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RESUMO

BATISTA, Rita de Céssia Monteiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, oute2@20.
Caracterizacdo fisiolégica do transportador mitocondrial de adenilatosAtAACL.
Orientador: Adriano Nunes Nesi.

As células necessitam de energia para a manutencdo de varios processos metabdlicos.
Adenosina trifosfato (ATP) € um metabdlito central no metabolismo celular, participando de
inUmeras transacdes energéticas, e assim considerado uma fonte de energia bividgsal

em todos organismos vivos. Em tecidos heterotroficos a mitocondria é a organela responséavel
pela maior parte do suprimento do ATP necessario para 0s processos metabdlicasa Para
utilizacdo, os adenilatos (adenosina monofosfato, AMP; adenosina difosfofato, ADP; e ATP)
séo distribuidos entre os compartimentos celulares via proteinas carreadoras espeeralizadas
transporte. Dentre essas proteinas se encontram o0s carreadores do tipo antip@dd ADP
(AACs), que exportam o ATP da matriz mitocondrial para o citospiteoca importam o ADP

do citosol. Em Arabidopsis thaliana s&o encontradas trés isoformas de AACs (AAC2e AAC
AAC3). Entre essas isoformas, o0 AAC1 € a mais expressa em diferentes teeglagies
fenologicos. Contudo, a sua funcgéo fisiologica ainda nao foi elucidada em plantas. Neste
trabalho, avaliou-se o papel do transportador mitocondrial AAC1 em A thaliana. Para tal,
foram utilizadas uma linha mutante com insercdo de T-DNA (KO) e quatro linhas antisenso
sob o controle do promotor 35S (AS2, AS4, AS5 e AS7) com reduzida expressao d&EmACL.
folhas expandidas de plantas deficientes na expressédo de AAC1, observou-se rethxd® nas

de respiracdo noturna sem alteracbes em parametros de fotossintese emarelagdas
selvagens. Adicionalmente, foram observados diminuicdo no numero de folhas e na area foliar
especifica. Verificou-se também acumulo de acucares (glicose, frutose, ejaeanagato em

folhas das plantas com baixa expressao de AAC1. Observou-se maiores teores déasiinoac
em paralelo com menores conteudos de proteinas em folhas. Nas raizes, a deficiéncia na
expressao de AAC1 resultou em menor crescimento, o qual foi associado a menores taxas
respiratorios nos tecidos desse 6rgdo. Em conjunto, os resultados apresentados sugerem que
AAC1 desempenha um papel importante na respiracdo mitocondrial impactando o crescimento

da planta como um todo, sem alteracdes marcantes na eficiéncia fotossintética.

Palavras-chave: Translocador 1 do Nucleotideo Adenina. Mitocbndrias. Células -
Metabolismo. Respiracéo celular.



ABSTRACT

BATISTA, Rita de Cassia Monteiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Oc2aI2€Y,
Physiological characterization of mitochondrial adenylates transporteAtAAC1. Advisor:
Adriano Nunes Nesi.

Cells need energy to maintain various metabolic processes. Adenosine triphosfate (ATP) is a
central metabolite in cellular metabolism, participating in numerous energy transactions, and
thus considered a source of universal biological energl living organismsin heterotrophic
tissues, mitochondria are the organelle responsible for most of the ATP supply yefmgssar
metabolic processes. For their use, adenylates (ADIP,and ATP) are distributed among the

cell compartments via transport-specialized carries proteins. Among these proteins are carriers
of the Type Antiport ADP/ATP (AACSs), which export the ATP from the mitochondrial matrix

to the cytosol and in return import the ADP of the cytosol. In Arabidopsis thaliana, three
isoforms of AACs are found: AAC1, AAC2 and AAC3. Among these isoforms, AACL1 is the
most expressed different tissues and phenological stages. Howésggrhysiological function

has not yet been fully elucidated in plants. In this work, the role of mitochondrial transporter
AACLlin A thaliana was evaluated. For thigg used a mutant line with DNA (KO) insertion

and four antisense lines under the control of promoter 35S (AS2, AS4, AS5 and AS7) with
reduced expression of AACIh expanded leaves of plants deficienthe expression of AAC1

there was a reduction in dark respiration rates without chamgé®tosynthesis parameters in
relation to wild plants. Additionally, was observed a decrease in the number of leaves and in
the specific leaf area. There was also accumulation of sugars (glucose, frsictosse), and
malate in leaves of plants with low expression of AAC1. A decrease in the number of leaves
and in the specific leaf area was observed. There was also accumulation ofgugasse,
fructose, sucrose) and malate in leaves of plants with low expression of AAC1. A détrease
the number of leaves and in the specific leaf area was observed. There was alscatiocumul

of sugars (glucose, fructose, sucrose), and malate in leaves of plants with low expression of
AACL1. Higher amino acid contents were observed in parallel with lower protein contents in
leaves. In the roots, the deficiency in the expression of AAC1 resulted in lower growth, which
was associated with lower respiratory rates in the tissues of this organ. Togethenlthe res
presented suggest that AAC1 plays an important role in mitochondrial respiration impacting

plant growth as a whole, without marked changes in photosynthetic efficiency.



Keywords: Translocator 1 of the Adenine Nucleotide. Mitochondria. Cells - Metabolism.
Cellular respiration.
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1. INTRODUCAO

A compartimentalizacéo intracelular das vias metabdlicas € uma caracteristica de todos
0S organismos eucariotos, sendo necesséria para a separacdo fisica de rdagdseas
bioguimicas, bem como de seus produtos. Os compartimentos celulares sdo, em sua grande
maioria, delimitados por membranas seletivas, permitindo a formacédo de microambientes
especificos, essenciais para o funcionamento das células (Solymosi and Schoefs, 2019).

Para catalisar a passagem de precursores, intermediarios e produtos através dos
compartimentos subcelulares, as membranas biolégicas hospedam vérias proteinas estruturais
e funcionais que possibilitam o transporte de metabdlitos entre diferentes organelas (Krueger et
al., 2011). Além de delimitar os espacos intracelulares, a existéncia de merhlmagasas em
mitocéndrias e cloroplastos permite formacdo de uma forca préton motriz nos espacos
intermembranas dessas organelas, desempenhando, dessa forma, um papel fundamental nc
funcionamento do complexo ATP sintase formando adenosina trifosfato (ATP) para os
organismos vivos (Lane and Martin, 2012).

