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RESUMO

A luz modula o crescimento e o desenvolvimento da planta através de vias de
fotopercepcéo orquestradas por fotorreceptores, dentre os quais destacam-se 0s
fitocromos. Com base na identificacéo prévia de um alelo mutante Tyrz7eHis foto-
insensivel e constitutivamente ativo do fitocromo B (AtPHYB) em Arabidopsis
thaliana, o presente estudo buscou explorar os impactos de alelos
constitutivamente ativos de PHYB em tomateiro (Solanum lycopersicum).
Diferentemente de A. thaliana, 0 genoma de tomateiro possui dois genes PHYB
(SIPHYBL1 e SIPHYB2), os quais exibem perfis de expressao distintos, sugerindo
uma diversificagdo funcional. Estudos pioneiros conduzidos em tomateiro se
dedicaram a investigar os impactos da perda de funcdo ou silenciamento de
SIPHYB1/B2, mas desconhecem-se as alteracdes fenotipicas atreladas a
presenca de alelos constitutivamente ativos de SIPHYB1 e SIPHYB2 (SIYHB1 e
SIYHBZ2, respectivamente) ao longo do desenvolvimento vegetativo e reprodutivo
dessa espécie. Assim sendo, no presente trabalho, investigamos os impactos da
sobre-expressdo de SIYHB1 ou SIYHB2 sobre a fisiologia do tomateiro e a
qualidade nutricional de seus frutos. Plantas transgénicas sobre-expressando
SIYHB1 ou SIYHB2 exibiram crescimento em altura reduzido, atraso na liberacao
de gemas axilares, folhas com maior massa fresca, acentuado acumulo de
clorofila em diferentes 6rgéos (i.e., folhas e frutos verdes), além de um atraso na
inducdo de senescéncia foliar por idade, somado a um aparente atraso no
florescimento e amadurecimento dos frutos. A sobre-expressdo dos alelos
SIYHB1 ou SIYHB2 também resultou em incrementos no acumulo de compostos
antioxidantes, tais como tocoferois, p-caroteno e luteina dos frutos maduros,
sendo essa alteracao fenotipica mais expressiva em resposta a presenca de
SIYHB2 do que SIYHB1. A producédo de frutos foi ligeiramente reduzida nas
plantas das linhagens sobre-expressando SIYHB2, entretanto os frutos
vermelhos dessas linhagens apresentaram incrementos nos niveis de solidos
soltveis. Assim sendo, os dados obtidos sugerem que a sobre-expressao de
alelos constitutivamente ativos de SIPHYB1 e SIPHYB2 resultam em impactos

similares no desenvolvimento vegetativo em tomateiro, ao passo que indicios



apontam para uma possivel diferenciacdo funcional desses paralogos no que

tange a producédo, amadurecimento e qualidade nutricional de frutos.

Palavras-chave: Fitocromo. Fotomorfogénese. Carotenoide. Tocoferol.

Tomateiro.



ABSTRACT

Light modulates plant growth and development through photosensing
mechanisms initiated by photoreceptors, among which phytochromes play a
central role. Based on the previous identification of a photoinsensitive and
constitutively active TyrzzeHis mutant allele of Arabidopsis thaliana phytochrome
B (allele AtYHB), the present study aimed to investigate the impacts of
constitutively active PHYB alleles in tomato (Solanum lycopersicum). Opposite to
A. thaliana, the tomato genome harbors two PHYB genes (SIPHYB1 and
SIPHYB2), which exhibit distinct expression profiles, suggesting functional
diversification. Pioneering studies conducted in tomato have focused on
investigating the impacts of SIPHYB1/B2 loss-of-function or silencing; however,
the phenotypic alterations linked to the presence of constitutively active alleles of
SIPHYB1 and SIPHYB2 (SIYHB1 and SIYHB2, respectively) during tomato
vegetative and reproductive growth remains elusive. Therefore, here, the impacts
of SIYHB1 or SIYHB2 overexpression on tomato physiology and the nutritional
quality of its fruits were investigated.Transgenic plants overexpressing SIYHB1
or SIYHB2 displayed reduced shoot height, delayed axillary bud outgrowth,
heavier leaves, overaccumulation of chlorophyll in different organs (i.e., leaves
and green fruits), as well as delayed flowering transition, fruit ripening and age-
induced leaf senescence. SIYHB1 or SIYHB2 overexpression also promoted the
accumulation of antioxidant compounds, such as tocopherols, p-carotene and
lutein, in the ripe fruits, a phenotype even more evident in response to SIYHB2
than SIYHB1. Fruit production was slightly reduced in SIYHB2-overexpressing
lines, though red ripe SIYHB2 fruits exhibited increased total soluble solids.
Therefore, the data obtained suggest that the overexpression of constitutively
active SIPHYB1 or SIPHYB2 alleles results in similar phenotypical alterations
during tomato vegetative development, whereas multiple pieces of evidence point
to a possible functional diversification between these paralogs regarding tomato

fruit production, ripening and nutritional quality.

Keywords: Phytochrome. Photomorphogenesis. Carotenoid. Tocopherol.

Tomato.
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INTRODUCAO GERAL

Mecanismos de percepcdo e transducdo de sinais luminosos via

fitocromos

Indispensavel como fonte de energia para o processo fotossintético, a luz
é igualmente imprescindivel como fonte de sinais que regulam inUmeras facetas
do desenvolvimento e metabolismo das plantas, incluindo germinacéao,
desestiolamento, arquitetura vegetativa, tempo de floracdo, desenvolvimento e
amadurecimento de frutos e senescéncia (ALVAREZ-BUYLLA et al., 2010;
ARSOVSKI et al., 2012; BENTSINK; KOORNNEEF, 2008; CRUZ et al., 2018;
FRASER; HAYES; FRANKLIN, 2016; KAMI et al., 2010; QUINET et al., 2019;
SAKURABA, 2021; SULLIVAN; DENG, 2003; XU et al., 2015).

Por afetar inimeros processos da biologia vegetal, a luz consiste em um
sinal crucial para o sucesso adaptativo das plantas em seus ambientes (KAMI et
al., 2010; SULLIVAN; DENG, 2003; XU et al., 2015). As fotorrespostas séo
dependentes de sistemas refinados de captacédo e conducéo do sinal luminoso,
através do ambiente celular, que se baseiam, essencialmente, em
fotorreceptores (sensiveis a diferentes comprimentos de onda) e uma complexa
rede de intera¢gBes entre proteinas de transducédo de sinal (CHORY, 2010; PAIK;
HUQ, 2019). Assim, uma vez absorvido pelo fotorreceptor, o sinal luminoso é
convertido em uma cascata molecular de sinais bioquimicos, mediada por
componentes a jusante (downstream), que, em ultima instancia, modulam uma
ampla gama de respostas e permitem a planta se adaptar as condicdes
ambientais (CHORY, 2010; PAIK; HUQ, 2019).

Nessa perspectiva, os fotorreceptores sao vitais para a sobrevivéncia e
sucesso reprodutivo das plantas no ambiente. S&o proteinas, tipicamente
contendo um cofator ou cromoéforo prostético, sensiveis a faixas especificas do
espectro luminoso, cujas respostas downstream da percepcdo luminosa
permitem que a célula vegetal monitore diferentes caracteristicas do ambiente
luminoso, incluindo o nimero de fétons por unidade de area (fluéncia luminosa),

a taxa de fluéncia luminosa (irradiancia), a composicao espectral (qualidade

11



luminosa) e o periodo de exposicdo (CHORY, 2010; KAMI et al.,, 2010;
MOGLICH et al., 2010; PAIK; HUQ, 2019; SULLIVAN; DENG, 2003).

Os fotorreceptores sado agrupados em cinco classes, segundo suas
propriedades bioquimicas e de absorgdo de comprimentos de onda especificos
(KAMI et al., 2010; LI; MATHEWS, 2016; MOGLICH et al., 2010; PAIK; HUQ,
2019). Os fitocromos (phytochrome, PHY) séo fotorreceptores que absorvem,
especialmente, as luzes vermelha (660 nm) e vermelha distante (730nm) — red
(R)/far-red (FR); os criptocromos (cryptochromes, CRY), as fototropinas
(phototropins, PHOT) e as proteinas F-box (ZEITLUPE/ZTL, FLAVIN-BINDING,
KELCH REPEAT, F-BOX 1/FKF1 e LOV KELCH protein 2/LKP2) absorvem luz
azul/UV-A (320-500 nm) e o UVRS8, absorve luz UV-B (280-320 nm) (BAE; CHOI,
2008; CHAVES et al., 2011; CHRISTIE, 2007; HEIJDE; ULM, 2012; ITO; SONG;
IMAIZUMI, 2012; KAMI et al., 2010; PAIK; HUQ, 2019; ROCKWELL; SU;
LAGARIAS, 2006).

Identificado na década de 50, a partir de extratos vegetais, o fitocromo foi
o primeiro fotorreceptor a ser descrito (BORTHWICK, 1957; BUTLER et al., 1959;
CHORY, 2010; MATHEWS, 2006). Os fitocromos sao proteinas diméricas
constituidas por duas apoproteinas (~1150 aminoacidos, cada) covalentemente
ligadas a fitocromobilina (P®B), um cromdforo tetrapirrdlico linear responsavel
pela absorcdo do sinais luminosos (BAE; CHOI, 2008; BURGIE; VIERSTRA,
2014; CHENG et al., 2021; LAGARIAS; MERCURIO, 1985; LEGRIS; INCE;
FANKHAUSER, 2019).

As apoproteinas séo codificadas por familias de genes PHY, que originam
um numero variavel de fitocromos funcionais, dependendo da espécie vegetal,
0s quais podem possuir propriedades moleculares divergentes ou similares e
funcBes sobrepostas ou especificas (ALBA et al., 2000; BAE; CHOI, 2008). No
modelo Arabidopsis thaliana, a familia multigénica dos fitocromos é composta
por cinco genes (AtPHYA, AtPHYB, AtPHYC, AtPHYD e AtPHYE); igualmente,
h& cinco genes PHY no tomateiro Solanum lycopersicum (SIPHYA, SIPHYBL1,
SIPHYB2, SIPHYE e SIPHYF) e trés, no arroz Oryza sativa (OsPHYA, OsPHYB
e OsPHYC) (BAE; CHOI, 2008).
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O croméforo POB é sintetizado no interior do cloroplasto, a partir da
reducao da biliverdina pela fitocromobilina sintase (BURGIE; VIERSTRA, 2014).
Apéds a biossintese nos plastidios, o cromo6foro é exportado para o citosol da
célula e se liga, covalentemente, a um residuo de cisteina da apoproteina, por
meio de uma ligacdo tioéter (BURGIE; VIERSTRA, 2014; ROCKWELL; SU;
LAGARIAS, 2006).

No citosol, os fitocromos sdo dimerizados sob a forma biologicamente
inativa (Pr), permanecendo nessa configuracdo inativa sob condi¢cdes de escuro
(BAE; CHOI, 2008; BURGIE; VIERSTRA, 2014; BUTLER et al.,, 1959;
ROCKWELL; SU; LAGARIAS, 2006). Ap6s exposicao a luz vermelha curta, a
fitocromobilina sofre uma fotoisomerizacdo Z-para-E (reversivel) na dupla
ligagdo C15=C16, fazendo com que o fitocromo citosélico seja convertido em sua
forma ativa (Pfr) que se acumula no ndcleo da célula, onde passa a
desempenhar seu papel regulatério (BAE; CHOI, 2008; BURGIE; VIERSTRA,
2014; BUTLER et al., 1959; CHEN; SCHWAB; CHORY, 2003; NAGATANI, 2004;
ROCKWELL; SU; LAGARIAS, 2006).

No nucleo, o fitocromo Pfr se acumula em estruturas sub-
nucleares denominadas fotocorpos (speckles), onde interagem com elementos
a jusante que, em ultima andlise, resultam em alteracdes no desenvolvimento e
metabolismo da planta em resposta a luz (BAE; CHOI, 2008; BURGIE;
VIERSTRA, 2014; CHEN; SCHWAB; CHORY, 2003; CHENG et al.,, 2021,
HOANG; HAN; KIM, 2019; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; NAGATANI,
2004; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018; ROCKWELL; SU; LAGARIAS, 2006).

A forma fotoativada do fitocromo (Pfr) é revertida ao estado inativo inicial
(Pr) quando exposta a luz no comprimento de onda do vermelho-distante (BAE;
CHOI, 2008; BURGIE; VIERSTRA, 2014; BUTLER et al., 1959; ROCKWELL; SU;
LAGARIAS, 2006). A reversao de Pfr-para-Pr também ocorre em auséncia de
luz (dark reversion), por relaxamento térmico (thermal reversion), conforme
observado para AtPHYB (BURGIE; VIERSTRA, 2014; CASAL;
BALASUBRAMANIAN, 2019; CHENG et al., 2021; JUNG et al., 2016; LEGRIS
et al., 2016).
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Dada a natureza policromatica da luz, a disponibilidade de ambos os
espectros de absorcao do fitocromo (R e FR) modula a razdo entre as formas
ativa:inativa do fitocromo (Pfr:Pr, respectivamente), resultando em um
fotoequilibrio distinto entre Pr e Pfr, a depender das condi¢Bes luminosas no
ambiente (FRANKLIN; QUAIL, 2010; ROCKWELL; SU; LAGARIAS, 2006).
Portanto, os fitocromos desempenham um papel de sensor da proporcao de
R:FR no ambiente, de modo que altas razdes R:FR induzem um acumulo de
fitocromos ativos (Pfr), ao passo que baixas razdo R:FR (como em ambientes
sombreados), promovem niveis elevados da forma inativa (Pr desse
fotorreceptor (FRANKLIN; QUAIL, 2010; ROCKWELL; SU; LAGARIAS, 2006).

Em termos de estrutura proteica, o fitocromo organiza-se em dois
moddulos, interconectados por uma alca moével: o médulo fotossensorial N-
terminal e o médulo de saida C-terminal (Figura 1) (BAE; CHOI, 2008; BURGIE;
VIERSTRA, 2014; CHENG et al., 2021). O médulo fotossensorial N-terminal é
constituido por uma extensdo N-terminal (NTE), seguida de um dominio PAS
(Period/Arnt/Single-Minded), um dominio GAF (cGMP phosphodiesterase/
adenylyl cyclase/FhlA), que se liga ao cromoforo POB, e um dominio PHY-
especifico (PHY). Ja o médulo de saida C-terminal é formado por dois dominios
de repeticdo de PAS (PAS-repeat domain, PRD) e um dominio relacionado a
histidina quinase (Histidine kinase-related domain, HKRD) (BURGIE;
VIERSTRA, 2014; CHENG et al., 2021; HOANG; HAN; KIM, 2019).

