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RESUMO

FERNANDES, Denise, D.Sc., Universidade Federal de Victsareiro de 204.
Silenciamentodo geneda mio-inositol-fosfato sintase e sua influéncia nanorfo-
fisiologia e no perfil metabdlico primario e de parede celularem tomateiro.
Orientador: Wagner Campos Otoni. Coorientadores: Adriano NNesse Poliane
AlfenasZerbini.

A enzima mic-inositol-1fosfato sintase (MIPS1) (E.C.5.5.1.4) catalisa aowversao
irreversivel de BGlicose6-P para iL-mio-inositol-1+. O mio-inositol desempenha
papel de destaque no metabolismo vegetal, fornecendo inositol e inositideos em
processos metabdlicessenciais a formacdo do vegelfwntreas variavias nas quais

0 mio-inositol esta envolvido algumas sédo alvo do melhoramento vegeteénaplo a
manipulacdo do conteudo de acido fiticdemligossacarideos em sementes e acglcares
estruturais na parede celular. Até o presente momento, pMiR&ssilenciadas nao

foram caracterizadas em detalhes, principalmente em suas estruturas veg&ativas

iIsso, 0 presente trabalhobjetivou caracterizar tomateiros ‘Moneymaker’ com
diferentes niveis de silenciamentoM#&SL. Para a inducédo do silenciamemntdi zou-
setranformacao genética vigrobacterium tumefacierntendo plasmideo pCambia

com construcao tipo intron hairpin de fragmentos do gendIPS de Glycine max
(AGmMMIPS sob controle do promot@aMV 35S Avaliou-seo efeito do silenciamento

de MIPS1 em plantas transgénicas matrizes & progénies T e T, quanto a
desenvolvimentale frutos e sementesconteudos de acido fiticacucarespigmentos
fotossintéticos respostas fisiologicasnediante a avaliacdo das trocas gasosas,
fluorescéncia da clor a, atividade de enzimas do estresse oxidagivaracterizacao

do perfil metabolico econstituintesde parede celularOs resultados apontaram
eficiéncia da construcdo transgénica na inducdo do silenciamento. O silenciamento
ocasionou reducdo do conteudo de &cido fitico em sementes, redugdo da quantidade de
sementes por fruto e reducéo no desenvolvimento do fruto; reducdo na germinacéo e
desenvolvimento de plantulas provindas de sementes normais nas prog@&nigsOr
silenciamento também ocasmu alteracdes no conteudo de acucaees folhas e
sementesias progéniesole T; e reduziu a firmeza da epiderme e do pericarpo em
frutos da progénie 1T Tal reducdo na firmeza pode estar relacionada a composi¢ao ou
estrutura das paredes celulares; poném foram identificadas redu¢des no conteudo de

acucares de parede celular e celulose em pericarpos e folhas de plamtias F&n



acumilo de acidos urdnicos, tanto em pericarpo quanto em folhas. Em relacdo ao
aparato fotossintético, o silenciamento ndo causou altera¢des. O contelduealgqsg
fotossintéticos, parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da chorfufim
semelhantes aos apresentados pelas plantas nao transformadas, Outra evidéncia que o
silenciamento deMIPS ndo causa disturbios no corpo vegetativo foi a atividade de
enzimas do estresse oxidativo que, em condi¢Bes 6timas, ndo apresentou difesencas. A
alteragbes encontradas no corpo vegetativo tiveram estreito envolvimento com o
metabolismo de inositotomo contelddo de acgucar@gicose6P, glicosee sacarogeem
horarios de intensa atividade fotossintétiBametabolomica possibilitou uma analise
mais integrativa em que ficou evidenciadeeducdo de alguns aminoacidos, acumulo

de acucares e reducdo de acucares alcdodos estrefamente relacionados ao
metabolismo de inosit@m folhas Em frutos, verificouse influéncia mais expressiva
daMIPS, comalteragcbeem todas as quatro idades avaliadas (10, 15, 50 e 60 dias ap0s
a antese)tanto no pericarpo quando nas semer@emaiornumero de alteracdes foi
encontrado nas sementes, caracterizadasrealggdo do conteddo de aminoacijdibes
intermediarios daciclo dos &cidos tricarboxilicosTCA), de acidos organicos €ee
acucares alcodis. Os acucares, por sua vez, apresentaram comportamento variado,
dependendo da sua relagdo com o metabolismo de inositoladndese ea trealose
apresentam acumulo, enquanto a glicosesacarose apresentam padrdo mais variado
em decaéncia do envolvimento emmma rede mais complexa de regulacdo. Em
pericarposp perfil metabdlico forespondente as variagdes de desenvolvimento, porém
apresentando alteragées no conteltdo de aguc2wes.esse estudo podemos afirmar

que a construcao tipmtron hairpin de fragmentos do gendIPS de Glycine max
(AGmMIPS, sob controle do promotoCaMV 35S, ocasionasilenciamento em
tomateiros e as plantas silenciadi@eram o conteudo dmetabdlios influenciados

pelo conteudo deio-inositol ou expressao ddIPS alterado tanto na parte vegetativa
guantona repodutiva. Registrae, também, que o silenciamentoMi®S nao foi capaz

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

no corpo vegetativo em plants8PSsilenciadas.



ABSTRACT

FERNANDES, Denise, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February 2014.
Silencing of myc-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. €alvisors:
Adriano Nunes Nesi andoliane Alfenagerbini.

Myo-inositol phosphate synthase (MIPS1) (E.C.5.5.1.4) catalyzes the irreversible
conversion of BGlucose-6P to tL-myo-inositol-1P. Myo-inositol plays an important

role in plant metabolism, providing inositides and inositol éssential metabolic
processes in the formation of the vegetative and reproductive plant body. Among the
pathways in which the mymositol is closely involved, some are target of plant
breeding, such as genetic manipulation of phytic acid and oligosaccharidagsamte
seeds and structural sugars in the cell wall. To déifeS silenced plants have not been
characterized in detail, especially in their vegetative structures. Thus, the predgnt st
aimed to characterize tomato 'Moneymaker' with diffetemnels of silencingIPS1

For induction of gene silencing was used transformatioAgrabacterium tumefaciens
containing the plasmid pCambia with construct inthairpinRNA type whithMIPS

gene fragments dblycine maxAGmMIPS) under control of the CaMV 35S The effect

of MIPS1 silencing in primary transgenic planty &nd T, and T, progenies was
evaluated for the development of fruit and seeds, phytic acid and sugar contents,
photosynthetic pigments, physiological responses by evaluating gas exchang
chlorophyll a fluorescence, oxidative stressnzyme activity metabolic profile
characterization and cell wall constituents. The results showed the efficiency of the
transgenic construct to induce silencifigpe silencing resulted in reduction of phytic
acid content in seeds, reducing the amount of sesdb a reduction in fruit
developnent reduction in germination and seedling development stemmed from normal
seeds in §and T, progeny. The silencing also induced changes in the content of sugars
in leaves and seeds ip &nd T, progenyand reduced firmness of the epidermis and
pericarpin fruits of T; progeny. This decrease in firmness may be related to the
composition or structure of cell walls, but no reductions were identified in the coftent
sugars and cellulose in cell wall pericarp and leaves, @iidnts, 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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transfomed plants, Further evidence that silencini/itS does not cause disturbances

in the vegetative body was the activity of enzymes of the oxidative stress dpdtmal
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 metabolomi
allowed a more integrative analysis in which there is an evident reductioom#& s
amino acids, accumulation of sugars and sugar alcohols reduction, all closely telat

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

MIPS, with changes in all four ages evaluated (10, 15, 50 and 60 days afteignthe
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, sheewed
behavior depending on their relationship with the metabolism of inositol, whetedeu

and trehalose accumulation feature, while glucose and sucrose have more varied pattern
as a result of being involved in a more complex regulatory network.rloape the
metabolic profile was respondent variations in development, but with alterations i
sugar content. With this study we can see that the construction type introm hairpi
fragment of MIPS Glycine max 4GmMIPS) gene under control of thEaMV 35S
promoter, causes silencing in tomato plants were silenced and content of metabolite
influenced the content @hyo-inositol or altered expression BAiPS, both in vegtative

and in reproductive part. Join also the silencingVid®S was not able to change the
photosynthetic activity or directly or indirectly cause oxidativesstria the vegetative
bodyMIPS-silenced plants.
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INTRODUCAO GERAL

O mic-inositol € um componente essencial na biossintese de uma variedade de
derivados que vao desde simples fosfatos de inositol até complexos produtos associados
a membrana com funcdes celulares importantes ([2ord, 2013). A enzima sintase
do mio-inositol-1fosfato (MIPS]) (E.C.5.5.1.4) catalisa a conversao irreversivel de D
Glicose6-P para iL-mio-inositol1-P [Ins(3)P]. Essa é a Unica via de biossintdse
novo,sendo encontrada em cianobactérias, algas, fungos e plantas e possui papel central
no metabolismo celar (Loewus e Loewus, 1983; Morg al,, 1990; Majumder1997.

O mio-inositol (Ins) € um importante metabdlito celular, necessario para o crescimento e
desenvolvimento de vegetais (Valluru e E2,1; Latrasset al, 2013).

Em plantas)ns(3)Pdesempenha papel de destaque no metabolismo do inositol,
fornecendo inositol e inositideos envolvidos em processos metabdlicos e em estruturas
vegetativas (Goyat al, 2011). OIns(3)P pode ser usado para produzgramidas,
conjugados com hormoénio AlAnositois metiladodigados a respostas ao estresse
abidtico, polissacarideos de parede celulagalactinol, rafinose, familia
oligossacarideosfosfatidilinositol (PtdIns), polifosfatosle inositol e acido fitico

(Raboy 2009 (Figura 1)

Glucose 6-phosphate

‘

myo - Inositol mver =Inositol-3-phosphate
{lnS) Ins(3)P,

e

Inositol and

_(]I}'uusyl— : B Phosphatidylinositel
Inositolphosphoryl myo-Inositol Phosphates
ceramides Oxidation

Patlway

IAA: Inositol
conjugates

Methyl Cell Wil Ins(1,2,3,4,5,6)F,

Inositols « il o Phytic acid
Polysaccharides Galactinol

Pimitol, RaffinoStachyose

Ononitol Pectin Pentosans Oligosaccharides

Figura 1. Raas de biossteseque utilizamo mio-inositol3-fosfato[Ins(3)P] em vegetais (Raboy 2009).

Esses compostos derivados thes(3)P participam de func¢des celulares cruciais

em plantas, como na transducéo de sinais @uwd, 2007), transporte de membranas
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(Thole e Nielsen, 2008), exportacdo de mMRNA (Okada e Ye, 2009), tolerancia a estresse
(Shevelavaet al, 1997) e armazenamento de fosforo (Thole e Nielsen, 2008; Metphy

al., 2008). Além disso, tns(3)Pé produto primario do acido-Blucurénico, utilizalo

na sintese de substancias pécticas da parede ceartgrostondo celuldésicog acido
ascorbico (Loewus e Murthy, 2000; Lorerateal.,, 2004).

Dentre as vias nas quaisnao-inositol esta estreitamente envolvido, algumas
sdo alvo do melhoramento vegle dentre elas: a manipulacédo dantetdo de &cido
fitico em sementes (Rabo2000; BrinchPederseret al, 2002; Aliet al; 2013, de
oligossacarideos de rafinose em semerReddy, 200Y e de acucares estruturais na
parede celularGarroll e Somervie, 2009)

Até o presente momentd@drgdosvegetative e o desenvolvimentale frutos
carnososem plantascom baixa expressdo ddIPSL ndo foramcaracterizados em
detalhesOs esforcos das pesquigém focadono conteudo de moléculas alvo, como
fitatos eoligossacarideosm sementes, porém saliesta necessidade de estudos
orgaosvegetative (Nuneset al, 200; Fernandes, 2009, Donahatal, 2010; Aliet
al., 2013).Tomate Solanum lycopersicung aprincipal planta modelo para o estudo do
desenvolvimento de frutos carnosmamadurecimento de frutas climat&s(Carrariet
al., 2006;Zhanget al, 2010)assim como modelo de plantas dicotiiedas

A sequéncia da enzimMdIPS foi descrita em mais de 70 organismos diferentes
neses verifica-se que o dominio catalitico é conservado evolutivamente astre
espécies (Abreu e Aragdo 2007) e erdasefilos Wongkaewet al, 2010). Até o
momento nao foi descrita caracterizamla MIPSL em tomateirosMutantes nulos da
MIPS sao letais dessa formaas vias biossintéticas influenciadas pet@-inositol,
produto davlIPS, necessitam de outras abordagens de estudo.

O silenciamento de RNA regula a expresséo génica de forriaapgsricional
por meio da degradacdo séngciaespecifica de mMRNAs alvo, indinuindo ou
bloqueando a sua traducd.elevada similariedade entre as sequenciaBliRS em
diferentes espécies possilalé construcao e utilizacdo lagmentos do gendIPS de
espécies ja caracterizadas para a inducao do silenciamento em outras. Nesse trabalho o
silenciamento foi induzido em tomateiros com t@nsformacdo genética via
Agrobacterium umefaciencontendo plasmideo pKambia com construcao fion-
hairpin-RNAde fragmentos do gem¢IPS de Glycine maxAGmMIPS sob controle do
promotorCaMV 35S



A baixa expressada sintase domnio-inositol fosfato, ao reduzir o conteudo de
mio-inositol, teoricamente, pode interferir nas vias de biossintese de &cido fitico,
oligossacarideos e compostos pécticos. No entanto, sniweis elevadosde
silenciamento podem comprometer a homeostase e manutencdo de processos
fisioldgicos e reprodutivos resultando em alteracdes ndo esperadas e desgamigjosa
plantassilenciada (Keller et al, 1998; Nunegt al., 2006; Fernandes, 2009; Donatetie
al., 2010; Aliet al, 2013).

A técnica de identificacdo e comparacdo do perfil metabdlico fornece uma
abordagem abrangente dos metabdlitos presentes em sistemas biolégicos. Essa técnica
tem como objetivo a extracdo, deteccgdo, identificac@oiamtificacdo de um amplo
espectro de compostos numa Unica amostra, 0 que proporciona ulise areés
integrativa sobre sistemas biolégicos complexos (Fiehn, &04I0.

Além disso, anetabddmica tem sido utilizada conferramenta adicional para a
avdiacdo @ metabolismo de plantageneticamente modificadas devido ao seu
potencial para detectar fendtipos silenciadesefeitos pleiotrépicogKuiper et al,
2003). Em contraste cona transcriphmica e protedbmicaa metabolomica é
independente @ sequenciamento de genes ou do gendenespéciem estuddStitt e
Fernie, 2003), e umaedsuasvantagensé identificar as alteracbes secundéarias
decorrentes ddeterminada manipulacdo (Fereieal, 2009.

Com isso, 0 presente trabalho verificou a eficiéncia da utilizacdo da sequéncia
em construcaaintron-hairpin-RNA com fragmentogie MIPS1 de sojaGmMIPS1na
inducao do silenciamento gplantas transgénicas tlemateiro'Moneymaker’ e avaliou
os efeitos da baixa expressadll®S1em plantas transgénicas matrizggCapitulo 1)
em relaca ao desenvolvimento de sementes e frutos, conteudos de §timb e
acucares em sementesfolhas.Em plantas da progéndiploide T, (capitulo 2)cinco
linhas comdiferentes niveis de reducao egpressadMIPS foram avaliadss quanto o
conteudo de substanciastreitamente relacionadas ao metabolismaongeinositol e
paametros morfolégicoem semente® frutos. Na progénie T seis linhas foram
avaliachs em frutos esementes (capitulo 3Juanto ao perfil metabdlico primaream
frutos e sementes de quatro idadess a antese constituintesde parede celulaem
pericarpo de frutos maduroEssadinhagens F também tiveram o corpo vegetativo
avaliado (capitulo 4) quanto ao conteudo pigmentos fotossintéticosagucarese

respostas fisioldgicasvaliadas através ddasocas gasosas, fluorescéncia da clordafila



e atividade de enzimas do estresse oxidadolhas perfil metabdlico primarice de
parede celular

Essa abordagem apontas altera¢cdesa abundancia de metabdlites frutos,
sementes e folhas, decorrentessidenciamento danio-inositolfosfato sintase opelo
conteudo demio-inositol e comprovou aestabilidadedo potencial fotossintético e

enzimas do estresse oxidativo plantas com redugéo da expressaMiRS1
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CAPITULO 1

O silenciamento do geneda mio-inositol-fosfato sintase (MIPS1)
mediado por RNAI influencia o acumulo de acido fitico, o
desenvolvimento e a germinacade sementesde tomateiro (Solanum

lycopersicumMill.) .



1.1INTRODUCAO

A molécula & mio-inositol exercepapel multifuncional na bioquimica e na
fisiologia vegetal Sua biossintese se da pela conversao irreversivel-@didose6-P
para tL-mio-inositol-1-P[Ins(3)P] que apods a retirada do grupamento fosfato, libera a
molécula damio-inositol (Ins). A sintese dd-L-mio-inositol-1-P érealizada pelanio-
inositol-1fosfato sintase (E.C.5.5.1.4). Essa enzima esta presente em todos o0s
eucariotos e se apresenta altamente conseevadainica via de biossintese lis(3)P
em cianobactérias, algas, §os e plantas, ocupando papel central no metabolismo
celular Loewus e Loewus, 1983; Moret al., 1990; Majumder, 1997

O Ins livre é necessario para formar galactinol e galactosil necessarios na
biossintese de oligossacarideos de rafinos&);(Qgalactopinitol e série de
oligossacarideossomeros de inositol: s#pchiro, muce, e nee; inositois metilados
O-metil inositois: sesquoitol, bornesitol, quebrachitol, pinitol, ononitol, os quais
participam em respostas relacionadas ao estresse e armazenamento em sementes;
inositol-glicosideos como pinitajalactosideqdiossintese de acido fitictP§) e acido
fitico pirofosfatadqHorbowicz e Obendorf, 199#&eterbauer e Richter, 1998; Brearley
e Hanke, 1996).

Algumas das moléculas em que o inositoequerido sédo foco de melhoramento
vegetal, como o fatoantinutricional fitato, e os indigestiveisoligossacarideos de
rafinose. A diminuicdo do contetdo de acido fitico em sementes pode fornecesmaiore
quantidades de fésforo livre, carboidratos e cations divalentes cdidviRé’, Mg*,

Zn** e C&", os quais sdo quelados pelo acido fitico, assim indisponibilizados na dieta
alimentar. A diminuicdo do fitato também contribuireducdode impactos ambientais
como polui¢o da agua e eutrofizac@le riosdevidaa carga excessiva de fosforo
liberada em dejetos agroindustriais que @mnsementes como matépama (Raboy,
2000; Lottet al, 2000; BrinchPederset al, 2003.

Os oligossacarideos, por sua vez, estdo ligadtEudéncia intestinak esta
associados com colicas, diaaédispepsia e constipacdo devido a inabilidade humana e
de animais monogastricos em digerir os oligossacarideos de rafinose, em especial a
estaquiose e a rafinos@Vvagneret al, 1976;de Lumen, 1992 A reducdo dos
oligossacarideos poderia diminuir os efeitos indesejados relacionados ao sew¢cans

reducdo daibssintesgode estar relaciona@damolécula damio-inositol, necessariaa



biosshtese de galactinol, substrato da via de oligossacarideos de rdfioeseis e
Murthy, 2000).

O acido fitico AF) ou inositol 1,2,3,4,5,6hexafosfato (GH15024Ps) (IP6)
encontrase amplamente distribuido nos vegetai® @stocadoem sementes como
principal forma de armazenamento de fésforo, correspondendo de 60 a 95 de t
fésforo em semente@yet et al, 1997). A sintese dAF se da por um processo de
fosforilacdo da molécula das(3)Ppela sinteséle novg outras formas debtencao de
AF séoatravés daeciclagem de uma forma armazenada ou translocacao via xNema
entanto, a sintesge novoé reconhecida como a principal fonte mé-inositol em
sementes, o qual envolve a conversédo de ghéBsemmio-inositol-1P pela agdo da
enzima sintase daio-inositol fosfato (MIPS) (Loewus e Murthy, 2000).

Mutantes nulos daMIPSL sdo letais; dessa forma as vias biossintéticas
influenciadas peldns(3)Pnecessitam de outras abordagens de estudo. O silenciamento
de RNA, mediado via RNAI possibilita a investigacdo de alteracdes ndnbissse
metabolismo denio-inositol (Nuneset al, 2008.

O silenciamento de RNA regula a expresséo génica de forriaapgsricional
por meio da degradacdo da s@wuaespecifica de mRNAs alvo, diminuindo ou
blogueando a sua tradugdo. Esse mecanismo € sist&oimmo resultado, embora o
gene endogeno expresse 0 mMRNA éstiegradado ecorrereducdo na traducdo de
proteina (Zerbinet al, 2005).

A enzima MIPSde sojaapresenta 510 aminoacidos com peso molecular predito
em 56,7 kDa. Wongkaewt al. (2010 analsaram a homologia dMIPS1 em espécies
vegetais de diferentes géneros, as @agjas variaram de 87 a 96% slenilaridade Em
tomateiro a expressao PS1até o momento néo foi descrita@aracterizada

Nuneset al. (2006) produziram linhagens transgénidassoja com insercao de
uma construcdo para expressar deRNA e silenciar o geneMIPS1 A andlise na
progénie transformada indicou aumento do conteudo de fosforo livre, redusBeede
sementes e aborto em algumas sementes. Todas as sementes abstiadas
silenciadas quando verificado por ffCR. Esses autores sugeriram estudos adicionais
nabuscade elucidar relacdo entre padroes de expressdiRige o desenvolvimento
de sementes e viabilidade do embrido

Com isso, o presente trabalho teve por objetivesficar a eficiéncia d
transgeneontruido emntron-hairpin-RNAcom fragmento dMIPS de sojaGmMIPS1

na inducao do silenciamento em tomataravaliaras alteracdesondesenvolvimento

-10-



de frutos esementescontetdade AF e aclucareem sementes conteudo de acucares

em folhas.
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1.2MATERIAL E METODOS

1.2.1 Curva de letalidade de explantes cotiledonares e hipocotiledonares de
tomateiro Solanum lycopersicunao antibiético higromicina.

Explantes de hipocoétilos e cotilédones, de tomateiro, germimaadiso, foram
cultivados em meio de regeneracdo (MR) contendo os sais MS (Murashige e Skoog,
1962), vitaminasle Nitsch (Nitsch e Nitsch, 19692,0 mg L' de zeatina, 0,01 mg'L
de &cidaindolil-3-acético(AlA), 20 g L' de sacarose, 0,1 g'lde mic-inositol e 6,5 g
L™ de agar (MercK). O pH foi ajustado para 8,+ 01, previamente & adicdo de &gar.
Foram adicionados 300 mg'LTimentin (GlaxoSmithKlin& EUA) e higromicina
(SigmaChemical Company, EUA) nas dosagens de 0,0; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5, mg L

As culturas foram mantidas em sala de crescimento copm®f m? s* de
irradiancia, fotoperiodo de 16 horagesmperatura de 26 + Z. O experimemt foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticbes com 10
explantes cada, durante 80 dias, e recultivo a cada 20 dias. As variaveis analisada
foram: porcentagem de explantes com calejamento, unsddeleamos, massa fresca e

teor de pigmentos fotossintéticos (clorofikas b e carotenoides).

1.2.2 Transformacdo genética de tomateiro mediada por Agrobacterium
tumefaciens
Sementes de tomatdesinfetadagom imersdo em etanol 70% por 1 minuto,
seguido por 20 minutos em solucdo de NaClO a 1,25% de cloro e enxague em agua
deionizada estéril por trés vezes, foram germinamlastro. O meio de germinacao
consistiu de sais MS mefarca, vitaminas de Nits¢l,1 g L* demio-inositol, 20 g L*
de sacarose, 6,5 g'lde agar (Merck Germany) e pH ajustado para 5,8 + 0,1. As
culturas foram mantidas esala de crescimentcom 37umol m? s de irradiancia,
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 26'&. Hipocétilos e cotilédones cofb
diasforam seccionadosm fragmentos deproximadament& cm e préultivados em
meio MR, com a face adaxial voltada ao meio de cultivo, no escuro, durante 24 horas.
A bactéria A. tumefaciensGV 3101 contendo plasmideo pC1300MIPS foi

utilizada para a transformacao genética. Para a construcdo do vetor pC1300MIPS
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cassete de interferénciglGmMIPS foi removido com Xbal e Sacl do vetor pMIPSGM
(Nunes et al. 2006) e transferido para o vetor pCambial300.

Essa bactéria contendo vet@C1300MIPS foi inoculada nos explantes
cotiledorares e hipocotiledonargm®r imersdo em suspensao de agrobac(&izg =
0,4) durante 5 minutos. Logo apods, os explantes foram dispostos sobrdilprapel
estéril e trasferidos para meio de regeneracdo (MR) coberto com papel filtro durante
dois dias de amultivo, sob irradiancia de 3ol m?s?, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 26 + 2. A obtencdo de regeneranfaestencialmente transformados
ocorreu mediante a transferéncia dos explantes com a face abaxial voltada para o meio

MR seletivo contendo 7,5 mg'lde higromicina e 300 mgide Timentim.
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Figura 1. Vetor de transformacao inserida Agrobacterium tunfaciesGV 3101
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Figura 2. Detalhe dovetor de transformacao: Sequéncia indutorarden-hairpin-RNA constituidade
promotor CaMV 35$ seguido porfragmento deGmMIPS no sentido sensqdk intron, repeticao
antissensalo fragmento d&mMIPSe ocsterminator

Brotos adventicios (de 1,5 cm) foram alongados em meio de cultivo contendo
sais MS, 0,1 g £ de mio-inositol, vitaminasde Nitsch, 20 g L* de sacarose, 6,5 g'L
de &garMerck®, 1,0 mg ! de zeatina, 0,01 mg“Lde cido indot3-acético AIA), 7,5
mg L de higromicina e 300 mgLde Timentin, com pH ajustado par8% 01. Os
ramos foram enraizados em meio de cultivo contendo sais MS, 0, tlgnhio-inositol,
vitaminas deNitsch, 20 g ! de sacarose, 6,5 g'lde &gar Merci, 0,2 mgL™ de AlIA,

2 mg L* de glicina, 300 mg t de Timentin epH ajustado para 5,8 +1),na auséncia
do antibidtico seletivo.

As plantulas foram aclimatizadas em copos plasticos contendo substrato
comercial Plantmdk (DDL Agro IndUstria Ltda Brasil) e cobertas por embalagens
plasticas, proporcionando umidade relativa elevada na parte aérea. A diminuicdo da
umidade para condicbes ambientais foi realizada gradativamente, através de orificios
nas embalagendurante uma semanapos issoas embalagas foram réradase as
plantas foram transferidas para vasos plasticos de 15 litros contendo substrato

PlantmaX em casa de vegetacao

1.2.3 Andlise histoquimica de GusPCR e quantificacdo do conteudo de DNA por
citometria de fluxo

A confirmacédo da transgenia faealizada pelo teste histoquimico de GUS em
folhas e ovarios (Jifrsonet al., 1987).

A analise da reacdo de polimerase em cad¥iR] foi feita com DNA isolado
de discos foliares de acordo c&dwardset al. (1991). A reacao de PCR foi realizada
em termociclador (PTQ00, MJ Researcher, USA) com 25uL de solugéo contendo 40
ng de DNA, 60 mM TrisSQ; (pH 8.9), 18 mM (NH),SQs, 2 mM MgCl,, 250 nM de

cada dNTP; 200 nM de cada iniciador e 5 U de Taq polimerase (Invitrogen). A reacao
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foi tratada a 95 °C (5 min), seguide 35ciclos de amplificacédo (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 especificos para o inserto de transformBjBSKpn (5 -
CGGTACCAAATCTCAGCCTCATTTGS) e MIPSEco (5 -
GGAATTCACCACCGAACT TGTTCAG3), incluindo os setores pakgnl e EcaRrl,
respectivamente, foram usados para amplificar um fragmento de 706 pb da sequéncia
AGMMIPS1

A andise do conteudo de DNA foealisada através da citometriafilexo. Para
tal; o conteddo de DNA (pg) foi quantificado de nucleos isolados de acordo com
Dolezel e Bartos (2005). Foram utilizados como controle de referéncia iGbiae
maxMill. (valor 2C = 2,5 pg de DNA) e anahdas plantasontrole germinadas vitro
na auséncia de reguladores de crescimento e as linhagens transgénicas de tomateiro.
Para cada amostra, no minimo 10.000 nucleos foram analisados usando um visor de
escala logaritmica. As analises foram realizadas utilizacdo de um citbmetro Becton
Dickinsor® (FacsCalibur, EUA). Cada histograma citométrico foi salvo usando o
software Cell Quest e analisado com o software WinMDI 2.8. O conteido de DNA
nuclear (pg) das amostras foi estimado seguindo a equacaotrd&n@S DNA) =
(Canal do pico G1 da amostt&€anal do pico G1 do padras)conteido de DNA do

padrao.

1.2.5 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos de plantas transgénicas de
tomateiro

Os pigmentos fotossintéticos foram extraidos de trés discosefoligr 0,8 cm
cada, de folhas do 3° entremdn cinco repeticbes por tratamento, contendo uma
extracdode cada plantautilizando DMSO saturado com carbonato de calcio durante 48
horas em temperatura ambiente e protegido de luminosidade (Hiscox e Isrh@najn,
O extrato foi mensurado em espectrofotomeimmodelo Genesys 10UV, Thermo
Scientific, USA em comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. Os teores de
clorofilasa e b e carotenoideforam determinados seguindo as equacdes propostas por

Wellburn (1994) e expressos por pgtm
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1.2.6 Analises fisicas enfrutos e quantificacdo de acido fitico em sementade
plantas transgénicas e plantasontrole de tomateira

Frutos de 60 dias apdsaatese foram avaliados quanto a massa em gramas do
fruto inteiro, polpa, mucilagem com sementes e numero de sementes normas. Essa
variaveis foram avaliadas isoladamente e utiligadadeterminacdo das razdes: nimero
de sementes normais/massa do fruto inteiro, massa da polpa/peso do fruto intearo, mass
da polpa/nimero de sementes normais, massa da polpa/sementes frescas com
mucilagem Foramanalisadaginco repeticdes por tratamento contetrésfrutos cada
repeticao.

O &cido fitico de sementes de frutos de 60 dias ap6s a antegefbificado
conforme metodologia proposta por Haug e Lantzsc (1983). Para tanto, 0,015g de
sementes normais, secas e pulverizadas de plemté®le e plantas transformadas
foram tratadascom 1,5 mL de HCI 0,2 M, agitadas durante 30 min a 25 °C;
centrifugadas 44.000 rpmpor 15 min. Ao sobrenadante (0,5 mL) foi adicionado 1 mL
de solucéo 0,11gtFeCk em HCI 0,2 M, aquecido por 30 min a 100 t€sfriado &
temperatura ambiente e cenighdo a4.000 rpm durante 15 min a 25C. Ao
sobrenadante (0,5 mL) foram acrescentados 0,75 mL de solugcéao de bipiridina (10 g de
bipiridina, 10 mL de &cido tioglicélico em 1000 mL de agua destilada). O produto foi
quantificado em 519 nm e os valores oldiflaram transformados em concentracdo de
AF pelo uso de uma curva padréo de fitato de sédio. A concentragdofdeexpressa
em mg § em massa seca de sementes norrarsm analisadaginco repeticées por
tratamento contendtrés ardlises bioquimica por repeticdo, as alises bioquimicas
foram extraidas de um homogeneizade sementes secas e pulverizadas de varios

frutosda mesma planta

1.2.7 Analise da expressdo génica poreacdo de polimerase em cadeia em
transcricéo revesa (RT-PCR)

A reacao de polimerase em cadeia em transcricdosee{RFPCR) do gene
MIPSL foi realizada com o RNA extraido 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 Sup&rScript
[l Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O volume de cbB&A
reacao foi padronizado com o controle interno o geR&-a GenBank acesso n°
X56856; iniciadores EF1F (FGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG3T') e EF1R (5
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AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAG3). O gene LeMIPS de Lycopersicum
esculentun{fagoraSolanum lycopersicunGenBank n° Al491091 foi amplificado pela
sequéncia LEMIPSF (5-CCAAGATGAAGTCAGTGCTGGT3) LEMIPSR (5-
ATGTTGTTCTCTGGTGCCAGTE3') fragmento de 580 pb. A PCR foi feita a 95 °C

(5 min) submetida a 20 ciclos de amplificacédo (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 Quantificacdo deacUcaresem sementes por Cromatografia Liquidade Alto
Desempenho (HPLC).

Os aguUcares sacarose, estaquiose, rafinose, xilose, glicose, inositol e frutos
foram quantificados em sementes de plantagrole e plantas transformadas. A
extracdo dos acucares seguiu o protocolo estabelecido por Guirate$2001).
Inicialmente, a extracdo da fracdo oleosa de 0,03 g de sementes secas e pulverizadas foi
realizada por 3 extra¢des sucessivas com 1,0 mL de éter de petroleo dufarft€ 5
min. Em seguidaos oligossacarideos foram extraidos por trés etsyasssivas com
etanol 80% a 100 °C por 5 min. O extrato alcodlico total foi evaporado a 50 °C, e os
oligossacarideos ressuspendidos em 1,0 mL de etanol 80% e armazer2@IGE a
Essa solucao foi submetida a centrifugatd@®00 rpmpor 10 min e filtradam filtro
0,45um Mercl (Millipore, Alemanha).

O extrato filtrado foi analisado em Cromatégrafo Liquido de Alto Desempenho
(HPLC) (SHIMADZU, modelo SPELOA VP, Japao) equipado com detector de indice
de refracdo RID 6 A, coluna de fase estaciora@maopropil {NH,) (30 cm x 45 mm),
fluxo 1,0 mL min' sobre pressdo 4Rgf, fase mével de acetonitrila: agua (80:20) a 35
°C. Os oligossacarideos foram identificados em comparacdo com os tempos de retencao
e quantificados por curva de concentracdo parida. Foram analisadas cinco
repeticdes por tratamento contendo tré8ises bioquimicas por repeticdo, aslmes
bioquimicas foram extraidas de um homogeneizado de sementes secas e pulverizadas de

varios frutos da mesma planta.

1.2.10Teste de germimc¢ao, vigor germinativo e desenvolvimento de plantulas.

Para o teste de germinagdo e vigor germinativo atravéséiseatie primeira
contagem de germinacao, foram utilizadas trés repetg@®slO sementesada.As
sementes normais de plantas transgénicas e plaotasle foram semeadas em caixas

tipo gerbox contendo papel filtrGermitest(J. Prolaf8, Curitiba, Brasil) umedecido
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com agua na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papel seco. As sementes foram
incubadas em germinadores da marca Tecnak(X Brasil) a 25 C com fotoperiodo
de 12 horas.

O resultado consistiu na percentagem de plantulas normais obtidas no quinto dia
aposa semeadura para o vigor geminate/mo décimo quarto dia ap0s a semeadura
para a germinacao total, como descrito nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil,
2009).

Para o teste de desenvolvimento de plantaada tratamentos constituités
repeticds de 10 sementesemeadas sobre uma linha de referéncia, de forma linear e
equidistante em caixas tipo gerbox entre papel filtro, tipo Germitest, umedecido com
agua na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papelAsaaixas foram colocadas em
germinador #5°C com fotoperiodo de 12 horas na posicao vertical. No dégimao
dia apdés a semeadura forafetuada as medicbes do comprimento de hipocdtilo e
radicula das plantulas normais com o auxilio de régua graduada. Os resultacios for
expressos em centimes$ por plantulas normais (Nakagawa, 1999).

1.2.11Analise dos dados

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado.
Plantascontrole e as tréslinhagens selecionadas dadantas transgénicas foram
multiplicadaspor estaquiaem 5 repecdes mediante oenraizamento adventicio de
ramos basais, cultivadas até a frutificacdo sob condicbes de casa de vegetacdo em
sistema hidroponico individual de 5 L, contendo solugéo #oeg@ de Hoagland e
Harnon (1950) renovada semanalmente. Os dados foram subnaetifiestt Student
(p <0.05).
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1.3RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Dosagem de sele¢do ao antibidtico higromicina em explantes de tomateiro
Solanum lycopersicum
Em meio de regeneracama auséncialo agente seletivo higromicinaps 40
explantes cultivados de cada tipo de explante, houve 100% de calejamento, 13 brotacdes
em segmentos cotiledonarég2,5%) e 24 brotacdes em segmentos hipocotiledonares
(60%). Na presenca do agente seletivo os explantes apresentaram decréscimo nas
respostasnorfogénicasA concentracdo de 5 mg'lde higromicina apresentou 25% de
calejamento, 3 brotacfes em explantes cotiledori@rg%o) e 5 brotacbes em explantes
hipocotilednares(12,5%). Na concentrago de 7,5 mg L™* ndo houve regeneraces e
areas necréticas, enquanto nas dosagens de 10 e 12;5drchlgromicina, observeu
se auséncia de respostas morfogénicas, senescéncia, necrose e morte dos explantes
Houve decréscimo no conteudo de clorofdasb em segmentos de cotilédones
e hipocdtilos(Figura 2 A - B), diminuicdodas massas frescas e numero de calos e

ramos enresposta as dosagens do agente seldtigara2 C - D).

