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RESUMO

SILVA, G. F. F. e. A inter-relacdo entre a via miR156/SBP e o fitorménio
giberelina no controle da transicdo de fase vegetativo-reprodutivo em
tomateiro. 2016. 88 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2016.

O florescimento € um processo chave no desenvolvimento vegetal. A mudanca de
identidade do meristema apical de vegetativo para reprodutivo desencadeia
reprogramacao genética com efeitos em todo o corpo vegetal. Arabidopsis thaliana &
conhecida como o principal modelo de estudo para esse processo apresentando até
0 momento cinco principais vias genéticas regulatorias. Tais vias apresentam
redundancia, sendo complexa a eliminacao total da transicdo de fase nessa espécie.
A via AGE, regulada pela idade da planta, tem como principais reguladores o mirl56
e seus alvos diretos, os fatores de transcricdo da familia SPL/SBP (SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN-like). Uma segunda via é controlada pelo
fitohormonio giberelina (GA), o qual atua de maneira oposta em Arabidopsis thaliana
(arabidopsis) e Solanum lycopersicum L. (tomateiro). Em tomateiro, diferentemente
de arabidopsis, o cruzamento entre mutantes com conteddo alterado de GA e
plantas transgénicas superexpressando o miR156 (1560E; SILVA et al., 2014)
demonstraram efeito sinérgico no atraso do tempo de florescimento. A aplicacao de
GAs em plantas 1560E apresenta efeito similar aos cruzamentos citados sobre a
transicdo do meristema apical. Em um dos cruzamentos entre mutantes da via GA e
plantas 1560E, foi possivel obter plantas apresentando completo bloqueio da
transicdo de fase vegetativo-reprodutivo. A oferta extra do florigeno SINGLE
FLOWER TRUSS (SFT) via enxertia ndo foi suficiente para restaurar a transicéo de
fase nessas plantas, sugerindo que vias associadas a GA e AGE regulam alvos em
comum, o0s quais podem ser independentes da regulacdo por SFT. Além disso, a
regulacéo transcricional, e possivelmente pos-transcricional de alguns genes SBPs
por diferentes vias associadas a GA, sugere uma complexa inter-relacdo entre as
vias GA e AGE em tomateiro durante o florescimento. A acdo combinada das vias
GA e AGE foi capaz de inibir completamente o florescimento em tomateiro,
regulacdo oposta ao verificado na planta modelo Arabidopsis thaliana. O efeito

inibitério de GA sobre o florescimento é também visualizado em plantas lenhosas,



sugerindo que as descobertas cientificas realizadas em tomateiro podem ser

expandidas para essas espécies, nas quais a experimentacao € lenta e laboriosa.

Palavras-Chave: Fatores de transcricdo TCP, Meristema, procera, lateral supressor,

Lanceolate.



ABSTRACT

SILVA, G. F. F. e. The interplay between GA (Gibberellin) and Age (miR156
node) pathways controlling tomato flowering. 2016. 88 p. Tese (Doutorado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba,
2016.

The flowering process is a major developmental event during the plant life
cicle. The meristem identity switches from vegetative to reproductive, triggering
substantial genetic modifications that affect the whole plant body. Arabidopsis
thaliana is a major model for flowering with five different pathways controlling this
process. These pathways are redundant, making complex the complete elimination of
phase change in this species. One of the pathways is termed AGE since it is
regulated by the time of development. The miR156 and its direct target SBP
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-like) are the main regulators of the
AGE pathway. A second pathway is controlled by the phytohormone gibberellin (GA),
which acts in opposite ways when comparing Arabidopsis thaliana and tomato. In
tomato, unlike Arabidopsis, the cross between mutants with altered contents of GA
and transgenic plants overexpressing the miR156 (1560E; SILVA et al, 2014)
showed synergistic effect in delayed flowering time. Treatments of GAs in plants
1560E lead to similar effects visualized on the crosses above related to meristem
transition. Among the crosses between GA mutants and 1560E plants, one double
mutant could completely abolish the phase change in tomato. An extra offer of the
florigen (SINGLE FLOWER TRUSS or SFT) by grafting experiments was unable to
restore the flowering process in this double mutant. It suggests, pathways associated
to GA and AGE regulate common downstream targets, which could be independent
of SFT regulation. Moreover, the transcriptional regulation, and possible the post-
transcriptionally regulation of some SBP targets by different pathways associated to
GA, suggest a complex network between GA and AGE during the flowering in
tomato. The combined action of GA and AGE pathways can complete impaired the
flowering in tomato, this interaction is opposed to the model Arabidopsis thaliana.
The negative effect of GA over the time of flowering is presented in wood plants,
suggesting the scientific discoveries in tomato could be expanded to these species,

which experiments are slow and laborious.
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1. INTRODUCAO

O florescimento é a mudangca mais marcante que ocorre durante o
desenvolvimento vegetal. A mudanca da identidade meristematica desencadeia uma
substancial reprogramacao alterando vias genéticas praticamente na planta inteira.
Arabidopsis thaliana, principal modelo para o desenvolvimento floral, possui pelo
menos cinco diferentes rotas genéticas controlando esse processo (WANG; CZECH,;
WEIGEL, 2009). Dentre estas, uma responde ao fotoperiodo e outra a vernalizacao,
fendbmenos esses muitas vezes especificos para espécies de clima temperado. O
tomateiro (Solanum lycopersicum L.), uma cultura tropical, emergiu como um modelo
alternativo para varios aspectos do desenvolvimento, incluindo o florescimento
(LIFSCHITZ et al., 2006). Para as duas vias citadas acima (fotoperiodo e
vernalizacdo), esta espécie € considerada insensivel ou pouco responsiva em
ambas as situacdes (LOZANO et al., 2009).

Outra rota regulatéria do florescimento em Arabidopsis thaliana é controlada
pelo horménio giberelina (GA), sendo consequentemente denominada via GA de
regulacdo (WILSON; HECKMAN; SOMERVILLE, 1992). Nessa espécie, assim como
em Petunia hybrida (GARGUL; MIBUS; SEREK, 2013) e Nicotiana tabacum
(GALLEGO-GIRALDO et al.,, 2007), GA atua promovendo o florescimento.
Interessantemente, tomateiro apresenta um comportamento oposto, no qual a
giberelina atua inibindo esse processo (GARCIA-HURTADO et al., 2012). E
importante ressaltar que, com excecdo de S. lycopersicum, o efeito negativo da
giberelina sobre o florescimento foi descrito apenas em espécies de plantas
lenhosas como Citrus spp (GOLDBERG-MOELLER et al., 2012), Mangifera indicus
(WILKIE; SEDGLEY; OLESEN, 2008), macieira (Malus domestica) (HEIDE;
PRESTRUD, 2005) e Vitis vinifera (BOSS; THOMAS, 2002).

A via regulatéria do tempo de florescimento, denominada AGE, foi descrita
por Wang; Czech; Weigel (2009) e é diretamente regulada pela idade das plantas.
Essa via é regulada principalmente pelo microRNA156 (miR156) e os seus alvos
diretos, os fatores de transcricdo do tipo SBP (SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-like) (RHOADES et al., 2002).

MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs ndo codantes
endogenos (20-22 nt) que desempenham papéis importantes no desenvolvimento

vegetal através da regulacdo negativa dos seus alvos (SCHWAB et al., 2005). A
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familia do miR156 regula especificamente os fatores de transcricdo SBP (CARDON
et al., 1999), os quais atuam em diferentes aspectos do desenvolvimento, como
mudanca de fase juvenil-adulta e vegetativa-reprodutiva (SCHWAB et al., 2005;
YAMAGUCHI et al., 2009; WU et al., 2009), distribuicdo de antocianina (GOU et al.,
2011) e tricomas (YU et al., 2010), bem como no desenvolvimento inicial do ovério
(SILVA et al., 2014).

Dessa forma, diferentemente do descrito em arabidopsis, € plausivel sugerir
gque as vias GA e AGE, reguladas respectivamente por giberelina e
mMiR156/SPL/SBP, apresentam papéis centrais na regulacdo do florescimento em
tomateiro. Alguns avangos no entendimento dos genes e hormonios que controlam o
florescimento em S. lycopersicum foram alcangados (SHALIT et al., 2009;
LIFSCHITZ et al., 2006). No entanto, a elucidacdo genética das rotas regulatorias,
assim como seus papéis especificos e interacdes, ainda sdo carentes de

informacdes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Micro Tomateiro (MT) como modelo para estudos funcionais em plantas

A cultivar miniatura de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) micro-Tom (MT)
(MEISSNER et al., 1997) é considerada um modelo para estudo do desenvolvimento
de plantas e 0 seu uso para estudos funcionais vem crescendo a cada dia (WANG et
al., 2005; SUN et al., 2006; CARRERA et al., 2012; SILVA et al., 2014; MARTINEZ-
BELLO; MORITZ; LOPEZ-DIAZ, 2015; LIU et al., 2016). MT possui caracteristicas
comparaveis a Arabidopsis thaliana, como seu pequeno tamanho (15-20 cm, quando
cultivado em vasos de 150 mL) e curto ciclo de vida (70-90 dias), sendo adequado
para experimentos envolvendo cruzamentos com mutantes (LOMBARDI-
CRESTANA et al., 2012; CAMPOS et al., 2009) e producédo de plantas transgénicas
(WANG et al., 2005; SILVA et al., 2014; MARTINEZ-BELLO; MORITZ; LOPEZ-DIAZ,
2015; ALMEIDA et al., 2015).

Além disso, o cultivar de tomateiro MT possui crescimento determinado
devido a presenca do alelo sp para o gene SELF - PRUNING (MARTI et al., 2006).
Essa caracteristica simplifica o desenvolvimento da planta visto que o meristema
simpodial ndo serd capaz de reiterar o crescimento vegetativo, como ocorre nas
cultivares de crescimento indeterminado. Finalmente, MT possui uma série de
mutantes relacionados ao desenvolvimento, introgredidos nesse background
genético (CARVALHO et al., 2011). As mutacdes ja descritas para MT ndo envolvem
modificacdes nas vias de biossintese do fitorménio giberelina (GA), demonstrando
gue essa cultivar € um modelo apropriado para trabalhos avaliando o efeito de GA
sobre o tempo de florescimento. O tomateiro pertence a familia Solanaceae, a qual
compreende muitas culturas importantes para a agricultura como batata, tabaco,
pimenta e berinjela. Portanto, o conhecimento gerado no modelo de tomateiro MT

pode ser estendido para outras culturas.

2.2 Vias genéticas controlando o tempo de florescimento

Estudos baseados em genética molecular identificaram cinco rotas que co-

regulam o tempo de florescimento em Arabidopsis thaliana. Dentre essas vias, a
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vernalizacdo se refere a acelaracao do florescimento devido a exposi¢cdo a um longo
periodo de baixas temperaturas (MICHAELS; AMASINO, 1999). O fotoperiodo
regula o florescimento em resposta ao comprimento do dia e a qualidade da luz
percebida (CORBESIER; COUPLAND, 2005). Esta via tem como principal efetor o
gene CONSTANS (CO) (PUTTERILL et al., 1995). A via regulada por giberelina (GA)
demonstra a necessidade desse fitohormodnio para o correto padréo de florescimento
das plantas (WILSON; HECKMAN; SOMERVILLE, 1992). A via autbnoma esta
associada a reguladores endogenos que sao independentes do fotoperiodo e de
giberelina (KIM et al., 2009; MICHAELS, 2009). Por fim, a ultima via a ser descrita,
denominada AGE, tem a idade da planta como fator regulador (WANG; CZECH,;
WEIGEL, 2009).

Essas cinco diferentes vias apresentam redundancias regulatérias: na
auséncia de um determinado gene devido a presenca de um alelo mutado, outra via
acabando atuando para garantir o sucesso reprodutivo da planta. Assim, para obter
plantas de arabidopsis com completa inibicdo do florescimento é necessario a
producdo de um triplo mutante acumulando mutacfes em pelo menos trés vias
diferentes (REEVS; COUPLAND, 2001). A producédo do triplo mutante co-2 fca-1
gal-3 (afetando respectivamente as vias fotoperiodo, autbhoma e do fitorménio
giberelina), levou a formacdo de uma planta que nao floresce em dias curtos ou
longos. Esse resultado indicou que as trés vias comprometidas por essas mutacdes
sdo essenciais para o florescimento de arabidopsis nas condi¢bes estabelecidas.
Interessantemente, o fenétipo essencialmente vegetativo do triplo mutante pdde ser
revertido pelo processo de vernalizagcdo (REEVS; COUPLAND, 2001).

Em Ultima instancia, as cinco diferentes vias confluem para a inducdo de
poucos genes como APETALA1l (AP1) e LEAFY (LFY), os quais integram o0s
diferentes estimulos e sé@o responsavéis pela mudanca de identidade do meristema
(LOHMANN; WEIGEL, 2002). AP1 (GUSTAFSON-BROWN; SAVIDGE; YANOFSKY,
1994) é um fator de transcri¢do do tipo MADS-BOX enquanto que LFY (WEIGEL et
al., 1992) é um fator de transcricéo especifico de plantas.

Os diferentes estimulos ambientais sdo percebidos pela planta através das
folnas e convertido em um sinal denominado “florigeno”, o qual é translocado a
longas distancias até o meristema apical, induzindo a mudanca de identidade do
meristema. Esse fendmeno foi descrito na decada de 1930 por KNOTT (1934).

Corbesier et al. (2007) demonstraram a identidade do gene responsavel pelo
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florigeno, sendo este denominado FLOWERING LOCUS T (FT), um fator de
transcricdo pertencente a familia CENTRORADIALIS/TERMINAL FLOWER 1/SELF-
PRUNING (CETS).

O duplo mutante leafy ft apresenta alteragcbes no tempo de florescimento e
auséncia da estrutura tipica da inflorescéncia, uma vez que as muta¢des ocorrem
em dois genes chaves para o processo. Entretanto, apenas essas duas mutacoes
nao sao suficientes para bloquear completamente a transicao floral em Arabidopsis
thaliana (RUIZ-GARCIA et al., 1997).

2.3 O tomateiro como modelo alternativo para o florescimento

O tomateiro apresenta habito de crescimento simpodial enquanto que em
arabidopsis o crescimento € monopodial. Tais definicdes referem-se basicamente a
forma como as novas gemas sdo produzidas em relacdo ao meristema apical (MA).
Além disso, as plantas de tomateiro sdo consideradas perenes ou semi-perenes,
engquanto que Arabidopsis thaliana € anual. O habito de crescimento, além de outros
fatores, parece influenciar a regulacdo do tempo de florescimento. Isso pode
explicar, pelo menos em parte, algumas diferencas quanto a regulacdo do
florescimento comparando-se tomateiro e arabidopsis.

A superexpressdo do gene CONSTANS (CO) de Arabidopsis thaliana, assim
como do gene CO-like de tomateiro, ndo afetam o tempo de florescimento em
tomateiro (BEN-NAIM et al., 2006). Interessantemente, um dos genes CO-like de
tomateiro, ao ser testado em arabidopsis, apresenta forte efeito sobre o
florescimento (BEN-NAIM et al., 2006). Isso sugere que o gene CO-like de tomateiro
€ capaz de atuar desde que exista uma via funcional, o que parece ndo acontecer
em tomateiro. De forma semelhante ao descrito para os genes CO-like, tomateiro
nao é influenciado pelo fotoperiodo, sendo assim considerado como uma planta
neutra (ATHERTON; HARRIS, 1986).

