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RESUMO 

 
FERNANDES, Denise, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2014. 
Silenciamento do gene da mio-inositol-fosfato sintase e sua influência na morfo-
fisiologia e no perfil metabólico primário e de parede celular em tomateiro. 
Orientador: Wagner Campos Otoni. Coorientadores: Adriano Nunes Nesi e Poliane 
Alfenas Zerbini. 
 
 

 
A enzima mio-inositol-1-fosfato sintase (MIPS1) (E.C.5.5.1.4) catalisa a conversão 

irreversível de D-Glicose-6-P para 1-L-mio-inositol-1-P. O mio-inositol desempenha 

papel de destaque no metabolismo vegetal, fornecendo inositol e inositídeos em 

processos metabólicos essenciais à formação do vegetal. Dentre as várias vias nas quais 

o mio-inositol está envolvido algumas são alvo do melhoramento vegetal, a exemplo a 

manipulação do conteúdo de ácido fítico e de oligossacarídeos em sementes e açúcares 

estruturais na parede celular. Até o presente momento, plantas MIPS silenciadas não 

foram caracterizadas em detalhes, principalmente em suas estruturas vegetativas. Com 

isso, o presente trabalho objetivou caracterizar tomateiros ‘Moneymaker’ com 

diferentes níveis de silenciamento de MIPS1. Para a indução do silenciamento utili zou-

se tranformação genética via Agrobacterium tumefaciens contendo plasmídeo pCambia 

com construção tipo  intron hairpin de fragmentos do gene MIPS de Glycine max 

(∆GmMIPS) sob controle do promotor CaMV 35S. Avaliou-se o efeito do silenciamento 

de MIPS1 em plantas transgênicas matrizes T0 e progênies T1 e T2 quanto ao 

desenvolvimento de frutos e sementes, conteúdos de ácido fítico, açúcares, pigmentos 

fotossintéticos, respostas fisiológicas mediante a avaliação das trocas gasosas, 

fluorescência da clorofila a, atividade de enzimas do estresse oxidativo e caracterização 

do perfil metabólico e constituintes de parede celular. Os resultados apontaram 

eficiência da construção transgênica na indução do silenciamento. O silenciamento 

ocasionou redução do conteúdo de ácido fítico em sementes, redução da quantidade de 

sementes por fruto e redução no desenvolvimento do fruto; redução na germinação e 

desenvolvimento de plântulas provindas de sementes normais nas progênies T0 e T1. O 

silenciamento também ocasionou alterações no conteúdo de açúcares, em folhas e 

sementes nas progênies T0 e T1 e reduziu a firmeza da epiderme e do pericarpo em 

frutos da progênie T1. Tal redução na firmeza pode estar relacionada à composição ou 

estrutura das paredes celulares; porém não foram identificadas reduções no conteúdo de 

açúcares de parede celular e celulose em pericarpos e folhas de plantas T2, mas sim 
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acumúlo de ácidos urônicos, tanto em pericarpo quanto em folhas. Em relação ao 

aparato fotossintético, o silenciamento não causou alterações. O conteúdo de pigmentos 

fotossintéticos, parâmetros de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a foram 

semelhantes aos apresentados pelas plantas não transformadas, Outra evidência que o 

silenciamento de MIPS não causa distúrbios no corpo vegetativo foi a atividade de 

enzimas do estresse oxidativo que, em condições ótimas, não apresentou diferenças. As 

alterações encontradas no corpo vegetativo tiveram estreito envolvimento com o 

metabolismo de inositol, como conteúdo de açúcares (glicose-6P, glicose e sacarose) em 

horários de intensa atividade fotossintética. A metabolômica possibilitou uma análise 

mais integrativa em que ficou evidenciada a redução de alguns aminoácidos, acúmulo 

de açúcares e redução de açúcares alcoóis, todos estreitamente relacionados ao 

metabolismo de inositol em folhas. Em frutos, verificou-se influência mais expressiva 

da MIPS, com alterações em todas as quatro idades avaliadas (10, 15, 50 e 60 dias após 

a antese), tanto no pericarpo quando nas sementes. O maior número de alterações foi 

encontrado nas sementes, caracterizadas pela redução do conteúdo de aminoácidos, de 

intermediários do ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA), de ácidos orgânicos e de 

açúcares alcoóis. Os açúcares, por sua vez, apresentaram comportamento variado, 

dependendo da sua relação com o metabolismo de inositol, onde a frutose e a trealose 

apresentam acúmulo, enquanto a glicose e a sacarose apresentam padrão mais variado 

em decorrência do envolvimento em uma rede mais complexa de regulação. Em 

pericarpos, o perfil metabólico foi respondente as variações de desenvolvimento, porém 

apresentando alterações no conteúdo de açúcares. Com esse estudo podemos afirmar 

que a construção tipo intron hairpin de fragmentos do gene MIPS de Glycine max 

(∆GmMIPS), sob controle do promotor CaMV 35S, ocasiona silenciamento em 

tomateiros e as plantas silenciadas tiveram o conteúdo de metabólitos  influenciados 

pelo conteúdo de mio-inositol ou expressão da MIPS alterado, tanto na parte vegetativa 

quanto na reprodutiva. Registra-se, também, que o silenciamento de MIPS não foi capaz 

de alterar a atividade fotossintética ou causar direta ou indiretamente estresse oxidativo 

no corpo vegetativo em plantas MIPS silenciadas.  
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ABSTRACT 

 

FERNANDES, Denise, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February 2014. 
Silencing of myo-inositol-phosphate synthase via RNAi in tomato and its influence 
on morpho-physiology of the vegetative and reproductive body, and metabolic 
profile of primary and cell wall. Advisor: Wagner Campos Otoni. Co-advisors: 
Adriano Nunes Nesi and Poliane Alfenas Zerbini. 
 
Myo-inositol phosphate synthase (MIPS1) (E.C.5.5.1.4) catalyzes the irreversible 

conversion of D-Glucose-6-P to 1-L-myo-inositol-1-P. Myo-inositol plays an important 

role in plant metabolism, providing inositides and inositol for essential metabolic 

processes in the formation of the vegetative and reproductive plant body. Among the 

pathways in which the myo-inositol is closely involved, some are target of plant 

breeding, such as genetic manipulation of phytic acid and oligosaccharides contents in 

seeds and structural sugars in the cell wall. To date, MIPS silenced plants have not been 

characterized in detail, especially in their vegetative structures. Thus, the present study 

aimed to characterize tomato 'Moneymaker' with different levels of silencing MIPS1. 

For induction of gene silencing was used transformation via Agrobacterium tumefaciens 

containing the plasmid pCambia with construct intron-hairpin-RNA type whith MIPS 

gene fragments of Glycine max (ΔGmMIPS) under control of the CaMV 35S. The effect 

of MIPS1 silencing in primary transgenic plants T0 and T1 and T2 progenies was 

evaluated for the development of fruit and seeds, phytic acid and sugar contents, 

photosynthetic pigments, physiological responses by evaluating gas exchange, 

chlorophyll a fluorescence, oxidative stress enzyme activity, metabolic profile 

characterization and cell wall constituents. The results showed the efficiency of the 

transgenic construct to induce silencing. The silencing resulted in reduction of phytic 

acid content in seeds, reducing the amount of seeds and a reduction in fruit 

development, reduction in germination and seedling development stemmed from normal 

seeds in T0 and T1 progeny. The silencing also induced changes in the content of sugars 

in leaves and seeds in T0 and T1 progeny and reduced firmness of the epidermis and 

pericarp in fruits of T1 progeny. This decrease in firmness may be related to the 

composition or structure of cell walls, but no reductions were identified in the content of 

sugars and cellulose in cell wall pericarp and leaves of T2 plants, but accumulation of 

uronic acids, both in pericarp as sheets. In relation to the photosynthetic apparatus, 

silencing caused no changes. The content of photosynthetic pigments, gas exchange 

parameters and chlorophyll fluorescence were similar to those presented by the non-
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transformed plants, Further evidence that silencing of MIPS does not cause disturbances 

in the vegetative body was the activity of enzymes of the oxidative stress that in optimal 

conditions, showed no differences. However, the changes found in the vegetative body 

had close involvement with the metabolism of inositol, as content of sugars (glucose-

6P, glucose and sucrose) in times of intense photosynthetic activity. The metabolomics 

allowed a more integrative analysis in which there is an evident reduction of some 

amino acids, accumulation of sugars and sugar alcohols reduction, all closely related to 

the metabolism of inositol sheets. In fruits, there was more significant influence of 

MIPS, with changes in all four ages evaluated (10, 15, 50 and 60 days after anthesis), 

both when the seed pericarp. The largest number of changes were found in the seeds, 

characterized by the reduction of the content of amino acids, intermediates of the citric 

acid cycle (TCA), organic acids and sugar alcohols. Sugars, in turn, showed varied 

behavior depending on their relationship with the metabolism of inositol, where fructose 

and trehalose accumulation feature, while glucose and sucrose have more varied pattern 

as a result of being involved in a more complex regulatory network. In pericarp, the 

metabolic profile was respondent variations in development, but with alterations in 

sugar content. With this study we can see that the construction type intron hairpin 

fragment of MIPS Glycine max (ΔGmMIPS) gene under control of the CaMV 35S 

promoter, causes silencing in tomato plants were silenced and content of metabolites 

influenced the content of myo-inositol or altered expression of MIPS, both in vegetative 

and in reproductive part. Join also the silencing of MIPS was not able to change the 

photosynthetic activity or directly or indirectly cause oxidative stress in the vegetative 

body MIPS-silenced plants. 



 
 

- 1 - 
 

INTRODUÇÃO GERAL  

 

O mio-inositol é um componente essencial na biossíntese de uma variedade de 

derivados que vão desde simples fosfatos de inositol até complexos produtos associados 

à membrana com funções celulares importantes (Dong et al., 2013). A enzima sintase 

do mio-inositol-1-fosfato (MIPS1) (E.C.5.5.1.4) catalisa a conversão irreversível de D-

Glicose-6-P para 1-L-mio-inositol-1-P [Ins(3)P]. Essa é a única via de biossíntese de 

novo, sendo encontrada em cianobactérias, algas, fungos e plantas e possui papel central 

no metabolismo celular (Loewus e Loewus, 1983; Morre et al., 1990; Majumder, 1997). 

O mio-inositol (Ins) é um importante metabólito celular, necessário para o crescimento e 

desenvolvimento de vegetais (Valluru e Ende, 2011; Latrasse et al., 2013). 

Em plantas, Ins(3)P desempenha papel de destaque no metabolismo do inositol, 

fornecendo inositol e inositídeos envolvidos em processos metabólicos e em estruturas 

vegetativas (Goya et al., 2011). O Ins(3)P pode ser usado para produzir ceramidas, 

conjugados com hormônio AIA, inositois metilados ligados a respostas ao estresse 

abiótico, polissacarídeos de parede celular, galactinol, rafinose, família 

oligossacarídeos, fosfatidilinositol (PtdIns), polifosfatos de inositol  e ácido fítico 

(Raboy 2009) (Figura 1).  

  
Figura 1. Rotas de biossíntese que utilizam o mio-inositol-3-fosfato [Ins(3)P] em vegetais (Raboy 2009). 

 

Esses compostos derivados de Ins(3)P participam de funções celulares cruciais 

em plantas, como na transdução de sinais (Xue et al., 2007), transporte de membranas 
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(Thole e Nielsen, 2008), exportação de mRNA (Okada e Ye, 2009), tolerância a estresse 

(Shevelava et al., 1997) e armazenamento de fósforo (Thole e Nielsen, 2008; Murphy et 

al., 2008). Além disso, o Ins(3)P é produto primário do ácido D-glucurônico, utilizado 

na síntese de substâncias pécticas da parede celular, compostos não celulósicos e ácido 

ascórbico (Loewus e Murthy, 2000; Lorence et al., 2004).  

Dentre as vias nas quais o mio-inositol está estreitamente envolvido, algumas 

são alvo do melhoramento vegetal, dentre elas: a manipulação do conteúdo de ácido 

fítico em sementes (Raboy, 2000; Brinch-Pedersen et al., 2002; Ali et al.; 2013), de 

oligossacarídeos de rafinose em sementes (Raboy, 2007) e de açúcares estruturais na 

parede celular (Carroll e Somerville, 2009)  

Até o presente momento, órgãos vegetativos e o desenvolvimento de frutos 

carnosos em plantas com baixa expressão de MIPS1 não foram caracterizados em 

detalhes. Os esforços das pesquisas têm focado no conteúdo de moléculas alvo, como 

fitatos e oligossacarídeos em sementes, porém salienta-se a necessidade de estudos em 

órgãos vegetativos (Nunes et al., 2006; Fernandes, 2009, Donahue et al., 2010; Ali et 

al., 2013). Tomate (Solanum lycopersicum) é a principal planta modelo para o estudo do 

desenvolvimento de frutos carnosos e amadurecimento de frutas climatéricas (Carrari et 

al., 2006; Zhang et al., 2010) assim como modelo de plantas dicotiledôneas.  

A sequência da enzima MIPS foi descrita em mais de 70 organismos diferentes; 

nesses verificou-se que o domínio catalítico é conservado evolutivamente entre as 

espécies (Abreu e Aragão 2007) e entre os filos (Wongkaew et al., 2010). Até o 

momento não foi descrita e caracterizada a MIPS1 em tomateiros. Mutantes nulos da 

MIPS são letais, dessa forma, as vias biossintéticas influenciadas pelo mio-inositol, 

produto da MIPS, necessitam de outras abordagens de estudo.  

O silenciamento de RNA regula a expressão gênica de forma pós-transcricional 

por meio da degradação sequência-específica de mRNAs alvo, diminuindo ou 

bloqueando a sua tradução. A elevada similariedade entre as sequencias de MIPS em 

diferentes espécies possibilita a construção e utilização de fragmentos do gene MIPS de 

espécies já caracterizadas para a indução do silenciamento em outras. Nesse trabalho o 

silenciamento foi induzido em tomateiros com a transformação genética via 

Agrobacterium tumefaciens contendo plasmideo pKambia com construção tipo  intron-

hairpin-RNA de fragmentos do gene MIPS de Glycine max (∆GmMIPS) sob controle do 

promotor CaMV 35S. 
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 A baixa expressão da sintase do mio-inositol fosfato, ao reduzir o conteúdo de 

mio-inositol, teoricamente, pode interferir nas vias de biossíntese de ácido fítico, 

oligossacarídeos e compostos pécticos. No entanto, níveis mais elevados de 

silenciamento podem comprometer a homeostase e manutenção de processos 

fisiológicos e reprodutivos resultando em alterações não esperadas e desvantajosas nas 

plantas silenciadas (Keller et al., 1998; Nunes et al., 2006; Fernandes, 2009; Donahue et 

al., 2010; Ali et al., 2013).  

A técnica de identificação e comparação do perfil metabólico fornece uma 

abordagem abrangente dos metabólitos presentes em sistemas biológicos. Essa técnica 

tem como objetivo a extração, detecção, identificação e quantificação de um amplo 

espectro de compostos numa única amostra, o que proporciona uma análise mais 

integrativa sobre sistemas biológicos complexos (Fiehn et al., 2000).  

Além disso, a metabolômica tem sido utilizada como ferramenta adicional para a 

avaliação do metabolismo de plantas geneticamente modificadas devido ao seu 

potencial para detectar fenótipos silenciados e efeitos pleiotrópicos (Kuiper et al., 

2003). Em contraste com a transcriptômica e proteômica, a metabolômica é 

independente do sequenciamento de genes ou do genoma da espécie em estudo (Stitt e 

Fernie, 2003), e uma de suas vantagens é identificar as alterações secundárias 

decorrentes de determinada manipulação (Fernie et al., 2004).   

Com isso, o presente trabalho verificou a eficiência da utilização da sequência 

em construção intron-hairpin-RNA com fragmentos de MIPS1 de soja GmMIPS1 na 

indução do silenciamento em plantas transgênicas de tomateiro ‘Moneymaker’ e avaliou 

os efeitos da baixa expressão de MIPS1 em plantas transgênicas matrizes T0 (capítulo 1)  

em relação ao desenvolvimento de sementes e frutos, conteúdos de ácido fítico e 

açúcares em sementes  e folhas. Em plantas da progênie diploide T1 (capítulo 2) cinco 

linhas com diferentes níveis de redução da expressão MIPS foram avaliadas quanto o 

conteúdo de substâncias estreitamente relacionadas ao metabolismo de mio-inositol e 

parâmetros morfológicos em sementes e frutos. Na progênie T2 seis linhas foram 

avaliadas em frutos e sementes (capítulo 3) quanto ao perfil metabólico primário em 

frutos e sementes de quatro idades após a antese e constituintes de parede celular em 

pericarpo de frutos maduros. Essas linhagens T2 também tiveram o corpo vegetativo 

avaliado (capítulo 4) quanto ao conteúdo de pigmentos fotossintéticos, açúcares e 

respostas fisiológicas, avaliadas através das trocas gasosas, fluorescência da clorofila a 
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e atividade de enzimas do estresse oxidativo em folhas, perfil metabólico primário e de 

parede celular.  

Essa abordagem apontou as alterações na abundância de metabólitos em frutos, 

sementes e folhas, decorrentes do silenciamento da mio-inositol-fosfato sintase ou pelo 

conteúdo de mio-inositol e comprovou a estabilidade do potencial fotossintético e 

enzimas do estresse oxidativo em plantas com redução da expressão da MIPS1. 
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CAPÍTULO 1  

 

O silenciamento do gene da mio-inositol-fosfato sintase (MIPS1) 

mediado por RNAi influ encia o acúmulo de ácido fítico, o 

desenvolvimento e a germinação de sementes de tomateiro (Solanum 

lycopersicum Mill.) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

- 9 - 
 

1.1 INTRODUÇÃO  

  

A molécula de mio-inositol exerce papel multifuncional na bioquímica e na 

fisiologia vegetal. Sua biossíntese se dá pela conversão irreversível de D-Glicose-6-P 

para 1-L-mio-inositol-1-P [Ins(3)P], que após a retirada do grupamento fosfato, libera a 

molécula de mio-inositol (Ins). A sintese de 1-L-mio-inositol-1-P é realizada pela mio-

inositol-1-fosfato sintase (E.C.5.5.1.4).  Essa enzima está presente em todos os 

eucariotos e se apresenta altamente conservada e é a única via de biossíntese de Ins(3)P 

em cianobactérias, algas, fungos e plantas, ocupando papel central no metabolismo 

celular (Loewus e Loewus, 1983; Morré et al., 1990; Majumder, 1997). 

O Ins livre é necessário para formar galactinol e galactosil necessários na 

biossíntese de oligossacarídeos de rafinose (OR); galactopinitol e série de 

oligossacarídeos; isômeros de inositol: silo-, chiro-, muco-, e neo-; inositois metilados 

O-metil inositois: sesquoitol, bornesitol, quebrachitol, pinitol, ononitol, os quais 

participam em respostas relacionadas ao estresse e armazenamento em sementes; 

inositol-glicosídeos como pinitol-galactosídeos, biossíntese de ácido fítico (IP6) e ácido 

fítico pirofosfatado (Horbowicz e Obendorf, 1994; Peterbauer e Richter, 1998; Brearley 

e Hanke, 1996). 

Algumas das moléculas em que o inositol é requerido são foco de melhoramento 

vegetal, como o fator antinutricional fitato, e os indigestíveis oligossacarídeos de 

rafinose. A diminuição do conteúdo de ácido fítico em sementes pode fornecer maiores 

quantidades de fósforo livre, carboidratos e cátions divalentes como Fe2+, Mn2+, Mg2+, 

Zn2+ e Ca2+, os quais são quelados pelo ácido fítico, assim indisponibilizados na dieta 

alimentar. A diminuição do fitato também contribui na redução de impactos ambientais 

como poluição da água e eutrofização de rios devida à carga excessiva de fósforo 

liberada em dejetos agroindustriais que contêm sementes como matéria-prima (Raboy, 

2000; Lott et al., 2000; Brinch-Pedersen et al., 2002).  

Os oligossacarídeos, por sua vez, estão ligados à flatulência intestinal e estão 

associados com cólicas, diarréia, dispepsia e constipação devido à inabilidade humana e 

de animais monogástricos em digerir os oligossacarídeos de rafinose, em especial a 

estaquiose e a rafinose (Wagner et al., 1976; de Lumen, 1992). A redução dos 

oligossacarídeos poderia diminuir os efeitos indesejados relacionados ao seu consumo, a 

redução da biossíntese pode estar relacionada à molécula de mio-inositol, necessária na 
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biossíntese de galactinol, substrato da via de oligossacarídeos de rafinose (Loewus e 

Murthy, 2000).  

O ácido fítico (AF) ou inositol 1,2,3,4,5,6-hexafosfato (C6H18O24P6) (IP6) 

encontra-se amplamente distribuído nos vegetais e é estocado em sementes como 

principal forma de armazenamento de fósforo, correspondendo de 60 a 95% do total de 

fósforo em sementes (Ayet et al., 1997). A síntese de AF se dá por um processo de 

fosforilação da molécula de Ins(3)P pela síntese de novo, outras formas de obtenção de 

AF são através da reciclagem de uma forma armazenada ou translocação via xilema. No 

entanto, a síntese de novo é reconhecida como a principal fonte de mio-inositol em 

sementes, o qual envolve a conversão de glicose-6P em mio-inositol-1P pela ação da 

enzima sintase da mio-inositol fosfato (MIPS1) (Loewus e Murthy, 2000).  

Mutantes nulos da MIPS1 são letais; dessa forma as vias biossintéticas 

influenciadas pelo Ins(3)P necessitam de outras abordagens de estudo. O silenciamento 

de RNA, mediado via RNAi possibilita a investigação de alterações na biossíntese e 

metabolismo de mio-inositol (Nunes et al., 2006).  

O silenciamento de RNA regula a expressão gênica de forma pós-transcricional 

por meio da degradação da sequência-específica de mRNAs alvo, diminuindo ou 

bloqueando a sua tradução. Esse mecanismo é sistêmico, como resultado, embora o 

gene endógeno expresse o mRNA este é degradado e ocorre redução na tradução de 

proteína (Zerbini et al., 2005).  

A enzima MIPS de soja apresenta 510 aminoácidos com peso molecular predito 

em 56,7 kDa. Wongkaew et al. (2010) analisaram a homologia da MIPS1 em espécies 

vegetais de diferentes gêneros, as sequências variaram de 87 a 96% de similaridade. Em 

tomateiro a expressão de MIPS1 até o momento não foi descrita ou caracterizada. 

Nunes et al. (2006) produziram linhagens transgênicas de soja com inserção de 

uma construção para expressar um dsRNA e silenciar o gene MIPS1. A análise na 

progênie transformada indicou aumento do conteúdo de fósforo livre, redução de AF em 

sementes e aborto em algumas sementes. Todas as sementes abortadas estavam 

silenciadas quando verificado por RT-PCR. Esses autores sugeriram estudos adicionais 

na busca de elucidar relação entre padrões de expressão de MIPS e o desenvolvimento 

de sementes e viabilidade do embrião.  

Com isso, o presente trabalho teve por objetivos verificar a eficiência do 

transgene contruido em intron-hairpin-RNA com fragmento da MIPS de soja GmMIPS1 

na indução do silenciamento em tomateiro e avaliar as alterações no desenvolvimento 
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de frutos e sementes, conteúdo de AF e açúcares em sementes e conteúdo de açúcares 

em folhas. 
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1.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

1.2.1 Curva de letalidade de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de 

tomateiro Solanum lycopersicum ao antibiótico higromicina.  

Explantes de hipocótilos e cotilédones, de tomateiro, germinados in vitro, foram 

cultivados em meio de regeneração (MR) contendo os sais MS (Murashige e Skoog, 

1962), vitaminas de Nitsch (Nitsch e Nitsch, 1969), 2,0 mg L-1 de zeatina, 0,01 mg L-1 

de ácido indolil-3-acético (AIA) , 20 g L-1 de sacarose, 0,1 g L-1 de mio-inositol e 6,5 g 

L-1 de ágar (Merck®). O pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1, previamente à adição de ágar.  

Foram adicionados 300 mg L-1 Timentin (GlaxoSmithKline®, EUA) e higromicina 

(Sigma Chemical Company, EUA) nas dosagens de 0,0; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 mg L-1.  

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com 37 µmol m-2 s-1 de 

irradiância, fotoperíodo de 16 horas e temperatura de 26 ± 2 oC. O experimento foi 

conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro repetições com 10 

explantes cada, durante 80 dias, e recultivo a cada 20 dias. As variáveis analisadas 

foram: porcentagem de explantes com calejamento, unidades de ramos, massa fresca e 

teor de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b e carotenoides). 

 

1.2.2 Transformação genética de tomateiro mediada por Agrobacterium 

tumefaciens 

Sementes de tomate, desinfetadas com imersão em etanol 70% por 1 minuto, 

seguido por 20 minutos em solução de NaClO a 1,25% de cloro e enxágue em água 

deionizada estéril por três vezes, foram germinadas in vitro. O meio de germinação 

consistiu de sais MS meia-força, vitaminas de Nitsch, 0,1 g L-1 de mio-inositol, 20 g L-1 

de sacarose, 6,5 g L-1 de ágar (Merck®, Germany) e pH ajustado para 5,8 ± 0,1. As 

culturas foram mantidas em sala de crescimento com 37 µmol m-2 s-1 de irradiância, 

fotoperíodo de 16 horas e temperatura de 26 ± 2 oC. Hipocótilos e cotilédones com 15 

dias foram seccionados em fragmentos de aproximadamente 1 cm e pré-cultivados em 

meio MR, com a face adaxial voltada ao meio de cultivo, no escuro, durante 24 horas.  

A bactéria A. tumefaciens GV 3101 contendo plasmídeo pC1300MIPS foi 

utilizada para a transformação genética. Para a construção do vetor pC1300MIPS, o 
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cassete de interferência ΔGmMIPS foi removido com XbaI e SacI do vetor pMIPSGM 

(Nunes et al. 2006) e transferido para o vetor pCambia1300. 

Essa bactéria contendo vetor pC1300MIPS foi inoculada nos explantes 

cotiledonares e hipocotiledonares por imersão em suspensão de agrobactéria (OD600 = 

0,4) durante 5 minutos. Logo após, os explantes foram dispostos sobre papel filtro 

estéril e transferidos para meio de regeneração (MR) coberto com papel filtro durante 

dois dias de coocultivo, sob irradiância de 37 µmol m-2 s-1, fotoperíodo de 16 horas e 

temperatura de 26 ± 2 oC. A obtenção de regenerantes potencialmente transformados 

ocorreu mediante a transferência dos explantes com a face abaxial voltada para o meio 

MR seletivo contendo 7,5 mg L-1 de higromicina e 300 mg L-1 de Timentim.  

 

 

 
Figura 1. Vetor de transformação inserido na Agrobacterium tumefacies GV 3101 
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Figura 2. Detalhe do vetor de transformação: Sequência indutora de intron-hairpin-RNA constituída de 
promotor CaMV 35S, seguido por fragmento de GmMIPS no sentido senso, pdk intron,  repetição 
antissenso do fragmento de GmMIPS e ocs terminator. 

 
Brotos adventícios (de 1,5 cm) foram alongados em meio de cultivo contendo 

sais MS, 0,1 g L-1 de mio-inositol, vitaminas de Nitsch, 20 g L-1 de sacarose, 6,5 g L-1 

de ágar Merck®, 1,0 mg L-1 de zeatina, 0,01 mg L-1 de ácido indol-3-acético (AIA ), 7,5 

mg L-1 de higromicina e 300 mg L-1 de Timentin, com pH ajustado para 5,8 ± 0,1.  Os 

ramos foram enraizados em meio de cultivo contendo sais MS, 0,1 g L-1 de mio-inositol, 

vitaminas de Nitsch, 20 g L-1 de sacarose, 6,5 g L-1 de ágar Merck®, 0,2 mg L-1 de AIA, 

2 mg L-1 de glicina, 300 mg L-1 de Timentin e pH ajustado para 5,8 ± 0,1, na ausência 

do antibiótico seletivo.  

As plântulas foram aclimatizadas em copos plásticos contendo substrato 

comercial Plantmax® (DDL Agro Indústria Ltda, Brasil) e cobertas por embalagens 

plásticas, proporcionando umidade relativa elevada na parte aérea. A diminuição da 

umidade para condições ambientais foi realizada gradativamente, através de orifícios 

nas embalagens durante uma semana; após isso, as embalagens foram retiradas e as 

plantas foram transferidas para vasos plásticos de 15 litros contendo substrato 

Plantmax® em casa de vegetação. 

 

1.2.3 Análise histoquímica de Gus, PCR e quantificação do conteúdo de DNA por 

citometria de fluxo 

A confirmação da transgenia foi realizada pelo teste histoquímico de GUS em 

folhas e ovários (Jefferson et al., 1987). 

A análise da reação de polimerase em cadeia (PCR) foi feita com DNA isolado 

de discos foliares de acordo com Edwards et al. (1991). A reação de PCR foi realizada 

em termociclador (PTC-100, MJ Researcher, USA) com 25µL de solução contendo 40 

ng de DNA, 60 mM Tris–SO4 (pH 8.9), 18 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgCl2, 250 nM de 

cada dNTP; 200 nM de cada iniciador e 5 U de Taq polimerase (Invitrogen). A reação 

GmMIPS
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pdk intronCaMV35S

ocs3´BamHIKpnI
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foi tratada a 95 °C (5 min), seguido de 35 ciclos de amplificação (95 °C por 1 min, 50 

°C por 1 min e 72 °C por 1 min) com um ciclo de alongamento final a 72 °C, durante 5 

min. 

Os iniciadores específicos para o inserto de transformação MIPSKpn (5´ -

CGGTACCAAATCTCAGCCTCATTTC-3´) e MIPSEco (5´ -

GGAATTCACCACCGAACT TGTTCAC-3´), incluindo os setores para KpnI e EcoRI, 

respectivamente, foram usados para amplificar um fragmento de 706 pb da sequência 

∆GmMIPS1. 

A análise do conteúdo de DNA foi realisada através da citometria de fluxo. Para 

tal; o conteúdo de DNA (pg) foi quantificado de núcleos isolados de acordo com 

Doležel e Bartos (2005). Foram utilizados como controle de referência interna Glycine 

max Mill. (valor 2C = 2,5 pg de DNA) e analisadas plantas-controle germinadas in vitro 

na ausência de reguladores de crescimento e as linhagens transgênicas de tomateiro. 

Para cada amostra, no mínimo 10.000 núcleos foram analisados usando um visor de 

escala logarítmica. As análises foram realizadas com utilização de um citômetro Becton 

Dickinson® (FacsCalibur, EUA). Cada histograma citométrico foi salvo usando o 

software Cell Quest e analisado com o software WinMDI 2.8. O conteúdo de DNA 

nuclear (pg) das amostras foi estimado seguindo a equação: Amostra (2C DNA) = 

(Canal do pico G1 da amostra / Canal do pico G1 do padrão) × conteúdo de DNA do 

padrão. 

 

1.2.5 Quantificação de pigmentos fotossintéticos de plantas transgênicas de 

tomateiro 

Os pigmentos fotossintéticos foram extraídos de três discos foliares de 0,8 cm 

cada, de folhas do 3° entrenó em cinco repetições por tratamento, contendo uma 

extração de cada planta, utilizando DMSO saturado com carbonato de cálcio durante 48 

horas em temperatura ambiente e protegido de luminosidade (Hiscox e Israeltam, 1979). 

O extrato foi mensurado em espectrofotômetro (modelo Genesys 10UV, Thermo 

Scientific, USA) em comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. Os teores de 

clorofilas a e b e carotenoides foram determinados seguindo as equações propostas por 

Wellburn (1994) e expressos por µg cm-2.  
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1.2.6 Análises físicas em frutos e quantificação de ácido fítico em sementes de 

plantas transgênicas e plantas-controle de tomateiro. 

Frutos de 60 dias após a antese foram avaliados quanto à massa em gramas do 

fruto inteiro, polpa, mucilagem com sementes e número de sementes normais. Essas 

variáveis foram avaliadas isoladamente e utilizadas na determinação das razões: número 

de sementes normais/massa do fruto inteiro, massa da polpa/peso do fruto inteiro, massa 

da polpa/número de sementes normais, massa da polpa/sementes frescas com 

mucilagem. Foram analisadas cinco repetições por tratamento contendo três frutos cada 

repetição.  

O ácido fítico de sementes de frutos de 60 dias após a antese foi quantificado 

conforme metodologia proposta por Haug e Lantzsc (1983). Para tanto, 0,015g de 

sementes normais, secas e pulverizadas de plantas-controle e plantas transformadas 

foram tratadas com 1,5 mL de HCl  0,2 M, agitadas durante 30 min a 25 °C; 

centrifugadas a 14.000 rpm por 15 min. Ao sobrenadante (0,5 mL) foi adicionado 1 mL 

de solução 0,11g L-1 FeCl3 em HCl 0,2 M, aquecido por 30 min a 100 °C, resfriado à 

temperatura ambiente e centrifugado a 4.000 rpm durante 15 min a 25 °C. Ao 

sobrenadante (0,5 mL) foram acrescentados 0,75 mL de solução de bipiridina (10 g de 

bipiridina, 10 mL de ácido tioglicólico em 1000 mL de água destilada). O produto foi 

quantificado em 519 nm e os valores obtidos foram transformados em concentração de 

AF pelo uso de uma curva padrão de fitato de sódio. A concentração de AF foi expressa 

em mg g-1 em massa seca de sementes normais. Foram analisadas cinco repetições por 

tratamento contendo três análises bioquímicas por repetição, as análises bioquímicas 

foram extraídas de um homogeneizado de sementes secas e pulverizadas de vários 

frutos da mesma planta. 

 

1.2.7 Análise da expressão gênica por reação de polimerase em cadeia em 

transcrição reversa (RT-PCR) 

A reação de polimerase em cadeia em transcrição reversa (RT-PCR) do gene 

MIPS1 foi realizada com o RNA extraído de sementes abortadas e normais com kit 

Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 

tratadas com DNAse.  O cDNA foi sintetizado com transcriptase reversa SuperScript®
 

III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O volume de cDNA na 

reação foi padronizado com o controle interno o gene EF1-α GenBank acesso n° 

X56856; iniciadores EF1F (5´-TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG-3´) e EF1R (5-́
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AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC-3´). O gene LeMIPS de Lycopersicum 

esculentum (agora Solanum lycopersicum) GenBank n° AI491091 foi amplificado pela 

sequência LEMIPSF (5'-CCAAGATGAAGTCAGTGCTGGT-3') LEMIPSR (5'-

ATGTTGTTCTCTGGTGCCAGTC-3') fragmento de 580 pb.  A PCR foi feita a 95 °C 

(5 min) submetida a 20 ciclos de amplificação (95 °C por 1 min, 50 °C por 1 min e 72 

°C por 1 min), com um ciclo de alongamento final de 5 min a 72 °C. 

 

1.2.9 Quantificação de açúcares em sementes por Cromatografia Líquida de Alto 

Desempenho (HPLC). 

Os açúcares sacarose, estaquiose, rafinose, xilose, glicose, inositol e frutose 

foram quantificados em sementes de plantas-controle e plantas transformadas. A 

extração dos açúcares seguiu o protocolo estabelecido por Guimarães et al. (2001). 

Inicialmente, a extração da fração oleosa de 0,03 g de sementes secas e pulverizadas foi 

realizada por 3 extrações sucessivas com 1,0 mL de éter de petróleo a 42 °C durante 5 

min. Em seguida, os oligossacarídeos foram extraídos por três etapas sucessivas com 

etanol 80% a 100 °C por 5 min. O extrato alcoólico total foi evaporado a 50 °C, e os 

oligossacarídeos ressuspendidos em 1,0 mL de etanol 80% e armazenados a -20 °C. 

Essa solução foi submetida à centrifugação 14.000 rpm por 10 min e filtrada em filtro 

0,45 µm Merck® (Millipore, Alemanha). 

O extrato filtrado foi analisado em Cromatógrafo Líquido de Alto Desempenho 

(HPLC) (SHIMADZU, modelo SPD-10A VP, Japão) equipado com detector de índice 

de refração RID 6 A, coluna de fase estacionária aminopropil (-NH2) (30 cm x 4,5 mm), 

fluxo 1,0 mL min-1 sobre pressão 42 Kgf, fase móvel de acetonitrila: água (80:20) a 35 

°C. Os oligossacarídeos foram identificados em comparação com os tempos de retenção 

e quantificados por curva de concentração padronizada. Foram analisadas cinco 

repetições por tratamento contendo três análises bioquímicas por repetição, as análises 

bioquímicas foram extraídas de um homogeneizado de sementes secas e pulverizadas de 

vários frutos da mesma planta. 

 

1.2.10 Teste de germinação, vigor germinativo e desenvolvimento de plântulas.  

Para o teste de germinação e vigor germinativo através da análise de primeira 

contagem de germinação, foram utilizadas três repetições com 10 sementes cada. As 

sementes normais de plantas transgênicas e plantas-controle foram semeadas em caixas 

tipo gerbox contendo papel filtro Germitest (J. Prolab®, Curitiba, Brasil) umedecido 
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com água na proporção de 2,5 vezes o peso do papel seco. As sementes foram 

incubadas em germinadores da marca Tecnal (TE-403, Brasil) a 25 o C com fotoperíodo 

de 12 horas. 

O resultado consistiu na percentagem de plântulas normais obtidas no quinto dia 

após a semeadura para o vigor geminativo e no décimo quarto dia após a semeadura 

para a germinação total, como descrito nas Regras para Análise de Sementes (Brasil, 

2009). 

Para o teste de desenvolvimento de plântulas, cada tratamentos constituiu três 

repetições de 10 sementes, semeadas sobre uma linha de referência, de forma linear e 

equidistante em caixas tipo gerbox entre papel filtro, tipo Germitest, umedecido com 

água na proporção de 2,5 vezes o peso do papel seco. As caixas foram colocadas em 

germinador a 25°C com fotoperíodo de 12 horas na posição vertical. No décimo quarto 

dia após a semeadura foram efetuadas as medições do comprimento de hipocótilo e 

radícula das plântulas normais com o auxílio de régua graduada. Os resultados foram 

expressos em centímetros por plântulas normais (Nakagawa, 1999). 

 

1.2.11 Análise dos dados 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. 

Plantas-controle e as três linhagens selecionadas de plantas transgênicas foram 

multiplicadas por estaquia em 5 repetições mediante o enraizamento adventício de 

ramos basais, cultivadas até a frutificação sob condições de casa de vegetação em 

sistema hidropônico individual de 5 L, contendo solução meia-força de Hoagland e 

Harnon (1950) renovada semanalmente. Os dados foram submetidos ao Teste-t Student 

(p < 0.05). 
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 
1.3.1 Dosagem de seleção ao antibiótico higromicina em explantes de tomateiro 

Solanum lycopersicum 

Em meio de regeneração, na ausência do agente seletivo higromicina, nos 40 

explantes cultivados de cada tipo de explante, houve 100% de calejamento, 13 brotações 

em segmentos cotiledonares (32,5%) e 24 brotações em segmentos hipocotiledonares 

(60%). Na presença do agente seletivo os explantes apresentaram decréscimo nas 

respostas morfogênicas. A concentração de 5 mg L-1 de higromicina apresentou 25% de 

calejamento, 3 brotações em explantes cotiledonares (7,5 %) e 5 brotações em explantes 

hipocotiledonares (12,5%). Na concentração de 7,5 mg L-1 não houve regenerações e 

áreas necróticas, enquanto nas dosagens de 10 e 12,5 mg L-1 de higromicina, observou-

se ausência de respostas morfogênicas, senescência, necrose e morte dos explantes.  

Houve decréscimo no conteúdo de clorofilas a e b em segmentos de cotilédones 

e hipocótilos (Figura 2 A - B), diminuição das massas frescas e número de calos e 

ramos em resposta às dosagens do agente seletivo (Figura 2 C - D).  
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Figura 2. Pigmentos fotossintéticos e respostas morfogênicas de explantes de cotilédones e hipocótilos de 
tomateiro‘Moneymaker’ sob dosagens de higromicina (0,0; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 mg L-1) cultivados 
durante 80 dias. A e B - Pigmentos fotossintéticos de cotilédones e hipocótilos respectivamente. C e D - 
Massa fresca (g), Calejamento (%) e Ramos (unidades) de cotilédones e hipocótilos, respectivamente.  

 
Nas condições experimentais, a dosagem de 7,5 mg L-1 de higromicina se 

mostrou ideal para a seleção no processo de regeneração em segmentos de cotilédones e 
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hipocótilos de tomateiro submetidos à transformação genética por A. tumefaciens. Nessa 

dosagem foi visualizada a manutenção da viabilidade do explante, porém, sem 

apresentar regeneração adventícia de brotos. Na dosagem de 5,0 mg L-1 de higromicina 

houve diferenciação de brotos tanto nos explantes de hipocótilos quanto nos 

cotiledonares resultando, portanto, em dosagem ineficiente para ser utilizada em 

processos de transformação, uma vez que permitiria a obtenção de escapes. Dosagens 

acima de 7,5 mg L-1 de higromicina mostraram-se muito tóxicas, levando os explantes a 

apresentarem áreas necróticas, em especial na superfície do explante em contato com o 

meio contendo o agente seletivo.  