MODULO FOTOSSENSORIAL MODULO DE SAIDA

PHY ., PAS PAS | HKRD ¢

Alga movel

Lago do nd
sensivel & luz
Hairpin

Figura 1 — O fitocromo esta estruturado em dois maédulos: fotossensorial N-terminal e de
saida C-terminal, conectados por uma alga movel. Os dominios de cada médulo, com as
respectivas funcbes, estdo detalhados no texto. Siglas: NTE, extensdo N-terminal; PAS,
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Period/Arnt/Single-Minded; GAF, cGMP phosphodiesterase/adenylyl cyclase/FhlA; P®B,
cromoéforo fitocromobilina ligado ao residuo de cisteina, representado pela letra C; PHY, PHY-
?ngzef)ifico; HKRD, dominio relacionado a histidina quinase. Fonte: Adaptado de Cheng et al.

O moédulo fotossensorial N-terminal apresenta propriedades fotoquimicas
mediadas pelo cromoéforo POB que se torna ativo em presenca do sinal luminoso
e desencadeia uma série de alteracdes conformacionais em ambos 0os modulos
do fitocromo (BAE; CHOI, 2008; BURGIE; VIERSTRA, 2014). O NTE é variavel
entre as diferentes isoformas de PHY e relaciona-se com a estabilidade e
sinalizacao do fitocromo ativo (Pfr) (BURGIE; VIERSTRA, 2014; CHERRY et al.,
1992). Os dominios PAS e GAF apresentam atividade de bilina-liase necessaria
a incorporagédo do cromoforo P®B a um residuo de cisteina (Cys) conservado
do dominio GAF, enquanto que o dominio PHY €& fundamental para a
estabilidade da forma Pfr fotoativada e a propagacéo do sinal luminoso para o
modulo de saida C-terminal da apoproteina (BAE; CHOI, 2008; BURGIE;
VIERSTRA, 2014; ESSEN; MAILLIET; HUGHES, 2008; HOANG; HAN; KIM,
2019; NAGANO, 2016; ULIJASZ et al., 2010).

O moédulo de saida C-terminal apresenta atividades de dimerizacao,
importacdo/localizacdo nuclear em fotocorpos e interacdo com componentes
downstream na via de sinalizacdo luminosa (CHEN et al., 2005; MATSUSHITA;
MOCHIZUKI; NAGATANI, 2003; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018; SETHE
BURGIE et al., 2017). O dominio HKRD promove a dimerizacdo e medeia a
importacdo nuclear e a localizacdo em fotocorpos no nucleo da célula vegetal,
enquanto que o dominio PRD desempenha um papel importante na reversao
térmica (CHENG et al., 2021; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; SETHE
BURGIE et al., 2017).

A fotoativacéo do fitocromo (Pr-para-Pfr), desencadeada pela excitacéo
do cromoforo pela luz R, promove a alteracdo conformacional de uma estrutura
denominada hairpin que se projeta a partir do dominio PHY, em direcdo ao
cromoforo POB (BURGIE; VIERSTRA, 2014; CHENG et al.,, 2021; LEGRIS;
INCE; FANKHAUSER, 2019; NAGANO, 2016). O hairpin sofre uma transicéo de
folha B-para-a hélice que, por sua vez, afeta o “lago do né sensivel a luz”, um n6

em forma de oito na interface entre os dominios PAS e GAF, que une esses
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dominios (PAS-GAF), na medida em que separa os dominios PHY de cada
mondmero (BURGIE; VIERSTRA, 2014; CHENG et al., 2021; LEGRIS; INCE;
FANKHAUSER, 2019; NAGANO, 2016; SONG et al., 2018).

Durante a fotoconversao do fitocromo para a forma Pfr, as mudancas
conformacionais evidenciadas nos dominios do modulo fotossensorial se
estendem também ao modulo de saida C-terminal que sofre um rearranjo
estrutural, culminando com a translocacdo do fitocromo ativo para o nucleo da
célula (BURGIE; VIERSTRA, 2014; CHENG et al.,, 2021; HUQ; AL-SADY;
QUAIL, 2003; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; MATSUSHITA;
MOCHIZUKI; NAGATANI, 2003). A translocacéo do fitocromo Pfr para o nucleo
tem sido proposta como sendo necessaria para a funcdo bioldgica desse
fotorreceptor (CHEN; CHORY, 2011; HILTBRUNNER et al., 2005; HOANG;
HAN; KIM, 2019; HUQ; AL-SADY; QUAIL, 2003; KLOSE et al., 2015; LEGRIS;
INCE; FANKHAUSER, 2019; MATSUSHITA; MOCHIZUKI; NAGATANI, 2003).

A importacdo nuclear de PHYA € dependente de proteinas que
apresentam sequéncia de localizacdo nuclear (NLS), tais como FAR-RED
ELONGATED HYPOCOTYL 1 (FHY1) e FHY1-LIKE (FHL) (HILTBRUNNER et
al., 2006; KLOSE et al., 2015; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019). Contudo,
para os demais fitocromos (PHYB-PHYE) esse mecanismo de internalizacao
permanece pouco compreendido. O processo de translocacdo de PHYB foi
associado ao NLS situado no modulo de saida C-terminal desse fotorreceptor,
mas também a PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR (PIF), fatores de
transcricdo cruciais das rotas de sinalizacdo dos fitocromos (CHEN et al., 2005;
KLOSE et al., 2015; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; PFEIFFER et al.,
2012; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018).

Os fitocromos fotoativados (Pfr) se acumulam no nucleo em fotocorpos,
onde interagem com varias familias de fatores de transcri¢cdo (FT), com destaque
para as PIFs, e o complexo E3 ubiquitina-ligase CONSTITUTIVELY
PHOTOMORPHOGENIC 1/SUPPRESSOR OF PHYA-105 (COP1/SPA1),
promovendo, assim, uma alteracéo global na transcricdo génica em resposta ao
sinal luminoso (CHEN; CHORY, 2011; CHENG et al., 2021; LEGRIS; INCE;
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FANKHAUSER, 2019; LEIVAR; MONTE, 2014; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018;
PODOLEC; ULM, 2018; SHI et al., 2018).

Além de mediar uma reprogramacdao transcricional completa que afeta
respostas tardias de desenvolvimento, o fitocromo ativo também parece estar
associado a respostas extremamente rapidas e, aparentemente, impossiveis de
serem explicadas através da regulacdo da expressdo génica, como a
fotomodulacao de potenciais de membrana (CHEN et al., 2012; HOANG; HAN;
KIM, 2019; WANG et al., 2010). Conforme observado em A. thaliana, AtPHYB
regula a abertura estomatica em resposta a luz R, juntamente com fitocromo A,
criptocromos e fototropinas (WANG et al., 2010). Sugere-se que essa resposta
seja induzida pela ativacdo da H*-ATPase com a promoc¢ao de mudangas no
potencial de membrana, mas 0s mecanismos por tras dessa regulacéo ainda
foram pouco explorados (CHEN et al., 2012; WANG et al., 2010).

Apesar dessas evidéncias esparsas, indicativas de uma possivel atuacéo
citosolica, o principal mecanismo de acdo dos fitocromos Pfr na via de
sinalizacdo luminosa em plantas parece estar relacionado ao controle da
expressao génica no nucleo, sendo que esse processo tem sido largamente
investigado quanto ao estabelecimento da fotomorfogénese (CHENG et al.,
2021; HOANG; HAN; KIM, 2019; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019;
TRIPATHI et al., 2019).

A depender da disponibilidade luminosa, a plantula recém germinada
pode apresentar dois programas antagonicos de desenvolvimento: a
escotomorfogénese ou a fotomorfogénese (ARSOVSKI et al., 2012; PHAM;
KATHARE; HUQ, 2018). Na auséncia da luz, evidencia-se a escotomorfogénese,
com o desenvolvimento de plantulas estioladas, que no caso das
eudicotiledbneas, caracteriza-se pela presenca de um gancho apical,
cotiiédones ndo expandidos, hipocoétilos alongados, plastidios pouco
desenvolvidos e com auséncia dos pigmentos fotossintéticos (clorofilas e
carotenoides) (ARSOVSKI et al., 2012; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018; XU et al.,
2015). Em contrapartida, a transicdo de uma plantula estiolada para um fenotipo
desestiolado caracteriza-se pela abertura do gancho apical, expansao de

cotilédones, reducdo nas taxas de alongamento celular nos hipocatilos,
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diferenciacéo de cloroplastos e sintese de pigmentos fotossintéticos (ARSOVSKI
etal., 2012; XU et al., 2015). Por ser um desenvolvimento orquestrado pelo sinal
luminoso, a fotomorfogénese torna-se imprescindivel ao ajuste da plantula a
captacdo da luz e ao crescimento fotoautotréfico (ARSOVSKI et al., 2012; CHEN;
CHORY; FANKHAUSER, 2004; XU et al., 2015).

O mecanismo de acdo dos fitocromos durante a inducdo da
fotomorfogénese em plantulas tem sido extensivamente estudado,
especialmente em espécies modelo como A. thaliana, e serd descrito a seguir
(Figura 2). Em condi¢cdes de escuro, os fitocromos sdo dimerizados em sua
forma inativa (Pr) no citosol da célula, enquanto que, no nucleo, as proteinas
PIFs e o complexo COP1/SPA1 atuam como reguladores negativos centrais da
sinalizacdo luminosa, reprimindo os eventos de fotomorfogénese, e portanto,
promovendo o crescimento escotomorfogénico com a manutencdo do fenétipo
estiolado da plantula (Figura 2A) (HOANG; HAN; KIM, 2019; LEGRIS; INCE;
FANKHAUSER, 2019; TRIPATHI et al., 2019; XU et al., 2015).

Citosol Citosol
R W
—
(___
Pr FR Pfr

\\ / ~

Nucleo Nucleo

o »
Escotomorfogénese
% ! : Proteassomo 26S

@ Escotomorfogénese

L4 _I Fotomorfogénese
I =P Fotomorfogénese I
3 &

| Proteassomo 26S
\.\ /

R —_

A
-
oo
1
D>
D
!
B

7

Figura 2 — Mecanismo da sinalizacdo luminosa do fitocromo durante a transicdo do
crescimento escotomorfogénico para o fotomorfogénico. (A) No escuro, o fitocromo
encontra-se inativo (Pr) no citosol da célula. No nucleo, o complexo COP1/SPA1 induz a
degradacdo de reguladores positivos da fotomorfogénese (HY5, HYH, HFR1, etc.), via
proteassomo 26S, enquanto as PIFs induzem a transcricao de genes de escotomorfogénese e a
represséo de genes relacionados a fotomorfogénese. (B) Em presenca de luz vermelha curta, o
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fitocromo se torna ativo (Pfr) e é translocado para o nucleo da célula, mediando a dissociacéo
de COP1/SPA1 e a degradacdo proteassébmica das PIFs. Consequentemente, a
escotomorfogénese € reprimida, enquanto genes relacionados a fotomorfogénese sao
transcritos, culminando com a aquisicdo de crescimento fotomorfogénico. Siglas: R (red), luz no
comprimento de onda do vermelho curto; FR (far-red), luz no comprimento de onda do vermelho
distante; Pr, fitocromo inativo; Pfr, fitocromo ativo; COP1, CONSTITUTIVELY
PHOTOMORPHOGENIC 1; SPA1, SUPPRESSOR OF PHYA-105; HY5, ELONGATED
HYPOCOTYL 5; HYH, HY5-HOMOLOG; HFR1, LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1; PIF,
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR. Fonte: Adaptado de Xu et al. (2015).

As PIFs reprimem a transcricAo de genes indutores de respostas
fotomorfogénicas e induzem a expressdo de genes que promovem a
manutencao do fendétipo escotomorfogénico (HOANG; HAN; KIM, 2019; PHAM,;
KATHARE; HUQ, 2018; TRIPATHI et al., 2019). O complexo COP1/SPA1, por
sua vez, degrada reguladores positivos da fotomorfogénese através do
proteassomo 26S, incluindo os fatores de transcricdo ELONGATED
HYPOCOTYL 5 (HY5), HY5-HOMOLOG (HYH), LONG HYPOCOTYL IN FAR-
RED 1 (HFR1), LONG AFTER FAR-RED LIGHT 1 (LAF1), proteinas contendo
dominio B-box (BBX) como a BBX28, entre outros (HOANG; HAN; KIM, 2019;
LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; TRIPATHI et al., 2019; XU et al., 2015).

Peca-chave na regulacédo do desenvolvimento dependente de luz, o HY5
€ um fator de transcricdo do tipo bZIP que atua a jusante de diferentes
fotorreceptores, incluindo os fitocromos (LEE et al., 2007; XIAO et al., 2021). O
HY5 opera em conjunto com as proteinas BBXs na via de sinalizacdo luminosa
(GANGAPPA; BOTTO, 2014, 2016; XIAO et al., 2021). De maneira simplificada,
as BBXs podem controlar a atividade e a transcricdo do HY5 que, por sua vez, €
capaz de regular a expressdo das BBXs (GANGAPPA; BOTTO, 2014, 2016;
XIAO et al., 2021). Através dessa complexa rede de interacfes entre o HY5 e as
BBXs e outras vias de sinalizacdo, incluindo vias hormonais, as respostas
fotomorfogénicas sdo estabelecidas na plantula em desenvolvimento (DE WIT,;
GALVAO; FANKHAUSER, 2016; GANGAPPA; BOTTO, 2014, 2016; XIAO et al.,
2021).

