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Resumo

A importancia da luz para o desenvolvimento das plantas vai muito além da
fotossintese. Este estimulo ambiental controla desde a germinacdo até a senescéncia.
Desde a sua percepc¢do, por meio de fotorreceptores, até o desencadeamento da resposta
fisiologica, diversos fatores participam da transducdo do sinal luminoso. Dentre eles,
recentemente, foram identificadas as proteinas portadoras do dominio B-BOX (BBXs).
As proteinas BBXs, sdo fatores de transcricdo do tipo dedos de zinco, quase
exclusivamente estudadas em A. thaliana, que pertencem a uma familia que esta
subdividida em cinco grupos de acordo com o nimero de dominios B-BOX e a presenca
de dominio CCT (CONSTANS, CONSTANS-LIKE e TIMING OF CABLl). As
proteinas BBX que foram funcionalmente caracterizadas até 0 momento mostraram ser
reguladores de diversos processos tais como fotomorfogénese, regulagdo fotoperiddica
da floracdo, evitacdo de sombra e respostas a estresses bidticos e abidticos. Neste
contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral, caracterizar 0s genes que
codificam as proteinas que contém dominio BBX presentes no genoma de Solanum
lycopersicum. Para isso, foi realizado um detalhado perfil transcricional dos genes
SIBBXs dos grupos IV e V em folhas e frutos em diferentes estagios de
desenvolvimento e em hipocétilos crescidos sob diferentes condi¢des de luminosidade.
Os resultados mostraram que 0s genes SIBBXs sdao modulados transcricionalmente pela
luz e pelo estado de desenvolvimento dos plastidios (cloroplastos e/ou transi¢do de
cloroplasto a cromoplastos). Para aprofundar a compreensdo do papel dessas proteinas
na fisiologia da planta, foi realizada a caracterizagdo fenotipica do gene SIBBX28. O
silenciamento constitutivo de SIBBX28 utilizando a estratégia de RNAI, resultou em
plantas de menor porte e com menos flores por inflorescéncia. Além disso, a deficiéncia
de SIBBX28 reduziu o alongamento de hipocétilos crescidos no escuro. Utilizando
diversas abordagens experimentais, foi possivel demostrar que SIBBX28 participa do
controle do crescimento, floragéo e estiolamento por meio da regulagédo do metabolismo

e sinalizagdo de auxinas.
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Abstract

The importance of light for plant development goes far beyond photosynthesis. This
environmental stimulus controls from germination to senescence. From photoreceptors-
mediated towards the triggering of the physiological response, several factors
participate in the transduction of the light signal. Among them, proteins carrying the B-
BOX domain (BBXs) were recently identified. The members of the BBX protein family
are zinc finger transcription factors, almost exclusively studied in A. thaliana, that
cluster into five groups according to the number of B-BOX domains and the presence of
a CCT domain (CONSTANS, CONSTANS-LIKE and TIMING OF CAB1). The BBX
proteins that have been functionally characterized so far have shown to be regulators of
several processes such as photomorphogenesis, photoperiodic regulation of flowering,
shade avoidance and responses to biotic and abiotic stresses. In this context, the present
work aimed to characterize the genes that encode BBX domain containing proteins
present in Solanum lycopersicum genome. For this, a detailed transcriptional profile of
the SIBBX genes of groups IV and V was carried out in leaves and fruits at different
stages of development and in hypocotyls grown under different light conditions. The
results showed that the SIBBX genes are transcriptionally modulated by light and by the
developmental state of plastids (chloroplasts and/or chloroplast-to-chromoplast
transition). To deepen the understanding of the role of these proteins in plant
physiology, we performed the functional characterization of SIBBX28 gene. The RNAI-
mediated constitutive silencing of SIBBX28 resulted in smaller plants with fewer
flowers per inflorescence. Furthermore, SIBBX28 deficiency reduced dark-grown
hypocotyl elongation. By using several experimental approaches, it was possible to
demonstrate that SIBBX28 participates in the control of growth, flowering and

etiolation by regulating auxin metabolism and signaling.
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1. Introducéo

1.1. Sinalizacéo luminosa

A luz é um fator essencial para o crescimento, desenvolvimento e reproducdo
vegetal, controlando diversos processos tais como a germinagdo, fotossintese,
fototropismos, estabelecimento e manutencdo de ritmos circadianos e floracdo (Quail
2002; Jiao et al. 2007). A percepcdo do sinal luminoso ocorre por meio de
fotorreceptores, tais como fitocromos, UVRS, fototropinas e criptocromos (Gyula et al.
2013). Apos a percepcdo, desencadeia-se uma complexa cascata de sinalizagdo, a qual
culmina na expressao diferencial de genes e, por fim, na inducdo de uma dada resposta
fisioldgica (Demotes-Mainard et al. 2016). Os primeiros fotorreceptores identificados
foram os fitocromos (PHYs) (Mohr 1972), sendo atualmente os mais extensivamente
caracterizados (Butler et al. 1959; Clack et al. 1994). Os PHY's sdo compostos por uma
apoproteina ligada a um cromoforo (Hahn et al. 2006) e atuam como homodimeros,
possuindo duas formas de acordo com a luz incidente. A luz vermelha (665 nm)
converte 0os PHYs da forma Pr para Pfr, que é o estado biologicamente ativo. Essa
alteracdo é reversivel, pois a luz vermelho-distante (730 nm) pode reverter a forma Pfr a
Pr (Inoue et al. 2017). A conversdo entre as formas se da devido a isomerizacdo do
cromoforo de acordo com o comprimento de onda absorvido que, por sua vez, acarreta
em alteracbes conformacionais na apoproteina. Esta mudanca, altera a exposicdo do
dominio de localizacdo nuclear, o qual somente encontra-se exposto na forma Pfr, a
qual é, consequentemente, a Unica forma capaz de ser translocada para o ndcleo das
células (Quail 2002; Nagatani 2004; Chen et al. 2005; Fankhauser e Chen 2008).

No nucleo, o Pfr é capaz de regular diversas proteinas atraves de sua atividade
de quinase (Chen e Chory 2011; Shin et al. 2016). Um exemplo ¢é a inativacdo do
complexo proteico formado por CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1
(COP1), DETIOLATED1 (DET1), DAMAGE DNA BINDINGL1 (DDB1) e CULLIN4
(CUL4) (Chory et al. 1989). Este complexo, na auséncia de luz, induz a degradacdo
proteossdmica de diversos fatores promotores da fotomorfogénese, como é o caso do
fator de transcricdo ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) (Lau e Deng 2012; Hoecker
2017). Ja na presenca de luz, o Pfr inibe a COP1, a qual migra para o citoplasma
deixando livre o regulador positivo do sinal luminoso HY5 (Hoang et al. 2019). Desta
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forma, com a inativacdo do complexo COP1:DET1:DDB1:.CUL4, HY5 se liga a
motivos regulatdrios especificos no DNA, induzindo a expressdo de diversos genes
evolvidos em processos como alongamento e proliferacdo celular, desenvolvimento
plastidial, acimulo de pigmentos e assimilacdo de nutrientes (Gangappa e Botto 2016).
Outros reguladores negativos do sinal luminoso sdo os fatores de transcricdo
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR (PIFs). As proteinas PIFs sdo
degradadas na presenca de PHY's ativos e se acumulam na auséncia de luz regulando
negativamente a transcri¢do de diversos genes envolvidos na fotomorfogénese (Leivar e
Quail 2011).

1.2. O efeito da manipulacédo da sinalizagdo luminosa sobre a produtividade e

qualidade nutricional de frutos de tomateiro

O tomateiro, Solanum lycopersicum L., pertence a familia Solanaceae, secdo
Lycopersicon, a mesma de diversas outras espécies de importancia agronémica tais
como a batata (Solanum tuberosum), o tabaco (Nicotiana tabacum) e a berinjela
(Solanum melongena). O fruto desta planta é altamente consumido em todo o mundo
tanto em sua forma in natura, como processada. Particularmente, pela importancia para
a nutricdo humana e a biologia dos frutos, S. lycopersicum se consolidou como modelo
para o estudo da fisiologia de frutos carnosos (Carrari & Fernie 2006). Durante o
amadurecimento do fruto, os cloroplastos fotossinteticamente ativos sdo convertidos em
cromoplastos, sendo esse processo marcado pela desorganizacdo do sistema interno de
membranas e intensa alteracdo metabolica. Este processo é acompanhado da degradacao
de clorofila e do acimulo de diversos compostos nutracéuticos antioxidantes, tais como
vitamina C (&cido ascérbico), vitamina E (VTE, tocoferdis) e carotenoides. Dentre estes
ultimos, predomina o licopeno, pigmento que determina a caracteristica cor vermelha
dos frutos maduros; e a pro- vitamina A, o p-caroteno (Klee & Giovannoni 2011; Egea
et al. 2010). Desta forma, a importancia nutricional do fruto estd intimamente ligada a
atividade plastidial que, por sua vez, esta fortemente regulada pela luz a qual tem papel
fundamental na divisdo, desenvolvimento e metabolismo dos cloroplastos (Azari et al.
2010; Powell et al. 2012).

Como mencionado acima, as proteinas SIDET1 (ou HP2) e SIDDB1 (ou HP1)
sdo reguladores negativos da resposta a luz. A perda de funcdo ou a reducdo da

expressdo destes fatores resulta no aumento do numero e do volume dos cloroplastos,
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assim como de maiores teores de clorofilas em frutos verdes, resultando em maiores
quantidades de carotenoides, tocoferois, flavonoides e fenilpropanoides nos frutos
maduros (Davuluri et al. 2004; Enfissi et al. 2010). De forma semelhante, a repressao
dos transcritos de outros dois reguladores negativos da transducéo do sinal luminoso, o
SICUL4 e o SICOP1, resulta no maior acimulo de carotenoides em frutos maduros de
tomateiro (Wang et al. 2008; Liu et al. 2004).

A modulagdo da expressdo das proteinas SIPIF também afeta a qualidade dos
frutos. Foi demonstrado que SIPIFla e SIPIF4 inibem a expressdo de genes envolvidos
na carotenogénese reduzindo o acumulo de carotenoides nos frutos (Llorente et al.
2016; Rosado et al. 2019). Ja a proteina SIPIF3 modula o acimulo de tocoferdis durante
0 amadurecimento por meio da inibigdo transcricional do gene GERANILGERANIL
DIFOSFATO REDUTASE (GGDR) (Gramegna et al. 2018).

Ndo somente reguladores negativos do sinal luminoso afetam a qualidade
nutricional dos frutos de tomateiro, mas também os positivos e fotorreceptores. Foi
reportado que os PHYs sdo essenciais nesse cenario, regulando tanto o acimulo de
acucares e carotenoides (Bianchetti et al. 2018), quanto de varios outros antioxidantes
promotores da salde tais como, tocoferdis e flavonoides (Alves et al. 2020). O fator de
transcricdo GOLDENZ2-LIKE 2 (SIGLK2), o qual é essencial para a correta
diferenciacdo e manutencdo da atividade plastidial, mostrou exercer um efeito positivo
sobre 0 acumulo de carotenoides e tocoferdis em frutos (Powell et al. 2012; Nguyen et
al. 2014; Lupi et al. 2019). Por fim, o silenciamento constitutivo por RNAi de SIHY5
reduz os teores de clorofilas e a formacdo de tilacoides nos cloroplastos de frutos
imaturos, bem como diminuiu o conteddo de carotenoides totais em frutos maduros (Liu
et al. 2004). O perfil de expressdo génica de plantas mutantes para SIHY5, demonstrou
que esse regulador controla o amadurecimento e qualidade nutricional por meio da
regulagdo transcricional e traducional de seus genes alvo (Wang et al. 2021).

A manipulagdo do sinal luminoso também tem sido proposta como uma
estratégia para aumentar a produtividade em algumas culturas (Xu et al. 2020). Alguns
exemplos foram reportados para arroz e batata (Tan et al. 2016; Sheng et al. 2016;
Abelenda et al. 2016). Particularmente em tomateiro, foi descrito que o silenciamento
de SIPIF4 compromete a producéo de frutos devido a sua participagdo no controle do
florescimento (Rosado et al. 2019).

No entanto, a maioria destas abordagens manipulam fatores que atuam no inicio

da cascata de percepcado e transducdo do sinal luminoso, o qual acarreta diversos efeitos
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pleiotropicos. Assim, a intervencdo em etapas mais a jusante da sinalizacdo luminosa
pode permitir resultados mais precisos. Nesse sentido, as proteinas pertencentes a
familia de fatores de transcricdo BBX (B-BOX), as quais foram caracterizados como
reguladores da sinalizacdo luminosa, se apresentam como interessantes alvos para o
estudo e eventual manipulacdo com fins biotecnoldgicos (Talar e Kielbowicz-Matuk
2021).

Em Arabidopsis thaliana, diversas BBXs foram descritas como reguladores do
fator de transcricdo HY5 ou reguladas por ele. Particularmente interessante € o caso da
AtBBX28, um regulador negativo da sinalizacdo luminosa induzido pela luz. Na
auséncia de luz, AtCOP1 ubiquitina AtHY5 e AtBBX28, resultando na degradacdo de
ambas proteinas pelo proteossoma 26S. Na presenca de luz, AtBBX28 interage
fisicamente com AtHY5, reduzindo sua capacidade promotora da fotomorfogénese.
Desta forma, AtBBX28 atua atenuando a transducdo do sinal luminoso dependente de
AtHYS5 (Lin et al. 2018).

Embora haja um crescente acimulo de informacdes acerca do papel das BBXs
como parte da transducdo de sinal luminoso, a maioria esta restrita aos processos de
estiolamento e desestiolamento de plantulas em A. thaliana, sendo escassas as
informacgdes em outros processos, e em outras espécies, tema que pretende abordar o

presente trabalho.

1.3. Proteinas BBXs

As proteinas BBXs sédo fatores de transcricdo do tipo dedos de zinco que atuam
em diversos processos fisiologicos como a fotomorfogénese, regulacéo fotoperiodica da
floragdo, evitacdo de sombra e respostas a estresses bioticos e abioticos (Lin et al. 2018;
Min et al. 2015; Crocco et al. 2010; Luo et al. 2018; Liu et al. 2020; Xu et al. 2022).
Estas proteinas sdo caracterizadas pela presenca de um ou dois dominios B-BOX e pela
presenca ou auséncia do dominio CCT (CONSTANS, CONSTANS-like, TIMING OF
CAB1) no extremo C terminal (Khanna et al. 2009). A topologia de dominios é o
critério utilizado para a subdivisdo desta familia de fatores de transcricdo em cinco
grupos estruturais (Grupos 1-V). Os membros do grupo | e do grupo Il séo
caracterizados pela presenca de dois dominios B-BOX e um dominio CCT. O Grupo I
contém um dnico dominio B-BOX e um CCT. O grupo IV é caracterizado pela presenca
de dois dominios B-BOX, mas sem dominio CCT. Por fim, o grupo V é composto por
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proteinas com apenas um dominio B-BOX (Khanna et al. 2009; Gangappa e Botto
2014).

Funcionalmente, tanto o dominio B-BOX quanto o CCT ja foram caracterizados
como dominios importantes para a atividade de regulacdo da transcri¢cdo génica das
BBXs. Além disto, 0 B-BOX também é responsavel por mediar interacdes proteina-
proteina (Gangappa e Botto 2014), inclusive com COP1 (Song et al. 2020), além do
sinal de localizagéo nuclear ja ter sido identificado neste dominio (Min et al. 2015). J4 o
dominio CCT € importante para o transporte para o ndcleo das proteinas de grupo I, Il e
Il (Gendron et al. 2012). O motivo VP (VALINA-PROLINA) presente em algumas
proteinas BBXs, foi descrito como mediador da interacdo fisica com COP1(Holm et al.
2001; Datta et al. 2006).

Inicialmente descritas em A. thaliana, as proteinas BBXs desta espécie sdo as
mais extensamente caracterizadas, com informacdo funcional para 26 das 32 AtBBXs
identificadas no genoma. Interessantemente, enquanto os membros dos grupos | e 1l
estdo maiormente envolvidos no controle da floragdo, os membros dos grupos IV e V
estdo mais associados a regulacdo da fotomorfogénese (Gangappa e Botto 2014;
Yadukrishnan et al. 2018). O grupo IV inclui 8 membros (AtBBX18-AtBBX25).
AtBBX20 (Fan et al. 2012; Wei et al. 2016), AtBBX21 (Datta et al. 2007; Holtan et al.
2011), AtBBX22 (Datta et al. 2008) e AtBBX23 (Chang et al. 2008; 2011) s&o
reguladores positivos da resposta a luz; enquanto AtBBX18 (Wang et al. 2013; Zhang
X e Lin R 2017), AtBBX19 (Wang et al. 2014; 2015), AtBBX24 (Yan et al. 2011) e
AtBBX25 (Gangappa et al. 2013) sé&o reguladores negativos da fotomorfogénese. Essa
funcdo antagOnica esta associada com a capacidade de interagir com HY5 e o efeito que
dita interagdo produz sobre a atividade de HY5 (Gangappa e Botto 2016). Por exemplo,
mutacdes nos dominios BBX de AtBBX21, AtBBX22, AtBBX24 e AtBBX25 impedem
a interagcdo com AtHYS5. A interacdo de AtBBX21 e AtBBX22 aumenta a capacidade
dos complexos de induzir a expressdo dos genes alvo (Datta et al. 2007; 2008; Bursch et
al. 2020). Pelo contrério, a interagdo de AtBBX24 e AtBBX25 com HY5 gera
heterodimeros inativos reduzindo a capacidade dos mesmos de regular a transcricdo
(Gangappa e Botto 2013). Analises de epistase entre proteinas BBX e COP1 mostraram
que AtBBX20, AtBBX21 e AtBBX22 reprimem a acdo de COPL; enquanto que
AtBBX24 e AtBBX25 a estimulam (Datta et al. 2007; 2008; Fan et al. 2012; Gangappa
et al. 2013). O grupo V abrange cinco membros (AtBBX28-AtBBX32), todos
reguladores negativos da fotomorfogénese (Song et al. 2020; Holtan et al. 2011).
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AtBBX28 e AtBBX29 interagem fisicamente com HY5 reduzindo sua atividade de
indutor transcricional. Por sua vez, HY5 reprime a expressdo de AtBBX30 e AtBBX31 os
quais induzem a expressao de AtBBX28 e AtBBX29 (Song et al. 2020). Ainda,
AtBBX32 interage com o regulador positivo AtBBX21, inativando-o e, reduzindo
assim, a capacidade de HY5 de regular a expressdo de seus genes alvo (Holtan et al.
2011).

Nos ultimos anos, o papel das proteinas BBX em outras espécies tem sido
investigado. Buscas em escala gendémica permitiram a identificacdo e analise da familia
BBX em espécie como videira (Wei et al. 2020), banana (Chaurasia et al. 2016),
amendoim (Jin et al. 2020), soja (Wu et al. 2014), orquideas (Cao et al. 2019), batata
(Talar et al. 2017), beterraba agucareira (Chia et al. 2008), algod&o (Cai et al. 2017),
cinco espécie de Poaceae (i.e. milho, arroz, sorgo, Brachypodium distachyon e paingo;
Shalmani et al. 2019), e sete espécies de Rosaceae (i.e. rosa, péssego, maca, pera,
morango, cereja e framboesa; Shalmani et al. 2018). Dados de transcriptoma e RT-
gPCR em videira indicaram que as proteinas VvVBBX desempenham um importante
papel no desenvolvimento e amadurecimento dos frutos modulando diversos sinais
hormonais (Wei et al. 2020). Recentemente, a expressdo de genes codificantes para
proteinas BBXs regulados pela luz foi associada ao acimulo de carotenoides em
Cucumis sativus (Obel et al. 2022).

