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RESUMO

GONCALVES, Barbara Schirato, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2024. Implicagoes do Transportador ATP-Mg/Pi (APC1) para crescimento e
respostas ao aluminio em Arabidopsis. Orientador. Adriano Nunes Nesi.
Coorientadores: Paula da Fonseca Pereira e Wagner L. Araujo.

O transportador de adenilatos APC1 faz parte da familia de transportadores
mitocondriais MCF e, diferente de outros transportadores de adenilatos, realiza a
exportacdo de ATP em troca de fosfato inorganico. Este transportador recebe
destaque por realizar essa troca de forma eletricamente neutra ao associar o ATP a
um magnésio. Sendo assim, buscou-se realizar a caracterizagao fisiolégica deste
carreador de modo a compreender suas fungdes no crescimento e desenvolvimento
de Arabidopsis thaliana em condigbes O6timas. Para esta finalidade analises
biométricas, morfométricas e metabdlicas foram realizadas. Os resultados obtidos
sugerem que o transportador APC1 possui papel relevante porém nao essencial no
crescimento da parte area das plantas e no desenvolvimento de plantulas. Verificou-
se também, maiores niveis de malato em folhas de plantas mutantes em relagao ao
gendtipo selvagem. Esse resultado sugere que a funcdo do APC1 pode estar
associada com o funcionamento do complexo succinato desidrogenase e outras
enzimas do ciclo dos acidos tricarboxilicos (ciclo TCA). Ainda, por se tratar de um
transportador de adenilatos, APC1 pode influenciar no funcionamento do complexo
ATP sintetase e no fluxo de elétrons pela cadeia transportadora de elétrons e com
isso influenciando indiretamente no funcionamento do ciclo TCA e na producéo de
acidos organicos. Tendo isso em vista buscou-se, adicionalmente, investigar o papel
do APC1 frente o estresse por aluminio. Experimentos em meio de cultivo foram
realizados para avaliar o impacto do aluminio no crescimento radicular. Observou-se
que o transportador APC1 é relevante em condi¢cdes de pH acido sem a presenca de
aluminio. Adicionalmente, as linhas mutantes demonstraram ser menos sensiveis a
presenca de aluminio do que o tipo selvagem. Este fendétipo pode estar relacionado
com niveis elevados de malato observados nos mutantes e sua possivel exsudagao
frente a esse tipo de estresse. Nao obstante, estudos adicionais ainda precisam ser

feitos para que se dé maior suporte a estas hipoteses.

Palavras-chave: MitocOndria; Respostas a estresse; Transportador de adenilatos.



ABSTRACT

GONCALVES, Barbara Schirato, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2024. Implications of the ATP-Mg/Pi Transporter (APC1) for growth and
responses to aluminum in Arabidopsis. Adviser: Adriano Nunes Nesi. Co-advisers:
Paula da Fonseca Pereira e Wagner L. Araujo.

The adenylate transporter APC1 is part of the MCF family of mitochondrial transporters
and, unlike other adenylate transporters, it exports ATP in exchange for inorganic
phosphate. This transporter stands out for carrying out this exchange in an electrically
neutral way by associating ATP with magnesium. Therefore, we carried out
physiological characterization of CRISPR-CAS9 mutants for this carrier in order to
understand its specific contributions and functions in growth and development of
Arabidopsis thaliana. For this purpose biometric, morphometric and metabolic
analyzes were carried out. The results obtained suggest that the APC1 transporter has
a relevant role in the growth of the aerial part of plants and in the development of
seedlings. It was also found higher levels of malate in leaves of mutant plants in relation
to the wild type genotype. This result suggests that the function of APC1 may be
associated with the functioning of the succinate dehydrogenase complex and other
enzymes of the tricarboxylic acid cycle (TCA cycle). Furthermore, as it is an adenylate
transporter, APC1 can influence the flow of electrons through the electron transport
chain and thus the functioning of the TCA cycle and the production of organic acids.
With this in mind, we additionally investigated the role of APC1 in the face of aluminum
stress. Experiments in medium culture were carried out to evaluate the impact of
aluminum on root growth. It was observed that the APC1 transporter is quite relevant
in acidic pH conditions without the presence of aluminum. Additionally, the mutant lines
demonstrated to be less sensitive to the presence of aluminum than the wild type. This
phenotype may be related to the high levels of malate observed in the mutants and its
possible exudation in the face of this type of stress. However, additional studies still
need to be carried out to provide greater support for these hypotheses.

