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RESUMO 

  MicroRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs regulatórios (20-22 nt) requeridos 
em vários aspectos do desenvolvimento vegetal, incluindo o estabelecimento da 
dorsoventralidade foliar, desenvolvimento do sistema vascular, desenvolvimento do 
sistema radicular lateral, dentre outros. A maioria desses processos tem sido 
extensivamente investigada em plantas-modelo tais como arabidopsis, embora estudos 
em plantas de importância econômica sejam ainda incipientes. Neste trabalho foram 
geradas plantas transgênicas de tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Micro-Tom 
superexpressando o precursor do microRNA159. Um dos alvos do miR159 é o gene 
GAMYB, o qual codifica um fator de transcrição implicado em processos de transdução 
de sinal dos hormônios giberelina (GA) e ácido abscísico (ABA). Tais hormônios estão 
envolvidos com a formação da arquitetura vegetativa em várias espécies. Embora vários 
estudos venham sendo realizados com o intuito de elucidar o papel do gene GAMYB em 
processos fisiológicos tais como indução na expressão de enzima hidrolíticas 
necessárias para germinação e ativação da expressão gênica durante o desenvolvimento 
do endosperma, o papel da via genética miR159/GAMYB na formação de órgãos 
vegetativos e reprodutivos ainda necessita ser investigado. Portanto, as plantas 
transgênicas de S. lycopersicum MT geradas nesse trabalho podem auxiliar no estudo do 
papel do miR159 na formação da arquitetura vegetativa e formação de frutos de 
tomateiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

MicroRNAs (miRNAs) are small regulatory RNAs (20-27 nt) required in many aspects 
of plant development, including establishment of leaf patterning, vascular system and 
lateral root development, among others. Most of these processes have been extensively 
studied in model plants such as Arabidopsis, although studies on economically 
important crops, such as tomato, are still incipient. In this work, we generated 
transgenic Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom plants overexpressing the 
microRNA159 precursor. Targets of miR159 include GAMYB genes, which encode 
transcription factors involved in gibberellin (GA) and abscisic acid (ABA) signaling 
during plant reproductive and vegetative development . Although some studies have 
investigated the roles of miR159 and GAMYB genes in the induction in the expression 
of hydrolytic enzymes necessary for germination and the activation of gene expression 
during endosperm development, the role of the genetic pathway miR159/GAMYB in 
the formation of vegetative tissues still needs to be investigated. Therefore, the 
transgenic plants generated in this study may help to elucidate the role (s) of miR159 
and GAMYB genes in the formation of vegetative architecture in tomato. 
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1. Introdução 

 MicroRNAs (miRNAs) são uma classe de pequenos RNAs não codantes endógenos 
(20-22 nt). Sua biossíntese é iniciada pela transcrição do gene MIR via RNA Polimerase II 
(RNA Pol II). O transcrito primário, ou precursor (pri-miRNA), é um RNA longo de fita-
simples e poliadenilado que forma uma estrutura secundária do tipo “hairpin” ou grampo. O 
pri-miRNA é processado via ação de diferentes enzimas, tais como a enzima RNAse III 
DICER-LIKE1 (DCL1), e gera o precursor intermediário ou pre-miRNA (VAUCHERET, 
2006). O pre-miRNA é clivado novamente pela enzima DCL1, resultando em um duplex 
imperfeito de RNA (20-22 nt), o que contém tanto o miRNA maduro, quanto sua fita 
complementar, denominado miRNA*. Esse duplex de RNA é metilado pela enzima HEN1 
(YANG et al., 2006) e o miRNA maduro é posteriormente incorporado ao complexo 
proteico RISC que contém a enzima ARGONAUTA (AGO1), a qual é responsável por 
“guiar” o miRNA maduro, clivando mRNAs específicos ou promovendo a repressão da 
tradução de genes-alvo (VOINNET, 2009).  

MicroRNAs e outros RNAs regulatórios desempenham papel crucial em diversos 
processos biológicos em plantas, incluindo desenvolvimento (NOGUEIRA et al., 2007), 
sinalização via fitohormônios (ACHARD et al., 2004; MALLORY; BARTEL; 
BARTEL,2005) e resposta a estresses bióticos e abióticos (LU et al., 2005). Desde que os 
miRNAs foram descritos, primeiro em animais e posteriormente em plantas (LEE et al, 
1993; LAGOS-QUINTANA et al., 2001; REINHART et al. 2002), vários avanços foram 
feitos visando o melhor entendimento da sua biogênese, modo de ação e efeitos biológicos, 
inclusive em plantas. Tais avanços vêm mostrando a importância dos miRNAs e outros 
RNAs regulatórios em diversos processos biológicos em plantas, incluindo 
desenvolvimento. MiRNAs estão imersos em complexas vias que incluem fatores de 
transcrição (LIU; CHEN, 2009). Transcritos dos FTs do tipo HD-ZIPIII, são alvos dos 
microRNAs miR165 e miR166 (JUAREZ et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2007; 2009), 
enquanto os FTs CUC1, 2 e 3 são alvos do microRNA miR164 (LAUFS et al., 2004). 
Alguns membros da família de FTs do tipo TCP em Arabidopsis, homólogos ao gene tb1, 
são regulados pós-transcricionalmente pelo microRNA 319/JAW (KOYAMA et al., 2007).  
 

