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RESUMO

O tomate é amplamente consumido no mundo em fungdo do sabor e do conteido de
carotenoides. Os carotenoides sdo hidrocarbonetos essenciais para a salide humana como
potentes antioxidantes e alguns como precursores da vitamina A. Doencgas associadas a
deficiéncia de vitamina A, como a xeroftalmia, ou decorrentes da acéo de espécies reativas de
oxigénio, como cancer e aterosclerose, podem ser evitadas ou ter ocorréncia reduzida a partir
da ingestdo de vegetais ricos em carotenoides. A biofortificacdo do tomate com carotenoides é
uma das estratégias para combater problemas de salde via base alimentar da populacdo mais
pobre e para atender a crescente demanda por tomates mais nutritivos, ricos em compostos
bioativos. O presente trabalho buscou revisar o atual estado da arte envolvendo estratégias de
biofortificacdo do tomate com carotenoides. O melhoramento classico via selecdo, cruzamento,
retrocruzamento, entre outros, utiliza variabilidade genética e alelos mutantes para modificar o
teor, o perfil e a estabilidade de carotenoides no tomate. Algumas mutacfes em tomateiro, como
Beta carotene e tangerine, que afetam a via de biossintese de carotenoides, podem ser utilizadas
para modificar o padrdo de acumulo destes compostos no tomate. Mutacdes que amplificam o
sinal luminoso, como high pigment 1 e high pigment 2, incrementam carotenoides pelo maior
desenvolvimento dos cloroplastos, que se tornam cromoplastos durante o amadurecimento.
Abordagens biotecnoldgicas de edicdo génica, como uso de RNA de interferéncia para
silenciamento de genes negativos ao acumulo de carotenoides, podem ser utilizadas em
programas de biofortificacdo e levam a resultados mais céleres. A baixa aceitacdo de produtos
transgénicos pelos consumidores e a barreira legal para liberacdo de organismos geneticamente
modificados limitam o desenvolvimento de cultivares via biotecnologia. O tomate
biofortificado com carotenoides é uma maneira viavel de prevenir e combater algumas doencas
decorrentes da méa nutri¢do, contudo, requer mais atencdo dos programas de melhoramento e a
superacdo de barreiras legais e sociais.

Palavras-chave: Biofortificacdo, Tomate, Carotenoides, Melhoramento, Engenharia genética.



ABSTRACT

Tomatoes are widely consumed worldwide due to their taste and carotenoid content.
Carotenoids are hydrocarbons essential for human health, acting as potent antioxidants and
some serving as precursors to vitamin A. Diseases associated with vitamin A deficiency, such
as xerophthalmia, or those resulting from the action of reactive oxygen species, such as cancer
and atherosclerosis, can be prevented or reduced by consuming vegetables rich in carotenoids.
Biofortification of tomatoes with carotenoids is one of the strategies to address health problems
through the food base of the poorer population and to meet the growing demand for more
nutritious tomatoes, rich in bioactive compounds. This study aimed to review the current state
of the art regarding biofortification strategies of tomatoes with carotenoids. Classic breeding
methods, such as selection, crossbreeding, backcrossing, among others, utilize genetic
variability and mutant alleles to modify the content, profile, and stability of carotenoids in
tomatoes. Certain mutations in tomato plants, such as Beta carotene and tangerine, which affect
the carotenoid biosynthesis pathway, can be employed to alter the pattern of carotenoid
accumulation in tomatoes. Mutations that enhance light signaling, such as high pigment 1 and
high pigment 2, increase carotenoids through the greater development of chloroplasts, which
transition into chromoplasts during ripening. Biotechnological approaches to gene editing, such
as the use of RNA interference to silence genes that negatively affect carotenoid accumulation,
can be utilized in biofortification programs and lead to faster results. The low acceptance of
genetically modified products by consumers and the legal barrier to the release of genetically
modified organisms limit the development of cultivars through biotechnology. Biofortified
tomatoes with carotenoids offer a viable way to prevent and combat some diseases resulting
from malnutrition; however, they require more attention from breeding programs and
overcoming legal and social barriers.

Keywords: Biofortification, Tomato, Carotenoids, Breeding, Genetic engineering.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma planta pertencente a familia Solanaceae,
considerada uma das hortalicas mais cultivadas no mundo, cujo fruto é apreciado e amplamente
consumido na forma in natura ou processada (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007). A produ¢ao
brasileira de tomate no ano de 2021 foi de 3.679.160 toneladas, configurando o Brasil como
décimo maior produtor mundial (IBGE, 2022). O consumo de tomate esta relacionado com o
sabor e seu valor nutricional, com destaque para o contetido de carotenoides (CARVALHO;
PAGLIUCA, 2007).

Os carotenoides sdo micronutrientes importantes para a satde humana e tornam o
tomate um alimento funcional. Compostos como o [-caroteno, a-caroteno ¢ B-criptoxantina
atuam como precursores da vitamina A no organismo humano (provitamina A), a qual
desempenha papel fundamental no funcionamento do aparato visual, tecido epitelial e mucosas
(QUEIROZ et al., 2013). A sindrome xeroftalmica ¢ uma doenca que afeta os olhos, levando a
problemas de cegueira noturna até ceratomaldcia, causada pela deficiéncia de vitamina A
(DVA) (DINIZ; SANTOS, 2000). Outros sintomas relacionados a DVA sdo tosse, diarreia,
litiase urinaria, perda de integridade e defesa de mucosas, oriundos de problemas na formagao
e manutencdo do tecido epitelial e de mucosas (HUANG ef al., 2018). No Brasil, a DVA ¢
considerada um problema de saude publica nas regides Nordeste, Norte e em alguns lugares do
Sudeste, além de afetar mais gravemente a populagdo mais pobre (SANTOS et al., 1996).

Outro fator importante ¢ o potencial antioxidante dos carotenoides, que os torna
importantes agentes sequestradores de espécies reativas de oxigénio (ERO), moléculas
altamente reativas geradas pelo organismo humano (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Os
canceres de prostata, pulmao, estdmago, figado e mama tem causa relacionada a a¢ao das ERO
na molécula de DNA (WARIS; AHSAN, 2006). Doengas cardiovasculares, como a arterial
coronariana, € problemas neurodegenerativos, como a doenca de Alzheimer e de Parkinson,
estdo associadas a interagdes das ERO com membranas celulares, enzimas ou acidos nucleicos
(CHEN; GUO; KONG, 2012).

Os problemas de satide mencionados podem ser evitados ou ter riscos de ocorréncia
reduzidos a partir do consumo de vegetais ricos em carotenoides (RODRIGUEZ-AMAYA;
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Com isso, a biofortificagao do tomate com carotenoides
surge como uma op¢ao de combate aos problemas de saude em questdo (MENG et al., 2022;
MORELLI; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2023). O arroz dourado é um exemplo de

biofortificacdo, onde genes que codificam enzimas responsaveis pela sintese de carotenoides



foram introduzidos no arroz e promovem um acumulo elevado de P-caroteno no grao
(SHWETHA et al., 2020). A batata doce alaranjada ¢ outro exemplo onde os programas de
melhoramento desenvolveram cultivares com elevado teor de [B-caroteno para combater
problemas de DVA em alguns paises da Africa (NEELA; FANTA, 2019).