Keywords: Adenylate transporter; Mitochondria; Stress responses.
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1. INTRODUGAO

A vida na terra depende diretamente da capacidade dos seres vivos de produzir
e consumir energia, sendo adenosina trifosfato, o ATP, a principal molécula energética
que prové suporte ao metabolismo destes seres. Em plantas, a sintese de moléculas
energéticas ocorre através dos processos de fotossintese e respiragdo celular, de
modo que o ATP é sintetizado pelo complexo ATP sintase, localizado tanto nas
lamelas do estroma dos cloroplastos quanto na membrana interna da mitocéndria
(JUNGE & NELSON, 2015). Devido a constante demanda por energia que ocorre em
toda a célula e pelo fato de o ATP nao atravessar livremente membranas celulares,
transportadores de ATP sdo necessarios para carrear essa molécula desde os seus
sitios de geracdo até os locais que estdo demandando recurso energético
(GEIGENBERGER et al., 2010). O ATP gerado pela mitocdéndria €&, portanto,
mobilizado através de transportadores que se encontram na membrana mitocondrial
interna e que pertencem a Familia de Carreadores Mitocondriais (FCM) (PALMIERI,
2004). Essa familia de carreadores possui 58 proteinas de membrana com diferentes
funcdes (NUNES-NESI et al., 2020). Entre os membros dessa familia, encontram-se
os transportadores de adenilatos AACs (carreadores de ADP/ATP), ADNT1
(carreadores de AMP/ATP) e APCs (carreadores de ATP-Mg/Pi) (DA FONSECA-
PEREIRA et al.,, 2018) (Figura 1). Em sintese, esses transportadores catalisam
preferencialmente a exportacdo de ATP da matriz mitocondrial em troca da importacéo
preferencial por ADP (adenosina difosfato), AMP (adenosina monofosfato) e Pi
(fosfato inorganico) (PALMIERI et al., 2011). Através da caracterizagao inicial de
proteinas APCs de humanos observou-se que esses transportadores carreiam, a
priori, o ATP ligado a uma molécula de Mg?* -devido a uma maior afinidade por esse
substrato- e utilizam o contra-transporte de Pi, desta forma catalisando a troca de ATP-
Mg?* por Pi na mitocondria (FIERMONTE et al., 2004). Entretanto, estudos mais
recentes com Arabidopsis thaliana demonstraram que, apesar de proteinas APCs
realizarem o transporte do ATP associado ao magnésio, este ndo € o substrato mais
utilizado por esses translocadores, sendo o ADP, AMP, Pi e ATP aqueles pelos quais
os transportadores APCs possuem maior especificidade (MONNE et al., 2015).
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Figura 1. Representacdo dos transportadores de adenilatos AACs, ADNT1 e APCs
presentes na membrana interna mitocondrial. Na figura os transportadores estao
realizando a exportacdo de ATP em troca da importacdo de ADP (AACs), AMP
(ADNT1) e Pi (APCs). * a representagao dos transportadores APCs realizando o
transporte de ATP-Mg e Pi foi escolhida por ser um transporte caracteristico desse
tipo de transportadores, contudo, estes nao sao os substratos preferenciais destes

carreadores, como foi observado anteriormente por Monné et al, 2015.

Mitocdndrias sdo fundamentais para a geragédo e a exportagcado de energia na
forma de adenilatos. Em células vegetais, o importante papel de distribuicdo de
energia exercido por mitocondrias € evidenciado pela diversidade de transportadores
de adenilatos nessas organelas (DA FONSECA-PEREIRA et al.,, 2018). Tal
diversidade visa atender a necessidade de adequagao dos vegetais as diferentes
demandas energéticas desses organismos, especialmente tendo em vista as
constantes flutuagées ambientais aos que os mesmos estao expostos (DA FONSECA-
PEREIRA et al., 2018). Dessa forma, cada um dos transportadores de adenilatos
mitocondriais possui suas especificidades. Sabe-se que os AACs sao transportadores
de maior afinidade pelo substrato ATP que os APCs e, por isso, suprem o transporte
de energia num primeiro momento (MONNE & PALMIERI, 2014). Entretanto, a
concentracdo de nucleotideos de adenina na matriz mitocondrial pode oscilar em
decorréncia de uma demanda crescente por processos que consomem ATP (MONNE
& PALMIERI, 2014). Neste tipo de condicdo, as mitocbéndrias necessitam de um

transporte liquido de adenilatos através da membrana interna, que vai além daquele
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que é realizado pelos AACs (MONNE & PALMIERI, 2014). Este transporte liquido, por
sua vez, é catalisado por outros transportadores como os APCs e o ADNT1 (MONNE
& PALMIERI, 2014). As trés isoformas do carreador ATP-Mg/Pi (APC1, APC2 E APC3)
sao provavelmente responsaveis por parte do transporte liquido de nucleotideos de
adenina para dentro ou para fora das mitocdndrias e, portanto, por uma parcela da
variacdo no conteudo de nucleotideos de adenina da matriz (FIERMONTE et al.,
2004).

Em A. thaliana, AtAPC1, AfAPC2 e AtAPC3, guardam alta similaridade
estrutural com os transportadores mitocondriais ATP-Mg/Pi em humanos (MONNE et
al., 2015). Apesar da consideravel similaridade estrutural entre as trés isoformas de
APCs, estudos bioquimicos prévios indicam diferengas notérias entre elas (MONNE
et al., 2015). Sob condigdes fisiolégicas normais, o transportador AtAPC1 é cerca de
cinco vezes mais expresso em flores, folhas, caule, raiz e mudas que os outros dois
(MONNE et al., 2015). Estes transportadores catalisam a transferéncia liquida de
nucleotideos de adenina através da membrana mitocondrial interna em troca de
fosfato, e séo regulados através de transcricdo génica e por ions de calcio (MONNE
etal., 2015). Aregulagao pelo calcio esta relacionada a estrutura dos transportadores,
os quais possuem um dominio de ligagao soltvel N-terminal EF-hand Ca?*, de modo
que ha uma regulacao da atividade transportadora do dominio C-terminal a depender
da concentrago citosélica de calcio (MONNE; PALMIERI, 2014).

