano (-L-W), e 
selecionadas em um meio completo sintético sem leucina, triptofano e histidina (-L-W-H)  e um meio completo 
sintético sem leucina, triptofano, histidina e adenina (-L-W-H-A) para testar as interações. Foram feitas 
diluições de OD: 1, 0,1 e 0,01. Controle positivo: BAK1-pGBKT7/AtRALF1-pGADT7. X-Gal: ensaios utilizando a 
atividade da β-Galactosidase (são mostradas três repetições). 
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O ensaio do duplo híbrido de levedura também demonstrou interação entre a 

proteína MSBP1 e CML38, ao passo que nenhuma interação foi constatada quando se 

utilizou CML39, proteína homóloga a CML38 (Figura 5B, Vanderbeld e Snedden, 2007). Já a 

interação entre a proteína BAK1 e CML38 não foi observada, o mesmo acontecendo com 

BAK1 e a CML39 (Figura 5C). 

Estas interações foram comprovadas também nos ensaios com o gene repórter Lac-Z, 

onde as leveduras apresentaram uma coloração azul, semelhante ao controle positivo. 

Com base nos dados obtidos no sistema de duplo híbrido de levedura podemos 

inferir que MSBP1 interage com AtRALF1, BAK1 e CML38, enquanto que BAK1 interage com 

AtRALF1, mas não interage com CML38. Já o peptídeo AtRALF1 interage com todas as 

proteínas, podendo então ser uma molécula chave dessas interações, sugerindo a possível 

formação de um complexo mediador da resposta ao peptídeo. 

 

4.3 Produção heteróloga do peptídeo AtRALF1 

Para testar a sensibilidade dos mutantes com perda de função da proteína MSBP1 

foram aplicadas, exogenamente, diferentes concentrações do peptídeo AtRALF1. Para 

realização deste teste foi produzido o peptídeo AtRALF1 de forma heteróloga e quantificado 

por HPLC, (Figura 6A). Após a coleta desses dados foi gerado a regressão linear entre a área 

integrada do pico e a concentração AtRALF1 correspondente (Figura 6B). 
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Figura 6. Quantificação por HPLC do AtRALF1 recombinante. A: Perfis do HPLC do peptídeo AtRALF1 
recombinante. O peptídeo recombinante foi extraído de E. coli, purificado por afinidade com uma resina Ni2 +, 
dialisado em 0,1% de ácido fórmico, purificado em HPLC, liofilizado, ressuspenso (0,1% de ácido fórmico) e 
injetado novamente em uma coluna C18 de HPLC de fase reversa (8 mm 4,6 x 25 cm Kromasil®), equilibrada 
com ácido fórmico (0,1%) previamente. Foram carregadas concentrações crescentes (25, 50, 100, 200, 400 e 
800 μg) na coluna e eluído usando um gradiente de acetonitrilo (0 a 50% em 30 min). B: Regressão linear entre 
a área integrada do pico e a concentração AtRALF1 correspondente. A equação linear e o coeficiente R2 são 
mostrados (Dressano et al., 2017). 
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4.4 Obtenção e caracterização de mutantes por silenciamento e superexpressão de 

MSBP1 

Para testar a sensibilidade dos mutantes com perda de função da proteína MSBP1 foi 

selecionado o mutante msbp1 (SALK_035827, inserção T-DNA, Figura 7E) e foram criados 

transgênicos que silenciam o gene MSBP1. Foram obtidas 4 linhagens: irmsbp1L14.4, L16.16, 

L16.3 e L10.18, onde foi possível observar a expressão reduzida do gene MSBP1 (Figura 7D), 

enquanto o GAPDH não foi alterado. Foi observado que todos os mutantes irmsbp1 e o 

mutante msbp1 apresentaram um crescimento radicular maior que as plantas controle 

(Figura 7A). Como controles positivos do experimento foram utilizados os mutantes bak1-1 e 

fer4 (Dressano et al., 2017 e Haruta et al., 2014). 

Foi possível observar esse aumento no crescimento da raiz e da planta tanto nas 

plantas que estavam com 9 d (Figura 6B) quanto nas plantas que estavam com 30 d (Figura 

7C). Esse aumento na raiz primária com 9 d foi de 26%, 17%, 15%, 10% e 16% nos mutantes 

de msbp1 L14.4, 16.16, 16.3, 10.18 e msbp1 respectivamente (Figura 7A e B).   
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Figura 7. Análise de mutantes obtidos por silenciamento do gene MSBP1. A e B: Crescimento de raiz primária 
dos mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18) e Wt, msbp1, bak1-1 e fer4. As sementes foram dispostas 
para germinar em meio MS (0,5 X) por 9 d. C: Imagens representativas das plantas após 30 d em câmara de 
crescimento Wt, irmsbp1 L14.4, L16.16, L16.3, L10.18 e msbp1. D: Análise de expressão gênica de MSBP1 e 
GAPDH em plantas Wt e mutantes msbp1 por PCR semi-quantitativo. E: análise da inserção de T-DNA no 
mutante msbp1 por PCR semi-quantitativo. Os dados representam a média do crescimento da raiz primária de 
100 plantas. ***, **, * diferença significativa pelo test t, P ≤ 0,001, 0,01 e 0,05 respectivamente. Ns, não 
significativo. Escala: 1cm. 
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Para caracterização de plantas superexpressando MSBP1 foram obtidas quatro 

linhagens 35S:MSBP1: L6.1, L6.2, L10.1, L20.1, onde a expressão do gene MSBP1 é 

aumentada nesses mutantes em relação ao Wt (Figura 8D). Foi possível observar que todas 

as linhagens de superexpressão apresentaram um fenótipo de crescimento radicular 

reduzido em relação as plantas do controle (Figura 8A e B).  Essa redução em plantas com 9 

d foi de 11%, 24%, 21% e 28% em L6.1, L6.2, L10.1, L20.1 respectivamente. Tanto nas plantas 

com 9 d (Figura 8B) quanto nas plantas com 35 d, o crescimento da raiz e da planta foi 

menor (Figura 8C).  
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Figura 8. Análise de mutantes superexpressando o gene MSBP1. A e B: Crescimento de raiz primária dos 
mutantes 35S:MSBP1(L6.1, L6.2, L10.1, L20.1) e Wt. As sementes foram dispostas para germinar em meio MS 
(0,5 X) por 9 d. C: Imagens representativas das plantas após 35 d em câmara de crescimento Wt, e plantas de 
35S:MSBP1. D: análise de expressão gênica de MSBP1 e GAPDH em plantas Wt e mutantes de superexpressão 
de MSBP1 (L6.1, L6.2, L10.1, L20.1) por PCR semi-quantitativo. Os dados representam a média do crescimento 
da raiz primária de 100 plantas. **, * diferença significativa pelo test t, P ≤ 0,01 e 0,05 respectivamente. Ns, 
não significativo. Escala: 1cm. 
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4.5 Crescimento celular em mutantes irmsbp1 e msbp1 

 

Em uma análise in silíco foi possível observar que AtRALF1 e MSBP1 se encontram na 

mesma camada celular da raiz, na endoderme (Figura 9). 

 

Figura 9. Representação in silíco do padrão de expressão gênica de AtRALF1 e MSBP1. Disponibilizados no 
programa eplant da plataforma BAR (http://bar.utoronto.ca/eplant_legacy/). A coloração varia de cinza (baixa 
expressão) à vermelho (alta expressão). 

 

Mutantes silenciados para o gene AtRALF1 (irAtRALF1) apresentam células 

endodérmicas maiores em comprimento em relação ao controle (Wt) (Bergonci et al., 2014). 

Devido a possível interação entre MSBP1 e AtRALF1, foram medidas células da endoderme 

de plantas irmsbp1. 

Foi observado um aumento no comprimento das células da endoderme na zona de 

diferenciação da raiz de 62,3, 48,9, 45,8, 43,42 e 38,93% nos mutantes irmsbp1L14.4, L16.16, 

L16.3, L10.18 e msbp1, respectivamente, em relação ao tipo selvagem (Figura 10).  
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Figura 10. Medidas de células endodérmicas de mutantes irmsbp1 e msbp1. Os mutantes irmsbp1 (L14.4, 
L16.16, L16.3, L10.18), msbp1 e Wt foram dispostos para germinar em meio MS (0,5 X) por 9 d, foram coradas 
com Calcofluor White por 5 min e lavados em água. As células da endoderme da zona de diferenciação da raiz 
foram mensuradas. Valores representam as médias ± desvio padrão de aproximadamente 150 células. ***, 
diferença significativa pelo test t, P ≤ 0,001.  

