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RESUMO

Filogenia da familia de peptideos RALFs em tomateiro e caracterizagao do mutante
do gene SIRALF1 (slralf1)

Os Rapid Alkalinization Factors (RALFs) sdo pequenos peptideos sinais que sao
ubiquos nas plantas e estdo presentes em fungos, nematoides e bactérias. Os RALFs tém
um papel regulatério no crescimento e desenvolvimento, interferem na expanséo celular,
modelam as respostas ao estresse bidtico, abidtico e desempenham um papel importante
na imunidade da planta. Até o momento, a maior parte das informacGes que se tem sobre
0 peptideo derivam de estudos com arabidopsis. Como ha um grande volume de
informagdes sobre os peptideos RALF em arabidopsis, entende-se que o momento é
apropriado para traduzir esses conhecimentos para outras espécies. Essa dissertacdo €
dividida em dois capitulos, no primeiro capitulo serdo investigadas as relacdes evolutivas
de 11 RALFs de Solanum. No qual foram, em média, identificados 11 homdlogos.
Também sera apresentada a filogenia de RALFs de Solanum lycopersicum com RALFs
de Arabidopsis thaliana para compreender as relagdes evolutivas entre eles. No segundo
capitulo, sera realizada a caracterizacdo do mutante slralfl, e serd demonstrado que o
gene SIRALF1 interfere no desenvolvimento da planta. A auséncia de SIRALF1 alterou o
padrdo da germinacdo, o crescimento da raiz, o nimero de flores, a porcentagem de
abortos, a area foliar, a formacéo de foliolos, o numero de frutos e 0 nimero de sementes.

Palavras-chave: RALF, Solanum lycopersicum, Solanum, Peptideo, Filogenia



ABSTRACT

Phylogeny of the ralfs peptide family in tomato and characterization of the SIRALF1

gene mutant (slralfl)

Rapid Alkalinization Factors (RALFs) are small signal peptides that are
ubiquitous in plants and are present in fungi, nematodes, and bacteria. RALFs have a
regulatory role in growth and development, interfering with cell expansion, model biotic
and abiotic stress responses, play an important role in plant immunity. To date, most of
the information we have so far on the peptide is derived from studies with arabidopsis.
As there is a large volume of information about RALF peptides in arabidopsis, it is
understood that the time is appropriate to translate this knowledge to other species. This
dissertation is divided into two chapters, in the first chapter the evolutionary relationships
of 11 Solanum RALFs will be investigated. In which, on average, 11 homologues were
identified. The phylogeny of Solanum lycopersicum RALFs with Arabidopsis thaliana
RALFs will also be analyzed to understand the evolutionary relationships between them.
In the second chapter, the phenological characterization of the slralfl mutant will be
carried out, and it will be demonstrated that the SIRALF1 gene interferes in the
development of the plant. SIRALF1 absence altered the germination pattern, root growth,
the number of flowers, the percentage of abortions, the leaf area and leaflet formation,
and the number of fruits and number of seeds.

Keywords: RALF, Solanum lycopersicum, Solanum, Peptide, Phylogeny






INTRODUCAO

Os hormonios vegetais sdo substancias produzidas pela planta que, em
concentracdes muito pequenas, influenciam os processos fisiologicos (Davies 2010). Um
unico hormonio pode regular muitos processos celulares e de desenvolvimento, da mesma
forma que muitos horménios podem regular um Unico processo (Dilworth, Riley, e
Stennett 2017). Em 1937, Went e Thimann descreveram o papel das auxinas em modular
o0 desenvolvimento vegetal, era descoberto e descrito o primeiro horménio vegetal. Nas
décadas subsequentes, citocinina, giberelina, acido abscisico e etileno se juntaram as
auxinas e formam os denominados cinco horménios vegetais classicos (Kende e Zeevaart
1997). Mais tarde, novos horménios foram acrescentados, os brassinosteroids, o acido
salicilico, os jasmonatos, as stringolactonas e os peptideos hormonais (Fujioka e Yokota
2003; Kaniganti et al. 2022; Hewedy et al. 2023; Rossi et al. 2023)

A mais de 100 anos, os peptideos hormonais sdo reconhecidos em animais
(Song, Ren, e Liu 2017), mas foi s6 em 1991 que o primeiro peptideo hormonal de
plantas, a sistemina, foi descrito (G. Pearce et al. 1991). Apesar do ceticismo inicial da
comunidade cientifica, as evidéncias experimentais se acumularam e comprovaram a
existéncia de peptideos biologicamente ativos como moléculas sinalizadoras em diversos
processos da planta, como por exemplo respostas de defesa, crescimento de calos,
organizacdo do meristema, autoincompatibilidade, crescimento de raizes, regulacdo da
forma foliar, desenvolvimento de nddulos, e abscisdo de 6rgdos (Lindsey 2001;
Matsubayashi e Sakagami 2006).

O Rapid Alkalinization Factor (RALF) foi descoberto durante a busca por
sisteminas em tabaco, usando o ensaio de alcalinizacdo do meio de células em suspenséao
(Gregory Pearce et al. 2001). Os primeiros experimentos com os peptideos RALF foram
realizados em tomateiro e arabidopsis, contudo a maior parte das informacdes que se tem
até o momento sobre o peptideo derivam de estudos com arabidopsis. Como ha um grande
volume de informacgdes sobre os peptideos RALF em arabidopsis, entende-se que o
momento € apropriado para traduzir esses conhecimentos para outras espécies,
principalmente aquelas de importancia agricola direta.

O tomateiro é uma das hortaligas mais produzidas no mundo (FAO Agricultural
Production Indices - knoema.com), além de se tratar de uma planta modelo para frutos
carnosos, foi de folhas de tomateiro que se extraiu o primeiro RALF. Em tomateiro

encontramos 11 isoformas de RALF, destas, apenas 2 sdo descritas pela literatura o


https://pt.knoema.com/FAOVAPI2020/fao-agricultural-production-indices
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SIRALF2 (Solyc019099520) e o SIRALF6 (Solyc07g063030). Esta dissertacdo esta
organizada em dois capitulos. No primeiro, sera apresentada uma analise filogenética dos
RALFs de tomateiro, utilizando-se 11 genomas do género Solanum. Neste género sera
demonstrado como os peptideos sdo conservados dentro dos tomateiros selvagens e
comerciais, também serdo apresentadas e discutidas as semelhancas do SIRALFs com 0s
AtRALFs. No segundo capitulo, ser4 caracterizado o mutante de SIRALF1
(Solyc01g067900). Este mutante foi obtido da colegdo do projeto “Usando CRISPR/Cas9
para entender e melhorar o sistema imunologico da planta” (NSF-10OS 1546625) com
plantas de background Rio Grande (N. Zhang et al. 2020). Nesse segundo capitulo, podera
ser observado que o gene SIRALFL1 interfere no desenvolvimento da planta e sua auséncia
altera o padréo da germinacdo, o crescimento da raiz, o numero de flores, a porcentagem

de abortos, a area e forma foliar, 0 nimero de frutos e o0 nUmero de sementes.
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ESTADO DA ARTE

Tomateiro

A regido andina da América do Sul é o centro de origem de uma das mais
importantes hortalicas, o tomateiro. Solanum lycopersicum, previamente chamado de
Lycopersicon esculentum, € membro das Solanaceae, a mesma familia da berinjela, da
batata, e do pimentdo, e pertence ao género Solanum na se¢éo Lycopersicon, juntamente
com outros tomateiros selvagens (Kimura e Sinha 2008; N. Li et al. 2023).

Os tomateiros selvagens presentes na secdo Licopersicon ou Licopersicoides,
assim como o tomateiro comercial, possuem 12 cromossomos, sdo diploides e podem ser
alébgamos autoincompativeis, alégamos facultativos autocompativeis e autdgamos
autocompativeis. Com diferentes taxas de sucesso, todos 0s tomateiros podem ser
cruzados com o tomateiro cultivado, apresentam em algum grau, o aumento da
diversidade genémica e adaptabilidade ao ambiente o que é um importante fator de
domesticagdo, aquisicdo de caracteristicas desejadas e estudo da historia evolucionaria
(Taylor 1986; Kimura e Sinha 2008; N. Li et al. 2023).

Ao comparar, filogeneticamente, genomas de espécies de tomateiro selvagem e
cultivado, os resultados evidenciam a diversidade genémica e estrutural existente. As
analises revelaram que apenas 54% das familias de genes sdo conservadas entre os 13
tomateiros estudados. Demonstrando a diversidade e seu potencial para melhoramento
(N. Li et al. 2023).

O tomateiro possui crescimento simpodial, folhas compostas e frutos
climatéricos carnosos, caracteristicas Unicas se comparadas as outras plantas modelos.
Além disso seu genoma é pequeno, diploide, o seu ciclo é relativamente curto, possui
tecnologia de transformacdo de rotina e disponibilidade de recursos genéticos e
gendmicos, incluindo mapeamento de populacGes, marcadores de DNA mapeados
(extensas colecOes de EST) e microarranjos para analise de expressdo génica; tudo isso

torna o tomateiro um excelente modelo (Kimura e Sinha 2008; Giovannoni 2004).

Os peptideos RALF e sua histéria evolutiva

Os peptideos RALFs estdo presentes em uma infinidade de espécies com um

numero diverso de integrantes. A espécie com uma das maiores familias de peptideos
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RALFs é Arabidopsis thaliana, que possui 37 RALFs (Morato do Canto et al. 2014). As
eudicotiledoneas possuem uma média de 20 RALFs, mais do que as monocotileddneas
que possuem uma média de 14. Existem algumas excec¢des, a videira (Vitis vinifera)
possui apenas quatro RALFs e Nicotiana attenuata foi descrita como tendo somente um
RALF (Wu et al. 2007; Campbell e Turner 2017). As diferencas de nimero de genes que
codificam RALFs sugerem que a expansdo dos genes RALFs nas angiospermas nédo
ocorreu de forma igual entre as espécies (Cao e Shi 2012). Contudo, nas espécies que
apresentam um vasto numero de peptideos RALFs, presume-se que haja uma grande
redundancia entre eles. Os RALFs, em diferentes espécies, podem ter sido derivados por
uma série de eventos de duplicacdo génica que ocorreram apds a separacdo de diferentes
linhagens. Muitos dos genes que codificam RALFs em arroz e arabidopsis foram gerados
por duplicacdo em tandem, um percentual menor dos genes de milho e alamo foram por
duplicacdo em tandem, sendo a maior parte dos genes de RALFs emergidos de outra
forma que ndo duplicagcdo em tandem (Cao e Shi 2012).

Os RALFs sdo derivados de preproproteinas, com um peptideo sinal na regido
N-terminal do peptideo ativo (Gregory Pearce et al. 2001). A preproproteina passa por
um processamento pos-traducional, no qual ocorre a sua clivagem para produzir o
peptideo maduro (Matos et al. 2008). Os peptideos possuem 3 motivos principais,
caracteristicos: o primeiro € o motivo dibasico RRXL que esta presente na preproproteina,
sitio de reconhecimento da AtS1P (SITE-1-PROTEASE), que € responsavel pelo
processamento da preproproteina (Matos et al. 2008; Srivastava et al. 2009). O motivo
YISY, presente no peptideo maduro, mostrou ser essencial para a atividade de
alcalinizacéo e percepcdao pelos receptores (Gregory Pearce et al. 2010; Xiao et al. 2019a).
E por fim, as quatro cisteinas que formam as duas pontes dissulfeto que sdo essenciais
para a bioatividade dos RALFs (Gregory Pearce et al. 2001; Haruta et al. 2008).

Com conhecimento dos motivos, pode-se dividir os peptideos RALFs em dois
grandes grupos, um formado pelos clados I, Il e Ill, e outro formado pelo clado 1V
(Campbell e Turner 2017). Os clados I, Il e 111 sdo bem representados pelos trés motivos
de um tipico RALF, ja o clado IV possui modificagdes. O motivo YISY é alterado, em
grande parte dos membros do clado IV, neste grupo o motivo YISY mantém somente a
isoleucina e a segunda tirosina (XIXY). O clado IV em sua grande parte ndo apresenta o
sitio da AtS1P, e a segunda cisteina pode estar deslocada. Os peptideos desse clado sdo
compostos por um nimero menor de aminoacidos, por volta de 88, sendo que 0s outros

clados apresentam cerca de 123 amino&cidos (Campbell e Turner 2017).
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Physcomitrium patens possui trés peptideos RALF (Ginanjar, Teh, e Fujita
2022). Em um estudo que os analisou com plantas proximas filogeneticamente como
bridfitas primitivas e com arabidopsis, obteve-se que PpRALFs compartilham uma
linhagem ancestral com RALFs de algumas pteridofitas e angiospermas (arabidopsis).
RALFs ndo foram identificados em clorofitas e cardfitas, sugerindo que os RALFs sdo
parte de um evento genético que ocorreu apds a mudanca das plantas para o ambiente
terrestre (Ginanjar, Teh, e Fujita 2022). Em Gossypium, foi descoberto que as espécies
possuem mais RALFs que as demais (Lin et al. 2022). Foram identificados nos diploides
G. arboreum e G. raimondii, 42 e 38 RALFs respectivamente. Ja nos triploides em G.
hirsutum e G. barbadense, foram identificados 104 e 120 RALFs respectivamente. O
maior numero de RALFs pode ser devido a duplicacdo em tandem e a eventos de
duplicacdes de todo o genoma/duplicacdo segmentar. Também em Gossypium, é
encontrado um grupo de RALFs que ndo possui as quatro cisteinas e um outro que possui
apenas duas cisteinas conservadas (Lin et al. 2022). Em leguminosas, foram identificados
24, 17 e 12 RALFs, esses, ao passarem por uma analise filogenética, organizaram-se de
maneira espécie dependente. Se comparado a arabidopsis 0s RALFs de leguminosas
apresentaram motivos mais conservados. A anélise sugere que 0s RALFs presentes em
Leguminosas também foram alvo de duplicagdes segmentares para expansdo da familia
e ndo em tandem como ocorreu em arabidopsis (Jia e Li 2023).

Os peptideos RALF também sdo encontrados em nematoides (X. Zhang et al.
2020). Em anélises filogenéticas entre nematoides e plantas, foi observado que o
agrupamento ndo foi espécie especifico, os RALFs de nematoides agrupam com RALFs
das plantas que os nematoides parasitam (X. Zhang et al. 2020). Essa semelhan¢a maior
com os RALFs de plantas e ndo com os de nematoides pode ser explicada ou por
transferéncias horizontais, do hospedeiro para o parasita, ou por evolugdo convergente de
RALFs de plantas e nematoides (X. Zhang et al. 2020). Assim como em nematoides,
analises filogenéeticas com RALFs de fungo fitopatogénicos mostram que a semelhanca
entre RALFs encontrados em fungos é maior com os de plantas do que entre os de fungos
(Thynne et al. 2017).
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Atividades biologicas dos peptideos RALF

Os RALFs sdo pequenos peptideos sinais, ubiquos nas plantas e que estdo
presentes em fungos fitopatogénicos, nematoides e bactérias; os RALFs tem um papel
regulatério no crescimento e desenvolvimento(Gregory Pearce et al. 2001; Thynne et al.
2017; X. Zhang et al. 2020; Blackburn, Haruta, e Moura 2020). Os peptideos RALFs
causam uma rapida elevacdo do pH do meio de cultura de células em suspensdo e inibem
o0 crescimento da raiz (Gregory Pearce et al. 2001; Morato do Canto et al. 2014). Estudos
com um RALF de polen em Solanum lycopersicum (SIPRALF) sugeriram que o
SIPRALF atua na inibicdo do alongamento do tubo polinico (Covey et al. 2010). Em
arabidopsis, resultados similares foram observados para os AtRALFs 4, 19 e 34 onde foi
constatada a inibicdo de cerca de 80% da germinacao do polen (Morato do Canto et al.
2014). RALF atua através da via de sinalizacdo do Ca?*, mobilizando Ca?* dos meios
intra e extracelulares (Haruta et al. 2008; Gjetting et al. 2020).

Os peptideos RALFs interferem na expansdo das células, afetando o tamanho
dos 6rgdos da planta (Bergonci et al. 2014). Em plantas que superexpressam AtRALF1,
AtRALF8 e AtRALF23, foi observado um menor tamanho da raiz priméria, da roseta, da
folha, e menor nimero de sementes (Srivastava et al. 2009; Atkinson, Lilley, e Urwin
2013; Bergonci et al. 2014). Ao silenciar AtRALF1, as plantas apresentam maior
crescimento radicular, maiores hipoc6tilos e maior nimero de raizes laterais (Bergonci et
al. 2014). Ao testar 34 dos peptideos RALFs em arabidopsis, a inibicdo do crescimento
da raiz foi observada em 22 RALFs e 19 apresentaram inibicdo do crescimento da planta
(Abarca, Franck, e Zipfel 2021). Em Physcomitrium patens, ao realizar knockout de
PpRALF1 e PpRALF2, obteve-se plantas com células dos cloronemas, estrutura
filamentosa rica em cloroplastos, menores e em menor nimero. Foi demonstrado que
PpRALF1 e PpRALF2 tem papel na promocdo do crescimento da ponta apical do
protonema, estrutura filamentosa derivada dos esporos (Ginanjar, Teh, e Fujita 2022).

Nas angiospermas, 0s RALFs demonstraram modular respostas ao estresse
bidtico e abidtico (Zhao et al. 2018). A superexpressdo de AtRALF22 e AtRALF23
demonstrou aumentar a sensibilidade ao sal (Zhao et al. 2018). Em Physcomitrium patens,
plantas knockout para PpRALF3 sdo tolerantes ao estresse abiotico (Mamaeva et al.
2023).

Os peptideos RALFs desempenham um papel importante na imunidade. Os
peptideos AtRALF23, AtRALF33 e AtRALF34 inibem a producédo de espécies reativas
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de oxigénio (ROS), e os AtRALF17, AtRALF24 e AtRALF32 séo capazes de induzir a
producdo de ROS (Abarca, Franck, e Zipfel 2021). ROS s&o produzidas nas primeiras
respostas celulares apos o reconhecimento bem-sucedido do patégeno (Torres, Jones, e
Dangl 2006). A superexpressdo de AtRALF23 aumentou a susceptibilidade a
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 e ao fungo Plectospharella cumerina. Em um
estudo com Physcomitrium patens foi demonstrado o crescimento mais lento de
Pectobacterium carotovorum e Fusarium solani em mutantes knockout para PpRALF2 e
PsRALF3, demonstrando que esses peptideos possuem um papel na regulacdo negativa
da resposta imune (Mamaeva et al. 2023).

FERONIA (FER) foi a primeira proteina receptora do RALF que foi
identificada. FER pertence a familia das proteinas Catharanthus roseus Receptor Like
Kinase 1 Like (CrRLK1Ls). A FER esta localizada na membrana plasmatica e consiste
em um dominio extracelular com dois dominios semelhantes a malectina, um dominio
transmembrana e um dominio quinase intracelular (Liu et al. 2018). A identificacdo de
FER como receptor especifico de AtRALF1 se deu quando foi detectado um aumento da
abundancia de fosfopeptideos derivados da membrana plasmatica de plantas tratadas com
AtRALF1. Além da proteina FER, a H+-ATPase 2 (AHA2) e a proteina quinase
dependente de célcio 9 (CPK9) também foram identificadas como fosforiladas em funcéo
da exposicdo ao peptideo. AtRALF1 suprime o crescimento de raiz priméaria de
arabidopsis de uma maneira dependente da presenca de FER (Haruta et al. 2014). Foi
demonstrado que AtRALF23 interage diretamente com o correceptor LRE-LIKE GPI-
AP2 (LLG2) (Xiao et al. 2019b). LLG é um membro da familia de proteinas semelhantes
a LORELEI, que, por sua vez, fazem parte das proteinas &ncoras de
glicosilfosfatidilinositol e que orientam o posicionamento de FER do reticulo
endoplasmatico para a membrana plasmatica. Uma vez na membrana, o complexo
FER/LORELEI e LLG participam da percepcao de ligantes extracelulares, entre eles o
RALF. Uma vez ligados aos peptideos RALF, regulam processos como recepcéao do tubo
polinico, ruptura do tubo polinico para liberagdo da unidade masculina e dupla fertilizacdo
(Noble et al. 2022). AtRALFs 4/19 e AtRALF34 interagem com ANXUR1 (ANX1) e
Buddha’s Paper Seall (BUPS1) (Ge et al. 2017). A sinalizacdo autocrina dos AtRALFs
4/19 no complexo BUPS1/2-ANX1/2 promove a integridade do tubo polinico, ja a
sinalizacdo paracrina de AtRALF34 compete com 0s AtRALFs 4/19 permitindo a ruptura
do tubo polinico (Ge et al. 2017). A ANX1 é um receptor do tipo quinase que contém um

dominio semelhante a malectina, participa de papéis essenciais na coordenacdo da



16

fertilizacdo das plantas. ANX1 e seu homologo ANX2 séo fatores masculinos que
controlam o tubo polinico através de sua ruptura no tempo apropriado. Estdo envolvidos
na comunicacdo entres os 6rgdos femininos e masculinos, o que é essencial para o
encontro dos gametas feminino e masculino (Miyazaki et al. 2009; C. Li, Wu, e Cheung
2016). BUPS1 é um receptor tipo quinase expresso no pélen pertencente a familia das
CrRLK1L, tem um papel crucial no crescimento do tubo polinico dentro do pistilo e esta
envolvido na manutencédo da integridade celular durante o crescimento do tubo polinico
(Zhu et al. 2018). AtRALF1 também se liga a BRI1-ASSOCIATED KINASE1 (BAK1),
sendo este essencial para a inibi¢do do crescimento da raiz e expanséo celular (Dressano
et al. 2017). BAK1 é um receptor do tipo quinase que tem um papel essencial no
desenvolvimento da planta e em sua imunidade, BAK1 é um componente chave na via de
sinalizacdo dos BR, na qual BAK1 interage com BR INSENSITIVE 1 (BRI1) e BIR3
para regular a percepgéo de BR e sua sinalizacdo (Grof3eholz et al. 2020; Nam e Li 2002).
AtRALF1 induz indiretamente a sinalizagdo canodnica de auxina TIR1/AFB e essa
sinalizacdo de auxina TIR1/AFB, por sua vez, inibe o crescimento radicular e atua na
inibicdo sustentada do crescimento radicular induzida por RALF1-FER (L. Li et al. 2022).
As proteinas TIR1L/AFB (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN-
SIGNALING F-BOX) sdo componentes chave da via de sinalizagdo de auxinas em
plantas. Eles atuam como receptores de auxina e fazem parte do complexo da ubiquitina
ligase E3 do SCF (Skpl-Cullinl-F-box), que atua na degradacdo de repressores
transcricionais de AUX/IAA (AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID) em resposta a auxina
(Salehin, Bagchi, e Estelle 2015).