20.18 ‘.Q 0.18 B
o) 1A —=e— clorofilaa 20.16 1, - —s— clorofilaa
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Figura 2. Pigmentos fotossidticos e espostas moofénicasde eplantes deotilédones e hipocdtilos de
tomateirdMoneymaker sob dosagens de higromicin@®,0; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 mg™)L cultivados
durante 80 diasA e B - Pigmentos fotossintéticate cotilédones e hipocotilos respectivame6te D -
Massa frescég), Calejamentd%) e Ramos (unidades)e cotilédmes e hipocotilosrespectivamente.

Nas condicBes experimentais,dasagem de 7,5 mg“Lde higromicina se

mostrou ideal para a selecédo no processo de regeneracdo em segmentos de cotilédones e
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hipocotilos de tomateiro submetidos a transformacéo genétida ponefaciensdNessa
dosagem foi visualizada a manutencdo dabilidade do explantge porém, sem
apresentaregeneracéo adventicia detos.Na dosagem de 5,0 mg'lde higromicina

houve diferenciacdo de brotos tanto nos explantes de hipocétilos quanto nos
cotiledonares resultandgortanto, em dosagem ineficiente para ser utilizada em
processos de transformacaona vez queermitiria a obtencéale escapes. Dosagens
acima de 7,5 mg L de higromicina mostraraise muito téxicas, levando os explantes a
apresentarem areas necroticas, em especial na superficie do explante em contato com o
meio contendo o agente seletivo.

A higromicina B é um antibiético aminoglicosidico que inibe a sintese de
proteinas por perturbar a translocagdo e promover erro de traducdo no ribossomo 80S
(Invitrogen Life Technologidd', 2013). A resisténcia & higromicimaconferida pelo
gene de resisténcia a higromicina He coli hygromicin phosphotransferagépt)
presenteem plasmideos de transformacgéo patalerancia ao antibiético higromicina,
possibilitando o crescimento e desenvolvimento em detrimento dessdelulas com
a auséncia desgene.

O sucesso dos protocolos de regeneracimnsformacaesta relacionado ao
potencial regenerativo do tecido e é dependente de uma série de fatores como,gendti
idade da planta matriz, qualidade fisiolégica da planta matriz, tamanho e posi¢do dos
explantes no meio de cultivo, composicdo do meio de cultivo, reguladores de
crescimento e agentes seletivos (Ottral, 2003; Collonieet al, 2001.; Picolet al,

2007; Costaet al; 2007). Todas essas variaveis estdo presentes no processo de
transformacédo e uma avaliacdo prévia dos principais fatores (esplangi® de cultivo

e dosagem de selecadw) ambiente laboratorial (luminosidade, umidade e tempejat

e reagentesa serem aplicados na pesquipadem elucidar o comportamento dos
explantes naquelas situagcdes e garantir 0 sucesso na obtencdo de tegeneran
transformados.

Exemplificando, nssostratamentos obtiveram transformantes em selecdo em
7,5mg L™ de higromicinaem explantes de cotilédones e hipocétilos de tomateiro de até
15 dias de cultivo para germinagcanterior a emissao de folhas verdaaienquanto,
encontramos néteraturaprotocolos utilizando outros métodos de cultev@xplantes
com idades diferentete tomateiro, com dosagem de seleg@gerior. Nesses trabalhos

os autores relatam a obtencdo de transformantes utilizafda5 e40 mg L de
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higromicina como agente seletia et al, 2003; Royet al, 2006 Chaudhry e
Rashid, 2010).

Ma et al (2003 utilizou 20 mg L* de higromicinana transformacéo de
tomateiros ‘XiuNu’ em discos foliares, obtendo ramos de calos transformados apos 4
semanas de cultiviCchaudhry e Rashid®2010 testaram aslosagem dd.0, 25e 50mg
L de higromicinaem explantes de discos foliares e hipocétilos de plantas com 21 dias
de idade nas cultivares Riogrande e Roma de tomakesse experimento a dosagem
de 50mg L ndo apresentou regenerantes e plantas transgénicas, enquanto a dosagem
de 10 mg L* resutou na formacdo de escapes acima5@86 entre as plantas
regeneradasDentre as doses avaliag@5 mg L de higromicinaresulbu emdose
satisfatoriaRoy et al, 2006utilizou a dosagem de 4fig L™ de higromicina naelecado
de transgénicos transientesm tomateiros ‘Pusa Ruby que fa posteriormente
confirmado a integracdo estave genoma nuclear.

Como exemplificado, a idade, tipo de explantes e meio de cultivo séo
determnantes para a obtencéo de regenerantes. iesfastas de organogénese devem
ser suprimidas de maneira nao letal com os agentes seletivos, e essa dosagem deve ser
rigorosamente e cuidadosamente estabeleCidestabelecimento do protocolo com as
condi¢cdes, material vegetal, equipamentos e reagentes do laboratério nesse teste de
regeneracao em dosagem seletiva, resulta em importantes economias, seja ela de tempo
experimental ou de custos em reagentes, uma vez que 0s agentes seletivos sdo em geral

de alto custo comercial.

1.3.2Teste histoqumico de GUS

Folhas de plantas regeneradas do processo de transformacdo e selecdo foram
positivas para expressao do gé€hes em comparagcaosglantascontrole. Da mesma
forma, frutos imaturos dessas plantas apresentaram coloragcdo positiva em ensaio

histoquimico(Figura3).

-21-



Figura 3. Teste histoquimico GUS em folhas e frutos de plartasrole e plantas potencialmente
transformadas compMIPS1303 em tomateiro ‘Moneymaker'A, C e E - cortes transversaida lamina
foliar, nervura centrale fruto imaturcem plantascontrole respectivanme; B, D e F - cortes transversais
de lamina foliay nervura central e fruto imaturem plantas putativamente transformadas
respectivamentepresentando a expressao tipica do g&d& Barrade AD: 200 um BarraE e E 0,2

cm.

A expressdo do gene reportéus produz a enzimabeta glucoronidase que
catalisa a hidrolise dos-B-glucoronideos. A adi¢cdo do substrato artificiadippofenil-
R-glucoronideo é hidrolisadgela enzimaproduzindo a coloracdo azulada que
caracteriza o tedb transformado. Dessa forma, transformacdes contendo o gene
reporter Gus podem ser pr8elecionadas com a analise histoquimica como um
marcalor visual da transformacdo. Bssndlise de confirmagdo da transformacao
genética tem sido realizada por variosoees comoJefferson (1987), Jeffersaa al
(1987), Otoniet al. (2003) e Oliveireet al (2009).Especificamentera tomateiroesse
testehistoquimicofoi utilizado em folhas Chaudhry e Rashid, 201 0folhas e calos
(Maet al, 2003 e folhas, raizedlores e frutosfliwasaet al, 2013 na confirmacao da

transformacao genética a tumefaciens.
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1.3.3Analise de PCRe citometria de fluxo

A PCR confirmou a insercdo do transgex@&@mMIPSde 706 pbno DNA
extraido de folhas de plantas regeneradas no processo de transformacdo e GUS
positivas A separacdo de eletroforese comparou as amplificagbes com marcador
molecular 1 Kb, amplificacdo do plasmideo de transformagéo como controle positivo e
plantascontrole como controle negativo em gel de agarose a (Fgfura 4A ).

Quanto a citometria de fluxo, verificamos que w®a morfogénica por
organogénese indiretavia calos pode tercontribuido para a menor estabilidade
genética na ploidia dos regenerantes, ocasionando alteracbes na ploidia das plantas
transgénicas. As trés planteentrole apresentaram12.2.11 e 2.1 pg de DNA. Foram
obtidas trés plantas de tomateiro transgénidaplanta detomateiro que apresentou
quantidade de DNA (2.1 pg), compativel as plactagrole,recebeu a nominacadT
2 (Figura4 C). A planta de tomateirdransgénico M 1 apresentou células com
variagdo de ploidiacom conteido de DNA em nucleos isoladespectios aos valores
2C, 4C e 8C, caracterizande como um mixoploidé-igura 4D) a plantade tomate
transgénica MT 3apresentouetrapbidia, verificada através dguantidade de DNA
duplicado nos nucleos isoladofFigura 5 E). As analises de citometria d&ixo

apresentaram CV inferiores a 3%.

"B nC

w0 R R L 1T 10 10° T ot
) i It

Propidium iodide

Figura 4. Separagdo eletroforética dos produtos af@lisede PCR com iniciadores para o gene
AGmMMIPS1e Hstogramas de citomédrde fluxo de tomateiro ‘Moneymaker’ de plantasitole e plantas
transgénica®\: M - marcador moleculat Kb, x - auséncia de amostrak,e 2- Plantascontrolede
tomateiro‘Money-maker’ 3 - Controle positivo (vetor de transformacfo} a 6- Pantas de tomateiro
trangénicas MT 1, MT 2 e MT 3espectivamenteB- Citograma de plantasontrole ‘Moneymaker’
germinalasin vitro; C- Linhagem transgéoa (MT 2) com conteldo de DNA compativel com a planta
controle;D- Linhagem transgénicMT 1) evidenciando picos com valores 2C, 4C e 8C, caractdoza
a ocorréncia de mixoploidi&- Linhagem transgénica (M3) com valor duplicado de DNAD primeiro
pico nos citogramas-® corresponde ao padrao intei@tycine max2,5 pg).
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A instabilidade genética comumente observada em plantas cultivadas e mantidas
in vitro durante periodos prolgados pode representar limitagdo do emprego das
técnicas de -cultivoin vitro, sobretudo na propagacdo massal de plantas e na
transformacao genética (Evaas al, 1984; Larkin e Scowcroft, 1981; Karp, 1991).

Os resultados obtidos nesse trabalho concordam com o descrito paat Ellul
(2003), em que os autores relatam o nivel de ploidia alterado de plantas transgénicas de
5 variedades de tomateiro, analisadas por citometria de éioxgue anstabilidade
genética se apresentou dependente do gendtipopeociessode cultivoin vitro para
transformacagenética

Orboviéet al (2008) ao analisar a variabilidade genética de cinco populacdes de
limoeiro obtidos através de diferentes procedimentos de cuhuratro, também
identificaram plantas contendo células diges e tetraglides. Nuneset al. 006),
trabalhando com silenciamento Mé&PSem soja, ndo relataram diferencas morfologicas
na parte aérea entre os eventos transformados e o0s controles, porém sugeriram a
avaliacdo destas caracteristicasestudos complementares.

Ressaltase assim a importancia e a necessidade da avaliacdo do nivel de ploidia
dos transformantes primarios, oriundos de procedsosgano@nesedireta ou indireta
previamente a qualquer avaliacdo que sugira alteracées ocasionadas pela inser¢cado do
transgene ., acima de tudo, na intencdo de incorplos®t em programas de

melhoramento.
1.3.5 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos.

Os conteudos de clorofilase b e carotenoidegntre & plantas-controle as

linhagens transgénicas ndo apresentaram diferenca significatiuea(Big
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Figura 5. Pigmentos fotossintéticos em folhas de tomateiro ‘Moneymaker’ déapleontrole (WT) e
transgénicasMT1, MT2 e MT3) coletado as 12:00 horas de folhas tdaeiro entrend. Pigmentos
calculades em relacéo a area folidBarras indicam erro padrdo = 5)

Em célula vegetal os fosfatidiositideos estdo envolvidas nas respostas
celulares a estimulos ambienta@r participarem do ancoramento nigrato redutase
Umadglicosil-fosfatidilinositol (GPI)é responséavel pelo ancoramento da nitrato redutase
nas membranas celulares; essa enzimdaéionada a resposta ao estimulo de luz azul
na absorcao de nitrat@Kunzeet al, 1997; Stohet al, 1995), o quacreditavamosgue
poderia influenciar nas respostas luminosas e asgintonteludo de pigmentos

fotossintéticoso que nao foi encontrado na quantificagdo dos pigmentos.

1.3.6Andlises fisicasem frutos e quantificacéo de acido fitico

As variaveis analisadas péanta-controléoram superioes as encontradas em
plantas transgénicas nas caracteristicas masgeutdp massa dgolpa emassade
sementes frescas (sementes e mucilagem), indicando frutos maiomsise
desenvolvidos em plantasntrole. Porém razdes realizadas com as caracteristicas
individuais, principalmente em relacdo a quantidade de sementes nomdaam
modificagdo no padrao d¥esenvolvimento @partes do frutem plantas transgénicas
guando comparado com plantas-controle.

Os frutos das plantas transgénicas apresentam diferggoé#icativa em

algumas razfesnde o fator nimero de sementes foi abordado. Assim, as razfes entre
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massada polpae niumero de sementes normais foi superior éammtps transgénicas.
Essa razdo explicque em relacdao fruto inteiro, a por¢cao de polpa produzeta
frutos transgénicos é majatevido omenor nimero de sementes. Da mesma forma, ao
comparamos a razao entre 0 numero de sementes e a madsato intiro, houve
diferenca indicandoque independenteadmassalo fruto, a porcdo sementes normais
em unidadesé reduzida em frutos de plantas traémscas Es®s resultadosugerem
que, indiferente ao tamanmassalo frutg ha reducdo na quantidade e madsa
sementes normaiguando comparadasplantascontrole Figura6 e 7.

Registrese também que ne plantascontrole, para cada grama de fruto
produzido, em média, uma semente é formada (nUmero de ssemeastado fruto =
1,0410 sementes 3 j& em plantas transgénicas, para cada grama de fruto
aproximadamente 0,3 sementes sdo formadas, assim, 0 que corresponde a uma reducao
de 70% na quantidade de sementes normais, apresentada na linhagem MT 1.

As razdes peso da polpa sobrassadamucilagem e senmees (com endocarpo)
e massada polpa sobre a massh fruto inteiro, ndo foram significativas quando
comparado o evento transgénico diploftel 2) e o tetraploide(MT 3) com a planta
controle confirmando que o padrdo de desenvolvimento da polpa ndergédal em
plantas transgenicas

Os frutos da plantMT 1 foramdiferentes e superiores nas relagbes entre peso
de polpa e peso de sementes com mucilagem e peso de polpa sobre peso de fruto inteiro.
Isto pode ser devido a mixoploidia apresentasiaa vez ge essa planta apresentou
frutos menores, porém com pericarpo bem desenvolvido e com a presenca de poucas ou

nenhumaementes.
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Figura 6. Comparacéao entre frutos e sementes da plaoméole (WT) e evento transformado MTcdm

60 dias ap6és antese selecionadas por tamanho similddT 1- evento transformadseccionado
longitudinalmente, com auséncia de sementes norma&isf- plantacontrole seccionad
longitudinalmenteapresentandgementes normais pericarpo menos desenvolviddarra = 1 cmA -
Sementes d@lantas-controle B - sementes predominantem frutos de planta-controle C e D - Teste
histoquimico deGUS em sementes normais seccionadas longitudinalmente e abortadas de- planta
controle respectivamenteE - Sementes de fruto delanta transformadaMT 1; F - sementes
predominantes no fruto de plastaansformadaG e H - Teste histoquimico d&US em sementes
normais seccionadas longitudinalmente e abortadas de plantas transfornaadas: B2 cm.

As analisesde razdes(nUmeo de sementes normais/massa do fruto inteiro,

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

massa da polpa/sementes frescas com mucijaeramo propositode verificar se as
linhas transgénicas estdo sendo benefisiadau prejudicadas quanto ao
desenvolvimento de setores do fruto. Essa alteragdo resultopragor¢desentre
sementes frescas, nimero de sementemssada polpa, todos em relacdo ao fruto
inteiro, diferentes das encontradas frutos de plantas-controle.

As relacdes contenda variavel peso da polpa ndo apresesin diferenca
significativanas platas diploides e tetrapltes de forma que o desenvolvimento de
sementes é o Unico fator modificaglm todas as linhagens traéagas.Porém a planta
mixoploide MT 1 apresentou incremento de polpa quando comparado com as dem
frutos (Figura 7).

O silenciamento daMIPS promoveu a reducdo dos conteudos de fitato em

sementes com endosperma bem desenvolidoquantificagbes de & fitico (AF)
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expressas em mg'gde massa seca de sementes normais revelaram diferenca
significativa entre plantasontrole e transgénicéBigura 7 I)

Isso se torna interessani@ois o0s frutos apresentaram menor quantidade de
sementesiormais € mesr estas apresentaram reducao significativa do contetudo de
acido fitica Logo, ao avaliar o fruto inteiroa reducdo de fitatoscorre de duas
maneiras: primeiro, por produzir menor quantidade de semeotesais 6rgdo de
estoque de &cido fiticasegundo por possuir conteldo déeido fitico reduzido nas
sementes produzidas.

Os resultados obtidos sugerem que as plantas transgénicas de tomate que
apresentaram o gemdPSsilenciado podem ter produzido menor concentragcanide
inositol fosfato, que € um precursor metabdlicoAdie Assim, a menor concentragéo de
AF nas sementes transgénicas

O estudo de reducéao de fitato se concentra em graos devido a producdo animal,
que utiliza destes grédos como base da alimentagdo animal para crescimento e engorda;
assim, pesquisas e técnicas baosaeamelhor conversao de alimento por peso de animal.
Porém, esse estudo em alimentos de consumo humano tem ficado a desejar e as
barreiras contra a producdo e consumo humano de transgénicos desestimulam as
pesjuisas nessa areapesar disso, a producdo de transgénicos que visam frutos com
menores teores de fatores antinutricionais e sua aplicacdo em programas de
melhoramento e para uso na alimentacdo humana e de animais tem visibilidade de
pesquisadores.

Vale ressaltar que o fitato € um conteddo indispensavel na viabilidade de
sementes e, em doses baixas na alimentacdo huragnesenta atividade
anticancerigena (Vucenik e Shamsuddin, 2006; Singh e Agarwal, 2005) com
propriedades benéficas a saude, especialmatitédades antioxidantes e anti
calcificante (prevencao da formacéo de pedra nos rins) (Gtaks2007) e atividade
anti-neoplasica no intestino grosso (Harland e Morris, 1995).

Desta forma, os beneficios potenciais Afe também devem ser levados em
consideracao ao projetar os experimentos de melhoranNagta busca, asrfamentas
utilizadas e mais citadas na literatura sdo a transgenia com insercao ou superexpressao
da enzima fitase Hmio-inositol-(1,2,3,4,5,6rexaqusfosfato fosfohidrolase], alteracao
ou silenciamento de uma ou duas isofora@MIPS modificagdes com inibicdo das
cinases de fosfato de inositoloemelhoramento éssico. Todas essas técnicas estao

ainda sendo abordadas e atémomentondo foi definda a melhor estratégia de
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melhoramento vegetal para diminuicdo de AF, mas demonstramos aqui que o

silenciamento d&IPSé uma técnica promissora.
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Figura 7. Caracteristicas fisicas de frutos e quantificacdo de éacido fitico em sementesiateiro
‘Moneymaker’. Médias e razdes foram determinadas em frutos de ptamizsle e plantas transgénicas
aos 60 dias ap6s a anteAe massa frescdo fruto (g), B- masafrescada polpa (g)C- massdresca das
sementespP- Comprimento vertical do frutoE- razdoentre massada polpahimero de sementeB:
razdoentremassale polpahassalo fruto; G- razdo nimero de sementaassado fruto; H- razéoentre
massa d@olpamassale semente$g); I- Contetido de &cido fitico em semergesas (mg Q). Asterisco
indica diferenca significativa pelo tegtdP > 0.05) em comparacdo com a plaotamtrole Valores
representam as médias * erro padrdo (n = 5).
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1.3.7Anélise da expressao génica em sementes.

Sementes abortadas de plantas transgénicas apresentaram silenciamento génico.
A expresséo dMIPS ocorreu em sementes normais de plantas transgénicas e sementes
normais e abortadas de plantastrole. Assim, acreditse que a auséncia da expressao
do geneMIPS esteja envolvida no aborto de embrides e desenvolvimento de sementes,
porém, seu envolvimento ndo € determinante, uma vez que sementes deptarbes

abortadas apresentam expresséo desse genea@)g

Figura 8. RT-PCR do gen®IPS em sementes dplantas trargénicase plantascontrolede tomateiro
‘Moneymaker: Linhas 1, 2 e 3 - semengs rormais de plantasontrole,plantas transgénicdT 1, MT 2
respectivamentelinhas 4, 5, 6 e 7 - sementes abortadas dos individgdantascontrole e plantas
transgénicas M 1, MT 2 eMT 3 respectivamente.

A homologia das se@ucias de nucleotideos ddIPS em diferentes espécies
vegetais de diferentes géneros aale 87 a 96% cormmaior expressaem sementes
caules e raizes e em menores quantidades em folhas jovens/igma radiata
(Wongkaewet al, 2009) A estrutura gendmica organizacao dMIPS demonstrou
regibes altamente conservadas em nivel de otidéonsem diversos organismos,
incluindo levedurasA. thaliana, C. paradisi, Nicotiana tabacueZ. mays.(Hegeman
et al, 2001). Estes dados nos permitem inferir queé&umgs de outras espécies podem
ser utilizadas na promocéo do silenciamento e que estes teduentes, caules raizes
e folhas podem ser analisados para verificar a eficiéncia do silenciamento.

Em tomate, através de dis& in silico no banco de dadode tomate Sol
Genomics Network, andise de alinhamento deucleotideogm blastmo genoma de
tomate utilizando cono referéncia a sequéncia deja AF293970(Hegemanet al.,
2001) encontroginco possiveis regides codificadoras para a sintasgci@anositol-3-
fosfatg dentre ssas,apenas duas apresenttmmanhosemelhante as demais enzimas
MIPS1 de outras espéciesSolyc05g051850.2.1 localizada no cromossomo 5 e
Solyc04g054740.2.Ibcalizada no cromossomo Bor meiodo programa Clustalw 2.1
o ainhamento das sequéncias de nucleotided@s=@83970com Solyc05g051850.2.&
Solyc049054740.2.1 paresentou 9% e 90% de identidadentre as sequéncias

respectivamenteA sequéciade nucleotideos inserida no plasmideo dedtvamacéao
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alinhadas com &olyc05g051850.2.& Solyc04g054740.2.apresentou percentual de
identidade de 80,11 e 79%5respectivamente (dados néo apresentados).

A expressdo do gendIPS em sementes deassiflora edulisfoi relatada por
Abreuet al (2006) en todos o®stalios ce desenvolvimento analisadesessesautores
observaram nivel maximo de expressao, com pico ao 9° dia apés a polinizacdet Chun
al. (2003) detectaram transcritos em sementes de soja em diferentes estagios de
desenvolvimento, enquanto Hegensral (200L) afirmam que ersementes de soja a
expressdo do genBlIPS ocorre nos primeiros estagios de desenvolvimento, com
sementes de até 10 mm de comprimento.

Resultado semelhante foi encontrado em sementes de soja por éfuales
(2006),a0 inserir o mesmo cassete de silenciamento da sintase-dlzositol fosfato
desse estuddNessestransgénicos houve aborto de sementes em grande quantidade
Sementes normaisabortadas foram avaliadas quanto a presenca do transgene e quanto
aexpressa deMIPS. Os autores concluiram que 98% das sementes abortadas possuiam
o trarsgene de silenciamento e todas as sementes bem desenvolvidas ndo possuiam o
transgene, sugerindo que a integracdo do transgene de silenciai@enkdlPS foi

responsavel pelo aliordas sementes.

1.3.91dentificacdo e quantificacdo de agucares.

Em extrato foliar deplantascontrole e transgéras a xilose nao apresentou
diferenca significativa, enquanto sacarose, inositol e frutose foram sagwéimoente
reduzidos quando comparados com plantagrole(Figura9 A). Estaquiose, rafinose e
glicosendo foram detectadas em folhas.

Nos extratos de sementesrmaisos conteludos de sacarose, glicose, rafinose e
xilose apresentaram diferenca significativa compdwass linhas transgénicaspantas
controle. Os agUcares estaquiose, inositol e frutose ndo foram identificados em sementes
(Figura 9 B)
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Figura 9. Valores relativosde acucaregm folhas e sementes normaide plantascontrole (WT) e
transgénies MT 1, MT 2 eMT 3) de bmateiros Moneymaket. Asterisco indica diferenca significativa
pelo teste (p > 0.05) em comparacao comanta-controle barras indicam erro padr@o = 5)

Em sementemormaisde plantas transggicas independente de sua ploidia,
conteudo de sacarose foi maior e diferente compasplantaseontrole, em especial
planta diploideMT 2, que apresentou a mais alta concentracdo de sacarose. O mesmo
padrdo é encontrado na concentragaglidese com acumulo em plantas transgé&ica
sendo mais expressivo na planta diploe plantas transgénicagesiciadasassume
se menor atividade daMIPS desta forma,acumulo do substrato glico$€
possibilitando oincremento em outras vias em quegkicose é substrato, como
evidenciado nos teores de saca®ms® pool de glicosé\ frutose por sua veado é um
acucar de reserva em sementes de tomateiro, assim como a estaquiose, ndo sendo
possivel quantifica-Bem sementes.

Assim como amioc-inositol, que néo foi identificado em sementéssintesede
novo de mio-inositol é reconhecida como a principal fonte de inositol em sementes, a
qual envolve a converséo de glic&@®-emmio-inositol1P pela acdo da enzimIPS1.

O pool demio-inositol é utilizadona producdo e camulado de AF ou inositol
1,2,3,4,5,6 hexafosfato {B8150.4Ps) correspondendo de 60 a 95% do total de fosforo
em sementes. O restante é apresentadmigamositol penta e tetraquifosfato (IP5 e
IP4) e em menores quantidades, tri, di @ monofosfataidénositol (IP3, IP2 e IPde
maneira que um pool de inositol livre némentificado(Ayet et al., 1997)

A rafinose apresentou contetdos distintos entre as plantas transgémeaslo
acréscimo nas plantas MT 1 e MTa3, plantas diploides MT &resentararnonteddos
semelhantes com plantasntrole.Em plantasMT 1 mixoploides eMT 3 tetraploide
houve acumulo de rafinose, o qpede ser resposta a alteracdo na ploatiaresposas
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a sinais de estressesto que cacumulo de rafose éinduzido por sinais de estresse
(Kim et al, 2008).

Os estresses estimulam a sinteselmssacarideos de rafinoseRPDEles séo
sintetizados e armazenados em sementes para a aquisi¢cdo de tolerancia a dessecacéo e
para protecdo do embrido (et al.,, 2011). Também podem atuar como molécula
sinalizacdo ao ataque de patdgenos ou ferimentos €Chb, 2010; Hatitatoset al,

2000) ou em respostaestresses abidticos (frio, salinidade, déficit hideasspécies
reativas de oxigénio). Podemntobuir, ainda, para a estabilizacdo de fosfolipidios de
membrana durante a dessecag@anikulangarat al, 2004; Zhacet al, 2004; Tajiet

al., 2002; Fowler e Thomashow, 2002; Amiatdal, 2003; Nishizawat al, 2008).E
interessante observar a pilidade de alteracdo no conteddo d@ €n sementes de
plantas possivelnmte silenciadas e com a ploidia alteraglma vez quesses séo alvo
do melhoramento genético na busca de diminuicdo do seuetsas alteracbes no
genoma podem representar téesicviaveis na manipulacdo dos contetados de
oligossacarideos de rafinose.

O mic-inositol-1P é o substrato para sintese ddR. @ primeira reacao é
catalisada pela galactinol sintase (GOLS; EC 2.4.1.123) na transferéncecim rée
galactose da UD#galactose para o inositol, formando o galactinol (Peterbauer e
Richter, 2001; Liwet al, 1995). O galactinol é o doador de res&lde galactosil para a
sacarose atraves de galactosiltransferasesiispeaa producdo dos oligossacarideos.

O primeiro oligossacarideo formado é a rafinose através da sintaséndse (EC
2.4.1.82). @tros oligossac#teos (estaquiose, verbascosejucose) sdo formados
sequencialmente incorporando unidades de galactvsiia ROs esta intimamente
ligada ao metabolismo primario da planta atravésnaeinositol, sacarose e UDP
galactose. A biossintese de galactinol é controlada em nivel de sufsiceihositol) e
fatores de resposta ao estresse como verificado por Karner e colabof2@@4¢s

Galactinol e ROs sdo compostos especificos de plantas, sem representantes em
outros reinos. A evolucdo especializada da sintase do galactinol entreitas, dam
haver registros anteriores, indica um importante papel deste grupo de compostos em
plantas (Senguptt al, 2012).

A xilose é outro oligossacarideo que pode ser influenciado pela alteracdo do
conteudo deamio-inositol. O contetdo de xilose néo foi reduzido, porém verifise

acréscimo desse oligossacarideo em plantas transgénicas, podendo ser em resposta ao
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acumulo de glicose e sacarose, uma vez que a sintese de xilose possui duas vias,
podendo ser via UDP-glicose ou UDkRe-inositol.

A biosshtese de xilose ocorre pela oxidacdo do MI livre pala-inositol
oxigenase (MIOX) em acido -Blucurdnico (GIcA), que sequencialmente conduzem a
formacdo de acido UDBlucurénico (UDPGICA); esse € o0 nuclefiteo de acucar
necessario para a sintese da gareelular durante o crescimento e desenvolvimento
(Sharples e Fry, 2007). A via de catabolismo de inosit@ci@do glucurbnico é
termodinamicamente irreversivel (Endres e Tenhaken, 2009). Em adicdo a0Xa M
UDP-GIcA pode também ser produzido a partr ADRglicose por desidrogenase da
UDP-glicose (UGD) (Klinghammer e Tenhaken, 2007).

Na biotecnabgia aplicada sintese de parede celular tsedemonstrado que as
reducdes substanciais de um polimero resultam normalmente em fendtipos de
crescimento ind&ejado ou compensacao por outros polimerosgtis, 2001; Penat
al., 2007; Perssomt al, 2007; Schilmiller et al, 2009). E ainda,indicaram que
resultados mais efetivos na reducao de parede celular ségaales com a alteragao de
todos os gene®u perturbacdona relacdo dos niveis de precursores dos diferentes
polimeros da parede celular, alcancagms exemplo, por alteragcdes nos indices dos
nucleotideos de acucar (Seifert, 2004; Sharples e Fry, 2007), mudancas essas previstas
no pool do contetdmetabdlico (van der Merwet al,, 2010).

A importancia do conhecimento basico para a sintese da parede éelular
buscadapara maximizar a conversdo de energia solar em biocombustiveis a base de
etanol (Somerville, 2006; Carpita e McCann, 2008atbieet al, 2008;LopezCasado
et al, 2008;Pauly e Keegstra, 2008; Yuanal, 2008; Carroll e Somerville, 2009). Os
esforcos atuais sao focados na conversdo da matriz lignoceda@iemnol, melhorando
a extracdo de moléculas baseadasagncarou através da reducdo do polimero de
lignina e polifendlicos (Carroll e Somerville, 2009). No entanto, apenas um sucesso
limitado € obtido por meio de manipulacdes genétidasenzimas diretamente
associadas a parede celular e polimeros especificos (lRemd, 2007; Perssost al,
2007;Schilmilleret al, 2009).

Em folhas verificamos os menores contetudos de inositol, possivelmente devido
ao silenciamento. Dentre os sacarideos analisados apenas sacarose e frutose foram
detectados em folhas. Neda que em folhas os valores de sacarose e frutose
contradizem o efeito esperado pelo silenciamento; porém, como folhas ndo sédo os

orgaos de reserva desses metaboladstose, glicose e sacarodevem estar sendo
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desviada paraas varias vias metabdlicas, comdormacao de UDiglicose na sintese

de parede celular, o que é determinante para o crescimento da planta, uma vez que o
substrato principal denio-inositol estd com demanda inferior e ainda realocada para
outras vias do metabolismo. Ainda, podemos inferir ysoasivel diminuicdo no
metabolismo primario quando comparamos o0s valores plantassontrole e
transgénicos em folhas. O silenciamento ou 0 processo de transgenia pode ter afetado o
metabolismo primario alteranda demandametabdli@ nos transgénicos, o que é
evidenciado pelo crescimento mais lento da parte aérea e producao de frutosidiminui

em relacéo a plantzontrole (dados néo apresentados).

1.3.10Teste degerminacgdao, vigor germinativoe desenvolvimento de plantulas

O vigor germinativo foireduzidonas sementes de plantas transgénicas. As
plantascontrole apresentaram germinacdo superior a 988quanto emsementes
provenientes de plantagahsgénicasos valores variaramem torno de 20% de
germinagao ao quinto dia de avaliacAomesmatendécia foi encontrada no teste de
germinacdo, no qual sementes provenientes de plantas transgénicas apresentaram
germinacdao inferior as plantasntrole. Houve acréscimo em todos os tratamentos apos
0 quinto dia até o décimo quarto dia, por@hgerminacdo das plantas transgénicas nao
se igualou a germinacéo das plartastrole, ndo havendo recuperagdo do rendimento
da germinacao (Figa9).

As sementes das plantas transgénicas nao germinadas apresentaram
intumescimento pela hidratagdo e algumas foram fiastas como mortas devido
apresentam inicio de deterioragéo.
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Figura 10. Vigor geminativo, germinacdo e desenvolvimento de plantulaseementes deomaeiro. A-
Vigor germinativo: sementes germinadas até o 5° dia, Germinagéo: eemgemnhinadas até o 14° dia.
Desenvolvimento de plantulas: avaliacdo do comprimento do sisteniaacailradicular de plantulas
normais com 14 dias de semeadura de plangagolee transgénicas (MT 1, MT 2 e MT 3) de tomateiro
‘Moneymaker’. Asterisco indica diferenga significativa em comparacéo agiantacontrole. Valores
representam as médias + erro padrdo (n = 3).

As sementes germinadas que se desenvolveram em plantulagisnéoram
avaliadas quanto a qualidade de plantulas. No décimo quarto dia de germinacao
verificouse que as plantulas transgénicas tiveram o crescimento do hipocétilo e da
radcula diminuido, quando comparado as plantulas-controle (Figura 9B).

Estes resthdos demonstram que as sementes provenientes de plantas
transgénicas possuem menor poder germinativo e menor vigor se comparadas as
sementes provenientes de plartastrole. Fato este que pode ter sido causado pela
diminuicao dos teores de fitato nas plantulas transgénicas, uma veAguedigerido
por fitases em sementes para a producéo de fosfatos de inositol e irobiiefacéo de
calcio e outros minerais divalentegie auxiliam o crescimento de plantulas durante a
fase de estabelecimento. Déofareducdes sistémicas dd= usualmente ténefeitos
negativos nas sementes, como comprometimento da germinagcao, emergéncia, tolerancia
ao estresse e preenchimento da sem@aboy 2007). A reducdoda expressdo da
MIPS também pode influenciar a via alternativa de producédo de ascorbato que € um
poderoso antioxidante e desempenha papel importante durante a germinagao de
sementes (Alimohammasdt al, 2012; Yeet al, 2012).
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1.4CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho comprovam que sequéncias presentes
em soja ou mesmo diferentes espécies, desde que apresentem alta homologia na espécie
em estudo, podem ser utilizadas como indutores de silenciamento da expressio géni
particuarmente quando em construcao que propicie a transcricao de segimeotes
hairpin-RNA.

Ainda, as plantas trangénicas, Bpresentaram alteracdes bioquimicas e
morfolégicas associadas a componentes e padrdes morfolégicos dependentes do
conteudo demio-inositol, evidenciando, assim, a importancia do conteludonitde
inositol ou expessdo do gem#lPS nesses eventos. Cumpre mencionar que tanto a
viabilidade quanto o desenvolvimento de sementes e frutos, bem como o potencial
germinativo e conteudos de &citiico e agucares sdo influenciados diretamente em
nivel de substrato. Em sintese, a reducdo da expres$ai®8apresentase como uma

potencial estratégia de melhoramento ou manipulacdo do metabolismo vegetal.
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CAPITULO 2

O silenciamentodo gene damio-inositol-fostato sintase (MIPS1)
mediado por RNAI em tomateiro Solanum lycopersicumMill.)
influencia o acumulo de acido fitico, de acuUcares, o
desenvolvimento de frutos,a germinacdo de sementes e o

desenvolvimento de [&ntulas
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2.1INTRODUCAO

A enzimamio-inositol fosfatosintasgMIPS]) (E.C.5.5.1.4) catalisa a conversao
irreversivel de BGlicose6-P para iL-mio-inositol-1+. O seu produto, mioc-inositol
esta presente em varias vias metabdlicas onde o anel de inositol é requerido. Essa € a
Gnica via de biossinteske novo,sendo encontrada em cianobactérias, algas, fungos e
plantas e possui papel central no metabolisnhdarelLoewus e Loewus, 1983; Mdrr
et al, 1990; Majumder1997. O mio-inositol € um importante metabdlito celular
necessario para o crescimento e desenvolvimento de vegetais (StesteakoR000;

Valluru e Ende 2011). Contribui, ainda, na protecdo contra salinidade, restaurando a
pressdo de turgescéncia e protecdo de estruturas celulares ao estresse de espécies
reativas de oxigénio (Loewus e Murthy, 2000; Majumder e Biswas, 2006).

