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RESUMO

Tocoferdis, compostos com atividade de vitamina E (VTE), sdo antioxidantes lipofilicos sintetizados
exclusivamente por organismos fotossintetizantes. A producdo desses compostos ocorre a partir da
ligacdo de um grupo cromanol a uma cadeia isoprénica, esta originada a partir de duas vias
metabdlicas possiveis: pela sintese de novo ou pela ativagcao do fitol liberado durante a quebra da
clorofila, esta dependente de fitol quinase (VTES). Conhecer os mecanismos responsdveis pela
sintese e pelo actimulo de vitamina VTE em plantas cultivadas é de grande interesse devido sua
importancia para a fisiologia vegetal e para a saide humana. Frutos de tomate e seus derivados
constituem fonte significativa de VTE na dieta humana. Para além da importancia nutricional, o
tomateiro emerge como um interessante modelo de estudo dos mecanismos regulatérios subjacentes
a biossintese de tocoferdis, visto que seu fruto combina uma ativa sintese de novo de isoprendides
juntamente com a degradacao de clorofila durante o amadurecimento. Em estudo anterior, loci para
caracteres quantitativos (QTL) para tocoferol em frutos foram identificados a partir da determinagao
dos niveis das isoformas a, B, u € 8 em uma populagdo de linhagens introgredidas (ILs) de Solanum
pennellii. Genes candidatos dentro dos intervalos dos QTL foram propostos, incluindo alguns
relacionados a defitilac@o da clorofila e ao metabolismo fitol, CLOROFILASE (CLH) e um homdlogo
a VTES, nomeado FARNESOL QUINASE (FOLK). Nesse contexto, o presente trabalho apresenta
contribuicdes para o entendimento da regulacdo da biossintese de VTE em tomateiro. Para tanto,
adotaram-se diferentes abordagens, as quais incluem: a caracterizagdo inicial da regulacdo
transcricional dos genes envolvidos na biossintese de tocoferdis ao longo do desenvolvimento de
tomateiro; a exploracdo dos determinantes genéticos envolvidos no QTL para tocoferol a partir da
andlise do perfil transcricional de ILs; a anélise integrada das mudangas do metabolismo de tocofer6is
e outros isoprendides em mutantes de tomateiro deficientes no amadurecimento e na degradagao de
clorofila; e, por fim, o estudo detalhado do metabolismo do fitol por meio da caracteriza¢do funcional
dos genes codificantes para VTES, FOLK e CLH(1). Os resultados obtidos fornecem valiosas
informacdes sobre os mecanismos que controlam o acimulo de VTE, além de expor intimeras
conexodes entre o metabolismo de tocoferol e outras vias metabdlicas que, em ultima andlise,

impactam a fisiologia de tomateiro.
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ABSTRACT

Tocopherols, compounds with vitamin E activity, are lipid-soluble antioxidants exclusively
synthesized by photosynthetic organisms. The formation of tocopherol involves the condensation of
a chromanol group with an isoprenoid chain, derived from two possible metabolic pathways: from
the de novo biosynthesis or from chlorophyll phytol tail recycling, which depends on phytol kinase
(VTES) activity. Understanding the mechanisms underlying synthesis and accumulation of vitamin
E in crops is of great interest because of its implications for plant physiology and human health.
Tomato fruit and its derivatives constitute a significant dietary source of VTE for humans. Beyond
the nutritional value, tomato emerges as an interesting study model of the regulatory mechanisms
underlying tocopherol biosynthesis, since fruit couples an active de novo synthesis of isoprenoids
together with chlorophyll degradation along ripening. In a previous work, quantitative trait loci (QTL)
for VTE content were identified in ripe fruits by tocopherol determination of a, 3, u e d isoform levels
in a population of Solanum pennellii introgression lines (IL). Candidate genes within QTL intervals
were proposed, including some related to chlorophyll dephytylation and phytol metabolism, a
CHLOROPHYLLASE (CLH) and a VTES5 homolog, named FARNESOL KINASE (FOLK). In this
context, this work presents contributions to understanding the regulation of VTE biosynthesis in
tomato. For this, different approachs were taken including: an initial characterization of
transcriptional regulation of the genes involved in tocopherol biosynthesis along tomato
development; the exploitation of genetic determinants involved in QTL for tocopherol from the
transcriptional profile analyses of ILs; the integrated analyses of tocopherols metabolism changes and
other isoprenoids in ripening impaired and chlorophyll degraded tomato mutants; and, finally, the
detailed study of phytol metabolism by means of functional characterization of the genes encoding
for VTES, FOLK and CLH(1). Our results provide valuable insights into the mechanisms that control
the VTE accumulation and also expose several cross-talks between the tocopherol metabolism and

other metabolic pathways that, ultimately, impact on tomato physiology.
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INTRODUCAO GERAL

INTRODUCAO GERAL
1. A vitamina E: estrutura e importancia nutricional

A evolugdo dos processos metabdlicos aerdbios, tais como a respiragdo e a fotossintese,
promoveu inevitavelmente a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos. Anions superéxidos (02", radicais lipidicos peroxil (ROO"), peréxido
de hidrogénio (H20.), radicais hidroxil (OH"), oxigénio singleto (‘O2) sdo continuamente produzidos
durante o metabolismo aerébico dos organismos. Embora atuem como sinalizadores em diversos
processos celulares, o desequilibrio na produgdo de ROS € capaz de causar danos oxidativos
significativos as proteinas, ao DNA e aos lipideos. A detoxificacdo de ROS ¢ feita por uma rede
antioxidante dindmica, interconectada e redundante, que inclui mecanismos enzimaticos — superoxido
dismutase, ascobarto peroxidase, glutationa peroxidase, catalase — e ndo-enziméaticos — ascorbato
(VTCO), glutationa, flavondides, carotendides e tococromandis (VTE) (Apel & Hirt, 2004).

O termo VTE abrange uma classe de compostos lipossoliveis antioxidantes, tocoferdis e
tocotriendis, fundamentais para saide humana, e coletivamente conhecidos como tococromandis
(Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996; DellaPenna & Pogson, 2006). O valor nutricional desses
compostos em animais foi descoberto hd mais de um século, descrito inicialmente como fator da dieta
importante para a reproducdo animal (Evans & Bishop, 1922). Exclusivamente sintetizados por
organismos fotossintetizantes, tocoferdis e tocotriendis podem ocorrer naturalmente como quatro
espécies diferencialmente metiladas (a, B, y e ) (Grusak & DellaPenna, 1999). O prefixo grego
refere-se ao grau de metilagdo do grupo aromatico; enquanto a-tocoferol e a-tocotrienol representam
os tococromandis com maior numero de metilagdes, as respectivas formas 6 sdo aquelas com menor
grau. Tocoferdis, mais abundante em plantas, t€m cadeia lateral saturada derivada do fitil-difosfato,
enquanto tocotriendis, abundantes nas sementes de monocotiledoneas, possuem cauda insaturada
derivada do geranilgeranil difosfato (Figura 1). Embora todos andlogos apresentem atividade
antioxidante in vitro, a-tocoferol é a forma bioldgica mais ativa, em parte, devido a sua retengcdo
seletiva no corpo humano pela proteina transportadora de a-tocoferol (a-TTP) (Traber & Sies, 1996;
Ricciarelli et al., 2001).