1.1- MicroRNAs e arquitetura vegetal  

A determinação da arquitetura vegetal vegetativa se dá através da relação entre 
dominância apical e brotação lateral. A dominância apical é o fenômeno em que, na maioria 
das espécies vegetais, o meristema apical inibe a brotação lateral (SHIMIZU-SATU & 
MORI 2001). A formação de gemas axilares/laterais, bem como sua posterior brotação 
(ramificação), é um fator primordial no que diz respeito à determinação da arquitetura 
vegetativa. A capacidade de formação e desenvolvimento de ramos laterais afetam tanto a 
biomassa foliar como o número de inflorescências (DOUST, 2007). A ramificação é 
definida como a organização tridimensional do corpo da planta, incluindo padrão de 
brotação lateral, forma e posição das folhas e órgãos florais (REINHARDT; 
KUHLEMEIER, 2002).  
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A transição do estádio dormente para o estádio ativo de desenvolvimento de gemas 
laterais constitui um fenômeno altamente complexo e coordenado, e inclui uma rede de 
interação entre uma série de fatores, como a alteração na produção e percepção de 
fitohormônios, tais como a auxina e a citocinina (SHIMIZU-SATO; MORI, 2001), 
giberelina (RIEU et al., 2008), estrigolactonas (BREWER et al., 2009), resposta a fatores 
ambientais – temperatura e luminosidade (CHAO, 2007) e modificações na expressão de 
determinados genes (SCHMITZ & THERES, 2005; DOUST, 2007).  

Nos últimos anos, vários genes vêm sendo pesquisados e descritos devido à sua 
importância na formação de gemas laterais e sua posterior brotação (SCHMITZ & THERES, 
2005; DOUST, 2007). Por exemplo, membros da classe III de fatores de transcrição do tipo 
HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER (HD-ZIPIII) REVOLUTA, PHABULOSA e 
PHAVOLUTA controlam a formação do meristema apical e lateral (EMERY et al., 2003). 
Durante o estabelecimento dorso-ventral da folha, por exemplo, miR166 restringe o acúmulo 
de transcritos dos genes HD-ZIPIII na face superior (adaxial) dos primórdios foliares em 
desenvolvimento. Essa regulação espacial dos transcritos dos genes HD-ZIPIII é um fator-
chave para o desenvolvimento da lâmina foliar em milho e arabidopsis (NOGUEIRA et al., 
2007; CHITWOOD et al., 2009). Genes do tipo CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC) são 
regulados por membro da família do miRNA164 e desempenham papel importante na 
formação dos limites entre o meristema apical e primórdios foliares, o que é um pré-
requisito para a identidade e formação da gema lateral (LAUFS et al., 2004). O aumento no 
nível de transcritos do gene teosinte branched1 (tb1), um dos membros “fundadores” da 
família de fatores de transcrição do tipo TCP (TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA, e 

PCF) (CUBAS et al., 1999), regulados pelo miRNA319, na gema axilar é associado com a 
redução da ramificação lateral em milho e arroz (TAKEDA et al., 2003). A perda do sítio de 
regulação pelo miR319 e o consequente aumento do nível de transcritos de seus alvos TCP 

induz a geração de folhas simples em Solanum lycopersicum (ORI et al., 2007), espécie que 
sabidamente possui folhas compostas.  
 

1.2 Interação GA, GAMYB e sua regulação via miRNAs  

O ácido giberélico (GA), quando biologicamente ativo, é um importante regulador 
associado a uma série de fatores relacionados ao crescimento e desenvolvimento, incluindo 
germinação de sementes, elongamento do caule, expansão de folha, início do 
desenvolvimento floral e de sementes (GOCAL et al., 2001; YAMAGUCHI, 2008). O início 
do desenvolvimento de frutos também é um processo dependente da ação de GAs em 
tomateiro (JONG et al., 2009). Serrani et al (2007) demonstra que a aplicação de GA em 
tomateiro induz o desenvolvimento do fruto. Muitos estudos vêm sendo desenvolvidos sobre 
o papel molecular da sinalização de GA. Uma abordagem alternativa para a compreensão de 
transdução de sinal GA tem envolvido estudos funcionais, em particular com células de 
aleurona de cereais. Estes estudos têm identificado um número de passos iniciais de 
sinalização de GA que precedem a expressão de enzimas hidrolíticas tais como a alfa-
amilase. Esses passos envolvem, por exemplo, a proteína G-heterotrimerica (JONES et al., 
1998; UEGUCHI-TANAKA et al., 2000) e cGMP (PENSON et al., 1996).  

Os genes GAMYB ou GAMYB-like são fatores de transcrição implicados em 
processos de transdução de sinal de GA (WOODGER et al., 2003) e foram primeiramente 
identificados como reguladores positivos da sinalização de GA em células de aleurona de 
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cevada (GUBLER et al., 1995). Desde então, tem-se estudado o papel de genes GAMYB-like 