A submissao de sementes de tomateiro a 4°C por um determinado periodo,
processo conhecido como vernaliza¢do, ndo afeta o numero de folhas produzidas no
eixo principal antes da primeira inflorescéncia. Isso sugere que, de forma
semelhante a via do fotoperiodo que tem como um dos efetores o gene CO, a via de
vernalizagdo possui pouco ou nenhum efeito sob o tempo de florescimento em

tomateiro. Entretanto, plantulas de tomateiro com cotilédones completamente
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expandidos parecem ter o florescimento acelerado quando expostas a temperaturas
entre 8°C e 12°C por um curto periodo de tempo (CALVERT, 1957; WITTWER,
TEUBNER, 1957).

Os ort6logos dos genes LFY e FT em tomateiro sdo conhecidos como
FALSIFLORA - FA (MOLINERO-ROSALES et al.,, 1999) e SINGLE FLOWER
TRUSS - SFT (MOLINERO-ROSALES et al, 2004), respectivamente.
Interessantemente, no duplo mutante sft fa houve um completo bloqueio da
transicao floral com a producéo de mais de 100 folhas no eixo principal (MOLINERO-
ROSALES et al., 2004).

O modelo sistémico de inducéo floral, baseado no florigeno, foi descrito em
plantas sensiveis ao fotoperiodo. Esse sistema atua em ultima instancia como um
sinal movel transmissivel a longas distancias que, embora ativado por diferentes
estimulos em diferentes sistemas florais, € comum em diferentes espécies
(LIFSCHITZ et al., 2006). O gene SFT de tomateiro € capaz de induzir o
florescimento tanto em tomateiro quanto em tabaco (Nicotiana tabacum), espécie da
familia Solanaceae sensivel ao fotoperiodo. A capacidade do SFT de compensar a
auséncia de estimulos ambientais, nesse caso o fotoperiodo indutivo, na indugéo do
florescimento em tabaco reinfor¢ca o seu papel universal no controle do florescimento
(LIFSCHITZ et al., 2006).

2.4 Controle do florescimento pelas vias GA (giberelina) e AGE (miR156/SBP)

Na auséncia de estimulos pelo fotoperiodo, duas vias desempenham papéis
cruciais no florescimento de arabidopsis: uma dependente da biossintese do
hormonio giberelina (WILSON; HECKMAN; SOMERVILLE, 1992) e outra mediada
pela via do miR156/SPLs/SBPs (WANG; CZECH; WEIGEL, 2009).

MicroRNAs atuam regulando pds-transcricionalmente diversos genes no
desenvolvimento de plantas (SCHWAB et al., 2005). A via miR156/SPLs/SBPs
percebe o estimulo enddgeno temporal controlando tanto a transicdo de fase
vegetativa (juvenil — adulto) quanto a transicdo para o florescimento (HUIJSER;
SCHMID, 2011). A diminuicdo do miR156 de forma dependente da idade resulta no
aumento das proteinas SBPs/SPLs que promovem a transicéo juvenil para adulto e
posteriormente a transigdo floral através da ativacdo dos genes LFY, AP1 e MIR172
(YAMAGUCHI et al., 2009).
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GA é essencial para a inducao floral em dias curtos, uma vez que plantas
mutantes em genes relacionados a biossintese de GA, como GA1, nao florescem
(WILSON; HECKMAN; SOMERVILLE, 1992). Em condicbes de dias longos
indutivos, o efeito de GA no florescimento € menos pronunciado (WILSON;
HECKMAN; SOMERVILLE, 1992).

A percepcdo do horménio GA se da inicialmente através do receptor
GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID1), que ap6s a sua ligacdo a GA
desencadeia a degradacdo do regulador transcricional DELLA. Em arabidopsis, a
subfamilia de proteinas DELLA é constituida por cinco membros (TYLER et al.,
2004), sendo a degradacédo dessas proteinas mediada pelo motivo homénimo de 17
aminoacidos (DILL; JUNG; SUN, 2001). Varios estudos ja demonstraram que
proteinas DELLA exercem suas funcdes bioldgicas através da interacdo com outros
fatores de transcricdo (DE LUCAS et al., 2008; YANG et al.,, 2012; HONG et al.,
2012). De forma semelhante, Yu et al. (2012) demonstraram que as proteinas
DELLA de arabidopsis interagem com o fator transcricional AtSPL15 (o qual é
regulado poés-transcricionalmente pelo miR156) definindo o mecanismo molecular
pelo o qual GA interage com a via miR156/SPL/SBP, afetando assim o florescimento
em arabidopsis (YU et al., 2012).

2.5 Via de biossintese de GA

As giberelinas sdo diterpendides tetraciclicos. A sua biossintese se inicia com
o composto geranil-geranil difosfato (GGDP), o qual é convertido em ent-caureno
pela acdo das enzimas ent-copalil difosfato sintase (CPS) e ent-caureno sintase (KS)
(Figura 1). O ent-caureno é entdo convertido a GA12, a primeira GA da via, pela acdo
de duas Citocromo P450 monooxygenases. A partir dessa etapa, existem duas vias
paralelas. A primeira € conhecida como non-13-hydroxylation (levando a producéo
da forma ativa GA4) e a segunda conhecida como early 13- hydroxylation, a qual
produz a forma ativa GA1 (MAGOME et al., 2013). As enzimas que catalizam as
Ultimas etapas antes da formacdo das formas ativa sdo as dioxigenases GAZ20-
oxidases (GA200x) e GA3-oxidases (GA3ox) (HEDDEN; THOMAS, 2012). As
enzimas GA2-oxidases (GA20x) sao responsaveéis pela conversdo de GA1 e GAsem
formas inativas (YAMAGUCHI, 2008) (Figura 1). A superexpressdo de GA20ox em
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tomateiro produziu plantas com florescimento tardio e alto conteddo de GA4
(GARCIA-HURTADO et al., 2012).

GGDP—> ent-kaurene

CP5 K5
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ent-kaurenoic acid
* KAD
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Figura 1 Via de biossintese de GA (adaptado de MARTINEZ-BELLO; MORITZ;
LOPEZ-DIAZ, 2015).

Paclobutrazol (PBZ) € uma molécula que possui um anel heterociclico
contendo um atomo de nitrogénio (N) na sua constituicdo. O seu efeito inibitério
sobre GA é decorrente da sua acéo sobre citocromo P450 monooxigenases, inibindo
assim uma das etapas iniciais na via de biossintese de GA (Figura 1)
(RADEMACHER, 2000). Aplicagdo de PBZ tem sido extensivamente adotada em
experimentos nos quais se deseja inibir a producdo de giberelinas, inclusive em
tomateiro (GALLEGO-GIRALDO et al., 2007; CARRERA et al., 2012; GARCIA-
HURTADO et al., 2012; NIU et al.,, 2013; MARTINEZ-BELLO; MORITZ; LOPEZ-
DIAZ, 2015; PLAZA-WUTHRICH et al., 2016).

2.6 Efeitos antagbénicos de GA no controle do florescimento

O efeito de GA sob o florescimento € complexo e muitas vezes espécie-
especifico. Em plantas como Arabidopsis thaliana (WILSON; HECKMAN;
SOMERVILLE, 1992), Petunia hybrida (GARGUL; MIBUS; SEREK, 2013) e
Nicotiana tabacum (GALLEGO-GIRALDO et al., 2007), usualmente GA promove 0

florescimento sob condi¢cdes nédo indutivas. No entanto, em plantas perenes, GA



23

atua inibindo a transicdo do meristema (GOLDBERG-MOELLER et al., 2012;
WILKIE; SEDGLEY; OLESEN, 2008; BERTELSEN; TUSTIN; WAAGEPETERSEN,
2002; BOSS; THOMAS, 2002). Embora GA promova o término do desenvolvimento
vegetativo em arabidopsis em um primeiro momento (WILSON; HECKMAN;
SOMERVILLE, 1992; YU et al., 2012), no estagio seguinte de desenvolvimento essa
atua inibindo a formacéo dos verticilos florais (YAMAGUCHI et al., 2014).

P. hybrida & uma planta perene e de crescimento simpodial, assim como o
tomateiro. No entanto, petunia é sensivel ao fotoperiodo, sendo seu florescimento
induzido por dias longos. A superexpressdo de GA20x nesta espécie leva a uma
diminuicdo das formas bioativas de GA, produzindo plantas com florescimento tardio
(GARGUL; MIBUS; SEREK, 2013). Semelhantemente, N. tabacum apresenta
florescimento dependente de giberelina, uma vez que plantas deficientes em GA
devido a superexpressdo de GA20x ou plantas selvagens tratadas com
paclobutrazol (inibidor da biossintese de GA) apresentam florescimento tardio
(GALLEGO-GIRALDO et al.,, 2007). Esses autores demonstraram uma reducao
progressiva nos niveis de GA1 e GA4 no apice das plantas ao longo do crescimento
vegetativo, alcangcando niveis muito baixos durante a transicéao floral.

De forma oposta ao descrito anteriomente, Solanum lycopersicum, assim
como as espécies perenes Mangifera indicus, Citrus spp., Malus domestica e Vitis
Vinifera (WILKIE; SEDGLEY; OLESEN, 2008; GOLDBERG-MOELLER et al., 2012;
BERTELSEN; TUSTIN; WAAGEPETERSEN, 2002;BOSS; THOMAS, 2002), tem
florescimento inibido por GA. Em citrus spp, o tratamento com GAs durante a
inducao floral reduz o niumero de flores produzidos, demonstrando ter um papel
inibitorio sobre o florescimento (GOLDBERG-MOELLER et al., 2012).

A concentracdo de GA nos ramos terminais responsaveis pela producédo de
flores diminue antes do surgimento da panicula em M. indicus. Além disso, a
aplicacdo de GAs nos botdes florais afeta negativamente o desenvolvimento das
flores, sugerindo que GA apresenta efeito inibitério sobre o florescimento nessa
espécie (WILKIE; SEDGLEY; OLESEN, 2008).

De forma semelhante as outras espécies citadas, GA inibe a iniciacéo floral
em macieira (M. domestica) (BERTELSEN; TUSTIN; WAAGEPETERSEN, 2002).
Nessa espécie, a inducdo do florescimento ocorre principalmente em resposta a

baixas temperaturas, nao respondendo ao fotoperiodismo.
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GA INSENSITIVE (GAIl) é uma proteina DELLA que apresenta papel central
na resposta a giberelina em plantas. Mutantes de V. vinifera para gene ortélogo a
GAl de arabidopsis sao capazes de converter gavinhas em inflorescéncia,
demonstrando que a gavinha de uva é uma inflorescéncia modificada devido a
inibicdo do seu completo desenvolvimento floral pela acdo de GA (BOSS; THOMAS,
2002). Além disso, uma vez que gavinhas e inflorescéncias sdo produzidas a partir
do meristema lateral e apresentam perfil transcricional semelhantes, sugere-se que
ambas as estruturas apresentam semelhancas moleculares (DAZ-RIQUELME;
MARTNEZ-ZAPATER; CARMONA, 2014).

2.7 Mutantes em tomateiro com efeitos discretos sob o florescimento

Dentre os diversos mutantes que afetam a via de giberelina, procera ou pro
(BASSEL; MULLEN; BEWLEY, 2008), lateral supressor ou Is (SCHUMACHER et al.,
1999) e Lanceolate ou La (ORI et al.,, 2007) destacam-se por ja terem sido
exaustivamente estudados em diferentes aspectos do desenvolvimento, embora
pouco se conheca sobre seus efeitos no controle do florescimento.

LANCEOLATE (LA) é um gene crucial para o desenvolvimento foliar,
especialmente em plantas que possuem folhas compostas, como tomateiro. A
relacdo entre LA e giberelina (GA) ja foi estabelecida (YANAI et al., 2011,
SHLEIZER-BURKO et al., 2011). Esses autores demonstram que plantas contendo o
alelo mutante La-2, com ganho de funcdo para o gene LA, apresentam maior
acumulo de Ga20ox, o qual esta relacionado ao aumento de formas ativas de
giberelina. Os alelos mutados conhecidos para LA se originaram de uma substituicdo
de nucleotideos no sitio de ligacdo do microRNA miR319 em um dos membros da
familia de fatores de transcricdo do tipo Teosinte branchedl/Cincinnata/proliferating
cell factor (TCP) (CUBAS et al.,, 1999). Essas alteracdes nucleotidicas originaram
alelos de ganho de funcéo para o gene LA, cujos transcritos sdo insensiveis a
regulacéo negativa pelo miR319 (ORI et al., 2007). Dessa forma, a via miR319/LA
em tomateiro controla a biossintese de GA em alguns tecidos (YANAI et al., 2011).

O gene LATERAL SUPRESSOR (LS) € um fator de transcricdo da familia
GRAS (SCHUMACHER et al., 1999). No mutante lateral supressor (Is), a iniciacdo
do meristema axilar é impedida, alterando assim a arquitetura vegetativa da planta
(SCHUMACHER et al., 1999). Apesar de o tempo de florescimento
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aparententemente ndo ser afetado em Is-1, o numero de flores por inflorescéncia
mostra-se reduzido em relacdo a planta controle no background Antimold
(SCHUMACHER et al., 1999). Tucker (1976) estimaram o conteudo de GA nesse
mutante e demonstraram maiores concentracdes do horménio em todos os tecidos
analisados quando comparado ao controle.

Sabe-se que a maioria das funcbes do gene GA INSENSITIVE (GAIl) esta
relacionada ao seu dominio DELLA. Entretanto, a mutacdo nesse gene associada ao
mutante procera (pro) encontra-se num segundo dominio, denominado GRAS.
Diferentemente do dominio DELLA, GRAS apresenta a atividade de controle
transcricional, caracteristico de fatores de transcricdo. Uma vez que a mutacéo pro
estd associada a uma resposta constitutiva de GA, esse mutante apresenta
producdo de foliolos e recorte da lamina foliar afetados (BASSEL; MULLEN;
BEWLEY, 2008; JASINSKI et al.,, 2008). Além disso, pro apresenta padrdo de
brotacéo lateral diferenciado, com praticamente nenhuma brotacéo lateral nas axilas,

e um pequeno atraso no florescimento (CARRERA et al., 2012).

2.8 Redes regulatorias de miRNAs no desenvolvimento de plantas

Além de fitormbnios como GA, microRNAs desempenham papel impar no
desenvolvimento vegetal como demonstrado por Schwab et al. (2005). A via
mMiR156/SPL/SBP atua em diversos processos do desenvolvimento vegetal (CHEN
et al., 2010) como mudanca de fase juvenil-adulta e vegetativa-reprodutiva
(SCHWAB et al., 2005; YAMAGUCHI et al., 2009; WU et al., 2009), distribuicdo de
antocianina (GOU et al., 2011) e tricomas (YU et al., 2010), desenvolvimento inicial
do ovério (SILVA et al., 2014), dentre outros.