O desenvolvimento de cultivares de tomate biofortificadas permite o acesso da
populagdo a um alimento rico em carotenoides, acessivel e de custo relativamente baixo,
atendendo a demanda crescente por tomates ricos em compostos bioativos (MENG et al., 2022;
SOUZA; VILAS BOAS, 2002). O enriquecimento nutricional do tomate com carotenoides
especificos pode ser conduzido mediante manipulacdo de genes que codifiquem enzimas
atuantes na biossintese dos diferentes carotenoides, permitindo o direcionamento do acimulo
de isdmeros com maior potencial antioxidante ou com a¢do provitamina A (CARVALHO et
al., 2011; ISAACSON et al., 2002; LIU et al., 2015; RONEN et al., 2000). Entretanto, os
entraves legais, a baixa aceitacdo dos alimentos transgénicos pela populacao e a possibilidade
das cultivares ndo alcancarem produtividades tdo elevadas mostram-se como dificuldades para
o desenvolvimento e producao do tomate biofortificado (ILAHY et al., 2017, MORELLI;
RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2022; ZHENG; GIULIANO; AL-BABILI, 2020).

Considerando a vasta literatura disponivel, relatando formas de alteragdo do perfil, teor
e estabilidade de carotenoides no tomate, as vantagens e as dificuldades no desenvolvimento de
cultivares biofortificadas, o presente trabalho buscou revisar o atual estado da arte referente as

estratégias e abordagens passiveis de uso para a biofortificacdo do tomate com carotenoides.

1.1  OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Apresentar o atual estado da arte sobre a biofortificagdo do tomate com carotenoides.

1.1.2 Objetivos especificos

e Compilar informagdes sobre a utilizacao da variabilidade genética na biofortificacao
do tomate com carotenoides.
e Compilar informagdes referentes a modificacdo genética em tomateiro para

biofortificagdo com carotenoides.



e Discutir as perspectivas futuras sobre o tema.

1.2 JUSTIFICATIVA

A crescente demanda por frutas e hortalicas enriquecidos nutricionalmente ¢ uma
realidade no Brasil e no mundo, abrindo nichos de mercado para consumidores mais atentos a
alimentacao saudavel. Tal cendrio estimula pesquisas de melhoramento genético para a geragao
de materiais que atendam a demanda dos consumidores.

Um dos alimentos mais consumidos no mundo e com valor nutricional elevado ¢ o
tomate, com destaque para o conteudo elevado de carotenoides. As propriedades do tomate
trazem foco para programas de biofortificacdo com carotenoides.

Devido a escassez de trabalhos, especificamente abordando as diversas estratégias de
biofortificagdo do tomate com carotenoides, o presente trabalho buscou compilar informagdes

referentes ao atual estado da arte sobre o tema.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A IMPORTANCIA DO TOMATE

O tomate ¢ considerado uma das hortalicas mais cultivadas ¢ consumidas do mundo,
presente na mesa do consumidor na forma in natura ou processada na forma de molhos, extrato,
ketchup, desidratado, entre outros (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007). O Brasil ¢ o décimo
maior produtor mundial de tomates, totalizando 3.679.160 toneladas cultivadas em 54.343
hectares em 2021 (IBGE, 2022). A produgao brasileira ¢ dividida em tomate tutorado, com
grande participagdo da agricultura familiar, visando o comércio in natura, e o tomate rasteiro,
para processamento industrial (RUBIN ez al., 2019).

O grande consumo do tomate no mundo se da pelo sabor amplamente apreciado, pela
diversidade de aplicagdes na culinaria e pelo valor nutricional (CARVALHO; PAGLIUCA,
2007). Fonte de diversos micronutrientes essenciais, o tomate destaca-se pelo conteudo elevado
de carotenoides, tornando-o um alimento funcional, ou seja, que contenha intrinsecamente
algum composto que favorega o bem-estar ¢ a saide ou reduza os riscos de ocorréncia de

alguma doenca (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

2.2 CAROTENOIDES

Os carotenoides sao hidrocarbonetos de 40 carbonos, classificados como tetraterpenos,
sintetizados em tecidos vegetais fotossintetizantes e ndo fotossintetizantes. Sdo divididos em
dois grupos, os carotenos, compostos apenas por carbono e hidrogénio, e as xantofilas, contendo
grupos oxigenados. Apresentam grande ntimero de duplas ligagdes (insaturagdes) dispostas em
estruturas lineares ¢ ou ciclicas (BRITTON; LIAAEN-JANSEN; PFANDER, 2004).

Com isso, os carotenoides desempenham diversas fung¢des em plantas, relacionadas com
suas propriedades antioxidantes, de interagdao com a luz, de formacao de compostos em vias
metabolicas e da pigmentagao de alguns tecidos ndo fotossintetizantes (LIU ef al., 2015).

A atividade antioxidante esta relacionada com a capacidade de sequestro de espécies
reativas de oxigénio (ERO), intimamente ligada com o nimero de duplas ligagdes conjugadas
em carotenoide (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As ERO sdo atomos ou moléculas
altamente reativas oriundas de varios processos metabolicos com potencial de ocasionar

peroxidacdo de lipideos de membranas celulares, inativacdo de enzimas e danos em acidos



11

nucléicos. O desbalango entre a geragdo de ERO e o sistema antioxidante ¢ denominado estresse
oxidativo (STORY et al., 2010). O acimulo de carotenoides em membranas de plastidios, como
a dos tilacéides em cloroplastos, ¢ um dos mecanismos que garante a integridade estrutural das
membranas pelo sequestro das ERO (SUN et al., 2018). O oxigénio singlete ¢ uma ERO oriundo
da redugdo do oxigénio, ocorrendo principalmente no centro de reacao do aparato fotossintético.
Os carotenoides presentes no centro de reacao sdo essenciais para a protecao do aparato a partir

do quenching do oxigénio singlete (RAMEL et al., 2012).

2.2.1 A rota biossintética de carotenoides

A via de biossintese de carotenoides ocorre nos plastidios, seguindo a via do 2-C-metil-
D-eritritol 4-fosfato (MEP) para formagdo dos precursores (NISAR et al., 2015). A via tem
inicio na sintese de 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP) a partir do piruvato e do gliceraldeido
3-fosfato (G3P), catalisada pela enzima DXP sintase (DXS). Em seguida, a enzima DXP
redutoisomerase (DXR) converte o DXP em 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP). A enzima
MEP citidililtransferase (MCT) transforma o MEP em 4-(citidina 5’-difosfo)-2-C-metil-D-
eritritol (CDP-ME). Ocorre entdo a fosforilagdo do CDP-ME pela acdo da enzima CDP-ME
quinase (CMK), resultando em CDP-ME 2-fosfato (CDP-MEP). Adiante na via, o composto 2-
C-metil-D-eritritol 2.4-ciclodifosfato (ME-cPP) ¢ sintetizado pela enzima ME-cPP sintase
(MDS) a partir do CDP-MEP. Ocortre, entdo, a sintese de 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato
(HMBPP) e sua posterior reducdo, pela acdo das enzimas HMBPP sintase (HDS) e redutase
(HDR), respectivamente, formando tanto isopentenil difosfato (IPP) quanto dimetilalilo
difosfato (DMAPP) (RUIZ-SOLA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2012).

