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RESUMO

BATISTA, Amanda Lima, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, mar¢o de 2019.
Importancia fisiologica dos Transportadores Mitocondriais de Adenilatos AACs em
Arabidopsis thaliana. Orientador: Adriano Nunes Nesi.

A mitocdndria € a organela responsdvel pela maior parte do fornecimento do ATP necessério
para os processos metabdlicos de manutencao do crescimento e respostas a varios estresses. O
transporte de adenilatos (AMP, ADP e ATP) através da membrana mitocondrial interna é
mediado por proteinas carreadoras especializadas, dentre as quais se encontram os carreadores
do tipo antiporte ADP/ATP (AAC), que exportam o ATP para o citosol e, simultaneamente,
importam o ADP para a matriz mitocondrial. Em Arabidopsis thaliana, sdo encontradas as
isoformas AACI, AAC2 e AAC3, cujos papeis fisiologicos ainda permanecem desconhecidos.
Neste trabalho, avaliou-se em Arabidopsis thaliana o papel dos transportadores mitocondriais
de ADP/ATP, denominados AtAAC1, AtAAC2 e ArAAC3. Para tal, foram utilizadas
linhagens mutantes homozigotas com baixa expressao obtidas por inser¢ao do T-DNA. Estas
plantas foram caracterizadas a nivel fisioldégico e bioquimico. A andlise do padrio de
expressdo dos genes AACs em plantas selvagens em condi¢des ideais de cultivo demonstrou
que de fato eles provavelmente desempenham papeis fisiologicos distintos em fungdo do
tecido e estdgio do desenvolvimento. O gene AACI se apresentou como a isoforma mais
abundante, independente do tecido e estdgio do desenvolvimento. O AAC2 e o AAC3 tiveram
expressdo mais relevante em tecidos relacionados a fase reprodutiva, tais como graos de
polen, flores e siliquas. Andlise da expressdo demonstrou que, na auséncia do gene AAC2,
ocorre regulacdo positiva dos demais transportadores de adenilatos da célula. Os mutantes
para os genes AACI, AAC2 e AAC3 exibiram maiores taxas de respiracdo noturna em relacao
a plantas WT sem apresentarem alteracdes na assimilacdo liquida de carbono e no
crescimento. Adicionalmente, a quantificacdo metabdlica nas plantas mutantes das trés
isoformas apontou tendéncia de maior acumulo nos teores de aminodcidos, proteinas, glicose,
frutose, sacarose e amido ao longo do periodo luminoso e alto consumo dos mesmos durante
o periodo noturno. Também foram observadas maiores razdes de poder redutor
[NAD(P)H/NAD(P)*] em mutantes para o gene AACI, AAC2 e AAC3 comparado ao WT.
Tomados em conjunto, os resultados sugerem que, esses transportadores ADP/ATP estao
envolvidos principalmente no metabolismo do processo respiratério, balanco redox e
concentracoes de metabdlitos nitrogenados e carbonados. Assim, pode-se sugerir que a

dindmica distribuicdo das moléculas de adenilato, promovida por estes transportadores, tenha
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papeis relevantes na sincronia entre o metabolismo diurno e noturno em plantas, contribuindo
assim para a manutencdo do steady-state celular, por mecanismos que precisam ser
investigados. Para tal, € necessdrio, aprofundar a compressdo do papel destes transportadores
nos tecidos vegetais e condicdes adversas bem como o papel de enzimas chave que atuam no

Processo.
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ABSTRACT

BATISTA, Amanda Lima, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2019.
Physiological significance of Mitochondrial Adenylate Carriers AACs in Arabidopsis
thaliana. Advisor: Adriano Nunes Nesi.

Mitochondria is the organelle responsible for most of the ATP supply needed for the
metabolic processes of maintaining growth and responding to various stresses. The transport
of adenylates (AMP, ADP and ATP) through the internal mitochondrial membrane is
mediated by specialized carrier proteins, among which are carriers ADP / ATP antiport carrier
(AAC), which export the ATP to the cytosol and simultaneously , import the ADP into the
mitochondrial matrix. In Arabidopsis thaliana, the isoforms AACI, AAC2 and AAC3 are
found, whose physiological roles remain unknown. In this work, the role of ADP / ATP
mitochondrial transporters, called AtAACI1, ArAAC2 and ArAAC3, was evaluated in
Arabidopsis thaliana. For this, homozygous mutant lines with low expression obtained by
insertion of the T-DNA were used. These plants were characterized at the physiological and
biochemical level. Analysis of the expression pattern of AAC genes in wild plants under
optimal culture conditions has shown that in fact they probably play distinct physiological
roles depending on the tissue and stage of development. The AACI gene presented as the most
abundant isoform, independent of tissue and stage of development. AAC2 and AAC3 had more
relevant expression in tissues related to the reproductive phase, such as pollen grains, flowers
and silica. Analysis of the expression demonstrated that, in the absence of the AAC2 gene,
positive regulation of the other adenylate transporters of the cell occurs. Mutants for the
AACI, AAC2 and AAC3 genes exhibited higher rates of nocturnal respiration over WT plants
without showing changes in net carbon uptake and growth. In addition, metabolic
quantification in mutant plants of the three isoforms indicated a tendency of greater
accumulation in the amino acid, protein, glucose, fructose, sucrose and starch contents
throughout the light period and high consumption during the night period. Reducing power
ratios [NAD(P)H/NAD(P)*] were also observed in mutants for the AACI, AAC2 and AAC3
gene compared to WT. Taken together, the results suggest that these ADP / ATP transporters
are mainly involved in respiratory process metabolism, redox balance and concentrations of
nitrogenous and carbonate metabolites. Thus, it may be suggested that the dynamic
distribution of the adenylate molecules, promoted by these transporters, has relevant roles in
the synchrony between diurnal and nocturnal metabolism in plants, thus contributing to the

maintenance of cell steady state, by mechanisms that need to be investigated. To this end, it is
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necessary to deepen the compression of the role of these carriers in plant tissues and adverse

conditions as well as the role of key enzymes that act in the process.
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1- INTRODUCAO

As mitocOndrias sdo organelas com papel fundamental no processo respiratério e
suprimento de energia celular. Além disso, contribui para o fornecimento de precursores
metabdlicos para inimeros processos essenciais de biossintese e fixacdo de nitrogénio, bem
como participacdo indispensdvel na fotorrespiracdo em plantas Cs e no equilibrio do status
redox celular (Sweetlove et al., 2007; O’Leary et al.,, 2018). Em func¢do da natureza
hidrofébica das membranas mitocondriais, proteinas de transporte especializadas sao
necessdrias para mediar a passagem de metabdlitos através da membrana interna que delimita

a organela (Palmieri et al., 2008).

A familia de carreadores mitocondriais (MCF) € um conjunto de proteinas que
desempenham a funcdo de mediar o transporte de metabdlitos através das membrana
fosfolipidicas. Elas sdo amplamente estudadas e caracterizadas como as principais proteinas
de membrana que catalisam o transporte especifico de varios substratos em plantas (Picault et
al., 2004; Haferkamp and Schmitz-Esser, 2012; Lee and Millar, 2016). Proteinas MCFs estao
presentes em todas as células eucaridticas, abrangendo 35 genes identificados em
Saccharomyces cerevisiae, cerca de 50 genes em Homo sapiens e 58 genes em Arabidopsis
thaliana (Picault et al., 2004; Palmieri et al., 2011). Todos os membros da familia de
transportadores mitocondriais MCF contém seis hélices a transmembrana e cinco segmentos
hidrofilicos que podem ser divididos em trés dominios. Cada dominio consiste em duas o-
hélices transmembrana separadas por um loop extramembranar hidrofilico extenso. Os trés
dominios estdo ligados por pequenos segmentos hidrofilicos (Millar and Heazlewood, 2003;

Picault et al., 2004).

Embora as proteinas MCF estejam localizadas principalmente na membrana
mitocondrial interna, membros do grupo também ocorrem em plastidios, peroxissomos e
reticulo endoplasmdtico desempenhado papel tdo importante quanto as proteinas
mitocondriais (Palmieri et al., 2008; Palmieri et al., 2011). Um exemplo de MCF extra-
mitocondrial é o transportador de adenilatos localizado na membrana do reticulo
endoplasmatico em A. thaliana (ER-ANT1), caracterizado como essencial para o crescimento,
acimulo de lipidios, proteinas relacionados ao ER e importante no metabolismo

fotorrespiratorio (Leroch et al., 2008; Hoffmann et al., 2013).

Dentre os diversos substratos transportados pelas MCFs, os adenilatos (AMP, ADP e
ATP) sdo metabdlitos demandados em diferentes organelas e, portanto, precisam ser
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distribuidos entre os compartimentos celulares para cumprirem suas multiplas funcdes
bioldgicas. Tais compostos estdo envolvidos em processos metabdlicos fundamentais,
compreendendo sintese de 4cidos nucleicos, atividade enzimatica atuando como cofatores
(Missihoun et al., 2018), transdugdo de sinais intra e extracelulares (Cao et al., 2014; Pétriacq

et al., 2016) e fornecimento de energia para a célula (Geigenberger et al., 2010).

A adenosina trifosfato (ATP) € a principal molécula energética utilizada no
metabolismo de todos os seres vivos. Essa energia metabdlica, grandemente fornecida pela
quebra das ligagdes fosfoéster do ATP, é demandada para manter os processos metabdlicos de
manutencao do crescimento e respostas a varios estresses (Geigenberger et al., 2010; Fonseca-
pereira et al., 2018). Os principais locais de sintese de ATP em células vegetais sdao no
cloroplasto durante o dia, via etapa fotoquimica do processo fotossintético e, principalmente,
via fosforilacdo oxidativa mitocondrial através da atividade da ATP Sintase, que converte
ADP e fosfato inorganico (Pi) em ATP na matriz mitocondrial, com relevancia maior durante

anoite (Fernie et al., 2004; O’Leary et al., 2018).

Para a particdo eficiente da energia no interior da célula entre diversos processos
metabolicos, proteinas transportadoras especificas catalisam o transporte destes
compostos através da membrana interna da mitocondria, fazendo a conexao entre a regido de
producdo de energia e o citosol (Geigenberger et al., 2010; Haferkamp; SChmitz-Esser, 2012;
Hoffmann et al., 2013; Fonseca-Pereira et al., 2018). Adicionalmente, através do transporte de
diversas moléculas entre os compartimentos, as proteinas de carreamento permitem a
manutencdo do equilibrio entre os niveis de ATP, ADP e AMP necessdrio para a otimizagdo
da sintese de ATP (Roberts et al., 1997; Gout et al., 2014), bem como para a regulacao
metabdlica em células vegetais e manutencdo do steady-state celular ( Igamberdiev;

Kleczkowski, 2009; Geigenberger; Riewe; Fernie, 2010; Fonseca-Pereira et al. 2018).