Em S. lycopersicum, inicialmente foram identificados 29 genes SIBBXs, dos
quais alguns foram descritos como responsivos a estresse abiotico e fitohormdnios (Chu
et al. 2016). Em 2019, a proteina SIBBX codificada pelo locus Solyc01g110180,
chamada de SIBBX20, foi caracterizada funcionalmente. A sobre-expressdo do gene
resultou em frutos verdes com cloroplastos mais desenvolvidos e consequentemente, em
frutos maduros com maiores quantidades de carotenoides. Experimentos de
transativacdo, um hibrido e retardo em gel demostraram que SIBBX20 induz
diretamente a transcricdo do gene PHYTOENE SYNTASEL (SIPSY1), o qual codifica a
primeira enzima envolvida na carotenogénese (Xiong et al. 2019). A SIBBX20 também
mostrou promover 0 acimulo de antocianinas em diversos tecidos e 6rgaos por meio da
regulacdo transcricional do gene codificante da DIHIDROFLAVONOL REDUTASE
(Luo et al. 2021). Finalmente, o produto do locus Solyc01g110180, mostrou também
ser responsavel pela inducgdo do gene HY5 em resposta a UV-B (Yang et al. 2022). Por
outro lado, foi descrito que a proteina SIBBX19, codificada pelo locus
Solyc01g110370, regula o acumulo de aglcares em frutos uma vez que foi demostrado
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que a mesma interage com 0 promotor da  ADP-GLUCOSE
PYROPHOSPHOSPHORYLASE LARGE SUBUNIT 1, enzima limitante para a sintese
de amido (Veltkamp 2021). Recentemente, a SIBBX17 codificada pelo locus
Solyc07g052620, foi caracterizada como um regulador negativo do crescimento
vegetativo e que aumenta a tolerancia ao calor em tomateiro (Xu et al. 2022).

Um estudo recente do nosso grupo realizou uma nova busca por proteinas BBXs
codificadas no genoma de tomateiro, identificando 31 genes SIBBXs (Lira et al. 2020).
Uma analise filogenética com sequéncias de S. lycopersicum e A. thaliana revelou a
distribuicdo dos genes em cinco grupos, de forma semelhante ao reportado para as
BBXs de A. thaliana. Interessantemente, foi identificado no grupo Il um sub-grupo,
nomeado grupo VI, que divergiu perdendo o dominio CCT, embora vestigios do mesmo
possam ainda ser identificados (Figura 1). Através de uma analise filogenética mais
ampla com sequencias de S. lycopersicum, A. thaliana, Chlorophytas (Volvox carteri,
Volvox carteri f. nagariensis, Ostreococcus tauri, Ostreococcus lucimarinus CCE9901,
Micromonas pusilla CCMP1545, Micromonas commoda, Coccomyxa subellipsoidea C-
169, Chlorella variabilis, Chlamydomonas reinhardtii) e proteinas de Homo sapiens
com dominio B-BOX como grupo externo, foi sugerido um modelo para explicar a
historia evolutiva das proteinas BBX (Figura 2). Segundo este, o ancestral dos
organismos fotossintetizantes possuiria um gene com somente um dominio B-BOX.
Antes da divergéncia de Chlorophyta, houve uma duplicacdo deste gene ancestral,
adquirindo um segundo dominio no clado que originou as sequencias de estrutura 1V e
adquirindo o dominio CCT no clado ancestral dos outros quatro grupos. Apés a
divergéncia de Chlorophyta, um evento de duplicagcdo génica com ganho de um segundo
dominio B-BOX originou o grupo estrutural |. Posteriormente, o grupo estrutural 11l
divergiu sem aquisi¢cdo de novos dominios, enquanto que um segundo dominio-BOX
surgiu independentemente no ancestral dos grupos Il e V, sendo que neste ultimo, tanto
0 dominio CCT quanto o segundo B-BOX foram perdidos apos divergéncia do grupo Il
(Lira et al. 2020).
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Figura 1: Andlise filogenética das proteinas BBX de A. thaliana e S. lycopersicum. Reconstrugdo filogenética
obtida a partir do alinhamento das proteinas BBX de A. thaliana e S. lycopersicum. Os grupos foram nomeados de
acordo com os grupos de estrutura descritas em A. thaliana e a distribuicdo dos dominios de cada clado foi
determinada usando a sequéncia consenso. Estdo detalhados os grupos IV e V que possuem 0 maior nimero de
proteinas BBXs descritas como reguladoras do sinal luminoso. Retirado de Lira et at. (2020).
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Figura 2: Modelo proposto para explicar a histéria evolutiva da familia de proteinas BBX. Os dominios B-
BOX1 e CCT mostram terem origens Unicas, enquanto que o dominio B-BOX2 tem origens independentes em trés
diferentes clados, sendo perdido juntamente com o dominio CCT no grupo estrutural V. Retirado de Lira et at.
(2020).

A partir dos dados da arvore filogenética (Figura 1), foi possivel identificar os
genes SIBBXs pertencentes aos grupos IV e V, os quais agrupam a maior parte das
BBXs caracterizadas como integrantes da transducdo do sinal luminoso, bem como
possiveis ortdlogos para a proteina AtBBX28, genes estudados no presente trabalho.
Assim, considerando a importancia da transducdo do sinal luminoso para a
determinacdo da qualidade nutricional e produtividade em tomateiro, e das proteinas
BBXs nesta rota de sinalizacdo, o aprofundamento da caracterizacdo destas proteinas
nesta espécie € um campo promissor de estudos capazes de fornecer subsidios para

futuras estratégias biotecnolégicas.
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2. Hipoteses e Objetivos

Este trabalho tem como hipotese que as proteinas que contém dominio B-BOX
(BBX) pertencentes aos grupos IV e V participam da sinalizacdo luminosa afetando o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de tomateiro. Desta forma, objetiva-se:

1) Caracterizar o perfil de expressdo dos genes SIBBX de grupo IV e V durante o
estiolamento e desestiolamento de plantulas, em folhas fonte e dreno, e durante o
desenvolvimento e amadurecimento de frutos.

i) Obter e caracterizar fenotipicamente plantas transgénicas silenciadas para o
gene SIBBX28.
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3. CAPITULO I

Caracterizacao do perfil de expressdo dos genes SIBBX de grupo IV e
V durante o estiolamento e desestiolamento de plantulas, em folhas
fonte e dreno, e durante o desenvolvimento e amadurecimento de

frutos.

Os resultados deste capitulo comp&em parte da publicacéo:
- Lira BS, Oliveira MJ, Shiose L, Wu RTA, Rosado D, Lupi ACD, Freschi L, Rossi M
(2020). Light and ripening-regulated BBX protein-encoding genes in Solanum
lycopersicum. Scientific Reports DOI: 10.1038/s41598-020-76131-0 (Anexo 1).

Em particular, os dados produzidos neste trabalho estdo apresentados no tépico:
“The expression pattern of groups IV and V SIBBX genes is infuenced by the stage of
plastid development in both vegetative and fruit tissues” (Figura 3, Figura Suplementar

2 e 3, e Tabela Suplementar 3 e 4).
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3.1. Material e Métodos

3.1.1. Material vegetal

O trabalho foi desenvolvido utilizando a espécie S. lycopersicum cv Micro-Tom,
portadora do alelo selvagem do gene SIGLK2 (chamado de wild type, WT). As plantas
foram cultivadas em casa de vegetacdo de nivel 1 de biosseguranca (NBI) no Instituto
de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo, em vasos de 2 L contendo terra vegetal e
vermiculita (1:1) suplementado com NPK 10:10:10, calcéario dolomitico e termofosfato
magnesiano (Yoorin®), sob condic¢des controladas de temperatura (25 + 3°C) e naturais
de iluminagdo (250-350 pmol m?2s?), bem como irrigacdo manual diaria por
capilaridade.

Para analisar o perfil transcricional dos 15 genes SIBBX dos grupos IV e V (Lira
et al. 2020) foram coletados folhas, frutos e plantulas descritos a seguir. Folhas foram
obtidas do 4° (fonte) e 8° (dreno) fitbmero contando da base para o apice de plantas
com 40 dias de idade. Frutos em seis estagios de desenvolvimento foram coletados: dois
estagios de verde imaturo (1G3: 8 dias ap0s a antese e IG5: 15 dias ap0s a antese); verde
maduro (MG: quando a placenta apresenta aspecto gelatinoso, 26 dias apds a antese);
breaker (BR: inicio do processo de amadurecimento, quando o fruto apresenta os
primeiros sinais de amarelamento, aproximadamente 32 dias ap06s a antese); BR 3 (3
dias ap06s BR, os frutos apresentam coloragdo alaranjada); e BR 5 (5 dias apds BR). Os
frutos foram seccionados em 3 partes, a por¢cdo media foi descartada e foram coletadas
as regides pedicelar, onde os cloroplastos estdo mais desenvolvidos, também conhecida
como “ombro verde” e; estilar, com cloroplastos pouco desenvolvidos. A0 menos
quatro réplicas bioldgicas consistindo em um pool de material de no minimo, cinco
folhas ou frutos de diferentes plantas foram coletadas para todos os experimentos. As
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, e armazenadas em freezer -80°C até
0 processamento.

Para o ensaio com plantulas, sementes WT foram inoculadas em meio MS
(Murashige e Skoog 1962) e mantidas em sala de cultivo em frascos com tampa, sob
condigdes controladas de temperatura (23 + 2°C). Os frascos foram mantidos no escuro
por 4 dias para germinacdo, entdo, metade permaneceram na auséncia de luz e outra

metade foram mantidas em fotoperiodo (12/12). Apos 4 dias, foram coletados os
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hipocdtilos e os cotilédones de ambas as condigdes. A coleta do experimento na luz foi
realizada na metade do periodo luminoso. A coleta do experimento mantido no escuro,
foi feita em ambiente iluminado com luz verde. As amostras foram congeladas em

nitrogénio liquido, e armazenadas em freezer -80°C até o processamento.

3.1.2. Anélise de perfil transcricional

Extracdo de RNA total e sintese de DNA complementar (CDNA)

Aliguotas de 100 mg de material vegetal fresco macerado em nitrogénio liquido
foram submetidas a extracdo de RNA total utilizando o kit ReliaPrep™ RNA Miniprep
System (PROMEGA), seguindo protocolo recomendado pelo fabricante. As amostras de
RNA foram ressuspendidas em 30uL de agua livre de RNAse e, sua concentracdo e
integridade foram avaliadas por espectrofotdmetro Nanodrop e eletroforese em gel de
agarose 1% com TBE 0,5 X, respectivamente. Foram selecionadas amostras de alta
qualidade, com razdo de OD maior ou igual a 1,8 (260/280 nm) e 1,9 (260/230 nm).
Para eliminacdo de DNA gendmico contaminante, 1ug de cada amostra de RNA foi
submetido a tratamento com DNase | (Life Technologies).

A sintese de cDNA foi realizada com o kit SuperScript® IV Reverse
Transcriptase (Life Tecnologies) utilizando random primers como iniciadores, de
acordo com as recomendac0es do fabricante.

A presenca ou auséncia de contaminacdo gendmica foi verificada por PCR,
utilizando iniciadores para o gene SIEXPRESSED (Anexo 2) que anelam em éxons
diferentes. Para essas reacdes, foram utilizados 0,4 nM de cada dNTP, 0,4 uM de cada
iniciador, 50 ng de cDNA, 2,5 mM de MgClz e 1X PCR buffer e 1 U de enzima Taq
DNA polimerase® (Invitrogen). As condigdes de amplificacéo utilizadas foram de 94°C
por 10 min: 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 56°C, 1 min a 72°C; e uma extensdo final a
72°C por 10 min. O tamanho esperado do fragmento correspondente ao DNA gendmico
é de 300 pb e do cDNA de 200 pb, desta forma é possivel verificar a presenga de
contaminagdo apds eletroforese em gel de agarose 2% com TBE 0,5 X dos produtos de
amplificagdo. Por fim, as amostras de cDNA foram diluidas na proporcdo 1:10,
obtendo-se a concentracdo final de aproximadamente 5 ng de RNA transcrito-

reverso/pL.

Analise por PCR quantitativa de produtos de transcriptase reversa (RT-qPCR)
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As reacdes foram feitas com 2 pL da diluicdo 1:10 de cDNA, 0,2 uM de cada
iniciador e 1X POWER SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) em volume
final de 10 pL, utilizando o QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR system (Applied
Biosystems). O programa de amplificacao foi 95°C por 10 min; e 40 ciclos de 95°C por
15 s, 56°C por 30 s e 72°C por 30 s (momento no qual ocorre a aquisi¢do do sinal
emitido pelo SYBR Green). Para obter os valores do ciclo de quantificacdo (Cq) e
calcular a eficiéncia de cada par de iniciadores, os dados de fluorescéncia absolta foram
analisados com o software LinRegPCR (Ruijter et al. 2009). Para a normalizacéo, foi
utilizada a média geométrica dos genes constitutivos, SIEXPRESSED e SITIP41 (Anexo
2), e os calculos de normalizacdo, foram feitos conforme descrito por Quadrana et al.
(2013).

3.1.3. Anélises dos dados

As diferengas nos parametros foram avaliadas estatisticamente utilizando o
software Infostat (www.infostat.com). A distribuicdo normal dos dados foi averiguada
pelo teste de Shapiro-Wilks. Quando normal, a comparacdo entre os gendtipos foi
realizada através do teste t-Student (P<0,05). Caso contrario, a comparacdo foi realizada
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (P<0,05).
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3.2. Resultados

3.2.1. Perfil de expressao dos genes SIBBXs dos grupos IV e V

Para investigar a ligacdo entre as proteinas SIBBX e a sinalizagdo luminosa foi
analisado o perfil transcricional dos 15 genes SIBBX pertencentes aos grupos de
estrutura 1V e V (Lira et al. 2020) em varios 6rgdos que possuem plastidios em
diferentes estagios de desenvolvimento regulados pela luz: folhas fonte e dreno,
plantulas estioladas e desestioladas, e frutos em diferentes estagios de desenvolvimento
(Rosado et al. 2019; Melo et al. 2016; Bianchetti et al. 2017).

O padréo de expressdo mostrou niveis maiores de mRNA nas folhas fonte do
que nas folhas dreno para ambos 0s grupos, com excecdo dos genes SIBBX25 e

SIBBX30, para os quais ndo houve diferenca (Figura 3).

Grupo IV
g SIBBX18 SIBBX19 SIBBX20  SIBBX21 SIBBX22  SIBBX23  SIBBX24  SIBBX25
gz,o « 40 , 80 18 x 20 * 30 3,0 x 15
g1 3,0 6,0 1,2 1.5 2.0 : 2,0 1,0
2101z M 20 40 I B 104:
205 104= B 20 0.6 0.5 100 10 = os>
20,0 0.0 00 g 0.0 0,0 00 0,0

Grupo V
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%2:0 2.0 20 104 - 2,0 05 10 4= I Folha Fonte
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Figura 3. Expressdo dos genes SIBBXs dos grupos de estrutura IV e V em folhas. Representagdo gréafica do nivel
relativo de transcritos dos genes SIBBXs dos grupos IV e V em folhas fonte (4° fitdmero) e dreno (8° fitbmero) de
plantas com 40 dias de idade. Os valores sdo médias + EP de pelo menos quatro réplicas biologicas normalizadas em
relacdo a amostra de folha dreno. Asteriscos representam diferencas estatisticas significativas em relagdo a amostra
de folha dreno (P<0,05).

O perfil de mRNA durante o estiolamento e o desestiolamento de plantulas
mostrou diferentes padrbes (Figura 4). Os genes SIBBX18 e SIBBX24 (grupo 1V), e
SIBBX16, SIBBX17, SIBBX28, SIBBX29, SIBBX30 e SIBBX31 (grupo V), apresentaram
inducdo pela luz em hipocétilos e/ou cotilédones. Ja os genes SIBBX19, SIBBX20,
SIBBX22 e SIBBX25 (grupo IV) foram reprimidos pela luz em hipocétilos e/ou

cotilédones. Os genes SIBBX21 (grupo 1V) e SIBBX26 (grupo V) apresentaram padrdo
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inverso em resposta a luz, ou seja, reducdo em hipocotilo e inducdo em cotilédone.
Apenas 0 gene SIBBX23 ndo foi responsivo ao tratamento luminoso, se comparando
ambos os 6rgéos na luz e escuro. Finalmente, os Ginicos genes que mostram incrementos
dos niveis de mMRNA em ambos os 6rgdos em respostas a luz foram os genes SIBBX18
(grupo 1V) e SIBBX28 (grupo V).
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Figura 4. Expressdo dos genes SIBBXs dos grupos de estrutura IV e V em plantulas. Representagdo gréfica do
nivel relativo de transcritos dos SIBBXs em hipocétilos e cotilédones estiolados e desestiolados. Os valores séo
médias + EP de pelo menos quatro réplicas bioldgicas normalizadas em relagdo a amostra de hipocétilo no escuro.
Diferentes letras, representam diferencas estatisticas significativas em relagdo a amostra de hipocétilo no escuro
(P<0,05).

Por dltimo, verificou-se o padrdo de expressdo dos genes SIBBXs ao longo do
desenvolvimento e amadurecimento dos frutos. O genétipo utilizado possui o alelo
selvagem do gene SIGLK2, o qual apresenta um gradiente de expressdo e,
consequentemente, de desenvolvimento de cloroplastos da regido pedicelar em direcdo a
base do fruto (Powell et al. 2012). Desta forma, os frutos foram seccionados em trés
porcOes: pedicelar (com maior nimero e desenvolvimento de cloroplastos), media
(regido de transicao) e estilar (com menor numero e desenvolvimento de cloroplastos).
O perfil de mRNA foi analisado nas porcGes pedicelar e estilar.

De forma geral, o padrdo de expresséo foi semelhante em ambas as porc¢des dos
frutos (Figura 5). O gene SIBBX31 (grupo V) teve reducdo dos niveis de mRNA nos
estagios verdes, e apresenta um aumento acentuado a partir do estagio verde maduro,
ndo ultrapassando os niveis detectados nos estagios imaturos. De forma contréria, a
expressao de SIBBX17 e SIBBX30 (grupo V) apresentou aumentou nos estagios verdes,
diminuindo ao longo do amadurecimento. Interessantemente, os genes SIBBX19 (grupo

V), SIBBX20 (grupo IV) e SIBBX26 (grupo V) apresentaram um aumento claro da
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expressao no inicio do amadurecimento a partir do estagio verde maduro; enquanto que
o0s niveis de mMRNA de SIBBX16 (grupo V), SIBBX28 (grupo V) e SIBBX29 (grupo V)
foram maiores nos frutos imaturos, declinando gradativamente conforme progresséo do

amadurecimento.
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Figura 5. Expressdo dos genes SIBBXs dos grupos de estrutura IV e V em frutos. Representacédo grafica do nivel
relativo de transcritos dos SIBBXs nas por¢des pedicelar e estilar ao longo do desenvolvimento e amadurecimento dos
frutos. Os valores sdo médias + EP de pelo menos 4 réplicas bioldgicas normalizadas em relagdo a amostra estilar de
IG3. Diferentes letras mailsculas e mintsculas indicam diferencas estatisticas significantes entre os estagios nas
porcdes pedicelar e estilar, respectivamente. Asteriscos indicam diferencas estatisticas entre as por¢oes dos frutos
para um mesmo estdgio. 1G3: verde imaturo 3; IG5: verde imaturo 5; MG: verde maduro; BR: breaker; BR 3: 3 dias
apds BR; BR 5: 5 dias apds BR.

