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RESUMO

MEDEIROS, David Barbosa, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2013. Implicacoes fisiologicas e metabolicas da perda funcional do canal de
acidos organicos ATALMT12 em Arabidopsis thaliana. Orientador: Wagner L.
Aratjo. Coorientadores: Adriano Nunes-Nesi e Fabio Murilo DaMatta

Virias rotas metabolicas permitem o acimulo de solutos necessarios para o controle
da abertura e fechamento estomatico. Assim, os movimentos do poro estoméatico sao
regulados por alteragdes no potencial osmotico das células-guarda e essas alteragdes
sao alcangadas principalmente pelo transporte de ions (e.g. potdssio, malato e
cloreto) através de membranas celulares. Apesar do entendimento sobre os fluxos de
potassio e cloreto através da membrana plasmatica de células-guarda ser amplamente
reconhecido, pouco se sabe acerca do papel do metabolismo de acidos organicos (e.g.
malato e fumarato) no controle dos movimentos estomaticos. Neste estudo, portanto,
investigou-se a fun¢do do ATALMTI12, um membro da familia de transportadores de
malato ativados por aluminio (ALMT) localizado na membrana plasmatica de
células-guarda. Foram utilizadas duas linhas mutantes de Arabidopsis thaliana
(almt12-1 e almtl2-2) e seus correspondentes tipos selvagens. Plantas al/mt12 foram
caracterizadas por apresentarem prejuizos na cinética de fechamento estomaético
induzida tanto por escuro como por alta concentracdo de CO,. Aumentos em
parametros de crescimento (e.g. area foliar e taxa de crescimento relativo) foram
observados em plantas a/m¢12 sem alteragcdes na densidade estomatica. Maiores taxas
fotossintéticas (4n) com incrementos correspondentes na condutincia estomatica e
mesofilica, assim como na velocidade maxima de carboxilagdo e na taxa de
transporte de elétrons, indicam uma maquinaria fotossintética aparentemente mais
ativa em plantas almtl2. As diferencas em Ax nao foram associadas a limitagdes
fotoquimicas nem bioquimicas da fotossintese, sendo governadas, fundamentalmente
por maiores disponibilidades internas de CO,. Observou-se, também, uma alta
correlacdo entre a degradacdo do amido, utilizagdo de malato e fumarato como fonte
de C para a respiracdo, sustentando maiores taxas de crescimento sem, contudo,
alterar os niveis de aminodcidos, proteinas e pigmentos fotossintéticos. Sugere-se,
portanto, que as alteragdes no metabolismo do C sdo, em larga extensdo, associadas a
aumentos em Ay, sem alterar, no entanto, a atividade catalitica maxima de enzimas-
chave envolvidas no metabolismo fotossintético e respiratorio. Concomitante, estes
resultados demonstram que, a0 menos sob condi¢des Otimas de crescimento, a
regulacdo ineficiente do fechamento dos estomatos em plantas almtl2 esta
largamente associada a maior capacidade fotossintética dessas plantas promovendo
alteracdes no metabolismo primario, particularmente do C, refletindo em aumentos
na taxa de crescimento.
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ABSTRACT

MEDEIROS, David Barbosa, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2013.
Physiological and metabolic implications due the functional lack of organic
acids channel AtALMT12 in Arabidopsis thaliana. Adviser: Wagner L. Aratjo.
Co-advisers: Adriano Nunes-Nesi and Fabio Murilo DaMatta

Several pathways allow the accumulation of solutes required for the control of
stomatal closure and aperture. The movements of the stomatal pore are regulated by
changes in the osmotic potentials of the guard cells and these changes are mainly
achieved by ion transport (e.g. potassium, malate and chloride) across cellular
membranes. While our knowledge about potassium and chloride fluxes across the
plasma membrane of guard cells is advanced, little is known about the role of organic
acid metabolism (e.g. malate and fumarate) in controlling stomatal movements. To
enlighten this issue we investigated the function of the At/ALMT12, a member of the
aluminum activated malate transporter family located in the plasma membrane of
guard cells. We used two Arabidopsis thaliana mutant lines (almt12-1 and almt12-2),
and their corresponding wild type. almtl2 mutant plants were characterized by an
impaired dark- and CO,-induced stomatal closure. Increases in growth parameters
such as leaf area and relative growth rate were observed in almt12 plants, despite the
absence of changes in stomatal density. Higher photosynthetic rates (4n) with
correspondent increments in stomatal and mesophyll conductance and increases in
maximum carboxylation velocity and electron transport rate indicates a
photosynthetic apparatus apparently more active in almtl2 plants. Nevertheless,
differences in Ax seem unlikely to have been caused either by photochemical
impairments or a direct end-product-mediated feedback down-regulation of
photosynthesis. It was also observed a high correlation between starch degradation
and the usage of malate and fumarate as C source for respiration which is able to
sustain higher growth rates, with no major changes in amino acids, protein and
photosynthetic pigments. Overall, changes in C metabolism in these plants were
largely associated with increases in the An, even though the similar maximum
catalytic activity of key enzymes involved in photosynthetic and respiratory
metabolism. Altogether, these results demonstrated that, at least under optimal
growth conditions, inefficient regulation of stomata closure in almtl2 plants, was
greatly associated to higher photosynthetic capacity which in turn lead to alterations
in primary metabolism, particularly C metabolism, reflecting in increases in growth
rate.

xii



1.INTRODUCAO

Ao mesmo tempo em que as plantas necessitam de quantidades suficientes de
CO, para manter o processo fotossintético, as perdas de agua também precisam ser
reguladas para evitar a desidratagdo e consequentes alteracdes metabolicas. Nao
obstante, devido a elevada impermeabilidade cuticular a 4gua e CO, a maior parte da
agua transpirada, bem como a absor¢do de CO,, ocorre pelos poros estomaticos,
demostrando, portanto, que os estOmatos sdo essenciais para o controle do status
hidrico, bem como para o ganho de carbono pela planta (Bergmann & Sack, 2007,
Lawson et al., 2008; Kim et al., 2010; Bauer et al., 2013)

Os estomatos, poros funcionalmente especializados, regulam o fluxo de gases
do interior para o exterior das plantas e vice-versa, sendo considerados, portanto,
essenciais para dois processos vitais nos vegetais, a fotossintese e transpiragdo. O
poro estomatico abre em resposta a uma redugcdo no potencial osmotico e,
consequentemente, no potencial hidrico das células-guarda, que resulta na entrada de
agua nessas cé€lulas. O subsequente aumento no volume das células-guarda culmina
com a abertura do poro. No sentido oposto, para que ocorra o fechamento estomatico
se faz necessario uma larga saida de osmolitos das células-guarda, com consequente
aumento no potencial hidrico, o que leva ao efluxo de 4dgua e, por consequéncia, ao
fechamento dos estdmatos (Schroeder et al., 2001; Kim et al., 2010; Araujo et al.,
2011a; Aragjo et al., 2011c).

Tendo em vista a grande importancia das células-guarda, esforgos
considerdveis vém sendo realizados para melhor compreender a sua estrutura,
desenvolvimento e fisiologia (Bergmann & Sack, 2007; Mott, 2009; Berry et al.,

2010; Casson & Hetherington, 2010; Kim et al., 2010). Cumpre mencionar que, dada



a relativa facilidade de isolamento das células-guarda, o entendimento de seus
processos metabolicos ¢ muito maior do que outros 40 tipos celulares descritos até o
momento em plantas (Martin et al., 2001; Alhagdow et al., 2007). No entanto,
embora seja um dos tipos celulares mais investigados, a compreensao da(s) rota(s) de
sinalizagdo que regula(m) o seu funcionamento ainda nao ¢ totalmente entendida
(Hetherington & Brownlee, 2004; Israelsson et al., 2006; Kim et al., 2010),
principalmente no que tange a resposta dessas rotas a estimulos ambientais (Brodribb
& McAdam, 2011). Assim, uma dentre as varias questdes ainda ndo completamente
elucidada seria como os sinais do ambiente, tais como intensidade luminosa,
concentracao de CO; e hormonios vegetais, sdo capazes de modular os movimentos
estomaticos. Sabe-se que a abertura estomatica ¢ alcancada pela sinalizacao a luz,
conversao de energia luminosa, transporte de ions através da membrana e atividade
metabdlica da célula-guarda (Shimazaki et al., 2007). Ademais, embora dados
recentes indiquem que ambos, luz e CO,, exercam papel crucial no controle dos
movimentos estomaticos, o exato mecanismo associado a esse controle ndo foi ainda
totalmente esclarecido (Shimazaki et al., 2007; Kim et al., 2010).

O transporte de ions organicos e inorganicos através de membranas celulares
¢ de fundamental importancia para a abertura e fechamento dos estdomatos
(Hetherington, 2001; Roelfsema & Hedrich, 2005; Pandey et al., 2007; Negi et al.,
2008; Vahisalu et al., 2008). O influxo de potassio (K'), do apoplasto, e seu
acimulo, no vacuolo, sdo cruciais durante a abertura estomatica e esse processo nao
¢ alcangado sem, no entanto, ocorrer um concomitante acimulo de anions, os quais
permitem o balango de cargas na célula. Embora a natureza quimica desses anions

seja dependente da espécie e das condigdes de crescimento, ¢ geralmente aceito que



cloreto, malato e nitrato sdo os principais contra-ions para o K (Roelfsema &
Hedrich, 2005; Kim et al., 2010; Barbier-Brygoo et al., 2011).

Embora os 4cidos organicos, em particular o malato, foram anteriormente
considerados de menor importdncia relativa nos mecanismos associados ao
funcionamento estomatico, esses acidos vém sendo recentemente apontados como
um dos principais reguladores do mecanismo pelo qual as células-guarda se ajustam
em resposta as concentragdes externas de CO, (Van Kirk & Raschke, 1978; Hedrich
& Marten, 1993; Hedrich et al., 1994; Roelfsema et al., 2002; Nunes-Nesi et al.,
2007; Aratjo et al., 2011c). Nesse sentido, o malato ¢ considerado um metabolito-
chave e também o principal osmdlito organico presente nessas cé¢lulas (Fernie &
Martinoia, 2009; Meyer et al., 2010b). Assim, durante a abertura dos estomatos
ocorre influxo de malato para as células-guarda, o qual exerce fungdo osmotica e
permite a entrada de dgua, resultando no aumento do volume celular e subsequente
abertura do poro (Lee et al., 2008). Por outro lado, durante o fechamento estomatico,
o malato pode ser parcialmente convertido em amido, o qual ndo apresenta atividade
osmotica, ou ainda liberado das células-guarda para o apoplasto (Van Kirk &
Raschke, 1978). Em conjunto, essas observagdes demonstram que o processo de
transporte de malato tem papel preponderante no controle dos movimentos
estomaticos, o que reflete o corrente e crescente interesse nesse metabolito. Nesse
contexto, o papel do malato sobre a regulagdo dos movimentos estomaticos tem sido
evidenciado particularmente a partir de estudos relativos ao transporte desse ion
através de membranas celulares. Assim, durante a ultima década, pelos menos duas
familias génicas diferentes foram identificadas e funcionalmente caracterizadas,
como mediadoras do transporte de acidos organicos, com envolvimento direto nos

movimentos estomaticos.



Recentemente, um gene que codifica um transportador da familia ABC (ATP
Binding Cassete), AtABCBI14, atuando no transporte de malato e localizado na
membrana plasmatica, foi identificado e caracterizado em células-guarda de
Arabidopsis thaliana (Lee et al., 2008). Nesse estudo, demonstrou-se que At/ABCB14
modula o fechamento estomatico durante a transicdo de baixas para altas
concentracdes de CO,. Assim, altos niveis de CO; aceleram o fechamento estomatico
em plantas com expressao reduzida de 4tABCBI14, ao passo que a aplicacao de
malato minimiza essa resposta. Verifica-se, portanto, que essa proteina representa um
regulador negativo do movimento estomatico induzido por CO, em Arabidopsis,
atuando no influxo de malato do apoplasto para as células-guarda.