Como para todos os nutrientes essenciais, niveis minimos de VTE sdo necessarios na dieta
humana. A deficiéncia clinica de VTE € rara e resulta em anemia hemolitica em bebés prematuros e
alteracdes neuroldgicas diversas, incluindo a ataxia (impedimento no balango e coordenagdo) e
miopatia (fraqueza muscular). A baixa ingestdo de VTE tem sido associada com aumento do risco a
doencas vasculares, alguns tipos de cancer, além da diminui¢do da fun¢do imunolégica (Kushi et al.,

1996; Wright et al., 2006). Por sua vez, os estudos utilizando suplementagdo terapéutica tém
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produzido efeitos ainda inconclusivos em virtude das inimeras varidveis envolvidas como a diferenca
na biodisponibilidade, no transporte por proteinas especificas € no metabolismo das isoformas de
VTE (Cardenas & Gosh, 2014). Na criagcdo de gado, a suplementacdo da dieta com VTE tem grande
importancia para a indudstria alimentar, pois melhora a qualidade e prolonga o tempo de prateleira da
carne (Sander et al., 1997). Além disso, a vida de prateleira de 6leos vegetais e alimentos ricos em
lipideos também € influenciada pelo contetddo e pela composi¢cdo de tococromandis (Kamal-Eldin &
Appelqvist, 1996).

Os 6leos de sementes constituem a principal fonte de VTE da dieta humana, porém, nestes
alimentos a-tocoferol esta presente com frequéncia como espécie minoritaria. Por outro lado, tecidos
fotossintéticos de hortalicas e frutos, por exemplo, brécolis, espinafre e tomate, apresentam altos
teores de a-tocoferol. Em estudo comparativo, Chun et al. (2006) reportou valores de a-tocoferol que
variam de 0,53 a 4,66 mg/100 g de peso comestivel no tomate in natura e seus produtos derivados
(pasta em conserva), respectivamente. O indice recomendado de ingestdo didria é de 15 mg/dia da
isoforma o pura ou 22.4 IU (National Institute of Health, http://ods.od.nih.gov/factsheets/list-
all/VitaminE/).

Grande parte das propriedades benéficas de tocoferdis como VTE € atribuida a sua funcao
como antioxidante, baseada na habilidade desses compostos em sequestrar (scavenging) radicais
peroxil, prevenindo a propagagdo da peroxidacdo de acidos graxos poliinsaturados que compdem as
membranas celulares (Serbinova et al., 1991; Traber & Atkinson, 2008). Um segundo mecanismo de
protecdo observado em tocoferdis é a capacidade de eliminar (quenching) oxigénio singleto (O5)
(Kaiser et al., 1990; Di Mascio et al., 1990; Fukuzawa et al., 1997), funcdo que tem relevancia na
manuten¢do do aparato fotossintético em plantas (Krieger-Liszkay & Trebst, 2006; Triantaphylides
& Havaux, 2009).
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- i tocotrienol (R1 e R2), (ii) a ligag@o de cada tococromanol
igacdo com panaCae . ,

Tococromancl R, R,  o«TPP  vitaminaE a proteina transportadora de a-tocoferol humana (a-TTP),
o-tocopherol CH;  CH, 100 100 (iii) a atividade VTE de acordo com o ensaio de gestacdo-
o-tocotrienol CH, CH, 1258 21-50 N i
B-tocopherol CH, H 38 25-50 reabsorcao em ratos, expresso como porcentagem relativa

-tocotrienol CH H nd nm .
ilmphemj H  CH, 9 8-19 ao o-tocoferol (100%). Em vermelho, as diferencas
tocotrienol H CH nd nm . RPN 5
E1bdotherc 4 i 1% ok estruturais. nm: ndo mensurdvel. Adaptado de Dellapenna
&-tocotrienol H H nd nm & Pogson (2006)

20



INTRODUCAO GERAL

2. A biossintese de tocoferol

A sintese de tocoferol ocorre somente em organismos fotossintetizantes e produz as moléculas
anfipaticas compostas por um anel hidroxicromanol, derivado do homogentisato, e uma cadeia
prenilica, produtos da via do chiquimato (SK) e metil-eritritrol-fosfato (MEP), respectivamente
(Munné-Bosch & Alegre, 2002). A condensacdo de ambos precursores inicia as reagdes que
compdem a rota central da VTE, na qual as seguintes enzimas estdo envolvidas: homogentisato fitil
transferase (VTE2), dimetil-fitil-quinol metil transferase (VTE3), y-tocoferol metiltransferase
(VTEA4), tocoferol ciclase (VTEI), além da fitol quinase (VTES) (Dellapenna & Last, 2006). Apds a
ligacdo do fitil difosfato ao homogentisato pela VTE2 e posterior metilagdo, catalisada pela VTE3, o
intermedidrio formado - 2,3-dimetil-5-fitil-1,4-hidroquinol (DMPQ) - ¢ convertido em y-tocoferol
pela VTEIL. O a-tocoferol é entdo produzido pela acdo da VTE4. Para producao do fitil difosfato,
além da sintese de novo, existe uma via alternativa dependente da fitol quinase (VTES), que fosforila
o fitol liberado durante a degradacdo da clorofila para incorporagdo subsequente na sintese de

tocoferdis (Valentin et al., 2006; Ischebeck et al., 2006) (Figura 2A).
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Figura 2. Visao geral da biossintese de tococromanéis em plantas e do ciclo de oxidacfo e reciclagem de a-tocoferol.
(A) Biossintese. T, tocoferol; T3, tocotrienol; PC-8, plastocromanol-8; PQ-9, plastoquinona-9; MPQ, 2-methyl-6-fitil-1,4-
hidroquinol; DMPQ, 2,3-dimetil-5-fitil-1,4-benzoquinol; MGGBQ, 2-metil-6-geranilgeranil benzoquinol; DMGGBQ,
2,3-dimetil-6-geranilgeranil benzoquinol; MSBQ, 2-metil-6-solanesil-1,4-benzoquinol; DMSBQ, 2,3-dimetil-6-
solanesil-1,4-benzoquinol; HST, homogentisato solanesil transferase; GGDP, geranilgeranil difosfato; HGA,
homogentisato; Chl, clorofila; MEP, metil eritritol fosfato; SK, chiquimato. (B) Ciclo de oxidagado e reciclagem de a-
tocoferol. AA/GSH, ciclo do ascorbato/glutationa; NDC1, oxiredutase de quinona dependente de NAD(P)Hase; TMPBQ,
2,3,5-trimetil-6-fitil-1,4-benzoquinona; TMPBQH2, 2,3,5-trimetil-6-fitil-1,4-benzoquinol. Além do sequestro de radicais
peroxil lipidicos (LOO-) e oxigénio singleto ('O,); tocoferol pode fisicamente desativar 'O, na membrana dos tilacéides
(ndo representado). ?: denota possiveis fatores envolvidos na conversio representada. Adaptado de Miret & Munne-Bosch
(2015).
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VTEI, VTE3 e VTE4 sdo igualmente responsdveis pela formacdo de tocotriendis e, nas
espécies que acumulam significativamente esses compostos, hd uma preniltransferase especifica para
cadeia insaturada, a homogentisato geranilgeranil transferase (HGGT) (Cahoon et al., 2003; Hunter
& Cahoon, 2007) (Figura 2A). Para além da sintese de novo, VTE] também atua no ciclo redox de
tocoferdis. Apds a reagdo com radical peroxil, o radical a-tocoferoxil formado € logo reduzido por
outros antioxidantes (i.e. ascorbato e glutationa); o intermedidrio produzido, a-tocoferolquinol (a-
TQH>»), pode ser convertido novamente a tocoferol por uma sequéncia de reagdes que depende da
atividade de VTE1 (Kobayashi & DellaPenna, 2008; Eugeni-Piller et al., 2014) (Figura 2B).

Outra peculiaridade da biossintese de VTE em plantas € sua estreita relagdo com a formagao
de outras prenilquinonas (Block et al., 2013). Primeiro, o anel cromanol de plastoquinona-9 (PQ-9),
transportador de elétrons que atua no fotossistema II (PSII), também € originado do homogentisato.
Segundo, VTE3 também atua como metiltransferase no intermedidrio quinol produzido na sintese de
PQ-9. Finalmente, PQ-9 serve como substrato para a sintese de outro tococromanol nos
plastoglobulos, o plastocromanol (PC-8), reacdo catalisada pela VTE1 (Figura 2A). Embora pouco
estudado comparado ao tocoferol, PC-8 também atua como antioxidante em plantas (Kruk et al.,
2014).