Quando comparada a abundancia relativa de transcritos dos genes SIBBXs dos
grupos IV e V, entre os quatro orgdos analisados, ndo foi observada nenhuma
especificidade evidente (Figura 6). Os genes mostraram maior expressdo nas folhas
fontes e nos cotilédones, com excecdo do SIBBX20 e SIBBX22, os quais foram mais
expressos em hipocotilos na luz e na porcéo estilar do fruto 1G3 respectivamente. Nos

frutos verde imaturos, os genes SIBBX16 e SIBBX17 mostraram aumento na regido
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pedicelar; de forma contraria, 0s genes SIBBX22, SIBBX23, SIBBX24, SIBBX25,
SIBBX26, SIBBX29 e SIBBX30 apresentaram maior abundancia de mRNA na porc¢ao
estilar. Finalmente, o nivel de transcritos dos genes SIBBX18, SIBBX19, SIBBX20,
SIBBX21, SIBBX28 e SIBBX31 ndo mostraram diferencas entre as duas porces dos
frutos.

Portanto, os resultados indicam que o padréo de transcrigdo dos 15 genes SIBBXs
em folhas, hipocotilos, cotilédones e frutos varia com a abundancia, estagio de

desenvolvimento e tipo de plastidios.
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Figura 6: Abundéancia relativa de transcritos dos grupos de estrutura IV e V entre os 6rgdos de tomate.
Representagdo de mapa de calor do nivel de transcritos de cada gene SIBBXs, dos grupos 1V e V entre 0s quatro
orgdos analisados. Os valores sdo médias + EP de pelo menos 4 réplicas biolégicas normalizadas em relagdo a
amostra da porgdo estilar de 1G3. Diferentes letras indicam diferengas estatisticas entre 0s 6rgaos.
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3.3. Discussao

Nos ultimos anos, as proteinas com dominio B-BOX tém sido identificadas em
diversas culturas como: arroz, macd, milho, pera, rosa, péssego, morango, cereja,
framboesa, batata, algod&o, videira, amendoim, banana, soja, beterraba agucareira, alho-
pord e tomateiro (Talar e Kietbowicz-Matuk 2021). No entanto a maioria dos trabalhos
que caracterizaram funcionalmente o0s genes BBX estudam seu papel na
fotomorfogénese em plantulas e na floracdo de A. thaliana (Song et al. 2020).

Para ampliar o conhecimento acerca das proteinas BBXs, estudou-se em
tomateiro o padrdo transcricional dos 15 genes SIBBXs que codificam proteinas
pertencentes aos grupos IV e V em quatro 6rgdos: folhas, hipocétilos, cotilédones e
frutos (Figuras 3, 4 e 5). O acimulo de mRNA entre os diferentes 6rgdos analisados
revelou maior abundéncia de transcritos em folhas fonte ou cotilédones para a maioria
dos genes SIBBXs testados (Figura 6), estando de acordo com o perfil previamente
descrito nesta espécie (Chu et al. 2016). Na maioria dos casos, detectou-se maiores
niveis de mRNA em folhas fonte do que em folhas dreno, isto é indicativo de uma
possivel correlacdo entre a expressdo destes genes com o numero e atividade dos
cloroplastos (Figura 3). A respeito da responsividade a luz, os genes SIBBXs de grupo
IV e V se mostram, de forma geral, responsivos ao sinal luminoso uma vez que dos 15
genes analisados, 8 foram induzidos (SIBBX16, SIBBX17, SIBBX18, SIBBX24, SIBBX28,
SIBBX29, SIBBX30 e SIBBX31) e 4 (SIBBX19, SIBBX20, SIBBX22 e SIBBX25)
reprimidos pela luz (Figura 4). Adicionalmente, estes resultados estdo alinhados com os
obtidos em folhas, fornecendo indicios extras para uma relagdo entre acumulo de
mMRNA dos genes SIBBXs dos grupos de estruturas 1V e V e a biogénese e diferenciacdo
de plastidios.

Ao longo do desenvolvimento e amadurecimento dos frutos, o acimulo de
MRNA dos genes SIBBXs testados revelou diversos padrdes, similar ao relatado para
videira (Wei et al. 2020), e cereja (Wang et al. 2021). Dois padrdes se mostraram
particularmente interessantes: acumulo de transcritos nos estagios verdes com redugéo
ao longo do amadurecimento (SIBBX16, SIBBX28 e SIBBX29); e inducdo do acimulo
conforme o amadurecimento progride (SIBBX19, SIBBX20 e SIBBX26). Com excec¢éo de
SIBBX19 e SIBBX26, o perfil de acimulo de mRNA observado neste trabalho foi de
acordo com o reportado em tomateiro por Chu et al. (2016). Estes dados reforcam ainda
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mais as evidencias de modulacdo transcricional dos genes SIBBXs pelo estado de
desenvolvimento dos plastidios (cloroplastos e/ou transicdo de cloroplastos a
cromoplastos).

Coletivamente, os resultados obtidos fornecem informacdo sobre o papel das
proteinas SIBBX em processos fisiologicos regulados por luz, além da fotomorfogénese
de plantulas, e permitem a identificacdo de possiveis candidatos de reguladores do
desenvolvimento e/ou amadurecimento de frutos de tomateiro para caracterizagdo

funcional.
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4. CAPITULO II

Obtencdo e caracterizacdo fenotipica de plantas transgénicas

silenciadas para o gene SIBBX28.

Os resultados deste capitulo compdem um artigo que foi submetido para
publicacdo na revista Plant Molecular Biology.
-Lira BS, Oliveira MJ, Shiose L, Vicente MH, Ponciano G, Floh EIS, Purgatto E,
Nogueira FTS, Freschi L, Rossi M. SIBBX28 positively regulates plant growth and

flower number in an auxin-mediated manner in tomato.
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4.1. Material e Métodos

4.1.1. Cepas bacterianas e vetores

Para obtencdo das plantas transgénicas silenciadas para SIBBX28, foram
utilizadas as seguintes cepas bacterianas e vetores plasmidiais:
Escherichia coli cepa DH10B: Todos os cultivos foram realizados em meio LB (Luria-
Bertani Medium, Sambrook et al. 1989) a 37°C e os cultivos liquidos sob agitacdo de
200 rpm. Para a transformacdo da cepa com vetor plasmidial, foi adicionado o
antibiotico de selecdo adequado ao meio de cultivo.
Agrobacterium tumefaciens cepa EHAL101: Esta cepa possui resisténcia a rifampicina
(25 mg/mL) e canamicina (50 mg/mL). As bactérias foram cultivadas em meio YEP
(extrato de levedura e peptona) com antibidticos a 28°C e os cultivos liquidos sob
agitacdo de 200 rpm. Para transformacéo da cepa com vetor plasmidial, foi adicionado o
antibiotico de selecdo adequado ao meio de cultivo.
PCR8/GW/TOPO: Vetor linearizado com residuo de timina na extremidade 3’, o que
permite a insercdo de fragmentos de PCR com residuos de adenosina em 3’. Possui os
sitios attL1 e attL2 para recombinacdo sitio-especifico com um vetor destino (sistema
Gateway®); confere resisténcia a espectinomicina (100 mg/mL) / estreptomicina (300
mg/mL).
Vetor binario pK7GWIWG2 (I): Vetor binario que possui o promotor CaMV 35S;
dois pares de sitios attR1 e attR2, para recombinagdo sitio-especifico no sistema
Gateway®, separados por um intron e arranjados de maneira invertida, permitindo a
expressdao de um mRNA que formard um grampo; e terminador 35S. Confere resisténcia
a espectinomicina (100 mg/mL) / estreptomicina (300 mg/mL) em bactérias, e a

canamicina (50 mg/mL) em plantas.
4.1.2. Construcéo do vetor

Um fragmento de 293 pares de bases do gene SIBBX28 foi escolhido para ser
expresso de forma constitutiva no vetor pK7GWIWG2(I) (Karimi et al. 2002), para a

inducdo do silenciamento via RNA de interferéncia (RNAI). Para evitar eventual co-

silenciamento, a especificidade do fragmento foi checada utilizando a sequéncia em
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uma busca por BLAST contra o banco de dados da plataforma Sol Genomics Network
(www.solgenomics.net).

A partir do cDNA de plantulas de S. lycopersicum (cv Micro-Tom), o fragmento
de 293 pb do SIBBX28, foi amplificado por PCR utilizando 50 ng de cDNA, 0,4 mM de
cada dNTP, 0,4 uM de cada iniciador especifico (Anexo 2), 2,5 mM de MgCl, 1X PCR
buffer e 1 U de enzima Tag® DNA polimerase (Invitrogen). O programa de
amplificagéo utilizado inicialmente foi de 94°C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 30 s,
56°C por 30 s, 72°C por 30 s e; uma extensédo final a 72°C por 10 min. O produto foi
verificado por meio de eletroforese em gel de agarose 1 % com TBE 05 X. O
fragmento foi purificado utilizando o kit “GFX PCR DNA and gel purification” (GE
Healthcare) e inserido no vetor pCR8/GW/TOPO (Invitrogen) segundo especificacdes
do fabricante. Aliquotas de 50 ul de E. coli DH10B competentes foram transformadas
com 2 ul do produto de ligagdo. A mistura foi mantida no gelo por 30 min e submetida a
choque térmico de 45 s a 42°C ¢ 2 min no gelo. Apos esta etapa, 500 ul de meio SOC
foram adicionados e as bactérias incubadas por 45 min a 37°C com agitacdo. A amostra
foi centrifugada por 5 min a 3.000 rpm a temperatura ambiente, 300 ul do sobrenadante
foram descartados e o restante foi ressuspendido e plaqueado em LB agar com
espectinomicina e estreptomicina. As placas foram mantidas por 16 h a 37°C. Col6nias
isoladas foram crescidas em 3 mL de LB liquido com espectinomicina e estreptomicina
por 16 h a 37°C com agitacdo para confirmacdo da presenca do fragmento de interesse
por meio de PCR com os iniciadores universais M13F e M13R (Anexo 2). A partir de
um clone positivo, DNA plasmidial foi purificado com QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) e o fragmento de interesse sequenciado com 0s mesmos iniciadores. Apds
confirmacéo, o fragmento foi amplificado por PCR a partir do vetor de entrada com os
iniciadores universais M13F e M13R, purificado e recombinado no vetor binario
pK7GWIWG?2 (1) (Karimi et al. 2002), utilizando a enzima LR clonase (Invitrogen). Os
clones obtidos foram analisados por PCR com os iniciadores 35S Terminador e BBX28-
RNAI F e sequenciados. Apos a confirmacdo da identidade, a construgdo 35S::SIBBX28
- RNAI (Figura 7) foi inserida em A. tumefaciens segundo protocolo de Wen-Jun e Forde
(1989).

34


http://www.solgenomics.net/

attB1 atfB2 atB2 attB1
RB| ‘ LB
SRR %5s W o B B Simmas 4 135 ! —

" 335::5IBEX28 - RNAL I
| |
T-DNA

Figura 7: Detalhe do T-DNA do vetor 35S::SIBBX28 — RNAI utilizado para obtencdo de plantas silenciadas
para SIBBX28. O silenciamento foi realizado por meio da estratégia de RNA de interferéncia (RNAI) utilizando o
sistema Gateway® e o vetor pK7GWIWG2 (I). RB e LB: bordas direita e esquerda; P35S: promotor; T35S:
terminador; attB: sitios de recombinagdo gerados ap6s a recombinacdo dos sitios attL x attR; NPTIIl: gene de
resisténcia a canamicina; SIBBX28: fragmento do gene alvo de 293pb.

4.1.3. Transformagéo de tomateiro via Agrobacterium tumefaciens

Para a transformacao foi utilizada a espécie S. lycopersicum (cv. Micro-Tom)
portadora do alelo selvagem do gene SIGLK2 (chamado de wild type, WT). A
transformacéo foi realizada via A. tumefaciens de acordo com o protocolo descrito por
Pino et al. (2010). As plantas regenerantes foram cultivadas em casa de vegetacdo de
nivel 1 de biosseguranca (NB1) no Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo,
em vasos de 2 L contendo terra vegetal e vermiculita (1:1) suplementado com NPK
10:10:10, calcario dolomitico e termofosfato magnesiano (Yoorin®), sob condicGes
controladas de temperatura (25+3°C) e naturais de iluminagdo (250-350 pmol m-2s-1),

bem como irrigacdo manual diaria por capilaridade.

4.1.4. Genotipagem das linhagens transgénicas

O DNA genbmico das linhagens transgénicas e controle ndo transgénico foi
extraido a partir de 100 mg de massa fresca de folha, utilizando-se a solucdo de
Edwards (Edwards et al.1991).

A genotipagem das linhagens regenerantes foi realizada por PCR, utilizando 50
ng de DNA molde, 0,4 mM de cada dNTPs, 0,4 uM de cada iniciador, 2,5 mM de
MgCl2, 1X PCR buffer e 1 U de enzima Tag DNA polimerase® (Invitrogen). Trés jogos
de iniciadores foram utilizados, um par ancorado sobre o0 gene constitutivo
EXPRESSED (SIEXPRESSED F e SIEXPRESSED R); outro sobre o gene de resisténcia
a canamicina (NPTIHl F e NPTII R) e; o terceiro, especifico da constru¢do (35S
Terminador e SIBBX28-RNAI F) (Anexo 2). O programa de amplificagéo utilizado foi
de 94°C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 30 s, 57°C por 30 s, 72°C por 2 min; e
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seguidos por uma extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos amplificados foram

verificados por eletroforese em gel de agarose 1% com TBE 0,5 X.

4.1.5. Analise de perfil transcricional

Extracdo de RNA total e sintese de DNA complementar (cDNA)

Aliquotas de 100 mg de material vegetal fresco macerado em nitrogénio liquido
foram submetidas a extracdo de RNA total utilizando o kit ReliaPrep™ RNA Miniprep
System (PROMEGA), seguindo protocolo recomendado pelo fabricante. As amostras de
RNA foram ressuspendidas em 30uL de &gua livre de RNAse e, sua concentragdo e
integridade foram avaliadas por espectrofotdmetro Nanodrop e eletroforese em gel de
agarose 1% com, TBE 0,5 X, respectivamente. Foram selecionadas amostras de alta
qualidade, com razdo de OD maior ou igual a 1,8 (260/280 nm) e 1,9 (260/230 nm).
Para eliminacdo de DNA gendmico contaminante, 1 pg de cada amostra de RNA foi
submetido a tratamento com DNase | (Life Technologies).

A sintese de cDNA foi realizada com o kit SuperScript® IV Reverse
Transcriptase (Life Technologies) utilizando random primers como iniciadores, de
acordo com as recomendac0es do fabricante.

A presenca ou auséncia de contaminagdo genomica foi verificada por PCR,
utilizando iniciadores para o gene SIEXPRESSED (Anexo 2) que se anelam em éxons
diferentes. Para essas reagoes, foram utilizados 0,4 mM de cada ANTP, 0,4 uM de cada
iniciador, 50 ng de cDNA, 2,5 mM de MgCl,, 1X PCR buffer e 1 U de enzima Taq
DNA polimerase® (Invitrogen). As condi¢des de amplificagéo utilizadas foram de 94°C
por 10 min; 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 56°C, 1 min a 72°C; e uma extensao final a
72°C por 10 min. O tamanho esperado do fragmento correspondente ao DNA gendmico
é de 300 pb e ao cDNA de 200 pb; desta forma € possivel verificar a presenca de
contaminacéo apos eletroforese em gel de agarose 2% com TBE 0,5 X dos produtos de
amplificagdo. Por fim, as amostras de cDNA foram diluidas na proporcdo 1:10,
obtendo-se a concentracdo final de aproximadamente 5 ng de RNA transcrito-

reverso/pL.

Analise por PCR quantitativa de produtos de trasciptase reversa (RT-qPCR)
As reagOes foram feitas com 2 pL da diluigdo 1:10 de cDNA, 0,2 uM de cada
iniciador e 1X POWER SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) em volume

36



final de 10 pL, utilizando o QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR system (Applied
Biosystems). O programa de amplificagdo foi 95°C por 10 min, e 40 ciclos de 95°C por
15 s, 56°C por 30 s e 72° por 30 s (momento no qual ocorre a aquisi¢do do sinal emitido
pelo SYBR Green). Para obter os valores do ciclo de quantificacdo (Cq) e calcular a
eficiéncia de cada par de iniciadores, os dados de fluorescéncia absoluta foram
analisados com o software LinRegPCR (Ruijter et al. 2009). Para a normalizacdo, foi
utilizada a média geométrica dos genes constitutivos, SIEXPRESSED e SITIP41 (Anexo
2), e os calculo de normalizacdo, foram feitos conforme descrito por Quadrana et al.
(2013).

4.1.6. CondicOes de crescimento e amostragem

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo de nivel 1 de biosseguranca
(NBI) no Instituto de Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, em vasos de 2 L
contendo terra vegetal e vermiculita (1:1) suplementado com NPK 10:10:10, calcério
dolomitico e termofosfato magnesiano (Yoorin®), sob condi¢cdes controladas de
temperatura (25 + 3°C) e naturais de iluminacdo (250-350 pmol m-2s-1), bem como
irrigacdo manual diéria por capilaridade.

Para a andlise fenotipica das plantas silenciadas, foram cultivados dois grupos de
plantas (Figura 8), cada um com 12 réplicas bioldgicas de cada uma das trés linhagens
transgénicas da geracdo T2 e do controle ndo-transformado.

O grupo “ndo destrutivo” com 48 plantas foi usado para analise de parametros de
produtividade. Apds 125 dias de cultivo foi realizada a coleta destrutiva. Todos 0s
frutos foram coletados e pesados, os frutos maduros foram também medidos e as flores
e frutos foram contados. A massa aérea fresca e seca das plantas foi pesada. O contetdo
de solidos soluveis (°BRIX) foi medido em frutos maduros deste set de plantas.

O grupo “destrutivo” com o mesmo numero de plantas, foi utilizado para
medicBes de fluorescéncia da clorofila e coletas de folhas e frutos para andlises
posteriores. Foi coletada a quinta folha totalmente expandida de plantas de 52 dias de
idade, onde foi medida a fluorescéncia da clorofila. O pericarpo da porc¢do pedicelar de
frutos nos estagios verdes imaturo 3 (IG3: 8 dias apos a antese); verde imaturo 5 (IG5:
15 dias ap0s a antese); breaker 1 (BR1: 1 dia apds breaker; o estagio breaker é o inicio
do processo de amadurecimento quando o fruto apresenta os primeiros sinais de

amarelamento, aproximadamente 32 dias apds a antese); BR 3 (3 dias ap6s BR, os
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frutos apresentam coloracéo alaranjada) e; BR 10 (10 dias ap06s BR, totalmente maduro)
foi coletado. Para todas as amostras foram montadas pelo menos 4 réplicas bioldgicas
com material de 4-5 plantas. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e

mantidas em freezer a -80°C.
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Figura 8: Delineamento experimental. Desenho experimental para a caracterizagdo fenotipica das plantas
silenciadas para o gene SIBBX28. WT: genétipo selvagem. RT-gPCR: PCR quantitativa em tempo real. 1G3: verde
imaturo 3. IG5: verde imaturo 5. BR 1: 1 dias apds o BR (inicio do processo de amadurecimento). BR 3: 3 dias apds
BR. BR 10: 10 dias apds o BR. °BRIX: contetdo de sélidos soluveis.