O transporte de adenilatos através da membrana mitocondrial interna é mediado por
proteinas carreadoras especializadas, dentre as quais se encontram os carreadores do tipo
antiporte ADP/ATP (AAC). O grupo das proteinas transportadoras AACs € altamente
conservado em células eucaridticas e desempenha importante fun¢do no balanco energético
entre mitocondrias e citosol, sendo responsavel pela troca do ATP produzido dentro da matriz
mitocondrial pelo ADP citos6lico (Gnipova et al., 2015). Esses transportadores possuem
estrutura e funcdo altamente relacionadas aos seus ort6logos de leveduras e animais

(Fontanesi et al., 2004; Haferkamp; Schmitz-Esser, 2012).



Em Saccharomyces cerevisiae, estao presentes os genes AACI-3, sendo que somente a
disfuncdo na expressdo de AAC2 resulta em alteracdo no crescimento quando as linhagens
mutantes sdo submetidas a condi¢des de fontes de carbono nao-fermentaveis (Drgon et al.,
1992). Em Homo sapiens, muta¢des associadas a principal isoformas AAC, o gene ANTI,
desencadearam desordens mitocondriais caracterizadas por delecdes do DNA mitocondrial.
Além disso, geraram miopatia mitocondrial devido a estagnacdo da ATP Sintase, causada
pelo esgotamento do ADP da matriz mitocondrial, posteriormente resultando em aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (Palmieri et al., 2005; Echaniz-Laguna et al.,
2012). Acarretaram também em anomalias na atividade da DNA polimerase mitocondrial e
dobramento incorreto de proteinas (Fontanesi et al., 2004; Dallabona et al., 2017). Em
Trypanosoma brucei, em baixa expressdao do gene AAC, foi constatado que outra proteina
pudesse estar compensando sua atividade, sendo as proteinas APCs fortes candidatas a

transportadores alternativos (Stael et al., 2011; Pefa-Diaz et al., 2012) .

Em A. thaliana, o transporte de adenilatos através da membrana mitocondrial interna é
realizada por trés grupos de proteinas: (1) os APCs 1-3 (Adenine nucleotide/Phosphate
Carriers 1-3) que importam nucleotideos de adenina para a matriz mitocondrial e exportam Pi
para o citosol (Lorenz et al., 2015); (ii) o ADNT1 (Adenine Nucleotide Transporterl) que
catalisa a exportacdo de ATP para o citosol e importacio de AMP para a matriz mitocondrial
(Palmieri et al., 2008); e os AACs 1-3 (ADP/ATP Carrier 1-3) que catalisam a importacao de
ADP em troca de ATP (Palmieri et al., 2011; Fonseca-pereira et al., 2018).

A maior parte dos transportadores putativos em plantas parece ser expressa em baixos
niveis de acordo com Picault et al. (2004) que considera o ndimero de ESTs (do inglés:
Expressed Sequence Tag) como estimativas brutas da abundancia de transcritos. Dos 58
transportadores MCF, apenas 11 apresentam pelo menos 10 ESTs. Trés desses sdao proteinas
transportadoras de adenilatos, ADNTI1 (At4g01100), AACl (At3g8580) e AAC2
(At5g13490), sendo que duas delas sdo pertencentes ao grupo dos AACs, com o AAC]1 sendo
o transportador com maior nimero de ESTs (Picault et al., 2004). Mesmo sendo os
transportadores mais abundantes de acordo com nivel de expressdo, até entdo somente o
ADNT]1 foi caracterizado funcionalmente, o qual demonstra ter importancia no crescimento

de raizes e no processo respiratorio (Palmieri et al., 2008).

Assim, mesmo sendo as mais expressas do grupo, poucos sdo os trabalhos que

investigam a razao bioldgica dos organismos eucaridticos possuirem repetidas isoformas para



as proteinas AACs, sugerindo semelhancas e possiveis redundancias de fun¢des bioquimicas
entre elas. Outra questdo pertinente a ser investigada é se a expressdao dessas isoformas €
especifica em determinados tecidos ou fases do desenvolvimento da planta ou ainda sob

exposicao a determinadas condi¢des ambientais.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo caracterizar o papel fisiologico dos
transportadores mitocondriais de adenilatos AAC1, AAC2 e AAC3 em A. thaliana, avaliando
os padrdes de expressdo desses genes em diferentes tecidos e fases de desenvolvimento. Além
disso, compreender como e em que nivel o transporte de ADP/ATP mediado pelos
transportadores AACs possui papel relevante para processos fisioldgicos e metabdlicos em
condi¢cdes normais e sob estresse em A. thaliana, a partir do isolamento de linhas mutantes

homozigotas com baixa expressao dos genes AACI, AAC2 e AAC3.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material vegetal

Foram utilizadas nos experimentos linhagens de A. thaliana do tipo selvagem, ecotipo
Columbia (Col-0) e plantas homozigotas com inser¢do de T-DNA com reduzida expressdao
dos trés genes que codificam para transportadores mitocondriais de ADP/ATP, AACI
(At3g8580), AAC2 (At5g13490) e AAC3 (At4g28390). Os mutantes para os genes AACI
(aacl), AAC2 (aac2) e AAC3 (aac3) foram obtidos da colecado SALK_134240C,
SALK_207505C e SAIL_623_DO4, respectivamente. Tais plantas mutantes homozigotas

foram selecionadas por meio de reacdes de PCR, utilizando iniciadores que anelam

especificamente em cada gene e no T-DNA (AtAACI: forward 5’-
CGTAACACATGGGAGAACAATAGAGAAA-3’, reverse 5’-
TAAACTAAAGTCAACAGATCCAAACGATTTTGA-3’;  AtAAC2:  forward 5’-
AACTACTACTTCTCCTGTGTTTGTCCAA-3’; reverse 5’-
GAAACTGCAAAAAAAATGGAGAAAAAAACAAAAGC-3’;  AtAAC3: forward 5°-
TTTGGGTCCATTTAGAAGAAGTCAAGAC-3’; reverse 5’-

GTTCGAGCAAAACAATCACTGATTCCTT-3’;  T-DNA  primer  LBb1.3: 5’-
ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3’; T-DNA  primer LB3  for sail line 5°-
TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC-3’) (Figura Suplementar 1A). O
programa para o termociclador incluiu 40 ciclos de trés etapas: (a) desnaturacdo a 95 °C por
45 segundos, (b) anelamento a 58 °C por 45 segundos e (c) extensdo a 72 °C por um minuto e
25 segundos. O gel com as bandas referentes aos produtos de PCR pode ser visualizado na

Figura Suplementar 1B .

2.2 - Condicoes de crescimento

Sementes de todos os genétipos foram superficialmente esterilizadas com alcool a
70% durante um minuto e lavadas com agua Mili-Q autoclavada. Posteriormente colocadas
em solugdo de hipoclorito a 2% e continuamente agitadas durante quinze minutos, € entdo
lavadas novamente com dgua Mili-Q autoclavada. Apds a esterilizagdo, foram germinadas em
meio MS (Murashige and Skoog, 1962) com metade da forca i0nica, suplementado com 1%
(p/v) de sacarose. As placas com as sementes foram submetidas ao processo de estratificagao
por um periodo de trés dias a 4 °C no escuro e, posteriormente, mantidas em camara de

crescimento a 22 + 2 °C, umidade relativa de 60%, irradiancia de 150 umol de f6tons mZs'e



fotoperiodo de 8 h de luz e 16 h de escuro, durante dez dias. Posteriormente, as plantulas
foram transplantadas para potes plasticos de 0.1-L de capacidade em substrato comercial
(Tropstrato HT®) e mantidas nas mesmas condi¢cdes por um periodo de cinco semanas,
quando foram realizadas as avaliacOes fisioldgicas e bioquimicas. Para as andlises
bioquimicas as rosetas foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a freezer -80 °C até a realizacdo das avalia¢Oes. Para as avaliagdes dos tecidos
heterotréficos, apds a estratificacdo, as placas de perri foram mantidas em sala de crescimento
a 22 + 2 °C, umidade relativa de 60%, irradiancia de 150 pmol de f6tons mZste fotoperiodo
de 8 h de luz e 16 h de escuro, durante dez dias e posteriormente transplantadas para substrato

até a producdo de sementes.

2.3- Construcao do alinhamento de sequéncias de aminoacidos

Alinhamentos multiplos de sequéncias proteicas dos transportadores de adenilato foram
realizados através da base de dados GenBank (NCBI-NIH, Estados Unidos). Foi utilizada a
ferramenta “BLAST” (do inglés: Basic Local Alignment Search Tool) fornecida pelo NCBI
(do inglés: National Center for Biotechnology Information) para comparacao de similaridades

entre as sequéncias de aminodcidos entre os genes analisados.

2.4 - Analises de expressao génica

Para a analise da expressdo génica foi utilizada a técnica de PCR quantitativo em
tempo real (QRT-PCR). Foi realizada a extracio do RNA total de plantulas e folhas maduras
utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen™) conforme indicacdes do fabricante. Em
seguida o RNA total foi submetido a tratamento com DNase/RNase-free (Invitrogen™) e
quantificado em espectrofotdometro a 260 nm. Aproximadamente 1 pg de RNA isolado foram
utilizados para sintetizar a fita de DNA complementar (cDNA) com o kit ImProm-II(TM)
Reverse Transcription System (Promega, Brasil) e Oligo (dT);s, seguindo as recomendagdes
descritas no mesmo. As reacOes de qRT-PCRs foram realizadas utilizando-se o equipamento
7300 Real Time System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) e o kit de amplificagdo
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies/Applied Biosystem) nas
recomendacdes do produto. Foram utilizados primers dos genes que codificam proteinas
transportadoras de adenilato estudada descritos na Tabela Suplementar 1, sendo usada o gene
constitutivamente expresso actina (At2g37620) como controle endégeno para normalizacdo
dos valores da expressdo génica. Os primers usados foram desenhados usando o programa de

codigo aberto QuantPrime-qPCR (Arvidsson et al., 2008) e sdo descritos na Tabela
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Suplementar 1. Foram utilizadas quatro plantas por gendtipo e as amostras foram amplificadas
em duplicata com as seguintes etapas: 94 °C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por

155,58 °C por 15 se 72 °C por 15 s.

