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RESUMO

Os fatores de transcricdo do tipo Teosinte Branched1/Cycloidea/PCF (TCP) controlam
diferentes aspectos do desenvolvimento vegetal, como morfogénese foliar, simetria floral e
padrdo de ramificacdo. Em tomateiro (Solanum lycopersicum L.), a mutacdo do gene do tipo
TCP LANCEOLATE (LA) no sitio de reconhecimento do microRNA miR319 promove
dréstica alteracdo da arquitetura vegetativa; em vez da caracteristica folha composta de
tomateiro, plantas mutantes La/+ desenvolvem folhas simples de margens ndo recortadas.
Neste estudo, demonstramos que o fruto também apresenta fendtipo alterado: plantas
mutantes La/+ apresentam frutos alongados no eixo proximal-distal e estreitos no eixo meso-
lateral. O crescimento diferencial nos eixos de crescimento caracteriza um novo padrdo de
desenvolvimento do fruto: o constrito-alongado. O carpelo ja apresenta essas alteraces
durante sua morfogénese, as quais sdo acentuadas progressivamente até a formacao do fruto.
A caracterizacdo do desenvolvimento do carpelo revela a expressdo ectdpica de LA no
meristema floral, indicando que uma alteracdo espaco-temporal na expressdo do gene LA no
inicio do desenvolvimento do carpelo determina uma nova arquitetura do ovario e,
consequentemente, do fruto. A andlise de distribuicdo de auxina no carpelo do mutante indica,
ainda, um gradiente basal-apical que pode determinar mais um intrigante fenétipo do fruto de
LA: a ndo formacdo de septos e a formacdo de uma placenta rudimentar. Adicionalmente, a
deteccdo de uma polarizacdo basal de resposta a auxina no carpelo sugere uma revisao do
atual modelo de desenvolvimento do gineceu baseado em arabidopsis e a proposi¢do de um

novo modelo de desenvolvimento para o gineceu de tomateiro.

Palavras-chave: desenvolvimento, gineceu, Solanum lycopersicum, miR319.



1. INTRODUCAO

1.1. Desenvolvimento do carpelo de tomateiro: as fases que determinam o

tamanho e forma do fruto.

O fruto é uma das Ultimas estruturas a se desenvolver durante o ciclo de vida dos
vegetais. No entanto, sua forma e tamanho séo determinados previamente em alguns periodos
criticos do desenvolvimento; desde o crescimento vegetativo até a formacdo e determinacéao
das estruturas reprodutivas (Ruan et al., 2012). Apesar de frutos secos e deiscentes
representarem a maioria dos frutos das espécies vegetais, 0s estudos de desenvolvimento de
fruto sdo focados, principalmente, em espécies de frutos carnosos devido a sua importancia
para a dieta humana. Enfase tem sido dada, em particular, a0 tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) como sistema para analises genéticas e moleculares do desenvolvimento e

amadurecimento de frutos carnosos (Giovannoni et al, 2001).

O surgimento do meristema floral (MF) é considerado o inicio do desenvolvimento do
fruto de tomateiro (Tabela 1), pois € 0 momento em que se inicia o desenvolvimento do
carpelo e demais verticilos florais (Xiao et al., 2009). Os primeiros 10 dias de
desenvolvimento representam um periodo critico que influencia significativamente as
dimensdes finais do fruto, uma vez que o nimero de células em divisédo e diferenciacdo vao
determinar o tamanho e a forma do carpelo e, consequentemente, do fruto maduro (Causier et
al., 2010; Palmer et al., 2015). Essa primeira fase € denominada pré-antese (anterior a
abertura da flor) e é marcada pela organizacdo das células do MF e delimitacdo dos limites
entre os eixos de crescimento (proximal-distal, meso-lateral e adaxial-abaxial), os quais
definem as células que se diferenciam para formar as estruturas carpelares: ovario, estilete,
estigma, placenta e dvulos. (Heisler et al., 2001; Nahar et al.,2012). Entre o quinto e sexto
dia, ocorre o surgimento dos primordios carpelares e a formacdo dos l6culos (Szymkowiak e
Sussex, 1992; Brukhin et al, 2003). O carpelo continua se desenvolvendo até o décimo dia,
quando se da a formacdo dos Ovulos, até o estabelecimento da arquitetura final do carpelo,
que ocorre por volta do vigésimo dia (Figura 1 - Fig. 1). Ao final desta fase, a formacéo do
carpelo maduro coincide com a antese (abertura da flor), quando ocorre a polinizagdo e
fertilizacdo dos dvulos (Gillaspy et al., 1993). Inicia-se, entdo, a fase pos-antese, periodo de
intensa divisdo celular seguido por uma rapida fase de expansdo celular que culmina em
extensivo aumento no tamanho do fruto (Terao et al.,, 2013). O ultimo estagio do