A higromicina B é um antibiótico aminoglicosídico que inibe a síntese de 

proteínas por perturbar a translocação e promover erro de tradução no ribossomo 80S 

(Invitrogen Life TechnologiesTM, 2013). A resistência à higromicina é conferida pelo 

gene de resistência à higromicina de E. coli hygromicin phosphotransferase (hpt) 

presente em plasmídeos de transformação para a tolerância ao antibiótico higromicina, 

possibilitando o crescimento e desenvolvimento em detrimento das demais células com 

a ausência desse gene. 

O sucesso dos protocolos de regeneração e transformação está relacionado ao 

potencial regenerativo do tecido e é dependente de uma série de fatores como genótipo, 

idade da planta matriz, qualidade fisiológica da planta matriz, tamanho e posição dos 

explantes no meio de cultivo, composição do meio de cultivo, reguladores de 

crescimento e agentes seletivos (Otoni et al., 2003; Collonier et al., 2001.; Picoli et al., 

2007; Costa et al.; 2007). Todas essas variáveis estão presentes no processo de 

transformação e uma avaliação prévia dos principais fatores (explantes, meio de cultivo 

e dosagem de seleção) no ambiente laboratorial (luminosidade, umidade e temperatura) 

e reagentes a serem aplicados na pesquisa, podem elucidar o comportamento dos 

explantes naquelas situações e garantir o sucesso na obtenção de regenerantes 

transformados.  

Exemplificando, nossos tratamentos obtiveram transformantes em seleção em 

7,5 mg L-1 de higromicina em explantes de cotilédones e hipocótilos de tomateiro de até 

15 dias de cultivo para germinação, anterior a emissão de folhas verdadeiras; enquanto, 

encontramos na literatura protocolos utilizando outros métodos de cultivo e explantes 

com idades diferentes de tomateiro, com dosagem de seleção superior. Nesses trabalhos 

os autores relatam a obtenção de transformantes utilizando 20, 25 e 40  mg L-1 de 
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higromicina como agente seletivo (Ma et al., 2003; Roy et al., 2006, Chaudhry e 

Rashid, 2010).  

Ma et al. (2003) utilizou 20 mg L-1 de higromicina na transformação de 

tomateiros ‘XiuNu’ em discos foliares, obtendo ramos de calos transformados após 4 

semanas de cultivo. Chaudhry e Rashid (2010) testaram as dosagem de 10, 25 e 50 mg 

L-1 de higromicina em explantes de discos foliares e hipocótilos de plantas com 21 dias 

de idade nas cultivares Riogrande e Roma de tomateiro. Nesse experimento a dosagem 

de 50 mg L-1 não apresentou regenerantes e plantas transgênicas, enquanto  a dosagem 

de 10 mg L-1 resultou na formação de escapes acima de 50% entre as plantas 

regeneradas. Dentre as doses avaliadas, 25 mg L-1 de higromicina resultou em dose 

satisfatória. Roy et al., 2006 utilizou a dosagem de 40 mg L-1 de higromicina na seleção 

de transgênicos transientes em tomateiros ‘Pusa Ruby’ que foi posteriormente 

confirmado a integração estável no genoma nuclear.  

Como exemplificado, a idade, tipo de explantes e meio de cultivo são 

determinantes para a obtenção de regenerantes. Essas respostas de organogênese devem 

ser suprimidas de maneira não letal com os agentes seletivos, e essa dosagem deve ser 

rigorosamente e cuidadosamente estabelecida. O estabelecimento do protocolo com as 

condições, material vegetal, equipamentos e reagentes do laboratório nesse teste de 

regeneração em dosagem seletiva, resulta em importantes economias, seja ela de tempo 

experimental ou de custos em reagentes, uma vez que os agentes seletivos são em geral 

de alto custo comercial. 

 

  

1.3.2 Teste histoquímico de GUS  

Folhas de plantas regeneradas do processo de transformação e seleção foram 

positivas para expressão do gene Gus em comparação as plantas-controle. Da mesma 

forma, frutos imaturos dessas plantas apresentaram coloração positiva em ensaio 

histoquímico (Figura 3). 
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Figura 3. Teste histoquímico GUS em folhas e frutos de plantas-controle e plantas potencialmente 
transformadas com pMIPS1303 em tomateiro ‘Moneymaker’. A, C e E - cortes transversais da lâmina 
foliar, nervura central  e fruto imaturo em plantas-controle respectivamente; B, D e F - cortes transversais 
de lâmina foliar, nervura central  e fruto imaturo em plantas putativamente transformadas 
respectivamente, apresentando a expressão típica do gene GUS. Barra de A-D: 200 µm. Barra E e F: 0,2 
cm.  

 

A expressão do gene repórter Gus produz a enzima beta glucoronidase que 

catalisa a hidrólise dos ß–D-glucoronídeos. A adição do substrato artificial p-nitrofenil-

ß–glucoronídeo é hidrolisado pela enzima produzindo a coloração azulada que 

caracteriza o tecido transformado. Dessa forma, transformações contendo o gene 

repórter Gus podem ser pré-selecionadas com a análise histoquímica como um 

marcador visual da transformação. Essa análise de confirmação da transformação 

genética tem sido realizada por vários autores, como Jefferson (1987), Jefferson et al. 

(1987), Otoni et al. (2003) e Oliveira et al. (2009). Especificamente em tomateiro, esse 

teste histoquímico foi utilizado em folhas (Chaudhry e Rashid, 2010), folhas e calos 

(Ma et al., 2003) e folhas, raízes, flores e frutos (Hiwasa et al., 2012) na confirmação da 

transformação genética via A. tumefaciens. 

 



 
 

- 23 - 
 

1.3.3 Análise de PCR e citometria de fluxo 

A PCR confirmou a inserção do transgene ∆GmMIPS de 706 pb no DNA 

extraído de folhas de plantas regeneradas no processo de transformação e GUS 

positivas. A separação de eletroforese comparou as amplificações com marcador 

molecular 1 Kb, amplificação do plasmídeo de transformação como controle positivo e 

plantas-controle como controle negativo em gel de agarose a 0.8% (Figura 4 A ). 

Quanto a citometria de fluxo, verificamos que a via morfogênica por 

organogênese indireta, via calos, pode ter contribuído para a menor estabilidade 

genética na ploidia dos regenerantes, ocasionando alterações na ploidia das plantas 

transgênicas. As três plantas-controle apresentaram 2.1, 2.11 e 2.1 pg de DNA.  Foram 

obtidas três plantas de tomateiro transgênicas. A planta de tomateiro que apresentou 

quantidade de DNA (2.1 pg), compatível às plantas-controle, recebeu a nominação MT 

2 (Figura 4 C). A planta de tomateiro transgênico MT 1 apresentou células com 

variação de ploidia, com conteúdo de DNA em núcleos isolados respectivos aos valores 

2C, 4C e 8C, caracterizando-se como um mixoplóide (Figura 4 D) a planta de tomate 

transgênica MT 3 apresentou tetraploidia, verificada através da quantidade de DNA 

duplicado nos núcleos isolados (Figura 5 E). As análises de citometria de fluxo 

apresentaram CV inferiores a 3%. 

 

 
Figura 4. Separação eletroforética dos produtos da análise de PCR com iniciadores para o gene 
∆GmMIPS1 e histogramas de citometria de fluxo de tomateiro ‘Moneymaker’ de plantas-contole e plantas 
transgênicas A: M  - marcador molecular 1 Kb, x - ausência de amostras, 1 e 2 -  Plantas-controle de 
tomateiro ‘Money-maker’ 3 - Controle positivo (vetor de transformação);  4 a 6 - Plantas de tomateiro 
transgênicas MT 1, MT 2 e MT 3 respectivamente. B- Citograma de plantas-controle ‘Moneymaker’ 
germinadas in vitro; C- Linhagem transgênica (MT 2) com conteúdo de DNA compatível com a planta 
controle; D- Linhagem transgênica (MT 1) evidenciando picos com valores 2C,  4C e 8C,  caracterizando 
a ocorrência de mixoploidia; E-  Linhagem transgênica (MT 3) com valor duplicado de DNA. O primeiro 
pico nos citogramas A-D corresponde ao padrão interno Glycine max (2,5 pg).   
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A instabilidade genética comumente observada em plantas cultivadas e mantidas 

in vitro durante períodos prolongados pode representar limitação do emprego das 

técnicas de cultivo in vitro, sobretudo na propagação massal de plantas e na 

transformação genética (Evans et al., 1984; Larkin e Scowcroft, 1981; Karp, 1991). 

 Os resultados obtidos nesse trabalho concordam com o descrito por Ellul et al. 

(2003), em que os autores relatam o nível de ploidia alterado de plantas transgênicas de 

5 variedades de tomateiro, analisadas por citometria de fluxo em que a instabilidade 

genética se apresentou dependente do genótipo e do processo de cultivo in vitro para 

transformação genética.  

Orbovié et al. (2008) ao analisar a variabilidade genética de cinco populações de 

limoeiro obtidos através de diferentes procedimentos de cultura in vitro, também 

identificaram plantas contendo células diploides e tetraploides. Nunes et al. (2006), 

trabalhando com silenciamento de MIPS em soja, não relataram diferenças morfológicas 

na parte aérea entre os eventos transformados e os controles, porém sugeriram a 

avaliação destas características em estudos complementares.  

Ressalta-se assim a importância e a necessidade da avaliação do nível de ploidia 

dos transformantes primários, oriundos de processos de organogênese direta ou indireta 

previamente a qualquer avaliação que sugira alterações ocasionadas pela inserção do 

transgene e, acima de tudo, na intenção de incorporá-los em programas de 

melhoramento.  

   

1.3.5 Quantificação de pigmentos fotossintéticos. 

Os conteúdos de clorofilas a e b e carotenoides entre as plantas-controle e as 

linhagens transgênicas não apresentaram diferença significativa (Figura 5). 
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Figura 5. Pigmentos fotossintéticos em folhas de tomateiro ‘Moneymaker’ de plantas-controle (WT) e 
transgênicas (MT1, MT2 e MT3) coletado às 12:00 horas de folhas do terceiro entrenó. Pigmentos 
calculados em relação à área foliar. Barras indicam erro padrão (n = 5) 

 

Em célula vegetal os fosfatidil-inositídeos estão envolvidas nas respostas 

celulares a estímulos ambientais por participarem do ancoramento da nitrato redutase. 

Uma glicosil-fosfatidilinositol (GPI) é responsável pelo ancoramento da nitrato redutase 

nas membranas celulares; essa enzima é relacionada à resposta ao estímulo de luz azul 

na absorção de nitrato. (Kunze et al., 1997; Stohr et al., 1995), o que acreditávamos que 

poderia influenciar nas respostas luminosas e assim no conteúdo de pigmentos 

fotossintéticos; o que não foi encontrado na quantificação dos pigmentos. 

 

1.3.6 Análises físicas em frutos e quantificação de ácido fítico  

As variáveis analisadas na planta-controle foram superiores às encontradas em 

plantas transgênicas nas características massa do fruto, massa da polpa e massa de 

sementes frescas (sementes e mucilagem), indicando frutos maiores e mais 

desenvolvidos em plantas-controle. Porém razões realizadas com as características 

individuais, principalmente em relação à quantidade de sementes normais, indicam 

modificação no padrão de desenvolvimento de partes do fruto em plantas transgênicas 

quando comparado com plantas-controle.  

Os frutos das plantas transgênicas apresentam diferença significativa em 

algumas razões onde o fator número de sementes foi abordado. Assim, as razões entre a 
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massa da polpa e número de sementes normais foi superior em plantas transgênicas. 

Essa razão explica que em relação ao fruto inteiro, a porção de polpa produzida em 

frutos transgênicos é maior, devido o menor número de sementes. Da mesma forma, ao 

compararmos a razão entre o número de sementes e a massa do fruto inteiro, houve 

diferença, indicando que independente da massa do fruto, a porção sementes normais 

em unidades é reduzida em frutos de plantas transgênicas. Esses resultados sugerem 

que, indiferente ao tamanho e massa do fruto, há redução na quantidade e massa de 

sementes normais, quando comparado às plantas-controle (Figura 6 e 7).  

Registre-se também que em plantas-controle, para cada grama de fruto 

produzido, em média, uma semente é formada (número de sementes/massa do fruto = 

1,0410 sementes g-1); já em plantas transgênicas, para cada grama de fruto 

aproximadamente 0,3 sementes são formadas, assim, o que corresponde a uma redução 

de 70% na quantidade de sementes normais, apresentada na linhagem MT 1. 

As razões peso da polpa sobre massa da mucilagem e sementes (com endocarpo) 

e massa da polpa sobre a massa do fruto inteiro, não foram significativas quando 

comparado o evento transgênico diploide (MT 2) e o tetraplóide (MT 3) com a planta 

controle, confirmando que o padrão de desenvolvimento da polpa não é alterado em 

plantas transgenicas.  

Os frutos da planta MT 1 foram diferentes e superiores nas relações entre peso 

de polpa e peso de sementes com mucilagem e peso de polpa sobre peso de fruto inteiro. 

Isto pode ser devido à mixoploidia apresentada, uma vez que essa planta apresentou 

frutos menores, porém com pericarpo bem desenvolvido e com a presença de poucas ou 

nenhuma sementes.      
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Figura 6. Comparação entre frutos e sementes da planta-controle (WT) e evento transformado MT 1 com 
60 dias após a antese, selecionadas por tamanho similar. MT 1- evento transformado seccionado 
longitudinalmente, com ausência de sementes normais; WT - planta-controle seccionada 
longitudinalmente apresentando sementes normais e pericarpo menos desenvolvido. Barra = 1 cm. A - 
Sementes de plantas-controle; B - sementes predominantes em frutos de plantas-controle; C e D - Teste 
histoquímico de GUS em sementes normais seccionadas longitudinalmente e abortadas de plantas-
controle, respectivamente; E - Sementes de fruto de planta transformada MT 1; F - sementes 
predominantes no fruto de plantas transformada; G e H - Teste histoquímico de GUS em sementes 
normais seccionadas longitudinalmente e abortadas de plantas transformadas.  Barras = 0,2 cm. 
 

As análises de razões (número de sementes normais/massa do fruto inteiro, 

massa da polpa/peso do fruto inteiro, massa da polpa/número de sementes normais, 

massa da polpa/sementes frescas com mucilagem) tiveram o propósito de verificar se as 

linhas transgênicas estão sendo beneficiadas ou prejudicadas quanto ao 

desenvolvimento de setores do fruto. Essa alteração resultou em proporções entre 

sementes frescas, número de sementes e massa da polpa, todos em relação ao fruto 

inteiro, diferentes das encontradas em frutos de plantas-controle.  

As relações contendo a variável peso da polpa não apresentaram diferença 

significativa nas plantas diploides e tetraploides, de forma que o desenvolvimento de 

sementes é o único fator modificado em todas as linhagens transgênicas. Porém a planta 

mixoploide MT 1 apresentou incremento de polpa quando comparado com os demais 

frutos (Figura 7). 

O silenciamento da MIPS promoveu a redução dos conteúdos de fitato em 

sementes com endosperma bem desenvolvido. As quantificações de ácido fítico (AF) 
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expressas em mg g-1 de massa seca de  sementes normais revelaram diferença 

significativa entre plantas-controle e transgênicas (Figura 7 I). 

Isso se torna interessante, pois os frutos apresentaram menor quantidade de 

sementes normais, e mesmo estas apresentaram redução significativa do conteúdo de 

ácido fítico. Logo, ao avaliar o fruto inteiro, a redução de fitatos ocorre de duas 

maneiras: primeiro, por produzir menor quantidade de sementes normais, órgão de 

estoque de ácido fítico, segundo por possuir conteúdo de ácido fítico reduzido nas 

sementes produzidas. 

Os resultados obtidos sugerem que as plantas transgênicas de tomate que 

apresentaram o gene MIPS silenciado podem ter produzido menor concentração de mio-

inositol fosfato, que é um precursor metabólico de AF. Assim, a menor concentração de 

AF nas sementes transgênicas. 

O estudo de redução de fitato se concentra em grãos devido à produção animal, 

que utiliza destes grãos como base da alimentação animal para crescimento e engorda; 

assim, pesquisas e técnicas buscam a melhor conversão de alimento por peso de animal. 

Porém, esse estudo em alimentos de consumo humano tem ficado a desejar e as 

barreiras contra a produção e consumo humano de transgênicos desestimulam as 

pesquisas nessa área. Apesar disso, a produção de transgênicos que visam frutos com 

menores teores de fatores antinutricionais e sua aplicação em programas de 

melhoramento e para uso na alimentação humana e de animais tem visibilidade de 

pesquisadores. 

Vale ressaltar que o fitato é um conteúdo indispensável na viabilidade de 

sementes e, em doses baixas na alimentação humana apresenta atividade 

anticancerígena (Vucenik e Shamsuddin, 2006; Singh e Agarwal, 2005) com 

propriedades benéficas à saúde, especialmente atividades antioxidantes e anti-

calcificante (prevenção da formação de pedra nos rins) (Grases et al., 2007) e atividade 

anti-neoplásica no intestino grosso (Harland e Morris, 1995).  

Desta forma, os benefícios potenciais de AF também devem ser levados em 

consideração ao projetar os experimentos de melhoramento. Nesta busca, as ferramentas 

utilizadas e mais citadas na literatura são a transgenia com inserção ou superexpressão 

da enzima fitase [L-mio-inositol-(1,2,3,4,5,6)-hexaquisfosfato fosfohidrolase], alteração 

ou silenciamento  de uma ou duas isoformas de MIPS, modificações com inibição das 

cinases de fosfato de inositol e o melhoramento clássico. Todas essas técnicas estão 

ainda sendo abordadas e até o momento não foi definida a melhor estratégia de 
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melhoramento vegetal para diminuição de AF, mas demonstramos aqui que o 

silenciamento de MIPS é uma técnica promissora. 
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Figura 7. Características físicas de frutos e quantificação de ácido fítico em sementes de tomateiro 
‘Moneymaker’. Médias e razões foram determinadas em frutos de plantas-controle e plantas transgênicas 
aos 60 dias após a antese. A- massa fresca do fruto (g), B- massa fresca da polpa (g); C- massa fresca das 
sementes; D- Comprimento vertical do fruto; E- razão entre massa da polpa/número de sementes; F- 
razão entre massa de polpa/massa do fruto; G- razão número de sementes/massa do fruto; H- razão entre 
massa da polpa/massa de sementes (g); I- Conteúdo de ácido fítico em sementes secas (mg g-1). Asterisco 
indica diferença significativa pelo teste-t (P > 0.05) em comparação com a planta-controle. Valores 
representam as médias ± erro padrão (n = 5). 
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1.3.7 Análise da expressão gênica em sementes.  

Sementes abortadas de plantas transgênicas apresentaram silenciamento gênico. 

A expressão de MIPS ocorreu em sementes normais de plantas transgênicas e sementes 

normais e abortadas de plantas-controle. Assim, acredita-se que a ausência da expressão 

do gene MIPS esteja envolvida no aborto de embriões e desenvolvimento de sementes, 

porém, seu envolvimento não é determinante, uma vez que sementes de plantas-controle 

abortadas apresentam expressão desse gene (Figura 8). 

 
Figura 8. RT-PCR do gene MIPS em sementes de plantas transgênicas e plantas-controle de tomateiro 
‘Moneymaker’. Linhas 1, 2 e 3 - sementes normais de plantas-controle, plantas transgênicas MT 1, MT 2  
respectivamente. Linhas 4, 5, 6 e 7 - sementes abortadas dos indivíduos plantas-controle e plantas 
transgênicas MT 1, MT 2 e MT 3 respectivamente. 

 

A homologia das sequências de nucleotídeos da MIPS em diferentes espécies 

vegetais de diferentes gêneros varia de 87 a 96% com maior expressão em sementes, 

caules e raízes e em menores quantidades em folhas jovens em Vigna radiata 

(Wongkaew et al., 2009). A estrutura genômica e organização da MIPS demonstrou 

regiões altamente conservadas em nível de nucleotídeos em diversos organismos, 

incluindo leveduras, A. thaliana, C. paradisi, Nicotiana tabacum e Z. mays. (Hegeman 

et al., 2001). Estes dados nos permitem inferir que sequências de outras espécies podem 

ser utilizadas na promoção do silenciamento e que estes tecidos: Sementes, caules raízes 

e folhas podem ser analisados para verificar a eficiência do silenciamento. 

Em tomate, através de análise in silico no banco de dados de tomate Sol 

Genomics Network, a análise de alinhamento de nucleotídeos em blastn no genoma de 

tomate, utilizando como referência a sequência de soja AF293970 (Hegeman et al., 

2001) encontrou cinco possíveis regiões codificadoras para a sintase da mio-innositol-3-

fosfato, dentre essas, apenas duas apresentam tamanho semelhante as demais enzimas 

MIPS1 de outras espécies: Solyc05g051850.2.1 localizada no cromossomo 5 e 

Solyc04g054740.2.1 localizada no cromossomo 4. Por meio do programa Clustalw 2.1, 

o alinhamento das sequências de nucleotídeos de AF293970 com Solyc05g051850.2.1 e 

Solyc04g054740.2.1 apresentou  92%  e 90% de identidade entre as sequências, 

respectivamente. A sequência de nucleotídeos inserida no plasmídeo de transformação 
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alinhadas com o Solyc05g051850.2.1 e Solyc04g054740.2.1 apresentou  percentual de 

identidade de 80,11 e 79,55%  respectivamente (dados não apresentados).  

A expressão do gene MIPS em sementes de Passiflora edulis foi relatada por 

Abreu et al. (2006) em todos os estádios de desenvolvimento analisados, e esses autores 

observaram nível máximo de expressão, com pico ao 9° dia após a polinização. Chun et 

al. (2003) detectaram transcritos em sementes de soja em diferentes estágios de 

desenvolvimento, enquanto Hegeman et al. (2001) afirmam que em sementes de soja a 

expressão do gene MIPS ocorre nos primeiros estágios de desenvolvimento, com 

sementes de até 10 mm de comprimento. 

Resultado semelhante foi encontrado em sementes de soja por Nunes et al 

(2006), ao inserir o mesmo cassete de silenciamento da sintase da mio-inositol fosfato 

desse estudo. Nesses transgênicos houve aborto de sementes em grande quantidade. 

Sementes normais e abortadas foram avaliadas quanto à presença do transgene e quanto 

à expressão de MIPS. Os autores concluíram que 98% das sementes abortadas possuíam 

o transgene de silenciamento e todas as sementes bem desenvolvidas não possuíam o 

transgene, sugerindo que a integração do transgene de silenciamento ∆GmMIPS foi 

responsável pelo aborto das sementes. 

 

1.3.9 Identificação e quantificação de açúcares. 

Em extrato foliar de plantas-controle e transgênicas a xilose não apresentou 

diferença significativa, enquanto sacarose, inositol e frutose foram significativamente 

reduzidos quando comparados com plantas-controle (Figura 9 A). Estaquiose, rafinose e 

glicose não foram detectadas em folhas. 

Nos extratos de sementes normais os conteúdos de sacarose, glicose, rafinose e 

xilose apresentaram diferença significativa comparando as linhas transgênicas e plantas-

controle. Os açúcares estaquiose, inositol e frutose não foram identificados em sementes 

(Figura 9 B).  
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Figura 9. Valores relativos de açúcares em folhas e sementes normais de plantas-controle (WT) e 
transgênicas (MT 1, MT 2 e MT 3) de tomateiros ‘Moneymaker’ . Asterisco indica diferença significativa 
pelo teste-t (p > 0.05) em comparação com as plantas-controle, barras indicam erro padrão (n = 5). 
 

Em sementes normais de plantas transgênicas, independente de sua ploidia, o 

conteúdo de sacarose foi maior e diferente comparado as plantas-controle, em especial à 

planta diploide MT 2, que apresentou a mais alta concentração de sacarose. O mesmo 

padrão é encontrado na concentração de glicose com acúmulo em plantas transgênicas, 

sendo mais expressivo na planta diploide. Em plantas transgênicas silenciadas assume-

se menor atividade da MIPS, desta forma, acúmulo do substrato glicose-6P 

possibilitando o incremento em outras vias em que a glicose é substrato, como 

evidenciado nos teores de sacarose e no pool de glicose. A frutose por sua vez não é um 

açúcar de reserva em sementes de tomateiro, assim como a estaquiose, não sendo 

possível quantificá-las em sementes. 

Assim como o mio-inositol, que não foi identificado em sementes. A síntese de 

novo de mio-inositol é reconhecida como a principal fonte de inositol em sementes, a 

qual envolve a conversão de glicose-6P em mio-inositol-1P pela ação da enzima MIPS1. 

O pool de mio-inositol é utilizado na produção e acumulação de AF ou inositol 

1,2,3,4,5,6 hexafosfato (C6H18O24P6) correspondendo de 60 a 95% do total de fósforo 

em sementes. O restante é apresentado em mio-inositol penta e tetraquifosfato (IP5 e 

IP4) e em menores quantidades, tri, di e monofosfato de mio-inositol (IP3, IP2 e IP) de 

maneira que um pool de inositol livre não é identificado (Ayet et al., 1997).  

A rafinose apresentou conteúdos distintos entre as plantas transgênicas, havendo 

acréscimo nas plantas MT 1 e MT 3, as plantas diploides MT 2 apresentaram conteúdos 

semelhantes com plantas-controle. Em plantas MT 1 mixoploides e MT 3 tetraploide 

houve acúmulo de rafinose, o que  pode ser resposta à alteração na ploidia, em resposas 
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á sinais de estresse, visto que o acúmulo de rafinose é induzido por sinais de estresse 

(Kim et al., 2008). 

Os estresses estimulam a sintese de oligossacarídeos de rafinose (OR). Eles são 

sintetizados e armazenados em sementes para a aquisição de tolerância à dessecação e 

para proteção do embrião (Li et al., 2011). Também podem atuar como moléculas de 

sinalização ao ataque de patógenos ou ferimentos (Cho et al., 2010; Hatitatos et al., 

2000) ou em resposta a estresses abióticos (frio, salinidade, déficit hídrico e espécies 

reativas de oxigênio). Podem contribuir, ainda, para a estabilização de fosfolipídios de 

membrana durante a dessecação (Panikulangara et al., 2004; Zhao et al., 2004; Taji et 

al., 2002; Fowler e Thomashow, 2002; Amiard et al., 2003; Nishizawa et al., 2008). É 

interessante observar a possibilidade de alteração no conteúdo de OR em sementes de 

plantas possivelmente silenciadas e com a ploidia alterada, uma vez que esses são alvo 

do melhoramento genético na busca de diminuição do seu teor; essas alterações no 

genoma podem representar técnicas viáveis na manipulação dos conteúdos de 

oligossacarídeos de rafinose.  

O mio-inositol-1-P é o substrato para síntese dos OR. A primeira reação é 

catalisada pela galactinol sintase (GOLS; EC 2.4.1.123) na transferência do resíduo de 

galactose da UDP-galactose para o inositol, formando o galactinol (Peterbauer e 

Richter, 2001; Liu et al., 1995). O galactinol é o doador de resíduos de galactosil para a 

sacarose através de galactosiltransferases específicas na produção dos oligossacarídeos. 

O primeiro oligossacarídeo formado é a rafinose através da sintase da rafinose (EC 

2.4.1.82). Outros oligossacarídeos (estaquiose, verbascose e ajucose) são formados 

sequencialmente incorporando unidades de galactosil. A via ROs está intimamente 

ligada ao metabolismo primário da planta através de mio-inositol, sacarose e UDP-

galactose. A biossíntese de galactinol é controlada em nível de substrato (mio-inositol) e 

fatores de resposta ao estresse como verificado por Karner e colaboradores (2004). 

Galactinol e ROs são compostos específicos de plantas, sem representantes em 

outros reinos. A evolução especializada da sintase do galactinol entre as plantas, sem 

haver registros anteriores, indica um importante papel deste grupo de compostos em 

plantas (Sengupta et al., 2012).  

A xilose é outro oligossacarídeo que pode ser influenciado pela alteração do 

conteúdo de mio-inositol. O conteúdo de xilose não foi reduzido, porém verificou-se 

acréscimo desse oligossacarídeo em plantas transgênicas, podendo ser em resposta ao 
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acúmulo de glicose e sacarose, uma vez que a síntese de xilose possui duas vias, 

podendo ser via UDP-glicose ou UDP-mio-inositol.  

A biossíntese de xilose ocorre pela oxidação do MI livre pela mio-inositol 

oxigenase (MIOX) em ácido D-glucurônico (GlcA), que sequencialmente conduzem à 

formação de ácido UDP-glucurônico (UDP-GlcA); esse é o nucleotídeo de açúcar 

necessário para a síntese da parede celular durante o crescimento e desenvolvimento 

(Sharples e Fry, 2007). A via de catabolismo de inositol à ácido glucurônico é 

termodinamicamente irreversível (Endres e Tenhaken, 2009). Em adição à via MIOX, 

UDP-GlcA pode também ser produzido a partir de UDP-glicose por desidrogenase da 

UDP-glicose (UGD) (Klinghammer e Tenhaken, 2007).  

Na biotecnologia aplicada à síntese de parede celular tem-se demonstrado que as 

reduções substanciais de um polímero resultam normalmente em fenótipos de 

crescimento indesejado ou compensação por outros polímeros (His et al., 2001; Pena et 

al., 2007; Persson et al., 2007; Schilmiller et al., 2009). E, ainda, indicaram que 

resultados mais efetivos na redução de parede celular são alcançados com a alteração de 

todos os genes ou perturbação na relação dos níveis de precursores dos diferentes 

polímeros da parede celular, alcançados, por exemplo, por alterações nos índices dos 

nucleotídeos de açúcar (Seifert, 2004; Sharples e Fry, 2007), mudanças essas previstas 

no pool do conteúdo metabólico (van der Merwe et al., 2010).  

A importância do conhecimento básico para a síntese da parede celular é 

buscada para maximizar a conversão de energia solar em biocombustíveis à base de 

etanol (Somerville, 2006; Carpita e McCann, 2008; Heaton et al., 2008; Lopez-Casado 

et al., 2008; Pauly e Keegstra, 2008; Yuan et al., 2008; Carroll e Somerville, 2009). Os 

esforços atuais são focados na conversão da matriz lignocelulósica a etanol, melhorando 

a extração de moléculas baseadas em açúcar ou através da redução do polímero de 

lignina e polifenólicos (Carroll e Somerville, 2009). No entanto, apenas um sucesso 

limitado é obtido por meio de manipulações genéticas de enzimas diretamente 

associadas à parede celular e polímeros específicos (Pena et al., 2007; Persson et al., 

2007; Schilmiller et al., 2009). 

Em folhas verificamos os menores conteúdos de inositol, possivelmente devido 

ao silenciamento. Dentre os sacarídeos analisados apenas sacarose e frutose foram 

detectados em folhas. Nota-se que em folhas os valores de sacarose e frutose 

contradizem o efeito esperado pelo silenciamento; porém, como folhas não são os 

órgãos de reserva desses metabólitos, a frutose, glicose e sacarose devem estar sendo 
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desviadas para as várias vias metabólicas, como a formação de UDP-glicose na síntese 

de parede celular, o que é determinante para o crescimento da planta, uma vez que o 

substrato principal de mio-inositol está com demanda inferior e ainda realocada para 

outras vias do metabolismo. Ainda, podemos inferir uma possível diminuição no 

metabolismo primário quando comparamos os valores das plantas-controle e 

transgênicos em folhas. O silenciamento ou o processo de transgenia pode ter afetado o 

metabolismo primário alterando a demanda metabólica nos transgênicos, o que é 

evidenciado pelo crescimento mais lento da parte aérea e produção de frutos diminuída 

em relação à planta-controle (dados não apresentados).  

 

1.3.10 Teste de germinação, vigor germinativo e desenvolvimento de plântulas. 

O vigor germinativo foi reduzido nas sementes de plantas transgênicas. As 

plantas-controle apresentaram germinação superior a 90%, enquanto em sementes 

provenientes de plantas transgênicas os valores variaram em torno de 20% de 

germinação ao quinto dia de avaliação. A mesma tendência foi encontrada no teste de 

germinação, no qual sementes provenientes de plantas transgênicas apresentaram 

germinação inferior às plantas-controle. Houve acréscimo em todos os tratamentos após 

o quinto dia até o décimo quarto dia, porém, a germinação das plantas transgênicas não 

se igualou a germinação das plantas-controle, não havendo recuperação do rendimento 

da germinação (Figura 9). 

As sementes das plantas transgênicas não germinadas apresentaram 

intumescimento pela hidratação e algumas foram classificadas como mortas devido 

apresentarem início de deterioração.  
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Figura 10. Vigor geminativo, germinação e desenvolvimento de plântulas em sementes de tomateiro. A- 
Vigor germinativo: sementes germinadas até o 5º dia, Germinação: sementes germinadas até o 14º dia. B 
Desenvolvimento de plântulas: avaliação do comprimento do sistema caulinar e radicular de plântulas 
normais com 14 dias de semeadura de plantas-controle e transgênicas (MT 1, MT 2 e MT 3) de tomateiro 
‘Moneymaker’. Asterisco indica diferença significativa em comparação com a planta-controle. Valores 
representam as médias ± erro padrão (n = 3). 
 

As sementes germinadas que se desenvolveram em plântulas normais foram 

avaliadas quanto à qualidade de plântulas. No décimo quarto dia de germinação 

verificou-se que as plântulas transgênicas tiveram o crescimento do hipocótilo e da 

radícula diminuído, quando comparado às plântulas-controle (Figura 9B).  

Estes resultados demonstram que as sementes provenientes de plantas 

transgênicas possuem menor poder germinativo e menor vigor se comparadas às 

sementes provenientes de plantas-controle. Fato este que pode ter sido causado pela 

diminuição dos teores de fitato nas plântulas transgênicas, uma vez que o AF é digerido 

por fitases em sementes para a produção de fosfatos de inositol e inositol e liberação de 

cálcio e outros minerais divalentes, que auxiliam o crescimento de plântulas durante a 

fase de estabelecimento. De fato, reduções sistêmicas de AF usualmente têm efeitos 

negativos nas sementes, como comprometimento da germinação, emergência, tolerância 

ao estresse e preenchimento da semente (Raboy, 2007). A redução da expressão da 

MIPS também pode influenciar a via alternativa de produção de ascorbato que é um 

poderoso antioxidante e desempenha papel importante durante a germinação de 

sementes (Alimohammadi et al., 2012; Ye et al., 2012). 
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1.4 CONCLUSÕES  

 

Os resultados obtidos no presente trabalho comprovam que sequências presentes 

em soja ou mesmo diferentes espécies, desde que apresentem alta homologia na espécie 

em estudo, podem ser utilizadas como indutores de silenciamento da expressão gênica, 

particularmente quando em construção que propicie a transcrição de segmentos intron-

hairpin-RNA.  

Ainda, as plantas trangênicas T0 apresentaram alterações bioquímicas e 

morfológicas associadas a componentes e padrões morfológicos dependentes do 

conteúdo de mio-inositol, evidenciando, assim, a importância do conteúdo de mio-

inositol ou expessão do gene MIPS nesses eventos. Cumpre mencionar que tanto a 

viabilidade quanto o desenvolvimento de sementes e frutos, bem como o potencial 

germinativo e conteúdos de ácido fítico e açúcares são influenciados diretamente em 

nível de substrato. Em sintese, a redução da expressão da MIPS apresenta-se como uma 

potencial estratégia de melhoramento ou manipulação do metabolismo vegetal. 
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CAPÍTULO 2  

 

 

O silenciamento do gene da mio-inositol-fostato sintase (MIPS1) 

mediado por RNAi em tomateiro (Solanum lycopersicum Mill.)  

influencia o acúmulo de ácido fítico, de açúcares, o 

desenvolvimento de frutos, a germinação de  sementes e o 

desenvolvimento de plântulas  
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2.1 INTRODUÇÃO  

 

A enzima mio-inositol fosfato sintase (MIPS1) (E.C.5.5.1.4) catalisa a conversão 

irreversível de D-Glicose-6-P para 1-L-mio-inositol-1-P. O seu produto, o mio-inositol 

está presente em várias vias metabólicas onde o anel de inositol é requerido. Essa é a 

única via de biossíntese de novo, sendo encontrada em cianobactérias, algas, fungos e 

plantas e possui papel central no metabolismo celular (Loewus e Loewus, 1983; Morré 

et al., 1990; Majumder, 1997). O mio-inositol é um importante metabólito celular 

necessário para o crescimento e desenvolvimento de vegetais (Stevenson et al., 2000; 

Valluru e Ende, 2011). Contribui, ainda, na proteção contra salinidade, restaurando a 

pressão de turgescência e proteção de estruturas celulares ao estresse de espécies 

reativas de oxigênio (Loewus e Murthy, 2000; Majumder e Biswas, 2006).   

Em plantas, o mio-inositol ocupa papel de destaque no metabolismo de inositol, 

fornecendo inositol e inositídeos envolvidos em processos metabólicos e em estruturas 

vegetativas (Goya et al., 2011; Valluru e Ende, 2011). O mio-inositol pode ser usado 

para produzir o fosfatidilinositol (PtdIns) e os seus derivados (Scherer, 1850) 

polifosfatos Ins (Kersting et al., 2003) e solutos compatíveis tais como galactinol, 

rafinose, família oligossacarídeos (OR), polissacarídeos de parede celular e pinitol  

(Dastidar et al., 2006). Estes compostos derivados de mio-inositol participam de 

funções celulares cruciais em plantas como na transdução de sinais (Stevenson et al., 

2000; Xue et al., 2007), tráfego de membranas (Thole e Nielsen, 2008), exportação de 

mRNA  (Okada e Ye, 2009), tolerância a estresse (Shevelava et al., 1997) e  

armazenamento de fósforo (Thole e Nielsen, 2008; Stevenson-Paulik et al., 2005; 

Murphy et al., 2008). Além disso, o mio-inositol é produto primário do ácido D-

glucurônico, utilizado na síntese de uma variedade de substâncias pécticas da parede 

celular e os compostos não celulósicos e ácido ascórbico (Loewus e Murthy, 2000; 

Sasaki et al., 1989; Lorence et al., 2004).  

Dentre as vias nas quais o inositol está envolvido, algumas são alvo do 

melhoramento vegetal, dentre elas: a manipulação do conteúdo de ácido fítico em 

sementes (Raboy, 2000; Brinch-Pedersen et al., 2002; Ali et al.; 2013) de 

oligossacarídeos de rafinose em sementes (Raboy, 2007) e açúcares estruturais na 

parede celular (Carroll e Somerville, 2009). 

O ácido fítico é uma molécula constituída por um anel de mio-inositol, seis 

grupamentos fosfato. A eletronegatividade dos grupamentos fosfato possibilita ligações 
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com cátions de minerais divalentes formando um composto salino misto chamado de 

fitato (Lott et al., 1995). O fitato se acumula em sementes e é considerado o maior 

recurso de fósforo, fosfato de inositol e minerais durante a germinação e 

estabelecimento das plântulas (Abreu e Aragão, 2007; Wongkaew et al., 2010). Estudos 

buscam reduzir o conteúdo de fi tato em sementes devido sua indigestibilidade pela falta 

da enzima fitase em animais monogástricos (Bregitzer e Raboy, 2007), sua redução 

resulta no fornecimento de fósforo e cátions divalentes como Fe2+, Mn2+, Mg2+, Zn2+ e 

Ca2+, que estão quelados na molécula de ácido fítico. A redução de fi tato em sementes 

também contribui na redução de descarte de poluentes fosforados em dejetos de 

animais, esse descarte representa a maior fonte de despejo de fósforo no meio-ambiente 

pela agroindústria (Reynolds e Davies, 2001; Brinch-Pedersen et al., 2002; Raboy, 

2007). 

A manipulação da via visando à redução do conteúdo de ácido fítico em plantas 

tem sido conduzida mediante a inserção de fitases (Chierra et al., 2004; Bilyeu et al., 

2008); a seleção de mutantes com baixo teor de ácido fítico em milho (Raboy, 2000, Shi 

et al., 2003), cevada (Larson et al., 1998), arroz (Larson et al., 2000; Raboy, 2007), em 

soja (Wilcox et al., 2000) e feijoeiro comum (Campion et al., 2009); silenciamento de 

genes promotores em milho (Shi et al., 2007; Raboy, 2007); e pelo silenciamento da 

MIPS em batata (Keller et al., 1998; Abid et al., 2009), soja (Nunes et al., 2006),  

tomate (Fernandes, 2009) e arroz (Ali et al., 2013). 