Outros genes foram também identificados como responsaveis pelo transporte
de malato, como alguns membros da familia de Aluminium-activated Malate
Transporters (ALMT). Cumpre mencionar que, entre as familias de transportadores/
canais até agora identificados, ALMTs formam uma familia unica com sistema de
transporte passivo exclusivo de plantas (Sasaki et al., 2004; Hoekenga et al., 2006;
Kovermann et al., 2007; Meyer et al., 2010b; Meyer et al., 2011). Esses genes foram
primeiramente caracterizados em raizes de trigo (7TaALMT), estando envolvidos na
maior tolerdncia ao aluminio (AI’"), devido 4 exudagdo de malato na rizosfera para
formar complexos ndo téxicos, minimizando, assim, os efeitos danosos daquele ion
(Sasaki et al., 2004). Posteriormente, foram caracterizados HvALMTI em cevada
(Delhaize et al., 2004), AtALMTI em Arabidopsis (Hoekenga et al., 2006) e
GmALMTI em soja (Liang et al., 2013), com a mesma funcdo. Por outro lado, um
membro da familia ALMT, em milho (ZmALMT1I2), tem sido também caracterizado
como canal de anions inorganicos como cloreto, nitrato e sulfato (Pineros et al.,

2008). Adicionalmente, estudos recentes demostraram que AfALMTI12 representa



um canal de anions do tipo rapido (tipo-R), altamente expresso na membrana
plasmatica de células-guarda (Meyer et al., 2010b). Apesar de AtALMTI12 ser um
membro da familia ALMT, esse canal de anions ndao ¢ ativado por aluminio,
semelhantemente a ZmALMTI, e, por esse fato, Meyer et al. (2010b) propuseram
renomear AtALMT12 como QUACI (quick-activating anion channel 1), seguindo a
nomenclatura adotada para o ja bem documentado canal de anions do tipo lento,
SLACI - slow anion channel 1 (Vahisalu et al., 2008; Geiger et al., 2010; Vahisalu et
al., 2010; Du et al.,, 2011; Brandt et al., 2012; Kusumi et al., 2012). Embora
resultados controversos sobre o transporte de acidos organicos por esse canal sejam
aparentes, ambos os estudos concordaram que perda de funcdo de AtALMTI?2
ocasiona comprometimento do fechamento dos estobmatos em reposta ao CO; e ao
escuro, bem como ao acido abscisico (ABA) (Meyer et al., 2010b; Sasaki et al.,
2010). Entretando, redugdes nos fluxos de malato nesse canal em Arabidopsis foram
observadas apenas por Meyer et al. (2010b).

O transporte vacuolar de malato em células do mesofilo de Arabidopsis
também inclui outros membros da familia ALMT (Kovermann et al., 2007). Assim,
foi demonstrado que AtALMT6 ¢ altamente expresso em vacuolos de células-guarda e
¢ capaz de mediar o influxo de malato (Meyer et al., 2011). Adicionalmente, esses
autores verificaram que vactolos de células-guarda, isolados a partir de plantas
mutantes atalmt6, exibiram reducdes no fluxo de malato comparadas com o tipo
selvagem. Essa reducdo ndo foi acompanhada, no entanto, por diferencas fenotipicas
nos movimentos estomaticos naquelas plantas, provavelmente devido a redundancia
funcional de transportadores de malato nos vactiolos. Medigdes pela técnica de
patch-clamp em plantas knockouts demonstraram que AtALMT9 também contribui

visivelmente para as correntes de malato (Kovermann et al., 2007). Saliente-se



também que plantas knockouts atalmt9 nao mostraram diferencas fenotipicas
aberrantes quando cultivadas em condi¢des 6timas de crescimento, sugerindo um alto
grau de redundancia funcional desses transportadores. Nao obstante, o envolvimento
de AtALMT9 no movimento estomatico foi recentemente confirmado (De Angeli et
al., 2013), estando associado nao somente a mediacao do transporte de malato nas
células-guarda, mas AtALMT9 ¢ também capaz de atuar como um canal de cloreto
no vacuolo, sendo induzido pelas concentragdes citosélicas de malato. Em conjunto,
esses resultados sugerem que o malato possua ndo somente um papel direto como
osmolito nas células-guarda, mas atue também como um componente de sinaliza¢ao
nessas células. Ademais evidéncias in vivo indicam que AtALMT9 atuaria como um
regulador da abertura estomatica, uma vez que plantas knockouts exibiram nao
somente abertura estomatica reduzida, mas também cinética de abertura dos
estdmatos mais lenta, reduzindo, assim, a transpiracao, o que resulta em plantas mais
tolerantes a limitacdo hidrica em relacdo aos tipos selvagens correspondentes (De
Angeli et al., 2013).

Evidéncias adicionais para o papel dos acidos organicos e do metabolismo
mitocondrial na regulacdo do movimento estomatico foram recentemente relatadas.
A 1inibigdo antisenso da subunidade ferro-enxofre da enzima succinato desidrogenase
(SDH) em plantas de tomate resultou em maiores crescimento e fotossintese via um
efeito mediado pelos &cidos organicos na abertura estomatica (Aragjo et al., 2011c).
Por outro lado, plantas de tomate com reducao na expressao e atividade da fumarase,
outra importante enzima do processo respiratdrio, apresentaram redugdes de
biomassa, assimilacdo de CO; e condutancia estomatica (Nunes-Nesi et al., 2007),
em contraste aos resultados encontrados para as plantas deficientes em SDH em

tomate (Aratjo et al., 2011c) e Arabidopsis (Fuentes et al., 2011), possivelmente em



funcdo do actimulo diferencial de acidos organicos nessas plantas. Cabe ressaltar
também que as concentragdes dos acidos organicos no apoplasto € no protoplasto,
nesses mutantes e também naqueles com eficiéncia estomatica reduzida em fungao
da reducao na atividade da fumarase, revelaram uma correlagdo negativa entre a
concentracdo de malato e fumarato ¢ a abertura estomatica, tendo o malato uma
maior contribuicdo para as respostas observadas em plantas de tomate (Nunes-Nesi et
al., 2007; Aratjo et al., 2011c). Tomadas em conjunto, essas informagdes associadas
com resultados obtidos para o transportador AtABCB14 (Lee et al., 2008), fornecem
fortes evidéncias de que as concentragdes de malato e fumarato podem modular o
funcionamento das cé€lulas-guarda e, dessa forma, influenciar a abertura e
fechamento estomdtico. Considerando que o malato estd fisiologicamente presente
no apoplasto em maiores concentragdes em tomate (Araujo et al., 2011c¢) € plausivel
sugerir que este exerca maior influéncia na abertura estomdtica do que o fumarato.
Concomitantemente com a identificagdo de transportadores que importam malato (ou
fumarato) para as células-guarda (Lee et al., 2008) ou que tenham sido considerados
exportadores desses acidos organicos (Negi et al., 2008; Vahisalu et al., 2008), essas
informacdes sugerem um mecanismo pelo qual os acidos organicos, malato e
fumarato, possam influenciar diretamente a fun¢do estomatica. Adicionalmente,
esses estudos fornecem fortes evidéncias que suportam a teoria de Mott (Mott, 2009),
a qual descreve que as células-guarda ndo possuem uma regulacdo autonoma e,
portanto, sdo fortemente influenciadas pelas células do mesofilo (Lee et al., 2008;
Fernie & Martinoia, 2009; Mott, 2009) e evidentemente, pelas concentracdes
apoplasticas, seja de acidos organicos ou de outros ions que contribuam para

regulacdo dos movimentos estomaticos.



Embora muitas espécies vegetais acumulem malato preferencialmente a
outros anions € uma correlacao positiva entre a abertura estomatica e o acimulo de
malato nas células-guarda tenha sido verificada (Vavasseur & Raghavendra, 2005;
Aratjo et al., 2011c), esse acimulo parece ndo ocorrer por mecanismos isolados do
metabolismo do malato. De fato, sabe-se que o malato pode ser produzido pela
degradacao de amido nas células-guarda quando estimuladas por luz azul (Shimazaki
et al., 2007). Curiosamente, a abertura estomatica induzida pela luz azul foi muito
prejudicada em plantas de Arabidopsis deficientes na expressdo da enzima
fosfoglicomutase, muito provavelmente pela auséncia de amido nos cloroplastos das
células-guarda nessas plantas (Lasceve et al., 1997). Registre-se, todavia, que a
resposta a luz azul foi restaurada na presenca de altas concentragdes de cloreto (CI),
possivelmente porque CI substitui 0 malato como um contra-ion necessario para
contrabalancear o K.

Diante do exposto, verifica-se que lacunas consideraveis sobre os
mecanismos envolvidos nos movimentos estomaticos sdo evidentes, sendo
necessarios, portanto, mais estudos para se entender a importancia relativa de cada
mecanismo de regulagdo, que, muito provavelmente, ¢ varidvel com as circunstancias
ambientes. Portanto, uma detalhada caracterizacdo fisiologica e metabdlica de
plantas que perdem funcionalmente os transportadores e canais de acidos organicos
descritos acima se traduzird em substancial informacao acerca do papel desses acidos
no controle dos movimentos estomaticos. Em adi¢do, a avaliacdo das respostas
dessas plantas em nivel molecular e metabolico, contribuird para um maior
entendimento da importancia do metabolismo e/ou transporte de acidos organicos no
que diz respeito ao controle do status hidrico em plantas. A grande maioria dos

trabalhos associando a fungdo de transportadores de acidos orginicos tém



negligenciado o metabolismo desses acidos, de modo que, pouco parece ter sido
explorado acerca das oscilagdes temporais do metabolismo respiratorio e
fotossintetico em plantas com reducdes no transporte de acidos organicos. Nesse
contexto, os objetivos deste trabalho foram verificar a hipotese de que a perda
funcional de AtALMTI?2 resultaria em prejuizo no transporte de acidos organicos,
comprometendo a funcdo estomatica e ainda verificar se a manipulacdo genética
desse transportador provoca alteragdes em nivel metabolico, no que diz respeito ao
metabolismo fotossintético e respiratorio, em fungdo da menor eficiéncia estomatica.
Os resultados obtidos demonstram que a auséncia de ArALMTI12 altera os
movimentos estomaticos com impactos no crescimento bem como no metabolismo
respiratorio e fotossintético. Com clara redug¢do na eficiéncia do fechamento dos
estomatos, plantas com perda funcional de AtALMTI2 apresentaram aumentos
substanciais no crescimento via alteragcdes no metabolismo do C, atreladas a
mudancas no comportamento fotossintético, altamente correlacionadas com o
aumento da difusdo do CO, no mesoéfilo, sem, contudo, alterar de forma drastica a
atividade de importantes enzimas associadas a fotossintese e a respiragdo. Os

potenciais mecanismos regulatorios assim como futuras perspectivas de pesquisa sao

apresentados e discutidos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condigoes de crescimento

As linhas de mutantes (almt12-1 e almtl2-2), bem como dos seus respectivos

tipos selvagens (WT-like-1 e WT-like-2), cujas sementes foram gentilmente cedidas



pelo Prof. Enrico Martinoia (Universidade de Zurique, Suica) e previamente
descritas por Meyer et al. (2010b). As duas linhas AtALMTI12 com insercao de T-
DNA foram identificadas da colecao do John Innes Centre - JIC collection (Tissier et
al., 1999) e denominadas almti2-1 (SM_3 38592) e almt12-2 (SM_3 1713). Essas
linhas foram obtidas do European Arabidopsis Stock Center (Nottingham, Reino
Unido) e as plantas mutantes homozigotas para a inser¢ao de T-DNA foram isoladas

a partir de uma genotipagem via PCR usando primers especificos para AtALMTI2:

almtl2-1: L1, 5-GTTGTGCAAAGGGCTTAATAGAG-3"; R1 5'-
CAAGAAGGCTCATGAAAAGACAG-3’; almtl2-2, L2 5'-
ACAAGACCACCGTTGGTAAACTC-3"; R2 5'-

CTCCGGCTAATCTTACACAAGG-3") e um primer especifico para T-DNA
(Spm32, 5'-TACGAATAAGAGCGTCCATTTTAGAGT-3"). As insercdes de T-
DNA foram identificadas no terceiro éxon ¢ no quarto ¢xon nas linhas mutantes
almtl12-1 e almt12-2, respectivamente.

