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RESUMO

BARBOSA, Ana Claudia Oliveira, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus-
BA, Fevereiro de 2020. CARACTERIZA(;AO MOLECULAR E EXPRESSAO DE
FAMILIAS GENICAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DE SACAROSE EM
FRUTOS DE TOMATEIRO SOB DEFICIT HIDRICO. Orientador: Dr. Marcio
Gilberto Cardoso Costa. Coorientador (a): Dra. Luciana Rodrigues Camillo.

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma das principais hortalicas cultivadas no mundo
e um modelo bioldgico para o desenvolvimento de frutos carnosos. Estudos recentes
mostraram que o déficit hidrico contribui para 0 aumento da concentracao de agucares
soliveis em frutos carnosos. Tal incremento pode ser resultante dos efeitos da
desidratacdo, por exercer um efeito de concentracdo, do acimulo ativo de solutos ou da
quebra do amido, embora a causa exata ainda seja desconhecida. Dada a importancia que
as enzimas metabolizadoras de sacarose desempenham no metabolismo de aglcares em
frutos de tomate, e dos efeitos pouco conhecidos do déficit hidrico sobre essas enzimas,
0 presente estudo teve como objetivo caracterizar, em nivel molecular e transcricional,
genes que codificam as principais enzimas metabolizadora de sacarose em frutos de
tomate, sob déficit hidrico e identificar aqueles potencialmente envolvidos no acimulo
de sacarose induzida por seca e ABA em frutos. Para tanto, nesse trabalho, plantas de
tomate foram submetidas a experimentos controle e de deficiéncia hidrica e foram
caracterizados in silico 25 genes envolvidos no metabolismo da sacarose, distribuidos em
cinco familias, sendo sete genes da familia SISUSY, quatro da SISPS, oito da SICIN, quatro
da SICWIN e dois da SIVIN. As regides promotoras dos genes apresentaram elementos
cis-elementos regulatorios responsivos a luz, ABA (ABRE), etileno (ERE), seca (MBS)
e estresse por baixa temperatura (LTR). A anélise das sequéncias de aminoacidos indicou
gue as enzimas de sacarose em tomate variam de 57 a 119 KDa e sdo todas hidrofilicas.
As proteinas apresentaram dominios e motivos conservados previamente caracterizados
em outras espécies, indicando que sdo funcionais. As analises fisiolégicas demonstraram
diminuicdo significativa da taxa fotossintética (A), taxa transpiratoria (E), condutancia
estomatica (gs) e potencial hidrico foliar(¥w) em plantas de tomate submetidas a
deficiéncia hidrica. O ¥w do controle variou entre -0,1 & -0,3 MPa e o do déficit hidrico
moderado variou entre -0,4 & -0,6 MPa. Os frutos, resultantes do déficit hidrico
apresentaram maior contetdo de sélidos solUveis totais (SSC; °Brix). Os dados de RNA-
seq e PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) dos frutos indicaram que os genes do
metabolismo da sacarose possuem uma expressao coordenada durante o desenvolvimento
do fruto e responsividade a deficiéncia hidrica e ao acido abscisico (ABA). Os genes
codificadores de SISPS, SISUSY e INVs foram expressos principalmente na fase de
amadurecimento do fruto, em condicGes irrigadas. Os genes SISUSY1 e 4, SICWINZ2,
SISPS1, SICIN3 e SIVIN2 foram induzidos nos tratamentos por ABA e deficiéncia hidrica.
Esses resultados possibilitam inferir que o déficit hidrico moderado influencia
positivamente a expressdo de genes da sacarose no fruto, contribuindo com incremento
de agucares. Desta forma, esses genes poderdo ser utilizados como ponto de partida para
futuros estudos visando a adaptacdo de frutos carnosos a restri¢do hidrica, contribuindo
com a melhoria da qualidade do fruto.

Palavras-chave: Invertases; Sacarose sintase; Sacarose fosfato sintase; Melhoramento
genético; Acucares sollveis; Solanum lycospersicum. Qualidade de fruto.
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ABSTRACT

BARBOSA, Ana Claudia Oliveira, M.S., Santa Cruz State University, llhéus-BA,
February 2020. MOLECULAR CHARACTERIZATION AND EXPRESSION OF
GENE FAMILIES INVOLVED IN THE SUCROSE METABOLISM IN TOMATO
FRUITS UNDER WATER DEFICIT. Advisor: Dr. Mércio Gilberto Cardoso Costa.
Co-Advisor: Dr. Luciana Rodrigues Camillo.

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the main vegetables grown in the world and
a biological model for the development of fleshy fruits. Recent studies have shown that
water deficit contributes to the increase in the concentration of soluble sugars in fleshy
fruits. Such an increase may be due to the effects of dehydration, as it exerts a
concentration effect, active accumulation of solutes or the breakdown of starch, although
the exact cause is still unknown. Given the importance that sucrose-metabolizing
enzymes play in the metabolism of sugars in tomato fruits, and the little-known effects of
water deficit on these enzymes, the present study aimed to characterize, at the molecular
and transcriptional levels, genes that encode the main sucrose metabolizing enzymes in
tomato fruits and their responses to water deficit and to identify those potentially
involved in the drought-induced accumulation of sucrose and ABA in fruits. Thus, tomato
plants were subjected to control and water deficiency experiments and 25 genes were
characterized in silico, distributed in five families: four genes from SISUSY, four from
SISPS, eight from SICIN, four from SICWIN and two from SIVIN. The promoter regions
of the genes showed cis-acting regulatory elements responsive to ABA (ABRE), ethylene
(ERE), drought (MBS) and low temperature stress (LTR). Analysis of the amino acid
sequences indicated that the sucrose enzymes in tomatoes vary from 57 to 119 KDa and
are all hydrophilic. They presented conserved domains and motifs previously
characterized in other plant species, indicating that they are functional. Physiological
analyzes showed a significant decrease in the photosynthetic rate (A), transpiratory rate
(E), stomatal conductance (gs) and leaf water potential (¥w) in tomato plants subjected
to water deficiency. The Ww of the control plants varied between -0.1 to -0.3 MPa and
that of the moderate water deficit varied between -0.4 to -0.6 MPa. Fruits from plants
subjected to water deficit showed a higher content of total soluble solids (SSC; °Brix).
RNA-seq data and real-time quantitative PCR (RT-gPCR) analysis of the fruits indicated
that the sucrose metabolism genes have a coordinated expression during fruit
development and responsiveness to water deficiency and abscisic acid (ABA). The genes
coding for SISPS, SISUSY and INVs were expressed mainly in the fruit ripening stage
under irrigated conditions. SISUSY1 and 4, SICWINZ2, SISPS1, SICIN3 and SIVIN2
genes were induced by ABA and water deficiency treatments. Collectively, these results
indicate that the moderate water deficit positively influences the expression of sucrose
metabolizing enzyme genes in the fruit, contributing to an increase in sugars. In this way,
these genes can be used as a starting point for future studies aiming at the adaptation of
fleshy fruits to water restriction, contributing to the improvement of the quality of the
fruit.

Keywords: Invertases; Sucrose synthase; Sucrose phosphate synthase; Genetic
improvement; Sugars; Solanum lycospersicum L. Fruit quality.



1. Introducéao

O tomateiro € cultivado em regides tropicais e subtropicais, destacando-se por ser
a segunda hortalica mais consumida em nivel global. Atualmente a China lidera a
producdo mundial, seguida da india e Estados Unidos (FAOSTAT, 2017). No ranking
mundial, o Brasil ocupa a nona posicdo e € o primeiro em produtividade na América
Latina (IBGE, 2016). Além disso, o tomate é considerado um modelo bioldgico para
desenvolvimento de frutos carnosos, principalmente por seu ciclo curto de geracéo,
metodologia de transformacdo bem otimizada e disponibilidade de recursos genéticos e
gendmicos (BARONE et al, 2008; SANT’ANA e LEFSRUD, 2018).

Diante das consequéncias das mudancas climéaticas em nivel global, a agricultura
tem enfrentado periodos cada vez mais longos e frequentes de seca. No futuro, espera-se
que dentre os fatores de estresse abioticos, a diminuicdo da oferta de agua exerca o
impacto mais adverso sobre o crescimento e a produtividade de espécies vegetais. Os
melhoristas precisardo adaptar as plantas cultivadas a menor disponibilidade hidrica e
aproveitar os efeitos benéficos associados ao déficit hidrico (RIPOLL et al, 2014;
RIPOLL et al, 2016). De acordo com estudos recentes, déficits hidricos controlados
podem ser usados para manejar o sabor e a concentracdo de compostos envolvidos na
qualidade dos frutos carnosos, por meio do acumulo de compostos aromaticos e
nutricionais (principalmente acglcares e antioxidantes), que aumentam as defesas das
plantas (RIPOLL et al, 2014; RIPOLL, et al, 2016; ALBERT et al, 2016).

Na maioria das espécies vegetais, o carbono assimilado é transportado como
sacarose (NGUYEN-QUOC; FOYER, 2001; DAHIYA etal, 2017). A sacarose constitui-
se como um elemento essencial do ciclo de vida das plantas, sendo o principal produto da
fotossintese.  Desempenha papel crucial no desenvolvimento, armazenamento,
transducdo de sinal e homeostase osmética sob condicBes de estresse abiotico e
produtividade, gerando uma variedade de agUcares para estimular o crescimento e
sintetizar compostos essenciais e como sinais para regular fatores de transcri¢éo e outros
genes (RUAN et al, 2014; JIANG et al, 2015).

Durante seu metabolismo ocorre a atuacdo de pelo menos nove
enzimas:frutoquinase, invertases, hexoquinase, fosfoglicomutase, fosfoglicose
isomerase, sacarose sintase (SUSY), sacarose fosfato sintase (SPS), sacarose fosfato
fosfatase (SPP) e UDP-glicose pirofosforilase (UGPase). Destas, as quatro ultimas

enzimas, estdo mais envolvidas no processo de sintese do que degradagdo, quando
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comparadas com as outras cinco enzimas (JIANG et al, 2015). Neste trabalho,
estudaremos as enzimas SUSYSs, as INVs &cidas e neutras e as SPSs, que estdo envolvidas
no processo de degradacao e sintese, respectivamente.

A sintese, transporte, armazenamento e degradacdo da sacarose sdao etapas
determinantes para alocacdo de biomassa e produtividade das culturas (BRAUN et al,
2014). A utilizacdo da sacarose como fonte de carbono e energia depende da sua hidrélise
em hexose. Nas plantas essa reacdo € catalisada reversivelmente pela SUSY (SUS; EC
2.4.1.13), produzindo UDP-glicose e frutose, e irreversivelmente pelas INVs (j-
frutosidase; EC 3.2.1.26), produzindo glicose e frutose.

As INVs sdo classificadas de acordo com seu ponto isoelétrico, seu pH 6timo de
atividade e sua localizacao celular. Com base no seu pH 6timo, as INVs sdo classificadas
em dois grupos principais, INV acida e neutra/alcalina (CIN). As invertases acidas sdo
ainda classificadas em INV vacuolar (VIN) e ligada a parede celular (CWIN), que
pertencem a familia da glycosyl hidrolase 32 (GH32), enquanto as CINs pertencem a
familia da glycosyl hidrolase 100 (GH100) (ROITSCH e GONZALEZ, 2004). As INVs
desempenham papeis importantes na tolerancia ao calor em 6rgaos reprodutores (LI et al,
2011) e na tolerancia a altas temperaturas em frutos jovens (JUARES-COLUNGA et al,
2018). No entanto, evidéncias sugerem a importancia dessas enzimas no desenvolvimento
e respostas a estresses bidticos e abidticos em varias espécies vegetais, como Arabidopsis
thaliana (XIANG et al, 2011) Oryza sativa (JIA et al, 2008) e Lotus japonicus
(WELHAM et al, 2009).