Os fatores de transcricdo do tipo SPL/SBP apresentam um dominio de ligacdo
ao DNA de 79 residuos de aminoacidos altamente conservados. Este dominio
caracteriza-se por possuir um motivo do tipo zinc finger, o qual apresenta dois sitios
de ligacédo zinc: um possuindo a sequéncia de aminoacidos Cys-Cys-His-Cys e o
outro a sequéncia Cys-Cys-Cys-His (YAMASAKI et al., 2004). Os genes SPL/SBP
foram primeiramente caracterizados como reguladores da expressdo de genes
MADS-box no florescimento precoce de Antirrhinum majus
(KLEIN;SAEDLAR;HUIJSER, 1996). Dentre os genes SPL/SBP que sao regulados
pelo microRNA156 é possivel distinguir dois grupos baseado no tamanho da

proteina produzida e na posicéo do sitio de regulacdo para o miR156 (SALINAS et
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al., 2011). Os genes SPL/SBP pequenos, como SlySBP3 em tomateiro, apresentam
0 sitio de reconhecimento para 0 miR156 na regido 3° UTR. J4 genes SPL/SBP
grandes, como SlySBP15 em tomateiro, apresentam o sitio de reconhecimento para
0 miR156 na regido codante (SALINAS et al., 2011). Padrdo semelhante quanto ao
tamanho das proteinas e posicao do sitio regulador € conservado em Arabidopsis
thaliana (RHOADES et al.,, 2002). Algumas dessas proteinas SPLs/SBPs séo
capazes de se ligar a proteinas DELLA em arabidopsis (YU et al., 2012), o que
permitiu a elucidacdo do mecanismo pela qual a via GA controla o florescimento
nessa espécie. A regido C-terminal das proteinas SPLs/SBPs se mostrou necessaria
a essa interacgéo.

Outra via exaustivamente avaliada no contexto de desenvolvimento foliar,
tanto em arabidopsis quanto em tomateiro, é a via miR319/TCP (PALATNIK et al.,
2003; SCHOMMER et al., 2014; ORI et al., 2007; YANAI et al., 2011). Apesar de
tomateiro apresentar folhas compostas, a presenca do alelo mutante para o gene LA
(TCP) o torna insensivel a acdo do miR319, levando a formacdo de plantas com
folnas simples (ORI et al.,, 2007). De forma semelhante ao demonstrado para
proteinas DELLA (YU et al., 2012), as proteinas TCPs se ligam a SPLs/SBPs
controlando a complexidade foliar em arabidopsis (RUBIO-SOMOZA et al., 2014). E
interessante ressaltar que a porcdo C-terminal das proteinas SPLs/SBPs, essencial
a interacdo com DELLA, é também indispensavel a interacéo fisica com os TCPs.
Recentemente, Burko et al. (2013) demonstraram que a proteina LA é capaz de se
ligar ao promotor de alguns genes AP1/FUL de tomateiro, demonstrando que essa
subfamilia de genes MADS-BOX possui funcdo no desenvolvimento foliar. Dessa
forma, é possivel que essa regulacao seja conservada durante a transicdo de fase

vegetativa-reprodutiva.

Assim, o objetivo principal desse trabalho foi estudar a contribuicdo das vias
AGE e GA no controle do florescimento em tomateiro cv. Micro-Tom (MT), fazendo
uso de mutantes e transgénicos pertencentes as duas vias. E importante salientar
gue, uma vez que tomateiro e diversas espécies lenhosas de interesse econdémico
compartilham similar mecanismo de controle de florescimento por GA, sendo este
divergente da planta modelo Arabidopsis thaliana, os mecanismos moleculares
descritos em tomateiro podem ser expandidos e gerar avangos relevantes para

essas espeécies, nas quais os experimentos sao mais lentos e laboriosos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo de plantas de tomateiro e arabidopsis

As plantas de tomateiro cv. Micro-Tom, acesso LA0335, plantas transgénicas
supreexpressando o miR156 (1560E; SILVA et al., 2014), mutantes La-1/+ (ORI et
al., 2007), Is-1 (SCHUMACHER et al.,1999), e pro (BASSEL; MULLEN; BEWLEY,
2008) e os demais cruzamentos gerados foram cultivadas como descrito em
LOMBARDI — CRESTANA et al. (2012). As plantas de Arabidopsis thaliana foram
cultivadas em camara de crescimento (Thermo Scientific) sob regime de dia longo

(16 horas luz : 8 horas escuro) e temperatura de 21°C.

3.2 Materiais vegetais e cruzamentos

Plantas superexpressando o miR156 (1560E; SILVA et al.,, 2014) foram
geradas no background MT. Os mutantes lateral supressor-1 (LOMBARDI-
CRESTANA et al., 2012) e procera (LOMBARDI-CRESTANA et al., 2012; CARRERA
et al., 2012) ja haviam sido introgredidos e descritos no background MT. A mutacéo
Lanceolate-1/+ (La-1/+) oriunda do acesso LA0335 (TGRC) foi introgredida no
background MT como descrito em Carvalho et al. (2011).

Os cruzamentos entre plantas 1560E e os mutantes Is e pro foram avancados
até a geracdo F2, na qual as mutacbes estdo em homozigose juntamente com a
presenca do transgene 1560E. No cruzamento entre plantas 1560E e La-1/+,
plantas foram avaliadas na geragcdo F1, visto que tanto o alelo mutante quanto o

transgene se comportam como dominantes ou semi-dominantes.

Nos cruzamentos envolvendo Arabidopsis thaliana, todos os gendétipos se
encontram no background Columbia (Col-0). Plantas superexpressando o miR156
(1560E) foram descritas em Schwab et al., (2005), enquanto que o mutante
Supressor of jaw8 (s0j8) em Palatnik et al., 2007. O mutante so0j8 apresenta mutacéo
no fator de transcrigdo AtTCP4 de forma semelhante ao descrito para Lanceolate em
tomateiro (ORI et al.,, 2007) De forma semelhante ao realizado em tomateiro, a
interacdo entre as vias genéticas alteradas em so0j8 e 1560E foi avaliada na geragéo

F1 visto que ambos se comportam como dominantes ou semi-dominantes.
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3.3 Avaliacédo da transicdo do meristema apical de tomateiro e contagem de
primérdios foliares iniciados

Plantulas de MT e 1560E foram avaliadas nos 1°, 4°, 7° e 10° dias apés a
germinacdo. Para cada genotipo, foram utilizadas 10 repeticbes por tempo de
avaliacdo. Os meristemas foram classificados em trés categorias de acordo com a
sua morfologia: vegetativo, transicdo e reprodutivo (PARK et al., 2012; Fig. 2). O
primérdio foliar foi considerado iniciado quando visualizado o estagio primérdio 1
(P1) ou outro mais avancado como descrito em Shleizer-burko et al. (2012).
Estabeleceu-se como dia um de desenvolvimento aquele no qual a germinacgéo foi

aparente a olho nu, como demonstrado na Figura 2.

3.4 Avaliacdo do tempo de florescimento

O numero de folhas no eixo principal foi mensurado até a formacdo da
primeira inflorescéncia no eixo principal, evento que determina a transicdo de
identidade do meristema apical (SAMACH;LOTAN, 2007). Foram avaliadas 14
plantas para os genétipos MT, Is, pro, La-1/+ e 1560E, e cerca de 10 plantas para
os duplos mutante-transgénico (MT, Is ,pro,1560E, 1560Epro e 1560ElIs).

3.5 Quantificacdo hormonal de GA1 e GA4

As formas bioativas GA1 e GA4 foram quantificadas via cromatografia gasosa
acoplada a espectometria de massa (GC-MS), de acordo com Martinez-Bello, Moritz
e Lopez-Diaz (2015). Para esta analise, amostras dos genoétipos MT, Is, pro, La-1/+ e
1560E foram coletadas no quarto dia apos a germinacdo. Foram avaliadas trés
amostras bioldgicas de cada genotipo, sendo essas compostas por um pool de 4pice

vegetativo originado de sete plantulas distintas.

3.6 Avaliacdo do acumulo de transcritos via qPCR

A andlise do acumulo de mRNAs e miRNAs maduros foi realizada como
descrito em Silva et al., (2014), com algumas modificacdes. O reagente adotado
nesses experimentos foi o Go Tag® gPCR Master Mix (PROMEGA). Os iniciadores

especificos estédo descritos no Apéndice A. Foram testados trés genes como controle
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endogenos: CAC (Solyc08g006960) e SAND (Solyc03g115810) descritos em
Exposito-Rodrigues et al., 2008 e TUBULINA (Solyc04g081490) utilizado em Mounet
et al., 2009. Dentre os trés genes, a expressdo do gene CAC foi a mais constante
em cada experimento (dados ndo mostrados). Desta forma, CAC foi adotado como

controle enddgeno para a analise de expressao relativa.

3.6.1 Andlise de expressédo génica em apice vegetativo de plantulas de tomateiro MT
quatro e 10 dias apds a germinacao

Trés amostras biolégicas de tecidos oriundos do 4pice caulinar provenientes
dos gendétipos MT, Is ,pro, La/+ e 1560E foram coletadas no 4° e 10° dia de
desenvolvimento, de acordo com a Figura 2. Cada amostra foi composta pelo pool
de 7 apices vegetativos eliminando os dois primoérdios foliares mais expandidos, os
cotiledbnes e a regido radicular, garantindo a obtencdo exclusiva da regidao de
interesse. J4 no 10° dia, como as plantas se encontratavam mais desenvolvidas,
foram eliminados os quatro primordios foliares mais expandidos, os cotiledbénes e a
parte radicular.

A andlise de expressdo relativa via qPCR foi realizada de duas formas
diferentes: Na primeira, os diferentes genoétipos no quarto dia de desenvolvimento
foram determinados como referéncia (valor de expressao igual a 1,0) e os valores de
expresséo obtidos no 10° dia de desenvolvimento foram comparados aos valores de
expressao do quarto dia em cada genoétipo separadamente. Ja na segunda forma, os
valores de expressao obtidos para o gendtipo MT foram estabelecidos como padréo
(valor de expressao igual a 1,0) e os demais gendtipos tiveram sua expressao
comparadas aos dados de expressao de MT, analisando separadamente os tempos
4° e 10° dias de desenvolvimento apds a germinacao.

3.6.2 Andlise de expresséao génica das folhas I, Ill, V e do primérdio de inflorescéncia
de MT

Amostras bioldgicas de folhas em diferentes estagios de desenvolvimento (I a
V) e de primoérdio da inflorescéncia do genétipo MT foram coletadas aos 35 dias de
desenvolvimento. Cada amostra foi composta de um pool de tecido oriundo de sete
plantas distintas. A analise de expressao relativa foi feita em relacdo a folha I, cujo
valor de expressédo € 1,0. A selecdo da folha | como parametro de comparacéo foi

determinada pois, dentre as amostras avaliadas, essa folha representa o primeiro
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orgao vegetativo a ser produzido, além de apresentar a maior expressdo do miR156
maduro dentre os tecidos.

3.6.3 Folha Ill ( MT, 1560E, La-1/+ e 1560ELa)
Para cada gendtipo foram coletadas trés amostras bioldgicas, sendo cada

uma composta pelo pool da folha Il oriundo de trés plantas distintas aos 35 dias de
desenvolvimento. A analise de expressao relativa foi feita em relagdo a MT (valor de

expressao igual a 1,0).

3.7 Tratamento de plantulas MT e 1560E com GAs e paclobutrazol (PBZ)

25 mL de solucéo foram aplicadas diariamente as plantulas de MT e 1560E
do primeiro ao décimo dia apdés germinacdo (Figura 2). Os trés tratamentos
consistiram em agua destilada, 10° M de GAz e 10’ M de PBZ (CARRERA et al.,
2012). Todas as solucbes foram preparadas com adicdo de Tween-80 0,1% e
Etanol 0,1%. Apenas agua foi adicionada no caso do controle (mock). Ao final do
experimento foram avaliadas 29 plantas para cada tratamento e gendétipo.

3.8 Construcdes para Y2H e BiFC

Os genes SlySBP3 (Solyc10g009080), SlyGAIl (Solyc11g011260) e
LANCEOLATE (Solyc079g062680) foram amplificados a partir de cDNA de tomateiro
MT utilizando a enzima Platinum tag DNA polymerase high fidelity (Life technologies)
e clonados no vetor de entrada pENTR D-Topo (Life technologies). A confirmacao da
clonagem foi feita via PCR e sequenciamento. Em sequencia, foram realizadas
recombinacdes via LR clonase (Life technologies) para transferir os genes para os
vetores de destino. Os vetores utilizados foram pDEST22 e pDEST32 para Y2H (Life
technologies). Para BIFC foram adotados os vetores nEYFP e cEYFP (MARTIN et

al., 2009). Os trés genes foram clonados nos quatro vetores destinos citados.

3.9 Duplo hibrido em Levedura

As interagbes entre as proteinas SlySBP3, SIyGAlI e LANCEOLATE foram
testadas na cepa de levedura pJ694-a (JAMES; HALLADAY; CRAIG, 1996)
avaliando pelo menos cinco colénias em cada interacdo. Apos transformacdo com os
dois vetores pDEST22 e pDEST32 contendo os genes de interesse, as leveduras

foram submetidas a crescimento em trés tipos de meios seletivos : -WL (auséncia de
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Triptofano e Leucina). -WLH (auséncia de Triptofano, Leucina e Histidina). -WLHA
(auséncia de Triptofano, Leucina, Histidina e Adenina). O crescimento em -WL
aponta apenas para a presenca de ambos vetores. O crescimento em -WLH sugere
interacdo fraca entre as proteinas testadas. O crescimento em -WLHA indica
interagédo forte entre as proteinas testadas (JAMES; HALLADAY; CRAIG, 1996).

3.10 Experimentos de enxertias

Foram utilizadas oito repeticbes por cada combinacédo enxertada. As plantas
utilizadas como cavalo apresentavam 30 dias ap0s semeadura, enquanto as plantas
usadas como cavaleiro, cerca de 20 dias apdés semeadura. Apds a realizacdo da
enxertia um pequeno saco plastico foi mantido envolvendo a regido proxima ao
enxerto por sete dias com o intuito de aumentar a umidade na regido enxertada. A
avaliacdo binéaria (sim ou ndo) quanto ao florescimento foi realizada 60 dias apos a

enxertia.

3.11 Analises estatisticas

As amostras que apresentaram distribuicdo normal foram analisadas pelo
Test-T Student’s p<0,01 no programa Assistat versdo 7.7 para Windows. Para os

dados nao paramétricos foi usado o teste de Wilcoxon p< 0.05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Transicdo do meristema apical vegetativo para reprodutivo em plantas
Micro-Tom (MT) e plantas superexpressando o microRNA156

A via genética regulada pelo microRNA miR156 e SPLs/SBPs controla o periodo
de transicdo da fase vegetativa para reprodutiva em diversas espécies vegetais
(SCHWAB et al.,, 2005; XIE; WU; XIONG, 2006; CHUCK et al.,, 2007). Para
determinar com detalhes o controle desta via genética no tempo de florescimento de
tomateiro, inicialmente foi avaliada a morfologia do meristema apical de plantas MT e
plantas superexpressando o miR156 (1560E; SILVA et al., 2014). Essa analise foi
realizada nos dias 1°, 4°, 7° e 10° de desenvolvimento apés a germinacao. O padrédo
de anadlise para o tempo de desenvolvimento inicial foi estabelecido determinando

como o primeiro dia aquele em que a germinacao das plantulas foi visualizada a olho
nu (Figura 2).

transicao reprodutivo

Reprodutivo

M Transi¢do

® Vegetativo

Frequéncia de plantas (%)
v
8

10%

Dia7 Dia 10

Figura 2. Padrdo de desenvolvimento meristemético de plantulas MT e 1560E. A-C) meristemas
representativos dos estagios de desenvolvimento avaliados. A seta vermelha aponta para o
meristema simpodial e a seta preta mostra o meristema de inflorescéncia, marco da transicao de fase.
D) imagem representativa do primeiro dia de desenvolvimento. E) Frequéncia do estado
meristematico de pices de plantutas MT e 1560E ao longo do desenvolvimento do 1° ao décimo dia
apo6s germinacdo. Foram avaliadas 10 plantulas para cada genétipo em cada tempo de
desenvolvimento. Em A, B e C, a barra preta representa 200um.
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Baseando-se na morfologia do meristema apical (Figuras 2A-C) foi possivel
observar que no quarto dia apds germinacao, algumas plantas MT ja apresentavam
meristema em transicAo e uma Unica planta apresentava caracteristicas
reprodutivas. Diferentemente, todas as plantas 1560E apresentavam-se no estagio
vegetativo (Figura 2E). No sétimo dia ap06s germinacdo, cerca de metade das
plantas MT ja se encontravam no estagio de transicdo ou reprodutivo enquanto
apenas uma pequena porcéo de plantas 1560E (20%) experimentava a transicao de
fase (Figura 2E). No décimo dia apds germinacao, todas as plantas MT ja haviam
realizado transicdo, enquanto que 70% das plantas 1560E ainda se encontravam
vegetativas (Figura 2E).

