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RESUMO

CHAVES, lzabel de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho deE16it&6s
fisiologicos da expresséao reduzida de transportadores de NABm Arabidopsis thaliana.
Orientador: Adriano Nunes Nesi. Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo Picoli, Marcelo
Rogalski e Wagner Luiz Araujo.

Nicotinamida adenina dinucleotideo (NARe seu derivado NADPsdo compostos essensiai

em todos o0s organismos vivos e que estdo envolvidos em transacdes energéticas, na
sinalizacao celular e em diversas reacdes na forma de coenzimas. Alteragdes no catabolismo
ou no anabolismo do NADpodem modificar ndo apenas a sua concentracdo, mas também o
poder redutor celular, impactando aspectos importantes do crescimento e desenvolvimento.
Uma vez que as etapas finais da biossintese de"8@rem no citosol, 0 mesmo precisa
ultrapassar membranas biolégicas para exercer suas fun¢des dentro de organelas celulares.
Neste trabalho, avaliou-se erArabidopsis thaliana o papel dos transportadores
cloroplastidico e mitocondrial de NADdenominado®MNDT1 e AtNDT2, respectivamente.

Para tal, foram utilizadas linhagens mutantes obtidas por insercdo do T-DNA e foram geradas
plantas transgénicas contendo uma construgcdo antisenso para os transportadores NDT1 e
NDTZ2, sob o controle do promotor 35S, dasigjuaés linhagens com reduzida expressao de
cada transportador foram selecionadas. Estas plantas foram caracterizadas extensivamente &
nivel fisiolégico e bioquimico. Verificou-se que plantas com expressédo reduzid®Te
apresentam maior numero de folhas e area foliar especifica em relacdo as plantas néo
transformadas (WT). Observaram-se também maiores taxas de fotossintese por unidade de
massa e, consequentemente, maior acumulo de sacarose e amido em comparacao com o WT
Entretanto, estas plantas apresentaram menor viabilidade do grdo de pdlen, reducdo n
comprimento das siliquas e sementes abortadas. Ja em plantas com reduzida expressédo dc
transportadoNDT2 descobriu-se que apesar de possuirem menor numero de folhas, a area
foliar aumentou. A fotossintese nestas plantas diminuiu consideravelmente em decorréncia de
uma menor densidade estomatazondutancia estomatica. Concomitantemente, plantas com
reduzida expressdo deDT2 apresentaram menor acumulo de amido. A germinacdo das
sementes e formacdo de plantulas foram menores e mais lentas em comparacdo com o WT.
Além disso, houve aumento na concentracdo relativa de alguns &cidos graxos durante o
estabelecimento das plantulas. Diante dos resultados obtidos, seigeeces transportadores

de NAD' estdo envolvidena determinacao do numero de folhas e area foliar, na fotossintese,

na condutancia estomatica e nas concentracées de amido. Além disso, tecidos heterotréficos
Vi



também sdo fortemente influenciados, especialmente aqueles envolvidos em processos
reprodutivos. Para compreender a fungéo deste transportador € necessario analisar ndo apena
a concentracao celular dos nucleotideos de pirimidina, mas também como alteratétes no

redox celular afetam o metabolismo vegetal. Assim, os dados obtidos neste trabalho sugerem
que alteracdes no estado redox em cloroplastos e mitocondrias causadas pela diminuicdo da
expressdo ddliDT1 ou NDT2 afetam processos em outras organelas que ndo aquela em que
ocorre a reducdo da expressdo. Estes resultados abrem possibilidades para aplicacdes
biotecnoldgicas, uma vez que a regulacdo da biossintese e transporte de cofatores pode ser
usada como uma ferramenta para estratégias de aumento da assimilagdo de carbono em
plantas. Para tal, € necessario, no entanto compreender mais o papel destes transportadores er
outros tecidos vegetais e condicfes adversas bem como o papel de enzimas chave que atuan

NO Processo.
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ABSTRACT

CHAVES, lzabel de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,228/tlogical
effects of NAD* transporters reduced expression inArabidopsis thaliana. Adviser.
Adriano Nunes Nesi. Co-advisers: Edgard Augusto de Toledo Picoli, Marcelo Rogalski and
Wagner Luiz Aradjo.

Nicotinamide adenine dinucleotide (NADand nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPY) are indispensable redox-active components of all living organisms. These
nucleotides play essential roles in signaling and in many reactions as theg@aenagmes.

NAD catabolism or anabolism changes impact not only the concentration of these coenzymes
but also the cellular poise, modifying plant growth and development. Since the final steps of
NAD™ biosynthesis occurs in cytosol, this nucleotide needs to be imported by organelles to
play its functions inside cellular organelles. This work aredyhe function of a plastid and a
mitochondrial Arabidopsis thalianaNAD™ transporter, named a&tNDT1 e AtNDT2
respectively. We have isolated T-DNA insertion mutants and three antisense lines, controlled
by the 35S promoter, foNDT1 and NDT2 Plants with reduced expression MDT1 and

NDT2 were individually selected and characterized at physiological and biochemical level. It
was verified thaNDT1 low expression lines displayed higher leaf number and specific leaf
area compared to wild type plants (WT). Interestingly, higher photosynthesis per mass unit
and sucrose and starch concentration was observed. On the otheMbaddow expression

lines show less pollen viability and reduced silique length and increased the number of
aborted seeds. The low expressidDT2 lines displayed reduced number of leaves and
increased leaf area. Despite these phenotypes, the net photbeyméite decreased
considerably due to lower stomatal conductance, possible as a consequence of lower stomatal
density. Concomitantly, these plants showed lower starch accumulation during the day. The
germination and seedling growth rate were reduced as compared to WT. Furthermore, the oll
relative concentration increased during seedling establishment. Based on these results, we
conclude that NAD transporters have important function in determining leaf number, area,
stomatal conductance, photosynthetic rate and starch accumulation. Moreover, heterotrophic
tissues are strongly affected by the reduction in the expression of these transporters, especially
those tissues involved in reproductive process. For a better understanding of the role played
by these transporters, it is necessary to analyze not only nucleotide cellular concentration but
also the redox poise in different cell compartments. Thus, the results presented in this thesis

suggest that lower expression of NAD transporters alters redox poise in different organelles
Vil



affecting important physiological processes. These results open possibilities for biotechnology
application, once the regulation of biosynthesis and transport of cofactors might be used as a
tool for increasing carbon assimilation in plants. Nonetheless, it is necessary understanding

the role of these transporters in other plant tissues and plant cultivated under stress conditions

involved in these processes.



INTRODUCAO GERAL

A compartimentalizacdo do metabolismo € uma caracteristica de todas as células
eucaridticas. Os compartimentos subcelulares sdo geralmente delimitados por uma bicamada
lipidica que mantém a integridade do compartimento e forma microambientes especificos.
Embora fisica e bioguimicamente distintos estes compartimentos e seus conteudos
metabolicos estéo interligados pelo transporte de metabdlitos entre diferentes organelas, como
mitocondrias e cloroplastos, e o citosol (Krueger et al.,, 2011). Dessa forma, para o
funcionamento adequado do metabolismo celular, o intercambio de moléculas entre os
diferentes compartimentos celulares deve ocorrer de forma rdpida e precisa para atender a
grande oferta e demanda de precursores metabolicos (Weiseher, 2007). Assim, torree
necessario a existéncia de proteinas especificas que realizem a importacdo e exportacao de
metabdlitos através destas membranas para que o metabolismo celular ocorra adequadamente
(Linka e Weber, 2010; Palmieri et al., 2011; Sze et al., 2013; Hedrich et al), 2015

Boa parte das proteinas que realizam este tipo de transporte sdo proteinas carreadoras
homélogas pertencentes a uma familia de transportadores mitocondriais presente em
diferentes organismos eucariéticosM@ochondrial Carrier Family (MCF) (Picault et al.,

2004). Os membros desta familia apresentam algumas caracteristicas estruturais em comum,
como seis segmentos transmembrana do tipo a-hélice e cinco porc¢des hidrofilicas que, em
conjunto, podem ser divididos em trés dominios. Cada dominio possui aproximadamente 100
aminoacidos de comprimento e consiste de dtladlice transmembranas separadas por u

loop hidrofilico (Picault et al., 2004). Estas proteinas sao relativamente pequenas, com massa
molecular entre 30-34 kDa e transportam uma grande variedade de moléculas, dentre as quais
0 nicotinamida adenina dinucleotideo (NAQMillar e Heazlewood, 2003; Picault et al.,

2004; Palmieri e Pierri, 2010; Palmieri et al., 201Embora analises das sequéncias de
aminoacidos indiguem que os transportadores da familia MCF possuem homologia com
proteinas localizadas na membrana mitocondrial interna, verifica-se que muitas destas
proteinas estdo localizadas em outras organelas celulares como cloroplasto, peroxissomo e
reticulo endoplasmatico (Palmieri et al.,, 2011). Variacbes nas por¢cdes N e C-terminal dos
aminoacidos que compdem estas proteinas servem de indicadores da correta organela para &

gual elas devem fazer parte (Palmieri et al., 2009



O NAD"* é um metabdlito central no metabolismo celular e estd envolvido em
transacfes energéticas, na sinalizacdo celular e em diversas reacfes na faenzichas
(Rasmussore Wallstrom, 2010). Alterac6es no catabolismo ou no anabolismo do*NAD
podem alterar ndo apenas a sua concentracdo, mas também o poder redutor celular,
Impactando aspectos importantes do crescimento e desenvolvimasptardas (Noctor et al.

2006; Hashida et al., 2009). Devido a sua capacidade de transportar eléthohb,” @
essencial em praticamente todas as organelas e funcbes celulares. Nas mitocondrias, por
exemplo, o NAD(P) participa da sintese de proteinas Fe/S, da cadeia transportadora de
elétrons, do ciclo dos é&cidos tricarboxilicos (T@&AJa descarboxilacdo da glicina enquanto

que nos cloroplastos, esta envolvido no ciclo de Ca¥densone via oxidativa das pentoses
fosfatadas (Geigenberger e Fernie, 2014). J& no peroxissomo atua em efxpagidedo
(Bernhardt et al., 2012).

A biossintese do NADpode ocorrer por uma vide novoe uma via de salvamento
(Hashida et al., 2009). A vide novoinicia-se nos plastideos tendo como percursoses 0
aminoacidos aspartato ou triptofano, enquaatovia de salvamento comeca com
nicotinamida (NAM) ou com o acido nicotinico (NA). Ambas as vias convergem para a
formacéo do acido nicotinico mononucleotideo (NaMN) que por sua vez originara © NAD
Como essa Ultima etapa é realizada no citosol, apés ser sintetizado, 0 pxédisa,
necessariamente, ser importado para o interior das organelas celulares para que passa exerce

suas funcdes (Noctor et al., 2006).

Em uma bactéria simbiéticahlamydiae€foi identificado a primeira proteina candidata
ao transporte de NAD A descoberta deste candidato a transportador antiporte’/NBB
demonstrou pela primeira vez que moléculas de Np@dem ser transportadas através de
membranas citoplasmaticas (Haferkamp et al., 2004). Posteriormente, uma proteina
denominadaSANDT (NDT: Nicotinamide Adenine DinucleotidgNAD™) Transportej foi
identificada em leveduras pela sua capacidade de realizar o transporte déTNéBco et
al., 2006). A caracterizacao degroteina revelou que esta possui uma alta afinidade por
NAD" e sua localizgdona membrana mitocondrial interna indicou o provavel envolvimento
no fornecimento de NAD a matriz por transporte do tipo antiporte em troca de,
principalmente, ADP e AMP (Todisco et al., 2006). ApOs esta descoberta, foram identificadas
proteinas carreadoras em Arabidopsis que realizam o transporte db p&#d organelas
celulares, tais como o transportaddNDT1 (At2g47490) que esta localizado na membrana
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interna do cloroplasto, &tNDT2 (At1g25380) que esté localizado na membrana interna
mitocondrial (Palmieri et al., 2009) e o PXN (At2g39970), um transportador que reside na
membrana do peroxissomo (Bernhardt et al., 20A8yDT1 e AINDT2 possuem 61% de
similaridade entre seus aminoacidos. As maiores diferencas, entretanto, consistem no fato de
queAtNDT?2 exibe na sua por¢cdo N-terminal um suposto peptideo de transito e que a extenséo
C-terminal deAtNDT1 é 45 aminoacidos mais curta que aAdEDT?2. Estas diferencas
podem estar relacionadas ao direcionamento dos transportadores a sua organela
correspondente (Palmieri et al., 2009). Além digdNDT1 e AINDT2 possuem propriedades

de transporte similares e embora transportem preferencialmentg, ldkbos aceitam AMP

e ADP como substrato de troca e ndo nicotinamida ou &cido nicotinibtA&P" e NADPH

(Palmieri et al., 2009). Ja o PXN troca preferencialmente AMP, também em transporte
antiporteNAD *in/AMPoy (Bernhardt et al., 2012).

Tanto NDT1 quanto NDT2 de Arabidopsis foram recentemente caracterizados em
nivel molecular e bioquimico (Palmieri et al., 200@s genes que codificam para 0s
transportadores NDT& NDT2 sdo fortemente expressos em tecidos em desenvolvimento e
em células com alta atividade metabdlica, embora seus padrbes de expressado difiram de
acordo com o tecido considerado (Palmieri et al., 2009). Além disso, aralisdio,
indicam alta expressdo dNDT1em grdos de pélen maduros e em células-guarda, enquanto o
NDT2 é mais expresso em sementes e em diferentes estadios de germinacdo. Ja o PXN foi
caracterizado através de linhagens mutantes por inser¢cdo de T-DNA em Arabidopsis
(Bernhardt et al., 2012). Este estudo demonstrou que a auséncia do transportador em
Arabidopss altera o perfil de acidos graxos durante o estabelecimento de plantulas e
possivelmenteausa alteragdes na B-oxidacdo durante o estabelecimento de plantulas uma vez
que o PXN transporta NADnecessario para a oxidacdo de acidos graxos durante a
mobilizacdo de lipideos durante a germinacdo da semente e desenvolvimento da plantula
(Bernhardt et al., 2012).

Apesar dos estudos bioguimicos e moleculares terem contribuido para a compreenséao
do papel desses transportadaresitro, o papel fisiologico destas proteinas carreadoras de
NAD™ ainda permanece obscuro. Ainda é desconhecida a funcdo destes transportadores em
plantas cultivadas sob condigbes ambientais Otimas ao crescimento e desenvolvimento
vegetal, bem como em condi¢cdes ambientais adversas. Em adicdo, pouco se sabe sobre a

funcdo destes transportadores nos diferentes tecidos vegetais onde o metabolismd de NAD
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parece ser de extrema importancia como em folhas iluminadas e em processos como a
formacdo e desenvolvimento de tecidos siliquas e sementes, germinacdo e eventos poés-

germinativos.

Desta forma, é de fundamental importancia verificar e compreender o papel fisioldgico
destas proteinas em plantas. Assim, este trabalho caracterizou morfoldgica e fisiologicamente
plantas de Arabidopsis, cuja expressdo dos gbH®El e NDT2 foram especificamente
reduzidas. Estas plantas forneceram informacdes basicas para o entendimento de como e em
que nivel o transporte de NAPossui um papel relevante no metabolismo celular. Para tal,
os dois transportadores foram analisados isoladamente, sendo as principais alteracdes
fenotipicas das plantas com baixa expresséo do transportador NDT1 descritas no capitulo 1, e
os principais fendétipos encontrados em plantas com baixa expresséo do transportador NDT2

apresentadas no capitulo 2.
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RESUMO

Nicotinamida adenina dinucleotideo (NADe seu derivado NADPsdo compostos
essenciais em todos 0s organismos vivos e atuam em processos metabdlicos fundamentais
como fotossintese e respiracdo, entre outros. Uma vezsepiapas finais da biossintese de
NAD™ ocorrem no citosol, 0 mesmo precisa ultrapassar membranas biol6gicas para exercer
suas funcdes dentro de organelas celulares. Neste trabalho, avaliou-se em Arabidopsis o papel
do transportador cloroplastidico de NADdenominadoAtNDT1. Foram geradas plantas
transgénicas contendo uma construcdo antisenso para o transpbitdadt sob o controle
do promotor 35S. Destas, trés linhagens foram isoladas por apresentarem reducao
significativa na expressdo do transportad®kDT1. Em adicdo, uma linhagem mutante
obtida pela insercdo do DNA foi também utilizada. Apdés uma caracterizacdo detalhada das
plantas com reduzida expressaoNi2T 1 verificou-se um aumento no nimero de folhas e na
area foliar especifica em relacdo as plantas néo transformadas (WT). Obssatamaivém
maiores taxas de fotossintese por unidade de massa e consequentemente um maior acumulo
de sacarose e amido em comparacao com o WT. Entretanto, plantas com baixa expresséao de
NDT1 apresentam menor viabilidade do grdo de pélen, redu¢cdo no comprimento das
siliquas e um grande numero de sementes abortadas. Assim, estes resultados indicam que
transportador NDT1 possui papel relevante tanto em tecido autotroficos quanto heterotréficos.
Embora, aparentemente, as plantas com reduzida expresbBdldesejam favorecidas em
seu crescimento e concentracdes de acgUcares e amido, estas plantas sdo profundamentse
afetadas em relacdo ao seu desenvolvimento reprodutivo. Acredita-se que o transportador
NDT1, assim como o NAD sejam importantes na manutencdo do potencial redox entre

tecidos autotroficos e heterotroéficos.

PALAVRAS-CHAVE:

Transportadores, nicotinamida adenina dinucleotideo, fotossintese e metabolismo



1 INTRODUCAO

Nucleotideos de piridina sdo metabdlitos essenaams numerosas reacdes de
oxidacdo e reducdo em todos 0s organismos vivos. A nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD") e seu derivado fosforiladoNADP*) sdo coenzimas centrais na regulacdo da
homeostase celular. Altera¢cdes no catabolismo ou no anabolismo destes nucleotideos podem
alterar ndo apenas a sua concentracdo, mas também o poder redutor da célula, infleenciando
crescimento e desenvolvimento das plantas (Noctor et al., 2006, Hashida et al., 2009). Devido
a sua capacidade de transportar elétrons, NAINADP sao essenciais em praticamente
todas as organelas e func¢des celulares (Hashida et al., 2010).

No cloroplasto a reducdo do NADR NADPH, durante a etapa fotoquimica da
fotossintese, € fundamental para fotossintese e outros processos que utilizam essas coenzimas
O fluxo linear de elétrons opera em série nos fotossistemas e leva a transferéncia de elétrons
da agua para o NADP Concomitantemente ao transporte de elétrons, protons séao
concentrados no estroma do cloroplasto gerando um gradiente eletroquimico de prétons que
possibilita a sintese de ATP pelo complexo ATPase (Nedséocum, 2006). O ciclo de
Calvin e Benson utiliza os produtos das rea¢es luminosas da fotossintese, ATP e NADPH

para reduzir Ceinorganico a agucares organicos (Michelet et al., 2013).

Tanto NAD(H) quanto NADP(H) desempenham um papel essencial nas vias de
sinalizacdo por meio da geracao e eliminacédo de espécies reativas de oxigénio (Hashida et al.
2010). Estas coenzimas também estdo envolvidas na adaptacdo a estresses ambientais, tai:
como radiacao UV, salinidade, temperatura e seca (De Btadk 2005). Ademais, estudos
recentes utilizando mutantes knockout das enzimas constituintes dadeviasvoe de
salvamento da biossintese de piridinas destacaram a importancia dos nucleotideos de piridina
em outros processos como viabilidade do grédo de pdlen e crescimento do tubo polinico
(Hashida et al., 2007), germinacdo (Hunt et al., 2007), movimento estomatico (Hashida et al.
2010), florescimento (Liu et al., 2009), desenvolvimento (Hashida et al., 2009), senescéncia
(Schippers et al., 2008) e assimilacdo do nitrogénio (Takahashi et al., 2009). Assim, em
conjunto, estes estudos demonstram que o metabolismo do NAD é fundamental para uma

série de processos metabdlicos em uma célula vegetal.