2.5 - Analises de tecidos autotroficos

Os parametros de trocas gasosas foram avaliados nas plantas com cinco semanas de
idade, ap6s 30 minutos iniciado periodo luminoso através de um analisador de gases a
infravermelho em sistema aberto (IRGA — Infrared Gas Analyzer), modelo LI 6400XT (LI-
COR, Lincoln, NE,EUA), com fluorémetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.) e com fluxo
continuo de ar no sistema de 300 pmol s'. Curvas de resposta de taxa de assimilagdo liquida
de CO; (A) em relacdo a radiacdo fotossinteticamente ativa (A/RFA) foram obtidas utilizando-
se uma camara foliar de 2 cmz, temperatura de 25 °C, concentracdo ambiente de CO, (Ca)
dentro da camara de 400 pmol CO, mol ' e variagOes da RFA na sequéncia: 1000, 1200, 1000,
800, 600, 400, 300, 150, 50, 25, 10 e 0 umol fétons m>s’l. As varidveis derivadas das curvas
A/RFA foram estimadas a partir de ajustes da curva de resposta a luz.
As taxas de respiracdo foram determinadas durante o periodo de escuro, apés o periodo
de 30 minutos aclimatacdo da planta a condi¢do. Para essas avaliagdes foram avaliadas dez

plantas por genétipo.

2.6 - Parametros biométricos

Plantas crescidas nas condi¢des mencionadas no item 3.2 foram coletadas com cinco
semanas de idade para avaliagdo dos parametros de crescimento, sendo eles a massa seca da
roseta (MSR), massa seca do sistema radicular (MSSR), razdo raiz/parte aérea (RPA), nimero
de folhas (NF), area foliar total (AFT), drea foliar especifica (AFE), drea foliar da roseta
(AFR) e érea foliar especifica da roseta (AFER). A AFT e AFR foi determinada pela
digitalizacdo de imagem, onde a imagem do material vegetal foi digitalizada com auxilio de
um scanner (HP Scanjet G2410 1200X1200) e as imagens obtidas foram processadas a partir
do software imageJ. A AFE e AFER foram obtidas pela formula: AFE(ou AFER)=AFT(ou
AFR)/MSR.

2.7 - Determinacao de metabdlitos

Cinco rosetas inteiras de cada linhagem foram coletadas e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido as Oh, 4h e 8h, correspondendo ao inicio, meio e fim do periodo
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luminoso, e as 16h e Oh que representam o meio e final do periodo de escuro e armazenadas a
-80 °C até as andlises. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e aliquotas de
aproximadamente 20 mg de matéria fresca foram submetidas a extracdo metandlica conforme
descrito por Lisec et al. (2006). Utilizando-se um leitor de microplacas (OptiMax Tunable
Microplate Reader) foi quantificado na fracdo soluvel os teores de clorofilas, nitrato (Sulpice
et al., 2009), glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 2001), aminodcidos soldveis totais
(Sienkiewicz-porzucek et al., 2010) e dcidos orginicos como malato e fumarato (Nunes-Nesi
et al., 2007). J4 na fracdo insolivel foram determinados os teores de amido (Fernie et al.,
2001) e proteina (Bradford, 1976). A taxa de sintese de sacarose e amido foram calculadas
pela diferenca liquida do conteiido do composto no final da noite (Oh) e no final do dia (8h)
em razao do tempo (em horas) desse periodo. A taxa de degradacao foi calculada a partir da
diferenca liquida no conteudo do composto no final do dia (8h) e no final da noite (Oh) em

razdo do tempo (em horas) desse periodo.

Para quantificagdo de nucleotideos de piridina foram realizadas aliquotas de
aproximadamente 20 mg de amostras foliares foram coletadas no meio do periodo de luz para
quantificagio dos nucleotideos NAD*, NADH, NADP"* ¢ NADPH de acordo com o protocolo
descrito por (Gibon et al., 1997). Foram utilizadas cinco plantas por genétipo em todas as

analises.

2.8 - Experimento de luz e escuro continuo

Para este experimento foi utilizado o procedimento detalhado no item 3.2, com plantas
WT, aacl, aac2 e aac3 com cinco semanas a partir da germinacdo. Para o controle do
experimento, rosetas de cinco plantas de cada gendtipo foram coletadas no meio do periodo
luminoso (4h). Depois, algumas plantas foram mantidas a luz continua a irradiancia de 150

2 -1 . A .
s e outras mantidas a plCI’IO €sSCuro, na mesma camara de crescimento.

pmol de fétons m
Para o experimento de luz continua, rosetas de cinco plantas diferentes foram coletadas em
intervalos de 28 e 52 horas apds a exposicdo nessa condi¢do. No escuro, cinco rosetas
diferentes foram coletadas apds quatro e oito dias apds submissdo da condi¢do. Quanto a
coleta dos materiais, apds terem sido coletados foram imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até as andlises bioquimicas.



2.9 - Analises de tecidos heterotroficos

A viabilidade do grao de pdlen foi avaliada pela metodologia proposta por, Lorenzon e
Almeida (1996), tendo comutado o comprimento do tubo polinico a partir da digitalizacdo de
imagem e auxilio do software Imagel. Foi computado comprimento das siliquas produzidas
por cada um dos gendtipos, bem como o nimero, comprimento e largura de sementes por
siliquas através do auxilio do software ImageJ. Também foi avaliada a massa de mil
sementes. Foram utilizadas seis repeticdes bioldgicas para a realizacdo dessa caracterizagdo.

Sementes das plantas aacl, aac2, aac3 e WT foram esterilizadas e plaqueadas para
germinar em meio MS (Murashige and Skoog, 1962) com metade da forca idnica,
suplementado com 1% de sacarose e mantidas sob mesmas condicdes descritas no item 3.2
por 72 horas. Posteriormente, foram avaliadas a percentagem de germinagdo, o indice de
velocidade de germinagcdao (IVG), o tempo médio de germinacdo (TMG) e velocidade média
de germinacdo (VMG) utilizando oito repeticoes com 50 sementes para cada um dos
genotipos. As varidveis foram calculadas segundo Bruginski et al. (2009) com as seguintes
formulas:

- Germinacdo: calculada pela féormula Germinacdo = (N/100) x 100, em que: N =
nimero de sementes germinadas ao final do teste. Unidade: %.

- IVG: calculado pela formula IVG = X (ni/t;), em que: n; = nimero de sementes que
germinaram no tempo ‘i’; tj = tempo ap0s instalacdo do teste. Unidade: adimensional.

- TMG: calculado pela formula TMG = (Xnjtj)/Zn;, em que: n; = nimero de sementes
germinadas por dia; t; = tempo de incubacdo. Unidade: dias.

- VMG: calculada pela formula VMG = 1/t em que: t = tempo médio de germinacao.
Unidade: dias™.

Para analisar o crescimento radicular, foram germinadas de seis a oito sementes de
cada um dos genétipos em placas verticais mantidas em mesmas condi¢des ja descritas no
presente item. O comprimento das raizes foi calculado a cada dois dias num periodo total de
dez dias, iniciando apds o periodo de estratificagdo e exposi¢do a luz, baseado em Palmieri

(2008). Foram utilizadas 7 placas como repeti¢ao para cada genotipo.

2.10 - Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia, com repeticoes
referentes a cada analises considerando o delineamento inteiramente casualizado. Os

resultados entre os gendtipos foram comparados por teste ¢ de Student utilizando o algoritmo
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contido no software Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Seattle, WA, EUA), sendo

considerados significantes 0s valores com P < 0,05.

3 - RESULTADOS

3.1 - Padrao diferencial de expressao entre orgaos e estagios do desenvolvimento

O genoma de A. thaliana codifica 58 proteinas carreadoras do tipo MCF, onde uma
andlise filogenética classificou os genes AACI, AAC2 e AAC3 como membros do MCEF,
agrupando-os no mesmo tdxon que os genes ER-ANTI e PM-ANTI (localizados no reticulo
endoplasmdtico € membrana plasmatica, respectivamente) (Picault et al., 2004). Entre os
transportadores AACs, o AACI apresenta maior similaridade entre as sequéncias de
aminodcidos com AAC2 do que com AAC3, com 86,53% e 74,94% de similaridade,
respectivamente. Entre o AAC2 e AAC3 sao apresentados 74,62% de similaridade na

sequéncia de aminodcidos (Tabela Suplementar 2).

4 4 I AACI

[ AAC2
2_
: I I
' . m- H
1

I AAC3

Expressdo relativa

TEAAOTe ]

Figura 1. Padrao de expressdao dos transportadores de adenilatos AACI, AAC2 e AAC3 em
plantas de A. thaliana do tipo selvagem (Col 0) em diferentes Orgdos e estagios de
desenvolvimento. Os 6rgaos e estdgios de desenvolvimento foram respectivamente sementes
com dois dias de idade depois de embebidas, plantula com quatro dias apds a germinagdo,
folha jovem (15 dias), folha madura (um més), folha senescente (dois meses), nervura (um
més), flor (dois meses), pdlen maduro(dois meses), siliqua (dois meses) e raiz (um més). Os
valores representam a média + erro padrdo de trés amostras independentes
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Para avaliar o padrdo de expressdo dos genes AACI, AAC2 e AAC3 em A. thaliana,
plantas WT cultivadas em condicdes ideais de crescimento tiveram seus niveis de transcri¢do
analisados em vdrios 6rgios e estdgios de desenvolvimento por meio da técnica de RT-PCR
quantitativo, utilizando a expressdo do gene da actina endégena como referéncia interna. Nos
diferentes 6rgdos analisados, o gene AACI foi distintamente 0 mais expresso em todas as
situagdes, independente do tipo de 6rgdo e do estigio de desenvolvimento (Figura 1)..
Verificou-se que os genes AAC2 e AAC3 s@o expressos em niveis relativamente mais baixos
em tecidos vegetativos, porém sdo regulados positivamente na fase reprodutiva nos tecidos

florais, siliquas e grao de pélen (Figura 1).

Os padroes de expressdo verificados estdo de acordo com os resultados observados em
trabalhos anteriores, onde o perfil de expressdo génica por microarranjo disponiveis

publicamente (Figura suplementares 2, 3 e 4) (Winter et al., 2007).

3.2 - Isolamento de mutantes com insercao de T-DNA nos genes AACs.

Com o objetivo de avaliar o papel fisiologico dos transportadores AACs, foram
selecionadas linhagens homozigotas de A. thaliana com unica inser¢do de T-DNA para os
genes AACI, AAC2 e AAC3. As linhagens isoladas para os genes AACI, AAC2 e AAC3 foram
obtidos da colecao SALK_134240C, SALK_207505C e SAIL_623_DO0O4, com inser¢ao de T-
DNA na regido promotora, no intron e no éxons, respectivamente (Figura 2A). Nas linhagens
mutantes genotipadas e isoladas para o gene AACI (aacl), AAC2 (aac2) e AAC3 (aac3) foram
encontrados apenas 47%, 0,15% e 0,15%, respectivamente, da expressdo observada no

genotipo selvagem (WT), respectivamente (Figura 2B).