As sementes foram esterilizadas em alcool 70% (v/) por 2 min e em
hipoclorito de sodio 2,5% (v/v) por 15 min e, em seguida, lavadas em agua estéril.
Apo6s a esterilizacdo, as sementes foram distribuidas em placas de Petri estéreis
contendo meio de cultivo /2 MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 1%
de sacarose (p/v). Posteriormente, as placas foram acondicionadas a 4°C, por quatro
dias, no escuro. Em seguida, as placas foram mantidas em camara de crescimento a
temperatura de 22 °C/20 °C (luz/escuro), umidade relativa de 60% e irradiancia de
150 pumol m™ s™', sob um regime de luz/escuro de 8 h/16 h, durante 10 dias. Apos
esse periodo, as plantulas foram transferidas para vasos de 0,08 dm’ contendo

substrato comercial Tropstrato HT® e¢ mantidas nas mesmas condi¢des descritas
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acima. Entre a quarta e quinta semana apo6s o trasplantio avaliagdes fisiologicas, bem

como coletas para analises bioquimicas e moleculares foram realizadas.

2.2 Analise de expressdao por RT-PCR semiquantitativo

A abundancia do transcrito de AtALMTI2 foi realizada por meio de uma
analise de expressao via RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain
Reaction) semiquantitativo em plantas com quatro semanas de idade, nas duas linhas
mutantes homozigotas (almti2-1 e almti2-2), nas linhas WT-like (WT like-1 e 2),
bem como em plantas WT, ecotipo Columbia-0 (Col-0), que foram utilizadas como
ecotipo base para a mutagdo. O RNA total foi isolado e purificado usando TRIzol®
Reagent (Life Technologies), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Dois
microgramas de RNA foram usados para a sintese de cDNA usando o ImProm-
I[I™Reverse Transcriptase System e um primer oligo dT. A amplificagdo das
sequéncias especificas de cDNA foi feita usando primers especificos descritos acima
e reportados anteriormente (Meyer et al., 2010b). Como controle, a amplifica¢do da
sequéncia de cDNA que codifica a Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH)
— AT1G16300, utilizando 0s primers forward (5'-
TGGTTGATCTCGTTGTGCAGGTCTC-3") e reverse (5'-
GTCAGCCAAGTCAACAACTCTCTG-3"), bem como a P-tubulina (TUBY) —
AT4G20890, com os primers forward (5'-GATATCTGTTTCCGTACCTTGAAGC-
37) e reverse (5'-CCGACTGTAGCATCTTGATATTGC-3"), foram realizadas. As
condi¢des utilizadas para as reacdes foram: 2 min a 94 °C, 30 ciclos de 94 °C por 30
s, 54 °C por 30 s e 72 °C por 30 s para os primers especificos de AtALMT12; 2 min a

94 °C, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 59 °C por 30 s e 72 °C por 45 s para GAPDH, 2
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min a 94 °C, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 45 s para TUB9.

A separagdo do produto da RT-PCR foi feita em gel de agarose 2% (p/v).

2.3 Andlise de crescimento

Plantas de cinco semanas de idade foram coletadas e os seguintes parametros
de crescimento foram avaliados: massa seca da roseta (MSR), area foliar (AF), area
foliar especifica (AFE), nimero de folhas (NF) e taxa de crescimento relativo (TCR).
Para tanto, seis rosetas de cada genotipo foram destacadas, determinando-se o NF
totalmente expandidas. Logo em seguida, determinou-se a AF pelo método da
imagem digital, em que folhas totalmente expandidas foram digitalizadas com
auxilio de um scanner (Hewlett Packard Scanjet G2410, Palo Alto, California,
EUA). As imagens obtidas foram posteriormente processadas no software Rosette
Tracker (De Vylder et al., 2012). As folhas foram posteriormente acondicionadas em
estufa de circulagdo forcada de ar, a 65 °C, até obtencdo de massa constante,
determinando-se a MSR, assim como a massa seca foliar (MSF). A AFE foi estimada
utilizando a seguinte formula: AFE (m® kg') = AF/MSF. A taxa de crescimento
relativo (TCR) foi determinada em base de massa seca, sendo a coleta da MS;
realizada 20 dias apos a germinacdo, idade essa em que a roseta se encontra com
20% de seu tamanho final (Boyes et al., 2001). A TCR foi obtida por meio da

seguinte formula (Hunt et al., 2002):

lnMSg = lnMS;
- 1

TCR(g gdia™') =
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2.4 Densidade estomatica

Para a estimativa da densidade estomatica impressdes com resina dental como
molde (Berger & Altmann, 2000) foram tomadas da superficie abaxial da nona folha
totalmente expandida ao meio do ciclo de luz/escuro. Cépias das impressdes foram
feitas com esmalte incolor (Von Groll et al., 2002) e as imagens registradas com uma
camera digital (Axiocam MRc) acoplada ao microscopio Zeiss (modelo AX10, Jena,
Alemanha). A densidade estomatica foi determinada em pelo menos 10 diferentes
campos de 0,04 mm? por folha, a partir das imagens obtidas com auxilio do software

Anat Quant 2.0 (Vigosa, Minas Gerais, Brasil).

2.5 Parametros de fluorescéncia e trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas, bem como os de fluorescéncia da clorofila a
foram medidos 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 fluorometro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.), usando a camara foliar
de 2 cm?, radiacio fotossinteticamente ativa (RFA) de 700 umol m™ s, temperatura
a 25 °C e 400 umol CO, mol™ ar, sendo essas analises iniciadas ap6s 1 h do inicio do
periodo luminoso.

Para a eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (¥/Fy), apds pelo menos 2 h
de adaptacio ao escuro, uma irradiancia de 0,03 pmol fotons m™ s foi aplicada para
determinar a fluorescéncia inicial (Fy). Para obtencdo da fluorescéncia maxima (Fp,)
um pulso saturante de 6000 pmol fotons m™ s foi aplicado por 0,8 s. A eficiéncia

quantica maxima do fotossitema II (¥/Fy,) foi entdo calculada como (Fy, — Fo)/Fm. A

13



estimativa da eficiéncia quantica real do fotossistema II associada ao transporte de
elétrons (Opsy) foi determinada de acordo com Genty et al. (1989), onde dpsy = (Fin’
— Fy)/Fy’ e a eficiéncia de captura de energia de excitagdo pelos centros de reagdo
abertos do FSII (F\’/Fy’).

Como Opsyr representa o numero de elétrons transferidos por foton absorvido
pelo FSII, a taxa de transporte de elétrons (Jg,) foi calculada como Jg, = Opsy X o X B
X RFA, em que a ¢ a absortancia da folha e  reflete o particionamento dos pacotes
de energia entre os fotossistemas Il e I. O produto af} foi adotado tal qual se encontra
na literatura para a espécie em estudo, sendo, portanto, igual a 0,451 (Flexas et al.,
2007b).

Os valores de respiragdo noturna (R4) foram determinados por meio do IRGA
mencionado, ap6s pelo menos 1 h de adaptacao ao escuro.

A taxa de fotorrespiragdo (R,) foi estimada pela formula: R, = ((1/12).(Jiu -
(4.(ANTRg)))) (Valentini et al., 1995), baseando-se no requerimento de elétrons
necessario para um evento de carboxilagdo e/ou oxigena¢do da ribulose-1,5-
bisfosfato (RuBP) e no fato de que uma molécula de CO, ¢ liberada para cada ciclo
de duas oxigenagoes, durante a descarboxilagdo da glicina, no passo de sintese de
serina durante o ciclo fotorrespiratério (Laing et al., 1974).

Curvas de resposta de Ayn a radiagdo fotossinteticamente ativa (An/RFA)
também foram obtidas, alterando a RF'A na sequéncia: 600, 1000, 800, 600, 400, 200,
100, 50, 25, 10 e 0 umol foétons m? s e mantendo-se a concentracdo ambiente de
CO, (C,) dentro da cAmara em 400 umol CO, mol ™, de forma que as trocas gasosas e
a fluorescéncia da clorofila a foram medidas simultaneamente (Yin et al., 2009). As
variaveis derivadas das curvas An/RFA, tais como irradidncia de compensacao (1),

de saturacdo (/;), rendimento quantico aparente (¢) e taxa de assimilagdo liquida de
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carbono saturada pela luz (4rpa) foram estimadas a partir de ajustes da curva de
resposta a luz pelo modelo hiperbdlico nao-retangular (von Caemmerer, 2000)

As respostas de An a concentragdo interna de CO, (curvas An/Cj) foram
obtidas a 700 pmol fotons m™ s, um valor saturante (determinado a partir de curvas
AN/RFA), mas nao fotoinibitorio, variando-se a pressao parcial de CO,, na seguinte
sequéncia: 40, 30, 20, 10, 5, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ¢ 160 Pa, como descrito
previamente (Long & Bernacchi, 2003).

A estimativa da condutancia mesofilica (gy,) foi realizada usando o método de
Harley, a partir de dados de An, Ci, R4 € taxa de transporte de elétrons (Jp,), estimada
a partir dos dados de fluorescéncia (Harley et al., 1992), como segue:

gm = AN/(Ci- ([*(Jau + 8(An + Ra)/( Jau - 4(An + Ry)))).

O fator de especificidade da Rubisco ainda nao foi descrito para Arabidopsis,
portanto, o ponto de compensacao de CO, cloroplastidico (/ *) foi obtido como uma
aproximacao a partir do ponto de compensacao de CO, subestomatico na auséncia de
respiracdo mitocondrial (Ci*), estimado como descrito anteriormente (Galmés et al.,
2006). Assim, o valor adotado foi retirado tal como se encontra na literatura (49
tmol CO, mol™), haja vista que 7* depende apenas da composicdo de aminoécidos
das subunidades da Rubisco, ndo diferindo, portanto, entre linhas da mesma espécie
(Bermudez et al., 2012).

As estimativas de g, foram utilizadas para transformar as curvas 4/C; em
curvas 4/C. (C. = concentragao de CO, nos sitios de carboxilagdo). Para tanto, C, foi
calculada usando a formula: C.= C; - (4/gm).

Os parametros provenientes das curvas An/C; e An/C., tais como taxa maxima
de carboxilacdo (Vemax) € a taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax), foram

obtidas a partir do modelo desenvolvido por Sharkey et al. (2007). Para tanto,
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excetuando-se [*, os parametros de cinética da Rubisco utilizados foram tomados
de Bernacchi et al. (2001). Esse procedimento foi realizado por meio do pacote de
programa Solver no Microsoft Excel® (Microsoft, Seattle).

Para a andlise de limitacdes fotossintéticas, as limitagOes relativas foram
particionadas em suas componentes funcionais (Grassi & Magnani, 2005). Esse
método utiliza AN, g5, gm € Vemax € permite o fracionamento das limitacdes em
componentes relativos a limitacao estomatica (LER), mesofilica (LMR) e bioquimica
(LBR). Assumiu-se como referéncia os genotipos que apresentaram maiores valores
para AN, gs, €m © Vemax- Esses maiores valores foram observados sempre nas linhas
mutantes almtl2-1 e 2, as quais, portanto, foram tomadas como referéncia para
calcularem-se as limitagdes parciais nos seus respectivos WT.

A cinética de abertura e fechamento estomatico em resposta a luz foi
determinada em plantas adaptadas ao escuro por, no minimo, 2 h. A luz foi entao
desligada/ligada/desligada por 10/60/60 min, respectivamente, sempre com a
concentracio de CO, mantida em 400 pmol mol™ e os valores de g, registrados em
intervalos de 1 min. A cinética de abertura e fechamento estomatico em resposta a
diferentes concentragdes de CO, foi determinada em folhas expostas a 400/800/400
pmol mol™ CO, por 10/60/40 min, respectivamente, com a RFA mantida a 150 pmol
fotons m™> s e os valores de g, registrados em intervalos de 1 min (Meyer et al.,

2010b).

2.6 Determinacgdo da perda de dgua na roseta destacada

Para determinacdo da perda de 4gua, a massa da roseta inteira destacada,

incubada com o lado abaxial para cima nas mesmas condi¢des de crescimento, foi
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determinada durante um periodo de 3 h com intervalo de pesagem de 10 min. A
perda de 4gua foi calculada como a percentagem de perda da massa fresca, relativa a

massa fresca inicial (Araujo et al., 2011c)

2.7 Analises bioquimicas

As rosetas inteiras foram coletadas no inicio, meio e final do periodo de luz
(IL, ML e FL, respectivamente), bem como no meio e final do periodo de escuro
(ME e FE) e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, sendo armazenadas a -

80 °C até as analises.