Em plantas, anio-inositol ocupa papel de destaque no metabolismmai&tol,
fornecendo inositol e inositideos envolvidos em processos metabdlicos e em estruturas
vegetativas (Goyat al, 2011; Valluru e Ende2011). Omio-inositol pode ser usado
para produzir o fosfatidilinositol (Ptdins) e os seus derivados (Sch&g&)
polifosfatos Ins (Kerstinget al, 2003) e solutos compativeis tais como galactinol,
rafinose, familia oligossacarideos (PRpolissacarideos de parede celular e pinitol
(Dastidar et al, 2006). Estes compostos derivados mde-inositol participam de
funcdes celulares cruciais em plantas como na transducédo de sinais (Steveison
2000; Xueet al, 2007), trafego de membranas (Thole e Nielsen, 2008), exportacdo de
MRNA (Okada e Ye, 2009), tolerancia a estresse (Shevelaval, 199) e
armazenamento de fosforo (Thole e Nielsen, 2008; Stewdtedik et al, 2005;
Murphy et al, 2008). Além disso, anio-inositol € produto primario do acido -D
glucurénico, utilizado na sintese de uma variedade de substancias pécticas da parede
celula e os compostos nado celulésiomsacido ascorbico (Loewus e Murthy, 2000;
Sasakiet al, 1989; Lorencet al., 2004).

Dentre as vias nas quais o0 inositol esta envolvido, algumas sédo alvo do
melhoramento vegetal, dentre elas: a manipulacdo do contetdoidte fitico em
sementes (Raboy2000; BrinchPedersenet al, 2002; Ali et al; 2013 de
oligossacarideos de rafinose em semeniabdy, 200Y e aclcares estruturais na
parede celularGarroll e Somerville, 2009

O &cido fitico € uma molécula constitaiggor um anel denio-inositol, seis

grupamentos fosfato. A eletronegatividade dos grupamentos fosfato possijaititees
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com cations de minerais divalentes formando um composto salino misto chamado de
fitato (Lott et al, 1995). O fitato se acumula em sementes e é considerado o0 maior
recurso de fosforo, fosfato de inositol e minerais durante a germinacdo e
estabelecimento das plantulas (Abreu e Aragao, 2007; Wongkaaw2010). Estudos
buscam reduzir o contetudo filato em sementes devido sua indigestibilidade pela falta
da enzima fitase em animais monogastricos (Bregézeaboy, 2007), sua reducdo
resulta no fornecimento de fésforo e céations divalentes cofip Me?*, Mg?*, Zr** e

Ccd”*, que estdo quelados na nmlka de Acido fitico. A reducéo ficato em sementes
também contribui na reducdo de descarte de poluentes fosforados em dejetos de
animais, esse descarte representa a maior fonte de despejo de fosforo-aum brexite

pela agroindustria (Reynolds Davies 2001; BrinchPederseret al, 2002; Raboy,
2007).

A manipulacao da via visando a reducédo do conteudo de acido fitico em plantas
tem sido conduzida mediante a insercdo de fitases (Clieaia 2004; Bilyeuet al,
2008); a selecdo de mutantes com béeaw de acido fitico em milho (Raboy, 2000, Shi
et al, 2003), cevada (Larsat al, 1998), arroz (Larsoet al, 2000; Raboy, 2007), em
soja (Wilcoxet al, 2000) e feijoeiro comum (Campi@t al, 2009); denciamento de
genes promotores em milho (S#ti al, 2007; Raboy, 2007); e pelo silenciamento da
MIPS em batata (Kelleet al, 1998; Abidet al, 2009), soja (Nunest al, 2006),
tomate (Fernandes, 2009) e arroz @lal, 2013).

Os oligossacarideos de rafinos®K) sédo sintetizados e armazenados em
sementes para a aquisicdo de tolerancia a dessecacao e protecdo do endirelo (Li
2011). Também, podem atuar como molécula de sinalizacdo ao ataque de patégenos ou
ferimentos e resposta a estresses abioticos (Mateatal, 2000; Choet al, 2010).

Podem contribuir, ainda, para a estabilizacdo de fosfolipidios de membrana durante
dessecacao (Nishizaved al, 2008). Mas séao alvo do melhoramento vegetal devido a
mucosa do intestino delgado de humanos e animais monogéstricos como aves e suinos
ser desprovida de a-1,6-galactosidases e-D-galactosil galactohidrolasegnzimas
necessarias a conversao dos @R acucares mais simples. Consequentemente, 100%

dos OR nado sédo degradados e sao conduzidos ao intestino gnodeobactérias
anaerobicas possuem o0s sistemas enziméticos necessérios para fermentacdo desses
acucares, o que resulta em liberacdo de grandes quantidades, d& €CGH, (Suarez

et al, 1999).
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O mic-inositol € necessario na sintese de xilose, pectinas e hemicelulose, a
importancia do conhecimento basico da sintese da parede celular auxilia programas de
melhoramento que buscam maximizar a conversao de energia solar em biocombustiveis
a base de etanol (CarpitaMcCann, 2008; Heatort al, 2008; LopezZCasadoet al,

2008; Pauly e Keegstra, 2008; Yuah al, 2008). Os esforcos estdo focados na
conversdo da matriz lignocelulésica a etanol, melhorando a extracdo de moléculas
baseadas em agares ou por reducdo do fokro de lignina e polifendlicos (Carroll e
Somerville, 2009).

A textura dos frutos, especialmentanolecimentodurante o amadurecimento &
atributo desejavel para consumo humano. No entanto, também est4 associada com a
reducdo da vida util pésolheitae aumento da susceptibilidade & infeccdo microbiana.
Devido a importancia econdmichd um interesse significativo na compreensao dos
mecanismos bioquimicos que regulamprocessalas mudancas daxturada fruta O
amolecimentoocorrido namaturagao do @ito geralmente envolve modificacores
polissacarideos e proteinas componentes da parede celular primaria e lamela média,
resultando em um enfraquecimento da estrutura (Brummell, 20€teet al, 2007
Negi e Handa, 2008)

O silenciamento danio-inositolfosfato sintaseao reduzir o conteudo daio-
inositol, teoricamente, pode intervir nas vias de bidsse de &cido fitico,
oligossacarideos e compostos pécticos. No entanto, elevados niveis de sileaciament
podem comprometer a homeostase e manutencdo de processos fisiologicos e
reprodutivos resultando em alteragcdes ndo esperadas e desvantajosas nas cultivares
silenciadas (Kelleet al, 1998; Nunest al, 2006; Fernande2009, Donahuest al,

2010).

Nesse estudoplantas e frutogla progénie T em cinco diferentes niveis de
silenciamentada MIPS1e sementes e plantulas foram avaliadas quanto o contetdo
de fitatos, agucaresparametros fisiconorfoldgicos.
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2.2MATERIAL E METODOS

2.2.10Dbtengé&o de material vegetal

Sementes Tde plantas de tomateitMoneymaker’'transgénicdMT 2 contendo
construcdo tipantron-hairpin-RNA com fragmentos do gendIPS de Glycine max
(AGmMIPS (Figura 1) indutora dsilenciamento da sintase dao-inositolfosfatq de
origem do vetor de transfoagdo pMIPS1303 inserido megrobacterium tumefacies
GV 3101 (Figura 2),foram desinfetadagm imersdo em etanol 70% por 1 minuto,
seguido por 20 minutos em solucdo de NaClO a 1,25 % de cloro ativo e enxague em
agua deionizada estéril por trés vezes sob cligbes assépticaAs sementes
desinfesadasforam cultivadas em meio MS (Murashige e Skoog 1962) -foeta,
vitaminasde Nitsch (Nitsch e Nitsch, 196920 g L* sacarose, 0,1 g'lde mio-inositol,
6,5 g L'* de 4gar Mercke pH 5.8 +0.1.

As culturas foram mantidas sob irradiancia deu@l m?s?, fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 26 £@ Quinze dias apds a germinacao, as plantulas foram
transferidas em recipientes plasticos de 300 mL de capacidadtendo substrato
PlantmaX (DDL Agro Industria Ltda), cobertas por embalagem pléstica. A diminuicdo
da umidade foi realizada gradativamente com perfuracdes na embalagem plastica de
cobertura durante duas semanas e entdo retirada a embalagem e transferéncia das
plantulas para sistema hidroponico individual em caixas de isopor de 5 litros de
capacidade contendo o meio de cultivo Hoagland e Arnon (1950) meia forca em casa
devegetacdoApos a confirmacédo do transgene e do silenciamentbll&&, cinco
linhagens selecionadas foram multigdias por enraizamento lateral emao replicatas

para a montagem do experimento.

GMMIPS
Xnd (12926) |
Bglll (12722) | |
CaMvasS pdkinron
Bglll (11976) | x‘ Bglil (14230) Pstl (15899)
Sat (11565) | } | | Hindlll (14446) Psﬂ (15905)
Sa¢(1155?) | . GmMPS Sphl
Xha (1155%) | Kpnl \ ‘JBanHlf Xoal ocs3'§f/th|||(1591:

Figura 1. Detalhe do vetor de transformagdo: sequéncia indutomatrde-hairpin-RNA constituida de
promotor CaMV 35$ seguido por fragmento de@mMIPSno sentido sensagpdk intron, repeticdo
antissenso do fragmento @enMIPSe ocsterminator.
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Figura 2. Vetor de transformacdo pMIPS1303 inseridcAgaobacterium tumefacigsV 3101

2.2.2Confirmacéo da integracdo daransgene por reacao da polimerase em cadeia
(PCR)

A analise de PCR ocorreu com DNA isolado de discos foliares de acordm com
método CTAB (Doyle e Doyle, 1990). A reacédo de PCR foi realizada em termociclador
(PTG100, MJ Researcher, USA) com 50 pL de solucdo contendo 40 ng de DNA, 60
mM Tris-SO; (pH 8.9), 18 mM (NH),SQ4, 2 mM MgCly, 250 nM de cada dNTP; 200
nM de cada iniciador, 5 U de Tag polimerase (Invitrogen). A reacao foi conduzida a 95
°C (5 min) com 35 ciclos de amplificacao (85 durante 1 min50 °C durante 1 min,

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

Os iniciadores especificos para o geneotkranciaa higromicina: ‘forward’ '5
GCTCCATACAAGCCAACCAGS3 ' e ‘reverse’ SCGAAAAGTTCGACAGCGTCTC
-3' foram utilizalos para amplificar um fragmento a partir de DNA gendmico de 670 pb.
O DNA amplificado foi detectado no gel de agarose a 0.8% em solugcéo contendo
brometo de etidio 10 mg L Os produtos da PCR foram visualizados colocando o gel

no transiluminador UV e fografados em sistema de documentacé&o.
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2.2.3Desenho e teste dos oligonucleotideos para realizacdoR{aR quantitativa de
transcricéo reversa(RT-qPCR)

Sequénciada MIPS1 GenBank No. Al491091com expressao em folhas de
tomateiro foi utilizada como moldeara desenhar os oligonucleotideos paregRTR.

O software PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems) projetou os oligonucleoti®aos ¢

0S seguintes critérios: temperatura de anelamento de 55@, 62omprimento do
fragmento amplificado de 70 a 150 pb, comprimento dos oligonucleotideos de 18 a 25
nucleotideos e conteddo guanina-citosina de 40 a 60%.

Quatro genes constitutivos coexpressdosupostamente inalterada com o
silenciamento dMIPS1foram testados a fim de determinar a referéncia interna para a
normalizacdo da expresséo do gene. Os genes testados foram: actina (BT(18524),
tubulina (BT013153), fator de alongameiito (BT013246), e adenina
fosforibosiltransferaseAPT1) (BT012816) (Alfenaszerbini, 2009).

A especificidade das quatro sequénd®d®S1 foi verificada na base de dados
do NCBI utilizando o Primer BLAST hftp://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast). A especificidade de amplificacdo dos oligonucleotiddtRS1 desenhadog
normalizadores foi verificada por meio da andlise das curvas de dissociacdo e por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado com nitrato de prata. O
oligonucleotideo dé1IPS1e normalizador que apresentou banda Unica e expressiva de

plantasconrole e transgénicas de tomateiro foi escolhido para-aRIR.

2.2.4 Andlise da expressao do geMiPS1 por RT-gPCR

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar com o Plant RNA
Reagent Invitrogéhde acordo com as especificacdes do fabricante. Ap6s extracéo, o
RNA foi tratado com DNAse | Prome§@ quantificado em aparelho NanoDrop ND
1000 para ajustar a concentracdo em 250 ng. PLcDNA foi sintetizado a partir de 2
ng de RNA com o uso de tramptase reversa SuperScfiphl (Invitrogen, Carlsbad,

CA) de acordo com as especificacbes do fabricante.

A reacdo de R-OPCR foi realizada em placa oOptica de 96 pocos em aparelho
ABI7500 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) w@iido o
SYBR Green para monitorar a sintese de dsDNA. As reacdes contiveranS§ BiR
Green Master Mix reagent (Applied Biosystenk®ster City, CA, EUA), 1 pL de

cDNA, 300 nM de cada oligonucleotideo em volume final de 12 pL. As amplifeacte

-53-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/�

ocorreram m 50 °C por 2 minutos, 98C 10 por minutos e 39 ciclos de 95 a 15s e
60°C a 1 minuto. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata.

Os oligonucleotideos utilizados paraRa¥-gPCR foram o MIPS# ‘forward’
(5'-TGAAGGAGAGGGTAAGTTCCASJ) e MIPS14 ‘reverse’ (5
AAAGGAGCCTTGGTAA GATAACTG-3’) para verificar a expressao 8dPSle o
APT1 ‘forward’ (5- CCATGAGGAAACCCAAGAAGT-3) e APTL1 ‘reverse’ (5-
CCTCCAGTCGCAATTAGATCAT-3) para verificar a expressédo do geheTl Os
niveis de expressao foram normaliza@os relacdo @ geneAPT1 e a quantificacdo
relativa paraMIPS1 foi realizada pelo método comparativo de (BACT) (Livak e
Schmittgen 2001).

2.2.5 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossigétticos foram extraidos dees discos foliares de 0,8 ae
folhas do terceiro entrerde cinco réplicas por tratamentatilizando DMSO saturado
com carbonato de calcio durante 48 horas em temperatura ambiente e protegido de
luminosidade (Hiscox e Israath, 1979). O extrato foi mensurado em
espectrofotdbmetro em comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. Os teores de
clorofila a, clorofilab e carotenoidesotais foram determinados seguindo as equagdes
propostas por Wellburn (1994) e expressos por [ cm

2.2.6 Resisténcia da epiderme a perfuracgdirmeza de polpa cor e solidos soluveis
totais

Tomates inteirog60 dias apdés a antgséoram avaliados quanto a cor da
epiderme do pericarpo, registrada pela escala de Hunter (CIELAB) segundet lahna
(2006, tomandese os valores de a* (alteracdo da cor verde para vermelita)os
diretamente de um colorimetro portatil digital (Minolta CR10 Co, Ltda, Japan).

Os sodlidos soluveis foram avaliadosilizando aproximadamente 300 g de
pericarpo e homogeneizados por cerca de 2 minutos em processador de alimentos. O
extrato filtrado foianalisado em refratdmetro manual (modelo 137530 LO).

A resisténcia a perfuracdo da epidefimiedeterminadaitilizandose sonda de 2
mm de diametro, até rompimento da epiderme, enquanto a firmeza de polpa foi
determinada utilizandee sonda de 5 mm de diametro, com distancia de penetracao
fixada em 5 mm, apds remocéo da epiderme no local da analise. Ambds®ofotasn

feitos na regido equatorial dos frutos inteiros maduros (60 dias ap0s a antese) com
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velocidade de penetracdo de 1 mih stilizandese maquina universal de testes
mecanicos (Instron, série 3367 EUA, 2005). Os resultados foram expressos em Newton
(N).

Todos os testeforam analisad® em cinco repeticbes por tratamento, cada
repeticdo sendo constituida por amostras de trés frutos distintos e denatéalegia

semelhante

2.2.8 Andlises fisicas de frutose quantificacdo de acido fitico em semerdgede
plantas-controle e linhagenstransgénicas silenciadas paraMIPS1

Frutos de 60 dias ap6s a antese foram avaliados quanto ao peso em gramas do
fruto inteiro, polpa, mucilagem com sementes e niumero de sementes normais.

Estas variaveis foram avaliadas isoladamente para a determinacdo das razdes:
nimero de sementes normais/maska fruto inteiro,massada polpamhassado fruto
inteiro, massada polpa/dmero de sementes normaisassada polpahassamucilagem
e sementedzoram analisadas cinco repeti¢coes fpatamento contendo trés frutos cada
repeticao.

O acido fitico foi quantificado conforme Haug e Lantzsc (1983). Para tanto
0,015g de sementes normais, secas e pulverizadas de -plamiade e plantas
transformadas foram tratadas com 1,5 ml de HCI 0,2dvtadas durante 30 min a 25
°C e centrifugadas a41000rpm por 15 min. Ao sobrenadante (0,5 mL) foi adicionado 1
mL de solucdo de Fe£D,11g L* em HCI 0,2M, aquecido por 30 min a 10G,
resfriado a temperatura ambiente e centrifugad®@04pm durante 15 min a 25C.

Ao sobrenadante (0,5 mL) foi acrescentado 0,75 mL de solucdo de bipiridina (10 g de
bipiridina, 10 mL de &cido tioglicélico em 1000 mL de agua destilada). O produto foi
quantificado espectrofotometricamente enyiofy € 0S valores obtido foram
transformados em concentragdo de &cido fitico pelo uso de uma curva padrédo de fitato
de sédio. A concentracdo de Acido fitico foi expressa em degmassa seca de
sementesForam analisadascinco repeticbes por tratamento contendo trédisas
bioquimicas por repeticdo, as aises bioquimicas foram extraidas de um

homogeneizado de sementes secas e pulverizadas de varios frutos da mesma planta
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2.2.10ldentificacdo e quantificacdo de oligossacarideos em sementes e folhas por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC).

Os aguUcares sacarose, estaquiose, rafinose, xilose, glicose, inositol @ frutos
foram quantificados em sementes de plantagrole e plantas tramgnicas Foram
analisadascinco repeticbes por tratamento contendoa ardlise bioquimicas por
repeticdo, as aises bioquimicas foram extraidas de unmbgeneizado de sementes
secaspulverizadas de varios frutos da mesma plantafoliolos secos da folha do
terceiro entreno.

Inicialmente a extracdo da fracdo oleosa de 0,08egsementes secas e
pulverizadas foi realizada por trés extracdes sucessivas com 1,0 mL de éter de petréleo
a 42°C por 5 min. Em seguida os oligossacarideos foram extraidos em trés etapas
sucessivas com etanol 80% a 2@por 5 min. O extrato alcodlico total foi evaporado
a 50°C e os oligossacarideos ressuspendidos em 1,0 mL de etanol 80% e reservados a
20 °C. Essa solugdo foi submetida a centrifugacdo por 10 min e filtrada em filtro
Milipore de 0,45um.

O extrato filtrado foi analisado em cromatogaafiquida de alto desempenho
SHIMADZU, modelo SPBL0A VP, detector de indice de refracdo RID 6 A, coluna de
fase estacionaria aminopropiNH2) (30 cm x 4.5 mm), fluxo 1,0 mL niinsob pressao
42 kgf, fase movel de acetonitrila:agua (80:20) a°35 Os oigossacarideos foram
identificados em comparacdo com os tempos de retencdo e quantificados por curva de

concentracdo padronizada.

2.2.11 Teste de germinagéo e desenvolvimento de plantulas.

Para o teste de germinacfaram analisadas trés repeticdes pomtamento,
contendo10 sementesiormaiscada As sementes foram semeadas em caixas tipo
gerbox contendo papel filtro, tipo Germiféstmedecido com agua na proporcéo de 2,5
vezes 0 peso do papel seco. As sementes foram incubadas em germinadoi@s a 25
com fotoperiodo de 12 horas.

O resultado consistiu na percentagem de plantulas normais obtidas no décimo
quarto dia apdés a semeadura para a germinacao total, como descrito nas Regras para
Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

Para o teste de desenvolvimento pd@ntulas, trés repeticoes de 10 sementes
cada foram semeadas sobre uma linha de referéncia, de forma linear e equidistante em

caixas tipo gerbox contendo papel filtro, tipo Germitesimedecido com agua na
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proporcao de 2,5 vezes o peso do papel gexoaixas foram colocadas em germinador
a 25°C com fotoperiodo de 12 horas na posi¢éo vertical. No décimo quarto dia apos a
semeadura foram efetuadas as medi¢cdes do comprimento de hipocotilo e raiz primaria
das plantulas normais com o auxilio de régua graduada em centimetros. @dagsul

foram expressos em centimetros por plantulas normais (Nakagawa, 1999)

2.2.12Delineamento experimental e andlise dos dados.

As plantulas transgénicasm cinco diferentes niveis de expressédo PHRE1e
plantascontrole foram multiplicadas por enraizamento adventicio utilizando ramos
basais laterais a fim de obtgnco replicatas por nivel de expressdo. O enraizamento
foi conduzido em sistema hidropbnico contendo solucdo nutritiva de Hoagland com
metade da concentracgéos nutrientes (Hoagland e Arnon, 1950).

O experimento foi conduzido eoasa de vegetac@m cultivo hidropdnico em
caixas de isopor de 5 litros contendo solugéo nutritiva Hoagland meia forca, renovada
semanalmente até a frutificagédo, dispostos em defieato inteiramente casualisado.

Os dados das variaveis analisadas foram submettd®sste Student (p > 0.0 5).
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2.3RESULTADOS

2.3.1 Andlise de PCRe expressaale MIPS1 por RT-qPCR em plantas T,

A andalise de PCR, utilizando iniciadores para 0 ge€lee resisténcia a
higromicina, comprovou a integracdo da sequéncia transgérBraMIPS no DNA
extraido de folhas deove plantas da progénie;Tda linhagem MT2 de tomateiro
‘Moneymaker.

O nivel de expressao dMIPS1 foi avaliado por RT-gPCR encontrado
expressao diferencial d&IPS1 nos transgenes ;Tavaliados (Figura 3). O gene
normalizador adenina fosforibosiltransferas@APT1) se apresentou mais eficiente
quando comparado aos genes actfiif;tubulina e fator de alongamenta tomo

controle interno, sendo utilizadgemo referénciam todass analises de RGPCR
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I MT 2.1
1007 oy T 2.2
C_1MT23
< VT 2.4
= 807 [ MT25
4 B VT 2.6
= I MT 2.7
T 604 I MT 2.8
o CIMT29
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o 40 4
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Figura 3. Express@alo geneMIPS1emfolhas & plantas transgénicdsa progénie Tda linhagem MT 2
1\/Ié))neymaker’. Asteriscoindica as linhagens selecionadas nesse edBatms indicano erro padradn

Com base nos niveis @gpressaae MIPS1na progénie Ttransgénicd linhas
com diferentes niveis de expressfibaixo erro padrdo foram selecionadds ( MT
2.1, MT 2.2; MT 2.5; MT2.8e MT 2.9). As plantasMT 2.3; MT 24; MT 2.6eMT 2.7
foramdesconsideradas dewid interposicao das medias de expressaoeaievadoerro
padrdo da média de expressadviiRS1
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2.3.3 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos
Os conteudos de pigmentos fotossintéticos em folhas de plantas silenciadas nao

apresentaram diferenca nos niveis de silenciamento (Hgura

50 4 [ Clorofilaa
[ Clorofilab
I Carotenoides

40

30 ~

20 ~

10 +

Pigmentos fotossintéticos (ug.'&)l

WT MT 2.1 MT 2.2 MT 2.5 MT 2.8 MT 2.9

Figura 4. Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos em folhas de pleoné®le (WT) e progénie T
silenciadade tomateirosSMoneymaker. Barras indicano erro padragn = 5)

2.3.4 Resisténcia da epiderme a perfuracgdirmeza de polpg cor, sélidos soluveis
totais, analises fisicas dfrutos e quantificacdo de acido

A resisténcia da epiderme a perfuracdo e a firmeza de polpa a compressao
apresentaram reducéo significativa gutos inteiros das linhagens silenciadas quando
comparado com plantasntrole (Figuréb A-B).

O fator a* referente a mudanca da coloracdo verde para a vermelha néo
apresentou diferenga significativa.

Os sodlidos soluveis totaigle frutos de plantas silenciadaapresentaram
diferenca significatives ea linhagem MT2.9 foi superior aos demais demonstrando
gue a variavel sélidos totais é alterada pelo silenciamento no pericarpo de frutos (Figura
50).

A massado fruto reduziu significativamente nas linhagens MT & MT 29
(Figura5 D). A razdo entre as massas ¢mlpa/fruto naodiferiu significativamente

(Figura5 E), enquanto a raz&das massgsolpa/sementedaslinhassilenciadas MT &
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e MT 29 apresentowsuperiores aplantascontrole provavelmente devido a reducao
acentuada de desenvolvimento de sementes norffR@jgra 5 F); porém arazao
polpa/senentes normaifunidade$ variou entre o niveis de silenciameafresentando
reducdo na linhagem MT R.(Figura 5 G). A razado entre sementes normais
(unidadesjfuto (g) apresenta a reducaassim padracalteralo no desenvolvimento de

sementesas linhagens MT 26 MT 29 (Figura 5 H.
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Figura 5. Andlise de resisténcia da epiderme e da polpa, s6bdhs/eistotais, adlise fisicados frutos e
quantificacdo de &cido fitico de sementesfrdéos de plantasontrole (WT) elinhas daprogénie T
silenciada de tomateiros ‘MoneymakerA- firmeza do pericarpd3- punctura da epidermé&- solidos
sollveistotais; D- fruto (g); E- razdo entre polpa (dyuto (g); F- razéo entrepolpa (g)/semente(g) G-
razdo entrepolpa (g)/sementes normais (unidaglesyazdo entresementes normais (unidades)/fruto (g) e
I- Quantificacdo de acido fitico em sementes. Asterisco indica diferencacsitivef pelo testé (p >
0.05) em omparacéo com lantacontrole.Barras indicam erro padrdn = 5)

A reducdo do &acido fitico foi significativaas linhagens MT 2.1, 2.2 e 2.5
(Figura 5I). Os frutos da linhagem MT 2dpresentarammenor quantidade de sementes

com o endosperma bem desenvolvido e messss apresentaram reducao significativa
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do conteudo de acido fitico. Sementes normais das linhagens MT 2.82@&h8ram a
capacidade de estocar acido fitico, com uma reducdo menos expressiva do conteudo de

fitatos Figurab I).

2.3.5 Quantificacdo deaglcares em folhas e sementes

Em extrato foliar, os conteudos de xilose, sacarose, inositol e frutose
apresentaram diferenca significativa. Estaquiose, rafinose e glicose n&o foram
identificacss em folhagFigura6 A).

A concentracao foliar de sacarosediferente, mostrando reducao nas linhagens
MT 2.1, MT 2.5, MT 2.8e MT 29. O inositol apresentou reducdo nas plantas dos
diferentes niveis de expressdo, sendo esta reducdo crescente Qo nivel de
silenciamento e apresentando reducg&o significativa em MTe MT 28. A xilose
apresentou acumulo significativo nas linhagens M RIT 25 e MT 28. A frutose
apresentouweducdo nas linhagens silenciadas, sendaredtegdcsignificativa em todas
aslinhagengFigura6 A).

Nos extratos de sementes, centeldos deafinose xilose e glicose foram
diferentes estatisticamentgpresentando acumutmando comparados coas plantas
controle atravésdo teset (p > 0,05), o conteludo desacarose nao diferiu entees
linhagens Os acUcares estaquiose, inosgtdiutose nédo foram detectados em sementes
(Figura6 B).

N
5

N

n
o

| ==wmr21

w

=
3
\

[ MT 2.9

=
o
.
N
‘

o
o
|
N
‘

Aclcares em folhas (valores relativos)
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Figura 6. Aclcareem sementes folhasde planta-controle(WT) e progénie transgénida silenciada

de tomateiros ‘Moneymaker’. Asterisco indica diferengignificativa pelo test¢ (p> 0.05) em
comparacdo com a plantantrole Barras indicam erro padrdo = 5)
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2.3.6 Teste de germinacao e desenvolvimento de plantulas.

A germinacédo foi altamente prejudicadm sementes provenientes de plantas
das linhagensilenciadas. As plantasntroleapresentaram germinagao acima de 90%
enquanto as linhagens silenciadas apresentaram germinacdo decrescente
correspondendo ao nivel de silenciamento MEPS, atingindo apenas 32% de
germinacao das sementes de pladéabnhagem MT 2.9Figura7 A).

Dentre as sementes de plantas silenciadas que germinaram, as capazes de
produzir plantulas normaisorrespondem a um percentual ainda memtintulas
normais sao consideradas as sementes germinadas com emissao de radicula e epicatilo
completos que sob condi¢cBes favoraves) a capacidade de crescer e se transformar
em planta normal (Brasil, 2009ksse percentual diferiu pouco em plartastrole
porém nas linhagens transgénicas houve drastica reducdo, nessasmentes
germinaam emitindo a raiz primaria, mas as plantulas ndo apresentaram padrdo normal
de desenvolvimento ou permaneceram apenas com a emissao da raiz primarid (Figura
B).

100 6

5] Cawr
I MT 21
. T 2.2
CIMT25
7 s v 28
[ MT 2.9

80 A

60 -

40 A

20 4

Germinagéo (%) Plantulas normais (%) Sistema caulinar (cm) Sistema radicular (cm)

Figura 7. Teste de germinacdo e desenvolvimento de plantulas em senheptastascontrole (WT) e
progénie transgénick, silenciada de tomateiros ‘Moneymaker’. Asterisco indica diferenca significativa
pelo teste (p > 0.05) em comparacao com plaitantrole.Barras indicam erro padrgo =3).

As sementes germinadas com formagado de plantulas normais foram avaliadas
quanto ao crescimento dsistema caulinae d sistema radicularOs resultados
apontaram diferenca no desenvolvimentsidtemacaulinar enplantulas da linhagem

MT 2.9. O desenvolvimento da raiz priméaria ndo foi afemaqlantulas normais
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2.4DISCUSSAO

Os difgentes niveis de silenciament@snprogénies transgénicafteram o
conteudo de acgucares, oligossacarideos, desenvolvimenmtimgénico de frutos e
plantulas além deutrassubstancias gue direta ou indiretamentiemandam anio-
inositol e adequados niveis de expressadilRrS. A biossintese denio-inositol € um
processo altamente regulado, envolvido em diferentes e importantes vias bioquimicas
do metabolismo vegetal (Seekainal, 2009; Torabinejadt al, 2009).

Estudos anteriores relatam que elevados niveis de silenciamento podem induzir
respostas nao ugajosas (Kelleet al, 1998; Nune®t al, 2006). Nesse sentidoram
avaliadasplantascontrole e silenciadas entre %9té % de expressdo d#IIPS
demonstrando o comportamento das respostas fisioldégicas aos niveis de silgnciame

Nessas plantas, o silenciamento ndo alterou o amtade pigmentos
fotossintéticosem folhas pH e cor dos frutosavaliads. A concentragdo de solidos
solaveis totais (SST) foi maior apenas na linhagem com a menor expreddéidSda
(Figura 6). Isso pode ter ocorrido devido a reducdo da conversao de-gHegsara
mio-inositol, resultando em acumulo de acucares. Em relacdo ao valor apresentado em
°Brix, frutos de tomate apresentam teores entre 3,0 a 6,0 °Brix, desse teor, cerca da
metade € composta de acucares e 1/8 de &oid@siicos sendo que 0s agares
predominantes séao glicose e frutose e o acido predominante € o citrico (Jones Junior,
1999).

A percentagem de sélidos soluvésST)totais influencia significativamente o
rendimento industrial, principalmente o peso final do produto processado. Em alguns
paises, a percentagem de solidos soluveis é utilizada como base na determinacdo do
preco do tomate destinado ao processamento indusiodh et al, 2001). O teor de
acucaes totais e acgucares redutores afietaatributo gosto, dogura, acidez e flavqpre
por sua vez, pode estar relacionado ao grau de amadurecimento e ao teor de SST
(Zambrancet al, 1996; Gilet al, 2002; Miguelet al, 2007). Esta caracteristica nao é
afetada pelo modo de cultivo, quando avaliado plantios convencionais e organicos
(Afssa, 2003; Ferreaet al, 2010) ou com diferentes doses de nitrogénio (P astokly
1998; Singhet al, 2000; Warneet al, 2004).Desta forma, o silenciamento 8PS
pode apresentar beneficios por incrementar o teéBiibe em frutosquando em nivel

de silenciamento que proporcioegta resposta.
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As resisténcias da epiderme e do pericarpo apresentaram reducamaekaci
aos niveis de expressao MHPS A resistén@ fisica pode ser influenciada pela
expressdo dMIPS devido a estruturagdo 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 esta fortemente correlacionada com o contetdo de pectina presente
nos frutos e a medida que os frutos amadurecem ocorre degradacdo das substancias
pécticas, levando ao amolecimento da polpa (Rocca, 2@0pgctina é constituinde de
aproximadamente um terco da estrutura das paredes celulares (kEfvahgl993;

Ridley et al, 2001), em queoarticipa da adesdo célula a célula através da ligacao
cruzada de célcientre os homogalacturonanos na lamela média (Jainas, 2003;
Vincken et al, 2003). Celulose combinado carpectina e hemicelulose constituem a
parede celular primaria que mantém a firmeza dos frutos (Pietedlp2009).

O processo delteracdo da textura da frutamuito comples e muitas familias
de proteinascom atividade enzimaticguntamente com aselacdes de agua e o0s
radicais livres contribuem para isstNese processo incluem a atividade da
poligalacturonase (PG), metilesterases de pectina (PMEs), B-galactosidase, f-mananase,
xiloglucano xoglucasil-transferase/endatirolase (XET), liase de pe&to (PL), endeo
B-1,4glucanases (EGaseselulases), expans o-manosee B-Hexoses $eymouret
al., 2013). Essas enzimas apresentam atividade aumentada durante o processo de
maturacao no metablismo de parede celular.

A perda de firmeza em tomates esta relacionada ndo apenas a perda de turgor,
causada pela perda de agua, mas, principalmente, ao metabolismo da parede celular,
ocorrendo extensiva despolimerizacao da pectina e hemicelulose acompanhada de fraca
despolimerzacédo da celulose. Consequentemente, ha reducédo das for¢cas coesivas que
mantém as células unidas, resultantes da acéo das cujas atividades sdo aceleradas no
inicio do amadurecimento e na senescéncia (Brumaélll; Brackmann, 2007).

As analisesfisicas dos frutos apresentaram reducaon@dessade frutos nas
plantas silenciadas, tendo as plarastrole frutos maiores e mais desenvolvidos.
Porém, a razdo entreassa de polpa por mas$a sementes e mucilagem demonstrou
uma maior producao de polpamlintagens MT 2.5 e MT 2.9 devido ao reduzido
namero de sementes; de maneira similar a relacdo entre polpa por unidades de sementes
normais apresenta decréscimos nos niveis em que o numero de sementes normais é

maior. Porém, quando analisado a por¢cdo da polpa em relacdo ao fruto inteiro, nao
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observamos diferenca, podendo afirmar que o padréo alterado no fruto € a producéo de
sementes.

As caracteristica fenotipicas do fruto sdo controladas por multiplos denes.
de caracteristicas quantitativas (QTL) e marcadores moleculares localizaram regides
gendmicas e genes responsavesr varios atributos fenotipicos de fruto, como
tamanho do fruto, o peso e a forma, em varias espécies, incluindo o tomate (van der
Knaapet al, 2002; Tanksley, 2004). Cerca de 30 Qafetam o tamanho e rendimento
dos frutos do tomateiro. Os QTL de loci ortdlogos que regalaorma do fruto do
tomate, massa e tamanho também estdo presentes em pingagdicym annuujre
berinjela Golanum melongeh&Tanksley, 2004; Frargt al, 2004).

O gene Fw2.2 é responsavel por aproximadament% @88 variacdodas
caracteristicas fenotipicas, ele codifica uma protéénaxpressao especifican éruto,
gue regula negativamente a mitogeossivelment@artedo sinal de transducim ciclo
celular (Cong e Tanksley, 20060 numero de células do pericarpm édomatetambém
esta relacionadoom a expressdo do geNADS-box TOMATE AGAMOUS (TAG)

Likel (TAGLY (Vrebalovet al, 2009. TAGL1é express@m orgaos florais e frutos
jovens de tomate, bem como durante o amadurecimento, éosirmais abundantes
MADS-box genesexpressos em tecidgsvens defrutos (Matas et al, 201). O
silenciamento deTAGL1 em frutos de tomateesulta na redugdo na espessura do
pericarpode 25 paral5 camadagm frutos de 28 e 38ias respectivamentapos a
antese e o endocarpo é ausente.

Outro gene rekionado ao tamamhdo fruto € a quinase do ciclo celulMEEL
Em tomateproduzfendétipo de frutqpequen quando suprimide pode atuar como um
regulador de endorreduplidg um processo chave envolvido no crescimento dos
frutos edeterminante do peso do fr@heniclet et al, 2005; Gonzaleet al., 2007).

A producédo de sementes, avaliada pela razdo entre sementes normais/fruto, nos
permite avaliar se a proporcdo de sementes rpo foi alterada, uma vez questa
avaliacdo correlaciona o mero 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 producao de sementes normais, devido ao decréscimo significativo nessa razéao
em plantas silenciadas. Os niveis crescentes de silenciamento apresentaram 0s menores
valores dessa razéo.

Estudos anteriores relacionaram a expressdéle& com o aborto em sementes

(Nuneset al, 2006) ou estrutura anormal do embrido (Kuwahaoal, 2009). As
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sementes estdo imersas no tecido placentario que preenche as cavidades loculares do
fruto e para tomatindustrial € importante que as cavidades loculares sejam o mais
reduzidas possiveis (Rocca, 2009).