Os dados demonstram atraso na transicdo de fase do meristema apical
caulinar das plantas 1560E quando comparadas a MT. A diferenca no tempo de
transicdo do meristema apical entre os genétipos MT e 1560E sugere que 0 atraso
no florescimento e o maior nimero de folhas visualizados em plantas 1560E (SILVA
et al., 2014) ocorre devido a manutencdo prolongada do estado vegetativo do
meristema apical em plantas 1560E quando comparado as plantas MT.

O numero de primérdios foliares iniciados e o aparente grau de expansao
foliar, macroscopicamente visualizado, foram avaliados em plantas 1560E e MT nos
tempos de desenvolvimento anteriormente descritos (Figura 3A-H).
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Figura 3. Iniciac@o dos primérdios foliares em plantas MT e 1560E. A-D) plantulas de MT nos 1°, 4°,
7° e 10° dia apGs germinacao, respectivamente. E-H) plantulas 1560E nos 1°, 4°, 7° e 10° dia ap0s
germinacao dias, respectivamente. ) frequéncia de iniciacdo dos diferentes primérdios ao longo de 10
dias de desenvolvimento. Foram avaliadas 10 plantulas para cada gendétipo em cada tempo de

desenvolvimento.

Até o quarto dia ap6s a germinacdo ndo é possivel distinguir o genétipo MT
do gendtipo 1560E quanto ao numero de primérdios iniciados (Figuras 3A, B, E, F,
). Apesar do numero de primordios iniciados serem 0 mesmo, € possivel perceber
gue o grau de expansao foliar nas plantas 1560E é maior do que em MT (Figuras
2A, B, E, F). A partir do sétimo dia ap0s germinacgéo, plantas de MT e 1560E sé&o
facilmente distinguiveis. Enquanto aproximadamente metade das plantas MT
avaliadas apresentam meristema em transicdo ou reprodutivo, plantas 1560E
apresentam maior numero de primérdios foliares devido a manutencdo do estado

vegetativo de seu meristema apical (Figuras 2C, G, I).
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No décimo dia, plantas 1560E apresentam sete, oito ou nove primérdios
foliares iniciados, enquanto plantas MT encontram-se em sua totalidade em estado
reprodutivo e produziram no maximo sete primoérdios (Figuras 2D, H, I). Plastochron
€ o indice que mensura a taxa de producéo foliar, levando em consideragcédo o tempo
despendido entre a iniciacdo de dois primordios consecutivos. Baseado nos dados
descritos, pode-se concluir que, ao menos nos dias iniciais de desenvolvimento,
plantas superexpressando miR156 em tomateiro ndo apresentam menor plastochron
em relacdo a WT, diferentemente do verificado em plantas superexpressando o
mesmo precursor em Arabidopsis thaliana (SCHWAB et al., 2005). Em A. thaliana,
de crescimento monopodial, o encurtamento do plastochron é responsavel pelo
maior numero de folhas produzidas em plantas transgénicas com aumento dos
niveis do miR156 quando comparadas ao WT. Nessa espécie, a superexpressao do
mMiR156 elevou a taxa de producdo de folhas de 1,4 para 2,2 folhas por dia, de
acordo com Schwab et al. (2005). Em tomateiro, essa taxa ndo se mostrou alterada
no inicio do desenvolvimento vegetativo, visto que no quarto dia ndo € possivel
distinguir plantulas MT e 1560E baseado no niumero de primérdios foliares iniciados.
Assim, pode-se concluir que a via miR156/SPL/SBP afetou de forma distinta a
formacdo de folhas nas espécies analisadas. Enquanto na espécie monopodial
arabidopsis a taxa de iniciacéo foliar foi aumentada, na espécie simpodial tomateiro

a duracédo do estado vegetativo do meristema foi prolongada.

4.2 A expressao do microRNA156 e seus alvos é regulada durante o
desenvolvimento de tomateiro cv. MT

Com o intuito de avaliar se o padrédo de expressdo do miR156 e seus alvos é
regulado pela idade dos tecidos vegetais em tomateiro, avaliou-se a expressao do
miR156 maduro, SlySBP15 e SlySBP3 em plantas MT com 35 dias de
desenvolvimento (Figura 4 C e D). Foram analisados quatro tecidos em diferentes
estagios de desenvolvimento: folha I, folha lll, folha V e primérdio da inflorescéncia,
como demonstrado na Figura 4 B.

Os niveis de transcritos do miR156 maduro diminuem a partir da folha V e
também no primérdio da inflorescéncia. Em contra partida, o nivel de expressao

tanto de SlySBP3 quanto de SlySBP15 aumenta dos tecidos vegetativos para o
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reprodutivo, demonstrando uma correlacao negativa entre acimulo do miR156 e dos

seus dois alvos SBPs avaliados.
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Figura 4. Expressdo comparativa entre miR156 e seus genes-alvo. A) Planta MT com 35 dias de
desenvolvimento. B) Tecidos avaliados para MT. C) Padréao de expressdo do miR156 em MT entre os
diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento. D) Padrdo de expressao de SlySBP3 e SlySBP15
em MT entre os diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento. As barras verticais representam a
médio e o erro padrdo entre trés amostras biolégicas. Cada amostra foi composta pelo pool de

tecidos advindos de sete plantas.

Os dados sugerem que a via miR156/SPL/SBP em tomateiro é regulada
diferencialmente em tecidos jovens e maduros, incluindo tecidos reprodutivos, como
descrito em arabidopsis (SCHWARZ et al., 2008). Interessantemente, 0s niveis de
transcritos das SlySBP3 e SlySBP15 aumentam na folha V, a qual € , em média, a
altima folha a ser produzida na cultivar MT antes do aparecimento do primeiro
primérdio visivel de inflorescéncia (VICENTE et al., 2015). E possivel que o aumento
de expressdo dessas SlySBPs, devido principalmente a reducdo de acumulo de
transcritos do miR156, seja o sinal desencadeador nos tecidos foliares para induzir a

competéncia das plantas de tomateiro para florescerem.

4.3 Mutantes associados a via de GA em tomateiro apresentam alteracdo no
tempo de florescimento

Foi demonstrado em arabidopsis que a via genética miR156/SPL/SBP
interage com a via de sinalizacdo do fitormonio giberelina para controlar o periodo

de florescimento naquela espécie. Interessantemente, enquanto giberelina promove
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o florescimento em arabidopsis, este fitormonio atrasa o florescimento em tomateiro
(GARCIA-HURTADO et al., 2012). Portanto, fez-se necessaria a analise de como e
se a via miR156/SPL/SBP interage com a via de sinalizacdo de giberelina em
tomateiro. Para tal, foi inicialmente estimado o tempo de florescimento entre
diferentes gendtipos que possuem alteragbes nos niveis de giberelina ou na
resposta de sinalizacdo a esse fitormoénio (SCHUMACHER et al., 1999; BASSEL,
MULLEN; BEWLEY, 2008; YANAI et al., 2011).

Em tomateiro, o tempo de florescimento € medido pela contagem do nimero de
folhas no eixo principal da planta ap0s visualizacdo do primeiro botdo floral
(SAMACH; LOTAN, 2007). Foi, portanto, mensurado o numero de folhas produzidos
no eixo principal antes da producdo da primeira inflorescéncia em plantas MT,
1560E e os mutantes procera (pro), lateral supressor (Is-1) e Lanceolate (La-1/+)
(Figura 5).

A 4.,
a
8 12 4
<9
£
g 10 - b
S b
]
o 8 1
c
é c
< 6 -
S d
=
o 47
@
5 5
z &
0 L Ll Ll Ll L
Is-1 pro La-1/+ 1560E

Via Via
Giberelina AGE (miR156)

Micro-Tom

Figura 5. Genotipos avaliados quanto ao tempo de florescimento. A) NUumero de folhas no eixo

principal (n = 14 plantas). As barras representam a média e o erro padrdo. MT (Micro Tom), Is-1
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(lateral supressor), pro (procera), La/+ (Planta em heterozigose para a o alelo mutante La-1), 1560E
(superexpressdo do miR156). Letras diferentes representam diferenca estatistica pelo test-T

Student’s (p<0.01). B) Plantas representativas dos cinco genoétipos 60 dias apds a semeadura.

Na Figura 5A é possivel visualizar um aumento progressivo no numero de
folhas nos gendtipos MT, Is-1, pro, La-1/+ e 1560E, respectivamente. Em 1560E é
possivel perceber um aumento substancial no numero de folhas, como demonstrado
anteriormente na analise do desenvolvimento do meristema. Consequentemente,
esse aumento leva a uma maior permanéncia no estagio vegetativo, acarretando em
maior atraso no florescimento nos transgénicos quando comparado as plantas MT
(SILVA et al., 2014).

O mutante Is-1 apresentou numero de folhas significativamente maior que MT,
suportando a idéia de que o gene LATERAL SUPRESSOR estd associado nédo
somente a formacéo de meristema axilar (SCHUMACHER et al., 1999), mas também
ao controle do florescimento em tomateiro (Figura 5A). No mutante pro foi
visualizado aumento no numero de folhas, como descrito para o genoétipo em
Carrera et al. (2012). A analise estatistica discriminou pro em um grupo diferente de
Is-1 sugerindo um moderado atraso no florescimento (Figura 5A). De forma
semelhante a pro, o mutante La-1/+ apresentou um maior nimero de folhas quando
comparado a MT, sugerindo que La-1/+ apresenta atraso moderado no florescimento
(Figura 5A).

Burko et al. (2013) demonstraram que plantas transgénicas de tomateiro
p35S::miR319 (cultivar M82) apresentam fendétipo de florescimento precoce. Neste
mesmo trabalho nao foi explorado o tempo de florescimento no mutante Lanceolate,
0 que torna o nosso dado inédito quanto a associacao do aumento da expresséo de
LA com o florescimento tardio (Figura 5A). Conjuntamente, a contagem de numero
de folhas no eixo principal dos cinco genoétipos avaliados sugere que mutacées em
genes diferentes, inicialmente ndo associados, podem levar a fenotipos semelhantes

guanto a alteracdo no tempo de florescimento, com diferentes nivéis de severidade.

4.4 O atraso no florescimento dos mutantes Is-1, pro e La-1/+ € relacionado ao
maior acumulo de formas bioativas de GA

Como mencionado anteriormente, os mutantes Is-1, pro e La-1/+ possuem

fendtipos associados a alteracbes nos niveis e/ou resposta ao fitorménio giberelina
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(SCHUMACHER et al.,, 1999; BASSEL; MULLEN; BEWLEY, 2008; YANAI et al.,
2011). Portanto, decidiu-se quantificar os niveis de formas bioativas de GA em
apices vegetativos de todos os genotipos em estudo. Baseado na caracterizacao
prévia do periodo de transi¢cao vegetativo-reprodutivo do meristema apical (Figura 2),
foi concluido que aos quatro dias apds a germinacao todos os genoétipos em estudo
ainda se encontram majoritariamente no estagio vegetativo.

Dessa forma, realizou-se a quantificacéo via cromatografia gasosa acoplada
a espectometria de massa (GC-MS) de formas bioativas de giberelinas neste estagio
de desenvolvimento do 4pice vegetativo. Essa mensuracdo nos permitiu diferenciar,
dentre os cinco gendétipos, quais apresentaram alteragcdo no acumulo de formas
bioativas de GA (GA1 e GA4). Visto que GA controla uma das principais vias de
regulacdo do tempo de florescimento (WILSON; HECKMAN; SOMERVILLE, 1992),
torna-se essencial determinar o padrdo de acumulo dessas moléculas. A figura 1
demonstra as principais etapas na via de biossintese de giberelinas (SERRANI et al.,
2007; MARTINEZ-BELLO; MORITZ; LOPEZ-DIAZ, 2015), evidenciando as formas
bioativas GA1 e GAu.
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letras diferentes representam diferenca estatistica pelo test-T Student’s p<0.01.

Os niveis de GA1 em MT, 1560E e pro ndo foram distintos pelo método
estatistico adotado (Figura 6A). Ja os mutantes Is-1, e La-1/+ exibiram incremento
no acumulo de GA1 na ordem de trés e seis vezes, respectivamente, quando
comparado ao MT (Figura 6A). Esse resultado sugere que as plantas 1560E e pro
ndo apresentam alteracdo no acumulo de GA:1, sugerindo que o0 atraso nho
florescimento visualizado nesses genotipos (Figura 5) ndo envolve alteracdo na
producdo dessa forma bioativa de giberelina. Yanai et al.,(2011) demonstraram que
0 mutante La/+ apresenta aumento no acumulo dos transcritos de Ga20ox, o que
leva a maior producao de formas bioativas de GA. No entanto, nesse trabalho néao

foi feita qualquer mencgéo a concentracdo do hormonio.
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Conjuntamente, nossos dados e os previamente publicados suportam a idéia
gue LANCEOLATE controla os niveis transcricionais de genes GA200x (YANAI et
al., 2011) e o acumulo da forma bioativa GA1 (Figura 6A). Tucker (1976) sugere que
o mutante Is no background Craigella de tomateiro apresenta maior acimulo de GA,
apesar de néo ter sido realizada discriminagéo entre formas bioativas do hormonio.
Dados mostrados na Figura 6A corroboram com o acumulo verificado por esse autor,
além de indicar que o comportamento do mutante quanto ao aumento do nivel de
GA nédo é background dependente, visto que o mesmo padrdo de aumento foi
visualizado nos backgrounds Craigella e Micro-Tom. Com o intuito de avaliar se o
gene LATERAL SUPRESSOR ¢é capaz de alterar a transcricAo de genes
relacionados a biossintese de GA, analises de expressdo via qPCR de genes
GA200x e GA20x estdo sendo conduzidas nos apices do mutante Is-1.

O nivel de acumulo de GA4 nédo diferiu em apices vegetativos de plantas
1560E quando comparado a MT (Figura 6B). Yu et al. (2012) demonstraram que
plantas 1560E em Arabidopsis thaliana ndo alteram o conteddo de GA4 quando
comparada as plantas WT, sugerindo que a superexpressao do miR156 néo afeta a
producéo de GA4 em A. thaliana e tomateiro.

