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RESUMO

Interagdo do peptideo hormonal AtRALF1 com a proteina de membrana MSBP1, uma

proteina que regula negativamente a via de brassinosterdides

Apds a descoberta do primeiro peptideo hormonal em 1991, uma nova familia de
moléculas de origem proteica, com caracteristicas hormonais e que atuam na comunicacao
intracelular regulando crescimento, desenvolvimento, defesa e reproducdo, vem sendo
estudada em plantas. Apds a descoberta das sisteminas em tabaco, foi isolada uma proteina
com 5kDa que induz uma rapida alcalinizagao no meio de cultivo de células em suspensao.
Este peptideo, denominado RALF (Rapid ALkalinization Factor), é ubiquo no reino vegetal e
na planta modelo Arabidopsis forma uma familia de 37 isoformas (AtRALFs). O peptideo
AtRALF1 regula, negativamente, a expansdo celular, atuando de forma antagbnica aos
brassinosterdéides (BRs). Durante a busca por proteinas que interagissem com o AtRALF1, foi
identificada a proteina de ligacdo a esterdide de membrana MSBP1 (MEMBRANE STEROID
BINDING PROTEIN-1). A MSBP1 também atua como reguladora negativa da expansao celular
e da sinalizacdo de BRs. Este trabalho teve como objetivo a elucidagdao do papel da MSBP1
nas respostas mediadas por AtRALF1. Para tanto, buscou-se através de ferramentas
genéticas e bioquimicas, um melhor entendimento da relacdo entre estas proteinas. No
sistema de duplo hibrido de levedura, MSBP1 interage com AtRALF1, BAK1 e CML38,
enquanto que BAK1 interage com AtRALF1, mas nao interage com CML38. No mesmo
sistema o peptideo AtRALF1 interage com todas as proteinas, podendo entdo ser um ligante
chave dessas interagdes, sugerindo a formacao de um complexo. Plantas com baixa
expressao de MSBP1 (irmsbp1) sdo, parcialmente, insensiveis ao peptideo AtRALF1 e exibem
raizes mais longas e células da endoderme maiores que as de plantas selvagens (Wt). Plantas
com alta expressdo de MSBP1 (35S:MSBP1) exibem raizes curtas e células da endoderme
menores que as de plantas Wt. Resultados de expressdo génica em mutantes mostram que
MSBP1 é essencial para a inducdo de genes responsivos ao peptideo, que AtRALF1 induz a
expressao do gene MSBP1 e que BAK1 é essencial para a indugdo de MSBP1 por AtRALF1. Os
mutantes irmsbpl mostraram uma alcalinizacdo do meio quando tratados com AtRALF1,
sugerindo que MSBP1 n3do é necessdria para esta atividade. Com base nos resultados
obtidos, conclui-se que a proteina MSBP1 interage com o peptideo AtRALF1, esta envolvida
na percepcao do peptideo, é essencial para a inibicdo do crescimento da raiz primaria
causada pelo AtRALF1 e para a inducdo dos genes responsivos ao AtRALF1.

Palavras-chave: RALF; Inibicdo primaria da raiz; Sinalizacdo; 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 AtRALF1l, 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 (355: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 irmsbpl 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. INTRODUCAO

Os hormonios sdo produzidos pelas plantas e estdo presentes em todas as fases da vida
como no controle do desenvolvimento, crescimento e defesa das plantas. Em 1991 surge
uma nova classe de hormdénios vegetais os peptideos hormonais, e a sistemina foi o primeiro
a ser descoberto (Pearce et al., 1991; Ryan et al., 2002). Eles apresentam fung¢des similares
aos hormoénios (comunicacdo intracelular e atividade em baixas concentracdes nos
processos de crescimento, desenvolvimento, defesa e reproduc¢do), no entanto sao
pequenas proteinas (Whitford et al., 2012). Desde a descoberta da sistemina, vem sendo
descoberto uma variedade de peptideos que se diferenciam em tamanho, modificacdes pds-
traducionais e fungdes.

Em 2001 foi descoberto um novo peptideo de 5kDa que induz uma rdpida alcalinizacdo
em células cultivadas em suspensdo, Rapid ALkalinization Factor (RALF), que foi isolado de
folhas de tabaco (Pearce et al., 2001). Desde sua descoberta, foi proposto que o peptideo
RALF poderia ter um papel basico na regulagdo do crescimento e no desenvolvimento das
plantas (Pearce el al., 2001).

Posterior a descoberta de RALF em tabaco, o peptideo foi encontrado em outras
espécies vegetais e é tido como ubiquo 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, hd um subgrupo de 9 isoformas
gue possui maior identidade de estrutura primaria com o RALF previamente isolado de
tabaco. A isoforma pdlen-especifica AtRALF4, n3o foi capaz de induzir a alcalinizacdo ou
inibir o crescimento da raiz primdaria (Morato do Canto et al., 2014). A isoforma de RALF mais
estudada é a AtRALF1, que além de inibir o crescimento de raizes e expansao de hipocétilos,
promove um rdpido aumento da concentracdo de Ca?* intracelular (Haruta et al., 2008;
Morato do Canto et al., 2014).

Plantas que superexpressam AtRALF1 apresentaram menor sensibilidade a BL, ndo
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 simultaneo com AtRALF1 e BL causa uma redugdo na
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expressao 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 proteina BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE1 (BAK1) interage com o
receptor BRI1 de BL e modula a sinalizacdo de BR (Li et al., 2002). Mutantes de Arabidopsis
com perda de fungao da proteina BAK1 mostraram insensibilidade a aplicacdao exdgena de
AtRALF1, sem inibicdo do crescimento de raizes, mostrando assim que BAK1 esta envolvida
na percep¢ao do peptideo e é essencial para a inibi¢do do crescimento da raiz primaria
causada pelo AtRALF1 (Dressano et al., 2017).

A MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 (MSBP1) é uma proteina que atua como
regulador negativo do alongamento celular em Arabidopsis thaliana, de forma semelhante
ao descrito para o peptideo AtRALF1 (Yang et al.,, 2005, Bergonci et al., 2014a). Em outro
estudo, foi demonstrado ainda que MSBP1 interage com o dominio extracelular de BAK1,
regulando, negativamente, a sinalizacdo de BRs, aumentando a endocitose de BAK1 (Song et
al., 2009).

Considerando que a literatura reporta a¢cdes 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 proteina MSBP1 na via

de sinalizacdo do AtRALF1.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Sinalizagdo de Brassinosterodide (BR)

Durante o desenvolvimento, crescimento e defesa das plantas os hormonios
apresentam multiplas fun¢des fundamentais. Dentre essas func¢Ges a auxina (AUX), o
primeiro hormonio a ser descoberto, afeta tanto a expansdao como a divisdo 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 divisao celular, desenvolvimento de cloroplastos,
senescéncia foliar, crescimento e ramificagdes radiculares e de parte aérea (Yamaguchi,
2008; Schaller et al., 2011) estando presentes em todos os tecidos e érgdos das plantas
(Keshishian e Rashotte, 2015). As giberelinas (GAs) regulam a germinacdo, crescimento de
raiz, controlam o florescimento e determinacdo do sexo em plantas (Murase et al., 2008;
Yamaguchi, 2008).

O 4cido abscisico (ABA) é um hormonio inibidor do crescimento, que apresenta um
importante papel na resisténcia aos estresses ambientais, como deficiéncia hidrica,
temperatura e salinidade. O ABA também esta envolvido nos processos de maturacdo do
embrido, dorméncia e germinacdo de sementes, divisdo e alongamento celular e inducao
floral (Eckardt, 2002; Fujii et al., 2009). As estrigolactonas (SL) inibem ramificacdes da raiz,
modulando a germinacdo e fotomorfogénese de plantulas (Zhou et al., 2013).

Outros hormdnios sdo conhecidos por atuarem no sistema de defesa das plantas
como o acido jasmoénico (JAs) que controlam a defesa da planta contra ferimentos,
herbivorias, patégenos e também sdo cruciais para a fertilidade e reproducdo das plantas
(Wasternack, 2007; Sheard et al., 2010). O 4cido salicilico (AS) regula a imunidade das
plantas e induz a resisténcia sistémica adquirida quando as plantas estdo sendo atacadas por
patégenos (Loake e Grant, 2007; Fu et al., 2012). O etileno (ETH) é um horménio vegetal
gasoso que regula tanto os processos de desenvolvimento quanto de defesa na planta, como
germinacdo, amadurecimento de frutos, senescéncia, abscisdo e respostas aos estresses
bidticos e abidticos (Abeles et al., 2004, Qiao et al., 2012).

Os hormonios brassinosteroides (BRs) sdo conhecidos em plantas desde o isolamento

da brassina (renomeada posteriormente brassinolide, BL) de extratos de pdlen de Brassica
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napus (Mitchell et al., 1970; Grove at al., 1979). Os BRs estdo envolvidos no alongamento e
divisdo celular, diferenciacdo vascular, desenvolvimento reprodutivo, vegetativo, no
crescimento radicular, fotomorfogénese, germinagao, florescimento, fertilidade masculina,
senescéncia, alongamento celular direcionado e formacdo de auricula em milho. (Clouse et
al., 1996; Clouse e Sasse, 1998; Missig et al., 2003, Wang et al., 2012, Kir et al., 2015).

A expansdo celular mediada por BR envolve proteinas de modificacdo de parede,
como xyloglucan endotransglucosylase (XETs) e influenciam na orientagdo e na estabilidade
dos microtubulos corticais (Mayumi e Shibaoka, 1995; Clouse e Sasse, 1998; Wang et al.,
2012). Desde sua descoberta, esterdides com estrutura e funcdo similares a BL tém sido
identificados em vdrias espécies vegetais e sdo chamados BRs (Clouse; Sasse, 1998).

A atividade do BL é mediada por BRI1, um receptor com dominio quinase com
repeticdes ricas em leucina (LRR) (Clouse et al., 1996; Li e Chory, 1997; He et al., 2000), BRI1
possui dois homdlogos BRI1-LIKE 1 (BRL1) e BRI1 LIKE 3 (BRL3) (Wang et al.,2001; Cano-
Delgado et al., 2004; Kinoshita et al., 2005). Varias sdo as evidéncias que demonstram que
BRI1 é o receptor dos brassinosteréides. Mutantes com perda de funcdo (bril) apresentam
similaridade morfoldégica aos mutantes de biossintese de BR e sdo insensiveis a aplicacao
exdgena de BL (Clouse et al., 1996; Kauschmann et al., 1996; Li e Chory, 1997; Noguchi et al.,
1999; Friedrichsen et al., 2000). Uma segunda evidéncia foi a demonstracdo de que uma
proteina quimérica, contendo o dominio extracelular de BRI1 fusionado ao dominio quinase
citopldsmico da Xa21l (uma proteina receptora de membrana envolvida com resisténcia a
doencas em arroz), foi capaz de ativar respostas relacionadas com defesa, quando as plantas
foram expostas a BL, sugerindo que o dominio extracelular de BRI1 ao interagir com BR
ativou o dominio quinase de Xa21 (He et al., 2000). Experimentos de imunoprecipitacdo da
proteina quimérica BRI1-GFP com BL também comprovaram a relacdo direta ligante-
receptor entre ambas moléculas (Wang et al., 2001).

Em Arabidopsis, a proteina BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE1 (BAK1) também
conhecida como SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE3 (SERK3), interage com
o receptor BRI1 e modula a sinalizacdo de BR (Li et al., 2002). Os receptores quinase como o

BAK1 estdo localizados na membrana e, geralmente, funcionam na percepcdo de ligantes
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extracelulares, ativando estes receptores e desencadeando uma cascata de sinalizacdo (Song
et al., 2017).

Quando a proteina BAK1 é superexpressa, as plantas apresentam 6rgaos alongados,
enquanto plantas com um alelo nulo de BAKI possuem um fendtipo semi-andao e a
sensibilidade a BRs reduzida (Li et al., 2002). A expressao de um alelo mutante dominante
negativo de BAK1 levou a um fenétipo de nanismo severo, semelhante ao fendtipo de alelos
nulos do receptor BRI1 (Li et al., 2002). BAK1 é uma proteina serina/treonina quinase, que
interage com BRI1 in vivo e in vitro sugerindo que BAK1 é um componente da via de
sinalizagdo de BRs (Li et al., 2002). De fato, o BR ao se ligar ao receptor BRI1, desencadeia a
autofosforilagdo do dominio quinase, associando-se ao coreceptor quinase BAK1, resultando
na ativacdo 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 proteina BRI1 KINASE
INHIBITOR1 (BKI1), um regulador negativo da via de sinalizacdo de BRs (Wang e Chory,
2006), sendo BKI1 o substrato quinase de BRI1 que limita a intera¢do do receptor BRI1 com o
coreceptor BAK1.

Quando BR estd em niveis baixos ou ausentes, o dominio quinase de BRI1 interage
com BKI1 (Wang et al., 2005; Wang & Chory, 2006), BRASSINOSTEROID-SIGNALING KINASE
(BSK), e CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH1 (CDG1), ndo permitindo a ligacdo do
coreceptor BAK1 ao receptor de brassinosterdide (Figura 1). Os fatores de transcricao
BRASSINAZOLE RESISTANT1 (BZR1l) e BZR2 sdao fosforilados por BRASSINOSTEROID-
INSENSITIVE2 (BIN2) e, posteriormente, retidos pelas proteinas 14-3-3 [GENERAL
REGULATORY FACTOR (GRF)] levando a degradacdo citoplasmatica (Gampala et al., 2007;
Nam e Li, 2002; Peng et al., 2008).

Quando BR estd em niveis altos ou, simplesmente, presente, BRs ligam-se a BRI1,
provocando a dissociacdo de BKI1 e a associacdo com o coreceptor BAK1, com subsequente
ativacdo de BRI1. Quando BRI1 estd ativado, BRI1 fosforila BSK (TANG et al., 2008) e CDG1,
gue, consequentemente, fosforila BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 SUPPRESSOR1 (BSU1)
(MORA-GARCIA et al.,, 2004), BSU1 desfosforila e inativa BIN2, que codifica uma GSK3

qguinase que sofre degradacdo proteossomal. A fosfatase PP2A desfosforila BZRs, o que
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resulta na liberagdo de BZRs das proteinas da GRF. BZR1 e BZR2/BES1, em seguida, ligam-se
e regulam os genes responsivos a BR no nucleo (VERT; CHORY, 2006; PENG et al., 2008).
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Figura 1. Sinalizagdo do hormonio Brassinosterdide (BR) (Wang et al., 2015). BR em niveis baixos, o
dominio quinase de BRI1 interage com BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1 KINASE INHIBITOR (BKI1),
BRASSINOSTEROID-SIGNALING KINASE (BSK), e CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH1 (CDG1), ndo
permitindo a ligagdo do coreceptor BAK1 ao receptor de brassinosterdides. Os fatores de transcricao
BRASSINAZOLERESISTANT1 (BZR1) e BZR2 sdo fosforilados por BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE2 (BIN2) e
posteriormente retido pelas proteinas 14-3-3 (GENERAL REGULATORY FACTOR [GRF]). Quando os niveis de BR
sdo altos, BRs ligam-se a BRI1, provocando a dissociagdao de BKI1 e a associagdo com o coreceptor BAK1 e em
seguida ativando BRI1. Quando BRI1 estd 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 liberacdo de BZRs das proteinas da FRS. BZRs em seguida, se liga e regula os genes
responsivos a BR.

A proteina Botrytis-INDUCED KINASE1 (BIK1), também se associa com o receptor BRI1
e regula negativamente a via de BR, ela foi caracterizada por mediar a resisténcia de plantas
a fungos patdgenos necrotroficos (VERONESE et al., 2006). Apds a interagao de BIK1 com o
receptor BRI1 somente ocorrerd a dissociacdo quando BL se ligar ao receptor, resultando na
fosforilagcdo de BIK1 pelo BRI1 (LIN et al., 2013).

