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RESUMO 

 
CHAVES, Izabel de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2015. Efeitos 
fisiológicos da expressão reduzida de transportadores de NAD+ em Arabidopsis thaliana. 
Orientador: Adriano Nunes Nesi. Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo Picoli, Marcelo 
Rogalski e Wagner Luiz Araújo. 
 

Nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) e seu derivado NADP+ são compostos essenciais 

em todos os organismos vivos e que estão envolvidos em transações energéticas, na 

sinalização celular e em diversas reações na forma de coenzimas. Alterações no catabolismo 

ou no anabolismo do NAD+ podem modificar não apenas a sua concentração, mas também o 

poder redutor celular, impactando aspectos importantes do crescimento e desenvolvimento. 

Uma vez que as etapas finais da biossíntese de NAD+ ocorrem no citosol, o mesmo precisa 

ultrapassar membranas biológicas para exercer suas funções dentro de organelas celulares. 

Neste trabalho, avaliou-se em Arabidopsis thaliana o papel dos transportadores 

cloroplastídico e mitocondrial de NAD+, denominados AtNDT1 e AtNDT2, respectivamente. 

Para tal, foram utilizadas linhagens mutantes obtidas por inserção do T-DNA e foram geradas 

plantas transgênicas contendo uma construção antisenso para os transportadores NDT1 e 

NDT2, sob o controle do promotor 35S, das quais, três linhagens com reduzida expressão de 

cada transportador foram selecionadas. Estas plantas foram caracterizadas extensivamente a 

nível fisiológico e bioquímico. Verificou-se que plantas com expressão reduzida de NDT1 

apresentam maior número de folhas e área foliar específica em relação às plantas não 

transformadas (WT). Observaram-se também maiores taxas de fotossíntese por unidade de 

massa e, consequentemente, maior acúmulo de sacarose e amido em comparação com o WT. 

Entretanto, estas plantas apresentaram menor viabilidade do grão de pólen, redução no 

comprimento das síliquas e sementes abortadas. Já em plantas com reduzida expressão do 

transportador NDT2 descobriu-se que apesar de possuírem menor número de folhas, a área 

foliar aumentou. A fotossíntese nestas plantas diminuiu consideravelmente em decorrência de 

uma menor densidade estomática e condutância estomática. Concomitantemente, plantas com 

reduzida expressão de NDT2 apresentaram menor acúmulo de amido. A germinação das 

sementes e formação de plântulas foram menores e mais lentas em comparação com o WT. 

Além disso, houve aumento na concentração relativa de alguns ácidos graxos durante o 

estabelecimento das plântulas. Diante dos resultados obtidos, sugere-se que os transportadores 

de NAD+ estão envolvidos na determinação do número de folhas e área foliar, na fotossíntese, 

na condutância estomática e nas concentrações de amido. Além disso, tecidos heterotróficos 
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também são fortemente influenciados, especialmente aqueles envolvidos em processos 

reprodutivos. Para compreender a função deste transportador é necessário analisar não apenas 

a concentração celular dos nucleotídeos de pirimidina, mas também como alterações no status 

redox celular afetam o metabolismo vegetal. Assim, os dados obtidos neste trabalho sugerem 

que alterações no estado redox em cloroplastos e mitocôndrias causadas pela diminuição da 

expressão de NDT1 ou NDT2 afetam processos em outras organelas que não aquela em que 

ocorre a redução da expressão. Estes resultados abrem possibilidades para aplicações 

biotecnológicas, uma vez que a regulação da biossíntese e transporte de cofatores pode ser 

usada como uma ferramenta para estratégias de aumento da assimilação de carbono em 

plantas. Para tal, é necessário, no entanto compreender mais o papel destes transportadores em 

outros tecidos vegetais e condições adversas bem como o papel de enzimas chave que atuam 

no processo. 
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ABSTRACT 

CHAVES, Izabel de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2015. Physiological 
effects of NAD+ transporters reduced expression in Arabidopsis thaliana. Adviser: 
Adriano Nunes Nesi. Co-advisers: Edgard Augusto de Toledo Picoli, Marcelo Rogalski and 
Wagner Luiz Araújo. 
 

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

(NADP+) are indispensable redox-active components of all living organisms. These 

nucleotides play essential roles in signaling and in many reactions as they act as co-enzymes. 

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 analyzed the function of a plastid and a 

mitochondrial Arabidopsis thaliana NAD+ transporter, named as AtNDT1 e AtNDT2 

respectively. We have isolated T-DNA insertion mutants and three antisense lines, controlled 

by the 35S promoter, for NDT1 and NDT2. Plants with reduced expression of NDT1 and 

NDT2 were individually selected and characterized at physiological and biochemical level. It 

was verified that NDT1 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 other hand, NDT1 low expression 

lines show less pollen viability and reduced silique length and increased the number of 

aborted seeds. The low expression NDT2 lines displayed reduced number of leaves and 

increased leaf area. Despite these phenotypes, the net photosynthetic rate 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 oil 

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 
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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. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A compartimentalização do metabolismo é uma característica de todas as células 

eucarióticas. Os compartimentos subcelulares são geralmente delimitados por uma bicamada 

lipídica que mantém a integridade do compartimento e forma microambientes específicos. 

Embora física e bioquimicamente distintos estes compartimentos e seus conteúdos 

metabólicos estão interligados pelo transporte de metabólitos entre diferentes organelas, como 

mitocôndrias e cloroplastos, e o citosol (Krueger et al., 2011). Dessa forma, para o 

funcionamento adequado do metabolismo celular, o intercâmbio de moléculas entre os 

diferentes compartimentos celulares deve ocorrer de forma rápida e precisa para atender a 

grande oferta e demanda de precursores metabólicos (Weber e Fischer, 2007). Assim, torna-se 

necessário a existência de proteínas específicas que realizem a importação e exportação de 

metabólitos 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 proteínas que realizam este tipo de transporte são proteínas carreadoras 

homólogas pertencentes a uma família de transportadores mitocondriais presente em 

diferentes organismos eucarióticos, a Mitochondrial Carrier Family (MCF) (Picault et al., 

2004). Os membros desta família apresentam algumas características estruturais em comum, 

como seis segmentos transmembrana do tipo α-hélice e cinco porções hidrofílicas que, em 

conjunto, podem ser divididos em três domínios. Cada domínio possui aproximadamente 100 

aminoácidos de comprimento e consiste de duas α-hélice transmembranas separadas por um 

loop hidrofílico (Picault et al., 2004). Estas proteínas são relativamente pequenas, com massa 

molecular entre 30-34 kDa e transportam uma grande variedade de moléculas, dentre as quais 

o nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) (Millar e Heazlewood, 2003; Picault et al., 

2004; Palmieri e Pierri, 2010; Palmieri et al., 2011). Embora análises das sequências de 

aminoácidos indiquem que os transportadores da família MCF possuem homologia com 

proteínas localizadas na membrana mitocondrial interna, verifica-se que muitas destas 

proteínas estão localizadas em outras organelas celulares como cloroplasto, peroxissomo e 

reticulo endoplasmático (Palmieri et al., 2011). Variações nas porções N e C-terminal dos 

aminoácidos que compõem estas proteínas servem de indicadores da correta organela para a 

qual elas devem fazer parte (Palmieri et al., 2009). 
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O NAD+ é um metabólito central no metabolismo celular e está envolvido em 

transações energéticas, na sinalização celular e em diversas reações na forma de coenzimas 

(Rasmusson e Wallström, 2010). Alterações no catabolismo ou no anabolismo do NAD+ 

podem alterar não apenas a sua concentração, mas também o poder redutor celular, 

impactando aspectos importantes do crescimento e desenvolvimento das plantas (Noctor et al. 

2006; Hashida et al., 2009). Devido a sua capacidade de transportar elétrons, o NAD+ é 

essencial em praticamente todas as organelas e funções celulares. Nas mitocôndrias, por 

exemplo, o NAD(P)+ participa da síntese de proteínas Fe/S, da cadeia transportadora de 

elétrons, do ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA) e da descarboxilação da glicina enquanto 

que nos cloroplastos, está envolvido no ciclo de Calvin e Benson e via oxidativa das pentoses 

fosfatadas (Geigenberger e Fernie, 2014). Já no peroxissomo atua em etapas da β-oxidação 

(Bernhardt et al., 2012).  

A biossíntese do NAD+ pode ocorrer por uma via de novo e uma via de salvamento 

(Hashida et al., 2009). A via de novo inicia-se nos plastídeos tendo como percursores os 

aminoácidos aspartato ou triptofano, enquanto a via de salvamento começa com a 

nicotinamida (NAM) ou com o ácido nicotínico (NA). Ambas as vias convergem para a 

formação do ácido nicotínico mononucleotídeo (NaMN) que por sua vez originará o NAD+. 

Como essa última etapa é realizada no citosol, após ser sintetizado, o NAD+ precisa, 

necessariamente, ser importado para o interior das organelas celulares para que possa exercer 

suas funções (Noctor et al., 2006). 

Em uma bactéria simbiótica Chlamydiae foi identificado a primeira proteína candidata 

ao transporte de NAD+. A descoberta deste candidato a transportador antiporte NAD+/ADP 

demonstrou pela primeira vez que moléculas de NAD+ podem ser transportadas através de 

membranas citoplasmáticas (Haferkamp et al., 2004). Posteriormente, uma proteína 

denominada ScNDT (NDT: Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NAD+) Transporter) foi 

identificada em leveduras pela sua capacidade de realizar o transporte de NAD+ (Todisco et 

al., 2006). A caracterização desta proteína revelou que esta possui uma alta afinidade por 

NAD+ e sua localização na membrana mitocondrial interna indicou o provável envolvimento 

no fornecimento de NAD+ à matriz por transporte do tipo antiporte em troca de, 

principalmente, ADP e AMP (Todisco et al., 2006). Após esta descoberta, foram identificadas 

proteínas carreadoras em Arabidopsis que realizam o transporte do NAD+ para organelas 

celulares, tais como o transportador AtNDT1 (At2g47490) que está localizado na membrana 
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interna do cloroplasto, o AtNDT2 (At1g25380) que está localizado na membrana interna 

mitocondrial (Palmieri et al., 2009) e o PXN (At2g39970), um transportador que reside na 

membrana do peroxissomo (Bernhardt et al., 2012). AtNDT1 e AtNDT2 possuem 61% de 

similaridade entre seus aminoácidos. As maiores diferenças, entretanto, consistem no fato de 

que AtNDT2 exibe na sua porção N-terminal um suposto peptídeo de trânsito e que a extensão 

C-terminal de AtNDT1 é 45 aminoácidos mais curta que a de AtNDT2. Estas diferenças 

podem estar relacionadas ao direcionamento dos transportadores à sua organela 

correspondente (Palmieri et al., 2009). Além disso, AtNDT1 e AtNDT2 possuem propriedades 

de transporte similares e embora transportem preferencialmente NAD+, ambos aceitam AMP 

e ADP como substrato de troca e não nicotinamida ou ácido nicotínico ou  NADP+ e NADPH 

(Palmieri et al., 2009). Já o PXN troca preferencialmente AMP, também em transporte 

antiporte NAD+
in/AMPout (Bernhardt et al., 2012). 

Tanto NDT1 quanto NDT2 de Arabidopsis foram recentemente caracterizados em 

nível molecular e bioquímico (Palmieri et al., 2009). Os genes que codificam para os 

transportadores NDT1 e NDT2 são fortemente expressos em tecidos em desenvolvimento e 

em células com alta atividade metabólica, embora seus padrões de expressão difiram de 

acordo com o tecido considerado (Palmieri et al., 2009). Além disso, análises in silico, 

indicam alta expressão de NDT1 em grãos de pólen maduros e em células-guarda, enquanto o 

NDT2 é mais expresso em sementes e em diferentes estádios de germinação. Já o PXN foi 

caracterizado através de linhagens mutantes por inserção de T-DNA em Arabidopsis 

(Bernhardt et al., 2012). Este estudo demonstrou que a ausência do transportador em 

Arabidopsis altera o perfil de ácidos graxos durante o estabelecimento de plântulas e 

possivelmente causa alterações na β-oxidação durante o estabelecimento de plântulas uma vez 

que o PXN transporta NAD+ necessário para a oxidação de ácidos graxos durante a 

mobilização de lipídeos durante a germinação da semente e desenvolvimento da plântula 

(Bernhardt et al., 2012).  

Apesar dos estudos bioquímicos e moleculares terem contribuído para a compreensão 

do papel desses transportadores in vitro, o papel fisiológico destas proteínas carreadoras de 

NAD+ ainda permanece obscuro. Ainda é desconhecida a função destes transportadores em 

plantas cultivadas sob condições ambientais ótimas ao crescimento e desenvolvimento 

vegetal, bem como em condições ambientais adversas. Em adição, pouco se sabe sobre a 

função destes transportadores nos diferentes tecidos vegetais onde o metabolismo de NAD+ 
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parece ser de extrema importância como em folhas iluminadas e em processos como a 

formação e desenvolvimento de tecidos síliquas e sementes, germinação e eventos pós-

germinativos.  

Desta forma, é de fundamental importância verificar e compreender o papel fisiológico 

destas proteínas em plantas. Assim, este trabalho caracterizou morfológica e fisiologicamente 

plantas de Arabidopsis, cuja expressão dos genes NDT1 e NDT2 foram especificamente 

reduzidas. Estas plantas forneceram informações básicas para o entendimento de como e em 

que nível o transporte de NAD+ possui um papel relevante no metabolismo celular. Para tal, 

os dois transportadores foram analisados isoladamente, sendo as principais alterações 

fenotípicas das plantas com baixa expressão do transportador NDT1 descritas no capítulo 1, e 

os principais fenótipos encontrados em plantas com baixa expressão do transportador NDT2 

apresentadas no capítulo 2. 
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RESUMO 

Nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) e seu derivado NADP+ são compostos 

essenciais em todos os organismos vivos e atuam em processos metabólicos fundamentais 

como fotossíntese e respiração, entre outros. Uma vez que as etapas finais da biossíntese de 

NAD+ ocorrem no citosol, o mesmo precisa ultrapassar membranas biológicas para exercer 

suas funções dentro de organelas celulares. Neste trabalho, avaliou-se em Arabidopsis o papel 

do transportador cloroplastídico de NAD+, denominado AtNDT1. Foram geradas plantas 

transgênicas contendo uma construção antisenso para o transportador AtNDT1 sob o controle 

do promotor 35S. Destas, três linhagens foram isoladas por apresentarem redução 

significativa na expressão do transportador AtNDT1. Em adição, uma linhagem mutante 

obtida pela inserção do T-DNA foi também utilizada. Após uma caracterização detalhada das 

plantas com reduzida expressão de NDT1 verificou-se um aumento no número de folhas e na 

área foliar específica em relação as plantas não transformadas (WT). Observaram-se também 

maiores taxas de fotossíntese por unidade de massa e consequentemente um maior acúmulo 

de sacarose e amido em comparação com o WT. Entretanto, plantas com baixa expressão de 

NDT1 apresentaram menor viabilidade do grão de pólen, redução no comprimento das 

síliquas e um grande número de sementes abortadas. Assim, estes resultados indicam que o 

transportador NDT1 possui papel relevante tanto em tecido autotróficos quanto heterotróficos. 

Embora, aparentemente, as plantas com reduzida expressão de NDT1 sejam favorecidas em 

seu crescimento e concentrações de açúcares e amido, estas plantas são profundamente 

afetadas em relação ao seu desenvolvimento reprodutivo. Acredita-se que o transportador 

NDT1, assim como o NAD+, sejam importantes na manutenção do potencial redox entre 

tecidos autotróficos e heterotróficos. 

 

PALAVRAS-CHAVE:  

Transportadores, nicotinamida adenina dinucleotídeo, fotossíntese e metabolismo 
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1 INTRODUÇÃO 

Nucleotídeos de piridina são metabólitos essenciais em numerosas reações de 

oxidação e redução em todos os organismos vivos. A nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NAD+) e seu derivado fosforilado (NADP+) são coenzimas centrais na regulação da 

homeostase celular. Alterações no catabolismo ou no anabolismo destes nucleotídeos podem 

alterar não apenas a sua concentração, mas também o poder redutor da célula, influenciando o 

crescimento e desenvolvimento das plantas (Noctor et al., 2006, Hashida et al., 2009). Devido 

a sua capacidade de transportar elétrons, NAD+ e NADP+ são essenciais em praticamente 

todas as organelas e funções celulares (Hashida et al., 2010). 

No cloroplasto a redução do NADP+ a NADPH, durante a etapa fotoquímica da 

fotossíntese, é fundamental para fotossíntese e outros processos que utilizam essas coenzimas. 

O fluxo linear de elétrons opera em série nos fotossistemas e leva a transferência de elétrons 

da água para o NADP+. Concomitantemente ao transporte de elétrons, prótons são 

concentrados no estroma do cloroplasto gerando um gradiente eletroquímico de prótons que 

possibilita a síntese de ATP pelo complexo ATPase (Nelson e Yocum, 2006). O ciclo de 

Calvin e Benson utiliza os produtos das reações luminosas da fotossíntese, ATP e NADPH 

para reduzir CO2 inorgânico a açúcares orgânicos (Michelet et al., 2013). 

Tanto NAD(H) quanto NADP(H) desempenham um papel essencial nas vias de 

sinalização por meio da geração e eliminação de espécies reativas de oxigênio (Hashida et al., 

2010). Estas coenzimas também estão envolvidas na adaptação a estresses ambientais, tais 

como radiação UV, salinidade, temperatura e seca (De Block et al., 2005). Ademais, estudos 

recentes utilizando mutantes knockout das enzimas constituintes das vias de novo e de 

salvamento da biossíntese de piridinas destacaram a importância dos nucleotídeos de piridina 

em outros processos como viabilidade do grão de pólen e crescimento do tubo polínico 

(Hashida et al., 2007), germinação (Hunt et al., 2007), movimento estomático (Hashida et al. 

2010), florescimento (Liu et al., 2009), desenvolvimento (Hashida et al., 2009), senescência 

(Schippers et al., 2008) e assimilação do nitrogênio (Takahashi et al., 2009). Assim, em 

conjunto, estes estudos demonstram que o metabolismo do NAD é fundamental para uma 

série de processos metabólicos em uma célula vegetal. 

Tem-se observado em plantas que a biossíntese do NAD+ pode ocorrer por uma via de 

novo ou por uma via de salvamento (Hashida et al., 2009). A via de novo inicia-se nos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Block%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15610352
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plastídios tendo como percursores aspartato ou triptofano. Já a via de salvamento começa com 

a nicotinamida (NAM) ou com o ácido nicotínico (NA). Ambas as vias convergem para a 

formação do ácido nicotínico mononucleotídeo (NaMN) que por sua vez originará o NAD+. 