Grande parte dos metabdlitos intermediarios e produtos sao transportados através das
membranas por proteinas pertencentes a Familia de Transportadores Mitocondriais (MCF, do
inglés Mitochondrial Carrier Family) (Palmiazial., 2011). Contudo, a localizacéo e a fungéo
fisiologica das proteinas MCF néo se restringe as mitocéndrias, visto que muitas delas estao
localizadas no cloroplasto, peroxissomo e reticulo endoplasmatico (Fernie et al., 2020; Nunes-
Nesi et al., 2020). Os transportadores pertencentes a familia MCF séo esteutigralm
relacionados, caracterizang®-por uma estrutura transmembrana padrdo de seis a-hélices,
distribuidasemtrés modulos repetitivammtandem, cada qual contendo aproximadamente 100
aminoacidos e com um peso molecular semelhante (30-35 kDa) (Picault et al., 20&4). Essa
proteinas medeiam o transporte especifico de varios substratos, tais como, aminoacidos,
nucleotideos, dicarboxilatos, cofatores duHaferkamp and Schmitz-Esser, 2012; Palmieri et
al 2011). Apesar da semelhanca estrutural entre os membros, muitas diferencas marcantes
existem no que diz respeito aos papéis bioguimicos e fisioldgico das proteinas carreadoras
mitocondriais (Nunes-Nesi et al., 2020). Dessa forma, tornam-se necessarios patados
identificar e caracterizar as funcbes de todos os membros, através da determinacdo dos
parametros bioquimicos, da especificidade de seus substratos, padrdo de expapsio e

fisiologico.
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As células necessitam de energia para a manutencdo de varios processos metabdlicos
(Geigenberger et al.,, 2010). O ATP é um metabdlito central no metabolismo celular,
participando de inUmeras transacdes energéticas, logo, € considerado uma fonte de energia
biolégica universal em todos organismos vivos (Reiser et al., 2004; Lehninger et al., 2014).
Além do fornecimento energético, o ATP é necessario durante a replicd@@fdoequerido
na biossintese, montagem e no transporte de proteinas, bem como fornecedor de pdemosina
sintese de alguns metabolitos (Hara and Kondo, 2015). Adicionalmente, o ATP desempenha
importante papel na resposta ao estresse e na transducao de sinais (C2@1dt &lgra and
Kondo, 2015; Sivaramakrishnan and Fountain, 2015).

Nas células vegetais, a biossintese de ATP ocorre principalmente na etapa fotoquimica
da fotossintese, nos cloroplastos, e via fosforilagdo oxidativa, na mitocondria, por meio da
atividade da ATP sintase, a qual conv&i e fosfato inorgéanico (P@mATP (Fernieetal.,

2004; Vooretal., 2018). Além disso, durante 0 processo respiratorio também ocorre a producao
de ATP por fosforilagéo a nivel de substrato na glicolise e no ciclo dos &cidos tricarboxilicos
(ciclo TCA) (Bonora et al., 2012).

Os adenilatos (AMP, ADP e ATP) sdo necessarios em diferentes organelas, send
adequadamente distribuidos entre os diversos compartimentos. Entretanto, os adenilatos néo
atravessam livremente membranas, devido ao tamanho relativamente grande e a natureza
elétrica dessas moléculas (Reisaal., 2004). Assim, para que a particdo de energia no interior
da célula ocorra de maneira eficiente, proteinas transportadoras especializadas desempenharnr
um papel fundamental no transporte desses metabdlitos através das membrana internas da
mitocondria e do cloroplasto (Geigenberger et al., 2010; Haferkamp and Schmitz-Esser, 2012;
da Fonseca-Pereira et al., 2018).

Todos os transportadores de adenilatos identificados até o momento pertencem a familia
MCF (da Fonseca-Pereira et al., 2018). No genoma de Arabidopsis, foram identificados 58
membros de proteinas pertencentes a MCF (Palmieri et al., 2011). Destes, trés grupos de
proteinas sdo responsaveis pelo transporte de adenilatos através da membrana mitocondrial
interna. S&o eles: Adenine nucleotide/Phosphate Carriers (APCs), Adenine Nucleotide
Transporter 1 (ADNT1) e AACs1-3. Devido a importancia dos adenilatospdngersas vias
bioquimicas, as proteinas transportadoras de ATP tem um papel fundamental no acoplamento

de reacbes exergbdnicas e endergbnicas (Geigenketrgér 2010). Logo, o transporte do
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ADP/ATP mediado por esses transportadores esta relacionado a manutencdo da homeostase
celular e & particdo de energia entre as organelas (da Fonsecae®aileiz018).

Os APCs séo transportadores responsaveis por mediar a exportacdo de Pi pata o citos
e a importagdo de adenilatos para a matriz mitocondrial (Lorenz et al., 2015). Esses
transportadores sao o0s Unicos identificados até o momento capazes de alterar o pool de
adenilatos na matriz mitocondrial (Monné et al., 2015). O transportador ADNT1, promove a
exportacdo do ATP para o citosol em troca, preferencialmente, de AMP. O ipiab&dito
desse transportador em Arabidopsis esta relacionado com o processo respiratério em raizes
(Palmierietal., 2008). Além disso, a baixa expressao de ADNT1 antecipa a senescénala natur
das plantas em condi¢des normais e de deficiéncia de carbono por escuro prolongado (Pereira,
2013).0Ostransportadores do grupo dos AACs medeiam a passagem eletrogénica do ADP/ATP,
em que uma molécula de ADP citossolica € transportada em troca de uma moléclifta de A
proveniente da matriz mitocondrial (Ogunbona and Claypool, 2019).

Entre as proteinas pertencentes a MCF, os AACs sédo os transportadores mais abundantes
encontrados na membrana interna das mitocondrias (Haferkamp and Schmitz2@Eer,
Sao altamente relacionados aos seus ortélogos de animais e leveduras tanto em estrutura comc
em funcéo (Fontanesi et al., 2004; Haferkamp and Schmitz-Esser, 2012). Em humanos, existem
guatro isoformas para o transportador de ADP/ATP, sendo o nucleotideo de adenina translocase
tipo 1 (ANT1) a isoforma mais expressa tecidos do musculo esquelético, coracao e cérebro
(Dolce et al., 2005). Muta¢cbGes associadasgene humano ANT1 implica em uma série de
desordens mitocondriais provocadas por multiplas delec6d3Ndo mitocondrial, o que
acarreta em miopatia mitocondrial e cardiomiopatia, sindrome de Senger, entre outros
distarbios patologicos (Sharer, 2005; Echaniz-Laguna et al., 2012). Em Saccharomyces
cerevisiae, a auséncia do principal portador mitocondrial de ADP/ATP resulta em um defeito
especifico na atividade da enzima citocracmaxidase (Ogunbona and Claypool, 2019). Em
Trypanosoma brucei o silenciamento T®AC resultou em alteracdes do crescimento que
coincide com uma reducao significativa da sintese de ATP. Além disso, houve redniyé do
de ATP citosolico, um aumento no potencial de membranas e maior quantidade de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Gnipova et al., 2015).

