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RESUMO

Nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) é uma coenzima que desempenha um

papel central no metabolismo redox em todos os domínios da vida. Esse nucleotídeo

de pirimidina é muito importante em diversas reações oxirredutoras necessárias para

um bom funcionamento do metabolismo celular, como fotossíntese, -oxidação de

lipídios, via oxidativa das pentoses e ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA),

possuindo papel de sinalizador a nível celular. O alumínio (Al) está entre os

principais limitantes do desenvolvimento e produtividade de culturas em solos ácidos

(pH<5). A acidificação do solo culmina na solubilização de cátions tóxicos de Al no

mesmo, sendo a principal forma o Al3+. Quando submetidas à longos períodos de

exposição ao Al, as plantas sofrem diversas alterações fenotípicas. Com efeito, a

toxicidade ao Al resulta no estresse oxidativo, acarretando danos aos componentes

celulares. A exposição ao Al causa redução na respiração mitocondrial,

provavelmente devido a danos oxidativos resultantes da produção acentuada de

espécies reativas de oxigênio (ROS). Em Arabidopsis, já foram identificados diversos

transportadores de NAD+, incluindo os localizados na membrana interna (NDT1 e

NDT2) e o transportador peroxissomal (PXN). O papel dessas proteínas é importar

essa nicotinamida para o interior da respectiva organela em troca de diversos

nucleotídeos, fosfatados ou não. O NAD desempenha papel fundamental de

regulação no estado redox celular e em reações oxidativas do metabolismo de ROS.

Por tudo isso, hipotetiza-se que os transportadores de NAD mitocondriais e

peroxissomais possuem papel importante nas plantas em resposta ao Al em níveis

tóxicos. Assim, níveis ideais de NAD+ em cada organela seriam necessários para

respostas adequadas da planta a esse metal. A fim de elucidar mecanismos de

tolerância ao Al em distintos estádios do desenvolvimento de Arabidopsis thaliana, o

genótipo selvagem (WT) e os mutantes deficientes na expressão dos

transportadores de NAD (ndt1, ndt2 e pxn1) foram submetidos aos tratamentos pH

5.7, pH 4 e pH 4 + Al. Parâmetros de germinação, morfométricos e histoquímicos

foram analisados em plântulas e parâmetros metabólicos e fotossintéticos em

plantas adultas. Os resultados demonstraram que os mutantes apresentaram menor

velocidade de germinação que o WT, sendo que pxn1 foi o mutante mais afetado

para este parâmetro. Análises in sílico sugerem que a proteína
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PXN é altamente expressa em sementes durante a germinação. Apesar das

diferenças na velocidade da germinação, a porcentagem final de germinação é igual

para todos os genótipos. Os mutantes ndt1 e ndt2 apresentaram maior comprimento

de raiz que o WT sob condições ótimas. Nas demais análises, os genótipos não

apresentaram diferenças importantes no conteúdo de metabólitos ou parâmetros

fotossintéticos apresentados. Esses últimos resultados coincidem com os de

análises prévias com os mesmos genótipos. Em síntese, a baixa expressão dos

transportadores mitocondriais e peroxissomal não promoveu alterações significativas

nos parâmetros de desenvolvimento das plantas sob tratamentos de pH ácido e Al

em concentrações tóxicas.

Palavras-chave: Transportadores; Coenzimas; Estresse abiótico; Metabolismo

mitocondrial; Respiração



ABSTRACT

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) is a coenzyme that plays a central role in

redox metabolism across all domains of life. This pyrimidine nucleotide is crucial in

various oxidation–reduction reactions required for proper cellular metabolic function,

such as photosynthesis, lipid -oxidation, the oxidative pentose phosphate pathway,

and the tricarboxylic acid (TCA) cycle, and it also acts as a cellular signaling

molecule. Aluminum (Al) is among the major limiting factors for crop development

and productivity in acidic soils (pH < 5). Soil acidification leads to the solubilization of

toxic Al cations, predominantly in the form of Al³. When exposed to prolonged periods

of Al, plants undergo several phenotypic changes. Indeed, Al toxicity results in

oxidative stress, causing damage to cellular components. Exposure to Al reduces

mitochondrial respiration, likely due to oxidative damage resulting from the enhanced

production of reactive oxygen species (ROS). In Arabidopsis, several NAD

transporters have already been identified, including those located in the inner

mitochondrial membrane (NDT1 and NDT2) and the peroxisomal transporter (PXN).

The role of these proteins is to import nicotinamide adenine dinucleotide into their

respective organelles in exchange for various nucleotides, phosphorylated or not.

NAD plays a fundamental role in regulating cellular redox state and oxidative

reactions within ROS metabolism. Altogether, it is hypothesized that mitochondrial

and peroxisomal NAD transporters play an important role in plant responses to Al at

toxic levels. Thus, optimal levels of NAD within each organelle would be required for

appropriate plant responses to this metal. To elucidate mechanisms of Al tolerance at

different developmental stages of Arabidopsis thaliana, the wild type (WT) and

mutants deficient in the expression of NAD transporters (ndt1, ndt2, and pxn1) were

subjected to treatments of pH 5.7, pH 4, and pH 4 + Al. Germination, morphometric,

and histochemical parameters were analyzed in seedlings, and metabolic and

photosynthetic parameters were analyzed in adult plants. The results showed that the

mutants exhibited slower germination rates than the WT, with pxn1 being the most

affected mutant for this parameter. In silico analyses suggest that the PXN protein is

highly expressed in seeds during germination. Despite differences in germination

rate, the final germination percentage was the same for all genotypes. The ndt1 and

ndt2 mutants
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displayed greater root length than the WT under optimal conditions. In the remaining

analyses, the genotypes showed no major differences in metabolite content or the

photosynthetic parameters assessed. These latter results are consistent with

previous analyses carried out with the same genotypes. In summary, reduced

expression of mitochondrial and peroxisomal transporters did not lead to significant

alterations in plant developmental parameters under acidic pH treatments and toxic

Al concentrations.

Keywords: Transporters ; Coenzymes; Abiotic stress ; Mitochondrial metabolism ;

Respiration
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Importância da nicotinamida adenina dinucleotídeo ao nível celular 

Nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) é uma coenzima que desempenha um 

papel central no metabolismo redox em todos os domínios da vida. Os nucleotídeos 

de pirimidina são compostos por dois nucleosídeos conectados por um grupo difosfato 

(GAKIÈRE et al., 2018). Esse nucleotídeo de pirimidina é essencial em diversas 

reações oxirredutivas necessárias para um bom funcionamento do metabolismo 

celular, possuindo também um papel sinalizador a nível celular (HUNT e GRAY, 2009). 

O NAD pode ser encontrado na forma oxidante, NAD+ e na forma redutora, NADH. 

Ainda existe também, em uma forma fosforilada e oxidada, NADP+ e reduzida, 

NADPH. NADP é a forma mais envolvida em processos biossintéticos (KRAMER et 

al., 2004) enquanto o NAD está frequentemente associado a processos catabólicos 

(GEIGENBERGER, 2003).  

 Além das funções práticas na regulação do equilíbrio redox, estudos recentes 

indicam novas funções para o NAD e suas substâncias derivadas do controle de 

processos celulares associados. Isso inclui a regulação da transcrição e do 

metabolismo dos microtúbulos através de processos que envolvem a remoção de 

grupos acetila por meio do NAD e/ou a adição de grupos mono/poli(ADP-ribosilação) 

(NORTH et al., 2003). Além da sinalização intracelular do cálcio (Ca2+) por meio de 

uma molécula derivada do NAD chamada ADP-ribose cíclica (NORTH et al., 2003; 

SANCHEZ et al., 2004; DE BLOCK et al., 2005). Esses acontecimentos dentro das 

células são seguidos por uma redução na quantidade de NAD presente nas células, 

mesmo que isso não esteja relacionado às reações de equilíbrio redox (HASHIDA et 

al., 2009). De maneira interessante, a ausência da enzima poli(ADP-ribose) 

polimerase (PARP) alivia a redução do NAD e o esgotamento de ATP, resultando em 

uma maior capacidade de tolerância a condições de seca, calor intenso e alta 

exposição à luz (DE BLOCK et al., 2005). 

As coenzimas NAD(P) participam de vias metabólicas essenciais nos tecidos 

vegetais, tais como: a) fotossíntese, na qual a coenzima fosfatada (NADP+) recebe 

elétrons oriundos da fase fotoquímica, reduzindo-se a NADPH que é utilizado na fase 

bioquímica ou em outras vias (LIM et al., 2020); b) β-oxidação de lipídios, onde uma 

série de reações com ácidos graxos ocorrem em peroxissomos (principalmente em 

glioxissomos, durante a germinação de sementes), gerando Acetil-CoA, NADH, H+ e 

ATP (EASTMOND et al., 2000). A β-oxidação de lipídeos é um processo importante 
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para as plantas, que diferente de muitos animais, utilizam os lipídios como fonte de 

carbono e não necessariamente energia (CHAPMAN et al., 2012). Esse processo 

torna-se essencial em tecidos heterotróficos, conferindo condições para a germinação 

e posterior estabelecimento das plântulas (CHAPMAN et al., 2012). Além disso, o 

NADH configura poder redutor e doa elétrons para a cadeia transportadora, 

contribuindo assim na síntese de ATP (CALDER, 2015); c) via oxidativa das pentoses, 

que é um caminho alternativo do metabolismo da glicose, onde ocorre a geração de 

NADPH como um dos principais produtos desse ciclo e que posteriormente, é utilizado 

em reações anabólicas, especialmente síntese de lipídios e para mecanismos de 

resposta a espécies reativas de oxigênio (ROS; SHARKEY, 2021); e d) ciclo dos 

ácidos tricarboxílicos (ciclo TCA), onde grande parte do NADH da via respiratória é 

formado, para utilização na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (YANG et 

al., 2016). 

 

1.2. Vias de síntese e compartimentalização celular 

 Para evitar a morte das células vegetais devido à diminuição do NAD, existe 

um mecanismo que mantém os níveis celulares. Ou seja, assim que os níveis 

diminuem, o NAD é imediatamente sintetizado novamente. Descobertas previamente 

descritas na literatura em relação a identificação dos genes envolvidos na biossíntese 

do NAD em Arabidopsis trazem informações sobre a importância desse processo em 

diversas etapas de desenvolvimento, tais como germinação de sementes e o 

crescimento dos tubos polínicos (HASHIDA et al., 2007; HUNT et al., 2007). Ao 

contrário de vários genes que codificam enzimas catabólicas do NAD, os genes 

responsáveis por cada etapa da biossíntese do NAD são encontrados em apenas uma 

ou poucas cópias no genoma de Arabidopsis (HUNT et al., 2004; NOCTOR et al., 

2006). 