A via segue com a condensacdo de trés moléculas de IPP e uma de DMAPP para
formagdo do precursor direto dos carotenoides, o geranilgeranil difosfato (GGPP), reacao
catalisada pela enzima GGPP sintase (GGDS). Utilizando como substrato duas moléculas de
GGPP, a enzima fitoeno sintase (PSY) forma o primeiro carotenoide (C4o), o fitoeno. A enzima
fitoeno desaturase (PDS) converte, entdo, o fitoeno em fitoflueno em duas etapas, conforme
mostrado na Figura 1. A subsequente isomerizagdao do fitoflueno resulta em (-caroteno,
catalisada pela enzima 15-cis-(-caroteno isomerase (Z-ISO). Também em duas etapas, a enzima
{-caroteno desaturase (ZDS) converte o {-caroteno em tetra-cis-licopeno, também chamado de
prolicopeno. Em seguida, a isomeriza¢do do prolicopeno resulta em trans-licopeno, fruto da

acdo da enzima carotenoide cis-trans isomerase (CRTISO) (NISAR et al., 2015).
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Os carotenoides sdo sintetizados em uma rota de via unica de reagdes até a formacao do
trans-licopeno, o qual pode seguir para dois caminhos diferentes. Tais vias sdo catalisadas por
enzimas do tipo ciclase, as quais transformam cadeias lineares de carbono das extremidades do
trans-licopeno em anéis ciclicos de carbono (RUIZ-SOLA; RODRIGUEZ-CONCEPCION,
2012). Um dos caminhos segue pela a¢do da enzima licopeno-¢-ciclase (LCY-e), gerando o o-
caroteno, que pode ser convertido posteriormente em a-caroteno pela agao da enzima licopeno-
[-ciclase (LCY-b). O outro caminho se dé pela acao direta da licopeno-f-ciclase, resultando em
y-caroteno e em f-caroteno apds uma segunda ac¢ao da enzima (NISAR et al., 2015).

A partir do a-caroteno, a acdo da enzima [-hidroxilase (B-OHase) da origem a
zeinoxantina, que € convertida, posteriormente, a luteina apos a atuacdo da enzima e-hidroxilase
(e-OHase). Partindo do [-caroteno, a molécula B-criptoxantina ¢ formada pela agdo da enzima
B-OHase, resultando na zeaxantina apds uma segunda atuag¢do da enzima em questdo. Com a
atividade da enzima zeaxantina epoxidase (ZEP), a zeaxantina é convertida para anteraxantina
(uma agdo da enzima) e, posteriormente, para violaxantina (duas agdes da enzima). A
violaxantina pode ser convertida, entdo, para neoxantina pela agdo da enzima neoxantina sintase

(NXS) (NISAR et al., 2015).



Figura 1 — Representagdo da via de biossintese de carotenoides.
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Fonte: adaptado de Rodriguez-Amaya; Kimura; Amaya-Farfan, (2008).

2.2.2  Os plastidios e sua relacio com os carotenoides

Plastidios sao organelas membranosas encontradas em células vegetais com diferentes
fung¢des, ocorrendo em plantas na forma de proplastidios, amiloplastos, etioplastos, cloroplastos
e cromoplastos. Os proplastidios sdo estruturas ndo diferenciadas, formadores de outros
plastidios, encontrados em tecidos meristematicos e de reproducdo, entretanto, ndo tem
capacidade de sintese de carotenoides (SUN et al., 2018).

Os amiloplastos sdo responsaveis pelo acimulo de reservas, com destaque para o amido,
além da atuacdo no gravitropismo. Apresentam baixos teores de carotenoides devido a baixa
capacidade de sintese, restritos ao acimulo de algumas xantofilas. Os etioplastos sdo formas
intermediarias dos cloroplastos encontrados em tecidos crescidos no escuro, os quais também

apresentam baixo teor de carotenoides (SUN et al., 2018).
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Os cloroplastos sdo plastidios fotossintetizantes, responsaveis pelo acimulo de clorofila
e outros pigmentos que, junto de estruturas especializadas, participam da captac¢do da radiagdo
eletromagnética e transformagao da energia luminosa em quimica. Apresentam alta sintese de
carotenoides para composicado da membrana dos tilacoides, onde atuardo como pigmentos
protetores do aparato fotossintético (NISAR ez al., 2015). A formacgao dos cloroplastos depende
das respostas das plantas a luz (fotorresposta), as quais compreendem uma cadeia de reagdes
estimuladas pela percepcdao de comprimentos de onda especificos pelos fotorreceptores,
culminando em uma resposta fisiologica. Os fotorreceptores sdo moléculas responsaveis pela
percepcao da luz em plantas (CHRISTIE, 2017).

A pigmentagdo de algumas flores e frutos ¢ causada pelo acimulo de carotenoides nos
cromoplastos, gerando beneficios ecoldgicos (RONEN et al., 2000). Estes plastidios sdo
originarios da conversao de cloroplastos em cromoplastos durante o amadurecimento do tomate
(EGEA et al., 2010). Em alguns casos, os cromoplastos podem ser originados a partir dos
proplastidios e dos amiloplastos, como em raizes de cenouras e flores de agafrdo,
respectivamente (SUN et al., 2018).

No estddio breaker, durante o amadurecimento do tomate, algumas mudangas nos
cloroplastos ddo origem aos cromoplastos. Inicialmente, os granulos de amido nos cloroplastos,
oriundos da atividade fotossintética, sdo degradados para a formagdo de agucares menores.
Simultaneamente, novas membranas sao formadas derivadas do envelope membranoso interno,
as quais auxiliam na agregacdo de carotenoides em estruturas compactas (PESARESI et al.,
2014).

A mudanca gradativa na colora¢do verde do tomate para vermelha ocorre devido a
degradacao da clorofila aliada a sintese de carotenoides, com predominancia do isdmero
vermelho do licopeno (SADALI et al., 2019). Podemos observar uma sincronia entre a
degradacdo da clorofila e a sintese de carotenoides a nivel celular, entretanto, o processo nao
apresenta tal sincronia a nivel tecidual, o que pode ser observado no estadio breaker com
regides do tomate mais avermelhadas ou esverdeadas que outras (EGEA et al., 2011).

Os plastoglobulos sdo uma das estruturas encontradas em plastidios, responsaveis por
transportar e armazenar carotenoides. Em cloroplastos, os plastoglébulos transportam os
carotenoides sintetizados no envelope membranoso at€¢ o complexo de membranas dos
tilacoides, sitio de agdo dos compostos (EGEA et al., 2010). Durante a transi¢cdo, os
plastoglobulos aumentam em numero e tamanho, formando estruturas de sequestro de
carotenoides (PESARESI ef al., 2014). Em etapas posteriores, o conjunto de membranas dos

tilacoides sofre degradacao (EGEA et al., 2010).
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A conversdo de cloroplastos em cromoplastos ¢ um fator importante no acumulo de
carotenoides, visto que a capacidade de sintese e armazenamento dos compostos depende de
condigdes estruturais do plastidio, como tamanho e numero. Tais condi¢des sao mudangas que
ocorrem em cloroplastos e sao mantidas apds a conversao, mostrando que um maior nimero €
tamanho de cloroplastos resultam em cromoplastos maiores e em maior nimero (EGEA et al.,
2010; MUSTILLI et al., 1999). As alteragdes estruturais mencionadas sdo, em parte, de origem
genética estimulada pela luz (fotorresposta), mostrando que a manipulacao da transdugdo do
sinal luminoso pode aumentar o acimulo de carotenoides no tomate (ALVES et al., 2020).
Mustilli et al. (1999) mostraram um incremento no teor de carotenoides em mutantes de
tomateiro que amplificam o sinal luminoso e, consequentemente, o nimero ¢ o tamanho de
cloroplastos.

A estabilidade dos carotenoides em plastidios possui relagao direta com seu acamulo,
visto que a degradacdo em vias metabodlicas reduz sua concentragcdo. Algumas estruturas
encontradas em plastidios sdo responsaveis por sequestrar estes compostos, impedindo, em
grande parte, sua degradagio (TORRES-MONTILLA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2021).