em uma série de processos fisiológicos de extrema importância, dentre os quais destaca-se a 
atuação do GAMYB na indução da expressão de genes codificantes de enzimas hidrolíticas 
que são necessárias para a germinação (GUBLER et al. 1997). Também já foi demonstrado, 
em arroz, que o GAMYB é expresso nas anteras de cereais, e que sua expressão é mais 
acentuada em células do tapete das anteras e também é induzida por ação de GA (MURRAY 
et al.,2003; AYA et al., 2009), além de seu envolvimento no processo de apoptose de células 
do tapete de anteras e células de aleurona (TSUJI et al., 2006; AYA et al., 2009). Kaneko et 
al (2004) descreveram que a mutação de perda de função do gene OsGAMYB tem por 
consequência defeitos no elongamento de entrenós e no desenvolvimento das anteras e de 
pólen. Desta forma, fica claro que o GAMYB possui múltiplos papéis significativos na 
cascata de sinalização por GA (GOCAL et al 2001 ). Isso se deve também à interação deste 
com outros genes que também são regulados por GA. Um exemplo interessante é o que 
ocorre com as proteínas repressoras com domínio do tipo DELLA, as quais são ativas na 
ausência de GA. Esse fato tem por consequência o bloqueio de genes induzidos por esse 
fitormônio (GUBLER et al. 2002 ).  

O GAMYB está entre os genes com expressão bloqueada na presença de proteínas 
com domínio do tipo DELLA. Contudo, evidências indicam que o GAMYB não é alvo direto 
de proteínas com domínio DELLA (SUN E GUBLER, 2004). Em tomateiro, o mutante 
natural procera (pro) possui mutação pontual no gene SlGAI (Solanum lycopersicum GA 

insensitive), um repressor de crescimento tipo DELLA. A mutação SlGAI foi identificada 
como forte candidata à geração do fenótipo pro (BASSEL et al., 2008), no qual a estrutura 
do vegetal é extremamente modificada quando comparada ao selvagem, apresentando um 
crescimento rápido, e menos brotação lateral, além de uma alta tendência de formar frutos 
partenocárpicos. Tal como esperado, o gene  LeGAMYB1 é induzido em tecidos foliares do 
mutante pro quando comparado ao tomateiro MT (LOMBARDI-CRESTANA et al., 2012).  

Os genes GAMYB ou GAMYB-like, como já exposto acima, codificam para fatores de 
transcrição e atuam em uma série de processos fisiológicos em diferentes órgãos vegetais. 
Também se enquadra dentro do grupo de genes que sofrem regulação pós-transcricional via 
microRNAs, visto que o gene GAMYB é alvo do miRNA miR159 (TSUJI et al., 2006). O 
miR159 reprime a expressão de genes conservados GAMYB-like, implicados na sinalização 
de GA em anteras e sementes (ALONSO-PERAL et al., 2010). Reyes e Chua (2007) 
mostraram em arabidopsis que o ácido abscísico (ABA) induz a produção de miR159 para 
regular a expressão de genes GAMYB-like na germinação de sementes sob condições de 
estresse hídrico.  

A expressão do miR159 em gemas axilares já foi demonstrado por experimentos de 
hibridização in situ, sugerindo que este possui um papel importante nos processos de 
diferenciação destes tecidos (VÁLÓCZI, 2006). Além disso, trabalho realizado pelo nosso 
grupo de pesquisa demonstrou, em cana-de-açúcar (Saccharum sp), a regulação do gene 
SsGAMYB, pelo menos em parte, pelo SsmiR159 no desenvolvimento de gemas laterais 
(Ortiz-Morea et al, 2013). A maioria das sequências identificadas do SsmiR159 foram 
provenientes de bibliotecas de pequenos RNAs expressos em gemas inativas; isso, aliado ao 
fato de seu acúmulo ser profundamente reduzido nas gemas em desenvolvimento, sugere 
que o gene SsGAMYB é predominantemente regulado em gemas inativas pelo SsmiR159 
(Ortiz-Morea, 2011; Ortiz-Morea et al, 2013). Adicionalmente, com a utilização do 
promotor do gene GAMYB1 de tomateiro (LeGAMYB1), fusionado ao gene repórter da 
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enzima ß- Glucuronidase (GUS), foi demonstrado que o LeGAMYB1 é expresso em gemas 
axilares de tomateiro (GONG E BEWLEY 2010).  

Com base em todas as informações anteriormente levantadas sobre a atuação do 
GAMYB em diversos processos fisiológicos em plantas, sua correlação negativa com o 
miR159, e obviamente ao fato de ambos serem expressos em gemas axilares, levanta-se a 
hipótese da possível contribuição dessa via de regulação no desenvolvimento de órgãos 
laterais e, por consequência, sobre a participação desta mesma via na determinação da 
arquitetura vegetativa e na formação de frutos.  
 

1.3 Alguns aspectos genéticos e moleculares relacionados à formação, desenvolvimento 
e amadurecimento de frutos carnosos. 