 

4.6 Efeito do AtRALF1 na inibição do crescimento da raiz primária de mutantes 

irmsbp1, msbp1 e 35S:MSBP1 

Após constatarmos uma relação da redução ou aumento da expressão do gene 

MSBP1 com o tamanho da planta, resultados similares ao encontrado em mutantes e plantas 

superexpressando o gene AtRALF1, surgiu a hipótese de que MSBP1 poderia ser requerida 

para que AtRALF1 pudesse agir e exercer sua função. Para testar essa hipótese, os mutantes 

irmsbp1, msbp1, fer4, bak1-1 e Wt foram tratados com 0, 2 e 5 μM do peptídeo AtRALF1 e 

avaliadas o crescimento da raiz primária após 7 d de tratamento.  

Todos os mutantes apresentaram insensibilidade ao peptídeo AtRALF1 na 

concentração de 2 µM. Plantas controle (Wt) apresentaram uma redução de 48% no 

tamanho das raízes primárias. No entanto, na concentração de 5 µM os mutantes 

demonstraram sensibilidade e foram inibidos, exceto os mutantes irmsbp1L10.18 e bak1-1 

(Figura 11A e B). Essa inibição observada em alta concentração foi inferior ao encontrado 

para o tipo selvagem; para os mutantes irmsbp1 L14.4, L 16.16, L16.3 e msbp1 foi de 48%, 
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35%, 23% e 30%, enquanto para o tipo selvagem inibiu 82%. A inibição com alta dose do 

peptídeo também foi observada no mutante fer4 (44%). 

 

 

Figura 11. Crescimento de raiz primária em plantas selvagens (Wt) e mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, 
L10.18), msbp1, bak1-1 e fer4 tratadas com 0, 2 e 5 μM do peptídeo AtRALF1. A e B: As sementes foram 
dispostas para germinar por 2 d em meio MS (0,5X) e transferidas para o mesmo meio contendo as diferentes 
concentrações do AtRALF1. As plantas foram avaliadas e fotografadas 7 d após serem transferidas para os 
tratamentos. Os dados representam a média do crescimento da raiz primária de 20 plantas e 10 plantas no 
caso de fer4. ***, **, * diferença significativa pelo test t, P ≤ 0,001, 0,01 e 0,05 respectivamente. Ns, não 
significativo. Escala: 1cm. 
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Ao avaliar as respostas dos mutantes de superexpressão 35S:MSBP1 (L6.1, L6.2, 

L10.1, L20.1) foi possível observar uma redução severa no crescimento das plantas com 

aplicação exógena do peptídeo (Figura 12A e B), sugerindo uma hipersensibilidade destas 

plantas ao peptídeo AtRALF1. A inibição do crescimento da raiz primária observada nos 

mutantes 35S:MSBP1 foi acima de 80% já na concentração menor de AtRALF1. Redução 

semelhante em plantas controle (Wt) só é observada em altas concentrações. Com base 

nesses resultados é possível afirmar que MSBP1 é requerida pelo peptídeo AtRALF1 em 

baixas concentrações para seu efeito de inibição de crescimento radicular. 

 

 

Figura 12. Crescimento de raiz primária de plantas selvagens (Wt) e mutantes 35S:MSBP1 (L6.1, L6.2, L10.1, 
L20.1) tratadas com 0, 2 e 5 μM do peptídeo AtRALF1. A e B: As sementes foram dispostas para germinar por 2 
d em meio MS (0,5X) e transferidas para o mesmo meio com adição dos tratamentos. As plantas foram 
avaliadas e fotografadas 7 d após serem transferidas para o tratamento. Os dados representam a média do 
crescimento da raiz primária de 20 plantas. ***, diferença significativa pelo test t, P ≤ 0.001. Ns, não 
significativo. Escala: 1cm. 
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 Para avaliar a especificidade da resposta ao peptídeo AtRALF1 no ensaio de 

crescimento das raízes primárias do mutante msbp1, foram aplicados, exogenamente, 

outros peptídeos RALFs [AtRALF19, AtRALF23, AtRALF34 e o peptídeo AtRALF1 inativo 

AtRALF1(9-49)].  

O peptídeo AtRALF1(9-49) possui uma deleção de 8 aminoácidos no N-terminal e não 

é capaz de inibir a raiz primária tão pouco de causar a alcalinização do meio extracelular 

(Pearce et al., 2010). Já o AtRALF34 possui a estrutura primária mais diferenciada dentre os 

nove AtRALFs com alta identidade de estrutura primária ao peptídeo RALF isolado de tabaco 

originalmente. O AtRALF34 inibe o crescimento de raiz primária e alcaliniza o meio 

extracelular de suspensões celulares de forma similar ao AtRALF1 (Morato do Canto et al., 

2014). Os AtRALF19 e AtRALF23 são os únicos AtRALFs entre os 9 que são expressos 

ubiquamente (Morato do Canto et al., 2014). A isoforma AtRALF23 foi selecionada por 

apresentar a maior inibição de crescimento radicular com 10 µM (Morato do Canto et al., 

2014). 

Como os mutantes irmsbp1 foram sensíveis ao AtRALF1 na concentração mais altas (5 

µM, Figura 11), os demais peptídeos foram testados nas concentrações 1 e 2 µM. Constatou-

se que os peptídeos AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34 inibiram, significativamente, o 

crescimento radicular dos mutantes com 2 µM, enquanto que o peptídeo inativo AtRALF1(9-

49) não promoveu a inibição da raiz primária (Figura 13). Essa inibição foi de no mínimo 28% 

(bak1-1 e Wt) e no máximo de 61% (L14.4) com a aplicação do peptídeo AtRALF19, de no 

mínimo 27% (msbp1) e no máximo 67% (L16.3) com AtRALF23 e de no mínimo 16% (Wt) e 

no máximo 55% (msbp1 e L14.4) com AtRALF34. 
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Figura 13. Ensaio de inibição de raiz primária de mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), Wt, msbp1, 
bak1-1 e fer4 com os peptídeos AtRALF1(9-49), AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34 (1 e 2 µM).  As sementes 
foram dispostas para germinar por 2 d em meio MS (0,5X) e transferidas para o mesmo meio com adição dos 
tratamentos. As plantas foram avaliadas após 7 d de crescimento nos tratamentos. Os valores representam as 
médias ± desvio padrão de 10 a 20 plantas. ***, **, * diferença significativa pelo test t, P ≤ 0,001, 0,01 e 0,05 
respectivamente. Ns, não significativo. Escala: 1cm. 
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4.7 Crescimento da raiz primária dos mutantes irmsbp1 e msbp1 com outros 

hormônios: auxina, citocinina e brassinosteróide  

A citocinina 6-Benzilaminopurina (BAP) e a auxina ácido naftil acético (NAA) inibem o 

crescimento de raízes primárias de arabidopsis (Mulkey et al., 1982; Cary et al., 1995). A fim 

de avaliar a resposta dos mutantes irmsbp1 e msbp1 as demais classes de hormônios 

capazes de inibir o crescimento das raízes primárias, auxinas e citocininas, as plantas foram 

crescidas em placas verticais na presença de 0,1 μM de BAP e 0,1 μM de NAA ou em H2O 

(controle). Tanto BAP quanto NAA inibiram, significativamente, o crescimento de raízes 

primárias de mutantes irmsbp1 e msbp1 (Figura 14A e B), demonstrando assim que estes 

mutantes podem ser inibidos por outros hormônios. Essa inibição nas raízes causadas por 