No nucleo, o fitocromo Pfr interage fisicamente com as PIFs, induzindo a
fosforilac&o e a posterior degradacéo via proteassomo 26S, além da dissociacao
do complexo COP1/SPA1, com a consequente exportacdo de COP1 para o
citosol da célula (Figura 2B) (HOANG; HAN; KIM, 2019; LEGRIS; INCE;
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FANKHAUSER, 2019; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018; SHIN et al., 2016;
TRIPATHI et al, 2019; XU et al, 2015). A remocdo de repressores
fotomorfogénicos, induzida por fitocromos ativos, possibilita o acumulo de
reguladores positivos da sinalizagdo luminosa, com destaque para o HY5
(HOANG; HAN; KIM, 2019; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; PHAM;
KATHARE; HUQ, 2018; TRIPATHI et al., 2019). A abundancia do HY5 no nucleo
regula a expressdo de genes-alvo (Figura 2B), os quais resultam em
modificagdes no crescimento e desenvolvimento em resposta a luz, incluindo a
fotomorfogénese, sindrome de evitacdo de sombra, transicdo floral e
desenvolvimento e amadurecimento de frutos (GANGAPPA; BOTTO, 2016;
WANG et al., 2021; XIAO et al., 2021).

Em suma, o fitocromo € um componente central para o estabelecimento
de respostas a luz, atuando a montante (upstream) na via de sinalizacéo
luminosa como um regulador mestre do acumulo de componentes integradores
(PIF, COP1/SPA1) e efetores (HY5) do sinal luminoso que resulta, em ultima
instancia, em alteracdes na transcricao génica global da planta modulando o seu
desenvolvimento (HOANG; HAN; KIM, 2019; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER,
2019; TRIPATHI et al., 2019; XU et al., 2015).

Os fitocromos desempenham papéis multifacetados ao longo do ciclo de

vida da planta

Desde a sua caracterizacdo, os fitocromos tém sido amplamente
explorados em relagdo ao seu papel fisiologico nas respostas a luz
(BORTHWICK, 1957; BORTHWICK et al., 1952, 1954; BUTLER et al., 1959).
Nesse cenario, as PIFs, componentes a jusante da sinalizagdo de PHY, também
vém sendo largamente estudadas (CHENG et al., 2021; HOANG; HAN; KIM,
2019; LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018;
TRIPATHI et al., 2019).

As proteinas PIF sédo fatores de transcricdo com um dominio hélice-alca-
hélice basico (bHLH) e codificadas por oito genes em A. thaliana (AtPIF1-AtPIF8)
e em tomateiro (SIPIF1a, SIPIF1b, SIPIF3, SIPIF4, SIPIF7a, SIPIF7b, SIPIF8a e
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SIPIF8b) (LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018;
ROSADO et al., 2016).

A interacdo PIF-Pfr ocorre através de dominios de ligacao a PHYA (active
phytochrome A-binding domain, APA) e a PHYB (active phytochrome B-binding
domain, APB), dispostos na estrutura molecular do fator de transcricdo (LEGRIS;
INCE; FANKHAUSER, 2019; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018; ROSADO et al.,
2016). No modelo A. thaliana, todas as PIFs possuem o dominio de ligagdo APB,
sendo que o dominio APA esta presente apenas em AtPIF1 e AtPIF3 (LEIVAR,;
MONTE, 2014; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018). De modo conservado, todas as
PIFs em tomateiro apresentam um motivo de ligacdo a PHYB (APB) e apenas
SIPIF1a, SIPIF1b e SIPIF3 exibem um dominio de ligacdo ao fitocromo A (APA)
(ROSADO et al., 2016).

Os fitocromos controlam varios aspectos de crescimento e
desenvolvimento das plantas e a acdo desses fotorreceptores pode se dar de
forma isolada ou em conjunto com outros fotorreceptores, desencadeando uma
resposta local na célula ou se estendendo a longas distancias (a nivel de planta
inteira) através da regulacdo, pela luz, do metabolismo e distribuicdo de
horménios (DE WIT; GALVAO; FANKHAUSER, 2016; FIORUCCI;
FANKHAUSER, 2017; FRASER; HAYES; FRANKLIN, 2016; KAMI et al., 2010;
KIRCHENBAUER et al., 2016; KUPERS; VAN GELDEREN; PIERIK, 2018;
LEGRIS; INCE; FANKHAUSER, 2019; PIERIK; DE WIT, 2014; TRIPATHI et al.,
2019).

PHYA e PHYB séo as formas do fitocromo melhor investigadas e
caracterizadas (FRANKLIN; QUAIL, 2010). Categoricamente, PHYA se diverge
em relacdo a suas propriedades fotoquimicas, estabilidade e mecanismos de
translocacdo nuclear (abordado anteriormente) em comparagdo aos demais
fitocromos (FRANKLIN; QUAIL, 2010; GURURANI; GANESAN; SONG, 2015).
Diferentemente dos demais fitocromos, PHYA exibe uma rapida degradacéo na
presenca de luz (FRANKLIN; QUAIL, 2010; GURURANI; GANESAN; SONG,
2015; SHARROCK; CLACK, 2002). Logo, PHYA medeia respostas a fluéncia
muito baixa da luz (very low fluence responses, VLFRS) e a alta irradiancia

(vermelho-distante) (high-irradiance responses, HIRsS); e acumula-se,
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predominantemente, em tecidos estiolados no escuro (FRANKLIN; QUAIL, 2010;
GURURANI; GANESAN; SONG, 2015; SHARROCK; CLACK, 2002).

Os demais fitocromos, incluindo PHYB, sédo estaveis na presenca de luz.
De forma consonante, PHYB regula fundamentalmente respostas a baixa
fluéncia da luz (low-fluence responses, LFRS) e a evitacdo de sombra, atuando
com importante sensor de alteracfes na razdo R:FR ao longo do ciclo de vida da
planta (FRANKLIN; QUAIL, 2010; GURURANI; GANESAN; SONG, 2015;
SHARROCK; CLACK, 2002). De forma condizente, PHYB € o fitocromo mais
abundante nos tecidos verdes da planta crescida sob a luz (SHARROCK;
CLACK, 2002). Considerando que esse fitocromo desempenha um papel
preponderante na regulacdo de inimeros fenbmenos, majoritariamente descritos
em A. thaliana (FRANKLIN; QUAIL, 2010), as préximas sec¢des terdo um enfoque
maior em PHYB nessa espécie modelo.

Germinacao. Nas espermatofitas (plantas com sementes), a germinacao
€ obviamente indispensavel ao estabelecimento de plantulas no ambiente
(BENTSINK; KOORNNEEF, 2008). Uma semente quiescente ira germinar
guando em contato com condi¢des ideais de umidade, oxigénio, nutrientes e
temperatura (BENTSINK; KOORNNEEF, 2008; DE WIT; GALVAO;
FANKHAUSER, 2016; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).

A luz é um sinal ambiental particularmente importante para a germinacao
de sementes fotodormentes, ou seja, em espécies cujas sementes apresentam
germinacao fotoblastica (positiva ou negativa) (BENTSINK; KOORNNEEF, 2008;
BORTHWICK et al., 1952; DE WIT; GALVAO; FANKHAUSER, 2016; FINCH-
SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006). Atuando como integrantes da rede de
sinais controlados pelos fotorreceptores nas sementes fotoblasticas, os
fitormbnios sdo igualmente necessarios ao controle da germinacdo, em
particular, a giberelina (GA), que promove a germinacdo em sementes
fotoblasticas positivas, e o0 acido abscisico (ABA), com acao antagbnica
(BENTSINK; KOORNNEEF, 2008; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER,
2006).

Sabe-se que o fitocromo € o fotorreceptor que promove a germinagao de

muitas espécies de plantas superiores, sendo que PHYB é o regulador mestre
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desse ponto central (hub) de sinalizacéo, conforme evidéncias em A. thaliana
(CASAL; SANCHEZ, 1998; SHINOMURA et al., 1996). Nessa via, AtPIF1 é o
fator-chave a jusante (downstream) na sinalizacdo do fitocromo para a repressao
da germinacdo e esse processo envolve a regulacdo de GA e ABA (DE WIT;
GALVAO; FANKHAUSER, 2016; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER,
2006; OH et al., 2004, 2009). Com um desbalanco entre esses dois horménios,
favorecendo o acumulo de ABA, em detrimento ao de GA, verifica-se a
manutencdo da dorméncia do embrido (DE WIT; GALVAO; FANKHAUSER,
2016; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006). A fotodorméncia é
guebrada com a presenca do sinal luminoso, promovendo, assim, a ativacdo do
fitocromo que remove AtPIF1 do nucleo e medeia a germinagédo da semente (DE
WIT; GALVAO; FANKHAUSER, 2016; SHINOMURA et al., 1996).

Desestiolamento da plantula. Concluida a etapa da germinacéo, a
plantula se estabelecera no ambiente seguindo o programa de desenvolvimento
fotomorfogénico, o qual viabilizard o crescimento fotoautotréfico da planta
(ARSOVSKI et al, 2012; CHEN; CHORY; FANKHAUSER, 2004). O
desestiolamento da plantula recém germinada marca a transicdo da
escotomorfogénese para a fotomorfogénese e os principais reguladores desse
fendmeno séo os fitocromos e os criptocromos (ARSOVSKI et al., 2012; CHEN;
CHORY; FANKHAUSER, 2004; KAMI et al., 2010).

Em A. thaliana, AtPHYA e AtPHYB atuam como reguladores mestres da
fotomorfogénese pela acao inibitoria sobre o acumulo das AtPIFs (KAMI et al.,
2010; PAIK; HUQ, 2019). Categoricamente, as AtPIFs sdo repressoras do
desenvolvimento fotomorfogénico, mas também atuam em outras vias, sendo
que todos esses papéis tém sido extensivamente investigados mais
recentemente (LEIVAR; MONTE, 2014; LEIVAR; QUAIL, 2011; PHAM;
KATHARE; HUQ, 2018).

Ensaios com o mutante pifq, defectivo para AtPIF1, AtPIF3, AtPIF4 e
AtPIF5 e com um fendtipo constitutivamente fotomorfogénico (constitutive
photomorfogenesis, cop), forneceu indicios da acdo sobreposta dessas quatro
AtPIFs na regulagéo positiva do alongamento do hipocétilo e manutengédo de
cotilédones nao expandidos (LEIVAR et al., 2008; LEIVAR; MONTE, 2014; SHIN
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et al., 2009). Curiosamente, esse fenotipo cop robusto ndo foi observado em
mutantes simples, duplos ou triplos pifl, pif3, pif4 e pif5, sugerindo que essas
AtPIFs apresentam um papel sinérgico, mas redundante na represséo total da
fotomorfogénese em plantulas cultivadas em auséncia do sinal luminoso
(LEIVAR et al., 2008; LEIVAR; MONTE, 2014; SHIN et al., 2009).

Adicionalmente, evidéncias demonstraram que AtPIF1 e AtPIF3 atuam de
maneira sobreposta na repressdo do desenvolvimento de cloroplastos e
biossintese de clorofila que, nesse ultimo caso, envolve a inibicdo do acumulo
do precursor protoclorofila (HUQ et al., 2004; KIM et al., 2016; SHIN et al., 2009;
STEPHENSON; FANKHAUSER; TERRY, 2009). Sob baixa razdo R:FR, AtPIF4,
AtPIF5 e AtPIF7 agem conjuntamente na promocao do alongamento do
hipocétilo pela regulagéo positiva da sintese de auxinas (HORNITSCHEK et al.,
2012; Ll et al., 2012).

A acdo das PIFs durante o desestiolamento de plantulas também pode
ocorrer de maneira ndo redundante. Por exemplo, AtPIF4 tem sido descrita como
fator-chave para o alongamento do hipocétilo de plantulas induzido pela
sinalizacdo de auxinas sob altas temperaturas (QUINT et al., 2016). Esse
desenvolvimento em resposta a temperatura denomina-se termomorfogénese e
também é mediado pelo fitocromo B (JUNG et al., 2016; QUINT et al., 2016).

Estudos indicam que PHYA ativo (fotolabil) induz a expressao de genes
de resposta rapida apenas no inicio do desestiolamento de plantulas (KAMI et
al., 2010; PARKS; FOLTA; SPALDING, 2001; PARKS; SPALDING, 1999;
TEPPERMAN; HWANG; QUAIL, 2006). Por outro lado, o fitocromo B
(fotoestavel) medeia modificacBes extensas na expressao génica durante o todo
o periodo de desestiolamento (KAMI et al., 2010; PARKS; FOLTA; SPALDING,
2001; PARKS; SPALDING, 1999; TEPPERMAN; HWANG; QUAIL, 2006).

Coerente com a informacgao supracitada, todas as PIFs de A. thaliana e
de tomateiro, apresentam motivos de ligacdo ao fitocromo B, mas nem todas
possuem dominios de ligagcéao ao fitocromo A (PHAM; KATHARE; HUQ, 2018).
Logo, é esperado que as PIFs integrem, de forma preponderante, as vias de
sinalizacdo mediadas pelo fitocromo B, revelando o papel de destaque desse

fotorreceptor em respostas dependentes de luz e outros fatores (JUNG et al.,
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2016; LEIVAR; MONTE, 2014; LEIVAR; QUAIL, 2011; PAIK; HUQ, 2019; PHAM;
KATHARE; HUQ, 2018; TRIPATHI et al., 2019).

O crescimento estiolado promovido pelas PIFs é facilmente revertido em
um desenvolvimento fotomorfogénico pela agéo de fitocromos ativos (LEIVAR;
MONTE, 2014; LEIVAR; QUAIL, 2011; PAIK; HUQ, 2019). A degradacdo das
PIFs apoés interagirem com fitocromos ativos no nucleo promove alteracfes
globais na expressdo génica com a repressdo de genes relacionados a
escotomorfogénese e a indugdo de genes promotores de fotomorfogénese
(ARSOVSKI et al., 2012; DE WIT; GALVAO; FANKHAUSER, 2016; PHAM;
KATHARE; HUQ, 2018; XU et al., 2015).

Os fitocromos agem de forma conjunta com 0s criptocromos no
desestiolamento de plantulas sob condigbes de iluminagdo que contenham
radiacdes nas faixas do vermelho e azul (CHEN; CHORY; FANKHAUSER, 2004;
KAMI et al., 2010). Ambos, AtCRY1 e AtCRY?2, ativados pela luz azul, inibem o
alongamento do hipocotilo (CHEN; CHORY; FANKHAUSER, 2004; KAMI et al.,
2010). Sobrepondo-se a sinalizacdo luminosa dos fitocromos, a sinalizagédo de
CRY também envolve a interacdo desse fotorreceptor com SPAL, levando a
supresséao da atividade de COP1/SPAL com a liberacdo dos efetores a jusante,
incluindo HY5 (CHEN; CHORY; FANKHAUSER, 2004; KAMI et al., 2010; LIU et
al., 2011).