 Em síntese, o aspartato desempenha o papel de precursor na síntese de novo 

do NAD em Arabidopsis (KATOH et al., 2006). Após a formação do quinolinato a partir 

do aspartato e diidroxiacetona fosfato por meio da ação da aspartato oxidase e 

quinolinato sintase, o quinolinato é convertido em nicotinato mononucleotídeo (NaMN) 

pela quinolinato fosforibosiltransferase (HASHIDA et al., 2009). Em seguida, o NaMN 

passa por uma adenilação para se tornar dinucleotídeo nicotinato adenina (NaAD), e 

posteriormente sofre amidação para se transformar em NAD, sendo esta a etapa final 

da biossíntese do NAD (HASHIDA et al., 2009).  
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 Ademais, o NAD atua como substrato para a geração cíclica de ADP-ribose, 

poli(ADP-ribosil)ação, desacetilação de proteínas e assim por diante, durante as quais 

o NAD é quebrado em nicotinamida (HASHIDA et al., 2009). Além da via de síntese 

de novo, Arabidopsis utiliza uma via de reciclagem na qual o NaMN é formado a partir 

da nicotinamida através de duas etapas enzimáticas (KATOH et al., 2006; WANG e 

PICHERSKY, 2007). Já que a última etapa da produção de NAD+ ocorre no citosol, 

admite-se que NAD+ deve ser importado para as organelas celulares para permitir um 

metabolismo celular adequado. 

 Além disso, NAD+ quinases podem sintetizar NADP+ de NAD+ e de ATP no citosol 

(NADK1; BERRIN et al., 2005; WALLER et al., 2010) e nos cloroplastos (NADK2; CHAI 

et al., 2005, 2006). Foi ainda encontrado em A. thaliana uma NADH quinase 

peroxissomal, que usa NADH em vez de NAD+ como substrato para produzir NADH 

(NADK3; TURNER et al., 2004; WALLER et al., 2010).  

Dado que certas reações que consomem NAD(P) desempenham um papel 

significativo em situações de estresse e/ou são induzidas pelo estresse, a 

concentração de NAD pode exercer influência nas respostas das plantas diante de 

desafios ambientais (NOCTOR, 2006). HUNT et al., (2004) sugere que a proporção 

de NADH/NAD+ poderia regular a diferenciação celular, desenvolvimento e 

transformação em resposta ao estado redox em plantas. Causando mudanças na 

expressão de conjuntos específicos de genes, influenciando caracteres como: 

regulação de hormônios, reprodução e densidade das células-guarda (HASHIDA et 

al., 2007, 2010; DE SOUZA CHAVES et al., 2019; FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020; 

WEI et al., 2020). Com essa conexão entre razão NADH/NAD+ e os processos de 

desenvolvimento da planta, sugere-se um envolvimento próximo dos níveis de 

nicotinamidas (NaM) com a organogênese e envelhecimento de plantas. Dessa forma, 

a razão NADH/NAD+ é baixa em tecidos mais ativos e mais alta em tecidos de 

armazenamento (STEINBECK et al., 2020). 

 

1.3. Importância do metabolismo e transporte de NAD em condições ótimas e 

adversas 

A síntese de NAD+ é de grande importância para todas as células, pois participa 

de diversos processos metabólicos e age também como substrato para enzimas 

produtoras de NaM (CANTÓ et al. 2015). Agentes abióticos, como seca, salinidade e 

calor, são as principais causas de perda de rendimento das culturas. Essas perdas 
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resultam de uma combinação de diferentes estresses durante o crescimento, bem 

como de adversidades severas causadas pelas condições do tempo (MITTLER, 

2006). Durante o desenvolvimento da planta existe um controle fino dos níveis de NAD 

na célula (WANG e PICHERSKY 2007). Sob condições estressantes, as plantas 

possuem uma maior demanda energética para execução de seus mecanismos de 

defesa e/ou tolerância. Dessa forma, muitos estudos têm sido realizados para 

identificação de genes envolvidos em mecanismos de defesa (VANDERAUWERA et 

al., 2007). A regulação do equilíbrio energético nas células é uma estratégia 

promissora para aprimorar o desempenho, o rendimento e a capacidade de adaptação 

das plantas em face de condições ambientais adversas (VANDERAUWERA et al., 

2007). 

Devido às suas diversas funções essenciais, os níveis celulares de NAD devem 

se manter adequados. Síntese de novo e de salvamento são as vias reconhecidas em 

plantas com o papel na biossíntese de NAD (DING et al., 2021) Nas células 

eucarióticas, ambas as vias ocorrem no citosol, o que requer uma distribuição 

constante do NAD entre os compartimentos celulares. Como resultado, proteínas são 

necessárias para transportar o NAD através das membranas intracelulares 

(ROERMUND et al., 2016). Em plantas, seres humanos e fungos, membros da família 

de transportadores mitocondriais são responsáveis pela importação do NAD nas 

mitocôndrias, plastídios e peroxissomos (TODISCO et al., 2006; PALMIERI et al., 

2009; AGRIMI et al., 2012a, 2012b; BERNHARDT et al., 2011).  

Em plantas, foram reconhecidos os transportadores de NAD presentes na 

membrana interna de mitocôndrias, NDT1 e NDT2 (DE SOUZA CHAVES et al., 2019; 

FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020) e, um transportador peroxissomal, o PXN 

(BERNHARDT et al., 2011). NDT1 e NDT2 catalisam o transporte de NAD+ do citosol 

por NaMN, nicotinamida mononucleotídeo (NMN) ou NaAD além de outros 

nucleotídeos como a adenina dinucleotídeo fosfato (ADP) e/ou adenina 

mononucleotídeo fosfato (AMP) (PALMIERI et al., 2009). Entretanto, esses 

transportadores não trocam NAD por nicotinamida ou nicotinato (PALMIERI et al., 

2009). O transportador PXN é responsável por importar NAD+ citosólico ao 

glioxissomo para β-oxidação dependente de NAD+  (DE SOUZA CHAVES et al., 2019). 

Esse transporte ocorre de modo antiporte, o que significa que o NAD+ é levado em 

uma troca estrita com um contra-substrato, provavelmente o AMP (BERNHARDT et 

al., 2011). A perda de PXN em Arabidopsis causa defeitos na β-oxidação durante o 
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período do estabelecimento de plântulas. Observa-se que a quebra de ácido graxo 

liberado dos lipídios de armazenamento em sementes é atrasada, o que leva à 

retenção de corpos lipídicos nas plântulas mutantes pxn (BERNHARDT et al., 2011). 

FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020 relatou que mutantes pxn-1 apresentaram fenótipo 

diferenciado em relação ao WT, apresentando menor número de células de 

pavimentação nas folhas e maior área estomática. Além disso, também apresentam 

diminuição da expressão de genes envolvidos na diferenciação de estômatos (MUTE, 

SCRM1/ICE1). Essa diminuição na expressão dos genes acima citados em pxn-1, 

pode gerar uma menor capacidade de fechamento de estômatos em alto CO2 

comparado aos mutantes ndt-1 e ndt-2 (FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020).  

Considerando a importância do NAD para o metabolismo das plantas, admite-

se que os genes relacionados ao transporte sejam expressos em toda a planta e que 

possuam funções fisiológicas específicas (BERNHARDT et al., 2011). AtNDT1 é 

expresso em sementes, plântulas, folhas e flores maduras, mas é fortemente expresso 

em grãos de pólen (DE CHAVES et al., 2019). Uma vez que a mobilização dos lipídios 

de armazenamento é essencial para o estabelecimento das plântulas, é crucial ter 

níveis adequados de NAD+ para que ocorra a conversão dos ácidos graxos em 

carboidratos (BERNHARDT et al., 2011) e, a repressão de NDT1 configura uma 

mobilização prejudicada do óleo armazenado durante o estabelecimento das plântulas 

(DE CHAVES et al., 2019). Em mutantes ndt1 pode ser observada uma reduzida 

expressão dos demais transportadores de NAD+  (NDT2 e PXN) em grãos de pólen, 

flores e sementes, sugerindo que a expressão reduzida de NDT1 pode impactar os 

níveis de expressão de NDT2 e PXN (DE CHAVES et al., 2019).  

NDT2 também é amplamente expresso pela planta (bar.utoronto.com; 

TOUFIGHI et al., 2005), entretanto apresenta importância singular na germinação de 

sementes, estabilização de plântulas e fase reprodutiva (FEITOSA-ARAÚJO et al., 

2020). Plantas mutantes para esta proteína produzem sementes com baixa 

germinação, plântulas com níveis elevados de ácidos graxos e maior tempo para 

estabelecimento das plântulas (FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020). Adicionalmente, a 

expressão reduzida de NDT2 aumenta a expressão de genes que codificam enzimas 

das vias de novo e de salvamento da biossíntese de NAD em flores e durante o 

estabelecimento de plântulas (FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020). O controle da 

transcrição nos genes envolvidos na biossíntese de NAD ainda é pouco conhecido, 

mas existir uma expressão diferencial destes genes na ausência de NDT2 demonstra 
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que a importação mitocondrial adequada do NAD é verificada e se necessário, a 

biossíntese do NAD é positivamente regulada (FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020). 

 

1.4. Os efeitos dos solos ácidos na toxicidade do alumínio 

 O alumínio (Al) é um dos principais fatores que afeta o crescimento de plantas 

e por consequência, a capacidade produtiva das plantas em solos ácidos (pH<5,0) 

(KUMAR et al., 2009). A liberação de cátions de Al provocado pela acidez dos solos 

impõem sérias restrições ao crescimento e desenvolvimento das raízes, absorção de 

água e absorção de nutrientes pelas mesmas (SIQUEIRA et al., 2021). Estimativas 

apontam que cerca de 50% das terras cultiváveis do mundo são ácidas, com risco 

potencial de toxicidade por Al (KOCHIAN et al., 2015). Visto que o Al o terceiro metal 

mais abundante e ubiquamente distribuído na crosta terrestre, pode se tornar um fator 

em última instância e comprometer a segurança alimentar no mundo (EEKHOUT et 

al., 2017; CHEN et al., 2019). 

A acidez do solo limita o desenvolvimento ideal das plantas, por meio da 

toxicidade de prótons (H+) e manganês (Mn2+) (IUCHI et al., 2007). O Al solubiliza-se 

no solo em diferentes formas iônicas (Al (OH)2+ e Al3+) que são consideradas tóxicas 

para as plantas. As raízes são os órgãos mais sensíveis ao estresse por Al, entretanto, 

partes aéreas também são conhecidas por serem amplamente afetadas por este metal 

(LI e XING, 2011; MATTIELLO et al., 2014). Além disso, o Al3+ presente nas células 

pode se ligar a várias biomoléculas, incluindo DNA, RNA, proteínas, lipídios e 

carboidratos, causando um impacto significativo na expressão gênica, na síntese de 

proteínas e na integridade da membrana (KOCHIAN et al., 2015). A maioria das 

espécies vegetais submetidas à exposição prolongada ao Al sofrem diversas 

alterações fisiológicas, morfológicas e moleculares (SINGH et al., 2017). Nesse 

contexto, é imprescindível contar com mecanismos que estimulem o reconhecimento 

dos efeitos tóxicos do alumínio, a fim de desencadear respostas nos níveis da 

transcrição, pós-transcrição e metabolismo das raízes das plantas (SIQUEIRA et al., 

2022a e b). 