A proteina BAK1 possui um homologo, a proteina SOMATIC EMBRYOGENESIS
RECEPTOR-LIKE KINASE4 (BAK7/ SERK4), podendo atuar de maneira redundante a BAK1
(Jeong et al., 2010). A proteina SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE1 (SERK1)
também estd envolvida com a via de BRs interagindo com a proteina BRI1, onde o horménio
BL age como uma "cola molecular" interagindo com ambas proteinas (KARLOVA et al., 2006;

SANTIAGO; HENZLER; HOTHORN, 2013).
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Outra proteina 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 fendtipos similares aos mutantes bril onde os mutantes sdo semi-ands, e em
plantas mutantes por insercdao de T-DNA o gene TTL promove o crescimento das plantas e a
sensibilidade ao BR, demonstrando inibicdo destes genes na via de BR, no entanto,
diferentemente de BSK1, TTL interage fortemente com o dominio quinase ativo de BRI1,
sugerindo que TTL pode inibir a sinalizagdo do BRI1 apds sua ativacdo (NAM; LI, 2004;
WANG; CHORY, 2006).

2.2 Peptideo hormonal RALF

Em 1991, foi descoberto o primeiro peptideo hormonal, a sistemina, que surge como
uma nova classe de hormonios vegetais (Pearce et al.,, 1991; Ryan et al., 2002). Eles sdo
pequenas proteinas que atuam na comunicacao intracelular e nos processos de crescimento,
desenvolvimento, defesa e reproducdo vegetais (Whitford et al., 2012). Desde a descoberta
da sistemina, vem sendo descoberto uma variedade de peptideos que se diferenciam em
tamanho, estrutura, modificacdes pds-traducionais e fungdes.

Em 2001, foi isolado de folhas de tabaco, um polipeptideo de 5kDa que induz uma
rapida alcalinizacdo em células cultivadas em suspensdo, sendo, por esta razao, denominado
Rapid ALkalinization Factor, ou simplesmente RALF. Esta resposta de alcaliniza¢do rapida em
meio de cultivo celular também foi constatada em peptideos RALF purificados de folhas de
tomateiro e alfafa (Pearce et al., 2001). Além disso, o peptideo também ativa uma proteina-
quinase ativada por mitégeno - MAP quinase (Pearce et al.,, 2001). RALF possui 49
aminodacidos, derivados da porgdao C-terminal de um prepropeptideo de 115 aminodcidos
gue apresenta um peptideo sinal composto de 23 aminoacidos na por¢do N-terminal e uma
porcdo intermedidria de 43 aminodacidos, com funcdo ainda desconhecida (Pearce et al.,
2001). O processamento do precursor é realizado por convertases, que reconhecem um sitio
dibasico composto por duas argininas, clivando e liberando o peptideo maduro (Matos et al.,
2008; Srivastava et al., 2009). Desde sua descoberta, um papel bdsico na biologia celular, tal
como a regulacdo do crescimento ou do desenvolvimento, tem sido sugerido para os

peptideos RALF nas plantas (Pearce et al., 2001).
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A estrutura primaria do peptideo maduro é altamente conservada entre os
homodlogos do RALF identificado em tabaco (NtRALF), sendo uma das caracteristicas
marcantes o motivo YISY (Pearce et al., 2001; Pearce et al., 2010) (Figura 2). A substituicao
da isoleucina do motivo YISY por uma alanina leva a uma reducao na atividade do peptideo
(Pearce et al., 2010). Na estrutura do peptideo maduro existem quatro cisteinas que formam
duas pontes dissulfeto e a reducdo e alquilacdo dessas cisteinas tornam o peptideo inativo

(Matos et al., 2008; Pearce et al., 2001).
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Figura 2. Estrutura primdria do prepropeptideo NtRALF. Seta: local de clivagem do peptideo sinal; dupla
arginina (amarelo): sitio de clivagem para liberagdo do peptideo maduro; peptideo maduro (aminoacidos em
verde) onde duas caracteristicas sdo essenciais para sua atividade: o motivo YISY (aminoacidos em vermelho) e
quatro cisteinas que formam duas pontes de sulfeto (-SS-). O cédigo de uma letra dos aminodcidos foi utilizado.

Posterior a descoberta do NtRALF, o peptideo foi encontrado em outras espécies
vegetais e hoje é tido como ubiquo 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,
familias multigénicas com mais de 30 isoformas parecem mais exce¢do do que regra para os
RALFs. Em Populus tremula, Oryza Sativa e Zea mays, as familias apresentam 23, 16 e 19
isoformas respectivamente (Cao e Shi., 2012). No hibrido de dlamo Populus trichocarpa x
Populus deltoides e em Solanum chacoense foram encontradas somente cinco isoformas de
RALF (Haruta e Constabel, 2003; Germain et al., 2005). J& em Saccharum spp (cana-de-

acucar), quatro isoformas foram bioquimicamente isoladas também através do ensaio de
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alcalinizagao (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 alcalinizagao do meio extracelular promovendo a infec¢ao 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 primdria com o
RALF previamente isolado de tabaco (Morato do Canto et al., 2014). Oito destas 9 isoformas
de AtRALF induziram a alcalinizacdo e inibiram o crescimento de raizes em pequenas
concentragdes, sendo excecdao uma isoforma pdlen-especifica, a AtRALF4, que, mesmo em
concentracdes micromolares, ndo foi capaz de induzir a alcalinizacdo ou inibir o crescimento
da raiz primdria (Morato do Canto et al., 2014).

Plantas de arabidopsis que superexpressam a isoforma AtRALF1 sdo semi-ands e uma
mutac¢do no sitio dibdsico do peptideo (dupla arginina) é suficiente para impedir o
processamento correto da proteina precursora, fazendo com que as plantas que
superexpressam o gene AtRALF1 mutado ndo exibam o fendtipo semi-ando (Matos et al.,
2008). Plantas que superexpressam AtRALF23 também sdo semi-ands e apresentam reducdo
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 raizes e expansdo de hipocdtilos, ainda promove um rapido aumento da
concentracdo de Ca?* 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 proteinas ricas em prolina (AtPRP1 e AtPRP3) um que codifica uma
glicoproteina rica em hidroxiprolina (AtHRGP2) e um que codifica a proteina xiloglucana
endotransglucosilase TCH4, foram relatados pela primeira vez em um estudo que mostrou
antagonismo entre os efeitos do peptideo AtRALF1 e os dos brassinosterdides (Bergonci et
al., 2014a).

Além das fungdes como regulacdo do crescimento ou do desenvolvimento, outros
estudos mostraram que os pepideos RALF também estdo relacionados com o controle da

germinacao de graos de polén, sugerindo que esta classe de peptideo hormonal pode estar
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relacionada com a regulagao do alongamento do tubo polinico (Zhang et al., 2010; Covey et
al., 2010; Morato do Canto et al., 2014). Novos estudos mostraram que os peptideos RALF
também regulam a fecundagdo em arabidopsis, controlando a integridade do tubo polinico e
a liberacdo dos nucleos espermaticos do gameta masculino (Ge et al., 2017). Durante o
crescimento/expansdo do tubo polinico em direcdo ao dvulo, os peptideos AtRALF4 e
AtRALF19, sdo produzidos pelo tubo polinico e, de modo autdcrino, ligam-se aos seus
receptores BUPS1/2 e ANX1/2, mantendo a integridade do tubo polinico. Quando o tubo
polinico atinge o évulo, local de producdo do peptideo AtRALF34, este liga-se aos receptores
BUPS1/2 e ANX1/2 agora de modo paracrino, competindo com o AtRALF4 e 19, provocando
o rompimento do tubo polinico, liberando os nucleos espermdticos e proporcionando a
fertilizacdo (Ge et al., 2017). Em outro estudo foi mostrado que os AtRALF4 e 19 interagem
com uma proteina LEUCINE RICH REPEAT EXTENSIN (LRX) para provocar o rompimento do
tubo polinico (Mecchia et al., 2017).

Os peptideos RALFs também estdo envolvidos na tolerancia ao estresse salino, onde
a associagdo das LEUCINE-RICH REPEAT EXTENSINS (LRXs) com os peptideos AtRALF22/23,
gue, por sua vez, interagem com FERONIA transduzem a parede celular sinais para regular o
crescimento das plantas e tolerdncia ao estresse (Zhao et al.,, 2018). Em outro estudo os
autores mostraram que FERONIA induz Ca?* que mantém a integridade da parede celular

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

2.3 Relagdo do peptideo hormonal AtRALF1 com outros hormonios

Devido as caracteristicas hormonais do peptideo AtRALF1 e ao fato dos hormdnios,
via de regra, agirem em conjunto, é provavel que haja uma interacao deste com os demais
hormoénios que também controlam o desenvolvimento vegetal. Em um estudo realizado com
hibrido de alamo (Populus trichocarpa x Populus deltoides), ndo foi constatado aumento na
expressdo dos genes de RALF (PtdRALF1 e PtdRALF2) apds o tratamento com os hormonios
auxina (acido naftaleno acético - ANA) e citocinina (benzilaminopurina - BAP) em células em
suspensdo. No entanto, quando as mesmas foram tratadas com metil jasmonato, houve

reducdo na expressdao dos genes RALFs (Haruta e Constabel, 2003). Porém, em ovarios de
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Solanum chacoense tratados com ANA, a expressdao génica de ScRALF3 foi induzida
(Chevalier et al., 2013).

O nivel de expressdo do gene que codifica a isoforma AtRALF8 foi maior em mutantes
ein3-1 (ethylene-insensitive), insensiveis a etileno. O peptideo AtRALF1 induz o gene
ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERF), que codifica para um fator de transcrigdo envolvido com
a via de transducdo de sinal do etileno e o gene AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLIC AND
SYNTHASE (ACS), que codifica uma enzima envolvida com a biossintese 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 critico na
resisténcia aos estresses abioticos (Chen et al., 2016).

Plantas de arabidopsis tratadas por 30 min com AtRALF1 apresentaram mudangas no
perfil transcricional de alguns genes envolvidos com a expansao celular e genes que também
sdo induzidos por auxina e giberelina, tais como o SMALL AUXIN UP RNA (SAUR63) e
GIBBERELIN 3-OXIDASE (GA30X) (Haruta et al., 2014).

Em plantas de arabidopsis tratadas com BL, o gene AtRALF23 tem sua expressao
reduzida (Nemhauser; Mockler; Chory, 2004), no entanto isso ndo acontece com o gene
AtRALF1 (Srivastava et al., 2009). Em plantas superexpressando AtRALF23 tratadas com BL
ndo apresentaram o comportamento tipico de elongacdo de hipocétilo, apresentando uma

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

2.4 Antagonismo nas vias de sinalizacdo de AtRALF1 e Brassinosteroides

Plantas que superexpressam AtRALF1 s3ao menos sensiveis a BL, ndo 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 simultdneo com AtRALF1 e BL
causou uma reducdo na expressao dos genes responsivos a AtRALF1, o que sugere que
ambas as vias podem estar competindo por componentes em comum (Bergonci et al.,
2014a). Conforme ja mencionado, esses resultados sugerem que AtRALF1 interfere na via de

sinalizacdo de BR agindo de forma antagonica a BL (Bergonci et al., 2014a).
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Para entender qual componente da via de BR o peptideo RALF1 estaria competindo e
interferindo na via de sinalizacdo de BL, foram testadas diferentes proteinas da via (Dressano
et al., 2017). Ao testar mutantes de arabidopsis com perda de fun¢do da proteina BAK1, os
mutantes mostraram insensibilidade a aplicacdo exdgena de AtRALF1, ndo sendo sensiveis a
inibicdo do crescimento de raizes, mostrando assim que BAK1 estd envolvida na percepgao
do peptideo e é essencial para a inibicdo do crescimento da raiz primaria causada pelo
AtRALF1. Foi demonstrado também que ambas proteinas, BAK1 e AtRALF1, interagem
fisicamente, sendo que BAK1 foi necessdria para a indugdo dos genes responsivos ao

AtRALF1 (Dressano et al., 2017).

2.4.1 MSBP1 regula negativamente a via de Brassinosterdide

A MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1 (MSBP1) é uma proteina de 220
aminodcidos que atua como reguladora negativa do alongamento célular em Arabidopsis
thaliana, de forma semelhante ao descrito para o peptideo AtRALF1 (Yang et al., 2005,
Bergonci et al., 2014a). Enquanto as plantas transgénicas superexpressando MSBP1
apresentam fenétipo de hipocétilo curto e aumento da capacidade de ligacao de esterdides
em fracbes de membrana, as plantas silenciadas para o MSBP1 mostram fendtipos de
hipocétilo longo e reducdo na capacidade de MSBP1 ligar-se ao esterdide, indicando que
MSBP1 regula negativamente o crescimento do hipocétilo (Yang et al., 2005). Essa regulacdo
negativa do crescimento do hipocdtilo em plantas que superexpressam MSBP1 foi
correlacionado com o comprimento das células e também com a diminui¢cdo da expressao de
genes envolvidos no alongamento celular, tais como expansinas e extensinas (Yang et al.,
2005).

Em outro estudo com MSBP1, foi demonstrada a interagdo especifica com o dominio
extracelular de BAK1, regulando negativamente a sinalizacdo de BRs, aumentando a
endocitose de BAK1 (Song et al., 2009). Em mutantes com superexpressao de MSBP1, as
respostas de expansao e alongamento celular causadas por BL exdgeno sdo suprimidas, no
entanto, podem ser resgatadas com a superexpressao de BAKI1, sugerindo que MSBP1
suprime a sinalizacdo de BR através da interacdo com BAK1. A colocalizacdo subcelular

revelou que tanto MSBP1 como BAK1 estdo localizadas na membrana plasmatica e vesiculas
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endociticas, onde MSBP1 acelera a endocitose de BAK1, suprimindo assim a sinalizagdo de

BR (Song et al., 2009).

2.4.2 Sinalizagao do peptideo hormonal AtRALF1

O peptideo AtRALF1 liga-se ao receptor FERONIA desencadeando uma cascata de
fosforilacdo, inibindo a atividade da H*-ATPase AHA2, aumentando o pH do apoplasto,
reduzindo a expansao celular e o crescimento da raiz primaria. O mutante fer4 com perda de
funcdo para FERONIA é insensivel ao efeito inibitério do crescimento de raizes causado pelo
AtRALF1, mas somente quando este estd em baixas concentracdes, até 1 uM. Mutantes fer4
expostos a concentra¢des acima de 2 UM ja apresentam sensibilidade a AtRALF1 (Haruta et
al., 2014).

De acordo com o modelo proposto por Dressano et al., 2017 (Figura 3), na auséncia
de AtRALF1 (Figura 3A), o complexo BRI1-BL-BAK1 estd ativo na membrana plasmatica e
ocorre a cascata de sinalizagdo do hormoénio brassinosterdide e a célula se expande. Na
presenca do peptideo AtRALF1 (Figura 3B), o mesmo se liga ao complexo FER-LLG1 / LRE,
recruta a quinase citoplasmatica RIPK e inativa a bomba de prétons AHA2, aumentando o pH
apoplastico. A alcalinizacdo apoplastica dissocia o complexo BRI1-BL-BAK1, permitindo a
interacdo entre AtRALF1 e BAK1, interrompendo a sinalizacdo BL, ativando os genes

induzidos por AtRALF1, inibindo a expansao celular.
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Figura 3. Sinalizagdo do peptideo hormonal AtRALF1 (Dressano et al., 2017). A: Na auséncia do peptideo
AtRALF1, o complexo BRI1-BL-BAK1 estd ativo na membrana plasmatica levando a expansdo celular. O
apoplasto é acido como o bomba de prétons de membrana plasmatica AHA2 é funcional e FERONIA (FER) esta
na membrana celular complexada com GPI-AP1 tipo LRE (LLG1) / LORELEI (LRE). B: Na presenga do peptideo
AtRALF1, o mesmo se liga no complexo FER-LLG1 / LRE, recruta o receptor quinase citoplasmatico RIPK e
inativa o AHA2, aumentando o pH apoplastico. Essa alcalinizagdo apoplastica dissocia o complexo BRI1-BL-
BAK1, permitindo a ligacdo de AtRALF1 a BAK1, interrompendo a sinalizacdo BL, ativa genes induziveis por

AtRALF1 e, em ultima analise, inibe a expansdo celular. Ponto de interrogacdo (?): possivel interagdo entre FER
e BAK1.
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O peptideo AtRALF1 marcado com o radioisétopo 1’| e incubado com a membrana
plasmatica isolada do mutante fer4, apresentou uma reducao da marcacao 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 concentraces do peptideo e
o fato da marcagdo com !?°|-AtRALF1 apresentar somente 40% de reducdo, sugerem a
existéncia de mais de uma proteina receptora do peptideo AtRALF1. AtRALF1 marcado com
acridineo quimioluminescente demonstrou que o receptor BAK1 é responsavel por
aproximadamente 30% da ligacdo de AtRALF1 nas raizes intactas e 15% da ligacdo de
AtRALF1 nas fracGes microssomais (Dressano et al., 2017). A diferenca na reducdo da ligacdo
especifica encontrada entre os experimentos realizados com mudas intactas e com fragdes
microssomais sugerem a existéncia de um componente apopldstico que pode auxiliar na
ligacdo de AtRALF1 (Dressano et al., 2017).