desenvolvimento do fruto é o amadurecimento, no qual ocorre uma série de modificacdes
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bioguimicas e fisioldgicas responsaveis pelas caracteristicas do fruto maduro (van der Knaap

etal., 2014).

Tabela 1. Fases de desenvolvimento: do carpelo ao fruto de tomateiro (Solanum
pimpinellifolium). Adaptado de Xiao et al., 2009.

Fases Estagios de Eventos Dias po6s-
desenvolvimento celulares formacéo do
MF
1 Inflorescénciae  Determinagéo 0
formacdo do MF  do nimero e
tamanho das
celulas do MF
2 Organizacéo do Identidade 1
MF celular e
delimitacédo
dos eixos de
crescimento
3 Primordio Proliferacéo e 5-6
carpelar expanséo
celular
4* Crescimento do  Diferenciagédo 6-10
carpelo tecidual
Maturacdo do ~ --------- 10
carpelo
Crescimento do  Diferenciacao 11-18
carpelo tecidual
5 Antese  -meemeeee 19
6 Fertilizagdo e Proliferacédo 20-25
embriogénese
7 Crescimento do Extenséo 25-39

fruto

*: a morfogénese do carpelo compreende o periodo de 2-10 dias pds
formacéo do MF referente ao intervalo das fases 1-4 do desenvolvimento

do fruto. MF: meristema floral.
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Apical

Meso-lateral Carpelo

Basal b ) Receptaculo
A A

Figura 1. Estrutura carpelar do tomateiro. Microscopia eletrénica de varredura
(false colored) do gineceu (mostrando estilete, ovario e receptaculo) de tomateiro cv. Micro-
Tom (MT). Fonte: Laboratério GMDV.

1.2. O papel da auxina no desenvolvimento do fruto

A participacdo da auxina no desenvolvimento do carpelo é determinante para o
estabelecimento da sua arquitetura, bem como para a formacdo dos tecidos internos do ovario:
a placenta e os 6vulos (Robert et al., 2015). Nessa fase inicial do desenvolvimento do fruto,
similarmente ao que ocorre na morfogénese foliar, o carpelo cresce a partir de um pico de
sintese de auxina no MF controlado pelo posicionamento das proteinas PIN (PIN FORMED
PROTEINS) (Van Mourik et al., 2012). A localizacdo da auxina no MF é fundamental para a
delimitacdo das regiGes de surgimento dos primordios carpelares, as quais coincidem com
areas com menos auxina (Yu e Huang, 2016). Um desarranjo desse posicionamento pode
levar a alteraces da morfologia da flor, como acontece com o mutante pin-1 em arabidopsis
(Vernoux et al., 2000). O crescimento dos verticilos florais é entdo regulado por importantes
fatores transcricionais que controlam o desenvolvimento floral, como LEAFY e APETALA 1,
0s quais sdo induzidos positivamente pela auxina no MF (Winter et al., 2015). O papel da

auxina nas etapas subsequentes do desenvolvimento do carpelo ainda ndo € bem conhecido.

Apods o desenvolvimento do carpelo durante o periodo pré-antese da flor, periodo
considerado a fase inicial do desenvolvimento do fruto (Ruan et al., 2012), o desenvolvimento
prossegue pos-antese da flor, momento marcado pela fertilizacdo dos 6vulos (van der Knaap
et al., 2014). A fase pds-antese € caracterizada basicamente por uma fase de crescimento, em
que ocorre o estimulo para o inicio das divisdes celulares e subsequente expansdo celular,

seguida por uma fase de amadurecimento em que ha alteragcdo da coloracdo e acumulo de

14



nutrientes e acucares que conferem as caracteristicas organolépticas (e.g. sabor e aroma) do
fruto (Osorio et al., 2011).