Em plantas de Arabidopsis, trés genes nucleares codificam isoformas de proteinas AAC
(At3g08580, AAC1; At5g13490, AAC2; e At4g28390, AAC3) (Haferkamp et al., 2002). Estes

séo caracterizados por uma extensao do terminabntendo cerca de 60 residuos de
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aminoacidos (Haferkamp and Schmitz-Esser, 2012). Analises protedmicas e in silico sugerem
gue as isoformas das proteinas AACs tem um importante papel nas func6es de manutencéo e
envolvimento com respostas ao estresse (da Fonseca-Pereira et al., 2018% iBofoemas,

0 gene AACL é distintamente o0 mais expresso, independentemente do tipo de 6rgéo e do estagio
de desenvolvimento, enquanto que genes AAGAC3 sao regulados positivamente na fase
reprodutiva nos tecidos florais, siliquas e grao de pélen, porém, sdo expressos em niveis
relativamente inferiores em todos os tecidos vegetativos (Batista, 2019). Além do mais, entre
as proteinas transportadoras mitocondriais, AAC1 é a isoforma mais abundante (Fuchs et al.,
2020), apresentando mais de 300 ESTs (do inglés: Expressed Sequence Tag)respmnde

ao triplo do segundo membro mais abundantemente registrado, o Transportador de Fosfato 1
(do inglés Phosphate Carrier 1 [PiC1; At5g14040]) (Picault et al., 2004; Haferkamp, 2007;
Fernie et al., 2020). Com isso, sugere-se que o transportador AAC1 desemnpephpel
fundamental na particdo energética em Arabidopsis (Haferkamp, 2007; Fernie et al., 2020;
Nunes-Nesi et al., 2020).

Emteoria, a reducdo da expressaoA&Ss resultarilmuma menor quantidade destes
transportadores, o que colaboraria para uma menor capacidade de distribuicdo do ATP da matriz
mitocondrial para o citosol. Logo, a atividade da ATP Sintase seria comprometida por ocorrer
reducado das exportacdes/importacdes do ATP/ADP. A via respiratoria € limitada pelorturnove
de adenilatos, principalmente devido as limita¢cdes no suprimento desses metabbktas
et al., 2019). O steady-state energético torna-se vulneravel quando este suprimento de
ATP/ADP ocorre de maneira lenta (Geigenberger et al.,, 2010). Quando o steady-state
energético é afetado, ha uma propensdo a uma maior reducdo da cadeia transportadora de
elétrons da mitocondria (nCTE) e, em consequéncia, espera-se um aumento do poder redutor
na organela, podendo acarretar no desbalanco da homeostase redox mita;anélna¢smo,
em estresse oxidativo (Vishwakarma et al., 2015).

Alteracbes da expressdo e/ou atividade de outros transportadores de adenilatos vem
sendo investigadas como uma possivel estratégia para a manutencéo do steady-state energéti
emplantas com baixaxpressao dos AACs. Batista (2019) observou que a mutagamteinas
AACs alterou a expressao de outras proteinas transportadoras de ademifataisidopsis, de
forma a colaborar com um turnover dinamico de adenilatos. Adicionalmente, a regulacdo
positiva de complexos proteicos dissipadores de energia, como a da Oxidase Alternativa

(AOX), também pode contribuir para homeostase redox mitocondrial, uma vez que esses
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processos operam na membrana interna da mitocondria, contribuindo para uma menor producao
de ATP via processo respiratério (Vishwakarma et al., 2015).

Apesar dos diversos estudos bioquimicos e moleculares realizados nas ultimas décadas
envolvendo a identificagdo e caracterizagdo de transportadores mitocondriais em plantas, o
papel fisioldgico dessas proteinas carreadoras de ADP/ATP néo esta escldestalsentido,
pouco se sabe sobre a fungcédo destes transportadores em plantas cultivadas sob condic¢des
ambientais 6timas ao crescimento e desenvolvimento vegetal, assim como em condi¢cdes
ambientais adversas. Portanto, € de grande importancia verificar e compreender o papel
fisiolégico destas proteinas em plantas. Assim, o0 presente estudo teve como objetivo
caracterizar fisiologicamente o papel de AAC1l em A. thaliana, buscando uma maior
compreensao de como e em que nivel uma menor expressao deste transportador afeta o

metabolismo celular e o crescimento das plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1Construcéo do alinhamento de sequéncias de aminoacidos
As sequéncias de amino&cidos do transportador AAC1 e dos demais transportadores
adenilatos pertencentes a familia MCF, foram coletadas em formato FASTA (Paadson
Lipman, 1988) e comparados, em sua extensao total, dois a dois utilizando a ferramenta
ClustalW, com o objetivo de determinar a identidade de seus aminoacidos.

2.2Material Vegetal.

Foram utilizadas plantas de Arabidopsis thaliana do tipo selvagem, ecotipo Columbia
(Col-0) e cinco linhagens mutantes com reduzida expressdo do gene que codifica para o
transportador mitocondrial de adenilatos (AAC1; At3g8580). A linha denominada de KO é
oriunda da colegdo Institute Genome Analysis Laboratory - SIGnAL Salk ;(aacl
SALK_134240C) e possui uma insercao de T-DNA, via Agrobacterium tumefaciens na regiao
promotora do gene do transportador (Figura 1Bi). Plantas mutantes homozigotas foram
selecionadas por meio de PCR, utilizando primers especificos para o gene AAC1 (AtAACL:
forward 5- CGTAACACATGGGAGAACAATAGAGAAA-3’, reverse 5’-
TAAACTAAAGTCAACAGATCCAAACGATTTTGA- 3’ ¢ para T-DNA primer LBb1.3:5’-
ATTTTGCCGATTTCGGAACS3’. Para a reacdo de PCR foram utilizados 35 ciclos de trés
etapas: (a) desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos, (b) anelamento a 58 °C por 45 segundos
(c) extenséo a 72 °C por um minuto e 25 segundos.

Utilizou-se também quatro linhagens transgénicas do tipo antisenso denominadas de
AS2, AS4, AS5 e AS7. Para a construcdo das linhas antisenso, utilizou-se o promotor 35S
contendo um marcador de resisténcia a Canamicina (Figura 1Bii). Plantas transgénicas
homozigotas oriundas desses genotipos, foram selecionadas com base na resisténcia ao
antibidtico, através de meio seletivo contendo canamicina a uma concentragdo de 5@ pg ml

a expressao verificada por gRT-PCR (Figura 1C).

2.3Analises de expressao génica
Para verificar a expressdo do gene AACL1 foi utilizada a técnica de PCRajivandim
tempo real (QRT-PCR). O RNA total foi extraido de folhas totalmente expandidas de plantas

com cinco semanas de idade. Para a extracao foi utilizado o reagerd®TRizitrogenTM),
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conforme as indicagbes do fabricante. ApGs a extracdo, o RNA total foi tratado com
DNase/RNase-free (InvitrogenTM) e quantificado em espectrofotbmetro a 26Gme.a
sintese da fita de DNA complementar (cDNA) foi utilizado aproximadamente 2 pg de RNA
As reactes de qRT-PCR foram realizadas utilizasetmequipamento 7300 Real Time System
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) e o kit de amplificagdo Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Life Technologies/Applied Biosystem). Utilizou-se primers especificosddia
CCCGCAATAAACTGAGATGTTG-3” e reserve 5-
AAAGTTGGCGTCAGAACGATATAA- 3’. Como controle enddgeno, foi utilizado o gene da
actina (Czechowski et al., 2005). No total, foram utilizadas quatro plantasipagéim e as
amostras foram amplificadas em duplicata com as seguintes etapas: 50°C por 2 minutos, 95°C
por 2 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 3s, 60°C por 30 segundos e 9BC por

minutos.