Estudos in silico sugerem que o transportador APC1 encontra-se em um
subgrupo de oito transportadores (BAC2, DIC2, MTM1, DIC1, PNC2, APC1, PHT3;2,
e AAC2) que exibem perfil de expressado altamente regulado na parte aérea sob
condigbes de estresses por frio, osmotico e salino (NUNES-NESI et al., 2020). Além
disso este transportador é indicado entre os transcritos mais responsivos ao estresse
codificados pelo proteoma de A. thaliana (DA FONSECA-PEREIRA et al., 2018).
Também foi verificado in silico que a expressao do APC1 aumenta no estagio de
senescéncia das plantas e em resposta a aplicagao de acido absisico (ABA), hormdnio
que possui agao direta nos canais de ions e que também se relaciona ao alongamento
radicular (NUNES-NESI et al., 2020).

O metabolismo mitocondrial, por sua vez, é considerado fator relevante para
determinar a resisténcia de plantas ao aluminio e, consequentemente, sua tolerancia
e ou resisténcia a solos acidos (NUNES-NESI et al., 2014). Sabe-se que o APR*

presente nesses solos altera a capacidade de troca catibnica das raizes e, com isso,
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a obtencao de agua e nutrientes pelas plantas é afetada (NUNES-NESI et al., 2014).
A consequéncia dessa absor¢ao inadequada de agua e nutrientes se traduz num fator
limitante para a produtividade das plantas, que, a depender da espécie, pode causar
entre 25 e 80% de perdas de rendimento (SADE et al., 2016). Solos acidificados
devido a presenca de aluminio ocupam cerca de 30% do nosso planeta (FAO, ITPS,
2015). Adicionalmente, os solos superficiais mais acidos do mundo estéo localizados
na América do Sul e os solos do Brasil sdo predominantemente acidos (FAO, ITPS,
2015; OLMOS & CAMARGO, 1976). Portanto, mostram-se relevantes estudos que
tenham por base elucidar genes, transportadores e mecanismos relacionados a
tolerancia e/ou resisténcia de plantas a ambientes acidos e ricos em aluminio. Dessa
forma, tais conhecimentos poderiam ser aplicados futuramente na engenharia
genética para a obtengao de cultivares resistentes a esse tipo de estresse (YAN et al.,
2021).

Devido a formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs) causadoras de
danos oxidativos na planta, a respiragdo mitocondrial é coibida na presenca de Al3*
(NUNES-NESI et al., 2014). Nesse contexto, a produgdo e a exsudagao de acidos
organicos torna-se essencial como meio de combater esse estresse. Alguns acidos
organicos como, por exemplo, o citrato e o malato podem, ao serem exudados pela
raiz, ter o papel de quelar o aluminio no ambiente que esta em contato direto com a
raiz (MA et al., 2001; YAN et al., 2021). Sabe-se que os acidos organicos que serao
exsudados para mitigar esse estresse podem variar entre as espécies, sendo que em
A. thaliana o malato e o citrato tém um papel central nessa desintoxicagdo da planta
(LIU et al., 2009). Contudo, a producao e exsudacgao de acidos organicos pelo Ciclo
do Acido Tricarboxilico (ciclo TCA) depende da regeneracdo de NAD* a partir de
NADH na matriz mitocondrial e, portanto, depende do funcionamento adequado da
cadeia transportadora de elétrons (SWEETLOVE et al., 2010; ZHANG & FERNIE,
2018). Os transportadores de adenilatos, por sua vez, ao exportarem o ATP e
importarem outras moléculas fosfatadas (Figura 2), mantém a cadeia transportadora
de elétrons funcionando, o que fornece o NAD* necessario ao funcionamento do ciclo
TCA. Espera-se, portanto, que com uma deficiéncia do APC1 em plantas de A.
thaliana, ocorra uma menor exportacao de ATP e, consequentemente, uma menor
importacdo de Pi, de modo que ocorra um acumulo de NADH em detrimento da
regeneragcdo do NAD™ na cadeia transportadora de elétrons e reagdes na matriz

mitocondrial. Diante dessa situagdo, espera-se uma menor eficiéncia do
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funcionamento do ciclo TCA. Em decorréncia, as plantas mutantes poderiam se tornar
mais susceptiveis ao estresse pelo aluminio em virtude de uma menor produgao e
exsudagao de acidos organicos ou de menor atividade mitocondrial, reduzindo a
produgcao de ATP necessaria para os mecanismos de detoxificacido celular.

Por se tratar de um transportador mitocondrial, observar a resposta de plantas
deficientes em APC1 ao aluminio pode ajudar a elucidar o papel do metabolismo

energético mitocondrial na resposta de plantas a esse tipo de estresse.