0,1 μM de NAA foram de no mínimo 58% (bak1-1) e no máximo 72% (L14.4, L16.16 e msbp1) 

e para 0,1 μM de BAP foram de no mínimo 59% (bak1-1) e no máximo 79% (L14.4). 
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Figura 14. Ensaio de crescimento da raiz primária de plantas selvagens (Wt) e mutantes irmsbp1, msbp1, bak1-
1 e fer4 em meio contendo 0,1 μM de auxina NAA (ácido naftil acético), 0,1 μM de citocinina BAP (6-
Benzilaminopurina) ou H2O (controle). A e B: Plantas foram crescidas em placas verticais (2 d) em meio MS 
0,5X, posteriormente, transferidas para o mesmo meio de cultura contendo NAA, BAP ou H2O. As plantas foram 
avaliadas e fotografadas após 7 d. Dados representam a média do comprimento da raiz primária de 50 plantas. 
***, significativamente diferentes entre o tratamento em relação ao controle em cada dia, pelo teste t, P ≤ 
0,001. Escala: 1cm. 
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Com a finalidade de avaliar a resposta dos mutantes msbp1 e irmsbp1 quando 

expostos ao hormônio brassinoteróide, foram aplicadas diferentes concentrações do 

hormônio BL em plantas selvagens (Wt) e mutantes e o crescimento das raízes foi 

comparado. Plantas selvagens exibiram o comportamento esperado, ou seja, em baixas 

concentrações (0,01, 0,10 e 1,00 nM) BL estimula o crescimento das raízes, enquanto que 

em altas concentrações (10,00 e 100,00 nM) inibe (Figura 15). No entanto, os mutantes 

irmsbp1 e msbp1 mostraram-se sensíveis ao efeito estimulatório, mas insensíveis ao 

inibitório, respondendo somente com um aumento do crescimento da raiz em baixas 

concentrações. 
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Figura 15. Efeito do brassinolide (BL) no crescimento da raiz primária de plantas selvagens (Wt), mutantes 
irmsbp1 e msbp1: Plantas foram crescidas em placas verticais (2 d) em meio MS 0,5X, posteriormente, 
transferidas para o mesmo meio de cultura contendo diferentes concentrações de BL (0,00, 0,01, 0,10, 1,00, 
10,00, e 100,00 nM). As plantas foram avaliadas e fotografadas após 7 d. Dados representam a média do 
comprimento da raiz primária de 50 plantas. Δ, diferença entre cada tratamento e o controle (0 nM de BL); 
significativamente diferentes entre o tratamento em relação ao controle em cada dia, pelo teste Tukey, P ≤ 
0,05. Escala: 1cm.  

 

4.8 Envolvimento de MSBP1 com a alcalinização do meio extracelular 

Desde a descoberta do peptídeo AtRALF1 foi demonstrado que o mesmo alcaliniza o 

meio extracelular de células em suspensão (Pearce et al., 2001). Usando-se um gel indicador 

de pH (Silva et al., 2018), é possível verificar que raízes de plantas de arabidopsis tratadas 

com o peptídeo AtRALF1 também alteram o pH da rizosfera através da mudança da 

coloração do meio de crescimento das raízes (Figura 16). 



65 

 

 

Raízes de plantas mutantes irmsbp1 e msbp1 tratadas com AtRALF1 alteraram a 

coloração do meio, de amarelo para roxo, indicando aumento de pH. O mesmo foi 

observado no mutante com perda de função bak1-1 (Figura 16). Já o mutante fer4, que não 

apresenta a resposta de alcalinização do meio extracelular, não apresentou mudança de 

coloração no meio com indicador de pH. Os resultados sugerem que MSBP1 não está 

envolvida com as atividades de alcalinização do meio extracelular, embora deva-se salientar 

que os mutantes aqui testados sejam “knock-down” e que, dada a sensibilidade do método, 

é possível que o nível de expressão residual nestes mutantes seja responsável pela resposta 

positiva nos ensaios. 

 

 

Figura 16. Avaliação das respostas dos mutantes irmsbp1, msbp1, bak1-1 e fer4 ao ensaio de alcalinização 
induzida por AtRALF1. Plantas de arabidopsis crescidas em meio MS 0,5x por 9 d foram transferidas para o gel 
indicador de pH (bromocresol purple) e tratadas com 10 µM de AtRALF1. As imagens foram capturadas 30 min 
após o tratamento. Escala: 1cm. 
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4.9 Avaliação dos genes responsivos a AtRALF1 em mutantes irmsbp1 e msbp1 

Os genes que codificam PROLINE-RICH PROTEIN (PRP3), PHOTOMORPHISM AND 

DWARFISM (CPD) e DWARF4 (DWF4) são induzidos pelo peptídeo AtRALF1 (Bergonci et al., 

2014). Dressano et al, (2017) mostraram que BAK1 é essencial para a indução dos genes 

responsivos ao AtRALF1. A análise por PCR semi-quantitativo revelou que nos mutantes 

msbp1, irmsbp1 e bak1-1, os genes PRP3, CPD e DWF4 não são induzidos após o tratamento 

com o peptídeo nas concentrações de 1 e 2 µM (Figura 17). O mutante fer4 mostrou um 

aumento da expressão destes genes com a aplicação do peptídeo, enquanto que o gene de 

referência GAPDH não mostrou alteração em nenhuma das concentrações.  

Com base nos dados do PCR semi-quantitativo, MSBP1 é necessário para que os 

genes CPD, PRP3 e DWF4 sejam induzidos após o tratamento com AtRALF1 (Figura 17), 

resultados similares aos encontrados para a proteína BAK1 (Dressano et al., 2017). 

 

 

Figura 17. Análise de expressão gênica por PCR semi-quantitativo de genes induzidos por AtRALF1 em mutantes 
irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), msbp1, bak1-1 e fer4.  Plantas de arabidopsis foram crescidas por 10 d 
em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L de ágar. As 
condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. Posteriormente, as plantas foram 
tratadas por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 μM). O PCR semi-quantitativo foi realizado usando o RNA total de 25 
raízes de plantas para cada tratamento e as reações foram de 30 ciclos. CPD (At5g05690), PRP3 (At3g62680), 
DWF4, (At3g50660), utilizando GAPDH (At1g13440) como controle. Este experimento é representativo de 
triplicatas biológicas com resultados similares. 

 

Reações de PCR em tempo real foram utilizadas com a finalidade de quantificar as 

diferenças observadas na análise prévia por PCR-semi-quantitativo. Na análise quantitativa, 

a expressão dos genes CPD, PRP3 e DWF4 mostrou a indução causada pelo peptídeo em 
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plantas selvagens (Wt) já esperada e semelhante à previamente publicada (Figura 18, 19 e 

20, Bergonci et al., 2014; Dressano et al., 2017). A indução do gene CPD em plantas 

selvagens após o tratamento com 1 e 2 μM de AtRALF1 foi de, aproximadamente, 4 e 5 

vezes o nível encontrado em plantas não tratadas, respectivamente. A análise de expressão 

do gene CPD nos mutantes irmsbp1L14.4, L16,16, L16.3, L10,18 e msbp1 confirmou os 

resultados da análise semi-quantitativa, não apresentando indução com 1 μM e com 2 μM 

(Figura 18). Resultados semelhantes foram obtidos com o mutante bak1-1. O mutante fer4 

induziu o gene CPD em aproximadamente 2 e 3 vezes quando tratado com as concentrações 

de 1 e 2 μM, respectivamente.  
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Figura 18. Análise de expressão gênica por qRT-PCR do gene PHOTOMORPHISM AND DWARFISM (CPD) 
induzido por AtRALF1 (0, 1 e 2 μM) em mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), msbp1, bak1-1 e fer4. 
Plantas de arabidopsis foram crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem 
sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L de ágar. As condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. 
s-1) a 24°C. Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 μM). As análises de qRT-PCR foram 
realizadas usando cDNA diluído 10 vezes de plantas tratada e não tratadas com o peptídeo, Maxima SyBR 
Green Rox/qPCR Master Mix (Thermo Scientific) e um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O 
gene GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, At1g13440) foi usado como controle. 
Reações sem cDNA foram usadas como controle negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas 
foram analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) 
foi usada para calcular o nível de expressão de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio 
padrão. Este experimento é representativo de 2 repetições com resultados similares. ***, **, * 
significativamente diferentes entre o tratamento em relação a concentração zero do peptídeo dentro de cada 
genótipo pelo test t, P ≤ 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, não significativo. 
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Nas plantas selvagens a indução gênica de PRP3 foi de aproximadamente 2 e 4 vezes 

o nível encontrado em plantas não tratadas nos tratamentos com 1 e 2 μM de AtRALF1, 

respectivamente, em relação a plantas selvagens não tratadas (Figura 19). Os mutantes 