Para 0 ensaio de estiolamento e desestiolamento de plantulas, montou-se um
experimento in vitro utilizando 32 magentas com meio %2 X MS (Murashige e Skoog
1962), 8 para cada gendtipo, nas quais foram inoculadas sementes dos genotipos WT,
L1, L10 e L12. Todas as magentas ficaram no escuro por trés dias para sincronizar a
germinacdo, posteriormente, a metade foi mantida no escuro e a outra metade foi
transferida para a luz branca constante com intensidade de 80-100 pmol m2 s, onde
permaneceram por quatro dias. Ambos tratamentos permaneceram a 25°C.

Foram coletados os hipocétilos de ambas as condi¢Bes descartando as raizes e 0s
cotilédones. A coleta das plantulas cultivadas no escuro foi realizada sob luz verde. Pelo
menos quatro réplicas biologicas de hipocotilos contendo material de pelo menos 25
plantulas foram coletadas por genédtipo. O material foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

As analises de area foliar total, numero de inflorescéncias e flores por
inflorescéncias foram realizadas com plantas de 50 dias em 12 plantas por gendtipo.
Apos contagens do numero de inflorescéncias e flores por inflorescéncias, todas as
folhas de cada planta foram coletadas e digitalizadas com resolucdo de 300 bpi em
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escala colorida. A area de cada folha foi obtida através de analise de digitalizacdo no
programa ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).

Para analisar a responsividade a auxina, sementes de uma linhagem transgénica
expressando o gene reporter uidA (codificante para a enzima B-GLUCURONIDASE,
GUS) sobre controle do promotor responsivo a auxinas DR5 foram obtidas da cole¢édo
de germoplasma mantida na ESALQ, Universidade de Sado Paulo (USP), Brasil
(http://www.esalqg.usp.br/tomato/). As plantas DR5::GUS foram cultivadas, e o pélen
coletado utilizado para polinizar manualmente as plantas WT, L1, L10 e L12. O
experimento foi conduzido com plantas de 23 dias de idade F1 hemizigotas para ambos
transgenes.

Para investigar o efeito de SIBBX28 sobre a floragdo foi realizado um
experimento utilizando os gendtipos Slsft mutante (single flower truss, florigeno de
tomateiro, ortdlogo do florigeno de A. thaliana FLOWERING LOCUS T, FT), WT e
L10. As sementes de Slsft foram obtidas da colecdo de germoplasma mantida na
ESALQ, Universidade de Sao Paulo (USP), Brasil (http://www.esalg.usp.br/tomato/).
Apices e cotilédones de plantulas de 4, 10 e 20 dias p6s-germinacdo (DPG) foram
coletados. Os DPG foram escolhidos de acordo ao estagio do meristema do gendtipo
selvagem: 4 DPG: meristema em fase vegetativa (MV); 10 DPG: meristema em fase de
transicdo (MT) e; 20 DPG: meristema em fase floral (MF). Os estagios dos meristemas
foram definidos com base nas caracteristicas morfologicas (Silva et al. 2019). Pelo
menos quatro réplicas bioldgicas de apices e cotilédones contendo material de pelo
menos oito plantas foram coletadas com auxilio de lupa. O material foi imediatamente

congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

4.1.7. Avaliacao de fluorescéncia da clorofila

Os parametros de fluorescéncia da clorofila foram medidos no foliolo terminal
da quinta folha contabilizada de baixo para cima em plantas de 52 dias de idade durante
o0 periodo de fotossintese intensa (12h a 14h) utilizando um fluorémetro de clorofila
portatil PAM-2500. As folhas foram adaptadas ao escuro por 30 min para a oxidagdo
dos centros de reacdo, em seguida, a fluorescéncia minima da folha adaptada ao escuro
(Fo) foi medida. Apos um pulso de luz saturante, a fluorescéncia maxima da folha
adaptada ao escuro (Fm) foi registrada. Depois, as folhas foram readaptadas as

condi¢cbes de luz ambiental e os parametros de fluorescéncia méxima e minima
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registrados. A partir das variaveis Fo, Fm, Fo' (fluorescéncia minima adaptada a luz) e
Fm' (fluorescéncia maxima adaptada a luz), todos os parametros de fluorescéncia foram
calculados de acordo com Genty et al. (1989) e a nomenclatura foi a descrita por Baker
& Oxborough (2004). Resumidamente, a eficiéncia quantica maxima dos centros de
reacdo PSII (escuro): Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm; eficiéncia fotoquimica quéntica méaxima
(luz): FV'/Fm' = (Fm'-Fo")/Fm'; Eficiéncia quantica PSII: ¢PSII = Fq'/Fm' = (Fm' —
F)/Fm’, onde F é o valor de fluorescéncia registrado pouco antes do pulso de satura¢&o;
guenching fotoquimico: gP = Fq/Fv' = (Fm'-F)/ (Fm'-Fo'); quenching ndo fotoquimico:
NPQ = (Fm — Fm'")/Fm'; Taxa de transporte de elétrons: ETR = (Fq'/Fm') * I *aleaf* f,
onde | é o fluxo de 16 fétons fotossinteticamente ativos (800pumol.m-2.s-1 para tomate
Lira et al. 2017); afolha é a absorbancia da folha e; f ¢ a fragdo eletronica usada por PSI

(assumida como uma constante para plantas C3 de acordo com von Caemmerer, 2000).

4.1.8. Abundancia plastidial

A abundancia de plastidios foi analisada num foliolo lateral da quinta folha de
plantas de 52 dias de idade e na regido pedicelar de frutos no estagio IG5 conforme
descrito em Bianchetti et al. (2017). Resumidamente, fragmentos de 2 mm foram
fixados em glutaraldeido 3,5% (v/v) por 1 h. As amostras foram transferidas e mantidas
em solucdo de NaEDTA 0,1 M pH 9,5 por 3 h a 60°C no escuro com agitacdo. Os
fragmentos foram transferidos para laminas de microscopio e macerados suavemente
com auxilio de uma lamina de bisturi. As laminas foram fotografadas com auxilio de
um microscopio Leica. O numero de plastidios por célula foi contabilizado em células
isoladas de parénquima clorofiliano foliar e de fruto utilizando o programa ImageJ
(https://imagej.nih.gov/ij/). Foram analisadas 6 laminas por gendétipo e pelo menos 4

células por lamina.

4.1.9. Quantificacdes de pigmentos por HPLC

As extragOes de clorofilas e carotenoides foram realizadas de acordo com o
protocolo descrito em Sérino et al. (2009). Foram adicionados a 200 mg de massa fresca
triturados em N liquido, 100 pL de uma solugdo de NaCl saturado, 200 pL de
diclorometano e 500 pL de uma mistura hexano: éter etilico (1:1) agitando em vdrtex
por 30 s apds cada adi¢do. Posteriormente, as amostras foram sonicadas por 5 min, e
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centrifugada a 13000 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a extragcdo com a
mistura hexano: éter etilico (1:1) seguida de sonicagéo e centrifugacdo foi repetida por
mais trés vezes. Os sobrenadantes foram reunidos, secados totalmente em SpeedVac,
reconstituidos em 300 pL de acetato de etila e posteriormente filtrados através de
membrana 0.45 pum.

A quantificacéo foi feita a partir da injecdo de 20 pL da ressuspensao filtrada em
um sistema cromatografico Agilent modelo 1100 equipado com uma coluna
Phenomenex Luna C18 (250 x 4.6 mm, 5 um diametro de particula). A corrida foi
realizada em um gradiente composto de acetato de etila (C) e acetonitrila: agua (9:1)
(A). A programacao seguida foi: 0 a4 min 0 a5% de C, 4 a 12 min 5% a 10% de C, 12
a 17 min 10% a 20% de C, 17 a 20 min 20% a 65% de C, 20 a 35 min 65% de Ce 35 a
40 min 65% a 0% C. O fluxo foi mantido constante a 0,8 mL/min e a temperatura em
25°C. O eluido foi monitorado por um detector DAD (Diode Array Detector) em
varredura de 200 a 700 nm. A quantificacdo foi realizada a partir de curvas padréo para
cada composto. Desse modo, foi feita uma correlacdo linear entre as &reas dos picos e as
concentracdes injetadas de cada carotenoide e clorofila. A equacdo de regressao linear
obtida para cada composto foi utilizada para quantificar os respectivos contetdos nas

amostras estudadas.

4.1.10. Quantificacao de tocoferois

Na extracdo de tocoferois, foi utilizado o protocolo descrito por Fraser et al.
(2000) com modificagdes. Foi adicionado 1,5 mL de metanol a 30 mg de massa seca.
Apo0s agitacdo em vortex por 1 min, foi adicionado 1,5 mL de cloroférmio a mistura,
que foi entdo sonicada por 5 min. Foram adicionados 2,5 mL de solugéo TrisNaCl [Tris
(pH 7.5, 50 mM) / NaCl 1M) a cada amostra, posteriormente agitada com vortex,
sonicada e centrifugada a 3000 rpm por 5 min. A fase cloroférmica foi recuperada e
uma nova extracdo com 2 mL de cloroférmio foi realizada. Os extratos obtidos foram
unidos em um Unico tubo cujo volume foi ajustado com cloroférmio para 4 mL.
Aliquotas de 3 mL do extrato foram secas, ressuspendidas em 200 pL de solugdo de
fase movel (90:10 hexano/éter metil éter-butilico) e filtradas através de membrana 0,45
pum. O contetdo de tocoferol foi determinado utilizando um sistema cromatografico
Agilent modelo 1100 acoplado a um detector de fluorescéncia (Agilent Technologies,

série 1200). A separagcdo cromatogréfica foi realizada em coluna de fase normal
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LiChrospher® 100 DIOL (5 pm) LiChroCART® 250-4 (Agilent Technologies),
operada em temperatura ambiente usando um sistema de solvente isocratico de 90:10
hexano/éter-metil-terc-butilico em fluxo de 1,0 ml/min. Os compostos eluidos foram
detectados por fluorescéncia com excitacdo a 296 nm e emissdo a 340 nm. As isoformas
de tocoferol foram identificadas e quantificadas por meio da comparacdo do tempo de
retencdo e das areas dos picos dos padrbes adquiridos comercialmente (Merck,
tocopherol set Calbiochem). Uma curva de calibracdo foi realizada utilizando uma
solucdo de tocoferdis com concentracdo variando entre 0,31 e 5 pg/mL para cada
isoforma. Desse modo, foi feita uma correlacdo linear entre as areas dos picos e as
concentragdes injetadas de cada composto. A equacdo de regressdo linear obtida para
cada isoforma foi utilizada para quantificar o conteldo dos tocoferdis nas amostras

estudadas.

4.1.11. QuantificacBes de amido, acucares sollveis e °BRIX

As quantificacdes de aclcares soluveis e amido foram feitas de acordo com o
protocolo descrito em Freschi et al. (2010). Resumidamente, a 10 mg de massa seca
liofilizada, foram adicionados 1,5 mL de etanol 80%. Apds agitagdo com vortex por 1
min, as amostras foram incubadas em banho seco a 80°C por 20 min, centrifugadas a
25000 g a 25°C por 10 min e foram coletados os sobrenadantes. Esse processo foi
repetido 4 vezes para extrair todos os aclcares sollveis. Os extratos foram unidos em
um unico tubo, secados em speeedVac a 30°C por 3 h, ressuspendidos em 2 mL de agua
ultrapura, filtrados com membrana 0,45 um e mantidos em freezer -20. Os agucares
soltveis foram quantificados num HPLC equipado com detector de amperométrico
pulsado (Dionex, Sunnyale, USA) utilizando uma coluna CarboPac PA1 (4 x 250 mm)
numa corrida isocratica com 18 mM NaOH como fase movel (Purgatto et al. 2002)
utilizando uma curva padrdo com standards comercias.

Os pellets foram secados em estufa a 37°C para quantificagdo de amido e
tratados por duas vezes com 0,5 mL de alfa-amilase 110 U/mL diluida em tampéo
MOPS 10 mM pH 6,5 por 30 min a 75°C. Apos resfriamento das amostras em
temperatura ambiente a 25°C, as amostras foram tratadas duas vezes com 0,5 mL de
amiloglucosidase 30 U/mL diluida em tampdo acetato de soédio 100 mM pH 4,5 e
incubado a 50°C por 30 min. A reacéo foi parada com 0,1 mL de &cido perclérico 0,8 N.
Apos centrifugacdo por 10 min a 13000 g a 25°C foi coletado o sobrenadante. Para a
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leitura, foram colocados 10 pL de cada amostra e 40 uL de agua ultrapura totalizando o
volume de 50 pL. Em paralelo, foi feita a curva padréo de glicose de 0; 2,5; 5,0; 7,5 e
10 pg mL? e completado volume até 50 pL com agua destilada. Em seguida foram
adicionados 200 pL de glicose PAP liquiform em cada amostra e, apds incubacdo por
15 min a 37°C, foram feitas as leituras em espectrofotdmetro de microplacas Modelo
Epoch, da BioTek a 490 nm.

O contetdo de solidos soltveis medidos como °BRIX foram analisados em 20
frutos maduros (BR 10) por genotipo. Para isso, tecido fresco do pericarpo foi macerado
com Tissuelyser. Ap6s 10 minutos de centrifugacdo a 14.000 rpm, 100 pL do

sobrenadante foi quantificado em um refratbmetro digital portatil NR151 (J. P. Selecta).

4.1.12. Quantificacdo hormonal

O 4cido indol-3-acético (AlIA) foi extraido conforme descrito por Alvarez-Florez
et al. (2017) com modificacdes e quantificado como descrito por Silveira et al. (2004)
também com modificacBes. Resumidamente, antes de iniciar o processo de extracao,
foram adicionados 100 pL (0,05 uCi) de [®*H] AIA em cada amostra como padrio
interno. Para cada 150 mg de tecido fresco macerado foram adicionados 2,5 mL de
solucdo de extracdo (metanol:isopropanol (20:80); 1% &cido acético v/v). As amostras
foram homogeneizadas, posteriormente centrifugadas e coletado o sobrenadante. Esta
etapa foi realizada mais uma vez, totalizando 5 mL de volume final de extrato. Os
sobrenadantes coletados foram combinados e totalmente secos em concentrador & vacuo
a 45 °C. As amostras foram ressuspendidas em 90 pL de fase movel A (metanol 10% +
0,5% de acido acético) e filtradas através de uma membrana de 0,2 pum. Os niveis de
auxina foram determinados injetando 10 pL de amostra em um sistema HPLC com
coluna C18 de 5 pm (Shimadzu Shin-pack CLC ODS), a 40 °C, e um detector de
fluorescéncia (excitacdo a 280 nm, emissdo a 350 nm). Utilizou-se um fluxo de 1 mL
min? e gradiente com fase mdvel A e fase mével B (metanol 100%). Cada corrida
iniciou em 10% B nos primeiros 5 minutos, de 5 a 7 minutos passou de 10% para 20%
B, de 7 a 15 minutos de 20% para 30% B e de 15 a 24 minutos de 30% para 100% B,
permanecendo por 12 minutos nessa condicdo. Apds esse tempo, o gradiente foi
alterado e estabilizado para o inicio de uma nova corrida. As fracdes, contendo o pico
de AIA, foram coletadas e analisadas em contador de cintilacdo (Packard Tri-Carb) para

estimar as perdas durante o procedimento. Foi utilizado um padrdo de cintilagéo de
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radioativo com a mesma concentracdo que foi adicionada no inicio da extracdo das
amostras. O calculo de perda, foi estimado comparando os dados da cintilacdo do
padrdo 100% radioativo com os de cada amostra. Com esse dado, as areas e tempos de
retencdo do AIA das amostras foram avaliadas por comparacdo com concentracfes

conhecidas destes horménios em uma curva padrao.

4.1.13. Anélises dos dados

As diferencas nos parametros foram avaliadas estatisticamente utilizando o
software Infostat (www.infostat.com). A distribuicdo normal dos dados foi avaliada
pelo teste de Shapiro-Wilks. Quando normal, a comparacdo entre os gendtipos foi
realizada através do teste t-Student (P<0,05). Caso contrario, a comparacao foi realizada

pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (P<0,05).

44



4.2. Resultados

4.2.1. Obtencao das plantas transgénicas silenciadas

Para caracterizar funcionalmente o gene SIBBX28 foram obtidas plantas
silenciadas pelo método de RNA de interferéncia (RNAI). Para isso, foi amplificado um
fragmento de 293 pb da regido codificante do gene alvo e clonado em ambas as
orientacdes (senso e antisenso) no vetor pK7GWIWG2 (I), obtendo-se a construgédo
35S::SIBBX28-RNAI. Utilizando esta construcdo e o método de transformacéo genética
via A. tumefaciens, foram obtidas 38 plantas TO, das quais oito sobreviveram a
aclimatacdo em casa de vegetacdo. Destas, sete foram positivas para a presenca do
transgene, denominadas linhagens L1, L7, L8, L9, L10, L11 e L12; e a L15 se
apresentou negativa (Figura 9A). O silenciamento foi verificado em folhas TO das
linhagens positivas para a presenca do transgene (Figura 9B), permitindo a selecéo das 4
linhagens L1, L8, L10 e L12 por apresentarem a maior reducdo dos niveis de mRNA. O
nivel de silenciamento foi reavaliado em folhas e frutos na geracdo T1 (Figura 9C), e
foram selecionadas as linhagens L1, L10 e L12 para caracterizacdo fenotipica. Todos 0s
experimentos de fenotipagem foram realizados com plantas T2 homozigotas.
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Figura 9: Genotipagem das linhagens regeneradas e avaliacdo do nivel de silenciamento. (A) Imagem de gel de
agarose do produto de PCR (552pb), com os primers SIBBX28 RNAI-F e terminador 35S, das linhagens regenerantes
TO. Asterisco indica a linhagem negativa para a presenca do transgene. 0: branco pb: pares de bases. (B) Nivel
relativo de transcritos do gene SIBBX28 em folha das regenerantes TO (impossibilitando andlise estatistica). (C) Nivel
relativo de transcritos do gene SIBBX28 em folha fonte e fruto BR 5 de plantas T1. Os dados foram normalizados em
relacdo a amostra controle WT (P<0,05). Os asteriscos marcam as linhagens silenciadas. Os valores sdéo médias + EP
de pelo menos trés réplicas biologicas. WT: genotipo selvagem. L1-L12: silenciadas para o gene SIBBX28. BR 5:
cinco dias ap0s o inicio do processo de amadurecimento.

Os niveis de MRNA do gene SIBBX28 em plantas T2 das linhagens L1, L10 e
L12 foi também verificado em todos o0s 6rgaos analisados nos experimentos posteriores,
i.e. hipocotilos, apices, folhas fonte e dreno e frutos em diferentes estagios de
desenvolvimento e amadurecimento (Figura 10A); observando-se silenciamento
superior a 50%.

Além disso, em folha fonte e frutos 1G3 foi verificado o eventual co-
silenciamento dos paralogos mais préximos identificados em (Lira et al. 2020), i.e.
SIBBX29 e SIBBX31 (Figura 10B). N&o foram encontrados indicios de co-
silenciamento. Enquanto diferencas nos niveis de transcritos de SIBBX29 ndo foram
observadas, os niveis de mMRNA de SIBBX31 mostraram-se elevados em frutos 1G3,
podendo indicar repressao por SIBBX28 ou um mecanismo compensatorio

desencadeado pelo silenciamento do gene SIBBX28.
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Figura 10: Avaliacéo do silenciamento do gene SIBBX28 e de co-silenciamento dos genes SIBBX29 e SIBBX31.
(A) Nivel relativo de transcritos do gene SIBBX28 em quatro drgaos: apice, hipocotilos, folhas fonte e dreno e, cinco
estagios de desenvolvimento dos frutos. (B) Nivel relativo de transcritos dos genes SIBBX29 e SIBBX31 em folha
fonte e fruto 1G3. Os valores sdo médias + EP de pelo menos quatro réplicas bioldgicas. Os dados foram
normalizados em relacdo a amostra controle WT de cada 6rgdo. Asteriscos representam diferengas estatisticas
significativas em relacdo a amostra controle WT (P<0,05). WT: gendtipo selvagem; L1, L10 e L12: linhagens
silenciadas homozigotas T2; IG3: verde imaturo 3; IG5: verde imaturo 5; MG: verde maduro; BR 3: 3 dias apos BR;
BR 5: 5 dias apds o0 BR.