 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 como sistema para análises genéticas e moleculares do 
desenvolvimento e amadurecimento de frutos carnosos, (Giovannoni, 2001).    
 O desenvolvimento do fruto de tomateiro pode ser dividido em etapas com 
características distintas: No primeiro estádio, é determinada a identidade dos verticilos 
florais com consequente estabelecimento da arquitetura floral, a qual será responsável pela 
estrutura final do fruto. Em seguida, inicia-se um período de intensa divisão celular seguido 
por uma fase de rápida expansão celular que culmina em extensivo aumento no tamanho do 
fruto. O último estádio é o amadurecimento, no qual ocorre uma série de modificações 
bioquímicas e fisiológicas responsáveis pela produção do fruto maduro. 
 Nos últimos anos, houve um avanço na caracterização das vias genéticas que 
controlam o amadurecimento desta espécie modelo.  A identificação de genes tais como 
MADS-RIN  (Vrebalov  et al., 2002) e COLORLESS NON RIPENING (CNR) (Manning  et 
al., 2006)  mostrou a existência de rotas independentes ao fitohormônio  etileno, as quais são 
capazes de regular o processo de amadurecimento. Diferentemente do amadurecimento, as 
etapas iniciais e intermediárias do desenvolvimento do fruto são pouco compreendidas 
quanto à regulação gênica. 
 Recentemente, foi demonstrado que o perfil de expressão de pequenos RNAs  
(principalmente  microRNAs)  apresenta mudanças acompanhando os diferentes estádios do 
desenvolvimento do fruto de tomateiro  (Mohorianu et al., 2011,) inclusive do miR159 (Zuo, 
2012).  Tais resultados sugerem que estes pequenos RNAs não codantes apresentam funções 
regulatórias no desenvolvimento do fruto, além da atuação em diferentes órgãos como já 
citado acima. 
 Vários genes regulatórios codificantes de FTs tem sido associados a características 
singulares do desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de tomateiro. Um exemplo notável 
é a regulação gênica negativa exercida pelo miR156 sobre os FTs do tipo  SQUAMOSA  

PROMOTER-BINDING-LIKE PROTEINS  (SPLs) (Chen  et al. 2010). A descrição desta 
família de fatores de transcrição em uma espécie de fruto carnoso mostrou a existência de 
um novo papel regulatório para esses genes, diferentemente do que já havia sido descrito 
para as espécies modelo Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (Schwab et al.,2005; 
Xie;Wu;Xiong, 2006). 
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  Genes regulatórios envolvidos no desenvolvimento floral foram recrutados para 
novas funções modulando o amadurecimento tanto em frutos secos como em carnosos 
durante o curso da evolução de angiospermas (Leseberg et al., 2008).  Embora existam 
vários trabalhos relatando os genes e as vias genéticas implicadas no desenvolvimento do 
fruto de tomateiro, pouco se sabe sobre as vias genéticas que podem afetar a formação e 
desenvolvimento de frutos envolvendo o miR159 e seus alvos.  

 
1.4. Uso do tomateiro (Solanum lycopersicum) como planta modelo em estudos 
genéticos.  

Além de sua importância econômica, o tomateiro tem sido utilizado como planta-
modelo em diversos estudos genéticos e moleculares relacionados ao desenvolvimento 
vegetal. Em particular, a cultivar Micro-Tom (MT) tem sido bastante utilizada para tais 
estudos, além de ser considerado um modelo para estudos de genômica funcional baseado 
em transformação genética (DAN et al., 2006; SUN et al.,  2006). O MT possui 
características comparáveis as de Arabidopisis thaliana, como crescimento determiado e 
curto ciclo de vida, sendo adequado para experimentos envolvendo mutagêneses em larga 
escala, cruzamentos com mutantes (MEISSNER et al., 1997; PINO-NUNES et al., 2008) e 
produção de plantas transgênicas (MEISSNER et al., 1997; MATHEWS et al., 2003).  

Vários genes regulatórios codificantes de FTs tem sido associados a características 
singulares do desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de tomateiro. Seu hábito de 
crescimento do tipo simpodial, além da presença de frutos carnosos, requer um controle 
específico de diversos aspectos do desenvolvimento (LOZANO et al., 2009) e essas 
características fazem do tomateiro Micro Tom, um modelo notável para o presente projeto. 
 

2. Objetivo geral  

O objetivo geral do projeto foi gerar plantas transgênicas de tomateiro (Solanum 

lycopersicum) Cv. MT superexpressando o miR159 a partir da fusão do promotor CaMV35S 
(35S) com o precursor do miR159 de tomateiro (SlMIR159), por nós identificado. Com a 
geração da planta transgênica será possível avaliar, fenotipicamente, o padrão de 
desenvolvimento de frutos e de brotação lateral. Também será avaliado o padrão de 
expressão de genes-alvo para o miR159 nas plantas transgênicas. 

 

3. Materiais e Métodos 

Bioinformática: microRNA159 em tomateiro 

 Em Arabidopsis existe um clado de, aproximadamente, sete genes GAMYB-like 
intimamente relacionados, os quais são potenciais alvos de três diferentes genes MIR159 
(Rhoades et al., 2002), dentre eles o MIR159a é a forma predominante (Fahlgren et al., 
2007). A partir dessa informação, foi usada a ferramenta de BLAST do site específico para 
tomateiro, Sol Genomics Network (http://solgenomics.net/) para encontrar a sequência do 
miR159 maduro (Figura 2a). Como resultado do BLAST, foi identificada a sequência do 
lócus correspondente ao SlMIR159 (Figura 2a), precursor do miR159, o que indicou a 
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presença desse microRNA também em tomateiro. Foi usada a mesma ferramenta para 
encontrar os possíveis alvos do miR159, dentre eles foi também confirmado o gene 
GAMYB-like como alvo presente em tomateiro. 