Os oligossacarídeos de rafinose (OR) são sintetizados e armazenados em 

sementes para a aquisição de tolerância à dessecação e proteção do embrião (Li et al., 

2011). Também, podem atuar como molécula de sinalização ao ataque de patógenos ou 

ferimentos e resposta a estresses abióticos (Hatitatos et al., 2000; Cho et al., 2010). 

Podem contribuir, ainda, para a estabilização de fosfolipídios de membrana durante a 

dessecação (Nishizawa et al., 2008). Mas são alvo do melhoramento vegetal devido a 

mucosa do intestino delgado de humanos e animais monogástricos como aves e suínos 

ser desprovida de α-1,6-galactosidases e α-D-galactosil galactohidrolases, enzimas 

necessárias à conversão dos OR em açúcares mais simples. Consequentemente, 100% 

dos OR não são degradados e são conduzidos ao intestino grosso, onde bactérias 

anaeróbicas possuem os sistemas enzimáticos necessários para fermentação desses 

açúcares, o que resulta em liberação de grandes quantidades de CO2, H2 e CH4 (Suarez 

et al., 1999). 
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O mio-inositol é necessário na síntese de xilose, pectinas e hemicelulose, a 

importância do conhecimento básico da síntese da parede celular auxilia programas de 

melhoramento que buscam maximizar a conversão de energia solar em biocombustíveis 

à base de etanol (Carpita e McCann, 2008; Heaton et al, 2008; Lopez-Casado et al, 

2008; Pauly e Keegstra, 2008; Yuan et al., 2008). Os esforços estão focados na 

conversão da matriz lignocelulósica a etanol, melhorando a extração de moléculas 

baseadas em açúcares ou por redução do polímero de lignina e polifenólicos (Carroll e 

Somerville, 2009).  

A textura dos frutos, especialmente o amolecimento durante o amadurecimento é 

atributo desejável para consumo humano. No entanto, também está associada com a 

redução da vida útil pós-colheita e aumento da susceptibilidade à infecção microbiana. 

Devido à importância econômica, há um interesse significativo na compreensão dos 

mecanismos bioquímicos que regulam o processo das mudanças da textura da fruta. O 

amolecimento ocorrido na maturação do fruto geralmente envolve modificações nos 

polissacarídeos e proteínas componentes da parede celular primária e lamela média, 

resultando em um enfraquecimento da estrutura (Brummell, 2006; Vicente et al., 2007; 

Negi e Handa, 2008) 

O silenciamento da mio-inositol-fosfato sintase ao reduzir o conteúdo de mio-

inositol, teoricamente, pode intervir nas vias de biossíntese de ácido fítico, 

oligossacarídeos e compostos pécticos. No entanto, elevados níveis de silenciamento 

podem comprometer a homeostase e manutenção de processos fisiológicos e 

reprodutivos resultando em alterações não esperadas e desvantajosas nas cultivares 

silenciadas (Keller et al., 1998; Nunes et al., 2006; Fernandes, 2009, Donahue et al., 

2010).  

Nesse estudo, plantas e frutos da progênie T1 em cinco diferentes níveis de 

silenciamento da MIPS1 e sementes e plântulas T2 foram avaliadas quanto o conteúdo 

de fitatos, açúcares e parâmetros físico-morfológicos.   
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2.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.2.1 Obtenção de material vegetal 

Sementes T1 de plantas de tomateiro ‘Moneymaker’ transgênico MT 2 contendo 

construção tipo intron-hairpin-RNA com fragmentos do gene MIPS de Glycine max 

(∆GmMIPS) (Figura 1) indutora de silenciamento da sintase do mio-inositol-fosfato, de 

origem do vetor de transformação pMIPS1303 inserido na Agrobacterium tumefacies 

GV 3101 (Figura 2), foram desinfetadas em imersão em etanol 70% por 1 minuto, 

seguido por 20 minutos em solução de NaClO a 1,25 % de cloro ativo e enxágue em 

água deionizada estéril por três vezes sob condições asséptica. As sementes 

desinfestadas foram cultivadas em meio MS (Murashige e Skoog 1962) meia-força, 

vitaminas de Nitsch (Nitsch e Nitsch, 1969), 20 g L-1 sacarose, 0,1 g L-1 de mio-inositol, 

6,5 g L-1 de ágar Merck® e pH 5.8 ± 0.1.  

As culturas foram mantidas sob irradiância de 24 µmol m-2 s-1, fotoperíodo de 16 

horas e temperatura de 26 ± 2 oC. Quinze dias após a germinação, as plântulas foram 

transferidas em recipientes plásticos de 300 mL de capacidade, contendo substrato 

Plantmax®  (DDL Agro Indústria Ltda), cobertas por embalagem plástica. A diminuição 

da umidade foi realizada gradativamente com perfurações na embalagem plástica de 

cobertura durante duas semanas e então retirada a embalagem e transferência das 

plântulas para sistema hidropônico individual em caixas de isopor de 5 litros de 

capacidade contendo o meio de cultivo Hoagland e Arnon (1950) meia força em casa-

de-vegetação. Após a confirmação do transgene e do silenciamento da MIPS, cinco 

linhagens selecionadas foram multiplicadas por enraizamento lateral em cinco replicatas 

para a montagem do experimento. 

 

Figura 1. Detalhe do vetor de transformação: sequência indutora de intron-hairpin-RNA constituída de 
promotor CaMV 35S, seguido por fragmento de GmMIPS no sentido senso, pdk intron,  repetição 
antissenso do fragmento de GmMIPS e ocs terminator. 
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Figura 2. Vetor de transformação pMIPS1303 inserido na Agrobacterium tumefacies GV 3101. 
 
 
2.2.2 Confirmação da integração do transgene por reação da polimerase em cadeia 

(PCR)  

A análise de PCR ocorreu com DNA isolado de discos foliares de acordo com o 

método CTAB (Doyle e Doyle, 1990). A reação de PCR foi realizada em termociclador 

(PTC-100, MJ Researcher, USA) com 50 µL de solução contendo 40 ng de DNA, 60 

mM Tris–SO4 (pH 8.9), 18 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgCl2, 250 nM de cada dNTP; 200 

nM de cada iniciador, 5 U de Taq polimerase (Invitrogen). A reação foi conduzida a 95 

°C (5 min) com 35 ciclos de amplificação (95 °C durante 1 min, 50 °C durante 1 min, 

72 °C durante 1 min) e ciclo de alongamento final a 72 °C durante 5 min.  

Os iniciadores específicos para o gene de tolerância a higromicina: ‘forward’ '5 

GCTCCATACAAGCCAACCAC-3 ' e ‘reverse’ 5'-CGAAAAGTTCGACAGCGTCTC 

-3' foram utilizados para amplificar um fragmento a partir de DNA genômico de 670 pb. 

O DNA amplificado foi detectado no gel de agarose a 0.8% em solução contendo 

brometo de etídio 10 mg mL-1. Os produtos da PCR foram visualizados colocando o gel 

no transiluminador UV e fotografados em sistema de documentação. 
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2.2.3 Desenho e teste dos oligonucleotídeos para realização da PCR quantitativa de 

transcrição reversa (RT-qPCR) 

Sequência da MIPS1 GenBank No. AI491091 com expressão em folhas de 

tomateiro foi utilizada como molde para desenhar os oligonucleotídeos para RT-qPCR.  

O software PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems) projetou os oligonucleotídeos com 

os seguintes critérios:  temperatura de anelamento de 55 a 62 °C,  comprimento  do 

fragmento amplificado de 70 a 150 pb,  comprimento dos oligonucleotídeos de 18 a 25 

nucleotídeos e conteúdo guanina-citosina de 40 a 60%. 

Quatro genes constitutivos com expressão supostamente inalterada com o 

silenciamento da MIPS1 foram testados a fim de determinar a referência interna para a 

normalização da expressão do gene. Os genes testados foram: actina (BT013524), β-6-

tubulina (BT013153), fator de alongamento-1α (BT013246), e adenina 

fosforibosiltransferase (APT1) (BT012816) (Alfenas-Zerbini, 2009). 

A especificidade das quatro sequências MIPS1 foi verificada na base de dados 

do NCBI utilizando o Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). A especificidade de amplificação dos oligonucleotídeos MIPS1 desenhados e 

normalizadores foi verificada por meio da análise das curvas de dissociação e por 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado com nitrato de prata. O 

oligonucleotídeo de MIPS1 e normalizador que apresentou banda única e expressiva de 

plantas-controle e transgênicas de tomateiro foi escolhido para a RT-qPCR. 

 

2.2.4 Análise da expressão do gene MIPS1 por RT-qPCR  

O RNA total foi extraído a partir de 100 mg de tecido foliar com o Plant RNA 

Reagent Invitrogen® de acordo com as especificações do fabricante. Após extração, o 

RNA foi tratado com DNAse I Promega® e quantificado em aparelho NanoDrop ND-

1000 para ajustar a concentração em 250 ng  µL-1. O cDNA foi sintetizado a partir de 2 

µg de RNA com o uso de transcriptase reversa SuperScript®
 

III (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) de acordo com as especificações do fabricante.   

A reação de RT-qPCR foi realizada em placa óptica de 96 poços em aparelho 

ABI7500 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando o 

SYBR Green para monitorar a síntese de dsDNA. As reações contiveram 6 µL  SYBR 

Green Master Mix reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),  1 µL de 

cDNA, 300 nM de cada oligonucleotídeo em volume final de 12 µL. As amplificações 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/�
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ocorreram em 50 °C por 2 minutos, 95 °C 10 por minutos e 39 ciclos de 95 °C a 15s e 

60 °C a 1 minuto. Todas as reações foram realizadas em triplicata.  

Os oligonucleotídeos utilizados para a RT-qPCR foram o MIPS1-4 ‘forward’ 

(5’-TGAAGGAGAGGGTAAGTTCCA-3’) e MIPS1-4 ‘reverse’ (5’-

AAAGGAGCCTTGGTAA GATAACTG-3’) para verificar a expressão da MIPS1 e o 

APT1 ‘forward’ (5’- CCATGAGGAAACCCAAGAAGT-3’) e APT1 ‘reverse’ (5’-

CCTCCAGTCGCAATTAGATCAT-3’) para verificar a expressão do gene APT1. Os 

níveis de expressão foram normalizados em relação ao gene APT1 e a quantificação 

relativa para MIPS1 foi realizada pelo método comparativo de CT (ΔΔCT) (Livak e 

Schmittgen 2001). 

 

2.2.5 Quantificação de pigmentos fotossintéticos 

Os pigmentos fotossintéticos foram extraídos de três discos foliares de 0,8 cm de 

folhas do terceiro entrenó de cinco réplicas por tratamento, utilizando DMSO saturado 

com carbonato de cálcio durante 48 horas em temperatura ambiente e protegido de 

luminosidade (Hiscox e Israeltam, 1979). O extrato foi mensurado em 

espectrofotômetro em comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. Os teores de 

clorofila a, clorofila b e carotenoides totais foram determinados seguindo as equações 

propostas por Wellburn (1994) e expressos por µg cm-2. 

 

2.2.6 Resistência da epiderme à perfuração, firmeza de polpa, cor e sólidos solúveis 

totais  

Tomates inteiros (60 dias após a antese) foram avaliados quanto à cor da 

epiderme do pericarpo, registrada pela escala de Hunter (CIELAB) segundo Lana et al. 

(2006), tomando-se os valores de a* (alteração da cor verde para vermelha), obtidos 

diretamente de um colorímetro portátil digital (Minolta CR10 Co, Ltda, Japan).  

Os sólidos solúveis foram avaliados utilizando aproximadamente 300 g de 

pericarpo e homogeneizados por cerca de 2 minutos em processador de alimentos. O 

extrato filtrado foi analisado em refratômetro manual (modelo 137530 LO). 

A resistência à perfuração da epiderme foi determinada utilizando-se sonda de 2 

mm de diâmetro, até rompimento da epiderme, enquanto a firmeza de polpa foi 

determinada utilizando-se sonda de 5 mm de diâmetro, com distância de penetração 

fixada em 5 mm, após remoção da epiderme no local da análise. Ambos os testes foram 

feitos na região equatorial dos frutos inteiros maduros (60 dias após a antese) com 
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velocidade de penetração de 1 mm s-1, utilizando-se máquina universal de testes 

mecânicos (Instron, série 3367 EUA, 2005). Os resultados foram expressos em Newton 

(N). 

Todos os testes foram analisados em cinco repetições por tratamento, cada 

repetição sendo constituída por amostras de três frutos distintos e de idade/morfologia 

semelhante. 

 

2.2.8 Análises físicas de frutos e quantificação de ácido fítico em sementes de 

plantas-controle e linhagens transgênicas silenciadas para MIPS1  

Frutos de 60 dias após a antese foram avaliados quanto ao peso em gramas do 

fruto inteiro, polpa, mucilagem com sementes e número de sementes normais. 

Estas variáveis foram avaliadas isoladamente para a determinação das razões: 

número de sementes normais/massa do fruto inteiro, massa da polpa/massa do fruto 

inteiro, massa da polpa/número de sementes normais, massa da polpa/massa mucilagem 

e sementes. Foram analisadas cinco repetições por tratamento contendo três frutos cada 

repetição. 

O ácido fítico foi quantificado conforme Haug e Lantzsc (1983). Para tanto 

0,015g de sementes normais, secas e pulverizadas de plantas-controle e plantas 

transformadas foram tratadas com 1,5 ml de HCl 0,2 M, agitadas durante 30 min a 25 

°C e centrifugadas a 14.000 rpm por 15 min. Ao sobrenadante (0,5 mL) foi adicionado 1 

mL de solução de FeCl3 0,11g L-1 em HCl 0,2M, aquecido por 30 min a 100 °C, 

resfriado à temperatura ambiente e centrifugado a 4.000 rpm durante 15 min a 25 °C. 

Ao sobrenadante (0,5 mL) foi acrescentado 0,75 mL de solução de bipiridina (10 g de 

bipiridina, 10 mL de ácido tioglicólico em 1000 mL de água destilada). O produto foi 

quantificado espectrofotometricamente em A519nm e os valores obtidos foram 

transformados em concentração de ácido fítico pelo uso de uma curva padrão de fitato 

de sódio. A concentração de ácido fítico foi expressa em mg g-1 de massa seca de 

sementes. Foram analisadas cinco repetições por tratamento contendo três análises 

bioquímicas por repetição, as análises bioquímicas foram extraídas de um 

homogeneizado de sementes secas e pulverizadas de vários frutos da mesma planta. 
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2.2.10 Identificação e quantificação de oligossacarídeos em sementes e folhas por 

cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC). 

Os açúcares sacarose, estaquiose, rafinose, xilose, glicose, inositol e frutose 

foram quantificados em sementes de plantas-controle e plantas transgênicas. Foram 

analisadas cinco repetições por tratamento contendo uma análise bioquímicas por 

repetição, as análises bioquímicas foram extraídas de um homogeneizado de sementes 

secas pulverizadas de vários frutos da mesma planta ou folíolos secos da folha do 

terceiro entrenó.  

 Inicialmente a extração da fração oleosa de 0,03 g de sementes secas e 

pulverizadas foi realizada por três extrações sucessivas com 1,0 mL de éter de petróleo 

a 42 °C por 5 min. Em seguida os oligossacarídeos foram extraídos em três etapas 

sucessivas com etanol 80% a 100 °C por 5 min. O extrato alcoólico total foi evaporado 

a 50 °C e os oligossacarídeos ressuspendidos em 1,0 mL de etanol 80% e reservados a -

20 °C. Essa solução foi submetida à centrifugação por 10 min e filtrada em filtro 

Milipore de 0,45 µm. 

O extrato filtrado foi analisado em cromatografia líquida de alto desempenho 

SHIMADZU, modelo SPD-10A VP, detector de índice de refração RID 6 A, coluna de 

fase estacionária aminopropil (-NH2) (30 cm x 4.5 mm), fluxo 1,0 mL min-1 sob pressão 

42 kgf, fase móvel de acetonitrila:água (80:20) a 35 °C. Os oligossacarídeos foram 

identificados em comparação com os tempos de retenção e quantificados por curva de 

concentração padronizada. 

 

2.2.11 Teste de germinação e desenvolvimento de plântulas.  

Para o teste de germinação foram analisadas três repetições por tratamento, 

contendo 10 sementes normais cada. As sementes foram semeadas em caixas tipo 

gerbox contendo papel filtro, tipo Germitest®, umedecido com água na proporção de 2,5 

vezes o peso do papel seco. As sementes foram incubadas em germinadores a 25 oC 

com fotoperíodo de 12 horas. 

O resultado consistiu na percentagem de plântulas normais obtidas no décimo 

quarto dia após a semeadura para a germinação total, como descrito nas Regras para 

Análise de Sementes (Brasil, 2009). 

Para o teste de desenvolvimento de plântulas, três repetições de 10 sementes 

cada, foram semeadas sobre uma linha de referência, de forma linear e equidistante em 

caixas tipo gerbox contendo papel filtro, tipo Germitest®, umedecido com água na 
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proporção de 2,5 vezes o peso do papel seco. As caixas foram colocadas em germinador 

a 25 °C com fotoperíodo de 12 horas na posição vertical. No décimo quarto dia após a 

semeadura foram efetuadas as medições do comprimento de hipocótilo e raiz primária 

das plântulas normais com o auxílio de régua graduada em centímetros. Os resultados 

foram expressos em centímetros por plântulas normais (Nakagawa, 1999) 

 

2.2.12 Delineamento experimental e análise dos dados. 

As plântulas transgênicas com cinco diferentes níveis de expressão para MIPS1 e 

plantas-controle foram multiplicadas por enraizamento adventício utilizando ramos 

basais laterais a fim de obter cinco replicatas por nível de expressão.  O enraizamento 

foi conduzido em sistema hidropônico contendo solução nutritiva de Hoagland com 

metade da concentração dos nutrientes (Hoagland e Arnon, 1950). 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação em cultivo hidropônico em 

caixas de isopor de 5 litros contendo solução nutritiva Hoagland meia força, renovada 

semanalmente até a frutificação, dispostos em delineamento inteiramente casualisado. 

Os dados das variáveis analisadas foram submetidos ao Teste t Student (p > 0.0 5). 
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2.3 RESULTADOS 

 

2.3.1 Análise de PCR e expressão de MIPS1 por RT-qPCR em plantas T1. 

A análise de PCR, utilizando iniciadores para o gene de resistência à 

higromicina, comprovou a integração da sequência transgênica (∆GmMIPS) no DNA 

extraído de folhas de nove plantas da progênie T1  da linhagem MT 2 de tomateiro 

‘Moneymaker’. 

O nível de expressão de MIPS1 foi avaliado por RT-qPCR, encontrando 

expressão diferencial de MIPS1 nos transgenes T1 avaliados (Figura 3). O gene 

normalizador adenina fosforibosiltransferase (APT1) se apresentou mais eficiente 

quando comparado aos genes actina, β-6-tubulina e fator de alongamento 1α como 

controle interno, sendo utilizado como referência em todas as análises de RT-qPCR.  
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Figura 3. Expressão do gene MIPS1 em folhas de plantas transgênicas da progênie T1 da linhagem MT 2 
‘Moneymaker’.  Asterisco indica as linhagens selecionadas nesse estudo. Barras indicam o erro padrão (n 
= 3). 
 

Com base nos níveis de expressão de MIPS1 na progênie T1 transgênica 5 linhas 

com diferentes níveis de expressão e baixo erro padrão foram selecionadas (WT, MT 

2.1; MT 2.2; MT 2.5; MT 2.8 e MT 2.9). As plantas MT 2.3; MT 2.4; MT 2.6 e MT 2.7 

foram desconsideradas devido a interposição das medias de expressão com elevado erro 

padrão da média de expressão da MIPS1.  
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2.3.3 Quantificação de pigmentos fotossintéticos 

Os conteúdos de pigmentos fotossintéticos em folhas de plantas silenciadas não 

apresentaram diferença nos níveis de silenciamento (Figura 4).  
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Figura 4. Quantificação de pigmentos fotossintéticos em folhas de plantas-controle (WT) e progênie T1 
silenciada de tomateiros ‘Moneymaker’ . Barras indicam o erro padrão (n = 5). 

 
 

2.3.4 Resistência da epiderme à perfuração, firmeza de polpa, cor, sólidos solúveis 

totais, análises físicas de frutos e quantificação de ácido. 

A resistência da epiderme à perfuração e a firmeza de polpa à compressão 

apresentaram redução significativa em frutos inteiros das linhagens silenciadas quando 

comparado com plantas-controle (Figura 5 A-B).  

O fator a* referente à mudança da coloração verde para a vermelha não 

apresentou diferença significativa.  

Os sólidos solúveis totais de frutos de plantas silenciadas apresentaram  

diferenças significativas e a linhagem MT 2.9 foi superior aos demais demonstrando 

que a variável sólidos totais é alterada pelo silenciamento no pericarpo de frutos (Figura 

5 C).  

A massa do fruto reduziu significativamente nas linhagens MT 2.1 e MT 2.9 

(Figura 5 D). A razão entre as massas da polpa/fruto não diferiu significativamente 

(Figura 5 E), enquanto a razão das massas polpa/sementes das linhas silenciadas MT 2.5 
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e MT 2.9 apresentou superiores às plantas-controle, provavelmente devido a redução 

acentuada de desenvolvimento de sementes normais (Figura 5 F); porém a razão 

polpa/sementes normais (unidades) variou entre o níveis de silenciamento apresentando 

redução na linhagem MT 2.1 (Figura 5 G). A razão entre sementes normais 

(unidades)/fruto (g) apresenta a redução e assim, padrão alterado no desenvolvimento de 

sementes nas linhagens MT 2.5 e MT 2.9 (Figura 5 H). 
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Figura 5. Análise de resistência da epiderme e da polpa, sólidos solúveis totais, análise física dos frutos e 
quantificação de ácido fítico de sementes de frutos de plantas-controle (WT) e linhas da progênie T1 
silenciadas de tomateiros ‘Moneymaker’. A- firmeza do pericarpo; B- punctura da epiderme; C- sólidos 
solúveis totais; D- fruto (g); E- razão entre polpa (g)/fruto (g); F- razão entre polpa (g)/sementes (g); G- 
razão entre polpa (g)/sementes normais (unidades); H razão entre sementes normais (unidades)/fruto (g) e 
I - Quantificação de ácido fítico em sementes. Asterisco indica diferença significativa pelo teste-t (p > 
0.05) em comparação com a planta-controle. Barras indicam erro padrão (n = 5). 
 

A redução do ácido fítico foi significativa nas linhagens MT 2.1, 2.2 e 2.5 

(Figura 5 I). Os frutos da linhagem MT 2.5 apresentaram menor quantidade de sementes 

com o endosperma bem desenvolvido e mesmo essas apresentaram redução significativa 
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do conteúdo de ácido fítico. Sementes normais das linhagens MT 2.8 e 2.9 retomaram a 

capacidade de estocar ácido fítico, com uma redução menos expressiva do conteúdo de 

fitatos (Figura 5 I). 

 
2.3.5 Quantificação de açúcares em folhas e sementes  

Em extrato foliar, os conteúdos de xilose, sacarose, inositol e frutose 

apresentaram diferença significativa. Estaquiose, rafinose e glicose não foram 

identificadas em folhas (Figura 6 A). 

A concentração foliar de sacarose foi diferente, mostrando redução nas linhagens 

MT 2.1, MT 2.5, MT 2.8 e MT 2.9. O inositol apresentou redução nas plantas dos 

diferentes níveis de expressão, sendo esta redução crescente quanto ao nível de 

silenciamento e apresentando redução significativa em MT 2.1 e MT 2.8. A xilose 

apresentou acúmulo significativo nas linhagens MT 2.2, MT 2.5 e MT 2.8. A frutose 

apresentou redução nas linhagens silenciadas, sendo esta redução significativa em todas 

as linhagens (Figura 6 A).  

Nos extratos de sementes, os conteúdos de rafinose xilose e glicose foram 

diferentes estatisticamente, apresentando acúmulo quando comparados com as plantas-

controle através do teste-t (p > 0,05), o conteúdo de sacarose não diferiu entre as 

linhagens. Os açúcares estaquiose, inositol e frutose não foram detectados em sementes 

(Figura 6 B). 
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Figura 6. Açúcares em sementes e folhas de plantas-controle (WT) e progênie transgênica T1 silenciada 
de tomateiros ‘Moneymaker’. Asterisco indica diferença significativa pelo teste-t (p > 0.05) em 
comparação com a planta-controle. Barras indicam erro padrão (n = 5).  
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2.3.6 Teste de germinação e desenvolvimento de plântulas.  

A germinação foi altamente prejudicada em sementes provenientes de plantas 

das linhagens silenciadas. As plantas-controle apresentaram germinação acima de 90% 

enquanto as linhagens silenciadas apresentaram germinação decrescente 

correspondendo ao nível de silenciamento da MIPS, atingindo apenas 32% de 

germinação das sementes de plantas da linhagem MT 2.9 (Figura 7 A).  

Dentre as sementes de plantas silenciadas que germinaram, as capazes de 

produzir plântulas normais, correspondem a um percentual ainda menor. Plântulas 

normais são consideradas as sementes germinadas com emissão de radícula e epicótilo 

completos que sob condições favoráveis, tem a capacidade de crescer e se transformar 

em planta normal (Brasil, 2009). Esse percentual diferiu pouco em plantas-controle, 

porém nas linhagens transgênicas houve drástica redução, nessas, as sementes 

germinaram emitindo a raiz primária, mas as plântulas não apresentaram padrão normal 

de desenvolvimento ou permaneceram apenas com a emissão da raiz primária (Figura 7 

B). 
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Figura 7. Teste de germinação e desenvolvimento de plântulas em sementes de plantas-controle (WT) e 
progênie transgênica T1 silenciadas de tomateiros ‘Moneymaker’. Asterisco indica diferença significativa 
pelo teste-t (p > 0.05) em comparação com plantas-controle. Barras indicam erro padrão (n = 3).  

 
As sementes germinadas com formação de plântulas normais foram avaliadas 

quanto ao crescimento do sistema caulinar e do sistema radicular. Os resultados 

apontaram diferença no desenvolvimento do sistema caulinar em plântulas da linhagem 

MT 2.9. O desenvolvimento da raiz primária não foi afetado em plântulas normais. 
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2.4 DISCUSSÃO  

 

Os diferentes níveis de silenciamento nas progênies transgênicas alteram o 

conteúdo de açúcares, oligossacarídeos, desenvolvimento morfogênico de frutos e 

plântulas além de outras substâncias e que direta ou indiretamente demandam o mio-

inositol e adequados níveis de expressão da MIPS. A biossíntese de mio-inositol é um 

processo altamente regulado, envolvido em diferentes e importantes vias bioquímicas 

do metabolismo vegetal (Seelan et al., 2009; Torabinejad et al., 2009).  

Estudos anteriores relatam que elevados níveis de silenciamento podem induzir 

respostas não vantajosas (Keller et al., 1998; Nunes et al., 2006). Nesse sentido foram 

avaliadas plantas-controle e silenciadas entre 99% até 9% de expressão de MIPS, 

demonstrando o comportamento das respostas fisiológicas aos níveis de silenciamento.  

Nessas plantas, o silenciamento não alterou o conteúdo de pigmentos 

fotossintéticos em folhas,  pH e cor dos frutos avaliados. A concentração de sólidos 

solúveis totais (SST) foi maior apenas na linhagem com a menor expressão da MIPS1 

(Figura 6). Isso pode ter ocorrido devido à redução da conversão de glicose-6-P para 

mio-inositol, resultando em acúmulo de açúcares. Em relação ao valor apresentado em 

°Brix, frutos de tomate apresentam teores entre 3,0 a 6,0 °Brix, desse teor, cerca da 

metade é composta de açúcares e 1/8 de ácidos orgânicos, sendo que os açúcares 

predominantes são glicose e frutose e o ácido predominante é o cítrico (Jones Júnior, 

1999).   

A percentagem de sólidos solúveis (SST) totais influencia significativamente o 

rendimento industrial, principalmente o peso final do produto processado. Em alguns 

países, a percentagem de sólidos solúveis é utilizada como base na determinação do 

preço do tomate destinado ao processamento industrial (Colla et al., 2001). O teor de 

açúcares totais e açúcares redutores afetam o atributo gosto, doçura, acidez e flavor, que 

por sua vez, pode estar relacionado ao grau de amadurecimento e ao teor de SST 

(Zambrano et al., 1996; Gil et al., 2002; Miguel et al., 2007).  Esta característica não é 

afetada pelo modo de cultivo, quando avaliado plantios convencionais e orgânicos 

(Afssa, 2003; Ferreira et al., 2010) ou com diferentes doses de nitrogênio (Pandey et al., 

1998; Singh et al., 2000; Warner et al., 2004). Desta forma, o silenciamento da MIPS 

pode apresentar benefícios por incrementar o teor de °Brix em frutos quando em nível 

de silenciamento que proporcione esta resposta.    
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As resistências da epiderme e do pericarpo apresentaram redução relacionada 

aos níveis de expressão da MIPS. A resistência física pode ser influenciada pela 

expressão da MIPS devido à estruturação das membranas e paredes celulares, uma vez 

que o mio-inositol é constituinte das moléculas de hemicelulose, pectina e xilose 

(Sharples e Fry 2007).  

A firmeza está fortemente correlacionada com o conteúdo de pectina presente 

nos frutos e à medida que os frutos amadurecem ocorre degradação das substâncias 

pécticas, levando ao amolecimento da polpa (Rocca, 2009).  A pectina é constituinde de 

aproximadamente um terço da estrutura das paredes celulares (Hwang et al., 1993; 

Ridley et al., 2001), em que participa da adesão célula a célula através da ligação 

cruzada de cálcio entre os homogalacturonanos na lamela média (Jarvis et al., 2003; 

Vincken et al., 2003). Celulose combinado com a pectina e hemicelulose constituem a 

parede celular primária que mantém a firmeza dos frutos (Pirrello et al, 2009).  

O processo de alteração da textura da fruta é muito complexo e muitas famílias 

de proteínas, com atividade enzimática, juntamente com as relações de água e os 

radicais livres contribuem para isso. Nesse processo incluem a atividade da 

poligalacturonase (PG), metilesterases de pectina (PMEs), β-galactosidase, β-mananase, 

xiloglucano xiloglucosil-transferase/endohidrolase (XET), liase de pectato (PL), endo-

β-1,4-glucanases (EGases, celulases), expansinas, α-manose e β-Hexoses (Seymour et 

al., 2013). Essas enzimas apresentam atividade aumentada durante o processo de 

maturação no metablismo de parede celular.  

 A perda de firmeza em tomates está relacionada não apenas à perda de turgor, 

causada pela perda de água, mas, principalmente, ao metabolismo da parede celular, 

ocorrendo extensiva despolimerização da pectina e hemicelulose acompanhada de fraca 

despolimerização da celulose. Consequentemente, há redução das forças coesivas que 

mantém as células unidas, resultantes da ação das cujas atividades são aceleradas no 

início do amadurecimento e na senescência (Brummell, 2001; Brackmann, 2007).  

As análises físicas dos frutos apresentaram redução de massa de frutos nas 

plantas silenciadas, tendo as plantas-controle frutos maiores e mais desenvolvidos.  

Porém, a razão entre massa de polpa por massa de sementes e mucilagem demonstrou 

uma maior produção de polpa nas linhagens MT 2.5 e MT 2.9 devido ao reduzido 

número de sementes; de maneira similar a relação entre polpa por unidades de sementes 

normais apresenta decréscimos nos níveis em que o número de sementes normais é 

maior. Porém, quando analisado a porção da polpa em relação ao fruto inteiro, não 
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observamos diferença, podendo afirmar que o padrão alterado no fruto é a produção de 

sementes. 

As caracteristica fenotípicas do fruto são controladas por múltiplos genes. Locos 

de características quantitativas (QTL) e marcadores moleculares localizaram regiões 

genômicas e genes responsáveis  por vários atributos fenotípicos de fruto, como o 

tamanho do fruto, o peso e a forma, em várias espécies, incluindo o tomate (van der 

Knaap et al., 2002; Tanksley, 2004). Cerca de 30 QTL afetam o tamanho e rendimento 

dos frutos do tomateiro. Os QTL de loci ortólogos que regulam a forma do fruto do 

tomate, massa e tamanho também estão presentes em pimentão (Capsicum annuum) e 

berinjela (Solanum melongena) (Tanksley, 2004; Frary et al., 2004).  

 O gene Fw2.2 é responsável por aproximadamente 30% da variação das 

características fenotípicas, ele codifica uma proteína de expressão específica em fruto, 

que regula negativamente a mitose e possivelmente parte do sinal de transdução do ciclo 

celular (Cong e Tanksley, 2006). O número de células do pericarpo em tomate também 

está relacionado com a expressão do gene MADS-box TOMATE AGAMOUS (TAG)-

Like1 (TAGL1) (Vrebalov et al., 2009). TAGL1 é expresso em órgãos florais e frutos 

jovens de tomate, bem como durante o amadurecimento, é um dos mais abundantes 

MADS-box genes expressos em tecidos jovens de frutos (Matas et al., 2011). O 

silenciamento de TAGL1 em frutos de tomate resulta na redução na espessura do 

pericarpo de 25 para 15 camadas em frutos de 28 e 38 dias respectivamente após a 

antese e o endocarpo é ausente.  

Outro gene relacionado ao tamanho do fruto é a quinase do ciclo celular WEE1. 

Em tomate produz fenótipo de fruto pequeno quando suprimido e pode atuar como um 

regulador de endorreduplicação, um processo chave envolvido no crescimento dos 

frutos e determinante do peso do fruto (Cheniclet  et al., 2005; Gonzalez et al., 2007).  

A produção de sementes, avaliada pela razão entre sementes normais/fruto, nos 

permite avaliar se a proporção de sementes por fruto foi alterada, uma vez que esta 

avaliação correlaciona o número de sementes com o peso total do fruto do qual as 

sementes foram coletadas. Nesse sentido, afirmamos que o silenciamento foi capaz de 

alterar a produção de sementes normais, devido ao decréscimo significativo nessa razão 

em plantas silenciadas. Os níveis crescentes de silenciamento apresentaram os menores 

valores dessa razão.  

Estudos anteriores relacionaram a expressão de MIPS com o aborto em sementes 

(Nunes et al., 2006) ou estrutura anormal do embrião (Kuwano et al., 2009). As 
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sementes estão imersas no tecido placentário que preenche as cavidades loculares do 

fruto e para tomate industrial é importante que as cavidades loculares sejam o mais 

reduzidas possíveis (Rocca, 2009). 

A atividade da MIPS em sementes está presente em todos os estágios de 

desenvolvimento com o máximo de expressão ao 9° dia após a polinização (Abreu e 

Aragão, 2007; Chun et al., 2003). Hegeman et al. (2001) afirmam que nas sementes de 

soja a expressão do gene MIPS ocorre nos primeiros estágios de desenvolvimento, com 

sementes de até 10 mm de comprimento. Assim como Nunes et al. (2006) relatam 

aborto anormal de sementes que não herdaram a sequência transgênica indutora de 

silenciamento da MIPS, sugere-se  que a expressão de MIPS possa estar envolvida com 

a viabilidade dos embriões e preenchimento de sementes. 

Houve diminuição no conteúdo de ácido fítico em algumas linhagens 

transgênicas, sendo os mais expressivos em 0.66 e 0.47 de expressão do gene MIPS, 

retornando a concentrações similares à plantas-controle em expressões menores (Figura 

9) possivelmete por essas sementes não herdarem o transgene indutor de silenciamento. 

Estudos anteriores relatam a redução de ácido fítico em sementes silenciadas, porém 

sem a quantificação do silenciamento, em soja com promotor CaMV 35S (Nunes et al., 

2006) em  tomate com promotor CaMV 35S (Fernandes, 2009). Em arroz com promotor 

Oleosin 18 (Ole 18) de expressão específica em sementes; a expressão de 0.47 ‘fold’ 

apresentou diminuição de ácido fítico de 10.28 mg g-1 para  4.27 mg g-1, indicando 

redução de 58.4% em plantas MIPS silenciadas. 

A quantificação de açúcares em folhas mostrou redução do conteúdo de inositol 

crescente de acordo com o silenciamento gênico, onde o conteúdo foi mais reduzido 

quanto maior o silenciamento. A sacarose e frutose também foram reduzidas nos níveis 

de silenciamento comparativamente à planta não transformada, porém com variações 

entre os níveis. Esse comportamento poderia ser explicado pelo forte dreno determinado 

pelos frutos atuando as folhas como fontes desses açúcares, muito demandados na 

produção e acúmulo de reservas em frutos. 

Em sementes o acúmulo de glicose foi relativo aos níveis de silenciamento, esse 

padrão demonstra a ligação direta do acúmulo do substrato da atividade da enzima 

silenciada; a sacarose por sua vez não mostrou diferença.  

A xilose variou entre os níveis silenciados em sementes, porém o 

comportamento da variação não foi relacionado aos níveis de silenciamento, observou-

se padrão de resposta tendendo para o acúmulo em plantas silenciadas, mesmo que o 
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desvio não tenha permitido observar diferença estatística. O conteúdo de xilose não foi 

reduzido, porém verificou-se acréscimo desse oligossacarídeo em plantas transgênicas, 

podendo ser em resposta ao acúmulo de glicose e sacarose, uma vez que a síntese de 

xilose possui duas vias, quer via UDP-glicose ou mio-inositol.  

A biossíntese de xilose ocorre pela oxidação do mio-inositol livre pela Mio-

inositol oxigenase (MIOX) em ácido D-glucurônico (GlcA), que sequencialmente 

conduzem à formação de ácido UDP-glucurônico (UDP-GlcA) é o nucleotídeo de 

açúcar necessário para a síntese da parede celular durante o crescimento e 

desenvolvimento (Sharples e Fry 2007). A via de catabolismo de inositol a ácido 

glucurônico é termodinamicamente irreversível (Endres e Tenhaken 2009). Em adição à 

via MIOX, UDP-GlcA pode também ser produzido a partir de UDP-glicose por 

desidrogenase da UDP-glicose (UGD) (Klinghammer e Tenhaken, 2007).  

A rafinose mostrou incremento em relação aos níveis de silenciamento, podendo 

ser decorrente de resposta ao estresse provocado pelo silenciamento na planta e como 

metabólito de reserva (Nishizawa et al., 2008; Li et al., 2011). O mio-inositol-1-P é o 

substrato para síntese dos oligossacarídeos de rafinose. A primeira reação é catalisada 

pela sintase do galactinol (GOLS; EC 2.4.1.123) na transferência do resíduo de 

galactose da UDP-galactose para o inositol, formando o galactinol (Peterbauer e 

Richter, 2001; Liu et al., 1993), que por sua vez é controlado em nível de substrato 

(mio-inositol) e fatores de resposta ao estresse (Karner et al., 2004). O primeiro 

oligossacarídeo formado é a rafinose, através da rafinose sintase (EC 2.4.1.82); outros 

oligossacarídeos (estaquiose, verbascose, ajucose) são formados sequencialmente 

incorporando unidades de galactosil.  

A via OR está intimamente ligada ao metabolismo primário da planta através de 

mio-inositol, sacarose e UDP-galactose. Os oligossacarídeos de rafinose são sintetizados 

e armazenados em sementes para a aquisição de tolerância à dessecação e para proteção 

do embrião (Li et al., 2011). Também atuam como molécula de sinalização ao ataque de 

patógenos ou ferimentos (Cho et al., 2010; Hatitatos et al., 2000). Os OR atuam em 

resposta a estresses abióticos, como frio, salinidade, déficit hídrico e espécies reativas 

de oxigênio (Nishizawa et al., 2008).  

Galactinol e OR são compostos específicos de plantas, sem representantes em 

outros reinos. A evolução especializada de galactinol sintase entre as plantas, sem haver 

registros anteriores, indica importante papel deste grupo de compostos em plantas 

(Sengupta et al., 2012).  
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A germinação foi afetada na maioria dos níveis de silenciamento. O 

desenvolvimento de plântulas normais seguiu padrão semelhante, provavelmente devido 

a redução da tolerância ao estresse e do enchimento da semente, causados pela redução 

dos níveis da expressão da MIPS que comprometeram a viabilidade do embrião, com 

comprometimento da germinação e da emergência (Nunes et al., 2006; Fernandes, 

2009). A redução dos conteúdos e expressão da MIPS também podem influenciar a via 

alternativa de produção de ascorbato.  Ali et al. (2013) encontraram redução de 17% do 

conteúdo de ascorbato em sementes de arroz silenciadas para MIPS. O ascorbato é um 

poderoso antioxidante e desempenha papel importante durante a germinação de 

sementes (Alimohammadi et al., 2012; Ye et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 69 - 
 

2.5 CONCLUSÕES  

 

Observou-se aqui que MIPS e seu produto mio-inositol atuam em uma gama de 

processos, desde as respostas morfológicas complexas, como a resistência da epiderme 

e do pericarpo, ºBrix em pericarpo, desenvolvimento de sementes, germinação total e 

desenvolvimento de plântulas de tomateiro, até conteúdos de compostos isolados, como: 

ácido fítico, glicose e rafinose em sementes, assim como conteúdos de sacarose, frutose 

e inositol em folhas.  