irmsbp1L14.4, L16,16, L16.3, L10,18 e msbp1 não mostraram indução com 1 e com 2 μM 

houve uma pequena redução na expressão (Figura 19), constatado também no mutante 

bak1-1. O mutante fer4 induziu o gene PRP3 em aproximadamente 2 e 3 vezes mais que as 

plantas desse mutante não tratado. 
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Figura 19. Análise de expressão gênica por qRT-PCR do gene PROLINE-RICH PROTEIN (PRP3) induzido por 
AtRALF1 (0, 1 e 2 μM) em mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), msbp1, bak1-1 e fer4. Plantas de 
arabidopsis foram crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, 
acrescido de 6 g/L de ágar. As condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. 
Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 μM). As análises de qRT-PCR foram realizadas 
usando cDNA diluído 10 vezes de plantas tratada e não tratadas com o peptídeo, Maxima SyBR Green 
Rox/qPCR Master Mix (Thermo Scientific) e um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O gene 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, At1g13440) foi usado como controle. Reações 
sem cDNA foram usadas como controle negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas foram 
analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi 
usada para calcular o nível de expressão de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrão. 
Este experimento é representativo de 2 repetições com resultados similares. ***, **, * significativamente 
diferentes entre o tratamento em relação a concentração zero do peptídeo dentro de cada genótipo, pelo test 
t, P ≤ 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, não significativo. 

 

Resultados de indução também foram constatados em plantas selvagens para o gene 

DWF4 em resposta aos tratamentos com 1 e 2 μM de AtRALF1, de aproximadamente, 2 e 3 

vezes o nível encontrado em plantas não tratadas nos respectivamente (Figura 20). Os 

mutantes irmsbp1L14.4, L16,16, L16.3, L10,18, msbp1, bak1-1 e fer4 não mostraram indução 

com 1 e 2 μM de AtRALF1, no entanto o mutante irmsbp1L10.18 mostrou uma redução na 

expressão com 2 μM de AtRALF1. 
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Figura 20. Análise de expressão gênica por qRT-PCR do gene DWARF4 (DWF4) induzido por AtRALF1 (0, 1 e 2 
μM) em mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), msbp1, bak1-1 e fer4. Plantas de arabidopsis foram 
crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L 
de ágar. As condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. Posteriormente, foram 
tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 μM). As análises de qRT-PCR foram realizadas usando cDNA diluído 10 
vezes de plantas tratada e não tratadas com o peptídeo, Maxima SyBR Green Rox/qPCR Master Mix (Thermo 
Scientific) e um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O gene GLYCERALDEHYDE 3-
PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, At1g13440) foi usado como controle. Reações sem cDNA foram usadas 
como controle negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada 
tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nível 
de expressão de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrão. Este experimento é 
representativo de 2 repetições com resultados similares. ***, **, * significativamente diferentes entre o 
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tratamento em relação a concentração zero do peptídeo dentro de cada genótipo, pelo test t, P ≤ 0,001, 0,1 e 
0,5 respectivamente. Ns, não significativo. 
 

Para verificar se os níveis de expressão dos genes responsivos ao RALF1 diferiram nas 

diferentes concentrações dos mutantes em relação ao tipo selvagem (Wt) foram feitas as 

análises separadas de cada concentração do peptídeo aplicado. O nível de expressão do 

gene CPD variou entre os mutantes, onde os mutantes irmsbp1L14.4 e L10.18 foi, 

aproximadamente 0,7 e 0,8 vezes, respectivamente, e para os mutantes irmsbp1L16,16, 

L16.3, e msbp1 foi de 0,5 vezes menor que o nível de expressão encontrado em plantas 

selvagens não tratadas (Figura 21A). Mutantes bak1-1 e fer4 não mostraram diferença no 

nível de indução do gene CPD em relação as plantas selvagens. 

Com a aplicação exógena de 1 e 2 μM de AtRALF1 os mutantes irmsbp1 L14.4, L16,16, 

L16.3, L10,18, msbp1 e bak1-1 apresentaram um nível de expressão próximo a zero em 

comparação com as plantas selvagens (Figura 21B e C). O mutante fer4 não mostrou 

diferença estatística no nível de expressão do CPD em relação as plantas selvagens em 

nenhumas das concentrações de AtRALF1 testadas.  
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Figura 21. Análise de expressão gênica por qRT-PCR do gene PHOTOMORPHISM AND DWARFISM (CPD) em 
mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18, msbp1, bak1-1 e fer4). A: 0; B: 1 e C: 2 µm de AtRALF1. Plantas 
de arabidopsis foram crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem 
sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L de ágar. As condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. 
s-1) a 24°C. Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 μM). As análises de qRT-PCR foram 
realizadas usando cDNA diluído 10 vezes de plantas tratada e não tratadas com o peptídeo, Maxima SyBR 
Green Rox/qPCR Master Mix (Thermo Scientific) e um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O 
gene GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, At1g13440) foi usado como controle. 
Reações sem cDNA foram usadas como controle negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas 
foram analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) 
foi usada para calcular o nível de expressão de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio 
padrão. Este experimento é representativo de 2 repetições com resultados similares. ***, **, * 
significativamente diferentes entre o tratamento em relação ao controle (Wt), pelo test t, P ≤ 0,001, 0,1 e 0,5 
respectivamente. Ns, não significativo. 

 

Enquanto o nível de expressão do gene PRP3 essas variações entre os mutantes, foi 

de aproximadamente 0,7 vezes menores nos mutantes irmsbp1L14,4, L10.18, msbp1 e bak1-

1 e de 0,5 vezes menor nos mutantes irmsbp1L16.16 e L16.3 em relação ao nível de 

expressão das plantas selvagens de plantas não tratadas (Figura 22A), enquanto no mutante 

fer4 não mostrou diferença no nível de indução do gene PRP3 em relação as plantas 

selvagens. 

Com a aplicação exógena de 1 μM de AtRALF1 os mutantes L14.4, L16,16, L16.3, 

L10,18, msbp1 e bak1-1 apresentaram um padrão no nível de expressão similar ao 

tratamento sem aplicação de AtRALF1, onde nos mutantes irmsbp1L14,4, L10.18, msbp1 e 

bak1-1 essa redução foi de 0,8 vezes menor e 0,7 vezes menor nos mutantes irmsbp1L16.16 

C 
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e L16.3 em comparação com as plantas selvagens (Figura 22B e C). Na aplicação de 2 μM de 

AtRALF1 o nível de expressão foi próximo a zero em comparação com as plantas selvagens. 

O mutante fer4 não mostrou diferença estatística no nível de expressão gênica do gene PRP3 

em relação as plantas selvagens em nenhumas das concentrações de AtRALF1.  
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Figura 22. Análise de expressão gênica por qRT-PCR do gene PROLINE-RICH PROTEIN (PRP3) em mutantes 
irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18, msbp1, bak1-1 e fer4). A: 0; B: 1 e C: 2 µm de AtRALF1. Plantas de 
arabidopsis foram crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, 
acrescido de 6 g/L de ágar. As condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. 
Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 μM). As análises de qRT-PCR foram realizadas 
usando cDNA diluído 10 vezes de plantas tratada e não tratadas com o peptídeo, Maxima SyBR Green 
Rox/qPCR Master Mix (Thermo Scientific) e um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O gene 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, At1g13440) foi usado como controle. Reações 
sem cDNA foram usadas como controle negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas foram 
analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi 
usada para calcular o nível de expressão de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrão. 
Este experimento é representativo de 2 repetições com resultados similares. ***, **, * significativamente 
diferentes entre o tratamento em relação ao controle (Wt), pelo test t, P ≤ 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. 
Ns, não significativo. 
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O nível de expressão do gene DWF4 nos mutantes irmsbp1 L14.4, L16,16, L16.3, 

L10,18, msbp1, bak1-1 e fer4 foi de aproximadamente 0,7 vezes menor que o nível de 

expressão das plantas selvagens de plantas não tratadas (Figura 23A), e nos tratamentos 

com a aplicação exógena de 1 e 2 μM de AtRALF1 todos os mutantes apresentaram um nível 

de expressão próximo a zero em comparação com as plantas selvagens (Figura 23B e C).  

