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1. Introdução
Primeiramente descoberto em folhas de tabaco (Nicotiana tabacum), os rapid

alkalinization factors (RALFs) são peptídeos hormonais de aproximadamente 5kDa que
atuam como hormônios ubíquos no reino vegetal. Esses peptídeos podem ser encontrados em
diversas espécies vegetais, entre dicotiledôneas e monocotiledôneas (CAMPBELL;
TURNER, 2017) mas quase sempre possuindo sua característica principal de alcalinização
apoplástica e inibição do crescimento radicular (PEARCE et al., 2001).

Além das diferenças entre táxons, uma mesma espécie pode apresentar diversas
isoformas de RALFs, dentro dos quais se assemelham estruturalmente e funcionalmente, mas
que individualmente se distinguem por grau de expressão regional, por participação em
atividades distintas no metabolismo (MORATO DO CANTO et al., 2014) ou em respostas a
estresses bióticos e abióticos (WANG et al., 2020).

Dentre os processos, os RALFs participam do processo de regulação da integridade e
do crescimento do tubo polínico (GE et al., 2017), inibição do hipocótilo e redução do
crescimento radicular em A. thaliana e Solanum lycopersicum (PEARCE et al., 2001;
HARUTA et al., 2014). Eles podem ainda se relacionar com a floração através de seu
receptor quinase FERONIA (WANG et al., 2020b) e afetar a mobilização de cálcio
intracelular (GJETTING et al., 2020).

Com relação aos RALFs de Solanum lycopersicum (atualmente denominados de
SlRALFs), algumas pesquisas mostram alguns de seus papéis fisiológicos como seu papel na
inibição da germinação do pólen e na capacidade de SlPRALF (SGN-U324197 ou
Solyc07g063030.1) afetar a elongação do tubo polínico (Covey et al., 2010). Entretanto,
muito se tem pesquisado sobre os peptídeos RALFs em A. thaliana, principalmente tendo em
vista sua praticidade, o que resultou em um menor investimento em pesquisas com tomateiro
(S. lycopersicum).

Dentro do grupo dos SlRALFs, SlRALF4 (solyc02g089080) ganha destaque pois sua
conformação final é obtida por splicing alternativo com a retirada de éxons
(FERNANDEZ-POZO 2015). Além disso, outro fator que destaca este peptídeo em relação
aos outros é o fato de ser o RALF mais expresso nas folhas de tomateiro (THE TOMATO
GENOME CONSORTIUM, 2012). A partir disso, o presente estudo visa explorar mais a
fundo as pesquisas sobre os SlRALFS, especialmente SlRALF4, através da clonagem do
gene, expressão heteróloga e ensaios para melhor compreensão das funções na fisiologia do
tomateiro.

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

● Compreender melhor o papel dos peptídeos hormonais RALF para Solanum
lycopersicum e para as plantas.



2.2. Objetivos Específicos

● Clonagem do gene SlRALF4 (solyc02g089080) em E. coli.

● Expressão heteróloga da proteína

● Ensaio de alcalinização em células em suspensão

● Ensaio de inibição de radicular

3. Metodologia
3.1. Clonagem

A clonagem do gene deve se iniciar com a extração de RNA, que será realizada
conforme o protocolo do fabricante (Quick-Zol, Ludwig). Após a extração de RNA,
adiciona-se uma etapa com DNAses livres de RNAses (RQ1) e, caso necessário, uma
re-extração com Quick-Zol para aumentar o grau de pureza da amostra. Em seguida, o cDNA
será sintetizado por meio de transcriptase reversa utilizando a enzima SCRIPT 3.0 Reverse
Transcriptase (Cellco), seguindo o protocolo do fabricante, seguido de uma PCR Touch
Down utilizando a enzima ‘TAQ High Fidelity’ com primers específicos para o fragmento de
interesse. Neste ponto uma corrida em gel de agarose 1,5% é realizada para confirmar a PCR
(MORATO DO CANTO et al., 2014).

Os fragmentos amplificados são clonados segundo a técnica de clonagem ‘Gateway’,
ou seja, são inseridos em um vetor de entrada “pENTR/D-TOPO” e posteriormente inseridos
no vetor de expressão “pDest17”, as bactérias serão cultivadas em meio SOB/SOC com a
adição de antibióticos específicos. Por fim, a confirmação final ocorre com a extração do
plasmídeo seguido de sequenciamento genético (MORATO DO CANTO et al., 2014).