Em resumo, a intercomunicacgdo entre vias fotossensoriais, via proteinas
regulatérias compartilhadas, tais como HY5, bem como via impactos
coordenados na homeostase hormonal, resultam, em udltima analise, no
estabelecimento da fotomorfogénese com o desenvolvimento de uma plantula
desestiolada de crescimento fotoautotrofico (ARSOVSKI et al., 2012; DE WIT;
GALVAO; FANKHAUSER, 2016; PHAM; KATHARE; HUQ, 2018; XU et al.,
2015).

Arquitetura vegetativa e tempo de floracdo. Frequentemente, as
condicbes flutuantes de luminosidade requerem que as plantas ajustem o seu
desenvolvimento de modo a otimizar seu desempenho (fitness) no ambiente
circundante (CASAL, 2013; FRASER; HAYES; FRANKLIN, 2016). Plantulas

recém-estabelecidas, bem como plantas adultas, competem pelo recurso
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luminoso para a manutencéo de condicdes ideais a manutencéo da fotossintese
(CASAL, 2013; FRASER; HAYES; FRANKLIN, 2016; KUPERS; VAN
GELDEREN; PIERIK, 2018; PIERIK; BALLARE, 2021). Em virtude de serem
organismos sésseis, a maioria das plantas (popularmente conhecidas como
plantas “de sol”) requerem ajustes em seus padroes de crescimento e
desenvolvimento de modo a evitarem a sombra e obterem condi¢des Otimas de
luminosidade, um fenémeno denominado sindrome de evitagdo de sombra
(shade-avoidance syndrome, SAS) (CASAL, 2013; FRASER; HAYES;
FRANKLIN, 2016; KUPERS; VAN GELDEREN; PIERIK, 2018; PIERIK;
BALLARE, 2021). Assim sendo, provavelmente um dos papéis centrais dos
fitocromos, em particular PHYB, no crescimento vegetativo da planta seja regular
respostas de evitacdo ao sombreamento, uma vez que tais ajustes de padréo de
crescimento podem impactar significativamente a quantidade e qualidade de luz
interceptada pelas estruturas fotossintetizantes desse organismo (FRANKLIN;
QUAIL, 2010).

A alta densidade de vegetacdo em um ambiente promove a alteracao na
qualidade luminosa nos arredores das plantas ou subjacente ao dossel da
floresta (CASAL, 2013; FRASER; HAYES; FRANKLIN, 2016; KUPERS; VAN
GELDEREN; PIERIK, 2018; PIERIK; BALLARE, 2021). Ao atravessar folhas
ricas em cloroplastos, a luz solar torna-se enriquecida de fétons na regido do FR,
consequentemente diminuindo a razdo R:FR, a qual é constantemente
monitorada pelos fitocromos (CASAL, 2013; FRASER; HAYES; FRANKLIN,
2016; KUPERS; VAN GELDEREN; PIERIK, 2018; PIERIK; BALLARE, 2021).
Consequentemente, o SAS ¢é desencadeado em plantas em ambientes
sombreados que recebem o sinal luminoso rico em FR e empobrecido para as
composicdes espectrais da luz vermelha e do azul (CASAL, 2013; FRASER;
HAYES; FRANKLIN, 2016; KUPERS; VAN GELDEREN; PIERIK, 2018; PIERIK;
BALLARE, 2021). A diminuicdo da razdo R:FR induz uma elevada taxa de
reversao de fitocromos Pfr-para-Pr e essa redugcéo no pool de fotorreceptores
ativos limita a acdo inibitéria sobre reguladores de feedback negativo ao sinal
luminoso (PIFs e COP1) (CASAL, 2013; FRASER; HAYES; FRANKLIN, 2016;
KUPERS; VAN GELDEREN; PIERIK, 2018; PIERIK; BALLARE, 2021).

26



O fitocromo B ativo é o principal repressor dos fenétipos associados a
SAS, mas a inativacdo desse fotorreceptor, quando a razdo R:FR é reduzida,
induz a liberacdo das PIFs para atuarem na manutencdo da sindrome de
evitacdo de sombreamento, a qual se caracteriza por altas taxas de alongamento
de hipocotilos e entrends, supressao da ramificacao lateral, floragdo precoce e
senescéncia foliar acelerada (CASAL, 2013; FRANKLIN; QUAIL, 2010;
FRASER; HAYES; FRANKLIN, 2016; KUPERS; VAN GELDEREN; PIERIK,
2018; PIERIK; BALLARE, 2021). Além disso, as altera¢tes fenotipicas de SAS
também sdo reguladas via atuacdo do complexo COP1/SPAl que induz a
degradacdo proteassdomica de HY5 (CASAL, 2013; FRASER; HAYES;
FRANKLIN, 2016; KUPERS; VAN GELDEREN; PIERIK, 2018; PIERIK;
BALLARE, 2021; TRIPATHI et al., 2019).

O alongamento do hipocatilo de plantulas em sombreamento € induzido
especialmente por AtPIF4, AtPIF5 e AtPIF7 pela integracdo da sinalizacao
hormonal de auxinas, um regulador chave do fenotipo de SAS (HORNITSCHEK
et al, 2012; LI et al, 2012). A biossintese desse hormdnio ocorre,
predominantemente, pela acdo enziméatica do triptofano aminotransferase (TAA)
que converte triptofano em indol-3-piruvato (IPA) e este, por sua vez, €
convertido em &cido 3-indolacético (AlIA), uma auxina, pela acdo da enzima
flavina monooxigenase (YUCCA) (TAO et al., 2008; WON et al., 2011; ZHAO,
2010).

Em resposta a reducdo da razdo R:FR, as AtPIF4, AtPIF5 e AtPIF7
promovem a expressao de genes de biossintese de auxinas (YUCCA) no
cotilédone, além de modular o transporte polar desse horménio, através da
expressao de PIN-FORMED 3 (AtPIN3) e regular a sua sinalizacao pela inducéo
da transcricao de genes de sinalizagdo Aux/IAAs, incluindo INDOLE-3-ACETIC
ACID INDUCIBLE 19 (AtIAA19) e AtlIAA29 (DE WIT et al.,, 2016; FRASER;
HAYES; FRANKLIN, 2016; HORNITSCHEK et al., 2012; IGLESIAS et al., 2018;
KEUSKAMP et al., 2010; KUPERS; VAN GELDEREN:; PIERIK, 2018; LI et al.,
2012; PIERIK; BALLARE, 2021).

Uma vez sintetizada, a auxina é transportada para o hipocétilo da plantula,

induzindo a transcrigcdo de um gene de sinalizacdo, SMALL AUXIN UP-RNA 19
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(AtSAUR19), para a acidificacdo da célula e a expressdo de genes
XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASEs (XTHs) que
codificam enzimas que controlam a resisténcia e a extensibilidade da parede
celular (IGLESIAS et al., 2018; KUPERS; VAN GELDEREN; PIERIK, 2018;
PROCKO et al., 2016; SASIDHARAN et al., 2010; SPARTZ et al., 2014). A acéo
das auxinas se soma a do horménio brassinosterdide na regulacdo positiva
desse fendtipo de alongamento (DE WIT et al., 2016; PROCKO et al., 2016).

O alongamento de entrends € outro aspecto de desenvolvimento afetado
pela reducdo da razdo R:FR (CASAL, 2013). Plantas de diversas espécies
vegetais apresentaram um fenétipo de alongamento internodal ao serem
cultivadas em baixa razdo R:FR (BALLARE; SCOPEL; SANCHEZ, 1991;
KALAITZOGLOU et al.,, 2019), o qual, em alguns casos, estd associado a
incrementos na sinalizacdo de GA e auxinas na regido do entrené (KUREPIN et
al., 2007).

O crescimento do caule per se, sob condicbes de sombreamento, € um
processo que envolve a expansao celular, mas as bases moleculares envolvidas
no alongamento de entrends, em resposta a baixa razdo R:FR, ainda néo estao
elucidadas (CASAL, 2013; DEMOTES-MAINARD et al., 2016). Considerando
qgue o fitocromo B é o fator-chave na repressédo de respostas de evitacdo de
sombra, possivelmente esse fotorreceptor estaria envolvido no controle desse
fenotipo pela regulacdo das PIFs e, em dltima analise, pela modulacdo de
auxinas e outros horménios (CASAL, 2013; DEMOTES-MAINARD et al., 2016;
FRANKLIN; QUAIL, 2010; FRASER; HAYES; FRANKLIN, 2016; PIERIK;
BALLARE, 2021).

O crescimento horizontal da planta através da emissao de ramos laterais
ou alongamento dos peciolos da folhas também pode ser afetado pelo
sombreamento (DOMAGALSKA; LEYSER, 2011; FINLAYSON et al., 2010). A
ramificagéo € orquestrada pelo meristema axilar situado nas axilas das folhas,
sendo que a iniciagdo desse meristema resulta em gemas axilares que,
posteriormente, se desenvolverdo em ramos laterais vegetativos e
inflorescéncias (DOMAGALSKA; LEYSER, 2011; FINLAYSON et al., 2010).
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O desenvolvimento ou a dorméncia (dominancia apical) das gemas
axilares é regulada pela sinalizacdo hormonal de modo dependente de sinais
ambientais, bem como do estdgio de desenvolvimento da planta
(DOMAGALSKA; LEYSER, 2011). A luz é um sinal ambiental que controla a
ramificacdo pela integracdo de vias hormonais, incluindo as auxinas e
estrigolactonas (SLs), reguladoras negativas da ramificacdo e promotoras da
dominancia apical, e citocininas (CKs) que promovem o desenvolvimento das
gemas axilares (DOMAGALSKA; LEYSER, 2011).

Estudos conduzidos nos anos 2000 trouxeram informacdes
particularmente relevantes sobre o papel dos fitocromos no controle da
ramificacdo mediado por luz. Andlises do mutante sbphyb de sorgo (Sorghum
bicolor) demonstraram que, em auséncia desse fotorreceptor, verifica-se a
formacdo de gemas axilares dormentes sob condicdes ndo sombreadas
(KEBROM; BURSON; FINLAYSON, 2006). De forma similar, um fenétipo de
dorméncia das gemas também foi observado em plantas selvagens (WT) sob
baixa razdo R:FR, sendo que a reducao da ramificacdo em todas as plantas foi
associada a elevada taxa de transcritos de TEOSINTE BRANCHED 1 (SbTB1),
um repressor da ramificacdo que seria modulado por SbPHYB (KEBROM;
BURSON; FINLAYSON, 2006).

Adicionalmente, o mutante phyb de A. thaliana apresentou ramificacao
reduzida e esse fendtipo foi associado a diminuicdo do crescimento de gemas
axilares mediado por BRANCHED 1 (AtBRC1), um repressor da ramificacdo
homologo a SbTB1 (FINLAYSON et al., 2010). A. thaliana apresenta dois genes
BRANCHED (AtBRC1 e AtBRC2), sendo que AtBRC1 possui um papel central
na supressao da ramificacdo (AGUILAR-MARTINEZ; POZA-CARRION; CUBAS,
2007; FINLAYSON et al., 2010; GONZALEZ-GRANDIO et al., 2013; WANG et
al., 2019).

Genes homologos a BRANCHED sé&o encontrados em diferentes
especies, incluindo milho Zea mays (ZmTB1), arroz Oryza sativa (OsFC1/FINE
CULM 1) e tomateiro Solanum lycopersicum (SIBRCla e SIBRC1b) (DOEBLEY;
STEC; HUBBARD, 1997; MARTIN-TRILLO et al., 2011; TAKEDA et al., 2003;
WANG et al., 2019). No tomateiro, os paralogos SIBRCla e SIBRC1b foram
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originados apos um evento de duplicacdo e apresentam uma diversificacao
funcional, sendo que SIBRC1b tem um papel preponderante no crescimento de
gemas axilares, enquanto SIBRC1a parece nao regular esse processo (MARTIN-
TRILLO et al., 2011).

A sinalizacdo de auxinas modula a transcricdo de BRC1/TB1/FC1 nas
gemas axilares pela regulacdo da biossintese de estrigolactonas e citocininas
(WANG et al., 2019). Na dominancia apical, as auxinas sintetizadas no 4pice
caulinar e, transportadas em direcdo as raizes, promovem a sintese de
estrigolactonas nas gemas axilares pela inducdo de genes MORE AXILLARY
GROWTH (MAX) em A. thaliana (TRIPATHI et al., 2019; WANG et al., 2019).

As estrigolactonas s&o conhecidas por inibirem a sintese de CKs nas
gemas axilares pela regulacdo negativa de ISOPENTENYL TRANSFERASE
(IPT) que codifica uma enzima-chave da via biossintética de CK, a isopentenil
transferase (IPT) (EL-SHOWK; RUONALA; HELARIUTTA, 2013). Em linhas
gerais, a enzima IPT catalisa a adicdo da cadeia lateral do dimetilalildifosfato
(DMAPP) a adenosina, que resulta em isopenteniladenina ribosideo 5'-
monofosfato (iIPRMP), que sera convertido na forma ativa da citocinina (trans-
zeatina, tZ) por reacfes adicionais (EL-SHOWK; RUONALA; HELARIUTTA,
2013).

Paralelamente a acéo das estrigolactonas, as auxinas regulam o acumulo
de citocininas em A. thaliana pela modulacdo de genes de biossintese IPT
(AtIPTS e AtIPT7) e degradacdo CYTOKININ OXIDASE 1 (AtCKX1) e AtCKX®6,
além de modular a sinalizacdo de CKs ativando os reguladores de resposta
desse horménio ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS (ARR) pela
inducdo da expressdao de AtARR7 e AtARR15 (EL-SHOWK; RUONALA;
HELARIUTTA, 2013; MIYAWAKI; MATSUMOTO-KITANO; KAKIMOTO, 2004;
WERNER et al., 2006; ZHAO et al., 2010).