De forma oposta, os mutantes Is-1, pro e La-1/+ apresentaram aumento no
acumulo na ordem de duas vezes quando comparado ao controle (Figura 6B).
Assim, foi possivel definir dois grupos: i) plantas MT e 1560E sem alteracdo no
contetdo de GAs e i) plantas mutantes La-1/+, Is-1 e pro com aumento significativo
de GA4 (Figura 6B). Embora a relacédo direta do mutante procera com GA tenha sido
descrito em backgrounds diferentes (BASSEL; MULLEN; BEWLEY, 2008; JASINSKI
et al., 2008), incluindo MT (CARRERA et al., 2012), nenhum desses autores
demonstrou a alteracdo na producédo de giberelina. De forma inédita, a quantificacao
de GA4 permitiu elucidar que pro ndo afeta apenas a resposta a GA, mas também a
sua producdo, 0 que sugere a existéncia de um mecanismo de retroalimentacéo
positivo entre as vias de biossintese e resposta a GA em tomateiro.

Conjuntamente, as analises dos niveis de GA:1 e GAsz sugerem que 0S
mutantes com atraso no tempo de florescimento, Is-1, pro e La-1/+, apresentam
maior acumulo de GA quando comparado as plantulas MT e 1560E. Essa diferenca
suporta a idéia que as vias genéticas reguladas pelos genes LATERAL
SUPRESSOR, GAI (pro ¢ um alelo mutante para o gene GAI) e LANCEOLATE

atrasam a transicdo de fase vegetativa-reprodutiva em decorréncia de aumento nos
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niveis endégenos de GA e provavel alteragdo na resposta molecular a GA. De forma
oposta, plantas 1560E ndo apresentaram variacdo significativa quanto ao acumulo
de formas bioativas de GA. Esse dado suporta a hipétese de que a via
mMiR156/SPL/SBP ndo altera a producdo desse fitormdnio no apice vegetativo de
plantulas de tomateiro no quarto dias de desenvolvimento, antes da transigdo do
meristema apical vegetativo para reprodutivo. Possivelmente, as vias associadas a
GA e a via miR156/SPL/SBP interagem durante a transicdo do meristema apical

vegetativo para reprodutivo em tomateiro.

4.5 miR156 e genes SlySBPs apresentam padrdes distintos de expressao
durante a transicdo do meristema apical em diferentes genétipos

Com o intuito de avaliar se existe interagdo molecular entre as vias reguladas
pelos genes GAI (pro € um alelo mutante para o gene GAIl), LATERAL SUPRESSOR
e LANCEOLATE e o miR156 e SlySBPs, avaliou-se a expressdo do miR156 maduro
e dois genes SlySBPs relacionados a transicdo de fases vegetativa-reprodutiva em
diferentes gendtipos (PARK et al., 2012). Baseado no tempo de desenvolvimento
estabelecido em dias apés germinacéo e transicdo do meristema apical (Figuras 2 e
3) decidiu-se adotar dois tempos de avaliacdo de acordo com a mudanca de fase
visualizada em plantulas MT. No 10° dia de desenvolvimento, 100% das plantas MT
encontram-se em transicdo ou ja atingiram o estado reprodutivo (Figura 2). Assim,
em MT, esse tempo de desenvolvimento proporciona uma amostra no estagio
reprodutivo.

Dada essa definicdo e levando-se em conta a necessidade de avaliar a
expressao dos genes de interesse antes e depois da transicdo do meristema apical,
adotaram-se os tempos quarto e 10° dia apds a germinagdo para coleta dos apices

vegetativos.
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Figura 7. Andlise de expressédo relativa via gPCR nos genétipos MT, Is-1, pro, La-1/+ e 1560E
comparando apices vegetais no quarto e 10° dia apés germinacao. Os dados representam a média e
o erro padréo de trés amostras bioldgicas. A) Padrdo de expressdo do miR156 maduro comparando
guarto e 10° dia nos cinco genotipos. B) Padréo de expressao de SlySBP15 comparando quarto e 10°
dia nos cinco gendtipos. C) Padréo de expressédo de SlySBP3 comparando quarto e 10° dia nos cinco

gendtipos. Asterisco nos gréaficos representa diferenca estatistica pelo teste Wilcoxon p<0.05.

Em todos os genoétipos avaliados observa-se reducdo estatisticamente
significativa no acumulo de transcritos do miR156 maduro no 10° dia apds a
germinacdo, comparado ao quarto dia (Figura 7A). Os mutantes Is-1 e pro
apresentam reducdo em torno de cinco vezes, enquanto que no mutante La-1/+ essa
reducédo é de 12,5 vezes. No transgénico 1560E, a diferenca entre quarto e décimo
dia é menor, sugerindo que a superexpressdo do miR156 presente nesse
transgénico atenua a diminuicdo nativa da expressdo do miR156 aos 10 dias de
desenvolvimento, estagio em que o meristema ja fez a transicdo de vegetativo para
reprodutivo.

Os genes SlySBP3 e SlySBP15 sdo candidatos na regulacdo da fase de
transicdo juvenil-adulto, visto que seus ortdlogos em arabidopsis sdo responsaveis
por controlar o periodo de florescimento (YAMAGUCHI et al., 2009; WU et al., 2009).
Portanto, foram avaliados os niveis de transcritos dos genes SlySBP3 e SlySBP15

nos apices vegetais dos gendtipos estudados.
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Os genes AtSPL9 e AtSPL15 atuam dinamicamente antes, durante e depois
da transicdo do meristema apical em Arabidopsis thaliana (HYUN et al., 2015).
AtSPL15 desempenha papel central durante a transicdo, tendo o acumulo do seu
transcrito aumentado até a transicdo do meristema, com uma sucessiva queda na
sua expressao. Ja AtSPL9 parece desempenhar papel secundario no processo,
sendo expressa nos flancos do meristema, principalmente apos a transicdo (Hyun et
al., 2015). Nessa espécie, os genes AtSPL9 e AtSPL15 s&do os paralégos mais
préximos dentro da familia SPLs/SBPs (CARDON et al., 1999). Interessantemente,
em tomateiro existe apenas um gene SBP ortélogo a AtSPL9 e AtSPL15,
denominado SlySBP15 (SALINAS et al., 2011).

A expressédo de SlySBP15 em MT diminui no 10° dia de desenvolvimento
guando comparado ao quarto dia de desenvolvimento (Figura 7B), sugerindo que no
10° dia de desenvolvimento a transicdo do meristema apical ja ocorreu. Assim, o
padrdao de expressdo de SlySBP15 é similar ao padrdo de expressdo de seu
ortélogo em arabidopsis, tal como demonstrado em Hyun et al., (2015). Andlises de
expressdo do gene SlySBP15 via hibridizacdo in situ em &pices de plantulas de
quatro e 10 dias de desenvolvimento estdo sendo realizados com o intuito de
determinar o padréo espaco-temporal de expressao deste gene em tomateiro.

A expressdo do gene SlySBP15 diminuiu pela metade entre os tempos
quarto e décimo dia de desenvolvimento nos genotipos MT, Is-1 e La-1/+ (Figura
7B). Apices de plantas transgénicas 1560E apresentam maior diferenca no acimulo
de SlySBP15 nesse intervalo, provavelmente devido a expressao ectdpica do
mMiR156, o que leva a degracao dos transcritos do gene SlySBP15. Este resultado
sugere novamente que a superexpressao do miR156 modifica a dinAmica natural de
expressao das SPLs/SBPs ao longo do desenvolvimento de tomateiro, assim como
ja foi demonstrado durante o desenvolvimento dos ovarios (SILVA et al., 2014).

Interessantemente, os 4&pices vegetativos do mutante pro apresentam
padrdo oposto aos demais gendtipos com aumento no acumulo de transcritos de
SlySBP15 no 10° dia de desenvolvimento (Figura 7B). O mutante procera possui
mutac&o pontual no gene que codifica para a proteina DELLA de tomateiro, 0 que
leva a ndo repressao da resposta a GA (BASSEL; MULLEN; BEWLEY, 2008;
JASINSKI et al., 2008). Uma vez que pro apresenta mutacdo no dominio GRAS,
responsavel pela atividade como fator transcricional na proteina DELLA, este

mutante parece exercer atividade transcricional ectopica visto que os transcritos de
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SlySBP15 aumentaram seu acumulo comparando quarto e décimo dia de
desenvolvimento, diferentemente dos demais gendtipos. Yu et al., (2012) relatam
gue em plantas transgénicas de arabidopsis ProRGA:: Rgadl7, com alteragdo no
dominio DELLA, ndo ocorre a inducdo da expressao de AtSPL3 ao longo do
desenvolvimento, como visualizado nas plantas selvagens.

E possivel que as mudancas de expressdo verificadas em pro reflitam um
mecanismo de retroalimentacéo, devido a resposta diferenciada a GA que o mutante
possui ou a atividade de regulacdo transcricional diferenciada que a proteina pro
mutada possa estar exercendo. E importante ressaltar que, uma vez que o mutante
procera ndo é knockout a modificacdo do aminoacido valina para acido glutamico
dentro do dominio GRAS (BASSEL; MULLEN; BEWLEY, 2008) pode estar
produzindo uma atividade de controle transcricional diferente do alelo selvagem. Tal
qguestdo nao foi explorada até o momento por nenhum dos trabalhos envolvendo o
alelo pro em tomateiro.

O transgénico 1560E apresenta maior diferenca no acumulo de SlySBP15
entre quatro e 10 dias sugerindo uma combinacdo de regulacdo transcricional
endogena conjuntamente com a regulacdo poés-transcricional advinda da expressao
ectopica do miR156 (Figura 7B).

A proteina AtSPL3 de Arabidopsis thaliana, apresenta grande importancia
durante a transicado de fase vegetativa-reprodutiva visto que é capaz de se ligar aos
promotores dos genes AP1 e LFY induzindo assim a transicdo do meristema apical
(YAMAGUCHI et al., 2009). Dada essa funcao crucial decidiu-se avaliar o padrao de
expressdo do ortdlogo SlySBP3 durante a transicdo do meristema apical em
tomateiro no quarto e décimo dia apds a germinacao.

O acumulo dos transcritos do gene SlySBP3 nos mutantes Is-1 e pro
apresentaram um padrdo semelhante ao verificado em MT, aumentando o acumulo
de seus transcritos apos a transicdo do meristema (Figura 7C). Acumulo semelhante
nao foi demonstrado para o mutante La-1/+, sugerindo que o atraso no florescimento
nesse gendtipo pode estar relacionado com a manutencdo da expressdo de
SlySBP3, diferentemente do visualizado para os outros gendétipos (Figura 7C).
Interessantemente, as plantas 1560E apresentaram padrédo oposto em relacdo aos
demais gendtipos, com diminuicdo do acumulo de SlySBP3 no 10° dia de
desenvolvimento, sugerindo que a alteracdo em especifico da expressao dessa SBP

contribui para o atraso no florescimento visualizado nesse gendétipo. Visto que La-1/+
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e 1560E sao os gendtipos que apresentam maior atraso no florescimento (Figura 5),
€ possivel concluir que o controle transcricional do gene SlySBP3 ao longo do
desenvolvimento afeta a transicdo meristematica em tomateiro.

A comparacdo do padrdo de expressao dos transcritos supracitados
também pode ser feita levando-se em consideracdo apenas um tempo de
desenvolvimento e comparando os cinco gendtipos. Essa analise permite visualizar
o comportamento entre os diferentes genotipos em uma mesma etapa de
desenvolvimento, revelando detalhes diferentes da primeira analise.

A expresséo do miR156 maduro no quarto dia de desenvolvimento aumenta
nos apices vegetativos dos mutantes Is-1 e La-1/+ quanto comparado a MT (Figura
8A), o0 que pode ser relacionado com o atraso no florescimento visualizado nesses
mutantes. O aumento da expressdo do miR156 maduro em quatro vezes para Is-1 e
seis vezes para La-1/+ é compativel com o numero de folhas produzidos por esses
gendtipos no eixo principal (seis e oito, respectivamente) (Figura 5A). O mutante
procera parece nao induzir alteracdes no padrao de expressdo do miR156 maduro
no quarto dia de desenvolvimento (Figura 8A). Comparando-se 0s cinco genotipos
no quarto dia, as plantas 1560E apresentam o maior acumulo do miR156 maduro,
sendo estatisticamente diferenciado dos demais gendétipos (Figura 8A).
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maduro no quarto dia de desenvolvimento. B) Acumulo de transcritos do miR156 maduro no 10° dia
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SlySBP3 no quarto dia de desenvolvimento. F) Acimulo de transcritos de SlySBP3 no 10° dia de
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Cada amostra foi composta de sete apices em cada um dos dois tempos de desenvolvimento
adotados. Letras diferentes nos gréaficos representam diferencas estatisticas pelo test- t Student’s ou
Wilcoxon p<0.05.

Ja& no 10° dia de desenvolvimento, o acumulo de transcritos do miR156
maduro é reduzido nos mutantes pro e La-1/+, quando comparado ao MT (Figura
8B). Tal reducédo pode ser um efeito indireto das mutacfes e estar temporalmente
relacionado a formacao dos verticilos florais. O acumulo dos transcritos do miR156
no mutante Is o agrupa, estatisticamente, tanto com MT como pro e La-1/+. A

manutencao de altos niveis de transcritos do miR156 maduro em apices das plantas
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1560E no 10° dia de desenvolvimento pode explicar a producdo extensiva de
primordios foliares nestas plantas, mantendo o meristema apical ainda no estagio
vegetativo (Figura 3l).

O padrao de expressao de SlySBP15 pode ser considerado semelhante entre
0S cinco genotipos no quarto dia de desenvolvimento, visto que o acumulo de
SlySBP15 nas plantas 1560E nao foi distinguivel estatisticamente dos demais
genatipos (Figura 8C). No 10° dia ap6s a germinacdo, ocorre um pequeno aumento
na expressao de SlySBP15 nos apices de plantas mutantes Is-1 e pro. J& o mutante
La-1/+ e o transgénico 1560E apresentam reducdo do acumulo de SlySBP15, o que
pode ser relacionado com o maior niumero de folhas produzidas no eixo principal
(Figura 8D). A expressdo de SlySBP3 ndo apresentou diferenga estatistica entre os
cinco gendtipos no quarto dia de desenvolvimento (Figura 8E). Ja no 10° dia de
desenvolvimento ocorre uma diminuicdo nos genadtipos La-1/+ e 1560E em relacéo
aos demais gendtipos (Figura 8F), o que sugere que SlySBP3 atua na inducdo da
transicdo do meristema apical.

Entretanto, os dados de expressdo apresentados até o momento sao
inconclusivos no sentido de demonstrar se ha interacdo molecular entre as vias
associadas a GA e a via miR156/SPL/SBP. Acredita-se que essa interacdo ocorra de
forma indireta, com as vias convergindo paralelamente em genes-alvo em comum.
Além disso, é possivel que essas vias interagam ao nivel de interacdes proteina:

proteina. Ambas hipéteses estdo sendo avaliadas no momento.

4.6 Interacdes genéticas entre as vias AGE e GA

As andlises de expressao descritas anteriormente, embora preliminares,
sugerem que a via AGE, representada pelo miR156 e seus alvos, e vias associadas
a GA podem interagir para controlar o tempo de florescimento em tomateiro. Além
disso, evidéncias sugerem que a via AGE e proteinas DELLA podem interagir para
controlar o tempo de florescimento em arabidopsis (YU et al., 2012). Assim, decidiu-
se realizar o cruzamento entre 0os mutantes associados a via GA com plantas
transgénicas 1560E a fim de entender como duplas pertubacdes envolvendo as
duas vias poderiam alterar o tempo de florescimento em tomateiro.