Tem-se observado em plantas que a biossintese d6 pigd2 ocorrer por uma vie

novo ou por uma via de salvamento (Hashida et al., 2009). Ad@iamovoinicia-se nos
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plastidios tendo como percursores aspartato ou triptofano. J4 a via de salvamento comega com
a nicotinamida (NAM) ou com o &cido nicotinico (NA). Ambas as vias convergem para a
formacédo do acido nicotinico mononucleotideo (NaMN) que por sua vez originara © NAD
Como essa Ultima etapa é realizada no citosol, apds ser sintetizado, © p¥édisa,
necessariamente, ser importado para o interior das organelas celulares para que pessa exerc

suas funcdes (Noctor et al., 2006).

Em leveduras foi identificada uma proteina denomir&®iDT (NDT: Nicotinamide
Adenine DinucleotidéNAD™) transporte) capaz de realizar o transporte de NADodisco
et al.,, 2006). A caracterizacdo dessa proteina revelou sua lo@alinpa membrana
mitocondrial interna. Além disso, verificou-se que esta proteina possui uma alta afinidade por
NAD™* sugerindo como provavel funcédo o fornecimento de NADnatriz mitocondrial por
transporte do tipo antiporte em troca de, principalmente, ADP e AMP (Todisco et al., 2006).
Posteriormente foram identificadas trés proteinas em Arabidopsis capazes de oealizar
transporte do NAD para organelas celularesAGNDT1 (At2g47490) que esta localizado na
membrana interna do cloroplasto ANDT2 (At1g25380) localizado nha membrana interna
mitocondrial (Palmieri et al., 2009) e PXN (At2g39970), que reside na membrana do
peroxissomo (Bernhardt et al., 2012NDT1 e AtNDT2 possuem propriedades de transporte
similares e embora transportem preferencialmente NAambos aceitam AMP e ADP como
substrato de troca e ndo nicotinamida ou acido nicotinico ou NADADPH (Palmieri et
al., 2009). JA o PXN troca preferencialmente AMP em transporte do tipo antiporte
NAD*/AMP (Bernhardt et al., 2012).

O transportador NDT1 foi caracterizado detalhadamente em nivel molecular e
funcional em condi¢des vitro (Palmieri et al., 2009). Constatou-se que 0 gene que codifica
para esta proteina € fortemente expresso em tecidos em desenvolvimento e em células com
alta atividade metabdlica e taxas de divisdo (Palmieri et al.)).2808pressédo dAtNDT1
predomina em células do mesofilo e na extremidade da raiz principal e de raizes adventicias
Verifica-se baixa expressdo em tecidos florais, siliquas em desenvolvimento e sementes
(Palmieri et al., 2009). Apesar disso, os estudos desenvolvidos até o momento apenas
caracterizam bioquiica e molecularmente este transportador em condigdéso. Contudo,

a funcao fisioldgica deste transportador ainda permanece por ser verificada.
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Dada a importancia do NADe NADP no metabolismo vegetal acredita-se gue
auséncia do transporte de NAD impactaria o balan¢o redox das células em diferentes tecidos
vegetais. Este impacto no balanco redox poderia influenciar o crescimento e o
desenvolvimento da planta tanto em condicdes ambientais 6timas ao crescimento e
desenvolvimento quanto em condi¢cdes de estresse. Além disso, pesquisar a funcdo de
proteinas transportadoras € um ponto critico para o melhor conhecimento dos processos
fotossintéticos e sua regulacdo (Pfeil et al., 2014). Desta forma, este trabalho objetivou
identificar e compreender o papel fisiolégico do transportador cloroplastidico dé éfiD
Arabidopsis thaliana compreender como e em que nivel o transporte de'[A&sui papel
relevante para o metabolismo celular. Neste trabalho, diseuée-importancia deste
transportador em folhas iluminadass impactos da baixa expressdoNI2T1 em tecidos

heterotroéficos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas linhagens de Arabidopsis com
diferentes niveis de reducdo na expressao do gene que codifica o transportador cloroplastidico
de NAD" (AtNDT1 At2g47490). Uma das linhagensd{l:ndtl), proveniente da colegéo
GABI-KAT (GK-241G12), foi obtida por meio de insercdo de T-DNA, Aigrobacterium
tumefaciensEsta linhagem mutante apresenta a inser¢cao@NA no nono éxon do gene do
transportador (Figura 1). As plantas mutantes foram selecionadas em meio com sulfadiazina
a insercdo do DNA e a homozigose das plantas confirmada por PCR, utilizariohers
especificos para o0 gene que confere resisténcia a sulfadiazomvard@ 5’-
GCACGAGGTACAAACCTCTACTCT3’, reverse 5>-GTCTCTCAAGTTTCAACCCATT
CT-3’ e T-DNA 5’-ATATTGACCATCATACTCATTGC-3").

Adicionalmente foram geradas plantas transgénicas pela insercdo de uma construcao
do tipo antisenso sob o controle do promotor 35S, obtidas pelo sistema Gateway (Landy,
1989; Ptashne, 1992; Hartley et al., 2000). Para tal, foram desengrades (forward 5°-
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CCACCATGTCCGCTAATTCTCATCCTC3’ e reverse5’-CTTAAAGTATAGAGCTTTG
CTCAGAAGG-3’) a partir de uma biblioteca de cDNA, para amplificacdo do fragmento do
geneAt2g47490. O produto purificado da reacdo de PCR foi recombinado com o vetor de
doacédo (pDONR207) gerando um clone de entrada que foi transformagscharichia coli
(linhagem DH5a) para obtengcdo do plasmideo contendo o gene de interesse. Uma segunda
recombinacdo foi realizada utilizando-se o plasmideo isolado com um vetor de destino
(PK2WG7) para gerar um vetor de expressao que foi novamente transformdelocein
Posteriormente, as colbnias positivas selecionadas foram utilizadas para trangormar
tumefacienglinhagem GV3101) que foi, entdo, utilizada para infiltragdo em plantas WT,
ecotipo Columbia-0 (Bechtold et al., 1993; Clough e Bent, 198assetecontinha também

foi um gene marcador de resisténcia a higromicina com promosw® terminadomnos um
promotor 35S e um terminado85S Como resultado, a transformacdo antisenso do gene

NDT1gera umampliconde 939 pb.

2.2 Condicdes de cultivo

As sementes foram superficialmente esterilizadas e germinadas em meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) com metade da forca iGnica, suplementado com 1% de sacarose
(p/v) e agente seletivo (sulfadiazina 5,25 mg/L ou higromicina 10 mg/L), de acordo com
gendtipo utilizado. Para as analises nos tecidos autotroficos, as placas com as sementes foram
estratificadas por quatro dias a 4 °C e, posteriormente, mantidas em camara de crescimento a
22 + 2 °C, umidade relativa de 60%, irradiancia de 150 pmol de fotés$ enfotoperiodo de
8 h de luz e 16 h de escuro, durante dez dias. ApOs este periodo, as plantulas foram
transferidas para vasos de 0,083 dmntendo substrato comercial Tropstratd®HTmantidas
nas mesmas condi¢des. Durante a quarta semana apés o transplantio, avaliacdes fisioldgicas ¢

coletas de amostras em nitrogénio liquido para analises bioquimicas foram realizadas.

Ja para as andlises envolvendo tecidos heterotréficos, apdés serem estratificadas as
placas foram mantidas em sala de crescimento climatizada a 22, u@ié@de relativa de
60%, irradiancia de 150 pmol de fétons 8t, com fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de
escuro, durante dez dias. Apos este periodo as plantulas também foram transferidas para

substrato comercial e avaliadas até a producédo de sementes.
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2.3 Andlise de expressao génica

Para a analise da expressao génica foi utilizada a técnica de PCR gquantitativo em
tempo real (QRT-PCR). Foi realizada a extracdo do RNA total em folhas utilizando-se o
reagente TRIz68!(Invitrogen™) conforme indicaces do fabricante. Em seguida o RNA total
foi submetido a tratamento com DNase/RNase-free (Invitfdher quantificado em
espectrofotdmetro a 260 nm. Aproximadamente 2 pg de RNA isolado foram utilizados para
sintetizar a fita de DNA complementar (cDNA) com kit ImPromil™) Reverse
Transcription SystenPromega, Brasil) e Oligo (dik) seguindo as recomendacdes descritas
no mesmo. As reagdes de gRT-PCRs foram feitas utilizando-se o equipamento 7300 Real
Time System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA)létale amplificagdo Power SYBR
Green PCR Master Mix (Life Technologies/Applied Biosystem) nas recomendacdes do
produto. Utilizou-se ogrimers especificoforward 5’-GGGAATTCGCGGATTGTACAGT
GG-3’ e reverse5’-TGGGAAACTGAATGGCAACATGAC-3’ e como controle enddgeno,
para normalizacdo dos valores da expressao génigainosrs forward 5’-TTTCGGCTGA
GAGGTTCGAGTS3’ e reverse5’-GATTCCAAGACGTAAAGCAGATCAA-3’, desenhado
para 0 geneAt5gl5710 que codifica a proteina F-box. Foram utilizadas seis plantas por
linhagem e as amostras foram amplificadas em duplicata com as seguintes etapas: 94 °C por
10 min, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 15 s, 58 °C por 15 s e 72 °C por 15 s.

2.4 Andlises de tecidos autotréficos
2.4.1 Determinagéo dos parametros de fluorescéncia da clorofdae trocas gasosas

Os parametros de trocas gasasésorescéncia da clorofila foram avaliados apoés
1 h do inicio do periodo luminoso por meio de um analisador de gases a infravermelho em
sistema aberto (IRGA Infrared Gas Analyz¢r modelo LI 6400XT (LI-COR, Lincoln, NE,
EUA), com fluorémetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.). Curvas de resposta de taxa de
assimilacdo liquida de CQA) a radiacdo fotossinteticamente ativdRFA) foram obtidas
utilizando-se uma camara foliar de 2%cnemperatura de 25 °C, concentragdo ambiente de
CO; (Cy) dentro da camara de 400 pmol Q@ol? e variagcbes d&RFA na sequéncia: 1000,
1200, 1000, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 10 e 0 umol fotors'nAs variaveis derivadas das

curvasA/RFA tais como irradiancia de compensadap (le saturacadd], eficiéncia no uso
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da luz (1/¢) e taxa de assimilacao liquida de carbono saturada pelagkr foram estimadas
a partir de ajustes da curva de resposta a luz pelo modelo hiperbdlico ndo-retangular (von

Caemmerer, 2000).

Uma vez que a radiagdo de saturacao foi proxima a 400 pumol fétavs(Figura 1,
dados suplementares), avaliou-seAanesta radiagdo e nas mesmas condicbes descritas
anteriormente e observando-se que houve aumento na area foliar especifica (AFE) e no
namero de folhas das plantas mutantes, estimou-se a fotossintese por unidade de massa, isto ¢
Amasa= A.AFE. A taxa de fotorrespiraca®d) foi estimada pela férmuld®, = ((1/12).0mu -
(4.(A +Rq)))), ondeJny equivale a taxa de transporte de elétrons estimada por parametros de
fluorescéncia (Valentini et al., 1995). Também foi calculada a eficiéncia instanfdBga (

intrinseca A/gs) do uso da agua (EUA), onéle= transpiracao gs = condutancia estomatica.

Os valores de respiraca®q foram determinados durante a noite, ap6s 1 h de
aclimatacdo ao escuro. A eficiéncia fotoquimica maxima do HSIF4), também foi
avaliada apos 1 h de aclimatacéo ao escuro, porém uma irradiancia de 0,03 pmotiétons m
foi aplicada para determinar a fluorescéncia inici).(Para obtencdo da fluorescéncia
maxima Fm) um pulso saturante de 6000 pmol fétonés foi aplicado por 0,8 sA Fu/Fnm
foi entdo calculada comd-4 — Fo)/Fm. Procedeu-se ainda, a estimagaoqgdenchingnéo
fotoquimico (NPQ) da taxa de transporte de elétrons (ETR), conforme descrito por DaMatta
et al. (2002) e Lima et al. (2002). Em todas estas analises foram avaliadas seis plantas por

genatipo.

2.4.2 Andlise de crescimento

Apbs as medicdes de trocas gasosas e fluorescéncia, as plantas foram coletadas e 0s
seguintes parametros de crescimento foram avaliados: massa seca da roseta (MSR), masse
seca do sistema radicular (MSSR), razédo raiz/parte aérea (RPA), area foliar da roseta (AR),
area foliar especifica da roseta (AER), niumero de folhas (NF), area foliar total (AFdg e
foliar especifica (AFE). A AR e a AFT foram determinadas pelo método da imagem digital,
onde as folhas foram digitalizadas com auxilio de um scanner (Hewlett Packajet Sca

G2410, Palo Alto, Califérnia, EUA) e as imagens obtidas processadas com auxilio do
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softwareRosette Tracker (De Vylder et al., 2012). A AER e AFE foram estimadas utilizando
a formula: AER (ou AFE) = AR (ou AF)/MSR.

2.4.3 Determinacao da densidade estomatica

Determinouse a densidade estomatica (nimero de estonatos) das folhas das
plantas mutantes em comparagdo comWd. Para tal foram realizadas impressoes
epidérmicas utilizando-se um molde odontologico (Berger e Altmann, 2000). A impresséao fo
retirada na superficie abaxial de uma folha completamente expandida por planta e foram
utilizadas seis plantas por gendtipo. Sobre este molde foi passado uma base incolor para
formar uma fina pelicula (Von Groll et al., 2002) que posteriormente foi retirada e colocada
sobre uma lamina e levada ao microscépio (Zeiss modelo AX10) para a visualizacdo da
impressao das células. Em cada molde, dez regides distintas foram avaliadas a fim de
caracterizar, de forma mais homogénea possivel, a regido foliar amostrada. A visualizacdo e
registro das imagens foram feitas utilizando-se uma camera digital (AxiocamMRc) acoplada a
microscopio e 0 numero de células estoméaticas determinado utilizando-se o programa

Axiovision 4.8.

2.4.4 Determinacao de metabdlitos

Seis rosetas inteiras de cada linhagem foram coletadas e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido as 8 h, 12 h e 16 h, correspondendo ao inicio, meio e fim do periodo
luminoso, e as 24 h e 8 h que representam o meio e final do periodo de escuro. As amostras
foram entdo armazenadas a -80 °C até as analises. Foram utilizadas seis plantas por genotipc
para cada extragdo. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e aliquotas de
aproximadamente 20 mg de matéria fresca foram submetidas a extracdo etandlica conforme
descrito por Gibon et al. (2004). Apos a extracdo formam-se duas fases: uma fracdo solavel
em etanol e uma insoluvel. Utilizando-se um leitor de microplacas (OptiMax Tunable
Microplate Reader) quantificarase na fragdo soluvel em etanol os teores de clorofilas,
nitrato (Sulpice et al. 2009), glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 2001), aminoacidos

sollveis totais (Gibon et al., 2004) e 4cidos organicos como malato e fumarato (Nunes-Nesi et
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al., 2007). Ja na frag&o insoluvel determinassus teores de amido e proteina (Gibon et al.,
2004). Posteriormente, foram calculadas as taxas de sintese do amido ((concentracdo de
amido no final do periodo luminose concentracdo de amido no inicio do periodo de
luminoso) / nimero de horas de )z a taxa de degradacdo do amido ((concentracédo de
amido no final do periodo luminoseconcentracdo amido no final do periodo de escuro) /
namero de horas de escuro). Além disso, aliquotas de aproximadamente 25 mg de amostras
foliares foram coletadas no meio do periodo de luz para quantificacdo dos nucleotideos
NAD*, NADH, NADP" e NADPH de acordo com o protocolo descrito por Schippers et al.
(2008).

O perfil metabdlico foi avaliado por cromatografia gasosa acoglas@ectrometria
de massa (GC-MS)tilizando aliquotas de aproximadamente 25 mg de amostras foliares
coletadas no meio do periodo de luz. A extracéo foi realizada conforme protocolo descrito por
Lisec et al. (2006). Apés a extracdo e separacédo de fases, aliquotas de 200 pL de cada amostre
foram coletadas, secas a vacuo e armazenadas a -80 °C até o processo de derivatizacdo. Pa
as analises via GC-MS o procedimento utilizado foi exatamente como descrito por Lisec et al.

(2006) e a identificacdo dos metabolitos seguiu as recomendacdes de Fernie et al. (2011).

2.5 Andlises de tecidos heterotroficos
2.5.1 Avaliac6es morfoldgicas

A viabilidade do grdo de pdlen foi avaliada pelo contraste com carmim acético
conforme descrito por Lorenzon e Almeida (1996). Para isso, anteras dos diferentes genotipos
foram maceradas e os grdos de pélen liberados foram transferidos para oecavaftitelos
em microscopio de luz (modelo Olympus AX-70, Olympus Optical, Téquio, Japao). Foram
analisadas seis flores de seis plantas de cada linhagem e considerados como inviaveis 0s graos

de pdlen ndo corados e, ou deformados.

Adicionalmente, foram determinados o comprimento e diametro das siliquas
produzidas pelos genotipos com o auxilio de um microscopio estereoscopico (modelo
Olympus SZX7) com camera acoplada e-330 (Olympus Optical, Téquio, Japdo). Seis siliquas

de seis plantas de cada linhagem foram fotografadas e medidas com ajuda do software Motic
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Images Plus 2.0 para Windows (Motic instruments, INC, Richmond, Canad4). Todas as
sementes formadas em cada siligua foram contadas e avaliadas quanto ao comprimento e
diametro utilizando os aparelhos citados. Além disso, foi avaliado o peso de mil sementes e o

peso de todas as sementes produzidas por uma mesma planta.

2.5.2 Germinagéo de sementes e formagéo de plantulas normais

Sementes de plantaslitl:ndtl e WT foram esterilizadas e colocadas para germinar
conforme descrito no item 2.2. Posteriormente, foram avaliadas a percentagem de
germinacao, o indice de velocidade de germinacéao (IVG), a percentagem de plantulas normais
e anormais (incluindo plantulas albinas) e o indice de emergéncia (IVE). O IVG e o IVE
foram calculados pelo somatorio do numero de sementes germinadas (ou plantulas aormais)
cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e a germinacédo, de
acordo com a férmula de Maguire (1962). Foram realizadas seis repeticbes com 50 sementes
cada.

2.5.3 Andlise de perfil de acidos graxos

Acidos graxos de sementes maduras e de plantulas com dois, quarto e seis dias de
idade foram extraidos e derivatizados conforme descrito por Browse et al. (1986) e analisados
como metil-ésteres (FAMES). O perfil de acidos graxos foi analisado por espectrometria de
massa acoplada a um cromatografo gasadectton impact - time of flight - mass
spectrometryGCEI-TOF-MS), sendo o acido graxo 17:0 utilizado como padréo interno para
possibilitar a quantificagdo. A identificagcdo dos compostos foi baseada no tempo de retencao
e comparacao do espectro de massas com espectros de referéncia disponiveis nas biblioteca:
NIST 08 e NIST 08¢National Institute of Standards and Technolo8gbushok et al., 2007).

A quantificagéo relativa foi feita automaticamente pela integracdo dos picos cromatsgrafic
obtidos (Bernhardt et al., 2012). Posteriormente foi calculada a percentagem total de acidos
graxos e a percentagem de cada acido graxo em comparagao ao total parshagdm.li

Foram utilizadas trés repeti¢cdes por idade de coleta para cada linhagem.
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2.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia segundo delineamento

inteiramente casualizado. Os resultados foram avaliados pelb des&udent (P < 0,05).

3 RESULTADOS

Para investigar o papel fisiolégico do transportai®T1 foram selecionadas
linhagens de Arabidopsis com insercao de T-DNA ou antisenso (Figura 1A). A linhagem com
insercdo de DNA para o gen®&lDT1, denominada dedtl:ndtl apresentou apenas 13% da
expressdo de NDT1 observada no controle (WT). Ja as trés linhagens antisenso, denominadas
as-1-ndtl as-2-ndtle as-3-ndt]l apresentaram 28%, 34% e 49% da expressao obsemwada

WT, respectivamente (Figura LB

A

ndtl:ndtl (GK_241G12)

T-DNAD

19489307

. . B2 B1
Linhas antisenso = by

AINDT]

RB|

B 12 g NT ndti:ndtl as-1-ndtl

F

0.8 A

0,6

|

0.2 b l
0,0 J .