A SUSY é uma enzima citosolica que é crucial para utilizacdo da sacarose no
desenvolvimento de frutos, existindo uma correlacdo entre a atividade dessa enzima, a
taxa de crescimento e a quantidade de amido em frutos do tomateiro (NGUYEN-QUOC,;
FOYER, 2001). A SUSY ja foi identificada e caracterizadas em varias espécies vegetais,
incluindo Arabidopsis thaliana (BAUD et al, 2004), Oryza sativa (HIROSE et al, 2008),
Zea mays (AN et al, 2014) e Malus domestica (TONG et al, 2017), e seus niveis de
expressao demonstraram respostas a estresse salino , seca (ZHU et al, 2017), frio e luz
(XIAO et al, 2014) .

A SPS (SPS; EC 2.4.1.14) é uma enzima reguladora da biossintese de sacarose e
tem sido associada ao controle do crescimento e rendimento das culturas (CASTLEDEN
et al, 2004). Sua atividade em milho (Zea mays) foi correlacionada como crescimento em
plantas jovens, rendimento de matéria seca e rendimento de graos (PRIOUL et al, 1999;
BERTIN e GALLAIS, 2001). Em arroz (Oryza sativa), a atividade do gene OsSPS1
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induziu a expansao foliar e a altura das plantas (SENEWEERA et al, 1995), enquanto que
em cana-de-agucar (Saccharum officinarum) o acumulo de sacarose nos caule foi
dependente da atividade da SPS (ZHU et al, 1997).

O metabolismo da sacarose € altamente responsivo a sinalizacdo ambiental e pode,
por sua vez, influenciar a aclimatacdo ao estresse, configurando-se como um protetor
osmatico que auxilia na toleréncia aos estresses abidticos (KOCH, 2004). O contetdo de
acucares soluveis, incluindo sacarose, tem sido demonstrado aumentar em varios frutos
carnosos sujeitos ao déficit hidrico, a depender do genotipo e do estagio de
desenvolvimento do fruto (revisado por Ripoll et al, 2014), contribuindo para a tolerancia
do fruto a desidratacdo e melhoria de sua qualidade organoléptica. O que permanece
pouco claro é se 0 aumento relatado no contedldo de agucares solUveis é devido a real
estimulacdo da sua biossintese ou, alternativamente, devido ao efeito de concentracédo
baseado na reducao do tamanho do fruto e contetudo de agua.

Apesar de estar bem documentado na literatura o importante papel que as enzimas
metabolizadoras da sacarose desempenham no metabolismo de acucares no fruto
(revisado por Beckles et al, 2012), pouco € conhecido acerca dos efeitos do déficit hidrico
sobre essas enzimas em 6rgéos drenos (Ripoll et al, 2014). Um aumento da atividade de
SUSY foi observado em frutos de laranja doce (Citrus sinensis L. Osb.) sob estresse
hidrico (Hockema e Etxeberria, 2001). Esse conhecimento poderd contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de melhoramento para 0 aumento da tolerancia a seca e
qualidade de frutos, de modo a melhorar a adaptacdo das plantas de frutos carnosos a
baixa disponibilidade hidrica frente as mudancas climaticas. Portanto, a hipdtese desse
estudo € que existe uma correlacdo entre o acimulo de sacarose, inducao da expressao de
genes envolvidos no metabolismo de sacarose e a regulacdo do potencial osmaético em
frutos de tomate sob déficit hidrico, visto que a sacarose € um acglcar que tem um

importante papel na osmoprotegdo dos componentes celulares.
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2. Objetivo

2.1 Geral

Caracterizar, em nivel molecular e transcricional, genes que codificam para as
principais enzimas envolvidas no metabolismo da sacarose em frutos de tomate, visando
compreender os efeitos do déficit hidrico sobre esses genes e identificar aqueles

potencialmente envolvidos na acumulacédo de sacarose induzida por seca em frutos.

2.2 Especificos

Caracterizar in silico os genes pertencentes as familias da sacarose sintase
(SUSY), sacarose fosfato sintase (SPS), invertase da parede celular (CWIN), invertase
vacuolar (VIN) e invertase citoplasmética (CIN);

Caracterizar os cis-elementos regulatdrios das regiées promotoras;

Realizar andlises fisioldgicas e fenotipagem dos frutos, em plantas de tomate sob
condicdes irrigadas e de deficiéncia hidrica;

Caracterizar a expressdo de genes do metabolismo da sacarose em frutos de

tomateiro sob condicdes irrigadas e de deficiéncia hidrica, e tratamento com ABA.
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3. Revisao de literatura

3.1 Aspectos gerais da cultura do tomate

Difundido mundialmente, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) representa uma
das culturas mais importante em nivel global. Se desenvolve bem em climas tropicais de
altitude, subtropical e temperado, permitindo seu cultivo nas diferentes regides do mundo.
O tomate ndo é apenas comercializado no mercado de produtos frescos, mas também ¢é
utilizado na industria de processamento, como pastas, concentrado, suco e ketchup. Além
de ser uma fonte de nutrientes importantes, como licopeno, 3-caroteno e vitamina C, todos
com contribuicdo positiva na sadde humana (HEUVELINK, 2018).

Segundo os dados da FAOSTAT (2018), a producao mundial de tomate foi de 182
milhdes de toneladas em 2017. China, india e Turquia s&o os principais responsaveis pela
producdo mundial de 59, 20,7 e 12,7 milhdes de toneladas, respectivamente. O Brasil
encontra-se na nona posi¢cdo mundial, com uma estimativa de 4,3 milhdes de toneladas
para 0 ano de 2017, 0 que representa crescimento de 6,1% em relacdo ao ano anterior
(IBGE 2019). A producdo nacional em 2018 foi de 4,5 milhdes de toneladas, sendo o
estado de Goiés o maior produtor, respondendo por 36,6% da producédo nacional, seguido
por Sdo Paulo, com 19,8%, Minas Gerais com 12,6% e Bahia com 6,4% do total
produzido, de acordo com a safra de 2018. Estima-se que em 2019 a producédo de tomate
na Bahia cresca cerca de 20%, representando um aumento de 45 mil toneladas (IBGE,
2019).

O tomateiro tem sua origem na regido andina, desde o Equador e contemplando
também porcdes do Peru e do Chile. O local de sua domesticacdo ainda é inconclusivo,
existindo duas teorias a respeito: a mexicana e a peruana. Evidéncias moleculares e
morfolégicas indicam que a origem do tomateiro e a sua domesticacao iniciou na regido
andina (hipdtese peruana) e foi finalizada na Mesoameérica, seguida da sua introducéo na
Europa e depois se espalhou para as demais regides do mundo (BLANCA et al., 2012,
BERGOUGNOUX, 2014, LIN et al., 2014).

Taxonomicamente o tomateiro pertence a classe Dicotiledoneae, ordem
Tubiflorae e familia Solanaceae. Considerada autdgama, o tomateiro é uma planta
herbacea com flores pequenas e inflorescéncias geralmente curtas. Os segmentos da
corola sdo de coloragdo palida, anteras curtas e a superficie do seu estigma ndo é projetada

para muito além da ponta do cone de anteras, contribuindo para seu alto nivel de
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autopolinizacdo (BEDINGER et al., 2010). Comporta-se como uma planta anual mesmo
sendo considerada uma planta perene: do inicio (semeadura) ao fim do ciclo (producédo
de novas sementes), com uma duragdo de 4 a 7 meses, contando com 1 a 3 meses de
colheita, podendo esse ciclo estender-se em casa de vegetacdo (FILGUEIRA, 2011). As
especies silvestres ancestrais do tomateiro (S. lycopersicum) fornecem uma grande
diversidade de sistemas de cruzamento e biologia reprodutiva, o que sugere que algumas
dessas espécies apresentem uma taxa de fecundacédo cruzada mais elevada (RICK, 1988).

O tomate é considerado um modelo biologico para o desenvolvimento de frutos
carnosos. I1sso se deve a possibilidade de cultivo em diferentes condi¢6es, permitindo
a compreensdo de sua adaptabilidade a diferentes estresses abioticos (frio, seca,
temperatura, salino etc.). Apresenta também um ciclo de geracédo relativamente curto,
com producdo de frutos em um pequeno periodo, alta fertilidade e tolerancia por
endogamia. Possui uma metodologia de transformacdo genética bem conhecida. Seu
genoma € relativamente pequeno, compreendendo 12 pares de cromossomos com um
tamanho total de 950 Mb e um total estimado de aproximadamente 35.000 genes
(Tomato Genome Consortium, 2012, BERGOUGNOUX, 2014). Dentre outros
organismos modelo, como Arabidopsis, milho e arroz, o tomate se destaca devido a
distancia filogenética desses organismos e por possuir caracteristicas morfoldgicas
especificas que ndo sdo compartilhadas com outras plantas modelo, como a presenca
de frutos carnosos (LOZANO et al., 2009).

O desenvolvimento do fruto de tomate inicia-se apés a fertilizacéo e o processo
é marcado por diversas alterac@es na estrutura do fruto. Apos a fertilizacdo, da-se inicio
a um processo de intensa divisdo celular que dura aproximadamente 14 dias, levando
a um aumento consideravel nas células de pericarpo. Apos esse periodo, a divisdo
celular diminui rapidamente e se inicia a etapa de expansdo celular, que ocorre em
torno de 12 a 30 dias apoés a fertilizacdo e que confere um aumento no tamanho de
fruto. No estagio de Verde-Maduro (MG- mature green) o fruto se encontra totalmente
expandido e com as sementes maturas e coloragdo verde. Apds esse estagio, inicia-se
0 amadurecimento do fruto, que é a fase final do seu desenvolvimento. O
amadurecimento comega no estagio de Breaker (BR), em que ha uma série de
alteracbes metabdlicas, sendo que, 0 processo que caracteriza esse estagio € a
conversao de cloroplastos em cromoplastos, causando mudancas na coloragéo do fruto
de verde para amarelo-alaranjado. O estagio final do amadurecimento é chamado de
Vermelho-Maduro (RR — red ripe) (GIOVANNONI, 2004; PESARESI et al., 2014).
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3.2 Metabolismo da sacarose e o estresse hidrico

A sacarose é um elemento essencial do ciclo de vida das plantas, produzida
principalmente pela fotossintese e exportada para os demais 0rgdos, onde serve como
fonte de energia para varias vias metabdlicas (LUNN e MACRAE, 2003). Durante os
estresses abioticos, como frio, seca e alta salinidade, a acumulagdo de sacarose favorece
a estabilidade de membranas e proteinas nas células vegetais. Além disso, a sacarose
fornece energia para sustentar 0 metabolismo quando as plantas se recuperam desses
estresses (STRAND et al., 2003).

A sacarose também participa de varios processos fundamentais, como divisdo
celular, inducdo de floracéo, diferenciacdo de tecido vascular, germinacdo de sementes,
transducdo de sinal, e aclimatacdo as tensdes ambientais nas plantas, gerando aclcares
como metabolitos que estimulam o crescimento e que atuam como precursores de
compostos essenciais, incluindo proteina, celulose e amido (KOCH, 2004, JIANG et al.,
2015, DAHIYA et al., 2017). A sacarose € altamente responsiva a sinalizagdo ambiental
e pode, por sua vez, influenciar o desenvolvimento das plantas e aclimatacéo ao estresse,
apresentando papel importante na osmorregulacdo, contribuindo para o aumento da
tolerancia & estresses abidticos (KOCH, 2004).

Resumidamente, 0 metabolismo da sacarose se inicia nos cloroplastos a partir da
producdo das trioses fosfato (Triose-P) pelo ciclo de Calvin-Benson, que sao
transportadas para o citoplasma, a partir do qual sdo sintetizados Frutose 6-fosfato. Os
produtos sé@o utilizados para produzir glicose 6-fosfato e subsequentemente glicose 1-
fosfato por acéo da fosfoglicose isomerase e fosfoglicomutase, respectivamente. A UDP-
glicose pirofosforilase (UDPGP) é utilizada para catalisar glicose 1-fosfato em UDP-
glicose, a partir da qual a sacarose 6-fosfato é produzida pela sacarose fosfato sintase
(SPS). Finalmente, a sacarose é sintetizada a partir de sacarose 6-fosfato por acdo da
sacarose fosfato fosfatase (SPP). Por outro lado, a sacarose também é degradada pela
sacarose sintase (SuSy) ou invertase. Sob SuSy, a sacarose é degradada em UDP-glicose
e frutose, que é uma reacdo reversivel. Sob a invertase, a sacarose € invertida em frutose
e glicose. A frutose € usada para sintetizar frutose 6-fosfato por meio da frutoquinase e a

glicose e convertida em glicose 6-fosfato de sob ac&o da hexoquinase (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica do metabolismo da sacarose (JIANG et al., 2015).