A modulacdo negativa dos niveis enddgenos de citocininas é suficiente
para a desrepressdo de genes BRC1/TB1/FC1 que, portanto, sdo transcritos
nesses tecidos e inibem o crescimento das gemas axilares (EL-SHOWK;
RUONALA; HELARIUTTA, 2013; WANG et al., 2019). A ramificagédo, por sua

vez, é estimulada em condi¢cbes de reduzida dominancia apical, sob niveis
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limitados de auxinas (BOOKER; CHATFIELD; LEYSER, 2003; DOMAGALSKA,
LEYSER, 2011).

A regulacao das concentracdes de auxinas na planta parece ser um dos
principais fatores enddgenos para o controle da ramificacao, via sinalizadores a
jusante; e esse hormonio esta envolvido na regulacdo de outros fendtipos de
escape a sombra, incluindo alongamento caulinar e floracdo (BOOKER;
CHATFIELD; LEYSER, 2003; DE WIT; GALVAO; FANKHAUSER, 2016;
DOMAGALSKA; LEYSER, 2011; EL-SHOWK; RUONALA; HELARIUTTA, 2013;
IGLESIAS et al., 2018; KUREPIN et al., 2007; NOZUE et al., 2015; REDDY;
FINLAYSON, 2014; WANG et al., 2019).

A modulacao dos niveis de auxinas, sob reduzida relagdo R:FR, tem sido
associada a uma regulacdo upstream pelos fitocromos, sugerindo que esse
fotorreceptor poderia regular a ramificacdo, indiretamente, pelo controle da
biossintese desse horménio (REDDY; FINLAYSON, 2014). Coerentemente, a
exposicdo de plantulas de A. thaliana ao sombreamento (diminui¢do da raz&o
R:FR) leva a um aumento na expressao de genes YUCCA de biossintese de
auxinas pela acao de AtPIF4, AtPIF5 e AtPIF7 (HORNITSCHEK et al., 2012; LI
et al., 2012).

Tomados em conjuntos, esses dados indicam que o crescimento do caule
e 0 surgimento de ramos laterais sdo influenciados pelos sinais luminosos, com
0 estabelecimento de respostas mediadas, fundamentalmente, por fitocromos B;
sendo que a integracdo das vias fotossensoriais (PHYBs-PIFs) e hormonais
(auxinas, citocininas, estrigolactonas, dentre outros) parece ser determinante
para a arquitetura vegetativa da planta.

O habito de crescimento da planta € igualmente importante para moldar a
sua arquitetura (WANG,; LI, 2008). O crescimento determinado (monopodial) de
A. thaliana € marcado pela distingdo entre as fases vegetativa e reprodutiva,
sendo que, apos a inducao da floragcéo, a conversédo do meristema apical caulinar
em um meristema reprodutivo limita a planta em retomar o seu crescimento
vegetativo vertical (SCHMITZ; THERES, 1999).

Diferentemente de A. thaliana, o crescimento indeterminado (simpodial)

de espécies como o tomateiro consiste na alternancia de unidades simpodiais
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(ou seja, unidades constituidas de folhas e inflorescéncias), em que o
crescimento vegetativo € retomado apds a floracdo (PIOTTO et al.,, 2012;
SAMACH; LOTAN, 2007; SCHMITZ; THERES, 1999; SILVA et al., 2018). Nesse
tipo de crescimento, o meristema apical caulinar libera a primeira inflorescéncia,
apos a formacédo de um numero critico de folhas (ou seja, 8-12 folhas) e, entéo,
o meristema axilar da folha superior comeca a se desenvolver, culminando na
formacdo da primeira unidade simpodial que sera sucedida pela segunda,
terceira e, assim por diante (PIOTTO et al.,, 2012; SAMACH; LOTAN, 2007;
SCHMITZ; THERES, 1999; SILVA et al., 2018).

De modo interessante, o tomateiro selvagem €é uma espécie de
crescimento indeterminado, mas a domesticagdo de alguns cultivares pela
selecdo de uma mutacdo recessiva com perda de funcdo do gene SELF-
PRUNING (SP) induziu a determinacdo do habito de crescimento, a fim de
otimizar o cultivo e a colheita do tomate comercial, especialmente em condi¢cdes
de plantio em campo (PIOTTO et al.,, 2012; SILVA et al.,, 2018). Assim, 0s
cultivares disponiveis, de crescimento determinado, possuem um numero
gradualmente reduzido de folhas por unidade simpodial, com o ultimo meristema
axilar liberando duas inflorescéncias consecutivas (PIOTTO et al.,, 2012;
SAMACH; LOTAN, 2007; SILVA et al., 2018).

Nas angiospermas, a floragao consiste em um processo fundamental para
0 sucesso reprodutivo no ambiente (DE WIT; GALVAO; FANKHAUSER, 2016;
SIMPSON; DEAN, 2002). O florescimento apenas é possivel pela alteracdo do
programa de desenvolvimento vegetativo-para-reprodutivo da planta com a
conversédo do meristema apical caulinar em um meristema reprodutivo; e essa
transicao € sinalizada a planta através de fatores endogenos e ambientais (DE
WIT; GALVAO; FANKHAUSER, 2016; SIMPSON; DEAN, 2002).

A luz é um dos principais sinais do ambiente que regula o tempo de
floracdo das plantas, sendo que o controle luminoso para o florescimento pode
ser influenciado tanto pela qualidade luminosa (composi¢cdo espectral) quanto
pelo fotoperiodo (comprimento relativo do dia) (CERDAN; CHORY, 2003; ENDO;
ARAKI; NAGATANI, 2015; MOCKLER et al., 2003). O fotoperiodo consiste em
um sinal sazonal para regular a floragdo em muitas espécies (ENDO; ARAKI;
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NAGATANI, 2015; JUNG et al., 2017; SHIM; KUBOTA; IMAIZUMI, 2017).
Dependendo da resposta fotoperidodica, as plantas se classificam
categoricamente como (i) de dia longo (long-day plants, LDPs) que floresce em
condi¢bes de dias longos (por exemplo, A. thaliana); (ii) de dia curto (short-day
plants, SDPs) que floresce em dias curtos (por exemplo, milho e arroz); e de dia
neutro (day-neutral plants, DNPs) que sao insensiveis ao fotoperiodo para a
floracdo (por exemplo, tomateiro) (ANDRES; COUPLAND, 2012; CAO et al.,
2018).

As bases moleculares da sinaliza¢do luminosa no controle da floracdo em
A. thaliana, uma LDP, indicam que a floracéo fotoperiddica € regulada por uma
complexa interagcdo entre reldgio circadiano e fotorreceptores que controlam, em
nivel transcricional e pés-traducional, a abundéncia e a atividade da proteina
CONSTANS (AtCO), um elemento-chave da transicdo floral (SHIM; KUBOTA;
IMAIZUMI, 2017). AtCO regula a expressdo de FLOWERING LOCUS T (AtFT)
qgue codifica um sinalizador floral (FT) que se move das folhas em direcdo ao
meristema apical (via floema), onde interage com FLOWERING LOCUS D
(AtFD), ativando os genes APETALA 1 (AtAPl) e SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (AtSOC1) (ABE et al., 2005; DEMOTES-
MAINARD et al., 2016; MOON et al., 2005; SHIM; KUBOTA; IMAIZUMI, 2017;
TURCK; FORNARA; COUPLAND, 2008).

No nucleo, AtSOCL1 interage com AGAMOUS-LIKE 24 (AtAGL24) para a
expressdo de LEAFY (AtLFY), um gene de identidade floral, que em conjunto
com AtAP1, determinam a especificidade dos orgaos florais (IRISH; SUSSEX,
1990; LEE et al., 2008; MOON et al., 2005; WEIGEL et al., 1992). No tomateiro,
os genes SINGLE FLOWER TRUSS (SISFT) e FALSIFLORA (SIFA) s&o
ortblogos de AtFT e AtLFY, respectivamente (LIFSCHITZ; ESHED, 2006;
MOLINERO-ROSALES et al., 1999).

Na auséncia do sinal luminoso, em condi¢des de fotoperiodo indutivo, o
complexo COP1/SPA1 (no nucleo) degrada AtCO, limitando a expressao de
AtFT e inibindo a floragdo de A. thaliana (JANG et al., 2008; SHIM; KUBOTA,

IMAIZUMI, 2017). Em presenca de luz, os fitocromos A e B controlam a floracao,
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de modo antagbnico, por meio da regulacdo da estabilidade da proteina CO
(SHIM; KUBOTA; IMAIZUMI, 2017).

No periodo da manha, verifica-se um enriquecimento de luz R e, nesse
cenario, o AtPHYB atrasa a floracdo da planta pela interagdo com HIGH
EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENE 1 (AtHOS1) que leva
a degradacdo de AtCO (LAZARO et al., 2015; SHIM; KUBOTA; IMAIZUMI,
2017). A tarde, AtPHYA, ao absorver FR, age em conjunto PHYTOCHROME-
DEPENDENT LATE-FLOWERING (AtPHL), uma proteina na via de sinalizacao
de AtPHYB, para induzir a estabilizacdo de AtCO (ENDO et al., 2013; SHIM;
KUBOTA; IMAIZUMI, 2017). O acumulo de AtCO, sob fotoperiodo indutivo,
promove a transcricdo de AtFT e, consequentemente, o florescimento da planta
(SHIM; KUBOTA; IMAIZUMI, 2017).

Além do fotoperiodo, a qualidade da luz influencia o processo da floracéo
(ENDO; ARAKI; NAGATANI, 2015). Variacbes na proporcdo de R:FR no
ambiente modulam a expresséo de genes FT, impactando o tempo de floracéo
das diferentes espécies (DEMOTES-MAINARD et al., 2016). Por exemplo, em
A. thaliana a baixa razdo R:FR desencadeia respostas de escape ao
sombreamento, incluindo um florescimento acelerado pela inducdo da
transcricio de AtFT (CERDAN; CHORY, 2003). Nessa via, AtPHYB
desempenha um papel critico para a floracdo de A. thaliana em resposta ao
sombreamento por influenciar a codificacdo do sinal floral AtFT (MOCKLER et
al., 1999; SIMPSON; DEAN, 2002).

Amadurecimento de frutos carnosos. Quando polinizadas e
fertilizadas, as flores das angiospermas geralmente se desenvolvem em frutos
com sementes (GILLASPY; BEN-DAVID; GRUISSEM’, 1993). Diferente de A.
thaliana (uma planta de frutos secos), o tomateiro apresenta frutos carnosos que
acumulam compostos com alto valor nutricional e/ou sensoriais durante a etapa
de amadurecimento desse ¢6rgdo (CARRARI; FERNIE, 2006; MEINKE et al.,
1998; QUINET et al., 2019).

O tomate é o principal modelo para o estudo da fisiologia do
amadurecimento de frutos carnosos climatéricos (GIOVANNONI, 2004). Nessa

espécie, apos a fecundacéo do ovario da flor, tem inicio o desenvolvimento do
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fruto com a transicdo de um estagio verde-imaturo (Immature Green, IG) para o
verde-maduro (Mature Green, MG). Em termos gerais, as maiores taxas de
divisdo celular nos frutos de tomateiro ocorrem durante os primeiros dias apés a
fertilizacdo, seguida por um aumento da expansao celular, que cessa quando o
fruto atinge MG (GILLASPY; BEN-DAVID; GRUISSEM’, 1993; GIOVANNONI,
2004).

O estagio Bk (Breaker) corresponde ao inicio do amadurecimento do fruto
e coincide com um caracteristico aumento da taxa respiratoria e biossintese de
etileno, sendo essas respostas tipicas de frutos climatéricos (GILLASPY; BEN-
DAVID; GRUISSEM’, 1993; GIOVANNONI, 2004). O amadurecimento do tomate
envolve a conversao de cloroplastos em cromoplastos pela desorganizagao das
membranas tilacoidiais, degradacao da clorofila e acimulo de carotenoides e
tocoferdis (vitamina E) nessas organelas (ALMEIDA et al., 2016; BIAN et al.,
2011; EGEA et al., 2010).

Em funcdo da sua atuacao preponderante, o etileno é conhecido como o
horménio do amadurecimento de frutos climatéricos (GIOVANNONI, 2004). A
biossintese desse horménio é iniciada pela conversdo de metionina em S-
adenosilmetionina (SAM), reacéo catalisada pela enzima SAM sintetase (SAMS)
(HOUBEN; VAN DE POEL, 2019; LIN; ZHONG; GRIERSON, 2009). A acao da
enzima ACC-sintase (ACS) converte o substrato SAM em acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e este, subsequentemente, é oxidado a
etileno pela ACC-oxidase (ACO) (HOUBEN; VAN DE POEL, 2019; LIN; ZHONG;
GRIERSON, 2009).

A sinalizacéo do etileno ao longo do amadurecimento envolve receptores
de membrana codificados por uma familia multigénica, que, no caso do
tomateiro, compreendem sete genes: ETHYLENE RECEPTOR 1 (SIETR1),
SIETR2, SIETR3/NR — Never ripe, e SIETR4-SIETR7 (LIU et al., 2015). A
ativacdo desses receptores pelo etileno induz a estabilizacdo dos fatores de
transcricdo ETHYLENE INSENSITIVE3-LIKE (EIL) que, por sua vez, promovem
a expressdo de ETHYLENE RESPONSIVE FACTORS (ERF) para regular a
transcricdo de genes-alvo durante o amadurecimento do fruto (LIU et al., 2015).
No tomateiro, SIETRS3, alguns genes EIL (SIEIL1, SIEIL2, SIEIL3 e SIEIL4) e
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ERFs (SIERF.E1, SIERF.E2, SIERF.E4 e SIERF.F2) sdo altamente expressos
ao longo do amadurecimento (LIU et al., 2015, 2016).

A qualidade nutricional do tomate maduro (estagio também conhecido
como Red Ripe, RR) é diretamente impactada pelo acumulo de compostos do
metabolismo secundario, incluindo carotenoides, tocofer6is e flavonoides;
enguanto que o flavor (sabor + aroma) do fruto maduro depende de modificacdes
nos perfis de agucares, acidos organicos e compostos volateis (ALMEIDA et al.,
2016; ALVES et al., 2020; BIAN et al., 2011; CARRARI; FERNIE, 2006; EGEA
et al., 2010; GIOVANNONI, 2004; KLEE; GIOVANNONI, 2011; QUINET et al.,
2019).