Recentemente, foi identificada uma proteina semelhante a calmodulina
(CALMODULIN-LIKE PROTEIN 38, CML38), uma proteina apoplastica, que interage com o
peptideo AtRALF1, sendo essencial para o efeito de inibicdo de crescimento de raiz, mas sem
papel na alcalinizagdo (Campos et al., 2018). Além disso, de maneira controversa, foi
demonstrado em outro trabalho, que a proteina FERONIA é necessaria 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
peptideo AtRALF1 para esclarecer estas contradicdes.

Como MSBP1 age como uma reguladora negativa do alongamento celular e AtRALF1
possui a mesma func¢do, o objetivo do trabalho foi investigar, por meio de ferramentas
genéticas e bioquimicas, a existéncia da interacao entre as proteinas AtRALF1 e MSBP1, o
papel da proteina MSBP1 nas respostas ao peptideo AtRALF1 e integrar a proteina MSBP1 na
via de sinalizacdo do AtRALF1.
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3  MATERIAIS E METODOS
3.1 Clonagem e ensaio de duplo hibrido em leveduras Sacharomyces cerevisae

Os fragmentos de DNA codificadores do peptideo ativo AtRALF1 (At1g02900),
peptideo modificado AtRALF1 (9-49) (At1g02900), peptideo ativo AtRALF34 (At5g67070),
dos dominios extracelulares das proteinas BAK1(At4g33430) e BAK7(At2g13790) e as
proteinas CML38 (Atlg76650), CML39 (Atlg76640) e MSBP1(At5g52240) foram obtidos
através de reagdes padrdao de PCR utilizando iniciadores especificos contendo os sitios de
restricdo Ndel e BamHIl com exce¢do da proteina MSBP1 onde foram utilizados os sitios
EcoR1 e BamHI (ANEXO B). Apds a amplificacdo, 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 construgdes foram confirmadas por PCR e
sequenciamento.

As transformacgdes e crescimento da levedura S. cerevisae foram realizados conforme
descrito por Gietz e Woods (2002). Foi isolada uma col6nia 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 agar, pH 6,5) e inoculada no mesmo meio liquido 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 plL de dgua ultra-pura (milli-Q) autoclavada. Apds 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. Apds 60 min de incubacdo em banho-
maria a 42°C, a reagdo foi centrifugada por 1 min a 8000 rpm e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado de células de levedura foi ressuspendido em 50 uL de agua ultra-
pura e plagueado em meio TRAFO (6,5 mg/L nitrogénio base, 20 g/L glicose, 2 g/L Dropout,
20 g/L agar, pH 5,6) sem leucina e triptofano para selecio 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 interacdo, trés colonias foram coletadas de placas de meio TRAFO (6,5
mg/L nitrogénio base, 20 g/L glicose, 2 g/L Dropout, 20 g/L agar, 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 agar, pH 6,5) overnight a 30°C. Todas
as interacdes foram padronizadas a partir de uma absorbancia de Asss 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 nitrogénio liquido, 3 min em banho-maria a 37°C). Os precipitados foram
ressuspendidos em 20 pL de dgua ultra pura e transferidos para uma microplaca de 96
pocos. Foi adicionado em cada poco 100 plL de tampdo salino fosfato (PBS, pH 7,4), contendo
500 pg/MI de X-gal, 0.5% (w/v) agarose, e 0.05% (v/v) B-mercaptoetanol, posteriormente
foram incubadas em temperatura ambiente. A atividade enzimatica da X-Gal foi monitorada
a cada 30 min e o registro foi efetivado apds 3 h com pingos das mesmas em parafilme

(Mockli e Auerbach, 2004).

3.3 Material vegetal e condi¢Ges de crescimento

Sementes de Arabidopsis thaliana (Col-0) ou mutantes para perda e/ou ganho de
funcdo de MSBP1 (msbpl, SALK_035827), BAK1 (bakl-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 &agar, sem adicdo de sacarose. O cultivo das plantas foi
realizado em camaras de crescimento sob fotoperiodo controlado [16 h de luz, 150 HE m™. s

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

3.4 Obtencdo de transgénicos da proteina MSBP1

Foram obtidos transgénicos que superexpressam gene MSBP1 (355: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 especificos (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 construgao contendo a
proteina MSBP1 fusionada a GFP, o vetor de destino foi o pK7FWG2. As plantas transgénicas
foram geradas de acordo com o método da imersao das inflorescéncias em solugao
contendo Agrobacterium (Clough e Bent 1998). As analises de localizacdo das proteinas de
fusdo serdao avaliadas mediante visualizagdo de fluorescéncia, em microscépio confocal,

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

3.5 Extracdao de DNA gend6mico de arabidopsis

O reagente Plant DNAzol foi utilizado para extragdo e purificagdo de DNA gendmico
de plantas de arabidopsis, seguindo instrugdes do fabricante. Foram coletados 50 mg de
tecido vegetal e homogeneizado em 500 pL de DNAzol, seguida de centrifugacdo 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
adicdo de 250 pL de etanol 100%. Apds 2 min em temperatura ambiente, a solugdo foi
centrifugada por 5 min a 4°C, 13000 x g. O DNA foi lavado duas vezes com 250 pL de etanol
70% e centrifugado por 2 min a 4°C, 13000 x g cada lavagem e apds a secagem o pellet foi

eluido em 20 pL de agua ultra-pura.

3.6 Extracdao de RNA total de arabidopsis e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total de arabidopsis foi feita apds 9 ou 11 d da germinacdo, utilizando
o reagente TRIzol (Life Technologies). Cada repeticdo contou com 50-100 mg do tecido
vegetal que foi macerado com o auxilio de nitrogénio liquido e homogeneizado em 1 mL de
TRIzol. Apds 5 min de incubacdao em temperatura ambiente, foi adicionado 200 uL de
cloroférmio, agitando vigorosamente por 15 s. Apds 5 min de incubacdo 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 pL de isopropanol,
seguida de incubacdo em temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 11000 x g por 10 min a 4°C para precipitacdo do RNA. O sobrenadante foi
descartado e o RNA suspenso com 1mL de etanol 75%. Apds agitacdo, 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 eluido em 20 plL de 4gua ultra-pura. Para uma melhor qualidade do RNA extraido foi
utilizada uma DNAse por 30 min a 37°C e a reacdao do mesmo foi parada pela adicdo de EDTA
(50 mM) a 65°C por 10 min.

A sintese de cDNA foi realizada com o kit ImProm-IITM Reverse Transcriptase
(Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante. Resumidamente, o RNA total (1 ug)
mais 1 pL de OligodT (50 uM) foram incubados a 70°C por 5 min e, em seguida, cinco min no
gelo. Foi adicionada uma solug¢ao contendo tampao ImProm-Il 1X, 1,5 mM MgCl,, dNTPmix
(10 mM) e ImProm-Il Reverse Transcriptase (1 U). A reacdo foi incubada a 25°C por 5 min,
42°C por 60 min e 70°C por 15 min. O cDNA sintetizado (1,5 pL de cada) foi utilizado em

reagOes de PCR semiquantitativo e quantitativo.

3.7 Transformacao de Escherichia coli
3.7.1 Preparacdo 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
agar), e incubada por 16 h a 37°C. Col6nias isoladas foram selecionadas e pré-inoculadas em
50 mL de meio 2xYT liquido sem antibidticos por 16 h a 200 rpm, 37°C. Em seguida, o pré-
indculo foi adicionado em 500 mL de meio 2xYT liquido. Este indculo foi incubado a 37°C sob
agitacdo de 200 rpm até atingir a OD (ABSeoo) 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 dgua 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 dgua ultra-pura autoclavada e
gelada. Apds a centrifugacdo a 1600 x g por 10 min a 4°C, a ultima 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
aliquotas de 70 plL, as quais foram congeladas em nitrogénio liquido imediatamente e

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

Para a insercdo dos vetores em células de E. coli, o vetor de interesse foi adicionado a
70 uL de células competentes, sendo colocados em uma cubeta de eletroporagao (largura da
ranhura, 2 mm, BioRad) previamente resfriada. A eletroporacdo foi efetuada no
eletroporador Gene Pulse 1l (BioRad) usando resisténcia 200 Q, capacitancia 25 pF e
voltagem 2,5 kV. Em seguida, um mL de meio 2xYT foi adicionado a cubeta e a solugao foi
transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada por 1 h a 37°C, 200 rpm. Posteriormente, a
solucdo foi centrifugada a 4000 x g por 5 min, 800 uL do sobrenadante foram descartados e
as células foram ressuspensas nos 200 pL de meio restante. Por fim, os 200 uL da solucdo
bacteriana foram plaqueadas em meio 2xYT contendo agar (12 g/L) mais antibidticos

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

3.8 Extracdao de DNA plasmidial de E. coli

Colonias isoladas de E. coli foram dispostas para crescer em meio contendo 5 mL de
meio 2xYT liquido com os antibidticos apropriados (ANEXO A) por 16 h a 37°C, sob agitacdo
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 pL de tampdo TE (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM
EDTA), adicionando-se em seguida 200 pL de tampado TENS (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM
EDTA, 100 mM NaOH, 0,5% SDS). Apds agitagdo por inversdo, a solugdo foi incubada por 5
min em gelo. Posteriormente, foram adicionados 150 uL de acetato de potdssio 3 M (pH
5,2), agitando a solucdo por inversao 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 pL de RNAse (10
U/uL) a 37°C por 20 min. O DNA foi precipitado com a adi¢do de 1 mL de etanol 100% e a
sedimentacdo por centrifugacdo a 13000 x g por 30 min, 4°C. O plasmideo 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 plL de 4dgua ultra-pura autoclavada.
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3.9 Transformagao de Agrobacterium tumefaciens
3.9.1 Preparacdo 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 agar suplementado com os antibidticos gentamicina (50
ug/mL) e rifampicina (50 pg/mL). A placa foi incubada por 48 h a 28°C. Posteriormente, uma
coldnia isolada foi pré-inoculada em 50 mL de meio 2xYT liquido com os mesmos antibidticos
por 18 h a 180 rpm, 28°C. Em seguida, a cultura do pré-indculo foi adicionada em 500 mL de
meio 2xYT liquido contendo os antibidticos. Este indculo foi incubado a 37°C sob agitacdo de
200 rpm até atingir a OD (ABSeo0) 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 Eletroporacdo de A. tumefaciens
A eletroporacdo de células competentes de A. tumefaciens com os vetores de
interesse foi realizada conforme descrito para as células competentes de E. coli. No entanto,
apos a eletroporacgao, a solugdo com meio de cultura foi incubada por 2 h a 28°C, 180 rpm. A
solucdo foi centrifugada a 4000 x g por 5 min, e, apds o descarte de 800 uL do sobrenadante,
as células foram ressuspensas em 200 pL de meio restante. Os 200 uL foram plagueados em
meio 2xYT contendo 4gar (12 g/L) mais antibidticos gentamicina (50 pug/mL) e rifampicina (50

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

3.10 Extragcdo de DNA plasmidial de A. tumefaciens

Colonias isoladas de A. tumefaciens foram dispostas para crescer em 5 mL de meio
2xYT liquido com os antibidticos apropriados (ANEXO A) por 48 h a 28°C, sob agitacdo de 200
rpom. Posteriormente a esta etapa, o DNA plasmidial de agrobactéria foi extraido como

descrito para as células de E. coli anteriormente.
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3.11 Analise de expansao celular em mutantes MSBP1: Medic¢oes das células da
endoderme em raiz primaria de arabidopsis

As sementes do tipo selvagem (Wt), irmsbpl e msbp1, apds a esterilizagdo e quebra
de dorméncia, foram dispostas para germinar em meio MS 0,5X sem vitaminas e
sacarose, pH 5,6, sob luz constante (150 HUE m-2. s-1) a 24°C por 9 d. As raizes foram
coradas com 0,01% (w/v) Calcofluor White por 5 min no escuro e lavadas em agua,
posteriormente o comprimento das células da endoderme na zona de diferenciacao
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 Produgao e purificagdo de peptideos AtRALFs [1, 19, 23, 34 e 1 (9-49)]

As sequéncias codificadoras dos peptideos ativos das isoformas AtRALF1
(At1g02900), AtRALF1 (9-49) (At1g02900, com delecdo dos 8 aminodcidos iniciais), AtRALF19
(At2g33775), AtRALF23 (At3g16570) e AtRALF34 (At5g67070) foram amplificadas por PCR
convencional, usando primers especificos (ANEXO B). Os fragmentos amplificados
correspondentes aos peptideos 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 producdo dos peptideos recombinantes, col6nias contendo o vetor de
interesse foram crescidas em 5 mL de meio LB liquido (10 g/L triptona, 5 g/L extrato de
levedura e 10 g/L NaCl), contendo o antibiético especifico (ANEXO A) por 16 h a 37°C, sob
agitacao de 200 rpm. Em seguida, as culturas foram transferidas para 500 mL de meio LB
liquido sob as mesmas condicdes até atingir a densidade 6ptica (OD) de 0,6. Posteriormente,
foi adicionado 1 mM do indutor IPTG (Isopropil B-D-1- tiogalactopiranosidio) por 4 h a 37°C,
200 rpm. Apds 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 tampdo de extracdo (100 mM
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NaH2P0O4, 10 mM Tris-HCI, 8 M ureia, pH 8,0) sob agitagao por 60 min e lisadas sob pressao
de 1500 Psi em bomba de ruptura celular por pressdo de gds nitrogénio (Parr Instruments
Co), seguido de centrifugacdao por 40 min a 42C, 12000 rpm. Os sobrenadantes foram
aplicados em coluna de cromatografia de afinidade com resina de niquel (Ni-NTA, Qiagen)
previamente equilibrada com 10 volumes de tampao de ligagdo (100 mM NaH;P04,10 mM
Tris-HCI, 8 M, pH 8,0). As colunas foram lavadas com 5 volumes de tampao de lavagem (100
mM NaH;P04, 10 mM Tris-HCl, 8 M ureia, pH 6,3) e a proteina de interesse eluida com 3 mL
de tampao de elui¢do (100 mM NaH2P0O4, 10 mM Tris-HCI, 8 M ureia, pH 3,3). As proteinas
recombinantes purificadas foram dialisadas (4 d) contra 16 L de solucdo 0,1% de acido
formico, com troca de didlise didria (4x4 L, 49C, sob leve agitacdo). Apds a didlise, as
amostras foram liofilizadas e 10% do total de proteina ressuspendida em 0,1% de acido
formico e quantificada por HPLC com coluna de fase reversa C18 (8-mm 4,6 x 25 cm
Kromasil®) previamente equilibrada com 0,1% de acido férmico. A separacao e eluicdo foram
feitas utilizando um gradiente de 0 a 50% de acetonitrila/ 0,1% acido férmico por 30 min;

com fluxo na coluna de 1 mL/min.