Em cromoplastos, os plastoglobulos mantém a estabilidade dos carotenoides, além do
nimero ¢ tamanho aumentarem, incrementando seu potencial de sequestro. Pesquisas
mostraram que, durante a formagao do cromoplasto, o complexo membranoso dos tilacoides
sofre degradagdo enzimadtica, formando remanescentes estruturais utilizados, em parte, para
formagdo de novos plastoglobulos (TORRES-MONTILLA; RODRIGUEZ-CONCEPCION,
2021). Powell et al. (2012) mostraram que, em mutantes de tomateiro que aumentam o nimero
de tilacoides por granum (conjunto empilhado de tilacoides), o teor de carotenoides em frutos
maduros sofreu incremento significativo, reforcando a importancia da capacidade de sequestro

destes compostos em frutos.

2.2.3 Carotenoides e a saude humana

De modo geral, animais ndo possuem a capacidade de biossintese de carotenoides, o que
torna a ingestdo destes compostos essencial para as fungdes do organismo (FRASER;
BRAMLEY, 2004). Os carotenoides mais comuns sao o f-caroteno, de cor laranja, e o licopeno,
de coloracdo vermelha, encontrados em grandes quantidades na cenoura e no tomate,
respectivamente. Entretanto, carotenoides como a-caroteno, luteina, p-criptoxantina e

zeaxantina sdo encontrados em diversos vegetais e também desempenham papel importante no
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sistema antioxidante e alguns na acdo provitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA;
AMAYA-FARFAN, 2008).

O retinol (vitamina A) ¢ essencial para os seres humanos para a integridade epitelial,
funcionamento do sistema imunoldgico e manutencdo do aparato visual (QUEIROZ et al.,
2013). As fontes de vitamina A podem ser de origem animal, como figado, ovos e peixes, ou
vegetal, como frutas e hortalicas ricas em f-caroteno, a-caroteno e f-criptoxantina. Esses
carotenoides apresentam acdo provitamina A, ou seja, sdo convertidos enzimaticamente a
retinol pelo organismo. O B-caroteno pode ser clivado e gerar duas moléculas de retinol,
enquanto outros carotenoides precursores da vitamina A produzem apenas uma (RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). De modo geral, vegetais ricos em tais
compostos sao fontes de menor custo do nutriente e, portanto, mais acessiveis ao consumidor
de baixa renda (SOUZA; VILAS BOAS, 2002).

Uma das principais causas da deficiéncia de vitamina A (DVA) estd relacionada a
ingestao inadequada do composto ou de provitamina A, podendo levar a quadros graves de
saude, sobretudo em criancas (MILAGRES; NUNES; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007). No
Brasil, a DVA ¢ um problema de satde publica nas regides Nordeste, Norte e em algumas
localidades da regido Sudeste. A camada mais pobre da populacdo é, em grande parte, a mais
afetada, devido a falta de alimentagdo balanceada e de qualidade (SANTOS et al., 1996).

Um dos problemas associados a DVA envolve sintomas no aparato visual (sindrome
xeroftalmica), iniciando com quadros de cegueira noturna, podendo evoluir para a reducio na
producdo de muco e secando algumas estruturas da cérnea (xerose corneal). Em casos mais
graves ha a formacao de tulceras de cornea e degradacao do estroma da cérnea, denominada
ceratomalacia (DINIZ; SANTOS, 2000). A DVA apresenta maior risco em puérperas, visto que
a demanda por vitamina A aumenta, e recém-nascidos, pois o leite materno pode tornar-se
carente de niveis adequados do composto (RAMALHO et al., 2006). Na maioria dos casos uma
alimentagdo capaz de suprir as exigéncias em vitamina A pode reverter os sintomas da DVA,
contudo, em casos mais graves os danos podem ser irreversiveis (MILAGRES; NUNES;
PINHEIRO-SANT’ANA, 2007).

A vitamina A atua como promotor e componente de mucosas, sendo que, sob
deficiéncia, pode resultar na falta de defesa mecanica da mucosa oral e problemas na
integridade do muco intestinal. O tecido epitelial pode ser prejudicado em casos de DVA,
levando a sintomas de diarreia, tosse, opacidade corneal e litiase urinaria (HUANG et al., 2018).

Além da atividade provitamina A os carotenoides atuam no sistema antioxidante do

organismo, sequestrando ERO gerados pelo metabolismo. Assim como em plantas, peroxidagao
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lipidica, inativagdo de enzimas e danos aos acidos nucléicos podem ocorrer a partir do estresse
oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As ERO atuam de diferentes maneiras no organismo humano, como na modifica¢ao da
estrutura do DNA, aumentando os riscos do desenvolvimento de canceres de mama, prostata,
pulmdo, estdomago e figado (WARIS; AHSAN, 2006). Algumas doencas cardiovasculares
podem ser causadas pela acdo das ERO através do espessamento e enrijecimento da parede
arterial, como a doenca arterial coronariana, uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade no mundo Ocidental (BAKAN; AKBULUT; INANC, 2014; TAPIERO;
TOWNSEND; TEW, 2004). Além disso, o estresse oxidativo também estd relacionado com
problemas neurodegenerativos, como a doenga de Alzheimer e a doenga de Parkinson (CHEN;
GUO; KONG, 2012).

Outro papel importante dos carotenoides, mais especificamente da luteina e zeaxantina,
¢ a prevengdo da catarata e da degenera¢do macular relacionada a idade, ambas doengas que
afetam o aparato visual (BAKAN; AKBULUT; INANC, 2014).

Os problemas associados a deficiéncia de vitamina A e ao estresse oxidativo mostram a
importancia dos carotenoides na saude humana e a necessidade de uma alimentacao capaz de
fornecer as quantidades necessarias destes compostos ao organismo. A insercao de alimentos
ricos em carotenoides configura uma das alternativas para a prevencao e ou reversao das

doencas em questao (MENG et al., 2022; RAO; RAO, 2007).

2.3 BIOFORTIFICACAO

Biofortificagdo consiste na introdu¢ao ou incremento de nutriente(s) de interesse em
algum alimento cultivado via praticas agronomicas (SHWETHA et al., 2020). A biofortificagdao
de alimentos base da dieta ¢ uma estratégia para contornar os problemas oriundos da caréncia
nutricional. Os paises com maior indice de pobreza tendem a sofrer mais pela desnutri¢do, bem
como basear sua alimentacdo em produtos vegetais, principalmente graos com alto teor de
amido. Contudo, tais alimentos contém teores de nutrientes abaixo do minimo necessario, nao
suprindo de modo adequado a demanda das pessoas (MORELLI; RODRIGUEZ-
CONCEPCION, 2023). Algumas abordagens envolvendo adi¢do de nutrientes em alimentos
processados auxiliam na solugdo do problema, mas encontram grande dificuldade em alcancar
as regides rurais. A possibilidade de cultivo de plantas base da alimentacdo enriquecidas com
compostos essenciais permite o alcance das pessoas em zonas rurais (HIRSCHI, 2009; ZHENG;

GIULIANO; AL-BABILI, 2020).
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Com base no panorama de caréncia nutricional, a deficiéncia de vitamina A (DVA) ¢
um problema que afeta, sobretudo, os paises em desenvolvimento (BRASIL, 2007;
MILAGRES; NUNES; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007). As discussdes sobre DVA nao sdo
novas, mas ganham cada vez mais espaco por representar um problema de satde publica em
algumas regides do Brasil para a camada mais pobre da populag¢ao (REIS et al., 2021; SOUZA;
VILAS BOAS, 2002).