Ao avaliarmos o nível de expressão gênica dos mutantes em comparação com as 

plantas selvagens (Wt), foi possível observar que desde o tratamento com 0 de AtRALF1 os 

mutantes irmsbp1 L14.4, L16,16, L16.3, L10,18 e msbp1 apresentaram expressão reduzida 

dos genes CPD, PRP3 e DWF4 (Figura 21, 22 e 23). Com base nas análises de PCR semi-

quantitativo e quantitativo foi possível observar que os genes MSBP1 e BAK1 são necessários 

para que os genes CPD, PRP3 e DWF4 sejam induzidos após o tratamento com AtRALF1. 
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Figura 23. Análise de expressão gênica por qRT-PCR do gene DWARF4 (DWF4) em mutantes irmsbp1 (L14.4, 
L16.16, L16.3, L10.18, msbp1, bak1-1 e fer4). A: 0; B: 1 e C: 2 µm de AtRALF1. Plantas de arabidopsis foram 
crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L 
de ágar. As condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. Posteriormente, foram 
tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 μM). As análises de qRT-PCR foram realizadas usando cDNA diluído 10 
vezes de plantas tratada e não tratadas com o peptídeo, Maxima SyBR Green Rox/qPCR Master Mix (Thermo 
Scientific) e um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O gene GLYCERALDEHYDE 3-
PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, At1g13440) foi usado como controle. Reações sem cDNA foram usadas 
como controle negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada 
tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nível 
de expressão de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrão. Este experimento é 
representativo de 2 repetições com resultados similares. ***, **, * significativamente diferentes entre o 
tratamento em relação ao controle (Wt), pelo test t, P ≤ 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, não significativo. 
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4.10 Avaliação dos genes responsivos a AtRALF1 em mutantes 35S:MSBP1 

Ao investigarmos o nível de expressão por PCR semi-quantitativo do gene MSBP1 nos 

mutantes de superexpressão de MSBP1, foi possível constatar que a expressão foi maior nas 

linhagens de superexpressão em relação ao tipo selvagem (Figura 24). Os genes induzidos 

por AtRALF1 também apresentavam um nível de expressão maior do que as plantas 

selvagens (Figura 24). 

 

Figura 24. Análise de expressão gênica por PCR semi-quantitativo de genes induzidos por AtRALF1 em mutantes 
35S:MSBP1. Plantas selvagens e mutantes 35S:MSBP1 foram tratadas por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 μM). O PCR semi-
quantitativo foi realizado usando o RNA total de 25 raízes de plantas para cada tratamento e as reações foram de 30 ciclos. 
A expressão gênica de GAPDH, GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (At1g13440), foi usada como controle. 
MSBP1, MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 (At5g52240) PRP3, PROLINE-RICH PROTEIN (At3g62680); CPD, 
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHISM AND DWARFISM (At5g05690) e DWF4, DWARF4 (At3g50660). Este experimento é 
representativo de triplicatas biológicas com resultados similares. 

 

A análise quantitativa da expressão do gene MSBP1 confirmou o resultado do semi-

quantitativo, onde os mutantes irmsbp1L6.1, L6.2, L10.1, L20.1 mostraram a indução do 

gene em aproximadamente 2, 2, 4 e 6 vezes o nível de expressão encontrado no tipo 

selvagem respectivamente (Figura 25). 

A expressão do gene CPD foi de aproximadamente 3, 2, 3 e 4 vezes maior nos 

mutantes 35S:MSBP1 (L6.1, L6.2, L10.1, L20.1, respectivamente) do que em plantas do tipo 

selvagem. Para o gene PRP3 foi de 3, 2, 10 e 11 vezes e para o gene DWF4 foi de 3, 1,5, 4 e 6 

vezes mais expressos do que em plantas selvagens. No entanto, para o gene DWF4, a 

linhagem L6.2 não apresentou diferença estatística das plantas selvagens (Figura 25). 
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Figura 25. Análise de expressão gênica por qRT-PCR dos genes: MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 
(MSBP1), PHOTOMORPHISM AND DWARFISM (CPD), DWARF4 (DWF4) e PROLINE-RICH PROTEIN (PRP3) em 
mutantes 35S:MSBP1(L6.1, L6.2, L10.1, L20.1), sem aplicação de AtRALF1. Plantas de arabidopsis foram 
crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L 
de ágar. As condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. As análises de qRT-PCR 
foram realizadas usando cDNA diluído 10 vezes, Maxima SyBR Green Rox/qPCR Master Mix (Thermo Scientific) 
e um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O gene GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE 
DEHYDROGENASE (GAPDH, At1g13440) foi usado como controle. Reações sem cDNA foram usadas como 
controle negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada tratamento. O 
ciclo limiar foi de 1,5 e a equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nível de expressão 
de cada gene. qRT-PCR foi realizado usando o RNA total de raízes de plantas não tratadas ou tratadas com o 
peptídeo. Valores representam as médias mais o desvio padrão. ***, **, * diferenças significativas pelo test t, P 
≤ 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, não significativo. Este experimento é representativo de 2 repetições 
com resultados similares. 

  

O nível de expressão gênica de MSBP1 nos mutantes de silenciamento de 

irmsbp1(L14.4, L16,16, L16.3, L10,18 e msbp1) foram menores que em plantas selvagens 

(Wt). O mutante bak1-1 também apresentou um nível de expressão inferior ao Wt, 

enquanto no mutante fer4 não houve diferença no nível de expressão em relação ao tipo 

selvagem (Figura 26). 
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Figura 26. Análise de expressão gênica por qRT-PCR do gene MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 
(MSBP1) em mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), msbp1, bak1-1 e fer4. Plantas de arabidopsis 
foram crescidas por 10 d em placa vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, acrescido 
de 6 g/L de ágar. As condições de crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. As análises de qRT-
PCR foram realizadas usando cDNA diluído 10 vezes, Maxima SyBR Green Rox/qPCR Master Mix (Thermo 
Scientific) e um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O gene GLYCERALDEHYDE 3-
PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, At1g13440) foi usado como controle. Reações sem cDNA foram usadas 
como controle negativo. Três amostras biológicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada 
tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nível 
de expressão de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrão. ***, **, * diferenças 
significativas pelo test t, P ≤ 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, não significativo. Este experimento é 
representativo de 2 repetições com resultados similares. 

 

A avaliação do nível de expressão gênica de MSBP1 por PCR semi-quantitativo, 

mostrou que AtRALF1 induz a expressão de MSBP1 em plantas selvagens e mutantes fer4 

nas duas concentrações testadas (Figura 27). Já no mutante bak1-1 não foi observado 

indução do gene MSBP1. 
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Figura 27. Análise de expressão gênica por PCR semi-quantitativo do gene MEMBRANE STEROID BINDING 
PROTEIN-1 (MSBP1) em Wt, bak1-1 e fer4. Plantas de arabidopsis foram crescidas por 10 d em placa vertical 
contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L de ágar. As condições de 
crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 
(0, 1 e 2 μM). O PCR semi-quantitativo foi realizado usando o RNA total de 25 raízes de plantas para cada 
tratamento e as reações foram de 30 ciclos. A expressão gênica de GAPDH, GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE 
DEHYDROGENASE (At1g13440), foi usada como controle. Este experimento é representativo de triplicatas 
biológicas com resultados similares. 

 

Ao realizarmos a análise quantitativa, foi confirmado os dados do semi-quantitativo, 

onde o nível de expressão de MSBP1 foi de 4,5 e 5 vezes maiores no Wt tratados com 1 e 2 

μM respectivamente (Figura 28). Em fer4 esse aumento no nível de expressão foi de, 

aproximadamente, 1,5 e 4 vezes em relação ao mutante não tratado. Em bak1-1 não foi 

observado indução.  