Como essa última etapa é realizada no citosol, após ser sintetizado, o NAD+ precisa, 

necessariamente, ser importado para o interior das organelas celulares para que possa exercer 

suas funções (Noctor et al., 2006).  

Em leveduras foi identificada uma proteína denominada ScNDT (NDT: Nicotinamide 

Adenine Dinucleotide (NAD+) transporter) capaz de realizar o transporte de NAD+ (Todisco 

et al., 2006). A caracterização dessa proteína revelou sua localização na membrana 

mitocondrial interna. Além disso, verificou-se que esta proteína possui uma alta afinidade por 

NAD+ sugerindo como provável função o fornecimento de NAD+ à matriz mitocondrial por 

transporte do tipo antiporte em troca de, principalmente, ADP e AMP (Todisco et al., 2006). 

Posteriormente foram identificadas três proteínas em Arabidopsis capazes de realizar o 

transporte do NAD+ para organelas celulares, o AtNDT1 (At2g47490) que está localizado na 

membrana interna do cloroplasto, o AtNDT2 (At1g25380) localizado na membrana interna 

mitocondrial (Palmieri et al., 2009) e PXN (At2g39970), que reside na membrana do 

peroxissomo (Bernhardt et al., 2012). AtNDT1 e AtNDT2 possuem propriedades de transporte 

similares e embora transportem preferencialmente NAD+, ambos aceitam AMP e ADP como 

substrato de troca e não nicotinamida ou ácido nicotínico ou NADP+ e NADPH (Palmieri et 

al., 2009). Já o PXN troca preferencialmente AMP em transporte do tipo antiporte 

NAD+/AMP (Bernhardt et al., 2012). 

O transportador NDT1 foi caracterizado detalhadamente em nível molecular e 

funcional em condições in vitro (Palmieri et al., 2009). Constatou-se que o gene que codifica 

para esta proteína é fortemente expresso em tecidos em desenvolvimento e em células com 

alta atividade metabólica e taxas de divisão (Palmieri et al., 2009). A expressão de AtNDT1 

predomina em células do mesofilo e na extremidade da raiz principal e de raízes adventícias. 

Verifica-se baixa expressão em tecidos florais, síliquas em desenvolvimento e sementes 

(Palmieri et al., 2009). Apesar disso, os estudos desenvolvidos até o momento apenas 

caracterizam bioquímica e molecularmente este transportador em condições in vitro. Contudo, 

a função fisiológica deste transportador ainda permanece por ser verificada.  
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Dada à importância do NAD+ e NADP+ no metabolismo vegetal acredita-se que a 

ausência do transporte de NAD impactaria o balanço redox das células em diferentes tecidos 

vegetais. Este impacto no balanço redox poderia influenciar o crescimento e o 

desenvolvimento da planta tanto em condições ambientais ótimas ao crescimento e 

desenvolvimento quanto em condições de estresse. Além disso, pesquisar a função de 

proteínas transportadoras é um ponto crítico para o melhor conhecimento dos processos 

fotossintéticos e sua regulação (Pfeil et al., 2014). Desta forma, este trabalho objetivou 

identificar e compreender o papel fisiológico do transportador cloroplastídico de NAD+ em 

Arabidopsis thaliana e compreender como e em que nível o transporte de NAD+ possui papel 

relevante para o metabolismo celular. Neste trabalho, discute-se a importância deste 

transportador em folhas iluminadas e os impactos da baixa expressão de NDT1 em tecidos 

heterotróficos. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material vegetal  

Para a realização deste estudo foram utilizadas linhagens de Arabidopsis com 

diferentes níveis de redução na expressão do gene que codifica o transportador cloroplastídico 

de NAD+ (AtNDT1, At2g47490). Uma das linhagens (ndt1-:ndt1-), proveniente da coleção 

GABI-KAT (GK –241G12), foi obtida por meio de inserção de T-DNA, via Agrobacterium 

tumefaciens. Esta linhagem mutante apresenta a inserção de T-DNA no nono éxon do gene do 

transportador (Figura 1). As plantas mutantes foram selecionadas em meio com sulfadiazina e 

a inserção do T-DNA e a homozigose das plantas confirmada por PCR, utilizando primers 

específicos para o gene que confere resistência a sulfadiazina (forward 5’-

GCACGAGGTACAAACCTCTACTCT-3’, reverse 5’-GTCTCTCAAGTTTCAACCCATT 

CT-3’ e T-DNA 5’-ATATTGACCATCATACTCATTGC-3’). 

Adicionalmente foram geradas plantas transgênicas pela inserção de uma construção 

do tipo antisenso sob o controle do promotor 35S, obtidas pelo sistema Gateway (Landy, 

1989; Ptashne, 1992; Hartley et al., 2000). Para tal, foram desenhados primers (forward 5’-
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CCACCATGTCCGCTAATTCTCATCCTC-3’ e reverse 5’-CTTAAAGTATAGAGCTTTG 

CTCAGAAGG-3’) a partir de uma biblioteca de cDNA, para amplificação do fragmento do 

gene At2g47490. O produto purificado da reação de PCR foi recombinado com o vetor de 

doação (pDONR207) gerando um clone de entrada que foi transformado em Escherichia coli 

(linhagem DH5α) para obtenção do plasmídeo contendo o gene de interesse. Uma segunda 

recombinação foi realizada utilizando-se o plasmídeo isolado com um vetor de destino 

(pK2WG7) para gerar um vetor de expressão que foi novamente transformado em E. coli. 

Posteriormente, as colônias positivas selecionadas foram utilizadas para transformar A. 

tumefaciens (linhagem GV3101) que foi, então, utilizada para infiltração em plantas WT, 

ecótipo Columbia-0 (Bechtold et al., 1993; Clough e Bent, 1998). O cassete continha também 

foi um gene marcador de resistência à higromicina com promotor nos e terminador nos, um 

promotor 35S e um terminador 35S. Como resultado, a transformação antisenso do gene 

NDT1 gera um amplicon de 939 pb. 

 

2.2 Condições de cultivo 

 As sementes foram superficialmente esterilizadas e germinadas em meio MS 

(Murashige e Skoog, 1962) com metade da força iônica, suplementado com 1% de sacarose 

(p/v) e agente seletivo (sulfadiazina 5,25 mg/L ou higromicina 10 mg/L), de acordo com 

genótipo utilizado. Para as análises nos tecidos autotróficos, as placas com as sementes foram 

estratificadas por quatro dias a 4 °C e, posteriormente, mantidas em câmara de crescimento à 

22 ± 2 ºC, umidade relativa de 60%, irradiância de 150 µmol de fótons m-2 s-1 e fotoperíodo de 

8 h de luz e 16 h de escuro, durante dez dias. Após este período, as plântulas foram 

transferidas para vasos de 0,08 dm3 contendo substrato comercial Tropstrato HT® e mantidas 

nas mesmas condições. Durante a quarta semana após o transplantio, avaliações fisiológicas e 

coletas de amostras em nitrogênio líquido para análises bioquímicas foram realizadas. 

 Já para as análises envolvendo tecidos heterotróficos, após serem estratificadas as 

placas foram mantidas em sala de crescimento climatizada à 22 ± 2 ºC, umidade relativa de 

60%, irradiância de 150 µmol de fótons m-2 s-1, com fotoperíodo de 12 h de luz e 12 h de 

escuro, durante dez dias. Após este período as plântulas também foram transferidas para 

substrato comercial e avaliadas até a produção de sementes. 
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2.3 Análise de expressão gênica 

Para a análise da expressão gênica foi utilizada a técnica de PCR quantitativo em 

tempo real (qRT-PCR). Foi realizada a extração do RNA total em folhas utilizando-se o 

reagente TRIzol® (InvitrogenTM) conforme indicações do fabricante. Em seguida o RNA total 

foi submetido a tratamento com DNase/RNase-free (InvitrogenTM) e quantificado em 

espectrofotômetro a 260 nm. Aproximadamente 2 µg de RNA isolado foram utilizados para 

sintetizar a fita de DNA complementar (cDNA) com o kit ImProm-II (TM) Reverse 

Transcription System (Promega, Brasil) e Oligo (dT)15, seguindo as recomendações descritas 

no mesmo. As reações de qRT-PCRs foram feitas utilizando-se o equipamento 7300 Real 

Time System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) e o kit de amplificação Power SYBR® 

Green PCR Master Mix (Life Technologies/Applied Biosystem) nas recomendações do 

produto. Utilizou-se os primers específicos forward 5’-GGGAATTCGCGGATTGTACAGT 

GG-3’ e reverse 5’-TGGGAAACTGAATGGCAACATGAC-3’ e como controle endógeno, 

para normalização dos valores da expressão gênica, os primers  forward 5’-TTTCGGCTGA 

GAGGTTCGAGT-3’ e reverse 5’-GATTCCAAGACGTAAAGCAGATCAA-3’, desenhado 

para o gene At5g15710 que codifica a proteína 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 ºC por 15 s, 58 ºC por 15 s e 72 ºC por 15 s. 

 

2.4 Análises de tecidos autotróficos 

2.4.1 Determinação dos parâmetros de fluorescência da clorofila a e trocas gasosas 

Os parâmetros de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a foram avaliados após 

1 h do início do período luminoso por meio de um analisador de gases a infravermelho em 

sistema aberto (IRGA – Infrared Gas Analyzer), modelo LI 6400XT (LI-COR, Lincoln, NE, 

EUA), com fluorômetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.). Curvas de resposta de taxa de 

assimilação líquida de CO2 (A) à radiação fotossinteticamente ativa (A/RFA) foram obtidas 

utilizando-se uma câmara foliar de 2 cm2, temperatura de 25 ºC, concentração ambiente de 

CO2 (Ca) dentro da câmara de 400 µmol CO2 mol–1 e variações da RFA na sequência: 1000, 

1200, 1000, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 10 e 0 µmol fótons m-2 s-1. As variáveis derivadas das 

curvas A/RFA, tais como irradiância de compensação (Ic), de saturação (Is), eficiência no uso 
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da luz (1/ɸ) e taxa de assimilação líquida de carbono saturada pela luz (ARFA) foram estimadas 

a partir de ajustes da curva de resposta à luz pelo modelo hiperbólico não-retangular (von 

Caemmerer, 2000).  

Uma vez que a radiação de saturação foi próxima a 400 µmol fótons m-2 s-1 (Figura 1, 

dados suplementares), avaliou-se a A nesta radiação e nas mesmas condições descritas 

anteriormente e observando-se que houve aumento na área foliar específica (AFE) e no 

número de folhas das plantas mutantes, estimou-se a fotossíntese por unidade de massa, isto é 

Amasa = A.AFE. A taxa de fotorrespiração (Rp) foi estimada pela fórmula: Rp = ((1/12).(Jflu - 

(4.(A +Rd)))), onde Jflu equivale a taxa de transporte de elétrons estimada por parâmetros de 

fluorescência (Valentini et al., 1995). Também foi calculada a eficiência instantânea (A/E) e 

intrínseca (A/gs) do uso da água (EUA), onde E = transpiração e gs = condutância estomática. 

Os valores de respiração (Rd) foram determinados durante a noite, após 1 h de 

aclimatação ao escuro. A eficiência fotoquímica máxima do FSII (Fv/Fm), também foi 

avaliada após 1 h de aclimatação ao escuro, porém uma irradiância de 0,03 µmol fótons m-2 s-1 

foi aplicada para determinar a fluorescência inicial (F0). Para obtenção da fluorescência 

máxima (Fm) um pulso saturante de 6000 µmol fótons m-2 s-1 foi aplicado por 0,8 s. A Fv/Fm 

foi então calculada como (Fm – F0)/Fm. Procedeu-se ainda, à estimação do quenching não 

fotoquímico (NPQ) e da taxa de transporte de elétrons (ETR), conforme descrito por DaMatta 

et al. (2002) e Lima et al. (2002). Em todas estas análises foram avaliadas seis plantas por 

genótipo. 

 

2.4.2 Análise de crescimento 

Após as medições de trocas gasosas e fluorescência, as plantas foram coletadas e os 

seguintes parâmetros de crescimento foram avaliados: massa seca da roseta (MSR), massa 

seca do sistema radicular (MSSR), razão raiz/parte aérea (RPA), área foliar da roseta (AR), 

área foliar específica da roseta (AER), número de folhas (NF), área foliar total (AFT) e área 

foliar específica (AFE). A AR e a AFT foram determinadas pelo método da imagem digital, 

onde as folhas foram digitalizadas com auxílio de um scanner (Hewlett Packard Scanjet 

G2410, Palo Alto, Califórnia, EUA) e as imagens obtidas processadas com auxílio do 
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software Rosette Tracker (De Vylder et al., 2012). A AER e AFE foram estimadas utilizando 

a fórmula: AER (ou AFE) = AR (ou AF)/MSR. 

 

2.4.3 Determinação da densidade estomática 

 Determinou-se a densidade estomática (número de estômatos mm-2) das folhas das 

plantas mutantes em comparação com o WT. Para tal foram realizadas impressões 

epidérmicas utilizando-se um molde odontológico (Berger e Altmann, 2000). A impressão foi 

retirada na superfície abaxial de uma folha completamente expandida por planta e foram 

utilizadas seis plantas por genótipo. Sobre este molde foi passado uma base incolor para 

formar uma fina película (Von Groll et al., 2002) que posteriormente foi retirada e colocada 

sobre uma lâmina e levada ao microscópio (Zeiss modelo AX10) para a visualização da 

impressão das células. Em cada molde, dez regiões distintas foram avaliadas a fim de 

caracterizar, de forma mais homogênea possível, a região foliar amostrada. A visualização e 

registro das imagens foram feitas utilizando-se uma câmera digital (AxiocamMRc) acoplada a 

microscópio e o número de células estomáticas determinado utilizando-se o programa 

Axiovision 4.8. 

 

2.4.4 Determinação de metabólitos 

Seis rosetas inteiras de cada linhagem foram coletadas e imediatamente congeladas 

em nitrogênio líquido às 8 h, 12 h e 16 h, correspondendo ao início, meio e fim do período 

luminoso, e às 24 h e 8 h que representam o meio e final do período de escuro. As amostras 

foram então armazenadas a -80 ºC até as análises. Foram utilizadas seis plantas por genótipo 

para cada extração. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e alíquotas de 

aproximadamente 20 mg de matéria fresca foram submetidas à extração etanólica conforme 

descrito por Gibon et al. (2004). Após a extração formam-se duas fases: uma fração solúvel 

em etanol e uma insolúvel. Utilizando-se um leitor de microplacas (OptiMax Tunable 

Microplate Reader) quantificaram-se na fração solúvel em etanol os teores de clorofilas, 

nitrato (Sulpice et al. 2009), glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 2001), aminoácidos 

solúveis totais (Gibon et al., 2004) e ácidos orgânicos como malato e fumarato (Nunes-Nesi et 
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al., 2007). Já na fração insolúvel determinaram-se os teores de amido e proteína (Gibon et al., 

2004). Posteriormente, foram calculadas as taxas de síntese do amido ((concentração de 

amido no final do período luminoso – concentração de amido no início do período de 

luminoso) / número de horas de luz) e a taxa de degradação do amido ((concentração de 

amido no final do período luminoso – concentração amido no final do período de escuro) / 

número de horas de escuro). Além disso, alíquotas de aproximadamente 25 mg de amostras 

foliares foram coletadas no meio do período de luz para quantificação dos nucleotídeos 

NAD+, NADH, NADP+ e NADPH de acordo com o protocolo descrito por Schippers et al. 

(2008). 

 O perfil metabólico foi avaliado por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria 

de massa (GC-MS), utilizando alíquotas de aproximadamente 25 mg de amostras foliares 

coletadas no meio do período de luz. A extração foi realizada conforme protocolo descrito por 

Lisec et al. (2006). Após a extração e separação de fases, alíquotas de 200 µL de cada amostra 

foram coletadas, secas a vácuo e armazenadas a -80 °C até o processo de derivatização. Para 

as análises via GC-MS o procedimento utilizado foi exatamente como descrito por Lisec et al. 

(2006) e a identificação dos metabolitos seguiu as recomendações de Fernie et al. (2011).  

 

2.5 Análises de tecidos heterotróficos 

2.5.1 Avaliações morfológicas 

A viabilidade do grão de pólen foi avaliada pelo contraste com carmim acético 

conforme descrito por Lorenzon e Almeida (1996). Para isso, anteras dos diferentes genótipos 

foram maceradas e os grãos de pólen liberados foram transferidos para o corante e avaliados 

em microscópio de luz (modelo Olympus AX-70, Olympus Optical, Tóquio, Japão). Foram 

analisadas seis flores de seis plantas de cada linhagem e considerados como inviáveis os grãos 

de pólen não corados e, ou deformados.  

Adicionalmente, foram determinados o comprimento e diâmetro das síliquas 

produzidas pelos genótipos com o auxílio de um microscópio estereoscópico (modelo 

Olympus SZX7) com câmera acoplada e-330 (Olympus Optical, Tóquio, Japão). Seis síliquas 

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, Canadá). Todas as 

sementes formadas em cada síliqua foram contadas e avaliadas quanto ao comprimento e 

diâmetro 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 Germinação de sementes e formação de plântulas normais 

Sementes de plantas ndt1-:ndt1- e WT foram esterilizadas e colocadas para germinar 

conforme descrito no item 2.2. Posteriormente, foram avaliadas a percentagem de 

germinação, o índice de velocidade de germinação (IVG), a percentagem de plântulas normais 

e anormais (incluindo plântulas albinas) e o índice de emergência (IVE). O IVG e o IVE 

foram calculados pelo somatório do número de sementes germinadas (ou plântulas normais) a 

cada dia, dividido pelo número de dias decorridos entre a semeadura e a germinação, de 

acordo com a fórmula de Maguire (1962). Foram realizadas seis repetições com 50 sementes 

cada. 

 

2.5.3 Análise de perfil de ácidos graxos 

 Ácidos graxos de sementes maduras e de plântulas com dois, quarto e seis dias de 

idade foram extraídos e derivatizados conforme descrito por Browse et al. (1986) e analisados 

como metil-ésteres (FAMEs). O perfil de ácidos graxos foi analisado por espectrometria de 

massa acoplada a um cromatógrafo gasoso (electron impact - time of flight - mass 

spectrometry, GC-EI-TOF-MS), sendo o ácido graxo 17:0 utilizado como padrão interno para 

possibilitar a quantificação. A identificação dos compostos foi baseada no tempo de retenção 

e comparação do espectro de massas com espectros de referência disponíveis nas bibliotecas 

NIST 08 e NIST 08s (National Institute of Standards and Technology, Babushok et al., 2007). 

A quantificação relativa foi feita automaticamente pela integração dos picos cromatográficos 

obtidos (Bernhardt et al., 2012). Posteriormente foi calculada a percentagem total de ácidos 

graxos e a percentagem de cada ácido graxo em comparação ao total para cada linhagem. 