2.7.1 Extrac¢ado etandlica

Aliquotas de aproximadamente 20 mg de massa fresca de folhas foram
utilizadas para as analises bioquimicas. As amostras foram submetidas a extragdo
etanolica, a quente, pela adi¢do de 250 pL de etanol (98%) aos microtubos de 1,5 mL
que continham as aliquotas. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 20
min a 80 °C, sob agitacdo (822 g). Apds esse periodo as amostras foram
centrifugadas, por 10 min, a 17.000 g, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
armazenado em um novo microtubo de 1,5 mL. O precipitado resultante foi
submetido a duas extragdes conforme descrito acima, utilizando-se, sequencialmente,
no entanto, 150 pL e 250 pL de etanol 80% e 50%. Os sobrenadantes obtidos foram
misturados e, assim como o precipitado resultante, foram armazenados a -20 °C para
as analises dos metabdlitos, segundo métodos previamente descritos (Nunes-Nesi et

al., 2007).
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2.7.2 Determinagdo de clorofilas

O conteudo de clorofilas foi determinado segundo Porra et al. (1989) por
meio de um leitor de microplacas (OptiMax Tunable Microplate Reader). Para tanto,
adicionou-se em cada poc¢o da microplaca 25 uL do extrato etandlico, 25 UL de mix
etanolico (etanol 98%, 80% e 50% nas proporgdes 2:1:2) e 120 uL de etanol 98%.
As leituras foram feitas em dois comprimentos de onda (645 e 665 nm). Os teores de
clorofilas foram determinados por meio das formulas abaixo e expressos em mg g’

de massa fresca (MF).

Clorofila a = 5,21*Absggs — 2,07* AbSgas

Clorofila b = 9,29* Absgss — 2,74* Absggs

2.7.3 Determinacdo de aminodcidos totais

Os aminodacidos foram determinados de acordo com Gibon et al. (2004a). Em
uma microplaca adicionou-se 25 pL do extrato etanolico, 25 uL de etanol 70%, 50
uL de tampao citrato pH 5,2, acrescido de acido ascorbico 0,2% (p/v) e 100 uL de
ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v), em cada pogo. A microplaca foi entdo
incubada no escuro, por 20 min, a 95 °C. Apos esse periodo, foi centrifugada por 10
s, a 12.800 g. A absorbancia foi determinada a 570 nm e a determinagdo da
concentracdo de aminoacidos totais foi feita por meio de uma curva padrao de
leucina nas seguintes concentragoes: 0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,25 mM. Os valores

obtidos foram entdo expressos em pmol g MF.
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2.7.4 Determinacdo de acucares

Os teores de glicose, frutose e sacarose foram determinados a partir do extrato
etandlico, de acordo com Fernie et al. (2001). Em uma microplaca foram
adicionados, em cada pogo, 40 puL do extrato etanodlico e 160 uL de mix, o qual
continha tampao Hepes/KOH 0,1 M, MgCl, 30 mM (pH 7,0); ATP (118 mM);
NADP (48,4 mM); desidrogenase da glicose-6-fosfato - G6PDH (5 mg mL™). A
absorbancia foi lida a 340 nm com intervalos entre leituras de 1 min. Apods a
estabilizacdo da densidade optica (OD), adicionaram-se as enzimas em cada poco na
seguinte sequéncia: hexocinase (1,5 unidades por reacdo); isomerase da glicose-6-
fosfato (0,7 unidades por reacao); invertase (5 unidades por reagdo). A concentracao

dos aciicares foi estimada por meio da seguinte formula e expressa em pmol g™ MF:

umol NADPH = AOD/(2,85%6,22)

2.7.5 Determinac¢do de malato e fumarato

O contetido de malato e fumarato foi determinado de acordo com Nunes-Nesi
et al. (2007). Em uma microplaca, adicionaram-se 80 pL do mix contendo tampao
Tricina/KOH 0,4 M, pH 9; brometo de metiltiazolildifeniltetrazolio - MTT (10 mM);
NAD" (60 mM); fenazinaetossulfato (20 mM); Triton X-100 10% (v/); H,O,
adicionando-se, ainda, 10 pL do extrato etanolico. As absorbancias foram entdo lidas
a 570 nm, com intervalo entre leituras de 1 min. Apos a estabilizacdo da OD, foram

o . . . rqe . -1 J
adicionadas sucessivamente, desidrogenase malica (1.000 unidades mL™") e, apds
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nova estabiliza¢io da OD, a fumarase (100 unidades mL™"). Ambas as enzimas foram
ressuspendidas em tampao Tricina/KOH 0,4 M, pH 9. Para a quantificagdo das
concentracdes de malato e fumarato, curvas foram feitas utilizando-se acido malico e
acido fumarico como padrdes nas seguintes concentracoes: 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
1,25; 1,5; 2,0 mM. As concentracdes desses acidos organicos foram expressas em

umol g MF.

2.7.6 Determinagdo de proteinas soluveis

As proteinas soluveis foram determinadas segundo Gibon et al. (2004). Para
tanto, ressuspendeu-se o precipitado resultante da extragdo etanolica em 400 pL de
NaOH 0,1 M. Apds, os microtubos foram incubados por 1 h, a 95 °C, sob agitagdo
constante (580 g). Apds esse periodo, procedeu-se a centrifugacao (17.000 g por 5
min). Por fim, retirou-se uma aliquota (3 pL) do sobrenadante que foi, entdo,
adicionada a uma microplaca contendo 180 puL do reagente de Bradford (diluido 1:5)
em cada poco. A leitura da microplaca foi feita a 595 nm. De posse de uma curva
padrdo de albumina sérica bovina (BSA), nas concentragdes: 0; 0,08; 0,16; 0,24;
0,32; 0,40; 0,60; 0,80 mg uL'l, determinou-se a concentragcdo de proteina, que foi

expressa em mg g'1 MF.

2.7.7 Determinac¢do de amido

O contetido de amido foi determinado como previamente descrito (Fernie et
al., 2001). Adicionaram-se 70 pL de acido acético 1 M aos microtubos contendo o

precipitado ressuspendido em NaOH 0,1 M, utilizado para a determinacdo de
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proteinas, para a neutralizacao do extrato. Retiraram-se 40 puL da suspensao, formada
apos agitacao, e adicionou-se em cada pogo da microplaca, o qual continha 60 pL do
mix de hidrolise do amido, composto pelas enzimas amiloglicosidase e a-amilase
ressuspendidas em acetato de sodio 0,5 M pH 4,9, na propor¢do 25 mL de acetato de
sodio: 500 pL de amiloglicosidase ¢ 5 pL de a-amilase. A microplaca foi entdo
vedada com fita de aluminio (3M Modelo 425® HD) resistente a altas temperaturas e
incubada por 1 h, a 55 °C. Apos esse periodo, a microplaca foi centrifugada por 10 s
a 12.800 g. 50 puL da suspensdao foram transferidos para uma nova microplaca,
adicionando-se 160 pL do mix para determinacdo da glicose contendo tampao
Hepes/KOH 1 M, pH 7,0, MgCl, 30 mM; ATP (118 mM); NADP (48,4 mM);
G6PDH (0,7 unidades pL™). Por meio do mesmo leitor de microplacas descrito
acima as absorbancias foram determinadas a 340 nm, com 1 min de intervalo entre as
leituras. Apds a formagdo de uma linha de base estavel (estabilizagdo da OD),
adicionaram-se 10 puL da enzima hexocinase (2 unidades por reagdo). O conteudo de
amido foi entdo calculado de acordo com a férmula abaixo e expresso em umol de

glicose g”' MF.

umol NADPH= AOD/(2,85%6,22)

2.8 Avaliacdo de atividade enzimdtica

O extrato para determinagdo da atividade enzimadtica foi preparado como
descrito previamente (Gibon et al., 2004), onde aliquotas de 20 mg de massa fresca,
armazenadas previamente a -80 °C, foram extraidas por meio de vigorosa agita¢ao

em tampao de extracdo, composto por glicerol 87% (v/v); BSA 0,25% (p/v); Triton
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X-100 10% (v/v); Hepes/KOH 50 mM pH 7,5, MgCl, 10 mM; EDTA 1 mM; EGTA
1 mM; benzamidina 1 mM; acido g-aminocapronico 1 mM; PMSF 1 mM; DTT 1
mM. O PMSF foi adicionado somente antes da extragao. Utilizaram-se 500 uL do
tampao de extragdo e subaliquotas foram diluidas 1:20 (v/v) para gerar dilui¢des
apropriadas para cada enzima. Quando necessario, utilizou-se o extrato enzimatico
bruto para as determinagdes de atividade enzimatica. A atividade de todas as enzimas
foi determinada espectrofotometricamente por meio da oxidagio NADH ou NADPH,
de acordo com cada enzima, a 340 nm.

A atividade total (24 min de incubagdo a 25 °C) e inicial da Rubisco foi
determinada como descrito previamente (Sulpice et al., 2007), com algumas
modificagdes. De forma resumida, utilizaram-se 20 uL de extrato enzimatico bruto,
que foi incubado em um tampao de reacao constituido por Bicina 100 mM pH 8,0
em NaOH; EDTA 1 mM pH 8,0; MgC1, 15 mM (inicial) e 20 mM (total), DTT 10
mM; NaHCO; 5 mM (inicial) e 10 mM (final); NADH 0,5 mM; ATP 2 mM; cinase
da fosfocreatina (2 unidades mL™); GAPDH (40 unidades mL™); cinase do 3-
fosfoglicerato - PGK (10 unidades mL™); fosfocreatina 5 mM; BSA 0,1%. A reagéo
foi iniciada com a adicao de ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP) para uma concentracao
final de 0,6 mM.

A atividade de PGK foi determinada segundo Burrell et al. (1994), com
algumas modificagdes. O extrato enzimatico (20 UL de extrato diluido) foi incubado
em um tampao de reagdo, contendo Hepes/KOH 100 mM pH 8,0; EDTA 1 mM;
MgCl, 5mM; NADH 0,3 mM; ATP 1 mM; GAPDH 0,83 unidades. A reacdo foi
entdo iniciada apos a adicdo de 3-fosfoglicerato (3-PGA), para uma concentracao

final de 6,5 mM.
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Para transcetolase, avaliada de acordo com Gibon et al. (2004), o extrato
enzimatico (30 uL de extrato bruto) foi incubado no meio de reacdo contendo, Tris
HCI 50 mM pH 7,4; MgCl, 5 mM; 0,24 mM NADH; tiamina pirofosfato 0,5 mM;
isomerase da triose-P (0,5 unidades); desidrogenase do glicerol-3-fosfato (G3PDH).
A reagdo foi iniciada com a adi¢do de ribose-5-fosfato, para uma concentragdo final
de I mM.

A atividade de NADP-GAPDH foi determinada de acordo com Leedoog &
Walker (1980), utilizando-se 20 pL do extrato enzimdtico diluido. O extrato
enzimatico foi incubado no meio de reagdo, contendo tampao Hepes/KOH 100 mM,
pH 8,0; ATP 5 mM; MgCl, 10 mM; NADPH 0,2 mM; 22,5 unidades de PGK. A
reac¢ao foi iniciada com a adi¢ao de 3-PGA para uma concentracao final de 5 mM.

A atividade da desidrogenase malica dependente de NAD (NAD-MDH) foi
determinada segundo Jenner et al. (2001), com algumas modificagdes.
Resumidamente, 20 UL do extrato enzimatico diluido foram dispostos em um tampao
de reacdo contendo Tricina/KOH 500 mM pH 8,0; Triton X-100 0,25% (v/v); NADH
I mM. A reagdo foi iniciada com a adi¢gdo de oxalacetato (OAA), para uma
concentracao final de 1 mM.

A atividade da NADP-MDH foi determinada como descrito por Scheibe &
Stitt (1988). Para tanto, 5 UL do extrato enzimatico diluido foram incubados por 2 h,
a 25 °C, inicialmente em um tampao de ativacao contendo Tricina/KOH 100 mM pH
8,0; KCI 180 mM; Triton X-100 0,5% (v/v); DTT 150 mM (atividade total) ou dgua
(atividade inicial). Apos essa incubacdo inicial, adicionou-se o tampdo de reacdo

exatamente como descrito para a determinacdo da atividade da NAD-MDH.

23



2.9 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a comparagdo entre médias
realizada pelo teste t de Student (P<0,05) com auxilio dos algoritmos presentes no

programa Microsoft Excel®.