2.4Condic¢des de Crescimento
Sementes foram superficialmente esterilizadas em 1mL de etanol 70% por 1 minuto e
em 1mL de hipoclorito de sodio a 2% por 15 minutos. Em seguida, foram lavadas cinco vezes
com ultrapura autoclavada. Apos a esterilizacdo, as sementes foram distribuidas edeplacas
Petri (90x15mm) sobre meio MS (Murashige and Skoog, 1962) com metade da forca idnica,
suplementado com 1% (p/v) de sacarose. As placas com as sementes foram submetidas ao
processo de estratificacdo por um periodo de cinco dias a 4 °C no escuro. Posteriasmente,
placas foram mantidasnsala de crescimento a 22 * 2 °C, umidade relativa de 60%, irradiancia
de 150 umol de fétons s e fotoperiodo de 8 h de luz e 16 h de escuro, durante dez dias.
Ap6s um periodo de 10 diaass plantulas foram transplantadas para potes plasticos de
0.1 litros de capacidade em substrato comercial Carolina Soil Padrdo E® &{J. Apos o
transplante, as plantulas foram mantidas em camara de crescimento nas mesmas condi¢cles
supracitadas por um periodo de cinco semaxganalises fisioldgicas e bioquimicas descritas

abaixo foram realizadas em plantas com cinco semanas de idade.

2.5Analises biométricas
Plantas crescidas nas condicGes descritas no item 2.4, foram coletadas com cinco
semanas de idade para avaliacdo dos seguintes parametros de crescimentoesoassa fr

roseta (MFR), mass&cada roseta (MSR), area foliar da roseta (AFR), area foliar ifispec
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da roseta (AFER), numero de folhas (NF) e area foliar especifica (AFE). A ARRefaram
determinadas pelo método da imagem digital, onde as folhas foram digitalizadas com auxilio
de um scanner (HP Scanjet G2410 1200X1200) e as imagens obtidas processadas com auxilio
do software ImageJ (Baker et al., 1996). A AER e AFE foram estimadasnatdizaseguinte
formula:

AFER (ou AFE) = AFR (ou AF) /MSR

2.6 Analises de trocas gasosas e fluorescéncia

Os parametros de trocas gasosas foram avaliados através de um analisades @e gas
infravermelho em sistema aberto (IRGANnfrared Gas Analyzer), modelo LI 6400XT (LI-
COR, Lincoln, NE,EUA), com fluorébmetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.) em plantas
com cinco semanas, 30 minutos apds o inicio do periodo luminoso. A concentracdo de
referéncia de CgXfoi definida em 400 mmol COmol ~ ! de ar. Todas as medicGes foram
realizadas usando a caAmara foliar de 2, ecnrantendo a temperatura do bloco em 25 ° C e 150
umol fotons m? s 1. As taxas de respiragdo foram determinadas durante o periodo de escuro,
apos um periodo de 30 minutos para aclimatacdo da planta a esta condicdo. Para essas

avaliacdes foram avaliadas seis plantas por genétipo.

2.7 Analises de tecidos heterotroficos

O crescimento radicular foi realizado conforme previamente descrito (Palmiéri et a
(2008) com algumas modificacfes. As sementes foram semeadas em placas de Petri (90x15mm)
sobre meio MS ¥z forca suplementado com 1% de sacarose. Posteriormente, as placas contendc
as sementes foram estratificadas no escuro a 4°C por trés dias. Apasfaasio, as placas
foram dispostas verticalmente em sala de crescimento a 22 + 2 °C, umidade relafi¥a de
irradiancia de 150 pmol de fétons?ra! e fotoperiodo de 8 h de luz e 16 h de escuro, durante
5 dias. ApoOs esse periodsplantulas foram transferidas para placas quadradas (120x120mm).
Foram aplicados dois tratamentos: (i) MS suplementado com 1% de sacarose (p/v) e (ii) MS
sem sacarose, permanecendo nas mesmas condi¢cdes descritas a cima. Fplameatiassum
total de 18 plantulas por genétipo para cada tratamento. O comprimento das raizsfn a
diariamente num periodo total de dez dias. Entdo, crescimento radicular foi mensurado com
auxilio do software ImageJ, sendo quantificado a distancia entre 0s sucessivos pontos marcados

ao longo do crescimento axial.



21

2.8 Processamento das amostras e extracdo de metabolitos

Cinco rosetas inteiras de cada linhagem foram coletadas no meio do periodo luminoso
e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até as analises.
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e aliquotas de aproximadamente 20 mg de
matéria fresca foram submetidas a extracdo metandlica conforme descrito por tSallem e
(2016).

ApoOs a extracado, foram quantificados na fragao insoltvel os teores de amido (Fernie et
al., 2001) e proteina (Bradford MM, 1976) e na fragdo soluvel os teores de atonoffitato
(Sulpice et al., 2009), glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 2d0%)acidos organicos
malato e fumarato (Nunes-Nesi et al., 2007).

2.9 Avaliagéo das taxas respiratorias em raizes e folhas

As taxas de consumo de foram avaliadas em plantas com quatro semana de idade,
utilizando-se um eletrodo de>@o tipo Clark, conforme descrito por Jiang et al. (2019). Antes
de medir as taxas respiratorias, foi obtido o peso fresco das raizes e felhaseguida
incubadas em tampéao contendo 50 mM de HEPE@-{\droxietil) piperazina\N'-(2-acido
etanosulfénico), 10 mM de MES (acido 2-N-morfolinoetanossulfénico) (pH 6,6) e 0,2 mM de
CaCb. Para evitar a interferéncia da luz as medigdes foram feitas no escl#0 minutos. A
taxa de consumo de @i calculada assumindeeque a concentracao de i tampao saturado
de ar era de 260 uM a 23°C.

2.10Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis repeticdes. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparados por tdstente S
utilizandoseo algoritmo contido no software Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Seattle,

WA, EUA), sendo considerados significativos os valores Bon®,05.
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3 RESULTADOS

3.1Similaridade do transportador de adenilatosAtAAC1 com os demaistransportadores
de adenilatos

O genoma de A thaliana possui 58 genes que codificam proteinas carreadoras
pertencentes a MCF, entre 0os quais se encontram os genes3AR@lwieri et al., 2011;
Nunes-Nesi et al., 2020). A andlise de comparacdo entre as sequéncias deidoridodc
membros AACs descritos em A thaliana indica maior similaridade entre as sequiencias
aminoécidos da proteina AAC1 com as sequéncias de AAC2 e AAC3, com similaridade de
82,28% e 64,12%, respectivamente (Tabela suplementar 1). Ainda de acordo com andlise de
similaridade dos aminoéacidos, o gene AAC1 esta agrupado com a proteina codificgeagelo
PM-ANT1 (Picault et al., 2004; Zhang et al., 2016), o qual esta localizado na membrana

plasmatica em plantas (Figura 1A).