A luz influencia a biogénese e o desenvolvimento plastidial de frutos em
amadurecimento e isso afeta a composicdo nutricional desse o6rgdo. Os
fitocromos, enquanto reguladores-mestres das cascatas de sinalizacéo
luminosa, controlam inimeros fendmenos criticos ao desenvolvimento da planta,
incluindo o desenvolvimento e amadurecimento dos frutos. Por conta disso, 0s
fitocromos e componentes subjacentes vém sendo extensivamente investigados,
particularmente no que tange a biossintese de compostos isoprenoides como
carotenoides e tocoferdis. Por exemplo, no mutante aurea (au) de tomateiro
(parcialmente deficiente na sintese de P®B), a deficiéncia na percepcéo
luminosa, via fitocromos, revelou um impacto significativo dessa classe de
fotorreceptores na fisiologia dos frutos, com alteracées no inicio da sintese de
etileno e no acumulo de carotenoides nos frutos maduros (BIANCHETTI et al.,
2017).

A sintese de carotenoides ocorre nos plastidios por meio da via do metil-
eritritol fosfato (MEP), tendo como precursor o geranilgeranil difosfato (GGDP)
produzido por acédo da enzima difosfato de geranilgeranilo (GGPS) (ALMEIDA et
al., 2015). O acumulo dos carotenoides do tomate, com destaque para fitoeno,
fitoflueno, licopeno, luteina e pB-caroteno envolvem uma série de reagdes
(ALMEIDA et al., 2015). Resumidamente, o GGDP é convertido a fitoeno por
acao da fitoeno sintase (PSY) que, entdo, é convertido em fitoflueno pela fitoeno
desaturase (PDS) (ALMEIDA et al., 2015). O fitoflueno é convertido em licopeno

que se acumula, predominantemente, no pericarpo do fruto, definindo a cor
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desse 6rgdo (ALMEIDA et al., 2015; DAVIES; HOBSON, 1981). O licopeno é
convertido em luteina e em [B-caroteno por acdo das enzimas B-licopeno ciclase
cloropléastica (LYCP) e B-licopeno ciclase cromoplastica (CYCB) (ALMEIDA et al.,
2015).

No tomate, o silenciamento fruto-especifico (promotor PPC2) de SIPHYA
(PPC2::SIPHYARNA)  ou de SIPHYB2 (PPC2:SIPHYB2RNA)  reduziu
significativamente o conteldo de carotenoides totais, evidenciando o papel
decisivo de fitocromos presentes nos tecidos do préprio fruto na regulagdo da
carotenogénese desse 6rgado (BIANCHETTI et al., 2018). Ademais, a perda de
funcdo dos genes que codificam os reguladores negativos da fotomorfogénese
DAMAGED DNA BINDING PROTEIN 1 (SIDDB1) e DE-ETIOLATED 1 (SIDET1),
nos mutantes ddb1/hpl e detl/hp2 de tomateiro, promoveu niveis mais altos de
carotenoides nos frutos maduros em virtude do significativo desenvolvimento de
cloroplastos em frutos verdes, sendo esse fenotipo convertido em uma maior
abundéncia de cromoplastos (COOKSON et al., 2003; CRUZ et al.,, 2018;
KOLOTILIN et al., 2007; LIU et al., 2004; MUSTILLI et al., 1999).

Em tomateiro, SIPIFla, SIPIF1b e SIPIF3 exibem elevada expressdo nos
tecidos do fruto e se localizam em fotocorpos nucleares, possivelmente pela
interacdo com PHYs ativos (GRAMEGNA et al., 2019; ROSADO et al., 2016).
Evidéncias também indicam que SIPIFla regula diretamente a carotenogénese
nesse 6rgado ao se ligar ao promotor de PHYTOENE SYNTHASE 1 (SIPSY1),
controlando a expressdo desse gene-chave da rota de biossintese de
carotenoides nos frutos em amadurecimento (LLORENTE et al., 2016).

Andlises conduzidas em frutos verdes do tomate indicaram que a
presenca de clorofilas nos tecidos desse 6rgdo induz um efeito de auto-
sombreamento e as células internas do pericarpo recebem o sinal luminoso
enriquecido em FR (baixo R:FR) (LLORENTE et al., 2016, 2017; LLORENTE;
D’ANDREA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2016). Nesses tecidos mais internos
do fruto, uma proporc¢ao relativamente alta de fitocromo inativo (Pr) estabilizaria
SIPIF1a, que, por sua vez, se ligaria diretamente ao promotor do gene de
biossintese de carotenoides (SIPSY1), reprimindo a sua expressao (LLORENTE
et al., 2016, 2017; LLORENTE; D’ANDREA; RODRIGUEZ-CONCEPCION,
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2016). Contudo, com o avanco do amadurecimento, a progressiva degradacéo
das moléculas de clorofila induziria a conversédo de fitocromo para Pfr, o qual
promoveria a degradacao de SIPIFla, desencadeando, portanto, a ativagéo de
SIPSY1 e, consequentemente, a biossintese de carotenoides no fruto em
amadurecimento (LLORENTE et al.,, 2016, 2017; LLORENTE; D’ANDREA;
RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2016).

Outro isoprenoide que se acumula no fruto em amadurecimento é o
tocoferol. A biossintese dos tocoferois também acontece nos plastidios, a partir
de dois precursores: o fitil-difosfato (PDP) da via do MEP e o homogentisato
(HGA), do é&cido chiquimico (SK) (ALMEIDA et al., 2011, 2015, 2016;
GRAMEGNA et al., 2019). O PDP pode ser obtido a partir da conversdo do
GGDP (precursor dos carotenoides) pela acdo da geranilgeranil difosfato
redutase (GGDR); ou a partir da reciclagem do fitol (proveniente da degradacao
da clorofila), sob catalise das enzimas fitol quinase (VTED) e fitil fosfato quinase
(VTEG) (ALMEIDA et al., 2011, 2015, 2016; GRAMEGNA et al., 2019).

A sintese dos tocoferdis ocorre a partir da condensac¢éo do PDP e do HGA
em uma série de reacBes enzimaticas catalisadas pelas enzimas, em sequéncia:
homogentisato fitil transferase (VTE2), 2,3-dimetil-5-fitilquinol metiltransferase
(VTE3), tocoferol ciclase (VTEl) e y-tocoferol-C-metil transferase (VTEA4);
culminando com a liberacdo das quatro isoformas de tocoferéis disponiveis (a-,
B-, y- e &6-tocoferol) que se diferem pelo nimero e posicédo de radicais metil
(ALMEIDA et al., 2011, 2015, 2016; GRAMEGNA et al., 2019).

No tomate, as PIFs agem como componentes downstream da via de
sinalizacdo dos fitocromos para regular o acimulo de tocoferdis. Evidéncias
apontam que, na auséncia de luz, SIPIF3 interage fisicamente com o promotor
do gene GERANYLGERANYL DIPHOSPHATE REDUCTASE (SIGGDR),
inibindo a sua expressao e reprimindo a sintese de tocoferdis no fruto em
amadurecimento (GRAMEGNA et al., 2019).

Senescéncia foliar. A senescéncia foliar € um processo de intensa
atividade metabdlica, incluindo a degradacao de clorofila, proteinas, lipideos e
acidos nucleicos; e a remobilizacédo de nutrientes, tais como nitrogénio, fosforo,

ions metalicos e minerais, para o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da
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planta (BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003; LIM et al., 2018; SAKURABA,
2021). A senescéncia pode ser induzida por fatores intrinsecos da planta,
incluindo idade, fase de desenvolvimento e balan¢co hormonal, mas também por
fatores ambientais, tais como seca, salinidade, temperaturas e luz (condi¢des de
escuro ou diminuicdo da razdo R:FR) (BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003;
LIM et al., 2018; SAKURABA, 2021; TRIPATHI et al., 2019).

A irradiagdo com luz R mostrou ser efetiva para inibir a degradacéo da
clorofila em folhas de plantas de pepino e tomate e esse efeito foi revertido pela
luz FR, indicando o envolvimento do PHY na regulacdo da senescéncia foliar
(TUCKER, 1981). Analises conduzidas em A. thaliana tem revelado um papel de
destaque para PHYB na repressao da senescéncia foliar (LIM et al., 2018;
SAKURABA et al.,, 2014). Em Arabidopsis, a perda de funcdo de AtPHYB
(mutante atphyb), mas nédo de AtPHYA (mutante atphya), promoveu um fenétipo
de senescéncia acelerada, induzida por escuro, com teores reduzidos de
clorofila se comparado ao selvagem (SAKURABA et al., 2014). De forma
condizente, apenas o mutante atphyb, mas nao atphya, cultivado sob luz R ou
alta razdo R:FR exibiu um teor reduzido de clorofilas nas folhas, se comparado
ao controle; indicando que AtPHYB ativo inibe a senescéncia foliar nessas
condicBes de luminosidade (LIM et al., 2018).

Em A. thaliana, a senescéncia foliar é inibida pela acdo conjunta de
AtPHYB e EARLY FLOWERING 3 (AtEF3), um componente do relégio
circadiano, que agem em nivel pés-traducional e transcricional, respectivamente,
limitando os niveis de AtPIF4 e AtPIF5, reguladores positivos da senescéncia
induzida por idade e auséncia de luz (SAKURABA et al.,, 2014). No escuro,
AtPIF4 e AtPIF5 induzem a sinalizac&o de etileno pela ativacdo da expresséao de
ETHYLENE INSENSITIVE3 (AtEIN3), assim como a sinalizagcao de ABA pela
inducdo de ABA-INSENSITIVE 5 (AtABI5) e ENHANCED EM LEVEL
(AtEEL) (SAKURABA et al., 2014). Em conjunto, as cinco proteinas ativam a
expressdo do principal fator de transcricdo associado a senescéncia em A.
thaliana, 0 ORESARA 1 (AtORE1), um gene da familia NAC (no apical meristem
[NAM], Arabidopsis transcription activation factor [ATAF], e cup-shaped
cotyledon [CUC]) de fatores de transcricdo regulados por senescéncia
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(BALAZADEH; RIANO-PACHON; MUELLER-ROEBER, 2008; SAKURABA et
al., 2014).

O fator de transcricio AtORE1l induz a expressao de genes de
senescéncia, os SENESCENCE-ASSOCIATED GENES (SAGs), envolvidos
com fungdes catabdlicas e de transporte de acucares (BALAZADEH et al., 2010;
JAMES et al., 2018; MATALLANA-RAMIREZ et al., 2013; SAKURABA et al.,
2014). SAG12 é um dos marcadores de senescéncia mais amplamente
utilizados; a protease resultante degrada a RuBisCO e remobiliza nitrogénio (N)
em tecidos foliares senescentes (JAMES et al., 2018).

Folhas senescentes do mutante phyb de A. thaliana exibiram uma elevada
expressao de AtSAG12 e um fenétipo de amarelecimento foliar evidenciado pela
reducao nos teores de clorofila (SAKURABA et al., 2014). A expressao de genes
catabdlicos de clorofila, incluindo NON-YELLOW COLORING 1 (AtNYC1),
STAY-GREEN 1 (AtSGR1), também conhecido como NON-YELLOWING 1
(AtNYE1) e PHEOPHORBIDE A OXYGENASE (AtPAO), é fortemente regulada
por AtORE1 que modula a degradacao desse pigmento fotossintético durante a
senescéncia foliar (QIU et al., 2015).

Em A. thaliana, AtPIF4 mostrou regular a expressdao de genes do
metabolismo da clorofila em folhas senescentes, promovendo AtSGR1 para a
degradacdo desse pigmento e reprimindo PROTOCHLOROPHYLLIDE
OXIDOREDUCTASE C (AtPORC), um gene da rota biossintética de clorofilas
(SONG et al., 2014). As folhas senescentes de A. thaliana também exibiram
regulacdo negativa dos genes GOLDEN2-LIKE 1 (AtGLK1l) e AtGLK2, de
maneira dependente de AtPIF4 (SONG et al., 2014). AtGLK1 e AtGLK2 sé&o
fatores de transcricio mantenedores do cloroplasto, regulando o
desenvolvimento dessa organela e a biossintese de clorofilas (WATERS et al.,
2009). Em tomateiro, os genes GLK (SIGLK1 e SIGLK2) exibem expresséo
diferencial, sendo que SIGLK1 é mais transcrito nas folhas e SIGLK2 é expresso
apenas nos tecidos do fruto (NGUYEN et al., 2014).

O silenciamento de SIPIF4 (35S::SIPIF4RNA) mostrou ser eficaz para
retardar a senescéncia foliar induzida por idade (ROSADO et al., 2019). As folhas

silenciadas permaneceram mais verdes que as do selvagem e analises da
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abundéancia de transcritos evidenciaram niveis reduzidos dos genes-chave:
SISAG12, SIORE1S23, SIORE1S26 e SISGR1 (ROSADO et al.,, 2019) Além
disso, as folhas senescentes da transgénica 35S::SIPIF4RNAI exibiram niveis
aumentados de SIGLK1 e as alteracdes nesses transcritos regularam
negativamente a senescéncia das folhas, retardando esse processo (ROSADO
et al., 2019).

Como observado, os fitocromos controlam indimeros aspectos de
desenvolvimento da planta, atuando desde a germinacdo da semente até a
senescéncia foliar. Na historia da biologia vegetal, a compreensao do papel do
fitocromo na regulacao desses fendmenos advém, em sua maioria, de pesquisas
conduzidas no modelo A. thaliana. Entretanto, nota-se um aumento significativo
no volume de pesquisas dedicadas ao estudo da sinalizacao via fitocromos em
espécies-modelo alternativas, bem como em espécies de interesse econdémico,
visando, entre outros fatores, elucidar se 0s mecanismos moleculares
identificados em A. thaliana séo conservados nas demais espécies e em outros
aspectos do ciclo de vida das plantas.

Ademais, no caso de plantas de interesse agronémico, ha um interesse
crescente no desenvolvimento de estratégias biotecnologicas envolvendo a
manipulacdo de fotorreceptores e elementos das cascatas de transducao de
sinais luminosos para ganhos na producéo de alimentos, qualidade nutricional,
resisténcia a estresses, entre outros; sendo essa area do conhecimento
denominada fotobiotecnologia vegetal (GANESAN et al., 2017; GURURANI;
GANESAN; SONG, 2015; MAWPHLANG; KHARSHIING, 2017).