3. RESULTADOS

3.1 Isolamento e confirmacdo da reducdo na expressiao de ALMTI?2

Para investigar o papel desempenhado pelo transporte de &cidos organicos
nos movimentos das células estomdticas, foram utilizadas duas linhagens
independentes (a/mt12-1 e almtl2-2) que contem elementos de T-DNA inseridos no
gene ALMTI2 em Arabidopsis thaliana. Essas plantas mutantes foram previamente
caracterizadas em condicdes Otimas de crescimento, demonstrando que a perda de
ALMT1?2 altera o transporte de acidos organicos e, por conseguinte, os movimentos
estomaticos (Meyer et al., 2010b). Analises de RT-PCR usando pares de primers
desenhados especificadamente para cobrir os sitios de inser¢do de T-DNA foram
utilizados para investigar a transcrigdo do gene ALMTI2 (Figure 1A e 1B). As
insercdes de T-DNA foram identificadas no terceiro éxon e no quarto éxon nas linhas
mutantes almtl2-1 e almtl2-2, respectivamente (Figure 1A). Utilizando o conjunto
de primers L1/R1 e L2/R2 foi possivel detectar a expressao do gene ALTM12, tanto
no tipo selvagem (WT, Col-0) como em linhas WT-like; contudo, produtos de

amplificacdo ndo foram observados nas linhas almt12-1 e almt12-2, respectivamente
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(Figura 1B). Os genes TUB9 e GAPDH foram utilizados como controle constitutivo
(Figura 1B). Dessa forma, linhas em homozigose foram confirmadas para cada um
dos mutantes por PCR e denominadas almti2-1 e almtl2-2, respectivamente. Estes
resultados confirmaram que transcritos abrangendo o sitio de inser¢cao do T-DNA sdo
ausentes nas linhas mutantes. Para efeitos comparativos, todos os resultados descritos
a partir de agora para as linhas mutantes almtl2-1 e almti2-2 serdo sempre
comparados ao correspondente tipo selvagem, Wt-like-1 e Wt-like-2,
respectivamente. Uma vez estabelecida e confirmada a identidade molecular dessas
linhas independentes, essas plantas foram cultivadas juntamente com os respectivos
controles (WT) (vide condigdes de crescimento em Material & Métodos). Nessas
condi¢des, nenhum fendtipo aberrante visivel foi observado durante o crescimento
vegetativo e reprodutivo desses mutantes quando comparados com suas respectivas

linhas WT (Figura 1C).

3.2 A auséncia de expressdo de ALMTI2 afeta o crescimento

Apesar das linhas mutantes ndo sofrerem alteragcdes drésticas no seu fenotipo
aparente, uma andlise de crescimento mais detalhada dessas plantas demostrou
aumentos significativos em termos absolutos e relativos. Nesse contexto, de forma
geral, plantas almti2-1 e almtl2-2 cultivadas por cinco semanas apresentaram
maiores numero de folhas (NF), area foliar (AF) total, area foliar especifica (AFE),
massa seca da roseta (MSR) e taxa de crescimento relativo (TCR) (Tabela 1).
Saliente-se, ainda, que, embora maiores AF e TCR tenham sido observadas em

almtl2-1 e almt12-2, a densidade estomatica nao foi alterada (Tabela 1).
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L1/R1
12/R2
GAPDH
C
WT-like-1 almti2-1 WT-like-2 almti2-2

Figura 1: Identificagdo molecular e caracterizagdo fenotipica das linhas mutantes
almtl2. A. Estrutura génica de AtALMTI2. Setas indicam a posicao dos primers
usados para genotipagem, bem como para andlise de expressao por RT-PCR. Caixas
pretas indicam éxons. Barra corresponde a 500 pares de bases. As inser¢des de T-
DNA foram identificadas no éxon 3 e 4 em almti2-1 e almtl2-2, respectivamente. B.
Andlise via RT-PCR do RNA total de plantas Col-0, WT-like-1 e 2, bem como de
almtl12-1 e almt12-2 utilizando o conjunto de primers indicados a esquerda da figura.
Analises via RT-PCR semiquantitativo demonstram a auséncia de transcrito para
AtALMTI12 nas linhas homozigotas a/mt12-1 e almtl2-2. C. Fenbtipo aparente em

plantas com quatro semanas de idade.
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Tabela 1: Parametros de crescimento e morfologicos em plantas mutantes almtl2.
Valores representam as médias = EP (n = 8) obtidas em dois ensaios independentes.

Os valores que diferem significativamente (P<0,05) pelo teste ¢ Student’s estdo em

negrito.
Parametros™ WT-like-1 almti2 - 1 WT-like-2 almti2 - 2
NF* 28,5+0,3 32,3+1,1 24,0+ 0,9 30,7+0,8
AF (cm?) 28,7+1,9 38,2+ 0,4 232+1,6 38,5+2,9
AFE (m? kg'} 152+08  18,7+0,5 13,3+0,9 15,5+0,7
MSR (g) 0,17+0,007 0,22+0,014 0,170,010 0,23 +0,010

TCR (g g dia™) 0,013 +0,003 0,025 + 0,004 0,023 +0,002 0,039 + 0,001

DE (estomatos mm™) 235,0+8,9 236,8+11,8 2238+42 228,2 £ 8,8

*NF: numero de folhas; AF: area foliar; AFE: area foliar especifica; MS: massa seca da roseta; TCR:

taxa de crescimento relativo; DE: densidade estomatica.

3.3 Cinéticas de abertura e fechamento estomdtico sdo afetadas em

plantas mutantes almtl2

Para confirmar a hipotese de que a perda funcional do canal de anions
AtALMTI12 levaria a um prejuizo no controle dos movimentos estomaticos,
realizaram-se analises da cinética de indugdo a abertura ¢ fechamento dos estomatos
em respostas ao estimulo luminoso e a concentragdo de CO, (Figura 2). Estas
analises confirmaram que as linhas mutantes apresentam uma regulacao deficiente do
fechamento estomatico, levando, assim, a uma menor velocidade de fechamento dos
estomatos, tanto em resposta ao escuro (Figura 2A e 2B) como em resposta a alta
concentracdo de CO, (Figura 2C e 2D). Por outro lado, a cinética de abertura
estomatica foi pouco afetada e, assim, ndo se observaram diferencas significativas
entre as linhas mutantes e seus respectivos WT nao foram observadas, apesar de

plantas almtl2 mostrarem uma tendéncia de maior e mais rapida abertura dos
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estomatos. Verificou-se, ainda, que almtl2-1 e almtl2-2 apresentaram abertura

estomatica maxima maior que seus respectivos WT (Figura 2).

Radiagao fotossinteticamente ativa (umol m2 s’1) Concentragéo de COp (umol COp mol'1)
[0 | 150 IR (00 800 T
—o— WT-like1 C
020} A —o— almt12-1 1020

s,
(L-S z-W |low) S6

—o— WT-like-1
—o— almt12-1

—e— WT-like-2
020} B e amnzs ||D 10,20

—o— WT-like-2

—o— almt12-2
0,00 . . : . . : - - - - . 0,00
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 2: Cinéticas de abertura e fechamento estomdtico em resposta a luz e
concentracoes de CQO, ambiente de linhas mutantes almti/2. A condutancia
estomatica (gs) foi monitorada em almti2-1 e almtl2-2 e seus correspondentes WT
em resposta a alteragdes na intensidade luminosa (A e B, respectivamente), assim
como em resposta a alteracdo nos niveis de CO, (C e D, respectivamente). Os dados

representam a média + EP (n = 10) obtidos em dois ensaios independentes.

3.4 Perda de agua em folhas destacadas

Como a velocidade de fechamento estomatico ¢ afetada tanto em plantas
almtl2-1 quanto em almtl2-2 (Figura 2) e essas apresentam densidade estomatica
similar (Tabela 1), realizou-se um ensaio para avaliar a perda de agua em rosetas

destacadas. Inicialmente, tanto plantas a/mtl2-1 quanto al/mtl2-2 apresentaram taxas
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de perdas semelhantes aos seus WT (Figura 3). No entanto, consistente com a
cinética de fechamento mais lenta, plantas al/mt/2 apresentaram maiores perdas de
massa fresca em relacdo ao seus WT correspondentes, ao longo do tempo. Dessa
forma, ap6s 240 min almtl2-1 e almt12-2 tiveram 30% e 33% de perda de 4gua, ao
passo que, em plantas WT-like essas perdas chegaram a 26% e 29%,
respectivamente. Em conjunto esses resultados confirmam a alteragdo na funcao
estomatica em mutantes a/mtl2 e que essa variagdo nao ¢ resultado de alteragcdes na

densidade estomatica.
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Figura 3: Perda de 4gua em rosetas destacadas de linhas mutantes a/m¢/2. (A) para
WT-like-1 e almti2-1 e (B) WT-like-2 e almt12-2. Os dados referem-se a perda de
massa fresca em relacdo a massa fresca inicial e representam a média £ EP (n = 8)
obtidos em dois ensaios independentes. Asterisco (*) indica o momento (em min)
onde os valores das linhas mutantes mostram-se significativamente diferentes

(P<0,05) pelo teste t de Student em relagao aos seus correspondentes WT.

3.5 Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Plantas mutantes exibiram uma tendéncia de maiores valores nos parametros
instantdneos de trocas gasosas (Tabela 2). Assim, maiores valores de An, gs € E

foram observados em plantas mutantes almt12-1 e almtl2-2. De forma interessante, a
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respiragdo no escuro (R4q) foi, em média, 40% superior nas linhas mutantes em
relagdo aos seus WT. Estas diferengas nao foram, no entanto, acompanhadas por
mudancas na eficiéncia instantanea do uso da agua (EUA).

A eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II (FSII) (F,/Fy), ndo
diferiu entre os gendtipos com valores entre 0,75 e 0,78. De forma semelhante, a
eficiéncia de captura dos centros de reagao (F,’/Fy,’) ndo apresentou diferencas nos
genotipos estudados. Por outro lado, utilizando-se dos dados de fluorescéncia, a
fotorrespiracdo (R,) ¢ a taxa de transporte de elétrons (Jp,) foram estimadas sendo,
em média, 30% e 14% maiores nas linhas mutantes, respectivamente.

Tabela 2: Variaveis instantaneas de trocas gasosas e varidveis derivadas da andlise
de fluorescéncia da clorofila a em plantas a/m¢12. Valores representam as médias +
EP (n =10) obtidas em dois ensaios independentes. Os valores que diferem
significativamente dos seus respectivos tipo selvagem (P<0,05) pelo teste t de

Student estdo em negrito.

Parametros™ WT-like-1 almti2 - 1 WT-like-2 almti2 - 2
An (umol CO, m?s™")  6,07+£0,155 7,29+0,21 6,98+0,25 8,00+0,18
gs (mol H,0 m?s™) 0,19+0,01 0,24+0,01 0,22+0,01 0,24 +0,02
E (mmol H,O m?s™) 4,08+0,04 4,15+£0,08 3,59+0,18 4,24+0,14
EUA (A/E) 1,66 0,10 1,60+0,12 1,77+0,02 1,87+0,02

Rg (umol CO, m™s™) 0,85+0,10 1,29+0,17 0,66+0,14 1,28+0,13
Ry (umol CO, m™s™) 2,31+0,18 3,54 +0,24 2,4+0,20 3,31+ 0,14
Fy/Fn 0,78+0,02 0,76+0,01 0,76+0,04 0,75+0,01
FVIFy 0,31+0,019 0,29+0,012 0,29+0,013 0,31 £0,009

Ji (wmol m? s™) 629+12  769+52  638+0,8 71,1+0,12

*A\: Fotossintese liquida; E: transpiragdo, g: condutincia estomatica; EUA: eficiéncia instantdnea
do uso da 4dgua; Ci/C,: razdo da concentracdo interna de CO, em relac¢do a concentracdo externa, Ry
fotorrespiracdo; F./Fp,: eficiéncia fotoquimica maxima do FSII; F,’/F,,’: eficiéncia de captura de
energia dos centros de reagdo do FSII abertos; Jy,: taxa de transporte de elétrons estimada por

parametros de fluorescéncia.
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3.6 Caracterizacgdo fotossintética

Para caracterizar fotossinteticamente os genotipos em estudo, foram
investigadas as respostas da Ay a irradiancia (curva AN/RFA) e a concentragdo interna
de CO; (curvas An/C).

Curvas An/RFA foram obtidas (Figura 4) e ajustadas pelo modelo hiperbolico
nao-retangular, possibilitando a obtengao de alguns parametros (Tabela 3). De forma
geral, tanto a irradiancia de compensacdo (/.) quanto a eficiéncia de uso da luz,
determinada a partir do inverso do rendimento quantico aparente (1/¢), foram
semelhantes entre os gendtipos. Por outro lado, a irradiancia de saturacdo (/5) e a taxa
de assimila¢do liquida de carbono saturada pela luz (Arpa) foram significativamente

maiores apenas para almt2-2 (aproximadamente 30%).