3.13 Inibicdao de crescimento de raiz primaria com AtRALF1 em placa vertical

Os ensaios de inibicdo de crescimento de raizes de plantas de arabidopsis foram
descritos por Pearce et al. (2001). As sementes de arabidopsis foram esterilizadas
superficialmente com hipoclorito de sédio 50% por 10 min e em seguida lavadas quatro
vezes com agua milli-Q. Apds 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
adicdo de sais e vitaminas, pH 5,8, Murashige e Skoog, 1962) contendo 6 g/L de agar sem
adicdo de sacarose, por 2 d.

Posteriormente, as plantas foram dispostas em novas placas verticais com o mesmo
meio com a adicdo dos respectivos tratamentos: com ou sem a adicdo de 1, 2 e 5 uM de
AtRALF1. Os ensaios foram conduzidos em fotoperiodo de 16 h de luz (150 uE m=2.s1), 8 h de
escuro, a 24°C. O crescimento das raizes foi avaliados 7 d apds a transferéncia das plantas

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

3.14 Inibicdo de crescimento de raiz primaria com AtRALF1 (9-49), AtRALF19,
AtRALF23 e AtRALF34 em placa vertical

Os ensaios de inibicdo de crescimento de raizes de plantas de arabidopsis com os
peptideos AtRALF1 (9-49), AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34 foram realizados como descrito
no item anterior. Apds 2 d germinando em meio MS as plantas foram dispostas em novas
placas verticais com os respectivos tratamentos: com ou sem a adicdo de 1 e 2 uM de
AtRALF1 (9-49), AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34. Os ensaios foram conduzidos em
fotoperiodo de 16 h de luz (150 uE m2. s), 8 h de escuro, a 24°C. O crescimento das raizes
foi avaliados 7 d apds a transferéncia das plantas para os respectivos tratamentos. Na
analise dos dados quantitativos foi usada a metodologia descrita por Weigel e Glazebrook

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

3.15 Inibicdo de crescimento de raiz primaria com outros hormonios: Citocinina
(BAP), Auxina (NAA) e Brassinolide (BL) em placa vertical

Para os ensaios de inibicdo de crescimento de raizes de plantas de arabidopsis com
os hormonios: citocinina BAP (6-Benzilaminopurina), auxina NAA (acido naftil acético) e o
brassinosterdide BL (24 epi-brassinolide), as sementes foram dispostas para germinar por 2d
em meio MS e as plantas foram transferidas para novas placas verticais com os respectivos
tratamentos: com ou sem a adicdo de 0,1 uM de BAP; 0,1 uM 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
fotoperiodo de 16 h de luz (150 uE m2. s), 8 h de escuro, a 24°C. O crescimento das raizes
foi avaliado 7 d apds a transferéncia das plantas para os respectivos tratamentos. Na analise
dos dados quantitativos foi usada a metodologia descrita por Weigel e Glazebrook (2002) e o

programa Imagel (National Institutes of Health, USA).
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3.16 Analise 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) (APENDICE). 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 uM de AtRALF1 ou agua (controle) nas raizes. O
registro da mudanca de coloragado no gel foi realizado em até 30 min apds o tratamento das

raizes.

3.17 Anadlise de expressio 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 agar. As condicBes de
crescimento foram luz constante (150 uE m=2. s') a 24°C. Para anélises de PCR semi-
guantitativo, aproximadamente 25 plantas foram submetidas ao mesmo meio MS liquido e
tratadas por 1 h com 0, 1 e 2 uM de AtRALF1 em temperatura ambiente. Em seguida, as
raizes foram cortadas e colocadas em nitrogénio liquido e o RNA total foi isolado usando o
reagente Trizol (Life Technologies), seguindo recomendacdes do fabricante. O cDNA foi
sintetizado a partir de 1 ug de RNA usando o sistema ImProm-Il Reverse Transcription
(Promega). As reacdes de PCR (30 ciclos) usaram 1,5 pL de cDNA e iniciadores especificos

(ANEXO B).

3.18 Analise de expressao de genes induzidos por AtRALF1 por PCR quantitativo
(gRT-PCR)

As andlises de gRT-PCR foram realizadas usando cDNA diluido 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. Reagdes sem cDNA foram usadas como controle
negativo. Trés amostras bioldgicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada
tratamento. O ciclo limiar foi determinado automaticamente pelo aparelho e a equagao 2~
AACT (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nivel de expressdo de cada gene. O

valor arbitrario 1 foi atribuido aos tratamentos controle.

3.19 Analises estatisticas
A comparacdo das médias foi por meio do teste de Tukey, juntamente com andlise de
variancia (STEEL et al., 1996) ou pelo teste de Student T
(http://www.chem.uoa.gr/applets/AppletTtest/ Appl_Ttest2.html) com significancia 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-hibrido de levedura

Para investigar uma possivel interacdao entre as proteinas MSBP1 e AtRALF1, os
cDNAs que codificam as proteinas foram clonados nos vetores pGADT7 e/ou pGBKT7 e os
ensaios de duplo hibrido de levedura foram realizados. As leveduras transformadas com as
construgdes génicas foram colocadas para crescer em meio ndo seletivo (-L-W) e seletivo (-L-
W-H/ -L-W-H-A). As diluigdes das culturas de leveduras (1, 0,1 e 0,01) foram feitas a fim de
mostrar o quao forte sdo essas interagdes.

Em meio seletivo e em todas as diluicdes, MSBP1 interagiu com o peptideo AtRALF1
nas duas combinacgdes, 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
transformacdes com os vetores sem DNA codificando proteina (construcdo de vetor vazio),
AtRALF1 ou MSBP1 ndo cresceram em meio seletivo, indicativo de auséncia de interacao.
Para testar a especificidade da interacdo AtRALF1/MSBP1, foi utilizado outro cDNA
codificando o peptideo AtRALF34 (Figura 4). MSBP1 ndo interagiu com AtRALF34, sugerindo
que a interacdo com MSBP1 e AtRALF1 é especifica. Como controle positivo foi utilizado a
interacdo AtRALF1/BAK1 (Dressano et al., 2017).

No teste de transativacdo do gene repdrter LacZ, as duas combinacdes de isca e presa
com MSBP1 e AtRALF1 foram capazes de ativar o sistema, apresentando coloragdo azul no

ensaio com X-Gal, semelhante ao controle positivo.
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MSBP1I/AtRATF34
AfRATF34/MSBP1
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Vazio/ATRALF34
Vazio'vazio

AIRATF1/BAKL

Figura 4. Interagdo da proteina MSBP1 com o peptideo AtRALF1 no sistema de duplo hibrido de levedura.
MSBP1 e AtRALF1 foram fusionadas tanto com o dominio de ativagdo GAL4 (pGADT7) quanto com o dominio
de ligacdo 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 interagdes. Foram feitas diluicdes de OD: 1, 0,1 e 0,01. Controle positivo: BAK1-
pGBKT7/AtRALF1-pGADT7. X-Gal: ensaios utilizando a atividade da B-Galactosidase (sdo mostradas trés
repeticbes).

4.2 Interagao da proteina MSBP1 com as demais proteinas que interagem com
AtRALF1 no sistema de duplo-hibrido de levedura

Com a finalidade de investigar a formacdo de um possivel complexo de proteinas
interligadas pelo peptideo AtRALF1, foram avaliadas as interacGes entre as demais proteinas
ja descritas como interagentes e sua possivel interacdo com MSBP1. Foi realizado o teste do
duplo-hibrido de levedura com a proteina MSBP1 e o dominio extracelular de BAK1 como
descrito anteriormente. Em ambos os meios seletivos, MSBP1 interagiu com o dominio
extracelular de BAK1, assim como descrito por Song et al. (2009). Foi possivel observar que
em todas as diluicdes testadas houve uma interacdo forte entre as duas proteinas. Quando
usado em transformagdes com os vetores vazios, MSBP1 ou BAK1 ndo interagiram com os
vetores vazios. Para testar a especificidade da interacgdo MSBP1/BAK1, foi usado um

homolégo de BAK1, denominado BAK7, sendo que, neste caso, ndo houve interagao
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detectavel. Como controle positivo foi utilizado a interagdo AtRALF1/BAK1 (Figura 5A). Foi
possivel constatar a interacdo entre MSBP1 e BAK1 no ensaio da atividade da pB-
Galactosidase, onde essa interacdo apresentou coloragdo azul semelhante ao controle

positivo.

A
pGADT7/pGBKT7

-L-W-H-A X-GAL
1 01 001

MSBPI/BAK!I

BAK1/MSBP1

MSBP1/vazio

Vazio/ MSBP1

BAK1/vazio

Vazio/ BAK1
BAKTMSBP1
BAK 7/varzio
Vazio/vazio

AtRALFI/BAK1
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Figura 5. Interagdo da proteina MSBP1 com as proteinas: A: BAK1, B: CML38, C: intera¢do da proteina BAK1
com CML38 no sistema de duplo hibrido de levedura. MSBP1, BAK1 e CML38 foram fusionadas tanto com o
dominio de ativagdo GAL4 (pGADT7) quanto com o dominio de ligagdo 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 interacGes. Foram feitas
diluicdes de OD: 1, 0,1 e 0,01. Controle positivo: BAK1-pGBKT7/AtRALF1-pGADT7. X-Gal: ensaios utilizando a
atividade da B-Galactosidase (sdo mostradas trés repeticées).
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O ensaio do duplo hibrido de levedura também demonstrou interagao entre a
proteina MSBP1 e CML38, ao passo que nenhuma interacdo foi constatada quando se
utilizou CML39, proteina homdloga a CML38 (Figura 5B, Vanderbeld e Snedden, 2007). Ja a
interagao entre a proteina BAK1 e CML38 nao foi observada, o mesmo acontecendo com
BAK1 e a CML39 (Figura 5C).

Estas interagdes foram comprovadas também nos ensaios com o gene repdrter Lac-Z,
onde as leveduras apresentaram uma coloragao azul, semelhante ao controle positivo.

Com base nos dados obtidos no sistema de duplo hibrido de levedura podemos
inferir que MSBP1 interage com AtRALF1, BAK1 e CML38, enquanto que BAK1 interage com
AtRALF1, mas ndo interage com CML38. J4 o peptideo AtRALF1 interage com todas as
proteinas, podendo entdo ser uma molécula chave dessas interacées, sugerindo a possivel

formacao de um complexo mediador da resposta ao peptideo.

4.3 Produgdo heterdloga do peptideo AtRALF1

Para testar a sensibilidade dos mutantes com perda de funcdo da proteina MSBP1
foram aplicadas, exogenamente, diferentes concentracdes do peptideo AtRALF1. Para
realizacdo deste teste foi produzido o peptideo AtRALF1 de forma heterdloga e quantificado
por HPLC, (Figura 6A). Apds a coleta desses dados foi gerado a regressao linear entre a area

integrada do pico e a concentragdao AtRALF1 correspondente (Figura 6B).
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Figura 6. Quantificacdo por HPLC do AtRALF1 recombinante. A: Perfis do HPLC do peptideo AtRALF1
recombinante. O peptideo recombinante foi extraido de E. coli, purificado por afinidade com uma resina Ni?*,
dialisado em 0,1% de &acido férmico, purificado em HPLC, liofilizado, ressuspenso (0,1% de acido férmico) e
injetado novamente em uma coluna C18 de HPLC de fase reversa (8 mm 4,6 x 25 cm Kromasil®), equilibrada
com acido férmico (0,1%) previamente. Foram carregadas concentragdes crescentes (25, 50, 100, 200, 400 e
800 pg) na coluna e eluido usando um gradiente de acetonitrilo (0 a 50% em 30 min). B: Regressdo linear entre
a area integrada do pico e a concentracdo AtRALF1 correspondente. A equacdo linear e o coeficiente R? s3o
mostrados (Dressano et al., 2017).
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4.4 Obtengao e caracterizagcao de mutantes por silenciamento e superexpressao de
MSBP1
Para testar a sensibilidade dos mutantes com perda de fun¢ao da proteina MSBP1 foi
selecionado o mutante msbpl (SALK_035827, insercdo T-DNA, Figura 7E) e foram criados
transgénicos que silenciam o gene MSBP1. Foram obtidas 4 linhagens: irmsbp1L14.4, L16.16,
L16.3 e L10.18, onde foi possivel observar a expressao reduzida do gene MSBP1 (Figura 7D),
enquanto o GAPDH nao foi alterado. Foi observado que todos os mutantes irmsbpl e o
mutante msbpl apresentaram um crescimento radicular maior que as plantas controle
(Figura 7A). Como controles positivos do experimento foram utilizados os mutantes bak1-1 e
ferd (Dressano et al., 2017 e Haruta et al., 2014).
Foi possivel 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 primaria 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. Andlise de mutantes obtidos por silenciamento do gene MSBP1. A e B: Crescimento de raiz primaria
dos mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18) e Wt, msbp1, bak1-1 e ferd. As sementes foram dispostas
para germinar em meio MS (0,5 X) por 9 d. C: Imagens representativas das plantas apds 30 d em cadmara de
crescimento Wt, irmsbpl L14.4, L16.16, L16.3, L10.18 e msbpl. D: Analise de expressdo génica de MSBP1 e
GAPDH em plantas Wt e mutantes msbpl por PCR semi-quantitativo. E: andlise da inser¢do de T-DNA no
mutante msbpl por PCR semi-quantitativo. Os dados representam a média do crescimento da raiz primaria de
100 plantas. ***, ** * diferenca significativa pelo test t, P < 0,001, 0,01 e 0,05 respectivamente. Ns, ndo
significativo. Escala: 1cm.



52

Para caracterizagdo de plantas superexpressando MSBP1 foram obtidas quatro
linhagens 35S5:MSBP1: L6.1, L6.2, L10.1, L20.1, onde a expressio do gene MSBP1 é
aumentada nesses mutantes em relagdao ao Wt (Figura 8D). Foi possivel observar que todas
as linhagens de superexpressdao apresentaram um fendtipo de crescimento radicular
reduzido em relagdo as plantas do controle (Figura 8A e B). Essa redugao em plantas com 9
d foide 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. Andlise de mutantes superexpressando o gene MSBP1. A e B: Crescimento de raiz primaria dos
mutantes 355: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 apds 35 d em camara de crescimento Wt, e plantas de
355:MSBP1. D: andlise de expressdo génica de MSBP1 e GAPDH em plantas Wt e mutantes de superexpressao
de MSBP1 (L6.1, L6.2, L10.1, L20.1) por PCR semi-quantitativo. Os dados representam a média do crescimento
da raiz primaria de 100 plantas. **, * diferenca significativa pelo test t, P < 0,01 e 0,05 respectivamente. Ns,
nao significativo. Escala: 1cm.
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4.5 Crescimento celular em mutantes irmsbpl e msbp1

Em uma analise in silico foi possivel observar que AtRALF1 e MSBP1 se encontram na

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

MSBP1 AfRALF1
At5g52240 Atlg02900

Figura 9. Representacdo in silico do padrdo de expressdo génica de AtRALF1 e MSBP1. Disponibilizados no
programa eplant da plataforma BAR (http://bar.utoronto.ca/eplant_legacy/). A coloragdo varia de cinza (baixa
expressdo) a vermelho (alta expressio).

Mutantes silenciados para o gene AtRALF1 (irAtRALF1) apresentam células
endodérmicas maiores em comprimento em relacdo ao controle (Wt) (Bergonci et al., 2014).
Devido a possivel interacao 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
diferenciacdo 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 relacdo ao tipo selvagem (Figura 10).
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Figura 10. Medidas de células endodérmicas de mutantes irmsbpl e msbpl. Os mutantes irmsbpl (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 agua. As células da endoderme da zona de diferencia¢do da raiz
foram mensuradas. Valores representam as médias = desvio padrdo de aproximadamente 150 células. ***,
diferenca significativa pelo test t, P < 0,001.

