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RESUMO 

Os fatores de transcrição do tipo Teosinte Branched1/Cycloidea/PCF (TCP) controlam 

diferentes aspectos do desenvolvimento vegetal, como morfogênese foliar, simetria floral e 

padrão de ramificação. Em tomateiro (Solanum lycopersicum L.), a mutação do gene do tipo 

TCP LANCEOLATE (LA) no sítio de reconhecimento do microRNA miR319 promove 

drástica alteração da arquitetura vegetativa; em vez da característica folha composta de 

tomateiro, plantas mutantes La/+ desenvolvem folhas simples de margens não recortadas. 

Neste estudo, demonstramos que o fruto também apresenta fenótipo 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 padrão de 

desenvolvimento do fruto: o constrito-alongado. O carpelo já apresenta essas alterações 

durante sua morfogênese, as quais são acentuadas progressivamente até a formação do fruto. 

A caracterização do desenvolvimento do carpelo revela a expressão ectópica de LA no 

meristema floral, indicando que uma alteração espaço-temporal na expressão do gene LA no 

início do desenvolvimento do carpelo determina uma nova arquitetura do ovário e, 

consequentemente, do fruto. A análise de distribuição de auxina no carpelo do mutante indica, 

ainda, um gradiente basal-apical que pode determinar mais um intrigante fenótipo do fruto de 

LA: a não formação de septos e a formação de uma placenta rudimentar. Adicionalmente, a 

detecção de uma polarização basal de resposta à auxina no carpelo sugere uma revisão do 

atual modelo de desenvolvimento do gineceu baseado em arabidopsis e a proposição de um 

novo modelo de desenvolvimento para o gineceu de tomateiro. 

 

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

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

tamanho e forma do fruto. 

O fruto é uma das últimas estruturas a se desenvolver durante o ciclo de vida dos 

vegetais. No entanto, sua forma e tamanho são determinados previamente em alguns períodos 

críticos do desenvolvimento; desde o crescimento vegetativo até a formação e determinação 

das estruturas reprodutivas (Ruan et al., 2012).  Apesar de frutos secos e deiscentes 

representarem a maioria dos frutos das espécies vegetais, os estudos de desenvolvimento de 

fruto são focados, principalmente, em espécies de frutos carnosos devido a sua importância 

para a dieta humana. Ênfase tem sido dada, em particular, ao tomateiro (Solanum 

lycopersicum L.) como sistema para análises genéticas e moleculares do desenvolvimento e 

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

O surgimento do meristema floral (MF) é considerado o início do desenvolvimento do 

fruto de tomateiro (Tabela 1), pois é o 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 período crítico que influencia significativamente as 

dimensões finais do fruto, uma vez que o número de células em divisão e diferenciação vão 

determinar o tamanho e a forma do carpelo e, consequentemente, do fruto maduro (Causier et 

al., 2010; Palmer et al., 2015). Essa primeira fase é denominada pré-antese (anterior à 

abertura da flor) e é marcada pela organização das células do MF e delimitação 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: ovário, estilete, 

estigma, placenta e óvulos. (Heisler et al., 2001; Nahar et al.,2012). Entre o quinto e sexto 

dia, ocorre o surgimento dos primórdios carpelares e a formação dos lóculos (Szymkowiak e 

Sussex, 1992; Brukhin et al, 2003). O carpelo continua se desenvolvendo até o décimo dia, 

quando se dá a formação dos óvulos, até o estabelecimento da arquitetura final do carpelo, 

que ocorre por volta do vigésimo dia (Figura 1 - Fig. 1). Ao final desta fase, a formação do 

carpelo maduro coincide com a antese (abertura da flor), quando ocorre a polinização e 

fertilização dos óvulos (Gillaspy et al., 1993). Inicia-se, então, a fase pós-antese, período de 

intensa divisão celular seguido por uma rápida fase de expansão celular que culmina em 

extensivo aumento no tamanho do fruto (Terao et al., 2013). O último estágio do 

desenvolvimento do fruto é o amadurecimento, no qual ocorre uma série de modificações 
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bioquímicas e fisiológicas responsáveis pelas características do fruto maduro (van der Knaap 

et al., 2014).  

 

Tabela 1. Fases de desenvolvimento: do carpelo ao fruto de tomateiro (Solanum 

pimpinellifolium). Adaptado de Xiao et al., 2009.  

Fases Estágios de 

desenvolvimento 

Eventos 

celulares 

Dias pós-

formação do 

MF 

1 Inflorescência e 

formação do MF 

Determinação 

do número e 

tamanho das 

células do MF 

0 

    

2 Organização do 

MF 

Identidade 

celular e 

delimitação 

dos eixos de 

crescimento 

1 

3 Primórdio 

carpelar 

Proliferação e 

expansão 

celular 

5-6 

4* Crescimento do 

carpelo 

Diferenciação 

tecidual 

6-10 

 Maturação do 

carpelo 

Crescimento do 

carpelo 

--------- 

 

Diferenciação 

tecidual 

10 

 

11-18 

5 Antese --------- 19 

6 Fertilização e 

embriogênese 

Proliferação 20-25 

7 Crescimento do 

fruto 

Extensão 25-39 

*: a morfogênese do carpelo compreende o período de 2-10 dias pós 

formação do MF referente ao intervalo das fases 1-4 do desenvolvimento 

do fruto. MF: meristema floral. 
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Figura 1. Estrutura carpelar do tomateiro. Microscopia eletrônica de varredura 

(false colored) do gineceu (mostrando estilete, ovário e receptáculo) de tomateiro cv. Micro-

Tom (MT). Fonte: Laboratório GMDV.  

 

1.2. O papel da auxina no desenvolvimento do fruto 

A participação da auxina no desenvolvimento do carpelo é determinante para o 

estabelecimento da sua arquitetura, bem como para a formação dos tecidos internos do ovário: 

a placenta e os óvulos (Robert et al., 2015). Nessa fase inicial do desenvolvimento do fruto, 

similarmente ao que ocorre na morfogênese foliar, o carpelo cresce a partir de um pico de 

síntese de auxina no MF controlado pelo posicionamento das proteínas PIN (PIN FORMED 

PROTEINS) (Van Mourik et al., 2012). A localização da auxina no MF é fundamental para a 

delimitação das regiões de surgimento dos primórdios carpelares, as quais coincidem com 

áreas com menos auxina (Yu e Huang, 2016). Um desarranjo desse posicionamento pode 

levar a alterações da morfologia da flor, como acontece com o mutante pin-1 em arabidopsis 

(Vernoux et al., 2000). O crescimento dos verticilos florais é então regulado por importantes 

fatores transcricionais que controlam o desenvolvimento floral, como LEAFY e APETALA 1, 

os quais são induzidos positivamente pela auxina no MF (Winter et al., 2015). O papel da 

auxina nas etapas subsequentes do desenvolvimento do carpelo ainda não é bem conhecido. 

Após o desenvolvimento do carpelo durante o período pré-antese da flor, período 

considerado a fase inicial do desenvolvimento do fruto (Ruan et al., 2012), o desenvolvimento 

prossegue pós-antese da flor, momento marcado pela fertilização dos óvulos (van der Knaap 

et al., 2014). A fase pós-antese é caracterizada basicamente por uma fase de crescimento, em 

que ocorre o estímulo para o início das divisões celulares e subsequente expansão celular, 

seguida por uma fase de amadurecimento em que há alteração da coloração e acúmulo de 
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nutrientes e açúcares que conferem as características organolépticas (e.g. sabor e aroma) do 

fruto (Osorio et al., 2011).  

Durante a fase de crescimento, há um aumento no nível de auxina, citocinina e 

giberelina no fruto, de modo que esses fitohormônios agem de maneira orquestrada para 

promover a divisão e a expansão celular (Mc Atee et al., 2013). Em tomateiro, há um 

aumento de giberelina no ovário pós fertilização e posterior aumento da síntese de auxina nas 

sementes em desenvolvimento (Olimpieri et al., 2007). A auxina produzida é transportada 

para o pericarpo do fruto, onde induz a síntese de giberelina que promove a expansão celular 

em sinergia com a auxina (Hu et al., 2008). Esse crosstalk entre auxina e giberelina é 

conhecido como a hipótese de “controle da semente” sobre o crescimento do fruto (Ozga et 

al., 1992). A síntese inicial de auxina já é detectada, inclusive, em óvulos de até 6 dias antes 

da antese da flor, momento em que ocorre a fertilização dos óvulos e se inicia o transporte da 

auxina sintetizada nas sementes para a placenta e pericarpo do fruto (Pattison e Catalá, 2012). 

Na fase posterior de amadurecimento, há um declínio gradual de síntese de auxina citocinina e 

giberelina, enquanto ocorre um aumento de ácido abscísico (ABA) e etileno que promovem o 

transporte de açúcares, redução da acidez e alteração da cor e aroma do fruto (Klee e 

Giovannoni, 2011). A função de cada hormônio nesses processos ainda não é bem 

documentada, mas já foi demonstrado que a síntese de ABA precede a do etileno (Jiang et al., 

2000) e que a aplicação desse hormônio induz a síntese de etileno por meio da ativação de 

genes de sua biossíntese (Zhang et al., 2009). Por sua vez, a supressão de ABA resulta em 

atraso do amadurecimento (Sun et al., 2012). Curiosamente, foi demonstrado que o etileno 

pode induzir um aumento de síntese de auxina também nessa fase, através da indução de 

expressão de genes de síntese e sinalização (Trainotti et al., 2007). 

 

1.3. Genes regulatórios do desenvolvimento do carpelo pré-antese 

A regulação do desenvolvimento do carpelo ocorre através da interação dos 

fitohormônios com importantes genes responsáveis pela determinação da forma e tamanho do 

fruto (Rodríguez et al., 2011). Esses genes regulam o desenvolvimento do carpelo durante as 

fases de pré-antese, especificamente a partir da formação 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 número e tamanho de células do MF (Guo et al., 2010),  
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OVATE e SUN estão relacionados com o desenvolvimento de frutos alongados (Wang et al., 

2011; Huang et al., 2013) e FAS e LC controlam o número de lóculos do fruto (Muños et al., 

2011). Dentre esses genes, o OVATE e o SUN são expressos durante o período de surgimento 

dos primórdios carpelares (Wu et al., 2011), o que sugere que esses genes podem influenciar 

diretamente a determinação da morfologia do carpelo regulando as taxas de proliferação e 

expansão celular. 