Construção do cassete de expressão  pDB159 para transformação genética 

 Inicialmente, foi realizada a extração de DNA genômico de folhas jovens de 
tomateiro MT seguindo o método CTAB descrito por DOYLE; DOYLE, 1987 (Figura 1). O 
DNA extraído foi utilizado para amplificação via PCR do locus do SlMIR159 (Figura 2). 
Para tanto foram desenhados os seguintes iniciadores:  

Primer F – SlMIR159 F CACCGGATCCACCCCTCTCCTCCATCATTT  

Primer R: SlMIR159 R 5’ GCACAAAGATCAAGAATCAAGA 3’ (Tm 58°C)  

 

Figura 1: Gel da extração de DNA de genômico de tomateiro MT. L: 1 kb plus DNA 
ladder. 1, 2, 3: amostras de folhas jovens. As amostras foram posteriormente tratadas com 
RNase para remoção das banda de RNA que aparecem na foto. 

 

 

 

Figura 2. (A) Lócus correspondente ao SlMIR159 que contém o pré-SlMIR159 ( em cinza). Iniciadores 
específicos (em azul) serão utilizados para obter o amplicon do SlMIR159, o qual contém o miR159 maduro 
(vermelho). (B) Estrutura secundária do pré-SlMIR159 obtida pelo programa mFOLD (ZUKER, 2003) 

 Os amplicons gerados foram inseridos em vetor de clonagem (pENTR/D-TOPO 
Invitrogen) (Figura 3A e B) para sequenciamento. Uma vez confirmado a integridade da 
sequência, foi realizado a recombinação para o vetor de destino (pk7WG2), in frame com o 

(A) (B) 
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promotor CamV35S já presente no vetor, através do sistema Gateway (Invitrogen) de 
superexpressão, de acordo com as instruções do fabricante. O vetor de destino (pk7WG2), 
contendo o inserto, foi utilizado para transformar E.coli  e colônias recombinantes foram 
selecionadas através de PCR utilizando os iniciadores foward do promotor CamV35S e 

reverse para o lócus SlMIR159 (Figura 4 A e B). 

                                   

Figura 3: (A) Vetor topo que foi utilizado para sub-clonagem e sequenciamento do amplicon. (B) Gel das 
colônias positivas de E. coli contendo o vetor pENTR com a construção p35S::SlMIR159. L: 1 kb plus DNA 
ladder. 

                                                                                                                                      

                                  

                     

Figura 4: (A) Vetor de recombinação pk7WG2. (B) Gel das colônias de E.coli contendo o vetor pDB159. 1, 2, 
4: colônias negativas; 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11: colônias positivas. B: branco. L: 1 kb plus DNA ladder. 

Em seguida o vetor de destino pk7WG2 das colônias positivas para a construção 
pDB159 foi inserido, via eletroporação, em Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 para 
posterior transformação genética das plantas. Todos as extrações de DNA plasmidial, tanto 
de E.coli quanto de Agrobacterium tumefaciens, foram feitas seguindo o protocolo abaixo. 

Extração de DNA plasmidial de E.coli   

Colônias isoladas foram crescidas a 37°C em meio LB com os antibióticos 
adequados, sob agitação de 180 rpm durante 16-18 horas. Cultura bacteriana foi centrifugada 
a 12000 rpm e as células ressuspendidas em 75μL de Buffer TE (10mM Tris-HCl; pH 8,0; 
1mM EDTA; 0,1N NaOH; 0,5% SDS), sendo posteriormente incubada a temperatura 
ambiente por cinco minutos. Após, foi adicionado 150μL de acetato de potássio 3M (pH 5,2) 

(A) 

(B) 

(A) 

(B) 

L   

L 
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e levado ao vórtex por alguns segundos. Centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos, 
coletou-se o sobrenadante onde foi adicionado 1μL de RNase (10 U/μL) e incubado a 37°C 
por 20 minutos. O plasmídeo foi precipitado em 800μL de etanol 100% gelado (-20°C) 
levando ao vórtex por alguns segundo e centrifugando a 12000 rpm por 5 minutos. O pellet 
formado foi lavado com 500μL de etanol 70% gelado (-20°C) e centrifugado a 12000 rpm 
por 2 minutos. O pellet foi colocado para secar a 37°C por 15 minutos e ressuspenso em 
20μL de água ultra pura estéril livre de DNase. Todas as centrifugações foram realizadas à 
temperatura ambiente. Feita a quantificação o plasmídeo será armazenado a -20°C (Figura 
5). 

      

                    

                                                                     

Figura 5: (A) Gel do DNA plasmidial de E.coli (vetor pENTR + p35S::SlMIR159). +: controle positivo. (B) 
Gel do DNA plasmidial de Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 (vetor pDB159). L: 1 kb plus DNA 
ladder.   

Análise RT-PCR semi-quantitativo 

Foi realizada análise de expressão, via RT-PCR,  do microRNA159 e do gene 
LeGAMYB1 em plantas de tomateiro cv. Micro-Tom selvagem (WT) em comparação com o 
mutante procera (Figura 6) no mesmo background genético. Essa análise foi realizada com 
intuito de avaliar o padrão de expressão, tanto do gene LeGAMYB1 quanto do miR159, em 
uma planta com resposta constitutiva à GA – mutante procera (ver acima). As análises 
foram feitas em amostras do ápice vegetativo (meristema apical + primórdios foliares) e da 
primeira folha verdadeira (Figura 7). 

 

 

Figura 6: Plantas de tomateiro Cv. Micro-Tom do tipo selvagem (WT) – à direita – e mutante (procera) – à 
esquerda. 