Alguns RALFs apresentam agOes antagonicas, como 0s AtRALFs 4/19 com o
AtRALF34 que competem por BUPS1 e ANX1/2. Sendo 0os AtRALFs 4/19 necessarios
para a manutencao da integridade do tubo polinico e AtRALF34, para a ruptura do tubo
polinico e fertilizagdo (Ge et al. 2017). Também foi observada acdo antagbnica dos
RALFs derivados de polen AtRALFs 10/11/12/12/24/26/30 (pRALFs), e dos RALFs
derivados do estigma AtRALFs 1/22/23/33 (SRALFs). pRALFs e sRALFs competem
pelo complexo de percepcdo formado pelas proteinas FER-CVY1/ANJ/HERK1. Os
pRALFs permitem a penetragdo do tubo polinico e os SRALFs previnem a penetragdo no
estigma (Lan et al. 2023). Outra forma de antagonismo é entre AtRALFs e
brassinosterdides (BRs), regulando a expansdo celular, provavelmente competindo por

fatores transcricionais comuns (Srivastava et al. 2009; Bergonci et al. 2014).
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Formagcéo de folhas

As folhas podem ser classificadas em duas categorias: folhas simples, que sdo
aquelas que tem um unico limbo foliar, e folhas compostas que sdo aquelas que possuem
multiplos foliolos organizados de diversas formas (Champagne e Sinha 2004; Figura 1).
O desenvolvimento da folha segue trés fases: iniciagdo, morfogénese priméria e
morfogénese secundaria. Na iniciacdo, a folha emerge do meristema apical, na
morfogénese primaria o limbo € iniciado e as estruturas secundarias sdo formadas como
foliolos; na morfogénese secundéria, a area foliar aumenta, e os tecidos amadurecem e se
diferenciam (Burko e Ori 2013).

A morfologia das folhas é poligénica e com elevada herdabilidade, apesar de
também muito dependente do ambiente (Chitwood et al. 2014). Alguns genes
relacionados com o desenvolvimento foliar sdo CLASS1 KNOTTED-LIKE HOMEOBOX
(KNOX1), que é essencial para a iniciacdo do meristema e manutenc¢éo da diferenciacao.
Se esse gene é continuamente expresso, as folhas do tomateiro serdo mais complexas
(Bharathan e Sinha 2001). Também contribuem para a complexidade da folha e
desenvolvimento dos foliolos, os genes BIPINNATA (BIP) e WUSCHEL RELATED
HOMEOBOX 1 (WOX1) (Nakayama et al. 2021). PHANTASTICA (SIPHAN) regula a
formacdo dos foliolos e é importante para a desenvolvimento do formato penado das
folhas de tomate, sendo que em excesso, causa diversidade na morfologia das folhas (Kim
et al. 2003). O fator de transcricdo CLAUSA (CLUA) e o microRNA miR164, quando
expressos ectopicamente em tomateiro, resultam em folhas compostas elaboradas e com
auséncia do foliolo secundario respectivamente (Berger et al. 2009; Bar e Ori 2015).

Os horménios envolvidos no desenvolvimento foliar incluem giberelinas (GAS),
BRs, citocininas, auxina, etileno, acido abscisico (ABA) e peptideos hormonais (Ali,
Khan, e Xie 2020; Huang, Li, e Guo 2022). Esses hormoénios desempenham papéis
cruciais na regulacdo de varios aspectos do crescimento e desenvolvimento foliar, tais
como divisdo celular, diferenciacdo, expansdo, iniciacdo foliar, senescéncia foliar e
modulacdo da morfologia foliar. Hormoénios como GAs e BRs sdo proeminentes na
regulacéo do tamanho foliar e do crescimento intercalar. As GAs aumentam a proliferacéo
celular por meio da repressao aos inibidores do ciclo celular, enquanto os BRs promovem
o crescimento foliar pela proliferacdo e expansédo celular (Ali, Khan, e Xie 2020). O
pequeno peptideo secretado CLE14 (CLAVATA3/ESR-RELATED 14) adia a
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senescéncia foliar por ativacdo transcricional de genes sequestradores de ROS (Huang,
Li, e Guo 2022).

Figura 1. Folha de tomateiro e suas estruturas.
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1. FILOGENIA DA FAMILIA DE PEPTIDEOS RALFS EM TOMATEIRO

1.1. Resultados
1.1.1. Os RALFs de Solanum sao conservados

Os RALFs de Solanum associados a cada uma das espécies, com seus respectivos
locus e nomes atribuidos estdo listados (Tabela 1). A maioria das familias de RALFs
encontrada dentro de Solanum possui 11 membros. Aqui, a numeracéo atribuida a cada
RALF seguiu o padrdo de Solanum lycopersicum, ou seja, todos aqueles RALFs
homologos ao SIRALF1 receberam a numeracdo 1, todos os homélogos ao SIRALF2,
receberam a numeracdo 2, etc. Pode-se observar que dentre os RALFs de Solanum,
homologos ao SIRALF8 estdo presentes somente em S. galapagense, S. pennellii, S.
ckmielewskii e S. chilense. Em trés espécies, S. habrochaites, S. pennellii e S. chilense,
homologos ao SIRALF4 foram encontrados em dois loci distintos. Em S. lycopersicoides
ndo h4 homologo ao SIRALF4. Somente os homdlogos aos SIRALFs 3, 5 e 9 estéo
presentes nas 11 espécies de tomateiro avaliadas.

A anélise filogenética de Solanum foi feita com a finalidade de reconstruir as
relacBes evolutivas entre as diferentes espécies avaliadas (Figura 2). A arvore filogenética
dos RALFs de Solanum é organizada em 5 clados. O primeiro clado contém os RALFs
homdlogos aos SIRALFs 1/2/3/7, sendo que dentro desse clado os RALFs 2/7 de Solanum
sdo mais proximos formando um subclado, os RALFs 1 de Solanum formam um subclado
com o0s RALFs 2/7 de Solanum, os RALFs 3 de Solanum sdo os membros mais diferentes
do clado. O segundo clado conta com os RALFs 6/9/10 de Solanum, dentro desse clado
ha um subclado formado por RALFs 6/10 de Solanum. O terceiro clado é formado pelos
RALFs 8/11 de Solanum. O quarto clado é formado pelos RALFs 4 de Solanum, sendo
que ha um subclado formado pelos RALFs 4.2 de Solanum. O clado 5 é formado pelos
RALFs 5 de Solanum. Dentro de cada clado de RALFs homologos de Solanum, a ordem
com que as espécies sdo colocadas ndo se mantém, os homdlogos contém cadeias
peptidicas similares, muitas vezes idénticas como no caso dos RALFs 5 de Solanum
(Tabela 2), dificultando o programa de gerar uma relagédo de ancestralidade.

Ao realizar a estimativa das divergéncias evolutivas apenas com o peptideo
ativo, observa-se que os homélogos ao SIRALF1 possuem divergéncia de aminoacidos
somente em S. peruvianum. Nos RALFs 2 de Solanum s6 ha diferencas de aminoacidos

no peptideo ativo de S. lycopersicoides. Nos RALFs 3 de Solanum, hé altera¢des quando
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comparado com o S. lycopersicum em diversas espécies. Os RALFs 4 de S. pennellii e S.
neorickii, possuem pouca ou nenhuma sequéncia para alinhar no peptideo ativo, segundo
o alinhamento com SIRALF1, sendo considerada ativa a parte que alinha a partir do
motivo YISY. Os peptideos maduros RALFs 5 de Solanum sao idénticos em todas as
espécies. Os RALFs 6 de Solanum, com excecdo de S. pimpinellifolium, possuem
pequenas divergéncias nos aminoacidos, sendo S. habrochaites o de maior divergéncia.
Naqueles que possuem RALFS, trés das quatro espécies, hd a manutencdo do peptideo
ativo com excecdo do S. pennellii onde ha divergéncias. Os RALFs 9 apresentam
divergéncias em S. lycopersicoides e S. habrochaites, sendo os demais peptideos ativos
idénticos. Os RALFs 10 de Solanum apresentam diferencas de aminoacidos em S.
lycopersicoides, S. pennellii e S. habrochaites. RALF11 de Solanum possui divergéncia

nas espécies, S. galapagense, S. peruvianum, S. chmielewskii e S. corneliomulleri.
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Tabela 1. RALFs para cada uma das espécies de tomateiro. A denominacdo dos genes que codificam
RALFs foi feita a partir da similaridade com os RALFs de Solanum lycopersicum, que foram nomeados de
acordo com a ordem nos Cromossomos.

Espécie ID Nome
Solyc01g067900 SIRALF1
Solyc01g099520 SIRALF2
Solyc02g014290 SIRALF3
Solyc02g089080 SIRALF4
Solanum Solyc02g090960 SIRALF5
lycopersicum (11 Solyc07g063030 SIRALF6
peptideos) Solyc09g074890 SIRALF7
Solyc09g092235 SIRALF8
Solyc12g005460 SIRALF9
Solyc12g013895 SIRALF10
Solyc12g098510 SIRALF11
Sgal01g015300 SgalRALF1
Sgal01g028400 SgalRALF2
Sgal02g001750) SgalRALF3
Sgal02g027140 SgalRALF4
Solanum Sgal02g028930 SgalRALF5
galapagense (11 Sgal07g019900 SgalRALF6
peptideos) Sgal09g016650 SgalRALF7
Sgal09g021900 SgalRALFS8
Sgal12g000500 SgalRALF9
Sgal12g005890 SgalRALF10
Sgal12g021830 SgalRALF11
Sopim01g067900 SpimRALF1
Sopim01g099520 SpimRALF2
Sopim02g014290 SpimRALF3
Solanum Sopim02g089080 SpimRALF4
pimpinellifolium (9  Sopim02g090960 SpimRALF5
peptideos) Sopim07g063030  SpimRALF6
Sopim09g074890 SpimRALF7
Sopim12g005460 SpimRALF9
Sopim12g098510  SpimRALF11
Schm01g013880 SchmRALF1
Schm01g026970 SchmRALF2
Schm02g001550 SchmRALF3
Schm02g025400 SchmRALF4
Solanum Schm02g027160  SchmRALF5
chmielewskii (11
peptideos) Schm07g018790 SchmRALF6
Schm09g015580 SchmRALF7
Schm09g020810 SchmRALF8
Schm12g000350 SchmRALF9
Schm12g005470 SchmRALF10
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Schm12g019080 SchmRALF11

Sneo01g013680 SneoRALF1

Sneo01g027030 SneoRALF2

Sneo02g001920 SneoRALF3

Sneo02g026530 SneoRALF4

Solanum neorickii Sneo002g028260 SneoRALF5
(10 peptideos) Sneo07g019180 SneoRALF6
Sneo09g016530 SneoRALF7

Sneo012g000320 SneoRALF9
Sneo12g005550 SneoRALF10

Sneo012g019880 SneoRALF11

Scor01g026230 ScorRALF1

Scor01g026230 ScorRALF2

Scor02g001970) ScorRALF3

Scor02g024460 ScorRALF4

o :/gf’rm:” (17 SCOTO2026170  ScorRALFS
peptideos) Scor07g019760 ScorRALF6
Scor09g015540 ScorRALF7

Scor12g000480 ScorRALF9

Scor12g006090 ScorRALF10

Scor12g020570 ScorRALF11

Sper01g014270 SperRALF1

Sper01g027130 SperRALF2

Sper02g001990 SperRALF3

Sper02g024240 SperRALF4

Solanum Sper02g025960  SperRALF5

peruvianum (10

peptideos) Sper07g018990 SperRALF6
Sper09g015680 SperRALF7

Sper12g000480 SperRALF9

Sper12g005650 SperRALF10

Sper12g020110 SperRALF11

Schi01g013020 SchiRALF1

Schi01g026980 SchiRALF2

Schi02g001430 SchiRALF3

Schi02g026990 SchiRALF4.1

. Schi02g026940 SchiRALF4.2
5‘(’1"1”:;':);2’;2'5';8 Schi02g028810 SchiRALFS
Schi09g015030 SchiRALF7

Schi09g020540 SchiRALF8

Schi12g000370 SchiRALF9

Schil2g007600 SchiRALF10

Schi12g020830 SchiRALF11

. Sopen01g029860 SpenRALF1

solanum pennellii— ¢ | 1016043030  SpenRALF2

(11 peptideos)

Sopen02g003440 SpenRALF3




Sopen02g033840  SpenRALF4.1
Sopen02g033850  SpenRALF4.2
Sopen02g035610 SpenRALF5
Sopen07g031220 SpenRALF6
Sopen09g029710 SpenRALF7
Sopen09g035160 SpenRALF8
Sopen12g001450) SpenRALF9
Sopen12g007220 SpenRALF10
Shab01g011420 ShabRALF1
Shab02g001940 ShabRALF3
Shab02g025320 ShabRALF4.1
Shab02g025290 ShabRALF4.2
solanum Shab02g027120  ShabRALF5
habrochaites (11
peptideos) Shab07g019340 ShabRALF6
Shab09g014360 ShabRALF7
Shab12g000460 ShabRALF9
Shab12g005740 ShabRALF10
Shab12g020230 ShabRALF11
Slyd01g011440 SlydRALF1
Slyd01g025950 SlydRALF2
Slyd02g001170 SlydRALF3
Solanum Slyd02g026150  SlydRALFS
lycopersicoides (8
peptideos) Slyd07g018050 SlydRALF6
Slyd12g000460 SlydRALF9
Slyd12g006190 SlydRALF10
Slyd12g018860 SlydRALF11

23
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SchiRALF2 (Schi01g026980)
ScorRALF2 (Scor01g026230)
SneaRALF2 (Snea01g027030)

SchmRALF2 (Schm01g026870)
SpenRALF2 (Sopendigl
SpImRALF2 (Sop

SperRALF2 (Sper01g027130)
SgalRALF2 o
SIRALF2 (SolycO1gt
SARALF2 (

SchiRALFT (Sehi

SIRALFT 4830)
SgalRALFT (Sg

SperRALFT

SpImRALFT 4830)
SpenRALFT 10)
SchmRALFT g015580)
SneaRALF7 (Sneo09g016530)
ShabRALF7(Shab08g014350)
ScomALFT (Scor09g015540)
SperRALF1 (Spe 0)
SIRALF1 00)
SARALF1 (Slyd01g011440)
SgalRALF1 9015300)
SpimRALF1 (Sop 00)
SpenRALF1 (Sop
SchmRALF1 (Schm01g013880)
SneoRALF1 (Sneod1g013680)
SchiRALF1 (Schi01g013020)
ShabRALF 1 (Shab01g011420)
SyARALF3 (Slyd02g001170)

SchiRALF3 (Schi02g001430)
SIRALF3 (Solyc02gt
SgalRALF3 (Sgal02g001750)

SperRALF3 g
SpimRALF3

SpenRALF3

SchmRALF3
SneaRALF3(Sneal2g001920)

ShabRALF3 (Shab26001840)
ScorRALF3 (Scori2g001070)
ShabRALFA (Shab125000460)
ScorRALFA (Scor12g000480)
SchiRALFS (Schi12g000370)

SneRALFY (Sneo12g000320)

SchmRAL
SpenRALFS 129001450)
SpIMRALFA (Sopim12q005460)

SperRALFS (Spert 2g000480)
SgalRALFS (Sgal1 20000500)
SIRALFS (Solyc120005460)
SIYARALFS (Slyd12g000460)
SIRALFE (Solyc07g083030)
SpIMRALFS (Sopm07g083030)
ScorRALF (Scord7g018760)
SneoRALFE (Sneol7019180)
SchmRALFE (Schm07g018790)
SpenRALFE (Sopen07g031220)
SperRALFE (Spe

SgalRALFE gl
SlyARALFS (Slyd07gl
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&3 — SpenRALF

L— ShabRALF10 (Shab12q005740)
SIRALF 10 (Solyc12013895)
SgalRALF10
SperRALF 10 (Spert2g005650)
SchmRALF10 (Schm125005470)
SneoRALF 10 (Sneat 20005550)
SchiRALF10 (Schi12g007600)
SIYARALF 10 (Slyd120006180)
3 L— ScorRALF10 (Scorl 2g006090)
SchmRALFS (Schm08g020810)
SchiRALFS (Schi08g020540)
SgalRALFB (Sgalo8g021900)
SIRALFB 235)
SpenRALFE
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Figura 2. Arvore filogenética dos RALFs de espécies de tomateiro. A arvore foi construida pelo método
Neighbor Joining, com 1000 bootstraps, usando como grupo externo o RALF de Physcomitrium patens
(PpRALF). A arvore filogenética foi construida no MEGA 11.
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Tabela 2. Heatmap da estimativa das divergéncias evolucionarias entre os RALFs de Solanum em um
mesmo grupo. E mostrado o niimero de diferengas em aminoécidos por sitio. Para o grupo dos RALFs 4 de
Solanum foi selecionada a primeira sequéncia, quando havia duas. A analise foi com apenas o peptideo
ativo. Analises evolutivas foram conduzidas no MEGAL1L.

RALFs de Solanum RALF1 RALF2 RALF3 RALF4 RALF5 RALF6 RALF7 RALF8 RALF9 RALF10 RALF11

S. lycopersicoides 10,0000 0,0225 0,2231 - 0,0000 0,0220 - - 0,0211 0,0260f 0,0000:
S. galapagense 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0220 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1201
S. peruvianum 0,0225 00,0000 0,0202 0,1503/0,0000 0,0220' 0,0000 - 0,0000 0,0000 0,0190
S.pimpinellifolium 10,0000 0,0000 0,0000 0,0225 0,0000 0,0000 0,0000 - 0,0000 0,0000
S. pennellii 0,0000 0,0000 0,0202|1,6094 0,0000 0,0220 0,0000 0,0206 0,0000 0,0211

S. chmielewskii 0,0000 0,0000 0,0000 0,0455 0,0000 0,0220 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1201
S. neorickii 0,0000 0,0000 0,0000 - 0,0000 0,0220/0,0000 - 0,0000 0,0000 0,0000
S. chilense 0,0000 0,0000 0,0408 0,0225/0,0000 - 0,0225 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
S. habrochaites 0,0000 - 0,0202 0,14660,0000 0,1911' 0,0000 - 0,0211 0,0211} 0,0000
S. corneliomulleri - 0,0000 0,0202 0,1431/0,0000 0,0220/0,0000 - 0,0000 0,0000 0,0190

Os resultados demonstram que os RALFs de Solanum sdo conservados dentro
dos subclado de homélogos. As espécies que se apresentaram mais similares a S.
lycopersicum s&o, na ordem de similaridade, S. galapagense, S pimpinellifolium, S.
neorickii e S. chmielewskii. As espécies menos similares sdo, também na ordem de

similaridade, S. lycopersicoides e S. habrochaites.