A atividade da MIPS em sementes esta presente em todos os estagios de
desenvolvimento com o0 maximo de expressédo ao 9° dia apos a polinizacao (Abreu e
Aragaq 2007; Churet al, 2003). Hegemaat al. (2001) afirmam que nas sementes de
soja a &pressao do genMlIPSocorre nos primeiros estagios de desenvolvimento, com
sementes de até 10 mm de comprimento. Assim como Nainals (2006) relatam
aborto anormal de sementes que ndo herdaram a sequéncia transgénica indutora de
silenciamento dMIPS, sugerese que a expressao bPS possa estar envolvida com
a viabilidade dos embrides e preenchimento de sementes.

Houve diminuicdo no conteddo de &acido fitico em algumas linhagens
transgénicas, sendo 0s mais expressivos em 0.66 e 0.47 de expressae Mt §e
retornando a concentragcfes similargsagtascontroleem expressées menores (Figura
9) possivelmete por essas sementes ndao herdarem o transgene indutor de silenciamento
Estudos anteriores relatam a reducdo de acido fitico em sementes siteruiaédm
sem a quantificacacodcsilenciamentpem soja com promotdaMV 35S(Nuneset al.,

2006) em tomate com promotBaMV 35S(Fernandes, 2009). Em arroz com promotor
Oleosin 18 Qle 18 de expressao especifica em semeraesxpressao de J.4fold’
apresentou diminuicdo de acido fitico de 10.28 figpgra 4.27 mg g indicando
reducao de 58.4% em plantdtPSsilenciadas.

A quantificacdo de agucares em folhas mostrou reducéo do contetdo de inositol
crescentede acordo com o silenciamento génico, onde o contetdo foi mais reduzido
guanto maior o silenciamento. A sacarose e frutose também foram reduzidas iSos nive
de silenciamento comparativamente a plaréia transformada, parécom variacdes
entre 0s niveis. Esse comportamento poderia ser explicado pelo forte dreno determinado
pelos frutos atuando as folhas como fontes desdesmrag, muito demandados na
producao e acumulo de reservas em frutos.

Em sementes o agiulo de glicose forelativoaos niveis de sil@mamentoesse
padrdo demonstra ligacdo direta @ acimulo do substrato da atividade da enzima
silenciada; a sacarose por sua vez ndo mostrou diferenca.

A xilose variou entre o0s niveis silenciadoem sementes,porém o
comportamentala variagcdo nao foi l&ciorado aos niveis de silenciamento, obsarv

se paréo de resposta tendendo para araalo em plantas silenciadas, mesmo que o
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desvio ndo tenha permitido observar diferencaistitat. O conteudo de xilose nao foi
reduzido, porém verifmuseacréscimo desse oligossacarideo em plantas transgénicas,
podendo ser em resposta ao acumulo de glicose e sacarose, uma vez gque a sintese de
xilose possui duas vias, quea UDP-glicose oumic-inositol.

A biosdntese de xilose ocorre pela oxidac&o rdiw-inositol livre pela Mio-
inositol oxigenase NIIOX) em &cido DBglucurdnico (GIcA), que sequencialmente
conduzem a formacdo de acido UDBcuréico (UDRGICA) é o nucledtleo de
acucar necessario para a sintese da parede celular durante o crescimento e
desavolvimento (Sharples e Fry 2007). A via de catabolismo de inositol a acido
glucurdnico é termodinamicamente irreversivel (Endres e Tenhaken 2009). Eméadicéo
via MIOX, UDP-GICA pode também ser produzido a partir de iliPose por
desidrogenase da UDgicose (UGD) (Klinghammer e Tenhaket007).

A rafinose mostrou incremento em relacdo aos niveis de silenciamento, podendo
ser decorrente de resposta ao estresse provocado pelo silenciamento nacolenata e
metabdlito de reserva (Nishizawa al, 2008; L et al, 2011). Omic-inositob1-P € o
substrato para sintesesdoligossacarideos de rafinogeprimeira reacdo é catalisada
pela sintase do galactinol (GOLS; EC 2.4.1.123) na transferéncia do residuo de
galactose da UD#Balactose para o inositol, formando o galactinol (Peterbauer e
Richter, 2001; Liuet al, 1993) que por sua vez é controlado em nivel de substrato
(mic-inositol) e fatores de resposta ao estresse (Kaeteal, 2004). O primeiro
oligossacarideo formado € a rafinose, através da rafinose sintase (EB22.dutros
oligossacddeos (estaquiose, verbascose, ajucose) sdo formsempsencialmente
incorporando unidades de galactosil.

A via OR esta intimamente ligada ao metabolismo primario da planta através de
mio-inositol, sacarose e UDgalactose. Os oligossacarideos de rafinose sdo sintetizados
e armazenados em sementes para a aquisicao de tolerancia a dessecacao e para protecao
do embrido (Leet al, 2011). Bmbém atuam como molécula de sinaliza¢do ao ataque de
patogens ou ferimentos (Chet al, 2010; Hatitatost al, 2000). Os & atuam em
respostaa estresses abidticosomo frio, salinidade, déficit hidrico e espécies reativas
de oxigénio (Nishizawat al,, 2008).

Galactinol e ® sdo compostos especificos de plangem representantes em
outros reinos. A evolucéo especializada de galactinol sintase entre as plantas, sem haver
registros anteriores, indica importante papel deste grupo de compostos em plantas
(Senguptaet al, 2012).
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A germinacdo foi afetada na ma#rdos niveis de silenciamento. O
desenvolvimento de plantulas normais seguiu padrao semelhante, provavelmente devido
a reducao da tolerancia ao estresse e do enchimento da semente, causados pela redugao
dos niveis da expressdo MHPS que comprometeram a viabilidade do embrido, com
comprometimento da germinacdo e da emergéncia (Neina$, 2006; Fernandes,
2009). A reducédo dos conteudos e expressadiB& também podem influenciar a via
alternativa de producéo de ascorbato. edld. (2013) encontraram reducéo de 17% do
conteudo de awrbato em sementes de arroz silenciadas & O ascorbato € um
poderoso antioxidante e desempenha papel importante durante a germinacdo de
sementes (Alimohammasdt al, 2012; Yeet al, 2012).
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2.5CONCLUSOES

Observouse aqui quéMIPS e seu produtanio-inositol atuam em uma gama de
processos, desas respostasiorfologicas complexas, como a resisténcia da epiderme
e do pericarpo, °Brix em pericarpo, desenvolvimento de sementes, germinacao total e
desenvolvimento de plantulas de tomateiro, até consaieloompostos isolados, como:
acido fitico, glicose e rafinose em sementes, assim como costildacarose, frutose
e inositol em folhas.

A alteracdo na expressdo 8HPS gene responsavel peknzimachave de
producdo demio-inositol, 0 qual é necessario em inUmeras vias metabdlicas, ocasionou
vérias alteracdesm plantas silenciadas. Saliesteaqui que essas modificacdes podem
ser de interesse industrial e biotecnoldgico, por resultar na reducdo de gastos em
processos industriais, como o processamento de frutos com reducdo de sementes e
maior concentragcdo @8rix, e ainda, reducdo no contetdo de fitato em sementes.

Assim, a utilizac&o do silenciamento parcialnga-inositolfosfato sintase pode
auxiliar o melhoramento vegetal mediante a alteracdo de importante compostos
envolvidos no metabolismo dmio-inogtol, além de identificar as diversas vias

metabdlicas e respostas morfogénicas associadoganositol.
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CAPITULO 3

Perfil metabdlico primario de pericarpo e sementes durante o
desenvolvimento de plantas d&olanumlycopersicunmsilenciadas

para a mio-inositol-fosfato sintase(MIPS1)

-81-



3.1INTRODUCAO

O mio-inositol é produto daenzima mio-inositol fosfato sintase (MIPS1)
(E.C.5.5.1.4) quecatalisa a conversédo irreversivel deGlicose6-P para iL-mio-
inositol-1-P. Em plantas, omio-inositol ocupa papel de desjue no metabolismo
fornecendo inositol e inositideos envolvidos em processos metabdlicos e em estruturas
vegetativas (Goyat al.,, 2011; Valluru e Ende, 2011).

Sequéncias codificadas ddIPS foram isoladase caracterizadade varias
espécies vegetais, tais com@pirodela polyrrhiza (Smart e Fleming, 1993),
Arabidopsis thaliangJohnson, 1994)Citrus paradisii (Abu-Abied e Holand, 1994),
Mesembryanthemum crystallinyishitaniet al, 1996),Nicotiana tabacunfHaraet al.,
2000),GlycineMax (Hegemaret al, 2001),Hordeum vulgardLarson eRaboy, 1999)
Orysa sativa(Yoshida, 1999)Zea maygLarsone Raboy 1999) Porteresiacoarctata
(Majee et al, 2004), Sesamum indicungChun et al, 2003) e Passiflora edulis f.
flavicarpa (Abreu e Aragéo 2007).

As squécias codificadoras pardMIPS sao pertencentes a uma familia
multigénica, apresentando deéma a sete sequ&ias como em arroz e milho
respectivamentéyoshidaet al, 1999 Larsonand Raboy, 1999 Os mudltiplos genes de
MIPS podem expressar ddorma diferencial e sincronizada apresentando func¢des
fisiologicas especificas (Abreu e Aragdo 2007).

Transcrios deMIPS de diferentes espécies tem sido encontradas em o6vulos,
graos de podlen, sementes em desenvolvimento, folhas de plantas cultivadas em
condi¢c@®s de campo (Abreu e Aragdo 2Q0ffpres, cotilédones em germinac&o
embrides somaticos (Hegemah al, 2001). Porém estas sequéncias sdo altateen
conservadas. O alinhamento nucleotideoMteS de Passiflorasp com 31sequéncias
de outrasespécievegetis, incluindo as solanaceas batata, tabaco e tomate, apresent
similaridade denucleotideogntre74 a 86% (Abreu e Aragao 2007).

Os compostos derivados dro-inositol participam de fungdes celulares cruciais
em plantas como na transducdo de sinais (Stevestsaly 2000; Xueet al, 2007),
transporte de membranas (Thole e Nielsen, 2008), exportacdo de mRNA (Okada e Ye,
2009), tolerancia a estresse (Shevektval, 1997) e armazenamento de fésforo (Thole
e Nielsen, 2008; Stevenson-Paugikal, 2005; Murphyet al, 2008).

O mio-inositol pode ser usado para produzir o fosfatidilinositol (PtdIns) e

derivados polifosfatos Ins (Kerstingt al, 2003) e solutos compativeis tais como
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galactinol, rafinose, familia oligossacaride@R], pinitol (Dasitdar et al, 2006) e
biossintese de acido fitico e acido fitico pirofosfat@dorbowicz e Obendorf, 1994
Peterbauer e Richted998), produto primario do acido-ducurdnico, utilizado na

sintese de uma variedade de substancias pécticas da parede celular e 0s compostos néo
celulésicos e acido ascorbico (Loewus e Murthy, 2000; Sasali, 1989; Lorencet

al., 2004).

Mutantes nulos daMIPS s&o letais,dessa forma as vias biossintéticas
influenciadas pelanio-inositol, produto da MIPS, necessitam de outras abordagens de
estudo. O silenciamento de RNA, via RNAI possibilita a stigacédo de alteracdes na
biosshtese e metabolismo dmio-inositol (Nuneset al, 2006) Até o presente
momento, plantasMIPS silenciadas n&o foram caracterizadas em detalhes,
principalmente em estruturas reprodutivas de frutos carnosos.

Tomate Solanum lycopersicure a principal planta modelo para o estudo do
desenvolvimento de frutos carnosamadurecimento de frutas climat&s(Carrariet
al., 2006;Zhanget al, 2010.

O silenciamento danio-inositolfosfato sintaseao reduzir o contetado deio-
inositol, teoricamente, pode interferir nas vias de biossintese de acido fitico,
oligossacarideos e compostos pécticos. No entanto, elevados niveis de sileaciament
podem comprometer a homeostase e manutencdo de processos fisioldégicos e
reprodutivos resultando emlteracbes ndo esperadas e desvantajosas nas cultivares
silenciadas (Kelleet al, 1998; Nunet al, 2006; Fernandes, 2009, Donalaieal,

2010).

Frutos de plantasilenciadas pardMIPS1de tomateiro possibilitaraerificar o
padrdo de desenvolvimento de frutos e sementes, com producdo de boa quantidade de
material vegetal por planta, facilitando a amostragem e a experimentacdo. Neste estudo
frutos de progénie ;Tcom diferentes niveis de silenciamentoMEPS1 via RNAI e
sementes Jdesses frutos foramvaliadas quanto o perfil metabdlico primario durante
diferentes estadios de desenvolvimelil®, 25, 50 e 60 dias apds a antese)
monossacarideos de parede celular em frutos maduros de 60 dias apos a antese. Essa
abordagem apontou comportamerdtierado do conteudometabdlico em plantas

silenciadas e alvos influenciados pelo contedudmidenositol ou expressao ddIPS.
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3.2MATERIA L E METODOS

3.2.1Material vegetal e condi¢cbes experimentais

Foram utilizadas sementeg de plantagle tomateiro ‘Moneymaketiansgénico
das linhagens MT 2, MT 22, MT 2.5, MT 2.8e MT 29 contendoconstrucéo tipo
intron-hairpinRNA com fragmentos do genBIIPS de Glycine max(AGmMIPS
(Figura 1) indutora dsilenciamento da sintase daio-inositolfosfatq de origem do
vetor de transformacdo pMIPS1303 inseridoAwgaobacterium tumefacie6V 3101
(Figura 2) As sementes foram germinadas entre péipel Germitest em camara de
crescimento por um periodo de 14 dias. A confirmacdo da manutencéo do traosgene f
realizadapor PCRcom iniciadores para o gene de resisténcia a higromicina em folhas
de plantas contendd5 dias. As plantas com transgenia confirmada foram avaliadas
guanto o silenciamento da sintasentio-inositolfosfato MIPS1) através de qRPCR
(Figura 2) e selecionamb seislinhas com diferentesiveis de expresssao. Pdirzha
foram obtidasseis réplicas bioldgicas através de enraizamento adventitzando
ramos basais laterais. O enraizamento foi conduzidtaequede 15 litros, em sistema
hidropdnico contendo solucéo nutritiva a ¥ forca pH 5,7 (Hoagland e Arnon, 1950). O
experimento foi conduzido em blocos casualizados, em vasos de 15 litros contendo
substrato Plantm&XDDL Agro Indistria Ltda) em casa de vegetacdo com temperatura

controlada a 28C até a frutificacao.

GMMVIPS

Xnd (12926) |

Bglll (12722) | |

Camvass pdk infron
Bolll (11976) | - | | Bglil (14230) Pstl (15899)
Sat (11565) . | g | Hindlll (14446) ‘J‘;Psﬂ (15905)
Sat(11559) | | I | omwps | sphi

Xhd (11558) | ““Kpnl\\ | ““Bam-il‘j Xbal ocs3'§§//th|||(15915

Figura 1. Detalhe do vetor de transformacédo: sequéncia indutomtrb@-hairpin-RNA constituida de
promotor CaMV 35$ seguido por fragmento d@mMIPS no sentido sensqpdk intron, repeticao
artissenso do fragmento @&mMIPSe ocsterminator.
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Figura 2. Vetor de transformacéo inserido Agrobacterium tumefaciesV 3101.

3.2.2Confirmagé&o da integracdo do transgen@or reacao da polimerase encadeia
(PCR)

A andlise de PCRoi realizadacom DNA isolado de discos foliares de plantas
da progénie transgénicgptantascontroleutilizando o método CTAB (Doyle e Doyle,
1990). A reacéo de PCR foi realizada em termociclador {FO0C MJ Investigador,
EUA) com 50 pL de solugdo contendo 40 ng de DNA, 60 mM deSKaigpH 8,9), 18
MM (NH,4)2S0Oy, 2 mM de MgCJ, 250 nm de cada dNTP, 200 nM de cada iniciador 5 U
de Taq polimerase (Invitrog®&n A reacdo foi incubada a 98 (5 min) e submetida a
35 ciclos de amplificagdo (9% durante 1 min, 50C durante 1 min, 72C durante 1
min) com um ciclo de alongamento final de 5 min a 72 °C durante 5 min.

Os iniciadores especificos para o gene de higromicif@award '5
GCTCCATACAAGCCAACCAGS3 ' e reverse 5'-CGAAAAGTTCGACAGCGTCTC
-3' foram utilizados para amplificar um fragmento a partir de DNA gendémico de 670 pb.
O DNA amplificado foi detectado em gel de agarose a 0,8% em solugdo contendo
brometo de etidio 10 mg riilLOs produtos da PCR foram visualizados colocando o gel

no transiluminador UV e fotograflos em sistema de documentacéo.
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3.2.3Desenho e teste dos oligonucleotideos para realizagdo da PCR quantitativa de
transcricéo reversa (RT-qPCR)

SequénciaMIPS1 GenBank No. AI491091com expressdo em folhas de
tomateirofoi utilizada como molde para desenhar os oligonucleotideos pagRGR.

O software PrimerExpress 2.Applied Biosystent$ projetou os oligonucleotideos com

0S seguintes critérios: temperatura de anelamento de 55°€,6@mprimento do
fragmento amplificado de 70 a 150 pb, comprimento dos oligonucleotideos de 18 a 25
nucleotideos e contetddo guanina-citosina de 40% a 60%.

Quatro genes constitutivos com atividade génica supostamente inalterada com o
silenciamento dMIPS1foram testados a fim de determinar a referéncia interna para a
normalzacao da expressao do gene. Os genes testados foram: actina (BT(%8524),
tubulina (BT013153), fator de alongameiito (BT013246), e adenina
fosforibosiltransferaseAPT1) (BT012816) (AlfenasZerbini, 2009).

A especificidade das quatro sequénd®d®S1 foi verificada na base de dados

do NCBI utilizando o Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast). A especificidade de amplificacdo dos oligonucleotidétRS1 desenhados e

normalizadores foi verificada por meio da analise das curvas de dissociacdo e por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado com nitrato de prata. O
oligonucleotideo dé1IPS1e normalizador que apresentou banda Unica e expressiva de

plantascontrolee transgénicas de tomateiro foi escolhido para-aRIR.

3.2.4 Andlise da expressédo do geda MIPS1 por RT-gPCR

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar com o Plant RNA
Reagent Invitrogeéh de acordo com as especificacdes do fabricante, tratado com
DNAse | Promedd quantificado em aparelho NanoDrop NDOO e ajustado a
concentracdo de 250 ng LLO cDNA foi sintetizado com transcriptase reversa
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com as
especificacdes do fabricante utilizando dois microgramas de RNA.

A reacdo de R-OPCR foi realizada em placa oOptica de 96 pocos em aparelho
ABI7500 Thermal Cycler(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando o
SYBR Greenpara monitorar a sintese desDNA. As reac¢des contiveram 6 |8YBR
Green Master Mix reagent (Applied Biosystém&oster City, CA, EUA 1 pL de

cDNA, 300 nM de cada oligonucleotideo em um volume final de 12 pL. As
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amplificacbes ocorreram ef® °C por 2 minutos, 98C 10 por minuto® 39 ciclos de
95 °C a 15 s e 6TC por 1 minuto. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata.

Os oligonucleotideos utilizados para o-BHCR foram o MIPS# ‘forward
(5'-TGAAGGAGAGGGTAAGTTCCASJ) e MIPS14 ‘reverse (5'-
AAAGGAGCCTTGGTAA GATAACTG-3’) para verificar a expressao 8PSle o
ATP1 ‘forward (5- CCATGAGGAAACCCAAGAAGT-3) e APTL1 ‘reverse (5'-
CCTCCAGTCGCAATTAGATCAT-3) para verificar a expresséo do geastitutivo
APT1 Os niveis de expressdo foram malizadosem relagcdo ao gendPTle a
quantificacao relativala MIPS foi realizada pelo método comparativo de (BACT)
(Livak e Schmittgen, 2001).

3.2.5 Andlise de metabdlitos primarios — extracdo em pericarpo de frutos e
sementes

Os metabdlitoprimarios foram analisados em pericarpos e sementes de frutos
de tomateiro com seis niveis de silenciameatbtPS1e plantacontrole WT) em seis
réplicas por tratamentem diferentes fasede desenvolvimentoas frutos conforme
(Gillaspy et al 1993; Rohrmannet al, 2011) sendocoletadosnas fasescom 10
(diferencigéo celular), 25 (divisdo celul@ estadio verde madujp 50 (expansae
estadio breaker +5), e 60 (amadurecimentstadio breaker + 15) dias apds a antese
(DAA) (Figura 3) entre o horéario de 11:00 a 13:00 horas, fragmentados em pedacos

para imediato congelamento em nitrogénio liquido e liofilizados.

MG B+5 B +15
| | i
¢ & @§°O0 09
10 25 50 GO0
(DAA)

Figura 3. Desenho experimental utilizado para andlise de perfil metabdlico em pericirgngos e
sementes de plantaMIPS silenciadas. Frutos de plantesntrole e plantasMIPS silenciadas
‘Moneymaker’ foram coletados aos 10, 25, 50 e 60 dias ap6és a antese (DAA) ecasdanes de
maturacdo amplamente conhecidas em tomate como MG (mature Green), B + 5 (estéelio-bréak)

e B + 15 (estadio breaker + 15 dias) conforme previamente descrito (Roletznf011).

Pam analisar os metabolitos priméarios do pericarpo a epiderme foi separada do

fruto apods a liofilizacdo. Para andlise das sementes essas foram separadakgenm
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apos a liofilizacdo. A extracao e derivatizacdo foram realizadas segisadoet al
(2006), com modificacdes.

A extracdo de metabdlitos primérios de pericarpo foi realizada 30 mg de
material liofilizado e pulverizado com nitrogénimuido @om a adicdo de metanol
100% (2 mL) como extrator acompanhadorithtol (120 pL; 0,2 mg mtt em HO),
como padrao intern@ 2 °C e agitado vigorosamente edrtex em tubos de vidro de 5
mL de capacidade com tampas rosqueaisste momentoa atividade ezimaticafoi
paralisada. A extracdo ocorreu em incubagad0 °C por 15 min. Apds incubacao
foram adicionados 1500 pL de HO deionizada e autoclavada, agdase
vigorosamente em vortex e centrifagasea 4.000 rpm por 15 mirA partir dafase
superior polarcontendas metabdlitos primarios, fam coletadaduas aliquotas de 50
puL, cada em microtubos de 1,5 mdés quais foram desidratadas completamente em
speedvasem aquecimento. As amostras desidratadasnfadicionado gas de argoénio
e armazenadas em ultrafreez80(°C),até o momento das analises.

A extracdo de metabdlitos primarios de sementes ocorreu com 5 mg de material
liofilizado e pulverizado com nitrogénidduido com a adicdo de metanol 100%4(1
mL) como extrator acompanhaderibitol (60 pL; 0,2 mg mL* em HO), como padrdo
interno, a2 °C e agitado vigorosamente endrtex. Neste momento a atividade
enziméatica € paralisada eibitol represent® padrdo interno quantitativo da extracao.

Em seguida, em cada amostraddicionado 750 uL de cloroférmio 100% e 750
puL de HO deionizada estéril. A extracdo ocorreu em incubacéo dariios a 70 °C.

Apos incubacdo as amostras foram centrifugada a 4000 rpnifponin e a fase
sobrenadante polar com volume de 1200 pL foi transferida para novo tubo, e nesse
adicionado 750 pL de cloroformio 100% e 1500 pL d@ Heionizadaestéril eagitado

por inversao por 15 egundoscada amostra. Em segujdas amostras foram
centifugada a 4000 rpm por 15 min.

A partir da fase superior polar, contendo os metabdlitos primarios, foram
coletadas duas aliquotas de 200 puL as quais foram desidratadas completamente em
speedvasem aquecimen. As amostras desidratadas&m adicionado gas de argoénio

e armazenadas em ultrafreez80(°C),até o momento das analises.

3.2.5.1 Derivatizacdo da fase polar de pericarpaementes
As amostras acondicionadas em ultrafreezer foram dediasbhs durante 15

min em speedvacantes das analises. As amostras foi adicionado 40 pL de
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metoxiaminohidroarido (30 mg mL* em piridina). Um tubo contendo igual volume de
metoxiaminohidroclorido foi utilizado como branco e, em paralelo, foi condweigo
extracdo de folhas d&rabidopsis thaliangara controle do procedimentds amostras

e controles foramncubads durante 2 hogma 37 °C, sob agitacdo de 950 rpEmM
seguida adicionoge para as amostras de pericarp?0 pL e para as amostras de
sementes 70 pL de uma solugdo contendo 1 mL -nhethykN-
trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) e 20 pmlL™” de ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME)e incubouse a 37 °C,sob agitacdode 950 rpm, por 30 muos. O

volume de 100 pfoi transferido para os \&@para serem aplicados no &(Cs.

3.2.5.2 Analise de dados

Os espectros de massa foram analisageto programa TAGFINDER
(Luedemann et al., 2008) alimentado com bibliotexdeindice detempos de retencéo e
espectrosde fragmentacdo dos metabdlitos priméari@epois deidentificados e
selecionados owalores relativos @s metabdlitos forammormalizads pelo padréao
interno ibitol, pelo peso da amostrapela média d valor relativo da plantaontrole
WT. Os valores foram analisados pelesfe t Student | < 0.0 e transformados em

log2e apresentados enmeatmaps.
3.2.6 Metabolitos de parede celular

3.2.6.1 Extracdo e remogao de amido

A extracdo e remocao de amido ocorreu em 500 mg de mategetal
liofilizado de pericarpo de frutos contendo 60 D& seis replicatas por tratamento
Para isto, o pulverizado foi homogeneizado com 1 mL de etaPble7fentrifugad@
14.000 rpm durante 1finutos Ao sedimento foi adicionado cloroféio : metanol
(1:1, vlv), durante 5 min enagitacdode 950 rpm a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido trés vezes ou agtacompl
remocao dos pigmentos. ApOs esta etapa, o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de
acetona, centrifugado, e seco sob vacuo.

A remocédo do amido da parede celular extraida ocorreu por incubacdo com 40
unidades det-amilase por amostra (Roche Applied Sciéh@m 2 mL de TrisHCI pH
7,0 durante 24 horas. Em seguida a parede celular foi precipitethante

centrifugacdode 14.000 rpm por 20 minutos avadacom aguadeionizadapara
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remocao da glicose e amido e centrifugado 14.000 rpm por 10 minutatepesate do
sobrenadante; esse processo foi repetido trés vezes. A parede celulardiageecom
etanol a 70%, adicionangi@volume apropriado de etanol a 96% a mistura de reacédo e
uma ultima lavagem e centrifugacdo foi realizada com acetona, nesulta parede

celular que foi seca sob vacuo.

3.2.6.2 Hidrdlise acida para quantificagdo de monossacarideos neutros

Material de parede celular (1 mg) foi incubado em 250 mL de 2 M &acido
trifluoroacético (TFA) em um tubo de ensaio com tampegueavelde borosilicato
durante 1 bra a 121 °C. A suspensao foi diluida com 300 mL derdpanol e
evaporada 40°C, procedimenteesserepetido trés vezes. Em seguida o sedimento foi
ressuspenso em 200 mL de agua sob agitacdo e sonicacdo por Ut6s rain
centrifugadasOs residuos insolluveis foram utilizados para medir o teor de celulose
através do método de antrona.

A solugdo hidrolisada foi utilizada para analisar a composi¢cdo de acguUcares
neutros via acetatos de alditol, determinada porMEBCde acordo Blakenegt al.
(1983).

3.2.6.3 Acgucares neutros de parede celular

O volume de 100 pL do hidrolisado foi evaporado a fim de preparar o alditol
acetatos. Reducéo de atikt foi conseguida por ressuspensdo do sedimento em agente
de reducdo (250 pL de borohidreto gédio em 1 M de hidroxido de @mio),
adicionado 30 mg deaio-inositol por amostra como padrao interno e incubando durante
1 h, a temperatura ambiente. A mistura foi neutralizada pela a adicdo de 20 pL de acido
acético glacial e em seguida laveel cuidadosamente com 250 pL acido acético:
metanol (1:9, v/v) seguido de evaporagao &40 processo de lavagem e evaporagao
foi realizadotrés vezesseguido por lavagens de 250 pL metanol 1008 aporacao a
40 °Ctambém realizadportrés vezes. A mistura foi acetilada pela adicdo de 250 uL de
anidrido acético e 50 mL de piridina e incubados durante 20tosia 121°C. A reacao
foi lavada com 200 pL tolueno e evaporado por duas vezes. Azbngsguiu por
adicdo de 500 pL de &gua destilada e 500 pL de cloreto de metilagdado
vigorosamente. A fase apolar inferior foi coletada, evaporada e ressuspendil00
puL de acetona. A eoposicdo de monossacarideos hidrolisados foi determipad
GC-MS em um sistema Series GC Agilent 6890 equipado com 5975B inerte XL MSD e
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conectadaa uma coluna capilar de silica-8880 (30m x 0,25 mm i.d. x 2Qum de

espessura de filme; Supelco).

3.2.6.4 Quantificacdo de celulose da parede celular

A celulose presente nosedimento da hidréliseacida por TFA para
monossacaridepdoi hidrolisadacom a adicdo décido sulfarico 72%durante 30
minutos em temperatura ambiente e agitacdo a 950 geguid de sonicacdo a
temperatura ambientppr 15 minutosAo final desta etapa foi adicionado 450 pL de
agua deionizadae agita® vigorosamenteseguido porcentrifugacdoa 3.700 rpm
durante 5 minutos.

A solucéo hidrolisada foi analisada pelo teste deaatpara isto 200 pL foram
utilizados paraluasreplicatas do ensaio. O teste de antrona (Dische, 1962) faiadali
em 100 pL do hidrolisado de celulose e adicionado 200 puL do reagentehcmnant
0,2%, aquecido em banho Maria fervente durante 5 min. édeibi realzada em 200
uL em placa do tipo ELISA em espectrofotdmetro ens&a O total de hexose foi
calculaa através de curva padrdo de glicose convertido para o total do extrato e total
em mg do material extraido. O resultado foi dividido pelo fator 1.11 para acomodar a
adicdo de 4gua durante a conversdo do polimero (1627 anglicose (180 g md). O
resultado foi expresso em pg ™de parede celular (Updegraff, 1969).

3.2.6.5 Quantificacao de acidos urénicos

A andlise de identificacdo quantificagdo de acidos urdnicos ocorreu conforme
ensaio de bifeni{m-hidroxi-bifenil). Para isto, amostras de 50 pL do hidrolisado para
monossacarideogiflrolise TFA), contiveram a adicade 50 uL de agua deionizada, 10
puL de reagente de sulfamato @®g de acido sulfamico dissolvido em algumas gotas
de KOH 24%, volume para 50 mL com agua desionizada e pH 1,6), 600 pL tampéao
borato (0,0129V borato de sdédio (N8407) em &cido sulfurico concentrado), agitado
vigorosamente e incubado durante 5 minuto$2a °C, resfriasdo em temperatura
ambiente durante 10 mitos As amostras foram divididas em duas aliquotas, uma de
200 pL para o branco e o restante de 510 pL para a reacao de bifenil. Na aliquota de
510 pL foi adicionado 15 pL solugdo de bifenil (0,15% em NaOH 0,5%). Apos 10
minutos, as amostras com reagente de bifenil foram dispostas em duplicatas, 200 pL
cada e 200 pL dbranco de cada amostrm.absorbancia das amostras da placa foi lida

em comprimento de onda de 540 nm e a concentracao foi calculada através de curva
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padrdo com acido glucurdnico e fatores de diluiggodoos resultadogxpressos em

ng mg* de parece celular (FilisefBozzi e Carpita, 1991).
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3.3RESULTADOS

3.3.1Confirmacgéo da manutencao do transgene por andlise de PCR gifantas T,
e analise do nivel de expressédo 8iPS1 por RT-gPCR

A andlise de PCR, utilizando iniciadores para o gene de resisténcia a
higromicina, confirmou g@resencalo transgendaGmMIPS(670 pb)no DNA extraido
de folhas de plantas,TA expressao diferencial ddIPS1foi encontrada no cDNA de
folnas dos transgenes da geracédo avaliados. O gene normalizad@&PT1 se
apresentou mais eficiente como controle interno, sendo utilizado em todas as dealises
RT-gPCR. Dentre as plantas transgénicas que apresentaram silenciamento foram
selecionados 6 niveis de expressao (MT 8.838%, MT 2.6 =40%,MT 7.13 =30%,
MT 1.1 = 20%, MT 7.2 = 5% e MT 1.2 = 4¥4Figura 2).
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Figura 3. Andlise da expressdo do gene MHPS1 em folhas de plantasontrole (WT) e plantas
transgénicas da progénie de tomateiro Monayaker Barras indicam o erro padréo = 3)

3.3.3 Rerfil metabdlico de sementes de tomatem plantasda progénie T, silenciada

Houve influéncia do silenciamento no perfil metabdlico em sementésitde
com 10 diasapods a anteg®AA) de plantas silenciadas quando comparado com a WT.
O conteudo de aminoécidos, acidos orgéanicos e intermediarios dodolacidos

tricarboxilicos (TCA) foi reduzidoem sementes corbODAA. Os acUcareglicose,
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sacarose e rafinose apresentaram acumulo quando comparado com acvifeddo
de mio-inositol ndo apresentou diferenga estatistica entre os niveis de silenciamento de
MIPS1le a WT, apesar da visivel reducé@o entre os niveis. O agucar alcool galactinol

reduziu, enquanto o glicerol aumentou (Figura 4
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Figura 4. Efeito do silenciamento na expressadvtiiS1no perfil metabdlicale sementesle frutoscom

10 dias apoés a antsMetabdlitos foram identificados esementesle plantasontrole (WT) e plantas
apresentando seis niveis de silenciamento da expresb®8& Os valores obtidos foram normalizados
em relacdo a media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tegsnediho e azul
expressm a exénsdo das mudancas nos mHvdos metabolitos segundo a barra de referéncia. Os
asteriscos indicam diferenca significativa pelo Teste t de Student (p perDBomparacdo com o0s
valores obtidos para o WT (n = 6). @dores absolutos encontraga hoDadcs Suplementares.

Em sementes de 25 DAA, os frutos verdes estdo em fase de divisao celular e o
perfil metabodlico apresentou outro comportamento comparado ao de 10 DA#a(Fig
5). Os aminoacidos em sua maioria apremant comportamenteemelhanteao WT,
comexcecaada asparaginaom conteudo reduzidésina e tiraminagueapresentaram
acumulo Os acidos organicos apresentaram diferenca em acumulo de metabdlitos, em

especial nicotinato e quinato. Os intermediarios do ciclo TCA apresentaraencife
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novamente em malato no acumulo do metabdMerificou-se também o acumulo para
frutose, glicose e sacarose.t€dr dexilose diminuiu, possivelmentafluenciad pelo

nivel de inositol. Os agucares alcool continuaram sua tendéncia de acumulo em glicerol
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Figura 5. Efeito do silenciamento na expressadvfeiS1no perfil metabdlicale sementesle frutoscom

25 dias ap6s a antesMetabdlitos foram identificados esementesle plantasontrole (WT) e plantas
apresentando seis niveis de silenciamento da expresb®8& Os valores obtidos foram normalizados
em relacdo a media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tegrsnediho e azul
expressan a extensdo das mudancas nos niveis dos metabdlitos segundo a barraédeaefes
asteriscos indiam diferenca significativa pelo Tedtele Student (p > 0.05) em comparacdo com 0s
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encestraims Dados Suplementares.

Em sementes de frutos com BBA, em que os frutos se encontram em fase de
expansao e inio da maturacdo, caracterizado pelo estadieaker”, verificouse em

plantas silenciadasovamente um padrdo de reducdo nos niveis metabdlitasgFHg
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sugerindo uma reducédo na atividaohetaboli@ em plantas silenciada¥.erificou-se
uma reducdo significativa dos niveis de varios aminoécidos, entre elgsaegina,
aspartato, glicina, isoleucina, lisina, ornitina, fenilalanina, glutamato, piroglutamato,
serina, e tirosina. Os &cidos organicos butirato, fosforato, e quinato apresentara
reducao; enquanto isobutirato, lactato, nicotinato apresentaram acréscimo no conteudo.

Os intermediarios daiclo TCA &cido citrico, acido fumarico e acido malico
apresentaram reducdo do @amo, quando comparado com a WWbuve redu¢do nos
niveis d@ acucares glicose, sacarose, galactose e rafiangaanto frutose e trealose
apresentaram acréscimo podendo ser em resposta da reducdo da conversdo-de glicose
6P amic-inositol, estimulando a sintese de frutose e trealose.

Os acgucares alcool, mio-inositol e mio-inositol-1LP apresentaram reducdo em
dois niveis; o glicerol continuou seu padrdo de acumulo apresentando cinco niveis
significativos, enquanto o galactinol, glice®P e o benziflcool acumularam (Figa
6).
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Figura 6. Efeito do silenciamento na expressadvtiIS1no perfil metabdlicale sementesle frutoscom

50 dias ap6s a anesMetabdlitos foram identificados esementesle plantasontrole (WT) e plantas
apresentando seis niveis de silenciamento da expresb®8& Os valores obtidos foram normalizados
em relacdo a media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tegrsndiho e azul
expressm a extensdo das mudancas nos niveis dos metabolitos segundo a barraédeiarefes
asteriscos indicam diferenca significativa pelo Teste t de Student (p perDBomparacdo com o0s
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encestraims Dados Suplementares.