Estresse por Aluminio

Ceélula da Raiz

i N e Maltn - e e e T
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Figura 2. Representagcdo esquematica de uma mitocondria em uma célula de raiz de
A. thaliana, exposta a AI®* e, niveis toxicos na solugdo do solo. Esse modelo sugere
que a cadeia transportadora de elétrons funcionando adequadamente, permite que o
ciclo TCA produza acidos organicos que, ao serem exudados, quelam o aluminio
presente no meio e permitem o crescimento do sistema radicular e sobrevivéncia da
planta sob estas condigdes de estresse. Este modelo sugere um papel fundamental
dos transportadores mitocondriais de adenilatos para a manutengdo da homeostase

de energia entre a mitocondria e demais compartimentos subcelulares.

Apesar da importancia notéria do ATP e de outras moléculas fosfatadas no
metabolismo dos seres vivos, os estudos que descrevem as proteinas responsaveis

por seu transporte nas células ainda possuem lacunas de conhecimento. Sabe-se que
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a mobilizagdo de energia nas células € tao importante quanto a geragao desta pelo
complexo ATP sintase, sendo o pool de adenilatos na célula ajustado de acordo com
o metabolismo destes. O apropriado equilibrio entre ATP, ADP e AMP otimiza a
sintese do ATP, sendo a raz&o entre essas moléculas, proposta como fator chave na
regulacdo metabdlica de plantas (DA FONSECA-PEREIRA et al.,, 2018). Nesse
contexto, buscou-se realizar a caracterizacao fenotipica e fisiolégica de plantas
mutantes de A. thaliana deficientes em APC1 de modo a aumentar os conhecimentos
sobre o papel fisiologico deste transportador.

O status energético celular também é relevante em situagcbes de estresse, o
que evidencia a importadncia de pesquisas que elucidem a relagdo entre
transportadores mitocondriais e condicbes de estresse bidtico e abidtico. Ao
considerar que a maioria dos solos brasileiros sdo acidificados pela presenga do ion
AlI**, e que esta condigdo apresenta entraves para a produtividade agricola, visou-se
compreender como a fungao do transportador APC1 se relaciona ao estresse por
aluminio e quais seriam os reflexos desse tipo de estresse no fendtipo e fisiologia de

plantas com uma deficiéncia deste transportador.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtenc¢ao das plantas mutantes

Sementes dos gendtipos mutantes e do tipo selvagem (A. thaliana, ecétipo
Columbia [col 0]; WT) foram obtidas a partir do trabalho de doutorado intitulado
“Physiological and metabolic characterization of adenylates carriers in Arabidopsis
thaliana” (NERI-SILVA, 2021). Os mutantes foram gerados pelo sistema
CRISPR/Cas9 por meio do vetor pKAMA-ITACHI (pKI1.1R) (TSUTSUI &
HIGASHIYAMA, 2017). RNAs guia foram projetados e direcionados preferencialmente
ao primeiro exon para aumentar as chances de gerar codons de parada precoces na
sequéncia do gene de modo que as proteinas geradas pelas plantas transformadas
fossem nao funcionais.

Apos duas geracdes de linhas mutantes, quatro linhagens Cas9-free foram
selecionadas por exibirem diferentes mutag¢des entre elas. A linhagem 8.7 por ter uma
insercao de guanina (G); a linhagem 10.2 por ter uma delegdo de uma adenina (A); a
linhagem 10.9 por apresentar a delegdo de uma timina (T) e uma adenina (A) e, por
ultimo, a linhagem 11.2 por apresentar a delegao de uma adenina (A) e de uma timina
(T) nessa ordem na sequéncia genica. As bases modificadas afetam a leitura do gene,
0 que cria um cédon de parada precoce, comprometendo outros dominios da proteina.
A regido comprometida da proteina, que é essencial para a fungado do transportador
APCH1, cria uma proteina nao funcional (NERI-SILVA, 2021).

2.2 Protocolo de obtengao do material vegetal

Inicialmente, foi feita a esterilizagdo de sementes dos cinco gendtipos de A.
thaliana em 1 mL de etanol 70% por um minuto, periodo apds o qual o etanol foi
removido e as sementes colocadas em 1 mL de solugao de hipoclorito de sddio a 2,5%
durante 15 minutos. Sementes mortas e material sobrenadante foram descartados e
as sementes esterilizadas lavadas ao menos cinco vezes em agua destilada e
autoclavada. Apos a esterilizagdo, as sementes foram colocadas para germinar em
placas de Petri contendo meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) meia forga (com
metade dos sais e vitaminas do meio MS) suplementado com 1% de sacarose [w/V],

com pH ajustado para 5,7 e autoclavado. Todo o procedimento foi realizado em
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camara de fluxo laminar. As placas foram entdo colocadas no escuro durante um
periodo de 72 horas a 4°C para processo de vernalizagao. Transcorrido esse periodo,
as placas foram transferidas para salas de crescimento, cujas condi¢gdes variaram
entre condi¢cdes de dias curtos, com fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de
escuro, e dias neutros, com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, a
depender do experimento que foi performado. Independente do fotoperiodo, as
plantas foram submetidas a 150 ymol fotons m2s'4a21°C, e 60% de umidade relativa.
Dez dias ap6s a transferéncia das placas para as salas de crescimento, as plantulas
foram transplantadas para vasos individuais (0.1 L) contendo o substrato solo Carolina
padrao EC 0.7 — 8 kg (Eucatex, Sao Paulo, Brasil).