1.1.2. Motivos identificados nos precursores de SIRALFs

A fim de conhecer mais a fundo os SIRALFs, foram identificados motivos
conservados nos peptideos. De acordo com o programa MEME (Bailey et al. 2015), foram
identificados 3 motivos nas preproproteinas ou nos precursores de RALFs, o motivo que
contem a RRXL, sitio da S1P, que é importante para o0 processamento da preproproteina
(Matos et al. 2008), o motivo que contém YISY que € essencial para a atividade de
alcalinizacdo e percepcdo pelos receptores (Gregory Pearce et al. 2010; Xiao et al. 2019a),
e 0 motivo que detém 3 das 4 cisteinas comumente encontradas em um RALF que formam
as duas pontes dissulfeto que s&o essenciais para a bioatividade dos RALFs (Gregory
Pearce et al. 2001; Haruta et al. 2008). Observando a Figura 3, percebe-se que a maior
parte das sequéncias possuem todos os motivos, mas algumas sequéncias chamam a
atencdo por ndo possuirem todos 0s motivos, que sdo os peptideos SIRALF3, SIRALF4
e SIRALF5. SIRALF3 e SIRALF5 ndo apresentam o motivo da RRXL e SIRALF4 so
apresenta o motivo da RRXL. Ao observar o alinhamento (Figura 4), percebe-se que as
cisteinas, parte mais importante do motivo identificado pela cor vermelha, estdo presentes

em SIRALF4 e elas estdo posicionadas com as distancias iguais aos outros SIRALFs.
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Observa-se que dentre os motivos identificados, no primeiro, que deveria conter o RRXL,
as argininas nao estdo presentes e sim lisinas e no segundo motivo que também € do sitio
da S1P, hd somente uma arginina (Figura 5). O alinhamento mostra que de fato SIRALF3
e SIRALF5 ndo apresentam o motivo RRXL, além disso SIRALF3 ndo possui 0 motivo
YISY completamente conservado, mantendo somente XIXY. SIRALF5 e SIRALF4
geram espagos vazios no alinhamento, apresentando indels em sua sequéncia. Dentre 0s
demais SIRALFs, a maioria possui 0 motivo RRXL completamente conservado com
excecdo do SIRALF8, que possui 0 motivo com apenas uma arginina. Os SIRALFs
6/8/9/10 ndo possuem o motivo YISY completamente conservado. E os SIRALFs 5/8

tem a segunda cisteina deslocada.

Name p-value Motif Locations

SIRALF1 4.42-54 I — |
SIRALF2 2.886-58 [

SIRALF3 143023 — [ N

SIRALF4 3.876-10 — [
SIRALF5 7.79-30 — |

SIRALF6 7.480-46 [ — ]
SIRALF7 5.55¢-55 T

SIRALF8 1.306-37 [—— 1§

SIRALF9 4.976-49 T
SRALF10  4.57e-46 I

SIRALF11 4.846-47 .

Motif Symbol Motif Consensus

1 CKAGAPANPYTRGCSAITRCR
2. E YISYGALSRNSVPCNRRGASYY
3. DEDEEFMMESESSRRILAERK

P4

Figura 3. Motivos conservados dos SIRALFs. Anélise conduzida no MEME (meme-suite.org).


https://meme-suite.org/meme/tools/meme
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SIRALF1 (Solyc01g067900)
SIRALFZ (Solyc01g099520)
SIRALF3 (Solyc02g014290)
SIRALF4 (Solyc02g089080) MERKCYKKMLLIVLVVTIIKVQQVIGALECNGTKSNIAPDDVDEFLMESHTSTMILAG
SIRALFS (Solyc02g090960)
SIRALFE (Solyc07g063030)
SIRALF7 (Solyc09g074890)
SIRALFE (Solyc09g092235)
SIRALFO (Solycl 2g005460)
SIRALF10 (Solyc12013895)
SIRALF11 (Solyc12g098510)

SIRALF1 (Solyc01g067900) e ... --MAKVEK

SIRALF2 (Solyc01g099520) e e ... .-MGVS-
SIRALF3 (Solyc02g014290)
SIRALF4 (Solyc02g089080) NAKKERLSLNAAGDRGEICKENIYGNCIDDENVHKTRCVPGVRCK------RDMRMT
SIRALFS (Solyc02g090960) T T I I NN ' S
SIRALFE (Solyc07g063030) e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i e i i i i i .- -MASR-
SIRALF7 (Solyc09g074890) e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i e i i i i .o .- .-MAANS
SIRALFS (Solyc09g092235) e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i i i i i i ... .-MEAPN
SIRALFO (Solycl 2g005460) e ... ..--MEF
SIRALF10 (Solyc12013895) e ... .-MATR
SIRALF11 (Solyc12g098510) S e e e ... -.MTTPGEKLQELQPQTHKMQKSQ

+|l ft+aiaavaessfsssssg-nafv+a-gdsdg+s+ipmt+++ss

"7 120 122 124 126 128 130 132 134 138 138 142 144 148 150 152 156 158 180 182 164 168
SIRALFI (Solyc01g067900) ----5LSIFF SSIFSVVIVAL----LSPAAAGSAA ATG-SHQLSYFPMTLS
SIRALF2 (Solyc01g093520) -------8YLIVCVL---VGAF----FIS8------- AAGDSGSYDWMYV - - - -
SIRALF3 (Solyc02g014290) S = s s s s - - s s s - st s s s s s s -t s s - s s - - - - - - - - -MGTSKAVIFIAMTL - - - -
SIRALF4 (Solyc02g083080) - - - - --MMMLLVLLVTVIK-V-- - I T - - - - - - ES S
SIRALF5 (Solyc02g090960) ---SPILLFLITFLFTIGKNAV - - - - ----------VVE-AE DRFGLEQ - -V - - - -
SIRALFG (Solyc07g063030) ------PIFVFMLLATLAFAMVAESSFSSSSSFFNDPVVN- - - SLGHNTGGGLD
SIRALF7Z (Solyc09g074890) ----FCSIFIISSLL --TAAL - - - 118 - - G----DATGGDFDVSGWIP - - -MKS
SIRALFS (Solyc09g092235) ----FTKLFYFLTFFVTILFII--------- - - - - - - - - - s - - -TCVNT
SIRALFS (Solycl 20005460) ----RLCIIIILSIFIIMID--------PSSSLYNNFNIQHKNMDQLS-SMMHVDISQ
SIRALFI0 (Solyc12013895) ------S5SRLAVVLLLTLAMAMVAESSFSHLDSTTMAFKV--------=------0GS§- -
SIRALFI11 (Solycl12g098510) LYFNPLKTLFFLLLFSHAQMRF----C----5GVS--VLDLKSVKDSN-----FNLMG
i EllolE_xis £
d srri a-rk+ Yyga - - - - ¥
175 178 180 182 184 186 188 190 189 9 196 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226
SIRALFI (Solyc01g067900) SPICDGSIGDCLAEEDENEFGM = SSF{RML‘AYRRRYIS‘FGALSSNR - - -VPICES R R -
SIRALF2 (Solyc01g099520) SGECKGSIAECMAEED --EFALDSES RRILBA -TKEYTSY SALQKNS - - - - VPICJSRR -
SIRALF3 (Solyc02g014290) R - - -WLASIITCEGFQIDY SALDRNR- - - -1PJCINRR -
SIRALF4 (Solyc02g082080) CNGTSSSIDACLRDDD - -ELLMESETSSRILILAAGCNARS SRLNYKATGKPEIJCINEQI
SIRALFS (Solyc02g090960) ---VSEDFELPMGMSGDDEIQLDGNGRSLLWINKFKYYISY SALSANRS----1PJCJPPRS
SIRALFS (Solyc070063030) EWMTTGRIGDTLFADE--EMMMPTESAMRRALIN -NQCLHISY RAMSKNA----1PJCIDRH
SIRALF7Z (Solyc09g074890) ADSCEGSIAECMAA-G--EFEMDSES RRILBA-TTLCYISY 3ALQSNS----VPICJSRR -
SIRALFS (Solyc09g092235) QSQCNDTIAKCNDEDM - -EFLMESEI K RFLJAERKE Y ISP 3SALKRDQ- - - -PVJCINGGG
SIRALFS (Solycl 2g005460) RKCNGGVVGNCIDEEE--EMMMESDI RRVLIGGRNCYVSY SAMSRNN- - - - VPJCIN VR -
SIRALFIO (Solyc12013895) NDNNIGHVGDMLFEDE - -EMMMPSESMRRTLID-ERCHIGY ALRANNS- - - -1PICIDQR -
SIRALF11 (Solycl2g098510) KRGCSEKLQECSEMVD -EEDMMDSES RRVILFILMQKKYITSYSTLKRDL----VPICINTP -
i

trCrr+ns -s - -

=l

250 252 254 258 260 282 264 270
SIRALFI (Solyc01g067900) GASYYN ---RPGAQANPYQR SAITRICRH - - - - - -
SIRALF2 (Solyc01g099520) GASY YNICE- - -KPGAQANPYTRGUCISAITRICRS - - - - - - -
SIRALF3 (Solyc020014290) TNNMKNKCE- - -HIGRPANPYVRGUCIEKINRICRSGNDI S - -
SIRALF4 (Solyc020082080) -VGNJCH- - - - -ITNNKNVKATHCINFGTRICKRDVISS - -
SIRALFS (Solyc02g020960) GRSYYTHIHCYHATGPAHPYTRGCISAITRICRR - - - - -
SIRALFS (Solyc07g063030) GASYYQICE- - -TRMQKIRPYRRGCISKITRICRRR - - - - - -
SIRALFZ (Solyc09g074890) GASYYNKE- - -KTGAEANPYTRGC|SAITRICRS - - - - - -
SIRALF8 (Solyc09g092235) SGQPYSRYS - -CLPPPSNPYNRGCISKYYRICRGDQ - - - - -
SIRALFS (Solycl12g005460) GASYYNK -HANQQVNPYRRGCITQITRICRRTNGS - - - -
SIRALF10 (Solyc12013895) GASYYEWCE - -NRMSKINPYRRGCIQRITGICIGRTNS - - - -
SIRALF11 (Solyc12g098510) GASYYNE]- - -KAPGAANNYNRG EITTRICAREVSDIKS

Figura 4. Alinhamento dos SIRALFs realizado com o ClustalO. Em vermelho a posi¢do do motivo RRXL,
em amarelo a posicéo do motivo YISY e em azul a posicdo das cisteinas conservadas.
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>SIRALF4 (Solyc02g089080)
MERKCYKKMLLIVLVVTIIKVQQVIGALECNGTKSNIAPDDVDEFLMESHTSTMILAGNAKKERLSLN
AAGDRGEICKENIYGNCIDDENVHKTRCVPGVRCKRDMRMTMMMLLVLLVTVIKVESVSECNGTS
SSIDACLRDDDELEMESETSSRILLAAGGNARSGRLNYKATGKPEICNEQIVGNCINNKNVKATHCNF
GTRCKRDVISS

Figura 5. Sequéncia do SIRALF4 com os motivos gerados pelo MEME marcados.

Os resultados mostram que os SIRALFs, de forma geral, apresentam estruturas
muito conservadas, sendo exce¢do o SIRALF4. A conservagédo, conforme pode ser visto
na Figura 4, € percebida na porcdo C-terminal dos peptideos. O SIRALF4, de acordo com
0 programa de predicdo de sequéncias de direcionamento para a via secretoria (Teufel et
al. 2022), apresenta um peptideo sinal de 27 aminoacidos com um peptideo ativo atipico
que ndo possui 0 motivo YISY e baixa conservagdo na porgdo C-terminal quando

comparado com os demais.

1.1.3. Relacgao entre os SIRALFs e os AtRALFs

Para explorar as diferengas e semelhangas entre os RALFs de Solanum e os
AtRALFs, foi feita a comparacao destas sequéncias através da andlise filogenética (Figura
6). A arvore filogenética de RALFs de arabidopsis e tomateiro comercial possui 5 clados.
O primeiro e o quarto clados possuem apenas AtRALFs. O segundo clado possui 0s
SIRALF4 que estd em um subclado com AtRALFs 17/27, estes estdo proximos,
provavelmente, por se tratar de sequéncias muito divergentes das demais, como é possivel
ver na Tabela 3, pela estimativa de divergéncia evolucionaria o SIRALF4 se aproxima
mais do AtRALF6, pertencente ao primeiro clado. O SIRALF8 também pertence ao
segundo clado e divide um n6 com AtRALF32, pela divergéncia de estimativas
evolucionérias, SIRALF8 realmente se assemelha mais com AtRALF32 se comparado
aos demais, se comparadas as divergéncias evolucionarias dentro de tomateiro, SIRALF8
permanece mais semelhante com AtRALF32 (Tabela 04). O terceiro clado é onde esté a
maior parte dos SIRALFs, nesse clado ha a formacéo de varios subclados. O primeiro
subclado ndo possui SIRALFs, o segundo subclado contém os SIRALFs 6/10 e os
AtRALFs 4/19, o terceiro subclado contém os SIRALFs 9/11 e os AtRALFs 31/24 e, por
fim, ha um quarto subclado com os SIRALFs 1/2/3/7 e os AtRALFs 1/22/23/33, contudo
0 SIRALF3 é um membro mais deslocado deste subclado. O quinto e ultimo clado é
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pequeno e contém os SIRALF5 e AtRALF34, esse clado possivelmente foi formado pela
semelhanga com o PpRALF que foi usado como membro externo.

a7 AtRALF21 (AT3G04735)
53 —|: AtRALF28 (AT4G11510)
AtRALF3 (AT1G23147)
AtRALF2 (At1g23145)
3 AtRALF20 (AT2G34825)
AtRALF16 (AT2G32835)
AtRALF35 (AT1G60913)

AtRALF6 (AT1G60625)
86
10 £ AtRALFT (AT1G60815)
% AtRALF8 (AT1G61563)
w1 AtRALF9 (AT1G61566)
AtRALF15 (AT2G22055)
57 AtRALF5 (AT1G35467)
2 41
— AtRALF29 (AT4G11653)
a1 AtRALF36 (AT2G32785)
% L AtRALF37 (At2g32788)
= AtRALF32 (AT4G14010)
@ SIRALFS (Solyc09g092235) ]
- ; ———— AtRALF27 (AT3G29780)
sl AtRALF17 (AT2G32885)
& @ SIRALF4 (Solyc02g089080) ]
100 —— AtRALF14 (AT2G20660)
L AtRALF18 (AT2G33130)

ﬂ: ARALF4 (AT1G28270)

35 ARALF19 (AT2G33775)
5 _|: @ SIRALFS (Solyc07g063030) ]
100 @ SIRALF10 (Solyc12013895) ]

ﬂ: ARALF24 (AT3G23805)

36 AtRALF31 (AT4G13950)
5% e L @ SIRALF11 (Solyc12g098510) ]

@ SIRALFY (Solyc12g005460)
@ SIRALF3 (Solyc02g014290)

5 @ SIRALF2 (Solyc01g099520)
A ® SRALF7
— @

42

25

Solyc09g074890)
SIRALF1 (Solyc01g067900)

61 AtRALF1 (At1g02900)
72

— AtRALF22 (AT3G05490)

a1 AtRALF23 (AT3G16570)

W: AtRALF33 (AT4G15800)

AtRALF25 (AT3G25165)

(
(
(
3 I: AtRALF26 (AT3G25170)
% AtRALF30 (AT4G13075)
(
(
(
(

[Ny T [ N [ N [ T |

= ——— AtRALF10 (AT2G19020)
AtRALF12 (AT2G19040)

AtRALF11 (AT2G19030)

7 AtRALF13 (AT2G19045)

—— AtRALF34 (AT5G67070)

56 L—— @ SIRALF5 (Solyc02g090960) ]
PPRALF like 34 (XP 024364863 1)

:

Figura 6. Arvore filogenética dos RALFs de tomateiro e arabidopsis. A arvore foi construida pelo método
Neigtbor Joining e com 1000 bootstraps. O RALF de Physcomitrium patens (PpRALF) foi utilizado como
membro externo. A arvore filogenética foi realizada no MEGA 11.
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Tabela 3. Heatmap da estimativa das divergéncias evoluciondrias entre as sequéncias de SIRALF e
AtRALF. E mostrado o nimero de diferencas em aminoécidos por sitio. Esta analise envolveu 49
sequéncias de aminoacidos. Todas as posi¢des ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias
(opcéo de exclusdo pareada). Houve um total de 259 posigdes no conjunto de dados final. Analises
evolutivas foram conduzidas no MEGAL11.

SIRALF1_(SIRALF10 SIRALF11 SIRALF2_(SIRALF3_(SIRALF4_(SIRALF5_(SIRALF6_(SIRALF7_(SIRALF8_(SIRALF9_(

AtRALF1_(At1g02900) 0,5630 0,7212 0,5966 0,4352 0,5362 0,8448 0,7453 0,7321 0,4602 0,6796 0,6415
AtRALF10_(AT2G19020) 0,7571 0,7826 0,7042 0,7015 0,7385 0,8630 0,6901 0,7246 0,7353 0,7286 0,7887
AtRALF11_(AT2G19030) 0,7246 0,7794 0,7143 0,6818 0,7344 0,8194 0,6857 0,7206 0,7015 0,6812 0,7714
AtRALF12_(AT2G19040) 0,7246 0,7794 0,7143 0,6970 0,7188 0,8056 0,6857 0,7206 0,7164 0,6812 0,7714
AtRALF13_(AT2G19045) 0,7246 0,7941 0,7143 0,6970 0,7188 0,8056 0,6857 0,7353 0,7164 0,6812 0,7714
AtRALF14_(AT2G20660) 0,7320 0,7634 0,7822 0,7556 0,6780 0,9010 0,7742 0,7653 0,7692 0,7500 0,7113
AtRALF15_(AT2G22055) 0,6857 0,6812 0,7013 0,6567 0,6912 0,8816 0,6716 0,6269 0,6471 0,7681 0,7042
AtRALF16_(AT2G32835) 0,7714 0,8116 0,7595 0,7761 0,6765 0,8696 0,7463 0,7463 0,7794 0,7391 0,7606
AtRALF17_(AT2G32885) 0,8611 0,9155 0,8243 0,8235 0,8923 0,8961 0,8889 0,9143 0,8116 0,8732 0,8857
AtRALF18_(AT2G33130) 0,7374 0,7708 0,7843 0,7444 0,6875 0,8447 0,7660 0,7778 0,7582 0,7778 0,7857
AtRALF19_(AT2G33775) 0,6078 0,6330 0,6852 0,6042 0,6866 0,8641 0,6408 0,6574 0,5625 0,7368 0,6633
AtRALF2_(At19g23145) 0,7353 0,7692 0,7333 0,6984 0,7031 0,8854 0,6825 0,7302 0,7273 0,7313 0,7077
AtRALF20_(AT2G34825) 0,7714 0,7656 0,7606 0,6923 0,7258 0,8873 0,7231 0,7656 0,7059 0,7206 0,7538
AtRALF21_(AT3G04735) 0,7183 0,7536 0,7375 0,6667 0,7463 0,8725 0,7164 0,7164 0,7536 0,7000 0,7571
AtRALF22_(AT3G05490) 0,5169 0,7019 0,6271 0,4444 0,5735 0,8696 0,6857 0,6667 0,4779 0,6990 0,5810
AtRALF23_(AT3G16570) 0,5203 0,6726 0,6587 0,4414 0,5429 0,9068 0,6727 0,6885 0,4348 0,7009 0,6389
AtRALF24_(AT3G23805) 0,6486 0,6667 0,5254 0,6408 0,7222 0,8644 0,7264 0,7091 0,6538 0,6768 0,6339
AtRALF25_(AT3G25165) 0,7794 0,8116 0,7500 0,7692 0,7576 0,8514 0,7246 0,8209 0,7879 0,7681 0,7887
AtRALF26_(AT3G25170) 0,7361 0,8056 0,7297 0,7391 0,7576 0,8289 0,6438 0,8028 0,7714 0,7123 0,7973
AtRALF27_(AT3G29780) 0,7739 0,7800 0,7500 0,7282 0,7879 0,9224 0,8713 0,7944 0,7315 0,7900 0,7944
AtRALF28_(AT4G11510) 0,7246 0,8060 0,7532 0,7188 0,7077 0,9268 0,7385 0,7846 0,7612 0,7353 0,7353
AtRALF29_(AT4G11653) 0,6667 0,7647 0,7432 0,6970 0,6923 0,9222 0,7164 0,7576 0,7313 0,7353 0,7647
AtRALF3_(AT1G23147) 0,7183 0,7059 0,7333 0,6818 0,7188 0,8590 0,7015 0,7164 0,7536 0,7857 0,7391
AtRALF30_(AT4G13075) 0,7917 0,8472 0,7568 0,7391 0,7727 0,8816 0,7534 0,8169 0,7857 0,7945 0,8378
AtRALF31_(AT4G13950) 0,6321 0,7100 0,5664 0,6566 0,6812 0,8761 0,7353 0,7714 0,6500 0,6809 0,6759
AtRALF32_(AT4G14010) 0,6944 0,7404 0,7522 0,7677 0,7286 0,8750 0,7500 0,7524 0,7500 0,5455 0,7525
AtRALF33_(AT4G15800) 0,4779 0,7019 0,6161 0,3750 0,5507 0,8532 0,6634 0,6909 0,4074 0,6667 0,6311
AtRALF34_(AT5G67070) 0,7034 0,7179 0,7025 0,6545 0,6866 0,8707 0,4609 0,7280 0,7000 0,7624 0,6881
AtRALF35_(AT1G60913) 0,7101 0,7538 0,7361 0,7273 0,7097 0,8289 0,7576 0,7846 0,7313 0,8030 0,7910
AtRALF36_(AT2G32785) 0,7761 0,8308 0,8261 0,7500 0,7833 0,8841 0,7846 0,8000 0,7692 0,8594 0,8615
AtRALF37_(At2g32788) 0,7667 0,8519 0,8065 0,7593 0,8200 0,9194 0,7455 0,8148 0,7414 0,8421 0,8727
AtRALF4_(AT1G28270) 0,6373 0,6606 0,7222 0,6354 0,6866 0,8738 0,6505 0,6944 0,6042 0,7684 0,7041
AtRALF5_(AT1G35467) 0,6176 0,7463 0,7333 0,6000 0,6667 0,8427 0,6818 0,7231 0,6515 0,6567 0,6866
AtRALF6_(AT1G60625) 0,7183 0,8030 0,6986 0,7164 0,7302 0,7949 0,7761 0,7727 0,7059 0,7612 0,7941
AtRALF7_(AT1G60815) 0,7324 0,7879 0,6986 0,7164 0,6667 0,8205 0,7612 0,7879 0,7353 0,7612 0,8088
AtRALF8_(AT1G61563) 0,6901 0,6957 0,7215 0,6716 0,7206 0,8987 0,7313 0,7164 0,6765 0,7826 0,7042
AtRALF9_(AT1G61566) 0,6377 0,7164 0,6849 0,6364 0,6094 0,8889 0,6970 0,6923 0,6119 0,7313 0,7246

Tabela 4. Heatmap da estimativa das divergéncias evolucionérias entre as sequéncias de SIRALF. E
mostrado o numero de diferencas em aminoacidos por sitio. Esta anélise envolveu 49 sequéncias de
aminodcidos. Todas as posi¢des ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias (op¢éo de exclusdo
pareada). Houve um total de 259 posic¢8es no conjunto de dados final. Analises evolutivas foram conduzidas
no MEGA11.