3.2 Isolamento de mutantes com insercdo de T-DNA e linhas antisenso @ao
transportador AAC1

Para caracterizar o papel fisioldgico dos transportador AAC1, foram selecionadas
linhagens homozigotas de A thaliana com insercdo de T-DNA e geradas linhas antisenso s
o controle do promotor 35S. A linhagem SALK _134240C isolada para o gene AAC1, apresenta
uma insercao de T-DNA na regido promotora (Figura 1Bi) e com forte reducgorassao de
AAC1 (Figura 1C). Paralelamente, apos a transformacdo com a construsgosan{iFigura
1Bii) foram obtidas plantas resistentes a canamicina. Destas plantas selecionadas foram isolada
guatro com reducao na expressao do AAC1 (Figurad<gjjais foram utilizadas lado a lado
com a linha mutante e o tipo selvagem (WT) nos experimentos realizados. A linha KO
apresentou apenas 8,75% da expressao de AAC1 observada no WT, enquanto as linhagen
antisenso AS5, AS7, AS4 e AS2 apresentaram 6,59%, 10,64%, 20,68% e 21,3freskho

observada no WT respectivamente (Figura 1C).
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transportador mitocondrial de ATP (AAClgm Arabidopsis thaliana.A, dendograma
demonstrando similaridade entre as sequéncias de aminoacidos dos transportadores mitocondriais
adenilatos identificadasmA. thaliana B. representagcdo esquematica do gene AAAAC1(At3g08580),
Bi, insercdo do T-DNA. As caixas representam os éxons e as setas proximBsN&oarposicao

dos primers usados na sele¢cao das plantas mutantes. Bii, as linhagens antissrgaapreene de
resisténcia a canamicina (CAN), o promotor 35S e o gene AAC1 na orientacdasangsem
terminador 35SC, expressao de AAC&m folhas de A. thaliana do tipo selvagem (WT) e nas
respectivas linhagens transgénicas. D, fenétipo das rosetas dos genétipos denA. toatiainco
semanas de idade com reduzida expressao dos transportador de adenilato AAC1 em Mf&céao ao
Os valores representam a média + erro padrdo de quatro plantas e os asteriseoglifetiencas
significativas pelo teste t de StudeRt < 0.05) em comparagdo com o WT. As plantas avaliadas
possuiam cinco semanas de idade no momento da coleta. Siglas: ABGDE580): ADP/ATP
carrier 1, AAC2 At5G13490): ADP/ATP carrier 2, AAC34928390): ADP/ATP carrier 3, APC1
(At5g61810) : Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 1, AP@25951050): Adenine
nucleotide/Phosphate Carrier 2, APC3 (At5g07320): Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 3,
ADNT1(At49g01100): Adenine Nucleotide Transporter 1, NTAE1(80300): nucleotide transporter

1, NTT2 (At1g15500): nucleotide transporter 2, TAAC/PAPSAI5(01500): PAPS/PAP carrier in
plastids and an ATP/ADP carri@rthe thylakoid membrane, ATBTA{4g32400): Arabidopsis Brittle

1 PCN1 At3g05290): Peroxisomal adenine nucleotide carrier 1, P@xEY27520): Peroxisomal
adenine nucleotide carrier 2, ER-ANPR1$g17400): Endoplasmic Reticulum Adenylate
Transporterl, PMANTKt5g56450): Plasma Membrane Adenylate Transporter.

3.3 Avaliacdo dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia

Apobs a genotipagem das linhas com baixa expressdo de ACC1, plantas dos seis genotipos
foram cultivadas lado a lado sob as mesmas condi¢des e avaliadas na quinta semana de cultivo.
Apesar das diferencas marcantes em termos de expressao de AAC1 entre os géindtaram
observadas diferencas visuais entre plantas, ndo tendo sido observados fendétipos anormais
visiveis nos transgénicos durante o crescimento vegetativo (Figura 1D). Entretanto, umaavaliaca
mais detalhada das plantas mutantes demonstrou que as linhas transgénicas apresentaram um
reducdo no numero de folhas (NF) de 8,68%, 9,68%, 14,79%, 10,71% e 9,99% patOinhas
AS5, AS7, AS4 e AS2, respectivamende) comparacao com o WT (Tabela 1). Verificou-se
também uma reducédo na area foliar especifica (AFE) nas linhas KO, AS5 E &&4 feliar
especifica da roseta (AFER) nas linhas KO, AS5, AS7 e AS4. Contudo, foi obasarvadmento
da massa seca da roseta (MSR) nas lIKKgASS5 e AS7 (Tabela 1).
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Tabela 1.Parametros de crescimento de plantas de Arabidopsis com baixa expresséo do gene
AAC1. Plantas cultivadas em sala de crescimento a 22 + 2 °C, umidade relativa de 60%,
irradiancia de 150 pmol de fétons?rs * e fotoperiodo de 8 h de luz e 16 h de escuro. As
avaliadas possuiam cinco semanas de idade.

PARAMETROS WT KO AS5 AS7 AS4 AS2

MFR 0.8+0.03 0.97+0.07  0.962+0.01 0.850+.0.05 0.84+0.034 0.7487%0.04
MSR 0.08+0.003 0.11+0.007 0.104+0.005 0.107+0.006 0.088+0.002 0.080+0.006
NF 32.66+0.49 29.833+0.7 29.5+1.112 27.83%#0.945 29.16+1.013 29.4+0.846
AFT 36.68+1.36 37.99+2.55 31.83+3.241 35.25+2.91 36.74+1.75 35.258+1.94
AFE 42.94+2.51 34.63+1.48 39.91+1.638 34.97+1.69 34.60+2.11 35.85+1.409
AFER 34.44+1.67 29.32+2.191 23.64+1.912 27.27+1.190 27.61+0.269 27.169+1.441

Os valores representam a media + erro padréo de cinco amostras independentes. Abreviagdes:
*MFR: massa fresca da roseta; MSR: massa seca da roseta (g), NF: nufodnasjeAFT:

area foliar total (crf), AFE: area foliar especifica frkg™), AFR: area foliar da roseta (én

AFER: area foliar especifica da roseta k).

A deficiéencia na expressdo de AAC1 ndo afetou os parametros de trocas gasosas
referentes a taxas de fotossintese liquida, concentracdo interna -d€Cif;Qazédo da
concentracédo interna de €€m relacdo a concentracdo de.@® ar (CiCa), e a condutancia
estomatica (§ (Figura 2A, B, C). De forma similar, ndo foram observadas difesenca
significativas das linhas transgénicas em comparacdo ao WT quanto a taxa de transporte de
elétrons (ETR) (Figura 2D). Contudo, verificou-se uma reducao significativa nasdexas
respiracao noturndr(l) (Figura 2F). ObservosequeaslinhaskO, AS5, AS2 e AS7 reduziram
significativamente suas taxas de respiracdo notmmk6,61%, 25,09%, 17,96% e 17,55% em

relacdo aos valores apresentados pelo WT, respectivamente (Figura 2F).

3.4 Avaliacdo do metabolismo em folhas
Para avaliar os efeitos resultantes da baixa da expressdo dos transportador AAC1 no
metabolismo, foram avaliados alguns compostos relacior@dostabolismo do carbono e do

nitrogénio,emfolhas de plantas cultivadas sob condicfes ideais de crescimento, coletadas no
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meio do periodo de luz. De acordo com as taxas inalteradas de fotossintese e parametros de
fluorescéncia, ndo foram verificadas alteragbes no contetdo de clorofilas das gbamtas
expressdo reduzida AAC1 em relacdo ao WT (Figura 3A-C). De forma siosilapntetdos
de nitrato n&o foram alterados significativamente nas linhas mutantes (Figura 3&tariEmtr
verificou-se um aumento no teor de aminoécidos totais em folhas das linhas AS4, AS5 e AS2
em relacdo ao WT (Figura 3E). Em relacdo aos teores de proteina totaluh@utendéncia
de reducédo em todas as linhas transgénicas, sendo significativo somente para as linhas AS5,
AS2 e AS7 (Figura 3F).