Senentes com 60 dias apds a antese coletaddsuttss em estadio maduro

apresentam pldo de aminoacidos ainda mais reduzgi@ndo comparado com o
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padrdo em sementes de 50DAA, sendo roargrastanteaos valores de aminoacidos
encontrados em plantasntrole. Essaeducaosignificativa foi encontrada emarias

das difeertes linhagensilenciadagFigura 7. Os acidos organicos apresentam reducao
sendo mais expressivo nos conteudos de lactatatinato e quinato. Os intermediarios
do ciclo TCA apresentam reducdo em fumaratalatoe succinatoEm relacdo aos
sacaridegsapenas a samzse apresentou reducd®. glicerol reduzii em quatro
linhagens silenciadasnquanto o galactinol aumentou em trés linhaféigara7).
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Figura 7. Efeito do silenciamento na expressadvtiIS1no perfil metabdlicale sementesle frutoscom

60 diasap0s a antes Metabdlibs foram identificados em sementis plantasontrole (WT) e plantas
apresentando seis niveis de silenciamento da expresb®8& Os valores obtidos foram normalizados
em relacdo a media das plantas WT e transformados em log2. Diferentes tegrsndiho e azul
expressm a extensdo das mudancas nos niveis dos metabolitos segundo a barraédeiarefes
asteriscos indicam diferenca significativa pelo Teste t de Student (p perDBomparacdo com o0s
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encestraims Dados Suplementares.
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3.3.4 Alteracdes metabodlicasem pericarpo de frutos de plantas de tomate em
linhagensMIPS1 silenciadas.

Em pericarpo de fruto§ODAA em linhagens silenciadas padréogeral da
abundania de metabdlitofoi reduzido Em frutos os metabdlitos também presentaram
reducao, porém menos contrastadesncontrado em sementizssmesma idade

Os &cidos organicos ndo seguiram a tendéncia de redygasentada nos
demais metabdlitoe apresentaramcumuloem benzoatplactato, nicotinato e quinato.

Os intermediarios doiclo TCA, por sua vez, seguiram o comportamento de reducéo de
metabolitos encontrado nasninoacidosapresentando reducao em fumamtmalato

Os acguUcares apresentaram acunmal@onteudo em xilose, maltgsafinose e sacarose.
Houve acumulo nos niveis dalactinol e lactol (Figura8).

Em pericarpo de frutos de 25 DAA de plantas silenciadagica-se reducéo
significativa no contetdo doaminoéacidos acido aspartico, betanina, guanidina,
glutamina, glicina, isoleucina, lisina, ornitina, prolina, serina, treonina e tirSmaa
9). Os &cidos organicos deidroascorbato, acido latico, acido nicotauicto quinico,
acido malico e acido piravicgor sua vez, apresentaram acumulo comparado com a
WT, assim como 0s acgucares glicose, maltose, manose, rafnose, sacarose «ilose
acucar élcool glicerol. Omio-inositol apresentou redugdo significativa em aum
linhagem silenciada (Figu®.
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Figura 8. Efeito do silenciamento na expressaohielS1 no perfil metabdlicade pericarpo de frutos
com 10 dias apds a antedvietabdlitos foram identificados epericarposde plantasontrole (WT) e
plantas apresentando seis niveis de silenciamento da expresbfi®@3le Os valores obtidos foram
normalizados em relagdo a media das plantas WT e transformados em logid3ifemes de vermelho e
azul expressa a extensdo das mudancgas nosisides metabdlitos segundo a barra de referéncia. Os
asteriscos indicam diferenca significativa pelo Teste t de Student (p perDBomparacdo com o0s
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos ences¢raims Dados Suplementares.
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Figura 9. Efeito do silenciamento na expressaoMielS1 no perfil metabdlicade pericarpo de frutos
com 25 dias ap0ds a antesMetabdlitos foram identificados epericarposde plantasontrole (WT) e
plantas apresentando seis niveis de silenciamento da expresbfi®@3le Os valores obtidos foram
normalizados em relagdo & media gdiamtas WT e transformados em log2. Diferentes tons de vermelho e
azul expressa a extensdo das mudancas nosisides metabodlitos segundo a barra de referéncia. Os
asteriscos indicam diferenga significativa pelo Teste t de Student (p pedrDBomparadp com o0s
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encesgraims Dados Suplementares.

Em pericarposde frutos com 50 DAA, poucos aminoacidos apresentaram
diferenca,foram eles: acido aspartico, glutamina, glicina, metionina, serina e treonina,
esa diferenca ocorreu no acumulo e em poucas linhaffégara 10). Os acidos
organicos seguiram tendéncia de acumulo quando observado os contelddos de
deidroascorbato e nicotinato, enquanto fosforato apresesdogdo Os intermediarios

do ciclo TCA também tenderam para o acumulo. Qgagesmaltose, trealose e xilose

-102-



apresentaram acumulaenquantosacarosereduziu Os acgucares alcool galactinol
glicerol também apresentaramimulo, enquant@ mioc-inositol tendeu para a reducao

apesar dedo apresentar diferenca estatistiéigural0).
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Figura 10. Efeito do silenciamento na expressdoMielS1no perfil metabdlicale pericarpo de frutos
com 50 dias ap6s a anesMetabdlitos foram identificados epericarposde plantasontrole (WT) e
plantas apresentando seis niveis de silenciamento da expresbfi®@3lke Os valores obtidos foram
normalizados em relagdo & media das plantas WT e transformados em logtelifens de vermelho e
azul expressa a extensdo das mudancas nosisides metabolitos segundo a barra de referéncia. Os
asteriscos indicam diferenca significativa pelo Teste t de Student (p p»erDSomparacdo com os
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encestraims Dados Suplementares.

Em pericarpos de frutosom 60 DAA, ao comparar o perfil de aminoécidos
entre as linhagenssilenciadase a WT, esses apresentaram acumulo de um a quatro
linhagensde silenciamento (Figa 11), verifico-se em 50e 60 DAA possuem um

padrdo alterado no aumento da abundancia de aminoa&doselacdo aos acidos

-103-



organicos, apenas nicotinato apresentou modificacdo ao comprar com a WT,
apresentando reducdo. Os intermediariosido TCA, acido fumérico écido malico
apresentaram reducdo quando comparado com a WT, enquanto os agsaoaksse,
ramnose e Xxiloseapresentam acréscim@&nquanto maltosesacarose e rafinose
reduziram Os acucares alcool o galactinol en@m-inositol apresentaram amulo em
relacdo a WT

| .
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Figura 11. Efeito do silenciamento na expressaoMielS1no perfil metabdlicade pericarpo de frutos
com 60 dias ap6s a antsMetabdlitos foram identificados epericarposde plantascontrole (WT) e
plantas apresentando seis niveis de silenciamento da expresbi®3le Os valores obtidos foram
normalizados em relacdo a media das plantas WT e transformados em log2tdifenes de vermelho e
azul expresga a extensdo das mudancas nosisides metabdlitos segundo a barra de ref@é@s
asteriscos indicam diferenca significativa pelo Teste t de Student (p »erDSomparacdo com os
valores obtidos para o WT (n = 6). Os valores absolutos encesgraims Dados Suplementares.

3.3.5Acucares neutros de parede celular

Os acucaresieutros de paredeelular guandocomparados entre as plantas
controle e as linhagens silenciadesy frutos com 60 DAA, alicose e fgose
apresentararacumulosignificativono maior nivel deilenciamentdMT 1.2 e osacidos
urénicosapresentaram acumulo éviT 1.1 (Figura 13. A xilose apresentou tendéncia a
reducaona linhagem MT 1.2galactose e ranose g@resentarantendéncia a@aimulo

nalinhagem MT 1.1 em pericarpo de frutos madurosi@).

~

CwT

[ MT 2.6
I MT 1.1
[CI1MT12

(o)
L

o
L

IS
1

w
L

N
L

Agucares de parede celular (valores relativos)
R
1

ok okl

Glicose Ramanose Arabinose Manose Galactose Xilose Fucose CeluloseAcido urdnico

o

Figura 12. AcUcaresneutros celulose e acido urdniate paredescelulaesem pericarpo de frutos de 60
dias ap6s a antesde plantasontrole (WT) e progénie transgénica,Tsilenciada de tomateiros
‘Moneymaker’quantificados via G@/S. Asterisco indicaliferencaestatistia pelo Testet (p <0,05) em
comparagdo comas plantas-controle (WT) Barras indicam erro padrdom = 3) Os valores absolutos
encontrarrse nodDados Suplementares.
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3.4DISCUSSAO

Em frutos e sementes dmhagenssilencialas paraMIPS], os metabdlitos
primarios em sementes e pericarpo e metabolitos de parede em pericarpo apresentaram
modificacdo em sua abudittia. Essa alteracdo ocorreu ndo somente nos metabdlitos
com estreita relagdo com metabolismo de inositol, mas \eerifiecna coordertd@o de
alteracdo em distintos metdibos, influenciados e@lo que podemos inferir cona
reducado/modificagiida atividademetaboli@nas plantas silenciadas.

Anterior a este trabalho, Carraet al (2006)analisaram o perfil metabdlico
durante o desenvolvimento de frutos de tomateiro e corretaaima interacdo entre os
metabdlitos. Esse estudo apresentou 2.527 correlagdes significativas, deniéZel
positivas e 149 negativas. i@io-inositol e osmio-inositol lifosfato, foco @ estudo
desse trabalho com o silenciamento NHPS foi o quarto metabdlito mais
correlacionado, apresentando 25 correlacdes. Ele se correlacionou negativamente com
todos os monossacarideos (com excecdo da arabinose) e positivameni com
dissacarideo sacarose. Os demais metabolitos com maior nimero de correlacbes em
pericarpo de tomate durante o desenvolvimento do fruto foram o acido linoleico,
glicerol1-P, a-cetoglutarato, GABA, glicosé-P, quinato e frutosé-P; desses, a
maioria € ntimamente ligado ao metabolismo de inositol. A correlagdtoe mio-
inositol fosfato e sacarose foi anteriormente observaga uma populacdode
introgressao ertomateros (Schaueeet al, 2006) e durante analigse perfilmetabdlio
em periodo diurno eirabidopsig(Morgenthalet al., 2005).

Quanto a abundancia dos metabdlitos em plantas de tomate com diferentes
niveis de silenciamento dellIPSl, comparada aos niveis encontrados plantas
controle,0s aminoacidos apresentaram decréscimo emalBuadanciam sementg nas
idades de 10, 50 e 60 DAA em frutos nas idades d®, 25 e 50 DAA quando
comparado aos niveis da WT.

Os niveis de aminoacidos em frutos de plantas silencedatade dé&0 DAA,
que representa a fase madaaresentou acunm Em pericarpos maduros € relatada a
alta atividade dasocitato desidrogenaséCPOH) (Gallardoet al, 1995), o que e&t
vinculado ao fornecimento de-dXoglutarato para a biossintese de aminoacidos e
assimilacdo daménia (Chen e Gadal, 1990;IGz et al., 1999), os aminoécidos atuam

como substratos alternativos da via respiratoria quando o abastecimento deéacucar
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baixo e durante as fases posteriores do desenvolvirderitatg no qual a demanda de
carbono é atendida exclusivamente por fofloate das plantas.

O metabolismo de parede celular também pode proporcionar o aumento dos
niveis de aminoacidos em pericarpos maduros devitkgradacao proteicBurante o
processo de amadurescimento a atividade de enzimas, como proteases, associadas a
paredecelular, apresentam picos de ativida8eymouret al, 2013). Ese acréscimo
comparado a WT pode sugerir rapida despolimerizagdparede celular em plantas
silenciadas apresentando reducdo em firmeza, resisténcia a patdgenos e na vida pos
colheita dogrutos.

Apesar da modificagdo no conteldo de aminoacidos em frutos maduros,
verifica-se umdina regulacdo nas demais idades adals quando comparado os niveis
entre sementes e pericarpo de fru@msbos apresentando reducdes. Toubiataal
(2012) etudaram76 linhas de introgressdo em ton@e e compaaramos dados de
metabolitos de sementes cama depericarpo. Os metabdlitos apresentaram estreita
interdependéncia de processos metabdlicos entre seménites e

Os aminoacidos em sementes mostram um papel central, mantendo interacdes
com outras categorias de mdillos, principalmenteacuicares e acidos organicos.
Toubianaret al (2012 apresergrama correlacd@omuma extensa estreitaegulacao
do metabolismo da semertem metabolismano fruto, com papel central apresentado
pelosaminoacids narede metabdlica de semesite

A abundancia dos acidos organicos fosfatados em plahifaS silenciadas
comparadas a WT também apresentou reducéo na abundancia. O fosfgliaévato,

0 quinatoe o benzoato acompaalhamo comportamento de reducao apresentado pelos
aminoacidos, refletindo um evento coordenado do perfil metabdlico em pericarpo e
sementes.De maneira similar nese estudo os intermediarios dociclo TCA
apresentaram reducéo significativa nas linhagens silenciaas, redugcao foi
encontradanas linhagens e metabolitosdehouve reducdo em aminoacidos e &cidos
organicos.

A coordenacdo do metabolisrdarante o desenvolvimentvisto em sementes
de 5 DAA, quando os aminoacidos apresentam tendéncia @ouéx ou acémulo
significativo na abun@ihcia, os intermediarios doiclo TCA respondem de maneira
similar, com admulo na abunéhcia. Estepadrdo de acumulo aos 25 dias apds a antese

€ explicado pelo o climatéico de maturacdo. Nesse momento ocorre aumento da
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respiracdo o que justifica o aumento dos conteudos de intermediarios do TCA e
aminoacidos@msOliu et al, 2011)

Em 60 DAA o fruto se encontra em fase madura e o padrabwelanciale
aminoaa@os € modificado, havendo grande acumulo sem que haja 0 mesmo
comportamento nos intermediarios fosfatados e intermediariaschoTCA, que se
apresentanreduzidos.Essasalteracbessdo reflexo das mudancas na atividade das
enzimas do ciclo de TCA, que diminuem durante a transicdo cloroplasto para
cromoplasto em frutos de tomate (Jeffetyal, 1986). Btudos anteriores relatam
alteracbes do conteudo dos principais acidos citrato e malato (Davies, 1965, 1966;
Stevens, 1972). No entanto, é importante salientar que as alteracdes no cdatetdo
acidos orgéanicos sa@ridveisentre as cultivares americanasugopéas de tomateiros
Independente da cultivar, os contetdos de citratoc#risim podem se manter altos até
em estadios avancados de amadurecimento, juntamente com a alta atividade de NADP
ICDH em pericarpos maduros (Gallargb al, 1995) o que resulta no acumulo de
aminoacidos, como salientado anteriormente.

Os acucares por sua vez foram mais respondentes a interacdo com 0s conteudos
de inositol ou expressédo ddlPS1, onde a reducdo da conversédo de gligbBepara
mio-inositol resultaria no aamulo dos principais mono e dissacarideos, como glicose
frutose e sacarose. Esse comportamento foi verificado em sementes de 10 e 25 DAA,
porém esse padré&e inverte em sementes de 50 e 60 DAA, apresentando uma forte
reducao de glicose e sacarostorte adimulo de frutose em plantas silenciadas quando
comparado com a W

Em frutos, verifiousepadréo similar durante os estadios 10 e 25 DAA em que
glicose e sacarose acumulam, modificando seu comportamento aos 50 e 66NOAA
passam apresentaabundacia reduzida em comparacédo com as placwasrole. Com
o inicio do amadurecimentoo amido armazenadoos plasfdeos sdaaonvertidosem
acucares tais como glicose fitose que se acumulam em niveis superiores aos
necessarios pareespiracao (Tucker, 1993 Como resultado, tomatesm fase de
maturacdo aumentaraos niveis de frutose, glicose enquanto que os niveis de sacarose
diminuem progressivamente durante a maturacdo e amadurecimento de(®@uoias
Oliu et al, 2011).

A avaliagcéo dos acucares alcool apresentaram acumulo em todas as idades e em
pericarpos esementescom excecdo dmio-inositobl-P que apresentou reducédo de

conteudo nas idades que o metabolito foi identificado. Gdvieeino et al (2005)
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destacarama importancia e o envolvimento dasio-inositol fosfato em diversos
processos, abrangendo a transducédo dassiaaosmoprotecdo, ametabolismo de
auxina, ressaltando a essencialidade de uma fina regulacdo. Sataakr(2006)
sugeren que esta regulacdo acompanha os niveis momentaneos de sacdess® e
forma, o mio-inositol e os seus deridas se apresentariam como moléculas com
potencial regulacdo do desenvolvimento de oButNo estudo da populagcdo em
introgress@o Zamir de tomatesmao-inositol foi um dos poucos metélitos fortemente
ligados & caracteristicas associadas a linhagem estudada (Sehalie2006).

A parede celular tem seu metabolismo desenvolvido e regulado durante o
amadurecimento de frutos (Hadfield e Bennett, 1998; Rosd 2004). No presente
estudo os monossacarideos de parede celular xilose, glicose, ramabssysar
galactose, fucose e manasa frutos de 60 DAAO acglucar com maior abuénttia foi a
glicose apresentando acumulo no nivel mais silenciaese acumulo pode ser
explicado pela redugao da converséao da gli6aBea mio-inositol.

Os monossacarideos arabinose, galactose e ramnose sao liberados pela
degradacédo de derivados de pectinas arabgegalactass durante o metabolismo de
parede celular, desenvolvido no processo de maturacao (Sakurai e Nevins, 1993) o que
pode ter mascarado o pool de m@axsrideos de parede avaliados, assim, a alteracéo
ou ndo desse conteldo podem resultar ndo somente ao silenciamento, mas também ao
metabolismo estimulado pela idade do fruto em parede celulares.

Polissacarideos da parede celular sdo sintetizados gktasiltransferases
ligadas @ membrana celular utilizandwcleotideosle aclUcar presentes no citgdais
como uridina5 difosfoglicose (UDP- Glc), guanosina difosformase (GDPMan) e
UDP-acido gucurdnico (UDPGIcA) (Sharples e Fry, 2007). UBBICA podem ser
produzidas de duas maneiras: a partir de {@iPose (UDPGIc desidrogenase), ou a
partir de inositol, através daio-inositol oxigenase NIIOX) (Lorenceet al, 2004). A
via MIOX converte inositol ao &cido glucurdnico o qual pode ser ainda fosforilado para
gerar acido glucurénietb-fosfato, que € entdo convertido em UBRA fornecendo
nucleotideosle acucares necessarios para a sintese da parede celular em uma reacéo
termodinamicamente irreversivel (Endres e Tenhaken, 2009).

Estudos com arabidogis nocauteada pafdlOX1 e MIOX2 apresentaram
drastica redugcdo na incorporacdo de-iBbkitol em polimeros de parede celular,
enguanto a superexpressaodwi®©X4 resultou no aumento da incorporacéo de acucares

de parede de origem ddlOX4 o que indica a utilizacdo do acido glucurénico de
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origem daMIOX gera polissacarideata parede celular. (Endres e Tenhaken, 2009).
Porém, esta ndo € a Unica viandeleotideosle aglcar para parede celular. A UBR
através da acdo da URjHcose desidrogenase gera o RIBICA, este por sua vez
produz os residuos de galacturonato, xilose arabinose, apiose na parede=ssiauta

foi evidenciada através de galactose e frutose marcados, codaider@o via
principal, e a via de glicosé-P através de inositol como ahativa (Sharples e Fry,
2007).

A celulose avaliada em extratos de parede celular de frutos contendo 60 DAA
nao apresentou diferenca entre as plactagrole e os niveigde silencianento.Essa
resposta ja era esperada uma vez que os monossacaride@sideellar foram pouco
interferidos pelo silenciamento d8PS. Os &cidos urdnicos apresentaramnado em
paredes celulares de frutdas linhagens silenciadas.

Em plantas, a celulose € incorporada numa matriz solivel de patisease
glicoproteinasda parede celulafNo fruto do tomate, a pectina é a mais abundante
macromolécula dentro dessaatriz, tanto na lamela média quanto paede celular
primaria, e compde 385% do peso seco da parede celular (KaczkqwaB03;
Mohnen,2008). Pectina € um grupo altamente complexo de pdisdars que podem
conter até 17 monossa@deosdiferentes, os quaisie ricos em acido galacturénico
Quatro principais tipos de polissacarideos péctiocem descritos: homogalaturonano
(HGA), ramnogalacturonano | RGI), ramnogalacturonano Il RGIl) e
xilogalacturonanXGA) (Kaczkowskj 2003). Algumas enzimas degradantes de pectina
apreseram fortes correlagbes com acUdasfato, sugerindo que os componentes
degradados da parede celulmtornam ao interiorda célula para alimentar o

metabolismo de carbono (Carratial.,, 2006).
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3.5CONCLUSOES

O silenciamento parcial da enzirvlPS através da transformacgéo genética do
tipo intron-hairpin-RNAcom controle do promotaZaMV 35Sé capaz de proporcionar
alteracdo no metabolismo de frutos e sementes. Assiavaliaremse seis diferentes
niveis de expressao desse gene em quatro idades e estadios de desenvolvimento de
frutos foi possivel identificar alteragbes em uma série de dldgtabprimarios e de
parede celular.

Neste contexto, o silenciamento parcial rdep-inositol fosfato sintase altera
principalmente o contetdo de aminodcidos e acucares em todas as quatro idades
avaliadas (10, 15, 50 e 60 DAA) tanto em pericarpos de frutos quanto em sementes. A
intensidade da variagdo do conteudo de metabdlitos € proporcional a proximidade
desse com o0 metabolismo de inositol, nivel de silenciametmbém se associam as
variacdes metabdlicas normalmente observadas ndiguespeib aidade e estadio de

desenvolvimento dos frutos e sementes.
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CAPITULO 4

Silenciamento da mio-inositol-fosfato  sintase (MIPS1)
incrementa o conteudo de agcares sem alterar o sistema

enzimatico antioxidante e componentes da parede celular
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4.1INTRODUCAO

O mio-inositol é produto daenzima mio-inositol fosfato sintase (MIPSJ)
(E.C.5.5.1.4) quecatalisa a conversédo irreversivel deGlicose6-P para iL-mio-
inositol-1-P. Essa € a unica via de biossinted® novo, sendo encontrada em
cianobactérias, algas, fungos e plantas e possui papel central no metabolismo celular
(Loewus e Loewus, 1983; Moret al, 1990; Majumder 1997

A sequéncia da enzima MIPS foi descrita em mais de 70 organismos diferentes
nestes verificou-se quesequéncias codificadoras pdvdPS sdo pertencentes a uma
familia multigénica, com alta similatade entre as se#pcias de nucleotideos e
aminoacidos,apresentand@ dominio catalitico conservado evolutivamente entre os
filos (Abreu e Angéo 2007Satoet al, 2011).

Sequénciascodificadas deMIPS foram isoladase caracterizadas de varias
espécies vegetais, tais com@pirodela polyrrhiza (Smart e Fleming, 1993),
Arabidopsis thaliangJohnson, 1994)Citrus paradisii (Abu-Abied e Holand, 1994),
Mesembryanthemum crystallinyishitaniet al, 1996) Nicotiana tabacuniHaraet al,
2000),Glycinemax (Hegemaret al, 2001),Hordeum vulgardLarson eRaboy, 1999)
Orysa sativa(Yoshida, 1999)Zea maygLarsone Raboy 1999) Porteresiacoarctata
(Majee et al, 2004), Sesamum indicunfChun et al, 2003) e Passiflora edulisf.
flavicarpa (Abreu e Aragdo 2007)Até o momentoMIPSL nédo foi descrd e
caracterizad experimentalmente em tomateiros.

Transcritos deMIPSL de diferentes espéci¢dm sidoencontrads emovulos,
graos de podlensementes endesenvolvimento folhas de plantagultivadas em
condicbes de camp@Abreu e Aragdo 2007)flores, cotilédonesem germinacéo,
embrides somaticos (Hegemanh al, 2001) Porém, & o presente momentérgaos
vegetative e desenvolvimentde frutoscarnosos enplantascom baixa expressao de
MIPS ndo foramcaracterizados em detalh&3s esforcos das pesquigém focadono
conteudo de moléculas alvo, como fitatos e oligossacarée@ementesnassdienta
se a necessidade de estudos em orgagetative (Nuneset al, 2006; Fernandes,
2009, Donahuet al, 2010; Aliet al, 2013).

Mutantes nulos daMIPS s&o letais, dessa forma as vias biossintéticas
influenciadas pelmnio-inositol, produto da MIPS, necessitam de outras abordagens de
estudo. O silenciamento de RNA, mediado via RN interferénciapossibilita a

investigacdo de alteracfes na biosse e metabolismo deio-inositol (Nuneset al,
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2006). No entanto, niveignais elevadosde silenciamento podem comprometer a
homeostase e manutencdo de processos fisiologicos e reprodutivos resultando em
alteracbes ndo esperadas e desvantajosaglargassilenciada (Keller et al, 1998;
Nuneset al,, 2006; Fernandes, 2009; Donaltial, 2010; Aliet al, 2013).

O mio-inositol € um componente essencial na biossintese de uma variedade de
derivados que vao desde simples fosfatos de inositol até complexos produtos associados
a membrana com fung¢des celulares importantes (Bioaly, 2013). Em plantas, mio-
inositol desempenha papel de destaque no metabolismo fornecendo inositol e
inositideos envolvidos em processos metabolicos e em estruturas vegetatigast (Go
al.,, 2011; Valluru e Ende2011). O mio-inositol pode ser usado para produzir o
fosfatidilinositol (Ptdins), polifosfatosnio-inositol (Kersting et al, 2003) e solutos
compativeis tais como galactinol, rafinose, familia oligossacarideos, polissacarideos de
parede celular e pinitol (Dastider al., 2008.

Estes compostos derivados deo-inositol participam de fungdes celulares
cruciais em plantas, como na transducgéo de sinais (Stevehabn2000; Xueet al,

2007), transporte de membranas (Thole e Nielsen, 2008), exportacdo de mRNA (Okada
e Ye, 20@), tolerancia a estresse (Shevelaval, 1997) e armazenamento de fésforo
(Thole e Nielsen, 2008; StevensBaulik et al, 2005; Murphyet al, 2008). Além

disso, omio-inositol é produto primario do acido-Glucurdnico, utilizado na sintese de

uma variedade de substancias pécticas da parede celular e compaostasulosicos

além deacido ascorbico (Loewus e Murthy, 2000; Sasdkal, 1989; Lorenceet al.,

2004).

Uma das tecnologias de analise que propiciam uma abrangéncia de dados é o
perfil metaldlico. Esta tecnologia proporciona fenotipagem, andlise diagnostica de
plantas, auxilia na anotacao funcional de genes e na abrangéncia do entendimento da
resposta celular para condi¢des biolégi®eh@uer e Fernie, 2006). Além disso, uma das
grandesvantagns da metabdimica é identificar as alteracfes secundarias a uma
determinada manipulacao (Fereieal, 2009.

O perfil metabdlico de copostos primarios juntamente com a avaliacdo das
trocas gasosas, fotoquimica e enzimas do estresso oxidatiempelucidar se ha
distarbio e qual a sua grandeza, assim como verificar novas vias influenciadas pelo
silenciamento dMIPSno corpo vegetativo.

Neste estudo, plantas de tomateiro da progéneomm seis diferentes niveis de

silenciamento daMIPS1 via RNAi foram avaliadasem folhas quanto ao perfil
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metabolico primario ele monossacarideosagarede celular por GBIS, pigmentos
fotossintéticos,acgucares, além de parametfig®ologicos edaatividade de enzimas do
estresse oxidativo. Essa abordagem apodteracdono comportamentde metabdlitos

no corpo vegetativo em plantas silenciadas e a estabilidade fisiologica ens planta

contendo reducao do contetudomndie-inositol ou expressao ddiPS,
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1Material vegetal e condi¢gbes experimentais

Foram utilizadas sementegde plantagsle tomateiro ‘Moneymaketiansgénico
contendo construcao tipointron-hairpinRNA com fragmentos do genBlIPS de
Glycine maxAGmMIPS (Figura 1) indutora dsilenciamento danio-inositolfosfato
sintasede origem do vetor de transformacdo pMIPS1303 inseridAgnabacterium
tumefaciesGV 3101 (Figura 2) As sementes foram germinadas entre p&gehitest
em camara de crescimento por um periodo de 14 dias.

A confirmagdo da manutencédo drartsgene foi realizadpor PCR com
iniciadores para o gene de resisténcia a higromicina em folhas de plantas contendo 30
dias. As plantas com transgenia confirmadplantascontrole (WT) foram avaliadas
quanto o silenciamento daio-inositolfosfato sintase(MIPS1) por RT-gPCR (Figira
2) e selecionamb seis niveis de expresssao.

Para cada nivel de expressédo foram realizadas seis réplicas bioldgicas através de
enraizamento adventicigilizando ramos basais laterais. O enraizamento foi conduzido
em vasos de 15 litros, esistemahidropénico contendo solucdo nutritiva a ¥z forca pH
5,7 (Hoagland e Arnon, 1950). O experimento foi conduzido em blocos casualizados,
em vasos de 15 litros contendo substrato Plarftdz@L Agro-Industria Ltda) em casa
de vegetacdoom temperatura controlada a 25°C até a frutificacao.

A parte vegetativa foi avaliada quanés trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila a, enzimas do estresse oxidativo, quantificagdes bioquimicas de acludares e
perfil metabdlico primério ele monossacarideos de parede celular. As amostragens
foram realizadas na folha composta do terceiro entrené das plantas silenciadas-e plantas
controle anterior ao florescimento. Os seis foliolos laterais mais expandidos (trs pares

foram utilizados para a®letas fisiolégicas e bioquimicas.
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Figura 1. Detalhe do vetor de transformagdo: sequéncia indutomatrde-hairpin-RNA constituida de
promotor CaMV 35$ seguido por fragmento d@mMIPSno sentido sensagpdk intron, repeticdo
antissenso do fragmento @enMIPSe ocsterminator.
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Figura 2. Vetor de transformacao inserido Agrobacterium tumefaciesV 3101.

4.2.2Confirmagéo da integracdo do transgene por reacao da polimerase em cadeia
(PCR)

A analise dePCR ocorreu com DNA isolado de discos foliares de plantas da
progénie transgénica @antascontrole utilizando o método CTAB (Doyle Doyle,
1990). A reacéo de PCR foi realizada em termociclador {FO0C MJ Investigador,
EUA) com 50 uL de solucédo contendo 40 ng de DNA, 60 mM deSigpH 8,9), 18
MM (NH,4)2SOy, 2 mM de MgCJ, 250 nm de cada dNTP, 200 nM de cada iniciador 5 U
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de Taq polimerase (Invitrogen). A reacao foi incubada @9 min) e submetida a 35
ciclos de amplificacdo (98C durante 1 min, 50C durante 1 min, 72C durante 1 min)
com um ciclo de alongamento final de 5 min a 72 °C durante 5 min.

Os iniciadores especificos para o gene de higromicina: ‘forward’ '5
GCTCCATACAAGCCAACCAGS3 ' e ‘reverse’ SCGAAAAGTTCGACAGCGTCTC
-3' foram utilizados para amplificar um fragmento a partir de DNA gendémico de 670 pb.
O DNA amplificado foi detectado no gel de agarose,8260em solucdo contendo

brometo de etidio 10 mg rifle visualizadoemtransiluminador UV.

4.2.3Desenho e teste dos oligonudideos para realizacdo da PCR quantitativa de
transcricéo reversa (RT-gPCR)

A sequéncia déMIPS1 GenBank No. Al49109tom expressdo em folhas de
tomateirofoi utilizadacomo molde para desenhar os oligonucleotideos pagPRR.

O programa PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems) projetou os oligonucleotideos
com 0s seguintes critérios: temperatura de anelamento de 5%a 6@mprimento do
fragmento amplificado de 70 a 150 pb, comprimento dos oligonucleotideos de 18 a 25
nucleotideos e ctetdo guaninaitosina de 40% a 60%.

Quatro genes constitutivos com atividade génica supostamente inalterada com o
silenciamento dMIPS1foram testados a fim de determinar a referéncia interna para a
normalizacdo da expressao do gene. Os genes testados foram: actina (accession number
BT013524),3-6-tubulina (BT013153), fator de alongameiito(BT013246), eadenina
fosforibosiltransferaseAPT1) (BT012816) (AlfenasZerbini et al, 2009).

A especificidade das quatro sequéndviPS1foi verificada na baseeddados

do NCBI utilizandese o Primer BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast). A especificidade de amplificacdo dos oligonucleotidétRS1 desenhados e
normalizadores foi velifada por meio da andlise das curvas de dissociacdo e por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado com nitrato de prata. O
oligonucleotideo d&1IPS1e normalizador que apresentou banda Unica e exyaessi

plantascontrole e transgénicas de tomateiro foi escolhido paragPTR.

4.2.4 Analise da expressao génica 8PS1 por RT-gPCR
O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar com o Plant RNA
Reagent Invitrogéhde acordo com as especificacdes do fabricante. Ap6s extracéo, o

RNA foi tratado com DNAse | Prome§@ quantificado em aparelho NanoDrop ND
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1000 para ajustar a concentracdo em 250 ny PLcDNA foi sintetizado a partir de 2
ng de RNA com o uso de tramngtase reversa SuperScfiptl (Invitrogen, Carlsbad,
CA) de acordo com as especificacbes do fabricante.

A reacdo de R-OPCR foi realizada em placa oOptica de 96 pocos em aparelho
ABI7500 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utildm o
SYBR Green para monitorar a sintese de dsDNA. As reac¢des contiveranS§ BiR
Green Master Mix reagent (Applied Biosystemi®oster City, CA, EUA 1 uL de
cDNA, 300 nM de cada oligonucleotideo em volume final de 12 pL. As amplifeacte
ocorreram end0 °C por 2 minutos, 98C 10 por minutos e 39 ciclos de 95 a 15s e
60°C a 1 minuto. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata.

Os oligonucleotideos utilizados para o-BHCR foram o MIPS# ‘forward’
(5'-TGAAGGAGAGGGTAAGTTCCASJ) e MIPS14 ‘reverse’ (&
AAAGGAGCCTTGGTAA GATAACTG-3’) para verificar a expressado 8PSle o
APT1 ‘forward’ (5- CCATGAGGAAACCCAAGAAGT-3) e APTL1 ‘reverse’ (5-
CCTCCAGTCGCAATTAGATCAT-3') para verificar a expressae APT1 Os niveis
de expresséao foram normalizadws relacdo @geneAPT1e a quantificacdo relativda
MIPS1 foi realizada pelo método comparativo de BACT) (Livak ¢ Schmittgen,
2001).

4.2.5Analises de trocas gasosas e fluorescénda clorofila a

As analises de trocas gasosas e fluorescéncia da cladiiam realizadas
entre7 e 14h (estabelecido por curva de fotossintese/tempo) em folhas completamente
expandidas, utilizando o foliolo distal lateral da folha do terceiro entreno, prexégame
testadas e selecionadas de cada plaAta ardlises foram realizadas anterior ao
floresamenta

As medi¢les de trocas gasosas foram realizadas com um analisador portéatil de
CQO; a infravermelho IRGALI-6400xt, LFCOR) com luminosidade da camara fixada
em1000 PAR, temperatura de 25 °C e fluxo de @@arambiente Foram avaliadas as
seguines caracteristicas: taxa de fotossinte8g (ranspiracdo H), condutancia
estomatica (g, concentracdo de GOntracelular (Ci), densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (DFFA), temperatura da folha (Tf), temperatura (T) e
umidade relatig do ar na camara (UR). Através dos valore#\ @cE foi calculada a

eficiéncia instantdnea do uso da agua definida pela WA partir dos dados de
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umidade relativa e temperatura da camara, foram obtidos os valores do déficit de
pressao de vapor daeosfera.

As variaveis de fluorescéncia da clorofildoram obtidas com um fluorémetro
acoplado aolRGA (LI-6400xt, LFCOR) na mesma area da folha em que foram
realizadas as medicdes de trocas gasoBasa as avaliacbes as folhas foram
inicialmente adaptadas ao escuro para obtencdo das variaveis de indugcdo da
fluorescéncia: fluorescéncia inicialgjFe fluorescéncia maxima {J e, com estes, foi
obtido o rendimento quantico potencial do fotossistema Il (FSWrmFE (Fn-Fo)/Fm.

As variaveis da fase lenta de inducéao da fluorescéncia foram obtidas sequencialmente
com a aplicacdo de uma iluminacgéo actinica e um pulso de luz actinica saturante para a
determinacdo das variaveis: fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do pulso de
saturacao (F) e fluorescéncia maxima em amostra adaptada &’ )u? (partir desses
parametros foi possivel calcular a fluorescéncia minima do tecido végeialado, iy’

= R/[((Fm-Fo/Fm)+(Fo/F')] (Oxborough e Baker, 1997), para o calculo do coeficiente

de extincdo faiquimico pelo modeltake o qual fornece uma estimativa de centros de
reacdes abertos do FSI|, g (Fn'-F)/(Fv'-Fo).(Fo'/F) (Krameret al., 2004).