Nas células vegetais, enquanto as atividades de VTE2, VTE3, VTE4 e VTES estdo associadas
a membrana interna do plastideo (Soll ef al., 1985; Cheng et al., 2003; Ischebeck et al., 2006;
Zbierzak et al., 2010), a VTEI estd compartimentalizada em inclusdes lipidicas conhecidas como
plastoglébulos (Vidi et al., 2006; Lundquist et al., 2012). Tais observagdes sugerem um intenso
trafego de intermedidrios dentro do plastideo para sintese desses compostos (Brehélin et al., 2007,
Besagni & Kessler, 2013). Coincidentemente, em tecidos fotossintéticos, tococromandis estao
presentes em grande quantidade em todas as membranas plastidiais: envelope, tilacéides
fotossinteticamente ativos e plastoglobulos (Lichtenthaler, 2007). Fora do cloroplasto, também
podem ser encontrados nos corpos oleosos, derivados do reticulo endoplasmético, de sementes como

girassol e aveia (DellaPena & Mene-Saffrané, 2011).

3. A importincia do tocoferol para o organismo vegetal

A presenca marcante de tococromandis nos cloroplastos estd intimamente relacionada a
algumas das principais fungdes atribuidas para esses antioxidantes em plantas. Durante a fotossintese,
tanto o vazamento de elétrons da cadeia de transporte de elétrons, quanto a fotorreatividade da
clorofila favorecem a formag¢dao de ROS (Foyer & Noctor, 2005). Como parte da maquinaria de
fotoprotecdo, tocoferéis atuam particularmente no controle (i) dos niveis de 'O no PSII, que

possibilita o continuo furnover da proteina D1, necessario para manutengdo dos centros de reacao
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(Krieger-Liszkay & Trebst 2006), (ii) da extensdo da peroxidacdo lipidica nos tilacoides,
especialmente durante condicdes de estresse (Triantaphylides & Havaux, 2009; Rastogi et al., 2014;
Miret & Munné-Bosch, 2015).

A caracterizacdo de mutantes para VTE e plantas transgénicas tem contribuido de maneira
significativa para o conhecimento da funcdo de tocoferdis em plantas (revisto por Falk & Munné-
Bosch, 2010; DellaPenna & Mene-Saffrané, 2011). Estes estudos sugerem que além de fungdes
associadas a fotoprote¢do, VTE desempenha um papel em diversos processos fisiolégicos como
germinacdo e estabelecimento da plantula, senescéncia foliar, resposta aos estresses abidticos,
crescimento e particionamento de fotoassimilados (Falk & Munné-Bosch, 2010; Mene-Saffrané et
al., 2010; Asensi-Fabado et al., 2014; Eugeni-Piller et al., 2014; Maeda et al., 2014).

Curiosamente, plantas adultas deficientes em tocoferol apresentam fendtipo discrepante sob
condic¢des otimas de crescimento. Enquanto plantas de batata (Solanum tuberosum) e de milho (Zea
mays) deficientes em VTE] exibem folhas fonte com prejuizo na exportacio de agticares e déficit no
crescimento em condicdes normais (Provencher et al., 2001; Hofius et al., 2004), tal fendtipo ndo é
observado em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) e ocorre em mutantes de Arabidopsis thaliana
vte2 apenas sob condi¢des de estresse causado por baixa temperatura (Maeda et al. 2006; 2008). Tais
diferencas observadas na parti¢cdo de acucares poderiam ser explicadas considerando as demandas
fisiolégicas das espécies em questdo: batata e milho, diferentemente de Arabidopsis e tabaco,
possuem 6rgaos drenos fortes que demandam alta taxa de exportacdo de agucares das folhas fonte
(Asensi-Fabado et al., 2014). Todavia, a falta de fenétipos 6bvios em plantas adultas aparentemente
contradiz as funcdes de fotoprotecao atribuidas ao tocoferol no cloroplasto. Esse fendmeno, porém,
pode ser entendido a luz da rede de detoxificacio que atua nos cloroplastos, na qual outros
antioxidantes lipossoliveis podem compensar a auséncia de VTE nas membranas de plantas
deficientes. Vdrios trabalhos que caracterizam mutantes desprovidos de componentes do sistema
antioxidante apontam a indu¢do de vias alternativas de defesa (Miret & Munné-Bosch, 2015). No
entanto, o estudo de duplos mutantes - por exemplo, deficientes tanto em tocoferdis quanto em
componentes do ciclo da xantofila - assinalam que a rede de antioxidantes do cloroplasto tolera a
deficiéncia de um componente, mas efeitos severos serdo observados quando mais de uma via é
acometida (Munné-Bosch & Falk, 2004; Havaux et al., 2005).

O actimulo de tocoferdis nos tecidos vegetais € um processo altamente controlado. Por um
lado, estd sujeito a modulagdao ambiental; em resposta a estresses, incluindo seca, baixa temperatura,
alta luminosidade e osmotico, os niveis de tocoferdis aumentam em geral (Munné-Bosch, 2005). Tais
observacoes estdo de acordo com a responsividade dos genes envolvidos na sintese de VTE a

hormonios como etileno, jasmonato, dcido salicilico e 4dcido abscisico (revisto por Havaux & Garcia-

23



INTRODUCAO GERAL

Plazaola, 2014). Além disso, fatores internos também determinam a regulacdo do conteddo de
tocoferol, especialmente durante o processo de senescéncia, em que os niveis de tocoferol aumentam
gradativamente (Hormaetxe et al., 2005). Da relacdo coordenada entre os niveis de clorofila e de
tocoferdis durante a senescéncia, ambas moléculas derivadas da cadeia isoprénica fitil difosfato,
depreendeu-se que o tocoferol poderia ser um dreno do fitol gerado pela quebra da clorofila (Rise et
al., 1989). Contudo, para ser incorporado na sintese de tocoferol, o fitol deveria ser ativado por
subsequentes fosforilagcdes. A demonstracdo de uma via de reciclagem especifica para este dlcool
prenilico juntamente com a clonagem do gene codificante para uma das quinases, a enzima VTES,
reforcou a hipétese de tocoferdis como dreno do fitol (Figura 2). Mutantes de Arabidopsis vte5
apresentam reducao de aproximadamente 80% e 65% do contetddo de tocoferdis em sementes e folhas
maduras, respectivamente (Valentin et al., 2006). Evidéncias adicionais foram obtidas no estudo com
plantulas de Arabidopsis supridas com fitol exégeno marcado; estas exibiram nao s6 aumento de
tocoferdis, mas também de ésteres de fitol, compostos igualmente induzidos sob condi¢des de
estresses € que se acumulam nos plastoglobulos (Ischebeck et al., 2006). Considerando a possivel
toxicidade atribuida ao fitol livre nas células, tocoferois e ésteres do fitol formariam um mecanismo

de detoxificacdo que atuaria no cloroplasto associado aos plastoglébulos (Dormann, 2007).

4. Melhoramento das espécies cultivadas: a exploracao da diversidade natural e

manipulacao genética

Em virtude da sua importancia na fisiologia vegetal e para a nutricdo humana, muitos esforcos
tém sido feitos para entender os mecanismos responsaveis pela biossintese e acimulo de VTE em
plantas, especialmente nas espécies cultivadas, com o objetivo de melhorar a produtividade e a
qualidade nutricional.