Selecionadas as linhagens mutantes homozigotas, foi verificado o nivel de expressdao
dos outros transportadores de adenilatos nos mutantes e compara-las ao status de expressao do
WT. A principio foi realizada a andlise de expressdo para os transportadores localizados
somente na mitocondria (Figura 2C) e, posteriormente, para os transportadores de adenilatos
nado-mitocondriais, localizados nos plastidios, peroxissomo e reticulo endoplasmético (Figura
2D). Tanto nos transportadores localizados na mitocondria como os das outras organelas foi
possivel observar variagdes no padrio de expressdo em plantas mutantes em comparagdo com
plantas tipo selvagem. Na linhagem aac2, houve aumento significativo na expressao de todos
os transportadores avaliados em relacdo ao padrio de expressdo observado nos demais

genoétipos. Logo, em situagdes de baixa expressdo do transportador AAC2, verificou-se um
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aumento no nivel de expressdo dos outros transportadores de adenilatos da célula, sugerindo
um efeito compensatdrio adotado pela planta ao nivel de expressdo. Na linhagem aac3 foram
observadas alteracdes significativas no nivel de expressdo somente para os transportadores de
adenilato localizados no peroxissomo, PNC1 e PNC2. J4 na linhagem aacl, ndo houve
variagOes significativas na expressdo entre os transportadores localizados na mitocOndria.
Entretanto, a maioria dos transportadores de adenilatos com localizacdo nao-mitocondrial
NTT1, NTT2, PNCI e PNC2 teve seu nivel de expressdo significativamente diminuida em
plantas mutantes para AACI.

3.3 - Parametros de crescimento e trocas gasosas

Selecionadas as linhagens mutantes, as plantas WT, aacl, aac2 e aac3 foram cultivadas
e avaliadas na quinta semana de cultivo. Embora as linhagens mutantes isoladas tenham
confirmada baixa expressdo dos seus respectivos transportadores, elas ndo apresentaram
fenétipo visivelmente anormal ou diferente nesta idade em comparacdo com o WT (Figura
1E). A anélise mais detalhada dos parametros de crescimento confirmou que o crescimento

das plantas mutantes ndo apresentam diferencas significativas em relacdo ao WT (Tabela 1).

Foi realizada avaliacdo de curva de resposta da fotossintese a luz, na qual as plantas
foram submetidas variacdo de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 0 a 1200 pmols de

. 2
fétons m

s, 2400 umol de CO; sob um fluxo constante no sistema de 300 pmol s, Nessa
avaliacdo ndo foi encontrada diferenca significativa na assimilacdo de CO, entre as linhagens

mutantes € WT em nenhuma das irradiancias avaliadas (Figure 3A).

As demais andlises de trocas gasosas foram realizadas sob condi¢do de 400 umols de
CO, com PAR de 150 pumols de fétons m™ s™', condigio na qual as plantas foram submetidas
durante o seu crescimento no periodo das cinco semanas. Referente a g, Ci, Ci/C,, ETR € E,
nao foram encontradas diferencas significativas entre as linhagens mutantes e o tipo selvagem
(Figura 3B,C,D,E,F e G). No entanto, houve aumento na taxa de respiracao noturna (Ry) para
as linhagens aacl, aac2 e aac3, em 9,06%, 13,54% e 20,28% em relagdo aos valores

apresentados pelo WT, respectivamente (Figura 3H).

12



18]
8
[y
E
II\IJ
=3
3
(=3
S
a
essdo relativa
o
(=

v
'
Expr
e 5
2

aac3 (Sail_623_DO4) 02 * %
>d 0.0 T ¥ T
WT aacl aac? aac3
4
- T ~ m WT
c p == aacl 254 D — aa!
B aac? . aac?
3 4 ” 3 aac3 5% * $ [ aac?
> g
=} P &
22 g
Z::;J: %
5 £1.0 -
& =
=g
0.5
0 4

A4CI A4C2 AAC3 APCI APC3  ADNTI NIT1 NIT2 ATBTI  PNCI PNC2  ER-ANTI

WT aacl aac2 aac3

Figura 2. Isolamento e caracteriza¢do genética de linhagens mutantes por inser¢do de T-DNA
para os transportadores de adenilato AAC1, AAC2 e AAC3 em Arabidopsis thaliana. A,
representacdo esquematica do gene ArAACI (At3g08580), AtAAC2 (At5g13490) e AtAAC3
(At4g28390) indicando os respectivos locais de inser¢do do T-DNA. As caixas representam
os éxons e as setas pretas indicam as posi¢des dos primers usados na técnica RT-PCR
quantitativo para selecdo das plantas mutantes. B, expressdao de AACI, AAC2 e AAC3 em
folhas de A. thaliana do tipo selvagem (WT) e nas respectivas linhagens mutante. C,
expressdo dos transportadores de adenilatos mitocondriais nos gendtipos avaliados no
trabalho (WT, aacl, aac2 e aac3). D, expressdo dos transportadores de adenilatos nao-
mitocondriais nos genotipo avaliados no trabalho (WT, aacl, aac2 e aac3). E, fenétipo das
rosetas dos genétipos de A. thaliana com cinco semanas de idade com reduzida expressao dos
transportadores de adenilato em relacdo ao WT. Os valores representam a média + erro padrao
de quatro plantas e os asteriscos indicam diferengas significativas pelo teste ¢ de Student (P <
0,05) em comparacdo com o WT. As plantas avaliadas possuiam cinco semanas de idade no
momento da coleta. Transportadores: *AAC1: ADP/ATP carrier 1, AAC2: ADP/ATP
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carrier 2, AAC3: ADP/ATP carrier 3, APCI1: Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 1,
APC3: Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 3, ADNTI1: Adenine Nucleotide Transporter 1,
NTT1: nucleotide transporter 1, NTT2: nucleotide transporter 2, ATBT1: Arabidopsis Brittle
1, PCN1: Peroxisomal adenine nucleotide carrier 1, PCN2: Peroxisomal adenine nucleotide
carrier 2, ER-ANT1: Endoplasmic Reticulum Adenylate Transporterl.

Tabela 1. Parametros de crescimento de plantas de A. thaliana com baixa expressao dos genes

AACI, AAC2 e AAC3. As plantas avaliadas possuiam cinco semanas de idade.

PARAMETROS WT aacl aac2 aac3

MSR 0,125 £ 0,006 0,135 £ 0,005 0,128 = 0,006 0,116 +0,003
MSSR 0,015 £ 0,001 0,017 £ 0,001 0,017 £ 0,001 0,014 + 0,001
RPA 0,104 + 0,003 0,114 + 0,003 0,120 = 0,005 0,1105 + 0,002

NF 30,50 £ 2,850 28,50 £ 0,544 28,00 £ 1,490 24,50 £ 0,470

AFT 58,70 £2,910 65,91 £ 2,360 65,00 £ 2,270 58,72 £ 1,610

AFE 46,63 + 1,974 48,691 + 1,627 50,14 + 1,580 51,25 +0,970

AFR 55,36 +2,600 55,95 +1,710 56,37 £ 1,560 54,40 £ 1,110
AFER 43,97 £2,011 41,33 £ 1,306 43,90 + 1,330 46,71 £ 0,955

Os valores representam a média + erro padrdo de seis amostras independentes. Abreviacoes:
*MSR: massa seca da roseta (g), MSSR: massa seca do sistema radicular (g), RPA: razdo
raiz/parte aérea, NF: numero de folhas, AFT: area foliar total (cmz), AFE: area foliar
es%ecffilca (m2 kg'l), AFR: area foliar da roseta (cm2), AFER: érea foliar especifica da roseta
(m*kg™).

3.4 - Avaliacdo do metabolismo ao longo do dia

Para avaliar os efeitos resultantes da baixa da expressdo dos transportadores AACs no
metabolismo, foram quantificados pigmentos ao meio do dia (4h) e compostos associados ao
metabolismo do nitrogénio (Figura 4) e do carbono (Figura 5) ao longo do dia, em condic¢oes

1deais de crescimento.

Quanto aos pigmentos quantificados, maiores niveis de clorofila a foram encontrados
em plantas aac2 e aac3 (Figura suplementar SA) enquanto que a concentracio de clorofila b
tendeu a aumentar para todos os gendtipos mutantes, sendo significante apenas para aac3
(Figura suplementar 5B). Assim, foi possivel observar menores valores na razao clorofila a/b
para os mutantes das trés linhagens (Figura suplementar 5D) e tendéncia de aumento nos

niveis totais de clorofila a e b para os trés mutantes em relacdo ao WT.
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Figura 3. Efeito da reducdo da expressdo de AACI, AAC2 e AAC3 nos parametros de trocas
gasosas em folhas de plantas de A. thaliana com cinco semanas de idade. A, curva de resposta
da fotossintese liquida (A) a intensidade de radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) em
plantas submetidas a 400 ppm de CO,. B, taxa de assimilacdo liquida de CO; (A) em funcdo
da unidade de area foliar. C, condutancia estomatica (gs). D, concentracdo interna de CO,
(C1). E, taxa de transporte de elétrons no PSII (E7R). F, razdo entre as concentra¢des de CO,
intercelular da folha e a do ar (Cy/C,). G, transpira¢do (E). H, respiracdo no escuro (Ry).
Valores representam a média + erro padrao de dez plantas individuais. Asteriscos indicam
diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teste ¢ de Student, em comparagdo com o tipo
selvagem (WT).
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Figura 4. Quantificacdo de metabdlitos em folhas de A. thaliana com expressao reduzida de
AACI, AAC2 e AAC3, cinco semanas apds a germinacdo. A, nitrato B, aminodcidos. C,
proteina. Valores representam a média + erro padrdo de cinco plantas. Asteriscos indicam
diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teste ¢ de Student, em comparacdo com o tipo
selvagem (WT). A area cinza do gréfico representa o periodo de escuro. MF: massa fresca.

Entre os outros compostos associados ao metabolismo do nitrogénio, foi possivel
observar que, ao meio do dia, as linhas aacl e aac2 exibiram alta concentra¢do de nitrato em
relagdo ao WT, o qual é catabolizado até o final do dia (Figura 4A). Esse consumo de nitrato €

acompanhado concomitantemente com aumento significativo nos teores de aminodcidos e
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proteinas nas trés linhagens mutantes em relagdo ao WT, resultando no actimulo dessas
moléculas no final do dia (8h) (Figura 4B e C). Esse comportamento sugere que o nitrato foi
utilizado na sintese de aminoacidos e proteinas. Observando a avaliacao do final da noite (Oh),
¢ possivel observar teores similares e até menores desses compostos, sugerindo um alto

consumo de aminodcidos e proteinas durante a noite.