  

1.5. Alumínio e mecanismo de resposta das plantas 

Um dos principais indicadores da toxicidade por Al é o comprometimento do 

crescimento radicular (ANDERSSON, 1988; YANG et al., 2001). Tal resposta é 

caracterizada pela redução na atividade mitótica nos ápices radiculares, o que 
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compromete a absorção de água e minerais, influenciando o crescimento e o 

desenvolvimento da planta (MA et al., 2001; MOSSOR-PIETRASZEWSKA, 2001; 

NUNES-NESI et al., 2014). De fato, a zona de transição distal da raiz (ZDT) é 

considerada a região radicular mais suscetível ao Al (KOPITTKE et al., 2015). Com 

efeito, o Al também é conhecido por apresentar um perfil genotóxico, e a exposição 

prolongada a esse elemento acarreta a alteração do DNA em plantas, restringindo a 

sua replicação (MATSUMOTO, 1991; BHALERAO et al., 2013). Notavelmente, essa 

restrição ocorre como resultado da inibição da quinase dependente de ciclina 

(CDK)/ciclina (CYC) em fases específicas do ciclo celular, como os pontos de 

verificação G1-S, intra-S e G2-M (HU et al., 2016). Ademais, o Al possui um efeito 

inibitório sobre os microtúbulos e microfilamentos de actina, alterando sua estabilidade 

e organização bem como sua polimerização (SINGH et al., 2017; CHEN et al., 2019). 

A toxicidade do Al pode ainda resultar em interações complexas do Al com 

alvos apoplasmáticos (parede celular), membrana plasmática e simplasmático 

(citosol) (KOCHIAN et al., 2015; LIU et al., 2008). Essas interações acarretam 

mudanças nas propriedades físicas, composição, dinâmica de permeabilidade e 

estrutura da membrana plasmática, além de impactar a estrutura das paredes 

celulares, absorção de Ca2+ e outros cátions, bem como a transdução de sinal e 

estresse oxidativo (RENGEL, 2004). 

Durante a evolução das plantas, ocorreu o surgimento de diferentes formas de 

resistência para reduzir os danos causados pelo alumínio. Esses mecanismos podem 

ser classificados em dois tipos principais: tolerância e exclusão. Resumidamente, o 

mecanismo de tolerância envolve o sequestro e a desintoxicação interna do alumínio, 

enquanto o mecanismo de exclusão impede que o íon de alumínio alcance a ponta da 

raiz, por meio da liberação de ácidos orgânicos (AO) através de uma complexa e 

extensa família de proteínas transportadoras (DELHAIZE et al., 2007; KOCHIAN et 

al., 2015). Os mecanismos de resistência variam entre as espécies e envolvem 

transportadores específicos. Portanto, a desintoxicação diferencial de espécies 

fitotóxicas de Al usando AOs, como malato, citrato e oxalato, tem sido relatada em 

várias espécies de plantas, promovendo a quelação de cátions e impedindo o contato 

do Al com a membrana plasmática da raiz (KOCHIAN et al., 2005). O principal AO 

utilizado para quelar Al na rizosfera do trigo (Triticum aestivum) e A. thaliana é o 

malato e envolve os canais iônicos TaALMT1 e AtALMT1 do transportador de malato 

ativado por Al, respectivamente (SASAKI et al., 2004; KOBAYASHI et al., 2007). 
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Esses AOs estão estreitamente ligados ao metabolismo mitocondrial e, portanto, a 

reprogramação do metabolismo mitocondrial pode ser crucial para manter o 

alongamento das raízes durante situações de estresse causado pelo Al (NUNES-NESI 

et al., 2014). 

Os mecanismos de resistência estão estreitamente ligados ao metabolismo das 

mitocôndrias (NUNES-NESI et al., 2013). Além de ser a principal fonte de AOs, o ciclo 

TCA desempenha um papel fundamental na produção de ATP na mitocôndria por 

meio da fosforilação oxidativa em tecidos heterotróficos e da síntese de equivalentes 

redutores (ou seja, NADH, FADH2 e NAD(P)H) (FERNIE et al., 2004; NUNES-NESI et 

al., 2013). O ciclo TCA pode operar de duas maneiras distintas: um modo cíclico 

responsável pela produção de ATP e equivalentes redutores, e um modo não cíclico, 

dependendo das demandas metabólicas e fisiológicas da célula (SWEETLOVE et al., 

2010), por exemplo, em condições de estresse. Os AOs são formas transitórias ou 

fixas de armazenamento de carbono e são importantes intermediários do ciclo TCA 

(IGAMBERDIEV e EPRINTSEV, 2016). Além disso, esses AOs também são formados 

pelo ciclo do glioxilato e tal rota é essencial durante a germinação de plantas, 

permitindo a conversão do acetil-coA (proveniente da β-oxidação de lipídios) em 

moléculas mais complexas, como succinato e oxaloacetato para serem utilizados pelo 

ciclo TCA (CAVALCANTI et al., 2014; SHARMA et al., 2016). Aliás, esses AOs tornam-

se muito importantes em respostas ao Al, como citado anteriormente, por meio do 

mecanismo de tolerância por exclusão onde o Al3+ é quelado através de AOs 

exsudados pela raiz. Portanto, os AOs, incluindo os intermediários do ciclo TCA e ciclo 

do glioxilato, desempenham um papel crucial em diversos processos bioquímicos, 

como produção de energia, vias de biossíntese, manutenção do equilíbrio redox e 

iônico, tornando-se essenciais em processos adaptativos das plantas a diferentes 

ambientes (IGAMBERDIEV e EPRINTSEV, 2016). 

Recentemente ZHANG e FERNIE (2023) compilaram informações sobre o 

papel de enzimas do ciclo TCA na interação das plantas com o Al. Sugere-se que a 

fosforilação oxidativa mitocondrial não apenas fornece a energia para o crescimento 

e desenvolvimento radicular, mas também fornece AOs (como citrato e malato) para 

troca iônica com Al3+ (ZHANG e FERNIE, 2023). Na presença de Al nas raízes, a 

proteína Al sensitive 3 (ALS3) é considerada responsável pela redistribuição de íons 

Al3+ nas raízes para a parte aérea, a fim de proteger o ápice radicular da toxidez.  AOs 

(malato e citrato) produzidos durante o ciclo TCA são transportados para o citosol, o 
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transportador de malato ativado pelo alumínio (ALMT) é responsável pela liberação 

de malato para o apoplasto, da mesma forma, o citrato é liberado para o apoplasto 

por meio do transportador de excreção de compostos tóxicos e multidrogas (MATE), 

também ativado pelo íon Al3+. Os AOs são lançados para o solo por transporte 

antiporte com íons fosfato (PO4
-) (NARANG et al., 2000).  

Estudos sugerem que a superexpressão de citrato sintase poderia aumentar a 

tolerância após exposição a Al3+ em raízes de tabaco e aumentar a absorção de 

fósforo com ambos os fenômenos atribuídos ao aumento da exsudação de citrato na 

rizosfera (DE LA FUENTE et al., 1997). O aumento da secreção de AO tem sido 

relatado como uma abordagem potencial para aumentar a tolerância ao Al. Muitos 

fatores de transcrição e proteínas foram caracterizados como associados à tolerância 

ao Al, como o transportador de malato ativado e os genes envolvidos na secreção de 

malato e citrato ativada por Al (YANG et al., 2019). Assim, trabalhos de manipulação 

dos níveis de AOs em plantas podem gerar resultados que auxiliem o 

desenvolvimento de estratégias de tolerância em solos ácidos. 

 

1.6. Envolvimento do metabolismo e transporte do NAD em respostas ao Al  

Em longa exposição a níveis tóxicos de Al3+, acredita-se que em decorrência 

de danos oxidativos devido a produção acentuada de ROS a respiração mitocondrial 

é reprimida (LIU et al., 2014). PLUCINSKA e KAROLEWSKI (1994) observaram um 

aumento do estado redox celular (alta razão NADH / NAD+) e maior produção de ROS 

nas células na presença de tratamento Al 4,0 mM em cultivo hidropônico de mudas 

de pinheiro bravo. Embora o Al não possa catalisar as reações redox por si só, um 

aumento no estresse oxidativo sob a toxicidade do Al foi relatado em diversos grupos 

de plantas (SINGH et al., 2017). 

Tem sido sugerido que o Al, ao entrar na mitocôndria, interfere nas proteínas 

Fe-S dos complexos I e III, inibindo assim a atividade da cadeia de transporte de 

elétrons (MATTIELLO et al., 2010).  A inibição do transporte de elétrons na mitocôndria 

diminui o gradiente eletroquímico de prótons e consequentemente a produção de ATP. 

Adicionalmente, o acúmulo de elétrons resulta no aumento da geração de ROS 

(MATTIELLO et al., 2010). Estudos têm evidenciado que em resposta a diversos 

estresses que culminam no estresse oxidativo, aminoácidos produzidos a partir da 

degradação de proteínas são potencialmente utilizados como substratos para síntese 

de ATP (ENGQVIST et al., 2011). O aumento nos níveis de ROS induz a perda de 
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potencial de membrana mitocondrial por danos causados nas membranas dessa 

organela (PANDA et al., 2008; LI e XING, 2011). Hildebrandt et al. (2015) traz uma 

relação de diversos aminoácidos que servem como fonte alternativa de produção de 

energia celular para plantas, uma vez que as mesmas possam estar sob algum 

estresse, culminando na degradação de proteínas e liberação de aminoácidos livres. 

Na mesma direção, Batista-Silva et al. (2019) demonstrou para Arabidopsis thaliana 

que na fase de recuperação aos estresses por seca e salinidade há degradação de 

proteínas abundantes, o que culminou na liberação de aminoácidos livres que 

aparentemente foram utilizados como substratos respiratórios alternativos, 

compensando a diminuição da fotossíntese. 

Apesar de ROS serem geradas como moléculas de resposta após o estresse 

por Al3+, também atuam como moléculas de sinalização iniciando respostas vívidas 

para combater a toxicidade do Al3+ (RANJAN et al., 2021). As ROS ativam os 

transportadores de membrana para exsudar ácidos orgânicos e compostos fenólicos 

para quelar o Al3+ presente no solo, impedindo a entrada de Al3+ nas células de raíz 

(RANJAN et al., 2021).      

 

1.7. Hipóteses e objetivos do trabalho 

 A hipótese desse trabalho é de que sob condições de pH ácido e alumínio em 

níveis tóxicos, os mutantes com baixa expressão dos transportadores de NAD (NDT1, 

NDT2 e PXN) apresentam alterações significativas no crescimento e desenvolvimento 

em comparação ao genótipo selvagem (WT) das plantas. Ou seja, a mutação nos 

genes NDT1 e NDT2 e PXN tornam as plantas mais sensíveis ao Al. Os 

transportadores de NAD desempenham um papel crucial no metabolismo energético 

e na resposta ao estresse oxidativo. Desta forma, a ausência ou redução de sua 

expressão pode levar a um desequilíbrio metabólico e maior suscetibilidade ao 

estresse causado pelo pH ácido e a concentrações tóxicas de alumínio.  