Sucrose (sacarose); Fructose (frutose); Fructose-6-phosphate (frutose-6-fosfato);
Fructokinase (frutoquinase); Phosphoglucose isomerase (fosfoglicose isomerase);
Hexokinase (hexoquinase); UDP-glucose (Uridina difosfato-glicose); UDP-glucose
pyrophosphorylase (Uridina difosfato-pirofosforilase); Phosphoglucomutase
(fosfoglucomutase); Phosphoglucose isomerase (fosfoglicose isomerase); Glucose 6-
phosphate (glicose-6-fosfato); Glucose 1-phosphate (glicose 1-fosfato); Sucrose 6-
phosphate (sacarose 6-fosfato); Sucrose phosphate phosphatase (SPP) (sacarose fosfato

fosfatase); Sucrose synthase (SuSy) (sacarose sintase)

AcUcares tais como glicose, frutose e sacarose servem como reservas de energia
e fornecem esqueletos de carbono para reacfes metabdlicas. Estudos mostram que em
condic@es de deficiéncia hidrica ocorre um aumento da atividade das INVs, o que propicia
aumento no contetdo de glicose e frutose e, a redugéo no teor de sacarose, devido a sua
degradacdo pela agdo das invertases (WAN et al., 2018). As flutuacdes nos niveis de
acucar envolvem a expresséo diferencial de vérias proteinas especificas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos sob deficiéncia hidrica (Wingler et al., 2000). Com isso, um
metabolismo eficiente de carboidratos constitui uma das bases estratégicas para a

sobrevivéncia das plantas, sujeitas a diversos estresses ambientais.
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As INVs séo classificadas em duas subfamilias de acordo com a solubilidade,
localizacdo celular, ponto isoelétrico e pH o6timo e inclui trés classes: invertases
citoplasmaticas (CINs), também chamadas de invertases neutras/alcalinas, e as invertases
acidas, localizadas na parede celular (CWINSs) e no vacuolo (VINs) (WAN et al., 2018).
A clivagem da sacarose em glicose e frutose representa um aumento expressivo na
pressdo osmotica celular, sugerindo que as invertases tém papel importante na expansao
celular, no desenvolvimento, produtividade, bem como na resposta das plantas a varios
estresses abioticos e bioticos (RUAN, 2014, QIAN et al., 2016). Estudos evolutivos,
funcionais e de expresséo, referentes as familias génicas das INVs, foram realizados em
diversas plantas como Arabidopsis (NONIS et al., 2008), arroz (JI et al., 2005), maca
(HYN et al., 2011), mandioca (YAO et al., 2015), uva (NONIS et al., 2008), milho
(JUAREZ-COLUNGA et al., 2018), pimenta (SHEN et al., 2018) e tomate (GODT e
ROISTCH, 1997), demonstrando que as INVs atuam em diversos processos essenciais
para a sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas.

As INVs também participam das fases de desenvolvimento reprodutivo das
plantas como floracdo, desenvolvimento de frutos e germinagdo das sementes. LI et al
(2011) sugeriu que as CWINs desempenham papéis importantes na tolerancia ao calor
nos 6rgaos reprodutores do tomate, enquanto as VINSs podem contribuir para tolerancia a
alta temperatura em frutos jovens. Sob deficiéncia hidrica, a atividade da VINs e CWINs
torna-se muito baixa nos ovarios de milho, quando comparados com os controles bem
hidratados. Isso ocasiona o aborto severo dos ovarios, ativando a expressdo de genes
responsaveis pela morte celular programada (PCD). Em folhas maduras de milho sob
estresse hidrico, ocorre a inducdo da atividade das VINSs, resultante do acimulo de
hexoses (glicose e frutose). Esses resultados abordam a ocorréncia de uma resposta
especifica das INVs em  6rgdos e  tecidos, quando  submetidas
a estresses abioticos (MCLAUGHLIN e BOYER, 2004, JUAREZ-COLUNGA et al.,
2018).

As CINs tém localizacGes subcelulares diferentes, como citosol, mitocondrias,
cloroplasto e ndcleo. Apresentam papel importante na respiracdo, no estresse oxidativo e
na regulacdo da expressdo de genes por acucares (MARTIN et al., 2013). Ainda sdo
restritos os estudos das respostas das CINs frente a estresses bioticos e abioticos. As
hexoses geradas pela atividade das INVs, apresentam destinos e funcdes diferentes, como

mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Localizacdo subcelular e fungdes das invertases em plantas. Fonte: STURM,
1999.

Estudos com énfase na reducdo da atividade da invertase observaram a conversao
do armazenamento de hexose em sacarose, demonstrando que em frutos de tomate as
INVs controlam a composicdo de acucar (QIAN et al., 2016). Conclusbes semelhantes
foram tiradas de um estudo de acumulo de acUcar durante o estresse por frio, em
tubérculos de batata (ZRENNER et al., 1996). Assim, as INVs funcionam nesse processo
como um regulador da composicdo do aglcar sob estresses abidticos.

A sacarose sintase (SUSY) é uma das principais enzimas que regulam o
metabolismo da sacarose em plantas. Catalisa a reacéo reversivel de sacarose em glicose
difosfato de uridina (UDP-glicose) e frutose e, esta envolvida no processo de sintese e
degradacdo da sacarose. A SUSY ¢ frequentemente descrita como uma enzima
citoplasmatica, embora também esteja associada a membrana plasmatica. A forma
citosolica degrada a sacarose e fornece carbono para respiracdo e sintese de
polissacarideos da parede celular, enquanto a forma associada a membrana plasmatica

pode direcionar o carbono da sacarose para a celulose (WANG et al., 2018). Essas
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enzimas apresentam grande importancia em diversos processos metabdlicos como,
distribuicdo de sacarose, biossintese de amido, sintese de celulose na parede celular e
respostas a estresses abioticos (ZHU et al., 2017).

Com o sequenciamento do genoma de varias espécies vegetais, membros da
familia génica da susy foram identificados e caracterizados em varias culturas. Em
Arabidopsis foram identificados e caracterizados seis genes (AtSUS) (BAUD et al. 2004),
seis genes também em Oryza sativa (OsSUS1) (HIROSE et al., 2008), cinco genes em
Zea mays, 15 genes em Populus trichocarpa (AN et al. 2014), 11 genes em Malus
domestica (MdSUSs) (TONG et al., 2017) e sete genes em Solanum lycopersicum
(GODT; ROITSCH, 1997).

Os niveis de expressdo dos genes da susy em Arabidopsis (AtSS1) (BAUD et al.,
2004), cevada (HvSS1 e HvSS3) (BARRERO et al. 2011) e seringueira (HbSS5)(XIAO et
al. 2014) foram aumentados por tratamento com frio e seca, respondendo
significativamente a baixas temperaturas e a tensdes provenientes do déficit hidrico. Em
folhas de uva, os membros VvSS3 e VvSS5 da familia SUS foram mais expressos em
estresse salino e no escuro, enquanto os membros VvSS1 e o VvSS4 tiveram uma
expressao positiva sob estresse hidrico (ZHU et al. 2017).

Em pepino, a superexpressdo da sacarose sintase 4 (CsSUS4) resultou em maior
teor de acUcares, flores e frutos. Esses resultados demonstram que a CsSUS4 desempenha
papéis importantes no crescimento e desenvolvimento de flores e frutos de pepino (FAN
et al. 2018). Em tomate, a regulacdo positiva da atividade da SUSY influenciou o
desenvolvimento do fruto, afetando seu tamanho final. A sacarose sintase 3
(SISUSY3) apresentou regulacdo positiva nas raizes e a SISUSY1 foi expressa mais
fortemente no estagio de fixacao de frutos, além de ser expressa nos tecidos vasculares
(SUN et al. 1992; GOREN et al. 2011). Em tabaco (Nicotiana tabacum), a regulacéo
positiva dos genes SUSY aumentou o rendimento total de biomassa e de celulose, sem
afetar a porcentagem de celulose na biomassa (COLEMAN et al. 2006).

A SPS estd correlacionada com o acumulo de sacarose, crescimento e
desenvolvimento das plantas e desempenha um papel importante na tolerancia aos
estresses ambientais (LUNN; MACRAE, 2003). A sua expressao génica é responsiva ao
estresse por luz e ao estresse osmotico. Na folha de espinafre foi encontrado trés sitios de
fosforilagcdo: Seriss, Seraog € Serszs, envolvidos na regulacdo da luz/escuriddo, e na
ativacdo do estresse osmotico (WINTER e HUBER, 2000). Na folha de milho, a Seris>
das SPSs esta envolvida na regulagéo clara/escura (WINTER e HUBER, 2000).
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Os genes que codificam as enzimas SPS também podem ser regulados em nivel
transcricional durante o desenvolvimento das plantas. Como observado no aumento dos
transcritos SPS durante o desenvolvimento de folhas de arroz (MARTINEZ et al., 2004)
e em frutas de tangerina (KOMATSU et al., 1996), banana (NASCIMENTO et al., 1997)
e kiwi (LANGENKAMPER et al., 1998).

3.3 Déficit hidrico e o tomateiro

Os frutos carnosos, como o tomate, sdo os alimentos economicamente mais
importantes do mundo depois dos cereais e representam ingredientes chave para uma
dieta saudavel devido ao seu alto teor de fitonutrientes, vitaminas e antioxidantes. O
consumo de frutas de alta qualidade cresce progressivamente e com isso exige dos
pesquisadores esforcos continuos no melhoramento das variedades (RIPOLL et al. 2014).

Por serem organismos sésseis, durante o seu desenvolvimento, as plantas estdo
sujeitas a condicdes bidticas e abioticas desfavoraveis, das quais o déficit hidrico € o mais
prejudicial, limitando o crescimento, produtividade e o rendimento das culturas (CELIK
etal. 2017). O tomateiro apresenta suscetibilidade a véarias condicdes de estresse abiotico,
especialmente a seca e as altas temperaturas, limitando o desenvolvimento das variedades
consideravelmente, tornando-se imprescindivel o estudo das respostas fisioldgicas e
moleculares da cultura quando submetida a essas condi¢des, visando avaliar e melhorar
essas caracteristicas nas variedades existentes (CELIK et al. 2017).

A demanda pelo consumo de vegetais cresce em nivel global. Com isso, seu
cultivo aumentou, principalmente nas regides aridas e semiaridas, em que a escassez de
agua € frequente. Como consequéncia do déficit hidrico ocorre reducdo do tamanho das
plantas e da area foliar, diminuicdo da condutancia estomatica foliar, expansao do sistema
radicular para aquisicdo de agua e nutrientes, inibicdo da fotossintese, reducdo da
transpiragdo, melhor osmorregulacdo, maior atividade antioxidante estimulada pelo
estresse oxidativo, aumento do movimento do ABA no xilema em resposta ao fechamento
estomatico devido a restricao hidrica e diminuigdo do potencial hidrico foliar (WANG e
FREI et al. 2011, NORA et al. 2012, KUMAR et al. 2017, KHAPTE et al. 2019) (Figura
3).
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Figura 3: Resposta fisiologica causada pelo déficit hidrico em frutos de tomate. Fonte:
KHAPTE et al. (2019).

Wang e Frei (2011) descreveram padr@es de resposta na qualidade dos frutos a
varios estressores abidticos, como aumento no valor nutricional, mas perda no sabor
Assim, sugere-se que o equilibrio esperado entre rendimento e qualidade da colheita
possam ser alcangados sob condig¢Ges controladas de déficit hidrico, desde que se tenha
acesso a informacdes ndo apenas relacionadas a produtividade, mas também a qualidade
do fruto.