WT  ndt!:ndtl” anti-1-ndtl anti-2-ndil anti-3-ndtl

Expressio relativa

as-2-ndtl as-3-ndtl

Figura 1. Obtencéo e caracterizacdo de linhagens mutantes e antisenso para o transportador
cloroplastidico de NAD (NDT1) emArabidopsis thalianaA, representacao esquematica do
geneAtNDT1 (At2g47490), indicando a inser¢cdo ddNA. As caixas representam os éxons
e as setas proximas ao T-DNA a posicao dos primers usados na selecdo das plantas mutantes
As linhagens antisenso apresentam o gene de resisténcia a higromicina (HYG), o promotor
35Se 0 geneNDT1 na orientagao antisenso e um terminad@s® B, expressdo ddDT1em
folnas de Arabidopsis tipo selvagem (WT), linhagem mutante e linhagens antisenso. Os
valores representam a média + erro padrdo de seis amostras independentes e 0s asterisco
indicam diferencas significativas pelo testee Student (P < 0,05) em comparagao com o tipo
o WT. C, caracterizacdo fenotipica de gendtipos de Arabidopsisreduzida expressao de
NDTL1 As plantas avaliadas possuiam quatro semanas de idade.
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3.1 Parametros de crescimento e trocas gasosas

Uma vez selecionadas as linhagens, plantas dos quatro genoétipos foram cultivadas e
avaliadas na quarta semana de cultivo. Apesar dos genoétipos com baixa expréd3da de
ndo apresentarem alteracfes visuais nesta idade (Figura 1C), uma analise detalhada dos
parametros de crescimento demostrou diferencas marcantes em comparacdo ao controle
Observou-se que todas as linhagens com baixa expressB®TE apresentaram maior
namero de folhas (NF) em relacdo ao controle. Este aumento no NF foi acompanhado por
aumento na AFT, AFE, AR e MSR, significativo para as linhageil:ndtl e as-1-ndtl

com tendéncias de aumento nos demais genotipos avaliados (Tabela 1).

Tabela 1 Parametros de crescimento de plantas de Arabidopsis com baixa expressao do gene
NDTL1 As plantas avaliadas possuiam quatro semanas de idade

Parametro’ WT ndtl:ndtl as-1-ndtl as-2-ndtl as-3-ndtl

MSR 50,0+ 3,0 90,0+ 3,0 80,0+3,0 60,0 £ 8,0 60,0 +£4,0
MSSR 10,0 £ 3,0 20,0+3,0 20,0+4,0 10,0+ 4,0 10,0+ 3,0

RPA 0,17+0,02 0,18+0,02 0,20+0,01 0,17+0,01 0,19+0,01
NF 13,714 19,2+15 23,0+£0,3 21,0+£15 19,8 +1,3
AFT 1464+14 2727+15 2042+08 1995+22 18,65+1,3
AFE 24,1+2 4 32,0x1,4 30,6 £0,9 33,1+1,7 26915
AR 12,8+1,6 257+1,2 19,5+0,6 16,7 +£1,9 16,8 £ 0,6
AER 225+5,1 30,3+1,1 26,6 £ 0,5 27925 252+1,2

Os valores representam a média + erro padrdo de seis amostras independentes; valores err
negrito apresentam diferencas significativas pelo testeStudent (P < 0,05) em comparacéo

com o tipo selvagem (WT). Abreviacdé®ISR: massa seca da roseta (mg), MSSR: massa
seca do sistema radicular (mg), RPA: razé&o raiz/parte aérea, NF: nimero de folhas, AFT: area
foliar total (cnf), AFE: area foliar especifica frkg?), AR: area foliar da roseta (@mAER:

area foliar especifica da roseta? (ky?).

As plantas com reduzida expressao NIBT1 ndo apresentaram diferencas em
comparagdo ao WT no que se refere a assimilacdo déa@® a 400 pmol de fotonsast
(Figura 2A) quanto a 100 e 200 umol de fétonsi(Figura suplementar 1). Em adi¢&o, néo
foram observadas diferencas significativas entre os genotipos em relacdo aos parametros
obtidos a partir da curva de resposta da fotossintese a luz quando analisadas em unidade de

area, isto €, todas as linhagens analisadas em uma equivalente area de folha (Figura
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suplementar 1 e Tabela suplementar 1). Entretanto, com base nos resultados obtidos para a
AFE, a fotossintese foi também analisada em unidade de massa, isto é, levando-se em
consideracao a massa da folha e, portanto também a espessura foliar. Neste caso, observou-s:
um aumento significativo da fotossintese nas planti¥:ndtl e as-1-ndtl(Figura 2B).

Quanto aos demais parametros de trocas gasosas verificaram-sey{je a@ncentracao

interna de CQ(C)), aE, a R, e a densidade estomatica diminuiram nas plantas deficientes no
transportador NDT1 (Figura 2C, D, E, F; Figura suplementar 1). J& o NFRQagiiaentaram

nas plantasdtl:ndtl’ em comparacdo com o WT (Figura 2G, H). Em relag&I R, ao

FW/Fm e a eficiéncia instantane&/E) e intrinsecaA/gs) do uso da 4gua néo houve diferencas
estatisticas em comparacao cov® (Figura suplementar 1).

3.2 Avaliacdo do metabolismo ao longo do dia

Para avaliar as alteracbes metabdlicas ocasionadas pela baixa expressdo no
transportador NDT1 foram avaliados véarios compostos relacionados ao metabolismo do
carbono e do nitrogénio ao longo do dia. As maiores diferencas encontradas entre as plantas
ndtl:ndtl e WT ocorreram em relacdo aos compostos associados ao metabolismo do
carbono. Plantas com baixa expresséo do transportador NDT1 apresentaram maior acumulo
de amido ao final do periodo de Juuom um aumento na taxa de sintese e degradacdo do
amido (Figura 3A, B, D). Verificou-se também um aumento nos niveis de glicose e sacarose
no meio e no final do periodo de luz (Figura 3C, F) e nenhuma altera¢do na conceletracdo

frutose (Figura 3E).

Em relacdo ao contetdo de malato e fumarato, dois acidos organicos envolvidos em
varios processos (Zell et al., 2010; Araujo et al., 2011), obsessom aumento nos niveis
ao longo do dia em plantasitl:ndtl, as-1-ndtl as-2-ndtl(Figura 3G, H). J& em relacao ao
conteudo de clorofilas, nenhuma alteracgéo foi verificada nos mutantes (Figura suplementar 2).
Em relagdo aos compostos envolvidos no metabolismo do nitrogénio nenhuma alteragéo foi
observada em plantas com baixa expressabl@€l, exceto por um aumento no teor de

proteina verificado no mutanteltl:ndtl ao final do periodo de luz (Figura suplemenjar 3
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Figura 2. Efeito do decréscimo na expressad\i#l 1 nos parametros de trocas gasosas

e fluorescéncia em folhas de plantas de Arabidopsis com quatro semanas de idade. A,
taxa de assimilagdo liquida de £@A) em unidade de area, com radiagdo
fotossinteticamente ativa (RFA) de 400 pmol de fétorfs'mB, taxa de assimilagéo
liquida de CQ(Amassd €em unidade de massa fresca. C, condutancia estonggjica,(
concentracdo interna de €Q@Ci). E, transpiracaoH). F, fotorrespiracdoRp). G,
guenchingnao fotoquimico (NPQ). H, respiracdo no esciy). (Valores representam a
média + erro padrdo de seis plantas individuais e os asteriscos indicam diferenca

significativa (P < 0,05), segundo o testele Student, em comparacdo com o tipo
selvagem.
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Figura 3. Variagdo em alguns metabdlitos em folhas de Arabidagsis reduzida
expressdo d&IDT1 A, amido. B, taxa de sintese do amido. C, glicose D, taxa de
degradacdo do amido. E, frutose. F, sacarose. G, malato. H, fumarato. Valores
representam a meédia + erro padrdo de seis plantas individuais e os asteriscos indicam
diferenca significativa (P < 0,05), segundo o t¢ste Student, em comparagéo com o

tipo selvagem. Areas cinza nos gréaficos representam o periodo de escuro. MF: massa
fresca.
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Para uma melhor caracterizacdo das alteragcBes metabdlicas ocorridas durante o dia,
uma analise de perfil metabdlico foi realizada em amostras coletadas no meio do periodo de
luz (Figura 4). Entre as classes de metabdlitos avaliados a que mais diferiu entre dinhagen
com baixa expressdo t\DT1e WT foi a de aclcares e compostos associados. Observou-se
um aumento em plantas ndtl-:ndtl- para eritritrol, frutose, galactinol, glicopiranose, glicose
sorbose. Além disso, para a mesma linhagem, outros metabdlitos de outras classes também
aumentaram, como glutamato, leucina, ascorbato e mio-inosita.lidhagem as1-ndtl
apresentou aumento nos niveis de ascorbato, glicose e glutamato enquanto decréscimo no
nivel de mio-inositol. A linhagenas2-ndtl, por sua vez, exibiu aumento nos niveis de
frutose, galactinol, glicose, fsse, rafinose, a-o-trealose, acido indol-3-acetonitrila e mio-
inositol e reducdo nos niveis de alanina e glutamina. Os demais metabdlitos mamaria

relacdo ao WT.
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\Figura 4. Heat maprepresentando as alteracbes na quantidade relativa de metabdlitos de
folhas em plantas de Arabidopsis com baixa expressdo doNjghe ao meio do dia. Os
metabolitos foram determinados como descrito ‘@vinterial e Métodos” e os dados
normalizados com base nas médias do tipo selvagem. Os valores representam a média de seis
replicatas biolégicas e os asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teste
t de Student, em comparacdo com o tipo selvagem. Abreviacdo: Acido amino butirico:
GABA.
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Em relacdo a concentracdo de nucleotideos de piridina, houve uma diminuicdo na
concentragdo de NADem plantasndtl:ndtl, as-1-ndt]l as-2-ndtl J& a concentragcdo de
NADH, NADP* e NADPH e a relacdo NADH/NADaumentou em comparacao ao WT. Por
outro lado, a relacdo NADPH/NADRmA&o apresentou diferenca estatistica (Figura 5).

A B i
20 T T+ 15
e * —E o
= 15 * + =
T ] 1.0 ‘=0
3 3
Et £
Fc E
< 05 <
e z
0 0,0
25 ¢ * \D 2
= —— x I 3 &
s 20 = =
‘an )
3 LS ]
£ 2 E
= =
10 z
Q a
< 1 2%
Z o5 Z
0,0 E ‘F - 0
1
.
i T 1
0,09 —1— ‘ *
2 O
£0,06 £
2 g
7 =<
z 05 Z
0,03

0,00 - ‘ . —L 00

WT

1s-1-ndt ]
as-2-ndt1
as-3-ndt]

WT

ndtl™:ndtl”
as-1-ndt1
as-2-ndtl

as-3-ndtl

ndtl™:ndtl™

Figura 5. Nucleotideos de piridina e suas razbes em folhas de
Arabidopsis com reduzida expressaoMI@T], coletadas no meio do
periodo de luz. A, NAD B, NADH. C, NADP. D, NADPH. E,
NADH/NAD*. F, NADPH/NADFP. Valores representam a média + erro
padrdo de seis plantas individuais e os asteriscos indicam diferenca
significativa (P < 0,05), segundo o testde Student, em comparacéao
com o tipo selvagem. MF: massa fresca.

3.3 Anélises em tecidos heterotréficos

Dada a importancia do metabolismo do NAD para o desenvolvimento dos graos de
pélen (Hashida et al., 2007) avaliou-se o efeito da reducdo na expreds@¥ tisobre a
germinacao dos graos de podlen. Plantas com menor expresNanl i@presentaram menor
viabilidade do gréo de pélen, chegando a apenas 50% nas pidiritagitl, 64% em plantas
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as-1-ndtle 89% em plantasis-2-ndtl (Figura 6A, Figura suplementar 4). Além disso,
verificou-se que as siliquas produzidas por estas plantas foram menores que as produzidas
pelas plantas WT (Figura 6B, Figura 7 e Figura suplementar 5). Observou-se também que o
namero de sementes produzidas por siliqua foi menor para as plantas transgénicas (Figura 6C,
Figura 7 e Figura suplementar 5). Apensar disso, as sementes produzidas foram maiores nas
plantasndtl:ndtl, as-1-ndtle as-2-ndt]l em comparagéo com o WT (Figura 6D, Figura 7 e
Figura suplementar 4). O peso de mil sementes nestas plantas também foi superior (Figura
6E), embora o peso total de todas as sementes produzidas pela planta ndo tenha diferido entre
as linhagens (Figura suplementar 5). Ja os teores dos nucleotideos diminuiram em plantas
ndtI:ndtl em comparacdo com o WT (Figura 6F).
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Figura 6. Andlise fenotipica de plantas com reduzida expressao de
NDTL1 A, viabilidade do gréo de pdlen. B, comprimento da siliqua. C,
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namero de sementes por siligua. D, comprimento da semente. E, peso
de 1000 sementes. F, nucleotideos em siliguas maduras. Valores
representam a média * erro padrdo de seis plantas individuais e os

asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo otteste

de Student, em comparag¢ao com o tipo selvagem.
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Figura 7. Andlise fenotipica de plantas com reduzida expressadDiEL A, siliquas de

todas as linhagens. B, siliqua de WT mostrando que sdo formadas muitas sementes. C,
siliquas dendt1:ndtl evidenciando que vérias sédo abortadas. D, detalhe de siliquaxtNT e

:ndtl enfocando a diferenca entre os tamanhos. E, diferenca entre o tamanho de sementes de
WT endtl:ndtl. F, detalhe evidenciando as sementes de Wltkendtl. Barras = 1 cm.

Para verificar se a reducdo no numero de sementes foi ocasionada exclusivamente pela
menor viabilidade de graos de podlen foram realizados cruzamentos entre 0s genétipos para
verificar o restabelecimento do fenétipo do WT. Quando os grdos de pdlen oriundos de
plantasndtl:ndtl foram utilizados para fecundar as planés o comprimento das siliquas
geradas foi menor. Por outro lado, quando plantas WT foram utilizadas como doador

masculino endtl:ndtl” como feminino, o tamanho das siliquas geradas foi normal (Figura 8).
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Figura 8. Andlise de restauragéo de fendtipo por meio de cruzamentos. A, comprimento das
siliquas em diferentes cruzamentos. B, cruzamento com doador feminino dengt&metl

e grao de polen de planta WT e com doador feminino de pidttandtl e grdo de pélen de
plantandtl:ndtl. C, cruzamento com doador feminino de planta WT e grao de pdlen de
plantandtl:ndtl. D, cruzamento com doador feminino de planta WT e grdo de pdlen de
planta também WT. Foram realizados oito cruzamentos de cada combinac@o e os asteriscos
indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o tese Student do comprimento da
siliguas em comparagdo com o cruzamento com doador feminino de planta WT e grdo de
polen de planta também WT. Barras =1 cm.

A germinagdo de sementes e a formacéo de plamdi&sndtl foi um pouco inferior
que as WT (Figura 9A, B). De forma semelhante, o IVG e o IVE também apresentaram uma
pequena reducédo (Tabela 3).
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Figura 9: Germinacao e formacéao de plantulas com baixa expresdDTe A, percentual

de germinacdo em meio com sacarose. B, percentual de plantulas normais desenvolvidas
Valores representam a média + erro padrdo de seis placas com 50 sementes cada por genotipc
e os asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo @ test8tudent, em
comparacao com o tipo selvagem.

Tabela 2: indice de velocidade de germinacéo (IVG) e indice de velocidade
de emergéncia (IVE) de plantas com reduzida expresd8Dd&

Genotipo VG IVE
WT 50,1+1,5 17,2+0,4
ndtl:ndtl 39,0+1,5 15,5+0,3

Os valores representam a media cada + erro padrdo de seis placas com 50
sementes cada por gendtipo. Valores em negrito séo significativos pelo teste
t de Student’s (P < 0,05) em comparacéo com o tipo selvagem.

Dada a importancia do NADPH como fonte de poder redutor para a biossintese de
acidos graxos nos cloroplastos foi analisado o conteudo relativo de &cidos graxos em
sementes maduras. Os resultados obtidos sugerem que em sementes o contetdo relativo dos
acidos graxos avaliados e o conteudo total de acidos graxos ndo diferiram em comparacao
com o WT (Figura 10A). Adicionalmente, uma vez que o NADP possui papel importante
durante a B-oxidagéo e o estabelecimento de plantulas, foi avaliado também o conteddo de
acidos graxos também em plantulas com dois, quatro e seis dias apos a estratificacdo. De
forma geral, o conteudo de acidos graxos foi pouco alterado em plantulas com dois e quatro
dias apoés a estratificacdo. Houve apenas um aumento no teor dos acidos de 20:2; 24,0 e 24:1
carbonos aos dois dias apés a estratificagdo e nos de 14:0 e 20:1a carbonos nas plantulas con
quatro dias apos a estratificacdo (Figura 10B, C). Por outro lado, em plawitdiasitl com

seis dias apoOs a estratificagdo observou-se um aumento em um maior numero de &cidos
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graxos (14:0; 16:3; 18:2; 18:3; 20:2 e 20:1a carbonos, isto €, quase todos insaturados)

Entretanto, o contetdo total de acidos graxos nao foi alterado (Figura 10D).
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Figura 10. Concentracédo relativa de acidos graxos analisados como metil-ésteres (FAMES)
em sementes e plantulas com baixa expressBidd. A, em sementes. B, em plantulas com

dois dias de idade. C, em plantulas com quatro dias de idade. D, em plantulas com dois seis de
idade. Em detalhe é possivel ver alguns dos FAMEs para melhor visualizacdo. Valores
representam a média + erro padrdo de trés amostras individuais e os asteriscos indicam
diferenca significativa (P < 0,05), segundo o tésie Student, em comparacdo com o tipo
selvagem.

4 DISCUSSAO
4.1 Impactos da baixa expressédo déDT1 sobre a fotossintese

Neste trabalho, investigme a importancia do transporte NADwo metabolismo
vegetal e como a reducdo na expressdo do transportador cloroplastidico NDT1 afeta a
fisiologia da planta inteira. Verificou-se que a reducéo na express@ @ em folhas,

promoveu alteragdes na fotossintese bem como no metabolismo do carbono e crescimento

29



vegetativo. A reducdo na expressdo NIBT1 ndo afetou a fotossintese liquida quando
expressa por unidade de area. Entretanto, quando determinada por unidade de massa, a
fotossintese aumentou nas plamdsl: ndtl e as-1-ndtl Esse aumento se deve ao fato de

gue houve aumento significativo no nimero de folhas e nas areas total e especifica da roseta e
das folhas destacadas (Tabela 1). De fato, a area foliar especifica exerce grande influéncia n
capacidade fotossintética (Gonzalez et al., 20lduvellon et al., 2010). Além disso, a area

foliar especifica esta relacionada camadaptacdo das plantas a diferentes condicbes
ambientais, visto que a plasticidade foliar €, muitas vezdstma pela qual as plantas
aumentam a eficiéncia na captura de energia luminosa e utilizagdo de recursos, como luz,
agua e nitrogénio (Nouvellon et al., 2010). Assim, embora se tenha avaliado o contetdo dos
nucleotideos na folha inteira, acredita-se que a deficiéncia do transportador NDT1
possivelmente leve a uma diminuicdo na concentracdo de W#@ecificamente no estroma

do cloroplasto, e que esta reducdo estimule o aumento no nimero de folhas e &rea foliar,
aumentando assim a fotossintese. De fato, evidéncias indicam que a proliferacéo celular e a
atividade do meristema apical radicular e da parte aérea sdo influenciadsmipsi@dox

celular (Sagi et al., 2004; Bashandy et al., 2010). Além disso, plantas mutantes deficientes em
NADPH oxidases possuem alteracdes na resposta a auxinas e estrigolactonas, hormoénios
conhecidamente relacionados a atividade meristematica (Sagi et a)., 2004

A capacidade fotossintética pode ser limitada por processos de ordem difusiva ou
bioquimica. A primeira refere-se a fixacdo de>Cela Rubisco e a segunda, as resisténcias
estomaticas e mesofilicas que os&dcontra a sua difusédo, desde a atmosfera até os sitios de
carboxilacdo, nos cloroplastos (Flexas et al., 2008). O inverso da resisténcia estomgdica € a
e alteracbes ngs ocorrem em paralelo com alteracdes na densidade estomatica (Tanaka et al.,
2013). Analisesn silico demonstram que o geNDT1 apresenta alta expressdo em células-
guarda, fato corroborado pela baixa densidade estomatica de pidttasdtl (Figures
suplementares 1 €).6A importancia do NAD durante o movimento estomatico ja foi
demonstrada (Murata et al.,, 2001; Yang et al.,, 260&shida et al.,, 2010) uma vez que
diminuicdes nas concentracdes de NAD favorecem o aumento de NADP e a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida pelo acido abscisico (ABA; Hashida et al.,
2010). Alem disso, o ABA somente ativa células guarda quando NADPH esta presente no
citosol (Murata et al., 2001). Embora o mecanismo que correlacione a associa¢cdo do NAD ao
movimento estomatico ainda nao tenha sido elucidado, os dados encontrados aqui sugerem

que o NAD seja importante ndo apenas no movimento estomatico, mas também,
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diferentemente do que encontrado por Hashida et al. (2010), o transporte de NAD aturaria
também na biogénese de células guarda.