 O gene OVATE está localizado no cromossomo 2 e codifica proteínas Ovate Family 

proteins (OFPs), uma nova classe de proteínas identificada em várias espécies vegetais 

incluindo arabidopsis (19 OFPs) e tomateiro (26 OFPs) (Liu et al., 2014). A mutação OVATE 

encontrada em tomateiro apresenta um códon prematuro de parada transducinal, o que leva à 

perda do domínio C-terminal 9 (que caracteriza a família OFP) conservado em arabidopsis, 

tomateiro e outras espécies vegetais (Liu et al., 2002). Essa alteração da proteína gera 

alterações na estrutura do carpelo, além da formação de frutos alongados e/ou oblongos 

(formato de pêra) (Wu et al., 2015). As modificações no carpelo podem estar associadas com 

a interação de OVATE com um domínio TRM, o qual é característico de uma superfamília de 

proteínas que participam da síntese e organização de microtúbulos do citoesqueleto; (Spinner 

et al., 2013; van der Naap et al., 2014). Isso ocorre em função do OVATE ser um repressor do 

crescimento e alongamento do fruto, possivelmente reprimindo a expressão do SlGA20ox1, 

gene de biossíntese de giberelina (Wang et al., 2007), De fato, a expressão transiente de 

AtOFP1 e AtOFP5 em folhas de tabaco detectou sinal de ambos em microtúbulos e plantas 

que superexpressam AtOFP1 apresentam redução da expressão de AtGA20ox1 (Hackbusch et 

al., 2005). Além da modificação da morfologia do fruto, o aumento da expressão de OVATE 

em tomateiro resulta em redução da estatura da planta e dos verticilos florais (Liu et al., 

2002), sugerindo uma regulação pleiótropica no desenvolvimento vegetal, provavelmente em 

sinergia com outros importantes genes reguladores do desenvolvimento como LANCEOLATE 

(LA) e SUN.   

O gene SUN, por sua vez, está localizado no cromossomo 7 e codifica uma proteína 

envolvida na sinalização de cálcio intracelular. Um evento de translocação que ocorre do 

cromossomo 10 para o 7 no mutante SUN de tomateiro resulta em sua maior expressão 

durante o desenvolvimento da flor e  leva à formação de frutos alongados (Jiang et al., 2009). 

A relação desse fenótipo com o aumento de expressão de SUN ainda não está bem 
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esclarecida, mas já foi demonstrado que o mutante SUN apresenta alterações no padrão de 

divisão e distribuição 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 regulação da fase de proliferação e expansão celular (Parapunova et al., 2014). 

Curiosamente, um fenótipo similar aos frutos desses mutantes é observado no mutante natural 

de tomateiro do gene do tipo TCP LANCEOLATE (mutante La).  

 

1.4. Os fatores de transcrição TCPs 

Plantas mutantes La possuem mutação no gene LANCEOLATE. Este gene pertence à 

família de fatores de transcrição do tipo Teosinte Branched1/Cycloidea/PCF (TCP; Martin-

Trillo et al., 2010). Os TCPs controlam diversos aspectos do desenvolvimento, como 

morfogênese foliar, simetria floral e padrão de ramificação (Uberti et al., 2013). Os TCPs são 

caracterizados pela presença do domínio basic-helix-loop-helix (bHLH) de ligação ao DNA e, 

baseado na homologia deste domínio, os TCPs de Arabidopsis thaliana são subdivididos em 

duas classes: classe I e II (Cubas et al., 1999). A classe I é representada pelos PCFs, os quais 

regulam a divisão celular e crescimento em processos como desenvolvimento embrionário 

(Herve et al., 2009) e biossíntese de pólen (Takeda et al., 2006), enquanto a classe II é 

representada pelo Cycloidea (CYC) e Teosinte Branched1 (TB1) que estão relacionados com a 

determinação da arquitetura da planta, regulando, entre outros processos,  a simetria floral 

(Howarth et al., 2014) e o desenvolvimento das gemas axilares (branching), respectivamente 

(Aguilar-Martínez et al., 2007). As vias moleculares dos TCPs de classe II ainda não estão 

bem esclarecidas, mas já foi demonstrado o papel do TCP4 na regulação do ciclo celular e na 

repressão da divisão celular (Aggarwal et al., 2011; Schommer et al., 2014).  O gene TCP4 

em arabidopsis é o homólogo de LA de tomateiro, o qual também pode ser denominado 

SlTCP4 (Solanum lycopersicum TCP4) (Parapunova et al., 2014). 

Interessantemente, os TCPs de classe II são regulados pós-transcricionalmente pelo 

microRNA miR319, como é o caso do LA, gene que está relacionado com a determinação da 

arquitetura da planta de tomateiro por meio da regulação do período de diferenciação da 

morfogênese foliar (Ori et al., 2007).  
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1.5. O mutante LANCEOLATE (La) 

O fenótipo mais característico da mutação LANCEOLATE é a alteração da arquitetura 

vegetativa: em vez da característica folha composta de tomateiro, o mutante apresenta folha 

simples de margens não recortadas, o que lhe confere um aspecto morfológico similar a uma 

lança. Essa mutação apresenta dominância incompleta, o que gera um fenótipo dose-

dependente para o alelo La; os homozigotos (La/La) têm folhas muito pequenas e geralmente 

não sobrevivem, enquanto os heterozigotos (La/+) se desenvolvem e apresentam o fenótipo 

foliar característico da mutação (Stettler et al., 1964). O fenótipo observado nos mutantes 

La/La e La/+ deve-se a uma substituição de base no sítio de reconhecimento ao miR319, o 

que impede a regulação dos seus níveis de expressão por esse microRNA (miRNA) durante a 

morfogênese foliar (Ori et al., 2007). Curiosamente, a análise da atividade do promotor pDR5 

(promotor sintético responsível ao fitohormônio auxina), revela que o mutante La/+ apresenta 

redução de resposta à auxina na região meristemática do primórdio foliar (Ben-Gera e Ori, 

2012). Entretanto, a maior expressão de LA deveria estar associada com níveis maiores de 

auxina, uma vez que a diferenciação foliar é adiantada. De fato, o mutante de tomateiro e 

(entire), ao liberar a inibição 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 distribuição de auxina também é essencial para a regulação do 

crescimento proximal-distal e estabelecimento da simetria radial durante o desenvolvimento 

do carpelo (Moubayidin e Østergaard, 2014), o que indica uma relação com outro fenótipo 

bastante intrigante e pouco estudado do mutante La/+: o desenvolvimento de frutos 

alongados. Estas características do fruto podem estar associadas com modificações da 

estrutura do carpelo no eixo de crescimento proximal-distal e/ou meso-lateral durante as fases 

2 e 3 da pré-antese, o que sugere alterações na distribuição de auxina ao longo desse eixo de 

crescimento e nas vias regulatórias de OVATE e SUN, associadas a um novo padrão de 

expressão de LA. Curiosamente, essas alterações morfológicas do carpelo conferem ao fruto 

um aspecto similar à pimenta (fruto das espécies do gênero Capsicum) o que pode sugerir 

mutações em alelos de genes conservados entre as espécies da família Solanaceae (Kim et al., 

2014). 
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1.6. miR319a/LA: uma via regulatória do desenvolvimento vegetal  

Os miRNAs são importantes moléculas envolvidas na regulação da expressão gênica 

em vias de  crescimento e desenvolvimento vegetal (Baulcombe, 2004; Mallory e Vaucheret, 

2006). Essas moléculas são pequenos RNAs não codificantes de 19-22 nucleotídeos que 

regulam a expressão gênica se ligando a um sítio complementar em seus RNAs mensageiros 

(RNAms) alvo (miRBase 21, http://www.mirbase.org/). Essa associação induz a 

desestabilização e/ou clivagem ou mesmo bloqueamento da tradução do RNAm por 

associação do complexo miRNA/RNAm alvo com ribozimas argonautas do complexo de 

silenciamento induzido por miRNA (RISC) (Iwakawa et al., 2013). 

O miR319 foi descoberto em plantas mutantes de Arabidopsis thaliana jagged and 

wavy leaves (jaw-D) por apresentar um drástico fenótipo da folha (complexa e de margem 

mais recortada) e, consequentemente, da arquitetura vegetativa da planta. A descoberta 

ocorreu durante um screening de plantas transgênicas 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 expressão de genes próximos levando ao surgimento de mutantes ganho de função 

(Weigel et al., 2000). Curiosamente, a análise de jaw-D revelou que a inserção do T-DNA 

ocorreu numa região intergênica do cromossomo 4 onde não foi localizada nenhuma ORF 

(open region frame). Isso sugeriu que JAW poderia não ser um gene codificador de proteína. 

Experimentos de microarranjo (microarray) identificaram cinco genes TCPs com expressão 

reduzida no mutante jaw-D  que contêm uma região altamente conservada de 21 nucleotídeos 

em seus RNAms compartilhada com TCPs de 20 espécies. O sequenciamento de jaw-D  

identificou uma sequência complementar à região conservada dos RNAms dos TCPs e a 

análise de expressão indicou superexpressão do transcrito, o que levou à identificação do gene 

codificador de microRNA (MIR) MIR319 (Palatnik et al., 2003). A estratégia permitiu a 

descoberta de outros miRNAs e seus alvos por microarray, abordagem utilizada 

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

A identificação dos alvos do miR319 vieram a partir de estudos com a indução de 

novas mutações em jaw-D, utilizando a aplicação do agente mutagênico EMS 

(etilmetanosulfanato). Dos mutantes identificados, o soj8 (supressor of jaw-D) apresentou 

uma mutação no sítio de reconhecimento do miR319 que levou à supressão do fenótipo foliar 

de jaw-D, compensando os altos níveis de expressão do miR319 nessa planta e confirmando a 
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regulação dos TCPs pelo miR319 (Palatnik et al., 2007). Além disso, foi identificada a 

redução do tamanho da folha em plantas transgênicas de arabidopsis rTCP4(miR319-resistant 

TCP), o qual possui seis mutações sinônimas inseridas no sítio de reconhecimento do 

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

Os TCPs regulados pelo miR319 pertencem à classe II dessa família de fatores de 

transcrição (Lopez et al., 2015). Em tomateiro, a relação entre os níveis de expressão do 

miR319 e seus alvos determina o tempo de diferenciação das células presentes na margem 

foliar (blastozona), região que ao se diferenciar, dá origem a folhas compostas e de margem 

recortada. No caso do mutante La, baixos níveis de expressão do miR319 e altos níveis do 

gene LA geram folhas simples. Em contrapartida, a maior expressão do miR319 e consequente 

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

Recentemente, foi demonstrado em A. thaliana que das três isoformas do miR319 

(miR319a, miR319b e miR319c), o miR319a é a isoforma que regula o gene TCP4 (Ori et al., 

2007) e que a mutação de perda de função para o MIR319a leva à formação 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 órgãos 

reprodutivos e, consequentemente, a arquitetura floral. O gene CINCINNATA, outro 

homólogo de LA em Antirrhinum, regula o desenvolvimento de pétalas (Crawford et al., 

2004). Essas evidências sugerem que as vias de regulação da morfogênese foliar podem 

regular também o desenvolvimento dos verticilos florais em tomateiro.  