 Apesar dos avanços obtidos nos estudos bioquímicos e moleculares na 

identificação e caracterização de transportadores de NAD mitocondriais e 

peroxissomais em plantas, o papel fisiológico dessas proteínas não está totalmente 

esclarecido. Neste sentido, é necessário aprofundar-se na função destes 

transportadores em plantas cultivadas sob condições ótimas e também adversas ao 

crescimento e desenvolvimento vegetal (como em solos ácidos e/ou com presença de 

Al em concentração tóxica). Logo, é de grande valia a verificação e compreensão do 
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papel fisiológico destas proteínas em plantas. Admite-se então a importância do papel 

do transporte e metabolismo de NAD dentro da célula nas respostas ao estresse por 

Al. Apesar de potencialmente atuar na supressão de danos oxidativos, na manutenção 

do meristema radicular, e na tolerância ao Al o conhecimento acerca da significância 

do transporte de NAD na modulação das respostas ao Al a nível de raiz é ainda 

bastante incipiente e fragmentado.  

 Por tudo isso, neste trabalho objetivou-se caracterizar as alterações 

fisiológicas e metabólicas ocasionadas pela baixa expressão dos transportadores 

mitocondriais e peroxissomal (NDT1, NDT2 e PXN) em plantas submetidas a um pH 

ácido (pH 4) e pH ácido acrescido de Al em concentração tóxica. 

 
 
 
 
 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Material vegetal  

Nos experimentos, foram utilizadas linhagens de Arabidopsis thaliana do tipo 

selvagem (Col-0) e linhas com inserção de T-DNA nos genes que codificam para 

transportadores mitocondriais de NAD (NDT1, At2g47490; NDT2, At1g25380) e 

peroxissomal (PXN, At2G39970) (Figura 1 e Tabela 1). Os mutantes ndt1, ndt2 e pxn1 

foram previamente caracterizados e possuem reduzida expressão das proteínas 

transportadoras, mais especificamente, 87% (DE SOUZA CHAVES et al., 2019), 55% 

de redução no nível de expressão (FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020) e expressão 

knockout (BERNHARDT et al., 2012; Tabela 1), respectivamente.  
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Tabela 1. Descrição das linhagens utilizadas no trabalho. 

Genótipo Identificador 

do gene 

Linhagem Localização 

subcelular 

Referências 

        

WT (Col-0) - - - - 

NDT1 
 

At2g47490 
GK–241G12 Membrana 

interna da 

mitocôndria 

de Souza Chaves et al. 

(2019) 

NDT2 
 

At1g25380 
GK-143G09 Membrana 

interna 

mitocondrial 

Feitosa-Araújo et al. 

(2020) 

PXN1 
 

At2G39970 
GABI_046D0

1 

Membrana 

peroxissomal 

Bernhardt et al. (2012) 
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Figura 1. Esquematização das inserções T-DNA para os genótipos mutantes. (a) ndt1 

(modificado de DE SOUZA CHAVES et al.,2019); (b) ndt2 (modificado de FEITOSA-ARAÚJO 

et al.,2020); (c) pxn1 (modificado de BERNHARDT et al.,2012). 

 

2.2. Condições experimentais 

 Sementes dos genótipos utilizados (Tabela 1) foram desinfestadas 

superficialmente em etanol 70% (v/v) por 1 minuto e 30 segundos e, em seguida, em 

hipoclorito de sódio 2,5% (v/v) por 15 minutos. Posteriormente, as sementes foram 

lavadas seis vezes com água ultrapura autoclavada. Após a desinfestação, as 

sementes foram estratificadas no escuro a 4°C por 48h e distribuídas em placas 

contendo meio de cultivo sem sacarose com a metade da concentração dos sais e 

vitamina MS (meia força) (MURASHIGE e SKOOG, 1962). As placas com as 

sementes foram mantidas em câmara de crescimento à 22 ± 2 ºC, umidade relativa 

de 60%, irradiância de 150 µmol de fótons m-2 s-1 e fotoperíodo de 8 h de luz e 16 h 

de escuro, em todos os experimentos. O meio de cultivo foi submetido a alteração do 

pH e adição de AlCl3 para a obtenção de três tratamentos distintos: ½ MS pH 5.7 

(controle), ½ MS pH 4 (pH ácido) e ½ MS pH 4 + 300µM de AlCl3. Essa concentração 

de alumínio foi baseada em experimentos preliminares variando concentrações de 75 

a 300 µM de AlCl3 a fim de adequar as condições que proporcionam maiores efeitos 

nos mutantes em questão. 

 Experimentos independentes sob as mesmas condições foram realizados para 

coleta de material vegetal para respiração radicular e testes histoquímicos para 

identificação de ROS. 

 

2.3. Avaliação da germinação 

 Os testes de germinação foram conduzidos em três condições diferentes: pH 

5.7, pH 4 e pH 4 + 300µm de AlCl3. Para cada condição foram utilizadas seis placas 

de petri (90x15mm). Cada placa foi dividida em quatro campos, nos quais 20 sementes 

esterilizadas de cada genótipo (WT, ndt1, ndt2, pxn1). As placas foram colocadas para 

germinar nas condições citadas no item 2.2. A contagem de sementes germinadas foi 

efetuada diariamente por 72h após colocadas na luz. A protrusão da radícula foi o 

critério de germinação utilizado. Os resultados foram avaliados em termos de 

porcentagem diária de sementes germinadas. 
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2.4. Avaliação do crescimento radicular 

 Para a avaliação do crescimento radicular, as sementes foram germinadas em 

placas redondas preparadas com meio de cultivo ½ MS pH 5 corrigido com KOH 1M. 

Esse pH foi escolhido por ser intermediário em relação aos valores de pH utilizados 

no trabalho, de forma que o processo de germinação fosse isolado. Após o terceiro 

dia sob a luz, as sementes germinadas foram transferidas para placas de petri 

quadradas contendo meios com os três tratamentos indicados acima. 

As taxas de crescimento das raízes foram analisadas conforme metodologia 

anteriormente descrita por ZHU et al. (2012), em um período de 10 dias após o 

estratificação e transferência das placas para luz. Ao final deste intervalo, as placas 

foram escaneadas (HP Scanjet G2410 Flatbed Scanner) e o comprimento das raízes 

foi mensurado com o auxílio do software ImageJ conforme descrito anteriormente 

(SCHNEIDER et al., 2012). 

 

2.5. Ensaios histoquímicos de ROS 

 A avaliação qualitativa das raízes para presença de ROS foi realizada através 

de teste histoquímico para peróxido (H2O2) e superóxido (O2
-). O tempo de exposição 

para 3,3'Diaminobenzidina (DAB) foi de 3h e para Nitrobluetetrazolium (NBT) foi de 40 

min (KONG et al., 2011). Identificou-se H2O2 e O2
-  utilizando 1,0 mg.ml-1 de DAB, e 

0,1 mg mL-1 NBT, respectivamente. As amostras foram lavadas 3x em água destilada, 

clarificadas com etanol 70% por 10 min e suas raízes foram observadas utilizando 

estereomicroscópio (Zeiss modelo Stemi 2000-C). A análise da fotos foi realizada com 

auxílio do software ImageJ conforme protocolo descrito por SCHNEIDER e 

colaboradores (2012). 

 

 

2.6. Avaliação das taxas respiratórias em plântulas inteiras 

 As taxas de oxigênio (O2) consumido foram avaliadas em um eletrodo de 

oxigênio do tipo Clark, conforme descrito por JIANG et al. (2019). Antes de se 

mensurar as taxas respiratórias, a massa fresca das plântulas foi obtida para posterior 

normalização dos dados. Posteriormente, o mesmo material foi incubado em tampão 

contendo 50 mM de HEPES (N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-(2-ácido etanosulfônico), 

10 mM de MES (ácido 2-N-morfolinoetanossulfônico) (pH 6,6) e 0,2 mM de CaCl2. 

Para evitar a interferência da luz, as plantas foram aclimatadas no escuro por 30 
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minutos. A taxa de consumo de O2 foi calculada assumindo-se que a concentração de 

O2 no tampão saturado de ar era de 260 μM a 23ºC, segundo dados obtidos 

previamente em calibrações realizadas no equipamento. 

 

2.7. Avaliação de respostas ao meio pH ácido e ao alumínio em plantas adultas  

 As sementes contidas em placas foram submetidas ao processo de 

estratificação por um período de 48 horas a 4 °C e posteriormente mantidas em 

câmara de crescimento à 22 ± 2 ºC, umidade relativa de 60%, irradiância de 150 µmol 

de fótons m-2 s-1 e fotoperíodo de 8 h de luz e 16 h de escuro, durante dez dias. Após 

este período, as plântulas foram transplantadas para potes plásticos de 0.1 L de 

capacidade em uma mistura de substrato comercial Carolina Soil Padrão (Tabela S1) e 

areia autoclavada, na proporção de 60% e 40% respectivamente. Os potes com as 

plantas foram mantidos nas mesmas condições por um período de quatro semanas, 

para que fossem realizadas as avaliações fisiológicas.  

 As plantas foram submetidas aos tratamentos: i) controle (pH 5.7); ii) pH 4; e 

iii) pH 4 + 300µm AlCl3 por 120h seguidas. Durante todos os cinco dias foram 

colocados 10mL de solução nutritiva composta por 2,2g/L de MS meia força e 0,5g/L 

de MES hydrate dissolvidos em água destilada, em cada vaso e uma vez no dia. Além 

disso, para a obtenção do tratamento com pH ácido (pH 4), essa solução teve seu pH 

ajustado. Da mesma forma, para o tratamento pH ácido + Al a solução foi acrescida 

de cloreto de alumínio. A aplicação das soluções referentes aos tratamentos foi 

realizada em todos os potes uma vez ao dia no intervalo da primeira hora que 

antecede o início do fotoperíodo (de 8 horas às 9 horas da manhã), de 24 em 24 horas. 

 As plantas foram coletadas após passadas as 120 horas de tratamento, 

utilizando o intervalo de tempo da primeira hora de luz. 

 

2.8. Avaliação de fluorescência da clorofila-a 

 A fim de quantificar o rendimento quântico máximo do fotossistema II (Fv/Fm), 

foi utilizado o fluorímetro portátil - modelo WALZ-MINI-PAM-II/R (WALLS, Effeltrich, 

Germany). As plantas foram organizadas e casualizadas em seis repetições (vasos) 

de cada genótipo em cada tratamento e as medições ocorreram durante todos os 

cinco dias de aplicação dos tratamentos citados no item 2.7. No final do fotoperíodo 

as plantas foram aclimatadas no escuro por uma hora. Após a aclimatação, um pulso 

luminoso (com o auxílio de uma pinça do fluorímetro) foi aplicado sobre uma folha 
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jovem totalmente expandida da planta analisada e os dados de Fv/Fm foram gerados 

e extraídos do aparelho para análises posteriores. 