Embora o decréscimo na densidade estomatica tenha sido acompanhada de um
diminuicdo dags, 0 aumento na fotossintese demonstra que as plantas com baixa expresséo de
NDT1 conseguiram compensar a deficiéncia na importacdo*N&ba o estroma e manter a
sintese de NADP necessario na etapa fotoquimica da fotossintese e, da forma reduzida
(NADPH), para as reacdes envolvidas na reacéo do carbono fixado. Embora pouco se conheca
a respeito dos mecanismos que controlam o tamanho foliar, especialmente porque este é
regulado por mudltiplos fatores (Gonzalez et al., 2009), acredita-se diante dos resultados
encontrados, que o transporte de NAD possa particgppemardenacao de sinais metabdlicos
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento vegetal. Mutattk8 deficientes a
NAD cinases NADK2, que sintetiza NADP a partir de NAD, apresentam crescimento
retardado, associando a importancia do NADP ao crescimento vegetal (Chai et al, 2005;
Takahashi et al., 2006). Neste trabalho, as concentracdes de NADP aumentaram nas plantas
com reduzida expressao N®TL, sugerindo a hipétese de que um dos fatores responsaveis

pelo maior crescimento das plantas seja o NADP.

Além da diminuicdo da concentracdo celularNd&D™, a baixa expressdo de€DT1
promoveu aumento nos niveis de NADH, NADPH e da relacdo NADH/N/&Qura 5).A
manutencdo do estado redox celular é imprescindivel ao bom funcionamento celular
(Jambunathan et al.,, 2010) e algumas formas de restaurar alteracdes nesta relacdo sao
aumentar as taxas de dissipacao de elétrons ou de fosforilacdo. Estas vias alternativas ajudam
a regular a relacdo NADPH/ATP, reduzir a eficiéncia quantica da fotossintese e contribuem
para a perda de energia (Wilhelm e Selmar, 2011). Outra possibilidade para o ajuste da
relacdo NADPH/ATP é a preponderancia do transporte ciclico de elétrons em detrimento do
transporte linear de elétrons (Munekage et al., 20 ekage et al., 2004; Nakamura et al.,
2013). O transporte ciclico de elétrons pode competir com o transporte linear (Shikanai, 2014)

e pode gerar gradiente de protons através da membrana dos tilacoides e sintese de ATP pela
ATP sintase sem acumular NADPH uma vez que os elétrons séo reciclados da ferredoxina
para a plastoquinona (Allen, 2003), mantendo assim os niveis de NARBsa forma,
alternando as vias de transporte linear e ciclico de elétrons, ha uma flexibilidade na relacéo

NADPH/ATP para satisfazer as necessidades do metabolismo (Foyer, 2012). Assim, o
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aumento na concentracdo de NADPH ocorrido em plantas com reduzida expreN§ailde
poderia alterar a relacdo NADPH/ATP, favorecendo o transporte ciclico de elétrons.

A atividade da ATP sintase pode variar devido a trocas na disponibilidade de
substratos, como por exemplo, ADP e fosfato inorgéanico (Pi) (Yamori et al. 2011). Uma vez
que NDT1 realiza o transporte de NApara o estroma em troca principalmente de ADP e
AMP, plantas com baixa expressao deste transportador poderiam acumular estes nucleotideos
no estroma. Cabe ressaltar que o transportador NDT1 transporta’ MAD troca
preferencialmente de AMP e ADP em taxas relativamente iguais em condigites e n&o
nicotinamida ou acido nicotinico ou NADIR NADPH (Palmieri et al., 2009). Dado que o
NADH possui baixa eficiéncia de troca e ao fato de que o contetdo celular deeXéddle
algumas vezes o de NADH, o transporte de NADH por estes transportadores s6 ocorreria
muito raramente, excluindo a importancia do transporte de NADH sob condicdes fisioldgicas
normais (Palmieri et al., 2009). Além disso, AMP e ADP estdo disponiveis no estroma como
substrato de troca porque a sintdeenovodestes adenilatos ocorre neste compartimento
(Zrenner et al.,2006), fazendo com que o efluxo de AMP e, ou ADP via NDT1 permita a
entrada de NAD no estroma (Palmieri et al., 2009). Assim, diminuindo-se a expressao de
NDT1, a entrada de NADno cloroplasto ficaria prejudicada da mesma forma que a saida de
ADP e AMP. O aumento de ADP e AMP por sua vez, favoreceria a sintese de ATP pela ATP

sintase.

Esta hipotese é reforcada pelo aumento na concentracdo de acucares em geral,
especialmente sacarose e amido, e devido ao aumento no niamero de folhas e nas areas folial
total e especifica de plantas com reduzida express®Ddd. Estes seriam indicativos de
aumento na taxa de fosforilagdo. Esta conjectura é corroborada pelo fato de que: (i)
fotorrespiracdo, considerada como uma via alternativa de dissipacdo de poder redutor
diminuiu nas plantasidtl-1: ndtl-le as-1-ndt]l (ii) pela diminuicdo nags e Ci, que
contribuem para aumento no transporte ciclico de elétrons (Golding et al. 2004); e (iii) pelo
aumento no NPQ nas plantadtl (Figura 2). O NPQ é essencial para prevenir os danos foto-
oxidativos na membrana do tilacéide (Wilhelm e Selmar, 2011). NPQ é aumentado pelo
transporte ciclico de elétrons, uma vez que a dissipagéo térmica é induzida por acidificacdo do

limen do tilacoide, gerandipH (Munekage et al., 2002).
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4.2 Impactos da baixa expresséo déDT1 no metabolismo do carbono

O amido tem sido identificado como um metabolito integrador do crescimento com a
fotossintese (Sulpice et al. 2009). Ao ser degra@aamaiores taxas no periodo de escuro
como observado neste estudo, 0 amido suporta maiores taxas respiratérias no escuro (Figura
2) e a maior area foliar observada nas plantas mutantes. A sintese e degradacdo de amido
ocorrem no cloroplasto e o fluxo em cada direcdo depende do fornecimento de trioses
fosfatadas e a regulacdo de enzimas chave envolvidas na biossintese (Foyer et al., 2012). Em
folhas, a regulacdo da AGPase tem sido estudada em detalhes (Michalska, et al., 2009; Gibson
et al. 2011, Glaring et al., 2012). Esta enzima esta sujeita a regulacéo transcricional, com sua
expressdo aumentada por acglcares (Kolbe et al. 2005) e diminuida por nitrato e fosfato
(Nielsen et al., 1998). De forma geral, houve um aumento na concentracdo de acucares em
plantas deficientes no transportador ND{Figura 4), especialmente sacarose e glicose
(Figura 3F, C), que provavelmente contnibpara o aumento das taxas de amido nas plantas
mutantes. Além disso, AGPase € sensivel a regulacdo alostérica, sendo ativada por 3-
fosfoglicerato (3-PGA) e inibida por Pi, e também pode ser regulada por modificacdes
proteicas pés-traducionais (Stitt et al., 198U et al., 1998; Tiessent al., 2003. Alteracbes
pés-traducionais no estroma do cloroplasto alteram o estado redox da enzima, ativando ou
inativando-a (Tiesseret al., 2002). Como exemplo, estudos recentes demonstram que
tioredoxina redutase C dependente de NADP (NTRC), enzima plastidial que contem tanto
uma redutase de tioredoxina dependente de NADP quanto um dominio de tiorredoxina,
medeia a ativacdo da AGPase por acdo de NADPH (Michalska et al., 2009). Esta afirmacgéo
corrobora o possivel aumento da atividade da AGPase em plantas com baixa expressdo do
transportador NDT1 que provavelmente possuem aumento nos teores de NADPH no interior

do cloroplasto (Figura 5).

Em condicdes onde o suprimento de carbono excede o utilizado para o crescimento, 0
amido ndo é completamente degradado durante a noite resultando em um progressivo
aumento no conteudo de amido dia apos Hiadiich et al., 2012Scialdone et al., 2013
Pilkington et al., 2015). Isso se deveria, pelo menos parcialmente, a inibicdo por
retroalimentacdo da degradacdo do amido pela trealose-6-fosfato (Tre-6-P; Martins et al.,
2013). Nestas condi¢les, a Tre-6-P atua rapidamente como sinalizador para permitir o ajuste
doturnoverdo amido as flutuacbes ambientais (Pilkington et al., 2015). Uma vez que plantas
com reduzida expressdo GEDT1 apresentaram maiores taxas de sintese e degradacao de
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amido (Figura 3), acredita-se que o aumento na concentracao de amido nestas plantas se deve
a uma maior atividade da AGPase. As alteracdes no estado redox celular gaeisabaisa
expressdo ddlDT1 sdo evidenciadas pelo aumento em NADH/NAD, e o provavel aumento

na sintese de ATP suporta esta ideia.

Em Arabidopsis, os niveis de malato e fumarato apresentam variagbes diurnas
similares as alteracfes nos niveis de amido e sacarose (Figura 3). Este acréscimo durante o dic
e decréscimo durante a noite sugere a funcdo desses metabdlitos como moléculas de
armazenamento transiente de carbono (Chia et al., Fabbenstich et al., 200Gibon et
al., 2009). De fato, estudos recentes demonstram o papel do fumarato como uma fonte
alternativa de carbono semelhante ao amido, além de ter papel importante na manutencéo do
pH celular (Fahnenstich et al., 2008). Assim, os teores aumentados destes metabdlitos em
plantas com baixa expressaoNIeT1 parecem ter contribuido para o0 aumento na area &liar
namero de folhas e consequentemente a maior fotossintese por unidade de massa, mesmo con
o menor aporte de NAD Dessa forma, o aumento da fotossintese contribuiu para uma maior

sintese de sacarose e amido das plantas deficientes no transportador NDT1.

Além disso, a inibicdo antisenso da subunidade ferro-enxofre da succinato
desidrogenase (SDH) e fumarase em tomate, resultou em aumento e reducéo da fotossintese ¢
biomassa, respectivamente, por um efeito mediado por &cidos organicos na abertura
fechamento estomética (Nunes-Nesi et al., 2007; Aradjo et al., 2011). A medi¢cdo dos niveis
apoplasticos de acidos organicos nestes transformantes e também em mutantes para
fumarase, revelou uma correlacdo negativa entre os niveis de fumarage e
Semelhantemente, embora menor, a mesma correlacdo negativa foi encontrada para as
concentracbes de malato (Aradjo et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados em
Arabidopsis thaliana(Fuentes et al.,, 2011). Estes resultados estdo de acordo com o0s
encontrados neste trabalho, uma vez que se observaram maiores aumentos nas concentragoe
de fumarato do que de malato nas plantas com reduzida expresbiltlee uma forte

diminuic&o nags.
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4.3 Fendtipos observados em tecidos heterotroficos

Estudos recentes utilizando mutantes deficientes em enzimas da biossintese do NAD
demonstram uma importancia funcional do NAD durante o desenvolvimento de tecidos
reprodutivos, como grdos de poélen, meristema floral, siliquas e sementes (Hashida et al.,
2007; Hunt et al., 20QLiu et al., 2009; Hashida et al., 2013). Semelhantemente, no presente
trabalho verificou-se que a baixa expressadN®d 1 promove um aumento no numero de
polens inférteis (Figura 6 e Figura suplementar 4). De fato, o metabolismo NAD possui papel
essencial na formacgéo de graos de pélen (Chai et al.; Be@fin et al., 2005; Chai et al.,

2006 Hashida et al., 2009). Durante o desenvolvimento do grdo de pdlen ocorre um
expressivo aumento na biossintese de NAD. Observa-se também que na célula-mée do gréao
de pélen o NAD é transportado para os quatro micrésporos gerados, especialmente porque
varias vias metabdlicas que operam durante a maturacdo do grao de pdélen e crescimento do
tubo polinico, como por exemplo, sintese de lipideos, componentes das paredes celulares e
aminoéacidos, sdo altamente dependentes do NAD (Hashida et al., 2009). Aléemadisso,
ocorréncia de altas concentracdes de NADde atuar mantendo o grdo de pélen dormente

por inibir competitivamente reacdes redox dependentes de NADH, essenciais para formagao
do tubo polinico (Hashida et al., 2013). Estudos de proteémica mostram que o metabolismo
energético de enzimas NADH dependentes foi identificado em grao de pélen de Arabidopsis
(Holmes-Davis et al., 2005). A oxidacdo do NAD(P)H é diretamente acoplada a sintese de
ATP o qual é essencial para a regulacdo de varias enzimas como a nucleotideo difosfato
cinase (NDP), enzima importante na dindmica de crescimento do tubo polinico (Palmieri et
al., 1973 Gu et al, 2005). Dessa forma, dada a grande importancia do* MaD
desenvolvimento do grdo de polen e crescimento do tubo polinico, € de se esperar que uma
diminuicdo no transporte de NADocasione a formacao de poélens invidveis como as
encontradas neste trabalho.

Em decorréncia da menor viabilidade dos graos de pdélen observada em plantas com
baixa expressdo ddDT1, ocorreu uma diminuicdo consideravel no nimero de sementes e
consequentemente um menor preenchimento das siliquas reduzindo o comprimento e o
didmetro das mesmas (Figura 6, Figura 7 e Figura suplementar 5). Atribui-se a producéo de
siliquas encurtadas problemas funcionais do gametoéfito masculino (Haskida., 2013)
Recentemente, verificou-se que plantas mutantes deficientes da expressdo de NMNAT, uma

importante enzima da biossintese de NAD, apressntalém de graos de pdlen inviaveis,
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siliquas encurtadas e menor numero de sementes por siliqua (Hashida et al., 2013). Nesse
estudo, os autores ndo discutem as razdes que levam ao encurtamento das siliquas, embore
mostrem como uma consequéncia da ma formacao do grao de podlen e da germinacéo precoce
do tubo polinico, em decorréncia da menor concentra¢c®A8E encontrada nos mutantes.

Estes dados corroboram os encontrados aqui, j& que de fato siliquas denplidntasitl

possuem menor concentracdo de NABigura 6F).

Uma vez que o tamanho das siliquas nas plantas com baixa expredHadldei
menor em comparac¢do com o WT é razoavel supor que a quantidade de sementes produzidas
nestas siliquas também seja inferior. Entretanto, chama a atencdo a grande quantidade de
sementes abortadas encontradas em planids ndtl, indicando que o NADtambém é
importante durante o desenvolvimento embrionario (Figur&ma vez que a concentracao
dos nucleotideos diminuiu nas siliquas maduras, provavelmente a alocacdo dos recursos
repassada via células esperméticas para o zigoto e endosperma ficou prejistioafda
com que menos sementes fossem geradas, mas que as sementes produzidas recebessem ur
guantidade maior de carboidratos, justificando o maior tamanho encontrado nas sementes

ndtl: ndtl, as-1-ndtle as-2-ndtl(Figura 6 e Figura suplementgr 4

As sementes sao formadas a partir tanto de tecidos maternos quanto paternos, de forma
bastante coordenada e o tamanho das sementes tem influencia parental, ande um
preponderancia de genoma proveniente do pai provoca redug¢ao no crescimento da semente
enquanto um predominio de genoma maternal causa um supercrescimento (Scott et al., 1998).
De acordo com os resultados encontrados na andlise de restauracdo de fenétipo, quando grao:
de polen provenientes do tipo selvagem foram utilizados em flores de pldtitasdtl, o
fendtipo de siliquas encurtadas foi restaurado e, de forma semelhante, quando o progenitor
masculino sdo plantasdtl: ndtl as siliquas continuam encurtadas (Figura 8). Assim, o
doador masculino parece ser de extrema importancia na formacdo de siliquas, isto é, a

influencia neste processo € paterna.

Apesar de as sementes de plantig: ndtl serem maiores e mais pesadas do que as
das plantas WT (Figura 6D, E), o conteudo relativo e total de &cidos graxos nao diferiu
estatisticamente em comparacdo com o WT (Figura 10A). Entretanto, esta quantificagao
baseou-se na quantidade de acidos graxos por mg de massa fresca e ndo na concentracéo d

acidos graxos por semente. Sementes de Arabidopsis possuem acidos graxos como maior
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fonte de reserva de carbono em (~35% por ;pBaad et al., 2002). Assim, embora ndo se
tenha verificado alterac6es na concentracdo total de acidos graxos por mg de magéria fresc
hipétese de que haja alteracdo na concentracdo de acidos graxos por semente ndo pode se
descartada. Por outro lado, outros compostos, como por exemplo, carboidratos e proteinas
também fazem parte da composi¢cdo das sementes (Baud et al., 2002) e portanto também
podem ocorrer alteragcdes na concentragdo destes compostos, o que justificaria 0 aumento no

tamanho e peso das sementes com reduzida expresS8qd tle

O conteudo de &cidos graxos em plantuidsl: ndtl foi muito pouco alterado,
especialmente aos dois e quatro dias apés a estratificacdo (Figura .1A8s €3is dias apds
a estratificacéo verifica-se 0 aumento relativo de alguns acidos graxos, porém, a concentracao
total dos acidos graxos quantificados nao foi alterada (FiguDd. ApoOs a germinacao,
triacilglicerdis s@o hidrolisados e os &cidos graxos liberados sdo quebradoeexidacao
para prover energia para o desenvolvimento de plantulas (Graham, 2008; Quettier e
Eastmond, 2009). Durante a oxidagdo de acidos graxos, o MA&duzido a NADH pela
proteina multifuncional peroxisomal (MFP). Para manter o fluxo através de diferentes rotas
metabdlicas, o NADH produzido necessita ser regenerado nos peroxissomos (Graham, 2008)
A malato desidrogenase dependente de NAD peroxisomal (PMDH) reoxida o NADHa NAD
via reducdao reversivel de oxaloacetato a malato (Pracharoenwattana et al., 2010), assim tanto
a reducdo do NADa NADH quanto sua oxidagdo, sdo essenciais para a correta oxidacdo de
acidos graxosAlteragdes na B-oxidacdo fazem com que as plantas sejam incapazes de
mobilizar seus &cidos graxos armazenados, comprometendo processos como O
estabelecimento de plantulas (Zolman et al., 2001). O aumento na concentracdo relativa de
acidos graxos € um indicativo que embora o mutadt&: ndtl seja capaz de mobilizar os
acidos graxos e formar plantulas viaveis, a quebra dos acidos graxos pode ser considerada
levemente tardia. De acordo com os resultados de percentagem de plantulas normais e IVE
de fato, ha um pequeno atraso na formacdo das plantitthsndtl (Figura 9B, Tabela 3).
De forma semelhante, o conteddo de acidos graxos ndo variou em sementes de plantas
deficientes no transportador peroxisomal de NABPXN), embora as plantulas também
apresentem este atraso na mobilizacao de acidos graxos, com efeitos ainda mais pronunciados
(Bernhardt et al., 2012). Além disso, mutantes deficientes para a malato desidrogenase
peroxisomal dependente de NADH, que é responsavel por re-oxidar o NADH e manter ativa a
B-oxidacdo, também possuem atraso no estabelecimento de plantulas (Pracharoenwattana et

al., 2007). Isto indica que o NAD® importante no estabelecimento de plantulas uma vez que
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0 NAD" ¢é necessario para a f-oxidacao, acredita-se que a reducdo na expressBDd&
influencie de alguma forma a -oxidagdo nos peroxissomos, talvez através de transferéncia de

poder redutor.