O tomateiro, uma planta modelo de interesse agronémico com frutos de

relevancia nutricional e alto valor de producéao

O tomateiro (S. lycopersicum) € uma frutifera da familia de Solanaceae,
uma familia botanica que engloba muitas culturas economicamente relevantes,
incluindo a batata (Solanum tuberosum), a beringela (Solanum melongena), a
pimenta (Capsicum annuum) e o tabaco (Nicotiana tabacum) (BERGOUGNOUX,
2014; QUINET et al., 2019).
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A producéo mundial de tomate registrou aumentos consideraveis ao longo
dos ultimos anos e, mais recentemente, alcancou a marca de 186,8 milhdes de
toneladas (Mt) produzidas em cerca de 5,05 milhdes de hectares (FAOSTAT,
2022). Nesse cenario, a Asia figura como o principal continente produtor de
tomate, representando 62,6% da producdo global, seguida pelas Américas
(13,1%), Europa (12,2%), Africa (11,9%) e Oceania (0,2%) (FAOSTAT, 2022).
Dentre os maiores paises produtores desse fruto, a China aparece em primeiro
lugar com 64,7Mt de tomate e o Brasil ocupa a décima posi¢cdo com 3,7Mt desse
fruto carnoso (FAOSTAT, 2022).

A relevancia econbmica dessa commaodity esta intimamente associada ao
seu crescente consumo, seja processado, na forma de sopas, molhos e sucos,
ou in natura, motivado, em parte, pelo fato que o tomate contém inameras
substancias de valor nutricional para a saude humana (ALl et al.,, 2021;
BERGOUGNOUX, 2014; QUINET et al., 2019). O tomate é rico em inUmeros
compostos antioxidantes, com destaque para licopeno, B-caroteno (pro-vitamina
A), tocoferdis (vitamina E), &cido ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos
(ALI et al., 2021, BERGOUGNOUX, 2014). Consequentemente, esse fruto
carnoso representa uma potencial fonte de substancias bioativas (de natureza
dietética), destinadas ao combate de radicais livres para a prevencao de
inUmeras doencas degenerativas e potenciais danos do envelhecimento (cancer,
doencas cardiovasculares e neuroldgicas) (ALl et al., 2021; BERGOUGNOUX,
2014).

Mais do que uma cultura alimentar de alto valor nutricional e de
substancial interesse econ6mico, o tomateiro tem se destacado como um
modelo vegetal alternativo a A. thaliana para diferentes vertentes de estudos,
incluindo, logicamente, estudos sobre o desenvolvimento de frutos carnosos
climatéricos (vide secdo anterior) (CAMPOS et al.,, 2010; CARVALHO et al.,
2011; GIOVANNONI, 2004).

Aléem de ser o principal modelo genético para estudos sobre frutos
carnosos climatéricos, 0 tomateiro apresenta atributos que possibilitam
investigar fendmenos da biologia vegetal até entdo dificeis ou improvaveis de

serem explorados no modelo A. thaliana (CAMPOS et al., 2010). Nesse contexto,
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vale destacar que o tomateiro consiste em uma planta de dia neutro com
crescimento simpodial, folhas compostas, tricomas glandulares e raizes
micorrizicas (CARVALHO et al., 2011). A. thaliana, por sua vez, € uma planta de
dia longo que apresenta crescimento monopodial, folhas simples, tricomas néo-
glandulares, raizes do tipo axial e frutos secos (MEINKE et al., 1998).

Além da relevancia econdmica, S. lycopersicum atende a premissas que
0 posiciona como um modelo promissor para o estudo da biologia vegetal,
incluindo ciclo de vida curto, possibilidade de cultivo em larga escala, genoma
completamente sequenciado (TOMATO GENOME CONSORTIUM, 2012) e
protocolos bem estabelecidos de transformacdo genética estavel e transiente
(CARVALHO et al., 2011; PINO et al., 2010; QUADRANA et al., 2011; TOMATO
GENOME CONSORTIUM, 2012).

Considerando que o tomateiro possui inGmeros atributos que o elege
como uma espécie modelo alternativa a A. thaliana; e que os fitocromos
desempenham papéis diversificados ao longo do ciclo de vida da planta, a
manipulacdo de fitocromos nessa solanacea pode fornecer insights relevantes
para a obtencdo de cultivares aprimorados dessa espécie de relevancia

agrondémica.

Explorando a diversificacdo funcional dos paralogos SIPHYB1 e SIPHYB2
e seus alelos constitutivamente ativos como estratégia fotobiotecnolégica

em tomateiro

Dada sua atuacao a jusante (upstream) na via de sinalizagdo luminosa, a
manipulagdo genética dos niveis de PHY através da sobre-expressao desse
fotorreceptor tem sido uma estratégia fotobiotecnoldgica recorrentemente
adotada em estudos visando o melhoramento de culturas (ALVES et al., 2020;
GANESAN et al., 2017; HUSAINEID et al., 2007). Entretanto, com 0s avan¢os
no conhecimento sobre a estrutura e funcionamento das moléculas dos
fitocromos, uma nova abordagem surgiu no campo da fotobiotecnologia vegetal,
a qual se baseia em mudancas na sequéncia de aminoacidos dos

fotorreceptores visando alterar seus mecanismos de funcionamento,
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estabilidade, intensidades de resposta, entre outros fatores (NAGATANI, 2010;
SU; LAGARIAS, 2007).

Como exemplo dessa abordagem, estudos pioneiros em A. thaliana
revelaram que uma mutagcdo no modulo fotossensorial do fitocromo B interfere
na fotoconversdo e, subsequentemente, na sinalizacdo desse fotorreceptor
(OKA; KONG; MATSUSHITA, 2011; SU; LAGARIAS, 2007). A mutacdo consiste
na substituicio aminoacidica de Tyr-para-His na posi¢do 276 do dominio GAF
do AtPHYB (AtPHYBY?7®") que resulta na ativacdo permanente desse
fotorreceptor, independentemente do sinal Iluminoso (OKA; KONG;
MATSUSHITA, 2011; SU; LAGARIAS, 2007). Um segundo mutante com
ativacdo constitutiva de AtPHYB (AtPHYBY3%3V) foi obtido pela substituicdo de
Tyr303-para-Val, e exibiu fotomorfogénese constitutiva em auséncia de luz, de
modo similar ao descrito para AtPHYBY?/®H (JEONG et al.,, 2016). JA a
substituicdo aminoacidica de Tyr-para-His na posicdo 242 do dominio GAF do
AtPHYA (AtPHYAY?42H) resultou em respostas fotomorfogénicas parciais no
escuro, isto é, a expansao do cotilédone, mas um ligeiro alongamento do
hipocotilo (SU; LAGARIAS, 2007). Sendo que esse desestiolamento parcial
evidenciado nas plantas portando AtPHYAY?#?H foi associado a reduzida
estabilidade de AtPHYA (SU; LAGARIAS, 2007). Em conjunto, esses dados
relevam o potencial biotecnolégico da substituicdo de residuos conservados de
Tyr do dominio GAF de fitocromos A, e particularmente fitocromos B, para a
obtencdo de fitocromos constitutivamente ativos (JEONG et al.,, 2016; SU;
LAGARIAS, 2007).

Desde a descoberta dos seus impactos em A. thaliana, a manipulagao de
sequéncias aminoacidicas dos PHYs tem sido proposta como uma estratégia
interessante tanto para estudos fisioldgicos da sinalizacdo dos PHYs, quanto
para fins de fotobiotecnologia (JEONG et al., 2016; OKA; KONG; MATSUSHITA,
2011; SU; LAGARIAS, 2007). O potencial biotecnolégico dessa manipulacéo,
como evidenciado inicialmente para o mutante AtPHYBY?7%H, reside na saturacdo
das cascatas de sinalizacdo desse fotorreceptor, ocasionando alteracdes
fenotipicas ainda mais marcantes do que a sobre-expressdo das sequéncias
selvagens de AtPHYB (HU; SU; LAGARIAS, 2009; OKA; KONG; MATSUSHITA,
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2011; SU; LAGARIAS, 2007). De fato, plantulas de A. thaliana portanto a verséo
AtPHYBY?7®H crescidas no escuro exibem um fenétipo cop (hipocétilos curtos,
cotilédones expandidos e diferenciacdo parcial de plastidios), indicando que a
consequéncia funcional desta mutacdo € a ativacdo constitutiva de PHYB,
independente de luz, o que ndo pode ser atingido pela simples sobre-expresséo
da sequéncia selvagem desse fotorreceptor (HU; SU; LAGARIAS, 2009; OKA;
KONG; MATSUSHITA, 2011; SU; LAGARIAS, 2007).

A adocdo de alelos PHYs com ativacdo constitutiva pode ser uma
ferramenta bastante Gtil para regular inUmeros aspectos de desenvolvimento
mediados pelo sinal luminoso, com vista a alteracao de fenétipos de interesse
comercial, tais como responsividade ao sombreamento, arquitetura vegetativa,
tempo de florescimento, qualidade nutricional, entre outros. (HU et al., 2020; SU;
LAGARIAS, 2007). Menos 6bvio, mas igualmente relevante, seria empregar essa
estratégia para investigar os impactos da saturacdo das vias de sinalizacéo
luminosa de PHYs e seus desdobramentos para a fisiologia da planta, a fim de
caracterizar respostas causadas pela presenca de versdes hiperativas desses
fotorreceptores (HU et al.,, 2020; OKA; KONG; MATSUSHITA, 2011; SU;
LAGARIAS, 2007).

Uma espécie modelo particularmente interessante para estudos dessa
natureza seria o tomateiro, que diferentemente de A. thaliana, possui dois genes
PHYB (SIPHYB1 e SIPHYB2), que se originaram a partir da triplicacdo completa
do genoma de Solanum (ALBA et al., 2000; TOMATO GENOME CONSORTIUM,
2012). Curiosamente, SIPHYB1 e SIPHYB2 exibem expresséo diferencial no
tomateiro, onde SIPHYB1 é mais expresso nos 0rgaos vegetativos (folhas) e em
raizes, enquanto que SIPHYB2 € mais abundantemente transcrito nos tecidos
do fruto (BIANCHETTI et al., 2017; HAUSER; PRATT; CORDONNIER-PRATT,
1997).

Consistente com esse padrdao de expressdo, o silenciamento fruto-
especifico de SIPHYB2 (PPC2::SIPHYB2RNA) em tomateiro promoveu impactos
particularmente expressivos na carotenogénese e no acumulo de acgucares,
influenciando a qualidade e atributos associados ao flavor desse fruto carnoso

(BIANCHETTI et al.,, 2018). Surpreendentemente, a sobre-expressao fruto-
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especifica no tomateiro, do alelo constitutivamente ativo de SIPHYB2
(PPC2::SIPHYB2Y252H) ' resultou em incrementos significativos em um maior
namero de parametros de qualidade do fruto, se comparado a uma abordagem
similar utilizando seu alelo nativo/selvagem (PPC2::SIPHYB2C©E) (ALVES et al.,
2020).

Um estudo classico entre mutantes simples (phybl e phyb2) de tomateiro
mostrou haver uma possivel diversificacao funcional entre SIPHYB1 e SIPHYB2
no desestiolamento de plantulas (WELLER et al., 2000). Dentre esses dois
paralogos, analises indicaram que SIPHYB1 tem um papel predominante uma
vez que plantulas de phybl, em contraste com phyb2, sob luz vermelha continua,
exibiram um acentuado alongamento do hipocétilo e, nesse O6rgéo, foi
evidenciado uma drastica reducdo no acumulo de pigmentos (antocianinas e
clorofilas) (WELLER et al., 2000).

Analises posteriores revelaram que a sobre-expressao constitutiva desses
fitocromos selvagens (35S:SIPHYB19E e 35S::SIPHYB20F) em tomateiro
resultou na reducdo em altura da planta, se comparado ao controle (WT)
(HUSAINEID et al., 2007). Contrastando com o que foi observado anteriormente
para slphybl e slphyb2, aqui o efeito da sobre-expresséo de SIPHYB2 foi mais
pronunciado (ou seja, reduziu o alongamento do caule em até 50% e promoveu
uma maior pigmentacdo das folhas), sugerindo que a sobre-expressao desses
dois PHYBs mas, principalmente, SIPHYB2 poderia induzir respostas
fotomorfogénicas robustas (HUSAINEID et al., 2007; WELLER et al., 2000).

Evidéncias também sugerem uma subfuncionalizacdo entre SIPHYB1 e
SIPHYB2 no controle da fotossintese e espessamento foliar em tomateiro
(CARLSON et al., 2020), uma vez que a atividade fotossintética foi positivamente
regulada no mutante slphybl, mas suprimida no mutante slphyb2 (CARLSON et
al., 2020). Constatou-se também que o teor de clorofila nas folhas dos mutantes
nao diferiu significativamente do gendtipo selvagem, mas slphyb2 apresentou
maior massa foliar fresca que slphybl (CARLSON et al., 2020).

Evidentemente, a subfuncionaliza¢do dos fitocromos B1/B2 em tomateiro
ainda é um campo muito pouco explorado, com inimeras lacunas acerca dos

papeis desses fotorreceptores nessa espécie. Até o momento, relativamente
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poucos estudos buscaram investigar a contribuicdo desses fitocromos para o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da planta apés a fase de
desestiolamento. Adicionalmente, pouco se sabe quais as contribuicbes de
SIPHYB1 no desenvolvimento e amadurecimento do fruto carnoso; e, acima de
tudo, inexistem estudos que avaliem os impactos da sobre-expressao
constitutiva de alelos permanentemente ativos de SIPHYB1 e SIPHYB2 sobre o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo dessa espécie agronomicamente
relevante.