Maiores alteracdes observadas entre as plantas mutantes e 0 WT ocorreram em relacio
aos compostos associados ao metabolismo do carbono. Diferencas maiores na concentragao
de malato foram encontradas durante o periodo luminoso, sugerindo acimulo de 4cidos
organicos ao longo desse periodo em plantas mutantes para AAC1 e AAC2 (Figura 5A). Nas
concentracdes de fumarato, foram observados maiores actimulos ao final do periodo luminoso
entre as plantas mutantes aacl e aac2, e grande consumo desse composto durante a noite,
destacando maiores efeitos no gendétipo aac2 e menores efeitos em plantas aac3 (Figura 5B).
Uma visao geral da flutuagcdo das concentracdes de dcidos organicos, em fungdo do periodo de
coleta, pode ser observada na Figura SH. Observando a soma de malato e fumarato, é possivel
estabelecer um padrdao em que, durante o periodo luminoso, o0 mutante aac2 principalmente,
aumenta consideravelmente a concentracdo desses compostos, o qual € consumido

rapidamente durante o periodo de escuro.

Quanto aos outros compostos associados ao metabolismo do carbono, foi possivel
observar diferencas na concentracdo de carboidratos ndo-estruturais entre as plantas mutantes
e WT entre os diferentes pontos de coleta. Foi constatado aumento nos niveis de glicose,
frutose, sacarose e amido ao longo do periodo luminoso acarretando no acimulo dos mesmos
no final do dia e rdpido consumo durante a noite (Figura 5C, D, E e F). No caso do amido,
somente o aac2 apresentou actimulos significativos durante o dia. Porém, no meio da noite
(16h), os mutantes das trés isoformas apresentaram menores concentracoes de amido. No final
da noite (24h) e no inicio do dia (Oh) os mutantes das trés isoformas apresentaram
concentracdes de amido similares as do selvagem, sugerindo que durante a noite os mutantes
tiveram uma maior e mais rdpida degradacdo do amido. Uma visdo geral das flutuacdes das
concentracdes de carboidratos totais, em fun¢do do periodo de coleta, pode ser observada na
Figura 5G. Observando a soma de glicose, frutose, sacarose e amido, € possivel constatar um
padrao onde mutante aac2 apresenta altos teores desses carboidratos durante o periodo

luminoso, o qual é consumido rapidamente durante o periodo de escuro.
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Figura 5. Quantificacdo de metabdlitos em folhas de A. thaliana com expressao reduzida de
AACI, AAC2 e AAC3, em plantas com cinco semanas de idade. A, malato. B, fumarato. C,
glicose. D, frutose. E, sacarose. F, amido. G, carboidratos totais referente a soma dos valores
de glicose, frutose, sacarose e amido. H, soma de malato e fumarato. Valores representam a
média + erro padrio de cinco plantas. Asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05),
segundo o teste ¢ de Student, em comparacdo com o tipo selvagem (WT). A area cinza do
gréafico representa o periodo de escuro. MF: massa fresca.
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Dados os resultados da taxa de sintese de sacarose, foi possivel constatar maior taxa de
sintese nas trés linhagens mutantes aacl, aac2 e aac3, acrescidos em 195%, 215% e 123% em
relacio ao WT (Figura 6A). J4 as taxas de sintese e degradacdo do amido apresentaram
aumento significativo na linhagem aac2 em relagdo ao WT, com acréscimo de 47,8% na taxa

de sintese e 39,8% na degradac¢ao (Figura 6B e C).
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Figura 6- Taxas de sintese e degradagdo de sacarose e amido em folhas de A. thaliana com
expressao reduzida de AACI, AAC2 e AAC3, em plantas com cinco semanas de idade. A, taxa
de sintese de sacarose. B, taxa de sintese de amido. C, taxa de degradac¢do de amido. Valores
representam a média + erro padrio de cinco plantas individuais. Asteriscos indicam diferenca
significativa (P < 0,05), segundo o teste ¢ de Student, em comparacdo com o tipo selvagem
(WT). MF: massa fresca.
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3.5 - Avaliacao da condicao redox das plantas

Sabendo da importancia que o balanco entre as formas reduzidas e oxidadas dos
nucleotideos de piridina exercem no funcionamento da célula e que medidas centrais de status
redox celular sdo as razdes de NADH/NAD" e NADPH/NADP®, foram quantificadas as
concentragdes de NADH, NAD', NADPH, NADP* e suas razdes. A linhagem aacl
apresentou um aumento significativo na concentracio de NADH (Figura 7A) e na razdo
NADH/NAD" em relagio ao WT (Figura 7E). Com relacdo as concentragdes de NADPH
(Figura 7B) ndo foram observadas diferencas significativas entre as linhas mutantes e o WT.
Ja nas concentracdes de NADP" (Figura 7D) apresentaram uma tendéncia de diminui¢io nas
linhas mutantes. Aumentos significativos na NADPH/NADP" foram observados para os

mutantes aac2 e aac3 (Figura 7F).
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Figura 7. Quantificagdo de nucleotideos de piridina em folhas de A. thaliana com expressao
reduzida de AACI, AAC2 e AAC3, em plantas com cinco semanas de idade coletadas no meio
do periodo de luz. A, NADH. B, NADPH. C, NAD". D, NADP*. E, NADH/NAD". F,
NADPH/NADP". Valores representam a média + erro padrio de cinco plantas. Asteriscos
indicam diferencas significativas (P < 0,05) segundo o teste # de Student, em compara¢do com
o tipo selvagem (WT). MF: massa fresca.
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3.6 — Avaliacio do metabolismo em condicio de luz e escuro continuos

Como observado no experimento sob condi¢des ideais de cultivo, as plantas mutantes
apresentaram um padrdo na flutuagdo das concentracdes dos compostos associados ao
metabolismo do carbono, principalmente, em funcdo do periodo de coleta. A fim de
aprofundar o entendimento dos dados obtidos, foi proposto um experimento onde as plantas
mutantes e o tipo selvagem foram submetidos a duas conti¢des independentes, luz e escuro

continuos.

A concentracdo de clorofila a apresentou maiores valores em plantas e aac3 (Figura
suplementar 5A), enquanto que a concentracdo de clorofila » ndo alterou significativamente
comparada ao WT (Figura suplementar 5B). De forma similar, ndo observou-se alteracdes na

soma das clorofilas, nem na razdo das clorofila a e b (Figura suplementar 5C e D)

Entre os compostos associados ao metabolismo do nitrogénio, as linhagens mutantes
aac? e aac3 apresentaram acimulo na concentragdo de aminodcidos ao longo das 52 horas de
luz continua. Em adicdo, foi observado aumento na concentragdo dos aminodcidos ao longo
dos oito dias na condi¢cdo de escuro, mas apenas para o mutante aac2 (Figura 8A).
Concomitantemente, os teores de proteinas sofreram maiores alteracdes entre mutantes e WT
no periodo de escuro. Nessa condi¢do, os mutantes aac2 e aac3 apresentaram tendéncia de
acumular mais proteinas comparado ao tipo selvagem ao longo dos oito dias na condi¢do

imposta (Figura 8B).

As maiores alteracdes foram observadas entre as plantas com baixa expressdo dos
transportadores AACs e WT em relacdo aos compostos associados ao metabolismo do
carbono. Quanto ao malato, ainda que a variacdo das concentragdes ndo tenha sido
estatisticamente diferente, € possivel observar tendéncia de acimulo do composto nos
mutantes, principalmente aac2 na condigdo de exposicdo a luz continua. No escuro, €
interessante observar menores concentracoes do composto nos genétipos aacl e aac3, em
relacdo ao WT (Figura 9A). Quanto ao fumarato, foram observados maiores niveis em plantas
aac2 em relacdo a plantas tipo selvagem no escuro (Figura 9B). Essa descri¢do observada de
forma geral na Figura 9H, com o comportamento das flutuagdes da soma das concentragdes

de malato e fumarato.
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Figura 8. Quantificagdo de metabdlitos em folhas de A. thaliana com expressdo reduzida de
AACI, AAC2 e AAC3, em plantas com cinco semanas de idade e posteriormente expostas a
condig¢des de 28 horas de luz continua, 52 horas de luz continua, quatro dias de pleno escuro e
oito dias de pleno escuro. As amostras foram coletadas no mesmo periodo do dia. A,
aminodcidos. B, proteina. Valores representam a média + erro padrdo de cinco plantas.
Asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teste ¢ de Student, em
comparacdo com o tipo selvagem (WT). A drea branca do gréifico representa a condi¢do
controle referente a coleta realizada antes da submissio do tratamento luminoso, a amarela é
referente as condicoes de luz continua e a cinza € referente as condicdes de pleno escuro. MF:
massa fresca.

Dentre os carboidratos, variagdes mais evidentes sdo vistas na quantificacdo de sacarose
e amido. Em plena luz, as plantas mutantes das trés linhagens se caracterizam por maior
acumulo de sacarose. No escuro (ap6s oito dias), € possivel visualizar que a concentracdo de
sacarose continua elevada em plantas mutantes em relacdo as plantas WT (Figura 9E). Por
outro lado, ndo foram observadas diferencas nos conteidos de amido durante o periodo
luminoso entre plantas mutantes e WT. Entretanto, no periodo escuro, plantas mutantes aacl
e aac3 apresentaram menores teores de amido, sugerindo uma maior degradacdo do amido
nessas linhas comparado ao tipo selvagem (Figura 9F). Esses dados inferem que o excesso de
sacarose entre os mutantes observada aos oito dias de escuro ndo era devido ao baixo
consumo desse composto durante a noite, mas possivelmente, devido da alta degradacdo do
amido, que disponibiliza grande quantidade de sacarose nessa condicdo, talvez mediante a
uma alta demanda celular. Essa descricdo pode ser observada de forma geral na Figura 9H,
com o comportamento das flutuagdes da soma das concentracdes da glicose, frutose, sacarose

e amido.
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Figura 9. Quantificacdo de metabdlitos em folhas de A. thaliana com expressdo reduzida de
AACI, AAC2 e AAC3, em plantas com cinco semanas de idade e posteriormente expostas a
condi¢Oes de 28 horas de luz continua, 52 horas de luz continua, quatro dias de pleno escuro e
oito dias de pleno escuro. As amostras foram coletadas no mesmo periodo do dia. A, malato.
B, fumarato. C, glicose. D, frutose. E, sacarose. F, amido. G, carboidratos totais referentes a
soma dos valores de glicose, frutose, sacarose e amido. H, soma dos valores de malato e
fumarato. Valores representam a média + erro padrdo de cinco plantas. Asteriscos indicam
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diferenga significativa (P < 0,05), segundo o teste ¢ de Student, em comparacdo com o tipo
selvagem. A drea branca do grafico representa a condi¢do controle referente a coleta realizada
antes da submissdao do tratamento luminoso, a amarela € referente as condi¢gdes de luz
continua e a cinza € referente as condi¢des de pleno escuro. MF: massa fresca.