A exploracdo da diversidade natural constitui uma das possiveis abordagens para o
melhoramento do contetido de VTE nas plantas cultivadas. At€é o momento, inimeros loci para
caracteres quantitativos (QTL) que explicam a varia¢do no conteddo total e na composi¢do de VTE
foram identificados, utilizando popula¢gdes de mapeamento de Arabidopsis, soja (Glicine max), colza
(Brassica napus), girassol (Helianthus annuus), milho e tomate (Solanum lycopersicum) (Gilliland et
al. 2006; Schauer et al., 2006; Almeida et al., 2011; Dwiyanti et al. 2011; Haddadi et al. 2012; Lipka
et al.,2013; Shutu et al. 2012; Wang et al. 2012). Em alguns desses estudos, genes da rota central de
tocoferol colocalizam com os QTL, embora o tamanho do intervalo tenha limitado a demonstracao
definitiva de sua base molecular (Fitzpatrick et al., 2012).

A elucidacdo da rota biossintética da VTE permitiu substancial progresso na manipulagcdo

genética dessa via, permitindo a obtencdo de plantas transgé€nicas em vérias espécies cultivadas com
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altos teores VTE, destacando-se milho, soja e canola (Fitzpatrick et al., 2012). Desde a primeira
demonstracdo que a composicdo de VTE poderia ser alterada em favor da sintese de o-tocoferol
(Shintan1 & DellaPenna, 1998), varios esfor¢os t€ém sido feitos para aumentar o conteudo e/ou
biodisponilidade de VTE. Dos resultados obtidos pelos estudos subsequentes, depreende-se que
VTE3 e VTE4 representam pontos chaves no controle da composi¢do de tocoferol em diferentes
espécies (Collakova & DellaPenna, 2003a; Van Eenennaam et al., 2003; Quadrana et al., 2011),
enquanto HGGT e VTE2 sdo limitantes para os niveis totais de tocotriendis e tocoferdis,
respectivamente (Cahoon et al., 2003; Collakova & DellaPenna, 2003b; Sattler et al., 2004;
Karunanandaa et al., 2005; Seo et al., 2011). Com efeito, a sobrexpressdo de VTE2 resultou apenas
em modesto aumento no conteido VTE, particularmente, em soja, canola e tomate. Uma explicacdo
plausivel para esses resultados apoia-se na complexa regulacao do pool de fitil difosfato no plastideo,
proveniente tanto da sintese de novo - a partir da via do MEP - quanto da degradacdo da clorofila; de
fato, a disponibilidade de cadeia isoprénica constitui um dos importantes gargalos para o aumento de
tocoferdis.

Outro limitante, todavia, é o pool de homogentisato. Tentativas de manipulacdo do contetido
de VTE em plantas transgénicas por meio da sobrexpressao da hidroxifenil piruvato (HPPD), que
catalisa o passo final na produ¢do do homogentisato, produziram apenas incrementos modestos
(Tsegaye et al., 2002; Falk et al., 2003; Karunanandaa et al., 2005). Nesse caso, o gargalo metabdlico
para producdo do homogentisato decorre do forte feedback negativo exercido pela tirosina nas reagdes
finais da via do SK que levam a sintese do hidrofenil piruvato, impedindo, portanto, o aumento da
disponibilidade desse precursor para a producdo de tocoferdis (Rippert & Matringe, 2002; Tzin &
Galili, 2010). A introdug¢do de genes bacterianos e de leveduras em plantas sobrepuseram essa
regulacdo negativa (Figura 3). Plantas transgénicas de Arabidopsis e de soja, que sobrexpressam uma
corismato mutase/prefenato desidratase (CM/PDT) bifuncional bacteriana insensivel ao feedback
negativo da tirosina mostraram um considerdvel acumulo de tococromandis, especialmente de
tocotriendis (Karunanandaa et al., 2005; Zhang et al., 2013). De forma semelhante, plantas de tabaco
sobrexpressando uma prefenato dehidrogenase (PDH) de levedura capaz de converte prefenato em
hidrofenil piruvato diretamente — rota identificada também em leguminosas (Schenk et al., 2015) —

também resultou no incremento no conteudo de tocotriendis (Rippert et al., 2004).
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Os trabalhos descritos acima revelam que o acimulo de VTE € influenciado por perturbacoes
das vias precursoras tanto do MEP quanto do SK. Tais observacdo implicam uma maior complexidade
para a manipulacdo do conteido desse nutracéutico em plantas, visto que ambas sdo vias centrais no
metabolismo do plastideos. Enquanto a rota do MEP € responsével pela formacao de isoprendides,
precursores da sintese de clorofilas, carotendides e prenilquinonas (DellaPenna & Pogson, 2006), a
rota do SK produz intermedidrios para a sintese de folato (vitamina Bo), prenilquinonas, aminoacidos
arométicos e seus derivados, como fenilpropandides e alcaléides (Tzin et al., 2010).

Nessa perspectiva, manipulagdes de fatores genéticos que influenciem o metabolismo e
desenvolvimento plastidial poderiam afetar o contetido de VTE. Com efeito, em tomateiro, a alteracao
de fatores de transcricao envolvidos no desenvolvimento e amadurecimento dos frutos (Enfissi et al.,
2010; Karlova et al., 2011) e na formagao da cuticula de frutos (Adato et al., 2009) modificaram o
conteddo de tocoferdis. Notavelmente, plantas transgénicas de S. lycopersicum que sobrexpressam
em fruto o gene FITOENO SINTASE (PSY), que codifica para enzima chave da biossintese de
carotendides, apresentaram incremento nos niveis de carotendides e também de tocoferol (Fraser et
al., 2007). Em contrapartida, modificacdes na atividade do complexo NAD(P)H dehidrogenase
plastidial, que catalisa a reducdo das PQ-9, favoreceu o acimulo de tocoferdis em detrimento de

licopeno em tomate (Nashilevitz et al., 2010).
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5. O tomateiro: modelo de estudo com importancia agronémica

O tomateiro (Solanum lycopersicum L., antigo Lycopersicon esculentum) desponta atualmente
como uma das horticulturas de maior importancia econdmica mundial além de ser organismo modelo
para estudo dos aspectos relacionados ao desenvolvimento e fisiologia dos frutos carnosos.

Sob a perspectiva agrondmica, o tomateiro ¢ uma das hortalicas mais cultivadas
mundialmente, cuja produgio ultrapassa 160 milhes de toneladas anualmente. China, India e Estados
Unidos destacam-se na produc¢ao mundial, enquanto o Brasil consolida-se na oitava posi¢do com um
volume de 4,2 milhdes de toneladas ao ano (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, FAO, http://faostat.fao.org). O destino da producao €, principalmente, o consumo humano
na forma in natura ou de produtos processados pela industria. O fruto de tomate e seus derivados
constituem fonte importante de aminodcidos essenciais, fibras, flavondides, vitaminas C (VTC),
(VTE) e carotendides para a dieta humana (Abushita et al., 1997; Beecher, 1998).

S. lycopersicum é uma das espécies domesticadas da familia Solanaceae da qual também
fazem parte batata, berinjela (Solanum melongena), pimenta (Capsicum ssp) e tabaco (varias
espécies). Dentro dessa familia, o tomateiro € a espécie mais profundamente estudada, sendo o
modelo primdrio para o estudo da biologia de frutos carnosos e climatéricos (Giovannoni, 2004).