 Embora a importância dessa via para o desenvolvimento vegetativo e de algumas 

estruturas florais já esteja estabelecida, ainda não havia sido esclarecido o papel da via 

miR319a/LANCEOLATE durante o desenvolvimento do carpelo de tomateiro, estrutura floral 

que determina a forma e o tamanho dos frutos. Portanto, a hipótese deste trabalho é que a via 

miR319a/LANCEOLATE regule o desenvolvimento dos carpelos em tomateiro, similarmente 

ao seu controle do desenvolvimento foliar. Tal controle pode envolver, ainda, modificações de 

resposta ao fitohormônio auxina e modulação de expressão de genes associados ao 

estabelecimento da arquitetura carpelar e ao desenvolvimento inicial do fruto. 

 

 



21 
 

2. OBJETIVO 

Avaliar a via miR319a/LANCEOLATE no desenvolvimento dos carpelos e frutos de 

tomateiro cv. Micro-Tom (MT). 

2.1. Objetivos específicos  

Caracterizar o desenvolvimento dos ovários pré-antese no mutante LANCEOLATE 

(La/+) introgredido no cultivar MT: 

- Avaliar a expressão do gene LANCEOLATE e miR319a, bem como dos genes 

OVATE e SUN e genes das vias de biogênese e sinalização de auxina, em ovários de plantas 

MT e do mutante La/+. 

- Determinar a expressão espaço-temporal do LANCEOLATE e do miR319a em 

ovários pré-antese por hibridização in situ. 

- Avaliar o padrão de distribuição de auxina em ovários pré-antese de plantas 

transgênicas MT-pDR5::GUS e progênie advinda de cruzamentos das plantas La/+ X MT-

pDR5::GUS. 

 

3. METODOLOGIA 

3.1. Material vegetal:  obtenção dos genótipos, cultivo e coleta 

O desenvolvimento do carpelo e fruto foi avaliado em tomateiro Micro-Tom (MT), 

planta modelo que apresenta pequeno tamanho, ciclo de vida curto e fácil transformação 

genética (Meissner et al., 1997). A mutação LANCEOLATE (acesso LA0335; 

http://plantontology.org/) foi introgredida no background MT pelo grupo do prof. Lázaro E. 

P. Péres (ESALQ/USP), de modo que os mutantes La/+ estão na geração BC6Fn e, portanto, 

somente possuem a mutação LA diferente das plantas MT. O fenótipo característico de folhas 

simples e não recortadas foi observado em todas as plantas La/+ no background MT 

(http://www.esalq.usp.br/tomato/Lanceolate.pdf) (Fig. 2). 
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Figura 2. Comparação fenotipica entre plantas MT e La/+.  

As plantas foram semeadas em vasos de 250 mL contendo uma mistura  1:1  (por  

volume)  de  substrato comercial  (Plantmax  HT  Eucatex,  Brasil)  e  vermiculita,  

suplementada  com  1  g/L  de  NPK  10:10:10 e 4 g/L de calcário. Quando o primeiro par de 

folhas verdadeiras foi observado, as plântulas foram transplantadas individualmente para 

vasos de 150 mL contendo a mesma mistura de substrato. 

 Os botões florais e carpelos analisados em todos os experimentos foram coletados em 

período pré-antese e estabelecidos dois estágios de desenvolvimento: da formação do MF até 

o crescimento dos primórdios carpelares (período de 2-5 dias pós-formação do MF ou pós-

inflorescência – 2-5dpi) e da fusão dos primórdios carpelares e crescimento do carpelo até a 

sua maturação, o que compreende o período de 6-10 dpi (Xiao et al., 2009; tabela 1). Para 

melhor apresentação dos dados, foi adotado a seguinte nomenclatura para os dois períodos: P1 

(2-5 dpi) e P2 (6-10 dpi). As coletas foram realizadas após análise da diferença do período de 

florescimento entre MT e La/+ a partir da avaliação de shoot branching (Busch et al., 2011), 

método que determina o surgimento da primeira inflorescência visível.  
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3.2. Determinação da mutação do mutante La/+ introgredido em Micro-Tom 

A identificação do alelo mutado La foi realizada a partir da clonagem da ORF do gene  

LA das plantas obtidas do acesso LA0335 e das plantas La/+ no background MT.  A 

clonagem foi realizada a partir da extração de DNA das plantas, amplificação da ORF 

utilizando os primers foward (CCAGCCCACTTTGGAGGAAA) e reverse 

(TTCAAGTAGAGCATTTCCCTGTCA) que flanqueiam o sítio de ligação do miR319a e 

subsequente ligação do amplicom no vetor pENTR (pENTR/D-TOPO Cloning Kit – 

Invitrogen - EUA). Posteriormente, bactérias E. coli da linhagem TOP10 foram transformadas 

com o vetor contendo o inserto clonado. O DNA plasmidial de pelo menos três clones 

independentes foi então extraído, purificado e enviado para sequenciamento na plataforma 

3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific – EUA). 

 

3.3. Caracterização morfológica e histológica do desenvolvimento do carpelo 

Plantas MT e La/+ foram avaliadas quanto à morfologia do fruto e dos verticilos 

florais, principalmente do ovário em pré-antese, fase que representa o desenvolvimento inicial 

dos frutos de tomateiro. A análise dos frutos foi realizada por fotografias e mensuração dos 

eixos de crescimento proximal-distal e meso-lateral para estabelecer a relação entre o 

comprimento e largura dos frutos de cada genótipo. A análise do desenvolvimento do carpelo 

foi feita nos dois períodos (P1 e P2) por fotografia e confecção de lâminas histológicas. O 

tecido foi fixado em solução de Karnovsky, desidratado em  serie  etílica crescente  (10%  a  

100%)  e  infiltrado  em  resina  sintética  2-  hidroxietilmetacrilato  (Leica Histo Resin  

Embedding  Kit – Leica - Alemanha)  de  acordo  com  as  recomendações  do  fabricante.  As 

secções obtidas com espessura de 8 µm do material  foram  feitas em micrótomo rotativo 

(Leica - EUA) e para a coloração  foi  utilizado  o  azul  de  toluidina  0,05%. As  lâminas  

permanentes foram montadas com resina sintética (Entellan).  

 

3.4. Hibridização in situ (ISH) 

O protocolo de hibridização in situ (ISH) é complexo e muito longo e leva cerca de 30 

dias para ser finalizado (Javelle et al., 2011). O experimento se inicia com a coleta dos 

ovários pré-antese nos períodos P1 e P2 e prossegue, em suma, com as seguintes etapas; 
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fixação do tecido, desidratação, infiltração de solvente orgânico (Histoclear - Sigma - EUA), 

infiltração de parafina e montagem de blocos, os quais são seccionados (8-10 µm) em 

micrótomo (Leica - EUA) para confecção das lâminas histológicas utilizadas no ensaio de 

hibridização. Posteriormente, foram obtidas as sondas de hibridização para prosseguir com o 

ensaio de hibridização descrito a seguir. 

 

3.4.1. Sondas de hibridização ISH  

A detecção da expressão do miR319a foi obtida pela utilização de sondas LNA 

(locked nucleic acid) (Biotika). Foram utilizadas duas sondas no ensaio de hibridização: a 

sonda de detecção, que tem sequência complementar  ao miR319a (5’- 

AACCTGACTTCCCTCGAGGGA) e uma sonda  como controle negativo, de sequência 

aleatória ou Scramble-miR  (5’-GTGTAACACGTCTATACGCCCA) (Exiqon, USA).  

A região 1254-1785 da ORF do gene LA foi amplificada de S. lycopersicum utilizando 

os primers foward (CCAGCCCACTTTGGAGGAAA) e reverse 

(TTCAAGTAGAGCATTTCCCTGTCA), inserida em pGENT-Easy (Promega - EUA) e 

clonada em colônia permanente de E. coli (Figura Suplementar 1A - Fig. S1A). O DNA 

plasmidial foi então extraído e enviado para sequenciamento para confirmação da integridade 

da sequência. O vetor contendo o LA foi linearizado por digestão enzimática utilizando a 

enzima de restrição SacI e submetido à transcrição in vitro (Fig. S1B) utilizando o DIG RNA 

labeling kit (SP6/T7) (Roche - Suíça). A eficiência da sonda foi analisada em diferentes 

concentrações pelo teste Dot blot (Fig. S2) e o ensaio de hibridização foi realizado a partir de 

protocolo adaptado (Javelle et al., 2011). 

 

3.4.2. Ensaio de hibridização 

O processo da hibridização das sondas de LA e do miR319a com seus respectivos 

RNAms alvos in situ é realizada de acordo com as etapas descritas por (Javelle et al., 2011). 

Em síntese, as lâminas histológicas passam por solução de desparafenização (Histoclear - 

Natinal Diagnostics), desidratação do tecido por série alcóolica, tratamento com proteínase k 

para facilitar infiltração da sonda no tecido, remoção de grupos amino carregados 

positivamente, reidratação do tecido por série alcóolica inversa, aplicação da sonda de 
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hibridização, incubação overnight, lavagem com albumina de soro bovino diluída (BSA- 

Sigma - EUA), tratamento com RNAase A (Invitrogen - EUA), imersão em solução contendo 

anticorpos primários anti-digoxigenina (AP-anti-DIG), incubação overnight, aplicação do 

substrato NBT/BCIP (Roche - Irland) reativo à fosfatase alcalina (ligada à digoxigenina na 

sonda) , acompanhamento de detecção de sinal, bateria de série alcóolica, imersão em 

Histoclear e, finalmente, montagem das lâminas. 

 

3.5. Cruzamentos entre plantas mutantes La/+ e plantas transgênicas MT 

pDR5::GUS 

O efeito da mutação La-1 na distribuição e acúmulo de auxina foi avaliada por meio 

do cruzamento entre plantas mutantes La/+ e plantas transgênicas MT-pDR5::GUS. Essas 

plantas contém em seu genoma o gene quimérico pDR5::GUS. Essa construção genética é 

constituída de promotor sintético pDR5 que é responsivo à auxina, o qual dirige a expressão 

do gene uidA/gus, gene codificador da enzima β-glucuronidase. A expressão espaço-temporal 

desse gene é amplamente utilizada para avaliar indiretamente o acúmulo e distribuição do 

fitohormônio auxina após teste histoquímico da enzima β-glucuronidase em tecidos vegetais 

(Maraschin et al., 2009).  