3.7 - Analises em tecidos heterotroficos

Com base nos resultados obtidos nas andlises de expressao diferencial dos
transportadores AACs em diferentes 6rgdos e estidgios de desenvolvimento, foi possivel
constatar alta expressao dos transportadores AAC2 e AAC3 em 6rgdos e tecidos associados
ao estdgio reprodutivo da planta, sugerindo que esses transportadores exercem papel
importante nessa fase. Com o objetivo de conferir o efeito da baixa expressdo dos
transportadores AACs nesses tecidos, parametros de caracterizacdo da fase reprodutiva e

desenvolvimento de sementes foram avaliados.

Foram realizadas andlises de germinacdo de grdos de pdlen e comprimento do tubo
polinico entre as plantas mutantes o controle. Para ambas as andlises, germinacao de pdlen e
comprimento do tubo polinico, ndo foram observadas alteracOes significativas entre o tipo

selvagem e as linhagens mutantes (Figura 10A e B).

Plantas com baixa expressao do transportador AAC1 produziram um menor nimero de
siliquas por planta, 27,8% a menos que o WT (Figura 10C). Em relagdo ao comprimento das
siliquas, o numero de sementes por siliqua e a massa de 1000 sementes, foram observadas
alteracdes nos genotipos aac2 e aac3, os quais foram significativamente superiores quando
comparados ao WT (Figura 10D, E e F). Além disso, as plantas mutantes apresentaram
menores valores das dimensdes aferidas das sementes, sendo elas o comprimento e a largura,
que foram estatisticamente diferentes das observadas nas plantas WT, sugerindo que as

sementes das linhagens mutantes sao menores que as do WT (Figura 10G e H).

Foi verificada a porcentagem de germinacdo em fun¢do do tempo (dias) dos gendtipos
estudados em duas condicoes diferentes em relacdo a concentragdo de sacarose adicionada ao
meio de cultura usado como substrato para as sementes. Foi observado que no meio sem
sacarose 0 genotipo aac3 apresentou maior germinagdo (Figura suplementar 7A e B), sem
apresentar diferengas estatisticas nos parametros IVG, TMG e VMG (Tabela suplementar 3).
Ja no meio com 1% de sacarose, ndo houve alteracdo entre as linhagens mutantes e 0 WT
(Figura suplementar 7C e D), sem apresentar diferencas estatisticas nos parametros IVG,
TMG e VMG (Tabela suplementar 3).
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Figura 10. Parametros relacionados a fase reprodutiva de plantas WT e com expressao
reduzida de AACI, AAC2 e AAC3. A, nimero total de siliquas. B, comprimento da siliqua. C,
nimero de sementes por siliqua. D, massa de 1000 sementes. E, comprimento das sementes.
F, largura das sementes. G, germinacdo do grao de pdlen. H, comprimento do tubo polinico.
Valores representam a média + erro padrao de seis plantas. Asteriscos indicam diferenca
significativa (P < 0,05), segundo o teste ¢ de Student, em comparacdo com o tipo selvagem
(WT).
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Também foi avaliado o crescimento radicular dos genétipos estudados em funcdo do
tempo (dias) em trés condi¢des diferentes em relacdo a concentragdo de sacarose adicionada
ao meio de cultura usado como substrato para as sementes. Na condicdo sem sacarose, nao
houve diferencas estatisticas entre os mutantes ¢ o WT, mas houve um leve aumento no
comprimento das raizes dos genétipos mutantes (Figura suplementar 8A e B). Nao houve
alteracdes no crescimento radicular na condicdo com 0% se sacarose (Figura suplementar 8C
e D). No meio com 2% se sacarose também ndo houve alteracdes significativas, porém
observa-se tendéncia de menor crescimento radicular entre os mutantes em comparagdo com o

WT (Figura suplementar 8D e E).
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4 - DISCUSSAO

Os resultados das andlises qRT-PCR indicam que o gene AAC! € a isoforma dominante
entres os AACs em A. thaliana, independente do tecido e estdgio do desenvolvimento. Essa
observagdo € consistente com os dados de expressdo génica publicamente disponiveis (Winter
et al., 2007) (Figura Suplementar 2). Como ja caracterizado em outros estudos, AAC1 ¢ a
mais abundante das proteinas transportadoras mitocondriais, apresentando mais de 300 ESTs,
trés vezes o nimero do Transportador de Fosfato 1 (do inglés Phosphate Carrier 1 [PiC1 ;
At5g14040]), o segundo membro mais abundante registrado (Millar and Heazlewood, 2003;
Picault et al., 2004; Haferkamp, 2007). Portanto, pode-se sugerir que o transportador AAC1
cumpre a fun¢do principal na transferéncia de energia das mitocOndrias para o citosol em A.
thaliana (Haferkamp, 2007) e talvez por esse motivo, no presente trabalho, nao foi possivel

isolar um mutante knockout capaz de se desenvolver até a fase reprodutiva.

Os genes AAC2 e AAC3 apresentam niveis de expressdo consideravelmente inferiores
aos do AACI, com picos de expressdo em tecidos relacionados a fase reprodutiva como
encontrados nas flores, pdlen e siliquas, corroborando com Haferkamp (2007) e com os dados
de expressdo (Figuras suplementares 3 e 4, respectivamente). Ainda que ndo tenha o nivel de
expressao comparado ao gene AACI, o AAC2 também estd entre os 11 transportadores
mitocondriais que apresentam pelo menos 10 ESTs (do inglés: Expressed Sequence Tag)
sendo, portanto, um dos transportadores MCFs mais expressos (Picault et al., 2004). Essa
variacdo no padrao de expressdo entre Orgaos e estagios do desenvolvimento sugere que esses

transportadores exercam o papel fisioldgico de forma nédo redundante.

Teoricamente, a diminui¢cdo na expressdo dos transportadores AACs, ao reduzir a
quantidade destes transportadores, contribui para uma menor capacidade de distribuicdo do
ATP da matriz mitocondrial para o citosol. Dessa forma o processo pelo qual o ATP ¢é
exportado da mitocondria para o citossol e 0 ADP € importado para a matriz mitocondrial
ocorre em menores propor¢des limitando a atividade da ATP Sintase. O turnover de adenilato
limita a via respiratéria, em funcdo da restri¢io no fornecimento de adenilatos (O’Leary and
Plaxton, 2017; O’Leary et al., 2018). Quando ocorre de forma lenta, pode acarretar em
alteracOes no steady-state energético (Geigenberger et al., 2010), contribuindo assim para a
redugdo da cadeia transportadora de elétrons da mitocondria (mCTE). Essa redu¢ao da mCTE
promove aumento no poder redutor da organela, que quando ndo regenerado a sua forma

oxidada, pode comprometer o balago redox no compartimento. Considerando que,
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principalmente durante o dia, a mitocOndria esta envolvida com a dissipagdo de redutores
provenientes de outros processos metabolicos como fotossintese e fotorrespiragdo (Scheibe
and Dietz, 2012; Liang et al., 2015; Selinski and Scheibe, 2018), o turnover reduzido dos
adenilatos pode contribuir para uma sobrecarga na atividade mitocondrial e um
comprometimento dela no periodo luminoso (Zhang et al., 2012; Liang et al., 2015). Assim, a
hipétese em que a baixa expressdo dos transportadores AACs acarreta no aumento do poder
redutor celular no periodo luminoso, pode ser corroborada com os resultados apresentados na
Figura 7, onde a razio NADPH/NADP" é maior nas linhagens aac2 e aac3, e NADH/NAD" é

maior em aacl.

Considerando a menor capacidade de distribuicio do ATP/ADP como um fator que
promove o estresse oxidativo no sistema, pode-se sugerir que a proteina AAC2 tenha um
importante papel na distribuicdo de energia no estresse, uma vez que o gene € up-regulado
nessa condicdo (Fonseca-pereira et al., 2018). O transportador AAC2 também € caracterizado
por apresentar menor afinidade aos substratos ATP/ADP e maiores valores de Vmdx,
comparado ao transportador AAC1 (Haferkamp et al., 2002). Assim o AAC2 pode agir como
transportador de menor afinidade, que € requerido em situacdo de maior razdo ATP/ADP na
matriz mitocondrial. Sendo assim, pode-se inferir que o transportador AAC2 atue na
complementacio da atividade do AAC1 quando ha excesso de energia na mitocondria. No
caso da auséncia desse transportador, a alta razdo ATP/ADP na matriz mitocondrial ndo seria
redistribuida de forma dinamica, sendo necessario que os outros transportadores de adenilatos
compensassem essa funcdo, com o proposito de evitar alteracdo no steady-state energético
celular. Essa hipdtese justifica o aumento significativo encontrado na expressdo, tanto dos
transportadores de adenilato mitocondriais, como nos ndo-mitocondriais na linhagem aac2,
favorecendo assim a exportacdo de ATP da mitocOndria e a importacdo dessa molécula em

outras organelas, respectivamente, contribuindo para um turnover dindmico de adenilatos.