SIRALF1_(SIRALF10 SIRALF11 SIRALF2_(SIRALF3 (SIRALF4 (SIRALF5_(SIRALF6 (SIRALF7 (SIRALF8_(SIRALF9 (
SIRALF1_(Solyc01g067900)

SIRALF10_(Solyc12013895) 0,7000

SIRALF11_(Solyc12g098510)  0,6560  0,7328

SIRALF2_(Solyc01g099520) 04123 0,6923  0,5982

SIRALF3_(Solyc02g014290) 0,532 0,6957 0,6892  0,5522

SIRALF4_(Solyc02g089080) 0,8906  0,8909  0,9055 0,8519  0,8243

SIRALF5_(Solyc02g090960) 0,7091 0,7453 0,7434 0,6765 0,5882  0,8571

SIRALF6_(Solyc07g063030) 0,7119/ 04202 0,7541  0,6606 0,7164  0,8870 0,7168

SIRALF7_(Solyc09g074890) 0,4237 06827 06552 0,3363 05224  0,8850 0,6893  0,6881
SIRALF8_(Solyc09g092235) 06731 0,8200 0,6972 0,6947 0,7101 0,876 0,7423 0,7600  0,6700
SIRALF9_(Solyc12g005460) 0,6273 0,6667 0,6385 0,6505 0,6479 09115 0,7619 0,7000 0,6538  0,7245

Os resultados demonstram que o SIRALF4 diverge consideravelmente dos
demais RALFs, assim como o AtRALF17 (Tabela 3), porém, ao considerar todas as
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divergéncias de SIRALF4, coloca-se em questdo sua posi¢do como participante da familia
dos RALFs.

1.1.4. SIRALF1 é ubiquo nos tecidos vegetais

Para conhecer a expressdo dos genes SIRALFs, foram consultados os dados
existentes no Tomato Genomics Database (Fei et al. 2011). Em Solanum
pimpinellifolium, acesso LA1589, SIRALF1 é expresso em toda planta, sendo mais
expresso em flores em antese, frutos 10 dias pds antese (dpa), no hipocotilo, meristema
vegetativo e nas folhas maduras; em frutos 4 dpa, SIRALF1 esta presente nos funiculos e
no septo. A média de expressdo de SIRALF1 é 60,52% superior que a expressao média
dentre os SIRALFs. O também ubiquo SIRALF2 apresenta elevada expressao génica no
hipocétilo e em toda a raiz; sendo, dentre os SIRALFs, 0 mais expresso nos Orgaos
femininos a 0 dpa e a 4 dpa, sua expressao é 76,35% maior que a média. A expressdo do
SIRALF3 ¢é 77% maior que a média das expressdes génicas dos SIRALFs em antese e 90%
maior que a média geral de expressdo de SIRALF na planta, contudo essa expressdo nao
¢ derivada de orgdos femininos. SIRALF4 tem sua expressdo destacada nas folhas
maduras, na qual a expressao é 64,81% superior a média de expressdo em folhas maduras
e no fruto 10 dpa, no qual a expressdo é 26,75% superior a média de expressdes no fruto
10 dpa. SIRALFS5 se expressa mais 61,72% em folhas jovens e 36,85% a mais em frutos
10 dpa que a média. SIRALF6 sé se expressa em flores em antese, sendo essa expressao
83,32% maior que a expressdo média total dos RALFs em S. pimpinellifolium, SIRALF6
possui uma expressdo baixa, que é 86,7% menor que a média das expressdes nos 6rgdos
femininos. SIRALF7 é o que mais se expressa em raiz, sendo sua expressao 73,61% maior
gue a média de expressdes em raiz. SIRALFs 8/10 ndo estdo presentes em S.
pimpinellifolium. SIRALF9 possui uma baixa expressdo e ela ocorre prioritariamente em
flores em antese, de forma que sua expressdo em flores € igual a média de expressao geral
e 70% menor que a média de expressdo em flores em antese. SIRALF11 é ubiquo e mais
expresso 44,59% em frutos 10 dpa e 60,53% em frutos 20 dpa.
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Tabela 5. Heatmap da expressdo normalizada em RPKM (leituras por quilo base por milhdo de leituras
mapeadas) dos SIRALFs em diferentes partes da planta de Solanum pimpinellifolium acesso LA1589. Dpa,
dias pos antese. Os dados foram obtidos em Tomato Functional Genomics Database (TFGD cornell.edu).

meristem .
jovens

flores em |10dpa 10 dpa frutos 20  [frutos " . . lan folhas P ~ Folhas
LA1589 antese fruto fruto 2 dpa mafutod cofiledone Jhipocotio vegetativo [maduras toda raiz :g:;?: jovens
S
SIRALF1 122,81 117,91 150,88 61,04 40,08 61,42 106,64 94,79 96,36 20,11 71,35 59,6

65,92 132,16 53,1

SIRALF2 31,29 128,29 23,48 26,21

SIRALF3
SIRALF4

59,77 71,33 78,85 92,02 53,09

11,74 76,75 9,51

SIRALF5 389 30,25
SIRALF6 193,81

SIRALF7 58

SIRALF8 N N A R
SIRALF9 32,16

SIRALF10

SIRALF11 215 125,26 111,18 725 9,99 24,44 41,16 36,04 21,81 10,73 37,12 42,92

Tabela 6. Heatmap da expressdo normalizada em RPKM (leituras por quilo base por milhdo de leituras
mapeadas) dos SIRALFs em diferentes partes do ovéario e do fruto de Solanum pimpinellifolium acesso
LA1589. Dpa, dias pds antese. Os dados foram obtidos em Tomato Functional Genomics Database (TFGD

cornell.edu)

LA1589 Owlo Placenta 0 [Septo 0 Pericarpo |[Embrido 4 Endosper Le:umemo Funiculos [Placenta 4 | Septo 4 Pericarpo

Odpa dpa dpa O0dpa dpa ma 4 dpa |semente 4 4 dpa dpa dpa 4 dpa
dpa)

SIRALF1 49,54 67,29 91,07 59,24 37,3 39,15 86,97 94,6 72,85 148,84 51,67

SIRALF2 227,54 133,67 50,06 68,87 146,71 102,65 84,78 46,31 114,21 140,85

SIRALF3 112 7,58 12,62 1,99

SIRALF4 14,82 7,79 16,7 25,73 6,12 6,78 7,24 22,77 33,46 19,29 8,34

SIRALF5 2,61 1,22 11,77 9,89 il 7 4,01 16,05 22,99 22,53 52,14 11,16

SIRALF6 4,97 18,54 14,83 4,25

SIRALF7 2,34 2,28 3,86 154 3,92

SIRALF8

SIRALF9 - 1,28 1,23 5,07 1,82

SIRALF10

SIRALF11 6,49 3,75 2,93 4,32 2,12 2,36 11,18 4,65 3,91 3,99 6,09

Através dos resultados, percebe-se que alguns SIRALFs sdo érgdo ou tecido
especificos, a exemplo do SIRALF7 que se expressa mais em raizes e do SIRALF3 que se

expressa em flores em antese.

1.2. Discussao

A Filogenética estuda a historia evolutiva e as relacBes entre grupos de
sequéncias de proteinas ou de acidos nucleicos. O estudo da filogenia busca encontrar
uma relacdo evolucionéria entre organismos diferentes e as mudangas que ocorreram
entre eles; encontrar uma conexao entre ancestral e descendente; e estimar a divergéncia
entre individuos com um ancestral em comum (Sharma et al. 2023). No primeiro capitulo
da minha dissertacdo foi apresentada uma analise filogenética da familia de peptideos

RALFs em Solanum.


http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/TFGD/digital/experiment.cgi?ID=D006
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/TFGD/digital/experiment.cgi?ID=D009
http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/TFGD/digital/experiment.cgi?ID=D009
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Lietal., (2023) fizeram a filogenia de 13 genomas de tomateiro, desses genomas,
do mais proximo ao mais distante de S. lycopersicum, estdo: S. galapagense, S.
pimpinellifolium, S. chmielewskii, S. neorickii, S. corneliomulleri, S. peruvianum, S.
chilense, S. pennellii, S. habrochaites, S. lycopersicoides e S. tuberosum. Neste estudo,
foi observado que apenas 54% dos genes de tomateiro sdo constantes em todas as espécies
e que h& muitas variantes estruturais em todos os genomas de tomateiro, que sdo uma boa
fonte de diversidade gendmica.

Ao realizar a filogenia dos peptideos RALF em Solanum, a ordem demonstrada
no estudo de Li et al. (2023) nédo é observada. S. lycopersicum n&o é colocado como a
mais recente das espécies, na maior parte das aberturas de nés, os SIRALFs estdo como
segunda ou terceira posi¢cdo em um grupo, possivelmente esse é um resultado da alta
similaridade e identidade entre as cadeias de aminoacidos (Anexo A e B). Os valores de
bootstraps se alteram a depender do homologo, e mesmo em situagdes que 0s bootstraps
sdo altos, como nos RALFs 5 de Solanum, a ordem ndo € igual a Li et al (2023), contudo
as sequéncias sdo idénticas, possuindo 100% de similaridade e identidade, sendo
improvavel que o programa forneca uma ordem evolutiva acurada. No entanto, ao analisar
as divergéncias evolucionérias para com S. lycopersicum, observa-se que aquelas espécies
que possuem mais peptideos iguais a S. lycopersicum, sdo aquelas que sdo mais proximas
filogeneticamente, e as espécies com menos peptideos ativos iguais, sdo as mais distantes
filogeneticamente pela arvore de Li et al (2023).

Campbell e Turner (2017) fizeram uma distribuicdo dos RALFs em grupos. Este
trabalho é o mais compreensivo até 0 momento, envolvendo 795 RALFs de 51 espécies.
Por esse motivo seria interessante alocar os SIRALF dentro dos dois grupos criados por
Campbell e Turner (2017). O primeiro grupo, nomeado grupo dos clados I, 11, 11, tem a
caracteristica dos motivos YISY, RRXL e as cisteinas serem conservados; no outro grupo,
nomeado grupo do clado 1V, estdo os RALFs diferentes, que ndo possuem o motivo da
convertase S1P, o motivo YISY ndo é conservado, e a segunda cisteina esta deslocada.
SIRALFs 1/2/7/11 possuem motivos sem alteracdes (Figura 4), dessa forma esses RALFs
estariam agrupados com os clados I, Il e 1. O SIRALF3, por ndo possuir o sitio da S1P
e 0 motivo YISY conservado, agruparia com os genes do clado IV. O SIRALF5 seria um
membro do clado 1V, pois ndo possui o sitio da S1P, e tem a segunda cisteina deslocada,
contudo, seu motivo YISY esta conservado. O SIRALF6 provavelmente é participante do
grupo dos clados I, 11 e 111, apesar do motivo YISY ndo ser totalmente conservado, se vé

essa modificacdo nas descri¢cfes de Campbell e Turner (2017), o mesmo pode ser dito
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sobre SIRALF9. O SIRALF8 possui o sitio da S1P, apesar de ndo conservado, assim como
0 motivo YISY, e tem a segunda cisteina deslocada, mas considerando que a auséncia do
RRXL ¢ importante para participar do clado 1V, SIRALF8 pertence ao grupo do clado I,
Il e Il. SIRALF10 possui o S1P, as cisteinas conservadas, e possui 0 motivo YISY
modificado, considerando a presenca de dois motivos de forma conservada ele pertence
ao grupo dos clados I, 11 e 111. O mais dificil de definir € o SIRALF4, pois ele possui um
sitio ndo conservado da S1P, contudo, ndo possui 0 motivo YISY, tem um peptideo sinal
muito maior que os demais, apesar das cisteinas serem conservadas 0s aminoacidos que
estédo entre elas ndo sdo conservados; por ser diferente dos demais ele ndo se encaixa
muito bem em nenhum clado, porém como os peptideos do clado IV sdo divergentes,
SIRALF4 é mais representado por ele.

O SIRALF4 o mais divergente dos SIRALFs, possui uma preproproteina de 217
amino&cidos enquanto os demais variam de 74 a 152, ndo possui 0 motivo YISY e os
aminoacidos entre as cisteinas ndo sdo conservados. A falta de conservacdo sugere
inclusive que a classificacdo desta proteina como um RALF possa estar equivocada, testes
funcionais como o de alcalinizacao, inibicdo de raiz primaria e mobilizacao de célcio séo
necessarios para esclarecer este ponto. Interessante observar que o grau de divergéncia
do SIRALF4 para o RALF originalmente isolado de tabaco, 17% de identidade e 26% de
similaridade, ndo é inferior aquele observado entre o AtRALF17 e o NtRALF1, 13% de
identidade e 26% de similaridade,

Através da arvore filogenética entre os SIRALFs e os AtRALFs, é possivel
sugerir o envolvimento dos SIRALFs com as fungdes pré-definidas dos AtRALFs. Os
SIRALFs 6 e 10 estdo agrupados com os AtRALFs 4 e 19, estes AtRALFs provavelmente
estdo ligados a manutencao da integridade do tubo polinico (Mecchia et al. 2017; Morato
do Canto et al. 2014). Nesse caso podemos inferir que esses peptideos, ou ao menos o
SIRALF6, tem papel no crescimento do tubo polinico, pois SIRALF6 também
denominado SIPRALF, estd envolvido no crescimento do tubo polinico (Covey et al.
2010). Os SIRALFs 1/2/7 estdo agrupados com os AtRALFs 1/22/23/33, estes RALFs
possuem multiplas fungdes, participando da expanséo celular, modulagdo da resposta ao
estresse e participacdo na imunidade da planta (Bergonci et al. 2014; Zhao et al. 2018;
Abarca, Franck, e Zipfel 2021). Pode-se estipular através dos dados de expressao que
SIRALF7 esta envolvido no controle do crescimento radicular, jA& que se expressa
prioritariamente na raiz. J& sobre SIRALFs 1/2 é incerto predizer suas funcdes, pois estes

estdo presentes em todos os tecidos. O SIRALF2 ja foi caracterizado, sabe-se que a
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aplicacdo exogena causa inibigdo do crescimento radicular e que ele alcaliniza meio de
células em suspensdo (Gregory Pearce et al. 2001). Sobre o SIRALF3, devido a falta de
conservacao de estrutura primaria com os demais RALFs, seu posicionamento na arvore
¢ isolado ainda que mais proximo do clado contendo os AtRALFs 1/22/23/33 e o0s
SIRALFs 1/2/7, ndo permitindo inferéncias sobre seu papel bioldgico. A expressao de
SIRALF3 é majoritariamente em flores em antese, contudo ndo estd presente nas partes
femininas, sugerindo um papel no crescimento ou manutencao da integridade do tubo
polinico. O SIRALF4 se une ao AtRALF17 na arvore filogenética, mas esse resultado ndo
deve indicar uma verdadeira semelhanca, possivelmente foram unidos por serem
diferentes dos demais. O SIRALF4 esta expresso em toda planta com valores menores na
raiz e em flores em antese, como nao é similar a nenhum AtRALF é dificil prever uma
funcdo. O SIRALF5 se assemelha ao AtRALF34 que é antagonista dos AtRALFs 4/19,
sendo importante para a ruptura do tubo polinico (Ge et al. 2017). Contudo a expressao
de SIRALF5 em 6rgédos femininos em antese € muito baixa, colocando em duvida essa
possivel funcdo. AtRALF34 também demonstrou ser importante na iniciacdo de raizes
laterais (Murphy et al. 2016), mas a expressdo de SIRALF5 em raizes € quase inexistente.
O SIRALF8 estd em um clado junto com 0 AtRALF32, ndo hd muito sobre o AtRALF32
além de que ele € capaz de induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Abarca, Franck, e Zipfel 2021), que talvez seja uma possibilidade para o SIRALF8. O
SIRALF9 forma um clado com 0 SIRALF11 e os AtRALFs 24/31. O AtRALF24 mostrou
ser capaz de induzir a producdo de ROS, e os AtRALFs 24/31 alcalinizaram o meio de
celulas em suspensdo, inibiram crescimento radicular e do hipocotilo e influenciaram na
germinacdo do pélen (Morato do Canto et al. 2014; Abarca, Franck, e Zipfel 2021).
Baseado na expressdo génica, o SIRALF9 tera seu papel na reproducao, provavelmente
na regulacao do crescimento do tubo polinico ou germinacdo do pélen, em vista que sua
expressdo é detectada apenas em flores em antese, e tem expressao infima nas partes
femininas. Ja o SIRALF11 talvez tenha algum papel na formacéo do fruto pois sua maior

expressao é em frutos 10 dpa, contudo esta presente em toda planta.

1.3. Materiais e Métodos

1.3.1. Obtencéo das sequéncias que codificam os peptideos RALFs e anélise

filogenética
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Utilizando as sequéncias dos AtRALFs que foram adquiridas através do TAIR
(Poole 2007), buscou-se por sequéncias similares de tomateiro em Sol Genomics Network
através do BLAST. Para identificar os RALFs dos tomateiros selvagens utilizou-se o
BLAST no TOMATO (biocloud.net) (N. Li et al. 2023).

Os RALFs de Solanum lycopersicum foram denominados de acordo com a
posicdo dos genes nos cromossomos (Figura 7), as demais espécies de Solanum foram
denominadas de acordo com a similaridade com os SIRALFs.

As sequéncias obtidas da prepreproteina de RALF de tomateiro e arabidopsis
foram alinhadas por ClustalW, aparadas para que restasse apenas 0 peptideo ativo, a
sequéncia de aminoécidos a partir do motivo -YISY. O programa MEGA versdo 11 (State
College, PA, EUA) foi utilizado para construir uma arvore filogenética de Neighbor-
Joining com 1000 réplicas bootstrap, uma delecdo pareada e um modelo de Poisson. Em
seguida 0 MEGA foi utilizado para construir as estimativas de divergéncia evolucionaria.
Foi utilizado o modelo Poisson, com Uniform Rates e Pairwise deletion.
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0N N M N Salycl2g005460~ T, .
O Wb Solvecl2s013895
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Figura 7. Posicdo dos SIRALFs nos cromossomos de Solanum lycopersicum

1.3.2. Motivos de RALF

Para encontrar os motivos de RALF em S. lycopersicum foi utilizado o servidor
MEME (Bailey et al. 2015) on-line. A analise foi realizada com requisi¢do de 10, 7,5 e
3 motivos. Ao final foi escolhido manter apenas 3 motivos, pois esses eram 0S que se

mantinham constantes entre os RALFs.