O fruto do tomateiro € constituido de uma epiderme, de um espesso pericarpo - derivado da
parede do ovdrio - e de tecido placentério que envolve as sementes. Ao longo do desenvolvimento do
fruto, distinguem-se quatro fases (Figura 4A): (i) o desenvolvimento da flor, desde a iniciagdo floral
até antese; (ii) o periodo de intensa divisdo celular que comeca apo6s fertilizacdo; (iii) o periodo de
expansao celular, que se estende desde o fim da fase de divisdo até o inicio do amadurecimento, no
qual o fruto atinge seu tamanho méaximo, e passa por sucessivos processos de endoreduplicagdo
gerando células altamente polissomdticas (256C); e (iv) o amadurecimento, marcado por alteragdes
bioquimicas, incluindo o actiimulo de agucares, dcidos, pigmentos e voldteis, que afetam a aparéncia,
a textura e o teor nutricional atraindo organismos dispersores de sementes (Gillaspy et al., 1993;
Giovannoni, 2004). Sob a perspectiva agrondmica, o valor nutricional, o sabor, o aroma, as
caracteristicas de processamento e o tempo de prateleira determinam a qualidade do fruto (Osorio et

al., 2013).
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Figura 4. Desenvolvimento do fruto de tomateiro. (A) Aspecto do fruto desde a antese até o amadurecimento e
principais alteragdes bioquimicas e fisioldgicas. a: antese. dpa: dias pés-antese. Adaptado de Giovannoni (2004) e
Karlova et al. (2014). (B) Rede molecular de regulacdo do amadurecimento de frutos carnosos com os principais
reguladores conhecidos. Os circulos azuis sdo fatores de transcricio; os genes em amarelo sdo os ortélogos também
encontrados em frutos deiscentes como de Arabidopsis. Alguns dos genes regulados pelos fatores sdo mostrados em
caixas brancas. Precisamente, o modo de interacdo entre NOR, CNR e RIN ainda é desconhecido e representado por
linhas pontilhadas. As abreviaturas correspondem a: gene homedtico floral APETALAZ2 (AP2); gene MADS-box TOMATO
AGAMOUS LIKEI (TAGLI); gene MADS box (TDR4/FUL); gene da proteina com HOMEODOMINIO DE ZIPER DE
LEUCINA (HB1I); genes envolvidos na sintese de etileno ACC OXIDASE (ACO) e ACC SINTASE (ACS), de carotendides
FITOENO SINTASE (PSY1), de parede celular EXPANSINA (EXP) e POLIGALACTURONASE (PG), e de compostos
volateis 13-LIPOXIGENASE (LoxC). Adaptado de Seymour et al. (2013).

O amadurecimento em frutos climatéricos coincide com a maturacdo da semente e estd
intimamente relacionado com o aumento da respiracdo e biossintese de etileno, desencadeando uma
complexa, coordenada e rdpida alteracao no perfil metabdlico (Giovannoni, 2004). Um dos processos
importantes nessa fase de desenvolvimento dos frutos € a conversao de cloroplastos a cromoplastos
(Figura 5). Ao longo do amadurecimento, os tilacdides dos cloroplastos se desorganizam; os
plastoglébulos, por sua vez, aumentam de tamanho. Simultaneamente, enquanto a clorofila é
degradada, a sintese de carotendides € dramaticamente estimulada e resulta no acimulo de
predominante de licopeno, determinando, assim, a mudanga de cor (Klee & Giovannoni 2011). O
impressivo avango na compreensdo dos aspectos moleculares que regulam o amadurecimento foi
alcancado, em parte, por meio da caracterizacdo de mutantes monogénicos de tomateiro deficientes
nesse processo, tais como ripening-inhibitor (rin), non-ripening (nor), colorless non-ripening (Cnr)
e never-ripe (Nr; Giovannoni, 2006). Enquanto a proteina Nr corresponde a um dos receptores de
etileno, NOR, CNR e RIN sdo fatores de transcricdo que regulam globalmente o amadurecimento.
Detalhados estudo de imunoprecipitagdo de cromatina demonstraram que RIN modula a expressao

de centenas de genes envolvidos em vias ativas durante a transicdo de frutos verdes para maduros,
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i.e. carotenogénese, degradagdo da clorofila, sintese e percepcao de etileno, remodelamento da parede

celular (Klee & Giovannoni 2011; Martel et al., 2011; Fujisawa et al., 2013) (Figura 4B).

CiMA dircadar
Q Plasiegiobulo com cristais de pigmenios 5 Membrana inema {formacio do saco)
Grao de amido N Remanecentes do flacide

Figura 5. Representacio esquematica das mudancas que ocorrem na diferenciacéo de cloroplastos
em cromoplastos. Adaptado de Bian et al. (2011).

A utilizagdo do tomateiro como modelo de estudo é decorrente das diversas caracteristicas
intrinsecas da espécie, como genoma dipldide de tamanho reduzido (900 Mb), curto tempo de geracao
e reproducgdo por autofecundacao (Shibata, 2005). Além disso, importantes ferramentas para anélise
genética sdo aplicadas com sucesso em tomateiro como, por exemplo, a transformacdo genética
estavel e o silenciamento génico induzido por virus (VIGS) (Barone et al., 2008; Quadrana et al.,
2011). Finalmente, nas ultimas duas décadas, uma vasta diversidade de recursos genéticos e
gendmicos foram desenvolvidos, os quais incluem: (i) mapas genéticos de alta densidade; (ii)
caracterizacdo do germoplasma selvagem,; (iii) populagcdes de mapeamento de QTL; (iv) colecdes de
mutantes e plataformas para TILLING (Targeted Induced Local Lesions in Genomes); (iv) genoma
sequenciado tanto da espécie cultivada S. lycopersicum (cv. Heinz 1706) quanto de espécies selvagens
correlatas como Solanum pennellii e Solanum pimpinellifolioum (The Tomato Genome Consortium,
2012; Bolger et al., 2014), todos de acesso publico (Solanaceae Genomics Network,
http://solgenomics.net/). Com o advento das tecnologias de sequenciamento da nova geracdo (next-
generation sequencing), para além das sequéncias genOmicas altamente curadas, também estdo
disponiveis o transcriptoma de S. lycopersicum em diferentes tecidos e condi¢des, que incluem tanto
dados de RNA codificante (mRNA) quanto de RNAs regulatérios - pequenos RNA (sRNA) e micro
RNA (miRNA) - além da caracterizacdo do epigenoma (Zhong et al., 2013). Dos 34.727 genes
codificantes para proteinas preditos no genoma de referéncia (ITAG Release 2.3), 30.855 sao

suportados pelos dados de sequenciamento de RNA (The Tomato Genome Consortium, 2012).
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Dentro da secdo Lycopersicon existem 12 espécies selvagens, as quais exibem grande
diversidade fenotipica (Peralta et al., 2005), incluindo variagdes no conteido de metabdlitos em
folhas e frutos (Schauer et al., 2005). Essas espécies sdo portadoras de valiosos genes que podem
contribuir para o melhoramento nutricional e industrial do cultivar de elite (Zamir, 2001; Fernie &
Klee, 2011). A maioria dos caracteres de interesse agrondmico é de heranga quantitativa, sendo
determinada por QTL (Fernie & Schauer, 2009; Stitt ez al., 2010). Partindo da exploracao da variacdo
natural, uma das abordagens para estudo genético das caracteristicas de herangas complexas, é o
mapeamento de QTL, que utiliza populacdes experimentais produzidas a partir do cruzamentos de
linhagens geneticamente divergentes e com fendtipo contrastante (Rothan & Causse, 2007; Stitt et
al., 2010). Dentre elas, as populacdes de linhagens introgredidas (ILs) constituem uma poderosa
ferramenta para espécies autégamas. Isso porque sdo geradas por retrocruzamentos sucessivos da
progénie Fi com um dos genitores e, ao final, os individuos cont€ém apenas um tunico fragmento
introgredido do genétipo doador que se contrapdem ao fundo genético isogénico (Figura 6A). Por
conseguinte, qualquer diferenca fenotipica observada entre a IL e o parental recorrente € atribuida,
exclusivamente, ao fragmento genomico introgredido. De fato, outra vantagem dessa populacio
experimental é a homozigose da introgressdo, permitindo a manutencdo por autofecundacgdo e,
portanto, a utilizacdo em diversas situacdes experimentais (Zamir, 2001; Lippman et al., 2007,
Rothan & Causse, 2007).