Quanto aos compostos associados ao metabolismo do carbono, foram observadas
diferencas na concentracao de carboidratos ndo-estruturaiaspitnetas transgénicas (Figura
4). Verificou-se aumento significativo nos niveis de glicose e frutose nas linhas mutantes e
antisenso em relacdo ao WT (Figura 4A e B). Ja para sacarose, asigaiftcativo foi
observado apenasnplantas das linhas AS5 e AB&hrelacdocaoWT (Figura 4C)Emrelacéo
aos teores de amido, a baixa expressédo de AAC1 néo alterou os niveis deste compasto (Figur
4D).

Em relacdo aos niveis de malato e fumarato, dois acidos organicos envolvidos na
respiracao celular vegetal (Zetlal., 2010; lgamberdiev and Eprintsev, 2016), obseseum
aumento nas linhas AS5 e AS2, para malato e na linha AS7 para fumarato, emaaacao

respectivos niveis observados em folhas de plantas WT (Figura 4E e F).
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Figura 2. Efeito da reducéo da expressdo de AAC1 nos parametros de trocasgagolhas

de plantas de A. thaliana com cinco semanas de idade. A, condutancia estomética (gs). B, taxa

de transporte de elétrons no PSIl (ETR). C, concentracao interna@€ilC0O, razao entre as
concentractes de G@tercelular da folha e a do ari(Cs). E, taxa de assimilacdo liquida de
CO:(A). F, respiracéo no escur@d). Valores representam a média + erro padréo dpldatas
individuais. Asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0.05), segundo ¢ des&tudent,

em comparacao com o tipo selvagem (WT).



28

2.5
A B
T 2,0
E 44 T =
5 =L 5
‘o L5 e
3 £
@ o
= PSR
g 7] 1,0 L.é
el 5
U @
14 L 0,5
0 0,0
C D
4 I
. . l 15 _
E o]
w3 z
o0 :
& g
g 10 g
§ g
S £
= 2
§ g
5 G
] 4
0 - &)
*
awl{ E F
*
~ 50
ey
& T , A
T =
o 60 40 ~
= 2
Q -~
: * 2
2 " 30 £
8 40 * -
e 4
Q =
5 20 3
: g
g 20 1 A
10
O - T 0
WT KO AS5 AS7 AS4 AS2 WT KO AS5 AS7 AS4  AS2

Figura 3. Niveis de pigmentos fotossintético e de alguns metabdlitos relacionados com o
metabolismo do nitrogénio em folhas de A thaliana com expresséo reduzida de AAC1 em
plantas com cinco semanas de idade, no meio do periodo de luz. A, clorofila a; B, clprofila b
C, razéo clorofila a/b; D, nitrato; E, aminoacidos; F, proteinas. Valoresespam a média +

erro padrdo de cinco plantas. Asteriscos indicam diferenca significativa (P < 8ddB)ds o

testet de Student, em comparacdo com o tipo selvagem (WT). MF: Massa Fresca.
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Figura 4. Niveis de acucares e &cidos organicos em folhas de A thaliana com expresséao
reduzida de AACEmplantas com cinco semanas de id&deglicose;B, frutose;C, sacarose;

D, amido;E, malato;F, fumarato. Valores representam a média + erro padréo de cinco plantas.
Asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0.05), segundo o tedée Student, em
comparacao com o tipo selvagem (WT).
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3.5 Crescimento Radicular

Com o objetivo de avaliar o efeito da reducéo da expresséo do transportador AAC1
em tecidos radiculares, decidiu-se investigar o impacto dessa reducdo em relacdo ao
crescimento radicular durante 14 dias apds a germinacao das sementes, na paeséncie
de sacarose no meio de cultivo (Figura 5). A suplementagdo do meio com sacarose, tem como
finalidade o fornecimento externo de uma fonte de carbono, eliminando a dependéncia das
sementes de suas proprias reservas. Logo, adicdo de sacarose pode pronstauaraede
fenotipica ou até certo ponto apontar limitacdes relacionadas a deficiéncias no metabolismo das
sementes. De forma geral, observou-se uma reducdao significativa no crescimento dadicular

linhas mutantes em relacdo ao WT, independente da adicdo ou ndo de sacarose ao meio de

cultivo.
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Figura 5. Crescimento radicular de plantulas de A thaliana com reduzida expressdo do
transportador de adenilatos (AAC1). Comprimento radicular avaliado num periodo de 10 dias
com sementes cultivadas em meio sem sacarose (A) e com 1% de sacar®sdo(83.
representam a média + erro padréo de quatro placas, cada uma com seis gEmgatetipo
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e os asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0.05), segundo d tiest®tudent, em
comparacao com o tipo selvagem (WT).

3.6 Consumo de @

Visando investigar o efeito da reducdo da expressdo do gene AAC1 sob a taxa
respiratoria de raizes e folhas de A.thaliana, foi avaliado o consumo Assin, verificou-se
gue a deficiéncia na expressao de AAC1 promoveu uma reducéo nas taxas de consumo de O
emfolhas e raizes (Figura 8)a parte aérea estas alteracBes foram significativasaphnhas
KO, AS5 e AS2; ja nas raizes as diferencas foram significativas nas linhas88 e
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Figura 6. Taxa de consumo dex@mplantas dé. thaliana com expresséo reduzida para AAC1
emplantas com 4 semanas de idaleconsumo de @emfolhas.B, Consumo de g€nas raizes.
Valores representam a média * erro padrdo de trés plantas individuais e os astdrtsrns
diferenca significativaK < 0.05), segundo o testade Student, em comparag¢do com o tipo
selvagem (WT). MF: matéria fresca.



32

4 DISCUSSAO

Neste trabalho, investigou-se a importancia do transporte mediado pela proteina
transportadora AAC1 no metabolismo vegetal. A reducdo da expressdo de AAC1 afetou
parametros biométricos relacionados ao crescimento e ao desenvolvimento da partéd.area em
thaliana (Figura 7). Linhas transgénicas para o transportador de ADP/ATP (AAC1)
apresentaram uma redugdo na massa fresca da roseta e numero de folhas, concomitantes con
reducdes na érea foliar especifica.