5 CONCLUSAO

Alteracdes redox causadas pela reducédo na expresdiidTdecausam alteracdes no
desenvolvimento de tecidos autotréficos e heterotroficos. O nimero de folhas, a area foliar e o
namero de estdmatos de plantas com reduzida expressao do gene que codifica para este
transportador foi alterado, influenciando a atividade fotossintética e a biossintese de acucares
e amido. Além disso, este transportador tem papel imprescindivel no desenvolvimento de
tecidos reprodutivos, e a reducdo na expressdDdd ocasiona graos de poélen inviaveis e,
em consequéncia, siliquas encurtadas e sementes maiores. Assim, acredita-se que este
transportador tenha papel relevante na manutencdo da homeostase redox e o equilibrio no

desenvolvimento de tecidos autotroficos e heterotroficos.
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Figura suplementar 1.Efeito da reducéo na expressad\&T 1 nos parametros de
trocas gasosas e fluorescéncia da clorafitke plantas de Arabidopsis com quatro
semanas de idadd, curva de resposta da fotossintese a alteracbes na radiacao
fotossinteticamente ativaRFA). B, densidade estomatica. C, taxa de assimilacao
liquida de CQ(A) com radiacéo fotossinteticamente ativa (RFA) de 100 pumol de
fotons nPsl. D, taxa de assimilagdo liquida de L£Q\) com radiacio
fotossinteticamente ativa (RFA) de 200 pmol de fotoits'mE, taxa de transporte

de elétrons (ETR), F, eficiéncia fotoquimica maxima do ASIF(). G, eficiéncia
instantanea do uso da agua. H, eficiéncia intrinseca do uso da agua. Valores
representam a média * erro padrdo de seis plantas individuais e o0s asteriscos
indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o téstee Student, em
comparagao com o tipo selvagem.
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Tabela suplementar 1 Parametros fotossintéticos derivados da curva de luz de phatiias

(Figura2)

Parametro* WT ndtl:ndtl anti-1-ndtl anti-2-ndtl  anti-3-ndtl
ARFA 10,1 +0,5 9,1+0,9 8,1+0,7 8,4+0,7 8,3+0,9
lc 21,3+4,3 21,3140 22,0+0,5 23,0+1,9 169+1,4
Is 328 £ 42 336 £ 99 338+54 321 +45 342 £ 40
1/ 185+35 21,6+4,0 245+59 25,3+9,4 23,4+5,0

Os valores representam a media de seis plantas + erro padrdo. Valores em negrito séao
significativos pelo testde Student’s (P < 0.05) em comparagdo com o tipo selvagem. * Arra:

taxa de assimilagéo liquida de carbono saturada pel&:luzadiancia de compensacdag,
irradiancia de saturacao gikficiéncia no uso da luz.
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Figura suplementar 2.Efeito da reducéao na expressad\d2T 1 na quantificacao e clorofilas

de folhas de Arabidopsis coletadas ao meio do dia. A, cloefli clorofilab. C, contetdo

de clorofilaa + b. D, razao clorofilaa/b. Valores representam a média + erro padréo de seis
plantas individuais e os asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segunda o teste
de Student, em comparagédo com o tipo selvagem. MF: matéria fresca
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Tabela suplementar 2:Nivel relativo de metabdlitos em folhas de linhagens de Arabidopsis

com guatro semanas de idade e reduzida expres$doTde

Metabdlitos WT ndtl:ndtl- as1-ndtl as-2-ndtl as-3-ndtl
Aminoacidos
Alanina 1,00+0,15 0,86+0,29 0,92+0,12 0,93+0,06 0,37 £0,07
B-Alanina 1,00+0,06 0,92+0,06 0,80+0,05 1,03+0,05 1,07 0,07
Asparagina 1,00+0,11 0,89+0,37 0,87+0,16 0,77 +0,12 0,88 +0,02
Aspartato 1,00+0,07 0,84+0,15 1,02+0,17 0,84 +0,05 0,76 0,07
Fenilalanina 1,00+0,15 1,26 £0,47 0,88+x0,08 1,05+0,15 1,27 £0,12
GABA 1,00+0,19 1,70+0,65 1,44+0,29 1,28+0,34 1,24 +0,06
Glicina 1,00+0,13 1,06 +0,46 0,94+0,19 0,83+0,04 0,84 +0,02
Glutamato 1,00+0,46 3,24+0,16 2,14+0,14 1,17+0,06 1,09 +£0,17
Glutamina 1,00+0,10 0,92+0,16 0,92+0,01 0,75%+0,08 0,49 +0,04
Isoleucina 1,00+0,13 1,35+0,78 1,33+0,23 1,37+0,21 1,32+0,09
Leucina 1,00+0,17 2,01+0,70 151+0,29 1,31+0,20 1,37+0,34
Metionina 1,00+0,12 1,16 +0,56 1,12+0,13 0,74+0,15 0,88 +0,22
Prolina 1,00+0,22 1,23+0,67 0,99+0,17 0,94 +0,16 0,90 +0,16
Serina 1,00+0,12 1,20+0,36 1,26+0,13 1,04+0,12 1,08 £0,20
Tirosina 1,00+0,35 1,14+0,29 0,95+0,12 1,09+0,11 1,36 £0,20
Treonina 1,00+0,12 1,01+0,29 1,10+0,26 1,07 +0,10 0,85 +0,10
Triptofano 1,00+0,21 1,12+0,12 0,88+0,12 0,99+0,33 1,03+0,10
Valina 1,00+0,08 1,46 +0,23 0,28+0,14 1,24+0,13 1,00 +£0,01
Acidos organicos
Ascorbato 1,00+0,29 245+0,85 1,78+0,16 1,67 +0,41 1,99 £0,29
Citrato 1,00+0,04 0,98+0,15 1,15+0,04 1,05+0,06 1,13 +0,04
Desidroascorbato 1,00+0,15 1,78+0,20 1,69+0,41 1,35+0,17 1,07 £0,34
dimero
Glicerato 1,00+0,06 1,20+0,15 1,26 +0,16 1,20+0,12 1,25+ 0,09
Glicolato 1,00+0,05 0,70+0,17 0,79+0,11 0,76 £0,07 0,86 0,07
Lactato 1,00+0,08 0,81 +0,10 0,92+0,22 0,82+0,06 1,10+0,20
Succinato 1,00+0,15 1,34+0,25 0,64+0,09 1,18+0,06 1,22+0,12
Treonato 1,00+£0,24 1,18+0,24 1,15+0,11 1,07+0,23 1,36 +0,13
AcUcares
1,6 Anidrog- 1,00+0,16 1,05+0,32 0,95+0,10 0,78+0,05 0,81 +0,03
glicose
Eritritol 1,00+0,20 1,27+0,10 0,86 +0,04 1,29+0,12 1,15+0,10
Frutose 1,00+0,30 2,43+0,48 1,70+0,52 1,44 +0,21 3,50+0,73
Galatinol 1,00+0,40 294+0,23 1,57+0,13 2,26 +0,12 5,56 +0,78
Glicopiranose 1,00+0,43 1,63+0,45 1,12+0,12 0,91+0,09 1,58 +0,03
Glicose 1,00+0,08 3,26 +0,02 3,92+0,06 2,23+0,01 2,87 +£0,13
Maltose 1,00+0,18 1,15+0,10 1,02+0,11 0,91+0,11 1,33+0,17
a-1-O-Metil 1,00+0,18 1,33+0,36 1,21+0,12 1,20+0,07 1,02 +0,03
manopiranose
Psicose 1,00+0,86 1,80+0,24 1,25+0,30 1,36+0,17 2,26 +0,35
Rafinose 1,00+0,51 0,74+0,45 0,47 +0,02 1,23+0,36 2,89 +0,55
Sacarose 1,00+0,05 0,93+0,05 0,89+0,05 1,03+0,02 1,08 +0,06
Sorbose 1,00+0,78 2,06+0,48 1,86+0,43 1,08+0,19 1,90+0,42
a-o-Trealose 1,00+0,25 1,04+0,20 0,82+0,07 1,08+0,10 2,17 £0,08
Continua
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Conclusao

Metabdlitos WT ndtl:ndtl> as-1-ndtl as-2-ndtl as-3-ndtl
Outros

Ac. Indol-3- 1,00+0,25 1,52+0,40 0,91+0,07 1,17+0,14 1,82+0,12
acetonitrila

Mio-inositol 1,00+0,22 1,32+0,16 0,46+0,02 1,03+0,21 1,43 +0,06
Nicotinato 1,00+0,03 1,02+0,34 0,94+0,06 092+0,12 1,03+0,11
Putrescina 1,00+0,08 1,04+0,50 0,81+0,15 0,72+0,09 0,78 +£0,11
Sinapate 1,00+0,08 0,93+0,43 1,07+0,27 0,99+0,13 1,03+0,13
Ureia 1,00+0,08 1,14+0,39 1,18+0,24 1,08+0,10 0,96 +0,01

Os valores representam niveis relativos

+

erro padrdo de seis amostras independentes;

valores em negrito sao significativos pelo testie Student’s (P < 0,05) em comparagdo
com o tipo selvagem. GABA: Acido amino butirico.
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Figura suplementar 6. Analise in silico do geneNDT1 em diferentes tecidos. Fonte:
Arabidopsis eFP Browser <httpe/6c4037-shemp.csb.utoronto.ca/efp/cgi-binVégbh.cgi>
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RESUMO

O nicotinamida adenina dinucleotideo (NADé um metabdlito central no
metabolismo celular que esta envolvido em transferéncia dei®@neagsinalizacéo celular e
como coenzima em diversas reacodes. Alterac6es no catabolismo ou no anabolismo'do NAD
podem alterar ndo apenas a sua concentracdo, mas também o poder redutor celular,
impactando aspectos importantes do crescimento e desenvolvimento das plantas. No presente
trabalho, avaliou-se o papel do transportador mitocondrial de"NADT2) em plantas de
Arabidopsis thalianacom reduzida expresséo deste transportador. Para tal, foi utilizada uma
linhagem mutante obtida por insercdo d®NA e adicionalmente foram geradas plantas
transgénicas contendo uma construcdo antisenso para o transportador NDT2, sob o controle
do promotor 35S, da qual, trés linhagens com reduzida expresséo foram selecionadas. Estas
plantas foram caracterizadas extensivamente a nivel fisiol6gico e bioquimico e observou-se
gue apesar de possuirem um menor numero de folhas, a area foliar total aumentou. Apesar
disso, a fotossintese nestas plantas diminuiu consideravelmente em decorréncia de uma menor
condutancia estomatica em consequéncia de uma reduzida densidade estomatica.
Concomitantemente, plantas com reduzida express&ibd@ apresentaram menor acumulo
de amido ao longo do dia e aumento nos niveis de malato e fumarato ao meio do dia. Em
tecidos nado fotossintetizantes varios fenotipos foram observados em decorréncia da reducao
doNDT2 A germinacédo das sementes destas plantas e formacéo de plantulas normais foram
menores e mais lentas em comparacdo com o tipo selvagem. Além disso, houve aumento na
concentracdo de acidos graxos durante a mobilizacdo das reservas da semente e
estabelecimento das plantulas. Em conjunto, estes dados sugerem que alteracdes no potencia
redox em mitocOndrias causadas pela diminuicdo da expresBidl@afetam processos que
ocorrem nos cloroplastos, especialmente a fotossintese e a sintese de amido. Além disso,

afetam substancialmente a germinacao e estabelecimento das plantulas.

PALAVRAS-CHAVE

Transportadores, mitocondria, nicotinamida adenina dinucleotideo, fotossintese, amido,

germinacgao
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1 INTRODUCAO

Mitocondrias sdo organelas presentes em todas as células eucaridticas e atuam em
varias funcOes fisiologicas. Em plantas, além de serem responsaveis pela respiracdo e
suprimento de energia para a célula, elas também estdo envolvidas na assimilacdo de
nitrogénio, na fotorrespiracdo, no metabolismo do carbono, na biossintese de aminoécidos,
respostas a estresses, dentre outros processos biolégicos (Oswald et al., 2001; Araujo et al.,
2012; Nunes-Nesi et al., 2013). Ao contrario da membrana externa, a membrana agerna d
mitocondrias é impermeavel a maioria dos metabdlitos. Assim, torna-se necessario a
existéncia de proteinas especificas que realizem a importacdo e exportacdo de metabdlitos
através das membranas internas (Palmieri et al., )2041passagem de compostos
hidrofébicos através da membrana mitocondrial interna é realizada principalmente por
diferentes proteinas, dentre as quais muitas sédo pertencentes a familia de transportadores
mitocondriais Kitochondrial Carrier Family MCF; Picault et al., 2004 As proteinas
pertencentes a esta familia sdo relativamente pequenas, com massa molecular entre 30-34
kDa, e caracteristicas semelhantesno seis segmentos transmembrana do tipo a-hélice e
cinco porcdes hidrofilicas que, em conjunto, podem ser divididos em trés dominios (Picault et
al., 2004).

Transportadores mitocondriais tém sido identificados via estudos bioquimicos em
mitocondrias isoladas. Estes transportadores tém sido diferenciados com base na
especificidade do seu substrato e sensibilidade a inibidores (Palmieri et al., 2011; Sze, 2013).
Alguns transportadores estdo envolvidos na fosforilacdo oxidativa, outros no transporte de
intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxilicos (Ciclo TCA), aminoacidos ou cofatores
(Laloi, 1999; Palmieri et al., 2011; Sze, 2013; Monné e Palmieri, 2014). Foi identificada uma
proteina existente na membrana mitocondrial interna da mitocéndria e pertencente a MCF que
realiza o transporte de nicotinamida adenina dinucleotideo {NAdara dentro desta
organela, ja que os passos finais da biossintese dé bi&ddrem apenas no citosol (Palmieri
et al.,, 2009). Este transportador foi denominado NDT2 (NINicotinamide Adenine
Dinucleotide (NAD") transporte) e revelou uma alta afinidade por NABugerindo como
sua provavel funcdo o fornecimento de NAD matriz mitocondrial por transporte do tipo
antiporte em troca de, principalmente, ADP e AMP (Palmieri et al., 2009). Além disso, outros
transportadores de NADambém ja foram descritos, como o transportador cloroplastidico de
NAD™, denominado NDT1 e o transportador peroxisomal de NAbamado PXNAINDT1

56



e AINDT2 possuem 61% de similaridade entre seus aminoadthdBT2, entretanto, possui
na sua porcdo N-terminal um suposto peptideo de transito que serviria para direcionar esta
proteina para a membrana interna da mitocondria. Além dAN®T2 possui extensao C-

terminal 45 aminoacidos mais longa cABIDT1 (Palmieri et al., 2009).

O NAD™ é um metabdlito central no metabolismo celular que esta envolvido em
transacdes energéticas, na sinalizacdo celular e em diversas reacdes na formairdascoe
(Rasmussore Wallstrom, 2010). Alterac6es no catabolismo ou no anabolismo do*NAD
podem alterar ndo apenas a sua concentracdo, mas também o poder redutor celular,
impactando aspectos importantes do crescimento e desenvolvirasptardas (Noctor et al.

2006, Hashida et al., 2009). Devido a sua capacidade de transportar elétrons,” @ NiAD
composto essencial em numerosas reacfes de redox em todos os organismos vivos (Hashida
et al., 2010).

Variacdes no estadeedox celular séo intrinsecas ao metabolismo vegetal e séo
determinadas pela oxidacdo e reducdo de varias substancias redox-ativas, especialmente
NAD(H) e NADP(H) (Geigenberger e Fernie, 2014). Estes nucleotideos atuam como
cofatores de um grande nimero de enzimas e juntamente com a agua Sao 0S coOmpostos que
mais interconectam redes metabdlicas (Nelson e Cox).2012AD" e a sua forma reduzida
NADH estdo envolvidos em reacdes importantes do metabolismo, como a glicélise, a sintese
de proteinas Fe/$ cadeia transportadora de elétrons, o ciclo T&€Adescarboxilacdo da
glicina nas mitocondrias; o ciclo de Calvin-Belson e a via oxidativa das pentoses fosfatadas
nos cloroplastos e a B-oxidagdo nos peroxissomos, entre outros processos do metabolismo
(Bernhardt et al., 2012; Geigenberger e Fernie, 2014). Por serem utilizados em reacfes redox
possuem importante papel no controle da atividade de desidrogenases. Por causa disso, Sac
essenciais em todas as organelas celulares e o transito destes solutos entre diferentes organels
como mitocondria, plastideo, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e peroxissomo tem

sido observado (Palmieri et al., 2009).

Recentemente tem-se verificado a existéncia de uma regulacdo coordenada entre
cloroplasto e mitocdndria, organelas que cooperam metabolicamente entre si durante a
fotossintese, a sintese de sacarose e a assimilagdo de nitrogénio (Foyer et, dyrzixt1
Nesi et al., 2011; Araujo et al., 2012). Estudos recentes revelam ainda que, de fato, a taxa de

assimilacdo de carbono pode variar quando a atividade mitocondrial é alterada (Carrari et al.,
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2003; Bartoli et al.2005; Nunes-Nesi et al., 2005, Nunes-Nesi et al., 2007a; Araujo et al.,
2010; Fuentes et al., 2011;). Assim, alteracdes nas concentracdes ou transporte” da NAD
mitocondria podem afetar diferentes aspectos do metabolismo vegetal. Nesse sentido, este
trabalho objetivou caracterizar o transportador mitocondrial de ‘N&ARivel fisiolégico e
bioquimico em plantas dArabidopsis thalianaO geneNDT2 é fortemente expresso em
tecidos em desenvolvimento e em células com alta atividade metabdlica, embora seus padrdes
de expressédo variem de acordo com o tecido considerado (Palmieri et al., 2009). Utilizando
uma construcdo para avaliar o padrao de expressao dod\j@h2sestes autores observaram

gue o promotor deste gene promove elevada expressdo de GUS emAttatttapromotor-

GUS no meristema apical da parte aérea, nas nervuras de folhas jovens e senescentes, em
siliquas em desenvolvimento, incluindo estruturas funiculares, nas nervuras de flores, em

graos de poélen em desenvolvimento e no cilindro central de raizes.

Apesar da caracterizacao bioquimica da proteina NDVRro as funcgdes fisioldgicas

da mesman vivo, em plantas cultivadas sob condi¢cdes 6timas ao desenvolvimento ou em
condicOes adversas ainda permanecem por serem estudadas. Nesse sentido, foram geradas
utilizadas plantas com reduzida expresséo do {ENE2 para melhor compreender o papel
fisiolégico deste transportador em plantas. Dado que o N&Bssencial no metabolismo
vegetal, acredita-se que alteragdes no transporte do* NMBsam impactar seriamente o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Uma vez que existe uma coordenada relacéo
entre diferentes organelas celulares, os efeitos nao ficariam restritos a alteracdes em processos
gue ocorrem na mitocondria, mas sim no metabolismo como um todo. Assim, este trabalho
investigou alteracdes fisiologicas e bioquimicas em plantas com reduzida expresgak2de
crescidas em condicBes Otimas ao desenvolvimento vegetal e aspectos importantes da

germinacao e desenvolvimento de plantulas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Foram utilizadas diferentes linhagens mutantes com reduzida expressdo do gene que
codifica o transportador mitocondrial de NADAtNDT2, At1g25380) para a realizacdo deste
trabalho. Uma delas, denominada aqund&:ndt2 é oriunda da colegcdo GABI-KAT (GK
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143G09) e possui uma inser¢do de T-DNA,Agobacterium tumefacienms quinto éxon do

gene do transportador, assim como um gene de selecao para sulfadiazina (Figura 1A). Plantas
mutantes oriundas desse gendtipo foram selecionadas com base na resisténcia ao antibiotico e
a homozigose por meio de reacdes de PCR, utilizpridwersespecificos para o gehNDT2

e para o T-DNA forward 5-ATATTGACCATCATACTATTGC-3°, reverse 5’-
TGGATCGCGACATGGCTTACTC?’ ¢ T-DNA 5’-ATATTGACCATCATACTCATTGC-

3%).