4.2.2. O silenciamento de SIBBX28 afeta o desenvolvimento vegetativo e a floracao

Ao analisar o nimero de dias até a primeira antese (Figura 11A) e o padrédo
temporal de antese das plantas (Figura 11B), nenhuma diferenca foi encontrada nas
plantas transgénicas L1, L10 e L12 em relacdo ao controle selvagem. No entanto, o
numero de folhas até o surgimento da primeira inflorescéncia (Figura 11C), mostrou-se
reduzido nas linhagens L10 e L12, indicando um menor crescimento vegetativo. Assim,
embora o tempo de floragdo permaneceu inalterado, o desenvolvimento vegetativo até a

primeira antese foi menor nas plantas silenciadas para o gene SIBBX28.
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Figura 11: Tempo de floragdo nas plantas silenciadas para SIBBX28. (A) Numero de dias até a primeira antese.
(B) Progressao do inicio da floragdo. (C) Numero de folhas até a primeira inflorescéncia. Os valores sdo médias + EP
de pelo menos quatro réplicas bioldgicas. Diferentes letras representam diferengas estatisticas significativas em
relacdo & amostra controle WT (P<0,05). WT: gendtipo selvagem; L1, L10 e L12: linhagens silenciadas homozigotas
T2.

A deficiéncia em SIBBX28 resultou em plantas de menor porte, comprometendo
claramente o crescimento vegetativo das plantas L1, L10 e L12 (Figura 12A e 12B).
Isto fica evidente pela diminuicdo observada na massa vegetativa fresca (Figura 12C) e

seca (Figura 12D) ap6s 125 dias de cultivo.
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Figura 12: Desenvolvimento das plantas silenciadas L1, L10 e L12. Plantas representativas dos gendtipos
selvagem e silenciados para o gene SIBBX28, em vista lateral com 48 (A) e 125 (B) dias de idade; escala: 5 cm. Peso
fresco (C) e seco (D) da parte aérea sem frutos apds 125 de cultivo. Os valores sdo médias + EP de pelo menos 12
réplicas bioldgicas. Diferentes letras representam diferencas estatisticas significativas em relacdo a amostra controle
WT (P<0,05). WT: gendtipo selvagem; L1, L10 e L12: linhagens silenciadas homozigotas T2.
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O silenciamento de SIBBX28 ndo somente afetou o desenvolvimento vegetativo,
mas também a produtividade das plantas. O numero de flores (Figura 13A), 0 nimero
total de frutos (Figura 13B) e o peso total de frutos (Figura 13C) das plantas
transgénicas apresentaram reducdo. Ja o peso médio de frutos maduros (Figura 13D)
ndo foi alterado nas linhagens transgénicas. A reducdo simultdnea da biomassa
vegetativa e de frutos, fez com que o indice de colheita (Figura 13E) permanecesse

inalterado entre os genotipos analisados.
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Figura 13: Avaliacdo dos parametros de produtividade. Efeito do silenciamento do SIBBX28 no experimento “ndo
destrutivo” com 125 dias de idade. Numero total de flores (A) e frutos (B). (C) Peso total de frutos. (D) Peso médio
de frutos maduros. (E) indice de colheita. (F) Contelido de sélidos totais em frutos maduros. Os valores sdo médias +
EP de pelo menos quatro réplicas bioldgicas. Diferentes letras representam diferengas estatisticas significativas em
relacdo & amostra controle WT (P<0,05). WT: gendtipo selvagem; L1, L10 e L12: linhagens silenciadas homozigotas
T2; °BRIX: contetdo de sélidos totais dos frutos maduros.

Interessantemente, os parametros avaliados de qualidade nutricional dos frutos
ndo foram afetados pelo silenciamento de SIBBX28. Assim, ndo foram observadas
diferencas consistentes no teor de solidos sollveis totais (°BRIX) nos frutos maduros
(Figura 13F), nem nos niveis dos metabolitos quantificados: aglcares sollveis e amido

(Tabela 1), carotenoides e clorofilas (Tabela 2), e tocoferdis (Tabela 3).
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Tabela 1: Contelido de aglcares soltveis e amido em frutos de

plantas WT, L1, L10e L12.

Glicose Frutose Sacarose Amido

Fruto verde imaturo 5 (1G5)

WT 10.16 £ 0.11 1506 +006 219+011 3264+1254

L1 973+055 1341 +0.76 190+011  391.94+5.36

L10 1041+£015 1382+021 174+003 207.8+39.29

L12 1028+034 1349+058 208+005 T77.73x18.93
Fruto breaker 1 (BR 1)

WT 1013 +048 15622+ 053 1.90 +0.09 727 £0.34

L1 1087 +022 1533+018 227 =0.03 12.3 = 0.21

L10 882+021 1293024 1.75+0.02 4.74 £ 0.49

L12 1022+023 1476+023 1.93+0.10 4.72 £ 0.37
Fruto breaker 3 (BR 3)

WT 9531032 1473+047 164009 1.87 £0.33

L1 9.00+049 1285+ 042 160+0.05 232+0.16

L10 1042+018 147504 1.76 £ 0.08 278023

L12 9.32+012 1299033 1642011 1.35+022
Fruto breaker 10 (BR 10)

WT 1115026 1565+051 206+0.06 MND

L1 1M1.50+£052 1673056 209+0.09 MND

L10 11.00+£060 1550+052 225+005 ND

L12 1246 £1.08 1818+083 2241015 ND

Os valores representam médias + EP de quatro réplicas bioldgicas e de pelo menos
quatro frutos de plantas diferentes. As diferencas significativas em relagdo ao controle
WT sdo destacadas em negrito (P<0,05). WT, gendtipo selvagem; L1, L10 e L12,
linhagens silenciadas para o gene SIBBX28 homozigotas T2; ND: N&o detectado.

Tabela 2: Contetido de carotenoides e clorofilas em frutos de plantas WT, L1, L10 e L12.

MNeoxantina Viclaxantina  Luteina B-Caroteno Fitoeno Fitofluene Licopene  Carotencides Total Clorofila Total

Fruto verde imaturo 5 (IG5)

WwT 251+006 1.09+014 11.98+013 3712+0.54 MND 0.81+0.09 MND 53.64 + 0.37 13217 £3.16

L1 287+022 1.52+0.11 11.10+1.82 36.85 +2.83 MND 0.72+0.04 MND 53.06 +3.94 136.42 £9.97

110 219+012 1.11+£0.01 11.91+ 036 36.34 £+ 1.09 ND 0.72+0.02 MND 52.53+1.69 130.23 £3.38

112 280+034 1.49+0.13 1132+24 3888 +4.62 ND 0.76 + 0.07 MND 56.87 +6.43 13477 £ 14.95
Fruto brealker 1 (BR 1)

WwrT 071+010 041+002 759+032 3232+056 052+007 062+0.01 MND 42.06 £ 0.87 52.95+4.01

11 081+013 046+0.03 9.07+058 3571+077 027+0.02 066<+0.01 ND 46.73 = 0.69 69.75+1.99

10 0.70+004 038+0.00 738+039 3181+143 043+£003 061+0.02 ND 41.34 +1.88 51.80+298

12 067+005 042+002 675+087 2946+3.86 032+008 058+0.07 ND 37.37 +4.90 40.70 £ 2.44
Fruto brealker 3 (BR 3)

WT 025+001 026+0.00 437+026 3372+046 317+015 058+0.01 34.95+0.90 72.99+234 6.62 +0.26

11 031+001 027+0.00 519+029 4963277 4241002 0.83+0.06 4587 +2.98 11211 £1.11 7.28 +0.46

110 028+002 027+0.00 460+018 3641+144 4454037 066+002 36.76+4.32 89.35+9.33 7.53+0.36

112 028+001 028+0.00 418+026 3519+222 378+044 067+0.03 36.29+6.51 81.09 £ 9.49 7.24 £0.16
Fruto breaker 10 (BR 10)

wr 035+001 027+001 542+037 2730+095 18.23+048 054 +0.02 17069 +3.11 22267 +2.27 ND

11 035+000 031+0.01 586+058 35.07+211 19.99+1.13 0.69+0.03 17226 £+ 762 23572 +4.77 ND

110 035+001 0285+0.00 495+035 2536+1.59 21.05+1.00 0.54+0.02 17594 +8.01 21951 +8.54 ND

|12 036+001 034+006 566+030 32.41+1.20 22.72 +1.30 0.63+0.02 252.01+6.25 315.98=11.30 ND

Os valores representam médias + EP de quatro réplicas bioldgicas e de pelo menos quatro frutos de plantas diferentes. As diferencas
significativas em relagdo ao controle WT s&o destacadas em negrito (P<0,05). WT, gendtipo selvagem; L1, L10 e L12, linhagens
silenciadas para o gene SIBBX28 homozigotas T2; ND: N&o detectado.
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Tabela 3: Contetdo de tocoferol em frutos em plantas WT, L1, L10 e L12.

Alfa tocoferal  Beta tocoferol Gama tocoferol Delta tocoferol Tocoferol Total
Fruto verde imaturo 5 (IG5)

WT 13036 £1.07 2212 0.1 369+027 ND 137.33£2.25
L1 151.83+4.92 226+010 481+012 ND 158.89 + 5.09
L10 148.40 £ 2.61 226 £ 0.10 485+ 0.3 ND 155.32 £ 2.35
L12 203.96 +18.15 2680+0.28 477+ 049 ND 211.54 + 18.72
Fruto breaker 1 (BR 1)
WT 22271+£3562 263002 2911+£123 ND 26602 +£3.22
L1 22818+851 251+014 2086+1.44 ND 25220 +9.30
L10 28749+4246 3.36+049 36921568 ND 330.65 £49.29
L12 25543 +£9.39 294+022 3374+324 ND 297.33 £12.37

Fruto breaker 1 (BR 3)
WT 28725 +£736 338+018 67T72+047 538+063 36331x7.01
L1 43760+2231 442+066 BB15+£1321 7.10+£149 54943+3540
L10 26864 +415 299:042 5768:879 480+083 33411:51.40
L12 28720+1099 348+010 64.00+254 640+ 007 361.08+1314
Fruto breaker 10 (BR 10)
WT 33656 +4434 439047 87941962 7.85+0.72 450.94 £ 6053
L1 35237 +4666 395+051 9M25+1474 BHTT+169 45697 +6344
L10 34822+5124 424067 10741+£2076 990+£1.97 47055 +74.86
L12 301.05+2082 443+033 7832+452 8.58+047 39238+2570

Os valores representam médias + EP de quatro réplicas bioldgicas e de pelo menos quatro frutos de
plantas diferentes. As diferengas significativas em relagdo ao controle WT sdo destacadas em
negrito (P<0,05). WT, genétipo selvagem; L1, L10 e L12, linhagens silenciadas para o gene
SIBBX28 homozigotas T2; ND: Néo detectado.
Para melhor avaliacdo do efeito de SIBBX28 sobre o numero de flores, analisou-
se 0 numero de inflorescéncias e de flores por inflorescéncia nas plantas WT, L1, L10 e
L12 em um novo experimento com plantas de 50 dias de idade. Curiosamente, enquanto
o namero de inflorescéncias por planta ndo se alterou (Figura 14A), o nimero de flores
por inflorescéncia se mostrou reduzido nas linhagens L10 e L12 (Figura 14B).
Assim, os dados obtidos sugerem um papel positivo de SIBBX28 no crescimento
vegetativo e na floracdo sem afetar o contetdo de metabdlitos de importancia

nutricional nos frutos.
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Figura 14: Numero de inflorescéncias por planta e de flores por
inflorescéncia. Numero de inflorescéncia por planta (A) e de flores por
inflorescéncia (B) em plantas de 50 dias de idade. Os valores sdo médias +
EP de pelo menos quatro réplicas bioldgicas. Diferentes letras representam
diferencas estatisticas significativas em relagdo a amostra controle WT
(P<0,05). WT: gendtipo selvagem; L1, L10 e L12: linhagens silenciadas
homozigotas T2.
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4.2.3. SIBBX28 atua positivamente sobre 0 metabolismo e sinalizacéo de auxinas

O efeito de SIBBX28 sobre o crescimento vegetativo foi analisado
detalhadamente num experimento com plantas de 50 dias de idade, o qual confirmou o
tamanho reduzido das plantas L1, L10 e L12 previamente observado (Figura 15A, 15B).
Tanto a &rea foliar total (Figura 15C), quanto o numero de folhas por planta (Figura

15D) apresentaram reducdo nas linhagens L10 e L12.
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Figura 15: Desenvolvimento vegetativo e area foliar. Plantas representativas dos genotipos selvagem e silenciados
para o gene SIBBX28 de 50 dias de idade, em vista lateral (A) ou aérea (B) de plantas. Escala: 5 cm. Area foliar total
(C) e numero de folhas por planta (D). Os valores sdo médias + EP de pelo menos 12 réplicas bioldgicas. Diferentes
letras representam diferencas estatisticas significativas em relagdo a amostra controle WT (P<0,05). WT: genétipo
selvagem; L1, L10 e L12: linhagens silenciadas homozigotas T2.

Para investigar se 0 fenétipo observado era decorrente de alteracBes na capacidade
fotossintética, analisou-se o numero de cloroplastos por célula do parénguima
palicadico clorofiliano e os pardmetros de fluorescéncia da clorofila. O ndmero de
cloroplastos por célula nas plantas silenciadas ndo apresentou diferengas consistentes

quando comparado ao genétipo WT (Figura 16). Esse dado esta de acordo com o fato de
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ndo ter observado diferencas nos contetdos de clorofilas, carotenoides e tocoferdis em
folhas (Tabela 4). Os parametros de fluorescéncia da clorofila apresentaram dados
interessantes, foi observada redugéo do Fv/Fm, ¢PSII e ETR, tendéncia de redugdo do
Fv'/Fm’, e aumento do NPQ nas linhagens L10 e L12 (Tabela 5), sugerindo menor
atividade da cadeia de transporte de elétrons, provavelmente devido a uma menor

demanda de energia (ATP/NADPH) requerida para o metabolismo de fixagédo do

carbono.
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Tabela 4: Conteudo de carotenoides, clorofilas e tocoferol em folhas de
plantas WT, L1, L10e L12.

WT L1 L10 L12
MNeoxantina 2364 £1.92 29.95 = 0.44 2932+1.75 2566 + 0.86
Violaxantina 2118 £1.17 2195+ 0.34 22.95+0.30 2164 +1.71
Luteina 17415 £11.60  186.86 £3.88 19189+ 7.47 163.27 £ 7.5
B-Caroteno 58459+7216 69463 +11.97 6979112495 61569+ 1162
Fitoeno 0.70 £ 0.27 0.70 £ 0.38 0.04 £ 0.01 0.92 £ 0.51
Fitoflueno 9.26 £1.13 11.00 £ 0.26 10.95 + 0.41 9.67+0.14
Licopeno MND MND ND ND

Carotenoides Total 796.43 £95.32 948.26 £12.57 95390 £33.35  §36.53 £ 21.06
Clorofila Total 145270 £ 108.97 1715.62 £ 70.29 1369.63 + 19.30 15858.13 £ 150.54

Alfa tocoferol 576.09 £ 7.91 609.47 +36.58 52809+923 51993 £1548
Beta tocoferal 294 +£0.09 33014 3.26+£0.38 3.30 £ 0.05
(Gama tocoferol 7.11+0.09 7611050 9.04 +0.31 826+ 057
Delta tocoferol MND ND ND ND

Tocoferol Total 57784 £152 B1882+17.78 53929+942  531.35+19.03

Os valores representam médias + EP de quatro réplicas biolégicas e de pelo menos quatro folhas de
plantas diferentes. As diferencas significativas em relacdo ao controle WT sdo destacadas em
negrito (P<0,05). WT, genétipo selvagem; L1, L10 e L12, linhagens silenciadas para o gene
SIBBX28 homozigotas T2; ND: Néo detectado.
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Tabela 5: Parametros de fluorescéncia da clorofila determinados em folha fonte de
plantas com 50 dias de idade.

WT L1 L10 L12
ETR
(mol.m25s ) 192,317 + 4,189 193,377 + 2,166 174,033 £ 3,133 160,733 £ 3,777

FviFm 0737+ 0,002 0,731 £ 0,009 0,705 £ 0,006 0,725 £ 0,003
Fv'IFm’ 0,444 £ 0,009 0,443 £ 0,004 0.426 + 0,002 0,421 £0,003
NPQ 0,310+ 0,019 0,350 £ 0,032 0,419 0,020 0,610 £ 0,039
qP 3,260 + 0,045 3,204 £ 0,028 3,286 + 0,041 3,355 £ 0,025
@PSsll 0,553 +£0,012 0,556 + 0,006 0,500 £ 0,009 0,462 10,011

Os valores representam médias + EP de quatro réplicas biologicas e de pelo menos oito folhas de plantas
diferentes. As diferencas significativas em relagcdo ao controle WT séo destacadas em negrito (P<0,05). WT,
gendtipo selvagem; L1, L10 e L12, linhagens silenciadas para o gene SIBBX28 homozigotas T2; gP,
quenching fotoquimico; NPQ, quenching ndo fotoquimico; Fv/Fm, eficiéncia quéntica (escuro); Fv’/Fm’,
eficiéncia fotoquimica (luz); @PSII, fotossistema II, ETR, taxa de transporte de elétrons.

De acordo com os resultados de crescimento e parametros de fluorescéncia da
clorofila, o contetdo de amido, glicose e frutose apresentaram reducdo nas folhas fonte
das linhagens transgénicas (Figura 17). Estes resultados sugerem que a deficiéncia de
SIBBX28 afeta o desenvolvimento vegetativo, pelo menos em parte, devido a alterac6es

na fotossintese e no metabolismo do carbono.
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Figura 17: Niveis de amido e agUcares soltvies em folhas. Niveis de amido (A), glicose (B) e frutose (C) em folhas
de plantas de 50 dias de idade. Os valores sdo médias + EP de pelo menos quatro réplicas biologicas. Diferentes letras
representam diferencas estatisticas significativas em relacdo a amostra controle WT (P<0,05). WT: geno6tipo
selvagem; L1, L10 e L12: linhagens silenciadas homozigotas T2.