Foram utilizadas três repetições por idade de coleta para cada linhagem. 
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2.6 Análise estatística 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância segundo delineamento 

inteiramente casualizado. Os resultados foram avaliados pelo teste t de Student (P < 0,05). 

 

 

3 RESULTADOS 

 Para investigar o papel fisiológico do transportador NDT1 foram selecionadas 

linhagens de Arabidopsis com inserção de T-DNA ou antisenso (Figura 1A). A linhagem com 

inserção de T-DNA para o gene NDT1, denominada de ndt1-:ndt1- apresentou apenas 13% da 

expressão de NDT1 observada no controle (WT). Já as três linhagens antisenso, denominadas 

as-1-ndt1, as-2-ndt1 e as-3-ndt1, apresentaram 28%, 34% e 49% da expressão observada no 

WT, respectivamente (Figura 1B). 

Figura 1. Obtenção e caracterização de linhagens mutantes e antisenso para o transportador 
cloroplastídico de NAD+ (NDT1) em Arabidopsis thaliana. A, representação esquemática do 
gene AtNDT1 (At2g47490), indicando a inserção do T-DNA. As caixas representam os éxons 
e as setas próximas ao T-DNA a posição dos primers usados na seleção das plantas mutantes. 
As linhagens antisenso apresentam o gene de resistência à higromicina (HYG), o promotor 
35S e o gene NDT1 na orientação antisenso e um terminador 35S. B, expressão de NDT1 em 
folhas de Arabidopsis tipo selvagem (WT), linhagem mutante e linhagens antisenso. Os 
valores representam a média ± erro padrão de seis amostras independentes e os asteriscos 
indicam diferenças significativas pelo teste t de Student (P < 0,05) em comparação com o tipo 
o WT. C, caracterização fenotípica de genótipos de Arabidopsis com reduzida expressão de 
NDT1. As plantas avaliadas possuíam quatro semanas de idade. 
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3.1 Parâmetros de crescimento e trocas gasosas 

Uma vez selecionadas as linhagens, plantas dos quatro genótipos foram cultivadas e 

avaliadas na quarta semana de cultivo. Apesar dos genótipos com baixa expressão de NDT1 

não apresentarem alterações visuais nesta idade (Figura 1C), uma análise detalhada dos 

parâmetros de crescimento demostrou diferenças marcantes em comparação ao controle. 

Observou-se que todas as linhagens com baixa expressão de NDT1 apresentaram maior 

número de folhas (NF) em relação ao controle. Este aumento no NF foi acompanhado por 

aumento na AFT, AFE, AR e MSR, significativo para as linhagens ndt1-:ndt1- e as-1-ndt1, 

com tendências de aumento nos demais genótipos avaliados (Tabela 1).  

 
Tabela 1: Parâmetros de crescimento de plantas de Arabidopsis com baixa expressão do gene 
NDT1.  As plantas avaliadas possuíam quatro semanas de idade 
Parâmetro* WT  ndt1-:ndt1- as-1-ndt1 as-2-ndt1 as-3-ndt1 

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 13,7 ± 1,4 19,2 ± 1,5 23,0 ± 0,3 21,0 ± 1,5 19,8 ± 1,3 

AFT 14,64 ± 1,4 27,27 ± 1,5 20,42 ± 0,8 19,95 ± 2,2 18,65 ± 1,3 

AFE 24,1 ± 2,4 32,0 ± 1,4 30,6 ± 0,9 33,1 ± 1,7 26,9 ± 1,5 

AR 12,8 ± 1,6 25,7 ± 1,2 19,5 ± 0,6 16,7 ± 1,9 16,8 ± 0,6 

AER 22,5 ± 5,1 30,3 ± 1,1 26,6 ± 0,5 27,9 ± 2,5 25,2 ± 1,2 

Os valores representam a média ± erro padrão de seis amostras independentes; valores em 
negrito apresentam diferenças significativas pelo teste t de Student (P < 0,05) em comparação 
com o tipo selvagem (WT). Abreviações: *MSR: massa seca da roseta (mg), MSSR: massa 
seca do sistema radicular (mg), RPA: razão raiz/parte aérea, NF: número de folhas, AFT: área 
foliar total (cm2), AFE: área foliar específica (m2 kg-1), AR: área foliar da roseta (cm2), AER: 
área foliar específica da roseta (m2 kg-1). 
 
 

As plantas com reduzida expressão de NDT1 não apresentaram diferenças em 

comparação ao WT no que se refere à assimilação de CO2 tanto a 400 µmol de fótons m-2s-1 

(Figura 2A) quanto a 100 e 200 µmol de fótons m-2s-1 (Figura suplementar 1). Em adição, não 

foram observadas diferenças significativas entre os genótipos em relação aos parâmetros 

obtidos a partir da curva de resposta da fotossíntese a luz quando analisadas em unidade de 

área, isto é, todas as linhagens analisadas em uma equivalente área de folha (Figura 
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suplementar 1 e Tabela suplementar 1). Entretanto, com base nos resultados obtidos para a 

AFE, a fotossíntese foi também analisada em unidade de massa, isto é, levando-se em 

consideração a massa da folha e, portanto também a espessura foliar. Neste caso, observou-se 

um aumento significativo da fotossíntese nas plantas ndt1-:ndt1- e as-1-ndt1 (Figura 2B). 

Quanto aos demais parâmetros de trocas gasosas verificaram-se que a gs, a concentração 

interna de CO2 (Ci), a E, a  Rp e a densidade estomática diminuíram nas plantas deficientes no 

transportador NDT1 (Figura 2C, D, E, F; Figura suplementar 1). Já o NPQ e a Rd aumentaram 

nas plantas ndt1-:ndt1- em comparação com o WT (Figura 2G, H). Em relação à ETR, ao 

Fv/Fm  e a eficiência instantânea (A/E) e intrínseca (A/gs) do uso da água não houve diferenças 

estatísticas em comparação com o WT (Figura suplementar 1). 

 
 
 
3.2 Avaliação do metabolismo ao longo do dia 

 Para avaliar as alterações metabólicas ocasionadas pela baixa expressão no 

transportador NDT1 foram avaliados vários compostos relacionados ao metabolismo do 

carbono e do nitrogênio ao longo do dia. As maiores diferenças encontradas entre as plantas 

ndt1-:ndt1- e WT ocorreram em relação aos compostos associados ao metabolismo do 

carbono. Plantas com baixa expressão do transportador NDT1 apresentaram maior acúmulo 

de amido ao final do período de luz, com um aumento na taxa de síntese e degradação do 

amido (Figura 3A, B, D). Verificou-se também um aumento nos níveis de glicose e sacarose 

no meio e no final do período de luz (Figura 3C, F) e nenhuma alteração na concentração de 

frutose (Figura 3E). 

Em relação ao conteúdo de malato e fumarato, dois ácidos orgânicos envolvidos em 

vários processos (Zell et al., 2010; Araújo et al., 2011), observou-se um aumento nos níveis 

ao longo do dia em plantas ndt1-:ndt1-, as-1-ndt1, as-2-ndt1 (Figura 3G, H). Já em relação ao 

conteúdo de clorofilas, nenhuma alteração foi verificada nos mutantes (Figura suplementar 2). 

Em relação aos compostos envolvidos no metabolismo do nitrogênio nenhuma alteração foi 

observada em plantas com baixa expressão de NDT1, exceto por um aumento no teor de 

proteína verificado no mutante ndt1-:ndt1- ao final do período de luz (Figura suplementar 3). 
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Figura 2. Efeito do decréscimo na expressão de NDT1 nos parâmetros de trocas gasosas 
e fluorescência em folhas de plantas de Arabidopsis com quatro semanas de idade. A, 
taxa de assimilação líquida de CO2 (A) em unidade de área, com radiação 
fotossinteticamente ativa (RFA) de 400 µmol de fótons m-2s-1. B, taxa de assimilação 
líquida de CO2 (Amassa) em unidade de massa fresca. C, condutância estomática (gs). D, 
concentração interna de CO2 (Ci). E, transpiração (E). F, fotorrespiração (Rp). G, 
quenching não fotoquímico (NPQ). H, respiração no escuro (Rd). Valores representam a 
média ± erro padrão de seis plantas individuais e os asteriscos indicam diferença 
significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em comparação com o tipo 
selvagem. 
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Figura 3. Variação em alguns metabólitos em folhas de Arabidopsis com reduzida 
expressão de NDT1. A, amido. B, taxa de síntese do amido. C, glicose D, taxa de 
degradação do amido. E, frutose. F, sacarose.  G, malato. H, fumarato. Valores 
representam a média ± erro padrão de seis plantas individuais e os asteriscos indicam 
diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em comparação com o 
tipo selvagem. Áreas cinza nos gráficos representam o período de escuro. MF: massa 
fresca. 
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Para uma melhor caracterização das alterações metabólicas ocorridas durante o dia, 

uma análise de perfil metabólico foi realizada em amostras coletadas no meio do período de 

luz (Figura 4). Entre as classes de metabólitos avaliados a que mais diferiu entre linhagens 

com baixa expressão de NDT1 e WT foi a de açúcares e compostos associados. Observou-se 

um aumento em plantas ndt1-:ndt1- para eritritrol, frutose, galactinol, glicopiranose, glicose e 

sorbose. Além disso, para a mesma linhagem, outros metabólitos de outras classes também 

aumentaram, como glutamato, leucina, ascorbato e mio-inositol. Já a linhagem as-1-ndt1 

apresentou aumento nos níveis de ascorbato, glicose e glutamato enquanto decréscimo no 

nível de mio-inositol. A linhagem as-2-ndt1, por sua vez, exibiu aumento nos níveis de 

frutose, galactinol, glicose, psicose, rafinose, α-α-trealose, ácido indol-3-acetonitrila e mio-

inositol e redução nos níveis de alanina e glutamina. Os demais metabólitos não variaram em 

relação ao WT. 

 
  Figura 4. Heat map representando as alterações na quantidade relativa de metabólitos de 
folhas em plantas de Arabidopsis com baixa expressão do gene NDT1 ao meio do dia. Os 
metabólitos 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 biológicas e os asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste 
t de Student, em comparação com o tipo selvagem. Abreviação: Ácido amino butírico: 
GABA. 
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Em relação à concentração de nucleotídeos de piridina, houve uma diminuição na 

concentração de NAD+ em plantas ndt1-:ndt1-, as-1-ndt1, as-2-ndt1. Já a concentração de 

NADH, NADP+ e NADPH e a relação NADH/NAD+ aumentou em comparação ao WT. Por 

outro lado, a relação NADPH/NADP+ não apresentou diferença estatística (Figura 5). 

 
Figura 5. Nucleotídeos de piridina e suas razões em folhas de 
Arabidopsis com reduzida expressão de NDT1, coletadas no meio do 
período de luz. A, NAD+. B, NADH. C, NADP+. D, NADPH. E, 
NADH/NAD+. F, NADPH/NADP+. Valores representam a média ± erro 
padrão de seis plantas individuais e os asteriscos indicam diferença 
significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em comparação 
com o tipo selvagem. MF: massa fresca. 

 
 

3.3 Análises em tecidos heterotróficos 

 Dada a importância do metabolismo do NAD para o desenvolvimento dos grãos de 

pólen (Hashida et al., 2007) avaliou-se o efeito da redução na expressão de NDT1 sobre a 

germinação dos grãos de pólen. Plantas com menor expressão de NDT1 apresentaram menor 

viabilidade do grão de pólen, chegando a apenas 50% nas plantas ndt1-:ndt1-, 64% em plantas 
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as-1-ndt1 e 89% em plantas as-2-ndt1 (Figura 6A, Figura suplementar 4). Além disso, 

verificou-se que as síliquas 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 

número de sementes produzidas por síliqua foi menor para as plantas transgênicas (Figura 6C, 

Figura 7 e Figura suplementar 5). Apensar disso, as sementes produzidas foram maiores nas 

plantas ndt1-:ndt1-, as-1-ndt1 e as-2-ndt1, em comparação 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 não tenha diferido entre 

as linhagens (Figura suplementar 5). Já os teores dos nucleotídeos diminuíram em plantas 

ndt1-:ndt1- em comparação com o WT (Figura 6F). 

 

 
Figura 6. Análise fenotípica de plantas com reduzida expressão de 
NDT1. A, viabilidade do grão de pólen. B, comprimento da síliqua. C, 
número de sementes por síliqua. D, comprimento da semente. E, peso 
de 1000 sementes. F, nucleotídeos em síliquas maduras. Valores 
representam a média ± erro padrão de seis plantas individuais e os 
asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t 
de Student, em comparação com o tipo selvagem. 
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Figura 7. Análise fenotípica de plantas com reduzida expressão de NDT1. A, síliquas de 
todas as linhagens. B, síliqua de WT mostrando que são formadas muitas sementes. C, 
síliquas de ndt1-:ndt1- evidenciando que várias são abortadas. D, detalhe de síliqua WT e ndt1-

:ndt1- enfocando a diferença entre os tamanhos. E, diferença entre o tamanho de sementes de 
WT e ndt1-:ndt1-. F, detalhe evidenciando as sementes de WT e ndt1-:ndt1-. Barras = 1 cm. 

 

 Para verificar se a redução no número de sementes foi ocasionada exclusivamente pela 

menor viabilidade de grãos de pólen foram realizados cruzamentos entre os genótipos para 

verificar o restabelecimento do fenótipo do WT. Quando os grãos de pólen oriundos de 

plantas ndt1-:ndt1- foram utilizados para fecundar as plantas WT o comprimento das síliquas 

geradas foi menor. Por outro lado, quando plantas WT foram utilizadas como doador 

masculino e ndt1-:ndt1- como feminino, o tamanho das síliquas geradas foi normal (Figura 8). 
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Figura 8. Análise de restauração de fenótipo por meio de cruzamentos. A, comprimento das 
síliquas em diferentes cruzamentos. B, cruzamento com doador feminino de planta ndt1-:ndt1- 
e grão de pólen de planta WT e com doador feminino de planta ndt1-:ndt1- e grão de pólen de 
planta ndt1-:ndt1-. C, cruzamento com doador feminino de planta WT e grão de pólen de 
planta ndt1-:ndt1-. D, cruzamento com doador feminino de planta WT e grão de pólen de 
planta também WT. Foram realizados oito cruzamentos de cada combinação e os asteriscos 
indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student do comprimento da 
síliquas em comparação com o cruzamento com doador feminino de planta WT e grão de 
pólen de planta também WT. Barras = 1 cm. 
 
  

 A germinação de sementes e a formação de plântulas ndt1-:ndt1- foi um pouco inferior 

que as WT (Figura 9A, B). De forma semelhante, o IVG e o IVE também apresentaram uma 

pequena redução (Tabela 3). 
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Figura 9: Germinação e formação de plântulas com baixa expressão de NDT1. A, percentual 
de germinação em meio com sacarose. B, percentual de plântulas normais desenvolvidas. 
Valores representam a média ± erro padrão de seis placas com 50 sementes cada por genótipo 
e os asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em 
comparação com o tipo selvagem. 
 
 
 

Tabela 2: Índice de velocidade de germinação (IVG) e índice de velocidade 
de emergência (IVE) de plantas com reduzida expressão de NDT1 

Genótipo IVG IVE 
WT 50,1 ± 1,5 17,2 ± 0,4 
ndt1-:ndt1- 39,0 ± 1,5 15,5 ± 0,3 

Os valores representam a media cada ± erro padrão de seis placas com 50 
sementes cada por genótipo. Valores em negrito são significativos pelo teste 
t de Student’s (P < 0,05) em comparação com o tipo selvagem. 

 
 

Dada a importância do NADPH como fonte de poder redutor para a biossíntese de 

ácidos graxos nos cloroplastos foi analisado o conteúdo relativo de ácidos graxos em 

sementes maduras. Os resultados obtidos sugerem que em sementes o conteúdo relativo dos 

ácidos graxos avaliados e o conteúdo total de ácidos graxos não diferiram em comparação 

com o WT (Figura 10A). Adicionalmente, uma vez que o NADP possui papel importante 

durante a β-oxidação e o estabelecimento de plântulas, foi avaliado também o conteúdo de 

ácidos graxos também em plântulas com dois, quatro e seis dias após a estratificação. De 

forma geral, o conteúdo de ácidos graxos foi pouco alterado em plântulas com dois e quatro 

dias após a estratificação. Houve apenas um aumento no teor dos ácidos de 20:2; 24;0 e 24:1 

carbonos aos dois dias após a estratificação e nos de 14:0 e 20:1a carbonos nas plântulas com 

quatro dias após a estratificação (Figura 10B, C). Por outro lado, em plântulas ndt1-:ndt1- com 

seis dias após a estratificação observou-se um aumento em um maior número de ácidos 
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graxos (14:0; 16:3; 18:2; 18:3; 20:2 e 20:1a carbonos, isto é, quase todos insaturados). 

Entretanto, o conteúdo total de ácidos graxos não foi alterado (Figura 10D). 

Figura 10. Concentração relativa de ácidos graxos analisados como metil-ésteres (FAMEs) 
em sementes e plântulas com baixa expressão de NDT1. A, em sementes. B, em plântulas com 
dois dias de idade. C, em plântulas com quatro dias de idade. D, em plântulas com dois seis de 
idade. Em detalhe é possível ver alguns dos FAMEs para melhor visualização. Valores 
representam a média ± erro padrão de três amostras individuais e os asteriscos indicam 
diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em comparação com o tipo 
selvagem. 
 
 
 
 
 
4 DISCUSSÃO 
 
4.1 Impactos da baixa expressão de NDT1 sobre a fotossíntese 

 Neste trabalho, investigou-se a importância do transporte NAD+ no metabolismo 

vegetal e como a redução na expressão do transportador cloroplastídico NDT1 afeta a 

fisiologia da planta inteira. Verificou-se que a redução na expressão de NDT1 em folhas, 

promoveu alterações na fotossíntese bem como no metabolismo do carbono e crescimento 
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vegetativo. A redução na expressão de NDT1 não afetou a fotossíntese líquida quando 

expressa por unidade de área. Entretanto, quando determinada por unidade de massa, a 

fotossíntese aumentou nas plantas ndt1-: ndt1- e as-1-ndt1. Esse aumento se deve ao fato de 

que houve aumento significativo no número de folhas e nas áreas total e específica da roseta e 

das folhas destacadas (Tabela 1). De fato, a área foliar especifica exerce grande influência na 

capacidade fotossintética (Gonzalez et al., 2010; Nouvellon et al., 2010). Além disso, a área 

foliar específica esta relacionada com a adaptação das plantas a diferentes condições 

ambientais, visto que a plasticidade foliar é, muitas vezes, a forma pela qual as plantas 

aumentam a eficiência na captura de energia luminosa e utilização de recursos, como luz, 

água e nitrogênio (Nouvellon et al., 2010). Assim, embora se tenha avaliado o conteúdo dos 

nucleotídeos na folha inteira, acredita-se que a deficiência do transportador NDT1 

possivelmente leve a uma diminuição na concentração de NAD+ especificamente no estroma 

do cloroplasto, e que esta redução estimule o aumento no número de folhas e área foliar, 

aumentando assim a fotossíntese. De fato, evidências indicam que a proliferação celular e a 

atividade do meristema apical radicular e da parte aérea são influenciadas pelo status redox 

celular (Sagi et al., 2004; Bashandy et al., 2010). Além disso, plantas mutantes deficientes em 

NADPH oxidases possuem alterações na resposta a auxinas e estrigolactonas, hormônios 

conhecidamente relacionados à atividade meristemática (Sagi et al., 2004). 