4.6 Efeito do AtRALF1 na inibigao do crescimento da raiz primaria de mutantes
irmsbp1, msbp1 e 355:MSBP1

Apds constatarmos uma relagdo da reducdao ou aumento da expressdao do gene
MSBP1 com o tamanho da planta, resultados similares ao encontrado em mutantes e plantas
superexpressando o gene AtRALF1, surgiu a hipétese de que MSBP1 poderia ser requerida
para que AtRALF1 pudesse agir e exercer sua funcdo. Para testar essa hipdtese, os mutantes
irmsbpl, msbpl, ferd, bak1l-1 e Wt foram tratados com 0, 2 e 5 uM do peptideo AtRALF1 e
avaliadas o crescimento da raiz primaria apds 7 d de tratamento.

Todos os mutantes apresentaram insensibilidade ao peptideo AtRALF1 na
concentragdo de 2 pM. Plantas controle (Wt) apresentaram uma redugdo de 48% no
tamanho das raizes primarias. No entanto, na concentracdo de 5 pM os mutantes
demonstraram sensibilidade e foram inibidos, exceto os mutantes irmsbp1L10.18 e bak1-1
(Figura 11A e B). Essa inibicdo observada em alta concentracdo foi inferior ao encontrado

para o tipo selvagem; para os mutantes irmsbpl 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 inibicdo com alta dose do

peptideo também foi observada no mutante fer4 (44%).
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Figura 11. Crescimento de raiz primdria em plantas selvagens (Wt) e mutantes irmsbpl (L14.4, L16.16, L16.3,
L10.18), msbp1, bakl-1 e fer4 tratadas com 0, 2 e 5 uM do peptideo 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
concentragGes do AtRALF1. As plantas foram avaliadas e fotografadas 7 d apds serem transferidas para os
tratamentos. Os dados representam a média do crescimento da raiz primdria de 20 plantas e 10 plantas no
caso de fer4. *** ** * diferenca significativa pelo test t, P < 0,001, 0,01 e 0,05 respectivamente. Ns, ndo
significativo. Escala: 1cm.
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Ao avaliar as respostas dos mutantes de superexpressao 355:MSBP1 (L6.1, L6.2,
L10.1, L20.1) foi possivel observar uma redugdo severa no crescimento das plantas com
aplicacdo exdgena do peptideo (Figura 12A e B), sugerindo uma hipersensibilidade destas
plantas ao peptideo AtRALF1. A inibicdo do crescimento da raiz primaria observada nos
mutantes 355:MSBP1 foi acima de 80% ja na concentragdo menor de AtRALF1. Redugdo
semelhante em plantas controle (Wt) sé é observada em altas concentracdes. Com base
nesses resultados é possivel afirmar que MSBP1 é requerida pelo peptideo AtRALF1 em

baixas concentracdes para seu efeito de inibicdo de crescimento radicular.
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Figura 12. Crescimento de raiz primaria de plantas selvagens (Wt) e mutantes 355:MSBP1 (L6.1, L6.2, L10.1,
L20.1) tratadas com 0, 2 e 5 uM do peptideo 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 adicdo dos tratamentos. As plantas foram
avaliadas e fotografadas 7 d apds serem transferidas para o tratamento. Os dados representam a média do
crescimento da raiz primaria de 20 plantas. ***, diferenca significativa pelo test t, P < 0.001. Ns, ndo
significativo. Escala: 1cm.
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Para avaliar a especificidade da resposta ao peptideo AtRALF1 no ensaio de
crescimento das raizes primdrias do mutante msbpl, foram aplicados, exogenamente,
outros peptideos RALFs [AtRALF19, AtRALF23, AtRALF34 e o peptideo AtRALF1 inativo
AtRALF1(9-49)].

O peptideo AtRALF1(9-49) possui uma dele¢ao de 8 aminoacidos no N-terminal e nao
é capaz de inibir a raiz primdria tdo pouco de causar a alcalinizacdo do meio extracelular
(Pearce et al., 2010). J4 o AtRALF34 possui a estrutura primaria mais diferenciada dentre os
nove AtRALFs com alta identidade de estrutura primdria ao peptideo RALF isolado de tabaco
originalmente. O AtRALF34 inibe o crescimento de raiz primdria e alcaliniza o meio
extracelular de suspensdes celulares de forma similar ao AtRALF1 (Morato do Canto et al.,
2014). Os AtRALF19 e AtRALF23 sdo os Unicos AtRALFs entre os 9 que s3o expressos
ubiquamente (Morato do Canto et al., 2014). A isoforma AtRALF23 foi selecionada por
apresentar a maior inibicdo de crescimento radicular com 10 uM (Morato do Canto et al.,
2014).

Como os mutantes irmsbp1 foram sensiveis ao AtRALF1 na concentracdo mais altas (5
UM, Figura 11), os demais peptideos foram testados nas concentracdes 1 e 2 uM. Constatou-
se que os peptideos AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34 inibiram, significativamente, o
crescimento radicular dos mutantes com 2 uM, enquanto que o peptideo inativo AtRALF1(9-
49) ndo promoveu a inibigdo da raiz primaria (Figura 13). Essa inibi¢cdo foi de no minimo 28%
(bak1-1 e Wt) e no maximo de 61% (L14.4) com a aplicacdo do peptideo AtRALF19, de no
minimo 27% (msbp1) e no maximo 67% (L16.3) com AtRALF23 e de no minimo 16% (Wt) e
no maximo 55% (msbp1 e L14.4) com AtRALF34.
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Figura 13. Ensaio de inibigcdo de raiz primaria de mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), Wt, msbp1,
bak1-1 e fer4 com os peptideos AtRALF1(9-49), AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34 (1 e 2 uM). As sementes
foram dispostas para germinar por 2 d em meio MS (0,5X) e transferidas para o mesmo meio com adi¢do dos
tratamentos. As plantas foram avaliadas apds 7 d de crescimento nos tratamentos. Os valores representam as
médias * desvio padrdo de 10 a 20 plantas. ***, ** * diferenca significativa pelo test t, P < 0,001, 0,01 e 0,05
respectivamente. Ns, ndo significativo. Escala: 1cm.
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4.7 Crescimento da raiz primaria dos mutantes irmsbpl e msbpl com outros
hormonios: auxina, citocinina e brassinosterdide
A citocinina 6-Benzilaminopurina (BAP) e a auxina acido naftil acético (NAA) inibem o
crescimento de raizes primdrias de arabidopsis (Mulkey et al., 1982; Cary et al., 1995). A fim
de avaliar a resposta dos mutantes irmsbpl e msbpl as demais classes de hormonios
capazes de inibir o crescimento das raizes primarias, auxinas e citocininas, as plantas foram
crescidas em placas verticais na presenga de 0,1 uM de BAP e 0,1 uM de NAA ou em H;0
(controle). Tanto BAP quanto NAA inibiram, significativamente, o crescimento de raizes
primdrias de mutantes irmsbpl e msbpl (Figura 14A e B), demonstrando assim que estes
mutantes podem ser inibidos por outros hormdnios. Essa inibicdo nas raizes causadas por
0,1 uM de NAA foram de no minimo 58% (bak1-1) e no maximo 72% (L14.4, L16.16 e msbp1)
e para 0,1 uM de BAP foram de no minimo 59% (bak1-1) e no maximo 79% (L14.4).
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Figura 14. Ensaio de crescimento da raiz primaria de plantas selvagens (Wt) e mutantes irmsbp1, msbp1, bak1-
1 e fer4 em meio contendo 0,1 UM de auxina NAA (acido naftil acético), 0,1 uM de citocinina BAP (6-
Benzilaminopurina) ou H20 (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 H;0. As plantas foram
avaliadas e fotografadas apds 7 d. Dados representam a média do comprimento da raiz primaria de 50 plantas.
*** significativamente diferentes entre o tratamento em relagdo 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 msbpl e irmsbpl quando
expostos ao hormoénio brassinoterdide, foram aplicadas diferentes concentracdes do
hormoénio BL em plantas selvagens (Wt) e mutantes e o crescimento das raizes foi
comparado. Plantas selvagens exibiram o comportamento esperado, ou seja, em baixas
concentragoes (0,01, 0,10 e 1,00 nM) BL estimula o crescimento das raizes, enquanto que
em altas concentracdes (10,00 e 100,00 nM) inibe (Figura 15). No entanto, os mutantes
irmsbpl e msbpl mostraram-se sensiveis ao efeito estimulatério, mas insensiveis ao
inibitério, respondendo somente com um aumento do crescimento da raiz em baixas

concentragoes.
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Figura 15. Efeito do brassinolide (BL) no crescimento da raiz primaria de plantas selvagens (Wt), mutantes
irmsbpl e msbpl: Plantas foram crescidas em placas verticais (2 d) em meio MS 0,5X, posteriormente,
transferidas para o mesmo meio de cultura contendo diferentes concentragdes de BL (0,00, 0,01, 0,10, 1,00,
10,00, e 100,00 nM). As plantas foram avaliadas e fotografadas apés 7 d. Dados representam a média do
comprimento da raiz primaria de 50 plantas. A, diferenca entre cada tratamento e o controle (0 nM de BL);
significativamente diferentes entre o tratamento em relagdo ao controle em cada dia, pelo teste Tukey, P <
0,05. Escala: 1cm.

4.8 Envolvimento de MSBP1 com a alcalinizagao do meio extracelular
Desde a descoberta do peptideo AtRALF1 foi demonstrado que o mesmo alcaliniza o
meio extracelular de células em suspensao (Pearce et al., 2001). Usando-se um gel indicador
de pH (Silva et al., 2018), é possivel verificar que raizes de plantas de arabidopsis tratadas
com o peptideo AtRALF1 também alteram o pH da rizosfera através da mudanga da

coloragao do meio de crescimento das raizes (Figura 16).
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Raizes de plantas mutantes irmsbpl e msbpl tratadas com AtRALF1 alteraram a
coloracdo do meio, de amarelo para roxo, indicando aumento de pH. O mesmo foi
observado no mutante com perda de fung¢dao bakl1-1 (Figura 16). J4 o mutante fer4, que nao
apresenta a resposta de alcalinizacdo do meio extracelular, ndo apresentou mudanca de
coloragdo no meio com indicador de pH. Os resultados sugerem que MSBP1 ndo esta
envolvida com as atividades de alcalinizacdo do meio extracelular, embora deva-se salientar
que os mutantes aqui testados sejam “knock-down” e que, dada a sensibilidade do método,
é possivel que o nivel de expressao residual nestes mutantes seja responsavel pela resposta

positiva nos ensaios.

Wt irmsbpl L14.4 irmsbpl L16.16 irmsbpl L16.3

H,O 10uM H,O 10pM H,O 10pM HO 10pM

irmsbpl L10.18 msbpl bakl.1 ferd

H,0 10uM H,0  10pM H,0  10pM H,0 10pM

Figura 16. Avaliacdo das respostas dos mutantes irmsbpl, msbpl, bakl-1 e fer4 ao ensaio de alcalinizacdo
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 uM de AtRALF1. As imagens foram capturadas 30 min
apods o tratamento. Escala: 1cm.
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4.9 Avaliagdao dos genes responsivos a AtRALF1 em mutantes irmsbpl1 e msbp1
Os genes que codificam PROLINE-RICH PROTEIN (PRP3), PHOTOMORPHISM AND
DWARFISM (CPD) e DWARF4 (DWF4) sao induzidos pelo peptideo AtRALF1 (Bergonci et al.,
2014). Dressano et al, (2017) mostraram que BAK1 é essencial para a inducdo dos genes
responsivos ao AtRALF1. A andlise por PCR semi-quantitativo revelou que nos mutantes
msbpl, irmsbpl e bak1-1, os genes PRP3, CPD e DWF4 nao sao induzidos apds o tratamento
com o peptideo nas concentragdes de 1 e 2 uM (Figura 17). O mutante fer4 mostrou um
aumento da expressao destes genes com a aplicacdo do peptideo, enquanto que o gene de
referéncia GAPDH ndo mostrou alteracdo em nenhuma das concentracdes.
Com base nos dados do PCR semi-quantitativo, MSBP1 é necessdrio para que os
genes CPD, PRP3 e DWF4 sejam induzidos apds o tratamento com AtRALF1 (Figura 17),

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

Wt irmshpl L14.4 irmshpd L1616 irmshpl] L16.3 prmsbpl L1018 mshpl

CFD o o ———————— - ——
PRPI v D WD - o——— o——— - — - ——
por: [ — — — = = - —— e —— —
GAPDE —— = - — ——— ——— ———
0 1 2 i} 1 2 0 1 2 4] 1 2 a 1 2

bakl.] fard
CPD | | = ——
e
DTS o o ] ]
carpH [

1] 1 2 0

0 1 2 um AtRALF]

1 2 pm AfRALF]

Figura 17. Andlise de expressdo génica por PCR semi-quantitativo de genes induzidos por AtRALF1 em mutantes
irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), msbp1, bakl-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 &gar. As
condi¢bes de crescimento foram luz constante (150 uE m™2. s') a 24°C. Posteriormente, as plantas foram
tratadas por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 uM). O PCR semi-quantitativo foi realizado usando o RNA total de 25
raizes de plantas para cada tratamento e as rea¢des foram de 30 ciclos. CPD (At5g05690), PRP3 (At3g62680),
DWF4, (At3g50660), utilizando GAPDH (At1g13440) como controle. Este experimento é representativo de
triplicatas bioldgicas com resultados similares.

Reagdes de PCR em tempo real foram utilizadas com a finalidade de quantificar as
diferencas observadas na analise prévia por PCR-semi-quantitativo. Na analise quantitativa,

a expressao dos genes CPD, PRP3 e DWF4 mostrou a indugdo causada pelo peptideo em
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plantas selvagens (Wt) ja esperada e semelhante a previamente publicada (Figura 18, 19 e
20, Bergonci et al., 2014; Dressano et al., 2017). A inducdo do gene CPD em plantas
selvagens apds o tratamento com 1 e 2 uM de AtRALF1 foi de, aproximadamente, 4 e 5
vezes o nivel encontrado em plantas ndo tratadas, respectivamente. A analise de expressao
do gene CPD nos mutantes irmsbpllL14.4, L16,16, L16.3, L10,18 e msbpl confirmou os
resultados da analise semi-quantitativa, ndao apresentando indugao com 1 uM e com 2 uM
(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 concentragdes

de 1 e 2 uM, respectivamente.
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Figura 18. Andlise de expressdo génica por qRT-PCR do gene PHOTOMORPHISM AND DWARFISM (CPD)
induzido por AtRALF1 (0, 1 e 2 uM) 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 4gar. As condi¢des de crescimento foram luz constante (150 pE m=.
s1) a 24°C. Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 uM). As andlises de gRT-PCR foram
realizadas usando cDNA diluido 10 vezes de plantas tratada e ndo tratadas com o peptideo, 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, Atlgl13440) foi usado como controle.
Reacbes sem cDNA foram usadas como controle negativo. Trés amostras bioldgicas com 3 replicatas técnicas
foram analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equagdo 272 (Livak e Schmittgen, 2001)
foi usada para calcular o nivel de expressdo de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio
padrdo. Este experimento é representativo de 2 repeticdes com resultados similares. ***, ** *
significativamente diferentes entre o tratamento em relagdo a concentragao zero do peptideo dentro de cada
gendtipo pelo test t, P <0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, ndo significativo.



69

Nas plantas selvagens a induc¢do génica de PRP3 foi de aproximadamente 2 e 4 vezes
o nivel encontrado em plantas nao tratadas nos tratamentos com 1 e 2 uM de AtRALF1,
respectivamente, em relagdo a plantas selvagens nao tratadas (Figura 19). Os mutantes
irmsbp1L14.4, 116,16, L16.3, L10,18 e msbpl ndo mostraram indu¢cdo com 1 e com 2 uM
houve uma pequena reduc¢do na expressao (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 nao tratado.
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Figura 19. Andlise de expressdo génica por qRT-PCR do gene PROLINE-RICH PROTEIN (PRP3) induzido por
AtRALF1 (0, 1 e 2 uM) em mutantes irmsbpl (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 &gar. As condicbes de crescimento foram luz constante (150 pE m?2. s?) a 24°C.
Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 uM). As analises de qRT-PCR foram realizadas
usando cDNA diluido 10 vezes de plantas tratada e ndo tratadas com o peptideo, 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. Reagdes
sem cDNA foram usadas como controle negativo. Trés amostras biolégicas com 3 replicatas técnicas foram
analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equac¢do 2722 (Livak e Schmittgen, 2001) foi
usada para calcular o nivel de expressdo de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrao.
Este experimento é representativo de 2 repeticoes com resultados similares. ***, ** * significativamente
diferentes entre o tratamento em relagdo a concentracgdo zero do peptideo dentro de cada gendtipo, pelo test
t, P<0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, ndo significativo.