Diante da reducdo da oferta de agua acometida por longos periodos de estiagem,
pesquisadores estdo em busca de estratégias que eleve a eficiéncia no uso da agua (WUE),
a fim de alcancar um equilibrio satisfatério entre producdo, qualidade e o uso da &gua
(COSTA et al, 2007; RIPOLL, et al 2014; KUMAR et al, 2017). Com o objetivo de
reduzir a quantidade de agua utilizada durante o ciclo de vida do tomate, com perda
minima na qualidade dos frutos, tem sido utilizadas formas alternativas, como por

exemplo, irrigagdo por déficit convencional (CDI), irrigacéo por déficit regulado (RDI) e
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secagem parcial da zona radicular (PRD). Essas estratégias permitem que as plantas
explorem mais efetivamente o solo com suas raizes, estimulando a producdo do &cido
abscisico (ABA), fitohorménio envolvido nas respostas ao estresse abiotico (KHAPTE,
et al, 2019). Essas técnicas sdao promissoras, mas seus estudos sdo voltados para
manutencdo da producdo, desconsiderando outras caracteristicas com a qualidade dos
frutos (RIPOLL et al., 2014).

O potencial impacto do déficit hidrico em fases especificas do desenvolvimento
do fruto de tomate, e sua influéncia no tamanho do fruto, na concentracdo de sélidos
sollveis totais (SSC), na acidez titulavel (AT), na firmeza, nos aromas e na concentracdo
de fitonutrientes, excluindo o estresse severo, foi sumarizado por Ripoll et al. (2014).
Durante a divisdo celular o déficit moderado pode influenciar na massa fresca e no
incremento dos teores de acucares (RIPOLL etal., 2014; KHAPTER et al., 2019), embora
esse efeito nos frutos de tomates pareca depender das variagdes ano a ano. No periodo do
endurecimento do endocarpo, o déficit hidrico pode aumentar a razdo SSC/AT, sendo
contrastante com a firmeza e o tamanho do fruto. Durante o crescimento do fruto, o déficit
hidrico contribui para 0 aumento do contetido de acUcares sollveis e provoca reducdo do
tamanho dos frutos. No estagio de amadurecimento ocorre o incremento de vitamina C,
acucares solUveis e acidos organicos (RIPOLL et al., 2014); em contrapartida durante
esse estagio o déficit hidrico pode afetar o crescimento dos frutos (KHAPTER et al.,
2019) (Figura 4).
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Figura 4: Efeito do déficit hidrico durante as diferentes fases do desenvolvimento dos
frutos de tomate. Efeito estimulante é expresso por linhas que terminam em circulos; as
linhas que terminam com barras expressam um efeito inibitorio, enquanto as setas

pontilhadas expressam efeitos hipotéticos ou dependentes do ano de aplicacdo do déficit
hidrico (RIPOLL et al., 2014).
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4. Metodologia

4.1 Anélises in silico

Informacdes sobre as sequéncias de codificacdo (CDS), estrutura exon-intron e
sequéncias preditas de aminoacidos foram obtidas no banco de dados Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml) e Sol genomics (https://solgenomics.net/).
As estruturas exon / intron foram construidas usando o GSDS — Gene Stucture Display
Server 2.0 (GUO et al, 2007) (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/). As localizacGes fisicas dos
genes foram determinadas conforme anotacéo disponivel no banco de dados genémicos
de S. lycopersicum (https://solgenomics.net/) e o software MapChart (2.30)
(https://www.wur.nl/en/show/Mapchart-2.30.htm) foi usado para plotar a localizagdo dos
genes nos respectivos cromossomos. Analise de cis-elementos regulatdrios presentes na
regido promotora de 1500pb antes do sitio de inicio da transcricdo génica foi realizada
usando a ferramenta plantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). O GRAVY (grande média
de hidropatia), o peso molecular (MW) e o ponto isoelétrico (pl) das sequéncias deduzidas
de aminoacidos foram preditos com a ferramenta PROTPARAM disponivel no Expert
Analysis System (ExXPASY) no servidor de protedmica
(http://web.expasy.org/protparam/). A predicdo da localizacdo subcelular foi realizada
usando a ferramenta PSORTII, disponivel no banco de dados GenScript
(https://www.genscript.com/tools/psort). A ferramenta Deep-Loc (1.0) também foi usada
para predigédo da localizagéo subcelular das proteinas
(http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/). O programa do servidor NetPhos (3.1)
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) foi utilizado para identificar potenciais sitios
de fosforilacdo. As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas com o auxilio do software
ClustalX 2.1 (THOMPSON et al., 1994), o dendrograma de similaridade foi gerado com
0 uso do método Neighbor-Joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987), com bootstrap de 1000
replicagfes. Os dendrogramas foram construidos com o auxilio do programa MEGA7
(KUMAR et al., 2007).

A expressdo relativa dos genes SUSY, SPS e das INVs do tomate foram
determinadas a partir de dados de RNA-Seq Illumina obtidos do The Tomato Genome
Consortium (2012) (https://www.nature.com/articles/nature11119#MOESM67) e usados
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para gerar perfis comparativos dos genes em trés estagios de desenvolvimento do fruto
de tomate (MG, Breaker e RR).

Dados de bibliotecas de RNA-seq (Illumina, San Diego, EUA) publicados por
Mou et al. (2015) foram utilizados para gerar os perfis comparativos da expressao dos
genes SISUSY, SISPS e das INVs em frutos de S. lycopersicum no estagio de
desenvolvimento MG (mature green) submetidas aos tratamentos controle (CK), tratados
com ABA exogeno e com NDGA (Nordihydroguaiaretic acid ABA biosynthesis
inhibitor), um potente inibidor de ABA.

4.2 Material vegetal e condi¢cfes experimentais

O experimento foi conduzido em condicdes de casa de vegetacdo no Campus da
Universidade Estadual de Santa Cruz, localizada préxima a regido urbana do municipio
IIhéus, BA (14°47'00" S, 39°02'00" W). Foram utilizadas sementes de tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) cv. Santa Clara, que apresenta suscetibilidade a seca (ROCHA
et al., 2016). As plantulas de tomateiro, quando atingiram o estagio de 4-6 folhas
verdadeiras, foram transplantadas para vasos plasticos de 5L de capacidade contendo uma
mistura de solo e areia lavada (proporcao de 2:1), e cultivadas em condi¢bes 6timas de
disponibilidade de agua e nutrientes, em casa de vegetacao antes do inicio da aplicacdo
dos tratamentos. No estagio de fixacdo de frutos (38 dias ap06s o transplante), 0s vasos
foram vedados com papel aluminio, para evitar a perda de agua por evaporacdo. As
plantas (10 plantas/tratamento) foram em seguida submetidas aos seguintes tratamentos:
i. controle, em que o ¥w variou entre -0,1 a -0,3 MPa durante todo o experimento, sendo
as plantas irrigadas até 90% da capacidade de campo do substrato (CC; cm= cm®), quando
0 conteudo de agua decrescia para 75% da CC e ii. déficit hidrico moderado, em que o
Yw variou entre -0,4 a -0,6 MPa durante todo o experimento, em que as plantas receberam
40% do suprimento total de irrigacdo aplicado no tratamento controle (CHEN et al. 2013).
A manutencdo do controle da irrigacdo foi feita por gravimetria. Os tratamentos foram
aplicados no estagio de fixagdo do fruto e mantidos até o estagio de maturagdo completa

dos frutos (estadio vermelho maduro).
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4.3 Anélises fisico quimicas

Os frutos foram coletados sete dias apds o inicio do estagio ‘Breaker’ (B+7), em
média 35 dias apds a aplicacdo dos tratamentos. O peso fresco (FW) dos frutos foi obtido
por meio de pesagens em balanca analitica de precisdo (modelo Bel M214AIH, precisdo
de 0,0001g, SP, Brasil) e os didmetros dos frutos foram medidos com auxilio de um
paquimetro manual. O pH foi determinado usando um pHmetro digital (PHS-3E-BI; lon,
Araucaria, Brasil) e as mesmas amostras de suco dos frutos foram utilizadas para
medicdes de conteudo solidos soluveis totais (SSC), com auxilio de um refractbmetro

analdgico (0 a 32% Brix - RHB32, ASKO, Brasil), sendo os valores expressos em °Brix.
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Figura 1: Esquema das analises fisico quimicas realizadas nos frutos de tomate.

4.4 Analises fisiologicas

A segunda ou terceira folha totalmente expandida e madura a partir do &pice da
planta foi utilizada para determinar o potencial hidrico foliar (¥w ) no periodo entre 1 - 3
horas da manhad (potencial hidrico antemanhd), utilizando uma cdmara de pressao
Scholander (PMS Instrument Co., Albany, OR, EUA), segundo a metodologia descrita
por Scholander et al. (1965).

As medigdes das trocas gasosas foram realizadas em folhas maduras e totalmente
expandidas, das 07 as 10h da manhd, utilizando-se um sistema portéatil de medicao de
fotossintese Li-Cor (LI-6400 XT, Marca, USA). Foram medidas a taxa fotossintética
liguida (A), a condutancia estomatica (gs), a transpiragdo (E) e a razdo entre as
concentracgdes interna e externa de CO2 (Ci/Ca), sob luz saturante artificial de 1000 umol
fotons m? s e a concentracio atmosférica de CO2 (Ca) de 400 umol mol™. A eficiéncia
instantanea de uso da agua (A/E), foi calculada pela razdo entre a taxa fotossintética

liquida (A) e a taxa de transpiracéo (E); a eficiéncia intrinseca de uso da agua (A/gs) foi
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calculada pela razéo entre a taxa fotossintética liquida (A) e a condutancia estomatica (gs)
e a eficiéncia instantanea da carboxilacdo (A/Ci) foi estimada pela razdo entre a taxa
fotossintética liquida (A) e a concentragdo interna de CO2 (Ci).

4.5 Extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR)

O RNA total dos frutos foi isolado utilizando o reagente TRIzol®, seguindo as
instrucdes do fabricante. A qualidade e a integridade do RNA isolado foram avaliadas por
andlise de gel de agarose a 1% e quantificadas com o auxilio do NANOdrop (Thermo
Scientific ™, ND2000USCAN, EUA). As amostras de RNA foram entdo tratadas com
DNAse I sem RNAse (Invitrogen, Califérnia, USA), seguindo as instrucdes do fabricante.
A sintese de cDNA foi realizada usando o kit RevertAid H Minus (Fermentas Life
Science), seguindo as instrucdes do fabricante. Os genes de referéncia GAPDH
(Solyc05g014470), RPL2 (Solyc10g006580) e ACT (Solyc03g078400) foram
amplificados juntamente com os genes alvo como controles enddgenos para normalizar a
expressao entre as diferentes amostras. Para a escolha do melhor gene de referéncia, foi
utilizado o programa  NormFinder (ANDERSEN et al, 2004)
(https://moma.dk/normfinder-software). As sequéncias dos genes alvo e controles
enddgenos estdo descritas na Tabela S1. Para quantificacdo da expressdo génica foi
utilizado o método comparativo de Ct: 22t (LIVAK et al., 2001), com dados de pelo
menos trés repeti¢des bioldgicas que foram validadas individualmente com uso do kit
Ampligon RealQPlus 2x Master Mix Green Low Rox™. Reagdes controle, desprovidas

de cDNA (NTC), também foram usadas em todos 0s experimentos.

4.6 Analises estatisticas

O delineamento experimental adotado foi em blocos inteiramente casualizados,
com dez repeti¢des, com dois regimes hidricos (controle e déficit hidrico moderado). Os
dados foram testados inicialmente para distribuicéo pelo teste de Shapiro-Wilk, com nivel
de significancia de 5%. Confirmada a hipotese, as diferencas estatisticas foram avaliadas
com base na andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram separadas pelo teste de t-
student, com valor critico de P < 0,05. A andlise de correlagdo de Pearson foi realizada

para verificar a associacdo entre as variaveis fisioldgicas com auxilio dos pacotes
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“corrplot” e “corrgram” (P < 0.05). Os mapas de calor da expressdo génica e dos dados
de RPKM foram plotados com auxilio do pacote “ComplexHeatmap . Para 0s dados de
peso de fruto, produtividade e nimero de frutos foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney (Tabela 2). Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R
(R Development Core Team, 2017).