O rendimento quantico efetivo de converséo fotoquimica de energia no pPSll, Y
= (Fm-F)/Fm’; e os rendimntos quantico da dissipacdo de energia regulaga =
(F/Fm’)-(F/Fm) e da dissipagao de energia nao regulaga=Y~/F,, foram calculados
de acordo com Genst al (1989) e Hendricksoet al. (2004). O Y, foi utilizado ainda
para estimar a taxa aparente de transporte de eléEdms= Y;.PARADSoha0,5
(Bilger et al, 1995), ondePAR é o fluxo de fétons (umol ¥s?) incidente sobre a
folha; 0,5 o valor correspondente a fracdo de energia de excitacdo distribuida para o
FSII; e, Abgnha O valor correspondente a fracdo de luz incidente que € absorvida pelas
folhas. O coeficiente de dissipacéao fotoquimice)(tpi calculado pela formula:pg=
(Fm- F)I( Ry - Ry) e, os coeficientes de dissipagé@@ocfotoquimicos NPQ ey pelas
seguinteformulas, respectivamente: NPQ(E, - Fn)/( Frn), dn = (Fm- F)/( Fm -

Fo').

4.2.6 Amostragem e extracdo de pigmentos fotossintéticos, sacarose, glicose,
frutose, glicose-6P, amido e proteinas
Amostras para a quantificagdo dos pigmentos fot@tisios eacucaredforam

obtidas dois dias ap0s as analises de trocas gasosas, nos ho@i09d:00, 18:00
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e 00:00horas. Dois discos foliares dg8@m de diametro foram coletados, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em -80at€ 0 mometo das analises.

Os pigmentos fotossiéticos e aglcares foram extraidos em série alcodlica de
trés incubacdes, consistindo de 250 pL etanol 98%, 150 pL de etanol 80% e 250 uL de
etanol 50%. Entre cada etapa, as amostras foram incubadas por 20 m3@.ftGs 850
rpm, seguida de centrifugagcad4.000 rpm durante 10 minutos, da gslcoletava
sobrenadante, quera adicionado ao sobrenadante anterior, resultando no extrato

alcoodlico final.

4.2.7 Quantificagdo de pigmentos fotossintéticos

Imediatamerd ap0s a extracdo os pigmentos fotossintéticos foram mensurados
em placas do tipo ELISA em espectrofotdmetro Asys UVM 3440. Para a leitoaa,
solucdo contendo: 120 pL etanol 98% (v/v), 25 uL de mix alcodlico em iguais
proporgdes utilizadas na extragé®5ep L do extrato total foram utilizadas. A leitura foi
realizada nos comprimentos de onda de 645 e 665, ndo ultrapassando a densidade Optica
de 0.3 e 0.6, respectivamente. O branco foi constituido de adicdo de 25 pL de mix
alcodlico no lugar da amostra. @dres de clorofilaa e b foram calculados utilizando
as seguintes equacoes:

Clorofiaa = 5.48665 — 2.16645

Clorofiab = 9.67ap65— 3.04p645

Os pigmentos foram expressos por peso fresco.

4.2.8 Quantificacao de mido

Para a quantificacdo de amido e proteinas o sedimento da extracao afobdlica
desidratado paspeedVae armazenadas-20°C até a quantificacao.

O sedimento desidratado foi lavado com etanol 100% ate completa remocé&o de
clorofilas, e desidratado sobre vacuo. As amostras foram tratadas com 400 puL de KOH
0,2 M durante uma hora 90°C e 950 rpm, resfriadas em gelo, centrifugadas a 14.000
rpm por 10 mintose retirado uma aliquota de 25 pL para quantificacdo de proteinas.
Em seguida as amostra foram neutalizada com 70 puLde acido acéticoa 1M e
homogeneizado vigorosamengen vortex, centrifugado 10 mutos a14.000 rpm e
coletado o sobrenadante. O volume de 100 pL foi hidrolisado com mix contendo por

reacdo (2 Unidades de enzima amiloglicosidase Roehe 40 pL tamp&o citrato de
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sédio 0.3M pH 4,6 e 150 pL de ¥ deionizadajnedianteincubado durante 20 horas
a 55°C e agitacaa 950 rpm.

A guantificacdo de amidimi realizada em microplaca tipo ELISA. Para isto, foi
preparado um mix contendo por reacdo (7,6 uL de tampéo 1M HEPES, 6mM 50
ATP, 6 uL 50mM NADP, 2 Unidades glicose-P-desidrogenase (G6PDH) Roéhe
Grade Il e 129 pL kD deionizada). A reacdo na placa foi formada pelo mix, 3 pL de
amido hidrolisado e 290 pL J@ deionizada.As leiturss foram realizadas em
espectofotometro em Qk)nmcom leituras a cada 15 segundos, durante 5 mimpai@s
0 estabelecmentda linha de base ou OD inicial. A reacao foi iniciada com a adi¢cédo de
1 Unidade de hexocinase por poco, desta forma a glicose élémsfca glicoseP e
esta é oxidada pela G6PDH ja presente na reacao a gli&Gmalksta reagcdo consome
NADP e libera NADPH que altera a absorbanciafguenensurada até a estabilizacéo,
resultando na OD final. A quantificacdo de amido calculadapelo AAgsonm € @

equacdao da curva padréo dgylixose determinada pacada placa.

4.2.9Quantificacdo de acucaressacarose, glicose, frutose e glicogé

Para a quantificacdo de acucares uatiguota de 300 pL do extrato foi
concentrada através de desidratacdo completspe@dVae armazenada -20 °C,até
a quantificacao.

4.2.9.1 Glicose-6-Fosfato

A glicose6P foi quantificada a partir do extrato alcodlico em microplaca do tipo
ELISA e analisadagm espectrofotometr@®Ds7o,m conforme Gibonet al (2004). O
meio de reacdo conteve por pobqL extrato alcodlico 70 pLde Tricina KOHa50
mM com 2,5mM de MgChpH 9,0; 2uL G6PDH Roch8Grade Il equivalente a 114;

2 uL NADP" a2,5mM e concentracbes padrio de glicésE (0, 2, 4, 10, 2% 100
HM) para a curva de calibracd&sta reacdo foi incubada por 20 minut@n
temperatura ambiens®b agitacdo d850 rpm. Nesta reacao, a glicede foi oxidada a
6-fosfogluconato produzindo NADPHA reacaatevecontinuidadecom a destruicdo do
NADP" restante através da incubagdo comu200,5M NaOH por 5 miatos a 95 °C;
aposisto, a reacao foi neutralizada com 20 05M HCl/tampé&o tricina. Um novo mix
de reacgao protegido da luminosidade, contendo por pogol(82 Tricina KOHa 200
mM com 10mM de MgChpH 9,0; 2uL G6PDH Roch8Grade Il equivalente a 114;
2 puL de PMS (Phenazine methosulfat@ 10 mM, 10 pL de MTT (3-(4,5-
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Dimethylthiazot2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromideg 10 mM; 4 uL EDTA a 200
mM) foi adicionadgara deiturade base em Oy, apos.a reagaddoi iniciadacom a
adicdo de 2uL de glicose6-fosfato a 250 mM que ativa a reacdo ciclica de
NADP*/NADPH. A concentracio de glicogeP foi calculada pela\As;onm € equacio

da curva padrao de glice$eP determinad&m cada placa.

4.2.9.2 Glicose, frutose e sacarose

A glicose, frutose e sacarose foram quantificadas sequencialmente através de
reacfes enzimaticasequenciais partir do extrato alcodlic(Fernieet al, 2001).0
primeiro acucar quantificadfii a glicose Para esta quantificacdo ceim de reacao
contend por poco (15QuL de tampaddEPES KOHa 0,1 Mcom 3mM MgHCl,, 4,6
uL ATP a60mg mL?, 4,6 L NADP* a36mg mL! e 0.8uL G6PDH Roch@Grade
Il equivalente a 0,8J), foi adicionado &0 puL do extrato alcodlice dispostos em
microplaca do tipo ELISA analisads emespectrofotetro OR4onm Nessa reacao foi
realizando iniciamente a linha de baseurante 5 minutoxom leituras a cada 5
segundos. Apds estabelecido a OD inicial, a reégdimiciadacom a adicdo de fiL
de hexocinasa 3 U uL™* por poco. A hexocinase realiza a fosforilacdo da glicose e
frutose em glicoséP e frutosé6P. A glicose6P éoxidadapela G6PDH ja presente na
reacaaa gliconate6P, esta reacdo consome ATP e NADP e libera NADPH gque altera a
absorbancia que é mensurada atétabilizagéo, resultando na OD final.

Em seguiddoi realizac a quantificacdo da frutose. Parg taha nova linha de
base estabelece a OD inicial, a reacao inicia com adicdopde #le fosfoglicose
isomerase 1,4 UpL™, que coverte a frutoséP em glicoseSP e esta a gliconaP
ocorrendoa formacdo de NADPH que altera a absorbancia que é mensurada até a
estabilizacao, resultando na OD final.

Sequencialmente, na mesma placa, a sacarose € quantificagaova linha de
base estabelece a OD inicial, a reacéo inicia com adigéo B-fructosidade (0,75 mL
do po dissolvidos em mL de tampdao) esta enzima converte sacarose em glicose +
frutose e o ciclo se repete com reagdes de fosforilagéo e oxidagao através das enzimas ja
presentes na reacao, ocorrendo finalmente a formacdo de NADUaNtificacdo da
glicose e frutose é realizada pela equag@@sonn{(2.85 x 6.22) que mensura a
guantidade de pmol de NADPH produzido, considerando que um NAPDH é produzido
a cada glicosé-P oxidada; a quantificacdo de sacarose o valor deve ser dividido por

-134-



dois, devido a ocorrer a formacao desddADPH por sacarose, uma referente a glicose

e outra referente a frutose formadas inicialmente pela atividgéiérdetosidade.

4.2.10Amostragem para determinacdo de atividade enzimatica, perfil metabdlico
primario e monossacarideos de parede

O par ¢ foliolos laterais distaiforam coletado®ntre as 11:30 e 12:30 horas
nesse foi retirado a nervura principa momento da coletacengelados imediatamente
em nitrogénio liquido e armemads a-80 °C até as extracdes. Essas amostras foram
utilizadaspara as analises do perfil metabdlico primanmnossacarideos de parede

celular e deenzimas do estresse oxidativo.

4.2.11 Determinacado da atividade antioxidativa

4.2.11.1 Obtencao do extrato enzimatico bruto

Os extratos enzimaticos brutos para as determinagfes das atividades das
catalases (CATS), peroxidases do ascorbato (APXs), peroxidases (PQsyaxislos
dismutases (SODs) foram obtidos pela pulverizacdo de 0,3 g de tecido \egetal
nitrogénio liquido, e adicdo de 2 mL de meio de extracdo (0,fodfato de potassio,
pH 6,8; 0,1 mMde &cido etilenodiaminotetracético (EDTA); 1 mbk fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSF) e 1% polivinilpolipirrolidona (PVPP) em cama de.dge
homogeneizado foi filtrado através de gaze e centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos

a 4 °C, coletado o sobrenadante e armazengkld & (Peixoteet al, 1999).

4.2.11.2 Determinacédo da atividade das superoxidos dismutases (SODs, EC 1.15.1.1)
A atividade das superoxidos dismutases foram determinadas pela adicdo de 30
pL do extrato enzimético bruto foliar em 2,97 mL do meio de reag&o constituido de 50
mM tampdao de fosfato de sédio, pH 7,8, contendo 13 mM metionie, &zl de p -
nitro tetrazolio (NBT), 0,1 mM EDTA au® riboflavina (Del Longo et al, 1993). A
reacao foi realizada a 2& em camara iluminada com uma lampada fluorescente de 15
W mantida no interior de uma caixa fechada. Ap6s 5 minutos de exposi¢édo a luz, a
iluminacgdao foi interrompida e a formazana azul produzida pela fotorreducao dNBT f
medida a 560, (Giannopolitis e Ries, 1977). A absorbancia a,568e um meio de
reacao exatamente igual ao anterior (mantido no escuro por igual tempegpondeu
o “branco” e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminacdo. Uma unidade

das SODs foi défida como a quantidade da enzima necessaria para inibir em 50 % a
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fotorreducédo do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U

min* mg* proteina.

4.2.11.3 Determinacédo da atividade das catalases (CATs, EC 1.11.1.6).

A atividade dascatalases foi determinada pela adicdo ge d®Q@xtrato
enzimético foliara 2,9 mL dameio de reacdo constituido de tampéo fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 e bD, a 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na
absorbancia em 24Q a 25°C foi medido durante o primeiro minuto de reacdo. A
atividade enzimatica foi calculada utilizansl® o coeficiente de extincdo molar do
H,0, de 36 M* cm? (Andersoret al, 1985) e o resultado expresso emohmin® mg

! proteina.

4.2.11.4 Determinacéo 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 aliquotas de

100 uL do extrato enziratico bruto enzimatico foliarforam adicionados a 2,9 mlod

meio de reacao constituido de 50 mM tampéo de fosfato de potassio, pH 6,0, 0,8 mM

acido ascorbico e 1 mMJ,. O decréscimo nabsorbancia 290, a25 °C foi medido

durante o primeiro minuto de reacdo. A atividade enzimédiczalculada utilizandae

o coeficiente de extingdo molar do ascorbato de 2,8 i’ (Nakano e Asada,9B1)

e o resultado expresso enmol min' mg* proteina.

4.2.11.5 Determinacédo da atividade das peroxidases (POXs, EC 1.11.1. 7).

A atividade das peroxidases foi determinada pelo método de Kar e Mishra
(1976). Aliguotas de 1Q0L do extrato enzimatico foram adicionados a 2,9 mL do meio
de reacdo constitubcdde 25 mM tampdao de fosfato de potagsib6,8 20 mM pirogalol
e 20 mM HO,. O acréscimo nabsorbancia a 420n, a temperatura de 2% foi
medido durante o primeiro minuto pela producdo de purpurogalina. A atividade
enzimatica foi calculada utilizandse o coeficiente de extingdo molar da purpurogalina
2,47 mM* cm™ (Chance e Maehley, 1995) e o resultado expressmmol min* mg*

proteina.
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4.2.12 Analise de metabdlitos primarios
A extracdo de metabdlitos primarios, derivacao, adicdo de padrédo e de injecdo de
amostra para GMS foram realizadas de acordo com Lisec al (2006) com

modificacdes.

4.2.12.1 Extracdo de metabdlitos primarios de folhas

Metabdlitos primarios foram extraidos @6 mg detecido foliar liofilizado e
pulverizado com nitrogénio liquido com a adicdo de metanol 100% (1.4 mL) como
extrator acompanhado diéitol (60 pL; 0,2 mg ml* em HO), como padréo interno, a
2 °C e agitado vigorosamente em vortex. Neste momento a atividade enzimatica é
paralisada.A extracdo ocorreu em incubagé& 70 °C por 15 miatos Apods
centrifugacdo (14.000 rpm, 10 raiog, o sobrenadante (1,2 mL) foi transferido para
de vidros de 5 mL de capacidade com tampas rosqued\aggionado 0,75 mL de
cloroformio (CHC}) e 1,5 mLde HO deionizadae autoclavada. A solucéo foi agitada
em vortex (15 segundos) e centrifugada a 4.000 rpm por 15 minutos.

A fase superior polar, contendo os metabdlitos primarios, foram coletadas
duas aliquotas de 150 pL as quais foram desidratadasetamente enspeed¥c sem
aguecimento. As amostras desidratadasanfo adicionadds gas de argoénio e
armazenadas em ultrafreezé((°C),até o momento das analises.

4.2.12.2 Derivatizacéo da fase polar de folhas.

As amostras foram redesitradatas durdrBemirutos em speed¥c, apos foi
adicionado 40 pL de metoxiaminohidroclorido (20 mgrém piridina). Um tubo
contendo igual volume de metoxiaminohidroclorido foi utilizado como branco e, em
paralelo, uma extracdo de folhas Aebidopsis thalianalem loe ja testado) para
controle do procedimentéds amostras e controles forantubados durante 2 hoas87
°C, sob agitacdo d@50 rpm. Em seguidaadicionouse um 70 pL de uma solugéo
contendo 1 mL NmethytN-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) e 20 upde
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME). Os tubos foram novamente incal&tios
°C sob centrifugacédo 850 rpm, por 30 mumtos.O volume de 100 pL foi transferido

para os vials para serem aplicados noNb&:--
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4.2.14.3 Analise de dados.

Os espectrosde massa foram analisados pelo programa TAGFINDER
(Luedemann et al, 2008) alimentado com biblioteca contendo os tempos de retencéo e
padrdo de fragmentacdo dos metabdlitos primarios. Depois de identificados e
selecionados os valores relativos dos metabdlitos foram normalizados pelo padrdo
interno ibitol, peso da amostre pela médiaadvalor relativo da planteentrole (WT).

Os valores finais foram analisados pelo teste estatisttodent(p < 0.05) e

transformados em log2apresentados eneatmaps.

4.2.13Metabdlitos de parede celular
4.2.13.1 Extracdo e remogao de amido

A extracdo e remocao de amido ocorreu em 500 mg de material vegetal
liofilizado de folhas. Para ist@ pulverizado foi homogeneizado com 1 mL de etanol
70%, centrifugados a 14.000 rpm durante 10utes. A0 sedimento foi adicionado
cloroféormio:netanol (1:1, v/v) durante 5 mitos sobagitacdoa 950 rpmatemperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido trés vezes ou até
completa remocédo dos pigmentdgp0s esta etapa, o sedimento foi ressuspenso em 1
mL de acetonacentrifugado, e seco sob vacuo.

A remocédo do amido da parede celular extraida ocorreu por incubacdo com 40
unidades dexr-amilase por amostra (Roche Applied Sciéhcem 2 mL de TriHCl
pH 7,0 durante 24 horas. Em seguida a parede celular foi preaipan centrifugagcao
de 14.000 rpm por 20 minutosaadh com agua desionizada para remocéo da glicose e
amido e centrifugado 14.000 rpm por 10 minutos para descarte do sobrenadante; esse
processo foi repetido trés vezes. A parede celular foi precipitamaetanol a 70%,
adicionandose volume apropriado de etanol a 96% a mistura de reacdo e uma ultima
lavagem e centrifugacao foi realizada com acetona, resultando na parede celular que foi

seca sob vacuo.
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4.2.15.2 Hidrdlise acida para quantificacdo de monossacarideos neutros

Material de parede celular (1 mg) foi incubada em 250 mL de 2M &cido
trifluoroacético (TFA) em um tubo de ensaio com tampa de rosca de borosilicat
durante 1 bra a 121 °C. A suspensédo foi diluida com 300 mL derapanol e
evaporao a 40°C repetido trés vezes. Em seguaedimento foi ressuspenso em 200
mL de &gua sob agitacdo e sonicacdo gbminutose centrifugadas. Os residuos
insolUveis foram utilizados para medir o teor de celulose através do método deanthr

A solucdo hidrolisada foi utilizada para analisar a composi¢cdo de acucares
neutros via acetatos de alditol, determinada porMEBCde acordo Blakenegt al
(1983).

4.2.13.3 Acucares neutros de parede celular.

O volume de 100 pL do hidrolisado foi evaporado a fim de preparar o alditol
acetatos. A reducédo de alditois foi conseguida por ressuspensédo do sedimento em agente
de reducdo (250 pL de borohidreto de sd6dio em 1M de hidréxidantig,
adicionado 30 mg dmmio-inositol por amostra como padréo interancubgaodurante
1 horaa temperatura ambiente. A mistura foi neutralizada pela a adicdo e 20 pL de
acido acético glacial e em seguida laaseucuidadosamente com 250 pL acido acético:
metanol (1:9, v/v) seguido de evaporagao &d® processo de lagem e evaporacao
foi realizado trés vezeseguido por lavagens de 250 puL metanol 100% evaporacao a 40
°C também realizadarés vezes. A mistura foi acetilada pela adicdo de 250 uL de
anidrido acético e 50 mL de piridina e incubados durante 20tosia 121 °C. A reacao
foi lavada com 200 uL tolueno e evaporado por duas vezes. A limpeza seguiu por
adicdo de 500 pL de agua destilada e 500 pL de cloreto de metilagdado
vigorosamente. A fase apolar inferior foi coletada, evaporada e ressuspendil00
puL de acetona. A composicdo de monossacarideos 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 silicaZ380 (30m x 0,25 mm i.d. x 2Qum de

espessura de filme; Supelco).

4.2.13. 4 Quantificacdo de celulose da parede celular
A celulose presente no sedimento da hidrolise &cida por TFA para
monossacaridepdoi hidrolisada com a adicdo de acido sulfarico 72% duran@e 3

minutos em temperatura ambiente e agitacdo a 950 gEguib de sonicacdo a
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temperatura ambiengurantel5 minutos Ao final desta etapa foi adicionado 450 pL
de agua desionizada agjitadovigorosamente e centrifugado a 3.700 rpm durante 5
minutos.

A solucéo hidrolisada foi analisada pelo teste de anthona, para isto 200 pL foram
utilizados paraluasreplicatas do ensaio. O teste arana (Dische, 1962) foi reatido
em 100 pL do hidrolisado de celulose e adicionado 200 puL do reagente de antrona
0,2%, aquecidem banheMaria fervente durante 5 mitos A leitura foi realtkada em
200 pL em placa do tipo ELISA em espectrofotometro eng,6R O total de hexose
foi calculada através de curva padréao de glicose convertido para o total do extrato e total
em mg do matrial extraido. O resultado foi dividido pelo fator 1.11 para acomodar a
adicdo de 4gua durante a conversdo do polimero (1627 anglicose (180 g md). O

resultado foi expresso em pg Mde paredeelular (Updegraff, 1969).

4.2.13.5 Quantificagcdo de acidos urénicos

A andlise de identificagdo e quantificagdo de acidos urdnicos ocorreu conforme
ensaio de bifenil. Para isto, amostras de 50 pL do hidrolisado para monossacarideos
(TFA hidrolise) foi adicionado 50 puL de agua desionizada, 10 pL de reagente de
sulfamato (19,44 g de acido sulfamico dissolvido em algumas gotas de KOH 24%,
volume para 50 mL com &gua desionizada e pH 1,6), 600 pL tampéao borato (0,0125 M
borato de sddio (NB40O;) em acido sulfurico concentrado), agitado vigarosnte e
incubado durante 5 minutoa 121 °C, apoés,as amostras foramesfriadas em
temperatura ambiente durante 10 min. As amostras foram divididas em duassliquota
uma de 200 pL para o branco & ®10 pL restants para a reacdo de bifenil. Na
aliquotade 510 pL foi adicionado 15 pL solucéo de bifemiHydroxy-biphenyl 0,15%
em NaOH 0,5%). Apos 10 mitos, as amostras com reagente de bifenil foram
dispostas em duplicatas, 200 pL cada e 200 pL do branco de cada amostra. A
absorbancia das amostrras placa foam lidas em comprimento de onda de 540 nm e a
concentracdo foi calculada através de curva padrao com acido glucurénico e fatores de
diluicéo, os resultados foram expressos em ng degparece celular (FilisetBozzi e
Carpita, 1991).

4.2.14Andlise estatistica
Os dados de ahiges bioquimicas e fisiologicas foram submetid@nalise o
Testet (p < 0.05).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1Confirmacgéo da manutencao do transgene por andlise de PCR em plantas T
e andlise do nivel de expressdo 88PS1 por RT-gPCR

A analise de PCR, utilizando iniciadores para o0 genetderancia a
higromicina, confirmou g@resencalo transgendAGmMIPS(670 pb)no DNA extraido
de folhas de plantas, A expressao diferencial ddIPS1foi encontrada no cDNA de
folhas dos transgenes da geracdoQ gene normalizadoAPT1 se apresentou mais
eficiente como controle interno, sendo utilizado em todas as analises-qeCRT
Dentre as plantas transgénicas que apresentaram silenciamentoséegionados 6
niveis de expressaM{ 8.25 =80%,MT 2.6 =40%,MT 7.13 =30%,MT 1.1 =20%,
MT 7.2 =5% eMT 1.2 =4%) que foram multiplicadas por enraizamento adventicio em

seis eplicas bioldgicas e analisadas nesse edfigmira 2).

120

C—IWT

100 4 [ MT8.25
I VT 2.6

1 MT7.13
B VT 1.1

80 E MT 7.2
CIMT12

60

Expressédo de MIPS

40 +

20

Figura 3. Analise da expressém geneMIPS1em folhas de plantasontrole (WT) e plantas transgénicas
silenciadagla progénie Tde tomateiroMoneymaket. Barras indicam o erro padréio = 3)

4.3.2 Quantificagédo de pigmentos fotossintéticos
O conteudo de clorofitaa e b ndo apresentou diferenca estatistiaa linhagens
silenciadasnos horarios avaliadode 06:00, 12:00, 18:00 e 00:00 horas, (dados nao
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mostrados)Estes resultados sugerem gueducao na&xpressao dBIPSnao altera a

concentracdo destpggmentos em folhas de tomateiro.

4.3.3Quantificacdo de glimse-6fosfato glicose, frutosesacaroseamido e proteina
em folhas de plantascontrole e linhagens silenciadas

As quantificacds para todoos agucares, amido e proteinas ocorreram em
amostras coletadaas 6:00, 12:00, 18:00 e 00:00 hor#s.glicose6P apresentou
acumulo crescentequanto maior o silenciamento. As linhagens MT 1.2 e MT 1.1
apresentararo maior acumulo de glicosP, com valores significativos no horario de
12:00 horasOs demais horarios linhagensdo apresentaram diferenca significativa

Durante operiodo luminoso a@licose6P acumulouem plantas silenciadas, e
este admulo foi mais expressivo quanto maior silenciamento. Nos horérios onde a
fotossinteseiduida reduz, como as 18:00 horas, peresbama tendéncia @aimulo,
porémmenos expressivde glicose6P em plantas silenciadas. A relacdo se inverte no
horario ndo iluminao, e em 00:00as plantas silenciadas apresentam tendéncia de
reducdo no conteudo quando comparada com a planta-cqfigplea 4A).

Os conteudos de glicose seguiram tendénprasantada pelglicose6-P em
acumular em plantas silenciadam horario delta atividade fotossintética e reduzir em
horarios com baixa atividadeorém essas diferencas nao foram significatigaando
comparada com W/ T (Figura4 B).

Os conteudos de frutose segm amesma tendéncide acimulo em plantas das
linhagens silenciadas, porém essas diferencas nao foram significajwasdo
comparada com a W(Figura4 C).

A sacarose apresentagumulosignificativo naslinhagens MT 2.6 e MT 1.0ho
horario de 06:0G ndo apresentou difereacsignifiativa durante o horario de 12:00
horasnas linhagens silenciadgaando comparado com a \\dorém ao final do dia no
horario de 18:00 horas amhagens MT 7.13 MT 1.1 apresentaram diferenca
significativa no acumulo dsacarose esse contetudoantinuouelevadoe significativo
no horario de 00:00 em plantas da linhagem MT 1.1 silenc{&itaga 4D).

-142-



11 - 0.30
° wr — o wr
MT8.25 MT 8.25
i v MT26 MT26
10 MT7.13 0.25 4 M MT 7.13
L) MT 11 "
u MT72 -
9 < MT12 s
S 020
= o
Es8+ =
a E
L:D g 0.15+
b 74
£ O 0.104
6 4
5 0.054
4 0.00
——— WwI 0.20
MT 8.25
0.35 v MT 2.6
MT7.13
- MT 1.1
"
0301 © 0.15+
© D
s =
5 £
~ 0.25 ~
[} 2 10
3 go.
5 <
£ g
0.20 o
0.05
0.154
0.10 0.
—_— WT —_— WT
204 * MT 8.25 MT 8.25
< v MT 26 v MT 26
] T MT 7.13 MT 713
(] " MT11 ] MT 11
= ] MT 72 71 . MT 7.2
g 184 < MT 1.2 o MT 12
S
£ =
=)
3 E
Ea =
P 161 g% %
= o 4 s
E g - ¥
S 1
B 144
£ 54
<
124 T E
! J j T 4 T T T T
05:00:00 09:00:00 13:00:00 17:00:00 21:00:00 01:00:0005:00:00 09:00:00 13:00:00 17:00:00 21:00:00 01:C

Figura 4. Quantificacdo deagUcaresamido e proteirsaem folhas deplantascontrole (WT) e plantas
transgénicasilenciadagla progénie Tde tomateird Moneymaket nos horéarios de 06:00, 12:00, 18:00 e
00:00 horasAsterisco indica horario com diferenca estatistica entre as linhagemsagilas e a plantas
controle.Barras indicam o eo padradn = 6)

4.3.4 Trocas gasosas

Todas as andlises de trocas gasosas nao apresentaram diferenca entre as
linhagens silenciadas quando comparadas as pleota®mle.As linhagens silenciadas
MT 8.25, MT 2.6 e MT 7.13presentaranmaiores valores na taxa de assimilagéo
liquida do CQ (A), porém esta variacdo nao foi significativa (Figbra). A eficiéncia
instantanea do uso da ag®JE apresentou tendéncia ao acréscimadinhagem MT
1.2 (Figurab B), devido a menor taxa transpiratong (Figura5 D), porém ambas néo
significativas A relacaoCi/Ca (Figura 5C), transpiracaoH) (Figura 5D) e condutancia

estomatica (g (dados ndo mostradasdo foram significativas
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Figura 5. Avaliacdo de trocas gasosem folhas deplantascontrole (WT) e linhagenssilenciadasda

expressdoMIPS1 da progénie 7T silenciada de tomateiroMoneymaket. A taxa de assimilacédo
fotossintéticarazaoCi/Ca; WUE eficiéncia do uso da aguk taxa de transpiraca®arras indicam erro
padréo(n = 6)

4.3.5Fluorescéncia da clorofilaa

Todasas adlises de fluorescéncia da clorofilando apreserdaram diferenca
entre as linhagens silenciadas quando comparadas as -{olamiade. A taxa de
transporte de elétromo FSII (ETR)e o rendimento quantico de conversao fotoquimica
de energia no FSII (M apresentarartendéncia a@acréscimoporém nao significativo
(Figura 6 A e D), acompanhado de uma tendéncia de aumento eficiente de
extingdo fotoquimica (g, o qual estima o centro de reacdes abertos do F&jura 6
C). As plantascontrole e a linhagens silenciada nao apresentaram alteracdes
significativas na fluorescéncia basalg)(Fe no rendimento quéantico maximo do
fotossistema Il (FSII; {#Fy) (Figura 6E e F) A dissip&é&o térmica de energia no FSII
via ciclo das xantofilas, avaliada pelo coeficiente de dissipacdo nao fotoquNRIQ, (
nédo apresentou diferenca entre os niveis de silenciamento, assim comg)oq¥é
indica a dissipacdo térmica potencial de energia pelo FSIl ey¢) Que indica o
rendimento quantico ndo regulado da dissipagdo de energia no FSII também n&o foi

alterado significativamente pelos niveis de silenciameladas ndo apresentados).
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Figura 6. Avaliacdo da fluorescéncia da Clorofimem folhas deplantascontrole (WT) e plantas
transgénicassilenciadasda progénie 7T silenciada de tomateiroMoneymaket. ETR - Taxa de
Transporte de Elétrons em PSi|; - Coeficiente de extingao fotoquimick,/F,, - rendimento quantico
maximo do fotossistema INPQ - coeficiente de dissipagdo rémoquimica;Y, - Rendimento quantico
efetivo do fluxo de elétrons linear em P3§;- Fluorescéncia ap0s adaptacdo ao es@sierisco indica
diferencaestatisita pelo Testet (p < 0,05%) entre a planta controle (WT) e as linhagens silenciadas.
Barras indicam err®™padrdo = 6) —

4.3.6 Determinacao da atividade antioxidativa

A atividade das enzimas catalases (CAT®eroxidases do ascorbato (APXs)
nao apresentarandiferenca significativeentre as linhagensilenciadase & plantas-
controle (Figura7 A e C). A atividade das peroxidases (POXgresentou aumento
significativo na linhagem MT 1.2Figura 7B) enquanto a atividade das supedo

dismutases3ODs) reduai significativament@a linhagem MT 1.2 (FiguraD).
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Figura 7. Determinacdo da atividade antioxidatfethas deplantascontrole(WT) e plantas transgénicas
silenciadasda progénie T de tomateiro'Moneymaket. A- Atividade da catalasg B- Atividade da
peroxidaseC- Atividade daperoxidase do ascorbagd- Atividade dasuperdxido dismutasésterisco
indicadiferencaestatisticgpelo Testet (p <0.05) entre a planta controle (WT) e as linhaggifenciadas.
Barras indicam erro padrdo = 6)

4.3.7Anélise de metabdlitos primarios

Os aminoacidos ndo apresentaram padréo coordenado déraiiansiendo que
0s aminoacidos glutamato, isoleucina, fenilalanina, serina, treonina e valina
apresentaramacumulo significativo quando comparado a W& os aminoacidos
aspartato, glutamina, isomaltose, tiramina, apresentaram reducdo significativa da sua
abundacia quando comparada a WT.

Dos &cidos organicos avaliados, apenas o glicerato apresentou acumulo e o
quinato apresentou redugao na abundéancia quando comparade ptamtagontrole.

Dos intermediéarios dcciclo TCA apenas o contetudo de piruvato foi alterado
significativamente, resultando em reducéo deatwadancia.

Os agicares apresentaram altdiag mais expressivas em seus niyasade
foram alterados em sua abéndia no acumulo em celobiose, frutose, frutbde,
fucose, trealose e xilose e reducdo do acumulo em ramnose.

Os acucares alcool apresentaram redugdo nmiveisem relacdo a WTgom
reducao significativabservada pargalactinol, glicerolmio-inositol, mio-inositd-1-P

e lactitol (Figira 9.
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Figura 8. Efeito do silenciamento ddPIS1no perfil metabdlico em folhas de tomate. Metabdlitos foram
identificados em folhas de plantesrtrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamento da
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Teste t de Student (p > 0.05) em compara¢do com os valores obtidos para o VB]. @s=valores
absolutos encontraise nos Dados Suplementares.
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4.3.8Acucares de parede celular, celulose e acidos urénicos

O conteudo de @icares de paredeelular apresentaram menor conteido em
ramnosena linhagem MT 2.6 quando comparadabundancia da plarg&ontrole com
as linhagens silenciadas em folhaseducdo emamnose também foi identificada no
perfil de metablitos primarios. Os demais metadios (galactose, glicose, manose,
arabinose e xilogeao apresentaram diferenca significa(ivegura9).
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Figura 9. Quantificacdo de acUcares de parede celular, celulose e acido urénico em fqilzagade
controle(WT) e plantas transgénicasgenciadagara a expressdo déiPS1da progénie 7de tomateiro
‘Moneymakef. Asterisco indicaliferencaestatisticgpelo Tese+ (p < 0,09 entre a planta controle (WT)
e as linhagens silenciadas. Barras indicam erro pddr&o6) Os valores absolutos encontresa nos
Dados Suplementares.

O conteudo de celuloséoi modificado pelo silenciamento d®IIPS1 na
linhagem MT 2.6. Os &cidos urdnicfigzam alteradosapresentando crescente acumulo
em resposta ao silenciamento, apresentando diferenca significativhagem MT 1.2.
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4.4 DISCUSSAO

As linhagens silenciadas para a sintasendeinositol3-fosfato,selecionads de
plantas transgénicas, presentaram alteracdes nas respostas fisiologicas e conteudos
de metablitos estreitamente relacionados ao metabolismanéeinositol na parte
vegetativa de tomateiroMoneymaker. Essas alteragcdes assumem quetalirou
indiretamente a demanda duo-inositol e niveis de expressao NEPSL sdo cruciais
para a regulacéo fisioldgica em plantAsbiossintese denio-inositol € um processo
altamente regulado, envolvido em diferentes e importantes vias bioquimicas do
metabolismo vegetal (Seelat al, 2009; Torabinejadt al, 2009).

O conteudo de amido, glice$®, glicose, frutose e sacarose apresant
alteracbeem folhas das linhagens silenciadas. O contetdo de amido foi reduzido em
plantas silenciadas, especialmente nos horariggedencale fotossinteseSulpiceet
al. (2009 afirmam que camido e omio-inositol ndo apresenta correlacdediretas
guando relacionadoos niveis deses metalblitos com os transcritos e o ganho de
biomassa em 94 acessos de Arabidopsisém glicose, frutose e sacarose foram
altamente correlacionados, sendo o amido correlacionado aos conteudos de sacarose.
Tognettiet al. (2013)relatan que asacarosgossivelmentatua como uma molécula de
sinalizagdo que inicimu ativaa sintese de amido. Véari@studosdemonstraram a
regulacdo positiva pasacarosale dversos genes relacionados com a via biossintética
do amido, tais comms que codificam as subutades especificas da ARficose
pirofosforilase(AGPase) em diferentespécies(Nagateet al., 2012).

No presente trabalho, os contesidde glicosésP apresentaram awoiilo em
plantas silenciadas durantes os horarios de alta atividade fotossiet@tecamulo do
acucar foi maior quanto maior o silenciamentdvllBS1. A glicose6P é o substrato da
reacdo damio-inositol-3fosfatosintase(E.C.5.5.1.4) -MIPS, na sintese dmioc-inositol
através da conversdo irreversivel de-Ghirose6-P para 31L-mio-inositol-1P
(Majumderet al, 1997). Durante o horario de 18:00 horas dois niveis silenciados
ainda apresentavam maior Gawlo desse acucar; porém no horario noturno,
verificamos que a demanda deste aglUcar € maior em plantas silenciadas, apresentando
reducdo do conteudo em plantas contendo silenciamento acidt®aéesso pode ser
devido a sintese de outras moléculas que possuain-inositol como via alternativa.