2.3 Genotipagem e predigao da proteina APC1

Para confirmar a mutacdo presente nas linhagens, plantas de todos os
genotipos obtidos (WT, APC1 8.7, APC1 10.2, APC1 10.9 e APC1 11.2) foram
cultivadas e tiveram folhas coletadas para genotipagem. Para extracdo do DNA, foi
utilizado o protocolo Dellaporta (DELLAPORTA et al.,, 1983), posterior a isto foi
realizada a eletroforese em gel para atestar a integridade das amostras e feito o DNA
QC (Quality Control) com auxilio do Nanodrop 2000. Apds a diluigdo das amostras
para uma concentracdo de 100 ng/uL, foi feita a reagcdo de PCR e uma nova
eletroforese em gel. As amostras amplificadas dentro do esperado foram entéo
tratadas com o kit Wizard SV Gel and PCR-Clean Up System, secas em speed vac e
enviadas para sequenciamento de Sanger.

Apos concluida a etapa de genotipagem foi realizada a predicao da proteina
APC1 para observar as consequéncias dessas mutacgdes para o carreador nas plantas
mutantes. Apds obtengédo do CDS (Coden DNA Sequence) do gene na base de dados
TAIR (https://www.arabidopsis.org/), as sequéncias de interesse foram modificadas de
acordo com a mutacdo de cada linhagem. Em seguida buscou-se a sequéncia de
aminoacidos para esses genes no portal Expasy (https://web.expasy.org/translate/),
sendo realizada em seguida a predigdo de proteinas no AlfaFold2. Por fim, a proteina
APC1 gerada pelas linhas mutantes foi comparada com a proteina APC1 em plantas
do gendtipo selvagem utilizando o RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB)

(https://www.rcsb.org/alignment).
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2.4 Caracterizagao dos mutantes

Antes que experimentos envolvendo estresse por aluminio fossem
performados, alguns experimentos em condigdes ideais foram feitos para observar o

fendtipo das plantas.

2.4.1 Germinagao das sementes

Para analises referentes a germinacao, sementes de todos os gendtipos foram
postas para germinar em placas de Petri contendo meio MS meia forgca com e sem
sacarose, em condi¢cdes de dias neutros. Foi analisada a taxa de germinagéo das
sementes na presenca e auséncia de sacarose de modo a observar se plantas
contendo a proteina APC1 nao funcional iriam apresentar alteracdo no referido

parametro.

2.4.2 Analises biométricas e morfométricas

Plantas mantidas sob condi¢des de dias curtos com quatro semanas de idade
foram utilizadas para analise de parametros biométricos e morfométricos, sendo os
parametros aferidos: area total da roseta; massa fresca e seca da roseta, numero de
folhas, area total de folhas; peso fresco e peso seco da raiz e particao de matéria

Seca.

2.4.3 Analises do estagio reprodutivo

Para caracterizagao do estagio reprodutivo, plantas mantidas sob condi¢des de
dias neutros foram avaliadas através das seguintes variaveis: periodo de
florescimento (marcado pelo inicio de emissdo de pendao), numero total de siliquas
por planta, comprimento médio das siliquas , numero de sementes por siliqua, peso

total de sementes por planta e peso de mil sementes.

2.4.4 Analise de metabdlitos
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A coleta de amostras para analises de metabdlitos foi feita a partir de plantas
mantidas sob fotoperiodo de dias curtos, no meio do periodo luminico. Para estes
experimentos associados com analises de metabdlitos, o substrato utilizado foi areia
lavada e substrato Carolina (padrdo EC 0.7 — 8 kg; Eucatex; Sdo Paulo, Brasil) na
proporgao de 4:6. A coleta foi realizada com nitrogénio liquido sendo utilizadas apenas
folnas completamente expandidas. Em seguida, as amostras foram postas para
liofilizar.

Foram aliquotados aproximadamente 10 mg de folhas liofilizadas.
Posteriormente, os metabdlitos foram extraidos com uma mistura de cloroférmio-
metanol-agua seguindo a metodologia de Lisec et al., (2006). A fragcao soluvel e o
material precipitado resultante da extragdo foram armazenados a -20°C. A fracdo
soluvel em etanol foi utilizada para quantificar os teores de clorofilas a e b,
carboidratos soluveis (glicose, frutose e sacarose) (FERNIE et al., 2001a),
aminoacidos soluveis totais (CROSS et al., 2006), e malato e fumarato (NUNES-NESI
et al., 2007). A fracdo insoluvel em etanol foi utilizada para quantificar os teores de
amido (FERNIE et al., 2001a) e proteinas (BRADFORD, 1976).