Resultados de indu¢do também foram constatados em plantas selvagens para o gene
DWF4 em resposta aos tratamentos com 1 e 2 uM de AtRALF1, de aproximadamente, 2 e 3
vezes o nivel encontrado em plantas ndo tratadas nos respectivamente (Figura 20). Os
mutantes irmsbp1L14.4, 116,16, L16.3, L10,18, msbp1, bak1-1 e fer4 ndo mostraram inducdo
com 1 e 2 uM de AtRALF1, no entanto o mutante irmsbp1L10.18 mostrou uma reducdo na

expressao com 2 uM de AtRALF1.
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Figura 20. Analise de expressdo génica por qRT-PCR do gene DWARF4 (DWF4) induzido por AtRALF1 (0, 1 e 2
UM) em mutantes irmsbpl (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), msbp1, bakl-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 &gar. As condi¢bes de crescimento foram luz constante (150 uE m™2. s?) a 24°C. Posteriormente, foram
tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 uM). As andlises de qRT-PCR foram realizadas usando cDNA diluido 10
vezes de plantas tratada e ndo tratadas com o peptideo, 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. Reagdes sem cDNA foram usadas
como controle negativo. Trés amostras bioldgicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada
tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equagdo 27227 (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nivel
de expressdo de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrdo. Este experimento é
representativo de 2 repeticdes com resultados similares. ***, ** * significativamente diferentes entre o
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tratamento em relagdo a concentragdo zero do peptideo dentro de cada gendtipo, pelo test t, P < 0,001, 0,1 e
0,5 respectivamente. Ns, ndo significativo.

Para verificar se os niveis de expressdao dos genes responsivos ao RALF1 diferiram nas
diferentes concentra¢des dos mutantes em relagdo ao tipo selvagem (Wt) foram feitas as
analises separadas de cada concentracdo do peptideo aplicado. O nivel de expressdao do
gene CPD variou entre os mutantes, onde os mutantes irmsbpllL14.4 e L10.18 foi,
aproximadamente 0,7 e 0,8 vezes, respectivamente, e para os mutantes irmsbp1L16,16,
L16.3, e msbpl foi de 0,5 vezes menor que o nivel de expressdao encontrado em plantas
selvagens nao tratadas (Figura 21A). Mutantes bak1-1 e fer4 ndao mostraram diferenca no
nivel de inducdo do gene CPD em relacdo as plantas selvagens.

Com a aplicacdo exégena de 1 e 2 uM de AtRALF1 os mutantes irmsbpl L14.4, 116,16,
L16.3, L10,18, msbpl e bakl-1 apresentaram um nivel de expressdo préximo a zero em
comparag¢ao com as plantas selvagens (Figura 21B e C). O mutante fer4 ndo mostrou
diferenca estatistica no nivel de expressdo do CPD em relacdo as plantas selvagens em

nenhumas das concentra¢des de AtRALF1 testadas.
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Figura 21. Andlise de expressdo génica por qRT-PCR do gene PHOTOMORPHISM AND DWARFISM (CPD) em
mutantes irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18, msbp1, bak1-1 e ferd). A: 0; B: 1 e C: 2 um 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 dgar. As condicdes de crescimento foram luz constante (150 HE m™2.
s1) a 24°C. Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 uM). As andlises de gRT-PCR foram
realizadas usando cDNA diluido 10 vezes de plantas tratada e ndo tratadas com o peptideo, 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, At1gl13440) foi usado como controle.
Reagdes sem cDNA foram usadas como controle negativo. Trés amostras bioldgicas com 3 replicatas técnicas
foram analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equagdo 27227 (Livak e Schmittgen, 2001)
foi usada para calcular o nivel de expressdo de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio
padrdo. Este experimento é representativo de 2 repeticdes com resultados similares. *** ** *
significativamente diferentes entre o tratamento em relagdo ao controle (Wt), pelo test t, P < 0,001, 0,1 e 0,5
respectivamente. Ns, ndo significativo.

Enquanto o nivel de expressao do gene PRP3 essas variagdes 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 relagdo ao nivel de
expressao das plantas selvagens de plantas ndo tratadas (Figura 22A), enquanto no mutante
fer4d ndo mostrou diferenca no nivel de inducdo do gene PRP3 em relagcdo as plantas
selvagens.

Com a aplicacdo exdégena de 1 uM de AtRALF1 os mutantes L14.4, L16,16, L16.3,
L10,18, msbpl e bakl-1 apresentaram um padrdo no nivel de expressdo similar ao
tratamento sem aplicacdo de AtRALF1, onde nos mutantes irmsbp1L14,4, L10.18, msbpl e

bak1-1 essa reducdo foi de 0,8 vezes menor e 0,7 vezes menor nos mutantes irmsbp1L16.16
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e L16.3 em comparagdao com as plantas selvagens (Figura 22B e C). Na aplicagdo de 2 uM de
AtRALF1 o nivel de expressao foi proximo a zero em comparacdo com as plantas selvagens.
O mutante fer4 nao mostrou diferenca estatistica no nivel de expressao génica do gene PRP3

em relacdo as plantas selvagens em nenhumas das concentracdes de AtRALF1.
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Figura 22. Andlise de expressdo génica por qRT-PCR do gene PROLINE-RICH PROTEIN (PRP3) em mutantes
irmsbp1 (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18, msbp1, bakl-1 e fer4). A: O; B: 1 e C: 2 um 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 &gar. As condi¢cdes de crescimento foram luz constante (150 pE m?2. s?) a 24°C.
Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 uM). As analises de qRT-PCR foram realizadas
usando cDNA diluido 10 vezes de plantas tratada e ndo tratadas com o peptideo, 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, Atlgl13440) foi usado como controle. Reagdes
sem cDNA foram usadas como controle negativo. Trés amostras bioldgicas com 3 replicatas técnicas foram
analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equac¢do 2722CT (Livak e Schmittgen, 2001) foi
usada para calcular o nivel de expressdo de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrao.
Este experimento é representativo de 2 repeticoes com resultados similares. ***, ** * significativamente
diferentes entre o tratamento em relacdo ao controle (Wt), pelo test t, P < 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente.
Ns, ndo significativo.
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O nivel de expressdao do gene DWF4 nos mutantes irmsbpl L14.4, L16,16, L16.3,
L10,18, msbpl, bakl-1 e ferd foi de aproximadamente 0,7 vezes menor que o nivel de
expressao das plantas selvagens de plantas ndo tratadas (Figura 23A), e nos tratamentos
com a aplicacdo exdgena de 1 e 2 uM de AtRALF1 todos os mutantes apresentaram um nivel
de expressdo préximo a zero em comparagao com as plantas selvagens (Figura 23B e C).

Ao avaliarmos o nivel de expressdo génica dos mutantes em comparagdo com as
plantas selvagens (Wt), foi possivel observar que desde o tratamento com O de AtRALF1 os
mutantes irmsbpl L14.4, L16,16, L16.3, L10,18 e msbpl apresentaram expressao reduzida
dos genes CPD, PRP3 e DWF4 (Figura 21, 22 e 23). Com base nas analises de PCR semi-
quantitativo e quantitativo foi possivel observar que os genes MSBP1 e BAK1 sdo necessarios

para que os genes CPD, PRP3 e DWF4 sejam induzidos apds o tratamento com AtRALF1.
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Figura 23. Analise de expressdo génica por qRT-PCR do gene DWARF4 (DWF4) em mutantes irmsbpl (L14.4,
L16.16, L16.3, L10.18, msbp1, bakl-1 e ferd). A: 0; B: 1 e C: 2 um 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 agar. As condi¢cdes de crescimento foram luz constante (150 puE m™2. s*) a 24°C. Posteriormente, foram
tratados por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 uM). As analises de qRT-PCR foram realizadas usando cDNA diluido 10
vezes de plantas tratada e n3o tratadas com o peptideo, 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. Reagdes sem cDNA foram usadas
como controle negativo. Trés amostras bioldgicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada
tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equacdo 2722CT (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nivel
de expressdo de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrdo. Este experimento é
representativo de 2 repeticdes com resultados similares. ***, ** * significativamente diferentes entre o
tratamento em relagdo ao controle (Wt), pelo test t, P <0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, ndo significativo.
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4.10 Avaliacao dos genes responsivos a AtRALF1 em mutantes 355:MSBP1

Ao investigarmos o nivel de expressdo por PCR semi-quantitativo do gene MSBP1 nos
mutantes de superexpressdao de MSBP1, foi possivel constatar que a expressao foi maior nas
linhagens de superexpressdo em relacdo ao tipo selvagem (Figura 24). Os genes induzidos
por AtRALF1 também apresentavam um nivel de expressdo maior do que as plantas

selvagens (Figura 24).
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Figura 24. Andlise de expressdo génica por PCR semi-quantitativo de genes induzidos por AtRALF1 em mutantes
35S:MSBP1. Plantas selvagens e mutantes 355:MSBP1 foram tratadas por 1 h com AtRALF1 (0, 1 e 2 uM). O PCR semi-
quantitativo foi realizado usando o RNA total de 25 raizes de plantas para cada tratamento e as reagdes foram de 30 ciclos.
A expressdo génica 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 bioldgicas com resultados similares.

A anadlise quantitativa da expressdao do gene MSBP1 confirmou o resultado do semi-
guantitativo, onde os mutantes irmsbp1L6.1, L6.2, L10.1, L20.1 mostraram a inducdo do
gene em aproximadamente 2, 2, 4 e 6 vezes o nivel de expressdao encontrado no tipo
selvagem respectivamente (Figura 25).

A expressdao do gene CPD foi de aproximadamente 3, 2, 3 e 4 vezes maior nos
mutantes 35S5:MSBP1 (L6.1, L6.2, L10.1, L20.1, respectivamente) do que em plantas do tipo
selvagem. Para o gene PRP3 foide 3, 2,10 e 11 vezes e para o gene DWF4 foide 3,1,5,4e6
vezes mais expressos do que em plantas selvagens. No entanto, para o gene DWF4, a

linhagem L6.2 ndo apresentou diferenca estatistica das plantas selvagens (Figura 25).
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Figura 25. Anadlise de expressdo génica por gqRT-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 aplicagdo 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 agar. As condi¢es de crescimento foram luz constante (150 uE m™2. s!) a 24°C. As andlises de qRT-PCR
foram realizadas usando cDNA diluido 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, Atlgl3440) foi usado como controle. Reagdes sem cDNA foram usadas como
controle negativo. Trés amostras biolégicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada tratamento. O
ciclo limiar foi de 1,5 e a equagdo 27227 (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nivel de express3o
de cada gene. gRT-PCR foi realizado usando o RNA total de raizes de plantas nao tratadas ou tratadas com o
peptideo. Valores representam as médias mais o desvio padrao. ***, ** * diferencas significativas pelo test t, P
< 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, ndo significativo. Este experimento é representativo de 2 repeticdes
com resultados similares.

O nivel de expressao génica de MSBP1 nos mutantes de silenciamento de
irmsbp1(L14.4, L16,16, L16.3, L10,18 e msbpl) foram menores que em plantas selvagens
(Wt). O mutante bakl-1 também apresentou um nivel de expressao inferior ao Wt,
enguanto no mutante fer4 nao houve diferenga no nivel de expressdao em relagdo ao tipo

selvagem (Figura 26).
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Figura 26. Andlise de expressdo génica por qRT-PCR do gene MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1
(MSBP1) em mutantes irmsbpl (L14.4, L16.16, L16.3, L10.18), msbpl, bakl-1 e ferd. 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 4gar. As condicdes de crescimento foram luz constante (150 HE m™. s%) a 24°C. As andlises de gRT-
PCR foram realizadas usando cDNA diluido 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. Reagdes sem cDNA foram usadas
como controle negativo. Trés amostras bioldgicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada
tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a equacdo 27227 (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nivel
de expressdo de cada gene. Valores representam as médias mais o desvio padrdo. ***, ** * diferencas
significativas pelo test t, P < 0,001, 0,1 e 0,5 respectivamente. Ns, ndo significativo. Este experimento é
representativo de 2 repeti¢des com resultados similares.

A avaliacdo do nivel de expressdao génica de MSBP1 por PCR semi-quantitativo,
mostrou que AtRALF1 induz a expressdao de MSBP1 em plantas selvagens e mutantes fer4
nas duas concentra¢des testadas (Figura 27). J4 no mutante bakl-1 nao foi observado

inducdo do gene MSBP1.
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Figura 27. Andlise de expressdo génica por PCR semi-quantitativo do gene MEMBRANE STEROID BINDING
PROTEIN-1 (MSBP1) em Wt, bakl-1 e ferd4. 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 &gar. As condi¢cdes de
crescimento foram luz constante (150 HE m™2. s1) a 24°C. Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1
(0, 1 e 2 uM). O PCR semi-quantitativo foi realizado usando o RNA total de 25 raizes de plantas para cada
tratamento e as reagdes foram de 30 ciclos. A expressdo génica de GAPDH, GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE (Atlg13440), foi usada como controle. Este experimento é representativo de triplicatas
bioldgicas com resultados similares.

Ao realizarmos a analise quantitativa, foi confirmado os dados do semi-quantitativo,
onde o nivel de expressdao de MSBP1 foi de 4,5 e 5 vezes maiores no Wt tratados com 1 e 2
UM respectivamente (Figura 28). Em fer4 esse aumento no nivel de expressdo foi de,
aproximadamente, 1,5 e 4 vezes em relacdo ao mutante ndo tratado. Em bakl1-1 nao foi
observado inducdo.

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

também é necessario para a inducao do gene MSBP1.
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Figura 28. Analise de expressdo génica 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 agar. As condi¢des de
crescimento foram luz constante (150 pE m™. s) a 24°C. Posteriormente, foram tratados por 1 h com AtRALF1
(0, 1 e 2 uM). As andlises de gRT-PCR foram realizadas usando cDNA diluido 10 vezes de plantas tratada e ndo
tratadas com o peptideo, 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. ReagGes sem cDNA foram usadas como controle negativo. Trés amostras
bioldgicas com 3 replicatas técnicas foram analisadas para cada tratamento. O ciclo limiar foi de 1,5 e a
equacido 2724¢T (Livak e Schmittgen, 2001) foi usada para calcular o nivel de expressdo de cada gene. Valores
representam as médias mais o desvio padrdo. ***, ** * diferencas significativas pelo test t, P <0,001, 0,1 e 0,5
respectivamente. Ns, ndo significativo. Este experimento é representativo de 2 repeticGes com resultados
similares.
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5 DISCUSSAO

A proteina MSBP1, do inglés MEMBRANE STEROID BINDING PROTEIN-1, foi caracterizada
como uma proteina que interage com BAK1 e participa, desta forma, na regulagdo negativa
da expansdo celular e da sinalizacdo de BRs em A. thaliana (Song et al., 2009). O peptideo
AtRALF1 inibe a expansao celular, atuando de forma antagdnica aos brassinosteréides (BRs)
(Bergonci et al., 2014). Com mecanismo distinto, mas com mesmo efeito, a proteina MSBP1
foi descrita como inibidora da expansdao celular devido ao aumento da endocitose da
proteina 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 proteina MSBP1 na via de sinalizagcdo do AtRALF1.