A reducédo dos conteudos deo-inositol afetaria o fluxo de vias alternativas, assim, as

vias principais geralmente constituidas de substratos comeglif2Be demandam a
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necessidade exclusiva de glicose, esgotando os conteudos armazenados ou o fluxo de
glicose6-P, glicose e amido durante osrhdos sem a presenca de fotossint€seno

exemplo de via alternativa de sintese que utilizaiminositol e possui UDRylicose

como via principal, tersea via de sintese de xilose (Klinghammer e Tenhaked?),

pectina e hemicelulose (Loewesal, 1958).

Os conteudos de glicose e frutose seguem a tendéncia similar a giiec=® 6
acumular em plantas silenciadas nos horarara fotossintese ativa. Os contetdos de
glicose aumentam pela reducdo da sintesenaenositol, diminuindoo fluxo de
glicosepara essa sintese; enquanto isso, os conteudos de frutose aumentam devido ao
aaimulo daquelesde glicose. O aenulo dos dois monossacarideos glicose e frutose
resultam no potencial e real tmeulo do dissacarideo sacarose; assim, todas as
alteracOes de conteudo responderam diretanaesib@ndécia de seu substrato.

A alteracdo dosconteludos de sacarose pode poavovarias mudancas nos
tecidos vegetais, acredisé®@ quesacarose possui papel d@alizagdo celular. A
sacarose esta constitutivamente presente em vegetais e por iSso € necessario que a sua
concentracdo exceda um determinado limite para desempenhar a funcéo sinalizadora
(Pollock et al, 2003). De um modo geral, a sacarose acunmulgivo quando a
utilizacé@o de carboidratos € menor que a sintese, como quando as plantas sdo expostas a
temperaturas frias sob alta irréida (Pollock, 1990). Além disso, a sinalizacao
intracelular por sacarose € um processo complexo e componentes ealic@oai
necessarios. Por exemplo, a sacarose aumenta os niveis de-8Badosste composto
por sua vez é considerado uma molécula sinal que controla o metabolismo do carbono e
crescimentdLunnet al, 2006).

Efeitos noconteudade pigmentogotossintéticoeram esperadauma vez que o
mio-inositol é requerido na sintese de membranas e compostos pécticos, presentes em
grande quantidade nos cloroplastos (Sharples e Fry, 2007). Além disto, os fesfatidil
inositideos se apresentam como molécuksancoragem a proteinas de membranas,
envolvidas nas respostas celulasesstimulos ambientais, luminosos e biossintese de
membranas (Nakazatt al, 1998; Moritaet al, 1996). Brém essa alteracdo néo foi
evidenciada em nenhuma linhagem silenciada.

Outro fator que poderia contribuir para a alteragdo dos contetudos de pigmentos
seria o conteludalterado de moléculas envolvidas processo fotossintético, como
descrito poiTognettiet al. (2013 em relacéo ao processo de sinalizacdo da sacarose em

plantas Nesse, asacarose controfea a sintese de clorofila de pigmentosnac
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fotossintétios este processdfoi verificado através ddornecimento desacaroseem
meio deculturasin vitro; esse tratamentnpediu acumulo de clorofila eoulturas de
calos decenoura Edelman e Hansorl97]). Em seguida foi proposto que a sacarose
afetaia a sintesedo precursor de clorofila, oc#@o 5-aminolevulinico (Pamplin e
Chapman 1975), porém a diminuicdo de clorofila néarrataria em pitas menos
verdes,uma vez que Kumaet al (1985) relataram um aumento do numero de
cloroplastos em explantes de raizes de cenoura trataniosacarose

As modificacbes nos conteudos de inositol e inositideos ndo foram suficientes
para resultar em alteracdes nivel de naquinaria fotossintética. O ajustamento das
rotas metabdlicas tende a manter os processos fisioldgicos vitais em equilibrio para a
sobrevivéncia do organismo e a fotossintese € um dos principais processos fisiologicos
da planta.

Na avaliacdo de trocas gasosas, verifiseuque as plantas silenciadas néo
possuem alteracdo na condutancia estomatica, relacdo Ci/Ca ou transpiracao;
fotossintese liquida ficiéncia do uso da agua (WUE)

As plantascontrole e silenciadas ndo apresentaram estresse, uma vedogque n
apresentaram diferenca significativa no aumento na dissipacdo do excesso de energia
absorvido, avaliados através do rendimento quanticos regulagg) & nédo regulado
(Yno) de energia; mas ao contrério, apresentaram tendénaizmanto no rendimento
guantico de conversao fotoquimica de energia no FS) ¢¥mo citado anteriormente.

Os Yi, Ynro € Yno S0 competitivos entre si (Esklieg al, 1997). O acréscimo do,Y
néo foi acompanhado por alteragbes significatiiags.Y

A dissipacdo de energia Vi#gnpg envolve dissipacdo de energiépMia
(bombeamento de H+ para o limen do tilacéides) e/ou dissipacdo de energiaana form
de calor pelo ciclo das xantofilas (Hortenal, 1996; Niyogi, 2000; Hendriksoest al.,

2004). Esse mecanismo de dissipacao-fofmuimica tem sido efetivo em plantas
expostas a estresses (Wilsginal,, 2007; Pereira, 2009). A zeaxantina, componente do
ciclo das xantofilas, tem sido indicada em participar do processo de reparo do FSIl e
pode ser critica na protecdo deste fotossistema, importante na degradacao de proteinas
nao funcionai® substituicdo da D1 (Jet al, 2003). A dissipacdo térmica ocorre pela
alteracdo em sua conformacdo devida as ligacbes de protons e da zeaxantina as
proteinas da antena coletora de luz (Demftdgms e Adams, 1996; Hortaat al,

1996), e estd envolvida na protecdo do maquinario fotossintético contra a
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superexcitacdo (Krause e Weis, 1991; Ort e Baker , 2002) e protecao contra, danos e
sintese de novo da proteina D1 do FSlI édial., 2003).

Y noenvolve a reemissdo como luz pela molécula do centro de reacéo, ou ainda
indica que a energia pode ser reemitida de forma nado radiativa pelas moléculas de
clorofila do complexo coletor de luz (Hendriksehal 2004). Valores altos den¥
refletem a icapacidade da planta de se autoproteger do excesso de energia luminosa
absorvida (Klughammer e Schreiber, 2008). Confirmando que as plantas avaliadas nao
estavam sob estresse pois esta variavel ndo se alterou entre asgpitaota e os niveis
silenciads.

A auséncia de estresse também foi verificada através da avaliacdo da atividade
de enzimas do estresse oxidativo. As enzimas APX, POX e catalase ndo apresentaram
diferenca entre sa plantassontrole e os niveis silenciados, e ainda, a atividade da
enzimaSOD apresentou decréscimo em plantas silenciadag odica que as plantas
ndo estavam utilizando o mecanismo antioxidante enzimatico por ndo haver
necessidade, como também indica os parametros de fluorescéncia da elorofila

As enzimas SODs e APXstas envolvidas no ciclo agwsgua contribuindo
para o dreno nao linear de elétrons entre os FSIl e FSI (Niyogi, 1999). Quando exist
sobrecarga de elétrons na cadeia de transporte, pode ocorrer a formacdo do radical
superoxido (02 no lado aceptor do P®kla reducdo do £o qual é eficientemente
metabolizado pela SOD a peroxido de hidrogénigOgd Em seguida, a APX utiliza
ascorbato como substrato para formar agua e monodeidroascorbato na membrana do
tilacoides (Muller, 2011).

A metaloenzima SOD é o antioxidante enzimatico intracelular mais efetivo, ela é
onipresente em todos 0s organismos aerdbicos e em todos o0s compartimentos
subcelulares propensos espécies reativas de oxigéniBRO9 através do estresse
oxidativo. Os variogstresses ambientais muitas vezes levam ao aumento da geracao de
EROs. A SOD é importante na tolerancia ao estresse de plantas por fornecer a primeira
linha de defesa contra os efeitos toxicos dos niveis elevad&R@s As SODs
removem 002" catalisand a dismutacado O2" reduzindo a KO, e outro oxidado a
O.. Ela remove @ e, portanto, diminui o risco de formacao de'@tiavés da célise
metélica via reagdo Habeveeiss. Esta reacdo tem taxa 10.000 vezes mais rapida que a
dismutagdo espontanea. quantificagdo de sua atividade, demonstrando redugéo na

atividade em plantas silenciadas reitera a auséncia de estresse nessas plantas.
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Os metablitos primarios apresentaram as variacbes mais expressivas e
condicionadas ao metabolismo de inositol. Osicaes foram em sua maioria
acumulados, apresentando o mais expressithmao em trealose e frutgses demais
acucarescelobiose, frutos®-P, fucose e Xbse, tambémapresentaram acumukem
menor quantidade de linhas silenciadAs trealose e frutose apresentaram maior
quantidade de niveis alterados devido a sua estreita relagdo com o metabotisigo de
inositol. O silenciamento da sintase dwoio-inositol fosfato, reduz a converséo de
glicose6-P amio-inositol. Dessa forma o poale glicose6-P fica livre para seguir
outras vias de biossintese.

A biosdntese de trealose possui duas etapas enzimaticas catalisadas pela
sintetase de trealogefosfato (STP) e trealodesfatase (TPP). A TPS catalisa a
transferéncia de glicose a partir de UglRRose para a glicosgfosfato formando
trealose6-fosfato (T6P) e UDP, enquanto TPP desfosforila T6P a trealose e fosfato
inorganico (Scherzingeat al, 1997; Mackenziet al, 1988). O metabolismo e a sintese
trealose tém sido propostos conatp de o sistema de sinalizacdo de agucar na planta
(Eastmond e Graham, 2003; Schluepmann e S&o Paulo, 2009) e sinais hormonais de
resposta a estressespecialmente durante o estresse e desidratpelm calor
(Wiemken, 1990; Croweet al, 1998). Em particular, os niveis de T6P foram
considerados altamente correlacionados com o teor em sacarose, que conduz a sugestao
de que T6P atua como um sinal de estado de sacarose em plantast(&un2006).

Um papel direto para T6P na promocado da sintese de amido, atraveés da ativacao redox
de enzima ADRylicose pirofosforilase (AGPase) localizada cloroplasta) correlagao

entre o aumento dos niveis de T6P , ativacdo redox de AGPase e aumento das taxas de
sintese de amido (Luret al, 2006). Zhanget al (2009) sugere um modelo em que o
crescimento e reacbes biossintéticas sao induzidas por T6P em resposta a
disponibilidade de sacarose.

O aumento na abuéadcia de frutose possivelmente foi devido aos maiores
conteudos de glicose e gliceé. Os acucares alcool apresentaram reducédo, a mais
expressiva foi encontrada emio-inositol-1P, reduzida significativamente em quatro
dos seis niveis silenciados. mic-inositol-1Pé resultado da converséao irreversivel de
D-glicose6-P para iL-mio-inositol-1P (Majumderet al, 1997), que estsilenciada
nesse estudo. O galactinol e o glicerol apresentaram reducao signiératdas niveis
de plantas silenciadas enquanto o lactitoln@minositol apresentaram apenas um nivel

de diferenca significativeA reducdo na abu@dda de galactinol pode ser resultado da
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reducdo da abu@dcia de mio-inositol. O galactinol ésintetizadovia sintase do
galactinol (GOLS; EC 2.4.1.123), que realla transferéncia do residuo de galactose da
UDP-galactose para o inositol, formando o galactinol (Peterbauer e Richter, 2001; Liu
et al, 1993) que por sua vez € controlado em nivel de subsimtsifositol) e fatores

de resposta ao estresse (Kareeal., 2004). Galactinol e oligossacarideos de rafinose
sdo compostos especificos de plantas sem representantes em outros reinos. é evoluca
especializada da galactinol sintase entre as plantas, sem haver registros em outros
reinos, indica um importante papel deste grupo de compostos em plantas (Senhgupta
al., 2012).

Entre os intermediarios do cicltCA avaliados, o citrato, fumarato, isocitrato,
malato e succinato naepresentarandiferenca mgnificativa, enquanto o piruvato
apresentou diferenca sigmiditiva nas plantas silenciadas quando comparado som a
plantaseontrole. O piruvato tem origem da glicolise, sendadiltimo metaldlito
produzido da oxidacdo da glicose e € um dos riktiad que alimenta o TCAEmMbora
o papel do ciclo de TCA em producéoeateergia seja bem definido, este ciclo tem uma
infinidade de outras fun¢des, como atender a demanesgdeletos cadmicosimposta
pelos processos anabdlicos, tais como sintese de aminoacidos (Douce e Neuburger,
1989; Mackenzie e Mcintosh, 1999), sinteleeisoprendides (Fatlaret al, 2005 ),
regulacdo de redox celular (Scheiké al, 2005) e o controle do balanco de
carbono/nitrogénio (Noguchi e Terashima , 2006). A alteracdo em apenas um dos
intermediarios do TCA nao foi suficiente para afetar os demais intermediarios do ciclo,
apresentando uma regulacéo refinada e manutenca@masecisticas fisiologicas em
plantas silenciadas. Desta forma podemos afirmar que o os intermediarios do TCA em
plantas silenciadas ndo séo alterados na parte vegetativa pelo silencianMiftSlda

O catabolismo de aminoacidos é geralmente canalizado para o ciclo do TCA
estes podem ter suprido qualquer necessidade de manutencdo do TCA. O
comportamento dos aminodcidos por sua vez apresentou um grupo contendt ac
de abunéncia (glutamato, isoleucina, fenilalanina, serina, treonina e Jaknautro
grupo contendo reducao de abanmcia (aspartato, glutamina, isomaltose e tirajiea
plantas silenciadas quando comparada a WT. A funcao classica dos aminoacidos é na
sintese de proteinas, mas todos podem ser catabolizados no ciclo do TCA a fim de
contriburem para o metabolismo de energia celular (Galili, 2011).

Outra intervengd no metabolismo pode ser procaola pela sinalizacdo de

sacarose no metabolismo de nitrogénio, uma vez que este agucar parece controlar ndo sé
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a assimilacéo e transporte de nitragémas também o balanco de carbono:nitrogénio.
Tem sido relatado que a sacarose provoca acumuldgautrato redutase (NR)
acumulacdo de mRNA em plantas verdef\d#halianaadaptdasao escurqChenget

al., 1992) e outraseudicotileddneas (Kaiser et al., 2001;Morcuendeet al, 1998) A
sacarosendo aumentaapenas a expressao do gene NR, mas também a atividade
(Morcuendeet al, 1998)e ativacdo enzimaticpdsiraducional Kaiser et al, 2001;
Morcuendeet al, 1998) O efeito dasacaros@ma expressaiNR é tdo determinante que
pode substituia regulacéo positivdo nitrato naexpressao dalR (Klein et al, 2000)
Além disso,a sacarose estimula a rdtessintéticade aminoacidosHansonet al,
2008 o fluxo de carbono dajlicélise para acidosorganicos uma vez que uma
diminuicdo de3-fosfogliceratoe PEP ¢ um grande aumento de a-oxoglutaratoforam
encontrados em plantas de tabaco tratadas com safdmsaendeet al., 1998)

A composicao dos agucares neutros de parede c@uddinose, xilose, manose,
galactosee manosenao foram alterados em folhas, apenas o contetdo de ramnose
apresentou decréscimo na planta cont@&t®de expressado ddIPS. A fucosendo foi
identificada no extrato foliar nas linhas silenciadas avaliadas por analis&S-EikS
sugerindo que ndo houve grande alteracdo no polimero hemicelulose. Polissacarideos da
parede celular sdo sintetizados pelas glicosiltransferasessligaaembrana celular
utilizando nucleotideosde acucar presentes no citgsdhis como uridindd
difosfoglicose (UDPGIc), guanosina difosfomanose (GIDMRn) e UDRA&cido
glicurénico (UDRGIcA) (Sharples e Fry, 2007). UBBICA podem ser produzidas de
duas maneiras: a partir de Uftiic (UDP-Glc desidrogenase), ou a partir de inositol,
através domio-inodtol oxigenase (MIOX) (Lorenceet al, 2004). A via MIOX
converte inositol ao acido glucurdnico o qual pode ser ainda fosforilado parageio
glucurénico-1fosfato, que € entdo convertido em UDBHCA fornecendmucleotideos
de aclUcares necessarios para a sintese da parede celular em uma reacdo
termodinamicamente irreversivel (Endres e Tenhaken, 2009).

Nesse estudo demonstramos que a reducdomieinositol ndo altera
significativamente a composicéo de parede celular em folhas de plantas silermiadas p
MIPS. A importancia em encontrar modificacdes na composicéo da parede celular estdo
focadas para a conversao da matriz lignocelul&@etanol, melhorando a extracao de
moléculas de agucar ou por meio de redu¢des do polimero polifenol de ligniral (Carr
e Somerville, 2009). No entanto apenas um sucesso limaéel@ntapfoi obtido por

meio de manipulacdes genéticas de enzimas especificas de polimeros diretamente
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associados a parede celular; reducdes substanciais em um dos polimeros resulta
tipicamente em fendtipos de crescimento indesejados ou compensacao por outros
polimeros (Hiset al, 2001; Penat al, 2007; Perssont al, 2007; Schilmilleret al,

2009).

Como nesse trabalho podemos evidenaiareducdode glicose presentes na
parede celularest reducéo fomais expressavquanto maior o silenciamento NHPS,
porém a variagdo nédo foi significativa ao teste estatistico utilizado.

A celulose ndo apresentou diferenca entre os niveis silenciaddtP&ee as
plantascontrole, uma diminuicdo substancial em celulose sugeriria uma draméatica
reducdo na sintese parede celular, o0 que ndo ocorreu em folhas de plantas silenciadas;
demonstrado de maneira consistente pela pouca alteracdo no conteudo de acgUcares
neutros @& parede celular. Os acidos urdnicos apresentaram acréscimo de conteudo no

nivel com maior silenciamen#apresentando apenas 4 expressao ddIPS,
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4.5 CONCLUSOES

Através da avaliacdo do corpo vegetativo de plantas com diferentes niveis de
expressdo dMIPS1foi possivelverificar queo silenciamento parcial dessa enzima nao
altera o rendimento fotossintético e nenmaquinaria fotossintéticaalém de nao
ocasionar danasxidativos.

Adicionalmente, csilenciamentgparcial também naacasionoudiferencas no
conteudo de componentes de parede celular, que poderiam ser influenciados
indiretamentepelo contetdo denic-inositol. No entanto,0 conteudo de acucarés
influenciado pelo nivel de silenciament@rincipalmente aqueles estrei@me
envolvidos com o metabolismo de&o-inositol (e.g., sacarose, glicose e trealose), por
serem relacionados a abundanciarda-inositol ou seu substrato glicosddfato.

Tomados em conjunto, os resultados obtidos demonstram que embora o
silenciament@arcial damio-inositol fosfato sintase alteecontetdo de acucaressa
alteracdo nagromove mudagas em parametros relacionadbfotossintese, sistema
antioxidativo e estrutura vegetativa, indicando uma extensiva repragiamatabolica
em respostaao silenciamento dessa enzima. Ademais, os resultados obtidos abrem
novas perspectivas de estudos envolvendo incremento de acucares e bioenergética em

plantas.
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CONCLUSOES GERAIS

A alta homologia entre os membros da famililPS1 nas diferentes espécies
possibilitou que aonstrucdo tipantron-hairpin-RNA com fragmentos do gerdIPS
de Glycine maxsob controle do promoto€aMV 35Sinduzisse osilenciamentono
tomateiro

O silenciamento de MIPS em tomateiros promove alteracbes no
desenvolvimento de sementes, germinacdo e desenvolvimento das plantulas. Essa
alteracdo foram mantidas em linhagens transgénicasy Tcom ploidia alterada
(mixoploides e tetraploides) e normais (diploides) bem como na progercenT
padrdo normal de ploidia (diploides). Tal alteragdo parece estar associada ao contetdo
de acucares de reserva e de fitato em sementes, alterados em plantas silenciadas.

Redwgdes na expressate MIPS1também ocasionam reducédo résisténcia da
epiderme e do pericargte frutos. Essa alteracdo foi comprovada em frutos da linhagem
T1, possivelmente devido a relacdordm-inositol com constituintes de parede celular,
embora a quantificacdo de monossacarideos de parede celular em frutos da linhagem T
terha sido semelhante entre as linhagesitenciadas eas plantasontrole.
Adicionalmente, o silenciamento d&iPS1promove alteragcdes em varios metabdlitos
durante o desenvolvimento de frutos e sementes, principalmenwmé@macidos e
acucares A intensidade da variagcdo do conteddo de metabdlitos € proporcional a
proximidade desseom o metabolismo de inositol, nivel de silenciamertiimbém se
associam as variagbes metabdlicas normalmente observadas no que respeita a idade e
estadio de desenvolvimentogioutos e sementes.

Em folhas, o silenciamento parcial € capaz de alterar o contetdo de agulcares, 0s
quais acumulam ou reduzem em resposta ao metabolismm-dgositol. Ressadt-se 0
acumulo de sacarose glicose e frutose e reducé&ucd@ositol e ando. Apesar dessas
mudancas, drasticas ou ndo, a homeostase metabolica pamsesoteemodo mantida,
tendo em vista que os parametros de fluorescéncia da clerefil@dcas gasosas, assim
como a atividade de enzimas do estresse antioxidativo, apmespatirdo semelhante

as plantasontrole.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Tomados em conjunto, agsultadosobtidos sugerem que silenciamento da
sintase damic-inositolfosfato (MIPSL) possa ser utilizadao melhoramento vegetal
tendo em vista a alteragde onportantescompostosenvolvidos no metabolismo de
mio-inositol, além de identificaas diversas vias metabdlicas e respostas morfogénicas
associados amic-inositol. Ainda, novas perspectivas de manigéta s niveis de
aqicares com reflexos na compmes da parede celular e bioenergética celular séo
evidentes nesse traballfdemais, estudos em plantas silenciadas quanto a caaposi
da parede celular no que respeita a resisténcia e quantificacdo dos componentes, assim
como a capacidade de acumulo decages no corpo vegetativo e reprodutivo
aplicados ao melhoramento vegetldvem ser foco de estudos futuros, particularmente
no que respeita aspectos associados ao florescimento, produtividade e respostas
fisiologicas dessas plantas sob cofidg;de estresses bioticos e abioticos.
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Tabela 1 Efeito do silenciamento na expressadwriS1no perfil metabdlico erpericarpos de frutos contendo 10 dias apds a artetabdlitos foram identificados em
plantascontrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamentprdsséo d&IPS1 Os valores obtidos fam normalizados em relacéo adigédas plantas WT
e apresentados peal@@dia dos valores absolut@®E = erro padra¢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
Aminoécidos
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
Acido aspartico 100 + 031 0.68 + 0.09 0.84 + 0.18 3.17 + 0.85 1.18 + 0.11 0.85 + 0.85 0.89 + 0.19
Betaalanina 100 <+ 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 + 021 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 + 021 0.31 + 0.04 0.37 + 007 068 + 017 048 +  0.03 029 + 0.29 039 + 013
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 100 <+ 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 + 045 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 100 + 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

Acidos organicos

Acido benzéico 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 100 <+ 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 100 <+ 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
Acido galacturénico 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
Acido glutdmico 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
Acido glutérico 1.00 <+ 047 1.04 + 0.06 1.37 + 0.24 318 + 111 511 =+ 0.63 153 + 1.53 203 + 037
Acido 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
Acido latico 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
Acido nicotinico 1.00 + 0.12 1.36 + 0.08 1.63 + 0.10 191 + 0.09 213 * 0.18 206 + 2.06 245 £+ 024
Acido fosférico 1.00 <+ 0.13 0.86 + 0.07 1.15 + 0.05 121 + o011 083 + 0.06 095 + 0.95 1.05 + 0.05
Acido piroglutamico 100 + 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
Acido quinico 100 <+ 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
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Acido trebnico 1.00 <+ 0.09 1.07 + 0.02 1.04 + 0.12 126 + 011 142 + 0.10 095 + 0.95 135 + 011
Ciclo do &cido tricarboxilico (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 100 <+ 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 + 013 0.78 + 0.12 0.67 = 0.67 0.67 + 0.11
Acucares

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 + 018 1.63 + 0.06 141 + 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
Acucares alcéois

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
Gliceraldeide3-fosfato 100 <+ 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 <+ 011 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 expressadviiS1no perfil metabdlico erpericarpos de frutos contengélb dias apds a anteddetabolitos foram identificados em
plantascontrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamento da@&xpiedd|PS1 Os valores obtidos fam normalizados em relacao a média das plantas WT
e apresentados pela média datores absolutos. SE = erro padrédo (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
Aminoécidos

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
Acido aspartico 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
Betaalanina 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 + 0.30 111 + 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
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Ornitina

Prolina

Serina

Treonina
Tirosina

Valina

Acidos organicos
GABA
Deidroascorbato
Acido glutamico
Acido latico
Acido nicotinico
Acido piroglutamico
Acido quinico
Ciclo do &cido tricarboxilico (TCA)
Acido fumaérico
Acido malico
AcUcares
Glicose

Maltose

Manose
Rafinose
Sacarose

Xilose

Acucares alcéois
Glicerol

mio-inositol

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00

+ H+ H+ H+

I+

+= + + H+

I+

I+

I+

+ H+ H+ H+

I+

I+

I+

0.17
0.12
0.14
0.14
0.10
0.15

0.13
0.07
0.06
0.15
0.10
0.17
0.15

0.12
0.04

0.07
0.09
0.01
0.12
0.04
0.01

0.04
0.04

0.89
0.54
0.80
0.92
0.48
0.87

0.60
1.25
1.00
1.42
1.08
0.63
247

1.12
1.29

1.13
1.18
0.99
217
1.12
1.65

1.16
0.99

+ H+ + H+ H

H+

+ + + H+ O+

H+

I+

H+

+ H+ + H+ H

H+

I+

H+

0.19
0.11
0.13
0.18
0.11
0.22

0.04
0.05
0.10
0.20
0.12
0.11
0.18

0.08
0.10

0.05
0.07
0.03
0.38
0.04
0.09

0.07
0.01

0.69
0.54
0.86
0.83
0.81
0.94

0.63
1.33
0.83
1.16
1.02
0.65
1.05

1.49
0.93

1.07
1.24
0.95
1.51
0.86
1.56

0.98
1.11

+ 0.15
+ 0.12
+ 0.13
+ 0.16
+ 0.17
+ 0.23
+ 0.05
+ 0.11
+ 0.07
+ 0.26
+ 0.03
+ 0.16
+ 0.15
+ 0.21
+ 0.09
+ 0.04
+ 0.04
+ 0.01
+ 0.04
+ 0.09
+ 0.15
+ 0.08
+ 0.09

1.18
0.94
1.13
1.07
0.96
1.03

0.78
1.01
0.94
0.90
1.02
0.89
1.14

1.37
0.85

0.96
1.03
0.91
1.61
1.04
1.18

0.97
1.02

+ H+ + H+

I+

+= + + H+

I+

I+

I+

+ H+ + H+

I+

I+

I+

0.28
0.15
0.21
0.18
0.21
0.17

0.11
0.10
0.12
0.28
0.08
0.21
0.20

0.20
0.05

0.03
0.09
0.02
0.33
0.07
0.07

0.08
0.05

0.55
0.30
0.55
0.60
0.32
0.74

0.64
1.37
0.72
4.37
1.03
0.45
2.07

0.77
1.09

1.10
1.09
0.91
1.65
0.89
1.62

1.11
0.98

+ H+ + +

H+

+ H+ H+ + + H

H+

H+

H+

+ H+ + +

H+

H+

H+

0.08
0.05
0.03
0.09
0.03
0.20

0.06
0.12
0.05
0.98
0.05
0.06
0.53

0.06
0.15

0.02
0.07
0.03
0.21
0.06
0.13

0.09
0.03

1.29
0.80
1.25
141
0.94
141

0.79
1.04
1.29
7.75
1.47
1.03
2.36

1.14
0.97

1.13
1.22
0.34
1.29
1.37
1.43

1.53
1.03

+ H+ + H+

I+

+= + + H+

I+

I+

I+

+ H+ + H+

I+

I+

I+

0.22
0.18
0.20
0.26
0.15
0.37

0.13
0.10
0.15
2.04
0.15
0.20
0.10

0.17
0.06

0.07
0.13
0.21
0.09
0.03
0.21

0.08
0.08

0.42
0.38
0.78
0.90
0.82
0.98

1.02
1.49
0.79
7.19
1.26
0.61
0.86

1.02
0.77

1.33
1.29
1.12
1.64
0.93
1.47

1.29
0.92

+ H+ + H+

I+

+= + + H+

I+

I+

I+

+ H+ + H+

I+

I+

I+

0.10
0.05
0.08
0.07
0.07
0.05

0.12
0.16
0.05
0.96
0.03
0.04
0.09

0.16
0.07

0.01
0.05
0.00
0.17
0.09
0.04

0.13
0.01
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Tabela 3 Efeito do silenciamento na expressadwriS1no perfil metabdlico erpericarpos de frutos contendo 8i@ds apds a anteskletabdlitos foram identificados em
plantascontrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamentprdsséo d&IPS1 Os valores obtidos fam normalizados em relacéo adigédas plantas WT
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrdo (n = 6).

Pericarpo 50 DAA WT SE MT8.25 SE MT26 SE  MT7.13 SE MT11 SE MT7.2 SE MT1.2 SE

Aminoacidos

Asparagina 1.00 £ 0.16 070 + 0.14 082 = 0.21 0.85 <+ 0.26 153 =+ 0.26 0.67 = 0.16 099 + 0.14
Acido aspartico 1.00 + 0.03 081 + 0.11 0.86 =+ 0.09 1.15 =+ 0.22 1.29 + 0.10 0.96 =+ 0.03 1.13 =+ 0.10
Betaalanina 1.00 £ 0.30 0.82 <+ 0.15 094 =+ 0.25 077 + 0.14 145 =+ 0.24 096 =+ 0.16 162 =+ 0.14
Glutamina 1.00 + 0.21 084 + 0.11 1.18 + 0.24 208 + 0.21 3.03 = 0.50 143 =+ 0.23 221 = 047
Glicina 1.00 £ 0.11 0.84 =+ 0.12 1.09 =+ 0.18 1.07 <+ 0.15 1.27 + 0.05 094 + 0.08 139 = 0.14
Isoleucina 1.00 £ 0.06 0.79 + 0.13 099 == 0.20 097 + 0.21 111 + 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 =+ 0.30 151 + 0.17 0.82 + 0.14 111 + 0.20
Fenilalanina 1.00 £ 0.06 0.68 <+ 0.09 0.76 = 0.11 090 =+ 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 = 0.17 161 =+ 0.27 1.21 + 0.15 1.16 += 0.09 145 £ 0.22
Treonina 1.00 £ 0.02 0.86 =+ 0.12 099 =+ 0.16 1.13 + 0.22 1.19 =+ 0.11 096 =+ 0.06 134 =+ 0.10
Valina 1.00 £ 0.09 0.82 <+ 0.10 091 == 0.17 0.86 + 0.12 1.09 + 0.10 0.80 + 0.08 1.04 =+ 0.10
Acidos organicos

GABA 1.00 = 0.17 0.77 + 0.10 0.81 = 0.19 0.65 <+ 0.16 1.21 =+ 0.08 091 =+ 011 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
Acido glicérico 1.00 =+ 0.64 097 <+ 0.63 215 + 044 177 + 0.58 239 = 0.20 255 =+ 0.27 295 = 0.18
Acido glutamico 1.00 £ 0.09 093 <+ 0.09 0.89 = 0.08 097 + 0.13 1.18 + 0.15 098 =+ 0.02 1.24 += 0.06
Acido latico 1.00 + 0.19 1.37 £ 0.19 0.84 =+ 0.23 0.70 = 0.09 0.82 =+ 0.17 094 =+ 0.06 058 = 0.06
Acido nicotinico 1.00 £ 0.10 1.00 = 0.05 1.19 =+ 0.09 1.27 + 0.09 1.55 =+ 0.09 149 £ 0.08 255 = 0.15
Acido fosférico 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
Acido piroglutamico 1.00 £ 0.13 0.72 = 0.09 0.79 = 0.14 094 + 0.20 1.39 = 0.20 0.74 = 0.09 1.00 = 0.16
Acido quinico 1.00 £ 0.26 0.77 = 0.13 1.19 =+ 0.19 148 + 0.40 0.82 = 0.09 101 £ 0.16 1.04 = 0.36
Ciclo do acido tricarboxilico (TCA)

Acido fumarico 1.00 £ 0.06 1.13 = 0.07 1.17 =+ 0.07 117 + 0.11 0.99 == 0.07 121 = 0.12 144 + 0.04
Acido malico 1.00 + 0.05 098 = 0.12 0.97 =+ 0.09 1.20 = 0.18 1.29 + 0.13 1.10 = 0.12 1.09 £+ 0.12
Acido pirGvico 1.00 £ 0.08 147 = 0.28 1.10 = 0.14 1.71 + 0.34 1.28 =+ 0.19 099 =+ 0.17 1.07 £+ 0.10
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AcUcares

Maltose 1.00 = 0.10 124 + 015 166 * 0.28 189 + 023 111 + 0214 18 + 025 177 + 0.03
Rafinose 1.00 = 0.27 156 + 026 181 + 0.46 246 + 089 120 + 057 113 + 013 064 = 0.21
Sacarose 1.00 + 0.05 1.00 + 0.05 092 + o0.01 081 + 007 066 + 005 08 + 004 077 =+ 0.09
Trealose 1.00 + 0.17 1.17 £ 0.15 1.38 + 0.24 146 = 0.15 1.31 + 0.12 142 + 0.10 1.36 £ 0.15
Xilose 1.00 + 0.07 119 + 010 116 + 0.02 125 + 006 094 + 005 109 + 005 111 =+ 0.07
Acucares alcéois

Galactinol 1.00 = 0.08 1.02 + 013 175 * 0.26 198 + 048 106 + 0.04 117 + 017 160 + 0.11
Glicerol 1.00 + 0.08 120 + 032 194 + 0.14 128 + 025 182 + 012 183 + 023 142 =+ 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 expressadvi®&iS1no perfil metabdlico empericarpos dérutos contendo 60 dias apés a antddetabdlitos foram identificados em
plantascontrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamento da@&xpied4|PS1 Os valores obtidos fam normalizados em relacao a média das plantas WT
e apresentadopela média dos valores absolutos. SE = erro padrédo (n = 6).