A capacidade fotossintética pode ser limitada por processos de ordem difusiva ou 

bioquímica. A primeira refere-se à fixação de CO2, pela Rubisco e a segunda, às resistências 

estomáticas e mesofílicas que o CO2 encontra à sua difusão, desde a atmosfera até os sítios de 

carboxilação, nos cloroplastos (Flexas et al., 2008). O inverso da resistência estomática é a gs 

e alterações na gs ocorrem em paralelo com alterações na densidade estomática (Tanaka et al., 

2013). Análises in silico demonstram que o gene NDT1 apresenta alta expressão em células-

guarda, fato corroborado pela baixa densidade estomática de plantas ndt1-: ndt1- (Figuras 

suplementares 1 e 6). A importância do NAD durante o movimento estomático já foi 

demonstrada (Murata et al., 2001; Yang et al., 2008; Hashida et al., 2010) uma vez que 

diminuições nas concentrações de NAD favorecem o aumento de NADP e a geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) induzida pelo ácido abscísico (ABA; Hashida et al., 

2010). Além disso, o ABA somente ativa células guarda quando NADPH está presente no 

citosol (Murata et al., 2001). Embora o mecanismo que correlacione a associação do NAD ao 

movimento estomático ainda não tenha sido elucidado, os dados encontrados aqui sugerem 

que o NAD seja importante não apenas no movimento estomático, mas também, 
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diferentemente do que encontrado por Hashida et al. (2010), o transporte de NAD aturaria 

também na biogênese de células guarda.  

Embora o decréscimo na densidade estomática tenha sido acompanhado de uma 

diminuição da gs, o aumento na fotossíntese demonstra que as plantas com baixa expressão de 

NDT1 conseguiram compensar a deficiência na importação NAD+ para o estroma e manter a 

síntese de NADP+ necessário na etapa fotoquímica da fotossíntese e, da forma reduzida 

(NADPH), para as reações envolvidas na reação do carbono fixado. Embora pouco se conheça 

a respeito dos mecanismos que controlam o tamanho foliar, especialmente porque este é 

regulado por múltiplos fatores (Gonzalez et al., 2009), acredita-se diante dos resultados 

encontrados, que o transporte de NAD possa participar na coordenação de sinais metabólicos 

responsáveis pelo crescimento e desenvolvimento vegetal. Mutantes nadk2, deficientes na 

NAD cinases NADK2, que sintetiza NADP a partir de NAD, apresentam crescimento 

retardado, associando a importância do NADP ao crescimento vegetal (Chai et al, 2005; 

Takahashi et al., 2006). Neste trabalho, as concentrações de NADP aumentaram nas plantas 

com reduzida expressão de NDT1, sugerindo a hipótese de que um dos fatores responsáveis 

pelo maior crescimento das plantas seja o NADP. 

Além da diminuição da concentração celular de NAD+, a baixa expressão de NDT1 

promoveu aumento nos níveis de NADH, NADPH e da relação NADH/NAD+ (Figura 5). A 

manutenção do estado redox celular é imprescindível ao bom funcionamento celular 

(Jambunathan et al., 2010) e algumas formas de restaurar alterações nesta relação são 

aumentar as taxas de dissipação de elétrons ou de fosforilação. Estas vias alternativas ajudam 

a regular a relação NADPH/ATP, reduzir a eficiência quântica da fotossíntese e contribuem 

para a perda de energia (Wilhelm e Selmar, 2011). Outra possibilidade para o ajuste da 

relação NADPH/ATP é a preponderância do transporte cíclico de elétrons em detrimento do 

transporte linear de elétrons (Munekage et al., 2002; Munekage et al., 2004; Nakamura et al., 

2013). O transporte cíclico de elétrons pode competir com o transporte linear (Shikanai, 2014) 

e pode gerar gradiente de prótons através da membrana dos tilacóides e síntese de ATP pela 

ATP sintase sem acumular NADPH uma vez que os elétrons são reciclados da ferredoxina 

para a plastoquinona (Allen, 2003), mantendo assim os níveis de NADP+. Dessa forma, 

alternando as vias de transporte linear e cíclico de elétrons, há uma flexibilidade na relação 

NADPH/ATP para satisfazer as necessidades do metabolismo (Foyer, 2012). Assim, o 
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aumento na concentração de NADPH ocorrido em plantas com reduzida expressão de NDT1 

poderia alterar a relação NADPH/ATP, favorecendo o transporte cíclico de elétrons. 

A atividade da ATP sintase pode variar devido a trocas na disponibilidade de 

substratos, como por exemplo, ADP e fosfato inorgânico (Pi) (Yamori et al. 2011). Uma vez 

que NDT1 realiza o transporte de NAD+ para o estroma em troca principalmente de ADP e 

AMP, plantas com baixa expressão deste transportador poderiam acumular estes nucleotídeos 

no estroma. Cabe ressaltar que o transportador NDT1 transporta NAD+ em troca 

preferencialmente de AMP e ADP em taxas relativamente iguais em condições in vitro e não 

nicotinamida ou ácido nicotínico ou NADP+ e NADPH (Palmieri et al., 2009). Dado que o 

NADH possui baixa eficiência de troca e ao fato de que o conteúdo celular de NAD+ excede 

algumas vezes o de NADH, o transporte de NADH por estes transportadores só ocorreria 

muito raramente, excluindo a importância do transporte de NADH sob condições fisiológicas 

normais (Palmieri et al., 2009). Além disso, AMP e ADP estão disponíveis no estroma como 

substrato de troca porque a síntese de novo destes 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 expressão de 

NDT1, a entrada de NAD+ no cloroplasto ficaria prejudicada da mesma forma que a saída de 

ADP e AMP. O aumento de ADP e AMP por sua vez, favoreceria a síntese de ATP pela ATP 

sintase. 

Esta hipótese é reforçada pelo aumento na concentração de açúcares em geral, 

especialmente sacarose e amido, e devido ao aumento no número de folhas e nas áreas foliar 

total e especifica de plantas com reduzida expressão de NDT1. Estes seriam indicativos de 

aumento na taxa de fosforilação. Esta conjectura é corroborada pelo fato de que: (i) a 

fotorrespiração, considerada como uma via alternativa de dissipação de poder redutor 

diminuiu nas plantas ndt1-1: ndt1-1 e as-1-ndt1; (ii) pela diminuição na gs e Ci, que 

contribuem para aumento no transporte cíclico de elétrons (Golding et al. 2004); e (iii) pelo 

aumento no NPQ nas plantas ndt1 (Figura 2). O NPQ é essencial para prevenir os danos foto-

oxidativos na membrana do tilacóide (Wilhelm e Selmar, 2011). NPQ é aumentado pelo 

transporte cíclico de elétrons, uma vez que a dissipação térmica é induzida por acidificação do 

lúmen do tilacóide, gerando ΔpH (Munekage et al., 2002). 
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4.2 Impactos da baixa expressão de NDT1 no metabolismo do carbono 

O amido tem sido identificado como um metabolito integrador do crescimento com a 

fotossíntese (Sulpice et al. 2009). Ao ser degradado em maiores taxas no período de escuro 

como observado neste estudo, o amido suporta maiores taxas respiratórias no escuro (Figura 

2) e a maior área foliar observada nas plantas mutantes. A síntese e degradação de amido 

ocorrem no cloroplasto e o fluxo em cada direção depende do fornecimento de trioses 

fosfatadas e a regulação de enzimas chave envolvidas na biossíntese (Foyer et al., 2012). Em 

folhas, a regulação da AGPase tem sido estudada em detalhes (Michalska, et al., 2009; Gibson 

et al. 2011, Glaring  et al., 2012). Esta enzima está sujeita a regulação transcricional, com sua 

expressão aumentada por açúcares (Kolbe et al. 2005) e diminuída por nitrato e fosfato 

(Nielsen et al., 1998). De forma geral, houve um aumento na concentração de açúcares em 

plantas deficientes no transportador NDT1 (Figura 4), especialmente sacarose e glicose 

(Figura 3F, C), que provavelmente contribuiu para o aumento das taxas de amido nas plantas 

mutantes. Além disso, AGPase é sensível a regulação alostérica, sendo ativada por 3-

fosfoglicerato (3-PGA) e inibida por Pi, e também pode ser regulada por modificações 

proteicas pós-traducionais (Stitt et al., 1987; Fu et al., 1998; Tiessen et al., 2002). Alterações 

pós-traducionais no estroma do cloroplasto alteram o estado redox da enzima, ativando ou 

inativando-a (Tiessen et 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 domínio de tiorredoxina, 

medeia a ativação da AGPase por ação de NADPH (Michalska et al., 2009). Esta afirmação 

corrobora o possível aumento da atividade da AGPase em plantas com baixa expressão do 

transportador NDT1 que provavelmente possuem aumento nos teores de NADPH no interior 

do cloroplasto (Figura 5). 

Em condições onde o suprimento de carbono excede o utilizado para o crescimento, o 

amido não é completamente degradado durante a noite resultando em um progressivo 

aumento no conteúdo de amido dia após dia (Hädrich et al., 2012; Scialdone et al., 2013; 

Pilkington et al., 2015). Isso se deveria, pelo menos parcialmente, a inibição por 

retroalimentação da degradação do amido pela trealose-6-fosfato (Tre-6-P; Martins et al., 

2013). Nestas condições, a Tre-6-P atua rapidamente como sinalizador para permitir o ajuste 

do turnover do amido às flutuações ambientais (Pilkington et al., 2015). Uma vez que plantas 

com reduzida expressão de NDT1 apresentaram maiores taxas de síntese e degradação de 
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amido (Figura 3), acredita-se que o aumento na concentração de amido nestas plantas se deva 

a uma maior atividade da AGPase. As alterações no estado redox celular causadas pela baixa 

expressão de NDT1 são evidenciadas pelo aumento em NADH/NAD, e o provável aumento 

na síntese de ATP suporta esta ideia. 

 Em Arabidopsis, os níveis de malato e fumarato apresentam variações diurnas 

similares às alterações nos níveis de amido e sacarose (Figura 3). Este acréscimo durante o dia 

e decréscimo durante a noite sugere a função desses metabólitos como moléculas de 

armazenamento transiente de carbono (Chia et al., 2000; Fahnenstich et al., 2007; Gibon 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 manutenção do 

pH celular (Fahnenstich et al., 2008). Assim, os teores aumentados destes metabólitos em 

plantas com baixa expressão de NDT1 parecem ter contribuído para o aumento na área foliar e 

número de folhas e consequentemente a maior fotossíntese por unidade de massa, mesmo com 

o menor aporte de NAD+. Dessa forma, o aumento da fotossíntese contribuiu para uma maior 

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

 Além disso, a inibição antisenso da subunidade ferro-enxofre da succinato 

desidrogenase (SDH) e fumarase em tomate, resultou em aumento e redução da fotossíntese e 

biomassa, respectivamente, por um efeito mediado por ácidos orgânicos na abertura e 

fechamento estomática (Nunes-Nesi et al., 2007; Araújo et al., 2011). A medição dos níveis 

apoplásticos de ácidos orgânicos nestes transformantes e também em mutantes para a 

fumarase, revelou uma correlação negativa entre os níveis de fumarato e gs. 

Semelhantemente, embora menor, a mesma correlação negativa foi encontrada para as 

concentrações de malato (Araújo et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados em 

Arabidopsis thaliana (Fuentes et al., 2011). Estes resultados estão de acordo com os 

encontrados neste trabalho, uma vez que se observaram maiores aumentos nas concentrações 

de fumarato do que de malato nas plantas com reduzida expressão de NDT1 e uma forte 

diminuição na gs.  
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4.3 Fenótipos observados em tecidos heterotróficos 

 Estudos recentes utilizando mutantes deficientes em enzimas da biossíntese do NAD 

demonstram uma importância funcional do NAD durante o desenvolvimento de tecidos 

reprodutivos, como grãos de pólen, meristema floral, síliquas e sementes (Hashida et al., 

2007; Hunt et al., 2007; Liu et al., 2009; Hashida et al., 2013). Semelhantemente, no presente 

trabalho verificou-se que a baixa expressão de NDT1 promove um aumento no número de 

pólens inférteis (Figura 6 e Figura suplementar 4). De fato, o metabolismo NAD possui papel 

essencial na formação de grãos de pólen (Chai et al., 2005; Berrin et al., 2005; Chai et al., 

2006; Hashida et al., 2009). Durante o desenvolvimento do grão de pólen ocorre um 

expressivo aumento na biossíntese de NAD. Observa-se também que na célula-mãe do grão 

de pólen o NAD é transportado para os quatro micrósporos gerados, especialmente porque 

várias vias metabólicas que operam durante a maturação do grão de pólen e crescimento do 

tubo polínico, como por exemplo, síntese de lipídeos, componentes das paredes celulares e 

aminoácidos, são altamente dependentes do NAD (Hashida et al., 2009). Além disso, a 

ocorrência de altas concentrações de NAD+ pode atuar mantendo o grão de pólen dormente 

por inibir competitivamente reações redox dependentes de NADH, essenciais para formação 

do tubo polínico (Hashida et al., 2013).  Estudos de proteômica mostram que o metabolismo 

energético de enzimas NADH dependentes foi identificado em grão de pólen de Arabidopsis 

(Holmes-Davis et al., 2005). A oxidação do NAD(P)H é diretamente acoplada à síntese de 

ATP o qual é essencial para a regulação de várias enzimas como a nucleotídeo difosfato 

cinase (NDP), enzima importante na dinâmica de crescimento do tubo polínico (Palmieri et  

al.,  1973; Gu et al., 2005). Dessa forma, dada a grande importância do NAD+ no 

desenvolvimento do grão de pólen e crescimento do tubo polínico, é de se esperar que uma 

diminuição no transporte de NAD+ ocasione a formação de pólens inviáveis como as 

encontradas neste trabalho. 

 Em decorrência da menor viabilidade dos grãos de pólen observada em plantas com 

baixa expressão do NDT1, ocorreu uma diminuição considerável no número de sementes e 

consequentemente um menor preenchimento das síliquas reduzindo o comprimento e o 

diâmetro das mesmas (Figura 6, Figura 7 e Figura suplementar 5). Atribui-se a produção de 

síliquas encurtadas a problemas funcionais do gametófito masculino (Hashida et al., 2013). 

Recentemente, verificou-se que plantas mutantes deficientes da expressão de NMNAT, uma 

importante enzima da biossíntese de NAD, apresentaram além de grãos de pólen inviáveis, 
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síliquas encurtadas e menor número de sementes por síliqua (Hashida et al., 2013). Nesse 

estudo, os autores não discutem as razões que levam ao encurtamento das síliquas, embora 

mostrem como uma consequência da má formação do grão de pólen e da germinação precoce 

do tubo polínico, em decorrência da menor concentração de NAD+ encontrada nos mutantes. 

Estes dados corroboram os encontrados aqui, já que de fato síliquas de plantas ndt1-: ndt1- 

possuem menor concentração de NAD+ (Figura 6F). 

 Uma vez que o tamanho das síliquas nas plantas com baixa expressão de NDT1 foi 

menor em comparação com o WT é razoável supor que a quantidade de sementes produzidas 

nestas síliquas também seja inferior. Entretanto, chama a atenção a grande quantidade de 

sementes abortadas encontradas em plantas ndt1-: ndt1-, indicando que o NAD+ também é 

importante durante o desenvolvimento embrionário (Figura 7). Uma vez que a concentração 

dos nucleotídeos diminuiu nas síliquas maduras, provavelmente a alocação dos recursos 

repassada via células espermáticas para o zigoto e endosperma ficou prejudicada. Isso fez 

com que menos sementes fossem geradas, mas que as sementes produzidas recebessem uma 

quantidade maior de carboidratos, justificando o maior tamanho encontrado nas sementes 

ndt1-: ndt1-, as-1-ndt1 e as-2-ndt1 (Figura 6 e Figura suplementar 4).  

As sementes são formadas a partir tanto de tecidos maternos quanto paternos, de forma 

bastante coordenada e o tamanho das sementes tem influencia parental, onde uma 

preponderância de genoma proveniente do pai provoca redução no crescimento da semente 

enquanto um predomínio de genoma maternal causa um supercrescimento (Scott et al., 1998). 

De acordo com os resultados encontrados na análise de restauração de fenótipo, quando grãos 

de pólen provenientes do tipo selvagem foram utilizados em flores de plantas ndt1-: ndt1-, o 

fenótipo de síliquas encurtadas foi restaurado e, de forma semelhante, quando o progenitor 

masculino são plantas ndt1-: ndt1- as síliquas continuam encurtadas (Figura 8). Assim, o 

doador masculino parece ser de extrema importância na formação de síliquas, isto é, a 

influencia neste processo é paterna.  

 Apesar de as sementes de plantas ndt1-: ndt1- serem maiores e mais pesadas do que as 

das plantas WT (Figura 6D, E), o conteúdo relativo e total de ácidos graxos não diferiu 

estatisticamente em comparação com o WT (Figura 10A). Entretanto, esta quantificação 

baseou-se na quantidade de ácidos graxos por mg de massa fresca e não na concentração de 

ácidos graxos por semente. Sementes de Arabidopsis possuem ácidos graxos como maior 
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fonte de reserva de carbono em (~35% por peso; Baud et al., 2002). Assim, embora não se 

tenha verificado alterações na concentração total de ácidos graxos por mg de matéria fresca, a 

hipótese de que haja alteração na concentração de ácidos graxos por semente não pode ser 

descartada. Por outro lado, outros compostos, como por exemplo, carboidratos e proteínas 

também fazem parte da composição das sementes (Baud et al., 2002) e portanto também 

podem ocorrer alterações na concentração destes compostos, o que justificaria o aumento no 

tamanho e peso das sementes com reduzida expressão de NDT1. 