A reducdo do numero de folhas observada mediante a diminuicdo da atividade do
transportador AAC1 pode estar diretamente relacionada a expressédo desse transportador na
regido meristematica do 4pice vegetativo, onde o gene AAC1 é altamente expresso (Figura
suplementar 1A e B). O meristema apical do caule (SAM) é formado por diferenciacdo das
células meristematicas, sendo essa diferenciacao relacammeztiox celular (Bashanast al.,

2010; Tognetti, 2017; Dolzblasz et. al., 2018). O controle do crescimento por akenacde

redox celular € modulado por um inUmeras interagdes entre antioxidantes, espicssdea
oxigénio e hormonios como as auxinas e citocininas, sendo estes importantes reguladores do
ciclo celular, na expanséo, proliferacédo e diferenciagéoutros orgaos (Considini and Foyer,

2014). Logo, a manutencdo da homeostase redox celular tem um papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento das plantas (Gapper and Dolan, 2006; Dolzblasz et. al., 2018).
Além disso, alteracdes no ciclo celular do meristema apical também pode exsaltaractes

no crescimento vegetativo (Dolzblasz et al., 2016). A progressao do ciclo celular € dependente
de uma quantidade substancial de energia mitocondrial. Sendo que a fosforilacdo de substratos
mitocondriais mediada por ciclina B1/Cdkl permite que as células percebam e respondam
aumento da demanda energética e regulem positivamente a respiracdo mitocondrial para que a
progressao do ciclo celular ocorra de forma eficaz. Contudo, quando a funcédo mito&ondrial
prejudicada, ocorre comprometimento do suplemento necessario de ATP, o que pode resultar
na parada do ciclo celular (Wang et al., 2014). Evidéncias anteriores demonstramemoe a
expressao do transportadores AACs em A. thaliana acarreta em aumento dceghaider r
celular e consequentemente em alteracdes no status redox, uma vez que as plantas mutante:
apresentaram aumento na razdo NADPH/NABPRADH/NAD" (Batista, 2019). Além disso,
alteracdes nos niveis de energia provocados pelo menor transporte de ATP pode afetar a

progressao do ciclo celular na regido meristematica apical. Assim, a redugdwessad de
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AAC1 pode ter promovido alteracées no meristema apical, 0s quais, por sua vez, promoveram
variagdes do numero de folhas e na érea foliar dessas plantas.

A deficiéncia na expressao do transportador AAC1 ndo comprometeu a eficiéncia
fotossintética nas linhas transgénicas em condi¢des 6timas ao desenvolvimento. Contudo, essa
deficiéncia promoveu uma reducdo na atividade respiratéria das folhas, tanto em termos de
evolucao de Ce&guanto no consumo dex(@Figura 2F e 6). O processo respiratério tem papel
fundamental na formacdo dos esqueletos de carbono, visto que grande parte das demandas
necessdarias para manutencdo e crescimento dos tecidos € suprida por esta via metabdlica
(Markelzetal., 2014). Dado a alta expresséo de Aé@irelacamsdemais isoformas de AACs
eemrelacdo aos demais transportadores de adenilatos mitocondriais éFatniz020; Fuchs
et al., 2020), espera-se um decréscimo nos niveis de exportacdo de ATP pela mitoadndria, e
consequéncia a reducéo na atividade do complexo ATP sintase e consequentemente um menor
transporte de elétrons provocando uma elevacdo do potencial redox da matrix mitocondrial.
Consequentemente, uma menor quantidade de ATP que esta provavelmente sendo gerada na:
plantas com menor expressédo de AAC1 e, portanto, pode-se esperar que um menor contetdo
energeético esteja disponivel para a manutencao e o crescimento das plantas miaah€d pa
durante o periodo noturno. Logo, a reducdo do numero de folhas, assim como da éarea foliar
especifica e da roseta observadas nesse estudo, podem estar relsmiatemtascimo da taxa
respiratoria nas linhas com reduzida expressao de AAC1. Alguns estudos demonstram que
alteracbeemrelacionadas a atividade respiratoria pode impactar negativamente o crescimento
de plantas, decorrentes principalmente da reducéo da respiracaet 8rif@020) observaram
gue plantas mutantes de AtSFC1 apresentaram reducdo na germinagdo e crescimento da
radicula prejudicado, um fenotipo relacionado a reducéo da taxa respiratoria. Plantas de arroz
mutantes de LRK1, um gene importante na regulacdo dos fluxos respiratorios em folhas nao-
iluminadasapresentaram reducao da respiracao noturna seguido de retardo no cregQimento
et al., 2020). Linhas mutantes de ndufs4 apresentaram reducao na eficiéncia de;fusforila
gue resultou em reducdo dos niveis de adenilatos, supressdo da germinagcao entwescim

acompanhada com mudancas nos niveis de acidos organicos e aminoacidost@ie2609).
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Figura 7. Visédo geral das principais alteracdes fisioldgicas da reducédo de AAC1 em folhas
totalmente expandidas e iluminadas e no crescimento rackoukarthalina. Abreviagdes: NF,
Numero de Folhas; AFE, Area Foliar especifica; MSR, Massa Seca da;Ro8EER; Area
Foliar Especifica da Roseta.

Plantas transgénicas com expressao reduzida de AAC1 também apresentaram reducéo
da taxa de consumo de oxigénio radicular. A respiracéo radicular fornece a forgca motriz para
crescimento da raiz (Neufeddal., 2008). A reducéo de AACL1 resultenn menor crescimento
radicular das linhas transgénicas cultivadas em meio sem sacarose. Contudo, mesmo no
tratamento suplementado com sacarose, o crescimento radicular das linhas transgénicas
continuou menor em comparacao ao WT, sugerindo ndo estar ocorrendo comprometimento da
utilizacdo das reservas, mas sim, provavelmente, alteracdes relacionadas aosmetaboli
mitocondrial. Resultados similares foram observados em plantas deficientes na expressdo do
transportador ADNT1 (Palmieri et al., 2008). Nesse estudo observou-se que defitgentes
expressdo de ADNT1 apresentaram reducdo na respiracdo e no crescadentarrem
plantas. Estes resultados estdo de acordo com a importancia de enzimas do ciclo TCA em
tecidos radiculares. Nesses tecidos verificou-se que alteracfes na respiragéode do
crescimento radicular em Solanun lycopersicum (Carrari et al., 2003; Nunes-Nes2@Dd%.
Nunes-Nesi et al., 2007; Van Der Merwe et al., 2009; van der Merwe et al), 2010
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Nas avaliagcdes metabdlicas, foi possivel constatar padrées de flutuacdo dos compostos
quantificadoemfolhas totalmente expandidas. Foi observado o acumulo de alguns metabdlitos
nas folhas das linhas transgénicas com baixa expressao para os transportador AAC1. De
maneira geral, foi observado gasinhas transgénicas apresentaram maiores concentracoes de
carboidratos n&o-estruturais. Uma vez que os carboidratos séo os substrasscaiehente
utilizados durante as reacdes de oxidacdo do processo de respiracao celulaoeegetallo
desses metabdlitos pode estar associado a reducdo da respiracdo observada nas linha:
transgénicas. O metabolismo dos acidos organicos esta intimamente relacionado a respiragao,
podendo os acidos organicos serem usados como fonte de poder redutor para a cadeira
transportadora de elétrons da mitocondria, ou fornecendo esqueletos de carbono para outras
vias metabolicas (O’Leary et al., 2017). Uma menor exportagdo ATP e importacdo de ADP
pode inibir a cadeira transportadora de elétrons da mitocondria e gerar acumulo de mnealutores
matriz mitocondrial. Esse efeito pode resultar em aumento da concentracdo de
substrato/intermediarios das reacdes da via respiratoria, fazendo com que os carbéwiratos
sejam oxidados na mesma velocidade como em condi¢cdes normais, favorecendo seu acumulo
(O’Leary et al., 2019). Além disso, diversos produtos da respiracao, quando acumulados, tem a
capacidade inibir enzimas da glicélise e do ciclo TCA (O’Leary et al., 2019), 0 que contribui
para um consumo mais lento de varios intermediarios metabdlicos utilizados na respiracao,
como malato, glicose, frutose e sacarose, que também tenderam a acumular em maior
guantidade nas linhas transgénicas avaliadas. Logo, altos niveis de substratos asspciados
turnover de adenilatos e ao suprimento de substratos podem limitar a respiragée deur
folhas (O’Leary et al., 2017). A reducao do AAC1 também resultou em aumento significativo
nos niveis de aminoacidos nas linhas transgénicas. Em contrapartida, foi observada uma
reducado do nivel de proteina total nas linhas transgénicas, sugerindo que pode estar ocorrendo
uma maior degradacéao proteica nestas lifbassituacdegmaque a via classica da respiracao
pode estar sendo comprometida, as vias alternativas de producdo de ATP sdo estimuladas
(Aratdjo et al., 2011). Um dos aspectos da flexibilidade respiratéria € o uso de substratos
alternativos além dos carboidratos, incluindo acidos organicos, aminoacidos e acidos graxos.
Evidéncias demonstram que aminoacidos provenientes da degradacéo de proteinas, podem sel
uma importante fonte de substratos alternativo para respiracdo das plantas, assegurando a
sintese de ATP por uma via alternativa da via respiratoria classica (Arauja26fial. Peng et
al., 2015).
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Numa visdo geral, o transportador de adenilatos AAC1 desempenha um papel
importante em relacdo ao metabolismo mitocondrial nas folhas expandidas e no crescimento
radicular deA. thaliana. Visto que a reducdo da expressdo do gene que codifica AAC1 resultou
em reducdo da taxa respiratoria nas folhas e raizes, acimulo de acucaresaeidmsi em