2.5 Ensaios de estresse por aluminio

Foi realizada a fenotipagem dos gendtipos WT, APC1 8.7, APC1 10.2, APC1
10.9 e APC1 11.2 sob influéncia do estresse por aluminio. Inicialmente foi feita a
esterilizagdo de sementes dos cinco gendtipos em 1 mL de etanol 70% por dois
minutos, entdo o etanol foi removido e as sementes colocadas em 1 mL de solugao
de hipoclorito de sddio a 2,5% durante 15 minutos. O material sobrenadante foi
descartado e as sementes remanescentes esterilizadas foram lavadas ao menos
cinco vezes, durante cinco minutos em agua destilada e autoclavada. Apos a
esterilizagdo, as sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri
contendo meio MS meia forga (com metade dos sais e vitaminas do meio MS)
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) com pH ajustado para 5,0 e autoclavado. Todo o
procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar. As placas foram entao
colocadas no escuro durante um periodo de 72 horas a 4°C para processo de
vernalizacdo, periodo apds o qual foram transferidas para salas de crescimento de
dias curtos com fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuro a 150 ymol fétons

m2 s a 21°C, e 60% de umidade relativa. Trés dias depois as plantulas foram
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transplantadas para placas quadradas contendo meio MS meia forga, nas
combinagdes -Al pH 5,7; -Al pH 4,0 e +Al (cloreto de aluminio a 300uM) pH 4,0. A
mensuracao do crescimento radicular foi realizada nos dias 0, 3, 5, 7 e 9. Foram
realizadas oito repetigcbes por tratamento, com trés individuos de cada gendtipo por

placa.

2.5.2 Testes histoquimicos

Para observar possiveis acumulos de aluminio nas raizes, o teste de
hematoxilina foi performado (SOUZA et al., 2016). Trés plantulas de cada gendtipo
cultivadas nas mesmas condigcbes descritas anteriormente foram colocadas em
microtubos contendo 1 mL de solugdo de hematoxilina durante 30 minutos.
Transcorrido esse tempo, as plantulas foram transferidas para microtubos contendo
agua, onde ficaram durante mais 30 minutos. Em seguida, fotos das raizes foram
obtidas por intermédio de microscopio estereoscopio Leica com camera acoplada.

Para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio, mais
especificamente de anion superoxido (Oz7), foi realizado o teste nitro blue tetrazolium
(NBT) (KONG et al.,, 2011). Trés plantas de cada gendtipo foram colocadas em
microtubos contendo 1 mL de solugdo corante de NBT durante um periodo de 40
minutos. Apods isso, essas plantas foram transferidas para uma solucdo de

descoloracao onde foram deixadas em banho maria a 90°C durante 15 minutos.

2.6 Desenho experimental e analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos de modo inteiramente casualizado com no
minimo seis repeti¢cdes. Para determinar a diferenca entre os gendtipos, os resultados
foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados que
apresentaram normalidade foram submetidos ao teste de Dunnet a nivel de 5% de
probabilidade para comparacdo das médias. Dados que ndo apresentaram
normalidade, foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e as médias comparadas
pelo teste de Dunn no nivel de 5% de probabilidade. Para estatisticas de fatorial duplo
foi performado o teste de Tukey. As anadlises foram feitas utilizando o software
estatistico Bioestat, versdo 5.3 (AYRES et al., 2007).
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3. RESULTADOS

3.1 Genotipagem e predigao da proteina APC1

As linhagens WT e APC1 8.7 foram confirmadas através da genotipagem, as
linhagens APC1 10.2, APC1 10.9 e APC1 11.2 também se mostraram consistentes.
Entretanto, apresentaram mutacgdes diferentes das que eram esperadas tendo em
vista os resultados previamente observados (Figura 3) (NERI-SILVA, 2021). Ambas
linhagens 10.2 e 10.9 apresentaram dele¢cdo de uma adenina e uma timina, porém em
diferentes locais da sequéncia génica, ja a linha 11.2 apresentou dele¢do de oito pares
de bases. A traducao desses genes revelaram que as proteinas APC1 sao defeituosas
nos mutantes (Figura 3 B — E). A proteina APC1 em plantas do genotipo selvagem
apresentam 478 aminoacidos, enquanto que nas plantas mutantes sdo gerados
codons de parada precoce reduzindo essa quantidade para 365 aminoacidos. Desse
modo, a proteina APC1 nas plantas mutantes perde trés dominios topolégicos e trés
dominios transmembrana, além de parte da sua identidade estrutural. Espera-se que,
em conjunto, essas alteragdes na estrutura do carreador impacte na estabilidade da
proteina na membrana e portanto no seu funcionamento.