Assim como BAK1 é essencial para AtRALF1 induzir os genes PRP3, CPD e DWF4, BAK1 

também é necessário para a indução do gene MSBP1. 
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Figura 28. Análise de expressão gênica por qRT-PCR do gene MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 
(MSBP1) induzido por AtRALF1 em Wt, bak1-1 e fer4. Plantas de arabidopsis foram crescidas por 10 d em placa 
vertical contendo meio MS 0,5X pH 5,6, sem sacarose/vitaminas, acrescido de 6 g/L de ágar. As condições de 
crescimento foram luz constante (150 µE m-2. s-1) a 24°C. Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 
(0, 1 e 2 μM). As análises de qRT-PCR foram realizadas usando cDNA diluído 10 vezes de plantas tratada e não 
tratadas com o peptídeo, Maxima SyBR Green Rox/qPCR Master Mix (Thermo Scientific) e um StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). O gene GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE (GAPDH, 
At1g13440) foi usado como controle. Reações sem cDNA foram usadas como controle negativo. Três amostras 
biológicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a 
equação 2–ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nível de expressão de cada gene. Valores 
representam as médias mais o desvio padrão. ***, **, * diferenças significativas pelo test t, P ≤ 0,001, 0,1 e 0,5 
respectivamente. Ns, não significativo. Este experimento é representativo de 2 repetições com resultados 
similares. 
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5 DISCUSSÃO 

A proteína MSBP1, do inglês MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1, foi caracterizada 

como uma proteína que interage com BAK1 e participa, desta forma, na regulação negativa 

da expansão celular e da sinalização de BRs em A. thaliana (Song et al., 2009). O peptídeo 

AtRALF1 inibe a expansão celular, atuando de forma antagônica aos brassinosteróides (BRs) 

(Bergonci et al., 2014). Com mecanismo distinto, mas com mesmo efeito, a proteína MSBP1 

foi descrita como inibidora da expansão celular devido ao aumento da endocitose da 

proteína de membrana co-receptora de BR, BAK1 (Yang et al., 2005; Song et al., 2009). O 

objetivo deste trabalho foi elucidar o papel da MSBP1 nas respostas mediadas por AtRALF1 e 

integrar a proteína MSBP1 na via de sinalização do AtRALF1.  

Ao testarmos a interação física das proteínas por meio do duplo híbrido de levedura 

constatamos que a proteína MSBP1 interage com o peptídeo AtRALF1 (Figura 4) e com os 

domínios extracelulares de BAK1 e CML38 (Figura 5A e B). Essas interações também foram 

confirmadas no teste de transativação do gene repórter LacZ. Ainda foi possível comprovar 

que MSBP1 não interagiu com homólogos dessas proteínas interagentes (AtRALF34, CML39 

e BAK7), mostrando especificidade dessas interações. Nos estudos de Song et al. (2009), os 

autores comprovaram a interação de MSBP1 com BAK1 por meio do sistema de duplo 

híbrido, mostrando que esta interação se dá pelo domínio extracelular da proteína e não 

pelo domínio quinase intracelular. 

Também foi constatado que o domínio extracelular de BAK1 e CML38 interagem com 

AtRALF1 tanto no sistema de duplo híbrido de levedura, quanto no teste com X-Gal, 

confirmando os dados da literatura (Dressano et al., 2017; Campos et al., 2018, 

respectivamente). 

De acordo com esses dados o peptídeo AtRALF1 teria um papel de ligante chave dessas 

interações, sugerindo um possível complexo dessas proteínas (BAK1, MSBP1 e CML38).  

 Pouco se sabe sobre os receptores dos peptídeos RALFs, alguns receptores já foram 

identificados, sendo esses, membros da família Catharanthus roseus RECEPTOR-LIKE KINASE 

1-LIKE (CrRLK1L) como o receptor FERONIA (FER) para o peptídeo AtRALF1 (Haruta et al., 

2014) e para AtRALF23 (Stegmann et al., 2017), os receptores ANX1/2 e BUPS1/2 para 
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AtRALF4 e AtRALF19 (Ge et al., 2018), e o receptor THESEUS1 para o AtRALF23 (Gonneau et 

at., 2018). 

A marcação de AtRALF1 com o radioisótopo 125I e incubação com a membrana 

plasmática isolada do mutante fer4, apresentou uma redução da marcação das membranas 

em torno de 40% (Haruta et al., 2014). Enquanto o peptídeo AtRALF1 marcado com 

acridíneo quimioluminescente demonstraram que o receptor BAK1 é responsável por 

aproximadamente 30% da ligação de AtRALF1 nas raízes intactas e 15% da ligação de 

AtRALF1 nas frações microssomais (Dressano et al., 2017). Os dados de marcação com o 

peptídeo AtRALF1 com FER e BAK1 foram responsáveis por 70% na redução da ligação 

específica do peptídeo, sugerindo a existência de outra ou mais proteínas que possam atuar 

no reconhecimento do peptídeo (Dressano et al., 2017). 

Os mutantes de silenciamento do gene MSBP1 apresentaram raiz e parte aéreas maiores 

do que as plantas selvagens (Figura 7) e, de forma esperada, os mutantes de superexpressão 

apresentaram raiz e parte aéreas menores em relação as plantas selvagens (Figura 8). Já 

havia sido constatado em outro estudo, que plantas transgênicas superexpressando MSBP1 

apresentaram hipocótilo curto e aumentaram a capacidade de ligação a esteróides em 

frações de membrana, já plantas transgênicas antisenso para MSBP1 mostraram hipocótilos 

longos e capacidade reduzida de ligação a esteróides, indicando que a MSBP1 regula, 

negativamente, o alongamento do hipocótilo (Yang et al., 2005). Os autores ainda 

mostraram que as células do hipocótilo dos mutantes de silenciamento eram maiores que as 

células do tipo selvagem e que a superexpressão gerou células menores. Neste estudo 

também foi observado esse comportamento em células endodérmicas das raízes, onde os 

mutantes de silenciamento apresentaram um aumento na expansão acima de 38% em 

relação ao tipo selvagem (Figura 10).  

Plantas que superexpressam AtRALF1 também apresentam fenótipo semi-anãs e 

redução do crescimento radicular, enquanto que as plantas de silenciamento apresentaram 

maior crescimento radicular (Matos et al., 2008; Bergonci et al., 2014a). Esses resultados 

encontrados para o silenciamento de MSBP1 também foram observados em células 

endodérmicas do mutante de silenciamento do peptídeo AtRALF1 (Bergonci et al., 2014), 



87 

 

 

sugerindo assim que MSBP1, a exemplo de AtRALF1, age de forma antagônica a via do 

hormônio BL, inibindo a expansão celular da endoderme. 

Com a aplicação exógena de diferentes concentrações do peptídeo AtRALF1 nos 

mutantes com perda de função na proteína MSBP1 foi possível observar que, em baixas 

concentrações de peptídeo exógeno, MSBP1 é essencial para a atividade de inibição 

radicular causada pelo peptídeo (Figura 11). Ao passo que em concentração maior essa 

insensibilidade não foi observada, fato esse que pode ser decorrente de uma pequena 

produção da proteína que estaria respondendo a uma superdose do peptídeo aplicada 

exógenamente, visto que o mutante apresenta MSBP1 silenciado. Já em mutantes nocaute 

para o gene BAK1, houve insensibilidade mesmo em altas concentrações de AtRALF1 

aplicadas exogenamente (Dressano et al., 2017). 

Essa insensibilidade parcial dos mutantes não foi observada com a aplicação de outros 

RALFs, ou seja, AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34, que foram capazes de causar inibição de 

raiz primária de mutantes de silenciamento de MSBP1 e mutante msbp1 (Figura 13). Além 

disso, os mutantes mostraram sensibilidade após tratamento com os hormônios auxina e 

citocinina (Figura 14), mostrando assim que a insensibilidade parcial dos mutantes com 

perda de função na proteína MSBP1 é uma resposta específica ao peptídeo AtRALF1. 

Dressano et al., 2017 também constataram a especificidade dos mutantes bak1 ao peptídeo 

AtRALF1 quando aplicaram exogenamente os hormônios auxina e citocinina. 

Nos mutantes de superexpressão de MSBP1 foi possível ver um efeito contrário, em que 

a aplicação de diferentes concentrações de AtRALF1 intensificou a inibição do crescimento 

da raiz, indicando assim que MSBP1 é um regulador positivo da via de sinalização do 

peptídeo AtRALF1 (Figura 12).  

Ao aplicar diferentes concentrações do hormônio BL em mutantes de silenciamento, 

em baixas concentrações BL estimulou o crescimento das raízes, enquanto que em altas 

concentrações os mutantes apresentaram insensibilidade ao efeito inibitório de BL, 

respondendo com um aumento do crescimento da raiz em baixas concentrações (Figura 15). 