 O conteúdo de ácidos graxos em plântulas ndt1-: ndt1- foi muito pouco alterado, 

especialmente aos dois e quatro dias após a estratificação (Figura 10B, C). Aos seis dias após 

a estratificação verifica-se o aumento relativo de alguns ácidos graxos, porém, a concentração 

total dos ácidos graxos quantificados não foi alterada (Figura 10D). Após a germinação, 

triacilgliceróis são hidrolisados e os ácidos graxos liberados são quebrados via β-oxidação 

para prover energia para o desenvolvimento de plântulas (Graham, 2008; Quettier e 

Eastmond, 2009). Durante a oxidação de ácidos graxos, o NAD+ é reduzido a NADH pela 

proteína multifuncional peroxisomal (MFP). Para manter o fluxo através de diferentes rotas 

metabólicas, o NADH produzido necessita ser regenerado nos peroxissomos (Graham, 2008). 

A malato desidrogenase dependente de NAD peroxisomal (PMDH) reoxida o NADH a NAD+ 

via redução reversível de oxaloacetato a malato (Pracharoenwattana et al., 2010), assim tanto 

a redução do NAD+ à NADH quanto sua oxidação, são essenciais para a correta oxidação de 

ácidos graxos. Alterações na β-oxidação fazem com que as plantas sejam incapazes de 

mobilizar seus ácidos graxos armazenados, comprometendo processos como o 

estabelecimento de plântulas (Zolman et al., 2001). O aumento na concentração relativa de 

ácidos graxos é um indicativo que embora o mutante ndt1-: ndt1- seja capaz de mobilizar os 

ácidos graxos e formar plântulas viáveis, a quebra dos ácidos graxos pode ser considerada 

levemente tardia. De acordo com os resultados de percentagem de plântulas normais e IVE, 

de fato, há um pequeno atraso na formação das plântulas ndt1-: ndt1- (Figura 9B, Tabela 3). 

De forma semelhante, o conteúdo de ácidos graxos não variou em sementes de plantas 

deficientes no transportador peroxisomal de NAD+ (PXN), embora as plântulas também 

apresentem este atraso na mobilização de ácidos graxos, com efeitos ainda mais pronunciados 

(Bernhardt et al., 2012). Além disso, mutantes deficientes para a malato desidrogenase 

peroxisomal dependente de NADH, que é responsável por re-oxidar o NADH e manter ativa a 

β-oxidação, também possuem atraso no estabelecimento de plântulas (Pracharoenwattana et 

al., 2007). Isto indica que o NAD+ é importante no estabelecimento de plântulas uma vez que 
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o NAD+ é necessário para a β-oxidação, acredita-se que a redução na expressão de NDT1, 

influencie de alguma forma a β-oxidação nos peroxissomos, talvez através de transferência de 

poder redutor. 

 

 

5 CONCLUSÃO 

 Alterações redox causadas pela redução na expressão de NDT1 causam alterações no 

desenvolvimento de tecidos autotróficos e heterotróficos. O número de folhas, a área foliar e o 

número de estômatos de plantas com reduzida expressão do gene que codifica para este 

transportador foi alterado, influenciando a atividade fotossintética e a biossíntese de açúcares 

e amido. Além disso, este transportador tem papel imprescindível no desenvolvimento de 

tecidos reprodutivos, e a redução na expressão de NDT1 ocasiona grãos de pólen inviáveis e, 

em consequência, síliquas encurtadas e sementes maiores. Assim, acredita-se que este 

transportador tenha papel relevante na manutenção da homeostase redox e o equilíbrio no 

desenvolvimento de tecidos autotróficos e heterotróficos. 
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DADOS SUPLEMENTARES 

 
Figura suplementar 1. Efeito da redução na expressão de NDT1 nos parâmetros de 
trocas gasosas e fluorescência da clorofila a de plantas de Arabidopsis com quatro 
semanas de idade. A, curva de resposta da fotossíntese a alterações na radiação 
fotossinteticamente ativa (RFA). B, densidade estomática. C, taxa de assimilação 
líquida de CO2 (A) com radiação fotossinteticamente ativa (RFA) de 100 µmol de 
fótons m-2s-1. D, taxa de assimilação líquida de CO2 (A) com radiação 
fotossinteticamente ativa (RFA) de 200 µmol de fótons m-2s-1. E, taxa de transporte 
de elétrons (ETR), F, eficiência fotoquímica máxima do FSII (Fv/Fm). G, eficiência 
instantânea do uso da água. H, eficiência intrínseca do uso da água. Valores 
representam a média ± erro padrão de seis plantas individuais e os asteriscos 
indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em 
comparação com o tipo selvagem. 
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Tabela suplementar 1: Parâmetros fotossintéticos derivados da curva de luz de plantas ndt1 
(Figura 2) 
Parâmetro* WT ndt1-:ndt1- anti-1-ndt1 anti-2-ndt1 anti-3-ndt1 

ARFA 10,1 ± 0,5 9,1 ± 0,9 8,1 ± 0,7 8,4 ± 0,7 8,3 ± 0,9 

Ic 21,3 ± 4,3 21,3 ± 4,0 22,0 ± 0,5 23,0 ± 1,9 16,9 ± 1,4 

Is 328 ± 42 336 ± 99 338 ± 54 321 ± 45 342 ± 40 

1/ɸ 18,5 ± 3,5 21,6 ± 4,0 24,5 ± 5,9 25,3 ± 9,4 23,4 ± 5,0 

Os valores representam a media de seis plantas ± erro padrão. Valores em negrito são 
significativos pelo test t de Student’s (P < 0.05) em comparação com o tipo selvagem. * ARFA: 
taxa de assimilação líquida de carbono saturada pela luz, Ic: irradiância de compensação, Is: 
irradiância de saturação, 1/ɸ: eficiência no uso da luz. 
 
 
 
 
 

 
 
Figura suplementar 2. Efeito da redução na expressão de NDT1 na quantificação e clorofilas 
de folhas de Arabidopsis coletadas ao meio do dia. A, clorofila a. B, clorofila b. C, conteúdo 
de clorofila a + b. D, razão clorofila a/b. Valores representam a média ± erro padrão de seis 
plantas individuais e os asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t 
de Student, em comparação com o tipo selvagem. MF: matéria fresca 
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Figura suplementar 3. Fenótipo de plantas de Arabidopsis com 
quatro semanas de idade e redução na expressão de NDT1. A, 
nitrato B, aminoácidos. C, proteína. Valores representam a média 
± erro padrão de seis plantas individuais e os asteriscos indicam 
diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, 
em comparação com o tipo selvagem. Áreas cinza nos gráficos 
representam o período de escuro. 
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Tabela suplementar 2: Nível relativo de metabólitos em folhas de linhagens de Arabidopsis 
com quatro semanas de idade e reduzida expressão de NDT1 
Metabólitos WT ndt1-:ndt1- as-1-ndt1 as-2-ndt1 as-3-ndt1 
Aminoácidos      
Alanina 1,00 ± 0,15 0,86 ± 0,29 0,92 ± 0,12 0,93 ± 0,06 0,37 ± 0,07 
β-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 ± 0,08 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 1,51 ± 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 
Ácidos orgânicos      
Ascorbato 1,00 ± 0,29 2,45 ± 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 
dimero 

1,00 ± 0,15 1,78 ± 0,20 1,69 ± 0,41 1,35 ± 0,17 1,07 ± 0,34 

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 
Açúcares      
1,6 Anidro-β-
glicose 

1,00 ± 0,16 1,05 ± 0,32 0,95 ± 0,10 0,78 ± 0,05 0,81 ± 0,03 

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 2,94 ± 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 
α-1-O-Metil 
manopiranose 

1,00 ± 0,18 1,33 ± 0,36 1,21 ± 0,12 1,20 ± 0,07 1,02 ± 0,03 

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 
α-α-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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  Conclusão    
Metabólitos WT ndt1-:ndt1- as-1-ndt1 as-2-ndt1 as-3-ndt1 
Outros      
Ác. Indol-3-
acetonitrila 

1,00 ± 0,25 1,52 ± 0,40 0,91 ± 0,07 1,17 ± 0,14 1,82 ± 0,12 

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 0,92 ± 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 níveis relativos ± erro padrão de seis amostras independentes; 
valores em negrito são significativos pelo teste t de Student’s (P < 0,05) em comparação 
com o tipo selvagem. GABA: Ácido amino butírico. 
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Figura suplementar 4. Análise fenotípica de grãos de pólen 
corados com carmim acético de plantas com reduzida expressão 
de NDT1. O corante marca de vermelho células vivas e de 
amarelo células mortas. Também é possível ver grãos de pólen 
deformados. A, tipo selvagem (WT). B, ndt1-:ndt1-. C, as-1-
ndt1. D, as-2-ndt1. E, as-3-ndt1. F, Detalhe de grãos de pólen 
WT. G, Detalhe de grãos de pólen inviáveis (menores em 
comparação com o WT) de plantas ndt1-:ndt1-. H, Detalhe de 
grão de pólen deformado de plantas as-2-ndt1. Barra = 20 µm. 
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Figura suplementar 5. Avaliações fenotípicas em plantas 
com baixa expressão de NDT1. A, largura das síliquas. B, 
largura da semente. C, peso de todas as sementes de uma 
planta. Valores representam a média ± erro padrão de seis 
plantas individuais e os asteriscos indicam diferença 
significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em 
comparação com o tipo selvagem. 
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Figura suplementar 6. Análise in silico do gene NDT1 em diferentes tecidos. Fonte: 
Arabidopsis eFP Browser <http:// esc4037-shemp.csb.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efp Web.cgi> 
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RESUMO 

O nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) é um metabólito central no 

metabolismo celular que está envolvido em transferência de energia, na sinalização celular e 

como coenzima em diversas reações. Alterações no catabolismo ou no anabolismo do NAD+ 

podem alterar não apenas a sua concentração, 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 NAD+ (NDT2) em plantas de 

Arabidopsis thaliana com reduzida expressão deste transportador. Para tal, foi utilizada uma 

linhagem mutante obtida por inserção do T-DNA e adicionalmente foram geradas plantas 

transgênicas contendo uma construção antisenso para o transportador NDT2, sob o controle 

do promotor 35S, da qual, três linhagens com reduzida expressão foram selecionadas. Estas 

plantas foram caracterizadas extensivamente a nível fisiológico e bioquímico e observou-se 

que apesar de possuírem um menor número de folhas, a área foliar total aumentou. Apesar 

disso, a fotossíntese nestas plantas diminuiu consideravelmente em decorrência de uma menor 

condutância estomática em consequência de uma reduzida densidade estomática. 

Concomitantemente, plantas com reduzida expressão de NDT2 apresentaram menor acumulo 

de amido ao longo do dia e aumento nos níveis de malato e fumarato ao meio do dia. Em 

tecidos não fotossintetizantes vários fenótipos foram observados em decorrência da redução 

do NDT2. A germinação das sementes destas plantas e formação de plântulas normais foram 

menores e mais lentas em comparação com o tipo selvagem. Além disso, houve aumento na 

concentração de ácidos graxos durante a mobilização das reservas da semente e 

estabelecimento das plântulas. Em conjunto, estes dados sugerem que alterações no potencial 

redox em mitocôndrias causadas pela diminuição da expressão de NDT2 afetam processos que 

ocorrem nos cloroplastos, especialmente a fotossíntese e a síntese de amido. Além disso, 

afetam substancialmente a germinação e estabelecimento das plântulas. 

 

PALAVRAS-CHAVE 

Transportadores, mitocôndria, nicotinamida adenina dinucleotídeo, fotossíntese, amido, 

germinação 
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1 INTRODUÇÃO 

Mitocôndrias são organelas presentes em todas as células eucarióticas e atuam em 

várias funções fisiológicas. Em plantas, além de serem responsáveis pela respiração e 

suprimento de energia para a célula, elas também estão envolvidas na assimilação de 

nitrogênio, na fotorrespiração, no metabolismo do carbono, na biossíntese de aminoácidos, 

respostas a estresses, dentre outros processos biológicos (Oswald et al., 2001; Araújo et al., 

2012; Nunes-Nesi et al., 2013). Ao contrário da membrana externa, a membrana interna das 

mitocôndrias é impermeável à maioria dos metabólitos. Assim, torna-se necessário a 

existência de proteínas específicas que realizem a importação e exportação de metabólitos 

através das membranas internas (Palmieri et al., 2011). A passagem de compostos 

hidrofóbicos através da membrana mitocondrial interna é realizada principalmente por 

diferentes proteínas, dentre as quais muitas são pertencentes à família de transportadores 

mitocondriais (Mitochondrial Carrier Family, MCF; Picault et al., 2004). As proteínas 

pertencentes a esta família são relativamente pequenas, com massa molecular entre 30-34 

kDa, e características semelhantes, como seis segmentos transmembrana do tipo α-hélice e 

cinco porções hidrofílicas que, em conjunto, podem ser divididos em três domínios (Picault et 

al., 2004). 

Transportadores mitocondriais têm sido identificados via estudos bioquímicos em 

mitocôndrias isoladas. Estes transportadores têm sido diferenciados com base na 

especificidade do seu substrato e sensibilidade a inibidores (Palmieri et al., 2011; Sze, 2013). 

Alguns transportadores estão envolvidos na fosforilação oxidativa, outros no transporte de 

intermediários do ciclo dos ácidos tricarboxílicos (Ciclo TCA), aminoácidos ou cofatores 

(Laloi, 1999; Palmieri et al., 2011; Sze, 2013; Monné e Palmieri, 2014). Foi identificada uma 

proteína existente na membrana mitocondrial interna da mitocôndria e pertencente à MCF que 

realiza o transporte de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) para dentro desta 

organela, já que os passos finais da biossíntese de NAD+ ocorrem apenas no citosol (Palmieri 

et al., 2009). Este transportador foi denominado NDT2 (NDT: Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide (NAD+) transporter) e revelou uma alta afinidade por NAD+ sugerindo como 

sua provável função o fornecimento de NAD+ à matriz mitocondrial por transporte do tipo 

antiporte em troca de, principalmente, ADP e AMP (Palmieri et al., 2009). Além disso, outros 

transportadores de NAD+ também já foram descritos, como o transportador cloroplastídico de 

NAD+, denominado NDT1 e o transportador peroxisomal de NAD+, chamado PXN. AtNDT1 
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e AtNDT2 possuem 61% de similaridade entre seus aminoácidos. AtNDT2, entretanto, possui 

na sua porção N-terminal um suposto peptídeo de trânsito que serviria para direcionar esta 

proteína para a membrana interna da mitocôndria. Além disso, AtNDT2 possui extensão C-

terminal 45 aminoácidos mais longa que AtNDT1 (Palmieri et al., 2009). 

O NAD+ é um metabólito central no metabolismo celular que está envolvido em 

transações energéticas, na sinalização celular e em diversas reações na forma de coenzimas 

(Rasmusson e Wallström, 2010). Alterações no catabolismo ou no anabolismo do NAD+ 

podem alterar não apenas a sua concentração, mas também o poder redutor celular, 

impactando aspectos importantes do crescimento e desenvolvimento das plantas (Noctor et al. 

2006, Hashida et al., 2009). Devido a sua capacidade de transportar elétrons, o NAD+ é um 

composto essencial em numerosas reações de redox em todos os organismos vivos (Hashida 

et al., 2010). 

Variações no estado redox celular são intrínsecas ao metabolismo vegetal e são 

determinadas pela oxidação e redução de várias substâncias redox-ativas, especialmente 

NAD(H) e NADP(H) (Geigenberger e Fernie, 2014). Estes nucleotídeos atuam como 

cofatores de um grande número de enzimas e juntamente com a água são os compostos que 

mais interconectam redes metabólicas (Nelson e Cox, 2012). O NAD+ e a sua forma reduzida 

NADH estão envolvidos em reações importantes do metabolismo, como a glicólise, a síntese 

de proteínas Fe/S, a cadeia transportadora de elétrons, o ciclo TCA e a descarboxilação da 

glicina nas mitocôndrias; o ciclo de Calvin-Belson e a via oxidativa das pentoses fosfatadas 

nos cloroplastos e a β-oxidação nos peroxissomos, entre outros processos do metabolismo 

(Bernhardt et al., 2012; Geigenberger e Fernie, 2014).  Por serem utilizados em reações redox 

possuem importante papel no controle da atividade de desidrogenases. Por causa disso, são 

essenciais em todas as organelas celulares e o trânsito destes solutos entre diferentes organelas 

como mitocôndria, plastídeo, retículo endoplasmático, complexo de Golgi e peroxissomo tem 

sido observado (Palmieri et al., 2009). 

Recentemente tem-se verificado a existência de uma regulação coordenada entre 

cloroplasto e mitocôndria, organelas que cooperam metabolicamente entre si durante a 

fotossíntese, a síntese de sacarose e a assimilação de nitrogênio (Foyer et al., 2011; Nunes-

Nesi et al., 2011; Araújo et al., 2012). Estudos recentes revelam ainda que, de fato, a taxa de 

assimilação de carbono pode variar quando a atividade mitocondrial é alterada (Carrari et al., 



 

58 
 

2003; Bartoli et al.2005; Nunes-Nesi et al., 2005, Nunes-Nesi et al., 2007a; Araújo et al., 

2010; Fuentes et al., 2011;). Assim, alterações nas concentrações ou transporte de NAD+ na 

mitocôndria podem afetar diferentes aspectos do metabolismo vegetal. Nesse sentido, este 

trabalho objetivou caracterizar o transportador mitocondrial de NAD+ a nível fisiológico e 

bioquímico em plantas de Arabidopsis thaliana. O gene NDT2 é fortemente expresso em 

tecidos em desenvolvimento e em células com alta atividade metabólica, embora seus padrões 

de expressão variem de acordo com o tecido considerado (Palmieri et al., 2009). Utilizando 

uma construção para avaliar o padrão de expressão dos genes NDT2, estes autores observaram 

que o promotor deste gene promove elevada expressão de GUS em plantas Atndt2-promotor-

GUS no meristema apical da parte aérea, nas nervuras de folhas jovens e senescentes, em 

síliquas em desenvolvimento, incluindo estruturas funiculares, nas nervuras de flores, em 

grãos de pólen em desenvolvimento e no cilindro central de raízes. 

Apesar da caracterização bioquímica da proteína NDT2 in vitro as funções fisiológicas 

da mesma in vivo, em plantas cultivadas sob condições ótimas ao desenvolvimento ou em 

condições adversas ainda permanecem por serem estudadas. Nesse sentido, foram geradas e 

utilizadas plantas com reduzida expressão do gene NDT2 para melhor compreender o papel 

fisiológico deste transportador em plantas. Dado que o NAD+ é essencial no metabolismo 

vegetal, acredita-se que alterações no transporte do NAD+ possam impactar seriamente o 

crescimento e desenvolvimento das plantas. Uma vez que existe uma coordenada relação 

entre diferentes organelas celulares, os efeitos não ficariam restritos a alterações em processos 

que ocorrem na mitocôndria, mas sim no metabolismo como um todo. Assim, este trabalho 

investigou alterações fisiológicas e bioquímicas em plantas com reduzida expressão de NDT2 

crescidas em condições ótimas ao desenvolvimento vegetal e aspectos importantes da 

germinação e desenvolvimento de plântulas.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material vegetal 

Foram utilizadas diferentes linhagens mutantes com reduzida expressão do gene que 

codifica o transportador mitocondrial de NAD+ (AtNDT2, At1g25380) para a realização deste 

trabalho. Uma delas, denominada aqui de ndt2-:ndt2- é oriunda da coleção GABI-KAT (GK–



 

59 
 

143G09) e possui uma inserção de T-DNA, via Agrobacterium tumefaciens no quinto éxon do 

gene do transportador, assim como um gene de seleção para sulfadiazina (Figura 1A). Plantas 

mutantes oriundas desse genótipo foram selecionadas com base na resistência ao antibiótico e 

à homozigose por meio de reações de PCR, utilizando primers específicos para o gene NDT2 

e para o T-DNA (forward 5’-ATATTGACCATCATACTATTGC-3’, reverse 5’-

TGGATCGCGACATGGCTTACTC-3’ e T-DNA 5’-ATATTGACCATCATACTCATTGC-

3’). 