5. Resultados

5.1 Identificacdo e caracterizacdo molecular das familias génicas envolvidas

no metabolismo da sacarose em tomateiro

5.1.1 Sacarose sintase - SUSY

As anélises com base em buscas das sequéncias nos bancos de dados gendmicos
resultou na identificacdo de sete genes codificadores de SUSY no genoma de tomate
(SISUSY1, SISUSY2, SISUSY3, SISUSY4, SISUSY5, SISUSY6, SISUSY7). Conforme
ilustrado na Tabela 1, o tamanho da regido CDS (from coding sequence) dos genes da
SISUSY variam de 771pb (SISUSY2) a 2676 pb (SISUSY®6), as proteinas SISUSY contém
entre 256 e 891 aminoacidos (pesos moleculares variando de 29,5 a 100,7 kDa), com
pontos isoelétricos (pl) estimados entre 5,87 e 8,42. A predicdo subcelular indica que as
proteinas SISUSYs estdo localizadas no citoplasma (Tabela 1). Os setes genes
codificadores da SISUSY estdo distribuidos nos cromossomos 2 (SISUSY7), 3 (SISUSY6),
7 (SISUSY3 e SISUSY5 duplicados em tandem), 9 (SISUSY4) e 12 (SISUSY1 e SISUSY?2)
de S. lycopersicum (Tabela 1; Figura S1).

O dendrograma de similaridade com base nas sequéncias de aminoacidos
apresentou trés grupos, sendo o primeiro com quatro enzimas, o segundo grupo com duas
enzimas e o Ultimo grupo com apenas uma enzima, o que coaduna com os resultados da
analise da estrutura de éxons-introns (Figura 2A-B). Além disso, todas as sete sequéncias
de aminoacidos SISUSY compartilham dois dominios conservados de sacarose sintase e
glycosyl transferase, que foram sugeridos como assinaturas tipicas das proteinas SUSY
do tomate (Figura 3). A analise da estrutura génica dos sete SISUSY de tomate evidenciou
a ocorréncia de 11 a 15 éxons. Entretanto, os genes SISUSY4 e 6 exibiram distintas
caracteristicas, em comparacdo com SISUSY1 e 3 (Figura 2B). SISUSY4 e 6 sdo

caracterizados por apresentarem um éxon adicional (éxon 13), SUSY1 e 3 por ter 0 éxon
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11 de maior comprimento, e SISUSY7 por apresentar o éxon 13 de menor comprimento.
Além disso, SISUSY5 é caracterizada por possuir apenas 11 éxons, devido a unido do éxon
2 e 3, dos éxons 5 e 6 e dos éxons 9 e 10, em comparagdo com SISUSY4 e 6, 0 que justifica
sua diminuicdo no nimero de éxons. SISUSY2 apresentou 0 menor namero de éxons (5

éxons) (Figura 2B).

30



Tabela 1. Caracteristicas das enzimas da sacarose que codificam genes em Solanum lycopersicum L.L. GRAVY: : grande média de hidropaticidade;

Mw: peso molecular; pl: ponto de isoelétrico.

o Tamanho do Predicéo de

Enzima Transcrito Locallzieu;afo CDS (pb) polipeptideo  Mw (KDa) pl GRAVY localizagédo

cromossémica subcelular
SISUSY1 Solyc12g009300 ch12:2573935..2577879 2418 805 92,5 5.94 -0.251  Citoplasma
SISUSY2 Solyc12g040700  ch12:43028228..43031386 771 256 29,5 753  -0.062 Citoplasma
SISUSY3 Solyc07g042550  ch07:55976889..55982494 2418 805 92,5 5.96 -0.254  Citoplasma
SISUSY4 Solyc099098590  ¢ch09:72380198..72385562 2439 812 92,9 591  -0.292 Citoplasma
SISUSY5 Solyc079042520  ch07:55816657..55820439 2412 803 91,6 597  -0.298 Citoplasma
SISUSY6 Solyc03g098290  ch03:60636360..60640569 2676 891 100,7 5.87 -0.296  Citoplasma
SISUSY7 Solyc029g081300  ch02:45315741..45320028 2655 884 100,6 842  -0.39 Citoplasma
SISPS1  Solyc08g042000  ch08:24345525..24352756 3138 1045 117,5 6.21 -0.383  Citoplasma
SISPS2  Solyc09g092130  ch09:71269146..71277256 3195 1064 119,5 6.13 -0.477  Citoplasma
SISPS3  Solyc11g045110 ch11:31768096..31775364 3003 1000 113,1 6.59  -0.404 Citoplasma
SISPS4  Solyc07g007790  ch07:2438924..2447625 3165 1054 118,4 6.05 -0.44 Citoplasma
SICIN1  Solyc01g100810 ch01:90737614..90743352 1962 653 74,4 8.18 -0.317  Cloroplasto
SICIN2  Solyc01g111100 ch01:97477472..97482570 1818 605 69,0 6.95 -0.3 Cloroplasto
SICIN3  Solyc049081440  ch04:65414803..65419467 1713 571 65,2 5.97 -0.29 Citoplasma
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SICIN4  Solyc069g065210  ch06:40659646..40663785 1656 551 62,7 6.16 -0.201  Citoplasma
SICIN5  Solyc11g007270 ch11:1652454..1656955 1968 655 73,5 5.84 -0.231  Cloroplasto
SICIN6  Solyc11g020610 ch11:11747788..11752875 1608 535 60,8 6.11 -0.221  Citoplasma
SICIN7  Solyc11g067050 ch11:52804241..52807353 1926 641 72,4 6.35 -0.223  Cloroplasto
SICIN8  Solyc01g058010 ch01:64953319..64958618 1521 506 57,1 5,38 -0,274  Cloroplasto
SICWIN1 Solyc09g010080 ch09:3475480..3479343 1755 584 67,2 9.2 -0.361  Parede celular
SICWIN2 Solyc10g083290 ch10:63110526..63115912 1749 582 65,8 9.23 -0.393  Parede celular
SICWIN3 Solyc09g010090 ch09:3480545..3484159 1752 583 66,1 6.93 -0.428  Parede celular
SICWIN4 Solyc10g083300 ch10:63123100..63127293 1770 589 66,8 8.94  -0.347  Parede celular
SIVIN1  Solyc08g079080  ch08:62722555..62726754 1959 652 72,7 6.21 -0.325  Vacuolo
SIVIN2  Solyc03g083910  ch03:53851092..53855368 1947 648 71,3 554  -0.219  Vacuolo
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Figura 2. Caracteristicas da familia génica da sacarose sintase (SUSY) em Solanum lycopersicum. Dendrograma de similaridade (A) e
estrutura de intron-éxon da familia génica da SUSY em S. lycopersicum (B).
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das SISUSYs. As linhas abaixo
indicam dominios conservados. As linhas vermelha e azul indicam um dominio de
sacarose sintase e um dominio de glicosil transferase, respectivamente. Em preto e cinza

indicam aminoacidos conservados.
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5.1.2 Sacarose fosfato sintase — SPS

Nossa andlise identificou quatro genes codificadores de SPS (SISPS1, SISPS2, SISPS3,
SISPS4) em tomate. O tamanho da regido CDS dos quatro genes da SISPS variam entre
3003 a 3195pbh. As sequéncias de aminodcidos evidenciaram que as proteinas SISPS
variam de 1000 a 1064 aminoacidos, com peso molecular entre 113,1 e 119,5 KDa e pl
de 6,05 a 6,59. As proteinas SISPSs estdo localizadas no citoplasma (Tabela 1). Os quatro
genes codificadores da SISPS foram mapeados no cromossomo 7 (SISPS1), 8 (SISPS2), 9
(SISPS3) e 11 (SISPS4) (Tabela 1; Figura S1).

A familia da SPS apresenta trés dominios proteicos, sacarose sintase (N-terminal),
glycosyl transferase e o dominio sacarose-6F-fosfato fosfo-hidrolase (C-terminal) (Figura
S2), trés sitios de ligacdo conservados (F6P binding site, UDPG binding site, osmotic
site) e presenca de aspartato-prolina (DP) (Figura 4C). O dendrograma de similaridade
com base nas sequéncias de aminoacidos apresentou trés grupos, o primeiro com dois
genes (SISPS 1 e 2), 0 segundo e o terceiro com apenas um gene cada (SISPS3 e SISPS4),
0 que coaduna com a estrutura de éxons-introns (Figura 4A-B). A andlise da estrutura dos
genes SISPS revelou uma variagdo no numero e tamanho das sequéncias exdnicas e
intrénicas (Figura 4B). Os genes SISPS1, 2 e 3 apresentaram estruturas e nimero de éxons
e introns similares, enquanto que SISPS4 apresentou 14 éxons, devido ao acréscimo do
éxon 5. O gene SISPS3 apresentou 12 éxons, devido a auséncia do éxon 2 e éxon 5, que

foram encontrados em SISPS1, 2 e 4, respectivamente (Figura 4B).
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Figure 4. Caracteristicas da familia génica da sacarose fosfato sintase (SPS) em Solanum lycopersicum. Dendrograma de similaridade (A);
estrutura de intron-éxon da familia génica da SISPS em S. lycopersicum (B); Alinhamento das regides conservadas dos quatro membros da familia

génica da SISPSs (C). Em preto e cinza indicam aminoacidos conservados.
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5.1.3 INVs neutras/alcalina - CIN

Foram identificados oito genes da INV neutra ou citoplasmatica (SICIN1, SICIN2,
SICINS, SICIN4, SICINS5, SICING, SICIN7, SICIN8) no genoma do tomate (Tabela 1). A
regido CDS desta familia multigénica variou de 423 a 1968 pb, com as respectivas
proteinas contendo entre 140 e 655 aminoacidos, com peso molecular de 17 a 74,4 KDa
e o pl estimado entre 5,12 a 9,51. De acordo com a predicdo celular as proteinas estdo
localizadas no cloroplasto e no citoplasma (Tabela 1). Os oito genes que codificam as
SICINs estéo localizados nos cromossomos 1 (SICIN1, SICIN2 e SICIN8), 4 (SICIN3), 6
(SICIN4) e 11 (SICINS5, SICING e SICIN7) (Tabela 1; Figura S1).

Os SICINs abrigam um dominio proteico, glycosyl hydrolase 100, abrangendo
aproximadamente 80% da proteina (Figura S3). Além disso, um dendrograma de
similaridade com oito sequéncias de aminoécidos SICIN foi construido para investigar as
relagBes filogenéticas entre as enzimas da familia CIN no tomate.

O dendrograma (Figura 5A) dividiu as SICINs em dois grupos principais que
diferem consistentemente em oito residuos de aminoécidos nos motivos conservados
(C273V, C277S, V2861, Y287H, V371L, S372Q, R439P e V450T), com base na
numeracdo de aminoécidos de SICIN4 (Figura 5C). O grupo a contém SICIN1, 5,7 € 8,
enquanto o grupo f contém SICIN2,3, 4 e 6 (Figura 5A). Para SICIN, a caracterizacéo da
estrutura génica dos oito genes evidenciou que 0s mesmos normalmente consistem em 3
ou 6 éxons alternados por extensas regides intronicas (Figura 5B). SICIN1, 2, 5, 7
apresentaram 6 éxons e SICIN1 revelou um padrdo de estrutura exdnica distinta dos
demais genes da familia. SICIN3, 4, e 8 apresentaram 4 éxons e em SICIN8 ocorreu o

aumento do éxon 1 e a diminuicdo dos éxons 2 e 3 (Figura 5B).
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Figure 5. Caracteristicas da familia génica da Invertase citoplasmatica (CIN) em Solanum lycopersicum. Dendrograma de similaridade (A);
estrutura de intron-éxon da familia génica da SICIN em S. lycopersicum (B); Alinhamento das regides conservadas dos oito membros da familia
génica SICINs (C). Em preto indicam os aminoacidos conservados. As caixas em vermelho indicam os amino&cidos presente em apenas um grupo
da familia SICIN.
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5.1.4 INVs acidas — CWIN e VIN

Foram identificados e caracterizados seis genes da INV &cida. Desses, quatro
membros estdo localizados na parede celular (SICWIN1, SICWINZ2, SICWINS3,
SICWIN4) (Tabela 1) e dois no vacuolo (SIVIN1, SIVIN2) (Tabela 1). O tamanho da
regido CDS das INV acidas da parede celular (SICWIN) variaram de 1749 a 1770 pb. As
proteinas desta familia contém entre 582 a 589 aminoacidos e apresentam peso molecular
de 65,8 a 67,2 KDa, com pl entre 6,93 a 9,23. Todas as proteinas SICWINs do tomateiro
apresentaram localizagdo subcelular no vacuolo (Tabela 1). As INV &cidas vacuolares
(SIVIN) apresentaram o tamanho da regido CDS de 1947 a 1959 pb, contendo 648 e 652
aminoacidos e peso molecular de 71,3 e 72,7 KDa, com pl entre 554 e 6,21,
respectivamente. As proteinas SIVINs do tomateiro apresentaram localizagcdo no vacuolo
(Tabela 1). Todas as familias das proteinas descritas apresentaram GRAVY negativo,
indicando que s&o hidrofilicas.