Os genótipos foram cruzados por métodos convencionais: deposição de pólen coletado 

de flores da planta doadora no estigma de ovários de flores emasculadas da planta receptora 

(Sacks  et al., 1997). Após crescimento e maturação dos frutos, foram coletadas sementes para 

semeadura. Da geração F1 dessas sementes, foram selecionadas as plantas La/+ que são 

obrigatoriamente hemizigotas para pDR5. As plantas foram triadas de acordo com o fenótipo 

da folha (La/+) e aplicação do antibiótico canamicina para seleção do transgene pDR5::GUS 

(presença do gene marcador nptII que cosegrega com pDR5::GUS).  Posteriormente, foram 

realizadas análises para determinação do padrão de distribuição de auxina em ovários pré-

antese via teste histoquímico da enzima β-glucuronidase com substrato X-GLUC (5-bromo-4-

cloro-3-indolil glucoronida). Foram realizados experimentos de time-coursing avaliando o 

melhor tempo de incubação do material vegetal com o tampão contendo o substrato X-GLUC, 

nas seguintes condições: infiltração a vácuo por 30 minutos e pós-incubação por 60 minutos a 

37 º C. 
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3. 6. Análise quantitativa da expressão gênica por Transcrição Reversa e Reação 

em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR) 

3.6.1. Extração, quantificação e análise da qualidade de RNA total 

A extração de RNA  total  foi  feita a partir de 4 amostras biológicas obtidas da coleta 

de ovários pré-antese de MT e La/+ nos períodos P1 e P2. O procedimento foi realizado 

seguindo as recomendações do  fabricante  do  reagente  Trizol  (Invitrogen - EUA). Cada 

amostra biológica corresponde a 10 botões florais de 1-3 milímetros (P1) ou 10 ovários 

coletados de flores emasculadas (P2)  de  cada  genótipo (MT e La/+). Após a coleta, as 

amostras foram adicionadas imediatamente em nitrogênio líquido e armazenadas em 

biofreezer (-80º C) para posterior maceração em almofariz. Após a extração do RNA total, as 

amostras foram  tratadas  com  2   μl  de  DNase I  (Amplification  Grade – Invitrogen - EUA),  

seguindo  as recomendações  do  fabricante  para  remoção  total  de  DNA  genômico. Em 

seguida, a qualidade das amostras de RNA foi  verificada por eletroforese  em  gel  de agarose  

1,2%  corado  com  0,001%  (v/v)  de  brometo  de  etídio,  em tampão  de  corrida  TAE  1X   

(40mM  Tris-acetato;  1mM  EDTA)  com  tensão  constante  de 120V. A concentração e 

pureza do RNA foram avaliadas por espectrofotometria de absorção, utilizando o 

equipamento Thermo NanoDrop 2000 (Uniscience - Alemanha), considerando amostras 

ótimas com valores das razões de absorbância 260/280 e 260/230 >1,9. 

 

3.6.2. Avaliação da expressão gênica por RT- PCR em Tempo Real (RT-qPCR) 

As análises de expressão gênica em tempo real (RT-qPCR) de LA, miR319a, SUN, 

OVATE, ToFZY1 e ARF3 foram realizadas em ovários pré-antese das plantas MT e La/+ nos 

períodos P1 e P2. A transcrição reversa do miR319a foi realizada utilizando o método Pulsed 

stem-loop RT-PCR (Varkonyi-Gasic et al., 2007; Ferreira e Silva et al., 2014). Tal 

metodologia é utilizada com eficiência em tomateiro quando acoplada ao PCR quantitativo 

para avaliar a quantificação de microRNAs (Feng et al., 2009). Os primer utilizados para os 

genes avaliados e para o miR319a estão relacionados no material suplementar (Tabelas S1 e 

S2). Para obtenção do cDNA dos genes, foi utilizado o ImProm-II™ Reverse Transcription 

System (Promega - EUA) com primers Oligo dt para os RNAms. 
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 Foram utilizados 2,5 µl  de cDNA para um volume total de 25 µl de reação de qPCR 

utilizando-se os ensaios SYBR Green PCR master mix   (Life Technologies - EUA), contendo 

primers específicos para cada gene ou miRNA.  As reações de PCR em Tempo Real foram 

realizadas no sistema One Step PCR System (Life Technologies - EUA). As reações foram 

amplificadas por 10 segundos a 95°C, seguido de 40 a 50 ciclos de 95°C por 10 segundos e 

72°C por 30 segundos. Todas as reações foram realizadas em triplicatas e com controle 

negativo (sem adição de amostra cDNA). A quantificação relativa da expressão gênica foi 

realizada pelo método do Ct comparativo pelo software homônimo da mesma plataforma. O 

gene SAND (SGN-U316474) foi utilizado como gene de referência por apresentar valores 

estáveis de expressão durante o desenvolvimento dos vertcilos florais (Expósito-Rodríguez et 

al., 2008). 

 

3.6 Análises estatísticas 

As análises estatísticas morfológicas (número de sementes e medição do comprimento 

e largura dos frutos) e de qPCR foram realizadas pelo teste t-student no software Sigma Stat 

3.5 (Sistat Software Inc. - EUA). Os resultados foram considerados significativos quando 

p<0,05 e apresentados como média ± erro padrão (Cumming et al., 2007) de quatro amostras 

biológicas (utilizadas para obtenção dos resultados de qPCR). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4. 1. Caracterização do fenótipo reprodutivo do mutante La/+ 

4. 1. 1. Alterações morfológicas da flor 

As flores das plantas mutantes La/+ apresentam fenótipos característicos do mutante, 

tais como diminuição do comprimento das sépalas e estames retorcidos em seu próprio eixo 

(Stettler et al., 1964), mas também, pétalas retorcidas similares ao formato “lanceolado” das 

folhas e estigma aparente no ápice do cone de anteras (Fig. 3). É interessante notar que a 

diminuição de comprimento de sépalas é um fenótipo também observado em mutante de 

perda de função para o gene MIR319a em arabidopsis (Nag et al., 2009), sugerindo 

conservação da regulação do desenvolvimento de sépalas pela via miR319/TCP4 em 

arabidopsis e tomateiro.  
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Figura 3. Alterações fenotípicas dos verticilos florais de La/+. A e B: botão floral e flor 

pós-antese de MT, respectivamente. C e D: o botão floral de La/+ apresenta sépalas reduzidas 

(seta) e pétalas com aspecto similar às folhas do mutante, enquanto a flor apresenta 

heteroestilia (estigma acima do cone de anteras -seta). S: sépala; P: pétala; E: estigma.  

 

 

O crescimento do estilete até ultrapassar o limite superior do cone de anteras é 

denominado exserted stigma (ou heteroestilia) e dificulta ou impede a autopolinização 

(Motten e Stone, 2000). Fenótipo similar é observado no mutante procera de fenótipo 

pronunciado (pro∆GRAS) que, além da heteroestilia, apresenta também redução do número de 

sementes e atraso do florescimento (Livne et al., 2015). O gene PROCERA (PRO) (da família 

GRAS em arabidopsis) codifica para uma proteína repressora da resposta à giberelina (GA) e 

seu mutante pro exibe alongamento das regiões entre-nós do caule e folhas menores e mais 

finas (Bassel et al., 2008). A supressão da atividade de PRO no mutante pro∆GRAS promove 

aumento de resposta à GA induzindo crescimento do ovário independente de polinização e 

resultando na formação de frutos partenocárpicos (Martí et al., 2007). Curiosamente, LA 

apresenta expressão elevada do SlGA20oxidase1 (SlGA20ox1), gene da via de biossíntese de 

GA em tomateiro, enquanto plantas que superexpressam o miR319a apresentam aumento da 
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expressão do SlGA2ox4, gene da via de degradação de GA (Yanai et al.,  2011). A 

heteroestilia caracteriza, portanto, mais um intrigante fenótipo do mutante La/+, uma vez que 

a maior atividade de GA pode estar associada não só à exposição do estigma acima do cone 

de anteras como também às demais modificações da morfologia do carpelo e fruto (Fig. 3). 

De fato, a análise de shoot branching indica atraso do florescimento de La/+ (Tabela 2) e 

frutos com drástica redução do número de sementes (Fig. 4B), assim como observado no 

mutante pro∆GRAS (Livne et al., 2015).  

 

4. 1. 2. Arquitetura constrita-alongada do fruto 

Os frutos de La/+ apresentam um crescimento diferenciado dos eixos de crescimento: 

um aumento do crescimento no eixo proximal-distal e uma simultânea diminuição meso-

lateral (Figs. 4A e 4C), sendo que os frutos de fenótipo extremo apresentam uma acentuada 

constrição meso-lateral (Fig. 5A). Cortes longitudinais dos frutos revelam que a arquitetura do 

fruto também é alterada internamente com a formação de menor número de lóculos e 

sementes (Fig. 4C), sendo por vezes, mal desenvolvidas (não mostrado). Outros fenótipos 

intrigantes são a ausência de septos e a formação de uma placenta rudimentar, o que implica 

no não estabelecimento da placentação axial característica do fruto de tomateiro (Fig. 4C). A 

significativa diferença de crescimento entre os eixos proximal distal e meso-lateral, associada 

a não formação do septo e placenta e à heteroestilia (Fig. 3), podem determinar a baixa 

fertilidade de La/+, no que diz respeito ao baixo número de sementes formadas (Fig. 4B). 
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Figura 4. Modificações da arquitetura do fruto de La/+. Fenótipo interno dos frutos de 

La/+ e relação com a produção de sementes A: comparação dos frutos de MT e La/+. B: 

baixa produção de sementes de La/+. O asterisco corresponde à significância pelo teste t-

student (p<0,05). C: ausência da formação de septo e placenta no mutante La/+ (setas 

comparativas em MT). Pl: placenta; Sep: septo. 

 

A análise mais precisa da diferença entre o crescimento dos eixos proximal-distal e 

meso-lateral revela que o fruto do mutante La/+ apresenta uma relação entre comprimento e 

largura de 1,7, enquanto essa relação para MT é de aproximadamente igual a 1,0 (Fig. 5C). 

Essa relação é estabelecida em função do estreitamento meso-lateral, mas também do 

alongamento proximal-distal e demonstra que o fenótipo alongado observado no fruto de 

La/+ ocorre em decorrência desse padrão alterado de crescimento, o qual foi denominado 

neste trabalho de constrito-alongado para La/+ e isométrico para MT (Fig. 5B). 
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Figura 5. Padrão de crescimento constrito-alongado do fruto de La/+. Maior relação entre 

comprimento e largura estabelece o padrão de crescimento constrito-alongado do mutante 

La/+ em comparação com padrão isométrico de MT. A: Constrição meso-lateral (seta) no 

fruto de La/+. B: modelos de crescimento de MT e La/+. C: Relação entre comprimento e 

largura dos frutos de plantas MT e La/+. Os asteriscos correspondem à significância pelo 

teste t-student (P<0,05). 