Também foram utilizadas plantas transgénicas pela insercdo de uma construcdo do
tipo antisenso sob o controle do promotor 35S, obtidas pelo sistema Gateway e denominadas
as-1-ndt2 as-2-ndt2e as-3-ndt2(Landy, 1989; Ptashne, 1992; Hartley et al., 2000). Para
realizar este tipo de construcdarimers especificos foram desenhados a partir de uma
biblioteca de cDNA, para amplificacdo do fragmento do gefhg25380 forward 5’-GGCT
CCACCATGATTGAACATGGS’ e reverse5’-AGCTGGGTCTTATTTGCTTCCAAGA”).

O produto purificado a partir da reacdo de PCR foi recombinado com o vetor de doacéo
(pDONR207) gerando um clone de entrada que foi transformaddesaerichia coli
(linhagem DHS5a) para obtencdo do plasmideo contendo o gene de interesse. Uma segunda
recombinacdo foi realizada utilizando-se o plasmideo isolado com um vetor de destino
(PH2WG7) para gerar um clone de expressao que foi novamente transformado@imAs
colénias positivas foram entdo selecionadas e utilizadas para transfarnmanefaciens
(linhagem GV3101) e posteriormente infitradas em plantas WT, ec6tipo ColOmbia-
(Bechtold et al., 1993; Clough e Bent, 1998).cassetecontinha também foi um gene
marcador de resisténcia a higromicina com promatse terminadonos um promotor35S

e um terminadoB5S Como resultado, a transformacdo antisenso do NEE2 gera um

ampliconde 1092 pb.

2.2 Condicdes de cultivo

As sementes de todos os gendtipos foram superficialmente esterilizadas e germinadas
em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) com metade da forca iGnica, suplementado com 1%
de sacarose (p/v) e agente seletivo (sulfadiazina 5,25 mg/L ou higromicina 10 mg/L) de
acordo com gendtipo utilizado. Apos quatro dias de estratificacdo a 4 °C, as placas com as

sementes que foram utilizadas nas analises de tecidos autotroficos foram levadas para uma
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camara de crescimento a 22 + 2 °C, umidade relativa de 60%, irradiancia de 150 pmol de
fotons m? s e fotoperiodo de 8 h de luz e 16 h de escuro, durante dez dias. Apos este
periodo, as plantulas obtidas foram transferidas para vasos de ¢ @®mtendo substrato
comercial Tropstrato HTe mantidas nas mesmas condigdes por quatro semanas, onde foram
entdo realizadas as analises fisiologicas e coletas de amostras em nitrogénio liquido para

andlises bioquimicas.

Para as analises de germinacdo e de perfil de acidos graxos, as sementes foram
esterilizadas e colocadas para germinar conforme descrito anteriormente. Porém, ap0s o
periodo de estratificacdo, as placas foram mantidas em sala de crescimento climatizada a 22 +
2 °C, umidade relativa de 60%, irradiancia de 150 pmol de fétdrss,nsom fotoperiodo
12 h de luz e 12 h de escuro.

2.3 Andlise de expressao génica

Foi analisada a expresséo génica das plantas mutantes e WT pela a técnica de PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR). Para tal, inicialmente, extraiu-se o RNA total de
flores utilizando-se o reagente TRIZ@Invitroge™) conforme indicagdes do fabricante. Em
seguida, o RNA total foi submetido a tratamento com DNase/RNase-free (Invitfhgen
guantificado em espectrofotbmetro a 260 nm e cerca de 2 ug do RNA isolado foi utilizado
para sintetizar a fita de DNA complementar (cDNA) conkib ImPromil(™) Reverse
Transcription SystenfPromega, Brasil) e Oligo (dik) seguindo as recomendacdes descritas
no mesmo. Com o cDNA gerado, realizou-se as reagcdes de gRT-PCRs utilizandboese o
amplificacdo Power SYBRGreen PCR Master Mix (Life Technologies/Applied Biosystem)
nas recomendacdes do produto e o equipamento 7300 Real Time System (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA). Para obter as amplificacdes, foram utilizattosrs
especificos para o gemNDT2 (forward 5’-CGATGCCATGTTCCAACTAC3’ ereverse5’-
CATCAAAAGGGCCAAAAAGT-3’) e como controle endogeno, para normalizacdo dos
valores da expressao génica, os primers especificos para o gene que codifica a proteina
GAPDH (forward 5’-TTGGTGACAACAGGTCAAGCA3’ ¢ reverse5’-AAACTTGTCGC
TCAATGCAATC-3’). Foram coletadas todas as flores de seis plantas com um més e meio de
idade por gendtipo e as amostras foram amplificadas em duplicata com as seguintes etapas: 94

°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 15 s, 58 °C por 15s e 72 °C por 15 s.
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2.4 Analises de tecidos autotroficos
2.4.1 Determinacao dos parametros de fluorescéncia da cloroféee trocas gasosas

Foram avaliados parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da dcodila
plantas com quatro semanas de idade, utilizando-se um analisador de gases a infravermelho
em sistema aberto (IRGA Infrared Gas Analyz¢y modelo LI 6400XT (LI-COR, Lincoln,

NE, EUA), com fluordmetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.) com camara foliar d& 2 cm

e mantendo-se a temperatura do equipamento a 25 °C e concentracdo ambientéCde CO
dentro da camara de 400 pumol £@ol?. Inicialmente, apds 1 h do inicio do periodo
luminoso, curvas de resposta de taxa de assimilacdo liquida de(ALG radiacdo
fotossinteticamente ativédMRFA) foram obtidas variando-seREA na sequéncia: 1000, 1200,
1000, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 10 e 0 umol fotoRs A partir de ajustes da curva de
resposta a luz pelo modelo hiperbdlico ndo-retangular foram estimadas variaveis derivadas
das curvagVVRFA tais como irradiancia de compensadi@dp (le saturacadsd], eficiéncia no

uso da luz (1/¢) e taxa de assimilacdo liquida de carbono saturada peladud (von

Caemmerer, 2000).

Uma vez que a radiacdo de saturagdo foi proxima a 400 pumol fotoss (Rigura
2A), avaliou-se & nesta radiacao e nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Também
foi avaliada a respiracdo durante a noRg) (e a eficiéncia fotoquimica maxima do FSII
(FW/Fm), apés 1 h de aclimatacdo ao escuro. Para determifaf-a foi aplicada uma
irradiancia de 0,03 pmol fétons s para determinar a fluorescéncia inicigb)(e para
obtenc&o da fluorescéncia maxinfa.)( um pulso saturante de 6000 pumol fotorié sh foi
aplicado por 0,8 s. A/Fm foi entdo calculada comd-4 — Fo)/Fm. Procedeu-se ainda, a
estimacao dajuenchingndo fotoquimico (NPQg da taxa de transporte de elétrons (ETR),

conforme descrito por DaMatta et al. (2002) e Lima et al. (2002).

Também foi estimada a taxa de fotorrespira¢&p gela formulaR, = ((1/12).0hu -
(4.(A +Rq)))), ondeJny equivale a taxa de transporte de elétrons estimada por parametros de
fluorescéncia (Valentini et al., 1995), e a eficiéncia instanta&x € intrinsecaA/gs) do
uso da agua (EUA), onde = transpiracdo @s = condutancia estomatica. Em todas estas

analises foram avaliadas seis plantas por genétipo.
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2.4.2 Andlise de crescimento

Apoés as medicbes de trocas gasosas e fluorescéncia da clarafdgplantas foram
coletadas e os seguintes parametros de crescimento foram avaliados: massa seca da roset:
(MSR), massa seca do sistema radicular (MSSR), razdo raiz/parte aérea (RPA), area foliar da
roseta (AR), area foliar especifica da roseta (AER), nimero de folhas (NF), &rea foliar total
(AFT) e éarea foliar especifica (AFE). A AR e a AFT foram determinadas pelo método da
imagem digital, onde as folhas foram digitalizadas com auxilio de um scanner (Hewlett
Packard Scanjet G2410, Palo Alto, Califérnia, EUA) e as imagens obtidas processadas com
auxilio dosoftwareRosette Tracker (De Vylder et al., 2012). A AER e AFE foram estimadas
utilizando a formula: AER (ou AFE) = AR (ou AF)/MSR.

2.4.3 Determinacao da densidade estoméa

A fim de determinar a densidade estomatica (nimero de estomat®)sdas plantas
com reduzida expressao 8)T2 em comparacdo com o WT, foram retiradas impressdes
epidérmicas da superficie abaxial de uma folha completamente expandida de seis plantas por
gendtipo, utilizando-se um molde odontolégico (Berger e Altmann, 2000). Sobre este molde
foi colocada uma fina camada de uma base incolor (Von Groll et al., 2002) para formar uma
fina pelicula. Dez campos desta pelicula foram analisados em microscopio (Zeiss modelo
AX10) para a visualizacdo da impressdo das células. Posteriormente, estes campos foram
fotografados utilizando-se uma camera digital (AxiocamMRc) acoplada a microscépio e o

namero de células estomaticas determinado com auxilio do programa Axiovision 4.8.

2.4.4 Determinagéo de metabolitos

Plantas inteiras com quatro semanas de idade foram coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido as 8 h, 12 h e 16 h, correspondendo ao inicio, meio e fim do
periodo luminoso, e as 24 h e 8 h que representam o meio e final do periodo de escuro.
Posteriormente, as amostras foram maceradas e homogeneizadas em nitrogénio liquido e
aliquotas de aproximadamente 20 mg de matéria fresca foram submetidas a extragéo etandlica

conforme descrito por Gibon et al. (2004). Seguindo este protocolo, duas fracbes foram
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obtidas: uma fracdo solivel em etanol e outra insolluvel. Na fracdo solavel quantificou-se os
teores de clorofilas, nitrato (Sulpice et al. 2009) glicose, frutose e sacarose (Fernie et al.,
2001), aminoacidos soluveis totais (Gibon et al., 2004) e acidos organicos como malato e
fumarato (Nunes-Nesi et al., 2007a) e na fracdo insoluvel determinaram-se os teore®de ami

e proteina (Gibon et al., 2004), utilizando-se um leitor de microplacas (OptiMax Tunable
Microplate Reader). Posteriormente, foram calculadastaxas de sintese do amido
((concentracdo de amido no final do periodo luminesoncentracdo de amido no inicio do
periodo de luminoso) / nimero de horas de luz) e de degradacao do amido ((concentracdo de
amido no final do periodo luminoseconcentracdo amido no final do periodo de escuro) /

namero de horas de escuro).

Também foi analisado o perfil metabdlico das plantas coletadas as 12 h por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Para tal, aliquotas de
aproximadamente 25 mg de amostras foliares foram submetidas a extracdo a frio conforme
protocolo descrito por Lisec et al. (2006) e aliquotas de 200 pL de cada amostra foram
coletadas, secas a vacuo e armazenadas a -80 °C até o processo de derivatizacao.
Posteriormente, amostras foram analisadas via GC-MS conforme protocolo descrito por Lisec
et al. (2006) e a identificagdo dos metabolitos seguiu as recomendacdes de Fernie et al.
(2011).

Além disso, aliquotas de aproximadamente 25 mg de amostras foliares também
foram coletadas as 12 h e utilizadas para quantificar os nucleotideds NADH, NADP* e
NADPH, de acordo com o protocolo descrito por Schippers et al. (2008). Em todos 0s casos,
foram utilizadas seis plantas inteiras por genétipo para a obtencdo das aliquotas utilizadas nas

extracoes.

2.5 Analises de tecidos heterotroficos
2.5.1 Germinacao de sementes e formacao de plantulas normais

Sementes de plantasit2:ndtZ e WT foram esterilizadas e colocadas para germinar
conforme descrito no item 2.2. Posteriormente, foram avaliadas a percentagem de

germinacao, o indice de velocidade de germinacgéo (IVG), a percentagem de plantulas normais
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e anormais (incluindo plantulas albinas) e o indice de emergéncia (IVE). O IVG e o IVE
foram calculados pelo somatério do nimero de sementes germinadas (ou plantulas aormais)
cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e a germinacédo, de
acordo com a formula de Maguire (1962). Foram realizadas seis repeticdes com 50 sementes

cada.

2.5.2 Analise de perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos foi determinado em sementes de phatiasdt2 e WTe
plantulas com dois, quatro e seis dias apés a estratificacdo. Para tal, os &cidos graxos foram
extraidos e derivatizados conforme descrito por Browse et al. (1986) e analisados como metil-
ésteres (FAMES). Posteriormente, o perfil de 4cidos graxos foi analisado por espectrometria
de massa acoplada a um cromatografo gaselsmtion impact - time of flight - mass
spectrometryGCEI-TOF-MS), sendo o &cido graxo de 17:0 carbonos utilizado como padréo
interno para possibilitar a quantificagdo. Os compostos foram identificados conmdbase
tempo de retencdo de cada composto e comparacdo do espectro de massas com espectros C
referéncia disponiveis nas bibliotecas NIST 08 e NIST 08s. A quantificacao relativa foi feita
automaticamente pela integracao dos picos cromatograficos obtidos (Bernhardt et al., 2012).
Posteriormente, foi calculada a percentagem total de acidos graxos e a percentagem de cada
acido graxo em comparacao ao total para cada genétipo. Foram utilizadas trés repeticbes por

idade de coleta para cada gendtipo.

2.6 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia segundo delineamento

inteiramente casualizado. Os resultados foram avaliados peld des&tudent (P < 0,05).
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3 RESULTADOS

Além da linhagem com insercdo deDNA no geneNDT2 denominadandt2:ndt2
foram utilizadas linhagens antisenso paT2 sob o controle do promotor 35S (Figura 1A).
Apos a transformagdo, um total de 20 linhagens foram selecionadas em placas com
higromicina e transferidas para vasos contendo substrato. Plantas destas dinhagen
transgénicas foram transferidas para sala de crescimento onde permaneceram até o final do
ciclo. Devido a baixa expressdo M®T2 em tecidos autotréficos (Palmieri et al., 2009),
foram coletadas amostras de flores para a extracdo de RNA e analise da expre§¥Ed de
Apenas linhagens com reducao significativa na expressBi® @& foram selecionadas para a
realizacdo deste trabalho (Figura 1B). A linhagedt2:ndt2 apresentou apenas 45% da
expressdo ddlDT2 encontrada no WT, enquanto as linhagens antisenso apresentaram 46%,
70% e 91% da expresséo observada no WT, respectivamente (Figura 1B). Estasslinhagen
foram denominadass1-ndt2 as2-ndt2e as3-ndt2(Figura 1A).

Linhas antisenso

ndt2 :ndt2
(GK_143G09)

RB

B 12 3 as-1-ndt2

0,8 o *

0,6

Expressdo relativa

—t—i*
1

0,4 -

as-3-ndt2

0,0

WT  ndi2:ndt2 anti-1-ndt2 anti-2-ndt2 anti-3-ndi2
Figura 1. Isolamento e caracterizacao fenotipica de linhagens mutantes e antisenso para o
transportador mitocondrial de NAD (NDT2) eArabidopsis thaliana A, representacao
esquematica do gendtNDT2 (Atlg25380), indicando a insercdo do T-DNA. As caixas
representam os éxons e as setas proximas ao T-DNA a posicéo dos primers usados na seleca
das plantas mutantes. As linhagens antisenso apresentam o gene de resisténcia a higromicina
(HYG), o promotor35Se o geneNDT2 na orientagdo antisenso e um terminads® B,
expressao d&lDT2 em flores completamente abertas de plantas de Arabidopsis, com um més

e meio de idade, tipo selvagem (WT), linhagem mutante e linhagens antisenso. Os valores
representam a meédia £ erro padrdo de seis amostras independentes e 0s asteriscos indican
diferencas significativas pelo tedtele Student (P < 0,05) em comparacédo colWWh C,
caracterizacao fenotipica de genotipos de Arabidaosis reduzida expressdo MOT2 As

plantas avaliadas possuiam quatro semanas de idade.
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3.1 Analises em tecidos autotroficos

Parametros de crescimento e trocas gasosas foram avaliados em plantas com quatro
semanas de idade. A analise visual das plantas com baixa expre$¢Bad 2ledo revelou
nenhum fendtipo aparente (Figura 1C). Entretanto, uma avaliacdo mais detalhada demonstrou
que as plantasdtZ:ndt2, as1-ndt2e as2-ndt2apresentaram menor NF e maiores AFT e AR.
Os demais parametros relacionados ao crescimento e particdo da matéria seca, MSR, MSSR,
RPA, AFE e ERA, nao diferiram em relacdo o WT (Tabela 1).

Tabela 1 Parametros de crescimento de plantas de Arabidopsis com baixa expressédo do
transportador NDT2. As plantas avaliadas possuiam quatro semanas de idade

Parametro’ WT ndt2:ndt22  anti-1-ndt2  anti-2-ndt2  anti-3-ndt2
MSR 90,0+6,0 90,0+30 900+3,0 700+x15 90,0+1,7
MSSR 20,0+£1,0 20,0+£1,0 20,0+£2,0 30,0+£6,0 30,0+£9,0
RPA 0,26 +0,02 0,26+0,01 0,23+0,02 0,25+0,03 0,31+0,34
NF 31,0+£1,2 26,3+1,8 250+1,1 25,3+£0,9 24,2 +£0,6
AFT 345+14 39,0+14 38,56+0,9 319+1/4 425+1,2
AFE 37,7+3,3 43,6 £0,9 41414 41,4+ 3,6 40,8 +2,8
AR 28,7+1,3 342+19 35,1+0,7 30,1+1,1 37,8+2,3
AER 31,5+3,1 38,3+1,1 38,1+1,6 38,1+2,3 35,7+2,7

Os valores representam a média + erro padrdo de seis amostras independentes; valores ern
negrito apresentam diferencas significativas pelo testeStudent (P < 0,05) em comparacéo

com o tipo selvagem (WT). Abreviacoe®ISR: massa seca da roseta (mg), MSSR: massa
seca do sistema radicular (mg), RPA: razao raiz/parte aérea, NF: numero de folhas, AFT: area
foliar total (cnf), AFE: area foliar especifica fnkg?), AR: area foliar da roseta (nAER:

area foliar especifica da roséta® kgl).

Em relacdo aos parametros de trocas gasosas, verificou-se que plantas com baixa
expresséo dBIDT2 apresentaram menét incluindo os valores de fotossintese em fungdo da
intensidade luminosa\(RFA; Figura 2A, B). Quando as curvas foram ajustadas pelo modelo
hiperbdlico ndo-retangular, somente a irradiancia de saturagéo foi menor estatisticamente em
comparacdo com o WT. Os demais parametros derivados da curva, isto é, a taxa de
assimilacao liquida saturada pela 1&&), irradiancia de compensacdae)(e eficiéncia do
uso da luz determinada a partir do inverso do rendimento quantico aparerg (1/

apresentaram uma leve redugao em comparacao com o WT (Tabela 2).
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Figura 2. Efeito do decréscimo na expressaoNIBT2 nos parametros de trocas
gasosas em folhas de plantas de Arabidopsis com quatro semanas de idade. A, curva
de resposta da fotossintese a altera¢des na radiagédo fotossinteticamente ativa (RFA).
B, taxa de assimilacéo liquida de @) a uma radiacdo fotossinteticamente ativa
(RFA) de 400 pumol de fétons fal. C, condutancia estomaticgs)( D, taxa de
transporte de elétrons (ETR). E, transpirag@p F, concentracéo interna de £0

(C). G, respiracdo no escurBqf. H, eficiéncia instantdnea do uso da agiv&)(

Valores representam a média * erro padrao de seis plantas individuais e 0s asteriscos
indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teéstée Student, em
comparacao com o tipo selvagem.
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Tabela 2 Parametros fotossintéticos derivados da curva de luz (Figura 2A) de plantas com
baixa expressdo d¢DT?2.As plantas avaliadas possuiam quatro semanas de idade

Parametros* WT ndt2:ndt2- anti-1-ndt2 anti-2-ndt2  anti-3-ndt2
ArFA 726+04 6,11+0,1 6,13+06 6,26+0,4 7,21 +0,6
S 246+34 21,7+23 222+15 216+472 245+26
Is 2655+14,6 204,8+1,3 169,3+16,4 200,6 +10,3 233,0+ 20,5
1/$ 8,2+0,9 51+15 6,9+0,6 85+3,3 56+0,5

Os valores representam a media de seis plantas + erro padrdo. Valores em negrito séao
significativos pelo test de Student’s (P < 0.05) em comparagdo com o tipo selvagem.
AbreviacOes* Arra: taxa de assimilagéo liquida de carbono saturada pela luz (uraoh€O

s, I¢ irradiancia de compensacéo (umof 8Y), I irradiancia de saturacdo (umot’ra?),

1/$: eficiéncia no uso da luz (umol fétons M Oy).