Ao testarmos a interacdo fisica das proteinas por meio do duplo hibrido de levedura
constatamos que a proteina MSBP1 interage com o peptideo AtRALF1 (Figura 4) e com os
dominios extracelulares de BAK1 e CML38 (Figura 5A e B). Essas interacdes também foram
confirmadas no teste de transativacdao do gene repdrter LacZ. Ainda foi possivel comprovar
gue MSBP1 ndo interagiu com homologos dessas proteinas interagentes (AtRALF34, CML39
e BAK7), mostrando especificidade dessas interacdes. Nos estudos de Song et al. (2009), os
autores comprovaram a interacdo de MSBP1 com BAK1 por meio do sistema de duplo
hibrido, mostrando que esta interacdo se da pelo dominio extracelular da proteina e ndo
pelo dominio quinase intracelular.

Também foi constatado que o dominio extracelular de BAK1 e CML38 interagem com
AtRALF1 tanto no sistema de duplo hibrido 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 peptideo AtRALF1 teria um papel de ligante chave dessas
interacdes, sugerindo um possivel complexo dessas proteinas (BAK1, MSBP1 e CML38).

Pouco se sabe sobre os receptores dos peptideos RALFs, alguns receptores ja foram
identificados, sendo esses, membros da familia Catharanthus roseus RECEPTOR-LIKE KINASE
1-LIKE (CrRLK1L) como o receptor FERONIA (FER) para o peptideo 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 marca¢do de AtRALF1 com o radioisétopo ?°I e incubacdo com a membrana
plasmatica isolada do mutante fer4, apresentou uma reducdo da marcacao das membranas
em torno de 40% (Haruta et al., 2014). Enquanto o peptideo AtRALF1 marcado com
acridineo quimioluminescente demonstraram que o receptor BAK1 é responsdvel por
aproximadamente 30% da ligagdo de AtRALF1 nas raizes intactas e 15% da ligacao de
AtRALF1 nas fragdes microssomais (Dressano et al., 2017). Os dados de marcagdo com o
peptideo AtRALF1 com FER e BAK1 foram responsaveis por 70% na reducdo da ligacdo
especifica do peptideo, sugerindo a existéncia de outra ou mais proteinas que possam atuar
no reconhecimento do peptideo (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 superexpressao
apresentaram raiz e parte aéreas menores em relagdo as plantas selvagens (Figura 8). Ja
havia sido constatado em outro estudo, que plantas transgénicas superexpressando MSBP1
apresentaram hipocétilo curto e aumentaram a capacidade de ligacdo a esterdides em
fracdes de membrana, ja plantas transgénicas antisenso para MSBP1 mostraram hipocotilos
longos e capacidade reduzida de ligacdo a esterdides, indicando que a MSBPI1 regula,
negativamente, o alongamento do hipocétilo (Yang et al.,, 2005). Os autores ainda
mostraram que as células do hipocétilo dos mutantes de silenciamento eram maiores que as
células do tipo selvagem e que a superexpressao gerou células menores. Neste estudo
também foi observado esse comportamento em células endodérmicas das raizes, onde os
mutantes de silenciamento apresentaram um aumento na expansdao acima de 38% em
relacdo ao tipo selvagem (Figura 10).

Plantas que superexpressam AtRALF1 também apresentam fendtipo semi-ands e
reducdo 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 peptideo AtRALF1 (Bergonci et al., 2014),
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sugerindo assim que MSBP1, a exemplo de AtRALF1, age de forma antaglnica a via do
hormonio BL, inibindo a expansao celular da endoderme.

Com a aplicagdo exdgena de diferentes concentracdes do peptideo AtRALF1 nos
mutantes com perda de funcdo na proteina MSBP1 foi possivel observar que, em baixas
concentragdes de peptideo exdgeno, MSBP1 é essencial para a atividade de inibicao
radicular causada pelo peptideo (Figura 11). Ao passo que em concentracdo maior essa
insensibilidade nao foi observada, fato esse que pode ser decorrente de uma pequena
producdo da proteina que estaria respondendo a uma superdose do peptideo aplicada
exdgenamente, visto que o mutante apresenta MSBP1 silenciado. Ja em mutantes nocaute
para o gene BAKI1, houve insensibilidade mesmo em altas concentragdes de AtRALF1
aplicadas exogenamente (Dressano et al., 2017).

Essa insensibilidade parcial dos mutantes nao foi observada com a aplicagao de outros
RALFs, ou seja, AtRALF19, AtRALF23 e AtRALF34, que foram capazes de causar inibicdo de
raiz primdria de mutantes de silenciamento de MSBP1 e mutante msbpl (Figura 13). Além
disso, os mutantes mostraram sensibilidade apds tratamento com os hormoénios auxina e
citocinina (Figura 14), mostrando assim que a insensibilidade parcial dos mutantes com
perda de funcdo na proteina MSBP1 é uma resposta especifica ao peptideo AtRALF1.
Dressano et al., 2017 também constataram a especificidade dos mutantes bakl ao peptideo
AtRALF1 quando aplicaram exogenamente os hormoénios auxina e citocinina.

Nos mutantes de superexpressdao de MSBP1 foi possivel ver um efeito contrario, em que
a aplicacdao de diferentes concentra¢des de AtRALF1 intensificou a inibicdo do crescimento
da raiz, indicando assim que MSBP1 é um regulador positivo da via de sinalizacdo do
peptideo AtRALF1 (Figura 12).

Ao aplicar diferentes concentra¢des do hormoénio BL em mutantes de silenciamento,
em baixas concentracdes BL estimulou o crescimento das raizes, enquanto que em altas
concentragdes os mutantes apresentaram insensibilidade ao efeito inibitério de BL,
respondendo com um aumento do crescimento da raiz em baixas concentracdes (Figura 15).

Os resultados de expressao dos genes responsivos ao AtRALF1 confirmam esse efeito
positivo da proteina MSBP1 na via de AtRALF1, em que os genes PRP3, CPD e DWF4 nao

foram induzidos em mutantes msbpl apds tratamento com o peptideo, indicando que na
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auséncia desta proteina, AtRALF1 ndo é percebido (Figura 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23).
Resultados similares foram encontrados em mutantes com perda de fungdo na proteina
BAK1 (Dressano et al., 2017). O mutante fer4 mostrou um aumento da expressdao destes
genes com a aplicacdo do peptideo. Estes dados indicam funcdes diferentes de BAK1 e FER4
para inibicdo da expansdo celular, sugerindo a existéncia de vias de resposta ao peptideo
AtRALF1. O possivel complexo formado por BAK1, CML38 e MSBP1 tem uma resposta
parecida na indugao destes genes na regulagao negativa da expansao celular. Enquanto FER4
estd mais implicado com o fluxo de ions, alcalinizagdo e em ultima instancia a inibicdo da
expansao celular.

Esses dados corroboram com Dressano et al., 2017, onde os autores também sugeriram
a existéncia de vias em resposta ao peptideo, pois constataram que a alcalinizacdo e a
mobilizacdo de Ca?* induzida por AtRALF1 s3o independentes do gene BAK1. Vias distintas
envolvidos na sinalizacdo BR também foram sugeridos com base na resposta de Ca®* e
expressao génica (Zhao; Qi; Berkowitz, 2013).

Outro estudo mostrou que MSBP1 regula, negativamente, fatores relacionados com a
elongacdo celular como o gene AtEXP1, resultando em um fendtipo de células menores
(Yang et al., 2005), enquanto AtRALF1 regula, negativamente, a expressao 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 inducdo por
AtRALF1 também foi observada para BAKI (Dressano et al., 2017). E comum ligantes
induzirem seus receptores (Jeong et al., 2010; Yamaguchi et al., 2010). Embora MSBP1 nao
se caracterize como receptor, ao verificarmos se ha indu¢dao de MSBP1 em mutantes bak1-1,
curiosamente, observamos que BAK1 é essencial para que haja inducdao do gene MSBP1, o
gue sugere a formacao do complexo BAK1-AtRALF1-MSBP1.

A aplicacdo de diferentes hormoénios como auxina, brassinosterdide, giberelina,
citocinina, acido absiscico em plantas de arabidopsis ndo resultou na inducdo de MSBP1
(Yang et al., 2005).

Ao verificarmos como os mutantes com perda de funcdo de MSBP1 respondem ao

peptideo em ensaio de alcalinizacdo de raiz, foi possivel observar que MSBP1 ndo é
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necessdria para a atividade de alcalinizagdo causada por AtRALF1 (Figura 16), resultado
similar ao obtido previamente com mutantes bakl (Dressano et al., 2017). Os resultados
sugerem que tanto MSBP1 como BAK1 estao envolvidos com respostas de inibi¢ao de raiz,
mas que ndo estdo envolvidos com as atividades de alcalinizacdo do meio extracelular. Tal
similaridade de fungdes, além do fato de BAK1, MSBP1 e AtRALF1 interagirem em ensaio de
duplo-hibrido, podem indicar uma possivel formacdo de complexo entre estas proteinas.

Ainda foi mostrado que BAK1 também n3o é necessdrio para mobilizacdo de Ca?*
(Dressano et al., 2017), no entanto, o receptor FERONIA é necessario tanto para a atividade
de alcalinizacdo como para a de mobilizacdo de Ca?* 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 divisdes celulares do periciclo durante a inicia¢ao
da formacdo de raizes laterais em arabidopsis (Murph et al., 2016; Gonneau et al., 2018) e 0
receptor THESEUS1 em conjunto com FERONIA inibem o crescimento de raizes, ativam a
alcalinizac3o e a mobilizacdo de Ca?* 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 critico na resisténcia aos estresses abidticos. Por
outro lado, o receptor FERONIA em conjunto com THESEUS1 e HERCULES1 estdo envolvidos
na elongacdo celular (Guo et al., 2009).

A interagao do peptideo AtRALF1 com o receptor FERONIA inibe o crescimento em
determinadas condi¢Oes e a formacdo do complexo aqui proposto (MSBP1, BAK1, CML38 e
AtRALF1) seria outra via de sinalizacdo, visto que nenhuma das proteinas do possivel
complexo estd relacionada com a alcalinizagdo. No entanto, futuros estudos devem ser
realizados para analisar se MSBP1 é necesséaria para a atividade de mobilizacio de Ca?* e se o
receptor FERONIA estaria associado com a formacdo desse complexo de proteinas.

Os resultados permitem elaborar um modelo ou hipétese de acdo do peptideo AtRALF1
gue integraria a proteina MSBP1 (Figura 29). Os horménios BR ligam-se ao receptor de
membrana BRI1, levando a autofosforilagdo do dominio quinase e sua ativacdao (Wang et al.,

2001). Muitos receptores quinases com repeticdes ricas em leucina (LRR-RKs) necessitam de
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coreceptores da familia SERK para a ligagdo do ligante (Hohmann et al., 2018), no entanto,
BR consegue se ligar ao receptor BRI1 mesmo sem a proteina coreceptora.

Na auséncia de AtRALF1 e em pH apoplastico acido, o complexo BL/BRI1 recruta o co-
receptor BAK1 formando um novo complexo onde ocorre fosforilagdo cruzada entre BRI1 e
BAK1, causando as respostas ja conhecidas ao brassinosterdide brassinolide-BL (Sun et al.,
2013).

Na presenca de AtRALF1, o peptideo liga-se ao receptor FERONIA causando ndo somente
a sua fosforilagdo, mas também a de outras proteinas como a AHA2 (Haruta et al., 2014). A
AHA2, uma vez fosforilada, é inibida, levando a uma alcalinizacdo do apoplasto que por sua
vez leva a dissociagdo do complexo BRI1-BL-BAK1 (Sun et al., 2013). Apds a dissociagcao deste
complexo BRI1-BL-BAK1, a proteina BAK1 estaria livre para se ligar ao peptideo AtRALF1.
Simultaneamente e de forma independente, AtRALF1 liga-se a MSBP1, que agora poderia
formar um novo complexo com BAK1. A formacdo deste novo complexo levaria a inibicao
das respostas a BL e culminaria na inibicdo da expansao celular e consequente inibicdo de
crescimento de raiz primaria. Song e colaboradores propdem que MSBP1 funcionaria como
regulador negativo da expansao celular através do aumento da endocitose de BAK1 (Song et
al 2009), interessante salientar que no modelo proposto, ndo ha um mecanismo claro de
dissociacdo do complexo BAK1/BRI1. No presente modelo, é proposto o mecanismo de
dissociacdo, ligacdo de AtRALF1 a FERONIA, e o papel do AtRALF1 poderia ser de uma
molécula cola, auxiliando na formacdo do complexo.

Futuros estudos devem ser realizados para analisar se realmente ha a formag¢ao 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 agdo do AtRALF1. Na auséncia de AtRALF1, brassinolide (BL) liga-se a BRI1,
ativando-o e iniciando a resposta parcial ao BL por autofosforilagdo. BRI1 ativado recruta BAK1 formando o
complexo BRI1/BL/BAK1. Este complexo é dependente do pH acido do apoplasto e fosforilagdes cruzadas entre
BRI1 e BAK1 ativam totalmente a resposta ao BL. Quando presente, AtRALF1 liga-se a FERONIA (FER), mobiliza
ions calcio e inativa a H*-ATPase AHA2, elevando o pH do apoplasto, desfazendo o complexo BRI1/BL/BAK1.
AtRALF1 entdo liga-se a MSBP1 e forma um novo complexo com BAK1l. A formagdo deste complexo
AtRALF1/CML38/MSBP1/BAK1 induz a endocitose de BAK1 e desencadearia outras respostas intracelulares que
levariam a inibicdo da expansdo celular e supressao das respostas ao BL. Outros elementos da via de sinalizagdo
em resposta a BL foram omitidos para fins de clareza.
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6 CONCLUSOES

A proteina MSBP1 interage, fisicamente, de forma especifica com o peptideo AtRALF1 e é
essencial para as atividades biolégicas de inibicdo de crescimento radicular em arabidopsis.
A proteina MSBP1 também interage com o dominio extracelular da proteina BAK1 e CML38,
ambas proteinas fazem parte da via de sinalizagdo do peptideo AtRALF1. AtRALF1 parece ser
um ligante chave dessas interacdes, sugerindo a formacdo de um complexo com estas
proteinas.

Os resultados que sustentam essas conclusdes:

Interagao especifica de AtRALF1 com MSBP1, BAK1 e CML38 (duplo hibrido em células de
levedura);

Mutantes silenciados para MSBP1 apresentam raizes maiores que o tipo selvagem e
mutantes de superexpressdao para MSBP1 apresentam raizes menores (ensaio de
crescimento de raizes);

Células da endoderme de mutantes silenciados para MSBP1 sdo maiores que o tipo
selvagem;

Insensibilidade parcial e especifica de mutantes msbpl a diferentes concentra¢des de
AtRALF1;

Insensibilidade parcial de mutantes msbp1 a diferentes concentracdes do hormonio BL;

MSBP1 é essencial para a indugao de genes responsivos ao AtRALF1;

AtRALF1 induz a expressdo do gene MSBP1 e para que isso aconteca BAK1 é essencial.
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[Abstract] The Rapid Alkalinization Factor (RALF) is a plant hormone peptide that inhibits proton
transport causing alkalinization of the extracellular media. To detect the alkalinization response elicited
by RALF peptides in root cells, Arabidopsis seedlings are carefully transferred to a gel containing the
pH-sensitive indicator bromocresol purple, treated with the peptide and photographed after 30 min.
Herein the protocol is optimized for evaluation of exogenous treatment, described in detail and expected
results are presented.

Keywords: pH indicator, Alkalinization, RALF, Bromocresol purple

[Background] Proton transport is induced by a myriad of signhals and is used by plants to coordinate
growth, defense and development. Some plant hormone peptides can affect proton transport, causing
a strong alkalinization of the extracellular medium (Felix and Boller, 1995; Pearce et al., 2001a). The 5
kDa peptide hormone Rapid Alkalinization Factor (RALF), after being secreted, binds to its receptor
FERONIA, and causes the phosphorylation of the plasma membrane H*-Adenosine triphosphatase 2,
inhibiting proton transport and alkalinizing the extracellular media (Pearce et al., 2001b; Haruta ef al.,
2014).