1.3.3. Expressdo génica dos SIRALFs em Solanum pimpinellifolium


http://caastomato.biocloud.net/home
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Os dados de RNA-seq foram obtidos através do servidor Tomato Functional
Genomics Database (Fei et al. 2011). Os dados foram extraidos de dois experimentos o
D006 - Analise do transcriptoma de varios tecidos na espécie selvagem, S.
pimpinellifolium, LA1589 e o experimento DO009- Perfil transcriptdmico tecido-
especifico dos ovarios e frutos usando LCM-acoplado ao RNA-seq. de S.
pimpinellifolium.
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2. CARACTERIZACAO DO MUTANTE DO GENE SIRALF1 (slralf1)

2.1. Resultados
2.1.1. O gene SIRALF1 esta envolvido na germinacao

Com a finalidade de detectar possiveis alteraces na germinacao de sementes do
mutante slralfl, a germinacgdo foi monitorada através de medidas recorrentes do peso de
25 sementes. A germinacao ocorre em trés fases, na fase I, chamada fase de embebicdo,
observa-se 0 aumento do peso das sementes conforme as sementes absorvem a agua; a
fase Il, fase lag, € uma fase estacionaria no aumento do peso das sementes, na qual as
atividades metabdlicas retornam a acontecer; e, por fim, a fase 11, ou fase log, onde ocorre
a retomada do aumento do peso da semente com a divisdo celular iniciada, € no inicio da
fase log que ocorre a protrusdo da radicula (Bewley et al. 2012). Na primeira fase da
curva, 0 genoétipo selvagem comeca com um maior peso, porém ap6s 1 e 6 h de
embebicdo, observa-se um aumento do peso das sementes mutantes, gerando uma
diferenca de 7,45% nos pesos das sementes. J& na fase lag, ndo ha diferenca significativa
nos pesos. No inicio da fase log, ndo ha diferenca entre slralfl e wt, contudo conforme a
radicula se desenvolve, as plantas wt passam a ser 28,8% mais pesadas que as slralfl
(Figura 8).

O conteudo de &gua ao longo da germinacgdo também foi mensurado (Figura 9).
Observa-se que o contetdo de dgua aumentou 1,73 vezes mais em sementes slralfl do
gue em sementes wt na primeira hora de experimento. O grafico mostra que durante a
fase lag, slralfl apresenta um maior contelldo de agua, o que é alterado ao atingir 60 h,
quando ocorre a protrusdo da radicula de wt. Conforme as raizes se desenvolvem, o slralfl

passa a ter menor contetdo de agua, aproximadamente 1,5 vezes menor.
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Figura 8. Peso fresco de 25 sementes ap6s o inicio da embebicdo até 120 h. O experimento foi realizado
com n = 4 e foi repetido 2 vezes. No gréfico, a mediana é representada por uma reta no interior das caixas
e a média é representada pelo x. wt, wild type; rl, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t p=0,01. *,
significancia pelo teste t p=0,05.
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Figura 9. Contetido de agua de 25 sementes usando como base o peso da semente seca respeitando a
equacdo contetdo de &gua= peso fresco* peso seco/peso seco (Pereira et al, 2022). O experimento foi
realizado com n = 4 e foi repetido 2 vezes. No gréafico a mediana é representada por uma reta no interior
das caixas e a média é representada pelo x. wt, wild type; rl, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t
p=0,01. *, significancia pelo teste t p=0,05.

As sementes de wt emitem a radicula 24 h antes que as sementes de slralf1, sendo
que slralfl também tem uma maior distribuicdo da germinacéo ao longo do tempo, de 72
a 108 h apods o inicio da embebicdo (Figura 10). O inicio da germinagéo coincide com o
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aumento conteudo de agua presente nas sementes, entrada na fase log. As sementes de
slralfl obtiveram uma germinacao de 84% ja a taxa de germinacéo de wt foi de 97%.
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Figura 10. Germinag&o ao longo do tempo. O experimento foi realizado com n = 4 e foi repetido 2 vezes.
No grafico, a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x.
wt, wild type; rl, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t p=0,01. *, significancia pelo teste t p=0,05.

Esses resultados demonstram que a mutacdo no gene SIRALF1 fez com que as
sementes fossem capazes de absorver 21% mais agua do que os controles, contudo isso
ndo resultou em uma germinacdo mais rapida, pelo contrario, as sementes slralfl
demoram 24 h a mais para iniciar sua germinacdo. Também foi observada uma
germinacdo menos uniforme, ou seja, as sementes deixam de germinar no mesmo tempo

e passam a germinar em uma janela de tempo maior.

2.1.2. O gene SIRALF1 interfere no crescimento da raiz

Para caracterizacdo do crescimento radicular do mutante slralfl, foram
realizados ensaios de crescimento da raiz primaria em placas de Petri. Apds 72 h da
germinacao, as raizes alcancaram um comprimento médio de 5,5 cm para wt (controle) e
2,75 cm para slralfl (Figura 11). Apos 12 h da emisséo da radicula, o mutante slralfl
mostrou uma raiz primaria 2 vezes menor que o wt, com uma velocidade de crescimento

1,5 vezes inferior ao controle wt (Figuras 12 e 13).
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Figura 11. Plantas 5 d apds semeadas em papel filtro e 4gua. Wt, wild type controle. slralfl, mutantes para
0 gene SIRALF1.
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Figura 12. Comprimento da raiz primaria de wild type (wt) e de slralfl de 12 a 72 h ap6s a germinag&o. O
comprimento das raizes foi aferido pelo ImageJ. O experimento foi realizado com n= 50 e foi repetido 3
vezes. No grafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média € representada
pelo x. **, significancia pelo teste t p=0,01.
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Figura 13. Indice de crescimento radicular em 1 h. O experimento foi realizado com n= 50 e foi repetido
3 vezes. No grafico, a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada
pelo x. wt, wild type controle. r1, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t p=0,01.

Pelos resultados pode-se inferir que a auséncia do gene SIRALF1 compromete o
crescimento da raiz primaria de tomateiro, levando a um crescimento lento se comparado

com o controle.

2.1.3. Os mutantes slralfl tem folhas menos complexas

Para averiguar se o mutante slralfl tem o crescimento da planta alterado, a altura
da planta foi aferida entre a 32 e a 142 semana. E possivel observar que, a partir da 52
semana, a altura das plantas de slralfl foi 19,8 % menor que o controle, a diferenca entre
as alturas foi reduzindo com o passar das semanas, sendo que na 142 semana a altura de
slralfl estava 10,7% menor que de wt (Figura 14).

A fim de observar se a auséncia do peptideo SIRALF1 tem efeito na clorofila, as
clorofilas a e b foram mensurados com um SPAD. Observou-se que ndo houve diferenca

no teor de clorofila a e b entre plantas controle e mutante (Figura 15).



44

140
120
100

80
Or
O wt

60

40

Altura da planta (cm)

20

3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14

Semanas Apos o plantio

Figura 14. Altura da planta ao longo do tempo. O experimento foi realizado com n=10. No grafico a
mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x. Na legenda. wt,
wild type controle. rl1, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t p=0,01. *, significancia pelo teste t
p=0,05. ns, ndo significativo
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Figura 15. Teor de clorofila coletado com o SPAD. O experimento foi realizado com n=30. No gréafico a
mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x. wt, wild type
controle. r1, mutante slralfl ns, teste t ndo significativo

Com a finalidade de caracterizar as folhas do mutante slralfl, folhas totalmente
expandidas foram selecionadas do 4° e 5° nds a partir da base da planta. As folhas de
slralfl tém uma area foliar menor que as wt, com uma diferenca média superior a 150
cm? (Figura 16). A folha de slralfl é menos complexa que a de wt (Figura 17) e possui
menos foliolos secundarios e intercalares (Figura 18). A separacdo dos foliolos das folhas
mostra que o nimero de foliolos em slralfl € significativamente inferior (Figura 19). Para
averiguar se a diferenga de area é devido ao menor nimero de foliolos secundérios e

intercalares foi quantificada a &rea dos foliolos primérios. N&o houve diferenca
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significativa entre slralfl e wt, indicando uma mesma area de foliolos primérios (Figura
20).
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Figura 16. Area foliar, somatério da area de todos os foliolos, das folhas dos nds 4o e 50 a partir da base.
Area dos foliolos de folhas completamente expandidas de plantas de tomateiro wild type e slralfl, A area
foi aferida através do ImageJ. O experimento foi realizado com n=6. No grafico a mediana é representada
por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x. wt, wild type controle. rl, mutante
slralf1**, significancia pelo teste t p=0,01.

Figura 17. Folhas nimero 5, completamente expandidas. wt, wild type; slralf 1, mutante para o gene
SIRALF1.
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Figura 18. Nimero de foliolos totais por folha. O experimento foi realizado com n=20. No gréfico a
mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x. wt, wild type
controle. rl, mutante slralfl **, significancia pelo teste t p=0,01.

Figura 19. Imagem representativa dos foliolos de tomateiro, retiradas do n6 nimero 5. wt, wild type; slralf
1, mutante para o gene SIRALFL1.
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Figura 20. Area individual dos foliolos primarios das folhas. Area dos foliolos de folhas do 4° e 5° n6 a
contar da base de plantas de tomate wild type e slralfl, A &rea foi aferida atraves do ImageJ. O experimento
foi realizado com n=10. No gréafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média
é representada pelo x. wt, wild type controle. rl, mutante slralfl. ns, ndo significativo

Com a finalidade de caracterizar melhor a folha, 0 comprimento do peciolo e o
didmetro do peciolo foram aferidos. O comprimento da folha e o didmetro dos peciolos
de slralfl ndo se diferenciam das folhas das plantas wt (Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Comprimento do peciolo das folhas de tomateiro. O experimento foi realizado com n=10. No
grafico a mediana € representada por uma reta no interior das caixas e a média € representada pelo x. wt,
wild type controle. r1, mutante slralfl. ns, ndo significativo
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Figura 22. Didmetro do peciolo das folhas de tomate. O experimento foi realizado com n=30. No grafico
a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média € representada pelo x. wt, wild type
controle. r1, mutante slralfl. ns, ndo significativo

Para melhor entender como a planta de slralfl teve seu desenvolvimento foliar
modificado, ao completar 20 semanas, 0 nimero de folhas, niUmero de ramos, e 0 peso
seco foram quantificados. As plantas de slralfl apresentaram maior nimero de folhas no
ramo principal (Figura 23), em contrapartida o namero de ramos laterais e de folhas nestes
ramos laterais foi equivalente ao encontrado no wt (Figuras 24 e 25). Em plantas de 20
semanas, o0 peso de folhas no ramo principal foi o unico fator que diferiu entre slralfl
(Figura 26 A) e as plantas selvagens, mostrando similaridade no peso seco das demais
partes vegetativas e da raiz (Figuras 26 B-E).
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Figura 23. Namero de folhas no ramo principal com 20 semanas. O experimento foi realizado com n=10.
No gréafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x.
wt, wild type controle. rl, mutante slralf1*, significAncia pelo teste t p=0,05.
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Figura 24. Namero de folhas nos ramos laterais com 20 semanas O experimento foi realizado com n=10.
No grafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média € representada pelo x.
wt, wild type controle. rl, mutante slralfl. ns, ndo significativo
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Figura 25. Numero de ramos laterais por planta com 20 semanas. O experimento foi realizado com n=10.
No grafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x.
wt, wild type controle. rl, mutante slralfl. ns, ndo significativo
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Figura 26. Peso seco das folhas de tomateiro selvagem e mutante para o gene SIRALF1 A- Peso seco das
folhas do caule principal de slralfl e wild type com 20 semanas. B- Peso seco das raizes de slralfl e wild
type com 20 semanas. C- Peso seco das folhas dos ramos laterais de slralfl e wild type com 20 semanas.
D- Peso seco dos ramos laterais de slralfl e wild type com 20 semanas. E- Peso seco do caule principal de
slralfl e wild type com 20 semanas O experimento foi realizado com n=10. No grafico a mediana é
representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x.wt, wild type controle. ri,
mutante slralfl *, significancia pelo teste t p=0,05. ns, ndo significativo

Os resultados demonstram que o gene SIRALF1 estd relacionado ao
desenvolvimento da folha, mais especificamente ao desenvolvimento de foliolos

secundarios e intercalares nas folhas compostas de tomateiro.

2.1.4. O gene SIRALF1 atua no desenvolvimento da flor

A fim de caracterizar o desenvolvimento reprodutivo dos mutantes slralfl o
namero de flores e 0 nimero de abortos foram quantificados, semanalmente, até a 14?
semana. O numero de flores de slralfl foi menor por todo o periodo que ela foi observada

(Figura 27), e, desse menor numero de flores que chegou a ser 55,18 % menor que Wt,
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uma porcentagem maior de flores foi abortada, chegando a quase 50% do total de flores

(Figura 28).

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Nuamero de flores

Semanas apos o plantio

Figura 27. Numero de flores da 82 a 142 semana ap6s o plantio. O experimento foi realizado com n=10. No
grafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x. wt,
wild type controle. rl1, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t p=0,01. *, significancia pelo teste t
p=0,05.
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Figura 28. Porcentagem de flores abortadas da 8 a 142 semana ap6s o plantio. O experimento foi realizado
com n=10. No gréafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada
pelo x. wt, wild type controle. r1, mutante slralfl. **, significAncia pelo teste t p=0,01. *, significancia pelo
teste t p=0,05. ns, ndo significativo

A fim de investigar diferengas morfoldgicas nas flores, as diversas partes das

flores foram identificadas e mensuradas. Em flores em antese, o comprimento do ovario
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de slralfl é superior ao comprimento do ovério de wt (Figuras 29 A) e o comprimento
das anteras é inferior (Figura 29 B), apesar de ndo haver diferenca estatistica no
comprimento dos estiletes (Figura 29 C), a diferenca da antera gera uma maior razdo entre
comprimento de estilete e comprimento da antera (Figura 29 D). Os outros parametros da
flor, tamanho de pétala, tamanho de sépala e didmetro do ovério, ndo apresentaram

diferenca estatistica (Figuras 29 E, F e G)
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Figura 29. Tamanho dos 6rgdos florais de tomateiro selvagem e mutante para o gene SIRALF1. A-
Comprimento do ovéario. B- Comprimento da antera. C- Comprimento do estilete. D- Razdo do
comprimento do estilete e do comprimento da antera. E- Diametro do ovario. F- Comprimento da sépala.
G- Comprimento da pétala. H- Partes da flor em antese de wild type a esquerda e slralf 1, a direita. O
experimento foi realizado com n=6. No gréafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas
e a média é representada pelo x. wt, wild type controle. r1, mutante slralfl. *,0,05 de significancia pelo
teste t. ns, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Com a finalidade de verificar a causa dos abortos florais, os polens foram
colocados para germinar em meio de germinacdo de polen (Figura 30). O comprimento
do tubo polinico ndo possui diferenca estatistica relevante entre slralfl e as plantas wt

apos 2 h (Figura 31). Contudo ha um menor percentual de polens de slralfl germinados,
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sendo que 60% dos polens wt germinaram e pouco mais de 20% dos polens slralfl
germinaram (Figura 32).
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Figura 30. Germinacdo do tubo polinico em wild type, a esquerda e slralfl, a direita. A germinagéo foi
mensurada 2h apés inoculagdo em meio de germinacdo de polen, as placas foram mantidas no escuro.
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Figura 31. Comprimento do tubo polinico 2 h ap6s o inicio da inducdo da germinagdo. O experimento foi
realizado com n=60. No grafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é
representada pelo x. wt, wild type controle. rl1, mutante slralfl. ns, ndo significativo
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Figura 32. Percentual de tubos polinicos germinados 3 h ap6s o inicio da inducdo & germinacdo. O
experimento foi realizado com n=21. No gréafico a mediana € representada por uma reta no interior das
caixas e a média é representada pelo x. wt, wild type controle. rl, mutante slralfl. **, significancia pelo
teste t p=0,01

Os resultados aqui apresentados demonstram que o gene SIRALF1 reduz a

germinacdo do pdlen, diminui o numero de flores e gera abortos.

2.1.5. O gene SIRALF1 tem papel na formacgé&o das sementes.

A interferéncia do SIRALF1 na reproducéo tem reflexos na formacéo e producao
dos frutos. As plantas de slralfl, em 20 semanas, apresentaram menos frutos por planta
do que as plantas selvagens (Figura 33), esses frutos também ndo maturaram ao mesmo
tempo que os das plantas controle (Figura 34). Consequentemente, os frutos por planta
apresentaram um peso muito menor, cerca de 100 g a menos (Figura 35). Observou-se
também que frutos de slralfl apresentaram uma quantidade inferior de sementes por fruto,
sendo um valor mais de 5 vezes menor que o nimero de sementes de wt (Figura 36).

Para caracterizar se o fruto do mutante é semelhante ao fruto wt, quantificou-se
dois fatores de qualidade de fruto: os solidos soluveis e a acidez total. Através da acidez
total, estimou-se a porcentagem de acido citrico. N&o ha diferenga no teor Brix, contudo

a percentagem de acido citrico € 15% menor em slralfl (Figura 37 e 38).
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Figura 33. Numero de frutos por plantas wild type e slralfl. O experimento foi realizado com n=10. No
grafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada pelo x. wt,
wild type controle. rl, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t p=0,01.
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Figura 34. Frutos oriundos de plantas com 20 semanas.
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Figura 35. Peso de frutos por plantas wild type e slralfl1. O experimento foi realizado com n=10. No grafico
a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média € representada pelo x. wt, wild type
controle. r1, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t p=0,01.
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Figura 36. Nimero de sementes em frutos verdes de tomate wild type e slralfl. O experimento foi realizado
com n=20. No grafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada
pelo x. wt, wild type controle. rl, mutante slralfl. **, significancia pelo teste t p=0,01
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Figura 37. Percentagem se acido citrico em frutos de tomateiro wild type e slralfl. O experimento foi
realizado com n=10. No grafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é
representada pelo x. wt, wild type controle. r1, mutante slralfl **, significancia pelo teste t p=0,01.
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Figura 38. indice de refracdo de frutos de tomateiro wild type e ralfl. O experimento foi realizado com
n=10. No gréafico a mediana é representada por uma reta no interior das caixas e a média é representada
pelo x. wt, wild type controle. r1, mutante slralfl. ns, néo significativo

Os resultados da avaliagdo dos frutos de tomateiro selvagem e mutante slralfl
sugerem que o gene SIRALF1 é importante para a manutencao da produtividade da planta,
e para o desenvolvimento da semente, esses resultados podem ser reflexos da baixa

germinacdo do polen e alto indice de abortos que a auséncia do gene SIRALF1 causa.

2.2. Discussao
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Plantas mutantes desempenham um papel fundamental na caracterizacdo de
genes em plantas. Para entender melhor o papel dos peptideos RALFs em plantas o
mutante slralfl foi caracterizado quanto a seus aspectos morfologicos. O mutante
slralflndo apresenta 0 mesmo comportamento observado nos mutantes atralfl (Bergonci
et al. 2014). O comportamento esperado seria o de crescimento aumentado do mutante
em relagcdo ao de plantas selvagens, como ocorreu com plantas de arabidopsis que
possuiam o AtRALF1 silenciado (Bergonci et al. 2014). O resultado observado, ou seja
de menor crescimento radicular, € algo presente em plantas que superexpressam RALF
(Bergonci et al. 2014; Atkinson, Lilley, e Urwin 2013; Srivastava et al. 2009). Como
slralfl apresentou comportamento contrario ao esperado, é possivel que SIRALF1 seja
um antagonista ou competidor de outro RALF que tenha a funcdo de inibir a expansao
celular. A ideia de RALFs com papeis antagonicos ja foi descrita em peptideos RALFs
responsaveis pela integridade do tubo polinico e por peptideos RALFs responsaveis pela
resposta do sistema imune (Ge et al. 2017; Abarca, Franck, e Zipfel 2021). N&o ¢ a
primeira vez que 0 menor crescimento de um mutante para um gene RALF é reportado
(Ginanjar, Teh, e Fujita 2022; Wieghaus, Prifer, e Gronover 2019). Em Physcomitrium
patens, mutantes knockout Ppralfl, Ppralf2 e Ppralfl,2 apresentaram um menor nimero
de células e células com menor tamanho (Ginanjar, Teh, e Fujita 2022).