Também foram utilizadas plantas transgênicas pela inserção de uma construção do 

tipo antisenso sob o controle do promotor 35S, obtidas pelo sistema Gateway e denominadas 

as-1-ndt2, as-2-ndt2 e as-3-ndt2 (Landy, 1989; Ptashne, 1992; Hartley et al., 2000). Para 

realizar este tipo de construção, primers específicos foram desenhados a partir de uma 

biblioteca de cDNA, para amplificação do fragmento do gene At1g25380 (forward 5’-GGCT 

CCACCATGATTGAACATGG-3’ e reverse 5’-AGCTGGGTCTTATTTGCTTCCAAGA3’). 

O produto purificado a partir da reação de PCR foi recombinado com o vetor de doação 

(pDONR207) gerando um clone de entrada que foi transformado em Escherichia coli 

(linhagem DH5α) para obtenção do plasmídeo contendo o gene de interesse. Uma segunda 

recombinação foi realizada utilizando-se o plasmídeo isolado com um vetor de destino 

(pH2WG7) para gerar um clone de expressão que foi novamente transformado em E. coli. As 

colônias positivas foram então selecionadas e utilizadas para transformar A. tumefaciens 

(linhagem GV3101) e posteriormente infiltradas em plantas WT, ecótipo Columbia-0 

(Bechtold et al., 1993; Clough e Bent, 1998). O cassete continha também foi um gene 

marcador de resistência à higromicina com promotor nos e terminador nos, um promotor 35S 

e um terminador 35S. Como resultado, a transformação antisenso do gene NDT2 gera um 

amplicon de 1092 pb. 

 

2.2 Condições de cultivo 

As sementes de todos os genótipos foram superficialmente esterilizadas e germinadas 

em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) com metade da força iônica, suplementado com 1% 

de sacarose (p/v) e agente seletivo (sulfadiazina 5,25 mg/L ou higromicina 10 mg/L) de 

acordo com genótipo utilizado. Após quatro dias de estratificação a 4 °C, as placas com as 

sementes que foram utilizadas nas análises de tecidos autotróficos foram levadas para uma 
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câmara de crescimento à 22 ± 2 ºC, umidade relativa de 60%, irradiância de 150 µmol de 

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

período, as plântulas obtidas foram transferidas para vasos de 0,08 dm3 contendo substrato 

comercial Tropstrato HT® e mantidas nas mesmas condições por quatro semanas, onde foram 

então realizadas as análises fisiológicas e coletas de amostras em nitrogênio líquido para 

análises bioquímicas.  

Para as análises de germinação e de perfil de ácidos graxos, as sementes foram 

esterilizadas e colocadas para germinar conforme descrito anteriormente. Porém, após o 

período de estratificação, as placas foram mantidas em sala de crescimento climatizada à 22 ± 

2 ºC, umidade relativa de 60%, irradiância de 150 µmol de fótons m-2 s-1, com fotoperíodo de 

12 h de luz e 12 h de escuro. 

 

2.3 Análise de expressão gênica 

Foi analisada a expressão gênica das plantas mutantes e WT pela a técnica de PCR 

quantitativo em tempo real (qRT-PCR). Para tal, inicialmente, extraiu-se o RNA total de 

flores utilizando-se o reagente TRIzol® (InvitrogenTM) conforme indicações do fabricante. Em 

seguida, o RNA total foi submetido a tratamento com DNase/RNase-free (InvitrogenTM), 

quantificado em espectrofotômetro a 260 nm e cerca de 2 µg do RNA isolado foi utilizado 

para sintetizar a fita de DNA complementar (cDNA) com o kit ImProm-II (TM) Reverse 

Transcription System (Promega, Brasil) e Oligo (dT)15, seguindo as recomendações descritas 

no mesmo. Com o cDNA gerado, realizou-se as reações de qRT-PCRs utilizando-se o kit de 

amplificação Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies/Applied Biosystem) 

nas recomendações do produto e o equipamento 7300 Real Time System (Applied 

Biosystems, Foster, CA, USA). Para obter as amplificações, foram utilizados primers 

específicos para o gene NDT2 (forward 5’-CGATGCCATGTTCCAACTAC-3’ e reverse 5’-

CATCAAAAGGGCCAAAAAGT-3’) e como controle endógeno, para normalização dos 

valores da expressão gênica, os primers específicos para o gene que codifica a proteína 

GAPDH (forward 5’-TTGGTGACAACAGGTCAAGCA-3’ e reverse 5’-AAACTTGTCGC 

TCAATGCAATC-3’). Foram coletadas todas as flores de seis plantas com um mês e meio de 

idade por genótipo e as amostras foram amplificadas em duplicata com as seguintes etapas: 94 

°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 94 ºC por 15 s, 58 ºC por 15 s e 72 ºC por 15 s. 
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2.4 Análises de tecidos autotróficos 

2.4.1 Determinação dos parâmetros de fluorescência da clorofila a e trocas gasosas 

Foram avaliados parâmetros de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a de 

plantas com quatro semanas de idade, utilizando-se um analisador de gases a infravermelho 

em sistema aberto (IRGA – Infrared Gas Analyzer), modelo LI 6400XT (LI-COR, Lincoln, 

NE, EUA), com fluorômetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.) com câmara foliar de 2 cm2 

e mantendo-se a temperatura do equipamento a 25 ºC e concentração ambiente de CO2 (Ca) 

dentro da câmara de 400 µmol CO2 mol–1. Inicialmente, após 1 h do início do período 

luminoso, curvas de resposta de taxa de assimilação líquida de CO2 (A) à radiação 

fotossinteticamente ativa (A/RFA) foram obtidas variando-se a RFA na sequência: 1000, 1200, 

1000, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 10 e 0 µmol fótons m-2 s-1. A partir de ajustes da curva de 

resposta à luz pelo modelo hiperbólico não-retangular foram estimadas variáveis derivadas 

das curvas A/RFA, tais como irradiância de compensação (Ic), de saturação (Is), eficiência no 

uso da luz (1/ɸ) e taxa de assimilação líquida de carbono saturada pela luz (ARFA) (von 

Caemmerer, 2000). 

 Uma vez que a radiação de saturação foi próxima a 400 µmol fótons m-2 s-1 (Figura 

2A), avaliou-se a A nesta radiação e nas mesmas condições descritas anteriormente.  Também 

foi avaliada a respiração durante a noite (Rd) e a eficiência fotoquímica máxima do FSII 

(Fv/Fm), após 1 h de aclimatação ao escuro. Para determinar a Fv/Fm foi aplicada uma 

irradiância de 0,03 µmol fótons m-2 s-1 para determinar a fluorescência inicial (F0) e para 

obtenção da fluorescência máxima (Fm) um pulso saturante de 6000 µmol fótons m-2 s-1 foi 

aplicado por 0,8 s. A Fv/Fm foi então calculada como (Fm – F0)/Fm. Procedeu-se ainda, à 

estimação do quenching não fotoquímico (NPQ) e 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 fotorrespiração (Rp) pela fórmula: Rp = ((1/12).(Jflu - 

(4.(A +Rd)))), onde Jflu equivale a taxa de transporte de elétrons estimada por parâmetros de 

fluorescência (Valentini  et  al.,  1995), e a eficiência instantânea (A/E) e intrínseca (A/gs) do 

uso da água (EUA), onde E = transpiração e gs = condutância estomática. Em todas estas 

análises foram avaliadas seis plantas por genótipo. 
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2.4.2 Análise de crescimento 

Após as medições de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a, as plantas foram 

coletadas e os seguintes parâmetros de crescimento foram avaliados: massa seca da roseta 

(MSR), massa seca do sistema radicular (MSSR), razão raiz/parte aérea (RPA), área foliar da 

roseta (AR), área foliar específica da roseta (AER), número de folhas (NF), área foliar total 

(AFT) e área foliar específica (AFE). A AR e a AFT foram determinadas pelo método da 

imagem digital, onde as folhas foram digitalizadas com auxílio de um scanner (Hewlett 

Packard Scanjet G2410, Palo Alto, Califórnia, EUA) e as imagens obtidas processadas com 

auxílio do software Rosette Tracker (De Vylder et al., 2012). A AER e AFE foram estimadas 

utilizando a fórmula: AER (ou AFE) = AR (ou AF)/MSR. 

 

2.4.3 Determinação da densidade estomática 

 A fim de determinar a densidade estomática (número de estômatos mm-2) das plantas 

com reduzida expressão de NDT2 em comparação com o WT, foram retiradas impressões 

epidérmicas da superfície abaxial de uma folha completamente expandida de seis plantas por 

genótipo, utilizando-se um molde odontológico (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 película. Dez campos desta película foram analisados em microscópio (Zeiss modelo 

AX10) para a visualização da impressão das células. Posteriormente, estes campos foram 

fotografados utilizando-se uma câmera digital (AxiocamMRc) acoplada a microscópio e o 

número de células estomáticas determinado com auxílio do programa Axiovision 4.8. 

 

2.4.4 Determinação de metabólitos 

Plantas inteiras com quatro semanas de idade foram coletadas e imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido às 8 h, 12 h e 16 h, correspondendo ao início, meio e fim do 

período luminoso, e às 24 h e 8 h que representam o meio e final do período de escuro. 

Posteriormente, as amostras foram maceradas e homogeneizadas em nitrogênio líquido e 

alíquotas de aproximadamente 20 mg de matéria fresca foram submetidas à extração etanólica 

conforme descrito por Gibon et al. (2004). Seguindo este protocolo, duas frações foram 



 

63 
 

obtidas: uma fração solúvel em etanol e outra insolúvel. Na fração solúvel quantificou-se os 

teores de clorofilas, nitrato (Sulpice et al. 2009) glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 

2001), aminoácidos solúveis totais (Gibon et al., 2004) e ácidos orgânicos como malato e 

fumarato (Nunes-Nesi et al., 2007a) e na fração insolúvel determinaram-se os teores de amido 

e proteína (Gibon et al., 2004), utilizando-se um leitor de microplacas (OptiMax Tunable 

Microplate Reader). Posteriormente, foram calculadas as taxas de síntese do amido 

((concentração de amido no final do período luminoso – concentração de amido no início do 

período de luminoso) / número de horas de luz) e de degradação do amido ((concentração de 

amido no final do período luminoso – concentração amido no final do período de escuro) / 

número de horas de escuro).  

Também foi analisado o perfil metabólico das plantas coletadas as 12 h por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS). Para tal, alíquotas de 

aproximadamente 25 mg de amostras foliares foram submetidas a extração a frio conforme 

protocolo descrito por Lisec et al. (2006) e alíquotas de 200 µL de cada amostra foram 

coletadas, secas a vácuo e armazenadas a -80 °C até o processo de derivatização. 

Posteriormente, amostras foram analisadas via GC-MS conforme protocolo descrito por Lisec 

et al. (2006) e a identificação dos metabolitos seguiu as recomendações de Fernie et al. 

(2011).  

Além disso, alíquotas de aproximadamente 25 mg de amostras foliares também 

foram coletadas as 12 h e utilizadas para quantificar os nucleotídeos NAD+, NADH, NADP+ e 

NADPH, de acordo com o protocolo descrito por Schippers et al. (2008). Em todos os casos, 

foram utilizadas seis plantas inteiras por genótipo para a obtenção das alíquotas utilizadas nas 

extrações. 

 

2.5 Análises de tecidos heterotróficos 

2.5.1 Germinação de sementes e formação de plântulas normais 

Sementes de plantas ndt2-:ndt2- e WT foram esterilizadas e colocadas para germinar 

conforme descrito no item 2.2.  Posteriormente, foram avaliadas a percentagem de 

germinação, o índice de velocidade de germinação (IVG), a percentagem de plântulas normais 
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e anormais (incluindo plântulas albinas) e o índice de emergência (IVE). O IVG e o IVE 

foram calculados pelo somatório do número de sementes germinadas (ou plântulas normais) a 

cada dia, dividido pelo número de dias decorridos entre a semeadura e a germinação, de 

acordo com a fórmula de Maguire (1962). Foram realizadas seis repetições com 50 sementes 

cada. 

 

2.5.2 Análise de perfil de ácidos graxos 

O perfil de ácidos graxos foi determinado em sementes de plantas ndt2-:ndt2- e WT e 

plântulas com dois, quatro e seis dias após a estratificação. Para tal, os ácidos graxos foram 

extraídos e derivatizados conforme descrito por Browse et al. (1986) e analisados como metil-

ésteres (FAMEs). Posteriormente, o perfil de ácidos graxos foi analisado por espectrometria 

de massa acoplada a um cromatógrafo gasoso (electron impact - time of flight - mass 

spectrometry, GC-EI-TOF-MS), sendo o ácido graxo de 17:0 carbonos utilizado como padrão 

interno para possibilitar a quantificação. Os compostos foram identificados com base no 

tempo de retenção de cada composto e comparação do espectro de massas com espectros de 

referência disponíveis nas bibliotecas NIST 08 e NIST 08s. A quantificação relativa foi feita 

automaticamente pela integração dos picos cromatográficos obtidos (Bernhardt et al., 2012). 

Posteriormente, foi calculada a percentagem total de ácidos graxos e a percentagem de cada 

ácido graxo em comparação ao total para cada genótipo. Foram utilizadas três repetições por 

idade de coleta para cada genótipo. 

 

2.6 Análise estatística 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância segundo delineamento 

inteiramente casualizado. Os resultados foram avaliados pelo teste t de Student (P < 0,05). 
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3 RESULTADOS 

Além da linhagem com inserção de T-DNA no gene NDT2, denominada ndt2-:ndt2- 

foram utilizadas linhagens antisenso para NDT2 sob o controle do promotor 35S (Figura 1A). 

Após a transformação, um total de 20 linhagens foram selecionadas em placas com 

higromicina e transferidas para vasos contendo substrato. Plantas destas linhagens 

transgênicas foram transferidas para sala de crescimento onde permaneceram até o final do 

ciclo. Devido a baixa expressão de NDT2 em tecidos autotróficos (Palmieri et al., 2009), 

foram coletadas amostras de flores para a extração de RNA e análise da expressão de NDT2. 

Apenas linhagens com redução significativa na expressão de NDT2 foram selecionadas para a 

realização deste trabalho (Figura 1B). A linhagem ndt2-:ndt2- apresentou apenas 45% da 

expressão de NDT2 encontrada no WT, enquanto as linhagens antisenso apresentaram 46%, 

70% e 91% da expressão observada no WT, respectivamente (Figura 1B). Estas linhagens 

foram denominadas as1-ndt2, as2-ndt2 e as3-ndt2 (Figura 1A). 

 
Figura 1. Isolamento e caracterização fenotípica de linhagens mutantes e antisenso para o 
transportador mitocondrial de NAD (NDT2) em Arabidopsis thaliana. A, representação 
esquemática do gene AtNDT2 (At1g25380), indicando a inserção do T-DNA. As caixas 
representam os éxons e as setas próximas ao T-DNA a posição dos primers usados na seleção 
das plantas mutantes. As linhagens antisenso apresentam o gene de resistência à higromicina 
(HYG), o promotor 35S e o gene NDT2 na orientação antisenso e um terminador 35S. B, 
expressão de NDT2 em flores completamente abertas de plantas de Arabidopsis, com um mês 
e meio de idade, tipo selvagem (WT), linhagem mutante e linhagens antisenso. Os valores 
representam a média ± erro padrão de seis amostras independentes e os asteriscos indicam 
diferenças significativas pelo teste t de Student (P < 0,05) em comparação com o WT. C, 
caracterização fenotípica de genótipos de Arabidopsis com reduzida expressão de NDT2. As 
plantas avaliadas possuíam quatro semanas de idade. 
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3.1 Análises em tecidos autotróficos 

Parâmetros de crescimento e trocas gasosas foram avaliados em plantas com quatro 

semanas de idade. A análise visual das plantas com baixa expressão de NDT2 não revelou 

nenhum fenótipo aparente (Figura 1C). Entretanto, uma avaliação mais detalhada demonstrou 

que as plantas ndt2-:ndt2-, as1-ndt2 e as2-ndt2 apresentaram menor NF e maiores AFT e AR. 

Os demais parâmetros relacionados ao crescimento e partição da matéria seca, MSR, MSSR, 

RPA, AFE e ERA, não diferiram em relação o WT (Tabela 1). 

 
 
Tabela 1: Parâmetros de crescimento de plantas de Arabidopsis com baixa expressão do 
transportador NDT2.  As plantas avaliadas possuíam quatro semanas de idade 
Parâmetro*  WT  ndt2-:ndt2- anti-1-ndt2 anti-2-ndt2 anti-3-ndt2 
MSR 90,0 ± 6,0 90,0 ± 3,0 90,0 ± 3,0 70,0 ± 1,5 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 25,0 ± 1,1 25,3 ± 0,9 24,2 ± 0,6 

AFT 34,5 ± 1,4 39,0 ± 1,4 38,5 ± 0,9 31,9 ± 1,4 42,5 ± 1,2 

AFE 37,7 ± 3,3 43,6 ± 0,9 41,4 ± 1,4 41,4 ± 3,6 40,8 ± 2,8 

AR 28,7 ± 1,3 34,2 ± 1,9 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 padrão de seis amostras independentes; valores em 
negrito apresentam diferenças significativas pelo teste t de Student (P < 0,05) em comparação 
com o tipo selvagem (WT). Abreviações: *MSR: massa seca da roseta (mg), MSSR: massa 
seca do sistema radicular (mg), RPA: razão raiz/parte aérea, NF: número de folhas, AFT: área 
foliar total (cm2), AFE: área foliar específica (m2 kg-1), AR: área foliar da roseta (cm2), AER: 
área foliar específica da roseta (m2 kg-1). 
 