Durante a fase de crescimento, ha um aumento no nivel de auxina, citocinina e
giberelina no fruto, de modo que esses fitohormdnios agem de maneira orquestrada para
promover a divisdo e a expansdo celular (Mc Atee et al., 2013). Em tomateiro, ha um
aumento de giberelina no ovério pos fertilizacdo e posterior aumento da sintese de auxina nas
sementes em desenvolvimento (Olimpieri et al., 2007). A auxina produzida é transportada
para o pericarpo do fruto, onde induz a sintese de giberelina que promove a expanséo celular
em sinergia com a auxina (Hu et al., 2008). Esse crosstalk entre auxina e giberelina é
conhecido como a hipdtese de “controle da semente” sobre o crescimento do fruto (Ozga et
al., 1992). A sintese inicial de auxina ja é detectada, inclusive, em dvulos de até 6 dias antes
da antese da flor, momento em que ocorre a fertilizacdo dos dvulos e se inicia o transporte da
auxina sintetizada nas sementes para a placenta e pericarpo do fruto (Pattison e Catala, 2012).
Na fase posterior de amadurecimento, hd um declinio gradual de sintese de auxina citocinina e
giberelina, enquanto ocorre um aumento de acido abscisico (ABA) e etileno que promovem 0
transporte de acucares, reducdo da acidez e alteracdo da cor e aroma do fruto (Klee e
Giovannoni, 2011). A funcdo de cada hormdnio nesses processos ainda ndo é bem
documentada, mas ja foi demonstrado que a sintese de ABA precede a do etileno (Jiang et al.,
2000) e que a aplicacdo desse hormdnio induz a sintese de etileno por meio da ativagdo de
genes de sua biossintese (Zhang et al., 2009). Por sua vez, a supressdao de ABA resulta em
atraso do amadurecimento (Sun et al., 2012). Curiosamente, foi demonstrado que o etileno
pode induzir um aumento de sintese de auxina também nessa fase, através da inducdo de

expressdo de genes de sintese e sinalizacdo (Trainotti et al., 2007).

1.3. Genes regulatoérios do desenvolvimento do carpelo pré-antese

A regulagdo do desenvolvimento do carpelo ocorre através da interacdo dos
fitohormoénios com importantes genes responsaveis pela determinacdo da forma e tamanho do
fruto (Rodriguez et al., 2011). Esses genes regulam o desenvolvimento do carpelo durante as
fases de pré-antese, especificamente a partir da formagdo do MF, a saber: Locule Number
(LC), FASCIATED (FAS), Cell Number Regulator (CNR), OVATE e SUN (van der Knaap et
al., 2014). O gene CNR controla o nimero e tamanho de células do MF (Guo et al., 2010),
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OVATE e SUN estdo relacionados com o desenvolvimento de frutos alongados (Wang et al.,
2011; Huang et al., 2013) e FAS e LC controlam o nimero de l6culos do fruto (Mufios et al.,
2011). Dentre esses genes, 0 OVATE e 0 SUN sdo expressos durante o periodo de surgimento
dos primordios carpelares (Wu et al., 2011), o que sugere que esses genes podem influenciar
diretamente a determinacdo da morfologia do carpelo regulando as taxas de proliferacdo e

expanséo celular.