N&o ha informacdo sobre a influéncia dos RALFs na germinacdo de sementes.
No caso dos mutantes slralfl a forma que a germinacdo acontece ao longo do tempo é
alterada. A germinacdo no mutante slralfl € distribuida ao longo do tempo, ou seja, as
sementes ndo germinam ao mesmo tempo como ocorre com as sementes controle, wt. A
germinacao é mais tardia também, ocorrendo um atraso de 24 h com rela¢éo a germinacéao
das sementes controle, wt. O que causa a germinacdo tardia ndo sdo problemas
relacionados a embebicdo, pois as sementes de slralfl embebem na mesma velocidade
que as sementes de wt (Figura 11). Contudo, os dados de conteudo de agua ao longo da
germinacdo mostram que as sementes de slralfl absorvem mais agua que as sementes
controle, wt (Figura 12). Esse fato pode estar relacionado ao controle que os RALFs
exercem sobre a expansdo celular, possivelmente tornando as paredes celulares mais
rigidas, menos permeaveis a agua (Mecchia et al. 2017), a auséncia de RALF torna a
parede da célula mais frouxa, facilitando uma maior embebicdo. Uma hipotese para a
germinacdo tardia pode ser a maior sensibilidade a ABA que a auséncia de RALF causa
(Chen et al. 2016). A relagcdo de RALF e ABA foi observada em ensaios de crescimento

de raiz primaria. A presenca de RALF reduziu a sensibilidade ao ABA e mutantes de
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AtRALF1 em arabidopsis sdo mais sensiveis ao ABA (Chen et al. 2016). As sementes tem
uma alta concentragdo de ABA, importante para a manuten¢do da dorméncia (del Carmen
Rodriguez-Gacio, Matilla-Vazquez, e Matilla 2009) e a sensibilidade ao ABA que a
auséncia de RALF causa, pode trazer uma menor sensibilidade a giberelina. Sendo a
giberelina um fator essencial na ativagdo da germinacdo, a razdo ABA/GA regula a
transicdo metabolica necessaria para a germinacdo (Nautiyal, Sivasubramaniam, e
Dadlani 2023). Se a sensibilidade esta mais voltada para o0 ABA, possivelmente a
sensibilidade para a GA fica prejudicada causando uma germinagdo mais lenta.

Ao longo do desenvolvimento, as plantas de slralfl demonstraram ser menores,
mas ao chegar em 20 semanas, apenas o nimero de folhas no ramo principal demonstrou
ter diferenca, sendo que slralfl apresenta um namero menor. Em 20 semanas as plantas
ja possuiam frutos. O nimero de frutos das plantas mutantes é pifio comparado com as
selvagens. Possivelmente, quando as plantas selvagens entram na fase de frutificacdo, os
esforgos de desenvolvimento se voltaram pra seus novos drenos, os frutos; ja as plantas
slralfl continuaram a se desenvolver vegetativamente por mais tempo, equiparando-se
em massa vegetal as plantas selvagens.

Possivelmente, SIRALF1 esta ligado ao desenvolvimento da folha. As folhas do
mutante possuem menos foliolos intercalares, influenciando na éarea total da folha, e
influenciando a morfologia da folha, e consequentemente da planta, gerando plantas com
aparéncia menos densa. Ja foi observado que mutantes knockout do gene TxRALF1 de
Taraxacum koksaghyz, alteram a morfologia da raiz principal (Wieghaus, Prifer, e
Gronover 2019). Sugerindo que RALF tem papel na formacéao de 6rgaos da planta.

Os frutos de slralfl apresentaram menos sementes, 0 baixo nimero de sementes
ja foi observado ao silenciar os genes AtRALF4/19 (Ge et al. 2017; Mecchia et al. 2017)
A baixa quantidade de sementes pode ser devido a menor germinacdo do pdlen que os
mutantes apresentam. Contudo, pode ser multifatorial, visto que em Solanum
pimpinellifolium ha expresséo de SIRALF1 no ovario durante a antese, assim como em 4

dias pds antese (ver Capitulo 1).
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2.3. Material e Métodos
2.3.1. Ensaio de crescimento radicular

Sementes do mutante para SIRALF1 (slralfl) e do tipo selvagem (wt) foram
desinfestadas e colocadas em placas de Petri retangular contendo 30 mL de meio
semissdlido Murashige e Skoog meia forga (Murashige e Skoog 1962). As placas foram
deixadas no escuro, na posigédo vertical, por 48 h antes de iniciarem as medicGes. A
marcacdo da posicdo das raizes primarias ocorreu a cada 12 h, ao final de 6 medicGes as
placas foram fotografadas e, com o auxilio do programa ImageJ, aferiu-se o crescimento

da raiz primaria.

2.3.2. Desinfestacdo das sementes

Em um tubo tipo Falcon de 50 mL s&o colocadas as sementes e 35 mL de agua
destilada, 15 mL de hipoclorito de sédio comercial e duas gotas de detergente comercial.
Os tubos séo agitados por inversdo por 15 min, logo ap6s, em uma camara de fluxo
laminar e em condicdes assépticas, as sementes sdo lavadas por pelo menos 5 vezes

consecutivas, usando agua estéril Milli-Q (35 mL).

2.3.3. Ensaio de germinagao

Em 4 placas de Petri contendo duas folhas de papel filtro (gramatura 80 g/m?,
espessura 0,2 mm, poros de 25 um), 100 sementes de cada tratamento foram divididas
igualmente. As 25 sementes em cada uma das 8 placas tiveram seu peso aferido. Logo
em seguida, foi adicionada agua deionizada nas placas de Petri, 0 volume de agua
adicionado € correspondente a 3 vezes o peso dos papéis filtro. As sementes foram
deixadas no escuro em uma temperatura de 22°C.

O peso fresco das sementes foi aferido apos 1 h e depois de 6 em 6 h até 36 h.
Apobs as 36 h iniciais, o peso fresco foi aferido de 12 em 12 h, até completar 120 h. Para
aferir o peso fresco das sementes, elas foram colocadas em um papel filtro seco, e,
delicadamente com outro papel seco, foi retirada a umidade superficial. Posteriormente,
as sementes foram pesadas. Conforme as sementes foram geminando foi-se anotando a

evolucéo da germinacao.
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Para obtencdo do contetdo de agua foi utilizada a equacao abaixo (Pereira et al.
2022).
(PF — PS)
PS
CABgs= Conteldo de &gua (grama/grama em base seca)

CABS =

PF= peso fresco

PS=peso seco

2.3.4. Caracterizacdo fenoldgica das plantas slralfl

As sementes de slralfl (mutante foi obtido da colegdo do projeto “Usando
CRISPR/Cas9 para entender e melhorar o sistema imunologico da planta” (NSF-10S
1546625) com plantas background Rio Grande (N. Zhang et al. 2020) e de wt (Rio
Grande-RGLA3342) foram semeadas em vasos de 200 mL com uma proporcao 1:1 de
substrato para plantas e vermiculita, 1 g/L de 10-10-10 e 4 g/L de calcario. As plantas,
qguando atingiram 2 semanas, foram transplantadas para vasos de 20 L com uma
proporcédo 1:1 de substrato e vermiculita, 8 g/L de 10-10-10 e 4 g/L de calcério. A partir
da quarta semana, as plantas passaram a ser tutoradas com estacas. A cada 15 d as plantas
receberam adubacdo de cobertura de 4 g/L de 10-10-10 e 2 g/L de calcério.

Entre a 3% e a 142 semana, foi aferida, semanalmente, a altura da planta com uma
fita métrica, as afericdes foram realizadas do substrato até o meristema apical. As
medic¢des terminaram quando a altura da planta ultrapassou a altura da estaca de 1,2 m.

A partir das primeiras inflorescéncias, que ocorreu na 82 semana, as flores foram
contabilizadas semanalmente até a 142 semana. Os abortos foram contabilizados também
semanalmente a partir do momento que foram observados.

Na 202 semana, foram aferidos nimero de folhas no ramo principal, nimero de
folhas nos ramos laterais, nUmero de ramos laterais, niUmero de frutos, peso fresco da
parte aérea. Na 20? semana a planta foi separada em raiz, folhas do caule principal, folhas
dos ramos laterais, caule principal e caule dos ramos laterais. As partes da planta foram
levadas em estufa 60°C e deixadas para secar até que seu peso fosse constante.

Para aferir a area foliar selecionou-se a 42 e a 52 folha, contando a partir da base
da planta, para que se selecionasse folhas completamente expandidas. Mediu-se o

comprimento do peciolo assim como o didmetro, que foi aferido na altura dos foliolos
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priméarios da base da folha. Separou-se os foliolos do peciolo, os foliolos foram
contabilizados e fotografados. A area dos foliolos foi aferida com o ImageJ.

Quando as plantas atingiram 20 semanas, os frutos foram colhidos. Cada planta
teve seus frutos contados e pesados. Como as plantas slralfl apresentaram
majoritariamente frutos verdes, foi contabilizado nimero total de sementes de cada um

dos frutos verdes.

2.3.5. Ensaio de germinacdo do polen e crescimento do tubo polinico

Flores em antese tiveram seu polen coletado e colocado em placas de Petri com
6 mL de meio semissélido de germinacdo de polen [Sacarose 0,292 M; Ca(NOs). 1,27
mM; H3BO3 1,62 mM; KH2PO4 1 mM; agarose 0,6%; pH 5,8]. As placas ficaram no
escuro por 2 h. Foram feitos registros fotograficos com o auxilio de um microscopio para

que os tubos polinicos pudessem ter seu comprimento aferido pelo ImageJ.

2.3.6. Quantificacdo dos solidos soluveis

Para a quantificacdo dos solidos sollveis foi utilizado um refratbmetro portatil
(ATAGO, 2111-W10), e duas gotas do sumo do pericarpo, obtido pela maceracdo do
fruto e filtragem com gaze.

2.3.7. Titulacdo da acidez

A polpa do tomate maduro foi macerada e coada para coletar 1,5 g de extrato.
Ao extrato foi adicionado 12,5 mL de &4gua deionizada e levada ao pHmetro. A titulagdo
da acidez foi feita com NaOH 0,1 M até que o pH atingisse 8,2 (Moretti et al. 1998). Para
calcular a porcentagem de acido citrico foi usada a seguinte equag&o:

. o [ML(NaOH) * N(NaOH) * 0.064]
% Aacido citrico = Tc * 100
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ANEXOS
ANEXO A. Tabela de identidade dos RALFs de Solanum em comparagdo com os SIRALFs
RALF1 RALF2 RALF3 RALF4 RALF5 RALF6 RALF7 RALF8 RALF9 RALF10 | RALF11
S. lycopersicoides 100 98 80|- 100 98- - 98 79 100
s. galapagense 100 100 100 100 100 98 100 100 100 100 36
S. peruvianum 98| 100 98 84 100 98 100]- 100 100 98
s.pimpinellifolium 100 100 100 98 100 100 100[- 100[- 100
s. pennelli 100 100 98 9 100 98 100 98 100 98]-
S. chmielewskii 100 100 100 9% 100 98 100 100 100 100 66
S. neorickii 100 100 100 100 98 100[- 100 100 100
S. chilense 100 100 % 98 100[- 98 100 100 100 100
S. habrochaites 100 98 89 100 81 100]- 98 98 100
S. corneliomulleri 100 98 89 100 98 100[- 100, 100 98
ANEXO B. Tabela de similaridade dos RALFs de Solanum em comparagdo com os SIRALFs
RALF1 | RALF2 | RALF3 [ RALF4 | RALFS | RALF6 | RALF7 | RALF8 | RALF9 | RALF10 [ RALF11
S. lycopersicoides 100 100 94|- 100 98|- - 100 81 100
s. galapagense 100 100 100 100 100 98 100 100 100 100 38
S. peruvianum 98 100 98 91 100 98 100[- 100 100 98
S.pimpinellifolium 100 100 100 98 100 100 100[- 100[- 100
s. pennellii 100 100 98 9 100 98 100 100 100 100]-
S. chmielewskii 100 100 100 % 100 98 100 100 100 100 67
S. neorickii 100 100 100 100 98 100[- 100 100 100
S. chilense 100 100 % 98 100]- 100 100 100 100 100
S. habrochaites 100[- 98 93 100 81 100[- 100 100 100
S. corneliomulleri |- 100 98 9% 100 98 100[- 100 100 98
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ANEXO C.

Alinhamento dos RALF1 de Solanum por ClustalO

makvksls fissiff+vivallspaaagsaaavaatgshglgy fpmTLSSs-SSSP

12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 43 50 52 s4 58
SIRALFI (Solyc01g067900) MAKVKSLSIFFISSIFSVVIVALLSPAAAGSAAAVAATGSHQLSYFPMTLSS --555P
SlydRALFI (Slyd01g011440) MAKVKSLSIFFISSIFFTVIVALLSPAASGSAAAVAATGSHQMGYFPMTLSS --555FP
SgalRALF1 (5gal01g015300) MAKVKSLSIFFISSIFSVVIVALLSPAAAGSAAAVAATGSHQLSYFPMTLSS --55S5P
SperRALFI (Sper01g014270) MAKVKSLSIFFISSIFFIVIVALLSPAAAGSAAAVAATGSHQLSYFPMTLSS --55S5P
SpimRALFI (Sopim01g067900) MAKVKSLSIFFISSIFSVVIVALLSPAAAGSAAAVAATGSHQLSYFPMTLSS -585P
SpenRALFI (Sopen01g029860) e - - - - - - - - - - ----------MTLSS55-558¢5P
SchmRALFI (Schm01g013880) MAKVKSLSIFFISSIFFIVIVALLSPAAAGSAAAVAASGSHQLGYFPITLSS -5885P
SneoRALFI (Sneo01g013680) MAKVKSLSIFFISSIFFIVIVALLSPAAAGSAAAVAASGSHQLGYFPITLSSS-S5S5SP
SchiRALF1 (Schi01g013020) MAKVKSLSIFFISSIFFVVIVALLSPAAAASAAAVAASGSHQLGYFPMTLSSSSSSSP
ShabRALF1 (Shab01g011420) MAKVKSLSIFFISSIFFIVIVALLSPAAAGSAAAVAASGSHQLGYFPMTLSSS -555FP

ICDGSIGDCLAEEDENREFGMESESSR AYRRRYISYGALSSNRVPCSRRGASYYNC

62 64 66 68 70 72 74 T6 78 80 82 84 88 80 g2 84 96 100 102 104 106 108 110 112 114 116

SIRALFI (Solyc01g067900) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRVPCSRRGASYYNC
SlydRALF1 (Slyd01g011440) ICDGSIGDCLAEEDEDEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRVYPCSRRGASYYNC
SgalRALF1 (Sgal01g015300) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRYPCSRRGASYYNC
SperRALFI (Sper01g014270) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRVYPCSRRGASY YNC
SpimRALFI (Sopim01g067900) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRYPCSRRGASYYNC
SpenRALFI (Sopen01g029860) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRYPCSRRGASYYNC
SchmRALFI (SchmQ1g013880) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRYPCSRRGASY YNC
SneoRALF1 (Sneo01g013680) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRVYPCSRRGASYYNC
SchiRALFI (Schi01g013020) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRVYVPCSRRGASYYNC
ShabRALF1 (5hab01g011420) ICDGSIGDCLAEEDENEFGMESESSRRMLAYRRRYISYGALSSNRVYVPCSRRGASYYNC

RPGAQANPYQRGCSAITRCRH

"7 120 122 124 126 128 130 132 134 137
SIRALFI (Solyc01g067900) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH
SIydRALF1 (Slyd01g011440) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH
SalRALF1 (Sgal01g015300) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH
SperRALF1 (Sper01g014270) RPGAQANPYHRGCSAITRCRH
SpimRALF! (Sopim01g067900) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH
SpenRALFI (Sepen01g029860) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH
SchmRALFI (5chm01g013880) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH
SneoRALFI (Sneo01g013680) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH
SChiRALF1 (Schi01g013020) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH
ShabRALFI (Shab01g011420) RPGAQANPYQRGCSAITRCRH

ANEXO D. Alinhamento dos RALF2 de

Solanum por ClustalO
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SIRALF2 (Solyc01g099520) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPG NPYTRGCSAITRCRS -
SlydRALF2 (Slyd01g025850) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYSRGCSAITRCRS -
SgalRALF2 (Sgal01g028400) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYTRGCSAITRCRS -
SperRALF2 (SperQ1g027130) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYTRGCSAITRCRS -
SpimRALF2 (Sopim01g083520) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYTRGCSAITRCRS -
SpenRALF2 (Sopen01g043030) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYTRGCSAITRCRS -
SchmRALFZ (S5chm01g026970) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYTRGCSAITRCRS -
SnecRALF2 (5nec01g027030) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYTRGCSAITRCRS -
SchiRALFZ (5chi01g026380) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYTRGCSAITRCRS -
SCOrRALF2 (Scor01g026230) ESNRRILATKKYISYGALQKNSVPCSRRGASYYNCKPGAQANPYTRGCSAITRCRS -
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ANEXO E. Alinhamento dos RALF3 de Solanum por ClustalO

F3
:

SIRALF3 (Solyc02g014290) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKNCHIGRPANPY
SiydRALF3 (Slyd02g001170) MGTSKAVIFIAMTLLLASIICEGREIDNGALDRNRIPCDRRTNNMQNCHLGRPANPY
5galRALF3 (5gal02g001750) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKNCHIGRPANPY
SperRALF3 (Sper02g001990) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKNCHIGRPANPY
SpimRALF3 (Sopim02g014290) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKNCHIGRPANPY
SpenRALF3 (Sopen02g003440) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKMNCHIGRPANPY
SchmRALF3 (Schm02g001550) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKNCHIGRPANPY
SneoRALF3(Sneo02g001920) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKNCHIGRPANPY
SchiRALF3 (Schi02g001430) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKNCHTGRPANPY
ShabRALF3 (Shab02g001940) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKMNMCHIGRPANRPY
ScorRALF3 (Scor02g001970) MGTSKAVIFIAMTLLLASITCEGRQIDYGALDRNRIPCNRRTNNMKNCHIGRPANPY

+ trxrrrEEE ox ox *

53 60 62 64 6 s 0 72 75
SIRALFZ (Solyc02g014290) VRGCEKINRCRSGNDI S -
SlydRALF3 (Slyd02g001170) LRACEKINRCRNGKDLS -
SgalRALF3 (Sgal02g001750) VRGCEKINRCRSGNDTIS -
SperRALF3 (Sper02g001930) VRGCEKINRCRSGKDTIS -
SpimRALF2 (Sopim02g014290) VRGCEKINRCRSGNDI S -
SpenRALF3 (Sopen02g003440) VRGCEKINRCRSGKDI S -
SchmRALF3 (Schm02g001550) VRGCEKINRCRSGNDTI S -
SneoRALF3(Snec02g001920) VRGCEKINRCRSGNDTI S -
SchiRALF3 (Schi02g001430) VRGCEKINRCRSGKDI S -
ShabRALF32 (Shab02g001940) VRGCEKINRCRSGKDI S -
ScorRALF3 (Scor02g001970) VRGCEKINRCRSGKDI S -
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ANEXO F.

SIRALF4 (Solyc02g089030)
5galRALF4 (Sgal02g027140)
SperRALF4 (Sper02g024240)
SpimRALF4 (Sopim02g089080)
SpenRALF4.1 (Sopen02g033840)
SpenRALF4.2 (Sopen02g033850)
SchmRALF4 (Schm02g025400)
SneoRALF4 (Snec02g026530)
SchiRALF4.1 (5chi02g026930)
SchiRALF4.2 (Schi02g026940)
ShabRALF4.1 (Shab02g025320)
ShabRALF4.2 (Shab02g025290)
ScorRALF4 (Scor02g024460)

SIRALF4 (Solyc02g089080)
SgalRALF4 (Sgal02g027140)
SperRALF4 (Sper02g024240)
SpimRALF4 (Sopim02g083080)
SpenRALF4.1 (Sopen02g033840)
SDENRALF4.2 (Sopen020033850)
SchmRALF4 (Schm02g025400)
SneoRALF4 (Sneo02g026530)
SchiRALF4.1 (Schi02g026990)
SChiRALF4.2 (Schi02g026940)
ShabRALF4.1 (Shab02g025320)
ShabRALF4.2 (Shab02g025290)
SCOrRALFd (Scor02g024460)

SIRALF4 (Solyc02g089080)
SgalRALF4 (5gal02g027140)
SPerRALF4 (Sper02g024240)
SDIMRALF4 (Sopim02g089080)
SpenRALF4.1 (Sopen02g033840)
SPENRALF4.2 (Sopen020033850)
SchmRALF4 (Schm02g025400)
SneoRALF4 (Sneo02g026530)
SChIRALF4.1 (Schi020026980)
SChiRALF4.2 (Schi02g026940)
ShabRALF4.1 (Shab02g025320)
ShabRALF4.2 (Shab02g025280)
SCOrRALF4 (Scor02g024460)

SIRALF4 (Soiyc02g089080)
SgalRALF4 (Sgal02g027140)
SperRALF4 (Sper029024240)
SPIMRALF4 (Sopim02g089080)
SpenRALF4.1 (Sopen02g033840)
SpenRALF4.2 (Sopen02g033850)
SChMRALF4 (Schm02g025400)
5neoRALF4 (Sneo02g026530)
SChiRALF4.1 (Schi02g026990)
SCHIRALF4.2 (Schi02g026940)
ShabRALF4.1 (Shab02g025320)
ShabRALF4.2 (Shab02g025290)
SCOTRALF# (Scor02g024460)

SIRALF4 (Solyc02g089080)
SgalRALF4 (Sgal02g027140)
SperRALF4 (Sper02g024240)
SPIMRALF4 (Sopim02g089080)
SpenRALF4.1 (Sopen02g033840)
SpenRALF4.2 (Sopen02g033850)
SchmRALF4 (Schm02g025400)
SneoRALF4 (Sneo02g026530)
SchiRALF4.1 (Schi02g026990)
SchiRALF4.2 (Schi02g026940)
ShabRALF4.1 (Shab02g025320)
ShabRALF4.2 (Shab020025290)
SCOrRALF4 (Scor02g024460)

SIRALF4 (Solyc02g089080)
SgalRALFS (Sgal02g027140)
SperRALF4 (Sper02g024240)
SpimRALF4 (Sopim02g089080)
SpenRALF4.1 (Sopen02g033840)
SpenRALF4.2 (Sopen02g033850)
SchmRALF4 (Schm02g025400)
SneoRALF4 (Sneo02g026530)
SchiRALF4.1 (Schi02g026990)
SchiRALF4.2 (S5chi02g026940)
ShabRALF4.1 (Shab02g025320)
ShabRALF4.2 (Shab02g025290)
SCOrRALF4 (Scor02g024460)

Alinhamento dos RALF4 de Solanum por ClustalO
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MERKCYKKMLLIVLVVTIIKVQQVIGALECNGTKSNIA .- - -
MERKCYNKMLLIVLVVTIIKVQQVIGSLECNVTNSNIAPDKGFH L L
MERKCYKKMLLVLLVVTIIKVQQVIGSLECNGTNSNIA- -+ - -~
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T T T N -] DEFLMESHTSTMILAGNAKKERLSL DRGE
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INNKNVKATRCNFGKRCKRITSS - - - - - - - - - - - B
INNKNVKATRCNFGKRCKLVTIIKVQQVTEALDDIDEFLMESQT
INNKNVKATHCNLGTRCKRIISS - - - - = = =« =« =« = - R




ANEXO G.