Inicialmente, foi avaliado o numero de folhas produzidas no eixo principal

apos o aparecimento do primeiro primérdio de inflorescéncia visivel. Nesta analise, o
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mutante Is-1 ndo diferiu estatisticamente de MT quanto ao namero de folhas (Figura
9A). As plantas 1560E apresentaram em média 12 folhas antes do florescimento,
sendo significativamente diferentes de MT, Is-1 e pro (Figura 9A). As plantas duplo
transgénico-mutante 1560Els apresentaram aproximadamente 20 folhas (Figura 9 A
e B), estatisticamente diferentes de todos os genétipos simples sugerindo interacéo
entre a via AGE e a via regulada por LS no controle do tempo de florescimento. Este
dado sugere efeito sinérgico no atraso do florescimento produzindo um maior
numero de folhas no eixo principal antes da primeira inflorescéncia. Assim, pode-se
especular que, para o tempo de florescimento, a dupla perturbagéo (superexpressao
do miR156, e consequente silenciamento de SPLs/SBPs - 1560E, somada a
reducgéo dos transcritos de LATERAL SUPRESSOR, devido a presenga do alelo Is-1)
apresenta um efeito sinérgico. Provavelmente, a dupla alteracdo citada acima deve
modificar genes-chaves no controle do florescimento como SFT, FA e MC
(MOLINERO-ROSALES et al., 1999; 2004; LIFSCHITZ et al., 2006). A expresséao de

tais genes esta sendo avaliada.
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Figura 9. Caracterizacao dos duplos transgénico-mutante 1560Epro e 1560Els. A) Numero de folhas
no eixo principal antes da formac¢&o da primeira inflorescéncia (n = 10). Letras diferentes representam
diferenca estatistica pelo test-T Student’s p<0.01). B) Plantas da gerac¢do F2 do cruzamento entre Is-

1 e 1560E. C) Plantas da gera¢éo F2 do cruzamento entre pro e 1560E.
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Ao analisar o numero de folhas no eixo principal antes da transi¢cdo foi
possivel perceber um aumento significativo dessa variavel no duplo 1560Epro
comparado a pro e 1560E (Figura 9 A e C). O aumento do numero de folhas (>20)
sugere efeito sinérgico entre as vias afetadas no controle da transicdo floral.
Interessantemente, apesar do porte pequeno caracteristico do background MT,
plantas 1560Epro apresentaram um porte muito grande, evidenciando que a
desregulacdo de vias reguladas pelo miR156 e pela proteina DELLA tém forte
impacto no desenvolvimento de tomateiro.

A avaliacdo deste duplo sugere que a presenca de ambas as perturbacoes, a
superexpressdao do miR156 -1560E e a resposta constitutiva a GA - pro, alteram
sinergicamente o tempo de florescimento. Algumas SPLs/SBPs atuam na inducdo do
florescimento via ativagéo de genes MADS e de outro microRNA, o miR172 (YU et
al., 2012). No duplo produzido é possivel que esteja ocorrendo pelo menos trés
diferentes regulacbes das SPLs: (i) pds-transcricionalmente, via o miR156; (ii)
agueles transcritos de SPLs que geraram proteinas ainda estdo interagindo
fisicamente (proteina — proteina) com DELLA, e (i) alteracdo da regulacdo da
transcricdo de algumas SPLs pela proteina DELLA mutante (PRO), o que pode ser
preliminarmente evidenciado nos dados de expressdo génica nos apices vegetativos
e reprodutivos do mutante pro (Figura 7B).

A via miR156/SPL/SBP regula tanto o desenvolvimento de frutos SILVA et al.,
2014) quanto o tempo de florescimento (SCHWAB et al., 2005; WANG; CZECH,;
WEIGEL, 2009). O mutante procera ocasionalmente apresenta indeterminacdo no
fruto, de forma semelhante ao visualizado em plantas 1560E (CARRERA et al.,,
2012). Baseado nessas informacoes, é plausivel especular que o duplo transgénico-
mutante apresenta interacao entre essas vias relacionadas ao desenvolvimento do
ovario. Os frutos do mutante lateral supressor (SCHUMACHER et al., 1999) (Figura
10C) ndo apresentam claras diferencas quando comparados ao controle MT (Figura
10A). O mutante procera (CARRERA et al., 2012) no background MT eventualmente
apresenta um pequeno grau de indeterminacdo nos frutos, como pode ser
visualizado na Figura 10B. Interessantemente, ambas as mutac¢des, quando
combinadas a superexpressdo do miR156 (SILVA et al., 2014), apresentam efeito
aditivo quanto ao nivel de indeterminacdo verificado nos frutos (Figura 10E e F).
Esses dados sugerem que as vias reguladas pelos genes LS e GAIl interagem com a

via AGE ndo somente na formagédo da competéncia para florescimento, mas também
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durante a formagao dos verticilos florais em tomateiro, principalmente o carpelo.
Essa interacdo pode convergir no controle de resposta a GA via genes como 0
LEAFY e AP1, os quais sao os principais responsaveis pela identidade dos 6rgaos
florais (WEIGEL et al., 1992; GUSTAFSON-BROWN; SAVIDGE; YANOFSKY, 1994).
Além disso, ja foi demonstrado que niveis elevados de GA impedem a formacédo
correta dos 6rgaos florais em arabidopsis (YAMAGUCHI et al., 2014). A
convergéncia de altos niveis de formas bioativas de GA nos mutantes Is-1 e pro e a
desregulacéo de genes de identidade floral nas plantas 1560E pode ter contribuido
para o alto grau de indeterminacdo e ma formacéo dos frutos nos duplos 1560Els e
1560Epro (Figura 10).

O gene GOBLET é um fator de transcricdo da familia NAC, ort6logo a CUC1 e
2 de Arabidopsis thaliana (BERGER et al., 2009). Este gene esta relacionado ao
controle dos limites entre 6rgdos, além de mostrar-se induzido em ovarios 1560E
(SILVA et al., 2014). E possivel que as plantas 1560Els e 1560Epro apresentem
aumento ainda maior do nivel de expressdao do GOBLET quando comparado aos
mutantes simples, visto que o aumento na indeterminacao dos frutos nos duplos é
acompanhado da redugcdo do numero de flores por inflorescéncia. Em algumas
plantas 1560Epro esse numero foi reduzido para apenas duas flores por
inflorescéncia. A possivel desregulacdo do gene GOBLET nesses materiais pode
levar a uma separacao imprecisa dos primordios florais, o que esta possivelmente
relacionado a um menor numero de flores com alta indeterminacao (Figura 10F).

Rossmann et al., (2015) demonstraram que LATERAL SUPRESSOR e
GOBLET atuam conjuntamente na formacédo de meristemas ectopicos na base dos
foliolos de tomateiro. E possivel especular que tal interacdo também pode estar
vinculada a formacdo da inflorescéncia nos duplos 1560Els e 1560Epro. Para
responder a esse questionamento, experimentos de analise de expressdo do gene
GOBLET via qPCR estdo sendo conduzidos nos primérdios de inflorescéncia (Figura

4B) dos gendtipos MT, Is e pro.
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Figura 10. Comparacdo morfolégica dos frutos representativos dos mutantes e
transgénicos simples, dos duplos e do controle MT. A) MT, B) procera, C) lateral
suppressor -1, D) 1560E, E) 1560Epro e F) 1560Els.

4.7 O tratamento com Giberelina (GAs3) acentua o atraso no florescimento em
plantas 1560E

As interacdes entre 1560Epro e 1560Els demonstraram efeito sinérgico entre
0S mutantes e o transgene, aumentando o numero de folhas produzidos no eixo
principal e, consequentemente, atrasando o tempo de florescimento (Figura 9). Visto
gue ambos mutantes apresentaram maior acumulo de formas bioativas de
giberelinas (Figura 6), especulou-se se a aplicacdo de GAs seria capaz de produzir
efeitos similares a combinacédo de 1560E com os mutantes supracitados.

Na figura 2 descrita anteriormente demonstrou-se que ao 10° dia apos
germinacao plantas MT n&o mais apresentam caracteristicas vegetativas. Decidiu-se
entdo que as aplicacbes do tratamento com giberelina e PBZ aos gendtipos MT e
1560E seriam feitas via irrigacéo. A aplicagéo foi realizada individualmente em cada
planta, desde o seu primeiro dia de desenvolvimento (Figura 2D) até o 10° dia de
desenvolvimento. Apdés os 10 dias de tratamento, as plantas foram novamente
irrigadas apenas com agua. Cerca de 100 dias apos o inicio do desenvolvimento, as

plantas foram avaliadas quanto ao niamero de folhas produzidas no eixo principal
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antes da primeira inflorescéncia, bem como quanto a morfologia dos frutos
produzidos. As figuras 11 A e B mostram plantas MT e 1560E submetidas aos trés
diferentes tratamentos (GAs, PBZ e mock). O tratamento mock possuia apenas a
base da solucdo sem adicdo de giberelina ou do seu inibidor. Visualmente, o
tratamento com GAs induziu formacao de plantas com maior porte em MT e 1560E
(Figura 11A e B). J& o tratamento com PBZ produziu plantas com porte pequeno,
sendo menores que as plantas do tratamento controle (mock) (Figura 11A e B)

Interessantemente, o numero de folhas produzidos no eixo principal foi maior
no tratamento com GAs tanto para MT como para 1560E (Figura 11C e D). Esse
dado suporta a ideia de que o tratamento exdgeno com giberelinas pode mimetizar o
efeito sinérgico visualizado nos duplos 1560Epro e 1560Els (Figura 9) quanto ao
numero de folhas produzidas no eixo principal. O tratamento com PBZ nao induziu
alteracdo na formacao do numero de folhas em MT, apesar de gerar reducao
significativa nesse parametro em 1560E (Figura 11C e D).

Ao visualizar as plantas tratadas com PBZ (Figura 11 A e B), € possivel
perceber que elas sdo menores quando comparadas ao controle mock. Além de
controlar o tempo de florescimento, GA € conhecida por atuar no elongamento dos
entrends das plantas (McCOMB, 1967; CARRERA et al., 2012). Nossos dados
demonstram que, apesar do tratamento com PBZ n&o induzir variagdes significativas
no numero de folhas em MT e 1560E, o menor porte visualizado em plantas de
ambos 0s gendtipos tratadas com PBZ (Figura 11A e B) pode estar relacionado a
alteracdo no tamanho do entrend nesses materiais.

Mesmo a aplicagdo de GA3 sendo feita no inicio do desenvolvimento vegetal,
aos primeiros 10 dias de desenvolvimento, foi possivel perceber efeito desse
hormdénio na morfologia dos frutos produzidos em plantas 1560E. Silva et al., (2014)
descreveram que as plantas 1560E apresentam um maior grau de indeterminacao
Nnos seus ovarios e consequente producao de frutos com estruturas indeterminadas.
O tratamento com GAs parece intensificar a indeterminacdo nos frutos apenas das
plantas 1560E (Figura 11E). O tratamento com GAs diretamente sobre os ovarios de
MT (CARRERA et al., 2012) levam a indeterminagéo nos frutos de forma semelhante
ao que visualizamos no nosso tratamento para 1560E. E importante ressaltar duas
grandes diferencas entre esses experimentos: (i) no presente trabalho a aplicagéo foi
realizada via irrigacédo durante apenas os 10 primeiros dias de desenvolvimento; (i)

neste trabalho plantas MT que sofreram 0 mesmo tratamento com GAs3
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apresentaram frutos com morfologia semelhante ao WT. Isso nos leva a crer que as
plantas 1560E devem apresentar uma maior sensibilidade a GAs, visto que apenas
esse genodtipo foi capaz de apresentar aumento da indeterminacdo via aplicacao
hormonal no inicio do desenvolvimento. O tratamento com PBZ parece nao alterar a

morfologia dos frutos tanto para plantas MT como para plantas 1560E (Figura 11E).
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Figura 11. Tratamento com GAz e Paclobutrazol em plantulas MT e 1560E por 10 dias desde o inicio
da germinacdo. A) Plantas MT representativas dos trés tratamentos. B) Plantas 1560E
representativas dos trés tratamentos. C) Nimero de folhas produzidas no eixo principal por plantas

MT. D) Numero de folhas produzidas no eixo principal por plantas 1560E. E) Morfologia dos frutos
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tanto MT como 1560E nos trés diferentes tratamentos. Foram avaliadas 29 plantas em cada

gendtipo para cada tratamento.

4.8 Interacdes entre proteinas das vias AGE e GA no controle do florescimento
em tomateiro

Algumas proteinas DELLA de arabidopsis sédo capazes de se ligar a proteinas
SBPs, como AtSPL15, regulando o tempo de florescimento (YU et al., 2012).
Interessantemente, a mesma proteina AtSPL15 € capaz de se ligar ao fator de
transcricdo AtTCP4 regulando o desenvolvimento foliar em arabidopsis (RUBIO-
SOMOZA et al.,, 2014). Uma vez que AtTCP4 é ortélogo a LANCEOLATE em
tomateiro (PARAPUNOVA et al., 2014) e que plantas apresentando mutacdes para
esse gene (La-1/+) apresentam alteracdes quanto ao tempo de florescimento (Figura
5) é possivel especular que a mesma interacdo seja conservada em tomateiro e
possa atuar no controle do florescimento.

Com o intuito de avaliar a interacao fisica entre a Unica DELLA presente em
tomateiro e algumas SPLs/SBPs estéo sendo realizados experimentos para avaliar a
ligacdo entre proteinas. Para esse experimento estdo sendo utilizadas duas
metodologias distintas: duplo hibrido (Y2H) (VIDAL; LEGRAIN, 1999) e ensaio de
complementacdo de fluorescéncia bimolecular (BIFC) (WALTER et al.,, 2004). A
elucidacéo das interacdes entre SPLs/SBPs e DELLA é essencial, visto que essas
seriam provaveis pontos de convergéncia entre as vias AGE e GA, controlando a
transicdo de fase vegetativa-reprodutiva. Além disso, a interacdo entre algumas
SPLs/SBPs e o fator de transcricdo LANCEOLATE pode sugerir novas regulacdes

entre as vias AGE e GA no controle do florescimento em tomateiro.

A construcao dos vetores para Y2H e BiFC, assim como 0s ensaios de duplo
hibrido, foram realizados durante o estdgio BEPE — FAPESP no laboratério do
professor Erich Grotewold (Center for Applied Plant Science — Ohio State University
— Columbus -Ohio- EUA).

Inicialmente foi realizada a amplificacdo a partir de cDNA de tomateiro dos
genes SlySBP3, SlySBP15, SIlyGAlI e LANCEOLATE (Figura 12 A). Em seguida os

mesmos foram clonados no vetor de entrada pENTR D-Topo (Figura 12 B).
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Figura 12. Clonagem de SlySBP3, SIyGAl e LA. A) Amplificagdo apartir de cDNA
dos genes SlySBP3, SlySBP15, SIyGAI e LA. B) SlySBP3, Lanceolate e SlyGAl
clonados no vetor de entrada pENTR D-TOPO.

Os vetores pENTR contendo os genes SlySBP3, SlyGAlI e LA foram
sequenciados e a integridade total dos genes foi confirmada. Na sequéncia, os
mesmos foram recombinados nos vetores destino pDEST22 e pDEST32. Foram
realizadas PCRs com primers especifico para cada gene confirmando os clones
(Figura 13 A e B). Posteriormente, dois clones de cada construcdo foram
sequenciados usando primers especificos de cada gene e primers anelando no

vetor. Essa andlise foi confirmatéria para todas as construcbes citadas.
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Figura 13. Vetores para duplo hibrido. A) Confirmacdo via PCR com primers
especificos para LA e SlySBP3. B) Confirmacéo via PCR com primers especificos
para SIyGAl.