Os genes das INV acidas vacuolares estdo distribuidos nos cromossomos 3
(SIVIN1), 8 (SIVIN2), enquanto aqueles das INV acidas da parede celular estdo duplicados
em tandem nos cromossomos 9 (SICWIN1 e SICWIN3) e 10 (SICWIN2 e SICWIN4)
(Tabela 1; Figura S1).

O dendrograma revelou que as familias de INVs &cidas foram separadas em dois
clados, um dos quais é inferido como direcionado para a parede celular enquanto o Gltimo
para o vacuolo (Figura 6A-B). As INVs da CWIN apresentam o dominio glycosyl
hydrolases na por¢do N e C-terminal para todas as enzimas (Figura 6C; Figura S4). A
anélise das enzimas da familia SIVIN revelaram trés dominios, sendo o dominio de
funcdo desconhecida (DUF3357) na porcdo N-terminal e dois dominios glycosyl
hydrolases na por¢do C-terminal (Figura 7). A estrutura génica dos quatro integrantes da
familia das INV &cidas (SICWINSs) evidenciou 6 éxons, com alto padrdo de conservacao.
Os genes SICWIN 1 e 3 e SICWIN 2 e 4 apresentaram 0 mesmo padrdo de conservagado
dos éxons, visto que eles estdo duplicados em tandem no cromossomo 9 e 10,
respectivamente (Figura 6B). A caracterizacdo da estrutura génica da familia das INV
acidas de tomate (SICVINS) apresentou 7 éxons bem conservados para os dois genes
(Figura 6B).
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Figure 6. Caracteristicas das familias génica da Invertases acidas (SICWINs e SIVINs) em Solanum lycopersicum. Dendrograma de
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5.2 Efeitos do déficit hidrico em caracteres da folha e do fruto

Os resultados da analise de variancia indicam que houve diferengas significativas
(P <0,05) entre os regimes hidricos, para todas as variaveis analisadas da folha (Ww, E, gs
e A) (Figura 8A-D). Os menores valores de ¥\ foram observados com 41 dias apos a
aplicacéo do tratamento. gs e A apresentaram diferencas significativas entre tratamentos
aos 27 e 34 dias apos a aplicacdo do tratamento de deficiéncia hidrica, ocorrendo uma
diminuicdo significativa de seus valores, no final do periodo analisado (Figura 8 C-D). A
analise de variancia demonstrou que E apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos ao longo de todo o periodo analisado, com uma reducdo de seus valores no

final do periodo (Figura 8B).
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Figure 8. A: Potencial hidrico antemanhad; B: taxa transpiratoria; C: condutancia
estomatica D: Taxa fotossintética em plantas de Solanum lycopersicum cv. Santa
Clara submetidas ao deficit hidrico. As barras representam o erro padrdo da média e
(*) indica a significancia P < 0,05, ns indica ndo significante de acordo com o teste de t-

student e DAT (dias ap0s o tratamento).
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Em relacdo aos pH dos frutos analisados, ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos (Figura 9A). No entanto, o SSC dos frutos sob deficiéncia hidrica foi

significativamente maior (P < 0,05) do que aqueles do tratamento controle (Figura 9B).
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4,55

*
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e
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Figure 9. A: pH dos frutos; B: SSC (°BRIX) em plantas de Solanum lycopersicum cv.
Santa Clara submetidas ao deficit hidrico. As barras representam o erro padrdo da média
e (*) indica a significancia P < 0,05, ns indica ndo significante de acordo com o teste de

t-student.

A anélise descritiva dos dados evidenciou significancia de P < 0,05 para as variaveis peso
do fruto (Fw), produtividade e nimero de frutos, entretanto para diametro polar superior,
inferior e equatorial ndo houve diferengas entre as médias para os tratamentos

controle(irrigado) e déficit hidrico moderado (Tabela 2).
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Tabela 2: Analise descritiva (média, desvio-padrdo, CV (%) e os valores médios (P-
value) para as variaveis peso de fruto (Fw(g)), produtividade, namero de frutos, didmetro
polar superior (DPS). diametro polar inferior (DPS) e didmetro equatorial (DE), sob os

tratamentos controle e de deficiéncia hidrica.

Variaveis Tratamentos ~ Média Desvio padrdo CV (%) P-value

Control 37,40 8,84 4,23

Fw (g) 0,005
Drought stress 21,56 3,77 571
Control 10,92 4,04 2,70

Produtividade 0,027
Drought stress 3,93 2,55 1,54
Numero de Control 4,89 1,05 4,63

frutos por 0,005
planta (NFP) Drought stress 2,2 2,68 0,82
Control 3,34 0,65 5,12

DPS (cm) 0,28
Drought stress 2,98 0,24 12,10
Control 2,43 0,71 3,42

DPI (cm) 0,20
Drought stress 2,19 0,31 7,02
Control 3,72 0,88 4,21

DE (cm) 0,25
Drought stress ~ 3.41 0.48 7.02

P>0,05ns; P<0,05%* P<0,01**

Analises de correlacdo entre as diferentes variaveis da folha e do fruto mostraram
que existem correlagdes positivas significativas, conforme esperado, entre Ywe A (0,93),
Ywegs(0,91),gseA(0,85), AlEeA(0,94), gse A/E (0,89), YweA/E (0,89), A/Cie Algs
(0,91) , DPI e DPS (0,79), DPI e FW (0,82), DPI e DE (0,83), DPS e FW (0,91), DPS e
DE (0,9), FW e gs (0,91), gs e Prod. (0,94) (Figura 10). Por outro lado, correlacbes
negativas significativas foram registradas entre Ywe SSC (-0,93) e A/E e SSC (-0,96)
(Figura 10).
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Figura 10. Correlacdo de Pearson entre as caracteristicas de folhas e frutos com
significaAncia de P <0,01. E: taxa de transpira¢do; gs: condutancia estomatica; A: taxa de
fotossintética; ¥w: potencial hidrico foliar; A/E: eficiéncia instantanea de uso da agua;
A/gs: eficiéncia intrinseca de uso da agua; A/Ci: eficiéncia intrinseca de carboxilacdo;
NFP: nimero de frutos por planta; DPI: didmetro polar inferior; DPS: didmetro polar

superior; DE: didmetro equatorial; Prod: produtividade.
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5.3 Caracterizacdo transcricional das familias génicas envolvidas no

metabolismo de sacarose em tomateiro

A analise dos dados de expressdo por RNA-Seq evidenciou que 0s genes SISUSY1,
SISUSY4, SISUSYS5, SISUSY7, SISPS2, SISPS3, SISPS4, SICIN3, SICIN4, SICING, SICIN7,
SIVIN1, SICWIN1, SICWIN2 e SICWIN3 foram induzidos no verde-maduro (MG) do fruto
de tomate (Figura 11). Os genes SICIN1, SICIN5, SISPS1, SISUSY2, SISUSY3, SISUSY4,
SISUSY6 e SIVIN2 foram transcricionalmente induzidos no estagio vermelho-maduro
(RR). Ja os genes SISUSY2, SICING, SICIN4, SICWIN1 e o SIVINZ2 tiveram seu perfil
transcricional aumentado no estagio “de vez” (Breaker) do amadurecimento. Nos estagios
MG e RR, o gene SISUSY4 foi regulado positivamente, enquanto os genes SICIN4,
SICING e SICWIN1 foram induzidos nos estagios de MG e Breaker. Apenas 0s genes
SICIN8 e o SICWIN4 foram reprimidos nos trés estagios.

SISUSY4
SISPS2
SICWIN2
SISUSYS
SISPS3
SISUSY7
SISUSY1
SIVIN1
SISPS4
SICWIN3
SICIN7
SICIN3
SICIN4
SICING
SICWIN1

SICIN1
SISPS1
SISUSYe6
SIVIN2
SISUSY2
SISUSY3
SICINS
SICINS
SICWIN4

T

I —l— N ——

Expression (RPKM)

Red Ripe  Breaker Mature Green

Figure 11. Expresséao dos genes SISUSYs, SISPSs, SICWINs, SIVINs, SICINs em trés
estagios do desenvolvimento de frutos em S. lycopersicum. Os dados representam 0s
valores médios de RPKM de cada gene em cada biblioteca de RNA-Seq (TOMATO
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GENOME CONSORTIUM, 2012). As cores vermelho e verde indicam valores de

expressdo mais altos e mais baixos, respectivamente.

A analise dos dados de expressdo por RNA-Seq evidenciou que 0S genes
SICWINZ2, SICIN1, SIVIN2, SISPS1 e 4 e SISUSY1, 3 e 4 foram regulados positivamente
por tratamento com ABA e negativamente por tratamento com NDGA, um potente
inibidor da biossintese de ABA (Figura 12). J& os genes SICIN3, 4, 5 e 6, SICWINL,
SIVIN1, SISUSY7 e SISPS3 tiveram maior expressdo no tratamento com o NDGA,
enguanto os genes SICWIN4, SICIN7 e SISPS2 apresentaram niveis maiores de expressdo

no tratamento controle (CK) (Figura 12).
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Figura 12. Expressao de genes envolvidos no metabolismo da sacarose (SICWINZ2,
SISPS1, SIVIN1, SISUSY1, SISUSY4, SICIN3) em frutos de tomate tratados com
ABA exo6geno ou NDGA (Nordihydroguaiaretic acid ABA biosynthesis inhibitor) e
controle (CK). Os dados representam os valores médios de RPKM de cada gene em cada
biblioteca de RNA-Seq (Mou et al., 2015). As cores vermelho e verde indicam valores de

expressdo mais altos e mais baixos, respectivamente.
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O envolvimento dos genes do metabolismo da sacarose regulados por ABA na
resposta adaptativa dos frutos de tomateiro a deficiéncia hidrica foi validado por meio de
analises de expressao por RT-gPCR. Os genes SICIN3, SICWINZ2, SISPS1, SISUSY4,
SIVINZ2 foram regulados positivamente em frutos de tomate submetidos ao deficit hidrico

(Figura 13). Por outro lado, o gene SISUSY1 foi regulado negativamente nos dois regimes

SICIN3
SICWIN2
SISPS1
SISUSY4
SIVIN2
.

hidricos.