SIRALFS (Solyc02g090960)
SlydRALFS (Slyd02g026150)
5galRALFS (5gal02g028930)
SperRALFS (Sper02g025960)
SpimRALFS (Sopim02g090960)
SpenRALFS (Sopen02g035610)
SchmRALFS (Schm02g027160)
SneoRALFS (Sneo02g028260)
SchiRALFS (Schi02g028810)
ShabRALFS (Shab02g027120)
ScorRALFS (Scor02g026170)
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Alinhamento dos RALF5 de Solanum por ClustalO

= x * =+ xx * *x *x*x FTEToEEEEE T EEE T T EEETETE L EE
12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 43 50 o4 58
MESPILLFLIIFLFTIGKNAVVVEAEVDRFGLEQVVSEDFELPMGMSG------DDETI
MESPILFFLIIFLFTIAKNAVVIEAEVDRFGLEQVVSEDFELPMGISSLYEETEGDET
MESPILLFLIIFLFTIGKNAVVVEAEVDRFGLEQVVSEDFELPMGMSG------DDETI
MESRLLFFLIIFLFTLGKNAVVIEAEVDRFGLEQVVSEDFELPMGM-------5GDEI
MESPILLFLIIFLFTIGKNAVVVEAEVDRFGLEQVVSEDFELPMGMSG------DDETI
MESRILFFLIIYLFTIAKNAVVIEAEVDRFGLEQVVSEDFELPMGMSG------DDEI
MESRIFFFLIIFLFTLGKNAVVVEAEVDRFGLEQVVSEDFELPMGMSG------DDEI
MESRILFFLIIFLFTLGKNAVVVEAEVDRFGLEQVYVSEDFELPMGMSG------DDEI
MESRILFFLIIFLVTLGKTAVVIEAEVDRFGLEQVVYVSEDFELPMGISG------DDEI
MESRILFFLIIFLFTIAKNAVVIEAEVDRFGLEQVVSEDFELPMGM- - - - ---WGDEI
MESRVLFFLIIFLFTLGKNAVVIEAEVDRFDLEQVVSEDFELPMGM- - -----S5GDETI

[}

[}

[}

[}

#

=
'

=
3

2
2

SIRALFS (Solyc02g090960) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
SlydRALFS (Slyd02g026150) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
SgalRALFS (Sgal02g028930) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
SperRALFS (Sper02g025960) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
SpimRALFS (Sopim02g080960) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANMRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
SpenRALFS (Sopen02g035610) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
SchmRALFS (Schm02g027160) HLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
SneoRALF5 (Sneo02g028260) HLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
SchiRALFS (5chi02g028810) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
ShabRALFS (5hab02g027120) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS
ScorRALFS (Scor02g026170) QLDGNGRSLLWNKFKYYISYGALSANRIPCPPRSGRSYYTHHCYHATGPAHPYTRGCS

A

12

SIRALFS (Solyc02g090960) AITRCRR
SlydRALFS (Slyd02g026150) AITRCRR
SgalRALFS (Sgal02g028930) AITRCRR
SperRALFS (5per02g025960) AITRCRR
SpImRALFS (Sopim02g090960) AITRCRR
SpenRALFS (Sopen02g035610) AITTRCRR
SChmRALFS (5chm02g027160) AITTRCRR
SneoRALFS (Sneo02g028260) AITTRCRR
SChiRALFS (5chi02g028810) AITTRCRR
ShabRALFS (Shab02g027120) AITRCRR
SCOrRALFS (Scor02g026170) AITRCRR



78

ANEXO H.

SIRALFE (Solyc07g063030)
SlydRALFE (Slyd07g018050)
5galRALFE (5gal07g019300)
SperRALF6 (Sper07g018990)
SpimRALFE (Sopim07g063030)
SpenRALF6 (Sopen07g031220)
SchmRALF6 (Schm07g018790)
SneoRALF6 (Sneo07g012180)
ShabRALF6 ( Shab07g019340)
ScorRALF6 (Scor07g018760)

SIRALFE (Solyc07g063030)
SlydRALFE (Slyd07g018050)
SgalRALFE (Sgal07g019900)
SperRALFE (Sper07g018990)
SpimRALFS (Sopim07g063030)
SpenRALF6 (Sopen07g031220)
SchmRALF6 (Schm07g018790)
SneoRALF6 (Sneo07g012180)
ShabRALF6 ( Shab07g019340)
ScorRALF6 (Scor07g019760)

SIRALF6 (Solyc07g063030)
SlydRALFE (Slyd07g018050)
SgalRALFE (Sgal07g019890a)
SperRALFE (SperQ7g018990)
SpimRALF6 (Sopim07g063030)
SpenRALF& (Sopen07g031220)
SchmRALFE (Schm07g018730)
SneoRALF6 (Sneo07g019180)
ShabRALF6 ( Shab07g013340)
ScorRALF6 (Scor07g019760)

Alinhamento dos RALF6 de Solanum por ClustalO

- *
12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 43 50 52 s4 58
MASRPIFVFMLLATLAFAMVAESSFSSSSSFFNDPYVVNSLGHNTGGGLDEWMTTGRIG
MVAESSFSSS5S5S5SFFNDPAVNSLGHSSGGGLDELMTTGRIGDTLFADEEMMMPTESARR
MVAESSFSSS5SS5SSFFNDPVVNSLGHNTGGGLDEWMTTGRIGDTLFADEEMMMPTELARR
MVAESSFSSS5SS5SSFFNDPVVNSLGHNTGGGLDEWMTTGRIGDTLFADEEMMMPTESARR
MASRPIFVFMLLATLAFAMVAESSFSSSSSFFNDPYVNSLGHNTGGGLDEWMTTGRIG
MASRPIFVFMLLATLAFAMVAESSFSSSSSFFNDPYVNSLGHSTGGGLDELMTTGRIG
MVAESSFSSSSSFFNDPVVNSLGHNTGGGLDEWMTTGRIGDTLFADEEMMMPTESARR
MVAESSFSSSSSFFNDPVVNSLGHNTGGGLDEWMTTGRIGDTLFADEEMMMPTESARR
MVAESSFSSSSSFFNDPVVNSLGHSTGGGLDELMTTGRIGDTLFADEEMMMPTESARR
MVAESSFSSS5SSFFNDPVVNSLGHNTGGGLDELMTTGRIGDTLFADEEMMMPTESARR
EEEEEE
62 64 66 68 70 72 74 T6 78 80 82 84 88 g2 84 96 102 104 106 110 12 114 116
DTLFADEEMMMPTESARRALMNNQDHISYRAMSKNAIPCDRHGASYYQC QKIRPYR
ALNDQDHISYRAMSKMNAIPCDRRGASYYQCTRMQKIRPYRRGCSKITR R - - - - -
ALNNQDHISYRAMSKMNMAIPCDRRGASYYQCTRMQKIRPYRRGCSKITR R------
ALNNQDHISYRAMSKMNAIPCDRRGASYYQCTRMQKIRPYRRGCSKITR R------
DTLFADEEMMMPTESARRALMNNQDHISYRAMSKNAIPCDRHGASY YQC QKIRPYR
DTLFADEEMMMPTESARRALMNNRDHISYRAMSKNAIPCDRRGASYYQC QKIRPYR
ALNNQDHISYRAMSKMNMAIPCDRRGASYYQCTRMQKIRPYRRGCSKITR R------
ALNNQDHISYRAMSKMNAIPCDRRGASYYQCTRMQKIRPYRRGCSKITR R- - - - - -
ALNNRDHISYRAMSKMNAIPCDRRGASYYQCTRMQKIRPYRRGCRTSTR VS5 - - - -
ALNNQDHISYRAMSKMNMAIPCDRRGASYYQCTRMQKIRPYRRGCSKITR R.-----
R EEEEEE
"7 120 122 124 128



79

ANEXO I. Alinhamento dos RALF7 de Solanum por ClustalO

MA N C IF IAA D DVS IP SADSCEGS A [

12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 5 58
SIRALFZ (Solyc0%g074890) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGETF
5galRALF7 (5¢al09g016650) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGEF
SperRALF7 (Sper09g015680) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGEF
SpimRALF7 (Sopim09g074890) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGEF
SpenRALF7 (Sopen09g029710) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGETF
SchmRALF7 (Schm09g015580) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGETF
SneoRALF7 (Sneo09g016530) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGETF
SchiRALF7 (Schi08g015030) MAANSFCSIFMISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGETF
ShabRALF7(Shab02g014360) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGETF
ScorRALFZ (Scor09g015540) MAANSFCSIFIISSLLIAALIISGDATGGDFDVSGWIPMKSADSCEGSIAECMAAGETF

EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNsSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
62 64 66 66 70 72 74 T6 T8 80 82 84 88 80 82 84 95 100 102 104 106 108 110 112 114 116
SIRALF7 (Solyc09g074890) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
SgalRALF7 (Sgal09g016650) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
SperRALF7 (Sper09g015680) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
SpIMRALF7 (Sopim09g074830) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
SpenRALF7 (SopenG8g029710) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
SchmRALF7 (Schm09g015580) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
SnecRALF7 (Snec09gC016530) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
SchiRALF7 (5chi09g015030) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNTVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
ShabRALF7(Shab09g014360) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
ScorRALFZ (Scor09g015540) EMDSESNRRILATTDYISYGALQSNSVPCSRRGASYYNCKTGAEANPYTRGCSAITRC
SIRALFZ (Solyc09g074890) R S
SgalRALF7 (Sgal09g016650) R S
SperRALF7 (Sper(8g015680) R S
SpimRALF7 (Sopim08g074820) RS
SpenRALF7 (Sopen09g029710) RS
SchmRALF7 (Sehm09g015580) R S
SneoRALF7 (5neo09g016530) R S
SchiRALF7 (5chi09g015030) R S
ShabRALF7(Shab09g014360) R S
ScorRALFZ (Scor09g015540) R S
ANEXO ]J. Alinhamento dos RALF8 de Solanum por ClustalO

,_
>

dEDmMEFLMESE i1 SKRF

12 4 & 8 10 12 14 16 18 20 2 24 2 28 a 32 M4 3B 40 42 44 46 48 50 52 o4 56 5B
SIRALFS (Solyc09g092235) MEAPNFTKLFYFLTFFVTILFIITCVNTQSQCNDTIAKCNDEDMEFLMESETI SKRFLA
SgalRALF8 (5gal09g021300) MEAPNFTKLFYFLTFFVTILFIITCVNSQSQCNDTIAKCNDEDMEFLMESEVSKRFLA
SpenRALFS (Sopen09g035160) MEAPNFIKLFYFLTFFVTILFIITCVNSQSQCNDTIAKCNEEDVEFLMESEI SKRFLA
SchmRALF8 (Schm09g020810) MEAPNFTKLFYFLTFFVTILFIITCVNSQSQCNDTIAKCNDEDMEFLMESEI SKRFLA
SchiRALF8 (Schi09g020540) MEAPNFPKLFYFFTFFVTILFIVTCVNSQSQUCNDTIAKCNDEDMEFLMESEI SKRFLA

ERKKYISPGALKRDQPVCNGGGSGQPYSRSCLPPPSNPYNRGCSKYYRCRGDQ

59 62 &4 68 68 70 72 T4 T8 78 80 82 384 8B 88 90 92 94 96 gs 100 102 104 106 108 1
SIRALFS (Solyc09g092235) ERKKYISPGALKRDQPVCNGGGSGQPYSRSCLPPPSNPYNRGCSKYYRCRGDQ
5g3lRALFS (5gal09g021900) ERKKYISPGALKRDQPVCNGGGSGQPYSRSCLPPPSNPYNRGCSKYYRCRGDQ
SpenRALFE (Sopen09g035160) ERKKYISPGALKRDQPVCNGGGSGQPYSRSCLPPPSNPYDRGCSKYYRCRGDQ
SchmRALF8 (5chm09g020810) ERKKYISPGALKRDQPVCNGGGSGQPYSRSCLPPPSNPYNRGCSKYYRCRGDQ
SchiRALFS (Schi09g020540) ERKKYISPGALKRDQPVCNGGGSGQPYSRSCLPPPSNPYNRGCSKYYRCRGDDQ
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ANEXO K. Alinhamento dos RALF9 de Solanum por ClustalO

TExEEr** T EETETEE EEEEE s xxxxxExE * *+ TxxxEEEEE

12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 43 50 52 s4 58
SIRALFS (Solycl 2g005460) MEFRLCIIIILSIFIIMIDPSS -SLYNNFNIQHKNMDQLSSMMHVDISQRKCNGGVVG
SlydRALFE (Slyd12g000460) MEFRLCIIIIFSIFIMMIDPSSSSLYNNFKIQHKNFDQLSSMMHGDMSRRKCNGGVVG
SgalRALF (5gal12g000500) MEFRLCIIIILSIFIIMIDPSS -SLYNNFNIQHKNMDQLSSMMHVDISQRKCNGGVVG
SperRALF (Sperl2g000480) MEFRLCMIIIFSIFIIMIDPSS -SLYNNFNIQHKNMDQLSSMMHVDISPRKCNGGVVG
SpimRALF9 (Sopim12g005460) MEFRLCIIIILSIFIIMIDPSS -SLYNNFNIQHKNMDQLSSMMHVDISQRKCNGGVVG
SpenRALF9 (Sopenl2g001450) - - - - ----------MIDPSSSSLYNNFNIQHKNLDQLSSMMHGDISPRKCNGGVVG
SchmRALF® (Schm12g000350) MEFRLCIFIIFSIFIIMIDPSS -SLYNNFNIQHKNMDQLSSMMHVDISPRKCNGGVVG
SneoRALFS (Sneol2g000320) MEFRLCIFIIFSIFIIMIDPSS -SLYNNFNIQHKNMDQLSSMMHVDISQRKCNGGVVG
SchiRALFQ (Schil2g000370) MEFRLCMIIIFSIFIIMIDPSSSSLYNNFNIQHKNMDQLSSMMHGDISPRKCNGGVVG
ShabRALF® (Shab12g000460) MEFRLCIITIILSIFIIMIDPSS -SLYNNFNIQHKNLDQLSSMMHGDISPRKCNGGVVG
ScorRALFS (Scorl 2g000480) MEFRLCIIIIFSIFIIMIDPSS -SLYNNFNIQHKNMDQLSSMMHVDISPRKCNGGVVG

[}
#
[}
[}
#
[}
[}
#
[}
[}
[}
[}
[}
[}
[}
[}
[}
[}
[}
[}
[}
[}
#
[}
[}
[}
[}
#
[}
[}
#
[}
#
[}
[}
#
[}
#
[}
[}
#
[}
#
[}
[}
#
[}
#
[}
[}
[}
[}
[}

]
'

10 112 114 116

=

2
c
2

SIRALF9 (Solycl2g005460) NCIDEEEEMMMESDISRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNVYVRGASYYNCHANQQVNPY
SlydRALFO (Slyd12g000460) NCIDDDEEMMMESDISRRVLEGGNGYVSYGAMSRNNVPCNVYVRGASYYNCHANQQVNPY
SgalRALFO (Sgal12g000500) NCIDEEEEMMMESDISRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNVRGASYYNCHANQQVNPY
SperRALF9 (Sper12g000480) NCIDEEEEMMMESDISRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNVRGASYYNCHANQQVNPY
SpimRALFS (Sopim12g005460) NCIDEEEEMMMESDISRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNVRGASYYNCHANQQVNPY
SpenRALFS (Sopenl2gQ01450) NCIDEEEEMMMESDISRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNVYVRGASYYNCHANQQVNPY
SchmRALFS (Schm12g000350) NCIDEEEEMMMESDISRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNVYVRGASYYNCHANQQVNPY
SneocRALFS (Sneol2g000320) NCIDEEEEMMMESDISRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNVYVRGASYYNCHANQQVNPY
SchiRALF (Schil 2g000370) NCIDEEEEMMMESDVSRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNYVRGASYYNCHANQQVNPY
ShabRALFS (5habl2g000460) NCIDEEEEMMMESDISRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNYVRGASYYNCHANQQVNPY
ScorRALFI (Scorl 2g000480) NCIDEEEEMMMESDVSRRVLGGRNGYVSYGAMSRNNVPCNVRGASYYNCHANQQVNPY

"y 120 122 124 126 128 131
SIRALFS (Solyc1 2g005460) RRGCTQITRCARTNS
SlydRALFS (Slyd12g000460) RRGCTEITRCARTNS
SgalRALFO (Sgal12g000500) RRGCTQITRCARTNS
SperRALFO (Sper1 2g000480) RRGCTQITRCARTNS
SpimRALFS (Sopim12g005460) RRGCTQITRCARTNS
SpenRALFS (Sopeni2g001450) RRGCTQITRCARTNS
SChmRALF9 (Schm12g000350) RRGCTQITRCARTNS
SneoRALFS (Sneol 2g000320) RRGCTQITRCARTNS
SChiRALFO (5chil2g000370) RRGCTQITRCARTNS
ShabRALF9 (Shab12g000460) RRGCTQLTRCARTNS
ScorRALFO (Scorl 2g000480) RRGCTQITRCARTNS



ANEXO L. Alinhamento dos RALF1 de Solanum por ClustalO

12 3 6 30 3 36 38 6 4 58
SIRALF10 (Solyc12013895) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAESSFSHLDSTTMAFKVQGSNDNNTIG FEDEEM
SlydRALFIO (Slyd12g006190) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAESSFSHLDSTTMAFNVQGSNDNNTIG FEDEEM
SgalRALF10 (Sgall 2g005850) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAESSFSHLDSTTMAFKVQGSNDNNTIG FEDEEM
SperRALF10 (Sperl2g005650) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAESSFSHLDSTTMAFKVQGSNDNNTIE FEDEEM
SpenRALF10 (Sopenl2g007220) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVYAESSFSHLDSTTMAFNVQGSNDNNIG FEDEEM
SchmRALF10 (Schm12g005470) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAESSFSHLDSTTMAFKVQGSNDNNTIG FEDEEM
SnecRALFI0 (Sneol2g005550) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAESSFLHLDSTTMAFKVQGSNDNNTIG FEDEEM
SchiRALFIO (Schil 2007600) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAESSFSHLDSTTMAFKVQGSNDNNTIG FEDEEM
ShabRALFI10 (Shabl2g005740) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAES - - - - - - - - - - - - - - - - SNDNNTIG FEDEEM
ScorRALF10 (Scorl2g006090) MATRSRLAVVLLLTLAMAMVAESSFSHLDSTTMAFNLQGSNDNNTIG FEDEEM