No caso do tomateiro, uma populacdo de ILs que combina fragmentos gendmicos da espécie
selvagem S. pennellii (LA716) no fundo genético da espécie domesticada S. lycopersicum (cv. M82)
(Eshed & Zamir, 1995) tem sido extensivamente caracterizada. Ao todo, os fragmentos introgredidos
das ILs de S. pennellii cobrem por completo o genoma do tomateiro sendo bem delimitados por
marcadores moleculares (http://www.sgn.cornell.edu/maps/pe.pl) (Figura 6B). A caracterizacdo
fenotipica das ILs de S. pennellii permitiu a identificacdo de milhares de QTL que afetam desde
morfologia da planta, produtividade, atividade enzimdtica e metabolismo do fruto (Lippman et al.,
2007; Fernie & Schauer, 2009; Steinhauser et al., 2011; Chitwood et al., 2013; Alseekh et al., 2015;
Perez-Fons et al., 2014), incluindo o conteuido de VTE.
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Figura 6: Representacio esquematica da populacio de ILs de S. pennellii desenvolvidas por Eshed & Zamir (1995).
(A) Obtengdo das ILs. O esquema mostra um exemplo de trés IL para os cromossomos 1 e 6. As ILs foram obtidas por
meio de sucessivos retrocruzamentos e selecdo assistida por marcadores moleculares, seguido de duas geragdes de
autofecundacdo para obtencdo dos fragmentos em homozigose. Adaptado de Zamir (2001). (B) Colecdo das ILs que
recobrem o genoma de S. lycopersicum em linhas pretas. As linhas azuis correspondem aos cromossomos. Adaptado de
Lippman et al. (2007).

6. A regulacio da vitamina E em tomateiro: antecedentes e construcao das hipoteses de

trabalho

Diferentemente dos estudos que realizaram perfis metabdlicos extensivos em frutos das ILs
por técnicas de alto rendimento mapeando dezenas de metabdlitos simultaneamente (Schauer et al.,
2006; Perez-Fons et al., 2014), nosso grupo investigou detalhadamente o perfil das quatro espécies
genOmica dos loci relacionados a biossintese de tocoferol. As variagdes encontradas permitiram
mapear 12 QTL para o conteido de tocoferol em tomateiro. A andlise integrada dos dados
metabdlicos, gendmicos e genéticos levou a proposic¢ao de 16 loci candidatos que poderiam explicar
as mudancas no conteudo de tocoferdis observadas (Almeida et al., 2011) (Figura 7). Em conjunto,
os resultados obtidos pelo grupo representam uma vasta plataforma de dados para exploracdo dos

componentes genéticos envolvidos na determina¢do da variacao natural do conteudo de VTE.
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Figura 7: Mapa da biossintese de VTE e genes candidatos identificados para QTL associados ao contetido de VTE
em frutos de tomate. As rotas de sintese de MEP, SK e central de tocoferol estdo destacadas em vermelho, verde e azul,
respectivamente. Genes candidatos encontram-se sublinhados. Os genes que codificam para as enzimas estio nomeados
de acordo as seguintes abreviacdes: /-DEOXI-D-XILULOSE-5-P SINTASE (DXS), 2-C-METIL-D- ERITRITOL 4-
FOSFATO SINTASE (DXR), 2-C-METIL-D- ERITRITOL 4-FOSFATO CITIDILILTRANSFERASE (CMS), 4-(CITIDINA
5’-DIFOSFO)-2-C-METIL-D-ERITRITOL QUINASE (ISPE), 2-C-METIL-D-ERITRITOL 2,4-CICLODIFOSFATO
SINTASE (ISPF), 4-HIDROXI-3-METILBUT-2-ENIL- DIFOSFATO SINTASE (HDS), 4-HIDROXI-3-METILBUT-2-
ENIL- DIFOSFATO REDUTASE (HDR), ISOPENTENIL DIFOSFATO ISOMERASE (IPI), GERANIL DIFOSFATO
SINTASE (GPPS), GERANILGERANIL DIFOSFATO SINTASE (GGPS), GERANILGERANIL REDUTASE (GGDR), 3-
DEOXI-D-ARABINO-HEPTULOSONATO-7-P SINTASE (DAHPS), 3-DEHIDROQUINATO SINTASE (DHQS),
CHIQUIMATO DEHIDROGENASE (SDH)/ 3-DEHIDROQUINATO DEHIDRATSE (DHQ), CHIQUIMATO QUINASE
(SK), 5-ENOLPIRUVILCHIQUIMATO-3-P SINTASE (EPSPS), CORISMATO SINTASE (CS), CORISMATO MUTASE
(CM), PREFENATO AMINOTRANSFERASE (PAT), AROGENATO DEHIDROGENASE (ADH), TIROSINA
AMINOTRANSFERASE (TAT), 4-HIDROXIFENILPIRUVATO DIOXIGENASE! (HPPD), TOCOFEROL CICLASE
(VTEI), HOMOGENTISATO FITIL TRANSFERASE (VTE2), DIMETIL-FITILQUINOL METIL TRANSFERASE (VTE3),
y-TOCOFEROL C-METIL TRANSFERASE (VTE4), FITOL QUINASE (VTES5), FARNESOL QUINASE (FOLK),
CLOROFILASE (CLH), LICOPENO p CICLASE (CYCP), FOSFORIBOSILANTRANILATO ISOMERASE (PAI),
DIHIDROFOLATO SINTASE (DHFS), ANTRANILATO FOSFORRIBOSILTRANSFERASE (APT). Adaptado de Almeida
etal. (2011).

Considerando a intensa degradacdo de clorofila que o fruto de tomate sofre durante o
amadurecimento, os genes codificantes para clorofilase (CLH, Solyc06g053980) e a farnesol quinase
(FOLK, antigo VTES, Solyc09g018510), que sdo enzimas envolvidas no metabolismo do fitol,
destacaram-se como interessantes candidatos associados aos QTL dos cromossomos 6 e 9,
respectivamente.

Até recentemente, a CLH era a unica enzima conhecida responsdvel pela defitilagdo da

clorofila, evento inicial da degradacdo do pigmento. No entanto, auséncia de correlacdo dos
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transcritos e da atividade enzimadtica durante o processo de senescéncia em vdrias espécies, incluindo
Arabidopsis, além um cendrio incoerente quanto a localizacdo subcelular sugeriam a existéncia de
vias alternativas para degradacdo da clorofila (Amir-Shapira et al., 1987; Yamauchi et al., 1991;
Matile et al., 1996; Fang et al., 1998; Takamiya et al., 2000; Schenk et al., 2007). A identificacdo da
feofitinase (PPH), enzima defitiladora protagonista durante o processo de senescéncia foliar, resolveu
a questao parcialmente (Schelbert et al., 2009). Nao obstante, a regulacdo do catabolismo de clorofila
ainda ndo foi completamente elucidada e o cendrio emergente aponta para um processo complexo.
Em contrapartida a Arabidopsis, outros trabalhos suportam o envolvimento das CLHs na defitilacao
da clorofila em outras espécies, como Brassica oleracea e Citrus, durante o processo de
desverdecimento de inflorescéncia e do amadurecimento de frutos induzido por etileno (Harpaz-Saad
et al., 2007; Chen et al., 2008). Em tomateiro, Guyer et al. (2014) recentemente mostraram que, em
linhagens transgénicas silenciadas para PPH, embora a degradagdo de clorofila esteja comprometida
durante a foliar senescéncia, os frutos ainda sdo capazes de degradar clorofila durante o
amadurecimento. Os resultados sugerem a participacao de outras hidrolases na defitilacao da clorofila
em frutos como as clorofilases ou outra(s) hidrolase(s) ainda nao identificada(s) (Guyer et al., 2014).
Com a finalizacdo do genoma de S. lycopersicum, nosso grupo identificou quatro genes pardlogos
codificantes para CLHs (Lira et al., 2014) localizados no cromossomo 6 (SICLHI), 9 (SICLH2 e
SICLH3) e 12 (SICLH4). O gene candidato do cromossomo 6 descrito por Almeida et al. (2011)
corresponde a SICLHI; por sua vez, SICLH2 colocaliza com o QTL descrito para VTE no
cromossomo 9. A relevancia bioldgica dessas enzimas para a fisiologia de tomateiro ainda ndo esta
esclarecida. Ainda que sua atividade seja prescindivel para o processo de senescéncia foliar, CLHs
poderiam participar da quebra da clorofila durante o amadurecimento ou, ainda, estariam envolvidas
no turnover da clorofila em tecidos fotossinteticamente ativos.