A

CONSENSUS TETCGCAAACTCACAAAGCAT-ATTTCGCATTCAACAAGCGACC

WT TGTGGAAACTCACAAAGGAT- ATTTGGATTCAAGAAGGACC
APC1 8.7 TGTGGAAACTCACAAAGGAT-GATTTGGATTCAAGAAGGACC
APC110.2 TGTGGAAACTCACAAAGGXX - ATTTGGATTCAAGAAGGACC
APC110.9 TGTGGAAACTCACAAAGGAT - XXTTGGATTCAAGAAGGACC
APC111.2 TGTGGAAACTCACAAAGGAT - XXOXXXXX TCAAGAAGGACC

WT
Linhas Mutantes L 274 0.69

WT Linhas Mutantes Sobreposicdo das Proteinas
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Figura 3. Representagcdo da sequéncia de interesse do gene AT5G61810 na regiao
onde foram feitas as mutagdes através do sistema CRISPR/Cas9 (A). As sequéncias
aqui demonstradas foram obtidas através de eletroferogramas resultantes da analise
de sequenciamento de Sanger de plantas Col-0 (WT) e mutantes Cas9-free para o
transportador APC1. Também estido representados a tradugao das proteinas APC1
em WT e nas Linhas Mutantes (B) bem como o RMSD e TM-Score das linhas (C),
mostrando que parte da proteina é deletada nos mutantes. O modelo da proteina
APC1 em plantas Col-0 e nas plantas mutantes esta representadoem D e E,em F é

possivel observar a sobreposi¢cao dessas proteinas.

3.2 Caracterizagao das linhagens mutantes para APC1

3.2.1 Germinagao das sementes e desenvolvimento de plantulas

Foi possivel observar que, independente da adigao de sacarose ao meio, todas
as linhagens apresentaram taxas de germinacédo proximas a 100% (Figura 4).
Verificou-se também que sementes das linhagens mutantes e WT n&o apresentaram
diferengas significativas quando germinadas em meio sem sacarose (Figura 4A).
Contudo, quando houve adicdo de sacarose ao meio de cultivo observou-se diferenca
nas duas primeiras avaliagdes de germinacao nos tempos de 12 e 24 horas (Figura 4
B). Apos 12 horas em meio com sacarose, as linhagens 10.9 e 11.2 apresentaram
taxas de germinacgao inferiores as observada no WT. Por sua vez, no intervalo de 24
horas, apenas a linhagem 11.2 apresentou taxa de germinacao significativamente
inferior ao tipo selvagem. Quanto a analise de emissao dos cotilédones (Figura 5), ndo
foram observadas diferencas entre as linhas mutantes e WT, independentemente do
tratamento conter ou ndo suplementacao de carbono.

Além da analise de germinagado, avaliou-se os efeitos da deficiéncia na
atividade de APC1 sobre o desenvolvimento das plantulas em meio com e sem
suplementacdo de carbono. Para essa analise foi observada tanto a protusdo da
radicula quanto a emissao de cotilédones, uma vez que, é possivel que uma semente
emita radicula, mas cesse seu desenvolvimento ndo dando origem a uma plantula
viavel. Desse modo, as observacdes foram realizadas inicialmente de 12 em 12 horas
e, transcorridas 48 horas, a analise passou a ser feita de 24 em 24 horas até que as
plantulas completassem 10 dias (240 horas), idade em que geralmente é realizado o

transplantio para vasos individuais.
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IR WT [ 8.7 BEE 102 1 109 BN 11.2

A B

100 + 100 +

80 80
60 60
40 - 40

20 1 20 4

Germinagdo na ausencia de sacarose (%)
Germinagdo na presenca de sacarose (%)

12hrs 24 hrs 36 hrs 48 hrs 72hrs 12hrs 24 hrs 36hrs 48 hrs 72 hrs

Figura 4. Taxa de germinagcao de sementes das linhas mutantes Cas9-free de A.
thaliana para o transportador APC1 em placas contendo meio Murashige e Skoog
(MS) meia for¢a na auséncia de sacarose (A) e com adigao de sacarose a 1% (B). As
placas foram mantidas sob condigbes de dias neutros e avaliadas a cada 12 horas. A
protusao da radicula foi o caractere observado para considerar uma semente como
germinada. Os valores representam a média * erro padrao de quatro repeticdes
bioldgicas. Os asteriscos mostram diferenca significativa pelo teste de Dunnet (p <

0.05) em comparacéo ao selvagem (WT).
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Figura 5. Numero de cotilédones observados em plantas de A. thaliana mutantes
Cas9-free para APC1 germinadas em meio sem adi¢ao de sacarose (A) e com adigao
de sacarose a 1% (B). Os valores representam a média + erro padrdo de quatro
repeticbes bioldgicas. Os asteriscos mostram diferenga significativa pelo teste de

Dunnet (p < 0.05) em comparagao ao selvagem (WT).

3.2.2 Analises biométricas e morfométricas

De acordo com os resultados de biometria e morfometria da parte aérea, as
linhagens mutantes apresentaram menor area total da roseta (nao significativo para a
linha 11.2; Figura 6B) quando comparados ao WT. Por sua vez, nao foram
significativas as diferengas para area foliar total e numero de folhas por planta (Figuras
6C e D). Menores pesos seco e fresco de roseta foram observados para duas
linhagens mutantes (Figura 7A e B). No que diz respeito ao peso fresco e seco de
raizes, nao foram verificadas diferengas entre os gendtipos (Figuras 7C e D).
Entretanto, verificou-se alteracdo na particdo de matéria seca entre os diferentes

orgaos para a linha 10.9 (Figura 6E).
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Figura 6. Parametros morfométricos de plantas de Arabidopsis thaliana mutantes

Cas9-free para o transportador APC1 mantidas sob condicbes de dias curtos.