 

2.9. Avaliação biométrica após estresse 

 A fim de verificar possíveis alterações na arquitetura após aplicação dos 

tratamentos, as plantas foram fotografadas no dia anterior ao início da aplicação dos 

tratamentos (dia 0) e no último dia de análise (dia 5), antes de ser feita a coleta. 

Posteriormente as imagens foram utilizadas para quantificar a área foliar total por meio 

do software ImageJ (SCHNEIDER et al., 2012). 

 

 

2.10. Análises bioquímicas 

Ao final da aplicação dos tratamentos, amostras das raízes e partes aéreas das 

plantas foram coletadas, rapidamente congeladas em nitrogênio líquido e 

posteriormente liofilizadas. Para extração metanólica, uma quantidade conhecida de 

biomassa liofilizada foi misturada com 700 μL de metanol (100%) e aquecida a 80 °C 

por 20 minutos sob agitação de 750 rpm. O extrato metanólico foi então centrifugado 

a 13.500 g por 15 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi transferido para um novo 

microtubo (volume de 1,5 mL). O pellet foi utilizado para a extração de proteínas 

solúveis totais e amido, enquanto o sobrenadante foi utilizado para quantificar 

pigmentos, aminoácidos totais, açúcares, prolina e compostos fenólicos totais. 

Assim, 25μL do sobrenadante, mais 175μL de metanol foram usados para 

quantificação de clorofilas, por determinação de densidades ópticas em OD653nm e 

OD666nm (Microplate reader, Versa max, Molecular Devices; PORRA et al., 1989) e 

de densidade óptica de 470nm para a leitura de carotenóides. Ao volume residual 

foram, sequencialmente, adicionados 375 μL de clorofórmio e 750 μL de água. Este 

novo extrato foi centrifugado a 13.500 g por 10 minutos a 4℃, levando à formação de 

duas fases muito características: uma aquosa (polar, superior) e outra orgânica 

(apolar, inferior). A fase aquosa, onde se encontram os metabólitos de interesse, foi 

coletada e transferida para outro novo microtubo (volume de 1,5 mL) para 

quantificação dos aminoácidos. 

 Para a quantificação dos aminoácidos, um total de 50 μL foi transferido para 

uma microplaca de 96 poços, sendo complementado com 50 μL de tampão citrato de 

sódio (1 M, pH 5,2), ascorbato 0,02%, além de 100 μL de nihidrina. A microplaca foi 



27 
 

 

selada e aquecida a 95 °C por 20 minutos, para ser lida a 570 nm (leitor de 

microplacas, Versa max, Molecular Devices; CROSS et al., 2006). O pellet foi lavado 

com 1.000 μL de etanol (70%), tratado com NaOH (0,1 M) e aquecido por uma hora a 

95 °C para extração de proteínas. Em seguida, foi adicionado a uma microplaca 250μL 

de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) e lido a 595 nm 

(Microplate Reader, Versa max, Molecular Devices; Bradford, 1976). O restante do 

pellet foi neutralizado com ácido acético (1 M) para quantificação de amido, a 340nm 

(FERNIE et al., 2001).  A quantificação de prolina foi realizada utilizando 50μL do 

extrato transferidos para uma microplaca pirogênica de 96 poços, com 100μL de 

ninidrina 1%, etanol 20% e ácido acético 60%. Também foi realizada uma curva 

padrão de prolina 1mM e a placa foi levada ao termomixer por 20 minutos a 95 ºC e a 

leitura foi feita a 520nm. Os compostos fenólicos totais foram quantificados por meio 

da utilização de 5μL de extrato, 30μL de água ultrapura, 25μL de folin e 125μL de 

NaCO3. A placa foi levada ao termomixer por 40 minutos a 25 ºC, sem agitação e a 

leitura foi realizada a 725nm. 

A quantificação de açúcares e amido foram realizadas utilizando 5μL e 10μL 

respectivamente. Essas quantidades foram estabelecidas por meio de testes 

preliminares executados a partir de uma curva de linearidade levando em 

consideração os genótipos e os tratamentos em questão. Para os açúcares solúveis 

(glicose, frutose e sacarose), 160μL de um mix de reagentes (contendo 150 μL de 

tampão Hepes/KOH 0.1 M + 3 mM MgCl2 pH 7.0, 4.65 μL de ATP 109 mM (60 mg mL-

1), 4.65 μL de NADP+ 48.4 mM (36 mg mL-1), 0.77 μL de Glicose-6P desidrogenase 

(G6-PDH; 700 U mL-1)) foram adicionados em microplaca de 96 poços junto aos 5μL 

de extrato. A leitura foi feita de forma cinética, com a aplicação de 1,5 U de 

hexocinase, 0.7 U de fosfoglicose isomerase (PGI) e 5 U de invertase, 

necessariamente nessa ordem após a estabilização das linhas de base de cada uma. 

As leituras foram realizadas a 340nm.  

 

 

2.11. Análises in silico 

A partir de análise in silico a expressão de genes de A. thaliana que codificam 

os transportadores de NAD, em diferentes órgãos da planta. Os dados de expressão 

gênica foram obtidos a partir da base de dados disponíveis na plataforma Bioarray 

Resource (BAR; www.bar.utoronto.ca; TOUFIGHI et al., 2005). Os dados de 
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expressão nos diferentes órgãos e tecidos da planta são oriundos de SCHMID et al., 

2005 e NAKABAYASHI et al., 2005. 

 

2.12. Análises estatísticas 

 Os experimentos foram conduzidos em um esquema fatorial duplo no 

delineamento inteiramente casualizado (DIC). O fator A foi constituído por genótipos 

(WT, ndt1, ndt2 e pxn1) e o fator B por tratamentos (pH 5.7, pH 4.0 e pH 4.0 + Al3+), 

com 5 repetições. A normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk 

a 5% de probabilidade. Em seguida, os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) por meio do teste F (P ≤ 0,05). Quando significativas, as características 

foram submetidas ao teste Tukey de comparação de médias (P <0,05). As análises 

foram realizadas com o auxílio do software R (RDC TEAM, 2013), com o pacote 

experimental Designs (FERREIRA et al., 2014). 

 

 

4. RESULTADOS 

4.1. Efeitos da baixa expressão de transportadores de NAD em respostas a 
acidez do meio de cultivo e presença de alumínio durante a germinação 
 
  Análise de expressão in silico (TOUFIGHI et al., 2005) sugere que genes 

codificando transportadores de NAD na mitocôndria (NDT1 e NDT2) e no peroxissomo 

(PXN) são expressos em sementes durante o período de estratificação/germinação 

(NDT2 e PXN) e estágios iniciais do desenvolvimento da plântula (NDT1, NDT2 e 

PXN; Figura 2D). Assim, a fim de avaliar a importância dos transportadores de NAD 

em respostas ao meio ácido na presença de Al durante a germinação, foram 

comparadas a germinação de sementes dos genótipos ndt1, ndt2 e pxn1 e do tipo 

selvagem (WT) em condições ótimas (pH 5.7), em pH ácido (pH 4) e pH ácido 

acrescido de Al. Sob condições ótimas (pH 5.7), verificou-se que a taxa de germinação 

máxima atingida nos genótipos testados se difere em 12-24h (WT e ndt1) e 24-36h 

(ndt2 e pxn1) após a exposição à luz (Figura 2A). O mesmo comportamento foi 

observado no tratamento com pH 4 + Al3+, repetindo, inclusive a mesma ordem vista 

no tratamento pH 5.7 (Figura 2A e 2C). Finalmente, no tratamento pH 4,0, todos os 

genótipos apresentaram maior taxa de crescimento no período 12-24h.    As taxas 

finais de germinação em todos os tratamentos não foram estatisticamente 

significativas.   
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4.2. Influência da deficiência na expressão de transportadores de NAD no 

crescimento radicular sob pH ácido e Al 

 
  Análise de expressão in silico indica que os genes NDT1, NDT2 e PXN 

são expressos nas raízes, especialmente em tecidos de revestimento e no periciclo 

(Figura 3D). Verifica-se também que NDT1 e PXN são mais expressos do que NDT2 

nos mesmos tecidos. 

 Com o intuito de verificar a importância dos transportadores de NAD no 

crescimento radicular de plântulas de Arabidopsis em respostas a acidez do meio de 

cultivo e ao Al em concentração tóxica, plântulas de linhas deficientes na expressão 

de NDT1, 2 e PXN e plantas do tipo selvagem (WT) foram crescidas em condições 

ótimas (pH 5.7), em pH ácido (pH 4) e pH ácido acrescido de Al em concentração 

tóxica, por 10 dias. Verificou-se que em condições ótimas, os genótipos ndt1 e pxn1 

apresentaram maior crescimento radicular em relação a plântulas do genótipo 

selvagem (Figura 3A). Plântulas da linha ndt2 não apresentaram diferença significativa 

em relação ao WT. Em pH ácido não foram observadas diferenças significativas para 

comprimento de raízes entre os genótipos durante os dias de avaliação (Figura 3B). 

De forma semelhante, os genótipos não diferiram em meio com Al quanto ao 

comprimento de raiz no final dos 10 dias de avaliação (Figura 3C). Entretanto, os 

genótipos ndt1 e pxn1 apresentaram maiores comprimentos radiculares durante os 

dias de avaliação (Figura 3C). 
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Figura 2.  Porcentagem de germinação acumulada de sementes e expressão relativa 

(mRNA) dos transportadores NDT1, NDT2 e PXN no período de germinação. A 

germinação foi monitorada por 60 horas em intervalos de 12 horas. (A): germinação dos 

genótipos no tratamento pH 5.7; (B): germinação dos genótipos no tratamento pH 4.0; (C) 

germinação dos genótipos no tratamento pH 4.0 + Al; (D) análise in silico da expressão relativa 

dos transportadores nos estágios da germinação. Genótipos: WT (círculos pretos), ndt1 

(círculo azul), ndt2 (triângulo roxo) e pxn1 (triângulo azul ciano). Os valores são apresentados 

como média ± erro padrão (n = 5). As médias seguidas de letras diferentes se diferem para o 

parâmetro em 5% de probabilidade (teste de Tukey). 
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Figura 3.  Crescimento radicular e expressão relativa (mRNA) dos transportadores 

NDT1, NDT2 e PXN no período de germinação. O comprimento radicular foi monitorado por 

10 dias em intervalos de 2 dias. (A): crescimento radicular dos genótipos no tratamento pH 

5.7; (B): crescimento radicular dos genótipos no tratamento pH 4.0; (C) crescimento radicular 

dos genótipos no tratamento pH 4.0 + Al; (D) análise in silico da expressão relativa dos 

transportadores nos tecidos radiculares. Genótipos: WT (círculos pretos), ndt1 (círculo azul), 

ndt2 (triângulo roxo) e pxn1 (triângulo azul ciano). Os valores são apresentados como média 

± erro padrão (n = 5). As médias seguidas de letras diferentes se diferem para o parâmetro 

em 5% de probabilidade (teste de Tukey). 