-
N

21 A e WT-ike-1 | B o Wtlike-2 ]
° almt12-1 o almti2-2

-
o

AN (umol CO, m2s71)
(o)}
(-8 7w 209 jown) Ny

0O 200 400 600 800 1000 0O 200 400 600 800 1000
RFA (umol m2 s71) RFA (umol m2 s71)
Figura 4: Curvas de fotossintese liquida (4n) em resposta a alteracdes na radiagao

fotossinteticamente ativa (RF'4) de linhas mutantes almt12. (A) Curvas An/RFA para
almt12-1 e WT-like-1. (B) Curvas An/RFA para almti2-2 e WT-like-2. Os dados

estdo apresentados como médias = EP (n=10) obtidas em dois ensaios independentes.
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Tabela 3: Parametros fotossintéticos derivados de curvas de luz de plantas a/mt12.
Valores representam as médias + EP (n =10) obtidas em dois ensaios independentes.
Os valores que diferem significativamente dos seus respectivos tipo selvagem

(P<0,05) pelo teste t de Student estdo em negrito.

Parametros* WT-like-1  almti2 -1 WT-like-2 almti2 - 2

ARga (umol CO, m s'l) 6,8 +0,4 6,9+0,1 6,5+0,2 7,9 +0,5
I (umolm s ) 20,703 222+14 260:1,6 249+06
I (umolm s ) 698,2+ 6,8 704,3+37,8 540,0+532 772,3+16,1

1/¢ (umol fétons mol_1 co, 259+0,8 27,5+3,6 29,6 £1,2 254+ 14

*4rra: taxa de assimilacdo liquida de carbono saturada pela luz /.: irradiancia de compensacio; I:

irradidncia de saturagdo; 1/¢: eficiéncia no uso da luz

Em adicdo, curvas An/C; foram obtidas e transformadas em curvas An/C.. De
forma interessante, sob concentra¢io ambiente de CO, (400 pmol mol™), ndo foram
observadas diferencas significativas entre os gendtipos no que se refere a Ci e Cc
(Tabela 4); no entanto, tomando pontos com maiores concentragdes externas de CO,
(C,) em ambas as curvas, tanto C; quanto C, foram maiores nos mutantes,
principalmente nas plantas almtl2-2, apresentando valores médios de 1440 e 530
umol CO, mol™, ao passo que plantas WT-like-2 apresentaram valores médios de
1377 e 488 umol CO, mol! para Cj e C,, respectivamente.

A C,, assim como g, foram estimadas pela combinacdo de parametros
fotossintéticos e de fluorescéncia da clorofila a (Tabela 4). Verifica-se que gn
mostrou clara tendéncia de aumento nas linhas mutantes (estatisticamente apenas na
linha almti2-2), com valores, em média, 23% superiores aos encontrados para os

respectivos WT.
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Tabela 4: Caracterizacdo fotossintética de plantas al/mti2. Valores representam as
médias + EP (n = 10) obtidas em dois ensaios independentes. Os valores que diferem

significativamente (P<0,05) pelo teste t de Student estdao em negrito.

Parametros* WT-like-1 almtl2 - 1 WT-like-2 almtl?2 - 2

Ci (umol CO, mol™) 3494+ 2,7 351,5+54 348,8 £2.4 351,4+4,7
C¢ (umol CO, mol™) 164,1 £13,7 221,4+8,9 179,0 £ 9,5 186,8 = 7,1
Zm (mol CO, m™?s™ bar") 0,037 £0,003 0,047 +0,005 0,037 +0,002 0,050 + 0,003
Vemax_ci (umol m? s™) 26,6 + 0,9 32,7+1,2 29,8+ 0,4 35,9 £0,7
Vemax_ce (Wmol m™ s™) 36, 3+14 453 +1,5 42,8+ 1,9 43,3 +£4,5
JImax_ci (umol m™ ™) 552+ 1,2 66,4 =14 57,5+0,8 75,8 1,2
Jmax_ce (umol m™ ™) 63,5+14 71,7+ 1,5 71,9+ 0,2 78,9 £ 0,8
Jmax_ci: Vemax_ci 1,90 + 0,09 2,01 £0,04 1,97+0,01 2,09 +0,006
Jmax_ce: Vemax_ce 1,75+ 0,06 1,73 £ 0,06 1,65+ 0,07 2,01 + 0,04

*C;: concentragdo subestomatica de CO,; C.: concentragdo cloroplastidica de CO,; g,,: condutancia
mesofilica; Vemax_ciou cc: velocidade maxima de carboxilagdo em base Cj ou Cg; Jmax ci ou ¢! Capacidade

maxima de transporte de e em base C; ou C..

Ao se analisar as porcdes finais das curvas An/C; percebe-se que a taxa
fotossintética maxima foi sempre superior em plantas almti2-1 e almtl2-2 quando
comparadas aos seus respectivos WT. Por outro lado, nas porcdes iniciais da curva,
onde a fotossintese ¢ limitada pela taxa de carboxilagdo, resultados semelhantes entre
os genotipos foram observados (Figura SA e 5B). Adicionalmente, as curvas An/C.
mostraram-se, em termos relativos, similares as curvas An/Cj, embora diferencas nas
porg¢des finais das curvas, onde as mesmas sao limitadas pela regeneracao da RuBP
e, por fim, pelo uso das trioses fosfato, tenham sido relativamente atenuadas. Em
adi¢do, os parametros derivados dessas curvas (Vemax € Jmax) foram sempre superiores
para as linhas mutantes em relagdo aos WT correspondentes, independentemente da
base de expressdo (C; ou C;). Dessa forma, os valores foram em média 22 e 20%, 20
e 32% superiores em almtl2-1 e almtl12-1 2 para Vemax_ci € Jmax_ci» T€spectivamente.

Adicionalmente, em base C., verificaram-se valores em média 25% e 13% maiores
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em almtl2-1 para Vemax_cc € Jmax_ce, €nquanto para almtl2-2, apenas Jmax cc diferiu
significativamente, em média, 10%. Ressalte-se ainda que os valores de Jmax ci
corroboram grandemente com os valores encontrados para Jg,, estimado por meio
dos parametros de fluorescéncia, particularmente em WT-like-2 e almti2-2.
Ademais, a semelhanga nas razoes Jmax ci : Vemax_ci € Jmax_ce @ Vemax_ce, com ligeiras
tendéncias de maiores valores nas linhas mutantes (significativas somente almti2-2),
sugere que, embora diferencas em Ay tenham sido verificadas, um balanco funcional

adequado entre a taxa de carboxilacdo e o transporte de elétrons deve ter ocorrido.
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Figura 5: Curvas de resposta da fotossintese liquida (4An) a concentragdo
subestomatica (Cj) e cloroplastidica (C;) de CO; de linhas mutantes almt12. (A) e (B)
Curvas ANCi e (C) e (D) Curvas An/C. para WT-like 1/almti2-1 ¢ WT-like-
2/almtl2-2, respectivamente. Os dados representam as médias £ EP (n=10) obtidas

em dois ensaios independentes.

34



Utilizando-se os valores de An, gs, gm © das curvas An/C., uma analise
quantitativa das limitagOes fotossintéticas foi realizada (Tabela 5). Vemax cc fol usada
para estimar as limitagdes bioquimicas, haja vista, que os pontos até ou proéximos a
concentracio ambiente de CO, (400 pmol m™ s™), foram identificados como sendo
limitados pela Rubisco. Como os maiores valores de An, gs, gn foram geralmente
observados nas linhas mutantes (a/mtl2-1 e almti2-2), essas linhas foram entdo
utilizadas como referéncia para calcular as limitagcdes fotossintéticas relativas,
observadas nas plantas WT. Essa andlise revelou uma limitacdo relativa total de
24%, em ambas as linhas WT-like. Dessa reducao, as limitagdes estomaticas (LER) e
bioquimicas (LBR), pouco contribuem, apresentando valores médios de 4 e 5% em
ambas as linhas WT-like. As maiores contribui¢des reveladas foram, portanto,
mesofilicas (LMR), com valores de 15% para WT-like-1 e 2, o que implica em uma
contribuicao de 62% sobre as limitagdes relativas totais observadas (24%).

Tabela 5: Analise de limitacOes fotossintéticas relativas em plantas WT-like. As
limitacdes fotossintéticas em plantas WT-like 1 e 2 sdo relativas as plantas almt2-1

e almt12-2, respectivamente.

Limitagoes relativas (%)

LER LMR LBR LT
WT-like-1 5 15 4 24
WT-like-2 3 15 6 24

LT: limitagdo relativa total; LER: limitagdo estomatica relativa; LMR: limitagdo mesofilica relativa;

LBR: limitagao bioquimica relativa.

3.7 Efeitos metabdlicos da reducdo na expressio de ALMTI2

Como as diferencas observadas nas trocas gasosas foram, em larga extensao,
decorrentes de limitacdes mesofilicas com potenciais efeitos bioquimicos, as

alteragdes metabodlicas foram investigadas para melhor compreender possiveis
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relagdes entre aquelas alteragdes e o transporte de acidos organicos. De modo geral,
compostos associados ao metabolismo N nao apresentaram diferencas (Figuras 6 e
7), ao passo que os do C mostraram-se claramente alterados (Figuras 8 € 9). Em
geral, ndo se observaram variagdes significativas na concentracao de clorofilas, bem
como na razao a/b (Figura 6). Em adi¢do, as concentragdes foliares de aminoacidos e

proteinas (Figura 7) foram muito semelhantes nos genotipos em estudo.
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Figura 6: Teores de clorofila total (a + b), bem como a razdo a/b de linhas mutantes
almt12. (A) e (C) para WT-like-1 e almti12-2, (B) e (D) para WT-like-2 e almti2-2,

respectivamente. Os dados representam médias + EP (n =5).
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Figura 7: Concentracdo de aminoédcidos livres e proteinas soliveis de linhas
mutantes almtl2. (A) e (B) aminoacidos para WT-like-1 e almti2-1 ¢ WT-like-2 e
almt12-2. (C) e (D) proteinas para WT-like-1 e almti2-1 e WT-like-2 e almti2-2,
respectivamente. Os dados representam médias + EP (n = 5).

O padrao temporal da acimulo de amido e acucares soltveis (Figura 8) foram
similares em cada linha mutante em relagdo as WT correspondentes durante o ciclo
diurno. Assim, linhas mutantes acumularam mais glicose, sacarose e amido,
acumulando maiores concentragdes ao final do periodo de luz e consumindo-os
durante o periodo escuro, com niveis semelhantes aos das plantas WT ao final da
noite. Registra-se ainda, como esperado, maior acumulo de sacarose (Figura 8G e
8H) como agticar de reserva, com valores ao final do periodo de luz em média 4 e 3
vezes e ainda 14 e 15 vezes superiores em relacdo aos de glicose (Figura 8C e 8D) e
frutose (Figura 8E e 8F), em ambas linhas WT e a/mtl2, respectivamente. Sugere-se
que apesar das linhas mutantes apresentarem maiores teores de amido e aguicares, nao

houve retroinibi¢ao da fotossintese devido ao acumulo desses fotoassimilados.
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Figura 8: Teores de actcares soluveis e amido de linhas mutantes almt12. (A) e (B)

glicose; (C) e (D) frutose; (E) e (F) sacarose; (G) e (H) amido em WT-like-1 e
almt12-1 e em WT-like-2 e almt12-2, respectivamente. Os dados estdo apresentados
como médias = EP (n = 5). Asterisco (*) indica valores diferentes significativamente
pelo teste t de Student (P<0,05) entre as linhas mutantes e seus WT correspondentes,

em um mesmo ponto de coleta ao longo do ciclo luz/escuro.
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O padrao de variacdo diurna de malato e fumarato foi bastante similar ao
observado para agucares soluveis e amido. As diferencas observadas foram, no
entanto, mais atenuadas entres as plantas WT e mutantes, sendo significativas apenas
ao meio ¢ ao final do periodo luminoso para fumarato, € no meio do periodo de luz
para malato (Figura 9A e 9B). Os teores de fumarato foram sempre superiores aos de
malato, diferenca essa, mais pronunciada ao final do periodo de luz, quando os teores

de fumarato foram cerca de 2 vezes maiores que os teores de malato.
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Figura 9: Concentragdo de acidos organicos de linhas mutantes almt12. (A) e (B)
malato; (C) e (D) fumarato para WT-like-1 e almti2-1 e para WT-like-2 e almtl2-2,
respectivamente. Os dados representam médias = EP (n = 5). Asterisco (*) indica
valores diferentes significativamente pelo teste t de Student (P<0,05) entre as linhas
mutantes e seus WT correspondentes, em um mesmo ponto de coleta ao longo do

ciclo luz/escuro.
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3.8 Atividade enzimdtica em resposta a redug¢do na expressdo de