A alteração na expressão da MIPS, gene responsável pela enzima-chave de 

produção de mio-inositol, o qual é necessário em inúmeras vias metabólicas, ocasionou 

várias alterações em plantas silenciadas. Saliente-se aqui que essas modificações podem 

ser de interesse industrial e biotecnológico, por resultar na redução de gastos em 

processos industriais, como o processamento de frutos com redução de sementes e 

maior concentração de ºBrix, e ainda, redução no conteúdo de fitato em sementes.  

Assim, a utilização do silenciamento parcial da mio-inositol-fosfato sintase pode 

auxiliar o melhoramento vegetal mediante a alteração de importante compostos 

envolvidos no metabolismo de mio-inositol, além de identificar as diversas vias 

metabólicas e respostas morfogênicas associados ao mio-inositol. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

Perfil metabólico primário de pericarpo e sementes durante o 

desenvolvimento de plantas de Solanum lycopersicum silenciadas 

para a mio-inositol-fosfato sintase (MIPS1) 
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3.1 INTRODUÇÃO  

 

O mio-inositol é produto da enzima mio-inositol fosfato sintase (MIPS1) 

(E.C.5.5.1.4) que catalisa a conversão irreversível de D-Glicose-6-P para 1-L-mio-

inositol-1-P. Em plantas, o mio-inositol ocupa papel de destaque no metabolismo 

fornecendo inositol e inositídeos envolvidos em processos metabólicos e em estruturas 

vegetativas (Goya et al., 2011; Valluru e Ende, 2011).  

Sequências codificadas de MIPS foram isoladas e caracterizadas de várias 

espécies vegetais, tais como: Spirodela polyrrhiza (Smart e Fleming, 1993), 

Arabidopsis thaliana (Johnson, 1994), Citrus paradisii (Abu-Abied e Holland, 1994), 

Mesembryanthemum crystallinum (Ishitani et al., 1996), Nicotiana tabacum (Hara et al., 

2000), Glycine Max (Hegeman et al., 2001), Hordeum vulgare (Larson e Raboy, 1999), 

Orysa sativa (Yoshida, 1999), Zea mays (Larson e Raboy, 1999), Porteresia coarctata 

(Majee et al., 2004), Sesamum indicum (Chun et al., 2003) e Passiflora edulis f. 

flavicarpa (Abreu e Aragão 2007). 

As sequências codificadoras para MIPS são pertencentes a uma família 

multigênica, apresentando de uma a sete sequências, como em arroz e milho 

respectivamente (Yoshida et al., 1999; Larson and Raboy, 1999). Os múltiplos genes de 

MIPS podem expressar de forma diferencial e sincronizada apresentando funções 

fisiológicas específicas (Abreu e Aragão 2007).  

Transcritos de MIPS de diferentes espécies tem sido encontradas em óvulos, 

grãos de pólen, sementes em desenvolvimento, folhas de plantas cultivadas em 

condições de campo (Abreu e Aragão 2007), flores, cotilédones em germinação e 

embriões somáticos (Hegeman et al., 2001). Porém, estas sequências são altamente 

conservadas. O alinhamento nucleotídeos de MIPS de Passiflora sp com 31 sequências 

de outras espécies vegetais, incluindo as solanáceas batata, tabaco e tomate, apresentou 

similaridade de nucleotídeos entre 74 a 86% (Abreu e Aragão 2007). 

Os compostos derivados de mio-inositol participam de funções celulares cruciais 

em plantas como na transdução de sinais (Stevenson et al., 2000; Xue et al., 2007), 

transporte de membranas (Thole e Nielsen, 2008), exportação de mRNA (Okada e Ye, 

2009), tolerância a estresse (Shevelava et al., 1997) e armazenamento de fósforo (Thole 

e Nielsen, 2008; Stevenson-Paulik et al., 2005; Murphy et al., 2008).  

O mio-inositol pode ser usado para produzir o fosfatidilinositol (PtdIns) e 

derivados polifosfatos Ins (Kersting et al., 2003) e solutos compatíveis tais como 
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galactinol, rafinose, família oligossacarídeos (OR),  pinitol (Dastidar et al., 2006) e 

biossíntese de ácido fítico e ácido fítico pirofosfatado (Horbowicz e Obendorf, 1994; 

Peterbauer e Richter, 1998), produto primário do ácido D-glucurônico, utilizado na 

síntese de uma variedade de substâncias pécticas da parede celular e os compostos não 

celulósicos e ácido ascórbico (Loewus e Murthy, 2000; Sasaki et al., 1989; Lorence et 

al., 2004). 

Mutantes nulos da MIPS são letais, dessa forma as vias biossintéticas 

influenciadas pelo mio-inositol, produto da MIPS, necessitam de outras abordagens de 

estudo. O silenciamento de RNA, via RNAi possibilita a investigação de alterações na 

biossíntese e metabolismo de mio-inositol (Nunes et al., 2006). Até o presente 

momento, plantas MIPS silenciadas não foram caracterizadas em detalhes, 

principalmente em estruturas reprodutivas de frutos carnosos. 

Tomate (Solanum lycopersicum) é a principal planta modelo para o estudo do 

desenvolvimento de frutos carnosos e amadurecimento de frutas climatéricas (Carrari et 

al., 2006; Zhang et al., 2010).  

O silenciamento da mio-inositol-fosfato sintase ao reduzir o conteúdo de mio-

inositol, teoricamente, pode interferir nas vias de biossíntese de ácido fítico, 

oligossacarídeos e compostos pécticos. No entanto, elevados níveis de silenciamento 

podem comprometer a homeostase e manutenção de processos fisiológicos e 

reprodutivos resultando em alterações não esperadas e desvantajosas nas cultivares 

silenciadas (Keller et al., 1998; Nunes et al., 2006; Fernandes, 2009, Donahue et al., 

2010).  

Frutos de plantas silenciadas para MIPS1 de tomateiro possibilitam verificar o 

padrão de desenvolvimento de frutos e sementes, com produção de boa quantidade de 

material vegetal por planta, facilitando a amostragem e a experimentação. Neste estudo 

frutos de progênie T2 com diferentes níveis de silenciamento da MIPS1 via RNAi e 

sementes T3  desses frutos foram avaliadas quanto o perfil metabólico primário durante 

diferentes estádios de desenvolvimento (10, 25, 50 e 60 dias após a antese) e 

monossacarídeos de parede celular em frutos maduros de 60 dias após a antese. Essa 

abordagem apontou comportamento alterado do conteúdo metabólico em plantas 

silenciadas e alvos influenciados pelo conteúdo de mio-inositol ou expressão da MIPS.  
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3.2 MATERIA L E MÉTODOS  

 

3.2.1 Material vegetal e condições experimentais 

Foram utilizadas sementes T2 de plantas de tomateiro ‘Moneymaker’ transgênico 

das linhagens MT 2.1, MT 2.2, MT 2.5, MT 2.8 e MT 2.9 contendo construção tipo 

intron-hairpin-RNA com fragmentos do gene MIPS de Glycine max (∆GmMIPS) 

(Figura 1) indutora de silenciamento da sintase do mio-inositol-fosfato, de origem do 

vetor de transformação pMIPS1303 inserido na Agrobacterium tumefacies GV 3101 

(Figura 2). As sementes foram germinadas entre papel tipo Germitest® em câmara de 

crescimento por um período de 14 dias. A confirmação da manutenção do transgene foi 

realizada por PCR com iniciadores para o gene de resistência à higromicina em folhas 

de plantas contendo 15 dias. As plantas com transgenia confirmada foram avaliadas 

quanto o silenciamento da sintase do mio-inositol-fosfato (MIPS1) através de qRT-PCR 

(Figura 2) e selecionados seis linhas com diferentes níveis de expresssão. Para linha 

foram obtidas seis réplicas biológicas através de enraizamento adventício utilizando 

ramos basais laterais. O enraizamento foi conduzido em tanque de 15 litros, em sistema 

hidropônico contendo solução nutritiva à ½ força pH 5,7 (Hoagland e Arnon, 1950). O 

experimento foi conduzido em blocos casualizados, em vasos de 15 litros contendo 

substrato Plantmax® (DDL Agro Indústria Ltda) em casa de vegetação com temperatura 

controlada a 25 °C até a frutificação. 

 
Figura 1. Detalhe do vetor de transformação: sequência indutora de intron-hairpin-RNA constituída de 
promotor CaMV 35S, seguido por fragmento de GmMIPS no sentido senso, pdk intron,  repetição 
antissenso do fragmento de GmMIPS e ocs terminator. 
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Figura 2. Vetor de transformação inserido na Agrobacterium tumefacies GV 3101. 
 
 

 

3.2.2 Confirmação da integração do transgene por reação da polimerase em cadeia 

(PCR)  

A análise de PCR foi realizada com DNA isolado de discos foliares de plantas 

da progênie transgênica e plantas-controle utilizando o método CTAB (Doyle e Doyle, 

1990). A reação de PCR foi realizada em termociclador (PTC-100, MJ Investigador, 

EUA) com 50 µL de solução contendo 40 ng de DNA, 60 mM de Tris-SO4 (pH 8,9), 18 

mM (NH4)2SO4, 2 mM de MgCl2, 250 nm de cada dNTP, 200 nM de cada iniciador 5 U 

de Taq polimerase (Invitrogen®). A reação foi incubada a 95 °C (5 min) e submetida a 

35 ciclos de amplificação (95 °C durante 1 min, 50 °C durante 1 min, 72 °C durante 1 

min) com um ciclo de alongamento final de 5 min a 72 °C durante 5 min. 

 Os iniciadores específicos para o gene de higromicina: ‘forward’ '5 

GCTCCATACAAGCCAACCAC-3 ' e ‘reverse’ 5'-CGAAAAGTTCGACAGCGTCTC 

-3' foram utilizados para amplificar um fragmento a partir de DNA genômico de 670 pb. 

O DNA amplificado foi detectado em gel de agarose a 0,8% em solução contendo 

brometo de etídio 10 mg mL-1. Os produtos da PCR foram visualizados colocando o gel 

no transiluminador UV e fotografados em sistema de documentação. 
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3.2.3 Desenho e teste dos oligonucleotídeos para realização da PCR quantitativa de 

transcrição reversa (RT-qPCR) 

Sequência MIPS1 GenBank No. AI491091 com expressão em folhas de 

tomateiro foi utilizada como molde para desenhar os oligonucleotídeos para RT-qPCR. 

O software PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems®) projetou os oligonucleotídeos com 

os seguintes critérios: temperatura de anelamento de 55 a 62 °C, comprimento do 

fragmento amplificado de 70 a 150 pb, comprimento dos oligonucleotídeos de 18 a 25 

nucleotídeos e conteúdo guanina-citosina de 40% a 60%. 

Quatro genes constitutivos com atividade gênica supostamente inalterada com o 

silenciamento da MIPS1 foram testados a fim de determinar a referência interna para a 

normalização da expressão do gene. Os genes testados foram: actina (BT013524), β-6-

tubulina (BT013153), fator de alongamento-1α (BT013246), e adenina 

fosforibosiltransferase (APT1) (BT012816) (Alfenas-Zerbini, 2009). 

A especificidade das quatro sequências MIPS1 foi verificada na base de dados 

do NCBI utilizando o Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). A especificidade de amplificação dos oligonucleotídeos MIPS1 desenhados e 

normalizadores foi verificada por meio da análise das curvas de dissociação e por 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado com nitrato de prata. O 

oligonucleotídeo de MIPS1 e normalizador que apresentou banda única e expressiva de 

plantas-controle e transgênicas de tomateiro foi escolhido para a RT-qPCR. 

 

3.2.4 Análise da expressão do gene da MIPS1 por RT-qPCR  

O RNA total foi extraído a partir de 100 mg de tecido foliar com o Plant RNA 

Reagent Invitrogen® de acordo com as especificações do fabricante, tratado com 

DNAse I Promega®, quantificado em aparelho NanoDrop ND-1000 e ajustado a 

concentração de 250 ng µL-1. O cDNA foi sintetizado com transcriptase reversa 

SuperScript®
 

III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com as 

especificações do fabricante utilizando dois microgramas de RNA. 

A reação de RT-qPCR foi realizada em placa óptica de 96 poços em aparelho 

ABI7500 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando o 

SYBR Green para monitorar a síntese de dsDNA. As reações contiveram 6 µL SYBR 

Green Master Mix reagent (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA), 1 µL de 

cDNA, 300 nM de cada oligonucleotídeo em um volume final de 12 µL. As 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/�
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amplificações ocorreram em 50 °C por 2 minutos, 95 °C 10 por minutos e 39 ciclos de 

95 °C a 15 s e 60 °C por 1 minuto. Todas as reações foram realizadas em triplicata.  

Os oligonucleotídeos utilizados para o RT-qPCR foram o MIPS1-4 ‘forward’ 

(5’-TGAAGGAGAGGGTAAGTTCCA-3’) e MIPS1-4 ‘reverse’ (5’-

AAAGGAGCCTTGGTAA GATAACTG-3’) para verificar a expressão da MIPS1 e o 

ATP1 ‘forward’ (5’- CCATGAGGAAACCCAAGAAGT-3’) e APT1 ‘ reverse’ (5’-

CCTCCAGTCGCAATTAGATCAT-3’) para verificar a expressão do gene constitutivo  

APT1. Os níveis de expressão foram normalizados em relação ao gene APT1 e a 

quantificação relativa da MIPS foi realizada pelo método comparativo de CT (ΔΔCT) 

(Livak e Schmittgen, 2001). 

 

3.2.5 Análise de metabólitos primários – extração em pericarpo de frutos e 

sementes 

Os metabólitos primários foram analisados em pericarpos e sementes de frutos 

de tomateiro com seis níveis de silenciamento da MIPS1 e planta-controle (WT) em seis 

réplicas por tratamento em diferentes fases de desenvolvimento dos frutos, conforme 

(Gillaspy et al 1993; Rohrmann et al., 2011), sendo coletados nas fases com 10 

(diferenciação celular), 25 (divisão celular e estádio verde maduro ), 50 (expansão e 

estádio breaker +5), e 60 (amadurecimento e estadio breaker + 15) dias após a antese 

(DAA) (Figura 3), entre o horário de 11:00 à 13:00 horas, fragmentados em pedaços 

para imediato congelamento em nitrogênio líquido e liofilizados.  

 

Figura 3. Desenho experimental utilizado para análise de perfil metabólico em pericarpos de frutos e 
sementes de plantas MIPS silenciadas. Frutos de plantas-controle e plantas MIPS silenciadas 
‘Moneymaker’ foram coletados aos 10, 25, 50 e 60 dias após a antese (DAA) e assim em fases de 
maturação amplamente conhecidas em tomate como MG (mature Green), B + 5 (estádio breaker +5 dias) 
e B + 15 (estadio breaker + 15 dias) conforme previamente descrito (Rohrmann et al., 2011). 
 
 

Para analisar os metabólitos primários do pericarpo a epiderme foi separada do 

fruto após a liofilização. Para análise das sementes essas foram separadas da mucilagem 
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após a liofilização. A extração e derivatização foram realizadas segundo Lisec et al. 

(2006), com modificações. 

A extração de metabólitos primários de pericarpo foi realizada com 30 mg de 

material liofilizado e pulverizado com nitrogênio líquido com a adição de metanol 

100% (2 mL) como extrator acompanhado de ribitol (120 µL; 0,2 mg mL-1 em H2O), 

como padrão interno, a 2 °C e agitado vigorosamente em vórtex em tubos de vidro de 5 

mL de capacidade com tampas rosqueáveis. Neste momento, a atividade enzimática foi 

paralisada. A extração ocorreu em incubação a 70 ºC, por 15 min. Após incubação, 

foram adicionados 1500 µL de H2O deionizada e autoclavada, agitando-se 

vigorosamente em vórtex e centrifugando-se a 4.000 rpm por 15 min. A partir da fase 

superior polar, contendo os metabólitos primários, foram coletadas duas alíquotas de 50 

µL, cada em microtubos de 1,5 mL, as quais foram desidratadas completamente em 

speedvac sem aquecimento. Às amostras desidratadas foram adicionado gás de argônio 

e armazenadas em ultrafreezer (-80 ºC), até o momento das análises. 

A extração de metabólitos primários de sementes ocorreu com 5 mg de material 

liofilizado e pulverizado com nitrogênio líquido com a adição de metanol 100% (1,4 

mL) como extrator acompanhado de ribitol (60 µL; 0,2 mg mL-1 em H2O), como padrão 

interno, a 2 °C e agitado vigorosamente em vórtex. Neste momento a atividade 

enzimática é paralisada e o ribitol representa o padrão interno quantitativo da extração.  

Em seguida, em cada amostra foi adicionado 750 µL de clorofórmio 100% e 750 

µL de H2O deionizada estéril. A extração ocorreu em incubação de 15 minutos a 70 ºC. 

Após incubação as amostras foram centrifugada a 4000 rpm por, 15 min, e a fase 

sobrenadante polar com volume de 1200 µL foi transferida para novo tubo, e nesse 

adicionado 750 µL de clorofórmio 100% e 1500 µL de H2O deionizada estéril e agitado 

por inversão por 15 segundos cada amostra. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 4000 rpm por 15 min.  

A partir da fase superior polar, contendo os metabólitos primários, foram 

coletadas duas alíquotas de 200 µL as quais foram desidratadas completamente em 

speedvac sem aquecimento. Às amostras desidratadas foram adicionado gás de argônio 

e armazenadas em ultrafreezer (-80 ºC), até o momento das análises. 

 

3.2.5.1 Derivatização da fase polar de pericarpos e sementes 

As amostras acondicionadas em ultrafreezer foram redesidratadas durante 15 

min em speedvac antes das análises. Às amostras foi adicionado 40 µL de 
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metoxiaminohidroclorido (30 mg mL-1 em piridina). Um tubo contendo igual volume de 

metoxiaminohidroclorido foi utilizado como branco e, em paralelo, foi conduzido uma 

extração de folhas de Arabidopsis thaliana para controle do procedimento. As amostras 

e controles foram incubadas durante 2 horas a 37 ºC, sob agitação de 950 rpm. Em 

seguida adicionou-se para as amostras de pericarpo 120 µL e para as amostras de 

sementes 70 µL de uma solução contendo 1 mL N-methyl-N-

trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) e 20 µL mL-1 de ésteres metílicos de ácidos 

graxos (FAME) e incubou-se a 37 ºC, sob agitação de 950 rpm, por 30 minutos. O 

volume de 100 µL foi transferido para os vials para serem aplicados no GC-MS. 

 

3.2.5.2 Análise de dados  

Os espectros de massa foram analisados pelo programa TAGFINDER 

(Luedemann et al., 2008) alimentado com bibliotecas de índice de tempos de retenção e 

espectros de fragmentação dos metabólitos primários. Depois de identificados e 

selecionados os valores relativos dos metabólitos foram normalizados pelo padrão 

interno ribitol, pelo peso da amostra e pela média do valor relativo da planta-controle 

WT. Os valores foram analisados pelo Teste- t Student (p < 0.05) e transformados em 

log2 e apresentados em heatmaps.  

 

3.2.6 Metabólitos de parede celular 

 

3.2.6.1 Extração e remoção de amido 

A extração e remoção de amido ocorreu em 500 mg de material vegetal 

liofilizado de pericarpo de frutos contendo 60 DAA em seis replicatas por tratamento. 

Para isto, o pulverizado foi homogeneizado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado a 

14.000 rpm durante 10 minutos. Ao sedimento foi adicionado clorofórmio : metanol 

(1:1, v/v), durante 5 min em agitação de 950 rpm à temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido três vezes ou até completa 

remoção dos pigmentos. Após esta etapa, o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de 

acetona, centrifugado, e seco sob vácuo.  

A remoção do amido da parede celular extraída ocorreu por incubação com 40 

unidades de α-amilase por amostra (Roche Applied Science®) em 2 mL de Tris-HCl pH 

7,0 durante 24 horas. Em seguida a parede celular foi precipitada mediante 

centrifugação de 14.000 rpm por 20 minutos e lavada com água deionizada para 
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remoção da glicose e amido e centrifugado 14.000 rpm por 10 minutos para descarte do 

sobrenadante; esse processo foi repetido três vezes. A parede celular foi precipitada com 

etanol a 70%, adicionando-se volume apropriado de etanol a 96% à mistura de reação e 

uma última lavagem e centrifugação foi realizada com acetona, resultando na parede 

celular que foi seca sob vácuo. 

 

3.2.6.2 Hidrólise ácida para quantificação de monossacarídeos neutros  

Material de parede celular (1 mg) foi incubado em 250 mL de 2 M ácido 

trifluoroacético (TFA) em um tubo de ensaio com tampa rosqueável de borosilicato 

durante 1 hora a 121 ºC. A suspensão foi diluída com 300 mL de 2-propanol e 

evaporada a 40 ºC, procedimento esse repetido três vezes. Em seguida o sedimento foi 

ressuspenso em 200 mL de água sob agitação e sonicação por 10 minutos e 

centrifugadas. Os resíduos insolúveis foram utilizados para medir o teor de celulose 

através do método de antrona.  

A solução hidrolisada foi utilizada para analisar a composição de açúcares 

neutros via acetatos de alditol, determinada por GC-MS de acordo Blakeney et al. 

(1983).  

 

3.2.6.3 Açúcares neutros de parede celular 

O volume de 100 µL do hidrolisado foi evaporado a fim de preparar o alditol 

acetatos. Redução de alditois foi conseguida por ressuspensão do sedimento em agente 

de redução (250 µL de borohidreto de sódio em 1 M de hidróxido de amônio), 

adicionado 30 mg de mio-inositol por amostra como padrão interno e incubando durante 

1 h, à temperatura ambiente. A mistura foi neutralizada pela a adição de 20 µL de ácido 

acético glacial e em seguida lavou-se cuidadosamente com 250 µL ácido acético: 

metanol (1:9, v/v) seguido de evaporação a 40 ºC, o processo de lavagem e evaporação 

foi realizado três vezes, seguido por lavagens de 250 µL metanol 100% e evaporação a 

40 ºC também realizado por três vezes. A mistura foi acetilada pela adição de 250 µL de 

anidrido acético e 50 mL de piridina e incubados durante 20 minutos a 121 ºC. A reação 

foi lavada com 200 µL tolueno e evaporado por duas vezes. A limpeza seguiu por 

adição de 500 µL de água destilada e 500 µL de cloreto de metileno e agitado 

vigorosamente. A fase apolar inferior foi coletada, evaporada e ressuspendida em 100 

µL de acetona. A composição de monossacarídeos hidrolisados foi determinada por 

GC-MS em um sistema Series GC Agilent 6890 equipado com 5975B inerte XL MSD e 
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conectado a uma coluna capilar de sílica SP-2380 (30 m x 0,25 mm i.d. x 20 µm de 

espessura de filme; Supelco). 

 

3.2.6.4 Quantificação de celulose da parede celular 

A celulose, presente no sedimento da hidrólise ácida por TFA para 

monossacarídeos, foi hidrolisada com a adição de ácido sulfúrico 72%, durante 30 

minutos em temperatura ambiente e agitação a 950 rpm, seguido de sonicação à 

temperatura ambiente, por 15 minutos. Ao final desta etapa foi adicionado 450 µL de 

água deionizada e agitado vigorosamente, seguido por centrifugação a 3.700 rpm 

durante 5 minutos.  

A solução hidrolisada foi analisada pelo teste de antrona, para isto 200 µL foram 

utilizados para duas replicatas do ensaio. O teste de antrona (Dische, 1962) foi realizado 

em 100 µL do hidrolisado de celulose e adicionado 200 µL do reagente de anthrona 

0,2%, aquecido em banho Maria fervente durante 5 min. A leitura foi realizada em 200 

µL em placa do tipo ELISA em espectrofotômetro em OD640nm. O total de hexose foi 

calculado através de curva padrão de glicose convertido para o total do extrato e total 

em mg do material extraído. O resultado foi dividido pelo fator 1.11 para acomodar a 

adição de água durante a conversão do polímero (162 g mol-1) a glicose (180 g mol-1). O 

resultado foi expresso em µg mg-1 de parede celular (Updegraff, 1969). 

 

3.2.6.5 Quantificação de ácidos urônicos  

A análise de identificação e quantificação de ácidos urônicos ocorreu conforme 

ensaio de bifenil (m-hidróxi-bifenil). Para isto, amostras de 50 µL do hidrolisado para 

monossacarídeos (hidrólise TFA), contiveram a adição de 50 µL de água deionizada, 10 

µL de reagente de sulfamato (19,44 g de ácido sulfâmico dissolvido em algumas gotas 

de KOH 24%, volume para 50 mL com água desionizada e pH 1,6), 600 µL tampão 

borato (0,0125 M borato de sódio (Na2B4O7) em ácido sulfúrico concentrado), agitado 

vigorosamente e incubado durante 5 minutos à 121 °C, resfriado em temperatura 

ambiente durante 10 minutos. As amostras foram divididas em duas alíquotas, uma de 

200 µL para o branco e o restante de 510 µL para a reação de bifenil. Na alíquota de 

510 µL foi adicionado 15 µL solução de bifenil (0,15% em NaOH 0,5%). Após 10 

minutos, as amostras com reagente de bifenil foram dispostas em duplicatas, 200 µL 

cada e 200 µL do branco de cada amostra. A absorbância das amostras da placa foi lida 

em comprimento de onda de 540 nm e a concentração foi calculada através de curva 
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padrão com ácido glucurônico e fatores de diluição, sendo os resultados expressos em 

ng mg-1 de parece celular (Filisetti-Cozzi e Carpita, 1991). 
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3.3 RESULTADOS  

 

3.3.1 Confirmação da manutenção do transgene por análise de PCR em plantas T2 

e análise do nível de expressão de MIPS1 por RT-qPCR 

A análise de PCR, utilizando iniciadores para o gene de resistência a 

higromicina, confirmou a presença do transgene ∆GmMIPS (670 pb) no DNA extraído 

de folhas de plantas T2. A expressão diferencial de MIPS1 foi encontrada no cDNA de 

folhas dos transgenes da geração T2 avaliados. O gene normalizador APT1 se 

apresentou mais eficiente como controle interno, sendo utilizado em todas as análises de 

RT-qPCR. Dentre as plantas transgênicas que apresentaram silenciamento foram 

selecionados 6 níveis de expressão (MT 8.25 = 80%, MT 2.6 = 40%, MT 7.13 = 30%, 

MT 1.1 = 20%, MT 7.2 = 5% e MT 1.2 = 4% ) (Figura 2). 
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Figura 3. Análise da expressão do gene da MIPS1 em folhas de plantas-controle (WT) e plantas 
transgênicas da progênie T2 de tomateiro Moneymaker. Barras indicam o erro padrão (n = 3). 
 
  
3.3.3 Perfil metabólico de sementes de tomate em plantas da progênie T2 silenciada 

Houve influência do silenciamento no perfil metabólico em sementes de frutos 

com 10 dias após a antese (DAA) de plantas silenciadas quando comparado com a WT. 

O conteúdo de aminoácidos, ácidos orgânicos e intermediários do ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos (TCA) foi reduzido em sementes com 10DAA. Os açúcares glicose, 
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sacarose e rafinose apresentaram acúmulo quando comparado com a WT. O conteúdo 

de mio-inositol não apresentou diferença estatística entre os níveis de silenciamento de 

MIPS1 e a WT, apesar da visível redução entre os níveis. O açúcar álcool galactinol 

reduziu, enquanto o glicerol aumentou (Figura 4). 

 
Figura 4. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico de sementes de frutos com 
10 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em sementes de plantas-controle (WT) e plantas 
apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados 
em relação à media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e azul 
expressam a extensão das mudanças nos níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os 
asteriscos indicam diferença significativa pelo Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os 
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
 
 

Em sementes de 25 DAA, os frutos verdes estão em fase de divisão celular e o 

perfil metabólico apresentou outro comportamento comparado ao de 10 DAA (Figura 

5). Os aminoácidos em sua maioria apresentaram comportamento semelhante ao WT, 

com exceção da asparagina, com conteúdo reduzido, lisina e tiramina que apresentaram 

acúmulo. Os ácidos orgânicos apresentaram diferença em acúmulo de metabólitos, em 

especial nicotinato e quinato. Os intermediários do ciclo TCA apresentaram diferença 
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novamente em malato no acúmulo do metabólito. Verificou-se também o acúmulo para 

frutose, glicose e sacarose. O teor de xilose diminuiu, possivelmente influenciada pelo 

nível de inositol. Os açúcares álcool continuaram sua tendência de acúmulo em glicerol.  

 
Figura 5. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico de sementes de frutos com 
25 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em sementes de plantas-controle (WT) e plantas 
apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados 
em relação à media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e azul 
expressam a extensão das mudanças nos níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os 
asteriscos indicam diferença significativa pelo Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os 
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
 
 
 

Em sementes de frutos com 50 DAA, em que os frutos se encontram em fase de 

expansão e início da maturação, caracterizado pelo estádio “breaker”, verificou-se em 

plantas silenciadas, novamente um padrão de redução nos níveis metabólitos (Figura 5) 
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sugerindo uma redução na atividade metabólica em plantas silenciadas. Verificou-se 

uma redução significativa dos níveis de vários aminoácidos, entre eles a asparagina, 

aspartato, glicina, isoleucina, lisina, ornitina, fenilalanina, glutamato, piroglutamato, 

serina, e tirosina. Os ácidos orgânicos butirato, fosforato, e quinato apresentaram 

redução; enquanto isobutirato, lactato, nicotinato apresentaram acréscimo no conteúdo.  

Os intermediários do ciclo TCA ácido cítrico, ácido fumárico e ácido málico 

apresentaram redução do conteúdo, quando comparado com a WT. Houve redução nos 

níveis dos açúcares glicose, sacarose, galactose e rafinose, enquanto frutose e trealose 

apresentaram acréscimo podendo ser em resposta da redução da conversão de glicose-

6P a mio-inositol, estimulando a síntese de frutose e trealose. 

Os açúcares álcool, o mio-inositol e mio-inositol-1P apresentaram redução em 

dois níveis; o glicerol continuou seu padrão de acúmulo apresentando cinco níveis 

significativos, enquanto o galactinol, glicerol-3-P e o benzil-álcool acumularam (Figura 

6). 
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Figura 6. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico de sementes de frutos com 
50 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em sementes de plantas-controle (WT) e plantas 
apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados 
em relação à media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e azul 
expressam a extensão das mudanças nos níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os 
asteriscos indicam diferença significativa pelo Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os 
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
 
 

Sementes com 60 dias após a antese coletadas de frutos em estádio maduro 

apresentam padrão de aminoácidos ainda mais reduzido quando comparado com o 
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padrão em sementes de 50DAA, sendo mais contrastante aos valores de aminoácidos 

encontrados em plantas-controle. Essa redução significativa foi encontrada em várias 

das diferentes linhagens silenciadas (Figura 7). Os ácidos orgânicos apresentam redução 

sendo mais expressivo nos conteúdos de lactato, nicotinato e quinato. Os intermediários 

do ciclo TCA apresentam redução em fumarato, malato e succinato. Em relação aos 

sacarídeos, apenas a sacarose apresentou redução. O glicerol reduziu em quatro 

linhagens silenciadas, enquanto o galactinol aumentou em três linhagens (Figura 7).  
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Figura 7. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico de sementes de frutos com 
60 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em sementes de plantas-controle (WT) e plantas 
apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados 
em relação à media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e azul 
expressam a extensão das mudanças nos níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os 
asteriscos indicam diferença significativa pelo Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os 
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
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3.3.4 Alterações metabólicas em pericarpo de frutos de plantas de tomate em 

linhagens MIPS1 silenciadas. 

Em pericarpo de frutos 10DAA em linhagens silenciadas, o padrão geral da 

abundância de metabólitos foi reduzido. Em frutos, os metabólitos também presentaram 

redução, porém menos contrastante ao encontrado em sementes da mesma idade. 

Os ácidos orgânicos não seguiram a tendência de redução apresentada nos 

demais metabólitos, e apresentaram acúmulo em benzoato, lactato, nicotinato e quinato. 

Os intermediários do ciclo TCA, por sua vez, seguiram o comportamento de redução de 

metabólitos encontrado nos aminoácidos, apresentando redução em fumarato e malato. 

Os açúcares apresentaram acúmulo no conteúdo em xilose, maltose, rafinose e sacarose. 

Houve acúmulo nos níveis de galactinol e lactitol (Figura 8).  

Em pericarpo de frutos de 25 DAA de plantas silenciadas verifica-se redução 

significativa no conteúdo dos aminoácidos: ácido aspártico, beta-alanina, guanidina, 

glutamina, glicina, isoleucina, lisina, ornitina, prolina, serina, treonina e tirosina (Figura 

9). Os ácidos orgânicos deidroascorbato, ácido lático, ácido nicotínico, ácido quinico, 

ácido málico e ácido pirúvico, por sua vez, apresentaram acúmulo comparado com a 

WT, assim como os açúcares glicose, maltose, manose, rafnose, sacarose xilose e o 

açúcar álcool glicerol. O mio-inositol apresentou redução significativa em uma 

linhagem silenciada (Figura 9).  
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Figura 8. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico de pericarpo de frutos 
com 10 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em pericarpos de plantas-controle (WT) e 
plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram 
normalizados em relação à media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e 
azul expressam a extensão das mudanças nos níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os 
asteriscos indicam diferença significativa pelo Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os 
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
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Figura 9. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico de pericarpo de frutos 
com 25 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em pericarpos de plantas-controle (WT) e 
plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram 
normalizados em relação à media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e 
azul expressam a extensão das mudanças nos níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os 
asteriscos indicam diferença significativa pelo Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os 
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
 
 
 

Em pericarpos de frutos com 50 DAA, poucos aminoácidos apresentaram 

diferença, foram eles: ácido aspártico, glutamina, glicina, metionina, serina e treonina, 

essa diferença ocorreu no acúmulo e em poucas linhagens (Figura 10). Os ácidos 

orgânicos seguiram tendência de acúmulo quando observado os conteúdos de 

deidroascorbato e nicotinato, enquanto fosforato apresentou redução. Os intermediários 

do ciclo TCA também tenderam para o acúmulo. Os açúcares maltose, trealose e xilose 
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apresentaram acúmulo, enquanto sacarose reduziu. Os açúcares álcool galactinol 

glicerol também apresentaram acúmulo, enquanto o mio-inositol tendeu para a redução 

apesar de não apresentar diferença estatística (Figura 10). 

 
Figura 10. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico de pericarpo de frutos 
com 50 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em pericarpos de plantas-controle (WT) e 
plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram 
normalizados em relação à media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e 
azul expressam a extensão das mudanças nos níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os 
asteriscos indicam diferença significativa pelo Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os 
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
 
 

Em pericarpos de frutos com 60 DAA, ao comparar o perfil de aminoácidos 

entre as linhagens silenciadas e a WT, esses apresentaram acúmulo de um a quatro 

linhagens de silenciamento (Figura 11), verificou-se em 50 e 60 DAA possuem um 

padrão alterado no aumento da abundância de aminoácidos. Em relação aos ácidos 



 

- 104 - 
 

orgânicos, apenas nicotinato apresentou modificação ao comprar com a WT, 

apresentando redução. Os intermediários do ciclo TCA, ácido fumárico e ácido málico, 

apresentaram redução quando comparado com a WT, enquanto os açúcares isomaltose, 

ramnose e xilose apresentam acréscimo, enquanto maltose, sacarose e rafinose 

reduziram. Os açúcares álcool o galactinol e o mio-inositol apresentaram acúmulo em 

relação à WT. 
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Figura 11. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico de pericarpo de frutos 
com 60 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em pericarpos de plantas-controle (WT) e 
plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram 
normalizados em relação à media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e 
azul expressam a extensão das mudanças nos níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os 
asteriscos indicam diferença significativa pelo Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os 
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
 
 
3.3.5 Açúcares neutros de parede celular  

Os açúcares neutros de parede celular quando comparados entre as plantas-

controle e as linhagens silenciadas em frutos com 60 DAA, a glicose e fucose 

apresentaram acúmulo significativo no maior nível de silenciamento MT 1.2 e os ácidos 

urônicos apresentaram acúmulo em MT 1.1 (Figura 12). A xilose apresentou tendência a 

redução na linhagem MT 1.2, galactose e ramnose apresentaram tendência ao acúmulo 

na linhagem MT 1.1 em pericarpo de frutos maduros (60 DAA).  
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Figura 12. Açúcares neutros, celulose e ácido urônico de paredes celulares em pericarpo de frutos de 60 
dias após a antese de plantas-controle (WT) e progênie transgênica T2 silenciadas de tomateiros 
‘Moneymaker’ quantificados via GC-MS. Asterisco indica diferença estatística pelo Teste-t (p < 0,05) em 
comparação com as plantas-controle (WT). Barras indicam erro padrão (n = 3) Os valores absolutos 
encontram-se nos Dados Suplementares. 
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3.4 DISCUSSÃO 

 

Em frutos e sementes de linhagens silenciadas para MIPS1, os metabólitos 

primários em sementes e pericarpo e metabólitos de parede em pericarpo apresentaram 

modificação em sua abundância. Essa alteração ocorreu não somente nos metabólitos 

com estreita relação com metabolismo de inositol, mas verificou uma coordenação de 

alteração em distintos metabólitos, influenciados pelo que podemos inferir com a 

redução/modificação da atividade metabólica nas plantas silenciadas.  

Anterior a este trabalho, Carrari et al. (2006) analisaram  o perfil metabólico 

durante o desenvolvimento de frutos de tomateiro e correlacionaram a interação entre os 

metabólitos. Esse estudo apresentou 2.527 correlações significativas, dentre elas 614 

positivas e 149 negativas. O mio-inositol e os mio-inositol polifosfato, foco de estudo 

desse trabalho com o silenciamento da MIPS, foi o quarto metabólito mais 

correlacionado, apresentando 25 correlações. Ele se correlacionou negativamente com 

todos os monossacarídeos (com exceção da arabinose) e positivamente com o 

dissacarídeo sacarose. Os demais metabólitos com maior número de correlações em 

pericarpo de tomate durante o desenvolvimento do fruto foram o ácido linoleico, 

glicerol-1-P, α-cetoglutarato, GABA, glicose-6-P, quinato e frutose-6-P; desses, a 

maioria é intimamente ligado ao metabolismo de inositol.  A correlação entre mio-

inositol fosfato e sacarose foi anteriormente observada em uma população de 

introgressão em tomateiros (Schauer et al., 2006) e durante análise de perfil metabólico 

em período diurno em Arabidopsis (Morgenthal et al., 2005).  

Quanto à abundância dos metabólitos em plantas de tomate com diferentes 

níveis de silenciamento de MIPS1, comparada aos níveis encontrados nas plantas-

controle, os aminoácidos apresentaram decréscimo em sua abundância em sementes nas 

idades de 10, 50 e 60 DAA e em frutos nas idades de 10, 25 e 50 DAA quando 

comparado aos níveis da WT.   

Os níveis de aminoácidos em frutos de plantas silenciadas na idade de 60 DAA, 

que representa a fase madura, apresentou acúmulo. Em pericarpos maduros é relatada a 

alta atividade da isocitato desidrogenase (ICDH) (Gallardo et al., 1995), o que está 

vinculado ao fornecimento de 2-oxoglutarato para a biossíntese de aminoácidos e 

assimilação de amônia (Chen e Gadal, 1990; Galvez et al., 1999), os aminoácidos atuam 

como substratos alternativos da via respiratória quando o abastecimento de açúcar é 
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baixo e durante as fases posteriores do desenvolvimento do fruto, no qual a demanda de 

carbono é atendida exclusivamente por folhas-fonte das plantas. 

O metabolismo de parede celular também pode proporcionar o aumento dos 

níveis de aminoácidos em pericarpos maduros devido à degradação proteica. Durante o 

processo de amadurescimento a atividade de enzimas, como proteases, associadas a 

parede celular, apresentam picos de atividade (Seymour et al., 2013). Esse acréscimo 

comparado a WT pode sugerir rápida despolimerização da parede celular em plantas 

silenciadas apresentando redução em firmeza, resistência a patógenos e na vida pós-

colheita dos frutos.  

Apesar da modificação no conteúdo de aminoácidos em frutos maduros, 

verifica-se uma fina regulação nas demais idades avaliadas quando comparado os níveis 

entre sementes e pericarpo de frutos, ambos apresentando reduções. Toubianan et al. 

(2012) estudaram 76 linhas de introgressão em tomateiros e compararam os dados de 

metabólitos de sementes com os de pericarpo. Os metabólitos apresentaram estreita 

interdependência de processos metabólicos entre sementes e frutos.  

Os aminoácidos em sementes mostram um papel central, mantendo interações 

com outras categorias de metabólitos, principalmente açúcares e ácidos orgânicos. 