Valentin et al. (2006) caracterizaram funcionalmente o gene At5g04490 como uma VTES e
identificaram um putativo pardlogo, At5g58560. Baseado na homologia com esse ultimo, o locus
candidato FARNESOL QUINASE (FOLK, Solyc09g018510) do cromossomo 9 foi inicialmente
anotado como VTES5 em Almeida et al. (2011). Diante de evidéncias experimentais posteriores, que
demonstraram que At5g58560 codifica para FOLK em Arabidopsis (Fitzpatrick et al., 2011), a
anotacdo do gene candidato de tomateiro foi atualizada, assim como identificado o respectivo gene
codificante para VTES no genoma de S. lycopersicum (Solyc03g071720). Entretanto, vale ressaltar
que a predigdo in silico da localizagdo subcelular da proteina FOLK de S. lycopersicum sugere o
direcionamento para o cloroplasto (Almeida et al., 2011). Tal constatacdo diverge das evidéncias
reportadas na literatura; a atividade farnesol kinase € verificada, principalmente, na fracao

microsomal da célula vegetal (Thai et al., 1999). Dessa maneira, se FOLK ¢ direcionada ao
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cloroplasto em tomateiro, eventualmente, poderia contribuir para fosforilacio do fitol e,
consequemente com a sintese de tocoferdis.

E na perspectiva de melhor compreender como ocorre a regulagio da da biossintese de VTE
em tomateiro que esta tese se insere. Apresenta-se, primeiramente, uma andlise detalhada do perfil
transcricional dos genes associados a biossintese de VTE nas seguintes condi¢des: ao longo do
desenvolvimento de folhas e frutos de tomateiro, nas ILs de S. pennellii que apresentam aumento no
conteido de tocoferdis, e nos frutos de mutantes de tomateiro deficientes nos processos de
amadurecimento e de degradacdo da clorofila. Tal proposta sustenta-se sob a hipdtese de que
alteracOes na abundancia desses transcritos, causadas tanto pelo controle endogeno, quanto pela
presenca de variantes alélicas, modulam o acimulo de VTE em tomateiro. Por fim, um estudo
aprofundado do metabolismo do fitol € apresentado por meio da caracterizacdo funcional dos genes
codificantes para VTES, CLHI e FOLK. Neste caso, considera-se que tais fatores sio relevantes para
o controle dos niveis de tocoferol, principalmente em fruto, uma vez que neste 6rgdo ocorre
significativa quebra de clorofila durante o processo de amadurecimento. Os resultados obtidos
constituem um avanco expressivo no conhecimento dos mecanismos que regulam o acimulo de VTE,
além de expor intimeras conexdes entre 0 metabolismo de tocoferol e outras vias metabdlicas que

impactam a fisiologia de S. lycopersicum.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

O presente trabalho visa aprofundar o conhecimento sobre a regulacao da rota biossintética de
vitamina E em tomateiro. Para tanto, elegeram-se duas estratégias, em esséncia, com base no conjunto
de dados prévios estabelecidos por Almeida et al. (2011). Na primeira, investigou-se a associa¢ao
entre a regulacdo transcricional dos genes envolvidos na biossintese de tocoferol e o acimulo desse
antioxidante a partir de duas perspectivas: a luz do desenvolvimento de tomateiro e da variacao alélica
natural presente tanto nas linhagens introgredidas de S. pennellii, quanto em mutantes de tomateiro
deficientes nos processos de amadurecimento e de degradacao da clorofila. Na segunda abordagem,
elegeu-se o metabolismo do fitol como foco para a manipulagdo metabdlica, circunscrevendo, em
particular, os papéis desempenhados por VTES, FOLK e CLH(1). Dessa maneira, buscou-se
compreender o papel da reciclagem do fitol provindo da degradacdo de clorofila no suprimento da
cadeia isoprénica para sintese de tocoferdis e sua relacdo com as demais vias metabdlicas plastidiais
em folhas e em frutos de tomateiro. Formulado nesses termos, para o desenvolvimento deste trabalho
foram propostos os seguintes objetivos:

1. Estudar a regulacdo transcricional da rota biossintética de tocoferdis (Capitulo I).
ii.  Analisar o perfil transcricional dos genes associados a biossintese de VTE em linhagens
introgredidas (IL) que apresentam aumento no conteudo de tocoferdis (Capitulo II).

iii.  Estudar a contribuicdo dos genes CLOROFILASE 1, FARNESOL QUINASE e FITOL
QUINASE no conteudo de tocoferdis em frutos de tomateiro via silenciamento génico
induzido por virus (Capitulo III).

iv.  Avaliar o contetido de tocoferdis em mutantes de tomateiro deficientes no amadurecimento
de fruto, na degradacido de clorofila e na percepc¢do de dcido jasmonico (Capitulo IV).

v.  Caracterizar funcionalmente o gene CLOROFILASE 1 (Capitulo V).

vi.  Caracterizar funcionalmente o gene FITOL QUINASE (Capitulo VI).
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CONSIDERACOES FINAIS

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como propésito aprofundar o conhecimento sobre a regulacdo da rota
biossintética de vitamina E em tomateiro. Os resultados apresentados estabelecem inumeras relacoes
entre tocoferdis e o restante do metabolismo vegetal e assinalam os muitos aspectos ainda por serem
resolvidos que estdo sob foco de pesquisa atual. Todavia, os esfor¢os realizados ao longo dos seis
capitulos ampliam nao s6 a compreensao dos mecanismos regulatérios centrados na transcricao e sua
resposta ao desenvolvimento e a perturbagdes causadas pela presenca de variantes alélicas, mas
também do controle do metabolismo celular. Consequentemente, tal constatacdo implica que as
mudancas nos niveis de tocoferdis podem ser percebidas pelo organismo vegetal e disparam
mecanismos adaptativos nas células.

Sob a perspectiva metodoldgica, primeiramente, fez-se necessario o estabelecimento de uma
plataforma analitica para avaliagdo do perfil transcricional dos genes envolvidos na biossintese de
tocoferdis, o array de qPCR para VTE. O ponto de partida foi a sistematica caracterizagao in silico
desses genes realizada anteriormente pelo nosso grupo (Almeida et al., 2011). De fato, a eficiéncia
dessa plataforma, alcancada pelo criterioso desenho experimental implementado, possibilitou a
andlise de perfis transcricionais, completos ou parciais, em todas as situacOes experimentais
apresentadas (Capitulo I a VI). Os dados de expressao génica juntamente com os perfis de tocoferois
e outros metabolitos foram analisados, nos Capitulos I e IV, a luz de métodos de inferéncia de redes
regulatdrias, as quais resultaram muito informativas e expuseram pontos chaves do metabolismo. Em
segundo lugar, destaca-se a diversidade de gendtipos de tomateiro utilizados aqui como material
vegetal, incluindo desde a planta cultivada “selvagem” ao longo de diferentes estadios do
desenvolvimento, passando por linhagens introgredidas, por mutantes naturais monogenicos -
deficientes no amadurecimento, na degradacdo de clorofila e na percep¢do ao acido jasmonico — e
oriundos de populacio mutageneizada com EMS, até linhagens transgénicas silenciadas. Essa
abordagem permitiu observar recorréncias e especifidades da regulacdo da biossintese de VTE nos
diferentes tipos celulares/teciduais. O segundo ponto, por conseguinte, entrelaca-se com o terceiro:
esta tese valeu-se da riqueza de métodos e recursos disponiveis para a espécie modelo S.
lycopersicum. Nos Capitulos IV, V e VI, as linhagens transgénicas e os mutantes analisados estdo em
fundo genético da variedade ana Micro-Tom, que apresenta vantagens de tamanho reduzido e ciclo
de vida curto. Para manipulacdo genética, fez-se uso tanto da técnica de VIGS - opc¢ao para andlise
do silenciamento génico transiente e circunscrito ao fruto - quanto da transformacao genética estdvel

sob controle do promotor 35S, nesse caso, para avaliar o efeito no organismo como um todo. Por fim,
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o genoma completo de tomateiro teve papel decisivo em tornar completo o cendrio referente a VTES
e CLH, identificando os respectivos pardlogos.