Em suma, a existéncia de dois genes PHYB (SIPHYB1 e SIPHYB2) em
tomateiro, os quais sdo diferencialmente expressos, aliado a particularidades
dessa espécie comercial, abrem perspectivas interessantes para estudos acerca
dos impactos das saturacdes das vias de sinalizacdo desses dois paralogos
durante todo o ciclo de vida do tomateiro. Estudos dessa natureza possuem o
potencial ndo apenas de identificar o potencial fotobiotecnolégico de cada um
desses PHYBs, mas também entender um pouco melhor suas convergéncias e

especificidades de resposta.
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CONCLUSAO

De modo geral, ambos os ortélogos de AtPHYB em tomateiro (SIPHYB1
e SIPHYB2), quando expressos em suas versdes constitutivamente ativas,
compartilharam efeitos similares em muitos parametros, embora tenham sido
observadas respostas mais dramaticas na biologia reprodutiva de SIYHB2,
sugerindo uma possivel subfuncionalizacédo entre esses PHYBs para aspectos
especificos do desenvolvimento da planta. As plantas de SIYHB1 e de SIYHB2
apresentaram caracteristicas equivalentes no tocante a porcdo vegetativa,
incluindo dréastica reducédo do eixo principal (nanismo), atraso na liberacédo de
gemas axilares, presenca de folhas exageradamente verdes, que apresentavam
maior massa fresca, além de um possivel atraso na senescéncia foliar nos
fitbmeros basais. Contudo, a manipulacéo desses fitocromos resultou em efeitos
parcialmente distintos entre os gendtipos SIYHB1 e SIYHB2 no que diz respeito
ao desenvolvimento reprodutivo dessas plantas. Ainda que todas as plantas
transgénicas tenham formado menos flores por inflorescéncias, somente as
linhagens de SIYHB2 produziram menos frutos, sendo que estes exibiram uma
regulacdo negativa global de genes-chave de biossintese e sinalizacdo de
etileno, sugerindo um atraso no amadurecimento dos frutos de SIYHB2, quando
comparado a SIYHB1 ou ao selvagem. Ademais, os frutos de SIYHB2, em
relacdo aos frutos de SIYHB1, possuiam mais clorofila no estagio verde e,
consequentemente, um acumulo mais pronunciado de tocoferdis no estagio
vermelho. Além disso, quando comparados ao genétipo selvagem, somente 0s
frutos maduros de SIYHB2 exibiram niveis aumentados no teor total de
carotenoides e °Brix, enquanto que os frutos de SIYHB1 exibiram um contetdo
de carotenoides similar ao controle (WT), mas apresentaram niveis reduzidos de
sélidos soluveis.

O conjunto de evidéncias experimentais obtidas a partir da sobre-
expressdo de alelos constitutivamente ativos de SIPHYB1 e SIPHYB2 em
tomateiro possibilitaram a caracterizacdo de papéis, ora convergentes, ora
especificos, para esses fitocromos. O monitoramento tanto de aspectos
vegetativos, quanto reprodutivos de plantas de tomateiro, corroboram a hipétese

de que a substituicdo de residuos conservados de Tyr do dominio GAF resultam
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na saturacdo da sinalizacdo de PHYB independente da espécie vegetal
analisada. No caso particular da saturacao da sinalizacdo de SIYHB2, os frutos
maduros exibiram teores elevados de carotenoides totais, tocoferdis e um alto
°Brix, atributos de qualidade nutricional de relevancia no mercado, o que
corroboraria a adocdo dessa estratégia fotobiotecnoldgica para o cultivo de
variedades comerciais de tomateiro, muito embora a producao de frutos nas
plantas de SIYHB2 tenha sido reduzida. Somado a isso, 0 atraso da senescéncia
foliar possibilitaria, talvez, a manutencdo de maiores taxas fotossintéticas nas
folhas mais basais que, em ultima analise, promoveria uma maior disponibilidade
de fotoassimilados, exportados aos frutos como sugerem os dados de °Brix nos
frutos de SIYHB2. Esse Ultimo aspecto talvez seja particularmente relevante no
caso de plantas expostas a condigcbes ambientais estressantes, tais como seca,
estresse térmico ou sombreamento, as quais ndo foram abordadas no presente
trabalho, ja que as plantas foram cultivadas sob condi¢cdes de cultivo protegido
em casa de vegetacdo. Por fim, a reducao no alongamento do caule poderia ser
vantajoso no contexto de cultivo em estufas agricolas, permitindo, em teoria, 0
crescimento de plantas em condicdbes mais adensadas, uma vez que,
aparentemente, as respostas de evitagdo ao sombreamento foram fortemente
atenuadas tanto em SIYHB2 quanto em SIYHB1.

Considerando as multiplas respostas metabdlicas e de desenvolvimento
atribuidas a manipulacéo constitutiva desses fotorreceptores hiperativados, esse
estudo inicial coloca em perspectiva inUmeros aspectos a serem explorados
futuramente nos gendétipos SIYHB1 e SIYHBZ2, incluindo:

(1) Quais rotas metabodlicas e de desenvolvimento sdo moduladas
pelos paralogos SIPHYB1 e SIPHYB2 durante o desenvolvimento inicial de
plantulas de tomateiro? A germinacédo de sementes de SIYHB1 e SIYHB2, em
condi¢cdes de escuro, com a subsequente andlise dos perfis metabdlicos e
transcricionais nos diferentes tecidos das plantulas (raizes, hipocoétilos e
cotilédones), poderia revelar as rotas metabdlicas e de desenvolvimento
reguladas pelos paralogos SIPHYB1 e SIPHYB2, sem a interferéncia da ativacao

de outros fotorreceptores.
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(2) A atenuacéao do crescimento vertical seriadevido a expanséao e/ou
a densidade de células nesse tecido? Esse efeito poderia ser
correlacionado a teores reduzidos de auxinas? A dosagem dos niveis de
auxinas, em combinagdo a analises da abundancia de transcritos de genes-
chave de biossintese e sinalizacdo desse horménio, poderia revelar se a intima
relacdo, ja descrita para Arabidopsis entre PHYB e auxinas, também explicaria
0 menor alongamento caulinar detectado nas plantas de SIYHB1 e SIYHB2.
Ademais, analises anatdmicas de cortes histologicos de sec¢bes do caule,
especialmente em regifes dos entrendés basais, poderiam elucidar se tais
diferencas de altura das plantas se deve a alteracbes na expansao ou
proliferagao celular, ou ambas.

(3) O atraso na perda da dominancia apical das linhagens
transgénicas estaria associada a modificacdes nas vias hormonais e/ou na
particdo de acUcares? A investigacdo dos niveis de auxinas, citocininas e
estrigolactonas, e suas rotas de sinalizagdo, seria um ponto de partida
interessante para se descobrir a interconexdo dessas vias e seus efeitos a
jusante (downstream) no padrdo de ramificacdo dessas plantas transgénicas.
Em adicdo, andlises das taxas fotossintéticas e do balanco de carbono, em
plantas em diferentes fases de desenvolvimento, poderia trazer importantes
informacgdes sobre o status de carbono e seus impactos sobre a liberacao tardia
no desenvolvimento das gemas laterais.

(4) O ganho em massa fresca evidenciado nas folhas estaria
correlacionado ao espessamento do tecido foliar em decorréncia do
alongamento e/ou proliferagdo celular? Analises de area foliar — unitaria e
total — aliadas a analises anatdomicas de seccbes de tecidos foliares,
acrescentariam camadas adicionais de informacdes acerca dos impactos das
rotas de sinalizacao dos fitocromos sobre o desenvolvimento foliar em tomateiro.

(5) Os teores elevados de clorofilas detectados em folhas e frutos
verdes de SIPHYB1 e SIPHYB2 estariam correlacionados ao aumento na
abundéancia e/ou aincrementos na ultraestrutura plastidial? Para investigar
as razdes por tras do acumulo exacerbado de clorofilas em diferentes 6rgaos da

planta — folhas e frutos — analises de abundancia (microscopia Optica) e
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ultraestrutura plastidial (microscopia eletronica de transmisséo) poderiam revelar
se 0 aumento nos teores desse pigmento estaria associado a um ndamero
elevado de plastidios e/ou a um maior desenvolvimento dessas organelas.
Ademais, andlises de expressdo de genes associados a rota biossintética das
clorofilas (e.g., SIPOR1) e a divisédo dos plastidios (e.g., SIPDV2) forneceriam
evidéncias moleculares essenciais a compreensao desses processos.

(6) O possivel atraso na senescéncia foliar em SIPHYB1 e SIPHYB2
envolveria alteragbes na sinalizacdo hormonal? Esse fenotipo de
longevidade foliar aumentada estaria associado a incrementos das taxas
fotossintéticas? Analises da homeostase de fitormonios, tais como auxinas,
citocininas e etileno, acrescentariam mais informacdes acerca da interacdo entre
PHYB-hormonios no controle da senescéncia foliar. Ademais, a inclusao de
analises da performance fotossintética e fluorescéncia da clorofila das folhas
poderiam fornecer dados relevantes com relacdo a esses aspectos, mas também
dar indicios do potencial dessa manipulacéo biotecnolégica na modulacdo de
acucares, conforme sugerido pelos dados preliminares medidos em escala °Brix.

(7) O atraso na floracdo e a producdo de menos flores por
inflorescéncia seriam devido a regulacdo negativa de componentes-chave
do florescimento em tomateiro? Analises adicionais, tais como o0
acompanhamento do namero de dias necessarios a antese da primeira flor,
juntamente da mensurag¢do do numero de folhas produzidas anteriormente ao
florescimento, poderiam confirmar a ocorréncia de um atraso na transi¢ao floral
nas linhagens transgénicas. Na sequéncia, dados de expressao de genes de
floracdo, como SISFT nas folhas e SIFA na porcéo apical do caule, expandiria a
compreensao desse fenotipo.

(8) O impacto negativo na producao de frutos das plantas de SIYHB2
estaria correlacionado a efeitos deletérios nos gametéfitos masculinos
e/ou femininos das flores? Uma estratégia para aliviar essa possibilidade
consistiria na analise das porcentagens de frutos formados em experimentos de
cruzamento entre WT e SIYHB2. A transferéncia de polen de SIYHB2 para o
ovario de plantas selvagens, e vice-versa, com a mensuragdo da taxa de

pegamento de frutos (fruit set) nesses gendtipos seria um modo de investigar a
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viabilidade polinica e a funcionalidade do ovario de SIYHB2. Além disso, analises
in vitro de viabilidade e taxa de germinacdo dos graos de podlen de SIYHB2
poderiam complementar essa investigacao.

(9) O aparente atraso na fase de amadurecimento dos frutos
transgénicos estaria correlacionado com as taxas de emissao de etileno
pelos frutos? Teores elevados de licopeno nos frutos transgénicos
poderiam ser detectados em estagios mais avancados de
amadurecimento? A dosagem do teor de ACC, da emissédo de etileno e da
atividade de ACO, seriam essenciais para investigar se ha correlacdo entre esse
fendtipo de amadurecimento tardio nos frutos das transgénicas e o metabolismo
de etileno. Ademais, a expressédo de outros genes do metabolismo e sinalizacao
de etileno, assim como de reguladores mestres do amadurecimento (e.g., SIRIN,
SINOR) trariam mais evidéncias a respeito desse aspecto. Além disso, a
mensuracao de perfis de carotenoides em frutos maduros em estagios mais
avancados de amadurecimento (e.g., estagio Bk21), em adicdo a expresséao de
genes que codificam para enzimas-chave que direcionam a conversédo de
fitoflueno em licopeno (e.g., {-CAROTENE DESATURASE/SIZDS e
CAROTENOID ISOMERASE/SICRTISO), seriam necessarios para determinar
se houve um efeito permanente ou apenas um atraso no acumulo de licopeno
nessas transgénicas.

(10) A eventual supresséo de fen6tipos correlacionados ao SAS (e.g.,
drastica reducao do crescimento, senescéncia foliar retardada e impactos
na floracdo), observado nas plantas cultivadas em condi¢cdes naturais de
luminosidade, seria mantido em condi¢gdes de sombreamento (baixa razéo
F:FR)? A condugcdo de experimentos envolvendo o cultivo das plantas
transgénicas e suas contrapartes selvagens em ambientes com baixas e altas
raz0es de R:FR, poderia trazer informagOes valiosas sobre o potencial de
utilizacdo dessas linhagens para cultivo em condicdes de alta densidade
vegetativa. Assim sendo, esses procedimentos forneceriam dados mais
robustos acerca do impacto dessa manipulacao fotobiotecnologica de tomateiro

como uma estratégia a supressao de SAS.
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(11) Os gendtipos SIYHB1 e SIYHB2 teriam vantagens em condi¢cdes
estressantes, tais como seca ou alta temperatura? Tendo em vista as
alteracdes drasticas do clima em virtude do aquecimento global, a obtencéo de
culturas agricolas tolerantes a seca tem surgido como um dos topicos mais
investigados nos ultimos anos. Dado que a manipulacéo de SIYHB1 e de SIYHB2
resultou em folhas com elevada massa fresca, esse efeito poderia estar
associado a reduzida perda de agua por transpiracdo e, consequentemente, uma
potencial resisténcia a seca. Assim, experimentos de estresse hidrico com a
mensuracao de parametros relacionados ao desempenho de ganho de carbono,
status hidrico, homeostase redox, relacdo raiz/parte aérea e dosagem de
hormoénios de sinalizacdo de seca (e.g., ABA) poderiam prover informagdes
iniciais sobre esse aspecto. Ademais, considerando que o alelo YH em
Arabidopsis (35S::PHYBY276H) é pouco responsivo a reversao térmica (HUANG
et al., 2019), a hiperativacédo de SIPHYB1 e SIPHYB2 em tomateiro poderia, em
teoria, impactar significativamente o crescimento e desenvolvimento das plantas
sob condi¢cbes de temperaturas elevadas (termomorfogénese), uma vez que,
nessas condi¢cdes, o pool de PHYB ativo no nucleo é reduzido (LEGRIS et al.,
2016). Logo, investigar o crescimento de plantulas/plantas de SIYHB1 e SIYHB2
sob influéncia desse fator ambiental € um caminho promissor para pesquisas
futuras.

Em suma, as informag0es obtidas ao longo de nossa pesquisa podem
contribuir para a compreenséao dos impactos dos fitocromos B1 e B2 no controle
do desenvolvimento do tomateiro, considerando que a literatura atualmente
disponivel acerca dessa temética continua centrada na planta-modelo A.
thaliana, cujo genoma codifica para um tnico PHYB. Para além disso, os dados
obtidos através de nosso estudo, fornecem informagfes acerca dos impactos da
saturacdo da sinalizacdo de ambos os PHYBs em diversos aspectos de
desenvolvimento do tomateiro (i.e., vegetativo e reprodutivo), ndo se restringindo
apenas ao desenvolvimento e qualidade nutricional de seus frutos, como
observado em linhagens de tomateiro com sobre-expressao fruto-especifica de
SIYHB2 (PPC2::SIYHB2).
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