 

4. 1. 3. Progressão do fenótipo reprodutivo de La/+: do carpelo ao fruto. 

Diferentemente de ovários de MT (Fig. 6A), os ovários em pré-antese das flores das 

plantas La/+ apresentam padrão de crescimento dos frutos com aparente alongamento do eixo 

proximal-distal e uma constrição meso-lateral, o que confere ao carpelo um aspecto de pêra 

e/ou pimenta (Fig. 6D). A progressão do fenótipo constrito-alongado do carpelo até a 

formação do fruto maduro de La/+ (Fig. 6D-F) indica que a determinação desse padrão de 

crescimento deve ocorrer nos primeiros estágios de desenvolvimento do fruto. 

A 

C 

B 
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Figura 6. Progressão fenotípica do mutante La/+: do carpelo ao fruto.  A-C: 

desenvolvimento do carpelo ao fruto de plantas MT. D-F: progressão do alongamento 

proximal-distal e constrição meso-lateral do carpelo ao fruto de plantas La/+. Setas indicam 

progressão do crescimento constrito-alongado.  

 

4. 1. 4. Caracterização do desenvolvimento do carpelo  

As análises histológicas ao longo do desenvolvimento dos carpelos (2-10 dpi) 

demonstram que o alongamento do ovário no eixo proximal-distal e a constrição meso-lateral 

observada no carpelo maduro de La/+ (Fig. 7D) são determinadas já no período P1 (2-5 dpi) 

(Fig. 7C), durante a formação dos primórdios carpelares, quando comparado ao 

desenvolvimento dos mesmos órgãos em MT (Fig. 7A). Essa modificação é mantida até a 

formação do ovário maduro de La/+ no período P2 (Fig. 7D), diferentemente do que é 

observado para os ovários de plantas MT (Fig. 7A-B), os quais não desenvolvem o padrão 

constrito-alongado. 
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Figura 7. Caracterização histológica do desenvolvimento do carpelo. A-B: 

desenvolvimento do carpelo de MT. C-D: Formação do carpelo do mutante La/+, com 

destaque para a progressão da constrição meso-lateral desde os primórdios carpelares 

fusionados (seta) até o carpelo maduro(seta). Carp: carpelo; Est: estame; MF: meristema 

floral; Ov: óvulo P: pétala; Pc: primórdio carpelar; Pl: placenta; S: sépala; Sep: septo.  
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Stettler e colaboradores (1964) já haviam sugerido que a redução do crescimento 

meso-lateral de primórdios foliares do mutante LANCEOLATE ocorresse devido a uma menor 

taxa de divisão celular do meristema lateral. No entanto, ainda não está esclarecido quais 

genes interagem com LA na regulação do crescimento do carpelo em seus diferentes eixos. Os 

genes SUN e OVATE são conhecidos por regularem, especificamente, o crescimento do eixo 

proximal-distal dos frutos de tomateiro (Rodríguez et al., 2011; van der Knaap et al., 2014). 

Recentemente foi demonstrado que o duplo-mutante ovate;sun tem efeito sinérgico das duas 

mutações na determinação do fenótipo de carpelos e frutos alongados, com predominância de 

sun sobre o fenótipo (Wu et al., 2015). Esses estudos sugerem uma possível interação entre 

LA, SUN e OVATE de modo que, no mutante La/+, esses genes também interfiram na 

regulação da taxa de divisão celular no eixo proximal-distal do meristema floral à formação 

do carpelo maduro. Portanto, a expressão dos genes SUN e OVATE foi avaliada nos botões 

florais do mutante La/+ (ver tópico abaixo). 

 

4. 1. 5. Atraso do florescimento de La/+  

Em tomateiro, o tempo de florescimento é medido pela contagem do número de folhas 

no eixo principal da planta, após visualização do primeiro botão floral (Samach e Lotan, 

2007). A análise do padrão de brotação das plantas La/+ demonstra atraso do florescimento 

que ocorre após o desenvolvimento, em média, de sete folhas (Tabela 2), enquanto plantas 

MT produzem em média cinco folhas antes de florescerem (Vicente et al., 2015).  
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Tabela 2. Padrão de brotação das plantas La/+.  (L): folhas (leaves) uma ou 2 folhas; (+):  

brotação de ramo lateral. 

Planta Número de folhas 

produzidas na fase 

vegetativa 

Padrão de brotação* 

1 8 2(L)3(+),4(+),5(+),6(+),7(+) 

2 8 2(L),3(L),4(L),5(L),6(+),7(+) 

3 7 1(L),2(L),3(L),4(L),5(+),6(+) 

4 6 1(L),2(+)3(+),4(+),5(+) 

5 7 1(L),2(+)3(+),4(+),5(+),6(+) 

6 7 1(L),2(L),3(+),4(L),5(+),6(+) 

Média 7,16 ± 0,3a  

aValores do número de folhas produzidas na fase vegetativa estão expressos como média ± 

erro padrão (EP).  

*Cada linha corresponde a uma planta independente e os números da coluna “padrão de 

brotação” correspondem a cada axila do caule, começando imediatamente após os 

cotilédones. Os caracteres utilizados entre parênteses correspondem à brotação (+) e ao 

desenvolvimento da gema lateral/axilar (L), mas sem a formação de um ramo (nessa situação 

apenas uma ou duas folhas são produzidas).  

 

Os resultados de shoot branching foram essenciais para estabelecer o período de coleta 

dos ovários em pré-antese nos estágios P1 e P2, uma vez que se observa a primeira 

inflorescência após a transição do meristema vegetativo para o floral (Tabela 2). Já o atraso 

do florescimento pode ocorrer, em parte, pelo aumento de resposta à GA já detectado no 

mutante La/+, uma vez que GA reprime o florescimento em tomateiro (Yanai et al., 2011). 

Curiosamente, a resposta à GA induz o florescimento em arabidopsis, como observado em 

planta transgênica que apresenta maior nível de expressão do TCP4 (ortólogo de LA) e tem o 

florescimento adiantado (Sarvepalli e Nath, 2011). 

 

4. 2. Identificação do alelo LANCEOLATE 

O mutante La/+ possui a mutação LANCEOLATE (acesso LA0335) introgredida no 

background MT e obtida no TGRC (Tomato Genetics Resource Center). A mutação em LA 

ocorre por substituição de uma base nitrogenada no sítio de reconhecimento do miR319a, no 
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entanto, essa modificação pode ocorrer em duas posições diferentes e gerar até cinco alelos 

distintos (Ori, N. et al, 2007). O sequenciamento da ORF do gene LA das plantas La/+ 

introgredidas em MT revelou que o acesso LA0335 corresponde ao alelo La-1 (Fig. 8). 

 

Figura 8. O alelo La-1 do mutante La/+. O alelo La-1 é caracterizado pela substituição de 

uma base nitrogenada guanina por uma timina no DNA (representada como uracila no La-1 

RNAm), especificamente no sítio de reconhecimento do miR319a. TCP: domínio da família 

de fatores de transcrição TCP. (-): alelo selvagem La do mutante La/+ idêntico ao alelo La de 

MT. (-): alelo mutado La-1 do mutante La/+; base nitrogenada azul: mismatches; base 

nitrogenada vermelha: substituição da guanina por uracila. 

 

A alteração de uma citosina por uma uracila na região do RNAm correspondente ao 

sítio de ligação do miR319a do alelo La-1 gera uma mutação não sinônima que leva à 

alteração de glutamina para histidina na antepenúltima posição da sequência de aminoácidos 

da proteína. Apesar dessa alteração, a proteína é funcional, uma vez que o mutante La/+ 

introgredido em MT mantém os fenótipos característicos da mutação La de tomateiro com 

proteína funcional já descrita (Ori et al, 2007). Adicionalmente, a manutenção dos fenótipos 

de La/+ indica que estes ocorrem em função da perda da regulação de La-1 pelo miR319a em 

vez da alteração da atividade da proteína (Ori et al, 2007; Schommer et al., 2012; Palatnick et 

al., 2003; 2007; 2014). 

Outra característica relevante da regulação dos TCPs pelo miR319a é a ocorrência de 

até seis mismatches na interação entre miRNA e alvo, o que é um número maior do que o 

esperado para outros RNAms de plantas (Megraw et al., 2016). No entanto, o nível de energia 
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livre (∆G -34 kcal/mol) é suficiente para garantir o pareamento entre o miRNA e seu RNAm-

alvo, assim como os produtos da clivagem do RNAm dos TCPs podem ser identificados e 

isolados (Schommer et al., 2012). O mismatch adicional gerado pela mutação de La-1 deve 

dificultar ainda mais o pareamento entre o miR319a e La-1, de modo que este não seja mais 

efetivo e, consequentemente, não induza o silenciamento da expressão de LA no alelo mutado. 

 

4. 3. Regulação do desenvolvimento do carpelo pela via LA/miR319a 

4. 3. 1. O padrão de expressão espaço-temporal de LA 

4. 3. 1. 1. Expressão ectópica de LA no meristema floral (MF) de La/+ 

Os ovários pré-antese no período de desenvolvimento P1 apresentam diferente padrão 

de expressão do gene LA no mutante La/+ em relação ao MT, apresentando uma expressão 

ectópica no MF, bem como em estames e vasos condutores (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expressão ectópica de LA no MF do mutante La/+. A:  botão floral de MT com 

reduzida expressão de LA no MF. B: expressão ectópica de LA mo MF e primórdios de 

estames do mutante La/+. Período de desenvolvimento: 2-5 dpi. Est: primórdio de estame; 

MF: meristema floral; V: vasos condutores. O experimento foi repetido duas vezes, 

apresentando o mesmo padrão de expressão. 
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Esse resultado demonstra que, uma vez não sendo mais regulado pelo miR319a, LA é 

expresso ectópicamente no MF do mutante, sendo alterado seu padrão de expressão espaço-

temporal. Em vez de ser expresso apenas no momento de diferenciação celular (6-10 dpi), 

LA é expresso previamente no período marcado pela proliferação celular e delimitação dos 

eixos de crescimento do carpelo (2-5 dpi), apresentando uma antecipação do período de 

morfogênese, assim como ocorre nas folhas (Ori et al., 2007). 

Ainda não havia sido demonstrado que um diferente padrão de expressão espaço-

temporal de LA pode determinar a alteração da morfologia dos verticilos florais, 

principalmente o carpelo e, dessa forma, influenciar significativamente a morfologia do 

fruto. No entanto, o comprometimento do desenvolvimento de pétalas e anteras pela 

desregulação do gene TCP4 (homólogo de LA) já foi demonstrada em A. thaliana (Nag et 

al., 2009).  