Toubianan et al. (2012) apresentaram a correlação com uma extensa e estreita regulação 

do metabolismo da semente com metabolismo no fruto, com papel central apresentado 

pelos aminoácidos na rede metabólica de sementes.   

A abundância dos ácidos orgânicos fosfatados em plantas MIPS silenciadas 

comparadas a WT também apresentou redução na abundância. O fosforato, o glicerato, 

o quinato e o benzoato acompanharam o comportamento de redução apresentado pelos 

aminoácidos, refletindo um evento coordenado do perfil metabólico em pericarpo e 

sementes. De maneira similar, nesse estudo os intermediários do ciclo TCA 

apresentaram redução significativa nas linhagens silenciadas, essa redução foi 

encontrada nas linhagens e metabólitos onde houve redução em aminoácidos e ácidos 

orgânicos.  

A coordenação do metabolismo durante o desenvolvimento é visto em sementes 

de 25 DAA, quando os aminoácidos apresentam tendência ao acúmulo ou acúmulo 

significativo na abundância, os intermediários do ciclo TCA respondem de maneira 

similar, com acúmulo na abundância. Este padrão de acumulo aos 25 dias após a antese 

é explicado pelo pico climatérico de maturação. Nesse momento ocorre aumento da 
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respiração o que justifica o aumento dos conteúdos de intermediários do TCA e 

aminoácidos (Oms-Oliu et al., 2011) 

Em 60 DAA o fruto se encontra em fase madura e o padrão de abundância de 

aminoácidos é modificado, havendo grande acúmulo sem que haja o mesmo 

comportamento nos intermediários fosfatados e intermediários do ciclo TCA, que se 

apresentam reduzidos. Essas alterações são reflexo das mudanças na atividade das 

enzimas do ciclo de TCA, que diminuem durante a transição cloroplasto para 

cromoplasto em frutos de tomate (Jeffery et al., 1986). Estudos anteriores relatam 

alterações do conteúdo dos principais ácidos citrato e malato (Davies, 1965, 1966; 

Stevens, 1972). No entanto, é importante salientar que as alterações no conteúdo de 

ácidos orgânicos são variáveis entre as cultivares americanas e européias de tomateiros.  

Independente da cultivar, os conteúdos de citrato e isocitrato podem se manter altos até 

em estádios avançados de amadurecimento, juntamente com a alta atividade de NADP-

ICDH em pericarpos maduros (Gallardo et al., 1995), o que resulta no acúmulo de 

aminoácidos, como salientado anteriormente.  

Os açúcares por sua vez foram mais respondentes à interação com os conteúdos 

de inositol ou expressão de MIPS1, onde a redução da conversão de glicose-6-P para 

mio-inositol resultaria no acúmulo dos principais mono e dissacarídeos, como glicose 

frutose e sacarose. Esse comportamento foi verificado em sementes de 10 e 25 DAA, 

porém esse padrão se inverte em sementes de 50 e 60 DAA, apresentando uma forte 

redução de glicose e sacarose, e forte acúmulo de frutose em plantas silenciadas quando 

comparado com a WT.  

Em frutos, verificou-se padrão similar durante os estádios 10 e 25 DAA em que 

glicose e sacarose acumulam, modificando seu comportamento aos 50 e 60 DAA, onde 

passam a apresentar abundância reduzida em comparação com as plantas-controle. Com 

o inicio do amadurecimento, o amido armazenado nos plastídeos são convertidos em 

açúcares tais como glicose e frutose, que se acumulam em níveis superiores aos 

necessários para respiração (Tucker, 1993). Como resultado, tomates em fase de 

maturação aumentaram os níveis de frutose, glicose enquanto que os níveis de sacarose 

diminuem progressivamente durante a maturação e amadurecimento de frutas (Oms-

Oliu et al., 2011).  

A avaliação dos açúcares álcool apresentaram acúmulo em todas as idades e em 

pericarpos e sementes, com exceção do mio-inositol-1-P que apresentou redução de 

conteúdo nas idades que o metabólito foi identificado. Gomez-Merino et al. (2005) 
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destacaram a importância e o envolvimento dos mio-inositol fosfato em diversos 

processos, abrangendo a transdução de sinais, a osmoproteção, o metabolismo de 

auxina,  ressaltando a essencialidade de uma fina regulação. Schauer et al. (2006) 

sugerem que esta regulação acompanha os níveis momentâneos de sacarose e, dessa 

forma, o mio-inositol e os seus derivados se apresentariam como moléculas com 

potencial regulação do desenvolvimento de frutos. No estudo da população em 

introgressão Zamir de tomates; o mio-inositol foi um dos poucos metabólitos fortemente 

ligados às características associadas à linhagem estudada (Schauer et al., 2006).  

A parede celular tem seu metabolismo desenvolvido e regulado durante o 

amadurecimento de frutos (Hadfield e Bennett, 1998; Rose et al, 2004). No presente 

estudo os monossacarídeos de parede celular xilose, glicose, ramnose, arabinose, 

galactose, fucose e manose em frutos de 60 DAA. O açúcar com maior abundância foi a 

glicose, apresentando acúmulo no nível mais silenciado. Esse acúmulo pode ser 

explicado pela redução da conversão da glicose-6-P a mio-inositol.  

Os monossacarídeos arabinose, galactose e ramnose são liberados pela 

degradação de derivados de pectinas arabinanas e galactanas durante o metabolismo de 

parede celular, desenvolvido no processo de maturação (Sakurai e Nevins, 1993) o que 

pode ter mascarado o pool de monossacarídeos de parede avaliados, assim, a alteração 

ou não desse conteúdo podem resultar não somente ao silenciamento, mas também ao 

metabolismo estimulado pela idade do fruto em parede celulares.  

Polissacarídeos da parede celular são sintetizados pelas glicosiltransferases 

ligadas à membrana celular utilizando nucleotídeos de açúcar presentes no citosol, tais 

como uridina-5 difosfoglicose (UDP- Glc), guanosina difosfomanose (GDP-Man) e 

UDP-ácido glucurônico (UDP-GlcA) (Sharples e Fry, 2007). UDP-GlcA podem ser 

produzidas de duas maneiras: a partir de UDP-Glicose (UDP-Glc desidrogenase), ou a 

partir de inositol, através do mio-inositol oxigenase (MIOX) (Lorence et al., 2004).  A 

via MIOX converte inositol ao ácido glucurônico o qual pode ser ainda fosforilado para 

gerar ácido glucurônico-1-fosfato, que é então convertido em UDP-GlcA fornecendo 

nucleotídeos de açúcares necessários para a síntese da parede celular em uma reação 

termodinamicamente irreversível (Endres e Tenhaken, 2009).  

Estudos com a arabidopsis nocauteada para MIOX1 e MIOX2 apresentaram 

drástica redução na incorporação de 3H-inositol em polímeros de parede celular, 

enquanto a superexpressão de MIOX4 resultou no aumento da incorporação de açúcares 

de parede de origem da MIOX4 o que indica a utilização do ácido glucurônico de 
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origem da MIOX gera polissacarídeos da parede celular. (Endres e Tenhaken, 2009). 

Porém, esta não é a única via de nucleotídeos de açúcar para parede celular. A UDP-Glc 

através da ação da UDP-glicose desidrogenase gera o UDP-GlcA, este por sua vez 

produz os resíduos de galacturonato, xilose arabinose, apiose na parede celular. Essa via 

foi evidenciada através de galactose e frutose marcados, considerada como via 

principal, e a via de glicose-6-P através de inositol como alternativa (Sharples e Fry, 

2007).  

A celulose avaliada em extratos de parede celular de frutos contendo 60 DAA 

não apresentou diferença entre as plantas-controle e os níveis de silenciamento. Essa 

resposta já era esperada uma vez que os monossacarídeos de parede celular foram pouco 

interferidos pelo silenciamento da MIPS. Os ácidos urônicos apresentaram acúmulo em 

paredes celulares de frutos das linhagens silenciadas. 

Em plantas, a celulose é incorporada numa matriz solúvel de polissacarídeos e 

glicoproteínas da parede celular. No fruto do tomate, a pectina é a mais abundante 

macromolécula dentro dessa matriz, tanto na lamela média quanto na parede celular 

primária, e compõe 30-35% do peso seco da parede celular (Kaczkowski, 2003; 

Mohnen, 2008). Pectina é um grupo altamente complexo de polissacarídeos que podem 

conter até 17 monossacarídeos diferentes, os quais são ricos em ácido galacturônico. 

Quatro principais tipos de polissacarídeos pécticos foram descritos: homogalaturonano 

(HGA), ramnogalacturonano I (RG-I), ramnogalacturonano II (RG-II ) e 

xilogalacturonan (XGA) (Kaczkowski, 2003). Algumas enzimas degradantes de pectina 

apresentam fortes correlações com açúcar-fosfato, sugerindo que os componentes 

degradados da parede celular retornam ao interior da célula para alimentar o 

metabolismo de carbono (Carrari et al., 2006). 
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3.5 CONCLUSÕES 

 

O silenciamento parcial da enzima MIPS através da transformação genética do 

tipo intron-hairpin-RNA com controle do promotor CaMV 35S é capaz de proporcionar 

alteração no metabolismo de frutos e sementes. Assim, ao avaliarem-se seis diferentes 

níveis de expressão desse gene em quatro idades e estádios de desenvolvimento de 

frutos foi possível identificar alterações em uma série de metabólitos primários e de 

parede celular. 

 Neste contexto, o silenciamento parcial da mio-inositol fosfato sintase altera 

principalmente o conteúdo de aminoácidos e açúcares em todas as quatro idades 

avaliadas (10, 15, 50 e 60 DAA) tanto em pericarpos de frutos quanto em sementes. A 

intensidade da variação do conteúdo de metabólitos é proporcional a proximidade 

desses com o metabolismo de inositol, nível de silenciamento e também se associam as 

variações metabólicas normalmente observadas no que diz respeito à idade e estádio de 

desenvolvimento dos frutos e sementes. 
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CAPITULO 4  

 

Silenciamento da mio-inositol-fosfato sintase (MIPS1) 

incrementa o conteúdo de açúcares sem alterar o sistema 

enzimático antioxidante e componentes da parede celular  
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4.1 INTRODUÇÃO  

 

O mio-inositol é produto da enzima mio-inositol fosfato sintase (MIPS1) 

(E.C.5.5.1.4) que catalisa a conversão irreversível de D-Glicose-6-P para 1-L-mio-

inositol-1-P. Essa é a única via de biossíntese de novo, sendo encontrada em 

cianobactérias, algas, fungos e plantas e possui papel central no metabolismo celular 

(Loewus e Loewus, 1983; Morré et al., 1990; Majumder 1997).  

A sequência da enzima MIPS foi descrita em mais de 70 organismos diferentes; 

nestes, verificou-se que sequências codificadoras para MIPS são pertencentes a uma 

família multigênica, com alta similaridade entre as sequências de nucleotídeos e 

aminoácidos, apresentando o domínio catalítico conservado evolutivamente entre os 

filos (Abreu e Aragão 2007; Sato et al., 2011).  

Sequências codificadas de MIPS foram isoladas e caracterizadas de várias 

espécies vegetais, tais como: Spirodela polyrrhiza (Smart e Fleming, 1993), 

Arabidopsis thaliana (Johnson, 1994), Citrus paradisii (Abu-Abied e Holland, 1994), 

Mesembryanthemum crystallinum (Ishitani et al., 1996), Nicotiana tabacum (Hara et al., 

2000), Glycine max (Hegeman et al., 2001), Hordeum vulgare (Larson e Raboy, 1999), 

Orysa sativa (Yoshida, 1999), Zea mays (Larson e Raboy, 1999), Porteresia coarctata 

(Majee et al., 2004), Sesamum indicum (Chun et al., 2003) e Passiflora edulis f. 

flavicarpa (Abreu e Aragão 2007). Até o momento MIPS1 não foi descrita e 

caracterizada experimentalmente em tomateiros.  

Transcritos de MIPS1 de diferentes espécies têm sido encontrados em óvulos, 

grãos de pólen, sementes em desenvolvimento, folhas de plantas cultivadas em 

condições de campo (Abreu e Aragão 2007), flores, cotilédones em germinação, 

embriões somáticos (Hegeman et al., 2001). Porém, até o presente momento, órgãos 

vegetativos e desenvolvimento de frutos carnosos em plantas com baixa expressão de 

MIPS não foram caracterizados em detalhes. Os esforços das pesquisas têm focado no 

conteúdo de moléculas alvo, como fitatos e oligossacarídeos em sementes, mas salienta-

se a necessidade de estudos em órgãos vegetativos (Nunes et al., 2006; Fernandes, 

2009, Donahue et al., 2010; Ali et al., 2013).  

Mutantes nulos da MIPS são letais, dessa forma as vias biossintéticas 

influenciadas pelo mio-inositol, produto da MIPS, necessitam de outras abordagens de 

estudo. O silenciamento de RNA, mediado via RNA de interferência possibilita a 

investigação de alterações na biossíntese e metabolismo de mio-inositol (Nunes et al., 
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2006). No entanto, níveis mais elevados de silenciamento podem comprometer a 

homeostase e manutenção de processos fisiológicos e reprodutivos resultando em 

alterações não esperadas e desvantajosas nas plantas silenciadas (Keller et al., 1998; 

Nunes et al., 2006; Fernandes, 2009; Donahue et al., 2010; Ali et al., 2013).  

O mio-inositol é um componente essencial na biossíntese de uma variedade de 

derivados que vão desde simples fosfatos de inositol até complexos produtos associados 

à membrana com funções celulares importantes (Dong et al., 2013). Em plantas, o mio-

inositol desempenha papel de destaque no metabolismo fornecendo inositol e 

inositídeos envolvidos em processos metabólicos e em estruturas vegetativas (Goya et 

al., 2011; Valluru e Ende, 2011). O mio-inositol pode ser usado para produzir o 

fosfatidilinositol (PtdIns), polifosfatos mio-inositol (Kersting et al., 2003) e solutos 

compatíveis tais como galactinol, rafinose, família oligossacarídeos, polissacarídeos de 

parede celular e pinitol (Dastidar et al., 2006).  

Estes compostos derivados de mio-inositol participam de funções celulares 

cruciais em plantas, como na transdução de sinais (Stevenson et al., 2000; Xue et al., 

2007), transporte de membranas (Thole e Nielsen, 2008), exportação de mRNA (Okada 

e Ye, 2009), tolerância a estresse (Shevelava et al., 1997) e armazenamento de fósforo 

(Thole e Nielsen, 2008; Stevenson-Paulik et al., 2005; Murphy et al., 2008). Além 

disso, o mio-inositol é produto primário do ácido D-glucurônico, utilizado na síntese de 

uma variedade de substâncias pécticas da parede celular e compostos não celulósicos 

além de ácido ascórbico (Loewus e Murthy, 2000; Sasaki et al., 1989; Lorence et al., 

2004).  

Uma das tecnologias de análise que propiciam uma abrangência de dados é o 

perfil metabólico. Esta tecnologia proporciona fenotipagem, análise diagnóstica de 

plantas, auxilia na anotação funcional de genes e na abrangência do entendimento da 

resposta celular para condições biológica (Schauer e Fernie, 2006). Além disso, uma das 

grandes vantagens da metabolômica é identificar as alterações secundárias a uma 

determinada manipulação (Fernie et al., 2004).   

O perfil metabólico de compostos primários juntamente com a avaliação das 

trocas gasosas, fotoquímica e enzimas do estresso oxidativo podem elucidar se há 

distúrbio e qual a sua grandeza, assim como verificar novas vias influenciadas pelo 

silenciamento da MIPS no corpo vegetativo.  

Neste estudo, plantas de tomateiro da progênie T2 com seis diferentes níveis de 

silenciamento da MIPS1 via RNAi foram avaliadas em folhas quanto ao perfil 
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metabólico primário e de monossacarídeos da parede celular por GC-MS, pigmentos 

fotossintéticos,  açúcares, além de parâmetros fisiológicos e da atividade de enzimas do 

estresse oxidativo. Essa abordagem apontou alteração no comportamento de metabólitos 

no corpo vegetativo em plantas silenciadas e a estabilidade fisiológica em plantas 

contendo redução do conteúdo de mio-inositol ou expressão da MIPS. 
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4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Material vegetal e condições experimentais 

Foram utilizadas sementes T2 de plantas de tomateiro ‘Moneymaker’ transgênico 

contendo construção tipo intron-hairpin-RNA com fragmentos do gene MIPS de 

Glycine max (∆GmMIPS) (Figura 1) indutora de silenciamento da mio-inositol-fosfato 

sintase de origem do vetor de transformação pMIPS1303 inserido na Agrobacterium 

tumefacies GV 3101 (Figura 2). As sementes foram germinadas entre papel Germitest 

em câmara de crescimento por um período de 14 dias.  

A confirmação da manutenção do transgene foi realizada por  PCR com 

iniciadores para o gene de resistência à higromicina em folhas de plantas contendo 30 

dias. As plantas com transgenia confirmada e plantas-controle (WT) foram avaliadas 

quanto o silenciamento da mio-inositol-fosfato sintase (MIPS1) por RT-qPCR (Figura 

2) e selecionados seis níveis de expresssão.  

Para cada nível de expressão foram realizadas seis réplicas biológicas através de 

enraizamento adventício utilizando ramos basais laterais. O enraizamento foi conduzido 

em vasos de 15 litros, em sistema hidropônico contendo solução nutritiva à ½ força pH 

5,7 (Hoagland e Arnon, 1950). O experimento foi conduzido em blocos casualizados, 

em vasos de 15 litros contendo substrato Plantmax® (DDL Agro-Indústria Ltda) em casa 

de vegetação com temperatura controlada a 25°C até a frutificação. 

A parte vegetativa foi avaliada quanto às trocas gasosas, fluorescência da 

clorofila a, enzimas do estresse oxidativo, quantificações bioquímicas de açúcares e do 

perfil metabólico primário e de monossacarídeos de parede celular. As amostragens 

foram realizadas na folha composta do terceiro entrenó das plantas silenciadas e plantas-

controle anterior ao florescimento. Os seis folíolos laterais mais expandidos (três pares) 

foram utilizados para as coletas fisiológicas e bioquímicas.   
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Figura 1. Detalhe do vetor de transformação: sequência indutora de intron-hairpin-RNA constituída de 
promotor CaMV 35S, seguido por fragmento de GmMIPS no sentido senso, pdk intron,  repetição 
antissenso do fragmento de GmMIPS e ocs terminator. 

 

 

 
Figura 2. Vetor de transformação inserido na Agrobacterium tumefacies GV 3101. 
 
 
4.2.2 Confirmação da integração do transgene por reação da polimerase em cadeia 

(PCR)  

A análise de PCR ocorreu com DNA isolado de discos foliares de plantas da 

progênie transgênica e plantas-controle utilizando o método CTAB (Doyle e Doyle, 

1990). A reação de PCR foi realizada em termociclador (PTC-100, MJ Investigador, 

EUA) com 50 µL de solução contendo 40 ng de DNA, 60 mM de Tris-SO4 (pH 8,9), 18 

mM (NH4)2SO4, 2 mM de MgCl2, 250 nm de cada dNTP, 200 nM de cada iniciador 5 U 
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de Taq polimerase (Invitrogen). A reação foi incubada a 95 °C (5 min) e submetida a 35 

ciclos de amplificação (95 °C durante 1 min, 50 °C durante 1 min, 72 °C durante 1 min) 

com um ciclo de alongamento final de 5 min a 72 °C durante 5 min. 

 Os iniciadores específicos para o gene de higromicina: ‘forward’ '5 

GCTCCATACAAGCCAACCAC-3 ' e ‘reverse’ 5'-CGAAAAGTTCGACAGCGTCTC 

-3' foram utilizados para amplificar um fragmento a partir de DNA genômico de 670 pb. 

O DNA amplificado foi detectado no gel de agarose a 0,8% em solução contendo 

brometo de etídio 10 mg mL-1 e visualizados em transiluminador UV. 

  

4.2.3 Desenho e teste dos oligonucleotídeos para realização da PCR quantitativa de 

transcrição reversa (RT-qPCR) 

A sequência de MIPS1 GenBank No. AI491091 com expressão em folhas de 

tomateiro foi utilizada como molde para desenhar os oligonucleotídeos para RT-qPCR. 

O programa  PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems) projetou os oligonucleotídeos 

com os seguintes critérios:  temperatura de anelamento de 55 a 62 °C,  comprimento do 

fragmento amplificado de 70 a 150 pb, comprimento dos oligonucleotídeos de 18 a 25 

nucleotídeos e conteúdo guanina-citosina de 40% a 60%. 

Quatro genes constitutivos com atividade gênica supostamente inalterada com o 

silenciamento da MIPS1 foram testados a fim de determinar a referência interna para a 

normalização da expressão do gene. Os genes testados foram: actina (accession number 

BT013524), β-6-tubulina (BT013153), fator de alongamento-1α (BT013246), e adenina 

fosforibosiltransferase (APT1) (BT012816) (Alfenas-Zerbini et al., 2009). 

A especificidade das quatro sequências MIPS1 foi verificada na base de dados 

do NCBI utilizando-se o Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). A especificidade de amplificação dos oligonucleotídeos MIPS1 desenhados e 

normalizadores foi verificada por meio da análise das curvas de dissociação e por 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado com nitrato de prata. O 

oligonucleotídeo de MIPS1 e normalizador que apresentou banda única e expressiva em 

plantas-controle e transgênicas de tomateiro foi escolhido para a RT-qPCR. 

 

4.2.4 Análise da expressão gênica de MIPS1 por RT-qPCR  

O RNA total foi extraído a partir de 100 mg de tecido foliar com o Plant RNA 

Reagent Invitrogen® de acordo com as especificações do fabricante. Após extração, o 

RNA foi tratado com DNAse I Promega® e quantificado em aparelho NanoDrop ND-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/�
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1000 para ajustar a concentração em 250 ng µL-1. O cDNA foi sintetizado a partir de 2 

µg de RNA com o uso de transcriptase reversa SuperScript®
 

III (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) de acordo com as especificações do fabricante.   

A reação de RT-qPCR foi realizada em placa óptica de 96 poços em aparelho 

ABI7500 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando o 

SYBR Green para monitorar a síntese de dsDNA. As reações contiveram 6 µL  SYBR 

Green Master Mix reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),  1 µL de 

cDNA, 300 nM de cada oligonucleotídeo em volume final de 12 µL. As amplificações 

ocorreram em 50 °C por 2 minutos, 95 °C 10 por minutos e 39 ciclos de 95 °C a 15 s e 

60 °C a 1 minuto. Todas as reações foram realizadas em triplicata.  

Os oligonucleotídeos utilizados para o RT-qPCR foram o MIPS1-4 ‘forward’ 

(5’-TGAAGGAGAGGGTAAGTTCCA-3’) e MIPS1-4 ‘reverse’ (5’-

AAAGGAGCCTTGGTAA GATAACTG-3’) para verificar a expressão da MIPS1 e o 

APT1 ‘forward’ (5’- CCATGAGGAAACCCAAGAAGT-3’) e APT1 ‘reverse’ (5’-

CCTCCAGTCGCAATTAGATCAT-3’) para verificar a expressão de APT1. Os níveis 

de expressão foram normalizados em relação ao gene APT1 e a quantificação relativa da 

MIPS1 foi realizada pelo método comparativo de CT (ΔΔCT) (Livak e Schmittgen, 

2001). 

 

4.2.5 Análises de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

As análises de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a foram realizadas 

entre 7 e 14h (estabelecido por curva de fotossíntese/tempo) em folhas completamente 

expandidas, utilizando o folíolo distal lateral da folha do terceiro entrenó, previamente 

testadas e selecionadas de cada planta. As análises foram realizadas anterior ao 

florescimento.  

As medições de trocas gasosas foram realizadas com um analisador portátil de 

CO2 a infravermelho IRGA (LI-6400xt, LI-COR) com luminosidade da camara fixada 

em 1000 PAR, temperatura de 25 ºC e fluxo de CO2 do ar ambiente. Foram avaliadas as 

seguintes características: taxa de fotossíntese (A), transpiração (E), condutância 

estomática (gs), concentração de CO2 intracelular (Ci), densidade de fluxo de fótons 

fotossinteticamente ativos (DFFA), temperatura da folha (Tf), temperatura (T) e 

umidade relativa do ar na câmara (UR). Através dos valores de A e E foi calculada a 

eficiência instantânea do uso da água definida pela razão A/E. A partir dos dados de 
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umidade relativa e temperatura da câmara, foram obtidos os valores do déficit de 

pressão de vapor da atmosfera.  

As variáveis de fluorescência da clorofila a foram obtidas com um fluorômetro 

acoplado ao IRGA (LI-6400xt, LI-COR) na mesma área da folha em que foram 

realizadas as medições de trocas gasosas. Para as avaliações as folhas foram 

inicialmente adaptadas ao escuro para obtenção das variáveis de indução da 

fluorescência: fluorescência inicial (F0) e fluorescência máxima (Fm) e, com estes, foi 

obtido o rendimento quântico potencial do fotossistema II (FSII), Fv/Fm = (Fm-F0)/Fm. 

As variáveis da fase lenta de indução da fluorescência foram obtidas sequencialmente 

com a aplicação de uma iluminação actínica e um pulso de luz actínica saturante para a 

determinação das variáveis: fluorescência em amostra adaptada à luz antes do pulso de 

saturação (F) e fluorescência máxima em amostra adaptada à luz (Fm’). A partir desses 

parâmetros foi possível calcular a fluorescência mínima do tecido vegetal iluminado, F0’ 

= F0/[((Fm-F0/Fm)+(F0/Fm’)] (Oxborough e Baker, 1997), para o cálculo do coeficiente 

de extinção fotoquímico pelo modelo lake, o qual fornece uma estimativa de centros de 

reações abertos do FSII, qL = (Fm’-F)/(Fm’-F0’).(F0’/F) (Kramer et al., 2004).  

O rendimento quântico efetivo de conversão fotoquímica de energia no PSII, YII 

= (Fm’-F)/Fm’; e os rendimentos quântico da dissipação de energia regulada, YNPQ = 

(F/Fm’)-(F/Fm) e da dissipação de energia não regulada, YNO = F/Fm, foram calculados 

de acordo com Genty et al. (1989) e Hendrickson et al. (2004). O YII foi utilizado ainda 

para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons, ETR = YII.PAR.Absfolha.0,5 

(Bilger et al., 1995), onde PAR é o fluxo de fótons (µmol m-2 s-1) incidente sobre a 

folha; 0,5 o valor correspondente à fração de energia de excitação distribuída para o 

FSII; e, Absfolha o valor correspondente à fração de luz incidente que é absorvida pelas 

folhas. O coeficiente de dissipação fotoquímico (qP) foi calculado pela fórmula: qP = 

(Fm’- F)/( Fm’ - F0’) e, os coeficientes de dissipação não-fotoquímicos NPQ e qN, pelas 

seguintes fórmulas, respectivamente: NPQ = (Fm - Fm’)/( Fm’), qN = (Fm - Fm’)/( Fm - 

F0’).  

 

4.2.6 Amostragem e extração de pigmentos fotossintéticos, sacarose, glicose, 

frutose, glicose-6P, amido e proteínas  

Amostras para a quantificação dos pigmentos fotossintéticos e açúcares foram 

obtidas dois dias após as análises de trocas gasosas, nos horários de 06:00; 12:00, 18:00 
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e 00:00 horas. Dois discos foliares de 0,8 cm de diâmetro foram coletados, congelados 

em nitrogênio líquido e armazenados em -80 °C, até o momento das análises.  

Os pigmentos fotossintéticos e açúcares foram extraídos em série alcoólica de 

três incubações, consistindo de 250 µL etanol 98%, 150 µL de etanol 80% e 250 µL de 

etanol 50%. Entre cada etapa, as amostras foram incubadas por 20 minutos a 80 °C, 950 

rpm, seguida de centrifugação a 14.000 rpm durante 10 minutos, da qual se coletava o 

sobrenadante, que era adicionado ao sobrenadante anterior, resultando no extrato 

alcoólico final. 

 

4.2.7 Quantificação de pigmentos fotossintéticos 

Imediatamente após a extração os pigmentos fotossintéticos foram mensurados 

em placas do tipo ELISA em espectrofotômetro Asys UVM 3440. Para a leitura, uma 

solução contendo: 120 µL etanol 98% (v/v), 25 µL de mix alcoólico em iguais 

proporções utilizadas na extração e 25 µL do extrato total foram utilizadas. A leitura foi 

realizada nos comprimentos de onda de 645 e 665, não ultrapassando a densidade óptica 

de 0.3 e 0.6, respectivamente. O branco foi constituído de adição de 25 µL de mix 

alcoólico no lugar da amostra. Os teores de clorofilas a e b foram calculados utilizando 

as seguintes equações: 

Clorofia a  = 5.48A665 – 2.16A645 

Clorofia b = 9.67 A665 – 3.04 A645 

Os pigmentos foram expressos por peso fresco.  

 

4.2.8 Quantificação de amido  

Para a quantificação de amido e proteínas o sedimento da extração alcoólica foi 

desidratado por speedVac e armazenados a -20°C até a quantificação. 

O sedimento desidratado foi lavado com etanol 100% ate completa remoção de 

clorofilas, e desidratado sobre vácuo.  As amostras foram tratadas com 400 µL de KOH 

0,2 M durante uma hora a 90 °C e 950 rpm, resfriadas em gelo, centrifugadas a 14.000 

rpm por 10 minutos e retirado uma alíquota de 25 µL para quantificação de proteínas. 

Em seguida, as amostras foram neutralizadas com 70 µL de ácido acético a 1M e 

homogeneizado vigorosamente em vórtex, centrifugado 10 minutos a 14.000 rpm e 

coletado o sobrenadante. O volume de 100 µL foi hidrolisado com mix contendo por 

reação (2 Unidades de enzima amiloglicosidase Roche®  em 40 µL tampão citrato de 
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sódio 0.3 M pH 4,6 e 150 µL de H2O deionizada) mediante incubação  durante 20 horas 

a 55 °C e agitação a 950 rpm.   

A quantificação de amido foi realizada em microplaca tipo ELISA. Para isto, foi 

preparado um mix contendo por reação (7,6 µL de tampão 1M HEPES, 6 µL 50 mM 

ATP, 6 µL 50 mM NADP, 2 Unidades glicose-6-P-desidrogenase (G6PDH) Roche® 

Grade II e 129 µL H2O deionizada). A reação na placa foi formada pelo mix, 3 µL de 

amido hidrolisado e 290 µL H2O deionizada. As leituras foram realizadas em 

espectofotometro em OD340nm com leituras a cada 15 segundos, durante 5 minutos para 

o estabelecmento da linha de base ou OD inicial. A reação foi iniciada com a adição de 

1 Unidade de hexocinase por poço, desta forma a glicose é fosforilada a glicose-6P e 

esta é oxidada pela G6PDH já presente na reação à gliconato-6P. Esta reação consome 

NADP e libera NADPH que altera a absorbância que foi mensurada até a estabilização, 

resultando na OD final.  A quantificação de amido foi calculada pelo ∆A340nm e a 

equação da curva padrão de D-glicose determinada para cada placa. 

 

4.2.9 Quantificação de açúcares: sacarose, glicose, frutose e glicose-6P 

Para a quantificação de açúcares uma alíquota de 300 µL do extrato foi 

concentrada através de desidratação completa por speedVac e armazenada a -20 °C, até 

a quantificação. 

4.2.9.1 Glicose-6-Fosfato  
 

A glicose-6P foi quantificada a partir do extrato alcoólico em microplaca do tipo 

ELISA e analisadas em espectrofotômetro OD570nm conforme Gibon et al. (2004). O 

meio de reação conteve por poço: 5 µL extrato alcoólico; 70 µL de  Tricina KOH a 50 

mM com 2,5 mM de MgCl2 pH 9,0; 2 µL G6PDH Roche® Grade II equivalente a 1,4 U;  

2 µL NADP+  a 2,5 mM e concentrações padrão de glicose-6-P (0, 2, 4, 10, 25 e 100 

µM) para a curva de calibração. Esta reação foi incubada por 20 minutos em 

temperatura ambiente sob agitação de 950 rpm. Nesta reação, a glicose-6P foi oxidada a 

6-fosfogluconato produzindo NADPH. A reação teve continuidade com a destruição do 

NADP+ restante através da incubação com 20 µL 0,5M NaOH por 5 minutos a 95 °C; 

após isto, a reação foi neutralizada com 20 µL 0,5M HCl/tampão tricina. Um novo mix 

de reação protegido da luminosidade, contendo por poço (32 µL de Tricina KOH a 200 

mM com 10 mM de MgCl2 pH 9,0; 2 µL G6PDH Roche® Grade II equivalente a 1,4 U; 

2 µL de PMS (Phenazine methosulfate) a 10 mM, 10 µL de  MTT (3-(4,5-
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Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) a 10 mM; 4 µL  EDTA a 200 

mM) foi adicionado para a leitura de base em OD570nm; após, a reação foi iniciada com a 

adição de 2 µL de glicose-6-fosfato a 250 mM que ativa a reação cíclica de 

NADP+/NADPH. A concentração de glicose-6-P foi calculada pelo ∆A570nm e equação 

da curva padrão de glicose-6-P determinada em cada placa. 

4.2.9.2 Glicose, frutose e sacarose  
 

A glicose, frutose e sacarose foram quantificadas sequencialmente através de 

reações enzimáticas sequenciais a partir do extrato alcoólico (Fernie et al., 2001). O 

primeiro açúcar quantificado foi a glicose. Para esta quantificação o meio de reação 

contendo por poço (150 µL de tampão HEPES KOH a 0,1 M com 3 mM MgHCl2, 4,6 

µL ATP a 60 mg mL-1, 4,6 µL NADP+  a 36 mg mL-1  e 0.8 µL G6PDH Roche® Grade 

II equivalente a 0,6 U), foi adicionado à 50 µL do extrato alcoólico e dispostos em 

microplaca do tipo ELISA e analisados em espectrofotômetro OD340nm. Nessa reação foi 

realizando inicialmente a linha de base durante 5 minutos com leituras a cada 5 

segundos. Após estabelecido a OD inicial, a reação foi iniciada com a adição de 1 µL  

de  hexocinase a 3 U µL-1 por poço. A hexocinase realiza a fosforilação da glicose e 

frutose em glicose-6P e frutose-6P. A glicose-6P é oxidada pela G6PDH já presente na 

reação a gliconato-6P, esta reação consome ATP e NADP e libera NADPH que altera a 

absorbância que é mensurada até a estabilização, resultando na OD final.   

Em seguida foi realizada a quantificação da frutose. Para tal, uma nova linha de 

base estabelece a OD inicial, a reação inicia com adição de 1 µL  de  fosfoglicose 

isomerase a 1,4 U µL-1, que converte a frutose-6P em glicose-6P e esta a gliconato-6P 

ocorrendo à formação de NADPH que altera a absorbância que é mensurada até a 

estabilização, resultando na OD final.  

Sequencialmente, na mesma placa, a sacarose é quantificada. Uma nova linha de 

base estabelece a OD inicial, a reação inicia com adição 1 µL  B-fructosidade (0,75 mL 

do pó dissolvidos em 1 mL de tampão) esta enzima converte sacarose em glicose + 

frutose e o ciclo se repete com reações de fosforilação e oxidação através das enzimas já 

presentes na reação, ocorrendo finalmente a formação de NADPH. A quantificação da 

glicose e frutose é realizada pela equação ∆A340nm/(2.85 x 6.22) que mensura a 

quantidade de µmol de NADPH produzido, considerando que um NAPDH é produzido 

a cada glicose-6-P oxidada; a quantificação de sacarose o valor deve ser dividido por 



 

- 135 - 
 

dois, devido a ocorrer a formação de dois NADPH por sacarose, uma referente a glicose 

e outra referente a frutose formadas inicialmente pela atividade da β-fructosidade. 

 

4.2.10 Amostragem para determinação de atividade enzimática, perfil metabólico 

primário e monossacarídeos de parede  

O par de folíolos laterais distais foram coletados entre as 11:30 e 12:30 horas, 

nesse foi retirado a nervura principal no momento da coleta e congelados imediatamente 

em nitrogênio líquido e armazenados a -80 °C até as extrações. Essas amostras foram 

utilizadas para as análises do perfil metabólico primário, monossacarídeos de parede 

celular e de enzimas do estresse oxidativo. 

 

4.2.11 Determinação da atividade antioxidativa  

4.2.11.1 Obtenção do extrato enzimático bruto 

Os extratos enzimáticos brutos para as determinações das atividades das 

catalases (CATs), peroxidases do ascorbato (APXs), peroxidases (POXs) e superóxidos 

dismutases (SODs) foram obtidos pela pulverização de 0,3 g de tecido vegetal em 

nitrogênio liquido, e adição de 2 mL de meio de extração (0,1 M  fosfato de potássio, 

pH 6,8; 0,1 mM de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA); 1 mM de fluoreto de 

fenilmetilsulfônico (PMSF) e 1% polivinilpolipirrolidona (PVPP) em cama de gelo. O 

homogeneizado foi filtrado através de gaze e centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos 

a 4 ºC, coletado o sobrenadante e armazenado a -80 °C (Peixoto et al., 1999). 

 

4.2.11.2 Determinação da atividade das superóxidos dismutases (SODs, EC 1.15.1.1) 

A atividade das superóxidos dismutases foram determinadas pela adição de 30 

μL do extrato enzimático bruto foliar em 2,97 mL do meio de reação constituído de 50 

mM tampão de fosfato de sódio, pH 7,8, contendo 13 mM metionina, 75 μM azul de p -

nitro tetrazólio (NBT), 0,1 mM EDTA e 2 μM riboflavina (Del Longo et al., 1993). A 

reação foi realizada a 25 ºC em câmara iluminada com uma lâmpada fluorescente de 15 

W mantida no interior de uma caixa fechada. Após 5 minutos de exposição à luz, a 

iluminação foi interrompida e a formazana azul produzida pela fotorredução do NBT foi 

medida a 560nm (Giannopolitis e Ries, 1977). A absorbância a 560nm, de um meio de 

reação exatamente igual ao anterior (mantido no escuro por igual tempo), correspondeu 

o “branco” e foi subtraído da leitura da amostra que recebeu iluminação. Uma unidade 

das SODs foi definida como a quantidade da enzima necessária para inibir em 50 % a 
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fotorredução do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U 

min-1 mg-1 proteína.  

 

4.2.11.3 Determinação da atividade das catalases (CATs, EC 1.11.1.6). 

A atividade das catalases foi determinada pela adição de 100 μL do extrato 

enzimático foliar a 2,9 mL do meio de reação constituído de tampão fosfato de potássio 

50 mM, pH 7,0 e H2O2 a 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na 

absorbância em 240nm a 25 ºC foi medido durante o primeiro minuto de reação. A 

atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar do 

H2O2 de 36 M-1 cm-2 (Anderson et al., 1985) e o resultado expresso em mmol min-1 mg-

1 proteína. 

 

4.2.11.4 Determinação da atividade das peroxidases do ascorbato (APXs, EC 1.11.1.1) 

A atividade das peroxidades do ascorbato foi determinada de acordo com o 

método de Nakano e Asada (1981), modificado por Koshiba (1993). As alíquotas de 

100 μL do extrato enzimático bruto enzimático foliar foram adicionados a 2,9 mL do 

meio de reação constituído de 50 mM tampão de fosfato de potássio, pH 6,0, 0,8 mM 

acido ascórbico e 1 mM H2O2. O decréscimo na absorbância a 290nm a 25 ºC foi medido 

durante o primeiro minuto de reação. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se 

o coeficiente de extinção molar do ascorbato de 2,8 mM-2 cm-1 (Nakano e Asada, 1981) 

e o resultado expresso em mmol min-1 mg-1 proteína. 

 

4.2.11.5 Determinação da atividade das peroxidases (POXs, EC 1.11.1. 7). 

A atividade das peroxidases foi determinada pelo método de Kar e Mishra 

(1976). Alíquotas de 100 μL do extrato enzimático foram adicionados a 2,9 mL do meio 

de reação constituído de 25 mM tampão de fosfato de potássio pH 6,8, 20 mM pirogalol 

e 20 mM H2O2. O acréscimo na absorbância a 420nm, à temperatura de 25 ºC foi 

medido durante o primeiro minuto pela produção de purpurogalina. A atividade 

enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar da purpurogalina 

2,47 mM-1 cm-1 (Chance e Maehley, 1995) e o resultado expresso em mmol min-1 mg-1 

proteína.   
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4.2.12 Análise de metabólitos primários  

A extração de metabólitos primários, derivação, adição de padrão e de injeção de 

amostra para GC-MS foram realizadas de acordo com Lisec et al. (2006) com 

modificações.  