Devido ao importante papel que desempenham as auxinas no processo de
expansdo foliar (Xiong e Jiao, 2019), foi investigado o efeito de SIBBX28 sobre o
acumulo e/ou a responsividade & auxina. Para isso, foram obtidas plantas duplas
transgénicas 35S::SIBBX28-RNAI/DR5::uidA, silenciadas para SIBBX28 e portadoras do
gene reporter uidA (codificante para a enzima B-GLUCORONIDASE, GUS) sob
controle do promotor induzivel por auxina DR5. A atividade de GUS foi avaliada em
foliolos em expansdo de plantas com 23 dias de idade. As plantas silenciadas para o

gene SIBBX28 mostraram ser menos responsivas a auxina tanto pelo método
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histoquimico (Figura 18A), quanto fluorimétrico (Figura 18B). Interessantemente, 0

nivel de AIA também foi menor nos foliolos da linhagem L10, escolhida por apresentar

o fenotipo mais evidente de reducdo no crescimento e na atividade GUS (Figura 18C).
Os resultados apresentados demostram que SIBBX28 atua positivamente sobre o

metabolismo e sinalizacdo de auxinas.
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Figura 18: Influéncia do SIBBX28 na sinalizagéo e acimulo de auxina. A atividade hormonal foi
analisada pelo ensaio de GUS em folhas em expansdo de 23 dias de idade no genétipo duplo
transgénico 35S::SIBBX28-RNAI/DR5::uidA. Atividade da enzima B-GLUCORONIDASE por meio
do método histoquimico (A) e fluorimétrico (B). (C) Nivel de auxina AIA na linhagem L10 e no
gen6tipo WT. Os valores sdo médias + EP de pelo menos quatro réplicas bioldgicas. Asteriscos
representam diferencas estatisticas significativas em relagdo a amostra controle WT (P<0,05). WT:
gendtipo selvagem cruzado com planta DR5::uidA; L1, L10 e L12: plantas duplas transgénicas
hemizigotas 35S::SIBBX28-RNAI/DR5::uidA; escala 1 cm.

As auxinas sdo importantes reguladores do alongamento celular durante o
estiolamento dos hipocétilos em respostas a falta de luz (Ma e Li 2019); assim, o
eventual efeito do gene SIBBX28 sobre o alongamento dos hipocétilos foi investigado.
Plantulas de tomateiro foram crescidas no escuro ou na luz constante e os hipocétilos
forma medidos ap6s 7 dias de cultivo. Ndo foram observadas diferencas entre os
gendtipos das plantulas cultivadas na luz constante; porém, as plantulas silenciadas
mantidas no escuro apresentaram reducdo no alongamento dos hipocétilos (Figuras 19A
e 19B). Adicionalmente, foi verificado o nivel de expressdo do gene YUC8C (YUCCA
FLAVIN MONOOXYGENASE 8C), previamente caracterizado como promotor da
biossintese de auxina nesse sistema em tomateiro (Rosado et al. 2019), o qual se
apresentou reduzido nas plantulas crescidas no escuro (Figura 19C). Esses resultados
reforgcam a fungéo positiva da SIBBX28 sobre o metabolismo e a sinalizagdo da auxina.
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Figura 19: Efeito de SIBBX28 sobre o alongamento do hipocétilo. (A) Hipocotilos de plantulas cultivadas no
escuro e na luz branca constante. Escala 2 cm. (B) Comprimentos dos hipocétilos no escuro e na luz. Os valores sdo
médias + EP de pelo menos 25 réplicas bioldgicas. (C) Niveis relativos de transcritos do gene SIYUC8C. Os valores
sdo meédias + EP de pelo menos quatro réplicas biol6gicas. Os dados foram normalizados em relacdo a amostra
controle WT no escuro. Diferentes letras representam diferencas estatisticas significativas em relacdo & amostra
controle WT (P<0,05). WT: genétipo selvagem; L1, L10 e L12: linhagens silenciadas homozigotas T2; YUC8C:
YUCCA FLAVIN MONOOXYGENASE 8C.

4.2.4. O silenciamento do gene SIBBX28 afeta a floracéo

Como mencionado acima, as plantas silenciadas para SIBBX28 apresentaram
reducdo do numero de flores. Para melhor compreender o efeito de SIBBX28 sobre a
determinacdo floral, foi montado um experimento com plantulas dos genotipos WT,
L10 e Slsft (mutante para o florigeno SISFT, ortdlogo do FLOWERING LOCUS T,
AtFT, de A. thaliana). Apices e cotilédones de plantulas com 4, 10 e 20 dias pos-
germinacdo (DPG); correspondentes aos estagios de meristema vegetativo (MV),
meristema de transicdo (MT) e meristema floral (MF) no genétipo WT,
respectivamente, foram coletados. Devido & transicdo precoce do cultivar MicroTom o
sinal do florigeno provem dos cotilédones (Silva et al. 2019).

Quando observados os apices nos trés pontos de coletas nenhuma diferenca
visual foi identificada entre os genotipos WT e L10 (Figura 20A), indicando que a
deficiéncia de SIBBX28 néo altera a transicdo de meristema vegetativo para meristema

floral. J&, como esperado, a transicdo no gendtipo mutante Slsft foi retardada,
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observando-se meristema de transicdo apenas 20 DPG (Figura 20A) (Molinero-Rosales
2004).

Inicialmente, foi analisado se o silenciamento do gene SIBBX28 impacta os
niveis de mRNA do florigeno SISFT em cotilédones (Figura 20B). Verificou-se que o
pico de expressdo do gene SISFT ocorreu aos 4 DPG, reduzindo gradualmente tanto no
controle quanto na transgénica sem apresentar diferencas, indicando que SIBBX28 nédo
afeta a expressao do regulador de floragéo SISFT.

Posteriormente, foi quantificado o nivel de expressdao do gene SIBBX28 nos
meristemas dos genotipos WT e Slsft. Nos meristemas controles, o nivel de transcritos
de SIBBX28 atingiu o nivel mais alto 10 DPG, ou seja, quando o0 meristema estava na
fase de transicdo, e se manteve alto em meristemas de plantulas com 20 DPG. J4 em
Slsft, a expressdo de SIBBX28 apresentou um retardo, alcancando expressdao maxima
apenas 20 DPG, coincidindo também com o meristema na fase de transicdo (Figura
20C).

As plantas silenciadas para SIBBX28 apresentaram menos flores por
inflorescéncia. Recentemente, o gene FRUITFULL 2 (SIFUL?2) foi caracterizado como
regulador da arquitetura da inflorescéncia atuando como repressor da ramificacdo da
mesma (Jiang et al. 2022). Assim, o nivel de expressdo desse gene foi analisado em
meristemas das plantas WT e L10. SIFUL2 apresentou o nivel maximo de expressdo 20
DPG; porém, nas plantas silenciadas para o gene SIBBX28 verificou-se aumento
expressivo (~50%) na quantidade de mRNA nos trés estagios do desenvolvimento dos
meristemas analisados (Figura 20D).

Finalmente, foi reportado que as auxinas se acumulam nos meristemas de
transicdo em tomateiro (Goldental-Cohen et al. 2017); e, por outro lado, nossos dados
demostram que SIBBX28 afeta 0 metabolismo e sinalizacdo desse hormonio. Neste
contexto, o perfil de mRNA de SIYUC8C foi avaliado. O nivel de transcritos no
meristema de transicdo (10 DPG) da linhagem silenciada foi menor que no gendtipo
selvagem WT, enquanto ndo foram encontradas alteragdes nos meristemas vegetativos
(4 DPG) e florais (20 DPG) (Figura 20E).

Desta forma, estes resultados sugerem que SIBBX28 atua na determinacdo do
numero de flores a jusante de SISFT a partir da fase de transicdo meristematica,
estimulando o metabolismo de auxinas o que, finalmente, afeta a arquitetura da

inflorescéncia.
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Figura 20: Papel de SIBBX28 floragdo. (A) Imagem ilustrativa dos apices com 4, 10 e 20 dias pds-
germinagdo (DPG), dos gendtipos selvagem (WT), silenciada (SIBBX28-RNAIi L10) e mutante (SIsft).
MV: meristema vegetativo; MT: meristema de transicdo; MF: meristema floral. (B) Nivel relativo de
transcritos do gene SISFT em cotilédones WT e SIBBX28-RNAi L10. (C) Nivel relativo de transcritos
do gene SIBBX28 em apices WT e Slsft. (D) Nivel relativo de transcritos do gene SIFUL2 em apices
WT e SIBBX28-RNAIi L10. (E) Nivel relativo de transcritos do gene SIYUC8C em éapices WT e
SIBBX28-RNAIi L10. Os valores sdo médias + EP de pelo menos trés réplicas bioldgicas. Os dados
foram normalizados em relagdo a amostra controle WT 4 DPG. Diferentes letras representam diferengas
estatisticas significativas em relagdo a amostra controle WT (P<0,05); escala: 500um.

58



4.3 Discussao

Os membros da familia de proteinas BBX sdo fatores de transcricdo que
participam da regulacdo de varios processos do desenvolvimento vegetal como a
fotomorfogénese e termomorfogéneses de pléntulas, floracdo e evitacdo de sombra
(Gangappa e Botto 2014; Song et al. 2020; Yadav et al. 2020).

Em tomateiro, apenas dois genes SIBBX foram funcionalmente caracterizados. A
proteina codificada pela locus Solyc01g110180 participa da transducdo do sinal de UV-
B (Yang et al. 2022), da carotenogénese em frutos (Xiong et al. 2019) e do acumulo de
antocianinas nas folhas (Luo et al. 2021). J& o produto proteico do locus
Solyc07g052620 regula o crescimento vegetativo e a tolerancia ao estresse térmico (Xu
et al. 2022).

Com o objetivo de expandir o conhecimento sobre a familia de proteinas BBXs
em Solanum lycopersicum, as quais numa cultura de importancia agronémica como
tomateiro possuem potencial biotecnoldgico, este trabalho caracterizou o gene SIBBX28.
O mesmo foi escolhido por ser responsivo a luz e por ser o possivel ortélogo do gene
AtBBX28, regulador negativo do sinal luminoso induzido por luz (Lin et al. 2018)
segundo os resultados do primeiro capitulo do presente trabalho (Lira et al. 2020).

Para atingir o objetivo, foi realizada a caracterizacdo fenotipica de plantas
constitutivamente silenciadas para SIBBX28 obtidas utilizando a estratégia de RNA de
interferéncia (RNAI). Embora ndo foi verificado co-silenciamento de genes paralogos,
foram observados niveis aumentados de mRNA do gene SIBBX31, um paralogo
proximo de SIBBX28, em frutos (Figura 10B). Essa regulacdo positiva pode ser
atribuida a repressdo de SIBBX31 por SIBBX28 e/ou um mecanismo compensatorio,
caso ambas proteinas atuem de forma conjunta, assim como descrito para o par de
paralogos de A. thaliana AtBBX28/AtBBX29 (Song et al.2020).

As plantas deficientes em SIBBX28 apresentaram um severo efeito sobre o
crescimento e a floragdo que resultou em plantas de porte reduzido (Figura 12), e com
menos folhas (Figura 11C), flores (Figura 13A) e frutos (Figura 13B). O metabolismo e
a sinalizacdo de auxinas (Figura 18), que desempenham uma funcdo importante em
ambos o0s processos (Cheng e Zhao 2007; Perrot-Rechenmann 2010; Scarpella et al.
2010; Yamaguchi et al. 2013), também apresentaram reducdo nas plantas transgénicas.
Adicionalmente, o estiolamento de hipocoétilo, processo no qual as auxinas também séo
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fundamentais (Swarup et al. 2002; Halliday et al. 2009), foi afetado pelo silenciamento
de SIBBX28.

A interacdo entre hormdnios e proteinas BBX tem sido relatada; diversos
estudos de expressao génica mostraram que as proteinas BBX participam da transdugéo
do sinal de varios hormdnios como acido abscisico, giberelinas, acido jasmonico e
etileno (Vaishak et al. 2019). No caso das auxinas, em A. thaliana, sabe-se que
AtBBX21 regula negativamente 0s genes responsivos & auxina durante a resposta de
evitacdo a sombra (Crocco et al. 2011) e AtBBX16 inibe a biossintese de auxina de
forma dependente do FITOCROMO B (Zhang et al. 2014). Portanto, os dados aqui
obtidos expandem essas interagdes BBX-hormonios, revelando que SIBBX28 atua
como um regulador positivo do metabolismo e sinaliza¢éo de auxina.

A manipulacédo de caracteres relacionados a flora¢do € uma estratégia chave para
melhorar a producdo de frutos em tomateiro (Krieger et al. 2010). O modelo de
transicdo do meristema vegetativo para floral mais conhecido foi descrito em A.
thaliana e se baseia na ativacdo transcricional do florigeno AtFT pela proteina BBX
CONSTANS (AtCO) nas folhas (Tiwari et al. 2010). Em seguida, AtFT é transportado
através do floema até o meristema, onde se liga ao TF FLOWERING LOCUS D (FD)
(Abe et al. 2005), o que leva a alteragfes no desenvolvimento do meristema, induzindo
a diferenciagdo do meristema reprodutivo.

Como o silenciamento do gene SIBBX28 teve um impacto na producéo de frutos
(Figura 13B) devido a reducdo do numero de flores por inflorescéncia (Figura 14B), foi
verificado se SIBBX28 poderia funcionar de forma semelhante a AtCO desempenhando
um papel na regulagdo de SISFT (ortdlogo de AtFT). N&do foram encontradas alteragdes
nos niveis de transcritos de SISFT nas plantas silenciadas para SIBBX28 (Figura 20B); o
qual estd de acordo com a auséncia de diferencas temporais na diferenciagdo do
meristema de transicdo (Figura 20A) e no inicio da antese (Figura 11A). Juntas, essas
evidéncias indicam que SIBBX28 ndo é um regulador a montante de SISFT na
determinacdo do florescimento. A andlise dos meristemas do mutante Sisft revelou um
cenario interessante. Meir et al. (2021) analisou detalhadamente os transcriptomas de
meristemas vegetativos tardios, transi¢do, transicdo tardia e floragdo precoce em
diferentes mutantes de tomateiro. Analisando os dados desse trabalho identificamos
niveis reduzidos de mRNA de SIBBX28 nos meristemas da mutante Slsft
(https://tanaylab.weizmann.ac.il/SMT/). Os dados aqui obtidos avaliaram o perfil de
MRNA de SIBBX28 em um periodo de tempo mais amplo, aos 4, 10 e 20 DPG,
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correspondendo a meristemas vegetativos, de transicdo e de floracdo tardia para o
genotipo controle (Figura 20C). J&, na mutante Slsft, os meristemas aos 4 e 10 DPG
correspondem a meristemas vegetativos, e a 20 DPG a meristema de transi¢do (Figura
20A). Ao analisar o perfil de SIBBX28, foi possivel identificar que, em ambos 0s
gendtipos, os transcritos de SIBBX28 atingem a maxima expressdo no meristema de
transicdo, ou seja, em meristemas WT com 10 DPG e meristemas mutantes Slsft com 20
DPG (Figura 20A).

Em tomateiro, as auxinas se acumulam nos meristemas de transicdo (Goldental-
Cohen et al. 2017) e sdo importantes para o desenvolvimento adequado da arquitetura
da inflorescéncia (Heisler et al. 2005; Teo et al. 2014; Galli et al. 2015). O fato de que
0s meristemas de transicdo das plantas deficientes em SIBBX28 apresentem menor
expressdo do gene da biossintese de auxina SIYUC8C (Figura 20E) e aumento nos
niveis de transcritos do regulador negativo de ramificacdo da inflorescéncia SIFUL2
(Figura 20D) sugere que SIBBX28 participa da determinagdo do nimero de flores por
inflorescéncia de forma dependente de auxinas. Reforcando esta concluséo, a mutante
deficiente em SIWOX9 (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 9), a qual apresenta maior
namero de flores por inflorescéncia que o genoétipo selvagem, acumula maiores niveis
de mRNA de SIBBX28 em meristemas vegetativos tardios, transicdo, transicao tardia e
floracéo precoce (Meir et al. 2021; https://tanaylab.weizmann.ac.il/SMTY/).

Inicialmente, SIBBX28 foi escolhido para ser caracterizado por estar
filogeneticamente relacionado com AtBBX28, portanto, um possivel ortélogo (Lira et
al. 2020). Os dados obtidos aqui sobre o efeito de SIBBX28 no estiolamento de
hipocdtilos e tempo de floracdo diferem do reportado para o possivel ortdlogo de A.
thaliana. Os dados publicados mostraram que AtBBX28 é um regulador negativo do
alongamento do hipocétilo em plantulas expostas a luz (Lin et al. 2018) A respeito da
floracdo, AtBBX28 interage com AtCO reduzindo a quantidade desta proteina livre
disponivel para ativar o promotor de AtFT resultando na inibigdo do florescimento (Liu
et al. 2020). Coletivamente, estes resultados indicam que SIBBX28 tem papel nos
mesmos processos bioldgicos que AtBBX28, no entanto ndo por meio dos mesmos
mecanismos. Assim, SIBBX28 nédo parece ser um ortologo funcional de AtBBX28.

Em concluséo, o silenciamento de SIBBX28 comprometeu 0 metabolismo e a
sinalizagdo da auxina afetando o estiolamento, levando a uma redugédo no crescimento
vegetativo e no namero de flores por inflorescéncias, resultando assim em plantas com

menor produtividade (Figura 21).
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Figura 21: Modelo proposto do papel da
SIBBX28 na fisiologia de plantas de
tomateiro. A SIBBX28 regula
positivamente o0 metabolismo e a
sinalizagdo das auxinas, controlando o
nimero de folhas e a expansao foliar. Para
a formagéo do meristema floral, o SISFT é
translocado das folhas para os meristemas
vegetativos (MV), onde ocorre a transicao
do meristema vegetativo para 0
reprodutivo (MT). Neste estagio, 0 mMRNA
de SIBBX28 atinge a maxima expressao,
regulando positivamente o metabolismo
de auxinas, e negativamente 0 gene
SIFUL2, levando a correta ramificagdo da
inflorescéncia em meristemas florais
(MF). SIBBX28 também controla o
alongamento do hipocétilo no escuro por
meio da regulacdo positiva da biossintese
de auxinas. As setas pretas indicam
processos de desenvolvimento. As setas
vermelhas e verdes indicam mecanismos
reguladores  negativos e  positivos,
respectivamente.
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Light and ripening-regulated BBX
protein-encoding genes in Solanum
lycopersicum

Bruno Silvestre Lira, Maria José Oliveira’3, Lumi Shiose'?, Raquel Tsu Ay Wu?,
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Light controls several aspects of plant development through a complex signalling cascade. Several
B-box domain containing proteins (BBX) were identified as regulators of Arabidopsis thaliana
seedling photomorphogenesis. However, the knowledge about the role of this protein family in
other physiological processes and species remains scarce. To fill this gap, here BBX protein encoding
genes in tomato genome were characterised. The robust phylogeny obtained revealed how the
domain diversity in this protein family evolved in Viridiplantae and allowed the precise identification
of 31 tomato SIBBX proteins. The mRNA profiling in different organs revealed that SIBBX genes

are regulated by light and their transcripts accumulation is directly affected by the chloroplast
maturation status in both vegetative and fruit tissues. As tomato fruits develops, three SIBBXs were
found to be upregulated in the early stages, controlled by the proper chloroplast differentiation

and by the PHYTOCHROME (PHY)-dependent light perception. Upon ripening, other three SIBBXs
were transcriptionally induced by RIPENING INHIBITOR master transcriptional factor, as well as by
PHY-mediated signalling and proper plastid biogenesis. Altogether, the results obtained revealed a
conserved role of SIBBX gene family in the light signalling cascade and identified putative members
affecting tomato fruit development and ripening.

Zinc finger transcription factors (TFs) comprise one of the most important families of transcriptional regulators
in plants and play a central role in plant growth and development regulation, as well as in biotic and abiotic stress
responses"?. Among these TFs, B-box domain containing proteins (BBX) belong to a subclass characterised by
the presence of one or two zinc finger B-box domains, which are predicted to be involved in protein-protein
interactions®. BBX proteins were classified into five structure groups, according to the number of B-box and CCT
(CONSTANS, CONSTANS-like and TIMING OF CAB1) domains and VP (valine-proline) motifs. Members of
group I are characterised by the presence of two B-box domains in tandem, one CCT domain and one VP motif.
Group II is similar to group I, also presenting two B-box domains and one CCT domain, but no VP motif. Group
III contains a single B-box domain and a CCT. Group IV is characterised by the presence of two B-box domains
but without CCT domain. Finally, group V is composed by proteins with just one B-box domain®*. Although
the VP is mentioned as a group I exclusive motif, it has already been identified in several proteins belonging
to group III, IV and V; thus, the presence of the VP motif differs members from structure group I from II, but
evidences show that it is not exclusive to the first®.