Os resultados de expressão dos genes responsivos ao AtRALF1 confirmam esse efeito 

positivo da proteína MSBP1 na via de AtRALF1, em que os genes PRP3, CPD e DWF4 não 

foram induzidos em mutantes msbp1 após tratamento com o peptídeo, indicando que na 



88 

 

 

ausência desta proteína, AtRALF1 não é percebido (Figura 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23). 

Resultados similares foram encontrados em mutantes com perda de função na proteína 

BAK1 (Dressano et al., 2017). O mutante fer4 mostrou um aumento da expressão destes 

genes com a aplicação do peptídeo. Estes dados indicam funções diferentes de BAK1 e FER4 

para inibição da expansão celular, sugerindo a existência de vias de resposta ao peptídeo 

AtRALF1. O possível complexo formado por BAK1, CML38 e MSBP1 tem uma resposta 

parecida na indução destes genes na regulação negativa da expansão celular. Enquanto FER4 

está mais implicado com o fluxo de íons, alcalinização e em última instância a inibição da 

expansão celular.  

Esses dados corroboram com Dressano et al., 2017, onde os autores também sugeriram 

a existência de vias em resposta ao peptídeo, pois constataram que a alcalinização e a 

mobilização de Ca2+ induzida por AtRALF1 são independentes do gene BAK1. Vias distintas 

envolvidos na sinalização BR também foram sugeridos com base na resposta de Ca2+ e 

expressão gênica (Zhao; Qi; Berkowitz, 2013). 

Outro estudo mostrou que MSBP1 regula, negativamente, fatores relacionados com a 

elongação celular como o gene AtEXP1, resultando em um fenótipo de células menores 

(Yang et al., 2005), enquanto AtRALF1 regula, negativamente, a expressão do gene AtEXP5 

(Bergonci et al., 2014). Seria interessante avaliar, no futuro, o efeito de MSBP1 no gene 

AtEXP5. 

Constatamos que AtRALF1 induz o gene MSBP1 (Figura 27 e 28), essa indução por 

AtRALF1 também foi observada para BAK1 (Dressano et al., 2017). É comum ligantes 

induzirem seus receptores (Jeong et al., 2010; Yamaguchi et al., 2010). Embora MSBP1 não 

se caracterize como receptor, ao verificarmos se há indução de MSBP1 em mutantes bak1-1, 

curiosamente, observamos que BAK1 é essencial para que haja indução do gene MSBP1, o 

que sugere a formação do complexo BAK1-AtRALF1-MSBP1. 

A aplicação de diferentes hormônios como auxina, brassinosteróide, giberelina, 

citocinina, ácido absiscico em plantas de arabidopsis não resultou na indução de MSBP1 

(Yang et al., 2005). 

Ao verificarmos como os mutantes com perda de função de MSBP1 respondem ao 

peptídeo em ensaio de alcalinização de raiz, foi possível observar que MSBP1 não é 
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necessária para a atividade de alcalinização causada por AtRALF1 (Figura 16), resultado 

similar ao obtido previamente com mutantes bak1 (Dressano et al., 2017). Os resultados 

sugerem que tanto MSBP1 como BAK1 estão envolvidos com respostas de inibição de raiz, 

mas que não estão envolvidos com as atividades de alcalinização do meio extracelular. Tal 

similaridade de funções, além do fato de BAK1, MSBP1 e AtRALF1 interagirem em ensaio de 

duplo-híbrido, podem indicar uma possível formação de complexo entre estas proteínas. 

Ainda foi mostrado que BAK1 também não é necessário para mobilização de Ca2+ 

(Dressano et al., 2017), no entanto, o receptor FERONIA é necessário tanto para a atividade 

de alcalinização como para a de mobilização de Ca2+ causada por AtRALF1 (HARUTA et al., 

2014).  

Em estudos com AtRALF34, o receptor FERONIA é parcialmente requerido pelo receptor 

THESEUS1 para que o AtRALF34 regule as divisões celulares do periciclo durante a iniciação 

da formação de raízes laterais em arabidopsis (Murph et al., 2016; Gonneau et al., 2018) e o 

receptor THESEUS1 em conjunto com FERONIA inibem o crescimento de raízes, ativam a 

alcalinização e a mobilização de Ca2+ causada por AtRALF1. Em outro estudo, RALF e ABA 

atuam em conjunto ativando o receptor FERONIA e inibindo o crescimento radicular (Chen 

et al., 2016), desempenhando um papel crítico na resistência aos estresses abióticos. Por 

outro lado, o receptor FERONIA em conjunto com THESEUS1 e HERCULES1 estão envolvidos 

na elongação celular (Guo et al., 2009). 

A interação do peptídeo AtRALF1 com o receptor FERONIA inibe o crescimento em 

determinadas condições e a formação do complexo aqui proposto (MSBP1, BAK1, CML38 e 

AtRALF1) seria outra via de sinalização, visto que nenhuma das proteínas do possível 

complexo está relacionada com a alcalinização. No entanto, futuros estudos devem ser 

realizados para analisar se MSBP1 é necessária para a atividade de mobilização de Ca2+ e se o 

receptor FERONIA estaria associado com a formação desse complexo de proteínas.  

Os resultados permitem elaborar um modelo ou hipótese de ação do peptídeo AtRALF1 

que integraria a proteína MSBP1 (Figura 29). Os hormônios BR ligam-se ao receptor de 

membrana BRI1, levando a autofosforilação do domínio quinase e sua ativação (Wang et al., 

2001). Muitos receptores quinases com repetições ricas em leucina (LRR-RKs) necessitam de 
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coreceptores da família SERK para a ligação do ligante (Hohmann et al., 2018), no entanto, 

BR consegue se ligar ao receptor BRI1 mesmo sem a proteína coreceptora.  

Na ausência de AtRALF1 e em pH apoplástico ácido, o complexo BL/BRI1 recruta o co-

receptor BAK1 formando um novo complexo onde ocorre fosforilação cruzada entre BRI1 e 

BAK1, causando as respostas já conhecidas ao brassinosteróide brassinolide-BL (Sun et al., 

2013).  

Na presença de AtRALF1, o peptídeo liga-se ao receptor FERONIA causando não somente 

a sua fosforilação, mas também a de outras proteínas como a AHA2 (Haruta et al., 2014). A 

AHA2, uma vez fosforilada, é inibida, levando a uma alcalinização do apoplasto que por sua 

vez leva a dissociação do complexo BRI1-BL-BAK1 (Sun et al., 2013). Após a dissociação deste 

complexo BRI1-BL-BAK1, a proteína BAK1 estaria livre para se ligar ao peptídeo AtRALF1. 

Simultaneamente e de forma independente, AtRALF1 liga-se a MSBP1, que agora poderia 

formar um novo complexo com BAK1. A formação deste novo complexo levaria a inibição 

das respostas a BL e culminaria na inibição da expansão celular e consequente inibição de 

crescimento de raiz primária. Song e colaboradores propõem que MSBP1 funcionaria como 

regulador negativo da expansão celular através do aumento da endocitose de BAK1 (Song et 

al 2009), interessante salientar que no modelo proposto, não há um mecanismo claro de 

dissociação do complexo BAK1/BRI1. No presente modelo, é proposto o mecanismo de 

dissociação, ligação de AtRALF1 a FERONIA, e o papel do AtRALF1 poderia ser de uma 

molécula cola, auxiliando na formação do complexo. 

Futuros estudos devem ser realizados para analisar se realmente há a formação de um 

complexo proteico que envolve AtRALF1, BAK1, CML38 e MSBP1 in planta, e se tal complexo 

incluiria o receptor FERONIA. 
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Figura 29. Modelo proposto para a ação do AtRALF1. Na ausência de AtRALF1, brassinolide (BL) liga-se a BRI1, 
ativando-o e iniciando a resposta parcial ao BL por autofosforilação. BRI1 ativado recruta BAK1 formando o 
complexo BRI1/BL/BAK1. Este complexo é dependente do pH ácido do apoplasto e fosforilações cruzadas entre 
BRI1 e BAK1 ativam totalmente a resposta ao BL. Quando presente, AtRALF1 liga-se a FERONIA (FER), mobiliza 
íons cálcio e inativa a H+-ATPase AHA2, elevando o pH do apoplasto, desfazendo o complexo BRI1/BL/BAK1. 
AtRALF1 então liga-se a MSBP1 e forma um novo complexo com BAK1. A formação deste complexo 
AtRALF1/CML38/MSBP1/BAK1 induz a endocitose de BAK1 e desencadearia outras respostas intracelulares que 
levariam a inibição da expansão celular e supressão das respostas ao BL. Outros elementos da via de sinalização 
em resposta a BL foram omitidos para fins de clareza. 
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6 CONCLUSÕES 

A proteína MSBP1 interage, fisicamente, de forma específica com o peptídeo AtRALF1 e é 

essencial para as atividades biológicas de inibição de crescimento radicular em arabidopsis. 