*
*
*
*

62 64 66 70 72 74 76 78 80 8 B4 B85 B85 80 92 94 100 102 104 106 108 M0 12 114 118
SIRALF10 (Solyc12013895) MMPSESARRTLDERDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYECNRMSKINPYRRGCQRITGEC
SlydRALF10 (Slyd12g006150) MMPSESARRTLDERDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYECNRMSKINPYRRGCQK - - - -
SgalRALF10 (Sgall2g005820) MMPSESARRTLDERDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYECNRMSKINPYRRGCQRITGC
SperRALF10 (Sper12g005650) MMPSESARRTLDERDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYECNRMSKINPYRRGCQRITGC
SpenRALF10 (Sopenl2g007220) MMPSESARRTLDERDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYQCNRMSKINPYRRGCQRITGC
SchmRALFIO (Schm12g005470) MMPSESARRTLDARDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYECNRMSKINPYRRGCQRITGEC
SnecRALFI0 (Snecl2g005550) MMPSESARRTLDARDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYECNRMSKINPYRRGCQRITGEC
SchiRALF10 (Schil 2g007600) MMPSESARRTLDERDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYECNRMSKINPYRRGCQRITGEC
ShabRALF1O (Shabl2g005740) MMPSESARRTLDERDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYQCNRMSKINPYRRGCQRITGC
ScorRALF10 (Scorl 2g006090) MMPSESARRTLDERDHIGYRALRANNIPCDQRGASYYECNRMSKINPYRRGCQRITGC

SIRALF10 (Solyc12013895) GRTNS -
SlydRALFIO (Slyd12g006190) - - = - - -
SgalRALFI0 (Sgall2g005890) G R
SperRALF10 (Sperl2g005650) GR
SpenRALF10 (Sopen12g007220) G R
SchmRALF10 (Schm12g005470) GR
SneoRALF10 (Snecl2g005550) GR
SchiRALFI0 (Schil 2007600) GR
ShabRALF10 (Shab12g005740) GR
ScorRALF10 (Scorl 2g006090) GR
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ANEXO M. Alinhamento dos RALF11 de Solanum por ClustalO

Tpg YFN KT RFCSGVSVLD

12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 43 50 52 58
SIRALF11 (Solycl2g098510) MTTPGEKLQELQPQTHKMQKSQLYFMNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
SlydRALF11 (Slyd12g018860) MTTSREKLQEIQPQTHKMQKSQLYFMNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
SgalRALF11 (5gal12g021830) MTTPGEKLQELQPQTHKMQKSQLYFMNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
SperRALF11 (Sperl2g020110) MTTPGEKLQEIQHQTHKMQKSQLYFMNPLKTLFLLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
SpimRALF11 (Sopim12g098510) MTTPGEKLQELQPQTHKMQKSQLYFMNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
SchmRALF11 (Schml2g019080) MTTPGEKLQEIQPQTHKMQKSQLYFMNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
SneoRALF11 (Snecl2g019880) MTTPGEKLQEIQPQTHKMQKSQLYFMNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
SchiRALF11 (Schil2g020830) MTTPGEKLQEIQPQTHKMQKSQLYFNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
ShabRALF11 (Shabl2g020230) MTTPGEKPQEIQPQIHKMQKSQLYFNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D
ScorRALF11 (Scorl12g020570) MTTPGEKLQEIQPQTHKMQKSQLYFMNPLKTLFFLLLFSHAQMRFCSGVSVLD D

FNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDmMMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN

62 64 66 68 70 72 74 T6 78 80 82 84 88 80 g2 84 96 100 102 104 106 108 110 112 114 116
SIRALF11 (Solycl2g098510) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDMMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
SlydRALF11 (Slyd12g018860) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDEEEDLMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
SgalRALF11 (Sgal12g021830) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDMMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
SperRALF11 (Sperl12g020110) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDMMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
SpimRALF11 (Sopim12g098510) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDMMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
SchmRALF11 (Schml2g012080) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDMMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
SnecRALF11 (Snecl2g019880) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDMMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
SchiRALF11 (Schil2g020830) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDLMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
ShabRALF11 (Shabl2g020230) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDLMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN
ScorRALF11 (Scorl2g020570) SNFNLMGKRGCSEKLQECSEMVDE-EDMMDSESNRRVLLMQKKYISYGTLKRDLVPCN

TPGASYYNCKAPGaANNYNRGCEIITRCAREvVsd ksrrhsfflegqfvficvkm--k-

M7 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 186 168 170 174
SIRALF11 (Solyc12g098510) TPGASYYNCKAPGAANNYNRGUCEIITRCAREVSDIKS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SlydRALF11 (Slyd12g018860) TPGASYYNCKAPGAANNYNRGUCEIITRCAREVSDIKS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SgalRALF11 (Sgal12g021830) TPGASYYNCKAPGAANNYNRGCEI ITRCAREEFIHALRRHSFFLEQFVFICVKMYQKC
SperRALF1I (Sperl12g020110) TPGASYYNCKAPGEANNYNRGUCEIITRCAREVSDIKS ™ - - - - - - - - - - - - - - - - -
SpimRALF11 (Sopim12g028510) TPGASYYNCKAPGAANNYNRGCEIITRCAREVSDIKS - - - - - - - - - - - - - -« - - - - - -
SchmRALF11 (Schmi2g012080) TPGASYYNCKAPGAAMNMNYNRGCEIITRCAREEFIHALRRHSFFLEQFVFICVKMLPEKM
SneoRALF11 (Sneol2g019880) TPGASYYNCKAPGAAMNNYNRGCEIITRCAREVSDIKS - - - T - - - - -
SchiRALF11 (Schil 2g020830) TPGASYYNCKAPGAANNYNRGCEIITRCAREVSDIKS - - - - - - - - - - - - o o o oo - - -
ShabRALF11 (5habl2g020230) TPGASYYNCKAPGAAMNMNYNRGCEIITRCAREVSDIKS - - - - - R
ScorRALF11 (Scor12g020570) TPGASYYNCKAPGEANNYNRGCEIITRCAREVSDIKS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

175 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 230

SIRALF11 (Solyc12g098510) e e
SlydRALFI11 (Slyd12g018860) B T T
SgalRALF11 (Sgal12g021830) EKVEIYNALAEKMLDKGPLLIQPTPHTGARHTGPEWPGGLGLSWPGPLATLILWTN
SperRALF11 (Sperl2g020110) e
SpimRALF11 (Sopim12g098510) B T T T T T T T
SchmRALF11 (Schmi2g012080) T T T T
SneoRALF11 (Sneol2g019880) e e
SchiRALF11 (Schil2g020830) T T T T
ShabRALF11 (Shabl2g020230) T T T T
ScOrRALF11 (Scorl2g020570) =
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Alinhamento dos RALFs de Solanum usado para a analise filogenética (Figura

2) por ClustalO

SIRALF1 (Solyc01g067860)
SIRALF2 (Solyc01g099520)
SIRALF3 (Solyc02g014290)
SIRALF# (Solyc02g089080)
SIRALFS (Solyc02g090960)
SIRALF6 (Solyc07g063030)
SIRALF?7 (Solyc09g074890)
SIRALF8 (Solyc09g092235)
SIRALFS (Solycl 2g005460)
SIRALF10 (Solyc12013895)
SIRALF11 (Solyc2g098510)
SIydRALFI (Slyd01g011940)
SlydRALF2 (Slyd01g025950)
SlydRALF3 (Slyd02g001170)
SlydRALFS (Slyd02g026150)
SlydRALFS (Slyd07g018050)
SlydRALFS (Slyd12g000460)
SIydRALF16 (Slyd12g006190)
SIydRALF11 (Slyd12g018860)
SgalRALF1 (Sgal01g015300)
SgalRALF2 (Sgalo1g028400)
SgalRALF3 (S0al02g001750)
SgalRALF4 (50al02027140)
SgalRALF5 (502i029028930)
SgalRALFG (502i07018800)
SgalRALF7 (Sgal09g016650)
SgaIRALFS (5031099021900)
SgalRALFS (Sgall 29000500)
SgalRALF16 (Sgal12g005890)
SgalRALF11 (Sgal129021830)
SperRALF1 (Sper01g014270)
SperRALF2 (Sper01g027130)
SperRALF3 (Sper02g001990)
SperRALF4 (Sper02g024240)
SperRALFS (Sper02g025960)
SperRALF6 (Sper07g018990)
SperRALF7 (Sper09g015680)
SperRALF9 (Sperl2g000480)
SperRALF10 (Sper12g005650)
SperRALF11 (Sper12g020110)
SpimRALF1 (Sopim0G19067900)
SpimRALF2 (Sopim019099520)
SpimRALF3 (Sopim02g014296)
SPIMRALF4 (Sopim02g08908G)
SPIMRALFS (Sopim02g090966)
SPIMRALF6 (S0pimG7g063036)
SpimRALF? (Sopim08g074890)
SpimRALF2 (Sopim129005460)
SpIMRALF11 (Sopim12g098510)
SpenRALFL (Sopen01g029860)
SpenRALF2 (Sopen01g043030)
SpenRALF3 (SopenG2g003446)
SpenRALF4.2 (Sopen020033850)
SpenRALFS (Sopen02g035616)
SpenRALF6 (Sopen07g031220)
SpenRALF7 (Sopen099029716)
SpenRALFS (Sopen09g035160)
SpenRALF9 (Sopen12g001450)
SpenRALF10 (Sopen12g007220)
SChMRALFI (Schm01g013880)
SChMRALF2 (Schm01g026970)
SChmRALF3 (Schm02g001550)
SChmRALF4 (Schm02g025900)
SchmRALFS (Schm02g027160)
SchmRALF6 (Schm07g018790)
SchmRALF7 (Schm09g015580)
SchmRALF8 (Schm08g020810)
SchmRALFS (Schm12g000350)
SChMRALFL0 (Schm12g005470)
SChmRALF11 (Schm129019080)
SNEoRALFI (Sneo01g013680)
SnecRALF2 (Sneo01g027030)
SneoRALF3(5neo02g001920)
SnecRALFS (Sneo02g028260)
SnecRALF6 (Sneo07g019180)
SnecRALF7 (Sneo09g016530)
SNEoRALFS (Sneo09g016530)
SNEoRALF (Sneol 2g000320)
SNEORALF1O (Sneol2g005550)
SNEoRALF11 (Sneol2g019880)
SchiRALF1 (Schi01g013020)
SchiRALF2 (Schi01g026980)
SchiRALFZ (Schi02g001430)
SchiRALF4.1 (Schi02g026990)
SChIRALF4.2 (SChi02g026940)
SChIRALFS (SChi02g028810)
SChiRALF7 (Schi09g015030)
SChiRALFS (Schi09g020540)
SchiRALFS (Schil 2g000370)
SCchiRALF16 (Schil 2g007600)
SchiRALF11 (Schil2g020830)
ShabRALFI (Shab01g011420)
ShabRALF3 (Shab02g001940)
ShabRALF4.1 (Shab02g025320)
ShabRALF4.2 (Shab02g025290)
ShabRALFS (Shab02g027120)
ShabRALF6 ( Shab07g019340)
ShabRALF7(5hab09g014360)
ShabRALFS (5hab09g014360
ShabRALF9 (Shabl2g000460)
ShabRALF10 (Shab12g005740)
ShabRALF11 (Shab12g020230)
SCOrRALF2 (Scor01g026230)
SCOrRALF3 (Scor02g601970)
SCOrRALF4 (Scor02g024460)
ScorRALFS (S5cor02g026170)
SCorRALF6 (Scor07g019760)
ScorRALF7 (Scor09g015540)
ScorRALFS (Scor09g015540)
SCOrRALFS (Scorl 2g000480)
SCOrRALFLO (Scor] 26006090)
SCOrRALFLI (Scorl 2g020570)
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ANEXO O.

Alinhamento dos RALFs de arabidopsis e tomateiro usado para a andlise

filogenética (Figura 5) por ClustalO

AtRALFI (At1g02900)
AtRALFZ (At1g23145)
AtRALF3 (AT1G23147)
AtRALF4 (AT1G28270)
AtRALFS (AT1G35467)
AtRALF6 (ATIGE0625)
AtRALF7 (ATIGE0815)
AtRALF8 (AT1G61563)
AtRALFQ (AT1G61566)
AtRALF10 (AT2G19020)
AtRALF11 (AT2G19030)
AtRALF12 (AT2619040)
AtRALF13 (AT2G19045)
AtRALF14 (AT2G20660)
AtRALF15 (AT2622055)
AtRALF16 (AT2G32835)
AtRALF17 (AT2G32885)
AtRALF18 (AT2G33130)
AtRALF19 (AT2G33775)
AtRALF20 (AT2G34825)
AtRALF21 (AT3G04735)
AtRALF22 (AT3G05490)
AtRALFZ3 (AT3G16570)
AtRALF24 (AT3G23805)
AtRALF25 (AT3G25165)
AtRALF26 (AT3G25170)
AtRALF27 (AT3G29780)
AtRALF28 (AT4G11510)
AtRALFZ9 (AT4G11653)
AtRALF30 (AT4G13075)
AtRALF31 (AT4G13950)
AtRALF32 (AT4G14010)
AtRALF33 (AT4G15800)
AtRALF34 (AT5G67070)
AtRALF35 (AT1G60913)
AtRALF36 (AT2G32785)
AtRALF37 (At2932788)
SIRALF1 (Solyc01g067900)
SIRALFZ (Solyc01g099520)
SIRALF3 (Solyc02g014290)
SIRALF4 (Solyc02g089080)
SIRALFS (Solyc02g090960)
SIRALF6 (S0lyc07g063030)
SIRALF7 (Solyc09g074890)
SIRALFE (Solyc09g092235)
SIRALFZ (Solyc12g005460)
SIRALF1G (Solycl2013895)
SIRALF11 (Solycl2g098510)

AtRALFI (At1g02900)
AtRALFZ (At1g23145)
AtRALF3 (AT1G23147)
AtRALF4 (AT1G28270)
AtRALFS (ATIG35467)
AtRALF6 (ATIGE0625)
AtRALF7 (ATIG60815)
AtRALF8 (AT1G61563)
AtRALFQ (AT1G61566)
AtRALF10 (AT2G19020)
AtRALF11 (AT2G19030)
AtRALF12 (AT2619040)
AtRALF13 (AT2G19045)
AtRALF14 (AT2620660)
AtRALF1S (AT2G22055)
AtRALF16 (AT2G32835)
AtRALF17 (AT2G32885)
AtRALF18 (AT2G33130)
AtRALF19 (AT2G33775)
AtRALF20 (AT2G34825)
AtRALF21 (AT3G04735)
AtRALFZ2 (AT3G05490)
AtRALF23 (AT3G16570)
AtRALF24 (AT3G23805)
AtRALF25 (AT3G25165)
AtRALF26 (AT3G25170)
AtRALF27 (AT3G29780)
AtRALF28 (AT4G11510)
AtRALFZ9 (AT4G11653)
AtRALF30 (AT4G13075)
AtRALF31 (AT4G13950)
AtRALF32 (AT4G14010)
AtRALF33 (AT4G15800)
AtRALF34 (AT5G67070)
AtRALF3S5 (ATIG60913)
AtRALF36 (AT2G32785)
AtRALF37 (At2932788)
SIRALFI (Solyc01g067900)
SIRALFZ (Solyc01g099520)
SIRALF3 (Solyc02g014290)
SIRALF4 (Solyc02g089080)
SIRALFS (S0lyc02g090960)
SIRALF6 (Solyc07g063030)
SIRALF7 (Solyc09g074890)
SIRALFE (Solyc09g092235)
SIRALF9 (Solycl 2g005460)
SIRALF10 (Solycl2013895)
SIRALF11 (Solycl2g098510)

isygalrrnrvpcsprs----- - - - - crrgasyynckk+r----- - - - - - - qpanpyr
12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 M 3% 3B 40 42 44 46 48 50 52 54 56 59
YTSYQSLKRNSVPCS - = - « = = « = - = = - = RRGASYYNCQNG - - = = - = = - = - - - AQANPYS
VIGYPATIGRDGARG - - = - = = = « = = = - - CSPKD--PSCPQ- -« -« -«-- QPEKPYK
EIGYPKQRFGEDRTNPYEEITPPLIGGCDPKN -PQTCLP -K-=-- - - - - - - - - QPANPYR
YIGYDALKKNNVPCS - - - - - — - = - - - - - RRGRSYYDCKKR - - - - « = « = = - - - RRNNPYR
YTEYP-PWQKH- -P - - - - -« =« =« - - CNPRFPTPDCYK-R- -« - -« - - -~ TPANPYR
¥YINYNGMKGDIIPG - - - - - - - - - - - - - CSSKN-PKECVK------------- IPAYSYN
QINYKDLIKDTIPG -« = - « = = « = =« - - CTSKN-PKECVK -« = -« =« VPANTYH
YTTYPAIDRGDHAVH - - - « = - « = - = - - CDKAH-PNTCKK -« = -« =« KQANPYR
YITYPAIDRGDHAVH - - - - - - - = - = - - CDKAH-PNTCKK - - = = = = = = — - - - - KEANPYQ
HLDYGVITKCAGPNPP - - - - — - = - - - - PGCYPPGAQQKNP - - = « = = = - - - - - TPANEYR
YTEYGAINKCAGPNPP - - - - « - = - - - - PGCNPPGAEQKNP - - = « = — = - - - - - TPVNEYS
YTEYGAINKCAGPNPP - - - - - - - - - - - PGCNPPGTEQKNP - - - - - - - - - - - - TPVNEYS
YTEYGAINKCAGPNPP - - « - - « = - =« - - PGCNPPGAEQKNP - - - - = = - = = - = - NPVNEYS
YTSYEALKKN-LPDN -« - « = -« =« - o RRG - - - - - = EPD - - -« - -« ««-- QRDNPYR
¥YTSYRGMNHGDHATH - = - « = - « = - = - - CDKAH-PNTCKK -« = -« =« QVANPYR
TLGYGSIKGDRIPA - - - - - — « « =« - - - CGYKN-PNSCVEK- - « - = = = =« - - - - QPVNHYH
DVSRGGCGGGDGSLG - - - - - - - = - = = - = DDNERCVEAVKE - - - = - - - - = - - - DDDDDVD
FIDYEALKKN -LPAK - - - - = = = = = = - - - PDG - - - - - - KPD - - = = = — =« - - - - KPDNKYR
¥YTISYGALRKNNVPCS - - - - - - - - - - - - - RRGRSYYDCKKR - - - - - - - - - - - - KRANPYR
TIGNPAMREDEPKG - - = - = = = = = = = - - CPPGS-PASCKM- - = - « = =« = =« - - QPANPYK
VIGYPGLKP --DLP -« - -« -« CDHHRYPSACAPSE - - « - - « = = « - - QPVNPYR
YTSYGAMRRNGSVPCS - = - « = = = = = = = - = RRGASYYNCQRG - - = = - = = = = - - « AQANPYS
YTSYGALRRNTIPCS - - - - - — - = « = - - - RRGASYYNCRRG - - - - - = « = = - - - AQANPYS
YITSYETLRRDMVPCQ- - - - - - - = - = = - = KPGASYYACRS - - - - - = = « = = - - - GQANAYN
KRKYLLLDPCLRPNAP - - - - - - - - - - - PGCHR--QPYKPR - - - - - - - - - - - - TPVNVYS
¥YLNPGVLDRCRGPNPP - - - - - - - - - - - AGCHPHNSHHKPR - - - - - - - - - - - - VPVHNYS
YLSYKTLQKQ-PTCD - = - « = = = = = = = = == - GRIAGNCIG - - = - - = = = = = « = - - TVNPKG
EIGYPGMGRGDRQPG - - = = - = = = = = - = CDHG -« =-=-=NCPP-D=--«--«--«-- QPANPYH
YTEYP-TRLDLGKG - - - - - = = « = — = - - CDPRFPTAACYK -R-- -« - -« - - - - TPANPYR
FLNPGVLDPCLRPNPP - - « = — = - - - - - PECQAPGSAGKPR - - = = = = = - - - - - ERVNEYK
YIGYETLRRDMVPCQ - - - - - - - = - = = - = KPGASYYDCRS - - - - - — = « = = = - - GQANSYS
KLSYGALRRNQPACDG - - - - - - - - - - - GKRGESYSTQCLP - - - - - - - -~ - - - PPSNPYS
YISYGALRRNTVPCS - - - - - - - - - - - - - RRGASYYNCRRG - - - - - - - - - - - - AQANPY S
YISYGALSANRVPCPPRS - - - - - - - - - GRSYYTHNCFRAR - - - - - - - - - - - - GPVHPYS
YITKYRATAKDRVPD - - - - - - - - - - - - - CT-QD-PKNCVR=- - - - - - - - - - - -~ VPVNQYH
VISYESMRVNHAWG - - - - - - - - - - - - - CSQKYPQF -CQK-T - - - - - - - - - - - R-ANPYT
VISYEVLLQDHAWG - - - - - - - - - - - - - CSPKFPRLSCLK-Q---------- - K-ANP - -
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