3.2. Expressão heteróloga

Para a expressão heteróloga são utilizadas as bactérias clonadas na etapa anterior, a
princípio inocula-se uma placa de petri com meio LB sólido [triptona (10 g/L); extrato de
levedura (5 g/L); NaCl (10 g/L); ágar bacteriológico (16 g/L)], que cresce a 37ºC por 1 d.
Após isso, duas colônias são coletadas e transferidas para 5 mL de LB líquido com 50-100
µg/mL de ampicilina, que ficarão sob agitação de 200 rpm a 37°C overnight até saturar. O
inóculo inicial saturado é adicionado a um Erlenmeyer de 1 L contendo 500 mL do mesmo
LB e incuba-se sob as mesmas condições até que a densidade óptica esteja entre 0,6 e 0,9.
Atingida a densidade ótica desejada, adiciona-se 0,05% de lactose (g/L) ao meio LB
divididos em duas partes: uma primeira (75%) no início da cultura e o restante (25%) após 3
h. Após a adição da segunda parte da lactose, deixa-se a cultura crescer por mais 6 h. As
células são centrifugadas em tubos Falcon de 50 mL (5000 rpm, 4ºC, 5 min) e o precipitado é
armazenado a -20ºC até posterior utilização (MORATO DO CANTO et al., 2014).



3.3. Purificação

As bactérias são ressuspendidas em solução tampão de pH 8 (100 mM NaH2PO4; 10
mM Tris-base; 8 M uréia, pH 8,0) permanecendo em agitação orbital por 1 h. A solução então
passa para uma etapa de lise celular em bomba Parr com gás nitrogênio, por duas vezes
seguidas (10 min cada) sob pressão interna de 1500 psi. Com as células lisadas, o material
passa novamente por agitação (30 min) e é centrifugado (10500 rpm; 24ºC; 40 min) deixando
o conteúdo proteico de interesse dissolvido em solução (MORATO DO CANTO et al., 2014).

O material passa então por uma coluna de cromatografia de afinidade usando uma
resina de níquel (Ni-NTA, Qiagen) já equilibrada com solução tampão TRIS pH 8, seguida de
lavagem da coluna com 15 mL de tampão TRIS pH 6,3 e eluição da proteína com coleta
através de 5 mL de solução TRIS pH 3,3. Em seguida, os peptídeos seguem para uma etapa
de diálise em uma membrana de nitrocelulose contra uma solução de 0,2% (v/v) de ácido
fórmico (4°C sob agitação suave). A solução é trocada 6 vezes em 4 d, e termina com a
liofilização do material. Em seguida, os peptídeos passam por uma purificação final e
quantificação em HPLC (High-Performance Liquid Chromatography), o produto liofilizado é
dissolvido em 1 mL de ácido fórmico 0,1% (v/v) e injetado em uma coluna C18-HPLC
semipreparativa de fase reversa (Kromasil), na corrida é utilizado um gradiente de 0 a 40% de
acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico (v/v) com fluxo de 1 mL/min. Por fim, repete-se o
procedimento da purificação para quantificação (DRESSANO et al., 2017).

3.4. Ensaios Biológicos

Um ensaio de alcalinização das amostras é realizado com o intuito de confirmar a
presença do peptídeo correto, tendo em vista a característica de alcalinização dos RALFs. Sua
preparação acontece com o uso de uma cultura de células em suspensão de tabaco (BY-2),
que são semanalmente transferidas para novo meio de cultura MS para suspensão celular (4,3
g de sais MS/MURASHIGE & SKOOG; 30 g/L sacarose; 10 mL de solvente B1-Inositol; 3
g/L KH2PO4; 100 uL 2,4-D a 10 mM) e são utilizadas 3-5 pós-transferência. Alíquotas de 2
mL da suspensão são distribuídas em uma placa de 24 poços, e ficam equilibrando por 1 h a
130 rpm a 25°C. No momento de início do ensaio, são adicionados os peptídeos produzidos,
sob diferentes concentrações e mantendo também poços-controle do ensaio, o pH é medido
usando um medidor Orion modelo EA940 nos tempos 0, 5, 15 e 30 minutos (MORATO DO
CANTO et al., 2014).

O ensaio de crescimento radicular ocorre com meio de cultura MS/MURASHIGE &
SKOOG (0,4% ágar, m/v). Sementes esterilizadas são colocadas em placas de petri controle e
com diferentes concentrações do peptídeo produzido, as placas então são colocadas para
crescimento no sentido vertical sob luz constante e temperatura de 24ºC. Após 48 h, uma
solução esterilizada dos peptídeos recombinantes é adicionada e incubada por mais 72 h sob
as mesmas condições para posterior medição do comprimento radicular (MORATO DO
CANTO et al., 2014).



4. Cronograma

1º Mês 2º Mês 3º Mês 4º Mês 5º Mês 6ºMês

Revisão bibliográfica X X X X X X

Clonagem do gene na bactéria X X

Produção e purificação do peptídeo X X X

Experimentos peptídeo-planta X X X

Escrita da conclusão do TCC X X

5. Resultados esperados
Espera-se que ao final do projeto tenha-se obtido uma bactéria modificada e que se

tenha produzido uma quantidade de SlRALF4 suficiente para os experimentos. Além disso,
espera-se ter adaptado os protocolos para os ensaios biológicos e ensaios de caracterização do
peptídeo.
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