 

 

4.3. Variação no pH do meio e presença de Al culmina em estresse oxidativo em 
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plantas mutantes para transportadores de NAD 

 Nos ensaios histoquímicos de hematoxilina, que buscaram avaliar a 

deposição de Al nas raízes, evidenciou-se que os genótipos mutantes apresentaram 

cor arroxeada mais contrastante no tratamento pH 4 + Al3+ quando comparadas ao 

WT, tal coloração fica mais evidente nos ápices radiculares (Figura 5). 

Adicionalmente, ensaios histoquímicos por coloração diferencial com DAB e NBT 

foram utilizados para avaliar qualitativamente os níveis de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e superóxido (O2-) nas raízes. No ensaio de DAB o genótipo WT apresentou 

coloração menos intensa que os demais (Figura 5B) e no ensaio de NBT os genótipos 

apresentaram coloração semelhante nos mesmos tratamentos (Figura 5C). Tais 

resultados indicam que a deficiência dos transportadores de NAD pode, até certo 

ponto, ocasionar acúmulo de ROS nos ápices radiculares. Constata-se também que 

o pH ácido e o Al influenciam no maior incremento de ROS em todos os genótipos 

avaliados. 

 

4.4 Respiração de plântulas com deficiência na expressão de transportadores 

de NAD sob pH ácido e Al 

 Nos testes realizados para quantificar a respiração das plântulas de 

Arabidopsis, não foram verificadas diferenças entre os genótipos nas três condições 

de cultivo (Figura 4).  
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Figura 4. Respiração de plântulas (evolução de O2) submetidas a estresse por alumínio (Al) em 

níveis tóxicos. A respiração foi avaliada após o décimo dia da emissão da radícula. Genótipos: WT 

(barras pretas), ndt1 (barras azuis), ndt2 (barras roxas) e pxn1 (triângulo azul ciano). Os valores são 

apresentados como média ± erro padrão (n = 3). As médias seguidas de letras diferentes se diferem 

para o parâmetro em 5% de probabilidade (teste de Tukey). 

 
Figura 5. Ensaios histoquímicos para detecção de Al e espécies reativas de oxigênio 

(ROS). Imagens das plantas de Arabidopsis thaliana expostas ao corante: (A) hematoxilina; 
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(B) 3,3’ diaminobenzidine (DAB); (C) nitroblue tetrazólio (NBT). (A) Ensaio histoquímico feito 

com hematoxilina nas raízes de plântulas de Arabidopsis thaliana para deposição de Al e 

localização nos tecidos radiculares. (B e C) Ensaios histoquímicos para detecção de ROS nas 

raízes de plântulas de A. thaliana. (B) Detecção do ânion superóxido e (C) peróxido de 

hidrogênio. 

  

4.5. Influência da deficiência na expressão de transportadores de NAD na 

eficiência do fotossistema II em plantas sob pH ácido e Al 

 Na avaliação da razão da fluorescência variável pela fluorescência máxima 

(Fv/Fm) foi possível observar que para todos os tratamentos os valores máximos 

foram observados no dia 4 do experimento para todos os tratamentos e genótipos, 

sendo que houve novamente uma queda no último dia (dia 5; Figura 6). No tratamento 

pH 5.7 apenas no dia 1 houve diferenças significativas em plantas do mutante ndt2 

cujos valores foram superiores que os demais mutantes (Figura 6A). Sob condição de 

acidez, plantas do mutante ndt2 apresentaram valores inferiores aos demais 

genótipos no dia 1 e o genótipo WT apresentou valores inferiores que os demais no 

dia 2 (Figura 6B). No tratamento com Al3+ o genótipo WT apresentou valores inferiores 

que os demais no dia 3 da análise (Figura 6C).  

 

4.6. Alterações metabólicas em resposta às variações no pH e ao Al  

 Para investigar como o transporte de NAD participa nas respostas 

metabólicas de plântulas submetidas ao pH ácido e ao Al, foram avaliados os níveis 

de compostos relacionados ao metabolismo do nitrogênio e açúcares. 

 Na avaliação de clorofilas totais os genótipos não apresentaram diferenças 

significativas para os tratamentos pH 5.7 e pH 4, com exceção de plantas do genótipo 

ndt1 apresentou maiores teores de clorofila do que os demais genótipos no tratamento 

pH 4 + Al o (Figura 7A). No tratamento pH 5.7 o mutante ndt1 apresentou os menores 

valores de clorofila total e o mutante ndt2 apresentou os maiores (Figura 7A). A razão 

clorofila a / clorofila b (Chl a/b) também não variou significativamente entre os 

genótipos nos três tratamentos, porém o mutante pxn1 apresentou menores valores 

no tratamento pH 4 + Al (Figura 7B). 

 No tratamento pH 5.7 os genótipos não diferiram significativamente quanto ao 

conteúdo total de carotenóides, já nos tratamentos pH 4 e pH 4 + Al o mutante ndt1 

apresentou valores inferiores que os demais genótipos. O mutante ndt1 apresentou 
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menores valores sob o tratamento pH 5.7 e o mutante ndt2 apresentou maiores 

valores sob este mesmo tratamento (Figura 7C). 

 

 

 
Figura 6. Eficiência do fotossistema II em plantas adultas (Fv/Fm). O parâmetro foi 

analisado durante 5 dias após o início da aplicação de meio nutritivo contendo os tratamentos. 

(A): Fv/Fm dos genótipos no tratamento pH 5.7; (B): Fv/Fm dos genótipos no tratamento pH 
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4.0; (C) Fv/Fm dos genótipos no tratamento pH 4.0 + Al; Genótipos: WT (círculos pretos), ndt1 

(círculo azul), ndt2 (triângulo roxo) e pxn1 (triângulo azul ciano). Os valores são apresentados 

como média ± erro padrão (n = 5). As médias seguidas de letras diferentes se diferem para o 

parâmetro em 5% de probabilidade (teste de Tukey). 

 

  

 

Figura 7. Análise do conteúdo de pigmentos fotossintéticos. O ensaio foi avaliado após 

5 dias de adição de meio nutritivo contendo os tratamentos. (A): conteúdo total de clorofilas; 

(B) razão Chl a/b; (C) conteúdo total de carotenóides. Genótipos: WT (barras pretas), ndt1 

(barras azuis), ndt2 (barras roxas) e pxn1 (barras azuis ciano). Os valores são apresentados 

como média ± erro padrão (n =5). As médias seguidas de letras diferentes se diferem para o 

parâmetro em 5% de probabilidade (teste de Tukey), letras maiúsculas diferenciam genótipos 

diferentes dentro do mesmo tratamento e letras minúsculas diferenciam o mesmo genótipo 

em diferentes tratamentos.   
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 Com relação ao conteúdo total de proteínas solúveis não foram observadas 

diferenças na parte aérea entre genótipos nos tratamentos (Figura 8B). Tal 

comportamento não se repetiu nas raízes, sendo que no tratamento pH 5.7 o genótipo 

WT apresentou valores significativamente maiores que os demais, já no tratamento 

pH 4 + Al o genótipo WT apresentou os menores valores. De maneira geral, verifica-

se que os genótipos tendem a apresentar menores níveis de proteínas solúveis totais 

nas raízes sob o tratamento pH 4 + Al, sendo que WT e ndt1 apresentaram diminuição 

dos valores neste tratamento (Figura 8A). 

 Os níveis de aminoácidos totais em raízes do mutante pxn1 tiveram redução 

sob o tratamento pH 5.7 quando comparado aos demais genótipos. O genótipo WT 

apresentou os maiores valores no tratamento pH 4 e os genótipos WT e pxn1 

apresentaram valores significativamente maiores que os demais sob o tratamento pH 

4 + Al (Figura 8C). Aparentemente o pH 4 + Al afetou positivamente os valores no 

mutante pxn1 e negativamente os níveis nos mutantes ndt1 e ndt2 (Figura 8C). 

Referente aos níveis de aminoácidos livres totais na parte aérea, os genótipos não 

apresentaram diferenças significativas entre si nos tratamentos pH 4 e pH 4 + Al, já 

no pH 5.7, o mutante ndt1 que apresentou valores significativamente inferiores em 

relação ao WT (Figura 8D).  

 Em relação aos níveis de prolina nas raízes, os genótipos não diferiram entre 

si no tratamento pH 4 + Al. No tratamento pH 5.7 o WT apresentou valores 

significativamente inferiores em relação aos demais genótipos e no tratamento pH 4.0, 

WT e pxn1 apresentaram os maiores valores (Figura 8E). Com relação aos níveis de 

prolina na parte aérea, apenas no tratamento pH 5.7 diferenças significativas foram 

observadas. Nessa condição verificou-se que as linhas com baixa expressão dos 

transportadores de NAD apresentaram níveis reduzidos de prolina em relação ao 

genótipo WT (Figura 8F).  

 Em relação a quantificação de compostos fenólicos na raiz, apenas os 

tratamentos pH 4 e pH 4 + Al apresentaram diferenças significativas entre os 

genótipos avaliados (Figura 8G). Nesses dois tratamentos o mutante pxn1 apresentou 

os maiores valores para frutose em relação aos outros genótipos (Figura 8G). No 

tratamento com pH ácido, o WT foi o genótipo mais afetado (Figura 8G). Para os níveis 

de compostos fenólicos na parte aérea, apenas os tratamentos pH 4 e pH 4 + Al 

apresentaram diferenças significativas entre os genótipos (Figura 8H). No pH 4, os 
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genótipos que mais se diferenciam foram ndt1 e pxn1, sendo ndt1 mais similar ao WT 

e pxn1 demonstrando os menores valores de compostos fenólicos (Figura 8H). No pH 

ácido acrescido de Al, o mutante que mais se diferenciou foi o ndt2, apresentando os 

menores valores (Figura 8H). 

 O conteúdo de amido encontrado em folhas não apresentou diferenças 

estatísticas em nenhum dos tratamentos (Figura 9B). Já em raízes em pH 4 + Al os 

níveis de amido diferiram nos genótipos em questão (Figura 9A). O mutante pxn1 

obteve o maior valor de amido sob tratamento com Al (Figura 9A) tendo níveis de 

amido próximos aos do WT. O único genótipo que não difere nos tratamentos foi o 

ndt2. O resultado para a quantificação de glicose na raiz só demonstrou diferença 

significativa entre os genótipos sob o tratamento com Al (Figura 9C), sendo o ndt2 o 

mutante mais afetado e o pxn1 o que apresentou os maiores valores. Não houve 

diferença significativa entre os tratamentos e nem entre os genótipos para os valores 

de glicose referentes ao conteúdo de parte aérea (Figura 9D). Referente ao conteúdo 

de frutose nas raízes, os genótipos se comportaram de forma semelhante nos 

tratamentos pH 5.7 e pH 4 + Al (Figura 9E). No tratamento pH 4, o ndt1 foi o genótipo 

mais afetado entre todos os outros e o pxn1 apresentou os maiores valores (Figura 

9E). Além disso, todos os genótipos se comportaram de forma semelhante, 

independentemente dos tratamentos (Figura 9E). Analisando o conteúdo de frutose 

na parte aérea, foi demonstrado que os tratamentos pH 4 e pH 4 + Al provocaram 

diferenças significativas entre os genótipos (Figura 9F). No pH 4, o tipo selvagem foi 

o genótipo mais afetado e que mais se difere dos outros genótipos (Figura 9F). O pxn1 

apresentou os maiores valores em relação aos outros genótipos, apesar de 

demonstrar semelhança ao ndt1 (Figura 9F). O mutante pxn1 apresentou diferença 

significativa apenas no tratamento pH 4. No tratamento com Al, o ndt1 apresentou 

maiores níveis de frutose em relação aos outros genótipos, acompanhado de WT que 

demonstrou um maior nível de frutose em relação ao tratamento pH 4 (Figura 9F). 