Apesar de constatada baixa expressao dos genes AACI, AAC2 e AAC3 nas linhas
mutantes isoladas, a diminui¢do da expressdo dos transportadores AACs na mitocondria ndo
teve efeito letal nos mutantes para nenhuma das isoformas. Isso pode ser explicado pelo fato
de existirem as outras isoformas AACs na auséncia a isoformas suprimida, bem como a
existéncia de outros transportadores de adenilato na mitocondria que podem assumir o papel
da isoformas suprimida, compensando a falta do transportador. Em 7. brucei, por exemplo,
proteinas APC’s demonstraram compensar o transporte de adenilatos em baixa expressdo do
gene AAC (Stael et al., 2011; Pefia-Diaz et al., 2012).
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Ainda que o efeito da baixa da expressdo das proteinas AACs favoreca o estresse
oxidativo do sistema, ndo houve alteracdo nos parametros de trocas gasosas sugerindo que a
eficiéncia fotossintética ndo foi afetada pela reducdo na expressdo individual de
transportadores AACs. Uma possivel explicagdo para esse resultado sdo os diversos
mecanismos de regeneracdo dos aceptores de elétrons essenciais na fase fotoquimica. Dentre
esses mecanismos, existe a migracdo do excesso do poder redutor proveniente dos
cloroplastos para a mitocondria via “lancadeiras de malato” durante o periodo luminoso. O
malato proveniente dos plastidios pode ser importado pela mitocondria e oxidado a
oxaloacetato, gerando NADH nesse processo e contribuindo para o aumento de poder redutor
no compartimento (Noguchi and Yoshida, 2008; Scheibe and Dietz, 2012; O’Leary et al.,
2018; Selinski and Scheibe, 2018). Esses mecanismos constituem uma vantagem fundamental
em termos de flexibilidade metabdlica em situacdes em que a oferta de poder redutor é maior
que a demanda para seu uso (O’Leary et al., 2018). No presente estudo, as linhagens mutantes
apresentaram tendéncia de actimulo de malato durante o periodo luminoso, que pode ser
resultante da dissipacdo energética a partir do malato, acompanhado pela possivel baixa taxa
de consumo desse metabdlito pela mitocondria, uma vez que o efeito da reducio das proteinas
transportadoras AACs possivelmente favorece um desbalanco redox na organela e

consequentemente uma sobrecarga na atividade mitocondrial.

Nao foi possivel verificar alteragdes nos parametros de crescimento entre os mutantes e
o tipo selvagem. No entanto, foi observada maior respiracdo noturna entre oS mutantes.
Considerando que a respiracdo noturna € responsavel por grande parte do fornecimento de
esqueleto de carbono e alta producdo energética, essa via metabdlica possibilita atender as
demanda necessdrias nos processos de manutencdo, resultando em altas taxas de crescimento
dos tecidos (Ainsworth and Long, 2005; Markelz et al., 2014). Assim, pode-se inferir que
maiores taxas respiratorias entre os mutantes durante a noite pode compensar 0 crescimento
vegetativo e outras demandas, possivelmente comprometido durante o periodo luminoso,
acarretando na similaridade fenotipica entre os mutantes AACs e o WT. Além disso, visto que
as plantas mutantes tendem a apresentar estresse oxidativo, complexos proteicos
desacopladores de energia podem estar sendo regulados positivamente e estarem atuando na
membrana interna da mitocondria, desvinculando a alta taxa respiratéria da producdo
energética (Vishwakarma et al., 2015). Esse mecanismo pode ser realizado através da

atividade da Oxidase Alternativa (AOX) que reduz o O, a HO com menor bombeamento de
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prétons para o espaco intermembrana da mitocondria, contribuindo assim para um reducao na

producdo de ATP via processo respiratorio (Vishwakarma et al., 2015).

Nas avaliagdes metabolicas, foi possivel constatar padrées na flutuagdo das
concentracdes dos compostos quantificados mediante aos cinco pontos de coleta, deixando
evidente diferentes comportamentos do metabolismo durante o periodo luminoso e o escuro.
Com o proposito de confirmar os padrdes e intensificar os fendtipos observados, foi realizado
o experimento onde as plantas mutantes € WT foram submetidas sob condi¢cdes independentes
de luz continua e pleno escuro. Os resultados foram condizentes com os obtidos previamente

no experimento sob condi¢des normais.

Quanto aos compostos relacionados ao nitrogénio, verificou-se uma alta concentracio
de nitrato ao meio dia para os mutantes das trés isoformas de AACs em relagdo ao WT. Esse
excesso de nitrato foi consumido ao longo do dia, concomitantemente com aumentos
significativos na quantidade de aminodcidos e proteinas, inferindo que esse nitrato foi
utilizado para a sintese dessas outras moléculas. Durante o dia, o poder redutor fornecido pela
fotossintese e fotorrespiragdo as mitocondrias pode substituir a necessidade de formagao de
redutores através do ciclo TCA, tornando-o principal fornecedor de esqueleto de carbono para
sintese de outras moléculas (Sweetlove et al., 2010; Tcherkez et al., 2012). Considerando que
os mutantes AACs tenderam a possuir maior poder redutor, essa condi¢do possibilita que o
ciclo TCA atenda demandas ainda maiores de esqueleto de carbono para vias de biossintese
aminodcidos e proteinas (Noguchi and Yoshida, 2008; Liang et al., 2015; O’Leary et al.,
2018), o que corrobora com as altas concentragdes desses compostos observadas nas plantas

mutantes AACs.

Além do metabolismo do nitrogénio, alteracdes foram observadas nos niveis de
compostos associados ao metabolismo do carbono. Os mutantes com baixa expressao para os
transportadores AACs, principalmente o aac2, apresentaram maiores concentracdes de
carboidratos ndo-estruturais ao final do periodo de luz, principalmente da sacarose. Esse
resultado sugere que esse acuicar pode ter sido consumindo em menor quantidade ou
sintetizado em maior quantidade, ou ainda que ambos os processos estivesses acontecendo
durante o periodo luminoso. Dentre os fatores que podem acarretar na diminui¢do respiragao
diurna, vale destacar a regulacdo pds-traducional de enzimas importantes da respiragdo. O
Complexo Piruvato Desidrogenase (PDC) (Tovar-Méndez et al., 2003) e Glicose-6-fosfato

Desidrogenase plastidial (Wenderoth et al., 1997), por exemplo, podem ser inibidas pela luz e
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pelo aumento de poder redutor sendo esses, portanto, fatores importantes no processo
respiratorio. Considerando que o possivel aumento da razio ATP/ADP pode inibir a mCTE e
gerar acimulo de redutores na matriz mitocondrial em plantas com baixa expressao dos AAC,
essas enzimas podem ter sido inibidas, acarretando no aumento da concentracdo de
substrato/intermedidrios das reacdes da via respiratéria, fazendo com que a sacarose nao
estivesse sendo consumida na mesma velocidade como em condi¢des normais, favorecendo
seu acimulo (O’Leary et al., 2018). Além dessa regulagdo, diversos produtos da respiragao,
quando acumulados, tem a capacidade inibir enzimas da glicélise e do ciclo TCA (O’Leary
and Plaxton, 2017; O’Leary et al., 2018), contribuindo para também para o consumo mais
lento da sacarose e outros intermedidrios metabodlicos utilizados na respiragdo, como malato,
fumarato, glicose e frutose, que também tenderam a acumular em maior quantidade nos
mutantes avaliados. Esses resultados corroboram a hipétese que, durante o dia, a respiragdo é

dificultada em funcdo da baixa expressao dos transportadores AACs.

Por outro lado, o trabalho realizado por Liang et al. (2015), com A. thaliana mutantes
que exibiam altos niveis energéticos na forma de ATP, no cloroplasto durante o dia, e na
mitocondria durante a noite, demonstraram maiores concentracoes de sacarose durante o
periodo luminoso, dada pela maior atividade da sacarose fosfato sintase (SPS) promovida
pelo excesso de ATP. Essa possibilidade pode ser sustentada para o presente trabalho
considerando que o estresse oxidativo pode estimular a expressdo dos transportadores de
adenilato da célula, contribuindo para exportacio do ATP da mitocondria, o qual pode atuar

na atividade da SPS, promovendo assim alta sintese de sacarose.

Curiosamente, ao longo do periodo de escuro, os agtcares acumulados durante o dia
foram catabolizados de modo que, no inicio do dia, as concentra¢des dos carboidratos néo-
estruturais foram similares ou até menores que as do tipo selvagem (Figura 5 € 9). No escuro,
as condicdes redox da célula sio mais favoraveis a homeostase, uma vez que a fase
fotoquimica da fotossintese nem a fotorrespiracao nao mais contribui com poder redutor para
a mitocondria. Além disso, no escuro as proteinas da mCTE sdo maximizadas, bem como a
maior capacidade de algumas enzimas do ciclo TCA, fazendo da mitocondria a principal
fornecedora de ATP para a célula nesse periodo (Lee et al., 2010; Liang et al., 2015; O’Leary
et al., 2018). Isso sugere que essa concentragdo extra de acticares permitiu que mais substrato
estivesse disponivel a noite, induzindo uma maior respiracdo noturna mitocondrial, como foi

constatado nos mutantes estudados (Figura 3H).
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Assim, numa visdo geral, os transportadores de adenilato AACI1-3 contribuem para um
fornecimento da energia para os demais compartimentos celulares, promovendo o turnover
dindmico dos adenilatos. Essa renovac¢ao dindmica de ATP e ADP contribui para o steady-
state celular, de modo auxiliar na manutencdo do estado redox do sistema. Ainda poucas
abordagens foram realizadas para avaliar o efeito de pools alterados de adenilato nas plantas,
fazendo-se necessdrios experimentos mais aprofundados para auxiliar no esclarecimento desse

campo de estudo.

32



5 - CONCLUSOES

O transportador mitocondrial de adenilato AACI1 € a isoformas é dominante entre os
AACs em A. thaliana, independente do tecido e estdgio do desenvolvimento. AAC2 e o
AAC3 sdo expressos em baixos niveis em nos tecidos e ao longo das fases do
desenvolvimento, sendo regulados positivamente em tecidos relacionados a fase reprodutiva,
como grao de poélen, flor e siliqua. A diminuicdo da expressdo dos genes AACI, AAC2 e
AAC3 ndo tem efeito letal nos mutantes para nenhuma das isoformas, provavelmente pelo
efeito de compensagdo da atividade suprimida dos AACs assumido pelos outros
transportadores de adenilato existentes na mitocondria. Nem o crescimento € nem o processo
fotossintético € compromentido nas plantas mutantes isoladas no trabalho. Porém as plantas
mutantes para as tr€s isoformas apresentam maiores taxas de respiracdo noturna. Além da
respiracdo, o metabolismo das plantas mutantes exibem alteragcdes nos padroes de
comporamento no periodo diurno e noturmo. Durante o dia ocorre aumento de poder redutor
nas formas de NADPH e NADH. Da mesma forma, ocorre actimulo de compostos
nitrogenados e carbonados, o qual sdo rapidamente consumido durante a noite. Dessa forma, o
excesso de subtrato acumulado durante o dia, provavelmente impulsiona maiores taxas de
respiragdo durante a noite. Assim, maiores taxas respiratrias entre os mutantes durante o
escuro podem compensar o crescimento vegetativo, possivelmente comprometido durante o
periodo luminoso, ou ainda ser resultado de maior dissipa¢do do excesso energético pela
AOX. Assim, os transportadores AACs promovem uma dindmica particdo de adenilatos que
contribue para sincronismo entre o metabolismo diurno e noturno, favorescendo a