A proteína MSBP1 também interage com o domínio extracelular da proteína BAK1 e CML38, 

ambas proteínas fazem parte da via de sinalização do peptídeo AtRALF1. AtRALF1 parece ser 

um ligante chave dessas interações, sugerindo a formação de um complexo com estas 

proteínas. 

Os resultados que sustentam essas conclusões: 

Interação específica de AtRALF1 com MSBP1, BAK1 e CML38 (duplo híbrido em células de 

levedura); 

Mutantes silenciados para MSBP1 apresentam raízes maiores que o tipo selvagem e 

mutantes de superexpressão para MSBP1 apresentam raízes menores (ensaio de 

crescimento de raízes); 

Células da endoderme de mutantes silenciados para MSBP1 são maiores que o tipo 

selvagem; 

Insensibilidade parcial e específica de mutantes msbp1 a diferentes concentrações de 

AtRALF1; 

Insensibilidade parcial de mutantes msbp1 a diferentes concentrações do hormônio BL; 

MSBP1 é essencial para a indução de genes responsivos ao AtRALF1; 

AtRALF1 induz a expressão do gene MSBP1 e para que isso aconteça BAK1 é essencial. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A - Lista dos vetores usados e seus respectivos antibióticos para seleção em E. coli. 

Nome do vetor usado Antibiótico para seleção - concentração utilizada 

pET28b Canamicina - 50 µg/mL 

pGADT7 Ampicilina - 100 µg/mL 

pGBKT7 Canamicina - 50 µg/mL 

pENTR D-TOPO Canamicina - 50 µg/mL 

pDEST17 Ampicilina - 100 µg/mL 

pK7FWG2 (GFP) 
Espectinomicina - 50 µg/mL 

Estreptinomicina - 15 µg/mL 

PK7GWIWG2 (I) (irMSBP1) 
Espectinomicina - 50 µg/Ml 

Estreptinomicina - 15 µg/mL 

PK7WG2 (35S) 
Espectinomicina - 50 µg/Ml 

Estreptinomicina - 15 µg/mL 
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ANEXO B - Lista com sequência dos iniciadores usados, se acordo com o objetivo do 
experimento. As sequências correspondentes aos sítios enzimáticos estão em 
negrito 

Gene 

(locus) 

Nome do 

iniciador  

Sequência 5´ - 3´  

OBJETIVO: Clonagem para fusão a uma extensão de Histidinas (His) 

   
 
 

At1g02900 
 

AtRALF1-

NdeI-Fw 

GGGCATATGGCGACCACAAAATACAT 

AtRALF1-

HindIII-Rv 

TTGAAGCTTCTAACTCCTGCAACGAGCAAT 

 
 

At5g67070 
 

AtRALF34- 

NdeI-Fw 

TTCATATGTACTGGCGGAGGACGAAGTA 

AtRALF34- 

HindIII-Rv 

TAAGCTTCTAGCGGCGGCAGCGGGTGATCG 

 
 

At2g33775 

AtRALF19-Fw CACCGCCGCGAGGCGCAGCTACATCAGTTAC 

AtRALF19-Rv CCCTCGAGTTAAGAAGTTTGCCTGTAGCA 

 
 

At3g16570 

AtRALF23-Fw CACCGCTACGAGGAGGTACATC 

AtRALF23- Rv AAAAGCTTTCATGAGCGCCGGCAGCGAGTATC 

 
 

At1g02900 
 

AtRALF1(9-

49)-Fw 

CACCCAGTCTTTGAAACGGAACAG 

AtRALF1(9-

49)-Rv 

CTAACTCCTGCAACGAGCAATTTTG 

 
At5g52240 

MSBP1-HA-Fw CACCATGGCGTTAGAACTAT 

MSBP1-HA-Rv CTACTCCTCCTTCTTCAACA 

OBJETIVO: Confirmação da inserção de T-DNA 

 
At5g52240 

MSBP1-Fw GGATCAACTTTTCCAATGTGC 

MSBP1-Rv TTAAATTCTGCATCCACGAAAC 

 Lbb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 

OBJETIVO: Clonagem em pENTR para clonagem de  MSBP1 fusionada a GFP e irMSBP1 

 MSBP1-Fw CACCATGGCGTTAGAACTATGGCAA 
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At1g76650 

CML38-NedI-

Fw 
CCGCATATGAAGAATAATACTCAACC 

CML38-

BamHI-Rv 
CTGGATCCTTAGCGCATCATAAGAGAAACT 

 
 

At1g76640 

CML39-NedI-

Fw 
CCGCATATGAAGAACACTCAACGTCAGTTATCTTC 

CML39- 

BamHI-Rv 
CTGGATCCGCGCATCATGAGGGCGAACT 

At5g52240 MSBP1-Rv CTCCTCCTTCTTCAACACAGTCT 

OBJETIVO: Clonagem da superexpressão de MSBP1 

 
At5g52240 

MSBP1-Fw CACCATGGCGTTAGAACTATGGCAA 

MSBP1stop-Rv  CTACTCCTCCTTCTTCAACA 

OBJETIVO: Clonagem para duplo-híbrido em leveduras 

 
 
At1g02900   

AtRALF1- PA -

NdeI-Fw 

GGGCATATGATATTGGCGACCACAAAATACAT 

AtRALF1-PA- 

BamHI-Rv 

 

TTGGGATCCGTCTAACTCCTGCAACGAGCAAT 

 
 
At5g67070 

AtRALF34-PA- 

NdeI-Fw 

CGCATATGTATTACATATCGTACGG 

AtRALF34-PA 

BamHI –Rv 

TTAGGATCCCTTCATCTATCTCCGGCA 

 
 
At2g13790   

   

BAK7DE- 

NdeI-Fw 

GCGCATATGGCTGAAGGTGATGCTTTGACT 

BAK7DE- 

BamHI-Rv 

CGCGGATCCCCATTTGCCCCCCTGAAGGT 

 
 

At4g33430 

BAK1DE- 

NdeI-Fw 

GCGCATATGGCCGAAGGTGATGCTCTAA 

BAK1DE 

BamHI-Rv 

CGCGGATCCCTCTATTACTCCCTGCAGGTGAT   
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At5g52240 

MSBP1-EcoR1-

Fw 
CCGGAATTCATGGCGTTAGAACTATGGCAA 

MSBP1- 

BamHI-Rv 
CGCGGATCCTACTCCTCCTTCTTCAACA 

OBJETIVO: Genotipagem, RT-PCR e qRT-PCR 

At1g13440 
GAPDH-Fw TTGGTGACAACAGGTCAAGCA 

GAPDH-Rv AAACTTGTCGCTCAATGCAATC 

At3g62680 
PRP3-Fw GTTCCGACCCAGCATCATAC 

PRP3-Rv GCAAGTCTCGACCGGAGATA 

At5g19800 
HRGP2-Fw CACAGTTGCTAATGGAAACGA 

HRGP2-Rv CGGCGGTGAATATCTCTTGT 

At5g05690 
CPD-Fw AGCAACTCGGTAACGACAGG 

CPD-Rv CAGAGAGTGCAACCCTAGCC 

At3g50660 
DWF4-Fw GTGGGTGGAAAGTGTTACCG 

DWF4-Rv CTGTTGCCATCTCCAAGGAT 

At4g33430   
BAK1-Fw GTCAGAAAGTAGTGTCGCCA 

BAK1-Rv ACTTGTAGCGTCAGGACAGC 

 
At5g52240 

MSBP1-Fw GGATGTTCTACGGACCAGGA 

MSBP1-Rv CTGAACCAGCCACTTTGACA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



117 

 

 

ANEXO C - Representação esquemática do local de inserção do T-DNA em mutantes bak1-1 
(CS6125) e msbp1 (SALK_035827). 

 
 
Gene BAK1 (At4g33430) 

  
 
Gene MSBP1 (At5g52240)  
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