{

Relative expression (log2)

SISUSY1

CONTROL DROUGHT STRESS

Figura 13. Expressdo dos genes SICWIN2, SISPS1, SIVIN1, SISUSY1, SISUSY4,
SICIN3 em frutos de tomateiro submetidos a déficit hidrico. Os dados sdo as raz6es
(log2) dos niveis relativos de mMRNA entre as plantas tratadas e de controle, conforme
analise por RT-qPCR. As cores vermelho e verde indicam valores de expressdo mais altos

e mais baixos, respectivamente.
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5.4 Cis-elementos regulatérios responsivos ao estresse hidrico presents na
regido promotora das SISUSYs, SISPSs, SICWINs, SIVINs, SICINs

A analise de cis-elementos na regido promotora identificou a presenca de varios
elementos reguladores de acao cis responsivos ao estresse, incluindo ABRE (respostas a
ABA e a seca), MBS (envolvido na via de sinalizagdo dependente de ABA em resposta a
estresses abioticos, como seca, sal e frio), TC-rich repeats (elementos envolvidos na
defesa e na resposta ao estresse), G-box (envolvido em resposta a luz, acido abscisico,
metil-jasmonato e anaerobiose e tem um papel na inducdo de etileno, bem como na
expressdo especifica de sementes) (KAUR et al, 2017), DRE/CRT (respostas a alta
salinidade, desidratacdo e baixa temperatura) e LTR (resposta a baixas temperaturas) nos
genes SISUSY, SISPS, SICIN, SICWIN e SIVIN (Figura 14). As sequéncias cis reguladoras
apresentaram elementos com responsividade a horménios como o acido salicilico (TCA-
element), a auxina (TGA-element), a giberelina (TATC-box), o metil-jasmonato — MeJA
(CGTCA-motif) e o etileno (ERE). Cis-elementos envolvidos em processos relacionados
ao desenvolvimento das plantas também foram encontrados, incluindo aqueles
envolvidos na regulacdo do metabolismo (O2-site), inducdo anaerobica (ARE),
expressdo do endosperma (GCN4_motif), regulacdo especifica de sementes (RY-
element), biossintese de flavondides (MBSI), diferenciacdo das células do mesofilo
(HD-Zip 1) e controle circadiano (circadian). Os cis-elementos TATA, CAAT e 0s
responsivos a luz foram encontrados em maior quantidade em todos os genes analisados
(Figura 14).

5.5 Potenciais sitios de fosforilacéo

Todas as proteinas das cinco familias génicas do tomateiro apresentaram
potenciais sitios de fosforilacdo (Figura 15). As proteinas da familia SISUSY contém
entre 24 (14 Ser/1 Thre/1 Tyr) e 105 (35 Ser/ 40 Thre/ 30 Tyr) sitios de fosforilagdo. As
proteinas da familia SISPS apresentaram entre 87 (56 Ser/18 Thre/13 Tyr) e 108 (70 Ser/
30 Thre/ 8 Tyr). Os sitios de fosforilagao das proteinas da familia SICWIN variou de 53
(28 Ser/16 Thre/9 Tyr) a59 (33 Ser/18 Thre/8 Tyr). As proteinas da familia SIVIN contém
sitios de fosforilacdo que variaram de 66 (30 Ser/24 Thre/12 Tyr) a 70 (42 Ser/20 Thre/8
Tyr). As proteinas da familia SICIN apresentaram sitios de fosforilacéo entre 22 (14 Ser/1
Thre/1 Tyr) e 66 (43 Ser/8 Tyr/15 Thre) (Figura 15).
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Figure 14. Cis-elementos regulat6rios responsivos a estresses presente na regido promotora de SISUSYs, SISPSs, SICWINSs, SIVINs, SICINs

de S. lycopersicum. Os cis-elementos regulatorios foram analisados 1500 kb upstream do local de inicio da tradugéo.
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6. Discussao

Foram encontrados no genoma de tomate sete genes pertencentes a familia SUSY,
quatro genes da familia SPS, quatro genes da familia CWIN, dois genes da familia VIN e
oito genes da familia CINs. Em estudo anterior foram descritos sete genes de CIN em
tomate (RUAN, 2014). No genoma de A. thaliana foi encontrado um nimero de genes
relativamente similar aos encontrados em tomate, sendo seis genes de AtSUSY, quatro de
AtSPS, cinco de AtCWIN, dois de AtVIN e nove de AtCIN. As diferencas no numero de
genes entre Solanum lycopersicum e A. thaliana podem ser explicadas pela triplicacdo
recente do genoma do tomate (The Tomato Genome Consortium, 2012).

O tamanho e a posi¢do dos introns e éxons fornecem informagdes importantes
sobre a evolucdo génica. Nossa analise estrutural dos genes de tomate relacionados ao
metabolismo de sacarose indicam que SISUSY tém de 10 a 14 introns (Figura 2B),
consistente com as anélises de SUSY de Malus domestica (TONG et al. 2017) e algodao
(RUAN et al. 2008), que codificam de 10 a 14 introns, e A. thaliana (ZHANG et al. 2015)
com 11 a 14 introns. As inferéncias indicam que essas caracteristicas semelhantes nos
genes da familia SUSY entre plantas (dicotiledéneas e monocotileddneas) podem
contribuir para sua similaridade funcional dentro do mesmo grupo (ZHANG et al. 2015;
TONG et al. 2017). Embora houvesse diferengas no nimero e tamanho do éxons-introns
entre os sete genes SISUSY (Figura 2B), pode ser observado um alto nivel de conservacéo
dentro dos grupos, semelhante a alta similaridade observada por alinhamento maltiplo
entre as sete sequéncias de aminodcidos (Figura 2C).

Os genes da SPS de tomate apresentaram a estrutura génica altamente conservada
e foram separadas em trés grupos (Figura 4A-B), corroborando com os dados encontrados
no genoma de A. thaliana (SUN et al. 2011). O nimero de introns oscilou entre 11 e 13
e 0 de éxons variou entre 12 e 14., os quais sdo similares com os relatados em Oryza
sativa (CASTLEDEN et al. 2004) e Zea mays (LUTFIYYA et al. 2007). A filogenia dos
genes de SPS sugere divergéncia entre monocotileddneas e dicotileddneas, evidenciando
sucessivos eventos de duplicagdo génica. As diferencas estruturais e evolutivas podem
originar enzimas com diferentes func6es biologicas (LUTFIYYA et al., 2007).

Para a familia das INVs neutras, trés genes (SICINZ1, 5 e 7) com cinco introns se
localizam no grupo a e quatro genes do grupo P apresentaram trés introns (SICIN3, 4 e
6). O gene SICIN8 do grupo o tém trés introns, evidenciando a auséncia dos intron 4-5

(regido 3’) em relacdo ao SICIN1 e o gene SICIN2 do grupo B apresenta cinco introns,
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devido o acréscimo de dois introns na regido 5’ (Figura 5A-C). As divergéncias na
estrutura dos grupos sugerem que esses genes podem ter surgido de ancestrais distintos,
e suas regides intronicas sofreram mudancas durante a evolugdo. Eventos semelhantes
foram observados em Malus domestica (HYUN et al. 2011), Brassica rapa (EOM et al.
2019), Oryza sativa e A. thaliana (JI et al. 2005).

As INVs &cidas do tomate (Figura 6A-C), independentemente da localizacéo,
demonstraram estrutura de éxons-introns altamente conservada, que pode corresponder a
estrutura do gene ancestral das INVs &cidas (JI et al. 2005). A estrutura de éxons-introns
das INVs ligadas a parede celular do tomate (Figura 6) indica que ocorreu uma duplicacéo
do intron 1 na regido 5’ dos genes SICWIN2 e 4 em relagdo ao gene SICWINL1. O gene
SICWINS teve uma perda do intron 1 (regido 3”) e uma duplicagdo do intron 2, sendo que
todos 0s genes apresentaram 0 mesmo numero de éxons e introns (Figura 6B). Entre as
quatro isoformas CWIN no tomate, o0 SICWINL1 esta intimamente relacionado ao SICWIN3
e 0 SICWIN2 esta mais relacionado ao SICWIN4 (Figura 6A-B). O primeiro par é expresso
nos orgaos reprodutivos, enquanto o Gltimo par é expresso principalmente nos tecidos
vegetativos (GODT e ROITSCH, 1997). Resultados semelhantes foram encontrados em
A. thaliana, em que AtCWIN2 e AtCWIN4 sdo predominantemente expressos em 0rgaos
reprodutivos, enquanto AtCWIN1 e AtCWINS foram expressos constitutivamente
(WANG et al. 2012). Os dois genes da INVs vacuolar (SIVIN1 e 2) do tomate estédo
intimamente relacionados em nivel dos aminoécidos e contém mesmo numero de éxons
e introns (Figura 6A-C).

As analises de sequéncias de aminoécidos para as proteinas das INVs &cidas
(SICWIN e SIVIN) compartilham caracteristicas em comum, pois ambas tém o motivo
B-frutosidase (NDPN) na porcdo N-terminal e um sitio catalitico de WECPD contendo
uma prolina (P) em CWINs e uma valina (V) WECVD em VINs e Glu-203/Glu -201
(EC) (LE ROY et al, 2007; WAN et al, 2018) (Figura 4C). As CWINSs apresentam uma
regido hidrofébica conservada (WIN/WGN/WSGS) que estabiliza a ligagdo com a
sacarose e residuos de Asp-239/Lys-242 (D e R) (LE ROY et al, 2007). Estudos de
mutagénese in vitro, com uma unica substituicdo de aminoacido D para A (Asp-239)
transformou A. thaliana AtCWIN1 (At3g13790) em uma proteina incapaz de hidrolisar
sacarose. Desse modo, a presenca ou auséncia de Asp-239 (D) foi proposta como um
determinante confidvel para a identificacdo de INVs funcionais ou defeituosas (LE ROY
et al. 2007; LE ROY et al. 2013).
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A anélise das sequéncias de aminoacidos referente a familia das INVs neutras
(SICINSs) do tomate (Figura 4C) resultou na identificacdo de oito residuos de aminoacidos
nos motivos conservados, 0s quais também j& foram relatados em Oryza sativa (JI et al,
2005), Brassica rapa (EOM et al. 2019), A. thaliana (QI et al. 2005) e M. domestica
(HYUN et al. 2011).

Na familia das SISUSYs de tomate (Figura 2), todas as sequéncias das sete
enzimas apresentaram caracteristicas tipicas da familia SUSY observadas em estudos
anteriores (TONG et al. 2017; RUAN et al. 2008; ZHANG et al. 2015), como a presenca
dos dominios sacarose sintase e glycosyl transferase estreitamente ligados.

A SPS apresenta varios mecanismos regulatorios: regulacdo por F6P; UDPG e
estresse osmotico (TOROSER e HUBER, 1997). Em espinafre e arroz, foi encontrado um
local de fosforilagdo de Ser-424, que é reversivelmente fosforilado em resposta ao
estresse osmotico (TOROSER e HUBER, 1997). Nas sequéncias de aminoacidos das SPS
de tomate foram identificados vérios motivos (F6P; UDPG e estresse osmético) que
podem estar associados com respostas regulatorias nas plantas (LUNN; MACRAE, 2003;
WINTER e HUBER, 2000). Todos os genes das familias caracterizadas apresentaram
maultiplos potenciais sitios de fosforilacdo de Ser, Thr e Tyr (Figura 15) indicando que a
atividade dessas proteinas pode ser modulada por meio de modificagdes pos-traducionais
(PTMs), regulando vias de sinalizagédo celular. Nas folhas de espinafre e de milho foram
encontrados sitios de fosforilagdo (Seriss, Serazo Serszs e Serisz) da SPS envolvidos na
regulacdo de claro/escuro, e na ativacdo do estresse osmético (WINTER e HUBER,
2000).

Em plantas de tomate submetidas ao déficit hidrico (Figura 8A-D), foi observado
a diminuicdo da gs (Figura 8C) em decorréncia do fechamento estomatico, que é o
primeiro mecanismo fisioldgico responsivo a diminui¢cdo do ¥w (Figura 8A). O
fechamento estomatico controla a perda de agua pelo decréscimo na transpiragdo das
plantas(Figura 8B), gerando maior resisténcia ao fluxo de CO para as folhas, e
consequentemente reduzindo as taxas fotossintéticas (Figura 8D), contribuindo dessa
forma para o menor de acimulo de biomassa para a manutencdo do desenvolvimento
vegetal (CLAYES e INZE, 2013).