58

Para o ensaio de duplo hibrido foi adotado como controle positivo o
homddimero formado pelo fator de transcricdo do tipo bHLH denominado R (KONG
et al., 2012) (Figura 14A). Previamente a andlise da interacdo envolvendo SlySBP3
realizou-se um teste essencial de auto-ativacao, no qual o gene SlySBP3 foi inserido
no vetor pBD e o vetor pAD foi usado vazio, sem insercdo de qualquer gene. Esse
ensaio mostra se a proteina SlySBP3 apresenta alguma regido capaz de
desencadear a via de producdo de Histidina na auséncia de interacdo entre duas
proteinas. Como visualizado na Figura 14B, a combinacdo pBD (SlySBP3) e pAD
(vetor vazio) cresce no meio seletivo para triptofona e leucina, mas nao é capaz de
crescer nos meios com trés e quatro selecdes, demonstrando que SlySBP3 nao
realiza auto ativacao do sistema. Em seguida, foi testada a capacidade de SlySBP3
se ligar a SIyGAI (Figura 14C) e a LANCEOLATE (Figura 14D). Em ambas as
situacOes, a levedura foi capaz de crescer apenas no meio com duas selecbes
sugerindo que as proteinas em questdo nao interagem.

Yu et al., (2012) e Rubio-Somoza et al., (2014) demonstraram em arabidopsis
gue tanto para a interacdo DELLA-SPL/SBP como TCP-SPL/SBP, é essencial que a
proteina SPL/SBP possua a porcdo C-terminal ap6s o dominio SBP. SlySBP3 é
definida como uma proteina SBP pequena (SALINAS et al., 2011), a qual ndo possui
esse dominio C-terminal. Assim, os dados sugerem que em tomateiro, de forma
semelhante ao que acontece em Arabidopsis thaliana, a regido C-terminal das SBPs
parece ser essencial para a interacdo com proteinas DELLA e TCPs. A realizacéo do
experimento testando a interacdo SlySBP15 com SlyGAIl e LA j4 se encontra em

andamento e ird responder quanto a conservacao ou ndo dessas interacoes.

Para a realizacdo dos experimentos supracitados estdo sendo realizadas
clonagens dos genes de interesse nos vetores nEYFP e cEYFP para BiFC (MARTIN
et al., 2009) e pDEST22 e pDEST32 para duplo hibrido em levedura (Y2H).
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pBD (SlySBP3)
pAD (VV)
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pBD (SlySBP3)
pAD (SlyGAI)
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Figura 14. Duplo hibrido em levedura (Cepa pJ694-a) testando interagdo entre SlySBP3 com SlyGAl
e LANCEOLATE. A) Controle positivo tanto para interacdo fraca (-WLH) quanto forte (-WLHA). B)
Teste de autoativacdo para SlySBP3. C) Teste de interacdo entre SlySBP3 e SlyGAIl. D) Teste de
interacdo entre SlySBP3 e LANCEOLATE. -WL (auséncia de Triptofano e Leucina). -WLH (auséncia
de Triptofano, Leucina e Histidina). -WLHA (auséncia de Triptofano, Leucina, Histidina e Adenina).
pAD (activation domain) = pDEST22 e pBD (Binding Domain) = pDEST32.

4.9 Circuito regulatorio envolvendo dois microRNAs (miR156 e miR319), e seus
respectivos alvos, controlam o periodo de florescimento em tomateiro

Como mencionado anteriormente, Rubio-Somoza et al., (2014) demonstraram
qgue a proteina AtSPL9 é capaz de se ligar a proteina TCP4 e atuar em conjunto
para regular a complexidade foliar de plantas de arabidopsis. Fatores de transcricao
da familia TCP sédo regulados negativamente pelo miR319, incluindo o gene TCP4
(PALATNIK et al., 2003). Similarmente, o gene LA em tomateiro é regulado
negativamente pelo miR319 sendo esta regulacdo fundamental para o controle da
complexidade foliar em tomateiro (ORI et al., 2007). Além disso, plantas mutantes
La-1/+ apresentaram maior acumulo de formas bioativas de GA e atraso no

florescimento (Figuras 5 e 6). Interessantemente, o mutante de ganho de funcéo
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para o gene TCP4 em arabidopsis, denominado supressor of jaw8 ou so0j8
(PALATNIK et al., 2007), apresenta florescimento precoce, enquanto que plantas
superexpressando o miR319 apresentam atraso no florescimento (PALATNIK et al.,
2003). Embora ndo ha trabalhos até o momento explorando o efeito da via
miR319/TCP4 no controle da transicdo de fase vegetativa-reprodutiva, nos
decidimos explorar a interacdo entre a via miR319/LA e miR156/SPL/SBP em
relacéo ao controle do tempo de florescimento.

O namero de flores por inflorescéncia € significativamente menor tanto em
plantas 1560E quanto em plantas La-1/+ quando comparados a plantas MT (Figura
15A). Dentre as 78 inflorescéncias oriundas de nove plantas La-1/+, 51%
apresentaram a0 menos uma estrutura vegetativa em substituicdo a uma das flores
da inflorescéncia (Figura 15D), o que n&o ocorre em plantas MT (Figura 15B). E
interessante ressaltar que, eventualmente, ocorre a formacdo de ramo vegetativo
dentro da inflorescéncia em substituicio a uma das flores que deveriam ser
produzidas nas plantas 1560E (Figura 15C).

A ocorréncia de estruturas vegetativas em aproximadamente 50% das
inflorescéncias de La-1/+ e a eventual presenca de ramos vegetativos dentro da
inflorescéncia de 1560E sugerem que ambas desregulacdes (alelo Lanceolate
insensivel ao miR319 (La-1) e superexpressdo do miR156 com consequente
silenciamento das SPLs/SBPs) afetam a identidade da estrutura da inflorescéncia
revertendo parcialmente a identidade vegetativa. Plantas 1560E apresentam
diminuicdo no acumulo dos transcritos do gene FALSIFLORA, ortol6go ao gene LFY
de arabidopsis, em ovéarios (SILVA et al., 2014). Essa desregulacdo demonstra que a
indeterminacdo do desenvolvimento do fruto e a reversao parcial de identidade, com
producdo de estruturas vegetativas ectdpicas dentro do fruto, estdo relacionadas a
desregulacdo do gene FA (MOLINERO-ROSALES et al., 1999). E provavel que a
producdo de estruturas vegetativas dentro da inflorescéncia do mutante La-1/+

também seja relacionada a desregulacéo de FA.
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Figura 15. Comparagdo entre estruturas da inflorescéncia. A) Numero de flores produzidos por
inflorescéncia (N=22). Letras diferentes representam diferenca estatistica pelo test-T Student’s
p<0.01. B) Inflorescéncia de plantas MT, C) Inflorescéncia de plantas 1560E, D) Inflorescéncia de
plantas La-1/+. As setas vermelhas indicam estruturas vegetativas produzidas dentro da
inflorescéncia.

Interessantemente, no duplo 1560ELa ndo ha producdo de flores (Figura
16G). De fato, mais de 100 dias ap6s a semeadura, as plantas 1560ELa nao
apresentaram sinal de transicédo de fase vegetativa para reprodutiva. Provavelmente,
a presenca das duas modificacBes regulatérias aboliu completamente a transicao
para o florescimento, demonstrando o efeito aditivo e convergente das vias
miR156/SPL/SBP e miR319/LA no controle da transicdo de fase vegetativa-
reprodutiva em tomateiro. A interagao entre as vias miR156/SPL/SBP e miR319/LA
controlando transicdo de fase € inédita em tomateiro, assim como para outras
espécies.

Molinero rosales et al. (2004) demonstraram que ao produzir em tomateiro um
duplo mutante de perda de funcdo para os genes SINGLE FLOWER TRUSS — SFT
(LIFSCHITZ et al., 2006) e FALSIFLORA - FA (MOLINERO-ROSALES et al., 1999),
este ndo apresentou nenhum sinal de transicéo floral, mesmo apos produzir mais de

100 folhas no eixo principal. Assim, o fenétipo encontrado no duplo mutante sft fa
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sugere que estes genes tém efeito sinérgico, participando em rotas paralelas
necessarias para o controle do florescimento em tomateiro. De forma semelhante ao
descrito acima, o duplo 1560ELa possivelmente altera genes que em ultima
instancia regulam SFT e FA como efetores da transi¢céo para o florescimento.

Ja em Arabidopsis thaliana, o duplo mutante leafy ft, que apresenta mutacdes
em genes ortélogos a FA e SFT, mostra alteracdes no tempo de florescimento e
auséncia de estruturas florais na inflorescéncia, apesar da transicéo floral ndo ser
completamente eliminada (RUIZ-GARCIA et al. 1997). Esta comparacdao demonstra
gue em tomateiro, diferentemente de arabidopsis, as vias (AGE e GA) apresentam
papéis mais essenciais neste processo, possivelmente devido a auséncia de
redundancia com outras vias genéticas, como a de fotoperiodo e vernalizacao.

Vinte dias apo6s a germinacao, plantas MT e La-1/+ j& apresentam pequenos
botdes florais produzidos a partir do meristema apical caulinar (Figura 16 A e C).
Nessa fase, plantulas 1560E apresentam meristema floral com a formacéo das
sépalas da primeira flor da inflorescéncia (Figura 16B). Ja as plantas (duplo mutante-
transgénica) 1560ELa apresentam meristemas com caracteristicas vegetativas
(Figura 16D). Aos 40 dias de desenvolvimento, ja foi possivel visualizar flores em
antese em MT e La-1/+ e botdes florais em plantas 1560E (Figura 16E). Entretanto,
nenhum sinal de transicéo para estado reprodutivo foi verificado no duplo 1560ELa.
Ao se verificar que aos 100 dias ap06s a germinacdo nenhum sinal aparente de
transicao floral era visualizado em plantas 1560ELa, decidiu-se avaliar em detalhes
o estado do meristema apical caulinar nesse genétipo. A Figura 16F mostra o apice
da planta ap6s 100 dias de germinacdo. O circulo vermelho representa a regiao
onde deveria estar localizado o meristema apical. Ao observar em um maior
aumento (Figura 16G), é possivel perceber que ndo existe uma estrutura
meristematica tipica, mas sim uma estrutura indeterminada sem aparente identidade
reprodutiva. E interessante ressaltar que nesta regido ocorre uma grande presenca
de tricomas, sendo essa uma estrutura caracteristica de tecidos diferenciados
(HULSKAMP, 2004).

A fim de avaliar o efeito temporal sob a manutencdo do estado vegetativo
desse meristema apical atipico, foram produzidas estacas a partir de ramos laterais
do duplo 1560ELa e avancadas trés geracdes. Assim, o material tratava-se de um

ramo lateral de terceira ordem. Nessas plantas foi raramente visualizada a producao
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de uma estrutura semelhante a inflorescéncia, mas com identidade provavelmente
vegetativa (Figura 16H).

Os dados de quantificacdo hormonal (Figura 6) demonstram que plantas La-
1/+ apresentam acumulo de GA: seis vezes maior que MT e duas a trés vezes
maiores que os demais mutantes (Is-1 e pro). Esse maior conteido de GA:
associado com a superexpressdo do miR156 pode ser um dos motivos pelo qual o
duplo 1560ELa ndo apresenta uma tipica transicdo de fase do meristema apical

caulinar.
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Figura 16. Apice das plantas 20 dias apds a germinacdo A) MT, B) 1560E, C) La-1/+ e D) 1560ELa.
E) Plantas representativas dos quatro genétipos 40 dias apos germinacao. F) Regido apical da planta
1560ELa 100 dias apds a germinacdo. A seta preta representa a ultima folha produzida, a elipse

preta o ramo axilar produzido e o circulo vermelho o apice. G) Detalhe do apice mostrado em F com
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maior aumento. H) Estrutura de inflorescéncia vegetativa que raramente é visualizada em plantas

1560ELa. A barra preta representa 2 mm em A, C, F e 200um em B, D, G.

4.10 Interacdo genética entre as vias GA e AGE no acesso LA0335 de tomateiro

Apbs concluir que a dupla perturbacéo oriunda da superexpressao do miR156
somada a presenca do alelo La-1 insensivel ao miR319 leva a completa obstrugdo
da transicdo do meristema apical de vegetativo para reprodutivo (Figura 16), decidiu-
se avaliar essa mesma interacdo em outro background genético de tomateiro. Essa
analise visa entender se esta interacdo poderia ser de alguma forma dependente de
background. O alelo mutado para o gene LANCEOLATE é originario do acesso
LAO0335 (TGRC — Tomato Genetics Resource Center) e descrito como oriundo de
uma cultivar primitiva, ndo apresentando qualquer caracterizacdo molecular. A
introgressdo desse acesso em MT foi realizada pelo grupo do prof. Lazaro Peres
(ESALQ/USP).

Uma vez que nao ha informacdes disponiveis a respeito da identidade
molecular desse alelo oriundo do acesso LA0335, nosso grupo de pesquisa realizou
0 sequenciamento da regido codante referente ao gene LANCEOLATE em plantas
homozigotas para a mutacao. Assim, foi possivel concluir que a mutacdo nesse gene
se da por uma substituicdo nucleotidica na posicdo 17 na regido de ligacao para o
miR319 (Dados ainda nao publicados produzidos por outro membro do nosso grupo
de pesquisa). Mutacdo na mesma posicdo, porém advinda de origem diferente, ja
havia sido descrita por Ori et al., (2007), o que nos levou a denominar o alelo mutado
como La-1.

Posteriormente, realizou-se a caracterizacdo molecular do acesso LA0335
para o locus SELF PRUNING (SP; PNUELI et al.,, 1998) a fim de definir
molecularmente se essa cultivar de tomateiro seria determinada ou indeterminada.
Essa descricdo € muito importante, pois possibilita a distingdo de dois grandes
grupos de cultivares de tomateiro. Uma vez que MT é uma cultivar determinada
(spsp) € interessante avaliar a mesma interacdo em um background indeterminado,
a fim de eliminar a possibilidade dos fenétipos observados no duplo 1560ELa serem
background dependente. A morfologia foliar do mutante La-1/+ € mantida nos dois
backgrounds, como visualizado na Figura 17A.
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Em seguida, a discriminacdo do alelo mutado sp e do selvagem SP em
LAO0335 foi realizada via PCR e digestdo (PNUELI et al., 1998). Como demonstrado
na Figura 17B, esse acesso possui o0 alelo selvagem SP, apresentando, portanto,
crescimento indeterminado (Figura 17B). Assim, foi realizado o cruzamento entre
plantas 1560E (SILVA et al., 2014) no background MT e plantas La-1/+ no
background LAOO035. Este cruzamento pdde ser avaliado diretamente na F1 visto
gue a mutacdo La-1 e o transgene 1560E comportam-se como semi-dominante e
dominante, respectivamente.

E interessante ressaltar que na progénie F1 do cruzamento acima descrito as
mutacOes caracteristicas do background MT, self pruning — sp e dwarf — d,
(CAMPOS et al.,, 2010), se encontrardo em heterozigose, possibilitando assim a
avaliacdo em um background hibrido sem o efeito das principais mutacdes que
caracterizam MT.