O gene OVATE esta localizado no cromossomo 2 e codifica proteinas Ovate Family
proteins (OFPs), uma nova classe de proteinas identificada em varias espécies vegetais
incluindo arabidopsis (19 OFPs) e tomateiro (26 OFPs) (Liu et al., 2014). A mutacdo OVATE
encontrada em tomateiro apresenta um codon prematuro de parada transducinal, o que leva a
perda do dominio C-terminal 9 (que caracteriza a familia OFP) conservado em arabidopsis,
tomateiro e outras espécies vegetais (Liu et al., 2002). Essa alteracdo da proteina gera
alteracbes na estrutura do carpelo, além da formacdo de frutos alongados e/ou oblongos
(formato de péra) (Wu et al., 2015). As modificagdes no carpelo podem estar associadas com
a interacdo de OVATE com um dominio TRM, o qual é caracteristico de uma superfamilia de
proteinas que participam da sintese e organizacdo de microtibulos do citoesqueleto; (Spinner
et al., 2013; van der Naap et al., 2014). Isso ocorre em fun¢do do OVATE ser um repressor do
crescimento e alongamento do fruto, possivelmente reprimindo a expressdo do SIGA200x1,
gene de biossintese de giberelina (Wang et al., 2007), De fato, a expressao transiente de
AtOFP1 e AtOFP5 em folhas de tabaco detectou sinal de ambos em microtabulos e plantas
que superexpressam AtOFP1 apresentam reducdo da expressdo de AtGA200x1 (Hackbusch et
al., 2005). Além da modificacdo da morfologia do fruto, 0 aumento da expressdo de OVATE
em tomateiro resulta em reducdo da estatura da planta e dos verticilos florais (Liu et al.,
2002), sugerindo uma regulacéo pleiétropica no desenvolvimento vegetal, provavelmente em
sinergia com outros importantes genes reguladores do desenvolvimento como LANCEOLATE
(LA) e SUN.

O gene SUN, por sua vez, esta localizado no cromossomo 7 e codifica uma proteina
envolvida na sinalizacdo de célcio intracelular. Um evento de translocacdo que ocorre do
cromossomo 10 para 0 7 no mutante SUN de tomateiro resulta em sua maior expressao
durante o desenvolvimento da flor e leva a formagéo de frutos alongados (Jiang et al., 2009).
A relacdo desse fendtipo com o aumento de expressdo de SUN ainda ndo esta bem
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esclarecida, mas ja foi demonstrado que o mutante SUN apresenta alteracbes no padrdo de
divisdo e distribuicdo de células do pericarpo (van der Knaap et al., 2014).

Adicionalmente, plantas obtidas do cruzamento entre mutantes para ambos OVATE e
SUN apresentam efeito sinérgico no alongamento do fruto, indicando o envolvimento em vias
comuns de regulacdo da fase de proliferacdo e expansdo celular (Parapunova et al., 2014).
Curiosamente, um fenotipo similar aos frutos desses mutantes e observado no mutante natural
de tomateiro do gene do tipo TCP LANCEOLATE (mutante La).

1.4. Os fatores de transcri¢do TCPs

Plantas mutantes La possuem mutacdo no gene LANCEOLATE. Este gene pertence a
familia de fatores de transcricdo do tipo Teosinte Branched1/Cycloidea/PCF (TCP; Martin-
Trillo et al., 2010). Os TCPs controlam diversos aspectos do desenvolvimento, como
morfogénese foliar, simetria floral e padrdo de ramificacdo (Uberti et al., 2013). Os TCPs sao
caracterizados pela presenca do dominio basic-helix-loop-helix (bHLH) de ligacdo ao DNA e,
baseado na homologia deste dominio, os TCPs de Arabidopsis thaliana sdo subdivididos em
duas classes: classe | e 1l (Cubas et al., 1999). A classe | é representada pelos PCFs, os quais
regulam a divisdo celular e crescimento em processos como desenvolvimento embrionario
(Herve et al., 2009) e biossintese de pélen (Takeda et al., 2006), enquanto a classe Il é
representada pelo Cycloidea (CYC) e Teosinte Branchedl (TB1) que estéo relacionados com a
determinacdo da arquitetura da planta, regulando, entre outros processos, a simetria floral
(Howarth et al., 2014) e o desenvolvimento das gemas axilares (branching), respectivamente
(Aguilar-Martinez et al., 2007). As vias moleculares dos TCPs de classe Il ainda ndo estéo
bem esclarecidas, mas ja foi demonstrado o papel do TCP4 na regulacéo do ciclo celular e na
repressdo da divisdo celular (Aggarwal et al., 2011; Schommer et al., 2014). O gene TCP4
em arabidopsis € o homélogo de LA de tomateiro, o qual também pode ser denominado
SITCP4 (Solanum lycopersicum TCP4) (Parapunova et al., 2014).