Em relacdo aos demais parametros de trocas gasosas e fluorescéncia daackgefila
diminuiu consideravelmente em planta$t2:ndt2, asl-ndt2e as2-ndt2 assim como a taxa
de transporte de elétrons (ETR) E érigura 2C, D, E). Ja a concentracao interna dg(CO
Figura 2F), aRy (Figura 2G) e &, ndo sofreram alteracbes (Figura suplementar 1A). Por
outro lado, plantaadt2:ndt2 e asl-ndt2apresentaram também menor eficiéncia instantanea
do uso da agua (Figura 2H), embora a eficiéncia intrinseca do uso da agua (Figura
suplementar 1B), quenchingndo fotoquimico (NPQ; Figura suplementar 1C) /& m ndo
tenham sofrido alteracdes (Figura suplementar 1D). Adicionalmente, foi avaliada a densidade
estomatica, a qual apresentou uma reducdo de cerca de 50% nasnpléghtat2 (Figura

suplementar 2).

A fim de melhor compreender os efeitos da reducao da expressfivr@em plantas
de Arabidopsis, diferentes metabdlitos relacionados ao metabolismo do nitrogénio e do
carbono foram quantificados. A concentracéo de clorafdaninuiu em plantasdt2:ndt2 e
asl-ndt2(Figura 3A) enquanto que a concentracdo de clorbfimumentou (Figura 3B),
consequentemente verificou-se uma reducéo na relacéao clavbfilsignificante nas plantas
ndtZ:ndt2 e as1-ndt2(Figura 3D). Por outro lado, a concentracao total de clorafita kf)

nao variou em relagédo ao WT (Figura 3C).
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Figura 3: Efeito da reducédo da expressdoNBT2 na concentracdo de
clorofilas de plantas de Arabidopsis coletadas ao meio do dia. A, cl@ofila

B, clorofila b. C, clorofila a + b. D, Relacdo clorofilaa/b. Valores
representam a meédia + erro padréo de seis plantas individuais e 0s asteriscos
indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o tede&e Student, em
comparacao com o tipo selvagem.

Em relacdo aos compostos pertencentes ao metabolismo do carbono, houve um grande
declinio na concentracdo de amido ao longo de todo o dia de pidit?asdt2, asl-ndt2e
as2-ndt2(Figura 4A). De forma semelhante, a taxa de sintese e a taxa de degradacdo também
diminuiram nestas mesmbnhagens (Figura 4B, D). Porém, ndo houve alteracdo nos niveis
de glicose (Figura 4C), frutose (Figura 4E) e sacarose (Figura 4F) em todas as linhagens com
reduzida expressdo d¢DT2 Ja as concentracdes dos acidos organicos malato e fumarato
aumentaram nas linhagens transgénicas em relacdo ao WT, apresentaram um aumento as
16:00 h (final do dia; Figura 4G, H). Nao foram observadas alteracdes significativas na
quantificacdo dos compostos pertencentes ao metabolismo do nitrogénio como nitrato e
aminoacido (Figura suplementar 3A e B), embora tenha-se observado uma reducéo no teor de
proteina das plantasdt2:ndt2,” asl-ndt2e as2-ndt2no meio do periodo noturno (Figura

suplementar 3C).

69



ndtl™:ndtl
. as-1-ndtl

as-2-ndtl

as-3-ndtl

WT

A ——WT r 0,25
—o—ndt]”:ndtl”
25 —v—as-/-ndtl -
=, P —4—qs-2-ndt1 020 7
S —a—qs-3-ndl] . ’ =
2,0 9
—';b 4 ¥ T g o
= T 0,15 = ’?:>
£ 15 / 8 E
= // Lot § 8
210 17 U E
g /) =
L
= ok §,{ 00s 2
0,0 0,00

0,12
'y 0,6
204

02

Glicose (mmol g 1 MF)
=3
=]
0
@]
— »
*
f=1 j=1 =] o =1 f=1
© © © o o =
S B E & & o
Taxa de degradagao
de amido (mmol g ]h ])

E F
04 75
s 3 =
—Im 0,3 "o
3 g
X . E
g 02 9 g
£ g
-E S
=0, &
1
0.0
10 - H
L 30

s 2
Z s -
) en
2 20 B
5 g
E 5 5
e g
s g
<
= 10 E

4 1 =

800 12:00 16:00 24:00 8:00 800 12:00 16:00 24100 8:00
Horario de coleta (h) Horario de coleta (h)

Figura 4: Variacdo nos niveis de metabdlitos em folhas de Arabidopsis
com reduzida expressdo t\DT2 em plantas com quatro semanas de
idade. A, teores de amidB, taxa de sintese do amido. C, glicose. D, taxa

de degradacéo do amido. E, frutose. F, sacarose. G, malato. H, fumarato ao
longo do dia. Valores representam a média + erro padréo de seis plantas
individuais e os asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05),
segundo o testede Student, em comparagdo com o tipo selvagem. Areas
cinza nos graficos representam o periodo de escuro. MF: massa fresca.

Para uma caracterizagcdo mais completa das alterac6es metabdlicas ocorridas em planta
com baixa expressao NDT2, realizou-se uma analise de perfil metabdélico por GCMS. Esta
analise permitiu a quantificacdo de 46 metabdlitos. De forma geral, houve alteracdo na
concentracao de aminoacidos e acidos organicos nas plafitasadt2 e as-1-ndt2(Figura
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5). Verificou-se que estas plantas apresentaram aumento nos niveis de alanina, glutamina,
treonina e ascorbato enquanto que as concentragdes de leucina, tirosina, triptofano, rafinose,
acido indol-3-acetonitrila e succinato diminuiram. Plama$2:ndtZ exibiram também
aumento nos niveis de prolina, citrato, desidroascorbato dimero e sacarose. Japntas

ndt2 tiveram as concentragbes de glutamato, glutamina, frutose, psicose, sorbose e mio-
inositol aumentadas. Plantas-3-ndt2 por sua vez apresentaram aumento nos niveis de
frutose e psicose.
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Figura 5: Heat maprepresentando as alteragfes na quantidade relativa de metabdlitos de
folhas coletadas em plantas de Arabidopsis com baixa expressédo do transportador NDT2 no
meio do periodo luminoso, na quarta semana de crescimento. Os metabdlitos foram
determinados como descrito em “Material e Métodos” e os dados normalizados com base nas

médias do tipo selvagem. Os valores representam a média de seis replicatas biolégicas e os
asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o ttedse Student, em
comparacao com o tipo selvagem. Abreviacdo: acido amino butirico (GABA).

Também foram determinados os nucleotideos NAADH, NADP* e NADPH na
roseta inteira coletada ao meio do dia. De forma geral, ndo houve alteragdes na quantificacéo
dos nucleotideos nem nas razées NADH/NA® NADPH/NADF, apenas é possivel

71



observar um aumento significativo na concentracdo de NADPplantandt2:ndt2 (Figura
6).
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Figura 6. Nucleotideos de piridina e suas razdes em folhas de Arabidopsis
com reduzida expressdo BEDT2 coletadas no meio do periodo de luz,
em plantas com quatro semanas de idade. A, WAD) NADH. C,
NADP*. D, NADPH. E, NADH/NAD. F, NADPH/NADP. Valores
representam a média + erro padrdo de seis plantas individuais e o0s
asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo ot tdste
Student, em comparagédo com o tipo selvagem. MF: massa fresca.

3.2 Anélises em tecidos heterotréficos

Uma vez que Palmieri e colaboradores (2009) observaram que o promdiDiTde
apresentou elevada expressdao de GUS em pl&tmk2-promotor-GUSem tecidos em
desenvolvimento e em células com alta atividade metabdlica, analisou-se a germinagéo de
sementes e desenvolvimento de plantuld?:ndt2. Observou-se que plantasit2:ndt2

possuem menor percentagem de germinacdo e menor percentagem de plantulas normais
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(Figura 7A, B). Além disso, 15% das sementes germinadas originaram plantulas albinas
(Figura 7C) que ao longo do seu crescimento adquiriram coloragéo esverdeada. Acgermina
e formacéao das plantulasgltZz:ndt2 também ocorreu de forma mais lenta do que as WT, uma

vez que os valores de IVG e IVE diminuiram (Tabela 3).
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Figura 7: Germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas obtidas a partir plantas de
Arabidopsis com baixa expressao N®T2 A, percentual de germinagcdo em meio com
sacarose. B, percentual de plantulas normais desenvolvidas. C, plantulas albinas. Valores
representam a média + erro padrao de seis placas com 50 sementes cada por genoétipo e o¢
asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o ttedse Student, em
comparagao com o tipo selvagem.

Tabela 3: indice de velocidade de germinacéo (IVG) e de velocidade de
emergéncia (IVE) de plantulas com reduzida express&bde

Genotipo IVG IVE
WT 50,115 17,2+0,4
ndt2:ndt2 17,2+0,6 6,7+0,3

Os valores representam a media cada + erro padrdo de seis placas com 50
sementes cada por gendtipo. Valores em negrito séo significativos pelo teste
t de Student’s (P < 0,05) em comparacéo com o tipo selvagem.

Uma vez que a baixa expressdo de NDT2 promoveu alteracdes na germinacdo e no
desenvolvimento de plantulas, foi realizado o perfil de acidos graxos em sementes e plantulas
com dois, quatro e seis dias apos a estratificacdo. Quando analisamos as sementes, observou
se que os acidos graxos 16:0, 18:0, 20:1a, 20:0, 22:1 e 24:1 aumentaram enquanto 17:0, 18:2
diminuiram. Apesar destas alteracdes, a concentracdo total de acidos graxos analisados nédo
variou (Figura 8A, A’, A”’).

Em plantulas com dois dias ap0s a estratificacdo ndo foram observadas alteracdes em

nenhum dos FAMEs analisados e na concentragdo total de acidos graxos (Figura 8B, B’, B”’).

73



Entretanto em plantulas com quatro dias ap0s a estratificacéo, verificou-se uma diminui¢cdo na
concentracdo de FAMEs de menor numero de carbonos, como 16:3, 16:1, 17:0, 18:3 e 18:2 e
aumento nos teores dos FAMES com maior numero de carbonos, como 14:0, 18:1, 18:0,
20:1a, 20:0, 22:1 e 24:1 (Figura 8C, C’). A concentragdo total dos acidos graxos analisados
também aumentou nestas plantulas (Figura 8C’’). Em plantulas com seis dias apds a
estratificacdo pequenas alteracdes no conteiudo de FAMEs foram observadas. Verificou-se
apenas um aumento no 14:0 e 18:1 e uma diminuicdo nos FAMEs 16:3 e 16:1 carbonos
(Figura 8D, D’). Como observado anteriormente, a concentragdo total dos acidos graxos
quantificados também nao apresentou diferenca estatistica em comparagdo com o WT (Figura
8D™).
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4 DISCUSSAO

4.1Efeitos da reducdo na expressao de€DT2 em tecidos autotréficos deArabidopsis

thaliana

As mitocbndrias sdo organelas fundamentais na manutencdo da homeostase redox e da
sinalizacdo celular. Recentemente, tem se verificado a integracdo entre o metabolismo
mitocondrial e o cloroplastidico (Noctor et al., 208tines-Nesi et al., 2007a, Nunes-Nesi et
al., 2011; Araudjo et al., 20)2No presente trabalho, embora ndo se tenha verificado
alteracdes marcantes nas concentrac6es de NAD(H) e NADP(H) (Figura 6), variasesteracd
metabolicas foram observadas tanto em tecidos autotréficos quanto em heterotréficos.
Verificou-se também que a baixa expressaoNiI¥T2 promoveu alteracfes fisioldgicas

significativas com efeitos sobre a fotossintese.

Diferentes mecanismos que relacionam o metabolismo mitocondrial e cloroplastidico
tém sido descritos, sendo o mais comum deles, as variacbes na homeostase redox. Estas
alteragcbes podem ocorrer por diferentes caminhos como, por exemplo, via malato
desidrogenases (MDH), lancadeira de malato, oxidase alternativa (AOX), entre outros
(Scheibe et al., 2005; Nunes-Nesi et al., 2007a). Alterac6es no estado redox iniciam cascatas
de transducao de sinais, levando a alteracdes na expresséo de certos genes do cloroplasto ot
do ndcleo e com isso alteragBes na fotossintese e no desenvolvimento vegetal (Scheibe et al.,
2005). PlantasdtZ:ndt2 apresentaram alteracbes em seu estado redox, com elevagao nos
niveis de NADP (Figura 6C). Isso € um indicativo de que o NADRo esta sendo reduzido
durante a fase fotoquimica da fotossintese, o que é condizente com a menor taxa fotossintética
encontrada nestas plantas. Além disso, e estado redox do NADP(H) pode regular mecanismos
que diminuem a eficicia da captura de luz e restringir as taxas de transporte de elétrons
guando a intensidade luminosa excede a capacidade metabdlica (Foyer e Noctor, 2009). Isso
corrobora a menor irradiancia de saturaggoeficontrada para plantas com baixa expressao
deNDT2 (Tabela 2).

A Is reflete os valores méximos de radiacdo solar aos quais as folhas de uma planta
foram expostas durante o seu desenvolvimento. Assim, é possivel que, devido as
modificagdes no estado redox causadas pela diminuicdo da expredad2estas plantas
regulem sua eficiéncia na captura de luz e, portanto tenhamlumanor. De forma

semelhante, alteracfes redox contribuiram para a diminuicdo da ETR (Figura 2D) e do
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contetdo de clorofila (Figura 3A), de modo a evitar que 0 excess@xiitacdo causasse

danos ao fotossistema (PSIl) e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (Lemos-Filho,
2000) . Em contrapartida, estas alteracdes regulatérias levaram a uma reducédo da fotossintese.
Mecanismos pelos quais alteracfes mitocondriais influenciam taxas fotossintéticas tém sido
alvo de muitos estudos (Nunes-Nesi et al., 2007a; van Dongen et al., 2011; Aradjo et al.,
2012). A superexpressao da AOX em condicdes de seca, por exemplo, atua como uma fonte
alternativa de perda de poder redutor, prevenindo seu acumulo e a possibilidade de
diminuicdo da fotossintese (Bartoli et al., 2005). Semelhantemente, mitocondrias sdo capazes
de oxidar o excesso de poder redutor fotossintético em condicbes de frio e excesso de
luminosidade (Hurry et al., 1993tkin et al., 2000). Além disso, inibidores do citocromo e

de vias alternativas acarretam um forte declinio da taxa fotossintética (Kromer et al., 1993)
indicando o papel destes caminhos na protecéo da fotossintese contra fotoinibicdo (Saradadevi
e Raghavendra, 1992). Assim, ndo € surpresa que a reducdo na expressao de NDT2 tenha
causado impactos na fotossintese.

Por outro lado, a reducéo da taxa fotossintética encontrada em plH2tasit2, asl-
ndt2 e as2-ndt2também foi causada por alteracbes de origem estomatica uma vez que
apresentam diminuicdo dg (Figura 2C), de cerca de 50% da densidade estomatica (Figura
suplementar 2) e da eficiéncia instantanea do uso da &agua (Figura 2H). De acordo com
Hashida et al (2010), existe um fino equilibrio da atividade de células guarda funcionais e
respostas a variacbes redox e eventos de sinalizacdo de movimentos estomaticos. Estes
autores também descrevem que muitos genes da biossintese do NAD, especialmente o que
codifica a enzima nicotinato/nicotinamina mononucleotideo adeniltransferease (NMNAT)
estdo presentes em células guarda, e que a formacdo de acido abscisico (ABA) induzido por
espécies reativas de oxigénio (ERO), que atua como um sinal para o fechamento estomético, é
acompanhada por um forte decréscimo nos niveis de NAD e aumento nos niveis de NADP.
Assim, é razoavel supor que a baixa expressadlldE2 cause alteracdes na densidade
estomatica e ngs. A reducdo da condutancia estomatica diminui a perda de agua pelas folhas
e restringe a entrada de g£@estes 6rgdos, o que diminui a assimilacdo fotossintética de
carbono. Além disso, a densidade estomaticage €80 positivamente correlacionadas a
eficiéncia do uso da aguy e Zhou, 2008). Ags também pode ser associada aos niveis de
fumarato e malato. Plantas transgénicas de tomate com inibicdo antisenso da subunidade

ferro-enxofre da succinato desidrogenase (SDH) ou da fumarase possuem elevagao nas
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concentracdes de acidos organicos e correlacdo negativa entre os niveis de fumarato e malato
e ags (Nunes-Nesi et al., 2007b; Araujo et al., 2011).

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados em trabalhos com o mutante CMS,
que € macho-estéril devido a mutagcdo no gene NAD7 que codifica uma subunidade do
Complexo | mitocondrial (NADH:ubiquinona oxidoredutase; Sabar e2@0Q Dutilleul et
al., 2003). Segundo os autores, mutantet/ ndo apresentam variagcdoRa mas mostraram
diminuicdo naA e nags. Neste caso, a menérfoi correlacionda com uma reducao da
devido ao fato de a energia requerida para o0 movimento estomatico pode ser provida pela
mitocondria, ja que células guarda possuem alta atividade respiratéria (Parvathi e
Raghavendra, 1995). Além disso, o controle mitocondrial indireto da entrada xderdGO
excluem interacfes diretas entre fotossintese e respiracdo por reducdo de poder redutor e
metabolitos (Sabar et al., 2000). Assim, estes tralhados corroboram os resultados encontrados
neste estudo de que alteracdes no estado redox mitocondrial podem causar altegg@es na

consequentemente Aa

Interessantemente, apesar destes resultados encontrados e do fato de plantas com
reduzida expresséo DT2 apresentarem menor niumero de folhas, ocorreu um aumento na
area foliar e a area foliar da roseta (Tabela 1). O incremento da area foliar pode ser atribuido
tanto a aumento no nimero de células quanto ao maior volume celular (Fanh et al., 1990).
Embora estes sejam controlados geneticamente, o ambiente pode exercer forte pressdo e
alterar este padradX¢ e Zhou, 2008), assim como a proliferacdo celular e a atividade do
meristema apical radicular e da parte aérea sdo sensiveis a varia¢cdes no estado redox (Sagi e
al., 2004). A literatura sugere que o controle do crescimento por alteracdes redox envolva uma
rede de interacdes entre EROs, antioxidantes e hormdnios, como auxinas e citocininas, que
sdo os maiores reguladores do ciclo de vida vegetal, especialmente da expansao celular e da
transicao entre a proliferacdo celular e a diferenciacdo em outros 6rgaos (Cangioiyes;

2014). Além disso, altera¢des nas concentragdaesetabdlitos relacionados ao metabolismo
primario, como por exemplo a sacarose, pode levar a alteracdes nos niveis de NADP(H) em
hastes de Arabidopsis, e afetar a expressdo de diferentes genes meristemas (Bernier e
Perilleux, 2005 Liu et al., 2009. Assim, tanto a redug&o na expressadN@d 2 quanto as
alteracdes redox verificadas em plantas com baixa expresséo do transportador cloroplastidico
de NAD (NDT1), podem ter promovido alteracbes no meristema apical, que promoveram

variagbes do numero de folhas e no incremento da area foliar destas plantas. Embora os
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mecanismos e componentes envolvidos no controle redox do crescimento ainda permanegam
por serem elucidados, os dados encontrados aqui evidenciam que o transporte de NAD exerce

papel fundamental neste processo.