 

4. 3. 1. 2. Expressão diferencial de LA no ovário e anteras maduros de La/+ 

Os ovários pré-antese no período de desenvolvimento P2 também apresentam um 

diferente padrão de expressão do gene LA no mutante em relação ao MT, apresentando uma 

distribuição diferencial nas estruturas carpelares:  enquanto no MT o gene LA é expresso no 

estigma, estilete, óvulos e placenta (bem delimitada nas regiões de formação dos óvulos) do 

ovário maduro (Fig. 10A), em La/+, há uma expressão delimitada apenas ao ápice do estigma 

e na formação de uma incipiente placenta (Fig. 10B).  
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Figura 10. Expressão diferencial de LA em ovários maduros de La/+. A: LA expresso em 

estigma, porção superior do estilete, placenta e óvulos de ovário maduro de MT. B: expressão 

de LA nas margens laterais do estigma (setas) e placenta em formação (setas) de ovário 

maduro de La/+. Período de desenvolvimento: 6-10dpi. E: estigma; Est: estilete; Ov: óvulo; 

Pl: placenta. O experimento foi repetido duas vezes, apresentando o mesmo padrão de expressão. 

 

O padrão de expressão ectópico de LA nas margens do estigma e a ausência de 

expressão no estilete do mutante La/+ podem estar relacionados com a alongamento do 

eixo-proximal-distal de La/+ e a consequente heteroestilia observada na flor (Fig. 3), já que 

se LA estivesse expresso no estilete de La/+, inibiria a proliferação celular e, 

consequentemente, seu alongamento (Schommer et al., 2014). Da mesma forma, a expressão 

na placenta de La/+ pode ser responsável pela diferenciação precoce da placenta e, 

consequentemente, de sua incipiente formação no fruto (Fig. 4C), uma vez que ainda não se 

observa no carpelo de La/+ a formação dos óvulos (Fig. 10B), enquanto que, em MT, os 

óvulos já estão formados e se diferenciando (Fig. 10A). Curiosamente, as anteras também 

apresentam uma detecção de sinal mais expressiva em botões florais de La/+, o que pode 

estar associado com baixa fertilidade do mutante, no que diz respeito à capacidade de 

fertilização do pólen, assim como ocorre em mutante perda de função para o gene MIR319a 

em A. thaliana. (Nag et al., 2009). 
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A não formação de septo e placenta pode estar relacionada também à detecção de 

uma polarização basal de auxina nos ovários em período P2 do cruzamento La/+ X 

pDR5::GUS (ver tópico abaixo). A alteração no padrão de distribuição da auxina no carpelo 

pode interferir no desenvolvimento do septo e da placenta, uma vez que, segundo o modelo 

aceito de fluxo de auxina na morfogênese do gineceu de arabidopsis, o gradiente de auxina 

apical-basal ao longo do eixo proximal-distal de crescimento seria necessário para o 

desenvolvimento normal do lóculo e suas estruturas (Nemhauser et al., 2000).  

Adicionalmente, a formação de placenta rudimentar pode estar associada com 

alterações no padrão de expressão do gene PPC2 (phosphoenolpyruvate carboxylase 2), o 

qual é expresso no septo, placenta e mesocarpo do fruto em crescimento, regulando o 

acúmulo de acúcares, especificamente no período de expansão celular até o amadurecimento 

(Guillet et al., 2012). A atividade do promotor do gene PPC2 em MT já foi caracterizada 

(Fernandez et al., 2009), sendo uma ferramenta em potencial para melhor compreensão do 

desenvolvimento das estruturas do fruto no mutante La/+.  

 

4. 3. 2. Aumento dos níveis de expressão de LA durante o desenvolvimento do 

carpelo de tomateiro 

O significante aumento de expressão de LA no mutante La/+ se mantém prevalente em 

relação ao MT durante todo o período de desenvolvimento do carpelo (P1-P2). O período 

inicial P1 compreende os três primeiros estágios de desenvolvimento do carpelo, fase marcada 

pelo crescimento dos primórdios carpelares. A partir da determinação do MF, os primórdios 

do carpelo emergem e crescem até sua fusão em um carpelo prematuro. Nessa fase, a 

expressão de LA nos botões florais do mutante La/+ dobra em comparação com o MT. Na 

fase posterior do desenvolvimento do carpelo (P2), quando este já está maduro, a expressão 

de LA é quatro vezes maior nas plantas La/+, quando comparado ao MT (Fig.11). 
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Figura 11. Aumento da expressão de LA na morfogênese de ovários de La/+. A: A 

expressão de LA aumenta durante a formação dos primórdios carpelares (P1) e mantém um 

aumento progressivo até a maturação do carpelo (P2) do mutante La/+. P1: 2-5 dpi; P2: 6-10 

dpi. Valores apresentados como média ± erro padrão. Os valores de MT foram normalizados 

para 1,0. *: valores considerados significativos para p < 0,05. 

 

O significante aumento da expressão de LA durante a morfogênese do carpelo do 

mutante La/+ indica que não somente a antecipação de sua expressão no MF (Fig. 9), mas 

também a desregulação dos seus níveis de expressão, determinam as alterações fenotípicas 

observadas em carpelos e flores de plantas La/+. Nessas plantas, LA deixa de ser silenciado 

pelo miR319a, o que afeta os órgãos vegetativos, como já foi demonstrado no 

desenvolvimento das folhas (Ori et al., 2007). No entanto, esse fenômeno ainda não havia 

sido demonstrado durante o desenvolvimento dos órgãos reprodutivos, principalmente na 

morfogênese dos verticilos florais. Uma vez que já é bem aceita a hipótese de que os 

verticilos florais são “folhas especializadas”, esse aumento expressivo de LA durante o 

desenvolvimento do carpelo evidencia uma regulação similar à morfogênese foliar: maiores 

níveis de expressão na fase inicial do desenvolvimento do carpelo levam a uma redução do 

período de proliferação celular e uma antecipação da diferenciação dos tecidos do carpelo. 

Ademais, é a primeira vez que se demonstra o aumento de expressão de LA nas plantas LA/+ 

associado com a detecção antecipada dessa expressão, o que sugere que não só o aumento, 

mas também a antecipação da expressão de LA, estão associados com o fenótipo constrito-

alongado dos carpelos e frutos maduros de tomateiro. 
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4. 3. 3. Expressão do miR319a em ovários de tomateiro 

4. 3. 3. 1. Expressão espaço-temporal do miR319a em ovário e anteras maduros 

O padrão de expressão do miR319a em MT coincide parcialmente com o de LA, 

sendo expresso nos mesmos órgãos florais, uma vez que regula sua expressão (Fig. 10). No 

período P2, o miR319a  é expresso de forma difusa no estigma e no estilete de plantas MT 

(Fig. 12A), diferentemente da expressão mais localizada do LA no estigma (Fig. 12A). 

Similarmente, a expressão de LA parece ser mais localizada no integumento do óvulo 

(região periférica) (Fig. 10A), enquanto o miR319a é expresso de forma mais difusa nos 

óvulos (Fig. 12A). Tal padrão de expressão sugere uma restrição espacial de LA pelo 

miR319a nos verticilos florais de tomateiro. O mutante La/+ não apresenta, em relação a 

MT, diferenças significativas na localização de expressão do miR319a, já que a janela de 

desenvolvimento morfogenético do carpelo já passou (P1). No entanto, esse resultado 

confirma a co-localização de LA e do miR319a, evidenciando a manutenção da via de 

regulação estabelecida por eles na regulação do desenvolvimento do carpelo. 

 

Figura 12. Co-localização do miR319a e LA em ovários maduros. De modo geral, o 

miR319a é expresso no carpelo nas mesmas regiões que LA. A: miR319a expresso em 

estigma, porção superior do estilete, placenta e óvulos (setas) de ovário MT maduro. B: 

expressão do miR319a delimitada apenas ao ápice do estigma e óvulo em formação de ovário 

maduro de La/+ (setas). Período de desenvolvimento: 6-10 dpi. A: antera; Carp: carpelo; E: 

estigma; Est: estilete; Ov: óvulo; Pl: placenta. 
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4. 3. 3. 2. Regulação temporal de LA pelo miR319a 

Os dados de RT-qPCR indicam que o miRNA319a é cerca de 11 vezes menos 

expresso no mutante La/+ em botões florais no estágio P1, quando comparado as plantas MT 

(Fig. 13). Entretanto, os níveis de transcritos do miR319a aumentam cerca de três vezes no 

carpelo maduro de La/+ (Fig. 13). Comparativamente, os níveis de expressão do miR319a 

acompanham inversamente os níveis de expressão de LA no período P1 (Fig. 11). 

 

Figura 13. O padrão de expressão do miR319a. Os níveis de transcritos do miR319a 

são reduzidos em P1, momento em que LA é superexpresso. P1: período 1; P2: período 2. 

Valores apresentados como média ± erro padrão. Os valores de MT foram normalizados para 

1,0. *: valores considerados significativos para p < 0,05. 

 

A redução de transcritos do miR319a no mutante La/+ durante P1 (Fig. 11) não é 

necessariamente esperada, como propõe Naomi e colaboradores (Ori et al., 2007). Uma vez 

que LA é mais expresso no mutante La/+ pelo não pareamento do miR319a em seu RNAm 

mutado, isso não deveria afetar os níveis de expressão do próprio miR319a em La/+ nem em 

MT. No entanto, os baixos níveis de expressão do miR319a em La/+ no P1 podem indicar um 

mecanismo de retroalimentação negativa em que o aumento de expressão de LA leva à 

diminuição da expressão do miR319a como uma resposta de compensação. Esse tipo de 

resposta celular pode ocorrer em função de uma provável regulação do gene MIR319a pelo 

próprio LA. Tal regulação pode ser direta ou indireta por ativação de outros genes que 

induzam/reprimam o gene MIR319a, ou ainda por interações proteína-proteína que regulam 
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os níveis de proteína de LA na célula (Rubio-Somoza et al., 2014). Ainda são necessários, 

portanto, mais estudos para identificar os demais genes e miRNAs que interagem com essa 

via, bem como seus mecanismos de ação para uma caracterização mais precisa dos fatores que 

determinam o balanço entre os níveis de expressão de LA e do miR319a. 

 

4. 4. A potencial regulação dos genes SUN e OVATE pela via miR319a/LA 

A análise da expressão do gene SUN durante o desenvolvimento do carpelo do 

mutante La/+ e MT indicou uma tendência de superexpressão que se inicia mais proeminente 

em P1, sem modificações significativas em P2 (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

Figura 14. A superexpressão de SUN durante o desenvolvimento inicial do fruto 

constrito-alongado do mutante La/+. O aumento de expressão de SUN contribui para o 

alongamento do carpelo desde os primórdios carpelares (P1). P1: período 1; P2: período 2. 

Valores apresentados como média ± erro padrão. Os valores de MT foram normalizados para 

1,0.  *: valores considerados significativos para p < 0,05. 