Interessantemente, os TCPs de classe Il sdo regulados pds-transcricionalmente pelo
microRNA miR319, como é o caso do LA, gene que esta relacionado com a determinacgéo da
arquitetura da planta de tomateiro por meio da regulacdo do periodo de diferenciacdo da
morfogénese foliar (Ori et al., 2007).
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1.5. O mutante LANCEOLATE (La)

O fendtipo mais caracteristico da mutagdo LANCEOLATE ¢ a alteracdo da arquitetura
vegetativa: em vez da caracteristica folha composta de tomateiro, 0 mutante apresenta folha
simples de margens ndo recortadas, o que Ihe confere um aspecto morfoldgico similar a uma
lanca. Essa mutacdo apresenta dominancia incompleta, o que gera um fenotipo dose-
dependente para o alelo La; os homozigotos (La/La) tém folhas muito pequenas e geralmente
ndo sobrevivem, enquanto os heterozigotos (La/+) se desenvolvem e apresentam o fenotipo
foliar caracteristico da mutacdo (Stettler et al., 1964). O fen6tipo observado nos mutantes
La/La e La/+ deve-se a uma substituicdo de base no sitio de reconhecimento ao miR319, o
que impede a regulacdo dos seus niveis de expressao por esse microRNA (miRNA) durante a
morfogénese foliar (Ori et al., 2007). Curiosamente, a anélise da atividade do promotor pDR5
(promotor sintético responsivel ao fitohormdnio auxina), revela que o mutante La/+ apresenta
reducdo de resposta a auxina na regido meristematica do primdrdio foliar (Ben-Gera e Ori,
2012). Entretanto, a maior expressdo de LA deveria estar associada com niveis maiores de
auxina, uma vez que a diferenciacdo foliar é adiantada. De fato, o mutante de tomateiro e
(entire), ao liberar a inibigdo de auxina, apresenta folhas simples similares ao mutante La/+
(Ben-Gera et al., 2012) e ao duplo mutante La/+ ;e (Ben-Gera e Ori, 2012).

O controle de distribuicdo de auxina também é essencial para a regulacdo do
crescimento proximal-distal e estabelecimento da simetria radial durante o desenvolvimento
do carpelo (Moubayidin e @stergaard, 2014), o que indica uma relacdo com outro fenétipo
bastante intrigante e pouco estudado do mutante La/+: o desenvolvimento de frutos
alongados. Estas caracteristicas do fruto podem estar associadas com modificacGes da
estrutura do carpelo no eixo de crescimento proximal-distal e/ou meso-lateral durante as fases
2 e 3 da pré-antese, 0 que sugere alteracGes na distribuicdo de auxina ao longo desse eixo de
crescimento e nas vias regulatorias de OVATE e SUN, associadas a um novo padrdo de
expressdo de LA. Curiosamente, essas alteracbes morfoldgicas do carpelo conferem ao fruto
um aspecto similar a pimenta (fruto das espécies do género Capsicum) o que pode sugerir
mutacdes em alelos de genes conservados entre as especies da familia Solanaceae (Kim et al.,
2014).
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1.6. miR319a/LA: uma via regulatéria do desenvolvimento vegetal

Os miRNAs sdo importantes moléculas envolvidas na regulacdo da expressdo génica
em vias de crescimento e desenvolvimento vegetal (Baulcombe, 2004; Mallory e Vaucheret,
2006). Essas moléculas sdo pequenos RNAs ndo codificantes de 19-22 nucleotideos que
regulam a expressao génica se ligando a um sitio complementar em seus RNAs mensageiros
(RNAms) alvo (miRBase 21, http://www.mirbase.org/). Essa associacdo induz a
desestabilizacdo e/ou clivagem ou mesmo bloqueamento da tradugdo do RNAm por
associacdo do complexo miRNA/RNAmM alvo com ribozimas argonautas do complexo de
silenciamento induzido por miRNA (RISC) (lwakawa et al., 2013).