Growth media containing the pH indicator bromocresol purple is an effective method to visualize
alkalinization or acidification in the media around the roots. This method has been used previously to
show that NaRALF is required for regulating root hair extracellular pH (Wu et al., 2007), and that roots
of plants overexpressing AtRALF23 have reduced capacity to acidify the rhizosphere (Srivastava et al.,
2009). Growth medium with the pH indicator bromocresol purple was also used by Masachis et al. (2016)
to demonstrate that RALF homologs produced by fungal pathogens induced alkalinization of media
around the roots of tomato plants.

We have optimized the pH indicator bromocresol purple protocol and using the improved protocol we
were able to visualize the alkalinization effect around Arabidopsis roots after AtRALF1 treatment in wild
type and mutant seedlings (Dressano et al., 2017). Here we demonstrate how this assay can provide
qualitative information on the extracellular pH that surrounds Arabidopsis roots.
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Materials and Reagents

A. Biological material
1. Arabidopsis thaliana seeds and seedlings (Ecotype Columbia, Col-0)
2. In-house produced 6xHis AtRALF1 recombinant peptide

B. Chemicals and materials for seed sterilization and growth
1. Square Petri dish with Grid 100 mm W x 15 mm H, sterile (Electron Microscopy Sciences,
catalog number: 70691)
Clear plastic wrap
Graduated cylinder 1,000, 100 and 10 ml (Uniglas)
1,000 pl filter tips (NEST Scientific, catalog number: NPT1000-B-B)
200 l filter tips (NEST Scientific, catalog number: NPT0200-B-Y)
10 pl filter tips (NEST Scientific, catalog number: 301001)
Gellan Gum Powder (Culture Gel TM Type |- BioTech Grade) (PhytoTechnology Laboratories,
catalog number: G434)
8. Murashige & Skoog Basal Salt Mixture (PhytoTechnology Laboratories, catalog number: M524)
9. Sterile distilled water
10. Sodium hypochlorite solution
11. Sodium hypochlorite (NaClO) solution 50% (v/v) (see Recipes)

N o oA WDN

C. Chemicals and materials for gel containing the pH-sensitive indicator bromocresol purple
1. Graduated cylinder 100 ml (Uniglas)
2. Petri dish 150 x 20 mm sterile
3. Bromocresol purple free acid reagent Grade (C2H1sBr.0sS, AMRESCO, catalog number: 0531-
25G)
Calcium sulfate dihydrate (CaSO4-2H,0, Merck, catalog number: 102161)
Potassium hydroxide (KOH)
Hydrochloric acid (HCI)
Agarose RA (Biotechnology Grade, AMRESCO, catalog humber: N605-500G)
Sterile distilled water

® N o 0 s

Equipment

Weighing balance (RADWAG Wagi Elektroniczne, model: AS 220/C/2)
Magnetic stirrer (Fisher Scientific)

pH meter (Thermo Orion, PerpHecT LongR meter, model: 350)
Pipettes (Nichipet EX, P1000, P200, P10)

Beaker 1,000 ml (PHOX, Boro 3.3)

O A~ N =
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6. Beaker 250 ml (APRX, Boro 3.3)

7. Autoclave (Sercon, model: HS 1-0101)

8. Laminar flow hood (Pachane, model: PA 440)

9. Growth chamber/Controlled environment room

10. Erlenmeyer (PIREX)

11. Microwave (BRASTEMP, catalog number: BMJ38ARANA)
12. Tweezers

13. Digital camera (Cyber-shot, Sony, model: DSC-H300)

Procedure

A. Seed sterilization and germination

To analyze the root media alkalinization, seedlings were grown on plates containing half-strength

MS medium (see Recipes) for 9 days.

1. Surface sterilize A. thaliana seeds in Eppendorf tubes using 1 ml sodium hypochlorite solution
50% (v/v) for 10 min followed by 5 washes using 1 ml sterile Milli-Q water each. Seeds are
washed with the aid of a micropipette (1,000 pl) (Figures 1A).

2. Stratify the sterilized seeds for 72 h at 4 °C in water and then drop in a line using a micropipette
(10 pl) on a square plate dish containing half-strength MS medium (Figures 1B-1D).

3. Seal the plates containing the seeds with clear plastic wrap.

4. Incubate the plates vertically in a controlled environmental growth chamber at 22 +2 °C, 16 h
light (150 pmol m2 sec™') and 8 h dark for 9 days (Figure 1E).

Figure 1. Seed sterilization and seedling growth. A. A. thaliana seeds during the surface
sterilization procedure with sodium hypochlorite solution 50% (v/v); B. Pipette tip (which has

Copyright © 2018 The Authors; exclusive licensee Bio-protocol LLC. 3
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been cut and then autoclaved) containing stratified seeds; C. Stratified seeds being disposed in
half-strength MS medium; D. Seeds aligned on a square Petri dish containing half-strength MS
medium; F. Arabidopsis seedlings (9 days old) grown in the growth chamber.

B. Gel containing the pH-sensitive indicator bromocresol purple
1. Prepare gel containing the pH-sensitive indicator bromocresol purple
a. Add 0.006% (w/v) of bromocresol purple free acid reagent grade (60 g L™'); 1 mM of CaSO4
(172 g L) in sterile distilled water. Adjust pH to 5.7 using KOH or HCI. Pour the solution
into an Erlenmeyer.
b. Add agarose (15 g L) into the Erlenmeyer and heat in the microwave until completely

dissolved.
2. Pour the melted gel into Petri dishes (150 x 20 mm), 50 ml per dish (approx. 0.4 cm thick), with
the aid of a graduated cylinder (100 ml). The agarose gel is allowed to cool until solidified.
(Figure 2).

Figure 2. pH-Sensitive indicator bromocresol purple in gel. A. Bromocresol purple; B.
Calcium sulfate (CaSOa); C. Agarose; D. Bromocresol purple solution in sterile distilled water
pH 5.7; E. The solution is heated in a microwave until agarose is completely dissolved; F. Gel

Copyright © 2018 The Authors; exclusive licensee Bio-protocol LLC. 4
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containing bromocresol purple completely dissolved and ready to be poured. G. Gel being
poured in a Petri dish. H. Plate containing the solidified gel and ready to receive the seedlings
(top view). |. Lateral view of the plate shown in H. Gel should be about 0.4 cm thick and a dark
yellow color is expected to allow detection of pH differences.

3. Gently transfer groups of seedlings (6-8) at once onto each Petri dish containing the pH indicator
bromocresol purple (pH 5.7) with tweezers (Figures 3A-3B; see Video 1).

Video 1. Seedlings being transferred to Petri dish containing the pH indicator
bromocresol purple

4. Once placed in the gel pH-sensitive indicator bromocresol purple, only the roots of the seedling
are treated with 10 pl AtRALF1 (10 uM solution) or water (10 pl as a control) (see Video 2).

M M ¢ —e o

Video 2. Roots of Arabidopsis seedlings treated with AtRALF1 solution

5. Capture images with a digital camera (Sony, Cyber-shot) 30 min after treatment.

Copyright © 2018 The Authors; exclusive licensee Bio-protocol LLC. 5
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Data analysis

1. The data produced is qualitative, highly reproducible but seedlings have to be manipulated
carefully. Wounds that may be unintentionally inflicted by handling itself are a signal that causes
proton fluxes and may cause alkalinization.

2. After 30 min, AtRALF1-treated seedlings show a purple color around the roots while water-
treated control seedlings develop no color (Figures 3C-3D).

3. Photographic record: the best results that we have obtained are using a white background and
a source of white light from behind the plate. Good photographic records are the result of good
equipment, photographer skills and light setup. Reducing the distance between the plate and
the white background increases the detection of the color change in the gel. An example of this

effect is shown in Figure 3F.

Figure 3. Evaluation of root pH change on a gel containing bromocresol purple. A.
Arabidopsis seedlings being selected to be transferred onto a gel containing the pH indicator.

Copyright © 2018 The Authors; exclusive licensee Bio-protocol LLC. 6
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Notes

3.

B. Seedlings being placed on top of the gel. C. Pair of 6-8 seedlings before AtRALF1 or water
treatment. D. The same pair shown in C, 30 min after treatment. E. Pair of 6-8 seedlings before
AtRALF1 or water treatment. F. The same pair shown in E, 30 min after treatment. Image was
taken after reducing the distance between the plate and the white background. Scale bars = 1
cm.

In-house produced 6xHis AtRALF 1 recombinant peptide was obtained as described by do Canto
et al. (2014).
In our experience, the most critical points for reproducibility are: the thickness of the gel (0.4 cm)
that facilitates imaging; the time of incubation with the peptide (30 min); maintaining intact (roots
should not be touched/injured with forceps or in any way during handling); and a small volume
of peptide solution for root treatment (10 pl).
Recombinant AtRALF1 (7,631 g/mol) is dissolved in distilled water (7.631 ug/100 pl). The final
concentration of the solution is 10 pM.

Recipes

1

Half-strength MS medium

Note: Weigh all the chemicals used in weighing balance (+ 0.00017). Adjust the pH of MS medium

using a magnetic stirrer and a pH meter.

a. Add 2215 g L' MS salts without sucrose and vitamins (PhytoTechnology Laboratories),
10.0 g sucrose to 800 ml ddH:O, adjust pH to 5.7 using KOH

b. Add Gellan Gum Powder (6 g L', PhytoTechnology Laboratories) and add up to 1 L with
dH:0
Autoclave for 15 min at 121 °C
After autoclaving, pour the half-strength MS medium in square Petri dishes, 30 ml per plate,
with the aid of a graduated cylinder (100 ml)in a laminar flow hood

Gel containing bromocresol purple (pH 5.7)

0.006% (w/v) bromocresol purple (free acid reagent grade) (60 g L)

1 mM of CaSO4 (172 g L")

Sterile distilled water

Agarose (15g L")

Sodium hypochlorite (NaClO) solution 50% (vAv)

50 ml of sodium hypochlorite solution

50 ml of sterile distilled water

Copyright © 2018 The Authors; exclusive licensee Bio-protocol LLC. 7
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ANEXOS

ANEXO A - Lista dos vetores usados e seus respectivos antibiéticos para selecdo em E. coli.

Nome do vetor usado Antibidtico para seleg¢ao - concentragao utilizada
pET28b Canamicina - 50 pug/mL
pGADT7 Ampicilina - 100 pg/mL
pGBKT7 Canamicina - 50 pg/mL
PENTR D-TOPO Canamicina - 50 pug/mL
pDEST17 Ampicilina - 100 pg/mL

Espectinomicina - 50 pg/mL
pK7FWG2 (GFP)
Estreptinomicina - 15 pg/mL

Espectinomicina - 50 pg/Ml
PK7GWIWG2 (I) (irMSBP1)
Estreptinomicina - 15 pg/mL

Espectinomicina - 50 pg/Ml
PK7WG2 (355)
Estreptinomicina - 15 pg/mL
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ANEXO B - Lista com sequéncia dos iniciadores usados, se acordo com o objetivo do
experimento. As sequéncias correspondentes aos sitios enzimaticos estdao em

negrito

Gene Nome do | Sequéncia5” - 3’
(locus) iniciador

OBIJETIVO: Clonagem para fusao a uma extensdo de Histidinas (His)
AtRALF1- GGGCATATGGCGACCACAAAATACAT
Ndel-Fw

At1g02900 | AtRALF1- TTGAAGCTTCTAACTCCTGCAACGAGCAAT
Hindlll-Rv
AtRALF34- TTCATATGTACTGGCGGAGGACGAAGTA

Atsge7070 | NeEFw
AtRALF34- TAAGCTTCTAGCGGCGGCAGCGGGTGATCG
Hindlll-Rv
AtRALF19-Fw | CACCGCCGCGAGGCGCAGCTACATCAGTTAC

At2g33775 AtRALF19-Rv CCCTCGAGTTAAGAAGTTTGCCTGTAGCA
AtRALF23-Fw | CACCGCTACGAGGAGGTACATC

At3g16570 AtRALF23-Rv | AAAAGCTTTCATGAGCGCCGGCAGCGAGTATC
AtRALF1(9- CACCCAGTCTTTGAAACGGAACAG

At1g02900 | *FW
AtRALF1(9- CTAACTCCTGCAACGAGCAATTTTG
49)-Rv
MSBP1-HA-Fw | CACCATGGCGTTAGAACTAT

At5g52240 MSBP1-HA-Rv | CTACTCCTCCTTCTTCAACA

OBIJETIVO: Confirmagao da inser¢ao de T-DNA
MSBP1-Fw GGATCAACTTTTCCAATGTGC

At5g52240 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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At5g52240

MSBP1-Rv

CTCCTCCTTCTTCAACACAGTCT

OBJETIVO: Clonagem da superexpressiao de MSBP1

At5g52240

MSBP1-Fw

CACCATGGCGTTAGAACTATGGCAA

MSBP1stop-Rv

CTACTCCTCCTTCTTCAACA

OBIJETIVO: Clonagem para duplo-hibrido em leveduras

AtRALF1- PA - | GGGCATATGATATTGGCGACCACAAAATACAT
At1g02900 | VeEFW
AtRALF1-PA-
BamHI-Rv TTGGGATCCGTCTAACTCCTGCAACGAGCAAT
AtRALF34-PA- | CGCATATGTATTACATATCGTACGG
Atsg67070 | NaeFwW
AtRALF34-PA | TTAGGATCCCTTCATCTATCTCCGGCA
BamHI —Rv
BAK7DE- GCGCATATGGCTGAAGGTGATGCTTTGACT
At2g13790 | VeEFW
BAK7DE- CGCGGATCCCCATTTGCCCCCCTGAAGGT
BamHI-Rv
BAK1DE- GCGCATATGGCCGAAGGTGATGCTCTAA
Atag33aso | NdeFw
BAK1DE CGCGGATCCCTCTATTACTCCCTGCAGGTGAT
BamHI-Rv
CML38-Nedl-
At1g76650 CCGCATATGAAGAATAATACTCAACC
Fw
CML38-
CTGGATCCTTAGCGCATCATAAGAGAAACT
BamHI-Rv
CML39-Ned|-
CCGCATATGAAGAACACTCAACGTCAGTTATCTTC
At1g76640 | W
CML39-

BamHI-Rv

CTGGATCCGCGCATCATGAGGGCGAACT
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At5g52240

Fw

MSBP1-EcoR1-

CCGGAATTCATGGCGTTAGAACTATGGCAA

MSBP1-
BamHI-Rv

CGCGGATCCTACTCCTCCTTCTTCAACA

OBIJETIVO: Geno

tipagem, RT-PCR

e qRT-PCR

GAPDH-Fw | TTGGTGACAACAGGTCAAGCA
At1g13440 I PDH-Rv | AAACTTGTCGCTCAATGCAATC
PRP3-Fw GTTCCGACCCAGCATCATAC
At3g62680 I epa Ry GCAAGTCTCGACCGGAGATA
HRGP2-Fw CACAGTTGCTAATGGAAACGA
AtSg19800 e Gra Ry CGGCGGTGAATATCTCTTGT
CPD-Fw AGCAACTCGGTAACGACAGG
At5g05690 Feon Ry CAGAGAGTGCAACCCTAGCC
DWF4-Fw GTGGGTGGAAAGTGTTACCG
At3g>0660 vy ra Ry CTGTTGCCATCTCCAAGGAT
BAKL-Fw GTCAGAAAGTAGTGTCGCCA
At4g33430 I K1-Rv ACTTGTAGCGTCAGGACAGC
MSBP1-Fw | GGATGTTCTACGGACCAGGA
At5g52240 0 cBpT-RY CTGAACCAGCCACTTTGACA
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ANEXO C - Representacdo esquematica do local de inser¢ao do T-DNA em mutantes bak1-1
(CS6125) e msbp1 (SALK_035827).

Gene BAK1 (At4g33430)
€S6125

_-_-—-—I—I—I—:—l—-—-mu

Gene MSBP1 (At5g52240)

SALK-035817

—Y — ) - v
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