 

O aumento de expressão de SUN no P1 de La/+ pode indicar que esse gene induza o 

alongamento do carpelo e seja responsável, em parte, pelo fenótipo do fruto observado no 

mutante (Fig. 4). Esse resultado sugere, ainda, uma provável interação entre SUN e LA, já que 

o aumento da expressão de LA está associada com o padrão de crescimento constrito-alongado 

do fruto (Fig. 5), e o aumento de expressão do SUN leva ao alongamento do fruto por um 
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maior número de divisões celulares no plano longitudinal e um menor número no plano 

transversal (Wang et al., 2013; Wu et al., 2011). As vias moleculares que devem interagir 

para a possível sinergia entre a via miR319a/LA e SUN na determinação do fenótipo de fruto 

alongado ainda não foram exploradas, mas provavelmente, o aumento de expressão de LA e 

SUN (detectado nos dois períodos avaliados) induzem o alongamento do fruto. 

No sentido inverso, os níveis de expressão do gene OVATE estão reduzidos no período 

P1 no mutante La/+, quando comparado ao MT  (Fig. 15). 

 

Figura 15. Redução da expressão de OVATE durante o desenvolvimento inicial do 

fruto constrito-alongado no mutante La/+. O gene OVATE é subexpresso durante o 

desenvolvimento inicial do carpelo do mutante La/+. P1: período 1; P2: período 2. Valores 

apresentados como média ± erro padrão. Os valores de MT foram normalizados para 1,0. *: 

valores considerados significativos para p < 0,05. 

 

 

O gene OVATE é um regulador negativo do crescimento e contribui para o controle do 

tamanho dos verticilos florais (Liu et al., 2002), sendo que sua superexpressão leva a 

fenótipos de tamanho reduzido nos órgãos vegetativos e florais de arabidopsis (Wang et al., 

2007), bem como em tabaco (Hackbusch et al., 2005). Contrariamente, observa-se no mutante 

perda de função ovate a formação de frutos de tomateiro periformes e alongados 

longitudinalmente (van der Knaap et al., 2014). Dessa forma, os baixos níveis de expressão 
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do gene OVATE em P1 parece contribuir para o fenótipo constrito-alongado do fruto do 

mutante La/+. Provavelmente, a expressão do gene OVATE no estágio 2-5 dpi seria 

necessária para reduzir a proliferação celular excessiva no sentido apical-basal de crescimento 

do carpelo, o qual ocorre no mutante La/+, o que manteria o formato isométrico do fruto em 

MT, em  vez do constrito-alongado no mutante La/+ (Fig. 5).  

 

4. 5. O aumento de resposta à auxina do mutante La/+ pode determinar o padrão 

de crescimento constrito-alongado do fruto  

4. 5. 1. O padrão espacial de resposta à auxina nos botões florais de La/+ 

A resposta de auxina nos botões florais pré-antese em P1 de plantas La/+ pDR5::GUS 

demonstrou alteração de resposta na região medial e nos limites superior e inferior que 

demarcam a diferenciação entre as sépalas (Fig. 16C), enquanto o controle positivo 

pDR5::GUS apresentou um padrão restrito e contínuo nas áreas que delimitam as sépalas 

(Fig. 16B).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.  Localização diferencial de atividade de auxina em botões florais de 

La/+ pDR5::GUS. A: botão floral de planta MT não transgênica (controle negativo). B: botão 

floral de planta MT contendo o transgene pDR5::GUS (controle positivo). Seta indica sinal de 

resposta à auxina na região de delimitação das sépalas C: botão floral de planta da geração F1 

do cruzamento La/+ X pDR5::GUS. Setas indicam sinal de resposta à auxina na região medial 

do botão floral e ápice das sépalas em formação. Estágio de desenvolvimento: P1. 

La/+ pDR5 MT pDR5 
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Essa diferença de resposta é, no entanto, inconclusiva, pois seria necessário a remoção 

dos verticilos florais que envolvem o carpelo para detectar o sinal especificamente nos 

primórdios carpelares, o que é dificultado pelo tamanho reduzido dos botões florais. 

Entretanto, cortes histológicos de tecido de botões florais (estágio P1) fixados em resina dos 

genótipos pDR5::GUS e La/+ pDR5::GUS estão sendo obtidos para melhor visualização da 

distribuição de auxina no início de desenvolvimento do carpelo. Não obstante, a diferença de 

sinal observada externamente nos botões florais parece indicar um acúmulo de auxina na 

região basal que é similar ao detectado nos ovários em P2 do cruzamento La/+ X pDR5::GUS 

(Fig. 17). Esse padrão de resposta à auxina pode indicar também uma alteração na 

distribuição de auxina no eixo proximal-distal que pode contribuir para o fenótipo constrito-

alongado dos ovários e frutos de plantas La/+. 

 

4. 5. 2. A polarização de resposta à auxina nos carpelos maduros de La/+ 

A análise de ovários pré-antese em P2 das plantas La/+ pDR5::GUS demonstra uma 

localização diferencial da atividade de auxina nessas plantas, apresentando uma polarização 

basal, enquanto os ovários de pDR5::GUS apresentam uma detecção na porção medial do 

estilete (Fig. 17).  

 

Figura 17.  Polarização basal de resposta à auxina em ovários maduros de La/+ 

pDR5::GUS. A: carpelo de planta MT não transgênica (controle negativo). B: carpelo de MT 

transformado com vetor contendo pDR5::GUS (controle positivo). Setas indicam sinal de 

resposta à auxina no ápice do ovário e base do estilete C: botões florais da geração F1 do 

cruzamento La/+ X pDR5::GUS. Seta indica sinal de resposta à auxina na região basal do 

carpelo. A-C: ovários de flores emasculadas. Período de desenvolvimento: P2 
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A polarização basal de resposta à auxina observada no carpelo de La/+ remete à 

formação de um gradiente de auxina que regula o desenvolvimento do gineceu. Essa ideia foi 

apresentada em arabidopsis a partir da proposição de um modelo em que o padrão de 

desenvolvimento do gineceu é determinado pelo fluxo de auxina apical-basal gerando um 

gradiente de concentração decrescente no eixo de crescimento proximal-distal (Nemhauser et 

al., 2000). O modelo sugere que um gradiente de auxina apical-basal é necessário para o 

estabelecimento, ainda no primórdio carpelar, das regiões que formarão o ovário, o estilete e o 

estigma, bem como a manutenção do padrão de delimitação entre eles. Entretanto, tal modelo 

foi baseado na aplicação de ácido naftilftalámico (NPA), um inibidor de transporte de auxina, 

para demonstrar o efeito do acúmulo de auxina no gineceu do mutante ettin, o qual contém 

mutação no gene ARF3, membro da família ARF (Auxin Responsive Factor). O gineceu de 

plantas ettin apresenta estigma e estilete pouco desenvolvidos (Nemhauser et al., 2000). 

Novos estudos têm proposto, no entanto, a revisão desse modelo (Robert et al., 2015; 

Liu e Franks, 2015) visando uma abordagem mais abrangente e detalhada da distribuição de 

auxina durante o desenvolvimento do gineceu de arabidopsis. Análises da localização de 

auxina no estágio inicial do gineceu indicam sinal apenas no ápice, sem detecção de um 

gradiente apical-basal (Girin et al., 2011), assim como, uma detecção apical inicial, seguida 

de uma expressão meso-lateral em vasos condutores (Larsson et al., 2013). De fato, a 

distribuição de auxina durante o desenvolvimento do gineceu parece não se caracterizar 

somente por um gradiente de concentração longitudinal, mas por um transporte regulado nos 

diferentes eixos de crescimento, inclusive na determinação do estabelecimento radial do 

gineceu (Østergaard et al., 2014). 

A ausência de detecção de um gradiente de concentração de resposta à auxina no 

carpelo de pDR5::GUS (Fig. 17B)  e a polarização basal de resposta á auxina do carpelo do 

mutante La/+ (Fig. 17C) se contrapõem, portanto, ao modelo proposto por Nemhauser e 

colaboradores (2000) e sugerem que possa haver, na verdade, uma inversão do gradiente de 

auxina no eixo de crescimento proximal-distal. Esse resultado pode estar relacionado com o 

sentido de transporte da auxina estabelecido pelos transportadores de membrana de auxina do 

tipo PIN. 

A análise do transporte de auxina via PIN tem sido amplamente utilizada para 

compreensão da organogênese de estruturas vegetativas e reprodutivas em plantas (Benková 

et al., 2003; Liu e Hawkins et al., 2014; Østergaard et al., 2014; Robert et al., 2015). Recentes 
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análises em arabidopsis mostraram o acúmulo deste transportador polar de auxina no ápice 

das células de replum (tecido conectivo da válvula), o que indica transporte de auxina no 

sentido basal-apical (Grieneisen et al., 2013). Isso poderia explicar a polarização basal de 

auxina no carpelo de plantas La/+ pDR5::GUS (Fig. 17C). Em tomateiro, já foi demonstrado 

que a aplicação de NPA induz a formação de folhas simples (fenótipo característico de La/+) 

em plantas selvagens regeneradas in vitro (Avasarala et al., 1996). A relação da inibição do 

transporte de auxina com a expressão precoce de LA observada na morfogênese foliar do 

mutante La/+ (Ori et al., 2007) permanece, contudo, desconhecida, o que faz dos 

transportadores PIN, candidatos em potencial para a caracterização do transporte de auxina 

nos ovários do mutante La/+ e para a elucidação da polarização basal de auxina no carpelo de 

plantas La/+. 

Outra observação interessante é a detecção do sinal no ápice do ovário e base do 

estilete, bem como da parede do ovário na região meso-lateral do carpelo de pDR5::GUS 

(Fig. 17B) e ausência dessa detecção em plantas La/+ pDR5::GUS (Fig. 17C). Essa resposta 

diferenciada à auxina pode ser devida à redução de sensitividade à auxina no eixo meso-

lateral, uma vez que, ao se aplicar solução de NPA no gineceu de arabidopsis, há crescimento 

lateral do estilete (Nole-Wilson et al., 2010; Larsson et al., 2013).  

Os diferentes padrões de resposta à auxina detectados nos carpelos de La/+ 

pDR5::GUS no período P2 ainda são, contudo, inconclusivos para caracterizar o padrão de 

resposta à auxina do mutante La/+  durante todo o período de desenvolvimento do carpelo (2-

10 dpi), já que que os resultados de P1 impossibilitam a visualização do primórdio carpelar 

nesse período. No entanto, a detecção da atividade de auxina na porção basal do ovário de 

La/+ reforça a necessidade de revisão do modelo proposto por Nemhauser e colaboradores 

(2000). 