O miR319 foi descoberto em plantas mutantes de Arabidopsis thaliana jagged and
wavy leaves (jaw-D) por apresentar um drastico fenotipo da folha (complexa e de margem
mais recortada) e, consequentemente, da arquitetura vegetativa da planta. A descoberta
ocorreu durante um screening de plantas transgénicas transformadas com um vetor contendo
um T-DNA (Tagging-DNA) que carrega um enhancer viral derivado do pCaMV35S
(cawliflower mosaic virus promoter 35S). Esse T-DNA se insere randomicamente no genoma
e induz a expressao de genes proximos levando ao surgimento de mutantes ganho de funcéo
(Weigel et al., 2000). Curiosamente, a analise de jaw-D revelou que a insercdo do T-DNA
ocorreu numa regido intergénica do cromossomo 4 onde ndo foi localizada nenhuma ORF
(open region frame). Isso sugeriu que JAW poderia ndo ser um gene codificador de proteina.
Experimentos de microarranjo (microarray) identificaram cinco genes TCPs com expressao
reduzida no mutante jaw-D que contém uma regido altamente conservada de 21 nucleotideos
em seus RNAms compartilnada com TCPs de 20 espécies. O sequenciamento de jaw-D
identificou uma sequéncia complementar a regido conservada dos RNAms dos TCPs e a
analise de expressao indicou superexpressao do transcrito, o que levou a identificacdo do gene
codificador de microRNA (MIR) MIR319 (Palatnik et al., 2003). A estratégia permitiu a
descoberta de outros mMiIRNAs e seus alvos por microarray, abordagem utilizada

posteriormente também em animais (Lim et al., 2005).

A identificacdo dos alvos do miR319 vieram a partir de estudos com a indugéo de
novas mutacbes em jaw-D, utilizando a aplicacdo do agente mutagénico EMS
(etilmetanosulfanato). Dos mutantes identificados, o so0j8 (supressor of jaw-D) apresentou
uma mutacéo no sitio de reconhecimento do miR319 que levou a supressao do fenétipo foliar
de jaw-D, compensando os altos niveis de expressdo do miR319 nessa planta e confirmando a
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regulacdo dos TCPs pelo miR319 (Palatnik et al., 2007). Além disso, foi identificada a
reducdo do tamanho da folha em plantas transgénicas de arabidopsis rTCP4(miR319-resistant
TCP), o qual possui seis mutacdes sindnimas inseridas no sitio de reconhecimento do

miR319, além da mesma mutacdo encontrada no mutante soj8 (Palatnik et al., 2003; 2014).

Os TCPs regulados pelo miR319 pertencem a classe Il dessa familia de fatores de
transcricdo (Lopez et al., 2015). Em tomateiro, a relacdo entre os niveis de expressdao do
miR319 e seus alvos determina o tempo de diferenciacdo das células presentes na margem
foliar (blastozona), regido que ao se diferenciar, d& origem a folhas compostas e de margem
recortada. No caso do mutante La, baixos niveis de expressdo do miR319 e altos niveis do
gene LA geram folhas simples. Em contrapartida, a maior expressdo do miR319 e consequente

menor expressdo do LA resulta em crescimento indeterminado das folhas (Ori et al., 2007).

Recentemente, foi demonstrado em A. thaliana que das trés isoformas do miR319
(miR319a, miR319b e miR319c), 0 miR319a ¢ a isoforma que regula o gene TCP4 (Ori et al.,
2007) e que a mutacdo de perda de funcdo para o0 MIR319a leva a formacdo de pétalas curtas
e estames que apresentam deformidades durante o desenvolvimento das anteras (Nag et al.,
2009), indicando que a via miR319a/TCP4 também regula o desenvolvimento de 6rgéaos
reprodutivos e, consequentemente, a arquitetura floral. O gene CINCINNATA, outro
homologo de LA em Antirrhinum, regula o desenvolvimento de pétalas (Crawford et al.,
2004). Essas evidéncias sugerem que as vias de regulacdo da morfogénese foliar podem

regular também o desenvolvimento dos verticilos florais em tomateiro.

Embora a importancia dessa via para o desenvolvimento vegetativo e de algumas
estruturas florais j& esteja estabelecida, ainda ndo havia sido esclarecido o papel da via
miR319a/LANCEOLATE durante o desenvolvimento do carpelo de tomateiro, estrutura floral
gue determina a forma e o tamanho dos frutos. Portanto, a hipdtese deste trabalho é gque a via
miR319a/LANCEOLATE regule o desenvolvimento dos carpelos em tomateiro, similarmente
ao seu controle do desenvolvimento foliar. Tal controle pode envolver, ainda, modificacGes de
resposta ao fitohorménio auxina e modulacdo de expressdo de genes associados ao

estabelecimento da arquitetura carpelar e ao desenvolvimento inicial do fruto.
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