 

4.2.12.1 Extração de metabólitos primários de folhas  

Metabólitos primários foram extraídos de 10 mg de tecido foliar liofilizado e 

pulverizado com nitrogênio liquido com a adição de metanol 100% (1.4 mL) como 

extrator acompanhado de ribitol (60 µL; 0,2 mg mL-1 em H2O), como padrão interno, a 

2 °C e agitado vigorosamente em vortex. Neste momento a atividade enzimática é 

paralisada. A extração ocorreu em incubação a 70 ºC por 15 minutos. Após 

centrifugação (14.000 rpm, 10 minutos), o  sobrenadante (1,2 mL) foi transferido para 

de vidros de 5 mL de capacidade com tampas rosqueáveis e adicionado  0,75 mL de 

clorofórmio (CHCl3) e 1,5 mL de H2O deionizada e autoclavada. A solução foi agitada 

em vortex (15 segundos) e centrifugada a 4.000 rpm por 15 minutos. 

A fase superior polar, contendo os metabólitos primários, foram coletadas em 

duas alíquotas de 150 µL as quais foram desidratadas completamente em speedVac sem 

aquecimento. Às amostras desidratadas foram adicionados gás de argônio e 

armazenadas em ultrafreezer (-80 ºC), até o momento das análises. 

 

4.2.12.2 Derivatização da fase polar de folhas.  

As amostras foram redesitradatas durante 15 minutos em speedVac, após foi 

adicionado 40 µL de metoxiaminohidroclorido (20 mg mL-1 em piridina). Um tubo 

contendo igual volume de metoxiaminohidroclorido foi utilizado como branco e, em 

paralelo, uma extração de folhas de Arabidopsis thaliana (em lote já testado) para 

controle do procedimento. As amostras e controles foram incubados durante 2 hora a 37 

ºC, sob agitação de 950 rpm. Em seguida, adicionou-se um 70 µL de uma solução 

contendo 1 mL N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) e 20 µL de 

ésteres metílicos de ácidos graxos (FAME). Os tubos foram novamente incubados a 37 

ºC sob centrifugação a 950 rpm, por 30 minutos. O volume de 100 µL foi transferido 

para os vials para serem aplicados no GC-MS. 
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4.2.14.3 Análise de dados.  

Os espectros de massa foram analisados pelo programa TAGFINDER 

(Luedemann et al., 2008) alimentado com biblioteca contendo os tempos de retenção e 

padrão de fragmentação dos metabólitos primários. Depois de identificados e 

selecionados os valores relativos dos metabólitos foram normalizados pelo padrão 

interno ribitol, peso da amostra e pela média do valor relativo da planta-controle (WT).  

Os valores finais foram analisados pelo teste estatístico t Student (p < 0.05) e 

transformados em log2 e apresentados em heatmaps.  

 

4.2.13 Metabólitos de parede celular 

4.2.13.1 Extração e remoção de amido 

A extração e remoção de amido ocorreu em 500 mg de material vegetal 

liofilizado de folhas. Para isto, o pulverizado foi homogeneizado com 1 mL de etanol 

70%, centrifugados a 14.000 rpm durante 10 minutos. Ao sedimento foi adicionado 

clorofórmio:metanol (1:1, v/v) durante 5 minutos sob agitação a 950 rpm à temperatura 

ambiente. O sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido três vezes ou até 

completa remoção dos pigmentos. Após esta etapa, o sedimento foi ressuspenso em 1 

mL de acetona, centrifugado, e seco sob vácuo.  

A remoção do amido da parede celular extraída ocorreu por incubação com 40 

unidades de α-amilase por amostra (Roche Applied Science®), em 2 mL de Tris-HCl 

pH 7,0 durante 24 horas. Em seguida a parede celular foi precipitada com centrifugação 

de 14.000 rpm por 20 minutos e lavada com água desionizada para remoção da glicose e 

amido e centrifugado 14.000 rpm por 10 minutos para descarte do sobrenadante; esse 

processo foi repetido três vezes. A parede celular foi precipitada com etanol a 70%, 

adicionando-se volume apropriado de etanol a 96% à mistura de reação e uma última 

lavagem e centrifugação foi realizada com acetona, resultando na parede celular que foi 

seca sob vácuo. 
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4.2.15.2 Hidrólise ácida para quantificação de monossacarídeos neutros  

Material de parede celular (1 mg) foi incubada em 250 mL de 2M ácido 

trifluoroacético (TFA) em um tubo de ensaio com tampa de rosca de borosilicato 

durante 1 hora a 121 ºC. A suspensão foi diluída com 300 mL de 2-propanol e 

evaporado a 40 ºC repetido três vezes. Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em 200 

mL de água sob agitação e sonicação por 10 minutos e centrifugadas. Os resíduos 

insolúveis foram utilizados para medir o teor de celulose através do método de anthrona.  

A solução hidrolisada foi utilizada para analisar a composição de açúcares 

neutros via acetatos de alditol, determinada por GC-MS de acordo Blakeney et al. 

(1983). 

  

4.2.13.3 Açúcares neutros de parede celular. 

O volume de 100 µL do hidrolisado foi evaporado a fim de preparar o alditol 

acetatos. A redução de alditóis foi conseguida por ressuspensão do sedimento em agente 

de redução (250 µL de borohidreto de sódio em 1M de hidróxido de amônio), 

adicionado 30 mg de mio-inositol por amostra como padrão interno e incubação durante 

1 hora à temperatura ambiente. A mistura foi neutralizada pela a adição e 20 µL de 

ácido acético glacial e em seguida lavou-se cuidadosamente com 250 µL ácido acético: 

metanol (1:9, v/v) seguido de evaporação a 40 ºC, o processo de lavagem e evaporação 

foi realizado três vezes, seguido por lavagens de 250 µL metanol 100% evaporação a 40 

ºC também realizado três vezes. A mistura foi acetilada pela adição de 250 µL de 

anidrido acético e 50 mL de piridina e incubados durante 20 minutos a 121 ºC. A reação 

foi lavada com 200 µL tolueno e evaporado por duas vezes. A limpeza seguiu por 

adição de 500 µL de água destilada e 500 µL de cloreto de metileno e agitado 

vigorosamente. A fase apolar inferior foi coletada, evaporada e ressuspendida em 100 

µL de acetona. A composição de monossacarídeos hidrolisados foi determinado por 

GC-MS em um sistema Series GC Agilent 6890 equipado com 5975B inerte XL MSD e 

fusionado a uma coluna capilar de sílica SP-2380 (30 m x 0,25 mm i.d. x 20 µm de 

espessura de filme; Supelco). 

 

4.2.13. 4 Quantificação de celulose da parede celular 

A celulose, presente no sedimento da hidrólise ácida por TFA para 

monossacarídeos, foi hidrolisada com a adição de ácido sulfúrico 72% durante 30 

minutos em temperatura ambiente e agitação a 950 rpm, seguido de sonicação à 
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temperatura ambiente durante 15 minutos. Ao final desta etapa foi adicionado 450 µL 

de água desionizada e agitado vigorosamente e centrifugado a 3.700 rpm durante 5 

minutos.  

A solução hidrolisada foi analisada pelo teste de anthona, para isto 200 µL foram 

utilizados para duas replicatas do ensaio. O teste de antrona (Dische, 1962) foi realizado 

em 100 µL do hidrolisado de celulose e adicionado 200 µL do reagente de antrona 

0,2%, aquecido em banho-Maria fervente durante 5 minutos. A leitura foi realizada em 

200 µL em placa do tipo ELISA em espectrofotômetro em OD640nm. O total de hexose 

foi calculada através de curva padrão de glicose convertido para o total do extrato e total 

em mg do material extraído. O resultado foi dividido pelo fator 1.11 para acomodar a 

adição de água durante a conversão do polímero (162 g mol-1) a glicose (180 g mol-1). O 

resultado foi expresso em µg mg-1 de parede celular (Updegraff, 1969). 

 

4.2.13.5 Quantificação de ácidos urônicos  

A análise de identificação e quantificação de ácidos urônicos ocorreu conforme 

ensaio de bifenil. Para isto, amostras de 50 µL do hidrolisado para monossacarídeos 

(TFA hidrólise) foi adicionado 50 µL de água desionizada, 10 µL de reagente de 

sulfamato (19,44 g de ácido sulfâmico dissolvido em algumas gotas de KOH 24%, 

volume para 50 mL com água desionizada e pH 1,6), 600 µL tampão borato (0,0125 M 

borato de sódio (Na2B4O7) em ácido sulfúrico concentrado), agitado vigorosamente e 

incubado durante 5 minutos a 121 °C, após, as amostras foram resfriadas em 

temperatura ambiente durante 10 min. As amostras foram divididas em duas alíquotas, 

uma de 200 µL para o branco e os  510 µL restantes para a reação de bifenil. Na 

alíquota de 510 µL foi adicionado 15 µL solução de bifenil (m-hydroxy-biphenyl 0,15% 

em NaOH 0,5%). Após 10 minutos, as amostras com reagente de bifenil foram 

dispostas em duplicatas, 200 µL cada e 200 µL do branco de cada amostra. A 

absorbância das amostras na placa foram lidas em comprimento de onda de 540 nm e a 

concentração foi calculada através de curva padrão com ácido glucurônico e fatores de 

diluição, os resultados foram expressos em ng mg-1 de parece celular (Filisetti-Cozzi e 

Carpita, 1991). 

 

4.2.14 Análise estatística 

Os dados de análises bioquímicas e fisiológicas foram submetidos à análise do 

Teste-t (p < 0.05).  



 

- 141 - 
 

 

4.3 RESULTADOS 

 

4.3.1 Confirmação da manutenção do transgene por análise de PCR em plantas T2 

e análise do nível de expressão de MIPS1 por RT-qPCR 

A análise de PCR, utilizando iniciadores para o gene de tolerância a 

higromicina, confirmou a presença do transgene ∆GmMIPS (670 pb) no DNA extraído 

de folhas de plantas T2. A expressão diferencial de MIPS1 foi encontrada no cDNA de 

folhas dos transgenes da geração T2. O gene normalizador APT1 se apresentou mais 

eficiente como controle interno, sendo utilizado em todas as análises de RT-qPCR. 

Dentre as plantas transgênicas que apresentaram silenciamento foram selecionados 6 

níveis de expressão (MT 8.25 = 80%, MT 2.6 = 40%, MT 7.13 = 30%, MT 1.1 = 20%, 

MT 7.2 = 5% e MT 1.2 = 4%) que foram multiplicadas por enraizamento adventício em 

seis réplicas biológicas e analisadas nesse estudo (Figura 2). 
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Figura 3. Análise da expressão do gene MIPS1 em folhas de plantas-controle (WT) e plantas transgênicas 
silenciadas da progênie T2 de tomateiro ‘Moneymaker’. Barras indicam o erro padrão (n = 3). 
 

 

4.3.2 Quantificação de pigmentos fotossintéticos 

O conteúdo de clorofilas a e b não apresentou diferença estatística nas linhagens 

silenciadas nos horários avaliados de 06:00, 12:00, 18:00 e 00:00 horas, (dados não 
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mostrados). Estes resultados sugerem que a redução na expressão de MIPS não altera a 

concentração destes pigmentos em folhas de tomateiro.  

 
4.3.3 Quantificação de glicose-6-fosfato glicose, frutose, sacarose, amido e proteína 

em folhas de plantas-controle e linhagens silenciadas 

As quantificações para todos os açúcares, amido e proteínas ocorreram em 

amostras coletadas as 6:00, 12:00, 18:00 e 00:00 horas. A glicose-6P apresentou 

acúmulo crescente quanto maior o silenciamento. As linhagens MT 1.2 e MT 1.1 

apresentaram o maior acúmulo de glicose-6P, com valores significativos no horário de 

12:00 horas. Os demais horários e linhagens não apresentaram diferença significativa. 

Durante o período luminoso a glicose-6P acumulou em plantas silenciadas, e 

este acúmulo foi mais expressivo quanto maior silenciamento. Nos horários onde a 

fotossíntese líquida reduz, como as 18:00 horas, percebe-se uma tendência de acúmulo, 

porém menos expressiva de glicose-6P em plantas silenciadas. A relação se inverte no 

horário não iluminado, e em 00:00 as plantas silenciadas apresentam tendência de 

redução no conteúdo quando comparada com a planta-controle (Figura 4 A). 

Os conteúdos de glicose seguiram tendência apresentada pela glicose-6-P em 

acumular em plantas silenciadas em horário de alta atividade fotossintética e reduzir em 

horários com baixa atividade. Porém, essas diferenças não foram significativas quando 

comparada com o WT (Figura 4 B). 

Os conteúdos de frutose seguiram a mesma tendência de acúmulo em plantas das 

linhagens silenciadas, porém essas diferenças não foram significativas, quando 

comparada com a WT (Figura 4 C).  

A sacarose apresentou acúmulo significativo nas linhagens MT 2.6 e MT 1.1 no 

horário de 06:00 e não apresentou diferença significativa durante o horário de 12:00 

horas nas linhagens silenciadas quando comparado com a WT; porém ao final do dia no 

horário de 18:00 horas as linhagens MT 7.13, MT 1.1 apresentaram diferença 

significativa no acúmulo de sacarose e esse conteúdo continuou elevado e significativo 

no horário de 00:00 em plantas da linhagem MT 1.1 silenciadas (Figura 4 D).  
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Figura 4. Quantificação de açúcares, amido e proteínas em folhas de plantas-controle (WT) e plantas 
transgênicas silenciadas da progênie T2 de tomateiro ‘Moneymaker’ nos horários de 06:00, 12:00, 18:00 e 
00:00 horas. Asterisco indica horário com diferença estatística entre as linhagens silenciadas e a plantas-
controle. Barras indicam o erro padrão (n = 6). 
 
 
4.3.4 Trocas gasosas  

Todas as análises de trocas gasosas não apresentaram diferença entre as 

linhagens silenciadas quando comparadas as plantas-controle. As linhagens silenciadas 

MT 8.25, MT 2.6 e MT 7.13 apresentaram maiores valores na taxa de assimilação 

líquida do CO2 (A), porém esta variação não foi significativa (Figura 5 A). A eficiência 

instantânea do uso da água WUE apresentou tendência ao acréscimo na linhagem MT 

1.2 (Figura 5 B), devido a menor taxa transpiratória (E) (Figura 5 D), porém, ambas não 

significativas. A relação Ci/Ca (Figura 5 C), transpiração (E) (Figura 5 D) e condutância 

estomática (gs) (dados não mostrados) não foram significativas. 
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Figura 5. Avaliação de trocas gasosas em folhas de plantas-controle (WT) e linhagens silenciadas da 
expressão MIPS1 da progênie T2 silenciada de tomateiro ‘Moneymaker’. A taxa de assimilação 
fotossintética; razão Ci/Ca; WUE eficiência do uso da água; E taxa de transpiração. Barras indicam erro 
padrão (n = 6). 
 
 
4.3.5 Fluorescência da clorofila a  

Todas as análises de fluorescência da clorofila a não apresentaram diferença 

entre as linhagens silenciadas quando comparadas as plantas-controle. A taxa de 

transporte de elétrons do FSII (ETR) e o rendimento quântico de conversão fotoquímica 

de energia no FSII (YII) apresentaram tendência ao acréscimo, porém não significativo 

(Figura 6 A e D), acompanhado de uma tendência de aumento no coeficiente de 

extinção fotoquímica (qL), o qual estima o centro de reações abertos do FSII (Figura 6 

C). As plantas-controle e as linhagens silenciadas não apresentaram alterações 

significativas na fluorescência basal (F0) e no rendimento quântico máximo do 

fotossistema II (FSII; Fv/Fm) (Figura 6 E e F). A dissipação térmica de energia no FSII 

via ciclo das xantofilas, avaliada pelo coeficiente de dissipação não fotoquímico (NPQ), 

não apresentou diferença entre os níveis de silenciamento, assim como o Y(NPQ) que 

indica a dissipação térmica potencial de energia pelo FSII e o (YNO) que indica o 

rendimento quântico não regulado da dissipação de energia no FSII também não foi 

alterado significativamente pelos níveis de silenciamento (dados não apresentados). 
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Figura 6. Avaliação da fluorescência da Clorofila a em folhas de plantas-controle (WT) e plantas 
transgênicas silenciadas da progênie T2 silenciada de tomateiro ‘Moneymaker’ . ETR - Taxa de 
Transporte de Elétrons em PSII; qL - Coeficiente de extinção fotoquímico; Fv/Fm - rendimento quântico 
máximo do fotossistema II; NPQ - coeficiente de dissipação não-fotoquímica; Y II  - Rendimento quântico 
efetivo do fluxo de elétrons linear em PSII; F0 - Fluorescência após adaptação ao escuro. Asterisco indica 
diferença estatística pelo Teste-t (p < 0,05%) entre a planta controle (WT) e as linhagens silenciadas. 
Barras indicam erro padrão (n = 6). 
 
     
4.3.6 Determinação da atividade antioxidativa 

A atividade das enzimas catalases (CATs) e peroxidases do ascorbato (APXs) 

não apresentaram diferença significativa entre as linhagens silenciadas e as plantas-

controle (Figura 7 A e C). A atividade das peroxidases (POXs) apresentou aumento 

significativo na linhagem MT 1.2 (Figura 7 B) enquanto a atividade das superóxido 

dismutases (SODs) reduziu significativamente na linhagem MT 1.2 (Figura 7 D). 
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Figura 7. Determinação da atividade antioxidativa folhas de plantas-controle (WT) e plantas transgênicas 
silenciadas da progênie T2 de tomateiro ‘Moneymaker’. A- Atividade da catalase; B- Atividade da 
peroxidase; C- Atividade da peroxidase do ascorbato e D- Atividade da superóxido dismutase. Asterisco 
indica diferença estatística pelo Teste-t  (p < 0.05) entre a planta controle (WT) e as linhagens silenciadas. 
Barras indicam erro padrão (n = 6). 

 

 

4.3.7 Análise de metabólitos primários 

Os aminoácidos não apresentaram padrão coordenado de abundância, sendo que 

os aminoácidos glutamato, isoleucina, fenilalanina, serina, treonina e valina 

apresentaram acúmulo significativo quando comparado a WT; já os aminoácidos 

aspartato, glutamina, isomaltose, tiramina, apresentaram redução significativa da sua 

abundância quando comparada a WT. 

Dos ácidos orgânicos avaliados, apenas o glicerato apresentou acúmulo e o 

quinato apresentou redução na abundância quando comparado com as plantas-controle. 

Dos intermediários do ciclo TCA apenas o conteúdo de piruvato foi alterado 

significativamente, resultando em redução de sua abundância. 

Os açúcares apresentaram alterações mais expressivas em seus níveis, onde 

foram alterados em sua abundância no acúmulo em celobiose, frutose, frutose-6-P, 

fucose, trealose e xilose e redução do acúmulo em ramnose. 

Os açúcares álcool apresentaram redução nos níveis em relação à WT, com 

redução significativa observada para galactinol, glicerol, mio-inositol, mio-inositol-1-P 

e lactitol (Figura 8). 
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Figura 8. Efeito do silenciamento de MPIS1 no perfil metabólico em folhas de tomate. Metabólitos foram 
identificados em folhas de plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da 
expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à media das plantas WT e 
transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e azul expressam a extensão das mudanças nos 
níveis dos metabólitos segundo a barra de referência. Os asteriscos indicam diferença significativa pelo 
Teste t de Student (p > 0.05) em comparação com os valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores 
absolutos encontram-se nos Dados Suplementares. 
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4.3.8 Açúcares de parede celular, celulose e ácidos urônicos 

O conteúdo de açúcares de parede celular apresentaram o menor conteúdo em 

ramnose na linhagem MT 2.6 quando comparado à  abundância da plantas-controle com 

as linhagens silenciadas em folhas, a redução em ramnose também foi identificada no 

perfil de metabólitos primários. Os demais metabólitos (galactose, glicose, manose, 

arabinose e xilose) não apresentaram diferença significativa (Figura 9).  
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Figura 9.  Quantificação de açúcares de parede celular, celulose e ácido urônico em folhas de plantas-
controle (WT) e plantas transgênicas silenciadas para a expressão da MIPS1 da progênie T2 de tomateiro 
‘Moneymaker’. Asterisco indica diferença estatística pelo Teste-t (p < 0,05) entre a planta controle (WT) 
e as linhagens silenciadas. Barras indicam erro padrão (n = 6). Os valores absolutos encontram-se nos 
Dados Suplementares. 
 
 

O conteúdo de celulose foi modificado pelo silenciamento de MIPS1 na 

linhagem MT 2.6. Os ácidos urônicos foram alterados apresentando crescente acúmulo 

em resposta ao silenciamento, apresentando diferença significativa na linhagem MT 1.2. 
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4.4 DISCUSSÃO 

 

As linhagens silenciadas para a sintase de mio-inositol-3-fosfato, selecionadas de 

plantas transgênicas T2 apresentaram alterações nas respostas fisiológicas e conteúdos 

de metabólitos estreitamente relacionados ao metabolismo de mio-inositol na parte 

vegetativa de tomateiros ‘Moneymaker’. Essas alterações assumem que direta ou 

indiretamente a demanda do mio-inositol e níveis de expressão da MIPS1 são cruciais 

para a regulação fisiológica em plantas. A biossíntese de mio-inositol é um processo 

altamente regulado, envolvido em diferentes e importantes vias bioquímicas do 

metabolismo vegetal (Seelan et al., 2009; Torabinejad et al., 2009).  

O conteúdo de amido, glicose-6P, glicose, frutose e sacarose apresentaram 

alterações em folhas das linhagens silenciadas. O conteúdo de amido foi reduzido em 

plantas silenciadas, especialmente nos horários de presença de fotossíntese.  Sulpice et 

al. (2009) afirmam que o amido e o mio-inositol não apresentam correlações diretas 

quando relacionados os níveis desses metabólitos com os transcritos e o ganho de 

biomassa em 94 acessos de Arabidopsis; porém glicose, frutose e sacarose foram 

altamente correlacionados, sendo o amido correlacionado aos conteúdos de sacarose. 

Tognetti et al. (2013) relatam que a sacarose possivelmente atua como uma molécula de 

sinalização que inicia ou ativa a síntese de amido. Vários estudos demonstraram a 

regulação positiva por sacarose de diversos genes relacionados com a via biossintética 

do amido, tais como os que codificam as subunidades específicas da ADP-glicose 

pirofosforilase (AGPase) em diferentes espécies (Nagata et al., 2012). 

No presente trabalho, os conteúdos de glicose-6P apresentaram acúmulo em 

plantas silenciadas durantes os horários de alta atividade fotossintética e o acúmulo do 

açúcar foi maior quanto maior o silenciamento de MIPS1. A glicose-6P é o substrato da 

reação da mio-inositol-3-fosfato sintase (E.C.5.5.1.4) – MIPS, na síntese de mio-inositol 

através da conversão irreversível de D-Glicose-6-P para 1-L-mio-inositol-1-P 

(Majumder et al., 1997).   Durante o horário de 18:00 horas dois níveis silenciados 

ainda apresentavam maior acúmulo desse açúcar; porém no horário noturno, 

verificamos que a demanda deste açúcar é maior em plantas silenciadas, apresentando 

redução do conteúdo em plantas contendo silenciamento acima de 40%. Isso pode ser 

devido à síntese de outras moléculas que possuem o mio-inositol como via alternativa. 

A redução dos conteúdos de mio-inositol afetaria o fluxo de vias alternativas, assim, as 

vias principais geralmente constituídas de substratos como UDP-glicose demandam a 
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necessidade exclusiva de glicose, esgotando os conteúdos armazenados ou o fluxo de 

glicose-6-P, glicose e amido durante os horários sem a presença de fotossíntese. Como 

exemplo de via alternativa de síntese que utiliza o mio-inositol e possui UDP-glicose 

como via principal, tem-se a via de síntese de xilose (Klinghammer e Tenhaken, 2007), 

pectina e hemicelulose (Loewus et al., 1958). 

Os conteúdos de glicose e frutose seguem a tendência similar à glicose 6-P em 

acumular em plantas silenciadas nos horários com fotossíntese ativa. Os conteúdos de 

glicose aumentam pela redução da síntese de mio-inositol, diminuindo o fluxo de 

glicose para essa síntese; enquanto isso, os conteúdos de frutose aumentam devido ao 

acúmulo daqueles de glicose. O acúmulo dos dois monossacarídeos glicose e frutose 

resultam no potencial e real acúmulo do dissacarídeo sacarose; assim, todas as 

alterações de conteúdo responderam diretamente à abundância de seu substrato. 

A alteração dos conteúdos de sacarose pode provocar várias mudanças nos 

tecidos vegetais, acredita-se que sacarose possui papel de sinalização celular. A 

sacarose está constitutivamente presente em vegetais e por isso é necessário que a sua 

concentração exceda um determinado limite para desempenhar a função sinalizadora 

(Pollock et al., 2003). De um modo geral, a sacarose acumula in vivo quando a 

utilização de carboidratos é menor que a síntese, como quando as plantas são expostas a 

temperaturas frias sob alta irradiância (Pollock, 1990). Além disso, a sinalização 

intracelular por sacarose é um processo complexo e componentes adicionais são 

necessários. Por exemplo, a sacarose aumenta os níveis de trealose-6P e este composto 

por sua vez é considerado uma molécula sinal que controla o metabolismo do carbono e 

crescimento (Lunn et al., 2006). 

Efeitos no conteúdo de pigmentos fotossintéticos eram esperados uma vez que o 

mio-inositol é requerido na síntese de membranas e compostos pécticos, presentes em 

grande quantidade nos cloroplastos (Sharples e Fry, 2007). Além disto, os fosfatidil-

inositídeos se apresentam como moléculas de ancoragem a proteínas de membranas, 

envolvidas nas respostas celulares a estímulos ambientais, luminosos e biossíntese de 

membranas (Nakazato et al., 1998; Morita et al., 1996). Porém essa alteração não foi 

evidenciada em nenhuma linhagem silenciada.  

Outro fator que poderia contribuir para a alteração dos conteúdos de pigmentos 

seria o conteúdo alterado de moléculas envolvidas no processo fotossintético, como 

descrito por Tognetti et al. (2013) em relação ao processo de sinalização da sacarose em 

plantas. Nesse, a sacarose controlaria a síntese de clorofila e de pigmentos não-
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fotossintéticos, este processo  foi verificado através do fornecimento de sacarose em 

meio de culturas in vitro;  esse tratamento impediu acúmulo de clorofila em culturas de 

calos de cenoura (Edelman e Hanson, 1971). Em seguida foi proposto que a sacarose 

afetaria a síntese do precursor de clorofila, o ácido 5-aminolevulínico (Pamplin e 

Chapman 1975), porém a diminuição de clorofila não acarretaria em plantas menos 

verdes, uma vez que Kumar et al. (1985) relataram um aumento do número de 

cloroplastos em explantes de raízes de cenoura tratados com sacarose.  

As modificações nos conteúdos de inositol e inositídeos não foram suficientes 

para resultar em alterações em nível de maquinaria fotossintética. O ajustamento das 

rotas metabólicas tende a manter os processos fisiológicos vitais em equilíbrio para a 

sobrevivência do organismo e a fotossíntese é um dos principais processos fisiológicos 

da planta.  

Na avaliação de trocas gasosas, verificou-se que as plantas silenciadas não 

possuem alteração na condutância estomática, relação Ci/Ca ou transpiração; 

fotossíntese liquida e eficiência do uso da água (WUE). 

As plantas-controle e silenciadas não apresentaram estresse, uma vez que não 

apresentaram diferença significativa no aumento na dissipação do excesso de energia 

absorvido, avaliados através do rendimento quânticos regulado (YNPQ) e não regulado 

(YNO) de energia; mas ao contrário, apresentaram tendência ao aumento no rendimento 

quântico de conversão fotoquímica de energia no FSII (YII) como citado anteriormente. 

Os YII, YNPQ e YNO são competitivos entre si (Eskling et al., 1997). O acréscimo do YII 

não foi acompanhado por alterações significativas YNPQ. 

A dissipação de energia via YNPQ envolve dissipação de energia via ΔpH 

(bombeamento de H+ para o lúmen do tilacóides) e/ou dissipação de energia na forma 

de calor pelo ciclo das xantofilas (Horton et al., 1996; Niyogi, 2000; Hendrikson et al., 

2004). Esse mecanismo de dissipação não-fotoquímica tem sido efetivo em plantas 

expostas a estresses (Wilson et al., 2007; Pereira, 2009). A zeaxantina, componente do 

ciclo das xantofilas, tem sido indicada em participar do processo de reparo do FSII e 

pode ser crítica na proteção deste fotossistema, importante na degradação de proteínas 

não funcionais e substituição da D1 (Jin et al., 2003). A dissipação térmica ocorre pela 

alteração em sua conformação devida as ligações de prótons e da zeaxantina às 

proteínas da antena coletora de luz (Demmig-Adams e Adams, 1996; Horton et al., 

1996), e está envolvida na proteção do maquinário fotossintético contra a 
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superexcitação (Krause e Weis, 1991; Ort e Baker , 2002) e proteção contra danos e, ou 

síntese de novo da proteína D1 do FSII (Jin et al., 2003). 

YNO envolve a reemissão como luz pela molécula do centro de reação, ou ainda 

indica que a energia pode ser reemitida de forma não radiativa pelas moléculas de 

clorofila do complexo coletor de luz (Hendrikson et al. 2004). Valores altos de YNO 

refletem a incapacidade da planta de se autoproteger do excesso de energia luminosa 

absorvida (Klughammer e Schreiber, 2008). Confirmando que as plantas avaliadas não 

estavam sob estresse pois esta variável não se alterou entre as planta-controle e os níveis 

silenciados.  

A ausência de estresse também foi verificada através da avaliação da atividade 

de enzimas do estresse oxidativo. As enzimas APX, POX e catalase não apresentaram 

diferença entre as plantas-controle e os níveis silenciados, e ainda, a atividade da 

enzima SOD apresentou decréscimo em plantas silenciadas, o que indica que as plantas 

não estavam utilizando o mecanismo antioxidante enzimático por não haver 

necessidade, como também indica os parâmetros de fluorescência da clorofila a. 

As enzimas SODs e APXs estão envolvidas no ciclo água-água contribuindo 

para o dreno não linear de elétrons entre os FSII e FSI (Niyogi, 1999). Quando existe 

sobrecarga de elétrons na cadeia de transporte, pode ocorrer a formação do radical 

superóxido (O2•-) no lado aceptor do PSI pela redução do O2 o qual é eficientemente 

metabolizado pela SOD a peróxido de hidrogênio (H2O2). Em seguida, a APX utiliza 

ascorbato como substrato para formar água e monodeidroascorbato na membrana do 

tilacóides (Müller, 2011). 

A metaloenzima SOD é o antioxidante enzimático intracelular mais efetivo, ela é 

onipresente em todos os organismos aeróbicos e em todos os compartimentos 

subcelulares propensos a espécies reativas de oxigênio (EROs) através do estresse 

oxidativo. Os vários estresses ambientais muitas vezes levam ao aumento da geração de 

EROs. A SOD é importante na tolerância ao estresse de plantas por fornecer a primeira 

linha de defesa contra os efeitos tóxicos dos níveis elevados de EROs. As SODs 

removem o O2•- catalisando a dismutação do O2•- reduzindo a H2O2 e outro oxidado a 

O2. Ela remove O2
•- e, portanto, diminui o risco de formação de OH• através da catálise 

metálica via reação Habere-Weiss. Esta reação tem taxa 10.000 vezes mais rápida que a 

dismutação espontânea. A quantificação de sua atividade, demonstrando redução na 

atividade em plantas silenciadas reitera a ausência de estresse nessas plantas.  
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Os metabólitos primários apresentaram as variações mais expressivas e 

condicionadas ao metabolismo de inositol. Os açúcares foram em sua maioria 

acumulados, apresentando o mais expressivo acúmulo em trealose e frutose; os demais 

açúcares, celobiose, frutose-6-P, fucose e xilose, também apresentaram acúmulo em 

menor quantidade de linhas silenciadas. A trealose e frutose apresentaram maior 

quantidade de níveis alterados devido a sua estreita relação com o metabolismo de mio-

inositol. O silenciamento da sintase do mio-inositol fosfato, reduz a conversão de 

glicose-6-P a mio-inositol. Dessa forma o pool de glicose-6-P fica livre para seguir 

outras vias de biossíntese.  

A biossíntese de trealose possui duas etapas enzimáticas catalisadas pela 

sintetase de trealose-6-fosfato (STP) e trealose-fosfatase (TPP). A TPS catalisa a 

transferência de glicose a partir de UDP-glicose para a glicose-6-fosfato formando 

trealose-6-fosfato (T6P) e UDP, enquanto TPP desfosforila T6P a trealose e fosfato 

inorgânico (Scherzinger et al., 1997; Mackenzie et al, 1988). O metabolismo e a síntese 

trealose têm sido propostos como parte de o sistema de sinalização de açúcar na planta 

(Eastmond e Graham, 2003; Schluepmann e São Paulo, 2009) e sinais hormonais de 

resposta a estresse, especialmente durante o estresse e desidratação pelo calor 

(Wiemken, 1990; Crowe et al., 1998). Em particular, os níveis de T6P foram 

considerados altamente correlacionados com o teor em sacarose, que conduz à sugestão 

de que T6P atua como um sinal de estado de sacarose em plantas (Lunn et al., 2006). 

Um papel direto para T6P na promoção da síntese de amido, através da ativação redox 

de enzima ADP-glicose pirofosforilase (AGPase) localizada cloroplasto, com correlação 

entre o aumento dos níveis de T6P , ativação redox de AGPase e aumento das taxas de 

síntese de amido (Lunn et al., 2006). Zhang et al. (2009) sugere um modelo em que o 

crescimento e reações biossintéticas são induzidas por T6P em resposta a 

disponibilidade de sacarose. 

O aumento na abundância de frutose possivelmente foi devido aos maiores 

conteúdos de glicose e glicose-6P. Os açúcares álcool apresentaram redução, a mais 

expressiva foi encontrada em mio-inositol-1P, reduzida significativamente em quatro 

dos seis níveis silenciados. A mio-inositol-1P é resultado da conversão irreversível de 

D-glicose-6-P para 1-L-mio-inositol-1-P (Majumder et al., 1997), que está silenciada 

nesse estudo. O galactinol e o glicerol apresentaram redução significativa em dois níveis 

de plantas silenciadas enquanto o lactitol e o mio-inositol apresentaram apenas um nível 

de diferença significativa. A redução na abundância de galactinol pode ser resultado da 
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redução da abundância de mio-inositol. O galactinol é sintetizado via sintase do 

galactinol (GOLS; EC 2.4.1.123), que realiza a transferência do resíduo de galactose da 

UDP-galactose para o inositol, formando o galactinol (Peterbauer e Richter, 2001; Liu 

et al., 1993), que por sua vez é controlado em nível de substrato (mio-inositol) e fatores 

de resposta ao estresse (Karner et al., 2004). Galactinol e oligossacarídeos de rafinose 

são compostos específicos de plantas sem representantes em outros reinos. A evolução 

especializada da galactinol sintase entre as plantas, sem haver registros em outros 

reinos, indica um importante papel deste grupo de compostos em plantas (Sengupta et 

al., 2012).   

Entre os intermediários do ciclo TCA avaliados, o citrato, fumarato, isocitrato, 

malato e succinato não apresentaram diferença significativa, enquanto o piruvato 

apresentou diferença significativa nas plantas silenciadas quando comparado com as 

plantas-controle. O piruvato tem origem da glicólise, sendo o último metabólito 

produzido da oxidação da glicose e é um dos metabólitos que alimenta o TCA. Embora 

o papel do ciclo de TCA em produção de energia seja bem definido, este ciclo tem uma 

infinidade de outras funções, como atender a demanda de esqueletos carbônicos imposta 

pelos processos anabólicos, tais como síntese de aminoácidos (Douce e Neuburger, 

1989; Mackenzie e McIntosh, 1999), síntese de isoprenóides (Fatland et al., 2005 ), 

regulação de redox celular (Scheibe et al., 2005) e o controle do balanço de 

carbono/nitrogênio (Noguchi e Terashima , 2006). A alteração em apenas um dos 

intermediários do TCA não foi suficiente para afetar os demais intermediários do ciclo, 

apresentando uma regulação refinada e manutenção das características fisiológicas em 

plantas silenciadas. Desta forma podemos afirmar que o os intermediários do TCA em 

plantas silenciadas não são alterados na parte vegetativa pelo silenciamento da MIPS1.  

O catabolismo de aminoácidos é geralmente canalizado para o ciclo do TCA 

estes podem ter suprido qualquer necessidade de manutenção do TCA. O 

comportamento dos aminoácidos por sua vez apresentou um grupo contendo acúmulo 

de abundância (glutamato, isoleucina, fenilalanina, serina, treonina e valina) e outro 

grupo contendo redução de abundância (aspartato, glutamina, isomaltose e tiramina) em 

plantas silenciadas quando comparada a WT. A função clássica dos aminoácidos é na 

síntese de proteínas, mas todos podem ser catabolizados no ciclo do TCA a fim de 

contribuirem para o metabolismo de energia celular (Galili, 2011).  

Outra intervenção no metabolismo pode ser provocada pela sinalização de 

sacarose no metabolismo de nitrogênio, uma vez que este açúcar parece controlar não só 
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a assimilação e transporte de nitrogênio, mas também o balanço de carbono:nitrogênio. 

Tem sido relatado que a sacarose provoca acumulação da nitrato redutase (NR) 

acumulação de mRNA em plantas verdes de A. thaliana adaptadas ao escuro (Cheng et 

al., 1992) e outras eudicotiledôneas (Kaiser et al., 2001; Morcuende et al., 1998). A 

sacarose não aumenta apenas a expressão do gene NR, mas também a atividade 

(Morcuende et al., 1998) e ativação enzimática pós-traducional (Kaiser et al., 2001; 

Morcuende et al., 1998).  O efeito da sacarose na expressão NR é tão determinante que 

pode substituir a regulação positiva do nitrato na expressão da NR (Klein et al., 2000)  

Além disso, a sacarose estimula a rota biossintética de aminoácidos (Hanson et al., 

2008) o fluxo de carbono da glicólise para ácidos orgânicos, uma vez que uma 

diminuição de 3-fosfoglicerato e PEP e um grande aumento de α-oxoglutarato foram 

encontrados em plantas de tabaco tratadas com sacarose (Morcuende et al., 1998). 

A composição dos açúcares neutros de parede celular (arabinose, xilose, manose, 

galactose e manose) não foram alterados em folhas, apenas o conteúdo de ramnose 

apresentou decréscimo na planta contendo 20% de expressão da MIPS. A fucose não foi 

identificada no extrato foliar nas linhas silenciadas avaliadas por análises de GC-MS 

sugerindo que não houve grande alteração no polímero hemicelulose. Polissacarídeos da 

parede celular são sintetizados pelas glicosiltransferases ligadas à membrana celular 

utilizando nucleotídeos de açúcar presentes no citosol, tais como uridina-5 

difosfoglicose (UDP-Glc), guanosina difosfomanose (GDP-Man) e UDP-ácido 

glicurônico (UDP-GlcA) (Sharples e Fry, 2007). UDP-GlcA podem ser produzidas de 

duas maneiras: a partir de UDP-Glc (UDP-Glc desidrogenase), ou a partir de inositol, 

através do mio-inositol oxigenase (MIOX) (Lorence et al., 2004).  A via MIOX 

converte inositol ao ácido glucurônico o qual pode ser ainda fosforilado para gerar ácido 

glucurônico-1-fosfato, que é então convertido em UDP- GlcA fornecendo nucleotídeos 

de açúcares necessários para a síntese da parede celular em uma reação 

termodinamicamente irreversível (Endres e Tenhaken, 2009). 

Nesse estudo demonstramos que a redução de mio-inositol não altera 

significativamente a composição de parede celular em folhas de plantas silenciadas para 

MIPS. A importância em encontrar modificações na composição da parede celular estão 

focadas para a conversão da matriz lignocelulósica a etanol, melhorando a extração de 

moléculas de açúcar ou por meio de reduções do polímero polifenol de lignina (Carroll 

e Somerville, 2009). No entanto apenas um sucesso limitado, até então, foi obtido por 

meio de manipulações genéticas de enzimas específicas de polímeros diretamente 
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associados à parede celular; reduções substanciais em um dos polímeros resulta 

tipicamente em fenótipos de crescimento indesejados ou compensação por outros 

polímeros (His et al., 2001; Pena et al., 2007; Persson et al., 2007; Schilmiller et al., 

2009). 

Como nesse trabalho podemos evidenciar a redução de glicose presentes na 

parede celular; esta redução foi mais expressiva quanto maior o silenciamento da MIPS; 

porém a variação não foi significativa ao teste estatístico utilizado. 

A celulose não apresentou diferença entre os níveis silenciados de MIPS e as 

plantas-controle, uma diminuição substancial em celulose sugeriria uma dramática 

redução na síntese parede celular, o que não ocorreu em folhas de plantas silenciadas; 

demonstrado de maneira consistente pela pouca alteração no conteúdo de açúcares 

neutros de parede celular.  Os ácidos urônicos apresentaram acréscimo de conteúdo no 

nível com maior silenciamento apresentando apenas 4% de expressão de MIPS.   
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4.5 CONCLUSÕES 

 
Através da avaliação do corpo vegetativo de plantas com diferentes níveis de 

expressão da MIPS1 foi possível verificar que o silenciamento parcial dessa enzima não 

altera o rendimento fotossintético e nem a maquinaria fotossintética, além de não 

ocasionar danos oxidativos.  