 Em relação aos teores de sacarose nas raízes, os genótipos apresentaram 

diferenças nos tratamentos pH 5.7 e pH 4 (Figura 9G). Sendo pxn1 o genótipo que 

apresentou maiores valores em ambos os tratamentos. Além disso, foi observado uma 

semelhança para os níveis de sacarose dos mutantes ndt1 e ndt2 nesses tratamentos. 

O único genótipo que não apresentou diferença significativa entre os tratamentos foi 

o ndt1. Os outros genótipos apresentaram uma semelhança nos tratamentos pH 4 e 
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pH 4 + Al (Figura 9G). Na parte aérea nenhuma alteração significativa foi observada 

entre os mutantes em nenhum dos tratamentos (Figura 9H). 

 

 

Figura 8. Análise 

de compostos 

nitrogenados em 

raiz e parte 

aérea. O ensaio 

foi avaliado após 

5 dias de adição 

de meio nutritivo 

contendo os 

tratamentos. (A): 

proteínas totais 

solúveis na raiz; 

(B) proteínas 

totais solúveis na 

parte aérea; (C) 

aminoácidos 

totais na raiz; (D) 

aminoácidos 

totais na parte 

aérea; (E) 

conteúdo de 

prolina na raiz; (F) 

conteúdo de 

prolina na parte 

aérea; (G) 

compostos 

fenólicos na raiz; 

(H) compostos 

fenólicos na parte 

aérea. Genótipos: 

WT (barras 

pretas), ndt1 (barras azuis), ndt2 (barras roxas) e pxn1 (barras azuis ciano). As médias 
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seguidas de letras diferentes se diferem para o parâmetro em 5% de probabilidade (teste de 

Tukey), letras maiúsculas diferenciam genótipos diferentes dentro do mesmo tratamento e 

letras minúsculas diferenciam o mesmo genótipo em diferentes tratamentos. *RZ: Raiz; PA: 

Parte aérea.  
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Figura 9. 

Análise de 

amido e 

açúcares em 

raiz e parte 

aérea. O ensaio 

foi avaliado 

após 5 dias de 

adição de meio 

nutritivo 

contendo os 

tratamentos. 

(A): amido na 

raiz; (B) amido 

na parte aérea; 

(C) glicose na 

raiz; (D) glicose 

na parte aérea; 

(E) frutose na 

raiz; (F) frutose 

na parte aérea; 

(G) sacarose na 

raiz; (H) 

sacarose na 

parte aérea. 

Genótipos: WT 

(barras pretas), 

ndt1 (barras 

azuis), ndt2 

(barras roxas) e 

pxn1 (barras 

azuis ciano). As 

médias 

seguidas de 

letras diferentes 

se diferem para o parâmetro em 5% de probabilidade (teste de Tukey), letras maiúsculas diferenciam 

genótipos diferentes dentro do mesmo tratamento e letras minúsculas diferenciam o mesmo genótipo 

em diferentes tratamentos. *RZ: Raiz; PA: Parte aérea. 
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5. DISCUSSÃO 

 Neste trabalho, investigou-se a importância do transporte de NAD mediado 

por transportadores mitocondriais e peroxissomal, NDT1, NDT2 e PXN em condições 

de estresses provocados por acidez e Al em concentração tóxica no meio de cultivo. 

O resultado da máxima germinação para todos os genótipos no tempo 24h, 

independente do tratamento, pode estar associada ao nível de expressão desses 

transportadores na semente (Figura 2). A expressão de NDT1 e NDT2 não é 

totalmente suprimida em seus mutantes, como em PXN, ou seja, ainda existe um nível 

de expressão residual dessas proteínas que pode mascarar os efeitos da sua 

deficiência (FEITOSA-ARAÚJO et al., 2020). Além disso, por não se tratar de duplos 

mutantes, o transporte de NAD na mitocôndria pode ser suprido por NDT2 na falta de 

NDT1 e vice-versa (DE SOUZA CHAVES et al, 2019). Por outro lado, o mutante pxn1 

é um mutante knockout e o transporte de NAD para o peroxissomo não pode ser 

substituído por outra proteína na ausência de PXN (BERNHARDT et al., 2011). 

Observando os transportadores mitocondriais (NDT1 e NDT2), os resultados indicam 

um maior impacto negativo na germinação quando há supressão da expressão de 

NDT2, uma vez que o mutante ndt1 apresenta uma germinação mais célere que o 

mutante ndt2, evidenciado principalmente no ponto das 24h nos tratamentos de pH 

5.7 e pH 4.0 + Al. De forma geral, ndt1 não apresentou diferenças significativas neste 

parâmetro em relação ao WT. No final do experimento de germinação, nota-se que os 

tratamentos sem Al alcançaram valores finais equivalentes, havendo na literatura 

registro de plantas que toleram certas variações de pH sem decréscimo na 

germinação (SUTHIPRADIT e ALVA, 1986) e quando houve acréscimo de alumínio 

verifica-se que ocorreu impacto negativo na germinação total. Para a emissão da 

radícula, as sementes de Arabidopsis mobilizam as reservas lipídicas presentes no 

endosperma e as utilizam como fonte de carbono e energia (BAUD et al., 2002). Essa 

mobilização acontece por meio da β-oxidação de lipídios, processo no qual ácidos 

graxos entram no glioxissomo, onde são convertidos em graxo-acil-CoA pela enzima 

sintase do graxo-acil-CoA, que por sua vez são clivados em acetil-CoA (RINALDI et 

al., 2016). A β-oxidação de lipídios envolve a redução de ½ O2 a H2O e a formação de 

um NADH para cada acetil-CoA produzido (RINALDI et al., 2016). A menor taxa de 

germinação de pxn1 nos tratamentos pode ser explicada pela deficiência do transporte 

de NAD no glioxissomo, impactando a germinação dessas sementes. Além disso, as 
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sementes de pxn1 podem apresentar dormência (PENFIELD, 2017). Inclusive, no pH 

4 não houve diferença na germinação das sementes entre os genótipos. 

 Sob condições ótimas, plântulas ndt1 e pxn1 apresentaram maior 

comprimento radicular, o que corrobora com os dados de análises in silico onde NDT1 

e PXN são mais expressos em tecido radicular do que NDT2 (bar.utoronto.com; 

TOUFIGHI et al., 2005). Entretanto, como discutido acima, o transporte mitocondrial 

de NAD pode ser suprido em ndt1 pela expressão residual do próprio NDT1 e pelo 

NDT2 uma vez que não existe um mutante duplo viável (DE SOUZA CHAVES et al., 

2019). Estudos recentes indicam que plantas ndt1 exibem um maior número de folhas 

e área foliar total, e maior peso seco do sistema radicular, quando comparados ao tipo 

selvagem (DE SOUZA CHAVES et al., 2019). No tratamento pH 5.7 existe diferença 

no comprimento radicular entre os mutantes e o WT no décimo dia de avaliação. No 

entanto, no pH 4 + Al essa diferença não existe mais. A diferença no comprimento da 

raiz entre os mutantes e o WT nos dias 4, 6 e 8 no tratamento com pH 4 + Al não se 

repete no desenvolvimento no tratamento com pH 4, o que pode ser explicado 

fisiologicamente pela diferença de sensibilidade entre os genótipos ao meio ácido e 

ao meio ácido mais Al. O principal órgão afetado pela concentração tóxica de Al no 

meio é a raiz (SIQUEIRA et al., 2021), dessa forma, espera-se que haja uma 

reorganização da homeostase celular diante de um transporte reduzido de NAD para 

as organelas. Registre-se que a acidificação do meio de cultivo (pH < 4,5) e o Al em 

concentrações tóxicas, influenciam no acúmulo de ROS (LI e XING, 2011; XALXO e 

SAHU, 2017). Esse trabalho demonstrou, por teste qualitativo (DAB e NBT), um 

resultado positivo para a presença de Al e ROS sob os tratamentos pH 4 e pH 4 + 

Al3+, para todos os genótipos (Figura 4). O DAB detecta o peróxido de hidrogênio e o 

NBT detecta radicais superóxido, entretanto esses testes qualitativos costumam 

apresentar bastante falso positivo, o que no trabalho em sequência a esse, é 

aconselhado utilizar tratamento com catalase (para DAB) e um tratamento com a 

enzima SOD (superóxido; NBT). 

 O valor de Fv/Fm é um parâmetro usado para medir a eficiência da 

fotossíntese em plantas, especialmente em resposta ao estresse ambiental. O valor 

Fv/Fm refere-se à eficiência máxima do fotossistema II (PSII) na conversão da luz em 

energia fotoquímica (MOTOHASHI e MYOUGA, 2015). Quando as plantas estão sob 

estresse, especialmente estresse causado por danos ao aparato fotossintético, como 

desidratação, altas temperaturas, excesso de luz ou exposição a substâncias tóxicas, 
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o valor de Fv/Fm pode diminuir (ESSEMINE et al., 2012; ZULFUGAROV et al.,2014). 

Em condições ideais e sem estresse, o valor de Fv/Fm é próximo a 0,8, indicando uma 

fotossíntese eficiente (MOTOHASHI e MYOUGA, 2015). No entanto, quando as 

plantas estão sob estresse, o valor de Fv/Fm pode cair significativamente. Valores 

abaixo de 0,8 são geralmente considerados indicativos de estresse em plantas de 

Arabidopsis e outras espécies vegetais (MAXWELL E JOHNSON, 2000). O estresse 

causado pelo Al no meio pode afetar negativamente a eficiência fotossintética das 

plantas, resultando em valores reduzidos de Fv/Fm (CUNHA NETO et al., 2020). 

Quando as raízes das plantas de Arabidopsis estão expostas a concentrações tóxicas 

de Al, ocorrem vários efeitos negativos, incluindo danos ao aparato fotossintético, 

redução na atividade fotossintética e acúmulo de ROS (CUNHA NETO et al., 2020; 

GUO et al., 2014). Entretanto, além de não demonstrarem grandes variações 

quantitativas, os valores de Fv/Fm para os genótipos foram muito próximos de 0,8. 