 

4. 5. 3. O acúmulo e a maior responsividade à auxina no carpelo de plantas La/+  

O gene ToFZY1 apresenta padrão de expressão similar no estágio P1 nas plantas MT e 

La/+ e aumenta significamente em P2 nos carpelos de plantas La/+, a ponto de ser quatro 

vezes maior que em plantas MT (Fig. 18). 
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Figura 18. Aumento de expressão de ToFZY1 no período de maturação do 

carpelo do mutante La/+. A expressão de ToFZY1 aumenta quatro vezes em carpelos no 

estágio P2 de plantas La/+, período em que ocorre a maturação do carpelo. P1: período 1; P2: 

período 2. Valores apresentados como média ± erro padrão. Os valores de MT foram 

normalizados para 1,0 *: valores considerados significativos para p < 0,05. 

 

O gene ToFZY1 regula o desenvolvimento vegetativo e floral (Chandler et al., 2009; 

Cheng et al., 2006), atuando na via de biossíntese de auxina, mas especificamente na etapa 

final de conversão do ácido indol-3-pirúvico em ácido indol-3-acético (Zhao et al., 2001). O 

gene ToFZY1 é homólogo ao gene YUCCA de arabidopsis, o qual faz parte de uma família 

com mais 10 membros, sendo que em tomateiro, foram identificados recentemente 6 

homólogos da mesma família (ToFZY), dos quais destacam-se os ToFZY1, ToFZY4 e ToFZY5 

com padrão de expressão detectado no período P1 do desenvolvimento floral (Expósito-

Rodríguez et al., 2011). O nível de expressão do gene ToFZY1 aumentou no mutante La/+ no 

período P2, quando comparado ao MT (Fig. 18), o que pode estar relacionado com o aumento 

de biossíntese de auxina na base do carpelo de plantas La/+ pDR5::GUS (Fig. 17C) e a 

consequente polarização do hormônio nessa região. Ademais, o aumento de biossíntese leva à 

um aumento de resposta proporcional no carpelo maduro do mutante La/+, como é observado 

no aumento significativo de expressão do gene ARF3 em P2 (Fig. 19). 
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Figura 19. Expressão diferencial do gene ARF3 durante o desenvolvimento do 

carpelo do mutante La/+. O gene ARF3 é subexpresso no início do desenvolvimento do 

carpelo e passa a ser mais expressodurante a maturação do carpelo. P1: período 1; P2: 

período 2. Valores apresentados como média ± erro padrão. Os valores de MT foram 

normalizados para 1,0.  *: valores considerados significativos para p < 0,05. 

 

O gene ARF3 é um membro da família de fatores responsivos à auxina (ARFs) 

composta por 23 membros que foram identificados em arabidopsis (Tiwari, S. et al., 2003). 

Os ARFs são fatores de transcrição que contém uma sequência específica (TGTCTC) 

denominada elemento de resposta à auxina e responsável por ativar promotores de genes que 

respondem primariamente ao aumento dos níveis desse hormônio (Guilfoyle e Hagen, 2007). 

O ARF3 é também conhecido como ETTIN em função dos estudos com o mutante ettin de 

arabidopsis que apresenta alterações dos verticilos florais como aumento do número de 

sépalas e pétalas e diminuição do número de estames (Pekker et al., 2005). Particularmente, 

esse mutante apresenta alterações durante o desenvolvimento do gineceu que abrangem desde 

o alongamento precoce do meristema floral e diferenciação precoce do estigma até a má 

formação da valva e alongamento da base do ovário (Sessions, 1997; Nemhauser et al., 2000). 

Essas alterações fenotípicas são similares à progressão do fenótipo constrito-alongado 

observado durante o desenvolvimento do carpelo do mutante La/+ (Fig. 7). Além disso, os 

níveis de expressão do ARF3 no mutante La/+ indicam uma redução significativa no período 

P1 que pode, assim como em ettin, levar à diferenciação precoce de células do MF que dão 

origem aos primórdios carpelares e desencadear o fenótipo constrito-alongado do carpelo. 
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 Posteriormente, a expressão do ARF3 aumenta em P2, sendo o dobro em relação à 

MT. Isso indica aumento de resposta à auxina e acompanha o aumento da biossíntese desse 

hormônio no mesmo período (Fig. 18). Interessantemente, foi demonstrado que o knockdown 

do miR160 leva não só à desrepressão de genes ARFs, mas também a um aumento 

significativo de expressão desses genes, o que resulta em alongamento do carpelo e formação 

de frutos piriformes, similares ao do mutante ovate (Damodharan et al., 2016). 

Adicionalmente, a diminuição da expressão do miR160 resulta também em desenvolvimento 

de folhas similares ao do mutante La/+ (Damodharan et al., 2016). De fato, o alongamento do 

carpelo e dos frutos de La/+ estão relacionados com o aumento de resposta à auxina 

evidenciado pelo aumento de expressão do ToFZY1 e do ARF3 (Fig. 18; Fig. 19) no período 

P2. 

 A auxina age, ainda, de maneira antagônica em relação à citocinina no meristema 

apical, o que deve ocorrer também no MF: a auxina promove diferenciação celular, enquanto 

a citocinina induz divisão celular (Zúñiga-Mayo et al., 2014). A aparente contradição entre os 

efeitos da resposta à auxina induzidos pelo ARF3 nos períodos P1 e P2 pode ocorrer, 

entretanto, em função de uma resposta fisiológica específica em cada estágio: no primeiro, a 

diminuição de resposta à auxina pode induzir uma diferenciação antecipada dos primórdios 

carpelares, enquanto no segundo, o aumento de resposta à auxina pode ocorrer como uma 

resposta indireta de uma provável realocação das proteínas transportadoras PIN no carpelo 

maduro, o que pode ser inferido da polarização de auxina observada na base do carpelo (Fig. 

17C). Isso pode resultar num crescimento diferencial da porção supra-medial do ovário e 

explicaria o alongamento e a constrição medial do carpelo (Fig. 6D).  

 

4. 6. Modelo proposto para o desenvolvimento do fruto de tomateiro 

As vias genéticas e hormonais que regulam o desenvolvimento do fruto em Solanum 

Lycopersicum são amplamente estudadas (Giovannoni, 2001; Ruan et al., 2012; van der 

Knaap et al., 2014), seja no período mais conhecido relativo à pós-fertilização dos óvulos ao 

crescimento e amadurecimento do fruto (Terao et al., 2013) ou no período pré-antese da flor 

que caracteriza todo o desenvolvimento do carpelo que dará origem ao fruto (Xiao et al., 

2009). Entretanto, nenhum modelo de desenvolvimento do fruto que contemple a interação 

entre os genes e fitohôrmonios reguladores deste processo foi proposto. 
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A relevância de cada um dos dados apresentados, bem como a inter-relação entre eles 

evidencia um possível panorama durante todo o desenvolvimento do carpelo (2-10 dpi) em 

que LA não apenas regule o desenvolvimento do carpelo como em folha, mas também, que 

interaja com SUN e OVATE para a indução do alongamento dos frutos e, ainda, promova o 

aumento de biossíntese e resposta à auxina através da indução da expressão do ToFZY1 e 

ARF3,respectivamente,  no estágio P2 de desenvolvimento do carpelo do mutante La/+.  

Considerando tal cenário (Fig. 20), especificamente no período inicial P1, o MF, por 

influência do aumento de expressão de LA (Fig. 11), apresenta uma redução do tempo de 

divisões celulares que seria necessário para o estabelecimento do número ideal de células a se 

diferenciariam em cada tecido. Da mesma forma, pela indução da superexpressão de SUN em 

P1 (Fig. 14), o MF se diferencia prematuramente e inicia-se o alongamento dos primórdios 

carpelares. Ao mesmo tempo, a subexpressão do ARF3 indica uma redução de resposta à 

auxina, que nesse período, é essencial para a demarcação dos limites de crescimento entre os 

grupos celulares que vão se diferenciar nos tecidos do carpelo. No período seguinte (P2), o 

carpelo cresce, mas se diferencia antecipadamente, uma vez que LA e SUN são ainda mais 

expressos (Fig. 11; Fig. 14). Simultaneamente, o aumento de biossíntese de auxina gerado 

pela superexpressão de ToFZY1 (Fig. 18) gera um acúmulo dessse hormônio e resulta numa 

maior resposta à auxina induzida pela superexpressão de ARF3 (Fig. 19). A alteração de 

resposta aos níveis hormonais pode interferir no fluxo de auxina via realocação de proteínas 

transportadoras PIN e promover o direcionamento ou retenção de auxina na base do ovário 

(Fig. 17). A polarização basal de auxina no carpelo e a superexpressão de LA e SUN induzem 

a diferenciação precoce da placenta e dos óvulos e, ainda, promovem um padrão de 

crescimento diferencial da parede do carpelo: enquanto a base para de crescer e se diferencia 

antecipadamente, o ápice, o estilete e o estigma continuam crescendo (Fig. 7). Esse padrão de 

crescimento diferencial resulta, finalmente, na constrição medial e no alongamento do carpelo 

(Fig. 6), que ao ser fertilizado, desenvolve-se em um fruto constrito-alongado (Fig. 5). 
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Figura 20. Modelo hipotético das vias regulatórias do desenvolvimento do carpelo 

do mutante La/+. P1: subexpressão de OVATE e superexpressão de LA e SUN promovem 

crescimento prematuro dos primórdios carpelares, enquanto a expressão de ARF3 é inibida 

indiretamente por via desconhecida. X: desrepressão de LA pelo miR319a. P2: subexpressão 

de OVATE e superexpressão de LA, SUN, ToFZY1 e ARF3 promovem fenótipo constrito-

longado do carpelo e frutos de La/+. O miR319a é omitido em P2 para falicitar visualização 

dos genes. 
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5. TABELAS SUPLEMENTARES 

 

 

Tabela S1. Primers utililizados para os genes avaliados nos ensaios de qPCR. 

 

 

Tabela S2. Primers utililizados para o miR319a avaliado no ensaio de qPCR. 
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5. FIGURAS SUPLEMENTARES 

 

 

Figura S1. Obtenção da sonda de hibridização LANCEOLATE. A: Clonagem da região 

1254-1785 da ORF do gene LA. B: Sonda para hibridização de LA. M: marcador (ladder); C: 

colônia; N: controle negativo; S: sonda. Seta indica o tamanho esperado do transcrito (530 

pb).  

                                 

Figura S2. Eficiência da sonda de hibridização LANCEOLATE. Confirmação da 

eficiência das sondas. T7: RNA polimerase utilizada para transcrever sonda LA anti-senso 

(quadruplicata). SP6: RNA polimerase utilizada para transcrever sonda LA senso (utilizada 

como controle negativo no ensaio de hibridização). (+): sonda anti-senso transcrita por T7 

utilizada como controle positivo. 1-  10-4: diluição seriada. 
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