Considerando que a DVA pode ser contornada através da alimentagdo, muito embora
casos mais graves possam necessitar de outras acdes ou ja ter causado danos irreversiveis, a
biofortificagdo surge como uma estratégia de enfrentamento ao problema (BRASIL, 2007).
Além da DVA, cada vez mais estudos relevam a atuagdo das ERO livres na promogao de efeitos
deletérios a saude humana, intimamente correlacionados ao cancer, problemas
neurodegenerativos e doencas cardiovasculares (BAKAN; AKBULUT; INANC, 2014;
MARTELLI; NUNES, 2014; SIES; STAHL, 1995; STORY et al., 2010; TAPIERO;
TOWNSEND; TEW, 2004).

Tais panoramas de saide abrem espago para os carotenoides, compostos antioxidantes
encontrados em diversos alimentos, além de alguns destes atuarem como precursores da
vitamina A no organismo humano. Dentre os alimentos inseridos na dieta cotidiana dos
brasileiros capazes de fornecer teores substanciais de carotenoides, o tomate destaca-se como
um dos principais (RODRIGUEZ-AMAY A; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

Alguns paises, como as Filipinas, apresentam o arroz (Oryza sativa L.) como base na
alimentagdo, o que motivou trabalhos de biofortificagdo com B-caroteno para suprir a caréncia
de vitamina A da populagdo destes locais. O resultado foi o arroz transgénico carregando genes
que codificam enzimas da carotenogénese, denominado arroz dourado (golden rice) devido a
pigmentacdo alaranjada do grao por B-caroteno (SHWETHA et al., 2020).

De modo semelhante, a alimentacdo de varios paises, tanto desenvolvidos como em
desenvolvimento, apresentam raizes e tubérculos na base alimentar, como a batata doce
(Ipomoea batatas (L.) Lam.) (NEELA; FANTA, 2019). Batatas doce com polpa alaranjada
foram encontradas e identificadas como ricas em B-caroteno, sendo prontamente utilizadas em
programas de melhoramento genético para gerag¢do de cultivares biofortificadas (NESTEL et
al., 2006). Os efeitos benéficos do alto teor de provitamina A sdo visualizados em estudos com
as populacgdes de Uganda, Mogambique, Quénia e Nigéria (NEELA; FANTA, 2019).

Estes e outros exemplos, bem como trabalhos com tomateiro relatando formas de

incrementar carotenoides no fruto, indicam que a biofortificagdo do tomate ¢ uma possivel
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estratégia para atender parte da demanda por frutas e hortalicas mais nutritivas (MENG et al.,
2022; MORELLI; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2023; SHWETHA et al., 2020).

Além disso, ao longo das ultimas décadas, os melhoristas selecionaram caracteristicas
agrondmicas em tomateiro buscando, entre outras, produtividade e vida pos-colheita. Contudo,
um dos efeitos negativos do processo foi a reducdo da qualidade nutricional, como menores
teores de nutrientes e compostos volateis, consequéncias que ddo maior importancia aos
programas de biofortificacdo, buscando melhorar caracteristicas nutricionais € sensoriais
(FLORES et al., 2016; GOFF; KLEE, 2006; POWELL et al., 2012).

Outro foco importante da biofortificagdo ¢ o acumulo de isomeros de maior interesse,
visto que a variagdo na estrutura molecular dos carotenoides influencia sua atividade
provitamina A, seu potencial antioxidante e sua biodisponibilidade (BRITTON; LIAAEN-
JANSEN; PFANDER, 2004; LIMA et al., 2012; SHI; LE MAGUER, 2000). A acao da enzima
licopeno-B-ciclase produz uma estrutura ciclica denominada anel-f, que confere atividade
provitamina A ao isémero. O anel-f perde a atividade quando sofre substituicdo por grupos
oxigenados devido a acdo da enzima [-hidroxilase (AMBROSIO; CAMPOS; FARO, 2006;
RUIZ-SOLA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2012). Portanto, o foco na biofortificagdo para
o combate & DVA deve considerar o acimulo de carotenoides especificos, sobretudo o -
caroteno por apresentar dois anéis-f (PIXLEY er al., 2012; RODRIGUEZ-AMAYA;
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Além disso, os carotenoides na face cis sdo mais
biodisponiveis do que na face trans (acimulo majoritario em tomate), resultado da diferen¢a na
propensdo a formagao de estruturas cristalizadas que reduzem a biodisponibilidade, mostrando
outro ponto de interesse aos programas de melhoramento (LIMA et al., 2012; UNLU et al.,
2007).

O foco no sequestro de espécies reativas de oxigénio implica no aciimulo de isdmeros
especificos com maior potencial antioxidante. O licopeno apresenta capacidade de quenching
do oxigénio singlete superior aos demais carotenoides, além do potencial de sequestro de ERO
também ser elevado (SHI; LE MAGUER, 2000). Entretanto, a partir do acumulo de isdmeros
variados o potencial antioxidante também ¢ elevado, mostrando uma logica alternativa ao

acimulo de moléculas especificas (ORSI et al., 2021).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi elaborado a partir da compilagdao de informagdes obtidas em
trabalhos cientificos, como artigos, trabalhos de conclusao de curso, dissertagdes, teses, livros,
documentos e circulares técnicas. As informacdes buscadas para elabora¢do desta revisdao
bibliografica englobaram aspectos gerais sobre os carotenoides (conceito, importancia,
biossintese e regulacdo), estratégias de biofortificagdo do tomate com carotenoides
(melhoramento genético convencional e modificagdo genética) e perspectivas futuras sobre o
tema.

A busca dos trabalhos cientificos foi realizada sob dois métodos distintos, o primeiro a
partir da ferramenta Google Scholar, utilizando as palavras-chave “carotenoid”,
“biofortificatiom”, “tomato mutant”, “genetic engineering”, “vitamin A, “oxidative stress” e

combinagdes entre si. O segundo método consiste em buscar artigos relevantes na lista de

referéncias de artigos que abordam temas centrais do presente trabalho,
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 MELHORAMENTO GENETICO CONVENCIONAL NA BIOFORTIFICACAO

4.1.1 Variabilidade genética

A variabilidade genética ¢ um recurso valioso para os programas de melhoramento,
permitindo a selegdo de caracteristicas de interesse em individuos e posterior utilizacao. Alguns
trabalhos buscaram quantificar e classificar a variabilidade genética de genotipos de tomateiro
para fins de melhoramento (FLORES et al., 2016; KHAVITHA et al., 2013).

Caracteristicas de qualidade nutricional foram avaliadas em 16 variedades de tomateiro
populares do leste da Espanha, buscando fornecer informagdes para o cultivo local ou
melhoramento genético. Algumas variedades apresentaram teores elevados de licopeno ou de
[-caroteno, com destaque para um acesso que apresentou ambos em niveis elevados, potencial
fonte de material para biofortificagio (CORTES-OLMOS et al., 2014).

Com um total de 54 gendtipos de tomateiro, uma pesquisa na India buscou avaliar
parametros de qualidade nutricional de cultivares comerciais, hibridos comerciais, tomateiros
tipo cereja, acessos de bancos de germoplasma (incluindo espécies de tomateiros selvagens) e
hibridos de variedades ndo comerciais. Dentre os resultados, teores elevados de carotenoides
foram encontrados em diversos genétipos diferentes, com ampla variabilidade, além de
contetudos elevados de licopeno em tomateiros tipo cereja, também apresentando altos teores
de B-caroteno em gendtipos de coloragdo alaranjada (KAVITHA et al., 2013).