Out of the 32 BBX proteins identified in Arabidopsis thaliana, 21 have already been functionally characterised,
being described as regulators of various processes such as seedling photomorphogenesis®’, photoperiodic flower-
ing regulation®, shade avoidance’, and responses to biotic and abiotic stresses'’. Interestingly, 14 BBX proteins
were also found to be components of the light signalling transduction pathway**!"12, with 12 of them belonging
to groups IV (8 proteins) and V (4 proteins). Four of the light-signalling group IV proteins act as positive regula-
tors—AtBBX20", AtBBX21', AtBBX22" and AtBBX23'°—and the other four play a negative role—AtBBX18",
AtBBX19'8, AtBBX24' and AtBBX25%*2!, In the case of group V, only repressors of light signal transduction were
reported, AtBBX286, AtBBX307, AtBBX31” and AtBBX32%.

!Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo, Rua do Matdo, 277, Sdo
Paulo 05508-090, Brasil. 2Present address: Cold Spring Harbor Laboratory, 1 Bungtown Road, Cold Spring Harbor,
NY 11724, USA. *These authors contributed equally: Maria José Oliveira and Lumi Shiose. “email: mmrossi@
usp.br
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BBX proteins act by the direct or indirect interaction with central components of the light signal transduc-
tion network, including the transcription factors ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), HOMOLOG OF HY5
(HYH) and PHYTOCHROME INTERACTING FACTORs (PIFs), and the protein-ubiquitin ligase CONSTITU-
TIVE PHOTOMORPHOGENIC1 (COP1)**. For instance, AtBBX21 and AtBBX22 promote HY5 transcript
accumulation and can be tagged for proteasomal degradation via COP1-mediated ubiquitination'#**?>. In con-
trast, AtBBX24 and AtBBX25 downregulate light signalling by the physical interaction with HYH and HY5%%.
Interestingly, AtBBX28 was characterised as a light-induced light repressor, as it physically represses HY5 tran-
scriptional regulatory activity and is marked for degradation in darkness by COP1°. Yet, it was demonstrated
that PIF3 and PIF1 transcription factors signalling cascade regulates AtBBX23 transcription, whose product
physically interacts with HY5 inducing photomorphogenesis in A. thaliana seedlings'>.

The above-described links between BBXs and light signalling have been almost exclusively explored in
seedling photomorphogenesis, and their role in other light-controlled physiological processes, such as plastid
development and maintenance, plant architecture and fruit development, which are important determinants
of crop yield and nutritional quality?’, remains elusive. In this context, although the effect of light perception
and signalling in tomato (Solanum lycopersicum L.) fruit productivity and nutraceutical composition has been
increasingly demonstrated®*-**, the association of the BBX protein family with light in this species is still elusive.
In tomato, 29 BBX domain encoding genes were identified and reported to be modulated by abiotic stress and
phytohormones®. Additionally, the Solyc01g110180 locus encodes the only deeply characterised tomato BBX,
which is a positive regulator of fruit carotenogenesis®.

Here, a comprehensive genome survey allowed the identification of 31 BBX protein-encoding loci in tomato
genome. A robust phylogenetic reconstruction corroborated the monophyletic nature of the five previously
identified structure groups and allowed the proposition of a new interpretation of the evolutionary history of
this protein family. Further, we focused on the transcriptional profile of the 15 genes belonging to groups IV
and V, revealing their association with organ greening and light signalling. Additionally, six genes were either
up- or downregulated from immature fruit stages towards ripening. Finally, it was addressed whether the mRNA
accumulation of these six genes is regulated by PHYTOCHROME (PHY)-mediated light perception and/or
plastid development and differentiation.

Materials and methods

Plant material, growth conditions and sampling. Different tomato (Solanum lycopersicum L.) cv.
Micro-Tom genotypes were used for SIBBXs transcriptional analysis: control genotype harbouring the wild-type
GOLDEN-2 LIKE 2 (SIGLK2) allele (WT)?*; uniform ripening Slglk2 mutant, which is deficient in SIGLK2, the
master transcription factor controlling fruit chloroplast differentiation and maintenance®® and; fruit-specific
transgenic lines silenced for SIPHYA (SlphyA) and SIPHYB2 (SlphyB2)*. Although Micro-Tom cultivar is defi-
cient in brassinosteroid biosynthesis due to the weak mutation dwarf (d), it has been extensively demonstrated
that represents a convenient and adequate model system to study fruit biology®. In this work we used Micro-
Tom variety because we have all the germplasm collection in this background, including Slglk2 mutant and the
fruit-specific SIPHY-silenced transgenic lines.

For the experiments with seedlings, seeds were in vitro germinated in the darkness as described in*. After
2 days, seedlings were either kept in the darkness or transferred to the light (12 h photoperiod) for another 7 days,
when hypocotyls and cotyledons were sampled.

Leaves and fruits were harvested from plants cultivated in 2L rectangular plastic pots containing a 1:1 mix-
ture of substrate and vermiculite supplemented with NPK 10:10:10, dolomite limestone (MgCO; + CaCOj;) and
magnesium thermophosphate (Yoorin), under controlled temperature (between 23 °C and 27 °C), daily automati-
cally irrigation by capillarity, and under natural light conditions (13 h photoperiod and 250-350 pmolm ™2 s™! of
incident photo-irradiance) in a biosafety level 1 greenhouse.

Source and sink leaves were harvested from 4 and 8th phytomer closest to the base of the plant, respectively,
of plants with 40-day-old plants*. Fruit pericarp, without placenta and locule walls, was collected from fruits
at different stages: (i) immature green 3 (IG3, approximately 8 days post-anthesis); (ii) immature green 5 (IG5,
approximately 15 days post-anthesis); (iii) mature green (MG, when the placenta displays a gelatinous aspect,
approximately 26 days post-anthesis); (iv) breaker (Br, beginning of ripening process when the fruit begins to
present a yellowish coloration, approximately 32 days post-anthesis); (v) Br3 (three days after breaker stage,
the fruits presents orange coloration); (vi) Br5 (5 days after breaker stage). Fruits were sectioned in three parts:
(i) pedicellar, also known as the green shoulder, where developed chloroplast are predominately located, (ii)
stylar region, which lacks developed chloroplasts), and (iii) the middle region that was discarded. For all the
experiments, at least four pools of fruits (biological replicates) were harvested from at least five plants. Samples
were frozen in liquid nitrogen and stored at — 80 °C freezer until processing. Mature green fruits were used for
chromatin immunoprecipitation assay.

Phylogenetic analysis. For phylogenetic analysis BBX proteins from plant species representing angio-
sperms and Chlorophyta, as well as from Homo sapiens (as outgroup) were used. The loci encoding BBX pro-
teins were retrieved from: Phytozome 12.1 (https://phytozome.jgi.doe.gov) database for Arabidopsis thaliana,
Chlamydomonas reinhardtii, Solanum lycopersicum and Volvox carteri and, from NCBI ref-seq database (https
://www.ncbinlm.nih.gov/refseq/) for Chlorella variabilis, Coccomyxa subellipsoidea C-169, Homo sapiens, Mic-
romonas commode, Micromonas pusilla CCMP1545, Ostreococcus lucimarinus CCE9901, Ostreococcus tauri and
Volvox carteri f. nagariensis (Supplementary Table S1).

Sequences from A. thaliana® and tomato®® were named as previously reported. Amino acid sequences were
aligned with Expresso T-COFFEE*! and the phylogeny was reconstructed as described in*?. Briefly, the protein
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alignment was subjected to maximum likelihood phylogenetic reconstruction (PHYML 3.0) by JTT model with
the proportion of invariable sites and gamma shape parameter estimated from the data sample. The obtained tree
was optimized by tree topology and branch length, improved by subtree pruning and regrafting, and the branch
support was calculated by the approximate likelihood-ratio test Shimodaira-Hasegawa-like (aLTR SH-like).

Reverse transcriptase quantitative PCR analysis (RT-qPCR). RNA extraction, complementary DNA
(cDNA) synthesis, primer design and RT-qPCR assays were performed as described by*. Primer sequences used
are detailed in Supplementary Table S2. qPCR reactions were carried out in a QuantStudio 6 Flex Real-Time
PCR system (Applied Biosystems) using 2X Power SYBR Green Master Mix reagent (Life Technologies) in a 10
pL final volume. Absolute fluorescence data were analysed using the LinRegPCR software package** in order to
obtain quantitation cycle (Cq) values and calculate PCR efficiency. Expression values were normalised against
the geometric mean of two reference genes, TIP41 and EXPRESSED, according to*’. A permutation test lack-
ing sample distribution assumptions** was applied to detect statistical differences (P<0.05) in expression ratios
using the algorithms in the fgStatistics software package version 17/05/2012%.

Chromatin immunoprecipitation assay (ChIP). Full-length ¢cDNA encoding RIPENING INHIBI-
TOR transcription factor (SIRIN, Solyc05g012020) without the stop codon was amplified with the primers
listed in Supplementary Table S2. The fragment was cloned into pPENTR/DTOPO using Gateway technology
(Invitrogen). The entry plasmids were recombined into pK7FWG2* using LR Clonase (Invitrogen) to pro-
duce 35S:SIRIN-GFP fusion protein. The construct obtained was introduced into Agrobacterium tumefaciens
(GV3101) for further infiltration. ChIP assay followed by qPCR was performed as described in*. Briefly, MG
fruits were agroinfiltrated with 35S::SIRIN-GFP construct, kept for 3 days under 16 h/8 h photoperiod, and
fixed with formaldehyde to promote the cross-linking between DNA and proteins. Following nuclei enrichment
with a Percoll (GE Healthcare) gradient, the chromatin was fragmented by sonication (10 s on/20 s off, ampli-
tude 70, during 10 min using QSonica700 device) and then incubated with Dynabeads Protein-A (Invitrogen)
with either anti-GFP or anti-HA antibodies (Invitrogen). Next, the immunoprecipitated DNA was purified by
phenol:chloroform:isoamyl alcohol extraction and used as template for qPCR analysis. Specific primer pairs
flanking the predicted TF binding motif for each promoter region and the coding region of SIACTIN4 gene*® as
control non-binding region (Supplementary Table S2) were used.

Data analyses. Differences in parameters were analysed using Infostat software version 17/06/2015%.
When the data set showed homoscedasticity, Student’s t-test (P<0.05) was performed to compare transgenic
lines against the control genotype. In the absence of homoscedasticity, a non-parametric comparison was per-
formed by applying the Mann-Whitney test (P<0.05). All values represent the mean of at least three biological
replicates.

Transcription factor binding motifs were identified on the 3000 bp upstream of the transcription initiation
site using PlantPAN 2.0%.

Results

Solanum lycopersicum harbours similar diversity of BBX protein-encoding genes than A. thali-
ana. The BBX TF family has been extensively studied in A. thaliana, whose proteins were classified into
five groups accordingly to the domain structure®”. Similar classification was reported for other species such as
tomato™, potato®!, rice’® and grapevine®. However, not all provided a phylogeny with high branch support for
the groupings and the lack of outgroup led the evolutionary history of the protein family ambiguous.

To provide robust phylogenetic information, BBX domain-containing protein sequences from tomato and A.
thaliana were retrieved from Phytozome database (https://phytozome.jgi.doe.gov) (Supplementary Table S1). This
survey led to the identification of two additional loci encoding BBX proteins in the tomato genome, that were
named SIBBX30 and SIBBX31, following the previously nomenclature published for this species®. A. thaliana
sequences were named according to the nomenclature adopted by’ (Supplementary Table S1).

The phylogenetic reconstruction (Fig. 1a) grouped the sequences according to their domain structure as
previously reported in A thaliana®, confirming the monophyletic nature of the five structure groups. Regard-
ing the tree topology, structure group IV appeared isolated from the other four groups, while groups II and
V clustered together. Interestingly, AtBBX26 and AtBBX27 were previously classified in the structure group
V*, while SIBBX27 was found clustered with group III proteins®; the three were described as a single B-box
domain containing protein. Here, it was found that these three proteins contain indeed two BBX domains and
grouped together as a subclade of structure group II without CCT domain, being referred as structure group VI
(Fig. 1a). When the structure group VI sequences (i.e. AtBBX26, AtBBX27 and SIBBX27) and three representative
sequences of structure group II (i.e. AtBBX10, AtBBX11 and AtBBX12) were aligned, the CCT motif could be
clearly identified in the latter and some conserved residues could also be found in structure group VI sequences
(Fig. 1b). Thus, this result indicates that the structure group VI diverged from structure group II sequences that
lost the CCT motif.

The above described topology is in agreement with the one obtained for grapevine®, but is not with two
other well supported phylogenies™>*. The approach applied here differed from the previously reported in two
methodological aspects: human (H. sapiens) B-box domain-containing proteins were obtained from NCBI ref-
seq database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) (Supplementary Table S1) and used as an outgroup in the
analysis; and the structure-based multiple sequence alignment whose accuracy surpass sequence-based only
packages was applied*'.
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Figure 1. Phylogenetic presentation of A. thaliana and tomato BBX proteins. (a) Phylogenetic reconstruction
obtained from the alignment of A. thaliana and tomato BBX proteins. The clusters were named accordingly to
the structure groups described for A. thaliana and the domain architecture of each clade was determined using
the consensus sequence. (b) A highlight of CCT motif alignment of structure group II representatives and the
corresponding region of structure group VI sequences. Shading threshold = 60%.

Thus, to further confirm the obtained topology and bring information about the evolutionary history of this
protein family, another phylogenetic analysis was performed including sequences from Chlorophyta species
(Supplementary Table S1). The same above described topology for only tomato and A. thaliana was obtained. As
the structure group VI was identified as a subclade of group II, group VI was collapsed with group II sequences
to simplify the visualization (Fig. 2a). Moreover, two Chlorophyta clusters were observed, one grouping with
the structure group IV and other with the clade composed of structure groups I/II/III/V. This indicated that the
Viridiplantae ancestral, as means before the divergence of Chlorophyta and land plants, had two BBX-coding
genes, one of which was subjected to three duplication events along land plants evolution.

The consensus sequence for the B-box and CCT domains was identified for each group (Fig. 2b). The CCT
domain appear to have one single origin in the ancestral sequence of the structure groups I/II/III/V, before the
divergence of Chlorophyta and land plants. It is not clear whether the ancestral proteins had one or two BBX
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Figure 2. Evolution of BBX proteins. (a) Phylogenetic reconstruction obtained from the alignment of A.
thaliana, tomato, chlorophyta and human B-box domain containing proteins. The clusters were named
accordingly to the structure groups described for A. thaliana. The sequences information is available in
Supplementary Table S1. (b) Consensus sequence for B-box and CCT domains (identity > 60%). (c) Proposed
hypothesis for domain evolution in the BBX protein family. While the B-box1 and CCT domains appear to have
single origins along the evolution of these proteins, the B-box2 domain evolved independently three times.

domains. Based on the domain consensus, B-box1 seems to have a single origin, while B-box2 may have arisen
several times independently, i.e. in the ancestral of the structure group IV clade, in structure group I group and
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in the ancestral of the structure groups II/V. Regarding the latter, the alignment of the sequences of both groups
revealed that some B-box2 domain conserved residues could be still identified in structure group V members,
however none could be identified in structure group III (Supplementary Fig. S1). Thus, this indicates that B-box2
appeared in the ancestral of structure group II and V after the divergence from group III. The occurrence of
only B-box1 domain in structure group V is the consequence of the divergence of B-box2 and a deletion in the
ancestral sequence that resulted in the loss of the CCT domain.

Concluding, these results bring evidences that the ancestral Viridiplanteae harboured two B-box contain-
ing proteins; the ancestral of group IV with two B-box domains and the ancestral of group I/II/III/V-like clade
with a single B-box domain. This later, after the divergence of land plants and Chlorophyta, diverged into four
structure groups in which B-box2 domain arose two times independently (Fig. 2¢).

The expression pattern of groups IV and V SIBBX genes is influenced by the stage of plastid
development in both vegetative and fruit tissues.  To gain insight into the link between BBX proteins
and light signalling in tomato, we explored the transcription pattern of SIBBX genes that belong to the structure
groups IV and V in organs bearing chloroplast at distinct light-regulated developmental stages, such as source
and sink leaves, etiolated and de-etiolated seedlings and, fruits from immature to ripe stages®***.

As shown in Fig. 3a, SIBBX genes were significantly more expressed in source leaves than in sink counterparts,
excepting SIBBX25 and SIBBX30 whose mRNA remained invariable. SIBBX20 was the gene that showed the most
expressive induction, approximately six times (Supplementary Table S3).

Transcript abundance of these SIBBX genes was also analysed under etiolation (skotomorphogenesis) and
de-etiolation (photomorphogenesis) conditions in hypocotyls and cotyledons (Fig. 3b, Supplementary Table S3).
Interestingly, most of the SIBBX genes showed higher levels of mRNA in cotyledons compared to hypocotyls,
both in dark-grown (SIBBX18, SIBBX19, SIBBX20, SIBBX22, SIBBX23, SIBBX24, SIBBX25, SIBBX26, SIBBX28 and
SIBBX30) and light-grown (SIBBX18, SIBBX21, SIBBX23, SIBBX24, SIBBX25, SIBBX26, SIBBX28 and SIBBX29)
seedlings. Light exposure upregulated five (SIBBX18, SIBBX24, SIBBX17, SIBBX28 and SIBBX30) and eight
(SIBBX18, SIBBX21, SIBBX16, SIBBX17, SIBBX26, SIBBX28, SIBBX29 and SIBBX31) genes in hypocotyls and
cotyledons, respectively.

Finally, the transcript pattern of SIBBXs belonging to structure groups IV and V was profiled throughout fruit
development and ripening. Since there is a chloroplast development gradient along the longitudinal axis in wild
type (WT) tomato fruits®, they were sectioned in pedicellar (with more and more developed chloroplasts) and
stylar (with less and poorly developed chloroplasts) portions. As the profiles from both sections were mostly
similar (Supplementary Fig. S2), we focused the analysis on the pedicellar portion (Fig. 3¢, Supplementary
Table S4). Most SIBBX genes exhibited substantial variations in the mRNA accumulation within the analysed
stages. Interestingly, six genes showed clear association with either early development or ripening of fruits:
SIBBX19 (Solyc01g110370), SIBBX20 (Solyc12g089240) and SIBBX26 (Solyc10g006750) were strongly upregu-
lated upon ripening triggering, as means from MG to Br stage; while, the amount of SIBBX16 (Solyc12g005750),
SIBBX28 (Solyc12g005660) and SIBBX29 (Solyc02g079430) mRNA was higher at green stages of fruit develop-
ment gradually declining afterwards. The most expressive fold changes were observed for SIBBX20 and SIBBX 16,
which were eight times more and ten times less expressed from IG3 towards fully ripe Br5 fruits, respectively.

The comparison of the relative mRNA accumulation levels of groups IV and V SIBBX genes among all the four
organs analysed displayed no evident organ or structural specificity; however, except for SIBBX20 and SIBBX22,
they showed the highest expression either in source leaves or cotyledons (Supplementary Fig. S3). To sum up, the
results showed that the plastid type and developmental stage (i.e. proplastid, chloroplast or chromoplast) seem
to affect the transcript accumulation pattern of these 15 SIBBX genes in leaves, hypocotyls, cotyledons and fruits.