Pericarpo 60 DAA WT SE  MT8.25 SE  MT26 SE  MT7.13 SE MT1l1 SE MT72 SE MT1.2 SE

Aminoacidos

Asparagina 1.00 =+ 0.26 0.95 + 0.28 065 =+ 0.24 1.03 + 0.17 199 + 031 0.22 + 0.08 146 + 0.53
Acido aspartico 1.00 =+ 0.22 1.00 + 0.17 0.66 + 0.09 0.90 + 0.09 157 + 0.26 066 =+ 0.10 101 + 0.23
Betaalanina 1.00 =+ 0.22 1.70 + 034 055 =+ 0.14 1.35 + 0.29 192 + 0.35 052 =+ 0.16 323 + 0.53
Guanidina 1.00 + 0.68 0.25 + 025 0.00 + 0.00 0.15 + 0.15 052 =+ 0.33 417 + 181 143 + 122
Glicina 1.00 =+ 0.09 2.26 + 0.16 160 + 0.52 1.60 + 0.40 370 + 0.26 0.60 =+ 0.12 276 + 049
Glutamina 1.00 *= 0.20 1.52 + 0.32 122 + 041 2.46 + 0.17 471 = 0.87 083 *= 0.29 250 + 0.67
Isoleucina 1.00 =+ 0.12 1.33 + 0.26 117 + 0.38 1.32 + 0.25 241 + 0.36 049 *= 0.05 181 + 042
Metionina 1.00 *= 0.25 1.37 + 031 0.73 *= 0.19 0.95 + 0.17 185 + 0.47 040 =+ 0.09 193 + 041
Fenilalanina 1.00 =+ 0.26 2.34 + 0.27 133 + 043 1.55 + 0.30 349 * 0.63 059 =+ 0.04 388 =+ 1.38
Prolina 1.00 =+ 0.22 1.30 + 0.26 058 =+ 0.07 0.86 + 011 202 + 040 118 + 0.21 095 = 0.09
Serina 1.00 =+ 0.07 1.23 + 025 117 + 0.33 1.18 + 021 1.8 + 0.26 050 =+ 0.13 199 + 0.28
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Treonina
Tirosina

Valina

Acidos organicos
Acido ascorbico
GABA
Deidroascorbato
Acido galacturdnico
Acido glucurdnico
Acido glutamico
Acido glicérico
Acido nicotinico
Piroglutamato
Acido fosférico
Acido quinico

1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

Ciclo do acido tricarboxilico (TCA)

Acido fumarico
Acido malico
Acido pirGvico
Acucares
Frutose
Isomaltose
Maltose
Rafinose
Ramanose
Sacarose
Trealose
Xilose
Acucares alcoois

1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

+ I+

I+

+ + + + + + + H+ + I+

I+

+ I+

I+

+ + + + H+ H+ 1+

I+

0.11
0.24
0.22

0.13
0.13
0.20
0.16
0.25
0.22
0.08
0.14
0.19
0.05
0.13

0.27
0.03
0.09

0.04
0.17
0.11
0.09
0.20
0.14
0.09
0.05

1.25
1.32
1.98

1.25
1.29
1.33
1.34
1.66
0.85
0.96
0.85
1.17
0.88
0.69

0.44
0.76
0.76

0.93
1.83
0.99
0.63
1.35
0.75
0.98
1.15

+ I+

I+

+ + + + + + + H+ + I+

I+

+ I+

I+

+ + + + H+ H+ 1+

I+

0.24
0.22
0.34

0.25
0.28
0.11
0.31
0.41
0.18
0.05
0.06
0.21
0.05
0.22

0.11
0.12
0.07

0.02
0.52
0.08
0.11
0.15
0.09
0.07
0.10

1.03
1.16
1.43

2.01
0.32
1.43
1.26
1.78
0.52
1.08
0.90
0.76
0.89
1.01

0.87
0.77
0.81

0.96
1.49
1.25
0.72
1.58
0.62
1.27
1.33

+ o

I+

L s s e

I+

+ I+

I+

L N

I+

0.30
0.30
0.52

0.32
0.06
0.09
0.28
0.43
0.11
0.12
0.03
0.22
0.03
0.20

0.31
0.06
0.04

0.01
0.45
0.12
0.23
0.10
0.04
0.14
0.07
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1.15
1.18
1.32

1.40
0.99
1.23
1.26
1.45
0.72
0.94
0.97
1.15
0.93
1.32

0.42
0.83
0.80

0.98
1.17
1.15
1.09
1.70
0.80
1.22
1.31

+ I+

I+

+ + + + + + + H+ + I+

I+

+ I+

I+

+ + + + H+ H+ 1+

I+

0.18
0.18
0.32

0.30
0.18
0.04
0.18
0.24
0.12
0.09
0.03
0.17
0.02
0.15

0.02
0.07
0.04

0.01
0.20
0.16
0.23
0.08
0.08
0.17
0.04

1.96
2.09
2.75

0.76
1.67
1.29
1.80
2.14
1.25
0.98
1.30
1.94
1.02
0.68

0.73
0.66
0.82

0.95
1.91
0.56
0.81
1.85
0.79
0.75
1.17

+ I+

I+

+ + + + + + + H+ + I+

I+

+ I+

I+

+ + + + H+ H+ 1+

I+

0.26
0.54
0.35

0.33
0.28
0.17
0.32
0.46
0.23
0.06
0.07
0.15
0.08
0.22

0.24
0.15
0.08

0.03
0.33
0.13
0.31
0.19
0.08
0.12
0.10

0.50
0.67
0.41

2.70
0.28
1.44
1.64
1.98
0.50
1.02
0.96
0.55
0.87
0.88

0.52
0.64
0.86

0.95
3.11
1.18
1.62
1.66
1.16
1.19
1.41

+ I+

I+

+ + + + + + + H+ + I+

I+

+ I+

I+

+ + + + H+ H+ 1+

I+

0.09
0.02
0.07

0.13
0.09
0.07
0.15
0.20
0.09
0.04
0.07
0.13
0.08
0.14

0.08
0.05
0.06

0.01
0.91
0.20
0.30
0.21
0.03
0.18
0.07

1.70
1.17
2.67

1.62
1.67
1.15
0.69
0.79
0.86
1.54
1.17
0.89
1.05
0.57

0.78
0.96
0.88

0.96
1.42
1.32
0.41
1.47
0.77
1.37
1.05

+ 1+

I+

e T T R N e .

I+

+ I+

I+

L S O T A

I+

0.40
0.19
0.44

0.26
0.39
0.07
0.12
0.15
0.23
0.14
0.04
0.16
0.03
0.09

0.18
0.10
0.05

0.03
0.32
0.27
0.10
0.12
0.07
0.22
0.03



Glicerol 1.00 =+ 0.07 0.95 + 0.09 105 =+ 0.06 0.99 + 0.06 121 + 0.09 099 + 0.09 092 + 0.09
Glicerol-3-fosfato 1.00 + 0.23 1.12 + 0.13 097 <+ 0.07 1.17 + 0.09 150 + 0.16 1.07 + 0.22 128 + 014
Galactinol 1.00 + 0.07 0.95 + 0.25 133 + 0.10 1.08 + 0.13 100 + 0.13 245 £ 024 095 + 0.12
mio-inositol 1.00 + 0.10 1.24 + 0.14 114 + 0.02 1.15 + 0.03 119 + 0.25 1.06 + 0.07 139 + 0.10

Tabela 5 Efeito do silenciamento na expressadoMielS1no perfil metabdlico emsementes de frutantendo 10 dias apds a antddgetabolitos foram identificados em
plantascontrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamentordsséo d&IPS1 Os valores obtidos fam normalizados em relacdo adizédas plantas WT
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrdo (n = 6).

Sementes 10 DAA WT SE  MT8.25 SE MT26 SE MT7.13 SE MT1l1 SE MT7.2 SE MT1.2 SE

I+

Aminoacidos

Asparagina 1.00 = 0.26 0.07 =+ 0.02 0.11 =+ 0.04 0.30 =+ 0.09 023 = 0.06 0.08 = 0.03 0.17 = 0.11
Acido aspartico 1.00 = 0.23 0.19 =+ 0.03 0.24 + 0.08 0.36 + 0.09 0.37 = 0.04 022 = 0.05 0.22 =+ 0.08
Betaalanina 1.00 = 0.35 0.38 = 0.05 0.26 = 0.04 037 £ 0.12 051 + 0.12 017 = 0.04 024 = 0.08
Glutamina 1.00 = 042 0.30 =+ 0.07 035 + 014 111 = 0.24 123 + 0.22 039 =+ 0.13 0.23 *= 0.05
Glicina 1.00 = 0.22 024 = 0.02 0.30 =+ 0.06 050 £ 0.15 1.13 = 0.30 043 = 0.11 044 = 0.14
Lisina 1.00 = 0.20 0.09 =+ 0.02 0.17 =+ 0.05 044 =+ 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 =+ 0.09 029 = 0.06 0.09 = 0.01 0.112 £ 0.02
Serina 1.00 = 0.18 0.16 = 0.02 042 =+ 0.12 049 £ 0.15 056 =+ 0.11 049 = 0.16 039 = 0.08
Treonina 1.00 = 0.26 0.16 =+ 0.03 0.08 + 0.01 0.21 =+ 0.07 053 = 0.05 0.13 = 0.03 0.18 =+ 0.08
Tiramina 1.00 = 0.71 021 = 0.02 084 =+ 0.10 0.76 = 0.17 089 + 0.10 211 = 0.50 0.67 = 0.15
Tirosina 1.00 = 0.36 0.19 =+ 0.03 024 =+ 0.05 0.64 =+ 0.19 051 =+ 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 = 0.30 229 = 043 047 = 0.07 049 =+ 0.12
Acidos organicos

Acido glutamico 1.00 = 0.11 0.35 =+ 0.06 0.39 + 0.09 0.68 <+ 0.16 056 + 0.11 0.34 =+ 0.05 0.32 = 0.04
Acido fosférico 1.00 * 0.11 0.97 = 0.03 0.99 £ 0.05 095 =+ 0.02 0.68 = 0.09 094 = 0.06 0.80 = 0.06
Acido piroglutamico 1.00 = 0.22 0.17 =+ 0.04 0.18 =+ 0.07 041 <+ 0.10 052 =+ 0.07 0.15 = 0.05 0.10 =+ 0.02
Acido quinico 1.00 = 0.59 050 =+ 0.17 331 + 0.39 324 + 152 357 = 051 879 £ 3.35 565 + 1.08
Ciclo do acido tricarboxilico (TCA)

Malato 1.00 = 0.04 041 =+ 0.04 0.87 + 0.08 099 <+ 0.18 053 + 0.13 094 =+ 0.17 0.76 = 0.14
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Piruvato 1.00 = 0.04 106 + 0.10 092 + 0.08 116 + 0.12 120 + 0.35 118 + 0.13 1.04 + 0.5
AcUcares

Frutose 1.00 + 0.06 090 + 005 081 + 0.02 077 + 003 072 + 003 08 + 001 075 = 0.03
Glicose 1.00 = 0.03 094 + 0.02 113 + 0.03 112 + 0.02 101 + 0.04 118 + 0.10 095 + 0.06
Sacarose 1.00 £+ 0.09 077 + 0.03 127 + 0.06 113 + 011 077 + 0.13 115 + 0.09 110 + 0.10
Rafinose 1.00 = 0.67 0.00 + 0.00 818 + 150 30.10 + 1134 253 + 253 556 + 2.63 181 + 1.38
Xilose 1.00 + 0.3 08 + 010 088 + 0.11 099 + 015 070 + 0.3 122 + 011 1.10 + 0.17
Acucares alcéois

mio-inositol 1.00 = 0.12 081 + 0.03 109 + 0.15 1.00 + 0.17 054 + 0.13 100 + 024 083 + 0.16
Galactinol 1.00 = 0.07 045 <+ 0.04 1096 = 5.08 276 += 099 0.86 == 0.29 163 + 035 499 + 184
Glicerol 1.00 + 0.07 0.97 =+ 0.05 149 + 0.11 1.37 + 0.21 1.23 + 0.07 1.29 + 0.17 1.28 + 0.24

Tabela 6. Efeito do silenciamento na expressdoMielS1no perfil metabdlico emsementes de frutantendo 25 dias apds a antdgetabolitos foram identificados em
plantascontrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamentordsséo d&IPS1 Os valores obtidos fam normalizados em relacdo adizédas plantas WT
e apresentados pela média dos valores absolutos. SE = erro padrao (n = 6).

Sementes 25 DAA WT SE  MT8.25 SE MT 2.6 SE  MT7.13 SE MT 11 SE MT 7.2 SE MT 1.2 SE

Aminoacidos

Asparagina 100 =+ 0.70 403 + 0.76 189 + 0.21 220 + 0.28 216 = 024 120 = 047 161 =+ 042
Acido aspartico 100 =+ 0.16 1.04 =+ 0.22 098 =+ 0.04 121 =+ 0.07 093 =+ 0.04 089 + 0.09 081 + 0.10
Betaalanina 100 =+ 0.10 089 =+ 0.17 099 + 0.07 126 =+ 0.11 131 + 0.14 105 =+ 0.27 132 + 0.19
Acido glutamico 100 = 0.24 1.07 + 031 128 = 0.10 179 =+ 0.07 137 + 0.09 086 + 0.09 088 <+ 0.08
Glutamina 1.00 =+ 0.07 106 + 0.26 097 =+ 0.10 113 + 0.16 122 + 0.14 110 += 0.37 158 =+ 0.27
Glicina 1.00 =+ 0.12 236 = 049 112 + 0.15 225 + 0.62 119 + 011 092 + 011 146 + 0.28
Lisina 100 =+ 0.75 355 + 0.68 270 =+ 0.17 395 + 0.39 302 + 025 327 = 1.06 505 + 091
Serina 100 =+ 0.13 132 + 024 101 + 0.05 126 + 0.18 082 + 0.05 1.02 =+ 0.19 162 + 0.20
Treonina 1.00 =+ 0.20 119 + 0.28 085 =+ 0.10 111 + 0.13 082 =+ 0.04 0.72 + 0.16 112 = 0.17
Tirosina 1.00 =+ 0.30 157 + 040 099 =+ 0.15 154 + 0.16 088 =+ 0.12 073 + 0.17 093 + 0.20
Valina 100 =+ 0.14 101 =+ 025 130 + 0.21 121 + 0.08 1.08 =+ 0.09 076 + 0.23 068 =+ 0.08
Tiramina 1.00 *= 0.64 240 =+ 0.63 502 = 041 223 += 0.70 28 + 041 446 + 122 344 + 0.85
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Acidos organicos
GABA

Acido glutarico
Acido latico
Acido nicotinico
Acido fosférico

Acido piroglutamico

Acido quinico

Ciclo do acido tricarboxilico (TCA)

Acido citrico
Acido malico
Piruvato
Acucares
Frutose

Glicose
Sacarose
Rafinose
Trealose

Xilose

Acucares alcoois
mio-nositol
Galactinol
Glicerol
Glicerol-3-fosfato

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00

+ + H+ + H+ I+

I+

+ I+

I+

+ + + H+ I+

I+

+ + I+

I+

0.11
0.15
0.42
0.06
0.14
0.10
0.37

0.07
0.13
0.10

0.06
0.05
0.06
0.80
0.32
0.07

0.67
0.89
0.12
0.64

0.88
1.39
1.32
131
1.17
1.02
2.20

1.08
1.13
1.46

1.05
1.15
1.03
3.19
1.03
1.07

1.48
0.73
1.78
3.16

+ + H+ + H+ I+

I+

+ I+

I+

+ + + H+ I+

I+

+ + I+

I+

0.18
0.29
0.33
0.11
0.15
0.13
0.34

0.06
0.15
0.14

0.06
0.06
0.09
1.03
0.33
0.19

0.19
0.50
0.41
0.34

1.06
0.69
1.17
131
1.43
0.79
2.22

1.02
1.50
1.01

1.02
1.25
1.20
2.78
1.03
0.87

3.35
0.27
1.88
2.90

+ + H+ + H+ I+

I+

+ I+

I+

+ + + H+ I+

I+

+ + I+

I+

0.04
0.04
0.41
0.05
0.02
0.05
0.05

0.08
0.03
0.05

0.01
0.02
0.01
0.32
0.46
0.02

0.26
0.04
0.09
0.10

0.87
0.86
0.75
1.68
1.43
0.89
1.99

0.94
1.24
1.99

1.19
1.21
1.30
5.97
2.94
0.99

3.63
0.28
2.23
3.58

+ + H+ + H+ I+

I+

+ I+

I+

+ + + H+ I+

I+

+ + I+

I+

0.06
0.08
0.40
0.08
0.04
0.10
0.11

0.02
0.03
0.53

0.02
0.03
0.02
0.76
1.22
0.07

0.14
0.03
0.12
0.08

1.22
0.83
0.62
1.54
1.25
0.83
1.90

1.13
1.27
1.14

1.07
1.08
1.16
4.67
0.27
0.66

2.58
0.30
2.73
2.84

+ + H+ + H+ I+

I+

+ I+

I+

+ + + H+ I+

I+

+ + I+

I+

0.12
0.13
0.16
0.07
0.05
0.06
0.26

0.04
0.07
0.07

0.03
0.03
0.05
0.86
0.24
0.05

0.24
0.05
0.27
0.23

0.99
0.56
0.56
1.89
1.23
0.69
3.16

1.04
1.61
1.30

1.05
1.21
1.15
0.68
1.44
1.38

1.86
0.13
155
2.96

+ + H+ + H+ I+

I+

+ I+

I+

+ + + H+ I+

I+

+ + I+

I+

0.18
0.08
0.20
0.10
0.02
0.20
0.35

0.09
0.15
0.11

0.04
0.09
0.03
0.14
0.65
0.23

0.10
0.02
0.11
0.39

0.61
0.56
0.67
2.62
0.99
1.06
2.45

0.85
1.19
1.00

1.07
1.16
1.15
0.10
2.02
1.53

1.33
0.23
1.85
3.48

H o+ W+ W

I+

+ I+

I+

H o+ H O+

I+

H+ o+

I+

0.14
0.18
0.15
0.17
0.10
0.10
0.56

0.11
0.14
0.10

0.04
0.06
0.01
0.10
0.55
0.16

0.07
0.06
0.10
0.49
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Tabela 7. Efeito do silenciamento na expressaoMfelS1no perfil metabdlico ersementes de frutos contendo 50 dias apéstese Metabdlitos foram identificados em
plantascontrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamentprdsséo d&IPS1 Os valores obtidos fam normalizados em relacéo adisédas plantas WT
e apresentados pela média dos valores atisoISE = erro padrdo (n = 6).

Sementes 50 DAA WT SE MT8.25 SE MT2.6 SE MT7.13 SE MT1.1 SE MT7.2 SE MT1.2 SE
Aminoéacidos

Arginina 1.00 = 0.16 058 =+ 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
Acido aspartico 1.00 = 0.16 050 == 0.06 0.68 + 0.05 0.32 = 0.07 0.26 = 0.06 053 + 0.11 0.74 + 0.13
Betaalanina 1.00 =+ 0.34 1.26 = 0.21 1.03 + 0.10 045 + 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 £+ 0.35 393 + 1.27
Glicina 1.00 = 0.33 1.01 + 0.14 1.05 = 0.17 057 = 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 09 =+ 0.11 0.84 <+ 0.11 1.03 = 0.18
Isoleucina 1.00 = 0.18 0.63 == 0.07 0.76 + 0.03 050 == 0.09 0.38 + 0.06 059 <+ 0.05 0.93 + 0.08
Lisina 1.00 + 0.25 0.76 = 0.07 095 =+ 0.11 058 + 0.08 054 <+ 0.04 093 <+ 0.18 1.35 = 0.22
Ornitina 1.00 + 0.21 094 =+ 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 + 031 050 == 0.09 058 + 0.07 042 = 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 <+ 0.08 056 + 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 = 0.08 061 = 014 050 =+ 0.10 0.87 + 0.15 152 £+ 031
Tiramina 1.00 = 0.22 0.87 + 0.11 0.74 <+ 0.39 071 <+ 0.10 0.72 + 0.14 0.60 + 0.17 090 =+ 0.27
Tirosina 1.00 = 0.29 050 == 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 <+ 0.17 057 + 0.14 098 + 0.12 159 £+ 0.23
Acidos organicos

Acido benzoico 1.00 = 0.12 0.65 == 0.16 097 + 0.14 1.14 + 0.11 148 = 0.27 0.74 + 0.07 1.19 £+ 0.15
Acido cafeico 1.00 = 0.63 147 = 0.59 1.90 + 0.62 026 + 0.26 0.83 + 0.37 061 + 041 1.19 = 042
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
Acido glutdmico 1.00 = 0.22 0.88 = 0.07 0.95 + 0.09 051 == 0.06 0.53 + 0.08 093 + 0.23 1.38 £+ 0.28
Acido glutérico 1.00 + 0.39 042 + 0.28 049 + 0.32 0.68 + 0.16 052 + 0.20 0.64 <+ 0.18 1.01 = 0.08
Acido glicélico 1.00 = 0.25 098 = 043 1.70 = 0.20 0.66 = 0.18 1.24 = 0.55 1.06 + 031 092 + 0.42
Acido isobutirico 1.00 + 0.23 1.31 = 0.15 1.87 + 0.27 252 + 0.10 273 £ 0.15 269 + 0.07 299 + 0.13
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Acido latico

Acido nicotinico
Acido fosférico
Acido piroglutamico
Acido quinico

Acido salicilico

Ciclo do acido tricarboxilico (TCA)

Acido citrico
Acido succinico
Acido fumarico
Acido malico
Acido pirGvico
Acucares
Frutose

Glicose
Galactose
Melezitose
Rafinose
Sacarose
Trealose

Xilose

Acucares alcoois
mio-nositol
mio-inositol1-fosfato
Glicerol
Glicerol-3-fosfato
Galactinol

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

oW+

I+

e N

I+

L L

I+

e T

I+

0.11
0.05
0.08
0.26
0.19
0.76

0.05
0.24
0.15
0.27
0.08

0.04
0.15
0.06
0.92
1.19
0.04
1.00
0.19

0.21
0.14
0.10
0.16
0.09

2.42
0.99
0.98
0.59
0.44
0.59

0.93
1.32
1.92
0.96
0.92

2.08
0.54
0.94
0.03
0.06
1.07
2.20
0.95

1.33
0.77
4.09
0.94
4.05

+ H+ + + I+

I+

+ + + I+

I+

H o+ O+ O+ O+

I+

+ + +

I+

0.52
0.06
0.10
0.04
0.09
0.59

0.06
0.29
0.57
0.12
0.11

0.09
0.05
0.05
0.00
0.06
0.02
1.40
0.25

0.23
0.08
0.58
0.18
1.10

1.96
1.17
0.83
0.64
0.37
1.12

0.75
1.37
1.61
0.84
0.84

1.83
0.63
0.81
0.36
0.15
1.02
3.45
0.74

0.95
1.01
2.24
1.01
3.07

I+

0.47
0.06
0.16
0.08
0.07
0.55

HoH+ W

I+

I+

0.10
0.27
0.31
0.15
0.10

H W+

I+

0.18
0.12
0.11
0.28
0.10
0.06
1.59
0.09

+ + + H+ + H+ I+

I+

0.29
0.20
0.56
0.20
1.08

HoH

I+

2.08
1.08
0.36
0.36
0.23
3.02

0.45
0.72
0.54
0.34
0.84

1.25
0.34
0.53
2.53
0.07
0.98
3.54
0.61

0.26
0.64
1.20
0.62
1.28

+ + + + I+

I+

+ + + I+

I+

+ + + H+ + H+ I+

I+

+ + +

I+

0.21
0.04
0.08
0.06
0.05
1.20

0.08
0.09
0.10
0.02
0.07

0.23
0.15
0.12
0.91
0.05
0.04
1.39
0.21

0.04
0.10
0.07
0.07
0.28

1.64
0.92
0.33
0.43
0.18
2.49

0.56
0.73
0.86
0.55
1.06

1.37
0.33
0.57
1.87
0.19
0.79
6.08
0.49

0.30
0.53
1.46
0.65
1.61

HoH W

I+

HoH W4

I+

+ + + H+ + H+ I+

I+

HoH

I+

0.27
0.02
0.02
0.05
0.04
0.58

0.06
0.15
0.23
0.08
0.24

0.14
0.04
0.06
0.48
0.08
0.04
2.52
0.05

0.02
0.04
0.14
0.07
1.02

1.30
1.05
0.70
0.62
0.17
1.98

0.59
1.16
0.93
0.66
0.57

1.50
0.54
0.64
0.40
0.06
0.81
4.40
0.59

151
0.79
1.79
0.93
2.20

HoH W

I+

e

I+

+ + + H+ + H+ I+

I+

+ + +

I+

0.14
0.06
0.12
0.10
0.03
1.39

0.06
0.36
0.28
0.15
0.06

0.02
0.09
0.02
0.23
0.06
0.04
1.91
0.07

0.71
0.13
0.20
0.17
1.33

1.56
1.32
0.77
1.18
0.22
3.63

0.64
1.36
2.56
0.75
0.67

1.50
0.54
0.64
0.62
0.12
0.86
4.13
0.58

1.58
0.73
1.84
1.20
1.76

+ + + H+ I+

I+

+ H+ + I+

I+

+ + + H+ + H+ I+

I+

+ H+ + H+

I+

0.24
0.05
0.15
0.28
0.05
1.34

0.05
0.40
0.82
0.07
0.06

0.06
0.08
0.03
0.69
0.08
0.04
0.97
0.09

0.52
0.09
0.33
0.43
0.75
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Tabela 8 Efeito do silenciamento na expressdoMielS1no perfil metabdlico emsementes de frutos contendo 60 dias apds a antese. Metabdlitos foram idest#ica
plantascontrole (WT) e plantas apresentando seis niveis de silenciamentordsséo d&IPS1 Os valores obtidos fam normalizados em relacéo adisédas plantas WT
e apresentados pela média dos valores absolutos.e€8ro padrédo (n = 6).

Sementes 60 DAA WT SE MT 8.25 SE MT 2.6 SE MT7.13 SE MT 1.1 SE MT 7.2 SE MT 1.2 SE
Aminoéacidos

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 + 0.08 023 + 0.08 0.23 = 0.06 0.20 + 0.04
Acido aspartico 1.00 + 0.13 0.49 + 0.09 0.40 0.12 0.54 + 0.11 0.37 £+ 0.07 041 <+ 0.2 0.44 + 0.06
Betaalanina 1.00 + 0.31 0.44 + 0.14 0.33 = 0.08 0.40 + 0.09 0.39 <+ 0.10 0.62 = 0.29 054 + 0.17
Glutamina 1.00 + 0.15 0.19 + 0.11 0.16 £ 0.06 0.35 + 0.13 034 £+ 0.12 0.37 + 0.16 042 + 0.09
Glicina 1.00 + 0.12 1.07 + 0.11 0.72 = 0.11 0.71 + 0.09 0.79 £+ 0.9 054 + 0.05 0.61 <+ 0.09
Homoserina 1.00 + 0.10 0.49 + 0.11 042 = 0.04 0.61 + 0.15 0.65 <+ 0.15 0.68 = 0.22 056 £ 0.05
Isoleucina 1.00 + 0.17 0.45 + 0.06 035 £ 0.06 0.65 + 0.16 059 £+ 0.19 073 + 0.23 0.40 <+ 0.05
Lisina 1.00 + 0.13 0.47 + 0.13 051 = 0.13 0.88 + 0.26 059 + 021 053 = 0.14 0.50 + 0.07
Ornitina 1.00 + 0.08 0.58 + 0.03 053 £ 0.05 0.83 + 0.14 090 £+ 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 + 0.13 046 + 011 054 + 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 <+ 0.09 054 =+ 0.16 052 + 0.07
Tirosina 1.00 + 0.18 0.34 + 0.03 041 0.07 0.56 + 0.09 0.31 £+ 0.03 063 + 0.24 0.37 = 0.02
Tiramina 1.00 + 0.17 0.58 + 0.19 1.05 0.46 0.60 + 0.34 094 <+ 0.36 059 =+ 0.30 055 £ 0.18
Serina 1.00 + 0.13 0.54 + 0.09 045 £ 0.09 0.49 + 0.13 0.38 + 0.12 039 + 0.13 045 = 0.10
Valina 1.00 + 0.48 0.32 + 0.04 0.30 = 0.03 0.39 + 0.05 041 £ 0.09 0.63 + 0.23 0.35 + 0.03
Acidos organicos

Acido benzoéico 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 + 0.12 076 <+ 0.14 0.47 = 0.06 0.75 + 0.14
Acido cafeico 1.00 + 0.26 1.14 + 0.09 163 = 0.12 1.43 + 0.18 145 + 032 1.21 = 0.10 111 £ 0.06
Acido glutdmico 1.00 + 0.30 0.37 + 0.08 0.36 =+ 0.08 0.56 + 0.23 021 £ 0.05 0.18 + 0.04 0.38 £ 0.08
Acido glutérico 1.00 + 0.34 0.99 + 0.22 1.02 0.17 0.65 + 0.16 043 <+ 0.08 041 = 0.2 092 + 0.28
Acido glicélico 1.00 + 0.18 1.69 + 0.54 1.15 £ 0.20 0.96 + 0.22 151 <+ 0.13 1.16 = 0.33 1.25 0.39
Acido isobutirico 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
Acido latico 1.00 + 0.10 0.81 + 0.16 053 £ 0.08 0.83 + 0.08 081 =+ 0.17 050 + 0.08 0.65 = 0.11
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Acido fosférico
Acido nicotinico
Acido piroglutamico
Acido quinico

Ciclo do acido tricarboxilico (TCA)

Acido citrico
Acido fumarico
Acido malico
Acido piravico
Acido succinico
Acucares
Frutose
Galactose
Glicose
Melezitose
Rafinose
Sacarose
Trealose

Xilose

Acucares alcoois
mio-nositol
mio-inositol1-fosfaio
Glicerol
Glicerol-3-fosfato
Galactinol

Acido salicilico

1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

O+ 4

I+

HoH

I+

H H+ H W O+ H

I+

+ + H+ H+ I+

I+

0.21
0.11
0.15
0.22

0.18
0.20
0.14
0.20
0.10

0.13
0.17
0.30
0.18
0.40
0.05
0.37
0.29

0.23
0.17
0.09
0.19
0.17
0.15

0.89
0.81
0.34
0.75

1.26
0.88
0.78
1.18
0.79

1.12
1.17
1.36
0.96
0.91
0.78
2.06
1.24

0.77
0.73
0.87
0.74
0.77
0.90

+ + 1+

I+

+ H+ + I+

I+

+ + + H+ + + I+

I+

+ + H+ H+ I+

I+

0.12
0.04
0.05
0.23

0.19
0.27
0.19
0.09
0.05

0.05
0.07
0.27
0.16
0.25
0.04
0.59
0.21

0.13
0.11
0.07
0.09
0.13
0.13

0.98
0.73
0.46
1.01

1.22
0.72
1.12
0.92
0.84

1.16
1.18
1.40
1.11
1.26
0.81
1.86
1.62

1.05
1.03
0.65
0.97
1.19
0.82

+ + 1+

I+

+ H+ + I+

I+

+ + + H+ + H+ I+

I+

+ + H+ H+ I+

I+

0.18
0.01
0.15
0.26

0.20
0.17
0.23
0.10
0.05

0.03
0.04
0.32
0.17
0.29
0.04
0.63
0.33

0.30
0.16
0.04
0.16
0.18
0.11

0.78
0.80
0.51
0.52

0.93
0.56
0.68
0.81
0.65

1.06
1.04
0.80
1.42
1.01
0.89
2.68
1.27

1.14
1.16
0.75
0.96
1.73
0.88

+ + 1+

I+

+ H+ + I+

I+

+ + + H+ + H+ I+

I+

+ + H+ H+ I+

I+

0.20
0.04
0.14
0.10

0.21
0.10
0.15
0.06
0.04

0.08
0.11
0.22
0.23
0.28
0.06
1.73
0.37

0.29
0.24
0.03
0.23
0.26
0.12

0.68
0.91
0.36
0.52

0.85
0.13
0.79
0.97
0.79

0.82
0.98
0.48
1.46
0.52
0.94
0.53
0.89

0.54
0.80
0.82
0.68
1.82
0.93

o+

I+

o+

I+

L o o s

I+

N L

I+

0.13
0.06
0.08
0.13

0.16
0.18
0.25
0.13
0.04

0.11
0.27
0.13
0.12
0.20
0.07
0.23
0.16

0.09
0.17
0.09
0.23
0.17
0.08

0.55
0.81
0.50
0.42

0.97
0.45
0.47
0.83
0.57

0.91
0.82
0.63
1.42
0.73
0.99
0.46
0.60

0.43
0.77
0.62
0.51
1.57
1.10

+ + I+

I+

HoOH

I+

H H+ H W O+ H

I+

o+ O+

I+

0.12
0.04
0.14
0.12

0.27
0.38
0.13
0.12
0.12

0.16
0.19
0.25
0.19
0.19
0.03
0.26
0.16

0.10
0.15
0.02
0.26
0.28
0.11

0.70
0.82
0.55
0.73

1.26
0.51
1.10
1.07
0.70

1.15
1.13
1.14
1.24
0.93
0.90
1.87
0.86

0.71
0.82
0.65
0.79
1.65
1.15

O+ 4

I+

+ H+ H+ -+

I+

H H+ H W O+ H

I+

o+ O+

I+

0.09
0.08
0.10
0.14

0.21
0.17
0.26
0.12
0.03

0.07
0.10
0.23
0.16
0.14
0.08
0.55
0.13

0.14
0.07
0.05
0.09
0.24
0.12
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Tabela 9 Efeito do silenciamento na expressadvfelS1no perfil metabdlico enfolhas Metabdlitos foram identificados em plantamntrole (WT) e plantas apresentando
seis niveis de silenciamento da expressaMES1 Os valores obtidos fam normalizados em relacdo a média das plantas WT e apresergdosgia dos valores
absolutos. B = erro padrao (n = 6).

Folhas WT SE MT8.25 SE MT2.6 SE MT7.13 SE MT1.1 SE MT7.2 SE MT1.2 SE
Aminoéacidos

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
Acido ascorbico 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
Acido aspartico 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
Acido glutdmico 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 0.17 155 0.21 154 + 0.12 152 £+ 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 0.19 151 + 0.24 164 + 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
Acidos organicos

Acido benzoico 1.00 £ 0.25 0.71 = 0.24 0.59 =+ 0.38 0.82 + 0.27 0.48 * 0.31 0.76 = 0.25 091 =+ 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
Acido cafeico 1.00 £ 0.20 1.30 £ 0.24 1.30 £ 0.27 1.27 + 0.26 142 + 0.26 1.24 + 0.13 142 £+ 0.34
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Acido glutarico
Acido glicérico
Acido fosférico
Acido quinico

Acido salicilico
Acido treénico

Ciclo do acido tricarboxilico (TCA)

Acido citrico
Acido fumarico
Acido isocitrico
Acido malico
Acido pirGvico
Acido succinico
Acucares
Altrose
Celobiose
Frutose
Frutose6-fosfato
Fucose
Galactose
Glicose
Manose
Ramanose
Ribulose5-fosfato
Sacarose
Trealose

Xilose
Acucares alcoois
Galactinol

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00

+ + + H+ I+

I+

+ + H+ + I+

I+

+ + + + + + + + H+ H+ H+ 4+

I+

I+

0.30
0.17
0.14
0.13
0.19
0.19

0.14
0.31
0.24
0.16
0.23
0.20

0.16
0.51
0.20
0.05
0.28
0.16
0.22
0.21
0.04
0.10
0.03
0.64
0.25

0.10

0.82
1.04
0.95
0.79
1.35
1.30

1.55
0.74
0.65
1.06
0.68
1.42

0.76
0.32
0.79
0.93
0.95
0.76
0.67
0.67
0.87
0.95
0.96
1.12
0.71

0.66

o+ W+

I+

H o+ H O+

I+

H H o+ H H O+ H O+ H O+

I+

I+

0.15
0.17
0.19
0.17
0.02
0.07

0.19
0.10
0.11
0.12
0.09
0.11

0.10
0.32
0.08
0.05
0.16
0.10
0.11
0.06
0.03
0.07
0.02
0.71
0.14

0.12

1.59
1.36
0.88
0.77
2.13
0.78

1.81
0.75
0.89
1.25
1.15
1.04

0.97
1.99
0.98
1.02
0.98
0.97
0.91
0.87
0.91
0.98
1.00
2.15
0.72

0.79

I+

0.42
0.19
0.10
0.16
0.03
0.26

oW+

I+

0.30
0.08
0.08
0.24
0.28
0.25

N N

I+

0.06
0.73
0.10
0.05
0.18
0.06
0.08
0.03
0.02
0.05
0.03
0.69
0.10

L N

I+

I+

0.12
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1.18
121
0.86
0.87
1.02
1.13

1.53
0.75
0.88
1.22
0.89
1.28

0.96
0.51
0.92
1.05
0.72
0.96
0.91
0.78
0.95
0.93
1.01
3.09
0.69

0.78

N o T

I+

N N

I+

L L

I+

I+

0.28
0.07
0.13
0.16
0.04
0.22

0.20
0.09
0.10
0.11
0.15
0.18

0.07
0.35
0.09
0.05
0.11
0.07
0.09
0.06
0.07
0.08
0.03
0.68
0.07

0.15

0.80
0.92
1.04
0.64
1.94
1.19

1.27
0.71
1.11
0.95
0.82
1.09

1.12
0.55
1.25
1.20
1.08
1.12
1.11
0.67
0.93
1.15
1.06
3.01
1.07

0.74

[ o T

I+

N N

I+

L s

I+

I+

0.17
0.12
0.15
0.07
0.22
0.24

0.11
0.06
0.17
0.09
0.12
0.14

0.12
0.55
0.14
0.06
0.11
0.12
0.16
0.22
0.04
0.08
0.04
0.12
0.12

0.06

121
1.16
0.96
0.67
2.30
1.22

1.36
0.73
1.07
1.12
0.91
1.30

1.10
0.68
1.21
1.19
1.25
1.10
1.08
0.84
0.94
1.07
1.05
2.09
1.12

0.76

HoH+ W

I+

H o+ B+

I+

H H o+ H H O+ H O+ H H o+

I+

I+

0.24
0.15
0.22
0.12
0.62
0.13

0.20
0.05
0.13
0.10
0.12
0.09

0.09
0.43
0.08
0.12
0.35
0.09
0.12
0.05
0.04
0.03
0.02
0.68
0.11

0.16

1.94
1.15
0.98
0.53
2.62
0.96

1.93
0.76
1.22
1.31
1.01
1.61

1.19
0.93
1.32
1.08
0.78
1.19
1.22
0.78
0.92
0.92
1.06
3.07
1.18

0.87

HoH W

I+

H o+ H O+

I+

H H o+ H H O+ H O+ H O+

I+

I+

0.57
0.11
0.25
0.12
0.54
0.15

0.45
0.04
0.13
0.06
0.29
0.13

0.08
0.32
0.10
0.10
0.09
0.08
0.11
0.16
0.01
0.05
0.03
0.66
0.10

0.13



Glicerol
Glicerol-3-fosfato
mio-inositol
mio-inositot1-fosfato
Lactitol

Sorbitol

Xilitol

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

+ + + H+ H+ 1+

I+

0.08
0.10
0.03
0.05
0.51
0.15
0.21

0.79
0.67
0.90
0.54
0.32
0.77
0.68

HoH O+

I+

0.04
0.14
0.01
0.10
0.32
0.10
0.08

0.84
1.10
0.98
0.75
1.99
0.99
0.82

0.07
0.07
0.02
0.10
0.73
0.06
0.05

o+ O+ O+ W

I+

0.85
0.89
0.95
0.82
0.51
0.97
0.76

HoH O+ O+ W

I+

0.09
0.07
0.03
0.08
0.35
0.06
0.04

0.97
1.10
1.01
0.62
0.55
1.12
1.01

HoH O+ O+ W

I+

0.13
0.17
0.03
0.04
0.55
0.11
0.09

0.96
0.98
1.03
0.81
0.68
1.09
1.03

HoH O+ 4

I+

0.12
0.26
0.01
0.15
0.43
0.08
0.10

0.77
0.76
1.03
0.60
0.93
1.18
1.12

+ + H+ H+ H+ I+

I+

0.06
0.27
0.02
0.07
0.32
0.07
0.09

-185-