(A) (B) 

   +          1          2          L    L         1       2 
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Figura 7: (A) ápice vegetatito de tomateiro cv. Micro-Tom (B) primeira folha verdadeira de tomateiro cv. 
Micro-Tom 

  

 Extração de RNA 

O isolamento de RNA total das diferentes amostras foi feito seguindo as 
recomendações do fabricante do reagente Trizol (Invitrogen). Após a extração do RNA total, 
as amostras foram tradas com 1  μl de DNaseI Amplification Grade  (Invitrogen), seguindo 
as recomendações do fabricante para remoção total de DNA genômico das amostras. Em 
seguida, a integridade das amostras de RNA foi verificada por eletroforese em gel de 
agarose 1,0% 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 130V (Figura 8). A 
concentração e pureza do RNA foi avaliada por espectrofotometria de absorção, utilizando o 
equipamento Thermo NanoDrop 2000 (Uniscience). Finalmente, a ausência de DNA 
genômico nas amostras de RNA total foi confirmada por meio da realização de PCR usando 
iniciadores específicos para um gene endógeno (Tubulina, número de acesso DQ205342.1). 
(Figura 8) 

 

                          

                          

Figura 8: (A) Extração de RNA de folha jovem de tomateiro MT. 1, 2, 3, 4, 5: amostras WT. 6, 7, 8, 9, 10: 
amostras procera (B) Extração de RNA de ápice vegetativo de tomateiro MT. 1, 2, 3, 4, 5: amostras WT. 6, 7, 
8, 9, 10: amostras procera. L: 1 kb plus DNA ladder. 

                       

 Síntese de cDNA via pulsed stem-loop RT-PCR  

O RNA total, tratado com enzima DNase I tal como descrito anteriormente, foi 
utilizado para a síntese da primeira fita de cDNA por Pulsed RT- PCR (Figura 9) Varkonyi-

 

(B) 

(A) 

(A) 

(B) 

Primeira folha 
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Gasic et al., 2007). O cDNA gerado foi utilizado para análise do SlmiR159 e do LeGAMYB1 

nos órgãos citados anteriormente no mutante procera, em comparação ao MT selvagem. 
Para tanto foram utilizados os seguintes iniciadores:  

1- qLeGAMYB1F: ACTCCTCTTCAGAGCCCACA  
2- qLeGAMYB1R: AATGAAGGAAGAGCCGAATG  
3- Iniciadores RT– stem loop:  
qmiRNA159 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATAC  
4- Iniciadores específicos para amplificação da seqüência madura de miRNAs: 
qmiRNA159 Direto GCGGCGTTGGATTGAAGGG  
qReverso Universal Reverso GTGCAGGGTCCGAGG 

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

quantitativo para avaliar o acúmulo de microRNAs  (Feng et al., 2009). 

 

 

 

 Análise semi-quantitativa via RT-PCR 

Previamente à análise de expressão, a quantidade de cDNA utilizada em cada reação 
de PCR foi normalizada utilizando-se iniciadores específicos para o gene codificador de 
tubulina em tomate. Reações de PCR foram realizadas em um volume final de 25 μl, 
contendo cDNA das amostras ; 2,5μl de tampão Taq KCl 10x; 1,5μl de MgCl2 25mM; 
0,625μl de dNTPMix10mM; 1μl de cada iniciador a 10μm e 1.5U de Taq DNA Polymerase. 
As reações foram conduzidas a 94ºC/2 minutos, seguidos de “n” ciclos de 94ºC/20 
segundos, 58ºC/30 segundos, 72ºC/40 segundos, finalizando com uma extensão final a 
72ºC/10 minutos. A reação de PCR RT negativo (RT-), ou seja, sem cDNA, foi realizada 
para garantir a ausência de contaminação com DNA genômico. O produto da PCR foi 
visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose 2,5%, em tampão de corrida TAE 
1X, sob tensão constante de 100V. 

 
Cultivos, transformação genética e regeneração de plantas de tomateiro.  

Tanto o cultivo como a transformação e regeneração de plantas foram realizados com 
a colaboração do grupo do Professor Dr. Lázaro E. P. Peres, do Departamento de Ciências 
Biológicas, ESALQ/USP. O protocolo utilizado foi o desenvolvido pelo seu grupo de 
pesquisa e está descrito em Pino-Nunes et al., (2009). O uso de tomateiro MT e pré-

Figura 9: Esquema do  pulsed stem-
loop  RT-PCR retirado de (Varkonyi-
Gasic  et al., 2007). Iniciadores 
específicos  stem-loop  anelam na 
porção 3` das moléculas de miRNA 
maduro, iniciando sua transcrição 
reversa. Posteriormente, o miRNA 
maduro é amplificado utilizando-se 
iniciador direto específico e um 
iniciador reverso universal 
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incubação com Naphthalene acetic acid (NAA), seguido da regeneração em 6-
Benzilaminopurina (6-BAP), resulta em alta frequência de transformação, próximo de 40%. 
O procedimento de obtenção das plantas transgênicas levou aproximadamente 60 dias desde 
a infecção com Agrobacterium até a aclimatização das mesmas em casa de vegetação.  

 
A transformação foi realizada para um total de 60 placas, cada uma contendo 25 

explantes. Foram regenerados 50 explantes nos frascos (Figura 10).  
 

   

 Figura 10: Acompanhamento do desenvolvimento de plantas transformadas com a construção pDB159  após 
35 dias de co-cultivo com Agrobacterium tumefaciens. 