Nos frutos submetidos a deficiéncia hidrica, o SSC foi significativamente maior
do que no controle, ja o pH ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
(Figura 9). SSCs sdo os principais compostos osméticos que se acumulam nos frutos,

além de serem componentes determinantes na qualidade dos frutos (BECKLES et al,
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2012). Estudos anteriores em tomates demostraram um aumento no conteddo de agucar
nos frutos submetidos a deficiéncia hidrica, no entanto, resultados opostos também foram
encontrados (RIPOLL et al, 2016). Portanto, a ideia de que o déficit hidrico tem impacto
positivo no sabor da fruta, depende do gendtipo, da intensidade do estresse e do estagio
de desenvolvimento do fruto (VEIT-KOHLER et al, 1999; BERTIN et al, 2000; CHEN
et al, 2014; KLUNKLIN et al, 2017). No entanto, a produtividade, o peso e 0 nimero de
frutos (Tabela 2) foram afetados pela deficiéncia hidrica moderada. Ja, os diametros do
fruto foram pouco afetados pelo tratamento de deficiéncia hidrica. Diante disso, efeitos
cumulativos ou transitorios sdo integrados pela planta ao longo do ciclo reprodutivo, o
que pode levar a respostas marcadamente contrastantes em relacdo a produtividade e
qualidade dos frutos/planta.

As correlaces negativas entre SSC e ¥w e entre SSC e A/E evidencia que
durante o déficit hidrico no tecido foliar ocorre o decréscimo do ¥w e da A/E, enquanto,
no fruto ocorre acréscimo do SSC e do pH (Figura 10). O incremento do SSC é um
mecanismo que permite que a planta sob déficit hidrico possa manter seu metabolismo,
mesmo com a reducdo do Pw dos tecidos. Isso ocorre devido a sua caracteristica de
osmoprotecdo e osmorregulacdo, que protege os componentes celulares dos danos
causados pelo estresse (DAWOOD, 2016). Com isso, 0 incremento de agucares solUveis
esta fortemente correlacionado a tolerancia a seca nas plantas (ASHRAF e HARRIS,
2004). As correlages positivas demonstraram um padrdo de resposta fisioldgica esperado
para o tecido foliar em plantas submetidas ao déficit hidrico (GATES e JAMES, 1959;
REYNAFARJE et al. 2018; IHUOMA et al. 2019).

O estudo da expressé@o génica das enzimas que metabolizam a sacarose fornece
uma base inicial para a compreensdo de sua resposta no desenvolvimento de frutos de
tomate submetidos a deficiéncia hidrica. Nossos resultados evidenciam que nos estagios
iniciais (MG e Breaker) do desenvolvimento do fruto ocorre maior atividade dos genes
da SISUSY, SISPS, SICWIN e da SICIN (Figura 11). No dultimo estagio do
desenvolvimento do fruto (RR) observou-se maior expressdo dos genes SICIN1, SICIN5,
SISPS1, SISUSY2, SISUSY3, SISUSY4, SISUSY6 e SIVIN2, destes os genes SISUSY4,
SISPS1 e o SIVIN2 também foram induzidos no tratamento com ABA e déficit hidrico
(Figura 12 e 13). No entanto, os genes SICIN3, SICWIN2 e SISUSY1 n&o foram regulados
positivamente no RR, apenas no MG, mas foram responsivos ao ABA e ao déficit hidrico.
Esses resultados estdo de acordo com ZHANG et al (2009) e MOU et al (2015) os quais
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elucidaram que o acimulo de ABA atinge seu nivel maximo nos estagios iniciais do
desenvolvimento do fruto.

Na presenca de ABA ocorreu regulacao positiva da expressao dos genes SISPS1,
SISPS4, SISUSY1, SISUSY3, SISUSY4, SISUSY6, SICWIN2, SIVIN2 e SICIN1 em frutos
de tomate, principalmente induzindo a expressao dos genes que participam da degradacéo
da sacarose (Figura 13). Nossos resultados sugerem que a expressao de genes atuantes no
metabolismo da sacarose € induzida por ABA. Esta ideia é reforcada pelo fato de que
alteracdes no metabolismo de carboidratos ja foram observadas em tratamento com ABA
(DALOSO et al., 2015; YOSHIDA et al., 2019; SIEBENEICHLER et al., 2020).
Coletivamente, os genes da sacarose apresentaram em suas regides promotoras cis-
elementos regulatérios responsivo ao ABA (ABRE), indicando fortemente que eles séo
ativados transcricionalmente na via de sinalizacdo de ABA (YOSHIDA et al., 2019). Essa
regulacao da transcri¢do pode ser importante, pelo menos em parte, para controlar o fluxo
metabdlico na direcdo necessaria em condicBes de estresse por seca.

Os genes SICWIN2, SIVIN2, SICIN3, SISPS1 e SISUSY4 foram induzidos no
tratamento de deficiéncia hidrica (Figura 12). Dessa forma, esses genes podem estar
correlacionados com aumento de sacarose nos frutos de tomate sob deficiéncia,
evidenciado pelo aumento significativo de SSC (°Brix) (Figura 8). Resultados similares
foram relatados em Manihot esculenta, em que os genes das INVSs, incluindo MeINV1,
MeINV3, MeINV7 e MeINV8 (LIAO et al, 2017) foram regulados positivamente durante
o déficit hidrico e em Triticum aestivum com o0s genes SPS3, SUS1 e das INVs neutras.

Os genes AtSUS1 (AT5G20830), AtSUS4 (AT3G43190) de A. thaliana e o gene
MeSUS2 (Manes.01G221900) de Manihot esculenta tiveram seu perfil transcricional
induzidos em situacGes de deficiéncia hidrica, sendo que 0 MeSUS2 foi considerado um
fator determinante no metabolismo da sacarose sob déficit hidrico. Em nossos resultados,
0 SISUY4 é ort6logo do AtSUS4 e do MeSUS2 (BAUD et al, 2004; LIAO et al, 2017).
Com base nesses resultados sugerimos que os genes de tomate das familias SUSY, SPS
e INVs tem um papel estimulante no metabolismo da sacarose, em situacOes de
deficiéncia hidrica.

Trabalhos anteriores em Populus tremula (PELAH et al, 1997), Spinacia
oleracea (QUICK et al, 1989), Hevea brasiliensis (XIAO et al, 2014), Nicotiana tabacum
(WANG et al, 2015), Malus domestica (TONG et al, 2018 ), Brassica rapa (EOM et al,
2019) e Solanum tuberosum (GEIGENBERGER et al, 1999) relataram acumulo dos

transcritos que metabolizam sacarose em condigdes de deficiéncia hidrica, mas ainda sdo
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restritas as informacOes referentes a atividade dessas enzimas em frutos submetidos a
déficit hidrico.

Além disso, a presenca de elementos cis-regulatérios com ABRE, MBS, G-BOX
e TC-rich repeats corrobora com essa resposta, visto que, sdo elementos responsivos ao
ABA e ao estresse hidrico (Figura 14). Esses resultados sugerem que esses genes sao
regulados transcricionalmente, e sdo responsivos a sinais endogenos (horménios
vegetais), estimulos fisicos externos (estresses bioticos e abioticos) (GARCIA et al,
2014).

7. Conclusao

No presente estudo foram caracterizados 25 genes envolvidos no metabolismo da
sacarose, distribuidos em cinco familias génicas. As enzimas apresentaram dominios
conservados similares com as sequéncias previamente caracterizadas em outras espécies
vegetais, indicando que sdo proteinas funcionais. A expressao desses genes pode ser
regulada em nivel transcricional por sinais enddgenos e ambientais, incluindo ABA e
seca, como demonstrado pelos cis-elementos regulatorios nas regides promotoras, bem
como em nivel pés-traducional, conforme sugerido pelos potenciais sitios de fosforilacao.

O nosso conjunto de dados sugere que o aumento no conteudo de acgucares
sollveis do fruto em resposta ao déficit hidrico é causado, pelo menos em parte, pela
inducdo significativa nos niveis de expressdo de genes especificos codificando para SPS,
SUSY e INVs. Tais genes sdo preferencialmente expressos durante o estagio de
amadurecimento do fruto, em condicBes ideais de disponibilidade hidrica, e tém seus
niveis de expressdo aumentados em resposta ao déficit hidrico, o que reforca as suas
relacGes com o contetdo de agUcares soluveis do fruto.

Um modelo dos efeitos do déficit hidrico sobre as enzimas do metabolismo da
sacarose no fruto é proposto na Figura 16. De acordo com o modelo proposto, o déficit
hidrico induz o aumento transcricional de SICWIN2, cuja atividade enzimatica contribui
para 0 aumento do pool de hexoses no apoplasto. A maior parte das hexoses geradas no
apoplasto é reconvertida a sacarose no citosol pela acdo da SISPS1, cuja expressdo em
nivel transcricional € induzida por deficit hidrico. Os pools de sacarose sdo invertidos em
hexoses no citosol e no vacuolo pela respectiva acdo de SISUSY1 e 4, SICIN3 e SIVINZ,

gue também sdo transcricionalmente induzidas por déficit hidrico.
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Coletivamente, os resultados permitem concluir que o déficit hidrico induz o
aumento da expressao de genes do metabolismo da sacarose no fruto, contribuindo para
a estimulagdo do metabolismo de agucares. Os genes do metabolismo da sacarose
identificados no presente estudo como induziveis pelo deficit hidrico poderdo ser
utilizados para o desenvolvimento de estratégias de melhoramento visando melhorar a
adaptacdo das plantas de frutos carnosos a baixa disponibilidade hidrica, por meio do
aumento da tolerancia a seca do fruto e da sua qualidade organoléptica.
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Figura 16: Metabolismo da sacarose em frutos de tomate sob deficiéncia hidrica. CWIN - Cell wall (apoplastic) invertase; VIN - Vacuolar

invertase; CIN - Cytoplasmatic invertase; SUSY - Sucrose synthase; SPS - Sucrose phospate synthase; PD — Plasmodesmos.
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Supplementary material

Tabela S1: Lista de primers para RT-gPCR

Primers para RT-qPCR

SISUSY2
SISUSY4
SISUSY1
SISPS1
SICWIN2
SIVIN2
SICIN3

RT-F 5>-CCTCCATCCATTACTTCCCTCT-3’
RT-F 5>-CTGCTTTCACTCTCCCAGGC-3’
RT-F 5>-AAGCTGAGGTGGGCTCTTCT-3’
RT-F 5’-CCCCGAAGTTCGAAAGAGCA-3’
RT-F 5’-CAAAAGGAGCAACATGGGGC-3’
RT-F 5>-TTTCGAGATGTAGCCGGTGC-3’
RT-F 5’>CACCGCCACGTCAGGTATAC-3’

RT-R 5’-GCACCTGCAAATCCTCAGAT-3’
RT-R 5>-TGTCAGCTCCAGGAGACACT-3’
RT-R 5’-TCAGCAGATGGGAAATCCTC-3’
RT-R 5’-GCCTTGTCTGATGACCACGA-3’
RT-R 5’-GGTAGATAGCGGGTTCGAGC-3”
RT-R 5’-TGGTAAGCCGTTCTTTGCCA-3’

RT-R 5’-GTGTATGCCGGACCACCTTC-3’
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Figure S1: Localizagdo cromossdmica dos genes pertencentes a familia da SISUY, SISPS, SICIN, SICWIN e SIVIN no genoma de S. lycopersicum. A escala esta
representada em Mb.
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Figura S2: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da Sacarose fosfato sintase

em S. lycospersicum (SISPS). As linhas vermelha, azul e amarelo indicam dominio de

sacarose sintase, dominio de glicosil transferase e dominio sacarose-6-fosfato,

respectivamente. Em preto e cinza indicam aminoacidos conservados.
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Figura S3: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das Invertases
citoplasmatica (SICINs) em S.lycospersicum. Os aminoécidos conservados estdo
destacados em preto e cinza. As linhas vermelhas indicam o dominio conservado glicosil
hydrolase 100.
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Figura S4: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das Invertases da parede
celular (SICWINSs) em S.lycospersicum. Os amino&cidos conservados estdo destacados
em preto e cinza. As linhas vermelha e azul indicam dominio de glycosyl hidrolase na

porcdo N-terminal e glicosil hidrolase na por¢do C-terminal, respectivamente.
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