manutencao do estado redox e steady-state celular.
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Figura 1- Genotipagem das plantas mutantes homozigotas com inser¢do de T-DNA para os
genes AAC1, AAC2 e AAC3. A, representacido esquematica do gene AtAACI (At3g08580),
ArAAC2 (At5g13490) e AtTAAC3 (At4g28390) indicando os respectivos locais de inser¢ao do
T-DNA. As caixas pretas representam os éxons e as setas cinzas indicam as posicdes dos
primers usados na técnica PCR para genotipagem para selecdo das plantas mutantes

homozigotas. B, As bandas em gel de agarose 1% correspondentes aos produtos da reacio de
PCR, utilizando-se primers indicados no item 2.1.
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Figura suplementar 2- Andlise in silico do gene AACI em diferentes tecidos. Fonte:
Arabidopsis eFP Browser <http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi>
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Figura suplementar 3- Andlise in silico do gene AAC2 em diferentes tecidos. Fonte:
Arabidopsis eFP Browser <http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi>
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Figura suplementar 4- Andlise in silico do gene AAC3 em diferentes tecidos. Fonte:
Arabidopsis eFP Browser < http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi>
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Figura suplementar 6. Quantificacdo de clorofilas em folhas de A. thaliana com expressao
reduzida de AACI, AAC2 e AAC3, em plantas com cinco semanas de idade e posteriormente
expostas a condi¢des de 28 horas de luz continua, 52 horas de luz continua, quatro dias de
pleno escuro e oito dias de pleno escuro. As amostras foram coletadas no mesmo periodo do
dia. A, clorofila a. B, clorofila b. C, conteudo de clorofila a + b. D, razdo clorofila a/b.
Valores representam a média + erro padrdo de cinco plantas individuais e os asteriscos
indicam diferenga significativa (P < 0,05), segundo o teste ¢ de Student, em compara¢do com
o tipo selvagem. A drea branca do gréfico representa a condi¢do controle referente a coleta
realizada antes da submissdo do tratamento luminoso, a amarela € referente as condi¢des de
luz continua e a cinza € referente as condi¢des de pleno escuro. MF: massa fresca.
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Figura Suplementar 7- Germinagdo de sementes de A. thaliana com expressdo reduzida de
AACI, AAC2 e AAC3. Percentual de germinacdo em meio MS com 0% (A) e 1% (C) de
sacarose ao longo de trés dias. Percentual de germinag¢do em meio MS com 0% (B) e 1% (D)
de sacarose ao final da avaliacdo. Valores representam a média + erro padrao de dez placas,
cada uma com 50 sementes por genotipo e os asteriscos indicam diferenca significativa (P <
0,05), segundo o teste ¢ de Student, em comparacdo com o tipo selvagem. MS: Murashige e
Skoog.
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Figura suplementar 8- Avaliacio do crescimento radicular a partir de sementes de A.
thaliana com expressdo reduzida de AACI, AAC2 e AAC3. Comprimento radicular avaliado
num periodo de 13 dias com sementes cultivadas em meio MS contendo 0% (A),1% (C) e 2%
(E) de sacarose. Comprimento radicular ao final do periodo de avaliacdo de sementes
cultivadas em meio MS contendo 0% (B), 1% (D) e 2% (F) de sacarose. Valores representam
a média + erro padrdo de oito placas, cada uma com cinco sementes por gendtipo € os
asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teste ¢ de Student, em
comparacao com o tipo selvagem. MS: Murashige e Skoog.
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Tabela Suplementar 1- Primers utilizados nas andlises de RT-PCR realizadas neste estudo

Gene Locus Forward primer Reverse primer

AACI At3g08580 5’-CTCCTCACTGGTGACTTACAGGAC-3’ 5’-TTGTACTTGACAGCTTCACCAGAC-3’
AAC2 At5g13490 5’- CTCATTTCTTCTTCTTCGCTCA-3’ 5’- AGCTCAAGAGTTGGCCAGAA-3’
AAC3 At4g28390 5’- GTGTTGGGTAAGAAGTATGGCT-3’ 5’- AGAACTAAGACAAAGGGCCACA-3’
APC1 At5g61810 5-GGAGCCAGGTCCTTTGATACAAC-3' 5'-TCAGAAACTCTTGGCCCATGC-3'
APC3 At5g07320 5'-CGAGATGGGCGTGTTGATTACC-3' 5'-AATGCCGGCCTTAACAAGAGC-3'
ADNTI At4g01100 5-TGGAAGGCTAACTGTCCAGACC-3' 5'"TGGAAGCCAACCACGGTACAAG-3'
NTTI At1g80300 5-TGTGTATGTCGGTGCCCTTCAG-3' 5'-GCAGCTTTGCCTTTAACCTTGG-3'
NTT2 Atlgl15500 5-TACTCGCAGCAGTGTACGTTGG-3' 5-GCAGCTTTGCCTTTAACCTTGG-3'
ATBTI At4g32400 5-CTCGCCTTACAATTCAGAGAGGTG-3' 5-AGAGTTCTGTGGGTCCTTCCTC-3'
PNC1 At3g05290 5-ATCCAGCAATCAGGTGCAAGG-3' 5-TTCTCCATATGGCATACACAACCC-3'
PNC2 At5g27520 5S-TCTCTGCCTTTATGGCGTTTGTG-3' 5'-GCTTGAATCATAACCTTGCACCTG-3'
ER-ANTI  At5g17400 5-TGGAGAGGAAACCAAGCCAATGTC-3' 5-TGCAAAGTTGGAAGCCTGTGTAGG-3'
ACT At2g37620 5-CTTGCACCAAGCAGCATGAA -3' 5'-CCGATCCAGACACTGTACTTCCTT-3'

AACI: ADP/ATP carrier 1, AAC2: ADP/ATP carrier 2, AAC3: ADP/ATP carrier 3, APCI1: Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 1, APC3:
Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 3, ADNTI: Adenine Nucleotide Transporter 1, NTTI: nucleotide transporter 1, NTT2: nucleotide
transporter 2, ATBT1: Arabidopsis Brittle 1, PCN1: Peroxisomal adenine nucleotide carrier 1, PCN2: Peroxisomal adenine nucleotide carrier 2,
ER-ANT1: Endoplasmic Reticulum Adenylate Transporterl, ACT: Actin.
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Tabela Suplementar 2- Similaridade (em porcentagem) entre sequéncias de aminodcidos deduzidos de todas as proteinas transportadoras de
adenilatos contidas na célula vegetal, até entdo descritas em Arabidopsis thaliana.

(%) 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15

1-AACI 100,00

2-AAC2 86,53 100,00

3-AAC3 74,94 74,62 100,00

4-APCI 27,30 27,05 28,25 100,00

5-APC2 29,54 28,32 29,29 67,62 100,00

6 -APC3 26,84 27,21 27,78 80,83 74,33 100,00

7 -ADNT1 26,54 26,89 27,71 36,31 34,58 35,49 100,00

8 -NTT1 - - - - - - 47,37* 100,00

9 -NTT2 - - - - - - 47,37* 89,42 100,00

10 -TAAC/PAPSTI 30,00 29,39 31,43 30,22 36,69 3097 31,73 - - 100,00

11 -ATBT1 28,72 27,30 29,89 35,02 32,85 35,14 3447 - - 33,45 100,00

12 -PNC1 23,23 22,64 2252 2491 26,53 23,37 2273 - - 27,81 22,07 100,00

13 -PNC2 2424 22,97 2290 24,05 24,57 24,05 25,74 - - 24,08 21,62 86,73 100,00

14 -ER-ANTI1 61,77 61,09 63,79 28,21 28,62 26,64 28,66 - - 30,79 28,09 24,88 25,56 100,00

15 -PM-ANTI1 40,40 39,40 39,27 30,26 2548 27,39 3047 3548* 26,56* 28,00 25,68 20,58 21,41 37,25 100,00
AACI (AT3G08580):. ADP/ATP carrier 1, AAC2 (AT5G13490): ADP/ATP carrier 2, AAC3 (At4g28390): ADP/ATP carrier 3, APCI

(At5g61810) : Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 1, APC2 (At5g51050): Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 2, APC3 (At5g07320):
Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 3, ADNTI(At4g01100): Adenine Nucleotide Transporter 1, NTTI(At1g80300): nucleotide transporter 1,

NTT2 (Atl1gl15500): nucleotide transporter 2, TAAC/PAPSTI (At5g01500):

PAPS/PAP carrier in plastids and an ATP/ADP carrier in the

thylakoid membrane, ATBT1(At4g32400): Arabidopsis Brittle 1 PCNI (At3g05290): Peroxisomal adenine nucleotide carrier 1, PCN2
(At5g27520): Peroxisomal adenine nucleotide carrier 2, ER-ANTI(At5g17400): Endoplasmic Reticulum Adenylate Transporterl, PM-
ANTI(At5g56450): Plasma Membrane Adenylate Transporter. O simbolo ‘*’ representa similaridades com valor de cobertura menor que 20. O
simbolo ‘- representa similaridade nao detectada.
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Tabela suplementar 3. Parametros relacionados a avaliacdo da germinagdo de plantas de A.
thaliana com baixa expressao dos genes AACI, AAC2 e AAC3 em meio MS contendo 0% e
1% de sacarose. As avaliagdes foram realizadas num periodo de trés dias, a contar
posteriormente ao periodo de estratificacdo, onde as sementes foram submetidas ao escuro
numa temperatura de 4°C durante trés dias

0% sacarose

PARAMETROS WT aacl aac2 aac3
IVG 46,58 £ 1,44 46,6 2,00 45,76 + 0,81 43,87 + 1,67
TMG 0,94 £ 0,03 0,93 £ 0,04 0,92 +£0,01 0,87 £ 0,03
VMG 1,07 £ 0,04 1,08 + 0,05 1,09 + 0,02 1,15 +0,05

1% sacarose

PARAMETROS WT aacl aac2 aac3
IVG 50,02 +1,15 49,84 £ 1,19 47,33+ 1,45 49,20+ 1,95
TMG 1,00 £ 0,02 1,00 £ 0,03 0,94 £ 0,02 0,99 + 0,03
VMG 0,99 + 0,03 0,99 + 0,04 1,05 £ 0,03 1,01 £ 0,05

Os valores representam a média + erro padrdo de oito placas independentes contendo 50
sementes de cada gendtipo; valores em negrito apresentam diferencas significativas pelo teste
t de Student (P < 0,05) em comparagdo com o tipo selvagem (WT). Abreviacoes: *IVG:
indice de velocidade de germina¢dao (adimensional). TMG: tempo médio de germinacdo
(dias). VMG: velocidade média de germinagdo (‘dias). MS: Murashige e Skoog.
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