Analisando 53 acessos de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) para avaliagdo da
variabilidade genética, Flores et al. (2016) observaram, em pesquisa na Espanha, além de outras
caracteristicas, uma grande divergéncia entre os acessos em relacdo ao conteudo de
carotenoides. Os resultados mostraram variacdes em termos quantitativos e qualitativos, com
mudancgas no conteudo e perfil de carotenoides, representando uma fonte de material para
programas de melhoramento e cultivo a campo (FLORES et al., 2016).

A partir de 28 acessos de gendtipos de tomateiro tradicionalmente cultivados na regido
do mediterraneo sob restricdo hidrica, uma pesquisa na Italia realizou anélise do conteudo de
carotenoides mostrou grande diversidade em perfil e composi¢do, com gendtipos alcancando

até trés vezes mais carotenoides totais em relagdo a outros. Tais perspectivas possibilitam a



22

selecdo de gendtipos mais ricos nutricionalmente e com caracteristicas de resisténcia a seca
(SIRACUSA et al., 2018).

Em pesquisa com hibridos de tomate salada indeterminados do Programa de
Melhoramento Genético de Tomateiro da Universidade Federal de Uberlandia, avaliou-se o
conteudo de licopeno e B-caroteno em frutos. Os valores encontrados mostraram diferenga
significativa para ambas as moléculas em relag@o a cultivar comercial utilizada como parametro
(BITENCOURT et al., 2019).

A Embrapa Hortalicas desenvolveu uma das primeiras cultivares nacionais de tomateiro
com alto teor de licopeno no fruto, denominada BRS San Vito. O material em questdo ¢ um
hibrido (F1) gerado a partir do cruzamento de duas variedades selecionadas pela no programa
de melhoramento (CARVALHO et al., 2006). Outra cultivar da Embrapa com foco semelhante
¢ a BRS Tospodoro, desenvolvida a partir da selecdo de acessos, capaz de acumular teor elevado
de licopeno no fruto (GIORDANO et al., 2010). Na linha de tomates tipo cereja, a Embrapa
desenvolveu o hibrido BRS Zamir, com foco também no licopeno. Quando comparamos alguns
materiais da Embrapa, considerando tipos iguais e anos de lancamento semelhantes, podemos
observar que as produtividades de materiais ricos em licopeno sdo relativamente menores,
permitindo reflexdes sobre a adesdo dos produtores a estas cultivares (EMBRAPA

HORTALICAS, 2014).

4.1.2 Mutagoes que afetam a carotenogénese

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) apresenta uma série de alelos que alteram o
fendtipo da planta, desde mutagdes hormonais, na biossintese de compostos, no padrdo de
crescimento e desenvolvimento, entre outros (CARVALHO et al., 2011). Alguns destes
mutantes afetam diretamente a biossintese de carotenoides, levando a diferengas no acimulo e
no perfil destes compostos em frutos (RONEN et al., 2000). Considerando as propriedades
observadas de tais alelos, podemos utilizar seus efeitos em tomates visando a biofortificagao.
A partir de uma série de retrocruzamentos podemos introgredir o alelo desejado em um
determinado background genético (BORDIGNON, 2015).

Dentre os mutantes em questdo, o alelo recessivo fangerine (t) leva a perda de fungao
da enzima carotenoide cis-trans isomerase (CRTISO), responsavel pela conversao do tetra-cis-
licopeno (prolicopeno) em trams-licopeno. Os frutos apresentam acumulo elevado de
prolicopeno em detrimento de frans-licopeno, levando a tomates de coloracdo alaranjada ao

invés de vermelha. O prolicopeno acumulado apresenta maior biodisponibilidade e potencial
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antioxidante que os isdmeros trans, aumentando significativamente o valor nutricional do fruto
(ISAACSON et al., 2002). Além do aumento de prolicopeno, carotenoides como fitoflueno, C-
caroteno e neurosporeno, sintetizados a montante de tetra-cis-licopeno, sofreram incremento
significativo, ampliando a diversidade de acimulo no fruto (ORSI et al., 2021).

O alelo dominante Beta carotene (B) afeta a biossintese de carotenoides a partir do
aumento da atividade da enzima licopeno-f-ciclase (LCY-b) especifica de cromoplasto. Em
tomateiros sem o alelo mutado, o -caroteno compde de cinco a 10% do total de carotenoides
no fruto, ja os que o carregam podem alcancar de 45 a 50%. A biossintese ¢ afetada pela enzima
em questdo, que converte quase todo o licopeno do fruto em fS-caroteno, resultando em um fruto
com coloracdo alaranjada (RONEN et al., 2000). Sestari et al. (2014) relatou que o mutante B
apresentou trés vezes mais pf-caroteno quando comparado ao controle em um mesmo
background genético.

Além de Beta carotene, outro alelo afeta a enzima licopeno-f-ciclase, neste caso
conferindo perda de funcao, chamado old gold (0og). Seu efeito promove um acumulo massivo
de licopeno no fruto, visto que ambos os caminhos sequenciais da rota metabodlica do licopeno
dependem da atuagdo da licopeno-f-ciclase, conferindo coloragdao vermelho escuro aos frutos
(NISAR et al., 2015; RONEN et al., 2000).

Semelhante ao B, o alelo Delta carotene (Del) promove o aumento da atividade da
enzima licopeno-¢-ciclase, resultando em frutos alaranjados devido aos teores elevados de o-
caroteno em detrimento do licopeno (RONEN et al., 1999). O potencial antioxidante da cultivar
Micro-Tom carregando o alelo Del foi elevado em relacdo ao controle (ORSI et al., 2021).

O fendtipo de high pigment 3 (hp3) € causado pela mutagdo no gene que codifica a
enzima zeaxantina epoxidase (ZEP). O fenotipo observado em /4p3 mostrou um acimulo maior
de carotenoides, sobretudo licopeno, e um aumento no tamanho dos plastidios, o que permite
maior acimulo destes compostos. A baixa atividade da ZEP reduz a quantidade de violaxantina
e neoxantina nos tecidos, que sao precursores do acido abscisico (ABA); os niveis reduzidos de
ABA no mutante 4p3 estimulam o desenvolvimento dos cloroplastos, permitindo uma maior

sintese e acimulo de carotenoides ap6s a conversao para cromoplastos (GALPAZ et al., 2008).

4.1.3 Mutacdes que afetam a sinaliza¢cdo luminosa

O mutante high pigment 1 (hpl) afeta o gene UV-DAMAGED DNA-BINDING
PROTEIN 1 (DDBI), prejudicando a sintese de um repressor da fotomorfogénese
(LIEBERMAN et al., 2004). O fendtipo da planta carregando o alelo apresenta coloragdo verde
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intensa em folhas, caule e frutos imaturos, além da pigmenta¢do acentuada em frutos maduros
devido ao acimulo elevado de carotenoides (AZARI et al., 2010). A mutagao afeta a transdugao
do sinal luminoso, aumentando o numero de plastidios por célula, consequentemente ampliando
a sintese e acumulo de carotenoides (LIU et al., 2015).