Interessantemente, no quarto dia de experimento em todos os genótipos verificou-se 

valores máximos de Fv/Fm seguidos de uma baixa. Portanto, é possível que as 

condições de tratamento sugeridas para as plantas desse trabalho não tenham sido 

suficientes (valor de pH, concentração de alumínio, tempo de exposição) para 

configurar um estresse significativo. Irrigar com solução de Al uma planta cultivada em 

solo não é tão efetivo quanto usar o mesmo tratamento com plantas cultivadas em 

areia ou vermiculita, visto que o Al pode ser complexado por inúmeras moléculas que 

podem ser facilmente encontradas no solo, sem que haja um controle. Apesar disso, 

as plantas ndt1 e ndt2 foram as que se apresentaram menos afetadas logo nos 

primeiros 2 dias de experimento. Esse dado corrobora com o que foi encontrado por 

DE SOUZA CHAVES (2019), onde foi demonstrado maiores taxas fotossintéticas e 

desenvolvimento vegetativo. 

 A análise de clorofila total dos genótipos demonstrou que os mutantes (ndt1, 

ndt2 e pxn1) não apresentam decréscimo deste parâmetro quando comparados ao 

WT (Figura 7A). Da mesma forma, FEITOSA-ARAÚJO (2020) ao trabalhar com os 

mesmos genótipos em condições de alto e baixo CO2 ambiente não atestou diferenças 

significativas entre os genótipos no conteúdo total de clorofila. De forma semelhante, 

a razão Chla/b não apresentou diferenças significativas entre os genótipos em cada 

tratamento (Figura 7B), sendo outro dado semelhante ao obtido por FEITOSA-

ARAÚJO (2020). O NADP(H) desempenha um papel fundamental para a biossíntese 

de clorofilas que ocorre nos cloroplastos (CHAI et al., 2005). De acordo com os 
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resultados deste trabalho e resultados anteriores, é provável que as mutações 

contidas nos genótipos estudados não afetem a produção de clorofilas, provavelmente 

por se tratar de mutações que afetam proteínas em outros compartimentos celulares, 

que não o cloroplasto. Nos tratamentos sob pH 4 e pH 4 + Al o mutante ndt2 (Figura 

7C) apresentou os menores valores na produção de carotenóides. Em condições de 

estresse o metabolismo redox mitocondrial é afetado, sendo que NDT2 é importante 

para a regulação dos níveis de NAD+ mitocondrial (PALMIERI et al., 2009), o acetil-

CoA produzido nas mitocôndrias é utilizado em vias de biossíntese de carotenóides 

(JONES et al., 1986). Assim, é possível que sob estresse, a baixa expressão de NDT2 

esteja afetando o fornecimento de precursores para a biossíntese de carotenóides 

(FEITOSA-ARAÚJO et al., 2022). 

 O conteúdo de proteínas diferiu na parte aérea para os genótipos analisados 

(Figura 8B). Nas raízes o genótipo WT apresentou os menores valores sob o 

tratamento pH 4.0 + Al (Figura 8A). O estresse por Al tende a diminuir o conteúdo total 

e o padrão de expressão de proteínas gerais e relacionadas ao estresse por Al e 

choque térmico (MOREFIELD et al., 2005), os resultados sugerem que nas raízes o 

genótipo WT pode estar sob maior estresse que os demais.  

 Com relação aos níveis de aminoácidos totais nas raízes foi verificado que o 

genótipo WT apresentou os maiores valores independente do tratamento (Figura 8C). 

Entretanto, durante rápido estresse, é reportado que há aumento do nível de 

aminoácidos livres devido à maior degradação de proteínas para remobilização ou 

utilização como substrato (ARAÚJO et al., 2011). Assim, os resultados obtidos 

sugerem que sob pH 4 + Al os genótipos WT e pxn1 podem estar sob maior estresse 

nas raízes (Figura 8C).  

 Durante o estresse ácido, foi possível notar conteúdos menores de prolina nas 

raízes dos mutantes com baixa expressão de NDT1 e NDT2, em relação ao tipo 

selvagem e ao mutante com baixa expressão de PXN (Figura 8E). O bloqueio no 

transporte de NAD entre a mitocôndria e o citosol, como ocorre em plantas com baixa 

expressão de NDT1 e NDT2, compromete o equilíbrio redox celular ao limitar a 

regeneração de NAD⁺ citosólico e a exportação de equivalentes redutores para o 

citosol. Sob estresse por acidez, essa limitação reduz o fluxo de carbono por vias 

geradoras de NADPH, como a via das pentoses-fosfato e o ciclo do malato, diminuindo 

a disponibilidade desse cofator para a enzima Δ¹-pirrolina-5-carboxilato redutase 

(P5CR), etapa final da biossíntese de prolina a partir de glutamato. Como o acúmulo 
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de prolina atua como importante osmoprotetor e antioxidante, essa restrição 

metabólica compromete a capacidade da raiz de ajustar seu estado osmótico e 

neutralizar ROS, aumentando a sensibilidade ao estresse ácido (Figura 8E). 

 Os compostos fenólicos podem atuar como antioxidantes, protegendo as 

células contra os danos oxidativos causados pelo estresse (AHMAD et al., 2018). Tal 

informação explica o aumento do conteúdo de compostos fenólicos em raízes nos 

tratamentos pH 4 e pH 4 + Al (Figura 8G). Nestes dois tratamentos, o mutante pxn1 

apresentou os maiores valores para esse parâmetro, o que sugere um papel 

fundamental do transporte de NAD para o peroxissomo sob condições que induzam 

estresse oxidativo nas raízes, como aqueles promovidos pelos tratamentos pH 4 e pH 

4 + Al. O acúmulo predominante de compostos fenólicos nas raízes, observado sob 

estresse por acidez (pH 4) e alumínio (Al³⁺), embora não represente o padrão típico 

em condições de estresses sistêmicos, pode ser explicado pela natureza localizada e 

primária do estímulo adverso. Nestas condições, o sistema radicular constitui o 

principal sítio de percepção e resposta, desencadeando a ativação diferencial da via 

fenilpropanoide, possivelmente por indução localizada da fenilalanina amônia-liase 

(PAL) e de outras enzimas associadas. O aumento de fenólicos radiculares 

desempenha funções múltiplas, incluindo a complexação de Al³⁺ no apoplasto, 

reduzindo sua toxicidade celular, o reforço da parede celular via lignificação, limitando 

a penetração e mobilidade do metal, e a atenuação do estresse oxidativo por meio de 

sua capacidade antioxidante e de atuação como substratos para peroxidases. Dessa 

forma, a síntese direcionada desses metabólitos nas raízes sob estresses radiculares 

diretos representa uma estratégia adaptativa eficiente, permitindo neutralizar de forma 

imediata e localizada os efeitos deletérios do Al³⁺ e da elevada acidez do meio 

rizosférico (LIU et al., 2022). 

 Vários trabalhos de pesquisa sugerem que as plantas remobilizam suas 

reservas de amido para liberar energia, carboidratos e intermediários para ajudar a 

mitigar o estresse (THALMANN e SANTELIA, 2017). Nas análises de amido e 

açúcares tanto nas raízes quanto na parte aérea dos genótipos, não foi possível 

estabelecer uma correlação entre conteúdo de amido e conteúdo de açúcares. 

Possivelmente, os tratamentos aplicados (concentração do Al e tempo de exposição) 

não tenham sido suficientemente impactantes para esses parâmetros. 
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6. CONCLUSÕES 

 De forma geral, a baixa expressão dos transportadores mitocondriais e 

peroxissomal não resultou em alterações significativas nos principais parâmetros 

morfológicos de desenvolvimento vegetal sob condições de estresse por pH ácido e 

alumínio em níveis tóxicos. Contudo, foi detectada uma diferença estatisticamente 

relevante no crescimento da raiz primária no tratamento com pH 4 + Al entre os 

genótipos avaliados, sugerindo uma resposta diferencial específica a esse estressor. 

Assim, foi possível observar a importância de NDT1, NDT2 e PXN no desenvolvimento 

da planta. Apesar dos resultados aqui apresentados apontarem uma certa 

redundância da função dos transportadores, especialmente NDT1 e NDT2, vale 

ressaltar que apesar de realizarem muitas vezes a mesma função, existe uma 

diferenciação dos níveis de expressão dessas proteínas em diferentes tecidos da 

planta. PXN parece ser o transportador mais sensível durante a germinação das 

sementes, o que pode ser facilmente relacionado à mobilização de reservas na 

semente que permeiam o glioxissomo. 

 Por tudo isso, admite-se a necessidade de estudos futuros com linhas duplo 

mutantes para NDT1 e NDT2 a fim de elucidar sobre a importância do transporte de 

NAD na mitocôndria. Aliás, estudos que avaliem o perfil metabólico de PARPs 

(proteínas envolvidas no metabolismo do NAD, que dentre muitas funções, atuam 

contra o dano à fita de DNA ocasionado muitas vezes por estresse oxidativo; PHAM 

et al., 2015), também por meio de regulação negativa das proteínas, podem ajudar a 

estabelecer estratégias para um aprimoramento das respostas ao estresse.  

 O cerrado é um dos principais biomas do Brasil, caracterizado por apresentar 

uma vegetação diversificada, que inclui árvores, arbustos, gramíneas e outras formas 

de vida vegetal. As plantas do cerrado são altamente adaptadas para sobreviver em 

solos ácidos e com altos teores de alumínio (ALMEIDA RODRIGUES et al., 2019). 

Estudos indicam que certas espécies podem acumular entre 1.000 e 15.000 mg de 

íons Al3+ por kg de matéria seca (HARIDASAN, 1982; SCHMITT et al., 2016). 

Surpreendentemente, concentrações de aproximadamente 320 a 530 µM de Al3+ 

podem, de fato, estimular o crescimento das raízes dessas plantas (LI et al., 2011; 

RODRIGUES et al., 2016). Essa habilidade adaptativa é notável e demonstra a 

capacidade dessas espécies em prosperar em ambientes com altas concentrações 

de Al, oferecendo uma vantagem competitiva em solos ácidos. Dessa forma, seria 

importante estudar os transportadores mitocondriais e peroxissomal de NAD nessas 
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plantas nativas reconhecidamente tolerantes ao Al. Em consideração ao cenário 

mundial para produção de alimentos, alguns cultivares que apresentem menor 

produção em solos ácidos também podem ser candidatas à essa investigação. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

Tabela S1. Especificações técnicas do substrato Carolina Soil Padrão   

Especificações técnicas do substrato Carolina Soil Padrão 

  

  

Composição 

  

Turfa de sphagnum, vermiculita expandida, 

calcário dolomitico, gesso agrícola e 

fertilizante NPK (traços). 

Potencial hidrogeniônico (pH) 5,5 ± 0,5 

Condutividade elétrica 0,7 ± 0,3 

Densidade 145 kg/m3 

Capacidade de retenção de água 55% 

Umidade máxima 50% 

Reatividade Produto estável e inerte 

Natureza física Sólido 

 