SIBBX genes associated with fruit early development or ripening are regulated by SIPHY
and/or SIGLK2. The identification of SIBBXs whose transcript profile is associate with fruit development
and the importance of plastidial metabolism for determining nutraceutical content of tomato fruit, led to the
investigation whether SIGLK2, a transcription factor essential for fruit chloroplast differentiation and activity
maintenance®*°, and PHY-mediated light perception® participate in the transcriptional regulation of the six
above highlighted SIBBX genes (i.e. SIBBX16, SIBBX19, SIBBX20, SIBBX26, SIBBX28 and SIBBX29). The hypoth-
esis that SIGLK2- and/or PHYs regulate these genes was reinforced by the finding, in their promoter regions,
of at least one HY5 (key inductor of PHY-mediated photomorphogenesis®®*’), PHY TOCHROME INTERACT-
ING FACTORSs (PIF; key repressor of PHY-mediated photomorphogenesis®®), or GLK binding motifs* (Sup-
plementary Fig. S4). Slglk2 mutant, which encodes a truncated and inactive version of the protein®, and two
fruit-specific SIPHY-silenced transgenic genotypes were used for the mRNA profiling. Out of the five tomato
PHYs%, fruit-specific functional characterization highlighted two as major contributors to fruit physiology:
SIPHYA, a positive regulator of tomato plastid division machinery; SIPHYB2, a negative regulator of chlorophyll
accumulation® and; both, inductors of fruit carotenogenesis.

Among the SIBBX genes downregulated during fruit development, SIBBX28, regardless punctual fluctua-
tions, did not show clear pattern of SIPHY- and SIGLK2-dependent regulation (Fig. 4). In the case of SIBBX29,
while the lack of SIGLK2 led to a reduced transcript amount at IG3; SIPHY's have opposite effects at MG stage.
Yet, SIBBX16 regulation appears to be more complex, at the peak of expression (i.e. IG3 stage) SIPHYA- and
SIPHYB2-deficiency enhanced mRNA accumulation level. On the contrary, SIGLK2 seemed to have an induc-
tive effect at green stages of fruit development (Fig. 4, Supplementary Table S5). The biological significance of
the transcript level differences in the tested genotypes from Br to Br5 is questionable due to the extremely low
amount of mRNA detected in ripening stages of WT genotype (i.e. the mRNA level of SIBBX16 at Br stage is
only 3% of the IG3 value, Supplementary Table S4).
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Figure 3. Transcript profile of structure group IV and V SIBBX genes. (a) Heatmap representation of the relative transcript ratio of SIBBXs
in sink and source leaves from the 8th and the 4th phytomers of 40-day-old plants, respectively. Values are means of at least three biological
replicates. Colored squares represent statistically significant differences in relation to the sink leaf sample (P <0.05). Relative transcript values
are detailed in Supplementary Table S3. (b) Heatmap representation of the relative transcript ratio of SIBBXs in etiolated and de-etiolated
hypocotyls and cotyledons. Values are means of at least three biological replicates. Different letters represent statistically significant
differences among the samples within each gene (P <0.05). Relative transcript values are detailed in Supplementary Table S3. (c) Relative
transcript ratio of SIBBXs in the pedicellar (top) portion throughout fruit development and ripening. Data were normalised against the IG3
sample. Values are means + SE of at least three biological replicates. Different letters indicate statistically significant differences between fruit
stages (P <0.05). IG3: immature green 3; IG5: immature green 5; MG: mature green; Br: breaker; Br3: 3 days after Br; Br5: 5 days after Br.
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Figure 4. Transcriptional profile of SIBBXs in developing fruits of tomato lines impaired in light perception
or chloroplast differentiation. The relative mRNA abundance of the six SIBBXs modulated by ripening was
addressed in fruits of wild type plants (WT), SIGLK2-deficient mutant (Slglk2, Lupi et al. 2019), and fruit-
specific SIPHYA- and SIPHYB2-silenced (SlphyA and SlphyB2) lines®. Values were normalised against the
respective WT sample and are means of at least three biological replicates. The relative transcript values are
detailed in Supplemental Table S5. Statistically significant differences relative to WT samples are colored
(P<0.05). IG: immature green 3; MG: mature green; Br: breaker; Br3: 3 days after Br; Br5: 5 days after Br.

The ripening induction observed in SIBBX19, SIBBX20 and SIBBX26 was attenuated in SIPHYA- and SIPHYB2-
silenced fruits as well as in the SIGLK2-deficient genotype. This is clearly shown by the downregulation of their
expression from Br towards Br5, suggesting that SIGLK2- and SIPHY-mediated signalling cascade stimulate the
expression of these genes.

RIPENING INHIBITOR (SIRIN) regulates ripening-dependent expression of SIBBXs. SIRIN is
a master TF controlling tomato fruit ripening® whose binding motif C(CT)(AT)s(AG)G was identified after a
genome wide ChIP-Seq experiment®>®. On the promoter region (3000 bp upstream the transcription initiation
site) of the three ripening-induced SIBBX genes (i.e. SIBBX19, SIBBX20 and SIBBX26), putative RIN binding
motifs were identified (Fig. 5a). To address whether SIRIN directly interacts with the promoter of the aforemen-
tioned genes, a 35S::SIRIN-GFP construct was transiently expressed in WT mature green tomato fruits followed
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Figure 5. SIRIN binds to the ripening-induced SIBBXs promoter. (A) SIRIN binding motifs (C(CT)(AT)6(AG)
G) blue triangles) in the promoter region (3000 bp upstream of the + 1 base) of the three ripening-induced
SIBBX genes. Arrows indicate the positions of the primers used for ChIP-qPCR assay. (B) ChIP-qPCR
experiment performed in tomato fruits transiently expressing 35S::SIRIN-GFP using anti-GFP and anti-HA

(as negative control) antibodies. Asterisks denote statistically significant differences (P <0.05) to the respective
anti-HA sample.

by a ChIP-qPCR assay with anti-GFP or negative control anti-HA antibodies. The anti-GFP immunoprecipitated
chromatin showed to be enriched for all SIBBX promoters tested (Fig. 5b), demonstrating that SIRIN physi-
cally binds the regulatory region of SIBBX19, SIBBX20 and SIBBX26, explaining the above-mentioned ripening-
associated upregulation.

Discussion

Over the past years, BBX protein family was surveyed in several species such as apple®, A. thaliana®, grapevine®,
orchids®, pear™, rice®, potato®!, Arachis duranensis®® and tomato®®, being classified in five groups accordingly
to the domain composition of the proteins. The comprehensive phylogenetic analysis performed in this work
(Fig. 2a) provided evolutionary validation of this classification by revealing that the structure groups corre-
sponded to well sustained monophyletic clusters. A foundational work® performed a phylogenetic analysis of A.
thaliana BBX protein family that was further revised by®, which proposed a model for BBXs evolutionary trajec-
tory in green plants. Although the phylogeny topology obtained here does not reflect the evolutionary model
proposed by, two pieces of evidences showed by the phylogenetic analysis of B-box domains reported by these
authors support the clustering observed here: (i) B-box2 domain from groups IV and I are more closely related
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than group II B-box2 and; (ii) B-box1 domain from groups II and V are the most closely related. Moreover, some
methodological differences might have increased the accuracy of the topology obtained here: i) the incorpora-
tion of an outgroup; (ii) the multiple sequence alignment carried out with structure-based information* and;
(iii) the algorithm used for the multiple sequence alignment is consistency-based, whose accuracy is increased
in comparison to matrix-based ones such as ClustalW¢’.

Our analysis showed that some A. thaliana and tomato proteins, previously reported as members of the
structure group V>* and I1°¢, respectively, are actually members of a new structure group, VI, which is diverging
from group II after the loss of the CCT domain. As also observed for punctual examples belonging to groups II
and V*, these results suggest that some BBX proteins lost a domain in a recent evolutionary event, but conserve
other common characteristics of their structure group.

Concluding, based on phylogenetic and domain structure analyses, we propose that the ancestral Viridiplant-
eae harboured two B-box domain containing proteins that originated structure group IV-like and structure
group I/II/III/V-like clades, respectively. Moreover, while B-box1 and CCT domains seem to single origins in
the evolutionary history of this protein family, B-box2 arose three time, independently (Fig. 2c).

Functional studies regarding B-box domain encoding genes were performed almost exclusively in A. thaliana
seedlings and, interestingly, especially members of structure group IV and V, were characterised as compo-
nents of the light signalling cascade!>!#!1618-2L24 By employing different photoreceptors, plants can track light
intensity, quality, periodicity and direction. Among photoreceptors, PHYs are codified by a small gene family,
with members playing different roles gathering information for adjusting plant development and metabolism
to the changing environment®. Once activated by light, PHYs phosphorylate several nuclear proteins control-
ling their function®. Among them, E3 ubiquitin ligase COP1 activity and stability is negatively modulated by
PHYSs. Free of COP1 repression, the transcription factor HY5 is able to induce and repress the expression of
photomorphogenesis- and skotomorphogenesis-related genes, respectively®’. Several reports have pinpointed the
major contribution of the above described light signal transduction pathway for determining tomato fruit yield
and nutritional quality®*-*>772. However, regarding SIBBX genes, only the locus Solyc01g110180, here named as
SIBBX25, has been functionally characterised up to date, being described as a COP1-repressed positive regula-
tor of chloroplast biogenesis, whose constitutive overexpression leads to dwarf plants bearing ripe fruits with
increased carotenoid content”. Thus, it remains to be explored in a broader manner the role of BBX proteins in
light-regulated physiological processes in tomato.

Here, in structure group IV and V, which encompasses most of the light-regulated BBX proteins described
in A. thaliana, 15 tomato sequences were identified (Fig. 1). Then, they were transcriptionally profiled in source
and sink leaves, seedling de-etiolation, and along fruit development and ripening (Fig. 3). The comparison of
the mRNA accumulation level among the different profiled organs revealed that SIBBX transcripts accumulate
most in source leaves or cotyledons (Supplementary Fig. S3), which is mostly in line with the profile previously
reported in tomato®. The vast majority of SIBBXs displayed higher amounts of mRNA in source than in sink
leaves hinting a correlation with chloroplast number and activity (Fig. 3a). The pattern of mRNA accumula-
tion during seedlings skoto- and photomorphogenesis showed that out of the 15 analysed genes, 8 showed to
be induced by light (SIBBX16, SIBBX17, SIBBX18, SIBBX24, SIBBX28, SIBBX29, SIBBX30 and SIBBX31); while
only four showed to be light-downregulated (SIBBX19, SIBBX20, SIBBX22 and SIBBX25) in at least hypocotyl or
cotyledon. Two genes showed inversed pattern in response to light in both organs (S/BBX21 and SIBBX26) and
one was invariable (SIBBX23). These results indicate that tomato BBX genes that belong to structure group IV
and V are light responsive, like observed in A. thaliana®, and most are light-induced. The expression pattern of
BBX encoding genes in Solanum tuberosum during de-etiolation was also addressed and the expression of most
of the genes belonging to structural groups IV and V was modulated upon illumination of etiolated leaves®'. This
profile provides further evidences about a link between mRNA levels of BBX proteins from structure groups
IV and V and plastid biogenesis and differentiation, revealing that they are affected, to some extent, by the light
signalling cascade.

Regarding fruit development and ripening (Fig. 3c), six genes stood out as their transcripts were gradually
reduced from green stages towards ripening (SIBBX16, SIBBX28 and SIBBX29) or sharply induced upon this
process triggering (SIBBX19, SIBBX20 and SIBBX26), indicating that their expression is also modulated by
the plastid developmental stage, i.e. chloroplast to chromoplast transition. Interestingly, with the exception of
SIBBX19 and SIBBX26, the mRNA accumulation profile observed here was in agreement with that reported by.

Led by the particular pattern found in fruits for SIBBX16, SIBBX19, SIBBX20, SIBBX26, SIBBX28 and SIBBX29,
together with the occurrence in their promoter regions of binding motifs for TFs involved in the light signalling
cascade (i.e. PIF, HY5 and GLK, Supplementary Fig. S4), their transcripts were profiled in genotypes with altered
fruit light perception or without proper fruit chloroplast differentiation (Fig. 4). The three SIBBX genes down-
regulated from immature towards ripe stages showed induction by chloroplast maturation and light (Fig. 3a,b)
and, except for SIBBX28 that did not show alterations of its transcript abundance, SIBBX16 and SIBBX29 were
induced in a SIGLK2- and SIPHY-dependent manner at green stages. SIGLK2, directly and/or indirectly, i.e.
inducing chloroplasts biogenesis and maintenance®**, promoted the mRNA accumulation of SIBBX16 and
SIBBX29 at green stages of fruit development (Fig. 4). Interestingly, it was shown that SIPHYB2 represses SIGLK2
mRNA accumulation® thus, explaining the inducible effect of SIPHYB2 deficiency on the expression of these
genes at green stages (Fig. 4). Finally, SIPHYA-silenced fruits displayed reduced number of chloroplasts with lim-
ited differentiation of its intermembranous structure®®, which may be associated with the SIBBX16 and SIBBX29
downregulation detected in this genotype at MG stage.

The disruption of PHY-mediated light signalling or chloroplast differentiation by the lack of active SIGLK2
attenuated the ripening-associated transcript accumulation of SIBBX19, SIBBX20 and SIBBX26. The minor effects
observed in early stages indicate that these genes are rather induced along ripening than repressed during green
stages of tomato fruit development. Since the mRNA amount of SIGLK2 is almost undetectable from breaker
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Figure 6. Proposed regulatory network for the control of fruit development- and ripening-associated SIBBX
genes. During early tomato fruit development, SIGLK2 induces the expression of several genes leading to
chloroplast differentiation. SIPHY's have an inverse effect over plastidial development at green stages. While
SIPHYB2 inhibits SIGLK2 transcript accumulation, SIPHYA positively controls chloroplast division regulators®.
Chloroplast biogenesis and maturation positively influence SIBBX16 and SIBBX29 transcript accumulation. As
the fruit matures, the transcript abundance of both these SIBBX genes decreases. Once ripening initiates, the
conversion of chloroplast to chromoplast begins and SIRIN accumulates, activating the expression of several
ripening associated genes, including SIBBX19, SIBBX20 and SIBBX26. During ripening, these three SIBBX genes
are also positively regulated by SIPHYs, probably, through the repression of several light signalling negative
regulators, such as COP1 and PIFs. The absence of properly differentiated chloroplast due to SIGLK2 deficiency
attenuates the upregulation of SIBBX19, SIBBX20 and SIBBX26 during ripening. Continuous lines indicate direct
effect; dotted lines indicate that the effects may not be due to direct interaction. Arrow-ended lines indicate
induction; bar-ended lines indicate repression.

towards fully ripe stage®*, the observed reduction in mRNA level in Slglk2 mutant for these three genes at ripen-
ing stages might be an indirect effect of the fewer and not fully differentiated chloroplasts in this genotype®*3,
which are further converted into chromoplasts as ripening proceeds”. In a similar way, SIPHYA-silenced fruits
also displayed poorly developed chloroplasts in the green stages™ that, as aforementioned, might lead to the
observed reduction in the transcription of the three SIBBX genes. Interestingly, the observed downregulation
of SIBBX19 in the lack of PHYA or PHYB2 was also reported for its A. thaliana ortholog, AtBBX19, in AtphyA
and AtphyB mutant seedlings'?. As chlorophyll degrades, the chlorophyll self-shading effect is reduced allow-
ing the pass of sunlight through the flesh of green fruit. Light shifts the photoequilibrium of PHYs to the active
form promoting the inactivation of their downstream negative effectors SIPIFs and leading to the upregulation
of light-dependent ripening associated genes*"”2. As PIF-binding motifs were identified in SIBBX19, SIBBX20
and SIBBX26 promoters (Supplementary Fig. S4), these TFs that are altered in SlphyA and SlphyB2*° might
downregulate the accumulation of these BBX transcripts in the PHY deficient lines.

Moreover, the ripening-associated mRNA accumulation of SIBBX19, SIBBX20 and SIBBX26 raised the hypoth-
esis of the involvement of the master regulator of tomato fruit ripening SIRIN® in the regulation of these genes.
Indeed, in the promoter region of all three genes, RIN-binding motifs were found (Fig. 5a) and, by ChIP-qPCR,
the direct binding of SIRIN was confirmed (Fig. 5b). This is in line with the previously reported ChIP-Seq results
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that showed the direct interaction between SIRIN and SIBBX20 promoter®, and also with the reduced mRNA
amount of this gene in SIRIN-silenced fruits’*. Altogether, these results indicate that SIBBX19, SIBBX20 and
SIBBX26 are light- and SIRIN-regulated, playing a role in tomato fruit ripening.

Collectively, data obtained here provided a robust phylogenetic analysis of BBX proteins, giving a new per-
spective of the events that led to the diversification of these proteins in six structure groups. A comprehensive
transcriptional profile of 15 SIBBXs revealed a correlation of mRNA amounts with the state of chloroplast devel-
opment, as well as their regulation by the light signalling cascade. Additionally, a more detailed profiling in fruits
led to the identification of three putative SIRIN-regulated ripening-associated SIBBX genes and other three loci
associated with the early fruit development (Fig. 6). These results give insights on putative roles of SIBBX proteins
in other light-regulated physiological process aside seedling photomorphogenesis and allow the identification
of putative candidates for further characterization that may affect tomato fruit development and/or ripening.
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Iniciadores utilizados

7. ANEXO 2

NOME SEQUENCIA LOCUS

Construcéo dos vetores e genotipagem
F- TGGGTGTGCCTTTCTGAATG

SIEXPRESSED Solyc07g025390
R- GCTAAGAACGCTGGACCTAATG

M13 F- GTAAAACGACGGCCAG
R- GGAAACAGCTATGAC

NPTII F- GAACAAGATGGATTGCACGC
R- GAAGAACTCGTCAAGAAGGC

35S-Promotor CCCACTATCCTTCGCAAG

35S-Terminador CCAAAATCCAGTGACCTGCA

. F- GGAGGAAATTGATTTGGAAGATATTCAAG

SIBBX28-RNAi Solyc12g005660
R- GATTCTATCGGGTCGGGTTG

RT-gPCR
F- GCTGCGTTTCTGGCTTAGG

SITIP41 Solyc10g049850
R- ATGGAGTTTTTGAGTCTTCTGC
F- TGGGTGTGCCTTTCTGAATG

SIEXPRESSED Solyc07g025390
R- GCTAAGAACGCTGGACCTAATG
F- GACAGAGAAGAGGAAGAGAAGG

SIBBX28-RT-qPCR Solyc12g005660
R- CCACCGTCGCTGAACATC
F- ACATCTTCCACCCTCTCTTTACT

SIYUCB8A Solyc06g008050
R- TGAAAGCAGAACACGGGC
F- TTGCTACTGGGGAGAATGCC

Slyucsc Solyc09g064160
R- ACCAACGACCACCACTTTCT
F- GTTGTTGGTCGTGTGGTAG

SISFT Solyc03g063100
R- ACTTCAACCCTTGGCTGGTT
F- GGTCCCACTGTTTCTGTTTG

SIBBX29 Solyc02g079430
R- CATCATCTTCTTCTTCTTCCG
F- GTTTGTGTTGGGACTGTGATG

SIBBX31 Solyc079053140
R- GGTGGAGGCGTCGTATTTGAC
F- ATCTCTGTGCTTTGCGATGC

SIFUL2 Solyc03g114830

R- GCTCTTTCATACTCAATGTGTC

F: Senso, R: Ante senso LOCUS: ID do gene de acordo com o banco de dados do Sol Genomics Network

(https://solgenomics.net)
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