O alelo recessivo high pigment 2 (hp2) apresenta um fendtipo causado pela resposta
exagerada ao sinal luminoso, resultando em tomateiros com maior acimulo de clorofila em
folhas e caule, antocianinas em hipocétilos e clorofila, carotenoides e acido ascorbico em frutos.
O teor de clorofila elevado em tomateiros carregando o alelo /p2 resulta em um fenotipo verde
escuro aos tecidos fotossintetizantes (BINO et al., 2005). A mutacdo afeta o gene responsavel
pela sintese de um repressor da fotomorfogénese em tomateiro, caracterizado como gene
homodlogo ao DE-ETIOLATEDI1 (DET1) em Arabidopsis. O gene funcional regula a
transdu¢ao do sinal luminoso do fitocromo, um fotorreceptor que percebe os comprimentos de
luz vermelho e vermelho extremo, tornando o mutante hiperresponsivo a luz (MUSTILLI et al.,
1999). A sintese prejudicada do repressor regula positivamente as respostas do tomateiro ao
sinal luminoso, incluindo a sintese de clorofila e a conformacao estrutural dos cloroplastos.
Pesquisas revelaram mudangas significativas no contetido de clorofila em frutos verdes em /p2,
com aumento de 2,9 vezes o valor observado em relacdo ao controle. Somado a isso, o conteudo
de carotenoides em frutos maduros foi maior em /p2, resultado do aumento do tamanho e
numero dos cloroplastos no mutante. Analises mais apuradas mostraram que o mutante /4p2 nao
acumula apenas mais clorofila, mas sim apresenta uma regula¢do positiva afetando todo o
complexo coletor de luz, composto de clorofila a, clorofila b e carotenoides (BINO et al., 2005;
EGEA et al., 2010). Além das mudangas em cloroplastos, outro fator que favorece o acimulo
de carotenoides em mutantes sp2 esta relacionado com a enzima fitoeno sintase (PSY)
(SCHOFIELD; PALIYATH, 2005). A atividade da PSY ¢ regulada pelo sinal luminoso
percebido pelo fotorreceptor fitocromo, portanto, o carater de hiperresponsividade do mutante
hp2 aluz resulta na regulacao positiva da atividade da PSY e, consequentemente, em um maior
conteudo de carotenoides em frutos (KOLOTILIN et al., 2007).

Algumas cultivares biofortificadas, chamadas high-lycopene tomato (HLT), tem sido
cultivadas em paises como a Tunisia para atender a demanda por tomates de alta qualidade
nutricional. Os programas de melhoramento que originaram as cultivares HLT utilizaram como
base os alelos high pigment, capazes de ampliar o acimulo de licopeno e de outros compostos
nutricionais importantes no tomate (ILAHY et al., 2016). Entretanto, a produtividade das
cultivares HLT nem sempre superam as demais no mercado, demarcando uma barreira para a

utilizacao dos materiais (ILAHY et al., 2017).
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Outro alelo de destaque ¢ o Uniform ripening (U), que confere ao fruto verde do
tomateiro um gradiente de clorofila, com tonalidade mais escura na regido proximal e mais
clara na regido distal, formando o fendtipo denominado de “ombro verde”. O alelo recessivo
(u) ¢ utilizado comercialmente para facilitar a identificagdo de ponto de maturagdo, devido ao
fenotipo de coloracdo verde clara uniforme em todo o fruto, no entanto, apresenta teores de
acucares reduzidos no fruto, além de um contetido menor de carotenoides em relagdo ao alelo
selvagem (POWELL et al., 2012). O fendtipo de U ¢ resultado da expressdo do gene
GOLDEN2-LIKE (GLK?2), o qual regula a intensidade e padrao de distribui¢ao da clorofila no
fruto verde, cuja expressdo ¢ quase oito vezes maior na regido proximal do fruto em relagdo a
regido distal (POWELL et al., 2012). Pesquisas mostraram que o alelo selvagem gera um maior
nimero de cloroplastos por célula e de tilacoides por granum, o que aumenta o contetido e a

estabilidade de carotenoides em frutos maduros (NGUYEN et al., 2014; POWELL et al., 2012).

4.1.4 Piramidacio de alelos

A piramidagdo de alelos consiste no acimulo de genes em um mesmo background
genético (BORGES, 2016). Kuzyomenskii (2008) verificou o efeito da combinagdo entre os
alelos Beta carotene e high pigment 2, encontrando um teor de -caroteno no duplo mutante
maior em relagdo aos parentais, mostrando atuag¢do sinérgica entre os genes. De modo
semelhante, Pscheidt (2020) mostrou um efeito positivo na combinacdo dos alelos Beta
carotene € tangerine com high pigment 2, com melhorias significativas em parametros de
qualidade nutricional em frutos.

A piramidagdo de alelos foi utilizada para a geragdo de um quadruplo mutante,
denominado “xanfomato” (nome em referéncia ao acumulo elevado de xantofilas), oriundo da
unido dos alelos high pigment 2, high pigment 3, Beta carotene e green stripe (gs). O efeito do
alelo gs ndo ¢ plenamente conhecido, mas aumenta a sintese ou a atividade de enzimas da
carotenogénese. A partir do direcionamento do carbono para formagdo de P-caroteno e
zeaxantina e uma intensificagdo do processo mediada pelos alelos 4p2 e gs, o resultado foi um

fruto rico em zeaxantina (KARNIEL et al., 2020).

42 MODIFICACAO GENETICA NA BIOFORTIFICACAO
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Com o advento da biotecnologia a biofortificagdo ganhou uma nova abordagem, a
producdo de organismo geneticamente modificados (OGM). A modificagdo genética consiste
em alterar o material genético de organismos de um modo que ndo ocorreria naturalmente por
cruzamento ou recombinacdo génica, sendo uma opg¢ao solida para a biofortificagdo de
carotenoides em plantas sem variabilidade natural em relacdo ao acumulo destes compostos,
permitindo o desenvolvimento de tecidos ricos via manipulagdo genética (SHWETHA et al.,
2020). No entanto, a possibilidade de uso em tomate ndo ¢ limitada pela questao anterior, visto
que as opgdes de uso da abordagem biotecnologica sdo amplas, garantindo um aporte ainda
maior de carotenoides no fruto (LI et al., 2018).

A modificacdo genética permite a geracdo de materiais biofortificados com maior
celeridade quando comparada ao melhoramento cléssico (ZHENG; GIULIANO; AL-BABILI,
2020). Contudo, algumas barreiras dificultam a geracdo de materiais geneticamente
modificados, como a regulagdo para atender a legislagdao vigente, o ferramental tecnolégico
necessario e a barreira social, advinda da baixa aceitagdo de alimentos transgénicos pelos
consumidores (MORELLI, RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2022). No dia 21 de julho de 2021,
o 6rgdo de biosseguranca das Filipinas aprovou o cultivo comercial do arroz dourado
(transgénico), desenvolvido ha mais de 20 anos, o que mostra a dificuldade de superacdo da
barreira legal (RUEGG, 2022). Culturas biofortificadas podem ndo responder positivamente
em relagdo aos parametros agrondmicos esperados pelos produtores, como a produtividade, o
que pode desestimular a produgdo de eventuais cultivares, como o caso dos materiais HLT (ndo
transgénicos) (ILAHY et al., 2017; ZHENG; GIULIANO; AL-BABILI, 2020).

Alguns trabalhos foram conduzidos promovendo modificacbes em tomateiro e
obtiveram incrementos em parametros quantitativos e qualitativos de carotenoides.
Considerando as técnicas utilizadas e os genes manipulados, tais trabalhos mostram estratégias
passiveis de adocdo em programas de biofortificagdo (DAVULURI et al., 2005; FRASER et
al.,2007; Ll et al., 2018; LUO et al., 2013; SUN et al., 2012).

Uma das abordagens ¢ o uso de RNA de interferéncia (RNAi), que permite o
silenciamento de genes que afetem negativamente o acimulo de carotenoides (FRANCA et al.,
2010). O silenciamento do gene STAY-GREEN (SGR), cujo produto génico promove a
repressdo da fitoeno sintase e, consequentemente, redu¢do da sintese de carotenoides,
promoveu um aumento no licopeno e -caroteno de quatro e nove vezes, respectivamente (LUO
etal., 2013).