 

4. Resultados e Conclusão 

4.1 Resultados 

Análise da expressão do microRNA159 e do gene-alvo LeGAMYB1 em plantas de tomateiro 

cv. Micro-Tom em comparação com o mutante procera. 

Os dados da análise de expressão do gene LeGAMYB1confirmaram o que foi 
mostrado em LOMBARDI-CRESTANA (2012), ou seja, a expressão desse gene se mostrou 
aumentada no mutante procera (Figura 11). Esse fato deve-se, possivelmente, ao fato de que 
as proteínas com domínio tipo DELLA estarem reprimidas, devido à mutação pontual no 
gene SlGAI (Solanum lycopersicum GA insensitive), um repressor de crescimento tipo 
DELLA (BASSEL et al., 2008) . O GAMYB está entre os genes com expressão bloqueada na 
presença de proteínas com domínio do tipo DELLA (SUN E GUBLER, 2004). Uma vez que 
essa proteína encontra-se reprimida o LeGAMYB1 estaria, supostamente, em alta expressão 
nesse mutante.  
 A análise do RT-PCR semi-quantitativo do microRNA159 não mostrou diferença de 
expressão entre o tomateiro MT e o mutante procera, em ambos os tecidos avaliados (Figura 
11). Em mutantes de arabidopsis ga1-3, que é deficiente em GA, com a falta das proteínas 
DELLA GAI e RGA (ga1-3 gai-t6 rga-24 mostrou-se que não houve diferença no acúmulo 
de transcritos do miR159 em comparação ao selvagem (ACHARD, 2004) 
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Figura 11: Análise via Steem-loop RT-PCR do micro RNA159 e do gene LeGAMYB1 em amostras de folha 
(F) do selvagem e do mutante procera – WT (F) e PRO (F) respectivamente- e amostras de ápice vegetativo 
(ap) do selvagem e do mutante procera – WT (ap) e PRO (ap) respectivamente. 

Caracterização genotípica das plantas transgênicas 

Após a transformação, as plantas T1 (primeira geração de transformantes) 
regeneradas in vitro foram transferidas para aclimatação em casa-de-vegetação na UNESP-
Botucatu para aclimatação e caracterização fenotípica e molecular. Foram coletadas folhas 
de todas os eventos de transformação e realizada extração de DNA genômico seguindo o 
método CTAB descrito por DOYLE; DOYLE, 1987. A qualidade do DNA extraído foi 
avaliada realizando PCR com iniciadores referentes ao gene. Foi realizado, posteriormente, 
PCR com iniciadores específicos do transgene (Figura 12). O iniciador direto se anela no 
promotor CaMV35S enquanto que o iniciador reverso no final do lócus SlMIR159.  

 

Figura 12: Análise genômica dos 12 eventos transgênicos obtidos. A banda corresponde ao amplicon gerado 
pelo iniciador direto posicionado no promotor 35S e o iniciador reverso no final da sequência correspondente a 
MIR159. 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12: eventos positivos. 4 e 11: eventos negativos. 

Análise do acúmulo de transcritos via RT-qPCR 

Iniciadores específicos foram desenhados baseados nas sequências identificadas, 
levando em consideração características como Tm (Temperatura de melting), a formação de 
dímeros (cross-dimers e self-dimers) e a formação de estruturas secundárias (harpins), 
analisadas no software Beacon designer (http://www.premierbiosoft.com). No caso dos 
genes-alvo, os iniciadores foram localizados flanqueando o sitio de reconhecimento do 
miR159. Desta forma, garantiu-se que apenas transcritos não clivados fossem amplificados. 

Material de tecido foliar de plantas MT de dez eventos transgênicos 
(1,2,3,5,6,7,8,9,10,12), foram avaliados em relação ao acúmulo de transcritos do miR159 e 
do gene alvo GAMYB1(dado não mostrado) por meio da técnica de PCR quantitativo em 
tempo real (RT-qPCR). Utilizou-se tecidos de folhas como material vegetal para extração de 
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RNA total e posterior síntese de cDNA pelo método pulsed RT-PCR. Como controles, 
foram usadas plantas selvagens crescidas nas mesmas condições. 

 

 

Figura 13: RT-qPCR mostrando o acúmulo dos transcritos miR159 nos diferentes eventos de transformação. 
WT- plantas MTe #, diferentes eventos de transformação. O nível do transcrito é representado no eixo Y como 
uma razão (expressão relativa) do valor da expressão do miR159 pelo valor    da  expressão  do  gene  
normalizador  Tubulina.  No  eixo  X  estão representadas  os eventos de transformação avaliados. 

O gráfico (Figura 13) indica a análise quantitativa da expressão via RT-qPCR das 
amostras indicadas anteriormente. Nota-se no que a expressão das amostras 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 
9, 10 e 12 (eventos positivos – Figura 13) para o miRNA159. As amostras 1, 3, 6, 7, 8, 9 e 
10 mostraram expressão aumentada do miRNA159 quando comparadas com o selvagem 
(WT), atestando a funcionalidade do cassete de expressão 35S:miRNA. Já o gráfico. Em 
relação á análise quantitativa via RT-qPCR do gene alvo LeGAMYB1 não foi possível tirar 
conclusão significativa (dados não mostrados). 