Adicionalmente, o silenciamento parcial também não ocasionou diferenças no 

conteúdo de componentes de parede celular, que poderiam ser influenciados 

indiretamente pelo conteúdo de mio-inositol. No entanto, o conteúdo de açucares foi 

influenciado pelo nível de silenciamento, principalmente aqueles estreitamente 

envolvidos com o metabolismo de mio-inositol (e.g., sacarose, glicose e trealose), por 

serem relacionados a abundância do mio-inositol ou seu substrato glicose-6-fosfato. 

Tomados em conjunto, os resultados obtidos demonstram que embora o 

silenciamento parcial da mio-inositol fosfato sintase altere o conteúdo de açucares essa 

alteração não promove mudanças em parâmetros relacionados à fotossíntese, sistema 

antioxidativo e estrutura vegetativa, indicando uma extensiva reprogramação metabólica 

em resposta ao silenciamento dessa enzima. Ademais, os resultados obtidos abrem 

novas perspectivas de estudos envolvendo incremento de açucares e bioenergética em 

plantas.  
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CONCLUSÕES GERAIS  

 

A alta homologia entre os membros da família MIPS1 nas diferentes espécies 

possibilitou que a construção tipo intron-hairpin-RNA com fragmentos do gene MIPS 

de Glycine max sob controle do promotor CaMV 35S induzisse o silenciamento no 

tomateiro. 

O silenciamento de MIPS em tomateiros promove alterações no 

desenvolvimento de sementes, germinação e desenvolvimento das plântulas. Essa 

alteração foram mantidas em linhagens transgênicas T0 com ploidia alterada 

(mixoploides e tetraploides) e normais (diploides) bem como na progênie T1 com 

padrão normal de ploidia (diploides). Tal alteração parece estar associada ao conteúdo 

de açúcares de reserva e de fitato em sementes, alterados em plantas silenciadas.  

Reduções na expressão de MIPS1 também ocasionam redução da resistência da 

epiderme e do pericarpo de frutos. Essa alteração foi comprovada em frutos da linhagem 

T1, possivelmente devido à relação do mio-inositol com constituintes de parede celular, 

embora a quantificação de monossacarídeos de parede celular em frutos da linhagem T2 

tenha sido semelhante entre as linhagens silenciadas e as plantas-controle. 

Adicionalmente, o silenciamento da MIPS1 promove alterações em vários metabólitos 

durante o desenvolvimento de frutos e sementes, principalmente em aminoácidos e 

açúcares. A intensidade da variação do conteúdo de metabólitos é proporcional a 

proximidade desses com o metabolismo de inositol, nível de silenciamento e também se 

associam as variações metabólicas normalmente observadas no que respeita a idade e 

estádio de desenvolvimento dos frutos e sementes.   

Em folhas, o silenciamento parcial é capaz de alterar o conteúdo de açúcares, os 

quais acumulam ou reduzem em resposta ao metabolismo de mio-inositol. Ressalta-se o 

acúmulo de sacarose glicose e frutose e redução de mio-inositol e amido. Apesar dessas 

mudanças, drásticas ou não, a homeostase metabólica parece ser de sobremodo mantida, 

tendo em vista que os parâmetros de fluorescência da clorofila a e trocas gasosas, assim 

como a atividade de enzimas do estresse antioxidativo, apresentam padrão semelhante 

às plantas-controle. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Tomados em conjunto, os resultados obtidos sugerem que o silenciamento da 

sintase do mio-inositol-fosfato (MIPS1) possa ser utilizada no melhoramento vegetal 

tendo em vista a alteração de importantes compostos envolvidos no metabolismo de 

mio-inositol, além de identificar as diversas vias metabólicas e respostas morfogênicas 

associados ao mio-inositol. Ainda, novas perspectivas de manipulação dos níveis de 

açúcares com reflexos na composiçao da parede celular e bioenergética celular são 

evidentes nesse trabalho. Ademais, estudos em plantas silenciadas quanto a composiçao 

da parede celular no que respeita a resistência e quantificação dos componentes, assim 

como a capacidade de acumulo de açúcares no corpo vegetativo e reprodutivo, 

aplicados ao melhoramento vegetal, devem ser foco de estudos futuros, particularmente 

no que respeita aspectos associados ao florescimento, produtividade e respostas 

fisiológicas dessas plantas sob condições de estresses bióticos e abióticos.   
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DADOS SUPLEMENTARES 
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Figura 1. Celulose e ácido urônico de paredes celulares em pericarpo de frutos de 60 dias após a antese 
de plantas-controle (WT) e níveis de silenciamento da expressão de MIPS1 na progênie T2 de tomateiro 
‘Moneymaker’. Asterisco indica diferença estatística pelo Teste-t (p < 0,05) entre a planta controle (WT) 
e as linhagens silenciadas. Barras indicam erro padrão (n = 6). 
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Figura 2. Açúcares de parede celular em pericarpo de frutos de 60 dias após a antese de plantas-controle 
(WT) e níveis de silenciamento da expressão de MIPS1 na progênie T2 de tomateiro ‘Moneymaker’.  
Asterisco indica diferença estatística pelo Teste-t (p < 0,05) entre a planta controle (WT) e as linhagens 
silenciadas. Barras indicam erro padrão (n = 6). 
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Figura 3. Açúcares de parede celular em pericarpo de frutos de 60 dias após a antese de plantas-controle 
(WT) e níveis de silenciamento da expressão de MIPS1 na progênie T2 de tomateiro ‘Moneymaker’.  
Asterisco indica diferença estatística pelo Teste-t (p < 0,05) entre a planta controle (WT) e as linhagens 
silenciadas. Barras indicam erro padrão (n = 6). 
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Figura 4. Quantificação de açúcares de parede celular em folhas de plantas-controle (WT) e níveis de 
silenciamento da expressão de MIPS1 na progênie T2 de tomateiro ‘Moneymaker’. Asterisco indica 
diferença estatística pelo Teste-t (p < 0,05) entre a planta controle (WT) e as linhagens silenciadas. Barras 
indicam erro padrão (n = 6). 
 
 

 
 



 

- 169 - 
 

Celulose Ácido urônico

C
on

st
itu

in
te

s 
de

 p
ar

ed
e 

ce
lu

la
r 

em
 fo

lh
as

 (
m

g 
g

-1
)

0

5

10

15

20

25

30

WT
MT 2.6
MT 1.1
MT 1.2

*

*

 
Figura 5. Quantificação de celulose e ácido urônico em folhas de plantas-controle (WT) e níveis de 
silenciamento da expressão de MIPS1 na progênie T2 de tomateiro ‘Moneymaker’. Asterisco indica 
diferença estatística pelo Teste-t (p < 0,05) entre a planta controle (WT) e as linhagens silenciadas. Barras 
indicam erro padrão (n = 6). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

- 170 - 
 

Tabela 1. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em pericarpos de frutos contendo 10 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em 
plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT 
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 

Pericarpo 10 DAA WT 
 

SE MT 8.25 
 

SE MT 2.6 
 

SE MT 7.13 
 

SE MT 1.1 
 

SE MT 7.2 
 

SE MT 1.2 
 

SE 

Aminoácidos                                           

Asparagina 1.00 ± 0.30 0.34 ± 0.04 0.52 ± 0.15 3.32 ± 1.33 0.50 ± 0.05 0.52 ± 0.52 0.30 ± 0.11 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.31 0.68 ± 0.09 0.84 ± 0.18 3.17 ± 0.85 1.18 ± 0.11 0.85 ± 0.85 0.89 ± 0.19 

Beta-alanina 1.00 ± 0.30 1.01 ± 0.14 1.28 ± 0.21 1.77 ± 0.41 0.88 ± 0.19 0.49 ± 0.49 0.88 ± 0.04 

Isoleucina 1.00 ± 0.18 0.26 ± 0.04 0.55 ± 0.09 0.69 ± 0.29 0.63 ± 0.11 0.21 ± 0.21 0.26 ± 0.08 

Glutamina 1.00 ± 0.21 0.46 ± 0.05 1.37 ± 0.20 3.46 ± 0.95 1.46 ± 0.19 0.84 ± 0.84 0.71 ± 0.14 

Glicina 1.00 ± 0.21 0.31 ± 0.04 0.37 ± 0.07 0.68 ± 0.17 0.48 ± 0.03 0.29 ± 0.29 0.39 ± 0.13 

Metionina 1.00 ± 0.36 0.47 ± 0.03 0.76 ± 0.14 1.71 ± 0.56 1.03 ± 0.21 0.53 ± 0.53 0.50 ± 0.12 

Fenilalanina 1.00 ± 0.39 0.41 ± 0.05 1.30 ± 0.29 0.76 ± 0.11 1.14 ± 0.27 0.34 ± 0.34 0.68 ± 0.13 

Serina 1.00 ± 0.45 0.62 ± 0.08 1.67 ± 0.31 3.13 ± 0.72 1.20 ± 0.08 0.80 ± 0.80 0.88 ± 0.18 

Treonina 1.00 ± 0.34 0.52 ± 0.08 1.02 ± 0.30 2.66 ± 0.79 1.11 ± 0.15 0.48 ± 0.48 0.42 ± 0.07 

Valina 1.00 ± 0.36 0.90 ± 0.13 1.55 ± 0.21 2.82 ± 0.75 2.15 ± 0.45 0.69 ± 0.69 1.19 ± 0.31 

Ácidos orgânicos 
                     

Ácido benzóico 1.00 ± 0.08 1.10 ± 0.06 1.13 ± 0.12 1.06 ± 0.09 0.95 ± 0.04 1.00 ± 1.00 1.32 ± 0.12 

GABA 1.00 ± 0.21 1.50 ± 0.30 0.98 ± 0.19 1.33 ± 0.24 1.03 ± 0.25 0.51 ± 0.51 1.29 ± 0.33 

Deidroascorbato 1.00 ± 0.03 0.75 ± 0.04 1.01 ± 0.09 0.89 ± 0.02 0.73 ± 0.06 0.98 ± 0.98 0.68 ± 0.06 

Ácido galacturônico 1.00 ± 0.12 1.35 ± 0.12 1.73 ± 0.23 1.66 ± 0.17 1.07 ± 0.21 0.45 ± 0.45 1.50 ± 0.11 

Ácido glutâmico 1.00 ± 0.26 0.71 ± 0.05 1.31 ± 0.29 2.41 ± 0.59 1.82 ± 0.28 0.86 ± 0.86 1.03 ± 0.11 

Ácido glutárico 1.00 ± 0.47 1.04 ± 0.06 1.37 ± 0.24 3.18 ± 1.11 5.11 ± 0.63 1.53 ± 1.53 2.03 ± 0.37 

Ácido glicérico 1.00 ± 0.08 0.92 ± 0.09 0.79 ± 0.10 1.03 ± 0.14 1.03 ± 0.13 1.09 ± 1.09 0.87 ± 0.20 

Ácido lático 1.00 ± 0.14 0.80 ± 0.11 0.89 ± 0.05 0.81 ± 0.12 1.20 ± 0.13 0.64 ± 0.64 0.97 ± 0.13 

Ácido nicotínico 1.00 ± 0.12 1.36 ± 0.08 1.63 ± 0.10 1.91 ± 0.09 2.13 ± 0.18 2.06 ± 2.06 2.45 ± 0.24 

Ácido fosfórico 1.00 ± 0.13 0.86 ± 0.07 1.15 ± 0.05 1.21 ± 0.11 0.83 ± 0.06 0.95 ± 0.95 1.05 ± 0.05 

Ácido piroglutâmico 1.00 ± 0.30 0.77 ± 0.06 1.57 ± 0.34 4.39 ± 1.24 1.70 ± 0.24 1.11 ± 1.11 0.91 ± 0.23 

Ácido quinico 1.00 ± 0.18 1.03 ± 0.12 2.32 ± 0.37 3.73 ± 1.46 1.59 ± 0.52 1.01 ± 1.01 1.89 ± 0.33 



 

- 171 - 
 

Ácido treônico 1.00 ± 0.09 1.07 ± 0.02 1.04 ± 0.12 1.26 ± 0.11 1.42 ± 0.10 0.95 ± 0.95 1.35 ± 0.11 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA)                                           

Fumarato 1.00 ± 0.04 0.84 ± 0.02 0.88 ± 0.06 0.97 ± 0.13 0.84 ± 0.08 0.89 ± 0.89 0.81 ± 0.09 

Malato 1.00 ± 0.11 0.77 ± 0.05 1.26 ± 0.18 1.54 ± 0.31 0.66 ± 0.04 0.98 ± 0.98 1.06 ± 0.07 

Piruvato 1.00 ± 0.15 0.66 ± 0.07 0.57 ± 0.09 1.07 ± 0.13 0.78 ± 0.12 0.67 ± 0.67 0.67 ± 0.11 

Açúcares 
                     

Maltose 1.00 ± 0.15 0.88 ± 0.07 1.20 ± 0.10 1.08 ± 0.16 0.89 ± 0.19 1.39 ± 1.39 1.29 ± 0.07 

Rafinose 1.00 

 

0.14 1.00 

 

0.05 4.35 

 

1.35 2.21 

 

0.61 1.11 

 

0.03 2.19 

 

2.19 1.54 

 

0.12 

Sacarose 1.00 ± 0.06 1.17 ± 0.10 1.24 ± 0.19 1.40 ± 0.18 1.63 ± 0.06 1.41 ± 1.41 1.41 ± 0.09 

Xilose 1.00 ± 0.10 1.23 ± 0.06 1.21 ± 0.15 0.88 ± 0.06 0.91 ± 0.11 1.45 ± 1.45 1.26 ± 0.09 

Açúcares álcóois 
                     

Galactinol 1.00 ± 0.10 1.00 ± 0.03 2.64 ± 1.05 1.70 ± 0.26 1.58 ± 0.34 3.07 ± 3.07 1.00 ± 0.13 

Glicerol 1.00 ± 0.08 0.93 ± 0.10 0.93 ± 0.07 0.90 ± 0.04 1.22 ± 0.11 0.93 ± 0.93 1.09 ± 0.05 

Gliceraldeído-3-fosfato 1.00 ± 0.18 0.90 ± 0.08 1.20 ± 0.09 1.60 ± 0.28 1.22 ± 0.06 1.13 ± 1.13 1.32 ± 0.11 

Lactitol 1.00 ± 0.11 1.01 ± 0.05 1.26 ± 0.12 1.06 ± 0.04 1.18 ± 0.12 1.39 ± 1.39 1.58 ± 0.08 

mio-inositol 1.00 ± 0.08 0.96 ± 0.07 1.22 ± 0.07 1.13 ± 0.11 0.96 ± 0.11 0.81 ± 0.81 1.03 ± 0.09 

 
 
Tabela 2. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em pericarpos de frutos contendo 25 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em 
plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT 
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 

Pericarpo 25 DAA WT    SE MT 8.25   SE MT 2.6   SE MT 7.13   SE MT 1.1   SE MT 7.2   SE MT 1.2   SE 

Aminoácidos 
                     

Asparagina 1.00 ± 0.22 0.52 ± 0.10 0.58 ± 0.13 0.85 ± 0.22 0.51 ± 0.09 0.85 ± 0.17 1.19 ± 0.18 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.09 0.85 ± 0.06 0.84 ± 0.04 0.98 ± 0.11 0.77 ± 0.04 1.12 ± 0.08 0.97 ± 0.05 

Beta-alanina 1.00 ± 0.16 0.79 ± 0.13 0.74 ± 0.14 1.06 ± 0.16 0.55 ± 0.07 1.21 ± 0.18 1.15 ± 0.12 

Glutamina 1.00 ± 0.15 0.50 ± 0.08 0.71 ± 0.21 1.09 ± 0.28 0.53 ± 0.09 1.28 ± 0.27 0.89 ± 0.07 

Glicina 1.00 ± 0.10 0.95 ± 0.21 1.09 ± 0.30 1.11 ± 0.20 0.49 ± 0.05 1.50 ± 0.26 0.85 ± 0.10 

Isoleucina 1.00 ± 0.14 0.79 ± 0.15 0.80 ± 0.17 0.99 ± 0.19 0.54 ± 0.08 1.18 ± 0.21 0.74 ± 0.05 

Lisina 1.00 ± 0.18 0.62 ± 0.14 0.55 ± 0.13 1.00 ± 0.27 0.44 ± 0.06 1.37 ± 0.24 0.52 ± 0.06 



 

- 172 - 
 

Ornitina 1.00 ± 0.17 0.89 ± 0.19 0.69 ± 0.15 1.18 ± 0.28 0.55 ± 0.08 1.29 ± 0.22 0.42 ± 0.10 

Prolina 1.00 ± 0.12 0.54 ± 0.11 0.54 ± 0.12 0.94 ± 0.15 0.30 ± 0.05 0.80 ± 0.18 0.38 ± 0.05 

Serina 1.00 ± 0.14 0.80 ± 0.13 0.86 ± 0.13 1.13 ± 0.21 0.55 ± 0.03 1.25 ± 0.20 0.78 ± 0.08 

Treonina 1.00 ± 0.14 0.92 ± 0.18 0.83 ± 0.16 1.07 ± 0.18 0.60 ± 0.09 1.41 ± 0.26 0.90 ± 0.07 

Tirosina 1.00 ± 0.10 0.48 ± 0.11 0.81 ± 0.17 0.96 ± 0.21 0.32 ± 0.03 0.94 ± 0.15 0.82 ± 0.07 

Valina 1.00 ± 0.15 0.87 ± 0.22 0.94 ± 0.23 1.03 ± 0.17 0.74 ± 0.20 1.41 ± 0.37 0.98 ± 0.05 

Ácidos orgânicos 
                     

GABA 1.00 ± 0.13 0.60 ± 0.04 0.63 ± 0.05 0.78 ± 0.11 0.64 ± 0.06 0.79 ± 0.13 1.02 ± 0.12 

Deidroascorbato 1.00 ± 0.07 1.25 ± 0.05 1.33 ± 0.11 1.01 ± 0.10 1.37 ± 0.12 1.04 ± 0.10 1.49 ± 0.16 

Ácido glutâmico 1.00 ± 0.06 1.00 ± 0.10 0.83 ± 0.07 0.94 ± 0.12 0.72 ± 0.05 1.29 ± 0.15 0.79 ± 0.05 

Ácido lático 1.00 ± 0.15 1.42 ± 0.20 1.16 ± 0.26 0.90 ± 0.28 4.37 ± 0.98 7.75 ± 2.04 7.19 ± 0.96 

Ácido nicotínico 1.00 ± 0.10 1.08 ± 0.12 1.02 ± 0.03 1.02 ± 0.08 1.03 ± 0.05 1.47 ± 0.15 1.26 ± 0.03 

Ácido piroglutâmico 1.00 ± 0.17 0.63 ± 0.11 0.65 ± 0.16 0.89 ± 0.21 0.45 ± 0.06 1.03 ± 0.20 0.61 ± 0.04 

Ácido quinico 1.00 ± 0.15 2.47 ± 0.18 1.05 ± 0.15 1.14 ± 0.20 2.07 ± 0.53 2.36 ± 0.10 0.86 ± 0.09 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
                     

Ácido fumárico 1.00 ± 0.12 1.12 ± 0.08 1.49 ± 0.21 1.37 ± 0.20 0.77 ± 0.06 1.14 ± 0.17 1.02 ± 0.16 

Ácido málico 1.00 ± 0.04 1.29 ± 0.10 0.93 ± 0.09 0.85 ± 0.05 1.09 ± 0.15 0.97 ± 0.06 0.77 ± 0.07 

Açúcares 
                     

Glicose 1.00 ± 0.07 1.13 ± 0.05 1.07 ± 0.04 0.96 ± 0.03 1.10 ± 0.02 1.13 ± 0.07 1.33 ± 0.01 

Maltose 1.00 ± 0.09 1.18 ± 0.07 1.24 ± 0.04 1.03 ± 0.09 1.09 ± 0.07 1.22 ± 0.13 1.29 ± 0.05 

Manose 1.00 ± 0.01 0.99 ± 0.03 0.95 ± 0.01 0.91 ± 0.02 0.91 ± 0.03 0.34 ± 0.21 1.12 ± 0.00 

Rafinose 1.00 ± 0.12 2.17 ± 0.38 1.51 ± 0.04 1.61 ± 0.33 1.65 ± 0.21 1.29 ± 0.09 1.64 ± 0.17 

Sacarose 1.00 ± 0.04 1.12 ± 0.04 0.86 ± 0.09 1.04 ± 0.07 0.89 ± 0.06 1.37 ± 0.03 0.93 ± 0.09 

Xilose 1.00 ± 0.01 1.65 ± 0.09 1.56 ± 0.15 1.18 ± 0.07 1.62 ± 0.13 1.43 ± 0.21 1.47 ± 0.04 

Açúcares álcóois 
                     

Glicerol 1.00 ± 0.04 1.16 ± 0.07 0.98 ± 0.08 0.97 ± 0.08 1.11 ± 0.09 1.53 ± 0.08 1.29 ± 0.13 

mio-inositol 1.00 ± 0.04 0.99 ± 0.01 1.11 ± 0.09 1.02 ± 0.05 0.98 ± 0.03 1.03 ± 0.08 0.92 ± 0.01 
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Tabela 3. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em pericarpos de frutos contendo 50 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em 
plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT 
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 

Pericarpo 50 DAA WT    SE MT 8.25   SE MT 2.6   SE MT 7.13   SE MT 1.1   SE MT 7.2   SE MT 1.2   SE 

Aminoácidos 
                     Asparagina 1.00 ± 0.16 0.70 ± 0.14 0.82 ± 0.21 0.85 ± 0.26 1.53 ± 0.26 0.67 ± 0.16 0.99 ± 0.14 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.03 0.81 ± 0.11 0.86 ± 0.09 1.15 ± 0.21 1.29 ± 0.10 0.96 ± 0.03 1.13 ± 0.10 

Beta-alanina 1.00 ± 0.30 0.82 ± 0.15 0.94 ± 0.25 0.77 ± 0.14 1.45 ± 0.24 0.96 ± 0.16 1.62 ± 0.14 

Glutamina 1.00 ± 0.21 0.84 ± 0.11 1.18 ± 0.24 2.08 ± 0.21 3.03 ± 0.50 1.43 ± 0.23 2.21 ± 0.47 

Glicina 1.00 ± 0.11 0.84 ± 0.12 1.09 ± 0.18 1.07 ± 0.15 1.27 ± 0.05 0.94 ± 0.08 1.39 ± 0.14 

Isoleucina 1.00 ± 0.06 0.79 ± 0.13 0.99 ± 0.20 0.97 ± 0.21 1.11 ± 0.12 0.81 ± 0.07 1.05 ± 0.08 

Metionina 1.00 ± 0.14 0.75 ± 0.14 0.86 ± 0.16 1.08 ± 0.30 1.51 ± 0.17 0.82 ± 0.14 1.11 ± 0.20 

Fenilalanina 1.00 ± 0.06 0.68 ± 0.09 0.76 ± 0.11 0.90 ± 0.17 1.07 ± 0.03 0.84 ± 0.06 1.06 ± 0.17 

Serina 1.00 ± 0.09 0.90 ± 0.19 1.02 ± 0.17 1.61 ± 0.27 1.21 ± 0.15 1.16 ± 0.09 1.45 ± 0.22 

Treonina 1.00 ± 0.02 0.86 ± 0.12 0.99 ± 0.16 1.13 ± 0.22 1.19 ± 0.11 0.96 ± 0.06 1.34 ± 0.10 

Valina 1.00 ± 0.09 0.82 ± 0.10 0.91 ± 0.17 0.86 ± 0.12 1.09 ± 0.10 0.80 ± 0.08 1.04 ± 0.10 

Ácidos orgânicos 
                     GABA 1.00 ± 0.17 0.77 ± 0.10 0.81 ± 0.19 0.65 ± 0.16 1.21 ± 0.08 0.91 ± 0.11 1.10 ± 0.05 

Deidroascorbato 1.00 ± 0.06 1.09 ± 0.07 1.10 ± 0.12 1.28 ± 0.08 1.10 ± 0.06 1.15 ± 0.09 1.18 ± 0.12 

Ácido glicérico 1.00 ± 0.64 0.97 ± 0.63 2.15 ± 0.44 1.77 ± 0.58 2.39 ± 0.20 2.55 ± 0.27 2.95 ± 0.18 

Ácido glutâmico 1.00 ± 0.09 0.93 ± 0.09 0.89 ± 0.08 0.97 ± 0.13 1.18 ± 0.15 0.98 ± 0.02 1.24 ± 0.06 

Ácido lático 1.00 ± 0.19 1.37 ± 0.19 0.84 ± 0.23 0.70 ± 0.09 0.82 ± 0.17 0.94 ± 0.06 0.58 ± 0.06 

Ácido nicotínico 1.00 ± 0.10 1.00 ± 0.05 1.19 ± 0.09 1.27 ± 0.09 1.55 ± 0.09 1.49 ± 0.08 2.55 ± 0.15 

Ácido fosfórico 1.00 ± 0.03 0.89 ± 0.04 0.83 ± 0.06 0.89 ± 0.06 1.00 ± 0.03 0.90 ± 0.03 0.89 ± 0.03 

Ácido piroglutâmico 1.00 ± 0.13 0.72 ± 0.09 0.79 ± 0.14 0.94 ± 0.20 1.39 ± 0.20 0.74 ± 0.09 1.00 ± 0.16 

Ácido quinico 1.00 ± 0.26 0.77 ± 0.13 1.19 ± 0.19 1.48 ± 0.40 0.82 ± 0.09 1.01 ± 0.16 1.04 ± 0.36 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
                     Ácido fumárico 1.00 ± 0.06 1.13 ± 0.07 1.17 ± 0.07 1.17 ± 0.11 0.99 ± 0.07 1.21 ± 0.12 1.44 ± 0.04 

Ácido málico 1.00 ± 0.05 0.98 ± 0.12 0.97 ± 0.09 1.20 ± 0.18 1.29 ± 0.13 1.10 ± 0.12 1.09 ± 0.12 

Ácido pirúvico 1.00 ± 0.08 1.47 ± 0.28 1.10 ± 0.14 1.71 ± 0.34 1.28 ± 0.19 0.99 ± 0.17 1.07 ± 0.10 
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Açúcares  
                     Maltose 1.00 ± 0.10 1.24 ± 0.15 1.66 ± 0.28 1.89 ± 0.23 1.11 ± 0.14 1.85 ± 0.25 1.77 ± 0.03 

Rafinose 1.00 ± 0.27 1.56 ± 0.26 1.81 ± 0.46 2.46 ± 0.89 1.20 ± 0.57 1.13 ± 0.13 0.64 ± 0.21 

Sacarose 1.00 ± 0.05 1.00 ± 0.05 0.92 ± 0.01 0.81 ± 0.07 0.66 ± 0.05 0.82 ± 0.04 0.77 ± 0.09 

Trealose 1.00 ± 0.17 1.17 ± 0.15 1.38 ± 0.24 1.46 ± 0.15 1.31 ± 0.12 1.42 ± 0.10 1.36 ± 0.15 

Xilose 1.00 ± 0.07 1.19 ± 0.10 1.16 ± 0.02 1.25 ± 0.06 0.94 ± 0.05 1.09 ± 0.05 1.11 ± 0.07 

Açúcares álcóois 
                     Galactinol 1.00 ± 0.08 1.02 ± 0.13 1.75 ± 0.26 1.98 ± 0.48 1.06 ± 0.04 1.17 ± 0.17 1.60 ± 0.11 

Glicerol 1.00 ± 0.08 1.20 ± 0.32 1.94 ± 0.14 1.28 ± 0.25 1.82 ± 0.12 1.83 ± 0.23 1.42 ± 0.18 

mio-inositol 1.00 ± 0.07 0.95 ± 0.08 0.84 ± 0.05 1.00 ± 0.14 1.11 ± 0.08 1.02 ± 0.08 0.88 ± 0.06 
 
 
 
 
Tabela 4. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em pericarpos de frutos contendo 60 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em 
plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT 
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 

Pericarpo 60 DAA WT    SE MT 8.25   SE MT 2.6   SE MT 7.13   SE MT 1.1   SE MT 7.2   SE MT 1.2   SE 

Aminoácidos 
                     Asparagina 1.00 ± 0.26 0.95 ± 0.28 0.65 ± 0.24 1.03 ± 0.17 1.99 ± 0.31 0.22 ± 0.08 1.46 ± 0.53 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.22 1.00 ± 0.17 0.66 ± 0.09 0.90 ± 0.09 1.57 ± 0.26 0.66 ± 0.10 1.01 ± 0.23 

Beta-alanina 1.00 ± 0.22 1.70 ± 0.34 0.55 ± 0.14 1.35 ± 0.29 1.92 ± 0.35 0.52 ± 0.16 3.23 ± 0.53 

Guanidina 1.00 ± 0.68 0.25 ± 0.25 0.00 ± 0.00 0.15 ± 0.15 0.52 ± 0.33 4.17 ± 1.81 1.43 ± 1.22 

Glicina 1.00 ± 0.09 2.26 ± 0.16 1.60 ± 0.52 1.60 ± 0.40 3.70 ± 0.26 0.60 ± 0.12 2.76 ± 0.49 

Glutamina 1.00 ± 0.20 1.52 ± 0.32 1.22 ± 0.41 2.46 ± 0.17 4.71 ± 0.87 0.83 ± 0.29 2.50 ± 0.67 

Isoleucina 1.00 ± 0.12 1.33 ± 0.26 1.17 ± 0.38 1.32 ± 0.25 2.41 ± 0.36 0.49 ± 0.05 1.81 ± 0.42 

Metionina 1.00 ± 0.25 1.37 ± 0.31 0.73 ± 0.19 0.95 ± 0.17 1.85 ± 0.47 0.40 ± 0.09 1.93 ± 0.41 

Fenilalanina 1.00 ± 0.26 2.34 ± 0.27 1.33 ± 0.43 1.55 ± 0.30 3.49 ± 0.63 0.59 ± 0.04 3.88 ± 1.38 

Prolina 1.00 ± 0.22 1.30 ± 0.26 0.58 ± 0.07 0.86 ± 0.11 2.02 ± 0.40 1.18 ± 0.21 0.95 ± 0.09 

Serina 1.00 ± 0.07 1.23 ± 0.25 1.17 ± 0.33 1.18 ± 0.21 1.85 ± 0.26 0.50 ± 0.13 1.99 ± 0.28 
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Treonina 1.00 ± 0.11 1.25 ± 0.24 1.03 ± 0.30 1.15 ± 0.18 1.96 ± 0.26 0.50 ± 0.09 1.70 ± 0.40 

Tirosina 1.00 ± 0.24 1.32 ± 0.22 1.16 ± 0.30 1.18 ± 0.18 2.09 ± 0.54 0.67 ± 0.02 1.17 ± 0.19 

Valina 1.00 ± 0.22 1.98 ± 0.34 1.43 ± 0.52 1.32 ± 0.32 2.75 ± 0.35 0.41 ± 0.07 2.67 ± 0.44 

Ácidos orgânicos 
                     Ácido ascórbico 1.00 ± 0.13 1.25 ± 0.25 2.01 ± 0.32 1.40 ± 0.30 0.76 ± 0.33 2.70 ± 0.13 1.62 ± 0.26 

GABA 1.00 ± 0.13 1.29 ± 0.28 0.32 ± 0.06 0.99 ± 0.18 1.67 ± 0.28 0.28 ± 0.09 1.67 ± 0.39 

Deidroascorbato 1.00 ± 0.20 1.33 ± 0.11 1.43 ± 0.09 1.23 ± 0.04 1.29 ± 0.17 1.44 ± 0.07 1.15 ± 0.07 

Ácido galacturônico 1.00 ± 0.16 1.34 ± 0.31 1.26 ± 0.28 1.26 ± 0.18 1.80 ± 0.32 1.64 ± 0.15 0.69 ± 0.12 

Ácido glucurônico 1.00 ± 0.25 1.66 ± 0.41 1.78 ± 0.43 1.45 ± 0.24 2.14 ± 0.46 1.98 ± 0.20 0.79 ± 0.15 

Ácido glutâmico 1.00 ± 0.22 0.85 ± 0.18 0.52 ± 0.11 0.72 ± 0.12 1.25 ± 0.23 0.50 ± 0.09 0.86 ± 0.23 

Ácido glicérico 1.00 ± 0.08 0.96 ± 0.05 1.08 ± 0.12 0.94 ± 0.09 0.98 ± 0.06 1.02 ± 0.04 1.54 ± 0.14 

Ácido nicotínico 1.00 ± 0.14 0.85 ± 0.06 0.90 ± 0.03 0.97 ± 0.03 1.30 ± 0.07 0.96 ± 0.07 1.17 ± 0.04 

Piroglutamato 1.00 ± 0.19 1.17 ± 0.21 0.76 ± 0.22 1.15 ± 0.17 1.94 ± 0.15 0.55 ± 0.13 0.89 ± 0.16 

Ácido fosfórico 1.00 ± 0.05 0.88 ± 0.05 0.89 ± 0.03 0.93 ± 0.02 1.02 ± 0.08 0.87 ± 0.08 1.05 ± 0.03 

Ácido quinico 1.00 ± 0.13 0.69 ± 0.22 1.01 ± 0.20 1.32 ± 0.15 0.68 ± 0.22 0.88 ± 0.14 0.57 ± 0.09 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
                    Ácido fumárico 1.00 ± 0.27 0.44 ± 0.11 0.87 ± 0.31 0.42 ± 0.02 0.73 ± 0.24 0.52 ± 0.08 0.78 ± 0.18 

Ácido málico 1.00 ± 0.03 0.76 ± 0.12 0.77 ± 0.06 0.83 ± 0.07 0.66 ± 0.15 0.64 ± 0.05 0.96 ± 0.10 

Ácido pirúvico 1.00 ± 0.09 0.76 ± 0.07 0.81 ± 0.04 0.80 ± 0.04 0.82 ± 0.08 0.86 ± 0.06 0.88 ± 0.05 

Açúcares  
                     Frutose 1.00 ± 0.04 0.93 ± 0.02 0.96 ± 0.01 0.98 ± 0.01 0.95 ± 0.03 0.95 ± 0.01 0.96 ± 0.03 

Isomaltose 1.00 ± 0.17 1.83 ± 0.52 1.49 ± 0.45 1.17 ± 0.20 1.91 ± 0.33 3.11 ± 0.91 1.42 ± 0.32 

Maltose 1.00 ± 0.11 0.99 ± 0.08 1.25 ± 0.12 1.15 ± 0.16 0.56 ± 0.13 1.18 ± 0.20 1.32 ± 0.27 

Rafinose 1.00 ± 0.09 0.63 ± 0.11 0.72 ± 0.23 1.09 ± 0.23 0.81 ± 0.31 1.62 ± 0.30 0.41 ± 0.10 

Ramanose 1.00 ± 0.20 1.35 ± 0.15 1.58 ± 0.10 1.70 ± 0.08 1.85 ± 0.19 1.66 ± 0.21 1.47 ± 0.12 

Sacarose 1.00 ± 0.14 0.75 ± 0.09 0.62 ± 0.04 0.80 ± 0.08 0.79 ± 0.08 1.16 ± 0.03 0.77 ± 0.07 

Trealose 1.00 ± 0.09 0.98 ± 0.07 1.27 ± 0.14 1.22 ± 0.17 0.75 ± 0.12 1.19 ± 0.18 1.37 ± 0.22 

Xilose 1.00 ± 0.05 1.15 ± 0.10 1.33 ± 0.07 1.31 ± 0.04 1.17 ± 0.10 1.41 ± 0.07 1.05 ± 0.03 

Açúcares álcóois 
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Glicerol 1.00 ± 0.07 0.95 ± 0.09 1.05 ± 0.06 0.99 ± 0.06 1.21 ± 0.09 0.99 ± 0.09 0.92 ± 0.09 

Glicerol-3-fosfato 1.00 ± 0.23 1.12 ± 0.13 0.97 ± 0.07 1.17 ± 0.09 1.50 ± 0.16 1.07 ± 0.22 1.28 ± 0.14 

Galactinol 1.00 ± 0.07 0.95 ± 0.25 1.33 ± 0.10 1.08 ± 0.13 1.00 ± 0.13 2.45 ± 0.24 0.95 ± 0.12 

mio-inositol 1.00 ± 0.10 1.24 ± 0.14 1.14 ± 0.02 1.15 ± 0.03 1.19 ± 0.25 1.06 ± 0.07 1.39 ± 0.10 
 
 
Tabela 5. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em sementes de frutos contendo 10 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em 
plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT 
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 

Sementes 10 DAA WT    SE MT 8.25   SE MT 2.6   SE MT 7.13   SE MT 1.1   SE MT 7.2   SE MT 1.2   SE 

Aminoácidos 
 

± 
                   Asparagina 1.00 ± 0.26 0.07 ± 0.02 0.11 ± 0.04 0.30 ± 0.09 0.23 ± 0.06 0.08 ± 0.03 0.17 ± 0.11 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.23 0.19 ± 0.03 0.24 ± 0.08 0.36 ± 0.09 0.37 ± 0.04 0.22 ± 0.05 0.22 ± 0.08 

Beta-alanina 1.00 ± 0.35 0.38 ± 0.05 0.26 ± 0.04 0.37 ± 0.12 0.51 ± 0.12 0.17 ± 0.04 0.24 ± 0.08 

Glutamina 1.00 ± 0.42 0.30 ± 0.07 0.35 ± 0.14 1.11 ± 0.24 1.23 ± 0.22 0.39 ± 0.13 0.23 ± 0.05 

Glicina 1.00 ± 0.22 0.24 ± 0.02 0.30 ± 0.06 0.50 ± 0.15 1.13 ± 0.30 0.43 ± 0.11 0.44 ± 0.14 

Lisina 1.00 ± 0.20 0.09 ± 0.02 0.17 ± 0.05 0.44 ± 0.16 0.38 ± 0.07 0.17 ± 0.03 0.07 ± 0.01 

Fenilalanina 1.00 ± 0.24 0.15 ± 0.03 0.23 ± 0.03 0.25 ± 0.09 0.29 ± 0.06 0.09 ± 0.01 0.11 ± 0.02 

Serina 1.00 ± 0.18 0.16 ± 0.02 0.42 ± 0.12 0.49 ± 0.15 0.56 ± 0.11 0.49 ± 0.16 0.39 ± 0.08 

Treonina 1.00 ± 0.26 0.16 ± 0.03 0.08 ± 0.01 0.21 ± 0.07 0.53 ± 0.05 0.13 ± 0.03 0.18 ± 0.08 

Tiramina 1.00 ± 0.71 0.21 ± 0.02 0.84 ± 0.10 0.76 ± 0.17 0.89 ± 0.10 2.11 ± 0.50 0.67 ± 0.15 

Tirosina 1.00 ± 0.36 0.19 ± 0.03 0.24 ± 0.05 0.64 ± 0.19 0.51 ± 0.10 0.16 ± 0.02 0.11 ± 0.02 

Valina 1.00 ± 0.36 0.80 ± 0.19 0.78 ± 0.18 1.09 ± 0.30 2.29 ± 0.43 0.47 ± 0.07 0.49 ± 0.12 

Ácidos orgânicos 
                     Ácido glutâmico 1.00 ± 0.11 0.35 ± 0.06 0.39 ± 0.09 0.68 ± 0.16 0.56 ± 0.11 0.34 ± 0.05 0.32 ± 0.04 

Ácido fosfórico 1.00 ± 0.11 0.97 ± 0.03 0.99 ± 0.05 0.95 ± 0.02 0.68 ± 0.09 0.94 ± 0.06 0.80 ± 0.06 

Ácido piroglutâmico 1.00 ± 0.22 0.17 ± 0.04 0.18 ± 0.07 0.41 ± 0.10 0.52 ± 0.07 0.15 ± 0.05 0.10 ± 0.02 

Ácido quinico 1.00 ± 0.59 0.50 ± 0.17 3.31 ± 0.39 3.24 ± 1.52 3.57 ± 0.51 8.79 ± 3.35 5.65 ± 1.08 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
                    Malato 1.00 ± 0.04 0.41 ± 0.04 0.87 ± 0.08 0.99 ± 0.18 0.53 ± 0.13 0.94 ± 0.17 0.76 ± 0.14 
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Piruvato 1.00 ± 0.04 1.06 ± 0.10 0.92 ± 0.08 1.16 ± 0.12 1.20 ± 0.35 1.18 ± 0.13 1.04 ± 0.15 

Açúcares  
                     Frutose 1.00 ± 0.06 0.90 ± 0.05 0.81 ± 0.02 0.77 ± 0.03 0.72 ± 0.03 0.82 ± 0.01 0.75 ± 0.03 