folhas iluminadas, e afetou o crescimento da roseta e das raizes.
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5 CONCLUSAO

A reducdo da expressdo do gene que codifica a proteina transportadora AAC1 néo
promoveu alteracdes significativas nos parametros fotossintéticos em condi¢cdes 6timas ao
desenvolvimento. Contudo, a deficiéncia de AAC1 promoveu alteragdes no crescimento, Vvisto
gue linhas mutantes apresentaram menor crescimento da parte aérea, possivelmente associad
a reducdo da taxa respiratéria noturna nas plantas mutantes. Dessa forma, um possivel
decréscimo nos niveis de exportacdo do ATP da matriz mitocondrial para o citosol pode ter
colaborado para alteragdes no meristema apical caulinar, possivelmente modulado por um
desbalanco no estado redox associado ao comprometimento da progressao do ciclo celular, visto
gue o AAC1 é altamente expresso na regido do meristema apical. O crescimenta adicula
consumo de ©@em raizes também foram afetados negativamente nas linhas com expressao
reduzida de AAC1, o que esta de acordo com a grande importancia da respiracdo mitocondrial
para a provisdo energeética em tecidos radiculares. Linhas com expressdo redu#AG4 de A
apresentaram maiores concentracfes de carboidratos néo-estruturais, sendo que o acumulc
desses metabdlitos pode estar associado a reducéo da respiracdo obselvhda nautantes,
uma vez que altos niveis de substratos assocxtasnover de adenilatosa® suprimento de
substratos podem limitar a respiracao noturna das folhas. Também foi observado aumento no
nivel de aminoacidos acompanhado de uma reducéo significativa no nivel de proteinas nas
linhas mutantes. Dessa forma, esses dados sugerem uma maior degradacdo pr@gica ness
linhas, sugerindo flexibilidade respiratéria, assegurando dessa forma a sintese de Aa@P por
alternativa a via respiratoria classica. Portanto, os resultados desse trabalhom spgere
transportador AAC1 tem um papel importante na manutencdo da respiracdo celular e

crescimento da parte aérea e do sistema radicufattidi@lianaemcondi¢cdes 6timas de cultivo.
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Tabela Suplementar 1.Similaridade em porcentagem entre sequéncias de aminoacidos deduzidos de todas as Enospimraadbras de
adenilatos contidas na célula vegetal, até entdo descritas em Arabidopsis thaliana.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
AAC1 100
AAC2 82,2862 100
AAC3 64,1228 65,1754 100
APC1 23,0366 23,7478 22,0128 100
APC2 22,5131 24,0069 26,4035 60,2538 100
APC3 21,6405 22,1071 24,9123 78,75 67,7083 100
ADNT1 23,6149 24,7956 22,7975 24,4323 25,6131 22,4342 100
NTT1 21,6405 22,2798 20,3509 20,4267 19,7729 20,625 22,4342 100
NTT2 22,2513 23,057 21,9298 20,6785 21,1089 21,25 22,6158 82,7141 100
TAAC/PAPST1 21,99 23,9206 22,807 27,6442 24,1987 25,8013 27,6113 19,8718 20,4327 100
ATBT1 22,2513 20,8117 22,6316 28,4987 29,4317 29,6014 22,1617 21,0348 21,7133 26,6327 100
PCN1 22,1878 20,6398 20,6398 23,7358 21,775 22,291 22,6066 22,4974 22,4974 21,1558 20,3302 100
PCN2 20,8075 20,2899 21,2215 23,3954 23,1884 22,4638 21,7391 22,2567 22,0497 20,7039 21,0145 80,5383 100
ER-ANT1 53,9631 53,4202 57,0033 22,9099 25,19 23,127 24,3414 21,6069 23,127 23,7785 23,0185 20,1954 23,127 100
PM-ANT1 34,2397 34,0383 33,1319 25,3776 22,9607 24,1692 26,7875 21,7523 23,2628 20,5438 21,6516 21,259 22,3602 34,202 100

AAC1 (At3G08580): ADP/ATP carrier 1, AACA(5G13490): ADP/ATP carrier 2, AAC34g28390): ADP/ATP carrier 3, APCAt6g61810)

: Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 1, AP@®25¢51050): Adenine nucleotide/Phosphate Carrier 2, AP&Sg(07320): Adenine
nucleotide/Phosphate Carrier 3, ADNT1(At4g01100): Adenine Nucleotide Transporter 1, AIFA300): nucleotide transporter 1, NTT2
(At1g15500): nucleotide transporter 2, TAAC/PAPSRA15(01500): PAPS/PAP carrier in plastids and an ATP/ADP carrier in the thylakoid
membrane, ATBTHt4g32400): Arabidopsis Brittle 1 PCNJAtBg05290): Peroxisomal adenine nucleotide carrier 1, PORERg27520):
Peroxisomal adenine nucleotide carridER;ANT1(At5917400): Endoplasmic Reticulum Adenylate Transporterl, PMARAB§66450): Plasma
Membrane Adenylate Transporter.
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