ALMTI2

Embora variacdes na fotossintese tenham sido observadas no presente estudo
a analise das atividades cataliticas méaximas de algumas enzimas importantes do
metabolismo fotossintético nao revelou diferencas para Rubisco e desidrogenase do
gliceraldeido 3-fosfato, ao passo que a atividade maxima da transcetolase foi maior
nas plantas almt12-1 e almtl2-2 (33% e 16%, respectivamente) em relagdo aos seus
WT (Tabela 6). Em adicdo, a atividade catalitica méxima da desidrogenase malica
dependente de NADP (NADP-MDH), uma importante enzima indicadora do estado
redox do cloroplasto, nao sofreu alteragdes. Em relagdo ao metabolismo respiratorio,
apesar de uma clara tendéncia de aumento em ambas as enzimas estudadas, cinase do
fosfoglicerato (PGK) e desidrogenase malica dependente de NAD (NAD-MDH), nao

foram observadas diferencas significativas.
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4. DISCUSSAO

Embora o movimento de ions das células-guardas para seu entorno, seja
reconhecidamente importante durante os movimentos estomaticos, pouco ou nada se
sabe acerca do papel do metabolismo dos acidos organicos (e.g. malato e fumarato)
durante tais movimentos. Saliente-se que a importancia desses acidos na regulagao
da abertura estomatica foi recentemente sugerida (Fernie & Martinoia, 2009; Meyer
et al., 2010a; Aragjo et al., 2011b), no entanto, a hierarquia molecular e metabdlica
regulando este tipo celular altamente especializado nao ¢ ainda completamente
esclarecida. Para investigar o papel desempenhado pelo transporte de acidos
organicos nos movimentos estomaticos, utilizou-se neste trabalho plantas mutantes
de Arabidopsis com redu¢dao no transporte de 4acidos organicos mediado por
AtALMTI12. Essa reducdo no transporte de &cidos organicos foi anteriormente
demonstrada por Meyer et al. (2010b). Os resultados aqui apresentados reforgam a
importancia de AtALMTI12 para a regulagdo dos movimentos estomaticos e
adicionam uma fun¢do, nao reconhecida anteriormente, associada a aspectos

difusivos e metabolicos.

4.1 AtALMTI2 é um importante canal de dnions necessdrio para a

adequada regulacdo do fechamento estomdtico

No presente estudo, primeiramente demonstrou-se que a perda funcional de
AtALMTI2 (Figura 1) ocasionou fechamento estomatico mais lento em resposta ao
escuro e a alta concentragao de CO, (Figura 2) em duas linhas independentes. Esta

redu¢do na velocidade de fechamento estomatico, possivelmente afeta também a
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resposta dessas plantas ao déficit hidrico, como observado pela maior perda de agua
das rosetas destacadas nessas (Figura 3) sem, contudo, afetar a densidade estomatica
(Tabela 1). Embora ndo se tenha observado diferengas acentuadas na cinética de
abertura estomatica, houve uma tendéncia de uma mais rapida e maior abertura dos
estomatos (Figura 2 e Tabela 2). Em adicao, andlises de trocas gasosas revelaram um
atraso e nao completo fechamento estomatico em plantas com redugdo na expressao
de AtALMTI2. Estes resultados, juntamente com os obtidos em outros trabalhos
(Meyer et al., 2010b; Sasaki et al., 2010), fornecem fortes evidéncias de que
AtALMT 12 ¢ necessario para um eficiente fechamento estomatico.

Como previamente mencionado, os acidos organicos, em particular o malato,
vém sendo apontados como um dos principais reguladores do mecanismo pelo qual
as cé¢lulas-guarda ajustam os seus movimentos (Van Kirk & Raschke, 1978; Hedrich
& Marten, 1993; Hedrich et al., 1994; Roelfsema et al., 2002; Raschke, 2003; Nunes-
Nesi et al., 2007; Aratjo et al., 2011¢). Durante a abertura estomatica, malato ¢
acumulado, sendo seu transporte mediado pelo transportador ABCBI4 em
Arabidopsis thaliana (Lee et al., 2008). Esse transportador garante o influxo de
malato proveniente da solugdo apoplastica para dentro das células-guarda. Entretanto
o malato pode também ser sintetizado por meio da degradacdo de amido nessas
células (Vavasseur & Raghavendra, 2005). Recentemente De Angeli et al. (2013)
demonstraram que o malato atuaria ndo apenas como osmorregulador, mas também
como metabolito de sinalizagcdo, aumentando a sensibilidade de um canal vacuolar da
familia ALMT, o AtALMTO9, responsavel pelo acimulo de cloreto, outro importante
ion regulador dos movimentos estomaticos. Por outro lado, durante o fechamento
estomatico, a saida desses osmorreguladores, em larga escala via canais i0nicos, ¢

necessaria para que ocorra um aumento no potencial hidrico das células-guarda,
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concomitantemente com a saida de agua e redugdo do poro estomatico (Schroeder et
al., 2001; Kim et al., 2010; Aragjo et al., 2011a; Aragjo et al., 2011c). Em adicao, o
proprio metabolismo do malato, em que a sua descarboxilacdo pode ocorrer pela
acado da MDH, formando oxalacetato ou pela formagao direta de piruvato mediada
pela enzima malica, tem se mostrado fundamental para regular o fechamento dos
estomatos (Penfield et al., 2012). Nesse contexto, AtALMTI12 desempenha um
importante papel, permitindo o efluxo de malato das células-guarda para o apoplasto.
Concomitante a essas informagdes e considerando que alteragdes nos movimentos
estomaticos (Figuras 2 e 3) culminaram com incrementos na AF e na TCR (Tabela
1), independentemente de alteragdes na densidade estomatica (Tabela 1) e na
concentracdo de pigmentos fotossintéticos (Figura 7), ¢ plausivel sugerir que
mecanismos moleculares e metabolicos tenham ocorrido, possibilitando uma
reprogramagao metabdlica e molecular em resposta a variagdo na regulacao
estomatica, nas condi¢des de crescimento do presente trabalho. Cumpre mencionar
que essas observagdes nao se traduzem necessariamente em beneficios ao
crescimento também em condi¢des sub-6timas, pelo menos no que diz respeito ao
metabolismo de acidos organicos e/ou mitocondrial como um todo (Aragjo et al.,

2013).

4.2 Expressao de almt1?2 altera ndo apenas aspectos estomdticos, mas

também difusionais em Arabidopsis thaliana

A capacidade fotossintética vegetal foi, por um longo tempo, considerada
como sendo limitada somente pela velocidade de difusao do CO; através dos poros

estomaticos ¢ da capacidade da maquinaria fotossintética em converter a energia
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luminosa em energia bioquimica (Flexas et al., 2012). No entanto, o caminho que o
CO, absorvido pelos poros estomaticos percorre até alcancar os sitios de
carboxilagdo da Rubisco nos cloroplastos pode se tornar um importante fator de
limitagdo ao processo fotossintético, devido as diversas barreiras encontradas nessa
rota de difusdo. Assim, a g, anteriormente considerada como sendo grande o
bastante para ter um impacto negligenciavel sobre a fotossintese (Farquhar et al.,
1980), tem recentemente se tornado um ponto chave para explicar limitagdes ao
processo fotossintético (Bernacchi et al., 2002; Flexas et al., 2007a; Bown et al.,
2009; Niinemets et al., 2009; Jin et al., 2011; Scafaro et al., 2011; Detmann et al.,
2012; Flexas et al., 2012; Flexas et al., 2013; Martins et al., 2013). Como um todo, os
resultados aqui obtidos demostram uma maior capacidade de fixacdo de CO, nas
linhas mutantes em relagdao aos WT correspondentes, haja vista que maiores Vemax ci
ou Ce> € Jmax_ci ou cc foram observadas (Tabelas 4). Assim, a fotossintese, relacionada a
maiores g, nas linhas mutantes, pode explicar, ao menos parcialmente, o maior
crescimento observado nessas plantas (Tabela 1). Os valores encontrados para as
variaveis aqui apresentadas assemelham-se aos encontrados em plantas de
Arabidopsis com 42 a 46 dias de idade apds a germinagdo (Flexas et al., 2007b).

A gn pode ser influenciada, dentre outros fatores, pela agdo de anidrases
carbonicas, que alteram a difusdo de CO, (Price et al., 1994; Williams et al., 1996;
Zeebe, 2011), atividade de aquaporinas, as quais podem aumentar a permeabilidade
das membranas ao CO, (Uehlein et al., 2008; Heckwolf et al., 2011) e pela distancia
a ser percorrida no caminho até os sitios de carboxilacdo da Rubisco, ou seja, pelas
caracteristicas anatdmicas das folhas. Nesse contexto, uma relagao bastante utilizada
para caracterizar essa limitacdo fisica € a razdo de massa seca por unidade de area,

que aumenta em funcao do aumento da espessura das paredes celulares, diminuindo a
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velocidade de difusao do CO, (Flexas et al., 2008; Niinemets et al., 2009; Flexas et
al., 2012). Assim, um aumento nessa razao levaria a uma redu¢dao na AFE ¢ a
consequente redu¢ao em gn,. De fato, os valores encontrados no presente trabalho
corroboram com essa hipotese, tendo em vista que plantas almtl2 apresentaram
maiores AFE e, em consequéncia, maiores g,, quando comparadas aos seus WT. No
entanto, essa relacdo entre caracteres anatomicos e g, nem sempre deve ser
associada a espessura das paredes celulares do mesoéfilo, podendo ser também
alterada por condigdes ambientais (Tosens et al., 2012).

As maiores taxas fotossintéticas dos mutantes almtl2 em relacdo aos seus
respectivos WT aqui observadas sdao consistentes com observagdes prévias (Meyer et
al., 2010b; Sasaki et al., 2010). Nessas plantas, maiores AN com acréscimos
correspondentes em g € g, € pouca ou nenhum altera¢do na /s e I, mas com maiores
taxas fotossintéticas maximas saturadas por CO, sugerem que, de fato, a capacidade
do ciclo de Calvin-Benson ¢ alterada em funcdo da perda de AtALMT12. Assim,
maiores Ay nas plantas mutantes devem ter sido, em larga extensdo, consequéncia de
menores limitagdes fotoquimicas, mesofilicas e bioquimicas a fotossintese. Em se
tratando de limitacdes a fotossintese, em média, g, reduz cerca de 40%, em termos
absolutos, a concentracdo de CO; entre a atmosfera e os sitios de carboxilagdo
(Warren, 2008b). Nesse sentido, de acordo com a andlise de limita¢des
fotossintéticas, a contribuicdo mesofilica relativa, no presente estudo foi de 15% e se
mostrou de maior importancia para as limitacdes relativas totais (24%) em ambas
linhas WT (Tabela 5). Adicionalmente, estudos relativos a anatomia foliar desses
mutantes, bem como de seus WT, serdo de suma importancia para confirmar se as
alteragdes em g, de plantas a/mtl2-1 e almtl2-2 sdao realmente governadas por

mudancas anatémicas nessas folhas, ou se estariam associadas a um maior
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investimento de N para o mesofilo, com aumento da acao de proteinas envolvidas no
aumento de g, tais como anidrases carbonicas, aquaporinas e/ou outras proteinas
que poderiam influenciar g, (Buckley & Warren, 2013). Cabe destacar, que a relacao
gs — gm pode refletir em uma forte coordenagdo entre Ay € gn ou ainda em uma
tendéncia de g, compensar g5 em situacdes como deficiéncia hidrica, onde g parece
ser mais afetada que g, (Warren, 2008a; Duan et al., 2009; Vrabl et al., 2009;
Galmés et al., 2011; Galmés et al., 2013), aumentando dessa forma a EUA, o que nao
foi observado no presente trabalho, haja vista, que aumentos em g; foram
acompanhados de aumentos paralelos em gy, (Tabela 2 e 4).