Caracterização fenotípica das plantas transgênicas contendo o transgene p35S::SlyMIR159  

Os eventos que apresentaram expressão aumentada do miR159 as plantas 
apresentaram frutos partenocárpicos (Figura 14). A análise de expressão mostrou que alguns 
eventos de transformação não apresentaram expressão acentuada do miR159, ainda que a 
presença do transgene tenha sido confirmada. Portanto, estes eventos foram descartados. No 
entanto, nos eventos onde houve aumento de expressão do transgene, as plantas 
apresentaram formação de frutos paternocárpicos (Figura 14). Ainda que os eventos gerados 
no presente trabalho tenham sido analisados na geração inicial de transformação 
(transformante 0 ou T0), não foram observados os  fenótipos encontrados nas flores de 
arabidopsis que superexpressam o miR159 (Figura 15). Porém, não houve formação de 
sementes nos respectivos frutos dos tomateiros, ou seja, os frutos foram partenocárpicos.  
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Figura 14 - Comparação entre três eventos p35S:SlyMIR159 gerados e o cultivar selvagem  
evidenciando a presença de frutos paternocárpicos. MT planta de tomateiro não 
transformada. # evento de transformação. 

 

Figura 15 - Comparação morfológica entre (a) flores MT e (b) flores provenientes de transgênico contendo o 
cassete de expressão p35S:SlyMIR159, evidenciando nenhuma diferença morfológica aparente. 

4.2 Conclusão 

Os membros da família miR159 são já conhecidos como reguladores de fatores de 
transcrição codificados pelos genes MYB ou GAMYB-like, os quais respondem ao 
fitohôrmonio giberelina (GA) (Gubler  et  al.,  1995). Plantas transgênicas de arabidopsis 
que superexpressam o miR159 apresentaram atraso no tempo de florescimento e anteras 
defeitusosas (Achard et al., 2004). Porém, devido às caracteríticas do desenvolvimento de 
arabidopsis, tais como: sensibilidade ao fotoperíodo, crescimento monopodial, fruto 
pequeno e seco (siliqua), ainda permanecem algumas perguntas à serem respondidas 
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relacionadas às vias orquestradas pelo miR159 em outros aspectos do desenvolvimento 
vegetal. 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que, em cana-de-açucar, o 
padrão de expressão do miR159 é elevado em gemas laterais inativas, enquanto os níveis de 
transcritos  do SsGAMYB (Ortiz-Morea et. al 2013) é pouco detectado. A expressão do gene 
SsGAMYB é aumentada durante o desenvolvimento da gema, provavelmente, em resposta à 
diminuição do miR159 (Ortiz-Morea et al 2013). Porém, embora seja um dado importante, 
não há outros dados na literatura correlacionando o papel funcional do miR159 à brotação 
lateral. 

Os resultados da análise de acúmulos de transcritos do miR159, via RT-qPCR, neste 
trabalho mostram que a maior parte dos eventos transgênicos gerados tinham o cassete de 
expressão p35S::SlMIR159 funcional, evidenciado pela expressão aumentada do miR159. 
Apesar de não ter sido observada diferença entre os fenótipos das flores do MT e dos 
eventos gerados o fato de os frutos não apresentarem sementes pode corroborar com o dado 
de Archard, et. al (2004) que mostrou que em plantas transgênicas de arabidopsis que 
superexpressam o MIR159, produzem silíquas não viáveis e não possuem a capacidade de 
liberar pólen.  

Para avaliar de maneira mais detalhada o papel do miR159 no desenvolvimento 
floral e consequentemente no  desenvolvimento de fruto, plantas p35S:SlyMIR159 de 
tomateiro estão sendo novamente geradas(Figura 16a), em conjunto com plantas contento o 
vetor pK7WG2 que serão utilizadas como controle negativo nos experimentos (Figura 16b).  

 

Figura  16 – Explantes de tomateiro em fase de regeneração in vitro transformados com (a) p35S::SlyMIR159 
e (b) controle com o vetor pK7WG2 “vazio” para utilizar como controle nas análises a serem realizadas. 

Nos novos eventos que estão sendo gerados, análises anatômicas das flores em 
diferentes estádios de desenvolvimento serão realizadas e deverão contribuir para a 
caracterização fenotípica dos órgãos reprodutivos. Também será avaliada a expressão de 
genes selecionados visando correlacionar os dados anatômicos e morfológicos com dados 
moleculares. 

Como mencionado anteriormente, a análise da expressão do gene GAMYB1 não 
gerou conclusão significativa. O miRNA159 tem como alvo de silenciamento o gene 
LeGAMYB1, porém o silenciamento por microRNAs pode acontecer de duas maneiras: 
através da clivagem do gene alvo, o que resultaria diminuição da expressão do gene alvo ou 
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através do impedimento da tradução, uma vez que acoplado ao gene alvo, o miRNA (aderido 
ao complexo RISC) impede a passagem do complexo ribossomal no processo de tradução 
(Li et al, 2014). Dessa maneira não haveria uma diminuição da expressão de transcritos do 
gene alvo, mas uma diminuição da proteína traduzida por esse gene alvo. Novas análises a 
partir de proteínas do gene GAMYB e a partir da construção de outro cassete de expressão 
utilizando o gene GAMYB serão realizadas pelo grupo de pesquisa do Laboratório de 
Genética Molecular e Desenvolvimento Vegetal, dando continuidade ao trabalho. 
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