Glicose 1.00 ± 0.03 0.94 ± 0.02 1.13 ± 0.03 1.12 ± 0.02 1.01 ± 0.04 1.18 ± 0.10 0.95 ± 0.06 

Sacarose 1.00 ± 0.09 0.77 ± 0.03 1.27 ± 0.06 1.13 ± 0.11 0.77 ± 0.13 1.15 ± 0.09 1.10 ± 0.10 

Rafinose 1.00 ± 0.67 0.00 ± 0.00 8.18 ± 1.50 30.10 ± 11.34 2.53 ± 2.53 5.56 ± 2.63 1.81 ± 1.38 

Xilose 1.00 ± 0.13 0.85 ± 0.10 0.88 ± 0.11 0.99 ± 0.15 0.70 ± 0.13 1.22 ± 0.11 1.10 ± 0.17 

Açúcares álcóois 
                     mio-inositol 1.00 ± 0.12 0.81 ± 0.03 1.09 ± 0.15 1.00 ± 0.17 0.54 ± 0.13 1.00 ± 0.24 0.83 ± 0.16 

Galactinol 1.00 ± 0.07 0.45 ± 0.04 10.96 ± 5.08 2.76 ± 0.99 0.86 ± 0.29 1.63 ± 0.35 4.99 ± 1.84 

Glicerol 1.00 ± 0.07 0.97 ± 0.05 1.49 ± 0.11 1.37 ± 0.21 1.23 ± 0.07 1.29 ± 0.17 1.28 ± 0.24 
 
 
Tabela 6. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em sementes de frutos contendo 25 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em 
plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT 
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 

Sementes 25 DAA WT    SE MT 8.25   SE MT 2.6   SE MT 7.13   SE MT 1.1   SE MT 7.2   SE MT 1.2   SE 

Aminoácidos 
                     Asparagina 1.00 ± 0.70 4.03 ± 0.76 1.89 ± 0.21 2.20 ± 0.28 2.16 ± 0.24 1.20 ± 0.47 1.61 ± 0.42 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.16 1.04 ± 0.22 0.98 ± 0.04 1.21 ± 0.07 0.93 ± 0.04 0.89 ± 0.09 0.81 ± 0.10 

Beta-alanina 1.00 ± 0.10 0.89 ± 0.17 0.99 ± 0.07 1.26 ± 0.11 1.31 ± 0.14 1.05 ± 0.27 1.32 ± 0.19 

Ácido glutâmico 1.00 ± 0.24 1.07 ± 0.31 1.28 ± 0.10 1.79 ± 0.07 1.37 ± 0.09 0.86 ± 0.09 0.88 ± 0.08 

Glutamina 1.00 ± 0.07 1.06 ± 0.26 0.97 ± 0.10 1.13 ± 0.16 1.22 ± 0.14 1.10 ± 0.37 1.58 ± 0.27 

Glicina 1.00 ± 0.12 2.36 ± 0.49 1.12 ± 0.15 2.25 ± 0.62 1.19 ± 0.11 0.92 ± 0.11 1.46 ± 0.28 

Lisina 1.00 ± 0.75 3.55 ± 0.68 2.70 ± 0.17 3.95 ± 0.39 3.02 ± 0.25 3.27 ± 1.06 5.05 ± 0.91 

Serina 1.00 ± 0.13 1.32 ± 0.24 1.01 ± 0.05 1.26 ± 0.18 0.82 ± 0.05 1.02 ± 0.19 1.62 ± 0.20 

Treonina 1.00 ± 0.20 1.19 ± 0.28 0.85 ± 0.10 1.11 ± 0.13 0.82 ± 0.04 0.72 ± 0.16 1.12 ± 0.17 

Tirosina 1.00 ± 0.30 1.57 ± 0.40 0.99 ± 0.15 1.54 ± 0.16 0.88 ± 0.12 0.73 ± 0.17 0.93 ± 0.20 

Valina 1.00 ± 0.14 1.01 ± 0.25 1.30 ± 0.21 1.21 ± 0.08 1.08 ± 0.09 0.76 ± 0.23 0.68 ± 0.08 

Tiramina 1.00 ± 0.64 2.40 ± 0.63 5.02 ± 0.41 2.23 ± 0.70 2.85 ± 0.41 4.46 ± 1.22 3.44 ± 0.85 
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Ácidos orgânicos 
                     GABA 1.00 ± 0.11 0.88 ± 0.18 1.06 ± 0.04 0.87 ± 0.06 1.22 ± 0.12 0.99 ± 0.18 0.61 ± 0.14 

Ácido glutárico 1.00 ± 0.15 1.39 ± 0.29 0.69 ± 0.04 0.86 ± 0.08 0.83 ± 0.13 0.56 ± 0.08 0.56 ± 0.18 

Ácido lático 1.00 ± 0.42 1.32 ± 0.33 1.17 ± 0.41 0.75 ± 0.40 0.62 ± 0.16 0.56 ± 0.20 0.67 ± 0.15 

Ácido nicotínico 1.00 ± 0.06 1.31 ± 0.11 1.31 ± 0.05 1.68 ± 0.08 1.54 ± 0.07 1.89 ± 0.10 2.62 ± 0.17 

Ácido fosfórico 1.00 ± 0.14 1.17 ± 0.15 1.43 ± 0.02 1.43 ± 0.04 1.25 ± 0.05 1.23 ± 0.02 0.99 ± 0.10 

Ácido piroglutâmico 1.00 ± 0.10 1.02 ± 0.13 0.79 ± 0.05 0.89 ± 0.10 0.83 ± 0.06 0.69 ± 0.20 1.06 ± 0.10 

Ácido quinico 1.00 ± 0.37 2.20 ± 0.34 2.22 ± 0.05 1.99 ± 0.11 1.90 ± 0.26 3.16 ± 0.35 2.45 ± 0.56 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
                   Ácido cítrico 1.00 ± 0.07 1.08 ± 0.06 1.02 ± 0.08 0.94 ± 0.02 1.13 ± 0.04 1.04 ± 0.09 0.85 ± 0.11 

Ácido málico 1.00 ± 0.13 1.13 ± 0.15 1.50 ± 0.03 1.24 ± 0.03 1.27 ± 0.07 1.61 ± 0.15 1.19 ± 0.14 

Piruvato 1.00 ± 0.10 1.46 ± 0.14 1.01 ± 0.05 1.99 ± 0.53 1.14 ± 0.07 1.30 ± 0.11 1.00 ± 0.10 

Açúcares  
                     Frutose 1.00 ± 0.06 1.05 ± 0.06 1.02 ± 0.01 1.19 ± 0.02 1.07 ± 0.03 1.05 ± 0.04 1.07 ± 0.04 

Glicose 1.00 ± 0.05 1.15 ± 0.06 1.25 ± 0.02 1.21 ± 0.03 1.08 ± 0.03 1.21 ± 0.09 1.16 ± 0.06 

Sacarose 1.00 ± 0.06 1.03 ± 0.09 1.20 ± 0.01 1.30 ± 0.02 1.16 ± 0.05 1.15 ± 0.03 1.15 ± 0.01 

Rafinose 1.00 ± 0.80 3.19 ± 1.03 2.78 ± 0.32 5.97 ± 0.76 4.67 ± 0.86 0.68 ± 0.14 0.10 ± 0.10 

Trealose 1.00 ± 0.32 1.03 ± 0.33 1.03 ± 0.46 2.94 ± 1.22 0.27 ± 0.24 1.44 ± 0.65 2.02 ± 0.55 

Xilose 1.00 ± 0.07 1.07 ± 0.19 0.87 ± 0.02 0.99 ± 0.07 0.66 ± 0.05 1.38 ± 0.23 1.53 ± 0.16 

Açúcares álcóois 
                     mio-inositol 1.00 ± 0.67 1.48 ± 0.19 3.35 ± 0.26 3.63 ± 0.14 2.58 ± 0.24 1.86 ± 0.10 1.33 ± 0.07 

Galactinol 1.00 ± 0.89 0.73 ± 0.50 0.27 ± 0.04 0.28 ± 0.03 0.30 ± 0.05 0.13 ± 0.02 0.23 ± 0.06 

Glicerol 1.00 ± 0.12 1.78 ± 0.41 1.88 ± 0.09 2.23 ± 0.12 2.73 ± 0.27 1.55 ± 0.11 1.85 ± 0.10 

Glicerol-3-fosfato 1.00 ± 0.64 3.16 ± 0.34 2.90 ± 0.10 3.58 ± 0.08 2.84 ± 0.23 2.96 ± 0.39 3.48 ± 0.49 
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Tabela 7. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em sementes de frutos contendo 50 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em 
plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT 
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 
 

Sementes 50 DAA WT    SE MT 8.25   SE MT 2.6   SE MT 7.13   SE MT 1.1   SE MT 7.2   SE MT 1.2   SE 

Aminoácidos 
                     Arginina 1.00 ± 0.16 0.58 ± 0.07 0.73 ± 0.07 0.34 ± 0.12 0.32 ± 0.03 0.75 ± 0.16 0.88 ± 0.16 

Asparagina 1.00 ± 0.21 0.32 ± 0.05 0.50 ± 0.08 0.16 ± 0.04 0.18 ± 0.05 0.24 ± 0.06 0.77 ± 0.29 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.16 0.50 ± 0.06 0.68 ± 0.05 0.32 ± 0.07 0.26 ± 0.06 0.53 ± 0.11 0.74 ± 0.13 

Beta-alanina 1.00 ± 0.34 1.26 ± 0.21 1.03 ± 0.10 0.45 ± 0.17 0.39 ± 0.15 0.89 ± 0.20 1.37 ± 0.36 

Glutamina 1.00 ± 0.27 0.87 ± 0.09 0.97 ± 0.27 0.87 ± 0.19 0.68 ± 0.15 1.29 ± 0.35 3.93 ± 1.27 

Glicina 1.00 ± 0.33 1.01 ± 0.14 1.05 ± 0.17 0.57 ± 0.07 0.70 ± 0.06 1.18 ± 0.17 1.35 ± 0.17 

Homoserina 1.00 ± 0.17 0.86 ± 0.08 0.82 ± 0.11 0.86 ± 0.04 0.96 ± 0.11 0.84 ± 0.11 1.03 ± 0.18 

Isoleucina 1.00 ± 0.18 0.63 ± 0.07 0.76 ± 0.03 0.50 ± 0.09 0.38 ± 0.06 0.59 ± 0.05 0.93 ± 0.08 

Lisina 1.00 ± 0.25 0.76 ± 0.07 0.95 ± 0.11 0.58 ± 0.08 0.54 ± 0.04 0.93 ± 0.18 1.35 ± 0.22 

Ornitina 1.00 ± 0.21 0.94 ± 0.18 1.09 ± 0.17 0.79 ± 0.15 0.81 ± 0.07 1.34 ± 0.27 1.80 ± 0.30 

Fenilalanina 1.00 ± 0.31 0.50 ± 0.09 0.58 ± 0.07 0.42 ± 0.15 0.20 ± 0.05 0.60 ± 0.07 0.83 ± 0.10 

Serina 1.00 ± 0.09 0.67 ± 0.07 0.78 ± 0.08 0.56 ± 0.09 0.43 ± 0.02 0.72 ± 0.09 0.87 ± 0.03 

Treonina 1.00 ± 0.25 0.89 ± 0.10 1.01 ± 0.08 0.61 ± 0.14 0.50 ± 0.10 0.87 ± 0.15 1.52 ± 0.31 

Tiramina 1.00 ± 0.22 0.87 ± 0.11 0.74 ± 0.39 0.71 ± 0.10 0.72 ± 0.14 0.60 ± 0.17 0.90 ± 0.27 

Tirosina 1.00 ± 0.29 0.50 ± 0.06 0.57 ± 0.06 0.37 ± 0.08 0.25 ± 0.03 0.57 ± 0.07 0.92 ± 0.07 

Valina 1.00 ± 0.17 1.21 ± 0.19 1.30 ± 0.11 1.04 ± 0.17 0.57 ± 0.14 0.98 ± 0.12 1.59 ± 0.23 

Ácidos orgânicos 
                     Ácido benzoico 1.00 ± 0.12 0.65 ± 0.16 0.97 ± 0.14 1.14 ± 0.11 1.48 ± 0.27 0.74 ± 0.07 1.19 ± 0.15 

Ácido cafeico 1.00 ± 0.63 1.47 ± 0.59 1.90 ± 0.62 0.26 ± 0.26 0.83 ± 0.37 0.61 ± 0.41 1.19 ± 0.42 

GABA 1.00 ± 0.13 0.79 ± 0.09 0.80 ± 0.07 0.18 ± 0.02 0.34 ± 0.06 0.58 ± 0.09 0.72 ± 0.07 

Ácido glutâmico 1.00 ± 0.22 0.88 ± 0.07 0.95 ± 0.09 0.51 ± 0.06 0.53 ± 0.08 0.93 ± 0.23 1.38 ± 0.28 

Ácido glutárico 1.00 ± 0.39 0.42 ± 0.28 0.49 ± 0.32 0.68 ± 0.16 0.52 ± 0.20 0.64 ± 0.18 1.01 ± 0.08 

Ácido glicólico 1.00 ± 0.25 0.98 ± 0.43 1.70 ± 0.20 0.66 ± 0.18 1.24 ± 0.55 1.06 ± 0.31 0.92 ± 0.42 

Ácido isobutírico 1.00 ± 0.23 1.31 ± 0.15 1.87 ± 0.27 2.52 ± 0.10 2.73 ± 0.15 2.69 ± 0.07 2.99 ± 0.13 
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Ácido lático 1.00 ± 0.11 2.42 ± 0.52 1.96 ± 0.47 2.08 ± 0.21 1.64 ± 0.27 1.30 ± 0.14 1.56 ± 0.24 

Ácido nicotínico 1.00 ± 0.05 0.99 ± 0.06 1.17 ± 0.06 1.08 ± 0.04 0.92 ± 0.02 1.05 ± 0.06 1.32 ± 0.05 

Ácido fosfórico 1.00 ± 0.08 0.98 ± 0.10 0.83 ± 0.16 0.36 ± 0.08 0.33 ± 0.02 0.70 ± 0.12 0.77 ± 0.15 

Ácido piroglutâmico 1.00 ± 0.26 0.59 ± 0.04 0.64 ± 0.08 0.36 ± 0.06 0.43 ± 0.05 0.62 ± 0.10 1.18 ± 0.28 

Ácido quinico 1.00 ± 0.19 0.44 ± 0.09 0.37 ± 0.07 0.23 ± 0.05 0.18 ± 0.04 0.17 ± 0.03 0.22 ± 0.05 

Ácido salicílico 1.00 ± 0.76 0.59 ± 0.59 1.12 ± 0.55 3.02 ± 1.20 2.49 ± 0.58 1.98 ± 1.39 3.63 ± 1.34 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
                     Ácido cítrico 1.00 ± 0.05 0.93 ± 0.06 0.75 ± 0.10 0.45 ± 0.08 0.56 ± 0.06 0.59 ± 0.06 0.64 ± 0.05 

Ácido succínico 1.00 ± 0.24 1.32 ± 0.29 1.37 ± 0.27 0.72 ± 0.09 0.73 ± 0.15 1.16 ± 0.36 1.36 ± 0.40 

Ácido fumárico 1.00 ± 0.15 1.92 ± 0.57 1.61 ± 0.31 0.54 ± 0.10 0.86 ± 0.23 0.93 ± 0.28 2.56 ± 0.82 

Ácido málico 1.00 ± 0.27 0.96 ± 0.12 0.84 ± 0.15 0.34 ± 0.02 0.55 ± 0.08 0.66 ± 0.15 0.75 ± 0.07 

Ácido pirúvico 1.00 ± 0.08 0.92 ± 0.11 0.84 ± 0.10 0.84 ± 0.07 1.06 ± 0.24 0.57 ± 0.06 0.67 ± 0.06 

Açúcares  
                     Frutose 1.00 ± 0.04 2.08 ± 0.09 1.83 ± 0.18 1.25 ± 0.23 1.37 ± 0.14 1.50 ± 0.02 1.50 ± 0.06 

Glicose 1.00 ± 0.15 0.54 ± 0.05 0.63 ± 0.12 0.34 ± 0.15 0.33 ± 0.04 0.54 ± 0.09 0.54 ± 0.08 

Galactose 1.00 ± 0.06 0.94 ± 0.05 0.81 ± 0.11 0.53 ± 0.12 0.57 ± 0.06 0.64 ± 0.02 0.64 ± 0.03 

Melezitose 1.00 ± 0.92 0.03 ± 0.00 0.36 ± 0.28 2.53 ± 0.91 1.87 ± 0.48 0.40 ± 0.23 0.62 ± 0.69 

Rafinose 1.00 ± 1.19 0.06 ± 0.06 0.15 ± 0.10 0.07 ± 0.05 0.19 ± 0.08 0.06 ± 0.06 0.12 ± 0.08 

Sacarose 1.00 ± 0.04 1.07 ± 0.02 1.02 ± 0.06 0.98 ± 0.04 0.79 ± 0.04 0.81 ± 0.04 0.86 ± 0.04 

Trealose 1.00 ± 1.00 2.20 ± 1.40 3.45 ± 1.59 3.54 ± 1.39 6.08 ± 2.52 4.40 ± 1.91 4.13 ± 0.97 

Xilose 1.00 ± 0.19 0.95 ± 0.25 0.74 ± 0.09 0.61 ± 0.21 0.49 ± 0.05 0.59 ± 0.07 0.58 ± 0.09 

Açúcares álcóois 
                     mio-inositol 1.00 ± 0.21 1.33 ± 0.23 0.95 ± 0.29 0.26 ± 0.04 0.30 ± 0.02 1.51 ± 0.71 1.58 ± 0.52 

mio-inositol-1-fosfato 1.00 ± 0.14 0.77 ± 0.08 1.01 ± 0.20 0.64 ± 0.10 0.53 ± 0.04 0.79 ± 0.13 0.73 ± 0.09 

Glicerol 1.00 ± 0.10 4.09 ± 0.58 2.24 ± 0.56 1.20 ± 0.07 1.46 ± 0.14 1.79 ± 0.20 1.84 ± 0.33 

Glicerol-3-fosfato 1.00 ± 0.16 0.94 ± 0.18 1.01 ± 0.20 0.62 ± 0.07 0.65 ± 0.07 0.93 ± 0.17 1.20 ± 0.43 

Galactinol 1.00 ± 0.09 4.05 ± 1.10 3.07 ± 1.08 1.28 ± 0.28 1.61 ± 1.02 2.20 ± 1.33 1.76 ± 0.75 
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Tabela 8. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em sementes de frutos contendo 60 dias após a antese. Metabólitos foram identificados em 
plantas-controle (WT) e plantas apresentando seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT 
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 

Sementes 60 DAA WT    SE MT 8.25   SE MT 2.6   SE MT 7.13   SE MT 1.1   SE MT 7.2   SE MT 1.2   SE 

Aminoácidos 
                     Arginina 1.00 ± 0.33 1.32 ± 0.31 0.85 ± 0.39 0.91 ± 0.39 0.77 ± 0.25 0.66 ± 0.25 1.15 ± 0.24 

Asparagina 1.00 ± 0.17 0.16 ± 0.06 0.12 ± 0.02 0.30 ± 0.08 0.23 ± 0.08 0.23 ± 0.06 0.20 ± 0.04 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.13 0.49 ± 0.09 0.40 ± 0.12 0.54 ± 0.11 0.37 ± 0.07 0.41 ± 0.12 0.44 ± 0.06 

Beta-alanina 1.00 ± 0.31 0.44 ± 0.14 0.33 ± 0.08 0.40 ± 0.09 0.39 ± 0.10 0.62 ± 0.29 0.54 ± 0.17 

Glutamina 1.00 ± 0.15 0.19 ± 0.11 0.16 ± 0.06 0.35 ± 0.13 0.34 ± 0.12 0.37 ± 0.16 0.42 ± 0.09 

Glicina 1.00 ± 0.12 1.07 ± 0.11 0.72 ± 0.11 0.71 ± 0.09 0.79 ± 0.19 0.54 ± 0.05 0.61 ± 0.09 

Homoserina 1.00 ± 0.10 0.49 ± 0.11 0.42 ± 0.04 0.61 ± 0.15 0.65 ± 0.15 0.68 ± 0.22 0.56 ± 0.05 

Isoleucina 1.00 ± 0.17 0.45 ± 0.06 0.35 ± 0.06 0.65 ± 0.16 0.59 ± 0.19 0.73 ± 0.23 0.40 ± 0.05 

Lisina 1.00 ± 0.13 0.47 ± 0.13 0.51 ± 0.13 0.88 ± 0.26 0.59 ± 0.21 0.53 ± 0.14 0.50 ± 0.07 

Ornitina 1.00 ± 0.08 0.58 ± 0.03 0.53 ± 0.05 0.83 ± 0.14 0.90 ± 0.23 0.68 ± 0.06 0.58 ± 0.03 

Fenilalanina 1.00 ± 0.19 0.36 ± 0.03 0.33 ± 0.03 0.58 ± 0.13 0.46 ± 0.11 0.54 ± 0.09 0.40 ± 0.03 

Treonina 1.00 ± 0.14 0.50 ± 0.10 0.39 ± 0.06 0.52 ± 0.09 0.46 ± 0.09 0.54 ± 0.16 0.52 ± 0.07 

Tirosina 1.00 ± 0.18 0.34 ± 0.03 0.41 ± 0.07 0.56 ± 0.09 0.31 ± 0.03 0.63 ± 0.24 0.37 ± 0.02 

Tiramina 1.00 ± 0.17 0.58 ± 0.19 1.05 ± 0.46 0.60 ± 0.34 0.94 ± 0.36 0.59 ± 0.30 0.55 ± 0.18 

Serina 1.00 ± 0.13 0.54 ± 0.09 0.45 ± 0.09 0.49 ± 0.13 0.38 ± 0.12 0.39 ± 0.13 0.45 ± 0.10 

Valina 1.00 ± 0.48 0.32 ± 0.04 0.30 ± 0.03 0.39 ± 0.05 0.41 ± 0.09 0.63 ± 0.23 0.35 ± 0.03 

Ácidos orgânicos 
                     Ácido benzóico 1.00 ± 0.21 1.16 ± 0.15 0.88 ± 0.21 1.05 ± 0.12 0.88 ± 0.13 1.00 ± 0.09 0.74 ± 0.24 

GABA 1.00 ± 0.11 0.89 ± 0.23 0.66 ± 0.13 0.61 ± 0.12 0.76 ± 0.14 0.47 ± 0.06 0.75 ± 0.14 

Ácido cafeico 1.00 ± 0.26 1.14 ± 0.09 1.63 ± 0.12 1.43 ± 0.18 1.45 ± 0.32 1.21 ± 0.10 1.11 ± 0.06 

Ácido glutâmico 1.00 ± 0.30 0.37 ± 0.08 0.36 ± 0.08 0.56 ± 0.23 0.21 ± 0.05 0.18 ± 0.04 0.38 ± 0.08 

Ácido glutárico 1.00 ± 0.34 0.99 ± 0.22 1.02 ± 0.17 0.65 ± 0.16 0.43 ± 0.08 0.41 ± 0.12 0.92 ± 0.28 

Ácido glicólico 1.00 ± 0.18 1.69 ± 0.54 1.15 ± 0.20 0.96 ± 0.22 1.51 ± 0.13 1.16 ± 0.33 1.25 ± 0.39 

Ácido isobutírico 1.00 ± 0.03 1.00 ± 0.04 0.87 ± 0.04 1.03 ± 0.05 1.35 ± 0.16 1.06 ± 0.06 0.99 ± 0.10 

Ácido lático 1.00 ± 0.10 0.81 ± 0.16 0.53 ± 0.08 0.83 ± 0.08 0.81 ± 0.17 0.50 ± 0.08 0.65 ± 0.11 
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Ácido fosfórico 1.00 ± 0.21 0.89 ± 0.12 0.98 ± 0.18 0.78 ± 0.20 0.68 ± 0.13 0.55 ± 0.12 0.70 ± 0.09 

Ácido nicotínico 1.00 ± 0.11 0.81 ± 0.04 0.73 ± 0.01 0.80 ± 0.04 0.91 ± 0.06 0.81 ± 0.04 0.82 ± 0.08 

Ácido piroglutâmico 1.00 ± 0.15 0.34 ± 0.05 0.46 ± 0.15 0.51 ± 0.14 0.36 ± 0.08 0.50 ± 0.14 0.55 ± 0.10 

Ácido quinico 1.00 ± 0.22 0.75 ± 0.23 1.01 ± 0.26 0.52 ± 0.10 0.52 ± 0.13 0.42 ± 0.12 0.73 ± 0.14 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
                   Ácido cítrico 1.00 ± 0.18 1.26 ± 0.19 1.22 ± 0.20 0.93 ± 0.21 0.85 ± 0.16 0.97 ± 0.27 1.26 ± 0.21 

Ácido fumárico 1.00 ± 0.20 0.88 ± 0.27 0.72 ± 0.17 0.56 ± 0.10 0.13 ± 0.18 0.45 ± 0.38 0.51 ± 0.17 

Ácido málico 1.00 ± 0.14 0.78 ± 0.19 1.12 ± 0.23 0.68 ± 0.15 0.79 ± 0.25 0.47 ± 0.13 1.10 ± 0.26 

Ácido pirúvico 1.00 ± 0.20 1.18 ± 0.09 0.92 ± 0.10 0.81 ± 0.06 0.97 ± 0.13 0.83 ± 0.12 1.07 ± 0.12 

Ácido succínico 1.00 ± 0.10 0.79 ± 0.05 0.84 ± 0.05 0.65 ± 0.04 0.79 ± 0.04 0.57 ± 0.12 0.70 ± 0.03 

Açúcares  
                     Frutose 1.00 ± 0.13 1.12 ± 0.05 1.16 ± 0.03 1.06 ± 0.08 0.82 ± 0.11 0.91 ± 0.16 1.15 ± 0.07 

Galactose 1.00 ± 0.17 1.17 ± 0.07 1.18 ± 0.04 1.04 ± 0.11 0.98 ± 0.27 0.82 ± 0.19 1.13 ± 0.10 

Glicose 1.00 ± 0.30 1.36 ± 0.27 1.40 ± 0.32 0.80 ± 0.22 0.48 ± 0.13 0.63 ± 0.25 1.14 ± 0.23 

Melezitose 1.00 ± 0.18 0.96 ± 0.16 1.11 ± 0.17 1.42 ± 0.23 1.46 ± 0.12 1.42 ± 0.19 1.24 ± 0.16 

Rafinose 1.00 ± 0.40 0.91 ± 0.25 1.26 ± 0.29 1.01 ± 0.28 0.52 ± 0.20 0.73 ± 0.19 0.93 ± 0.14 

Sacarose 1.00 ± 0.05 0.78 ± 0.04 0.81 ± 0.04 0.89 ± 0.06 0.94 ± 0.07 0.99 ± 0.03 0.90 ± 0.08 

Trealose 1.00 ± 0.37 2.06 ± 0.59 1.86 ± 0.63 2.68 ± 1.73 0.53 ± 0.23 0.46 ± 0.26 1.87 ± 0.55 

Xilose 1.00 ± 0.29 1.24 ± 0.21 1.62 ± 0.33 1.27 ± 0.37 0.89 ± 0.16 0.60 ± 0.16 0.86 ± 0.13 

Açúcares álcóois 
                      mio-inositol 1.00 ± 0.23 0.77 ± 0.13 1.05 ± 0.30 1.14 ± 0.29 0.54 ± 0.09 0.43 ± 0.10 0.71 ± 0.14 

mio-inositol-1-fosfato 1.00 ± 0.17 0.73 ± 0.11 1.03 ± 0.16 1.16 ± 0.24 0.80 ± 0.17 0.77 ± 0.15 0.82 ± 0.07 

Glicerol 1.00 ± 0.09 0.87 ± 0.07 0.65 ± 0.04 0.75 ± 0.03 0.82 ± 0.09 0.62 ± 0.02 0.65 ± 0.05 

Glicerol-3-fosfato 1.00 ± 0.19 0.74 ± 0.09 0.97 ± 0.16 0.96 ± 0.23 0.68 ± 0.23 0.51 ± 0.26 0.79 ± 0.09 

Galactinol 1.00 ± 0.17 0.77 ± 0.13 1.19 ± 0.18 1.73 ± 0.26 1.82 ± 0.17 1.57 ± 0.28 1.65 ± 0.24 

Ácido salicílico 1.00 ± 0.15 0.90 ± 0.13 0.82 ± 0.11 0.88 ± 0.12 0.93 ± 0.08 1.10 ± 0.11 1.15 ± 0.12 
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Tabela 9. Efeito do silenciamento na expressão de MPIS1 no perfil metabólico em folhas. Metabólitos foram identificados em plantas-controle (WT) e plantas apresentando 
seis níveis de silenciamento da expressão de MIPS1. Os valores obtidos foram normalizados em relação à média das plantas WT e apresentados pela média dos valores 
absolutos. SE = erro padrão (n = 6). 

Folhas WT    SE MT 8.25   SE MT 2.6   SE MT 7.13   SE MT 1.1   SE MT 7.2   SE MT 1.2   SE 

Aminoácidos 
                     Alanina 1.00 ± 0.18 0.81 ± 0.10 0.88 ± 0.10 0.77 ± 0.05 0.96 ± 0.13 0.97 ± 0.12 0.94 ± 0.05 

Arginina 1.00 ± 0.07 0.61 ± 0.12 0.85 ± 0.07 0.85 ± 0.09 0.80 ± 0.10 0.94 ± 0.09 0.98 ± 0.08 

Ácido ascórbico 1.00 ± 0.45 1.91 ± 0.35 1.30 ± 0.40 1.13 ± 0.34 1.67 ± 0.22 1.35 ± 0.34 1.31 ± 0.44 

Asparagina 1.00 ± 0.86 -0.47 ± 0.38 -1.01 ± 0.02 0.20 ± 0.49 -0.32 ± 0.49 0.18 ± 0.38 0.00 ± 0.37 

Ácido aspártico 1.00 ± 0.22 0.54 ± 0.09 0.80 ± 0.07 0.83 ± 0.14 1.16 ± 0.16 1.00 ± 0.12 0.86 ± 0.20 

Cisteina 1.00 ± 0.21 1.49 ± 0.14 0.80 ± 0.26 1.19 ± 0.25 1.26 ± 0.26 1.26 ± 0.17 1.09 ± 0.12 

Ácido glutâmico 1.00 ± 0.13 1.01 ± 0.07 1.16 ± 0.11 1.04 ± 0.11 1.28 ± 0.10 1.23 ± 0.04 1.37 ± 0.10 

Glutamina 1.00 ± 0.20 0.63 ± 0.10 0.75 ± 0.10 0.65 ± 0.17 1.46 ± 0.38 0.76 ± 0.06 0.72 ± 0.07 

Glicina  1.00 ± 0.14 0.92 ± 0.07 0.93 ± 0.07 0.80 ± 0.04 1.02 ± 0.08 0.90 ± 0.10 1.02 ± 0.06 

Isoleucina 1.00 ± 0.08 0.99 ± 0.10 1.23 ± 0.16 1.19 ± 0.17 1.55 ± 0.21 1.54 ± 0.12 1.52 ± 0.11 

Isomaltose 1.00 ± 0.05 0.35 ± 0.16 0.53 ± 0.19 0.57 ± 0.19 0.60 ± 0.20 0.67 ± 0.15 0.63 ± 0.14 

Metionina 1.00 ± 0.11 0.77 ± 0.07 1.16 ± 0.09 0.94 ± 0.09 1.05 ± 0.13 1.29 ± 0.16 1.08 ± 0.16 

Ornitina 1.00 ± 0.06 0.69 ± 0.11 1.24 ± 0.21 0.65 ± 0.08 0.89 ± 0.13 1.06 ± 0.12 0.93 ± 0.16 

Fenilalanina 1.00 ± 0.21 0.89 ± 0.12 1.15 ± 0.20 1.07 ± 0.19 1.51 ± 0.24 1.64 ± 0.09 1.89 ± 0.19 

Prolina 1.00 ± 0.13 0.97 ± 0.07 1.28 ± 0.21 1.18 ± 0.19 1.33 ± 0.13 1.09 ± 0.08 1.21 ± 0.20 

Serina 1.00 ± 0.23 0.79 ± 0.08 0.82 ± 0.04 0.72 ± 0.02 0.89 ± 0.07 0.92 ± 0.07 0.93 ± 0.02 

Treonina 1.00 ± 0.11 0.95 ± 0.05 1.05 ± 0.12 0.97 ± 0.08 1.30 ± 0.20 1.30 ± 0.06 1.44 ± 0.16 

Triptofano 1.00 ± 0.24 0.84 ± 0.18 1.04 ± 0.12 1.07 ± 0.29 1.09 ± 0.16 0.73 ± 0.09 0.85 ± 0.18 

Tiramina  1.00 ± 0.11 0.69 ± 0.11 0.76 ± 0.17 0.96 ± 0.22 0.60 ± 0.05 0.63 ± 0.12 0.58 ± 0.13 

Tirosina 1.00 ± 0.26 0.70 ± 0.10 0.83 ± 0.09 0.75 ± 0.17 1.09 ± 0.13 0.89 ± 0.13 1.05 ± 0.11 

Valina 1.00 ± 0.09 0.95 ± 0.04 1.09 ± 0.10 1.01 ± 0.13 1.32 ± 0.09 1.18 ± 0.06 1.21 ± 0.10 

Ácidos orgânicos 
                     Ácido benzoico 1.00 ± 0.25 0.71 ± 0.24 0.59 ± 0.38 0.82 ± 0.27 0.48 ± 0.31 0.76 ± 0.25 0.91 ± 0.19 

GABA 1.00 ± 0.32 0.67 ± 0.09 1.18 ± 0.24 0.89 ± 0.17 1.07 ± 0.30 1.08 ± 0.24 1.07 ± 0.12 

Ácido cafeico  1.00 ± 0.20 1.30 ± 0.24 1.30 ± 0.27 1.27 ± 0.26 1.42 ± 0.26 1.24 ± 0.13 1.42 ± 0.34 



 

- 184 - 
 

Ácido glutárico 1.00 ± 0.30 0.82 ± 0.15 1.59 ± 0.42 1.18 ± 0.28 0.80 ± 0.17 1.21 ± 0.24 1.94 ± 0.57 

Ácido glicérico 1.00 ± 0.17 1.04 ± 0.17 1.36 ± 0.19 1.21 ± 0.07 0.92 ± 0.12 1.16 ± 0.15 1.15 ± 0.11 

Ácido fosfórico 1.00 ± 0.14 0.95 ± 0.19 0.88 ± 0.10 0.86 ± 0.13 1.04 ± 0.15 0.96 ± 0.22 0.98 ± 0.25 

Ácido quinico 1.00 ± 0.13 0.79 ± 0.17 0.77 ± 0.16 0.87 ± 0.16 0.64 ± 0.07 0.67 ± 0.12 0.53 ± 0.12 

Ácido salicílico 1.00 ± 0.19 1.35 ± 0.02 2.13 ± 0.03 1.02 ± 0.04 1.94 ± 0.22 2.30 ± 0.62 2.62 ± 0.54 

Ácido treônico  1.00 ± 0.19 1.30 ± 0.07 0.78 ± 0.26 1.13 ± 0.22 1.19 ± 0.24 1.22 ± 0.13 0.96 ± 0.15 

Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
                     Ácido cítrico 1.00 ± 0.14 1.55 ± 0.19 1.81 ± 0.30 1.53 ± 0.20 1.27 ± 0.11 1.36 ± 0.20 1.93 ± 0.45 

Ácido fumárico 1.00 ± 0.31 0.74 ± 0.10 0.75 ± 0.08 0.75 ± 0.09 0.71 ± 0.06 0.73 ± 0.05 0.76 ± 0.04 

Ácido isocitrico 1.00 ± 0.24 0.65 ± 0.11 0.89 ± 0.08 0.88 ± 0.10 1.11 ± 0.17 1.07 ± 0.13 1.22 ± 0.13 

Ácido málico 1.00 ± 0.16 1.06 ± 0.12 1.25 ± 0.24 1.22 ± 0.11 0.95 ± 0.09 1.12 ± 0.10 1.31 ± 0.06 

Ácido pirúvico 1.00 ± 0.23 0.68 ± 0.09 1.15 ± 0.28 0.89 ± 0.15 0.82 ± 0.12 0.91 ± 0.12 1.01 ± 0.29 

Ácido succínico 1.00 ± 0.20 1.42 ± 0.11 1.04 ± 0.25 1.28 ± 0.18 1.09 ± 0.14 1.30 ± 0.09 1.61 ± 0.13 

Açúcares  
                     Altrose 1.00 ± 0.16 0.76 ± 0.10 0.97 ± 0.06 0.96 ± 0.07 1.12 ± 0.12 1.10 ± 0.09 1.19 ± 0.08 

Celobiose 1.00 ± 0.51 0.32 ± 0.32 1.99 ± 0.73 0.51 ± 0.35 0.55 ± 0.55 0.68 ± 0.43 0.93 ± 0.32 

Frutose 1.00 ± 0.20 0.79 ± 0.08 0.98 ± 0.10 0.92 ± 0.09 1.25 ± 0.14 1.21 ± 0.08 1.32 ± 0.10 

Frutose-6-fosfato  1.00 ± 0.05 0.93 ± 0.05 1.02 ± 0.05 1.05 ± 0.05 1.20 ± 0.06 1.19 ± 0.12 1.08 ± 0.10 

Fucose 1.00 ± 0.28 0.95 ± 0.16 0.98 ± 0.18 0.72 ± 0.11 1.08 ± 0.11 1.25 ± 0.35 0.78 ± 0.09 

Galactose 1.00 ± 0.16 0.76 ± 0.10 0.97 ± 0.06 0.96 ± 0.07 1.12 ± 0.12 1.10 ± 0.09 1.19 ± 0.08 

Glicose 1.00 ± 0.22 0.67 ± 0.11 0.91 ± 0.08 0.91 ± 0.09 1.11 ± 0.16 1.08 ± 0.12 1.22 ± 0.11 

Manose 1.00 ± 0.21 0.67 ± 0.06 0.87 ± 0.03 0.78 ± 0.06 0.67 ± 0.22 0.84 ± 0.05 0.78 ± 0.16 

Ramanose 1.00 ± 0.04 0.87 ± 0.03 0.91 ± 0.02 0.95 ± 0.07 0.93 ± 0.04 0.94 ± 0.04 0.92 ± 0.01 

Ribulose-5-fosfato 1.00 ± 0.10 0.95 ± 0.07 0.98 ± 0.05 0.93 ± 0.08 1.15 ± 0.08 1.07 ± 0.03 0.92 ± 0.05 

Sacarose 1.00 ± 0.03 0.96 ± 0.02 1.00 ± 0.03 1.01 ± 0.03 1.06 ± 0.04 1.05 ± 0.02 1.06 ± 0.03 

Trealose 1.00 ± 0.64 1.12 ± 0.71 2.15 ± 0.69 3.09 ± 0.68 3.01 ± 0.12 2.09 ± 0.68 3.07 ± 0.66 

Xilose 1.00 ± 0.25 0.71 ± 0.14 0.72 ± 0.10 0.69 ± 0.07 1.07 ± 0.12 1.12 ± 0.11 1.18 ± 0.10 

Açúcares álcóois 
                     Galactinol 1.00 ± 0.10 0.66 ± 0.12 0.79 ± 0.12 0.78 ± 0.15 0.74 ± 0.06 0.76 ± 0.16 0.87 ± 0.13 
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Glicerol  1.00 ± 0.08 0.79 ± 0.04 0.84 ± 0.07 0.85 ± 0.09 0.97 ± 0.13 0.96 ± 0.12 0.77 ± 0.06 

Glicerol-3-fosfato 1.00 ± 0.10 0.67 ± 0.14 1.10 ± 0.07 0.89 ± 0.07 1.10 ± 0.17 0.98 ± 0.26 0.76 ± 0.27 

mio-inositol 1.00 ± 0.03 0.90 ± 0.01 0.98 ± 0.02 0.95 ± 0.03 1.01 ± 0.03 1.03 ± 0.01 1.03 ± 0.02 

mio-inositol-1-fosfato 1.00 ± 0.05 0.54 ± 0.10 0.75 ± 0.10 0.82 ± 0.08 0.62 ± 0.04 0.81 ± 0.15 0.60 ± 0.07 

Lactitol 1.00 ± 0.51 0.32 ± 0.32 1.99 ± 0.73 0.51 ± 0.35 0.55 ± 0.55 0.68 ± 0.43 0.93 ± 0.32 

Sorbitol 1.00 ± 0.15 0.77 ± 0.10 0.99 ± 0.06 0.97 ± 0.06 1.12 ± 0.11 1.09 ± 0.08 1.18 ± 0.07 

Xilitol  1.00 ± 0.21 0.68 ± 0.08 0.82 ± 0.05 0.76 ± 0.04 1.01 ± 0.09 1.03 ± 0.10 1.12 ± 0.09 

                       
 
 