Medidas instantaneas dos parametros de trocas gasosas apresentaram valores
similares aos ja relatados na literatura para Arabidopsis, tanto para An (Lake, 2004;
Walters et al., 2004; Flexas et al., 2007b; Bermudez et al., 2012), quanto para g
(Flexas et al., 2007; Bermudez et al., 2012) e £ (Boccalandro et al., 2012). Além
disso, variacdes em g, tém demonstrado forte impacto, com correlagdes positivas,
sobre a fotossintese e o crescimento (Niinemets et al., 2009; Detmann et al., 2012;
Adachi et al., 2013; Flexas et al., 2013). Dessa forma, pelo menos nas condi¢des
experimentais do presente estudo, gn, contribuiu de forma substancial para aumentos
na taxa fotossintética em plantas almt¢l2, com reflexos diretos no crescimento, sem

contudo, alterar a eficiéncia do uso da 4gua nessas plantas.

4.3 Alteragcdo na capacidade fotossintética em plantas com redugdo na

expressao de almtl2 promove mudangas metabélicas

Evidéncias adicionais para o papel dos acidos organicos na regulacdo do

movimento estomadtico, com fortes impactos no crescimento € no metabolismo
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respiratorio e fotossintético, foram recentemente relatadas em tomate (Nunes-Nesi et
al., 2007; Aratjo et al., 2011c) e em Arabidopsis (Fuentes et al., 2011). Assim,
embora ndo diretamente mensurado neste trabalho, as concentracdes dos acidos
organicos no apoplasto € no protoplasto indicam uma correlagdo negativa entre a
concentracao de malato e fumarato e a condutancia estomatica, tendo o malato uma
maior contribuicdo para as respostas observadas, ao menos em plantas de tomate
(Nunes-Nesi et al., 2007; Aragjo et al., 2011c). Essas informagdes associadas com
resultados obtidos para o transportador de malato AtABCB14 (Lee et al., 2008),
fornecem fortes evidéncias de que as concentracdes de malato e fumarato no
apoplasto podem modular o funcionamento das células-guarda e, dessa forma,
influenciar a abertura e fechamento estomatico com efeito direto no metabolismo de
forma geral. No entanto, de forma, até certo ponto surpreendente, pouco se sabe
como a perda de fun¢do dos genes que codificam proteinas transportadoras (canais e
transportadores) de ions envolvidos nos movimentos estomaticos influenciaria o
metabolismo. Os resultados aqui apresentados demonstram, de forma convincente,
que alteragdes no transporte de dcidos organicos promovem mudangas substancias no
metabolismo em Arabidopsis sob condigdes 6timas de crescimento. Assim, de modo
geral, o comportamento diurno de acumulo de hexoses, sacarose e amido ¢
consistente com observagdes prévias em Arabidopsis (Gibon et al., 2004b; Smith &
Stitt, 2007; Gibon et al., 2009; Graf et al., 2010; Pal et al., 2013) e sugere que as
alteracdes nos niveis de hexoses ndo foram decorrentes de aumentos relativos na
degradacao de sacarose ou amido, haja vista que foram observados maiores
acimulos, ao final do periodo luminoso, sem diferengas ao final do periodo de escuro
nas linhas mutantes em relacdo aos seus respectivos WT (Figuras 8). Estes resultados

corroboram com as maiores Ax observadas nessas linhas mutantes (Tabela 2), o que
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possivelmente levou ao maior acimulo de fotoassimilados que, por sua vez, foram
degradados a maiores taxas no periodo de escuro, maiores R4 (Tabela 2), de modo a
suportar o maior acimulo de biomassa observado nas linhas mutantes.

Plantas a/mtl2 acumulam maiores quantidades de acidos organicos,
particularmente fumarato, ao final do periodo luminoso, com pequena ou nenhuma
diferenca ao final do periodo noturno (Figura 9). Fumarato ¢ reconhecidamente uma
fonte alternativa e flexivel de fotoassimilados em Arabidopsis (Chia et al., 2000;
Pracharoenwattana et al., 2010). A observagdo de que fumarato ¢ encontrado em
niveis consideravelmente altos em A. thaliana em comparagdo com outras espécies
vegetais (Aragjo et al., 2011b) fornece adicional evidéncia que fumarato constitui
uma fracao significante do C fixado nessa espécie, de modo que esse acido organico
possa também ser um importante regulador dos movimentos estomaticos em
Arabidopsis. Assim, o aumento na atividade e/ou contetdo de enzimas relacionadas
com a sintese ¢ metabolismo desses acidos organicos, tais como SDH, fumarase,
MDH, enzima malica e fosfoenolpiruvato carboxilase — PEPC (Laporte et al., 2002;
Nunes-Nesi et al., 2007; Tschoep et al., 2009; Araujo et al., 2011c), poderiam
explicar o aumento nas concentragdes de malato e fumarato observado em almtl2,
acoplando, dessa forma, o metabolismo respiratdrio ao fotossintético (Nunes-Nesi et
al., 2007; Aratjo et al., 2011c; Aragjo et al., 2013).

E importante ressaltar que as variacdes das taxas fotossintéticas e no
crescimento nas plantas almtl2, nao estiveram associadas a diferencas na
concentracdo de pigmentos fotossintéticos avaliados, bem como na razdo clorofila
al/b e nas concentragdes foliares de aminodcidos e proteinas totais (Figuras 6 e 7).
Curiosamente, a relagdo entre contetido de aminodacidos e crescimento se da de forma

inversa, mesmo sob deficiéncia de N, como relatado por Tschoep et al. (2009), em
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que a diminui¢do no crescimento em fungdo de baixos niveis de N foi notada com o
concomitante acimulo de aminoacidos, sem contudo alterar os niveis diurnos de
proteinas ou clorofilas e, ainda, sem mudangas no estado de ativagdo da Rubisco.
Assim, associando o fato de que no presente trabalho plantas almtl2 apresentaram
maior crescimento, sem, contudo alterar os niveis de aminodcidos, proteinas
soluveis, bem como na ativagao da Rubisco, sugere-se que a nao alteracao nos teores
aminoacidos em plantas almtl2, foi devido a realocacao desses, para garantir a
sintese proteica e de outros compostos nitrogenados, com o intuito de suportar as
maiores taxas de crescimento observadas nessas plantas. Além disso, semelhangas
nas razdes Jmax : Vemax (Tabela 4) associadas a pequenas variagdes na atividade de
enzimas do metabolismo fotossintético como a Rubisco, NADP-GAPDH e
transcetolase sdo condizentes com balango funcional fotossintético, haja vista que as
plantas sdo capazes de ajustar o balanco entre Rubisco e os outros componentes da
maquinaria fotossintética, de forma a manter um equilibrio entre reagdes enzimaticas
(e.g Rubisco) e de captura de luz (e.g. pigmentos) (Stitt & Schulze, 1994).

Os resultados aqui apresentados demonstram uma alta correlagdo entre a
degradacao do amido, utilizacdo de malato e fumarato como fonte de C para a
respiragdo e maiores taxas de crescimento, em acordo com os resultados encontrados
por Gibon et al. (2009). Ainda, associado ao fato de que aumentos na fotorrespiragao,
tenham sido observados em plantas a/mtl2, indicando grande recupera¢do do C
perdido pela atividade oxigenase da Rubisco (Bauwe et al., 2010), podem explicar,
ao menos parcialmente, aumentos significativos no crescimento, como os observados
naquelas plantas. Estes resultados indicam que, apesar da alocagdo dessas fontes de
C ser provavelmente regulada de modos distintos, sua utilizagcdo ¢ fortemente

coordenada pela planta.
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Embora tenham sido observadas maiores taxas de assimilag¢do liquida de C,
bem como um aparato fotossintético aparentemente mais ativo com maiores
velocidade de carboxilacdo (Tabela 4) e maiores taxas de transporte de elétrons em
plantas almti12 (Tabela 2 e 4), poucas diferengas foram observadas na atividade
catalitica de importantes enzimas relacionadas com o processo fotossintético e
respiratorio (Tabela 6). Somente transcetolase, apresentou maior atividade nas duas
linhas mutantes em relagdo aos seus WT, fato possivelmente associado ao maior uso
das trioses fosfato nessas plantas, ja que essa enzima esta diretamente associada a
fase de regeneragdo da RuBP, a partir dessas trioses durante o ciclo de Calvin-
Benson (Stitt et al., 2010). De forma interessante, esperavam-se maiores taxas de
ativagdao da Rubisco em linhas a/mtl2, haja vista que maiores gm, AN € Ve max foram
encontradas nessas plantas; no entanto, curiosamente a atividade da Rubisco nao
sofreu alteracdo nas linhas mutantes. Os resultados do presente estudo divergem dos
encontrados por Aratjo et al. (2011b), onde observaram, maior atividade da Rubsico
em linhas de tomate com reducdo na expressdao de SDH. Nessas plantas maiores Ay €
gs foram verificadas via mediag@o de 4cidos organicos no movimento dos estomatos.
No entanto, maiores g, apresentadas nas linhas al/mt12 do presente estudo, poderiam
explicar as diferencas encontradas, ou seja, provavelmente ha uma alocacdo
diferencial do N total para o N fotossintético (e.g. Rubisco). De fato, maiores
investimento em Rubisco levam a aumentos na area superficial do cloroplasto
culminando com aumentos em g, (Buckley & Warren, 2013), como observado
(Tabela 4), porém sem alterar o estado de ativagdo da Rubisco (Tabela 6). Estes
resultados sugerem que a regulacdo ineficiente dos movimentos estomaticos em
plantas almtl2, associada as maiores taxas de assimilagdo de CO,, se traduzem

também em alteragdes no metabolismo central, devido a um maior fluxo no ciclo de
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Calvin-Benson apresentando, assim, maiores taxas de crescimento relativo,
associadas, ndo necessariamente a maior ativagao das enzimas desse ciclo, mas sim

pelo aumento no contetido das mesmas.

5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

A importancia dos dacidos organicos como importantes metabolitos
responsaveis pela regulacdo dos movimentos estomaticos tem sido demonstrada.
Contudo, at¢ o momento, pouco se sabe acerca das implicagdes fisioldgicas,
metabodlicas e moleculares em plantas que possuem o transporte e/ou metabolismo
desses acidos organicos alterado. Os resultados aqui apresentados sugerem que o
transporte deficiente de acidos organicos das células-guarda para seu entorno, devido
a reducdo na expressao de AtALMTI2, ¢ de fundamental importancia para o eficiente
fechamento dos estomatos. Incrementos substanciais no crescimento em plantas
perdendo funcionalmente AtALMTI2 sao associadas por alteragdes no processo
fotossintético dessas plantas, atrelados, principalmente, ao aumento em gp,.
Mudangas no metabolismo do C em plantas almti/2 foram evidentes, sendo
associadas, em larga extensdo, aos aumentos na taxa de assimilacao liquida de CO,
sem, contudo, alterar a atividade catalitica de enzimas importantes envolvidas no
processo fotossintético e respiratorio. Cumpre mencionar que estudos mais
detalhados acerca dessas alteragdes fisiologicas e metabolicas, bem como
anatomicas, para confirmar se as caracteristicas do mesofilo realmente estariam
relacionados com o aumento da difusdo do CO, nessas plantas, sdo necessarios.
Além disso, ¢ de suma importancia avaliar se a mutacdo em AtALMTI2 provocaria

efeitos adicionais, particularmente em outros genes que codificam proteinas

52



transportadoras também envolvidas no transporte de ions durante os movimentos dos
estomatos. Isso ¢ necessario, pois se evidencia que o transporte de metabdlitos,
incluindo os 4cidos organicos, estd integrado em uma rede celular complexa.
Registre-se que essa integracdo permite uma resposta pronta e rapida as variagoes
ambientais, com vistas a economia de nutrientes e d4gua, bem como a regulagao do
metabolismo no meio celular em situacdes de estresses, de maneira particular aqueles
reconhecidamente capazes de afetar a fotossintese € os movimentos estomaticos, que
devem ser foco de estudos futuros. Em sintese, os resultados aqui apresentados
fornecem um progresso no entendimento dos processos metabolicos € moleculares
associados ao controle dos movimentos estomaticos; entretanto, a expansao desse
estudo fornecera ferramentas basicas e necessarias, na busca do desenvolvimento de

plantas que melhor utilizem os recursos hidricos e nutricionais disponiveis.
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