Apesar do aumento na area foliar, a fotossintese das plantas com reduzida expressao
deNDT2diminuiu e isto levou a alterages nas concentracfes de metabdlitos. A concentracao
de amido foi menor ao longo de todo o dia nas plamdéz:ndt2 e as1-ndt2(Figura 4A). A
sintese de amido é limitada pela luz e pele €Be correlacionam com a taxa fotossintética
(Weise et al., 2011), isto é, a reducdo na fotossintese promoveu o0s baixos teores de amido e as
menores taxas de sintese e de degradac¢do do amido encontrados nestas plantas. Entretantc
cabe ressaltar que além das menores taxas fotossintéticas, a ativacdo da ADP-glicose
fosforilase (AGPase) pode ter sido alterada pela estado redox no cloroplasto. A sintese do
amido é regulada pelo transporte e metabolismo de adenilatos, pela reacdo catalisada pela
AGPase e pela enzima malica mitocondrial dependente de NAD (MEBDJenner et al.,

2001; Geigenberger, 2011). Tem-se observado que alteracbes na atividade de enzimas do
ciclo TCA podem promover alteracdes na biossintese de amido em funcdo de alteracbes nas
concentracoes de malato e fumarato (Centeno et al., 2011). No presente trabalho verificou-se
que a reducao na expressad\iaT2 promove aumento nos niveis de malato e fumarato, que

sdo consideradas moléculas de armazenamento transiente de carbono (Fahnenstich et al.,
2007). De acordo com Centeno e colaboradores (2011), alteracbes no estado redox
mitocondrial sdo transmitidas pelas células e tecidos adjacentes aos plastideos via valvula de
malato, conforme descrito por Scheibe (2004). O estado redox plastidial alterado resulta em
diminuicdo da malato desidrogenase (MDH), aumento dos niveis de malato e menor estado
ativado da AGPase. Isto diminui o conteudo de amido e de agUcares solaveis. Assim, a baixa
expressao d&iIDT2 e o aumento nos niveis de NADRsto é, alteragbes no estado redox
celular, podem ter ocasionado alteracfes na atividade da AGPase e conseqguentemente na

concentracédo de amido.

Por outro lado, malato e fumarato podem servir como fontes de carbono para o ciclo
TCA, a fim de manter a producéo de energia (Fahnenstich et al., 2008). E o que ocorre, por
exemplo, em mutantgggml que ndo podem acumular amido. O carbono nestes mutantes é
concentrado na forma de fumarato, servindo como um armazenamento temporario de carbono
e com regulador do pH durante a assimilacdo de nitrato (Chia et al., 2000). Aléem disso, a

sintese de amido € estimulada quando menos carbono € armazenado na forma de acidos

78



organicos (Fahnenstich et al., 2008). Assim, além da diminuicdo na fotossintese, a menor
concentracdo de amido também pode ser devido ao acumulo de malato e fumarato nas plantas
com reduzida expressdo N®T2 (Figura 4G, H) e aos aumentos dos outros acidos organicos
verificados na analise de perfil metabdlico (Figura 5). Dessa forma, em resumo, a diminuicdo
na concentracédo de amido em plantas com reduzida expredsBd dpode ser devido a trés
fatores: (i) a menoA e menor producgédo de trioses fosfatadas; (ii) a alteracdes no estado redox
gue levam a diminuicéo na atividade da AGPase ou (iii) ao acumulo de malato e fumarato. De
qualquer forma, fica claro que a importancia do transportador NDT2 nas concentracdes de

amido e acidos organicos.

Mitocbndrias e cloroplastos trocam uma consideravel variedade de metabdlitos e
energia entre si, de forma interconectada e interdependente (Foyer et al., 201®). Essa
organelas cooperam na coordenacao e regulacdo da fotossintese, sintese de sacarose do amic
e na assimilagdo do nitrogénio (Foyer et al., 2011) e participam ativamente em outros
processos fundamentais como a fotorrespiracdo (Bauwe et al., 2010). Mitocbndrias também
dissipam o excesso de equivalentes redutores produzidos pelos cloroplastos e vice versa e
mutacdes em proteinas mitocondriais podem afetar processo cloroplastidicos (Carrari et al
2003; Dutilleul et al., 2003; Nunes-Nesi et al.,, 2005; Sweetlove et al., 2006; Naguchi
Yoshida, 2008). Assim, uma vez que ndo foram verificas alterac6&s (Fgura 2G) a
reducdo da expressédo N®T2 exerce maior influéncia em processos cloroplastidicos do que

em mitocondriais.

4.2 Efeitos da baixa expressdo déDT2 sobre tecidos e 6rgaos heterotréficos

A germinacdo de sementes e o estabelecimento de plantulas estdo associados a
degradacéo e mobilizacdo de reservas acumuladas na semente durante a maturacao (Fait et al.
2006; Graham et al., 2008). Entretanto, estudo sugere que a germinacdo de sementes em
mutantes deficientes no conteldo lipidico de reservas é muito fracamente afetada (Penfield et
al., 2005). Isso indica que 0s processos que regem a germinacdo sao muito complexos, nao
sendo apenas influenciados pelo acimulo de reservas durante o desenvolvimento da semente,
mas também por outros fatores (Penfield et al., 2005). No presente trabalho verificou-se que a
reducdo na expressado N®T2 causa diminuicdo e atraso na germinagdo das sementes e na

formacao de plantulas normais (Figura 7, Tabela 3) embora o conteudo lipidico nas sementes
79



tenha sido muito pouco afetado (Figura 8A). Andlises iin siéistdio de acordo com estes
resultados uma vez que revelam que o gene para este transportador possui alta expressao en

sementes maduras (Figura suplementar 4).

A relacdo do metabolismo do NAD com a germinagdo das sementes e
desenvolvimento das plantulas tem sido investigada (Hunt et al., 2007; Hunt e Gray, 2008).
Sementes maduras possuem relativamente altos niveis ddNifehegue codifica a enzima
nicotinamidase, uma importante enzima da via da sinteseldiamentade NAD". Mutantes
para esta enzima possuem germinacdo menor e mais lenta indicando que alteragbes na
concentracdo de NAD em sementes provavelmente afetam reacdes dependentes do NAD que
sao necessarias para a germinacao (Hunt et al., 2007). Assim, é esperado que a reducao ne
importacdo de NAD pela mitocondria e alteracdes no potencial redox na célula acarret
consequéncias marcantes sobre a germinagao de sementes e desenvolvimento das plantulas
Embora sem considerar compartimentalizagdo subcelular do NAD, tem-se verificado
correlacéo entre os niveis de NAD e a dorméncia profunda de sementes (Hunt e Gray, 2008).
Aparentemente, a germinacao esta relacionada com a presenca de mecanismo que regule &
concentracdo de NAD ou a relacdo NAD/NADP de modo a ajustar o equilibrioaentre
biossintese e o catabolismoNAaDP (Hunt e Gray, 2008).

Genes que codificam enzimas que catabolizam NADP s&o desconhecidos, embora
NAD cinases (NADK1, NADK2 e NADK3), que sdo enzimas de sintese de NADP, sejam
bem conhecidos (Takahashi et al., 2009). NADK1 e NADK3 localizam-se no citosol enquanto
NADK2 nos cloroplastos. Interessantemente, mutanéeik2 apresentam coloracdo muito
pouco esverdeada e crescimento retardado (Chai et al, 2005; Takahashi et al., 2006).
Curiosamente, a coloragdo de cerca de 15% das semmdiZsndt2 germinadas sé&o
completamente albinas. Embora a coloracdo seja adquirida poucos dias depois, uma das

possibilidades para esse albinismo seria a influéncia do NAD ou da enzima NADK2.

Durante a germinacdo das sementes e estabelecimento de plantulas varias alteragdes
ocorrem no metabolismo. Sementes maduras contém baixos niveis de ATP, mas logo apoés o
inicio da embebic¢do, uma rapida producdo de ATP é iniciada em associagdo com 0 aumento
das trocas gasosas na semente (Benamar et al., 2008) bem como a transcricdo de diferentes
genes (Weitbrecht et al.,, 2011). Inicialmente, transcritos expressando genes das vias

glicolitica, fermentativas e do ciclo TCA aumentam, enquanto genes relacionados a
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gliconeogénese, sintese de sacarose, f-oxidagdo e ciclo do glioxilato sdo transcritos mais
tardiamente, apenas na fase de estabelecimento de plantulas (Weitbrecht et al., 2011). Assim,
€ esperado que as principais alteracdes na concentracdo dos acidos graxos ocorram ao longc
da formacéo das plantulas com reduzida express&Dde, especialmente aos quatro dias

apos a estratificacdo (Figura 8C). Os aumentos no conteudo relativo de alguns acidos graxos,
especialmente a de acido eicosandico (20:1), que é considerado um marcador de
armazenamento de triacilglicerdis em sementes de Arabidopsis (Lemieux et al., 1990),
corroboram o atraso na formacao das plantulas, uma vez que este retardo pode estar associadc
a p-oxidagcdo. Durante este processo, acidos graxos sdo metabolizados juntamente com a
conversdo de NADPa NADPH e geracao de ATP. Assim, quando ha um acumulo de acidos
graxos, significa que o processo ocorre mais tardiamente. Tanto o transportador
cloroplastidico de NAD(NDT1, em menor extensdo) quanto o transportador peroxisomal de
NAD™ (PXN, em maior extensdo) apresentam alteracdes similares no perfil de &cidos graxos
aqui encontradas (Bernhardt et al., 2012 e Capitulo 1), evidenciando que provavelmente o
transporte NAD para o interior das organelas é imprescindivel no processo. Além disso, de
forma geral, a B-oxidacdo tardia tem sido correlacionada a outros fatores como uma
dependéncia da germinacao por sacarose e Coenzima A (Rubio et al., 2006). Entretanto, mais
estudos ainda precisam ser realizados para comprovar as interagdes entre a f-oxidagao e

transporte de NAD

5 CONCLUSAO

O transportador mitocondrial de NAGQNDT?2) esta envolvido na regulacdo redox
celular e no ajuste da fotossintese e da biossintese de amido. Alteracdes redox modulam
também a concentracdo nivel de acidos organicos, especialmente malato e fumarato. Além
disso, o transportador NDT2 € essencial flasxidacdo de acidos graxos e a deficiéncia do
gene NDT2 causa atraso na germinacdo de sementes e no estabelecimento de plantulas.
Assim, o transportador NDT2 € importante para o adequado crescimento e desenvolvimento

vegetal.
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Figura Suplementar 1: Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clarofila

em folhas de plantas com quatro semanas e reducéo na expressao D T2,
fotorrespiracdoRy). B, eficiéncia intrinseca do uso da agh&yd). C, quenchingndo
fotoquimico (NPQ). D, eficiéncia fotoquimica méaxima do FSH/FKm). Valores
representam a média + erro padrdo de seis plantas individuais e os asteriscos indicam
diferenca significativa (P < 0,05), segundo o t¢ste Student, em comparacéo com o

tipo selvagem.
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Figura Suplementar 2: Densidade estomatica em

folhas de plantas com baixa expressad\dd 2

com quatro semanas de idade. Valores representam

a média + erro padrdo de seis plantas individuais e

os asteriscos indicam diferenca significativa (P <

0,05), segundo o testele Student, em comparacgéo

com o tipo selvagem.
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Figura suplementar 3: Variagcdo em alguns metabdlitos em
folhas de Arabidopsisom reduzida expressdo 8DT2 em
plantas com quatro semanas de idade. A, nitrato. B,
aminoacidos. C, proteina. Valores representam a média * erro
padrdo de seis plantas individuais e os asteriscos indicam
diferenca significativa (P < 0,05), segundo o téste Student,

em comparacdo com o tipo selvagem. Areas cinza nos graficos
representam o periodo de escuro. MF: massa fresca.
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Tabela suplementar 1:Nivel relativo de metabdlitos em folhas de Arabidopsis com reduzida
expressdo dDT?2, coletadas com quatro semanas de idade, no meio do periodo luminico

Metabdlitos WT ndt2:ndt2- as-1-ndt2 as-2-ndt2 as-3-ndt2
Aminoacidos
Alanina 1,00+0,08 1,63+0,11 2,00+0,21 1,00+0,08 1,03%+0,31
B-Alanina 1,00+0,08 1,33+0,22 0,99+0,07 1,20+0,18 1,00+0,23
Asparagina 1,00+0,18 1,97+0,29 1,21+0,22 0,95+0,26 0,68 +0,04
Aspartato 1,00+£0,09 1,42+0,20 1,02+0,05 0,99+0,09 0,78+0,02
Fenilalanina 1,00+0,122 1,19+0,33 1,13+0,19 1,03+0,18 0,85+0,15
GABA 1,00+0,20 1,04+0,07 1,14+0,07 1,21+0,33 0,94 +0,45
Glicina 1,00+0,06 1,17+0,09 1,29+0,22 1,31+0,15 1,01+0,24
Glutamato 1,00+0,25 0,90+0,67 050+0,15 4,79+0,34 0,83%0,28
Glutamina 1,00+0,18 2,88+0,50 1,56+0,12 1,25+0,22 0,90+0,16
Isoleucina 1,00+0,18 0,85+0,20 0,77+0,21 0,77+0,12 1,09+0,16
Leucina 1,00+0,14 0,29+0,01 0,27+0,03 0,68+0,14 1,09 0,27
Metionina 1,00+0,13 1,42+0,24 1,03+0,09 1,23+0,23 1,08+0,12
Prolina 1,00+0,09 195+0,28 0,97+0,12 0,81+0,16 0,87 +0,04
Serina 1,00+£0,09 1,25+0,19 0,96+0,08 0,96+0,14 1,01+0,11
Tirosina 1,00+0,14 0,71+0,14 0,69+0,10 1,01+0,08 1,11+0,32
Treonina 1,00+0,05 1,42+0,22 1,23+0,07 0,91+0,09 0,96 +0,13
Triptofano 1,00+0,15 0,46+0,05 0,41+0,07 0,82+0,07 0,85+0,12
Valina 1,00+0,10 0,54+0,03 0,59+0,04 0,73+0,35 0,82+0,16
Acidos organicos
Ascorbato 1,00+0,08 1,63+0,21 2,00+0,21 1,00+0,08 1,03+0,31
Citrato 1,00+£0,06 1,34+0,11 1,19+0,13 0,90+0,03 0,87 +0,17
Desidroascorbato 1,00 +0,27 3,23+0,78 1,53+0,28 1,95+0,10 1,05+0,38
dimero
Glicerato 1,00+0,11 0,97+0,08 0,94+0,07 1,12+0,09 1,07+0,11
Glicolato 1,00+0,06 0,82+0,08 0,72+0,10 0,86+0,10 0,87 +£0,18
Lactato 1,00+0,11 1,05+0,19 0,93+0,16 1,06+0,14 1,00+0,16
Succinato 1,00+0,08 0,70+£0,04 0,65+0,04 1,00+0,16 1,06+0,24
Treonato 1,00+0,09 0,74+0,20 0,82+0,04 0,90+0,09 1,13+0,24
AcUcares
1,6 Anidrog- 1,00+0,16 0,83+0,03 0,77+0,03 1,00+0,06 1,01+0,13
glicose
Eritritol 1,00+0,23 0,69+0,07 059+0,04 0,85+0,06 0,99 +0,09
Frutose 1,00+£0,25 1,55+0,38 1,23+0,10 3,33+0,26 3,00+1,45
Galatinol 1,00+0,10 0,89+0,04 0,62+0,08 1,10+0,22 1,40+0,08
Glicopiranose 1,00£0,13 0,91+0,21 0,68+0,04 1,11+0,04 0,95%0,20
Glicose 1,00+0,16 1,10+0,16 0,91+0,09 158+0,11 1,24 +0,01
Maltose 1,00+0,08 0,98+0,05 0,98+0,03 0,96+0,10 0,94 +0,23
a-1-O-Metil 1,00+0,16 0,83+0,03 0,77+0,03 1,00+0,06 1,01+0,13
manopiranose
Psicose 1,00+0,20 0,97+0,11 0,99+0,06 2,29+0,59 2,00+0,95
Rafinose 1,00+0,13 0,42+0,11 0,32+0,03 1,25+0,50 0,98 +0,88
Sacarose 1,00+0,09 1,34+0,06 1,17+0,01 1,18+0,05 1,08 +0,09
Sorbose 1,00+0,27 0,91+0,16 0,89+0,08 2,86+0,84 2,38+0,22
a-o-Trealose 1,00+£0,08 1,29+0,09 0,92+0,12 1,30+0,01 1,52+0,40
Continua
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Conclusao

Outros

Ac. Indol-3- 1,00+£0,10 0,59+0,05 0,50+0,04 0,74+0,11 0,97 +£0,19
acetonitrila

Mio-inositol 1,00+0,14 1,07+0,13 0,90+0,04 1,67+0,24 0,93+0,16
Nicotinato 1,00+0,11 1,13+0,14 1,02+0,09 0,96+0,09 0,99+0,12
Putrescina 1,00+0,09 0,85+0,09 0,89+0,03 0,77+0,03 0,59+0,01
Sinapate 1,00+0,07 1,06 +0,15 0,95+0,07 0,95+0,10 1,03+0,15
Ureia 1,00+0,12 0,92+0,07 1,15+0,16 0,94+0,15 1,03+0,22

Os valores representam niveis relativos + erro padréo de seis amostras independentes; valores

em negrito séo significativos pelo testiée Student’s (P < 0,05) em comparagdo com o tipo

selvagem.

Figura supleme

Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): e718

ntar 4. Analise in silico do geneNDT2 em diferentes tecidos. Fonte:

Arabidopsis eFP Browser <httpe$c4037-shemp.csb.utoronto.ca/efp/cgi-binyggh.cgi>
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CONCLUSOES GERAIS

Diante dos resultados obtidos, observa-se que as alteragbes redox causadas pela
reducao na expressao dos genes que codificam para os transportadores NDT1 e NDT2 causam
alterag6es no desenvolvimento de tecidos autotroficos e heterotroficos. O numero de folhas, a
area foliar e a densidade estomatica sdo afetados, ocasionando alteracdes fotossintéticas e n:
sintese de acucares, amido e acidos organicos. Além disso, estes tranggdeadmm
possuem papel imprescindivel no desenvolvimento de tecidos heterotroficos, especialmente
aqueles envolvidos em processos reprodutivos como formacdo do pdlen e germisacdo da
sementes e eventos p@sminativos como a PB-oxidacdo. Assim, acredita-se que estes
transportadores atuem na manutencdo da homeostase redox e no o adequado crescimento

desenvolvimento de tecidos autotréficos e heterotroficos.
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CONSIDERACOES GERAIS

Andlises filogenéticas acerca de proteinas transportadoras tém revelado novas
perspectivas no conhecimento da importancia de transportadores na nutricdo vegetal,
tolerancia a estresse, producdo de biomassa bem como processos de sinalizacdo e
desenvolvimento (Sze et al., 2014). Entretanto, muitas proteinas carreadoras ainda nao foram
caracterizadas e o papel fisiologico em condigcbes normais e adversas destes transportadores
ainda permanece em discussao (Sweettdvernie, 2013). Além disso, a inespecificidade de
alguns transportadores € marcante e alguns substratos podem ser transportados por VAarios
transportadores (Palmieri et al., 2011). Assim, embora o presente trabalho tenha deixado claro
gue os transportadores mitocondrial e cloroplastidico de NAD sao importantes em condicdes
Otimas, para Orgaos autotroficos e heterotréficos, uma vez que sua deficiéncia causou
alteragcbes no metabolismo vegetal em diferentes tecidos, muito provavelmente outros
transportadores possam atuar no transporte de "N#&3 condicles fisiologicas testadas.

Além disso, alguns transportadores ja foram caracterizados por realizar o transporte de ATP
citosélico por ADP ou AMP do estroma, como por exemplo, os transportadores de
nucleotideos NTT, o transportador ADP/ATP nomeado de ACC e o transportador de
nucleotideos de adenina, ADNT1 (Haferkamp et al., 2011; Sweeddvernie, 2013).

Embora ndo tenha sido descrito que estes transportadores carreiam ndABse descarta

essa possibilidade. Outra consideracéo a ser feita acerca dos transportadores identificados em
plantas é que uma boa parte deles ainda ndo foi caracterizado em condicdes fisiologicas
Otimas ou adversas (Palmieri et al., 2011). Assim, acredita-se que avaliar os papeis dos
transportadores em outros 6rgdos como, por exemplo, flores e raizes ou condicbes ambientais

adversas, forneceriam ainda mais informacées a respeito do papel fisioldégico destas proteinas.
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