A figura 17C mostra plantas controle (WT), 1560E e La-1/+ no background
MT e no acesso LA0335. Aos 40 dias apés a germinacédo, é notéria a diferenca do
porte das plantas nos dois backgrounds. Nessa idade foi possivel visualizar o inicio
de botdes florais nas plantas WT e La-1/+. Entretanto, nenhum botéo floral aparente
foi observado em 1560E e no duplo 1560ELa. Essas plantas serdo avaliadas
novamente aos 100 dias de desenvolvimento, e a estrutura do apice vegetal sera

analisada em detalhes.
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MT  MT LA0335
neg SPsp  SPSP La-1/+

La-1/+ (LA0335) La-1/+(MT)

1560E
WT_ 1560E La-1/+ WT 1560E La-1/+ La-1/+

Background MT Background LA0335

Figura 17. Mutagdo La-1/+ nos backgrounds MT e LA0335. A) Fendtipo lanceolado caracteristico da
mutacdo Lanceolate em ambos backgrounds. B) Triagem molecular utilizando marcador CAPS
demonstrando que o background LA0335 é SPSP. C) Comparagdo morfoldgica entre controle (WT),

1560E e La-1/+ em ambos backgrounds com 40 dias apés a semeadura

4.11 Interagdo genética entre as vias miR156/SPL/SBP e miR319/TCP4 no
controle do florescimento em Arabidopsis thaliana

Em Arabidopsis thaliana, a superexpressdo de miR156 leva ao florescimento
tardio, como descrito em Schwab et al., (2005). Nessa espécie, 0 mutante soj8
apresenta mutacdo no sitio de reconhecimento do miR319 no gene TCP4
(PALATNIK et al.,2003) tornando-o insensivel a regulacdo por esse miRNA. Embora
TCP4 e LANCEOLATE sejam ortélogos (PARAPUNOVA et al.,2014), Schommer et
al., (2014) descreveram soj8 como uma planta de florescimento precoce, sendo esse
fendtipo oposto ao verificado para o mutante La-1/+ em tomateiro.



67

Com o intuito de avaliar a interacéo genética entre as vias miR156/SPL/SBP e
mMiR319/TCP4 no tempo de florescimento em arabidopsis, foi realizado um
experimento preliminar cruzando plantas superexpressando o miR156 (1560E) e o
mutante soj8 (Figura 18). Ao avaliar plantas F1 foi possivel perceber que nessa
espécie o duplo € capaz de realizar a transicdo de fase vegetativa para reprodutiva,
diferentemente do visualizado para tomateiro (Figura 16). Além disso, no mesmo
periodo de desenvolvimento, plantas 1560E ainda se encontravam no estagio
vegetativo, enquanto plantas WT (Col-0) e o duplo 1560Es0j8 ja haviam realizado a
transicdo vegetativo-reprodutivo (Figura 18). Este resultado preliminar sugere que a
expressao ectopica de TCP4 no background 1560E foi suficiente para promover o
florescimento. Entretanto, novo experimento esta sendo conduzido com um maior
namero de plantas gendtipos WT (Col-0), soj8, 1560E e 1560Es0j8, com o intuito de
definir precisamente o tempo de florescimento para todos os genoétipos envolvidos.

Plantas 1560E de arabidopsis e tomateiro apresentam atraso no
florescimento (SCHWAB et al.,2005; SILVA et al., 2014). Ja4 mutantes contendo as
versfes insensiveis ao MmiR319 dos fatores de transcricdo TCP apresentam efeito
contrario nas duas espécies, inibindo e promovendo o florescimento em tomateiro e
arabidopsis, respectivamente. Assim, é possivel concluir gue os resultados opostos
encontrados entre arabidopsis e tomateiro no controle do florescimento sugerem que

a via miR319/TCP tenha papel antagbnico nas duas espécies.

WT - Col-0 1560E so0j8

Figura 18. Cruzamento entre plantas transgénicas 1560E e mutante soj8 no background Col-0. Note
que o duplo superexpressando o miR156 e apresentando o alelo mutado insensivel ao miR319 para
TCP4 (mutacdo semelhante ao alelo La-1/+ em tomateiro) floresce antes das plantas 1560E e similar
ao WT- Col-0.
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4.12 As vias miR156/SPL/SBP e miR319/LA regulam conjuntamente o gene SFT
em tomateiro

A regulacado da transicdo do meristema apical de vegetativo para reprodutivo
possui como etapa limitante a indugdo de genes chaves para a mudanca de
identidade como SFT, FA e MC (MOLINERO-ROSALES et al., 2004). Dentre esses
genes SFT se destaca por ser um sinal mével universal capaz de induzir o
florescimento (LIFSCHITZ et al., 2006). A proteina SFT € translocada das folhas ao
meristema apical via floema, funcionando como um gatilho para a transicdo de
meristema vegetativo para reprodutivo (LIFSCHITZ et al., 2006). Baseado nisso,
avaliou-se o nivel de expressdo de SFT nas folhas de tomateiro MT, 1560E, La-1/+
e no duplo 1560ELa (Figura 19A).

Folhas de plantas 1560E apresentam reducéo no nivel de expressao de SFT,
como previamente observado em tomateiro (ZHANG et al, 2011).
Interessantemente, o mutante La-1/+ apresenta reducao no acumulo de transcritos
de SFT de forma semelhante ao observado em plantasl560E (Figura 19A). Ao
avaliar o duplo 1560ELa é possivel perceber que a interacdo entre o transgene e a
mutacao diminui o acimulo de SFT nessas plantas, que se mostra menor que o
verificado em MT, La-1/+ e 1560E. (Figura 19A). Portanto, € possivel levantar a
hip6tese que uma das causas da nao transicdo do meristema apical nas plantas
1560ELa seja a pouca oferta de SFT em suas folhas, sendo esta incapaz de
desencadear a transicdo meristematica.

Assim, em colaboracdo com o grupo do professor Lazaro Peres (ESALQ-
USP), decidiu-se gerar uma planta transgénica, a qual expressa o gene SFT sob o
controle do promotor CaMV35S no background MT. O fenétipo das plantas
p35S::SFT geradas € demonstrado na Figura 19B. Nelas observa-se um menor
numero de folhas antes da primeira inflorescéncia e reducédo da complexidade foliar,
concomitantemente com a diminuicdo do numero de foliolos formados. Fendtipos
semelhantes foram descritos anteriormente em outra cultivar da espécie por Lifschitz
et al., (2006).

Em sequencia, avaliou-se por meio de enxertias (LIFSCHITZ et al., 2006) se a
oferta extra de SFT em plantas p35S::SFT poderia reverter o fenotipo de néo

florescimento do duplo mutante-transgénico 1560ELa. Para tal, plantas p35S::SFT
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e MT foram utilizadas como rootstock (cavalo) e plantas 1560E e 1560ELa foram
utilizadas como scion (cavaleiro). E importante ressaltar que plantas de MT foram
usadas como cavalo por apresentarem maior acumulo de transcritos SFT quando
comparadas a plantas de 1560E e 1560ELa. Além das acima descritas, estao
sendo realizadas novas enxertias utilizando MT e La-1/+ como cavaleiros nos
cavalos p35S::SFT e MT.

Na enxertia combinando MT (cavalo) e 1560E (cavaleiro) (MT:1560E) é
possivel observar que botdes florais foram produzidos no apice da planta (Figura
19C). Ja a enxertia p35S::SFT:1560E induziu florescimento no apice da planta com
flores em antese (Figura 19E). Ao realizar a enxertia MT:1560ELa nenhum sinal de
florescimento foi observado, mesmo apos 60 dias da realizacdo da enxertia. Ao
analisar o apice vegetativo dessas plantas foi possivel perceber que o meristema
ainda apresentava caracteristicas vegetativas (Figura 19D). De forma semelhante,
guando plantas 1560ELa foram usadas como cavaleiro em cavalo p35S::SFT néo
foi possivel observar qualquer transicdo do meristema apical vegetativo para
reprodutivo (Figura 19F). Assim, pode-se concluir que a auséncia da transicdo de
fase do meristema apical das plantas 1560ELa deve-se ndo apenas a baixa oferta
de SFT. Acredita-se que genes chaves para a inducdo da transicdo do meristema
apical como FALSIFLORA (ortélogo a LEAFY) E MACROCALYX (ortélogo a AP1)
estejam desregulados. Andlise de expressdo desses genes nos genétipos MT, La-
1/+, 1560E e 1560ELa esta sendo conduzida via gPCR.
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SFT expressao relativa

1560ELa

MT

1560E La-1/+

Figura 19. Efeito do estimulo para florescimento via SFT. A) Expressao relativa de SFT da 32 folha do
eixo principal em plantas com 35 dias de desenvolvimento. O gréfico representa os valores médios e
o erro padrdo entre trés amostras biol6gicas. Cada amostra representa o pool da terceira folha de trés
plantas diferentes. Letras diferentes representam diferencas estatitiscas pelo teste de Wilcoxon
p<0.05. B) Comparacdo morfolégica entre plantas MT e transgénico p35S::SFT gerado no
background MT. C) Enxertia utilizando plantas MT (cavalo) e 1560E (cavaleiro). No canto superior da
imagem é possivel visualizar o épice da planta com a producdo de botBes florais. D) Enxertia
utilizando plantas MT (cavalo) e 1560ELa (cavaleiro). No canto superior da imagem é possivel
visualizar 0 meristema apical ainda com caracteristica vegetativa. E) Enxertia utilizando plantas
p35S::SFT (cavalo) e 1560E (cavaleiro). Note a presenca de flores jaA em antese. F) Enxertia
utilizando plantas p35S::SFT (cavalo) e 1560ELa (cavaleiro). No canto superior da imagem é possivel
visualizar o0 meristema apical ainda com caracteristica vegetativa. Todas as combina¢des de enxertias
foram realizadas oito vezes.

Os dados apresentados nesse trabalho permitiram a proposta de um modelo
para o controle do florescimento em tomateiro, o qual possui semelhancas e
divergéncias em relacdo ao proposto para arabidopsis. No modelo, setas continuas
indicam regulacfes previamente estabelecidas e discutidas nesse trabalho enquanto
setas tracejadas representam regulagdes propostas ainda sobre investigagao (Figura
20). Ressalta-se que: i) os genes LA e LS afetam positivamente a producédo de GA
(Figura 6), ii) plantas mutantes carregando o alelo La-1/+ apresentam acumulo dos
transcritos de SlySBP3 e SFT alterados negativamente (Figuras 7, 8 e 19); iii) o nivel
de expressdo do gene SlySBP15 se mostrou alterado nas plantas mutantes pro, as

quais apresentam alelo mutado para o gene GAIl (DELLA).
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miR319
Lanceolate / TCP4

. : miR156
E l ' J- . Solanum lycopersicum
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Figura 20. Modelo preliminar proposto de regulacdo do florescimento em tomateiro.
Relacdes ja conhecidas, novas interpretacdes e regulacdes descritas no presente
trabalho apresentam-se sumarizadas.
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5. Conclusoes

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que:

- Diferentes mutantes em tomateiro com maior acumulo endégeno de GA (Is-1, pro e
La-1/+) apresentam atraso, com diferentes intensidades, no florescimento.

- No mutante procera, o acumulo dos transcritos do gene SlySBP15 é afetado
positivamente de forma temporal. Essa regulagdo pode ser um ponto de interagao
entre a via AGE e GA no controle do florescimento.

- A inibicdo da transcricdo do gene SlySBP3 durante a transicdo do meristema apical
no mutante La-1/+ reflete interacdo entre as vias miR156/SPL/SBP e miR319/TCP
no controle do florescimento.

- Os duplos transgénico-mutantes 1560Epro e 1560Els apresentam efeito sinérgico
no atraso do florescimento e na indeterminacéo dos frutos em tomateiro MT.

- O tratamento hormonal com GAs em plantas 1560E teve efeito similar ao
visualizado nos duplos 1560Epro e 1560Els quanto ao tempo de florescimento.

- A proteina SlySBP3 néo € capaz de se ligar as proteinas GAI ou LANCEOLATE em
experimentos utilizando duplo hibrido em levedura.

- O mutante La-1/+ e o transgénico 1560E apresentam reducdo no numero de flores
por inflorescéncia, com formacdo de estruturas vegetativas substituindo algumas
flores da inflorescéncia.

- A dupla perturbacdo (superexpressdo do miR156 e a presenca do alelo mutante
La-1) bloqueia completamente a transicdo do meristema apical vegetativo —
reprodutivo.

- A presenca do alelo La-1 reprime a expressao do gene SFT de forma semelhante a
1560E. O duplo transgénico-mutante 1560ELa apresenta efeito aditivo na
repressédo de SFT.

- O aumento da oferta de SFT via enxertias utilizando plantas superexpressando o
gene SFT nao foi suficiente para desencadear a transi¢ao vegetativo-reprodutivo nas
plantas 1560ELa.
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6. Perspectivas

Alguns experimentos se encontram em andamento com o intuito de gerar
dados suficientes para uma publicacédo de alta qualidade.

1) Andlise de expressao via qPCR nos mesmo tempos ja definidos (quatro e 10
dias) nos gendtipos em estudo para avaliar 0s seguintes genes:
SlySBP10, SlySBP8b, Lanceolate, Lateral supressor, GAI, FA, MC, SFT e miR319;

2) Analise de expressao via qPCR do gene GOBLET nos tecidos primordios de
inflorescéncia comparando os genoétipos MT, Is e pro;

3) Clonagem do gene SlySBP15 nos vetores pDEST22 e pDEST32 para testar a
interacao entre as proteinas SlySBP15/GAl e SIlySBP15/LA,;

4) Geragdo do duplo transgénico entre as plantas 1560E e plantas
superexpressando GA20ox (GARCIA-HURTADO et al., 2012) para avaliar o efeito
no tempo de florescimento.
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Anexo A — Tabela de iniciadores (primers).

|Primer

|Sequéncia

|Acesso |Fungéo |Referéncia
SFTF CACCGATATTCCAGCTACCA Solyc03g063100 qPCR Presente Trabalho
SFTR TGTTTGCCGACCTAATTGTC qPCR Presente Trabalho
SPF GGGTTGAAGTTCATGGTGGT Solyc06g074350 screening sp PNUELI et al., 1998
SP R AGTGCCTGGAATGTCTGTGA screening sp PNUELI et al., 1998
F SlySBP3 CACCGAAAATAACAAATGGGAAGGGAA Solyc10g009080 Clonagem PPl Presente Trabalho
R SlySBP3 TCAACTTGACCCTTCTCCTGG Clonagem PPl Presente Trabalho
F SlySBP15 CACCCACTCTAAGTCTCCTACTGTTGTTGTT Solyc10g078700 Clonagem PPl Presente Trabalho
RSlySBP15 TCAAAGAGTCCAGTGCACATTC Clonagem PPl Presente Trabalho
F Lanceolate CACCGCAGAAACGTCAAGATTGGGT Solyc07g062680 Clonagem PPl Presente Trabalho
R Lanceolate TCAATGGCGAGAATCAGAGG Clonagem PPI Presente Trabalho
F SlyGAI CACCAAGAGAGATCGAGATCGAGATCG Solyc11g011260 Clonagem PPI Presente Trabalho
R SlyGAI TTACAACTCGACTTCTCCGGC Clonagem PPl Presente Trabalho

Os primers utilizados e ndo descritos nessa tabela, encontram-se no material suplementar de SILVA et al, 2014)