 

 Em relação aos parâmetros de trocas gasosas, verificou-se que plantas com baixa 

expressão de NDT2 apresentaram menor A, incluindo os valores de fotossíntese em função da 

intensidade luminosa (A/RFA; Figura 2A, B). Quando as curvas foram ajustadas pelo modelo 

hiperbólico não-retangular, somente a irradiância de saturação foi menor estatisticamente em 

comparação com o WT. Os demais parâmetros derivados da curva, isto é, a taxa de 

assimilação líquida saturada pela luz (ARFA), irradiância de compensação (Ic) e eficiência do 

uso da luz, determinada a partir do inverso do rendimento quântico aparente (1/ɸ) 

apresentaram uma leve redução em comparação com o WT (Tabela 2).  
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Figura 2. Efeito do decréscimo na expressão de NDT2 nos parâmetros de trocas 
gasosas em folhas de plantas de Arabidopsis com quatro semanas de idade. A, curva 
de resposta da fotossíntese a alterações na radiação fotossinteticamente ativa (RFA). 
B, taxa de assimilação líquida de CO2 (A) a uma radiação fotossinteticamente ativa 
(RFA) de 400 µmol de fótons m-2s-1. C, condutância estomática (gs). D, taxa de 
transporte de elétrons (ETR). E, transpiração (E). F, concentração interna de CO2 
(Ci). G, respiração no escuro (Rd). H, eficiência instantânea do uso da água (A/E). 
Valores representam a média ± erro padrão de seis plantas individuais e os asteriscos 
indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em 
comparação com o tipo selvagem. 
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Tabela 2: Parâmetros fotossintéticos derivados da curva de luz (Figura 2A) de plantas com 
baixa expressão de NDT2. As plantas avaliadas possuíam quatro semanas de idade 

Parâmetros* WT  ndt2-:ndt2- anti-1-ndt2 anti-2-ndt2 anti-3-ndt2 
ARFA  7,26 ± 0,4 6,11 ± 0,1 6,13 ± 0,6 6,26 ± 0,4 7,21 ± 0,6 
Ic  24,6 ± 3,4 21,7 ± 2,3 22,2 ± 1,5 21,6 ± 4,2 24,5 ± 2,6 

Is  265,5 ± 14,6 204,8 ± 1,3 169,3 ± 16,4 200,6 ± 10,3 233,0 ± 20,5 
1/ɸ  8,2 ± 0,9 5,1 ± 1,5 6,9 ± 0,6 8,5 ± 3,3 5,6 ± 0,5 

Os valores representam a media de seis plantas ± erro padrão. Valores em negrito são 
significativos pelo test t de Student’s (P < 0.05) em comparação com o tipo selvagem. 
Abreviações: * ARFA: taxa de assimilação líquida de carbono saturada pela luz (µmol CO2 m-2 
s-1), Ic: irradiância de compensação (µmol m-2 s-1), Is: irradiância de saturação (µmol m-2 s-1), 
1/ɸ: eficiência no uso da luz (µmol fótons mol-1 CO2). 
 
 

 Em relação aos demais parâmetros de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a, a gs 

diminuiu consideravelmente em plantas ndt2-:ndt2-, as1-ndt2 e as2-ndt2, assim como a taxa 

de transporte de elétrons (ETR) e a E (Figura 2C, D, E). Já a concentração interna de CO2 (Ci, 

Figura 2F), a Rd (Figura 2G) e a Rp não sofreram alterações (Figura suplementar 1A). Por 

outro lado, plantas ndt2-:ndt2- e as1-ndt2 apresentaram também menor eficiência instantânea 

do uso da água (Figura 2H), embora a eficiência intrínseca do uso da água (Figura 

suplementar 1B), o quenching não fotoquímico (NPQ; Figura suplementar 1C) e o Fv/Fm não 

tenham sofrido alterações (Figura suplementar 1D). Adicionalmente, foi avaliada a densidade 

estomática, a qual apresentou uma redução de cerca de 50% nas plantas ndt2-:ndt2- (Figura 

suplementar 2). 

 A fim de melhor compreender os efeitos da redução da expressão de NDT2 em plantas 

de Arabidopsis, diferentes metabólitos relacionados ao metabolismo do nitrogênio e do 

carbono foram quantificados. A concentração de clorofila a diminuiu em plantas ndt2-:ndt2- e 

as1-ndt2 (Figura 3A) enquanto que a concentração de clorofila b aumentou (Figura 3B), 

consequentemente verificou-se uma redução na relação clorofila a/b, significante nas plantas 

ndt2-:ndt2- e as1-ndt2 (Figura 3D). Por outro lado, a concentração total de clorofila (a + b) 

não variou em relação ao WT (Figura 3C). 
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Figura 3: Efeito da redução da expressão de NDT2 na concentração de 
clorofilas de plantas de Arabidopsis coletadas ao meio do dia. A, clorofila a. 
B, clorofila b. C, clorofila a + b. D, Relação clorofila a/b. Valores 
representam a média ± erro padrão de seis plantas individuais e os asteriscos 
indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em 
comparação com o tipo selvagem. 

 

 Em relação aos compostos pertencentes ao metabolismo do carbono, houve um grande 

declínio na concentração de amido ao longo de todo o dia de plantas ndt2-:ndt2-, as1-ndt2 e 

as2-ndt2 (Figura 4A). De forma semelhante, a taxa de síntese e a taxa de degradação também 

diminuíram nestas mesmas linhagens (Figura 4B, D). Porém, não houve alteração nos níveis 

de glicose (Figura 4C), frutose (Figura 4E) e sacarose (Figura 4F) em todas as linhagens com 

reduzida expressão de NDT2. Já as concentrações dos ácidos orgânicos malato e fumarato 

aumentaram nas linhagens transgênicas em relação ao WT, apresentaram um aumento às 

16:00 h (final do dia; Figura 4G, H). Não foram observadas alterações significativas na 

quantificação dos compostos pertencentes ao metabolismo do nitrogênio como nitrato e 

aminoácido (Figura suplementar 3A e B), embora tenha-se observado uma redução no teor de 

proteína das plantas ndt2-:ndt2,- as1-ndt2 e as2-ndt2 no meio do período noturno (Figura 

suplementar 3C). 
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Figura 4: Variação nos níveis de metabólitos em folhas de Arabidopsis 
com reduzida expressão de NDT2, em plantas com quatro semanas de 
idade. A, teores de amido. B, taxa de síntese do amido. C, glicose. D, taxa 
de degradação do amido. E, frutose. F, sacarose. G, malato. H, fumarato ao 
longo do dia. Valores representam a média ± erro padrão de seis plantas 
individuais e os asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05), 
segundo o teste t de Student, em comparação com o tipo selvagem. Áreas 
cinza nos gráficos representam o período de escuro. MF: massa fresca. 
 

 Para uma caracterização mais completa das alterações metabólicas ocorridas em planta 

com baixa expressão de NDT2, realizou-se uma análise de perfil metabólico por GCMS. Esta 

análise permitiu a quantificação de 46 metabólitos.  De forma geral, houve alteração na 

concentração de aminoácidos e ácidos orgânicos nas plantas ndt2-:ndt2- e as-1-ndt2 (Figura 
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5). Verificou-se que estas plantas apresentaram aumento nos níveis de alanina, glutamina, 

treonina e ascorbato enquanto que as concentrações de leucina, tirosina, triptofano, rafinose, 

ácido indol-3-acetonitrila e succinato diminuíram. Plantas ndt2-:ndt2- exibiram também 

aumento nos níveis de prolina, citrato, desidroascorbato dímero e sacarose. Já plantas as-2-

ndt2 tiveram as concentrações de glutamato, glutamina, frutose, psicose, sorbose e mio-

inositol aumentadas. Plantas as-3-ndt2 por sua vez apresentaram aumento nos níveis de 

frutose e psicose. 

 
Figura 5: Heat map representando as alterações na quantidade relativa de metabólitos de 
folhas coletadas em plantas de Arabidopsis com baixa expressão do transportador NDT2 no 
meio do período luminoso, na quarta semana de crescimento. Os metabólitos 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 biológicas e os 
asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em 
comparação com o tipo selvagem. Abreviação: ácido amino butírico (GABA). 

 
 
 

 Também foram determinados os nucleotídeos NAD+, NADH, NADP+ e NADPH na 

roseta inteira coletada ao meio do dia. De forma geral, não houve alterações na quantificação 

dos nucleotídeos nem nas razões NADH/NAD+ e NADPH/NADP+, apenas é possível 
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observar um aumento significativo na concentração de NADP+ em plantas ndt2-:ndt2- (Figura 

6). 

 

Figura 6. Nucleotídeos de piridina e suas razões em folhas de Arabidopsis 
com reduzida expressão de NDT2, coletadas no meio do período de luz, 
em plantas com quatro semanas de idade. A, NAD+. B, NADH. C, 
NADP+. D, NADPH. E, NADH/NAD+. F, NADPH/NADP+. Valores 
representam a média ± erro padrão de seis plantas individuais e os 
asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de 
Student, em comparação com o tipo selvagem. MF: massa fresca. 

 
 
 
 
3.2 Análises em tecidos heterotróficos 

 Uma vez que Palmieri e colaboradores (2009) observaram que o promotor de NDT2 

apresentou elevada expressão de GUS em plantas Atndt2-promotor-GUS em tecidos em 

desenvolvimento e em células com alta atividade metabólica, analisou-se a germinação de 

sementes e desenvolvimento de plântulas ndt2-:ndt2-. Observou-se que plantas ndt2-:ndt2- 

possuem menor percentagem de germinação e menor percentagem de plântulas normais 
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(Figura 7A, B). Além disso, 15% das sementes germinadas originaram plântulas albinas 

(Figura 7C) que ao longo do seu crescimento adquiriram coloração esverdeada. A germinação 

e formação das plântulas ndt2-:ndt2- também ocorreu de forma mais lenta do que as WT, uma 

vez que os valores de IVG e IVE diminuíram (Tabela 3). 

 
Figura 7: Germinação de sementes e desenvolvimento de plântulas obtidas a partir plantas de 
Arabidopsis com baixa expressão de NDT2. A, percentual de germinação em meio com 
sacarose. B, percentual de plântulas normais desenvolvidas. C, plântulas albinas. Valores 
representam a média ± erro padrão de seis placas com 50 sementes cada por genótipo e os 
asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em 
comparação com o tipo selvagem. 
 
 
 

Tabela 3: Índice de velocidade de germinação (IVG) e de velocidade de 
emergência (IVE) de plântulas com reduzida expressão de NDT2 

Genótipo IVG IVE 
WT 50,1 ± 1,5 17,2 ± 0,4 
ndt2-:ndt2- 17,2 ± 0,6 6,7 ± 0,3 

Os valores representam a media cada ± erro padrão de seis placas com 50 
sementes cada por genótipo. Valores em negrito são significativos pelo teste 
t de Student’s (P < 0,05) em comparação com o tipo selvagem. 

  

 Uma vez que a baixa expressão de NDT2 promoveu alterações na germinação e no 

desenvolvimento de plântulas, foi realizado o perfil de ácidos graxos em sementes e plântulas 

com dois, quatro e seis dias após a estratificação. Quando analisamos as sementes, observou-

se que os ácidos graxos 16:0, 18:0, 20:1a, 20:0, 22:1 e 24:1 aumentaram enquanto 17:0, 18:2 

diminuíram. Apesar destas alterações, a concentração total de ácidos graxos analisados não 

variou (Figura 8A, A’, A’’).  

Em plântulas com dois dias após a estratificação não foram observadas alterações em 

nenhum dos FAMEs analisados e na concentração total de ácidos graxos (Figura 8B, B’, B’’). 
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Entretanto em plântulas com quatro dias após a estratificação, verificou-se uma diminuição na 

concentração de FAMEs de menor número de carbonos, como 16:3, 16:1, 17:0, 18:3 e 18:2 e 

aumento nos teores dos FAMES com maior número de carbonos, como 14:0, 18:1, 18:0, 

20:1a, 20:0, 22:1 e 24:1 (Figura 8C, C’). A concentração total dos ácidos graxos analisados 

também aumentou nestas plântulas (Figura 8C’’). Em plântulas com seis dias após a 

estratificação pequenas alterações no conteúdo de FAMEs foram observadas. Verificou-se 

apenas um aumento no 14:0 e 18:1 e uma diminuição nos FAMEs 16:3 e 16:1 carbonos 

(Figura 8D, D’). Como observado anteriormente, a concentração total dos ácidos graxos 

quantificados também não apresentou diferença estatística em comparação com o WT (Figura 

8D’’). 

 
Figura 8: Concentração relativa de ácidos graxos analisados como metil-ésteres (FAMEs) em 
sementes e plântulas com baixa expressão de NDT2. A, sementes secas. B, plântulas com dois 
dias após a estratificação. C, plântulas com quatro dias após a estratificação. D, plântulas com 
seis dias após a estratificação. Valores representam a média ± erro padrão de três amostras 
individuais. Asteriscos indica diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, 
em comparação com o tipo selvagem. 
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4 DISCUSSÃO 

4.1Efeitos da redução na expressão de NDT2 em tecidos autotróficos de Arabidopsis 

thaliana 

 As mitocôndrias são organelas fundamentais na manutenção da homeostase redox e da 

sinalização celular. Recentemente, tem se verificado a integração entre o metabolismo 

mitocondrial e o cloroplastídico (Noctor et al., 2007; Nunes-Nesi et al., 2007a, Nunes-Nesi et 

al., 2011; Araújo et al., 2012). No presente trabalho, embora não se tenha verificado 

alterações marcantes nas concentrações de NAD(H) e NADP(H) (Figura 6), várias alterações 

metabólicas foram observadas tanto em tecidos autotróficos quanto em heterotróficos. 

Verificou-se também que a baixa expressão de NDT2 promoveu alterações fisiológicas 

significativas com efeitos sobre a fotossíntese. 

 Diferentes mecanismos que relacionam o metabolismo mitocondrial e cloroplastídico 

têm sido descritos, sendo o mais comum deles, as variações na homeostase redox. Estas 

alterações podem ocorrer por diferentes caminhos como, por exemplo, via malato 

desidrogenases (MDH), lançadeira de malato, oxidase alternativa (AOX), entre outros 

(Scheibe et al., 2005; Nunes-Nesi et al., 2007a). Alterações no estado redox iniciam cascatas 

de transdução de sinais, levando a alterações na expressão de certos genes do cloroplasto ou 

do núcleo e com isso alterações na fotossíntese e no desenvolvimento vegetal (Scheibe et al., 

2005).  Plantas ndt2-:ndt2- apresentaram alterações em seu estado redox, com elevação nos 

níveis de NADP+ (Figura 6C). Isso é um indicativo de que o NADP+ não está sendo reduzido 

durante a fase fotoquímica da fotossíntese, 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 eficácia da captura de luz e restringir as taxas de transporte de elétrons 

quando a intensidade luminosa excede a capacidade metabólica (Foyer e Noctor, 2009). Isso 

corrobora a menor irradiância de saturação (Is) encontrada para plantas com baixa expressão 

de NDT2 (Tabela 2).  

A Is reflete os valores máximos de radiação solar aos quais as folhas de uma planta 

foram expostas durante o seu desenvolvimento. Assim, é possível que, devido às 

modificações no estado redox causadas pela diminuição da expressão de NDT2, estas plantas 

regulem sua eficiência na captura de luz e, portanto tenham uma Is menor. De forma 

semelhante, alterações redox contribuíram para a diminuição da ETR (Figura 2D) e do 
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conteúdo de clorofila a (Figura 3A), de modo a evitar que o excesso de excitação causasse 

danos ao fotossistema (PSII) e a geração de espécies reativas de oxigênio (Lemos-Filho, 

2000) . Em contrapartida, estas alterações regulatórias levaram a uma redução da fotossíntese. 

Mecanismos pelos quais alterações mitocondriais influenciam taxas fotossintéticas têm sido 

alvo de muitos estudos (Nunes-Nesi et al., 2007a; van  Dongen et al., 2011; Araújo et al., 

2012). A superexpressão da AOX em condições de seca, por exemplo, atua como uma fonte 

alternativa de perda de poder redutor, prevenindo seu acúmulo e a possibilidade de 

diminuição da fotossíntese (Bartoli et al., 2005). Semelhantemente, mitocôndrias são capazes 

de oxidar o excesso de poder redutor fotossintético em condições de frio e excesso de 

luminosidade (Hurry et al., 1995; Atkin et al., 2000). Além disso, inibidores do citocromo e 

de vias alternativas acarretam um forte declínio da taxa fotossintética (Krömer et al., 1993), 

indicando o papel destes caminhos na proteção da fotossíntese contra fotoinibição (Saradadevi 

e Raghavendra, 1992). Assim, não é surpresa que a redução na expressão de NDT2 tenha 

causado impactos na fotossíntese. 

 Por outro lado, a redução da taxa fotossintética encontrada em plantas ndt2-:ndt2-, as1-

ndt2 e as2-ndt2 também foi causada por alterações de origem estomática uma vez que 

apresentam diminuição da gs (Figura 2C), de cerca de 50% da densidade estomática (Figura 

suplementar 2) e da eficiência instantânea do uso da água (Figura 2H). De acordo com 

Hashida et al (2010), existe um fino equilíbrio da atividade de células guarda funcionais e 

respostas à variações redox e eventos de sinalização de movimentos estomáticos. Estes 

autores também descrevem que muitos genes da biossíntese do NAD, especialmente o que 

codifica a enzima nicotinato/nicotinamina mononucleotídeo adeniltransferease (NMNAT) 

estão presentes em células guarda, e que a formação de ácido abscísico (ABA) induzido por 

espécies reativas de oxigênio (ERO), que atua como um sinal para o fechamento estomático, é 

acompanhada por um forte decréscimo nos níveis de NAD e aumento nos níveis de NADP. 

Assim, é razoável supor que a baixa expressão de NDT2 cause alterações na densidade 

estomática e na gs. A redução da condutância estomática diminui a perda de água pelas folhas 

e restringe a entrada de CO2 nestes órgãos, o que diminui a assimilação fotossintética de 

carbono. Além disso, a densidade estomática e a gs são positivamente correlacionadas à 

eficiência do uso da água (Xu e Zhou, 2008). A gs também pode ser associada aos níveis de 

fumarato e malato. Plantas transgênicas de tomate com inibição antisenso da subunidade 

ferro-enxofre da succinato desidrogenase (SDH) ou da fumarase possuem elevação nas 
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concentrações de ácidos orgânicos e correlação negativa entre os níveis de fumarato e malato 

e a gs (Nunes-Nesi et al., 2007b; Araújo et al., 2011). 