Também utilizando o silenciamento por RNAi, o gene NCEDI, responsavel pela

producdo da enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase 1, foi inibido e resultou em tomates
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com acumulo elevado de licopeno e S-caroteno, apresentando coloracdo vermelha intensa; o
fenotipo observado ocorre devido a regulagcdo positiva das enzimas iniciais da via dos
carotenoides (SUN et al., 2012). Intensificagdo do contetdo semelhante a observada por
Davuliri et al. (2005), que promoveu o silenciamento do gene DET1 (defeituoso no mutante
hp2) e observou mudangas significativas em parametros nutricionais.

Outra abordagem promove a insercdo de genes via Agrobacterium tumefaciens no
genoma do tomateiro (ECK; KEEN; TJAHJADI, 2019). D’ Ambrosio et al. (2004) mostraram
que a superexpressao do gene que codifica a enzima licopeno-f-ciclase amplifica a conversao
de licopeno em [B-caroteno, enriquecendo os frutos em provitamina A. Fraser et al. (2007)
mostraram o efeito da superexpressao do gene PSY 1, responsavel pela sintese da enzima fitoeno
sintase, onde o tomateiro transgénico apresentou um conteido maior de licopeno, além de um
aumento em todas as isoformas de carotenoides avaliadas. Ronen et al. (2000) registraram um
maior conteudo de licopeno em tomate transgénico com mutagdo no gene responsavel pela
sintese da enzima licopeno-f-ciclase.

O gene FIBRILLIN (FIB) encontrado no genoma da pimenteira codificada uma
lipoproteina chamada fibrilina, estruturas de armazenamento de carotenoides e estabilidade
plastidial. A superexpressdo de FIB em tomateiro foi promovida via transgenia, visto que a
planta ndo apresenta formagao de fibrilinas, resultando em um actimulo elevado de licopeno e
B-caroteno oriundo de modificagdes na capacidade de armazenamento do cromoplasto
(SIMKIN et al., 2007).

A superexpressao do gene codificador da enzima 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato sintase
(DXS) em tomateiro transgénico levou a efeitos no acumulo de carotenoides no fruto. A enzima
em questao participa da producao de precursores do fitoeno, onde o aumento na expressao do
gene levou ao incremento de carbono direcionado para a carotenogénese (ENFISSI ez al., 2005).

Além das abordagens mais antigas de manipulagdo genética, a tecnologia CRISPR
(Repeticoes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas) tem ganhado
cada vez mais destaque e aplicagdes em variadas areas do conhecimento devido a grande
utilidade e precisdo na edicdo génica (ZHENG; KUIJER; AL-BABILI, 2021). A tecnologia
permite a clivagem direcionada de DNA a partir de nucleases, induzindo uma mutagao
localizada ou a possibilidade de inser¢ao de sequéncias de DNA de interesse (CARNEIRO;
CARNEIRO, 2020; REEM; ECK, 2019).

Semelhante a Lou et al. (2013), o trabalho de Li et al. (2018) buscou editar cinco genes
que afetam a carotenogénesse, como o SISGR1 e os genes que codificam as enzimas licopeno-

[-ciclase e licopeno-g-ciclase. Os resultados mostraram que a edigdo dos genes em questdo



28

amplificou o acimulo de licopeno nos frutos, confirmando que a edi¢do de genes de pontos
especificos da carotenogénese pode modificar o padriao de sintese e acimulo de carotenoides

através do interrompimento do fluxo de carbono pela via e concentragcdo em pontos especificos.

4.3 PERSPECTIVAS FUTURAS

A geracdo de alimentos biofortificados com carotenoides mostra-se uma frente
importante no combate a problemas de deficiéncia de vitamina A e relacionadas ao efeito de
ERO (SHWETHA et al., 2020). Contudo, os questionamentos seguintes envolvem a produ¢ao
e chegada dos alimentos até os consumidores, quais serdo os incentivos e os indicadores que
movimentardo o mercado para a produgao de alimentos biofortificados. A introducao de tais
alimentos em escolas via programas publicos de aquisi¢do de alimentos pode ser uma das vias
para resolver tais problemas, até mesmo distribuir sementes aos pequenos produtores para
incentivar o cultivo (COSTA; SANTOS, 2022; DUARTE, 2021). Algumas escolas brasileiras,
além de utilizarem alimentos biofortificados na merenda escolar, reduzindo problemas de
inseguranga alimentar, também promoveram o cultivo dos mesmos nas dependéncias das
escolas, integrando os alunos no processo e obtendo resultados promissores na aceitagdo dos
alimentos pelos alunos (SILVA, 2015; SIQUIEROLI et al., 2018).

As pesquisas sobre biofortificagdo com carotenoides tem foco no aumento da
biossintese e armazenamento e reducdo da degradacdo em vias metabdlicas, mas outras
abordagens sao necessarias, como avaliacao de efeitos fora do alvo, como efeitos metabdlicos
e hormonais, além da avaliacdo da ingestdo e biodisponibilidade de carotenoides a partir dos
alimentos biofortificados (MORELLI; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2022).

Os programas de melhoramento dispdem de diversos mecanismos para a biofortificacao
do tomate, contudo, alguns caracteres agronomicos, como a produtividade e a resisténcia a
doencas e pragas ainda sdo muito demandadas, o que retira um pouco o foco do aspecto nutritivo
do tomate (ILAHY et al., 2017; SHWETHA et al., 2020). A produtividade ¢ um componente
muito buscado pelos produtores, muitas vezes em detrimento de questdes qualitativos do
tomate, o que tende a reduzir o cultivo de tomates de qualidade nutricional elevada e aumentar
as cultivares mais produtivas, as quais ndo sao biofortificadas (EMBRAPA HORTALICAS,
2014; ILAHY et al., 2017).

As abordagens biotecnologicas sdo de grande utilidade pela celeridade e versatilidade
no processo, o que traz eficiéncia aos programas de melhoramento (ZHENG; GIULIANO; AL-

BABILI, 2020). Entretanto, avangos no ambito regulatério relacionados a modificagdo genética
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necessitam de atenc¢do, buscando adequacdo a legislagdo vigente para utilizagdo comercial e,
portanto, alcance ao consumidor (MORELLI; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2022). Outra
barreira importante a ser superada ¢ a aceitacdo do consumidor aos produtos com alteragao
genética, vistos com receio por grande parte da populagdao (ZHENG; GIULIANO; AL-BABILI,
2020).

A tecnologia CRISPR parece auxiliar no processo de aceitagdo e regulacdo, visto que
permite a edicdo génica sem necessariamente a introdugdo de transgenes, mas também requer

uma evolucao no ferramental tecnologico disponivel (ZHENG; KUIJER; AL-BABILI, 2021).
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5 CONCLUSAO

A biofortificagdo do tomate com carotenoides € uma estratégia viavel para a prevencao
e combate de doencas relacionadas as ERO e a deficiéncia de vitamina A, sobretudo para a
populagdo mais pobre. Mais pesquisas envolvendo o uso de estratégias de melhoramento
classico e modificagdo genética visando a biofortificacdo do tomate com carotenoides sdo
necessarias para o avango no desenvolvimento de novas cultivares.

As barreiras sociais que englobam a baixa aceitagao de produtos transgénicos pelos
consumidores precisam ser superadas para estimular programas de biofortificagdo do tomate e,

posteriormente, permitir o acesso da populagao ao produto.
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