Convém mencionar, diante da relevincia das vias metabdlicas abordadas — MEP, SK,
clorofila, prenilquinonas, carotendides, ésteres de fitol — no contexto da Biologia Vegetal, que os
sucessivos avangos dos tltimos anos foram gradativamente incorporados nas andlises realizadas. Em
particular, salientam-se as descobertas reportadas na literatura para as etapas iniciais da degradacao
da clorofila, incluindo as informacdes referentes as proteinas STAYGREEN (SGR) e FEOFITINASE
(PPH). Especificamente, durante a elaboracao dessa tese, destacam-se as publicacdes que reavaliaram
a funcdo defitiladora das CLH in planta, especialmente em Arabidopsis: na homeostase da clorofila
(Lin et al., 2014), no desverdecimento das sementes e subsequente suprimento para tocoferol (Zhang
et al., 2015), e na degradacdo da clorofila que ocorre durante o colapso celular frente a situacao de
herbivoria (Hu et al., 2015). Apenas para este dltimo fendmeno houve evidéncias contundentes sobre
a participacdo da CLH, sobretudo como componente de um sistema de defesa contra herbivoria. Por
conseguinte, em Arabidopsis, CLH nao participa da quebra da clorofila em tecidos integros. Do
mesmo modo, considerando os resultados aqui obtidos (Capitulo III e V), em contrapartida ao
amadurecimento induzido por etileno em flavedo de Citrus, CLH(1) parece ndo contribuir para a
degradacdo de clorofila em pericarpo de frutos de tomate. Com efeito, ndo se pode descartar por
completo o papel das demais CLHs codificadas pelos genes pardlogos. Perante esses resultados,
parece pouco provavel que esse gene tenha influéncia direta na determinacdao do QTL para VTE
descrito na 1L6-1 (Capitulo II), ainda que o eQTLcrx) tenha sido identificado. Entretanto,
considerando a localizacdo extra-plastidial das CLHs e os perfis de expressao dos genes CLH (Lira
et al., 2014), uma hipdtese a ser testada seria seu envolvimento na degradacdo de clorofila presente
no parénquima gelatinoso dentro da cavidade locular do fruto de tomate, uma vez que esse tecido
sofre degeneragdo ao longo do amadurecimento. Para tanto, seria interessante obter plantas
deficientes para os dois genes pardlogos com expressdo relevante em fruto, CLH(1) e CLH(4). Por
outro lado, se as CLHs estdo envolvidas no sistema de defesa contra herbivoria em folhas de
tomateiro, também necessita ser demonstrado.

O uso da diversidade natural e da transgé€nese para supressdo da ativacao do fitol oriundo da
degradacdo da clorofila revelaram importantes pontos regulatdrios: (i) como a transcri¢do pode
responder a perturbagdes nos metabolitos da via; e (ii) como a alterac@o na alocacdo de precursores
modulam os influxos de intermediarios entre as vias biossintéticas (i.e. nos mutantes rin, nor,
greenflesh e lutescent; nas linhagens transgénicas SIVTES5-RNAi), sendo os resultados, por sua vez,

dependente do 6rgao analisado.
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Uma das conclusdes centrais dessa tese € que a sintese de tocoferol em tomateiro € altamente
dependente do fitol liberado da clorofila, tanto durante o furnover nos tecidos fotossinteticamente
ativos quanto em frutos durante a degradagdo da clorofila no decorrer do amadurecimento. Esses
dados contrastam com o cendrio proposto para Arabidopsis, na qual a via dependente de VTES seria
predominante em sementes e, em menor grau, em folhas. Além disso, os resultados obtidos com as
linhagens transgénicas SIVTES5-RNAi nos permitem revisitar algumas das proposi¢cdes/observagdes
feitas ao longo dessa tese. Uma delas refere-se aos mutantes rin, nor e greenflesh: a manutencao da
sintese de novo de fitil-difosfato compensaria a falta do fitol proveniente da degradacao de clorofila
para produgdo de tocoferdis nos estadios finais do desenvolvimento do fruto (Capitulo IV). A relacio,
nesse caso, pode ndo ser direta. E plausivel ponderar que, nesses mutantes que retém clorofila, a
sustentacdo da biossintese de clorofila e seu constante turnover nos estagios finais do fruto produz
fitol suficiente para manter os niveis de tocoferol similares as plantas selvagens. Por outro lado, a luz
da importancia da rota de ativacdo do fitol dependente de VTES para sintese de tocoferdis em frutos,
os resultados obtidos com os experimentos de VIGS tanto para VIE5 quanto para FOLK sao
intrigantes. Primeiro, os mutantes de folk- 1 ndo apresentaram a redu¢do pequena, porém significativa,
no conteddo de tocoferdis observada no experimento de VIGS em fruto. Além disso, a auséncia de
atividade fitol quinase compensatoria nas plantas SIVTES5-RNAi, contribui para descartar uma
contribuicdo significativa, se alguma, de FOLK na ativacdo do fitol direcionado a sintese de
tocoferdis. Vale mencionar que um efeito do background genético ocasionado pelo tratamento com
EMS nao pode ser desconsiderado, dado que ndo foram realizados retrocruzamentos sucessivos para
sua eliminag@io nos mutantes. A parte dessa questio, o mutante folk-1 identificado pela estratégia de
TILLING constitui um material vegetal de grande valor para investigar o papel biolégico da proteina
FOLK em S. lycopersicum; a comecar pela demonstracdo da atividade farnesol quinase. Se
confirmada, uma explicacdo para a divergéncia dos resultados de localiza¢do subcelular poderia ser
o duplo direcionamento ao qual esta proteina estaria submetida na célula, sendo alocada tanto nos
cloroplastos quanto no reticulo endoplasmatico.

No caso da auséncia de fenétipo nos frutos silenciados para VTES por VIGS, a verificacao da
possibilidade de transporte de fitil difosfato entre os tecidos € refor¢ada, ainda que a ocorréncia de
compostos hidrofébicos no ambiente aquoso do floema seja pouco conhecida. No entanto, os achados
de lipideos e proteinas ligantes de lipideos nos exudados de floema de Arabidopsis demonstram a
existéncia de um transporte de longa distancia para lipideos em plantas (Guelette et al., 2012). Diante
da heterogeneidade do silenciamento obtida nos experimentos de VIGS, esse sistema nao resultou

adequado para avaliacdo dessa hipdtese. No entanto, a geracdo de plantas transgénicas silenciadas
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para VTES sob controle especifico de fruto pode fornecer informagdes oportunas sobre a existéncia
de transporte da cadeia isoprénica.

Por fim, as plantas deficientes em tocoferol SIVTES5-RNAi representam um valioso material
vegetal para investigacdo do papel de tocoferdis na fisiologia de tomateiro nas mais diferentes
condi¢des experimentais, pois, ao contrdrio da deficiéncia em enzimas da biossintese como VTEI e
VTES3, ndo interfere no conteido de PQ-9 em folhas, preservando assim a cadeia de transporte de

elétrons.
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