Estes resultados são semelhantes aos encontrados em trabalhos com o mutante CMS, 

que é macho-estéril devido à mutação no gene NAD7 que codifica uma subunidade do 

Complexo I mitocondrial (NADH:ubiquinona oxidoredutase; Sabar et al., 2000; Dutilleul et 

al., 2003). Segundo os autores, mutantes nad7 não apresentam variação na Rd, mas mostraram 

diminuição na A e na gs. Neste caso, a menor A foi correlacionada com uma redução da gs 

devido ao fato de a energia requerida para o movimento estomático pode ser provida pela 

mitocôndria, já que células guarda possuem alta atividade respiratória (Parvathi e 

Raghavendra, 1995). Além disso, o controle mitocondrial indireto da entrada de CO2 não 

excluem interações diretas entre fotossíntese e respiração por redução de poder redutor e 

metabólitos (Sabar et al., 2000). Assim, estes tralhados corroboram os resultados encontrados 

neste estudo de que alterações no estado redox mitocondrial podem causar alterações na gs e 

consequentemente na A. 

 Interessantemente, apesar destes resultados encontrados e do fato de plantas com 

reduzida expressão de NDT2 apresentarem menor número de folhas, ocorreu um aumento na 

área foliar e a área foliar da roseta (Tabela 1).  O incremento da área foliar pode ser atribuído 

tanto a aumento no número de células quanto ao maior volume celular (Fanh et al., 1990). 

Embora estes sejam controlados geneticamente, o ambiente pode exercer forte pressão e 

alterar este padrão (Xu e Zhou, 2008), assim como a proliferação celular e a atividade do 

meristema apical radicular e da parte aérea são sensíveis a variações no estado redox (Sagi et 

al., 2004). A literatura sugere que o controle do crescimento por alterações redox envolva uma 

rede de interações entre EROs, antioxidantes e hormônios, como auxinas e citocininas, que 

são os maiores reguladores do ciclo de vida vegetal, especialmente da expansão celular e da 

transição entre a proliferação celular e a diferenciação em outros órgãos (Considine e  Foyer, 

2014). Além disso, alterações nas concentrações de metabólitos relacionados ao metabolismo 

primário, como por exemplo a sacarose, pode levar a alterações nos níveis de NADP(H) em 

hastes de Arabidopsis, e afetar a expressão de diferentes genes meristemas (Bernier e 

Perilleux, 2005; Liu et al., 2009). Assim, tanto a redução na expressão de NDT2 quanto as 

alterações redox verificadas em plantas com baixa expressão do transportador cloroplastídico 

de NAD (NDT1), podem ter promovido alterações no meristema apical, que promoveram 

variações do número de folhas e no incremento da área foliar destas plantas. Embora os 
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mecanismos e componentes envolvidos no controle redox do crescimento ainda permaneçam 

por serem elucidados, os dados encontrados aqui evidenciam que o transporte de NAD exerce 

papel fundamental neste processo. 

 Apesar do aumento na área foliar, a fotossíntese das plantas com reduzida expressão 

de NDT2 diminuiu e isto levou a alterações nas concentrações de metabólitos. A concentração 

de amido foi menor ao longo de todo o dia nas plantas ndt2-:ndt2- e as1-ndt2 (Figura 4A). A 

síntese de amido é limitada pela luz e pelo CO2 e se correlacionam com a taxa fotossintética 

(Weise et al., 2011), isto é, a redução na fotossíntese promoveu os baixos teores de amido e as 

menores taxas de síntese e de degradação do amido encontrados nestas plantas. Entretanto, 

cabe ressaltar que além das menores taxas fotossintéticas, a ativação da ADP-glicose 

fosforilase (AGPase) pode ter sido alterada pela estado redox no cloroplasto. A síntese do 

amido é regulada pelo transporte e metabolismo de adenilatos, pela reação catalisada pela 

AGPase e pela enzima málica mitocondrial dependente de NAD (NAD-ME; Jenner et al., 

2001; Geigenberger, 2011). Tem-se observado que alterações na atividade de enzimas do 

ciclo TCA podem promover alterações na biossíntese de amido em função de alterações nas 

concentrações de malato e fumarato (Centeno et al., 2011). No presente trabalho verificou-se 

que a redução na expressão de NDT2 promove aumento nos níveis de malato e fumarato, que 

são consideradas moléculas de armazenamento transiente de carbono (Fahnenstich et al., 

2007). De acordo com Centeno e colaboradores (2011), alterações no estado redox 

mitocondrial são transmitidas pelas células e tecidos adjacentes aos plastídeos via válvula de 

malato, conforme descrito por Scheibe (2004). O estado redox plastidial alterado resulta em 

diminuição da malato desidrogenase (MDH), aumento dos níveis de malato e menor estado 

ativado da AGPase.  Isto diminui o conteúdo de amido e de açúcares solúveis. Assim, a baixa 

expressão de NDT2 e o aumento nos níveis de NADP+, isto é, alterações no estado redox 

celular, podem ter ocasionado alterações na atividade da AGPase e consequentemente na 

concentração de amido. 

 Por outro lado, malato e fumarato podem servir como fontes de carbono para o ciclo 

TCA, a fim de manter a produção de energia (Fahnenstich et al., 2008). É o que ocorre, por 

exemplo, em mutantes pgm1, que não podem acumular amido. O carbono nestes mutantes é 

concentrado na forma de fumarato, servindo como um armazenamento temporário de carbono 

e com regulador do pH durante a assimilação de nitrato (Chia et al., 2000). Além disso, a 

síntese de amido é estimulada quando menos carbono é armazenado na forma de ácidos 
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orgânicos (Fahnenstich et al., 2008). Assim, além da diminuição na fotossíntese, a menor 

concentração de amido também pode ser devido ao acúmulo de malato e fumarato nas plantas 

com reduzida expressão de NDT2 (Figura 4G, H) e aos aumentos dos outros ácidos orgânicos 

verificados na análise de perfil metabólico (Figura 5). Dessa forma, em resumo, a diminuição 

na concentração de amido em plantas com reduzida expressão de NDT2 pode ser devido a três 

fatores: (i) a menor A e menor produção de trioses fosfatadas; (ii) à alterações no estado redox 

que levam a diminuição na atividade da AGPase ou (iii) ao acúmulo de malato e fumarato. De 

qualquer forma, fica claro que a importância do transportador NDT2 nas concentrações de 

amido e ácidos orgânicos.   

 Mitocôndrias e cloroplastos trocam uma considerável variedade de metabólitos e 

energia entre si, de forma interconectada e interdependente (Foyer et al., 2012). Essas 

organelas cooperam na coordenação e regulação da fotossíntese, síntese de sacarose do amido 

e na assimilação do nitrogênio (Foyer et al., 2011) e participam ativamente em outros 

processos fundamentais como a fotorrespiração (Bauwe et al., 2010). Mitocôndrias também 

dissipam o excesso de equivalentes redutores produzidos pelos cloroplastos e vice versa e 

mutações em proteínas mitocondriais podem afetar processo cloroplastídicos (Carrari et al 

2003; Dutilleul et al., 2003; Nunes-Nesi et al., 2005; Sweetlove et al., 2006; Noguchi e 

Yoshida, 2008). Assim, uma vez que não foram verificas alterações na Rd (Figura 2G) a 

redução da expressão de NDT2 exerce maior influência em processos cloroplastídicos do que 

em mitocondriais. 

 

4.2 Efeitos da baixa expressão de NDT2 sobre tecidos e órgãos heterotróficos 

 A germinação de sementes e o estabelecimento de plântulas estão associados à 

degradação e mobilização de reservas acumuladas na semente durante a maturação (Fait et al., 

2006; Graham et al., 2008). Entretanto, estudo sugere que a germinação de sementes em 

mutantes deficientes no conteúdo lipídico de reservas é muito fracamente afetada (Penfield et 

al., 2005). Isso indica que os processos que regem a germinação são muito complexos, não 

sendo apenas influenciados pelo acúmulo de reservas durante o desenvolvimento da semente, 

mas também por outros fatores (Penfield et al., 2005). No presente trabalho verificou-se que a 

redução na expressão de NDT2 causa diminuição e atraso na germinação das sementes e na 

formação de plântulas normais (Figura 7, Tabela 3) embora o conteúdo lipídico nas sementes 
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tenha sido muito pouco afetado (Figura 8A). Análises iin silico estão de acordo com estes 

resultados uma vez que revelam que o gene para este transportador possui alta expressão em 

sementes maduras (Figura suplementar 4). 

 A relação do metabolismo do NAD com a germinação das sementes e 

desenvolvimento das plântulas tem sido investigada (Hunt et al., 2007; Hunt e Gray, 2008). 

Sementes maduras possuem relativamente altos níveis do gene NIC2 que codifica a enzima 

nicotinamidase, uma importante enzima da via da síntese de salvamento de NAD+. Mutantes 

para esta enzima possuem germinação menor e mais lenta indicando que alterações na 

concentração de NAD em sementes provavelmente afetam reações dependentes do NAD que 

são necessárias para a germinação (Hunt et al., 2007). Assim, é esperado que a redução na 

importação de NAD+ pela mitocôndria e alterações no potencial redox na célula acarrete 

consequências marcantes sobre a germinação de sementes e desenvolvimento das plântulas. 

Embora sem considerar compartimentalização subcelular do NAD, tem-se verificado 

correlação entre os níveis de NAD e a dormência profunda de sementes (Hunt e Gray, 2008). 

Aparentemente, a germinação esta relacionada com a presença de mecanismo que regule a 

concentração de NAD ou a relação NAD/NADP de modo a ajustar o equilíbrio entre a 

biossíntese e o catabolismo de NADP (Hunt e Gray, 2008). 

Genes que codificam enzimas que catabolizam NADP são desconhecidos, embora 

NAD cinases (NADK1, NADK2 e NADK3), que são enzimas de síntese de NADP, sejam 

bem conhecidos (Takahashi et al., 2009). NADK1 e NADK3 localizam-se no citosol enquanto 

NADK2 nos cloroplastos. Interessantemente, mutantes nadk2 apresentam coloração muito 

pouco esverdeada e crescimento retardado (Chai et al, 2005; Takahashi et al., 2006). 

Curiosamente, a coloração de cerca de 15% das sementes ndt2-: ndt2- germinadas são 

completamente albinas. Embora a coloração seja adquirida poucos dias depois, uma das 

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

 Durante a germinação das sementes e estabelecimento de plântulas várias alterações 

ocorrem no metabolismo. Sementes maduras contêm baixos níveis de ATP, mas logo após o 

inicio da embebição, uma rápida produção de ATP é iniciada em associação com o aumento 

das trocas gasosas na semente (Benamar et al., 2008) bem como a transcrição de diferentes 

genes (Weitbrecht et al., 2011). Inicialmente, transcritos expressando genes das vias 

glicolítica, fermentativas e do ciclo TCA aumentam, enquanto genes relacionados à 
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gliconeogênese, síntese de sacarose, β-oxidação e ciclo do glioxilato são transcritos mais 

tardiamente, apenas na fase de estabelecimento de plântulas (Weitbrecht et al., 2011). Assim, 

é esperado que as principais alterações na concentração dos ácidos graxos ocorram ao longo 

da formação das plântulas com reduzida expressão de NDT2, especialmente aos quatro dias 

após a estratificação (Figura 8C). Os aumentos no conteúdo relativo de alguns ácidos graxos, 

especialmente a de ácido eicosanóico (20:1), que é considerado um marcador de 

armazenamento de triacilgliceróis em sementes de Arabidopsis (Lemieux et al., 1990), 

corroboram o atraso na formação das plântulas, uma vez que este retardo pode estar associado 

à β-oxidação.  Durante este processo, ácidos graxos são metabolizados juntamente com a 

conversão de NADP+ a NADPH e geração de ATP. Assim, quando há um acúmulo de ácidos 

graxos, significa que o processo ocorre mais tardiamente. Tanto o transportador 

cloroplastídico de NAD+ (NDT1, em menor extensão) quanto o transportador peroxisomal de 

NAD+ (PXN, em maior extensão) apresentam alterações similares no perfil de ácidos graxos 

aqui encontradas (Bernhardt et al., 2012 e Capitulo 1), evidenciando que provavelmente o 

transporte NAD+ para o interior das organelas é imprescindível no processo. Além disso, de 

forma geral, a β-oxidação tardia tem sido correlacionada a outros fatores como uma 

dependência da germinação por sacarose e Coenzima A (Rubio et al., 2006). Entretanto, mais 

estudos ainda precisam ser realizados para comprovar as interações entre a β-oxidação e 

transporte de NAD+. 

 

 

5 CONCLUSÃO 

 O transportador mitocondrial de NAD+ (NDT2) está envolvido na regulação redox 

celular e no ajuste da fotossíntese e da biossíntese de amido. Alterações redox modulam 

também a concentração nível de ácidos orgânicos, especialmente malato e fumarato. Além 

disso, o transportador NDT2 é essencial para β-oxidação de ácidos graxos e a deficiência do 

gene NDT2 causa atraso na germinação de sementes e no estabelecimento de plântulas. 

Assim, o transportador NDT2 é importante para o adequado crescimento e desenvolvimento 

vegetal. 
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FIGURAS SUPLEMENTARES 
 

 
Figura Suplementar 1: Parâmetros de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 
em folhas de plantas com quatro semanas e redução na expressão do gene NDT2. A, 
fotorrespiração (Rp). B, eficiência intrínseca do uso da água (A/gs). C, quenching não 
fotoquímico (NPQ). D, eficiência fotoquímica máxima do FSII (Fv/Fm). Valores 
representam a média ± erro padrão de seis plantas individuais e os asteriscos indicam 
diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, em comparação com o 
tipo selvagem. 

 

 
Figura Suplementar 2: Densidade estomática em 
folhas de plantas com baixa expressão de NDT2, 
com quatro semanas de idade. Valores representam 
a média ± erro padrão de seis plantas individuais e 
os asteriscos indicam diferença significativa (P < 
0,05), segundo o teste t de Student, em comparação 
com o tipo selvagem. 
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Figura suplementar 3: Variação em alguns metabólitos em 
folhas de Arabidopsis com reduzida expressão de NDT2, em 
plantas com quatro semanas de idade. A, nitrato. B, 
aminoácidos. C, proteína. Valores representam a média ± erro 
padrão de seis plantas individuais e os asteriscos indicam 
diferença significativa (P < 0,05), segundo o teste t de Student, 
em comparação com o tipo selvagem. Áreas cinza nos gráficos 
representam o período de escuro. MF: massa fresca. 
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Tabela suplementar 1: Nível relativo de metabólitos em folhas de Arabidopsis com reduzida 
expressão de NDT2, coletadas com quatro semanas de idade, no meio do período lumínico 
Metabólitos WT ndt2-:ndt2- as-1-ndt2 as-2-ndt2 as-3-ndt2 
Aminoácidos      
Alanina 1,00 ± 0,08 1,63 ± 0,11 2,00 ± 0,21 1,00 ± 0,08 1,03 ± 0,31 
β-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 ± 0,12 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 0,50 ± 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 1,95 ± 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 ± 0,12 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 
Ácidos orgânicos      
Ascorbato 1,00 ± 0,08 1,63 ± 0,11 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 
dimero 

1,00 ± 0,27 3,23 ± 0,78 1,53 ± 0,28 1,95 ± 0,10 1,05 ± 0,38 

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 
Açúcares      
1,6 Anidro-β-
glicose 

1,00 ± 0,16 0,83 ± 0,03 0,77 ± 0,03 1,00 ± 0,06 1,01 ± 0,13 

Eritritol 1,00 ± 0,23 0,69 ± 0,07 0,59 ± 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 ± 0,11 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 1,58 ± 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 
α-1-O-Metil 
manopiranose 

1,00 ± 0,16 0,83 ± 0,03 0,77 ± 0,03 1,00 ± 0,06 1,01 ± 0,13 

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 
α-α-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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  Conclusão    
Outros      
Ác. Indol-3-
acetonitrila 

1,00 ± 0,10 0,59 ± 0,05 0,50 ± 0,04 0,74 ± 0,11 0,97 ± 0,19 

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 níveis relativos ± erro padrão de seis amostras independentes; valores 
em negrito são significativos pelo teste t de Student’s (P < 0,05) em comparação com o tipo 
selvagem. 
 
 
 
 

 
Figura suplementar 4. Análise in silico do gene NDT2 em diferentes tecidos. Fonte: 
Arabidopsis eFP Browser <http:// esc4037-shemp.csb.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efp Web.cgi> 
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CONCLUSÕES GERAIS 

Diante dos resultados obtidos, observa-se que as alterações redox causadas pela 

redução na expressão dos genes que codificam para os transportadores NDT1 e NDT2 causam 

alterações no desenvolvimento de tecidos autotróficos e heterotróficos. O número de folhas, a 

área foliar e a densidade estomática são afetados, ocasionando alterações fotossintéticas e na 

síntese de açúcares, amido e ácidos orgânicos. Além disso, estes transportadores também 

possuem papel imprescindível no desenvolvimento de tecidos heterotróficos, especialmente 

aqueles envolvidos em processos reprodutivos como formação do pólen e germinação das 

sementes e eventos pós-germinativos como a β-oxidação. Assim, acredita-se que estes 

transportadores atuem na manutenção da homeostase redox e no o adequado crescimento e 

desenvolvimento de tecidos autotróficos e heterotróficos. 
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Análises filogenéticas acerca de proteínas transportadoras têm revelado novas 

perspectivas no conhecimento da importância de transportadores na nutrição vegetal, 

tolerância a estresse, produção de biomassa bem como processos de sinalização e 

desenvolvimento (Sze et al., 2014). Entretanto, muitas proteínas carreadoras ainda não foram 

caracterizadas e o papel fisiológico em condições normais e adversas destes transportadores 

ainda permanece em discussão (Sweetlove e Fernie, 2013). Além disso, a inespecificidade de 

alguns transportadores é marcante e alguns substratos podem ser transportados por vários 

transportadores (Palmieri et al., 2011). Assim, embora o presente trabalho tenha deixado claro 

que os transportadores mitocondrial e cloroplastídico de NAD são importantes em condições 

ótimas, para órgãos autotróficos e heterotróficos, uma vez que sua deficiência causou 

alterações no metabolismo vegetal em diferentes tecidos, muito provavelmente outros 

transportadores possam atuar no transporte de NAD+ nas condições fisiológicas testadas. 

Além disso, alguns transportadores já foram caracterizados por realizar o transporte de ATP 

citosólico por ADP ou AMP do estroma, como por exemplo, os transportadores de 

nucleotídeos NTT, o transportador ADP/ATP nomeado de ACC e o transportador de 

nucleotídeos de adenina, ADNT1 (Haferkamp et al., 2011; Sweetlove e Fernie, 2013). 

Embora não tenha sido descrito que estes transportadores carreiam NAD+, não se descarta 

essa possibilidade. Outra consideração a ser feita acerca dos transportadores identificados em 

plantas é que uma boa parte deles ainda não foi caracterizado em condições fisiológicas 

ótimas ou adversas (Palmieri et al., 2011). Assim, acredita-se que avaliar os papeis dos 

transportadores em outros órgãos como, por exemplo, flores e raízes ou condições ambientais 

adversas, forneceriam ainda mais informações a respeito do papel fisiológico destas proteínas. 
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