Fendtipo das rosetas apos 4 semanas de cultivo (A); Area total da roseta (B); area

foliar total (C); numero de folhas por planta (D). Os valores representam a média *
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erro padrao de oito repeticbes biolégicas. Os asteriscos mostram diferenca

significativa pelo teste de Dunnet (p < 0.05) em comparacgéo ao selvagem (WT).
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Figura 7. Parametros biométricos de plantas de Arabidopsis thaliana mutantes Cas9-
free para o transportador APC1 mantidas sob condi¢des de dias curtos. Peso fresco
da roseta (A); peso seco da roseta (B); peso fresco da raiz (C); peso seco da raiz (D).
Os valores representam a média + erro padrdo de oito repeticdes bioldgicas. Os
asteriscos mostram diferenca significativa pelo teste de Dunnet (p < 0.05) em

comparagao ao selvagem (WT).

3.2.3 Avaliagoes biométricas de plantas em estagio reprodutivo

Quanto a caracterizagdo de plantas em estagio reprodutivo mantidas sob
condi¢cbes de dias neutros, nao foram observadas diferencas significativas entre os
gendtipos para nenhum dos parametros mensurados, exceto para o peso de mil
sementes (Figura 8). Os resultados obtidos para este parametro sugerem que as

sementes de trés gendtipos mutantes apresentam peso inferior ao mensurado em

sementes WT (Figura 8D).
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Figura 8. Parametros biométricos referentes a fase reprodutiva de plantas de
Arabidopsis thaliana mutantes Cas9-free para o transportador APC1 mantidas sob
condi¢gdes de dias neutros. Numero de ramos; numero de flores abertas, numero de
flores fechadas e numero de siliquas por planta (A); tamanho de siliqua (B); peso total
de sementes (C) e peso de mil sementes (D). Os valores representam a média * erro
padrdao de dez repeticbes bioldgicas. Os asteriscos mostram diferenga significativa

pelo teste de Dunnet (p < 0.05) em comparagéo ao selvagem (WT).

3.2.4 Niveis de metabdlitos do metabolismo primario

Inicialmente foram quantificados os niveis de pigmentos (clorofila a, clorofila b,
clorofilas totais, clorofila a/ clorofila b e carotenoides). Em um segundo momento,
foram feitas também as demais analises relacionadas aos niveis de outros metabdlitos
associados com o metabolismo do nitrogénio, como: aminoacidos totais, prolina e
proteinas por grama de matéria seca. Observou-se que, apesar da deficiéncia na
atividade do transportador APC1 nas linhas mutantes, nenhuma das variaveis
relacionadas ao metabolismo de nitrogénio apresentaram diferencas significativas
quando comparadas ao WT (Figura 9).

Em relacdo aos niveis dos principais compostos do metabolismo do carbono
(glicose, frutose e sacarose, amido, malato e fumarato) também n&o foram
observadas diferencas significativas entre as linhagens. Contudo, verificou-se
diferencas para os niveis de malato (significativo para as linhagens mutantes (8.7,
10.2 e 10.9). Para este acido orgénico, observou-se maiores niveis de malato em
folhas das plantas mutantes para o transportador APC1 em relacio as plantas do tipo

selvagem (Figura 10E). Tendéncia de aumento nos niveis foi observada para fumarato
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Figura 9. Variagdo de compostos relacionados ao metabolismo do nitrogénio em plantas mutantes Cas9-free para o transportador

APC1, obtidas sob condigbes de dias curtos. Clorofila a (A); clorofila b (B); clorofila a+b (C); clorofila a/b (D); carotenoides (E);

aminoacidos totais (F); prolina (G); proteinas totais (H). Os valores representam a média + erro padrao de seis repetigdes bioldgicas.
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Figura 10. Variacdo de compostos relacionados ao metabolismo do carbono em

plantas mutantes Cas9-free para o transportador APC1, obtidas sob condi¢cdes de dias

curtos. Glicose (A); frutose (B); sacarose (C); amido (D); malato (E); fumarato (F). Os
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valores representam a média * erro padrdo de seis repeticdes bioldgicas. Os
asteriscos mostram diferenca significativa pelo teste de Dunnet (p < 0.05) em

comparagao ao selvagem (WT).

3.3 Ensaios de estresse por aluminio

3.3.1 Influéncia do Aluminio no crescimento radicular

Ao expor as plantas a condigdes 6timas, no tratamento em pH 5,7 sem adigao
de aluminio, foi possivel observar um crescimento radicular semelhante para todas as
linhas no dia 3. Nao obstante, no dia 5, trés das quatro linhas mutantes apresentaram
crescimento radicular inferior aos observados em plantulas do tipo selvagem (todas,
exceto a linha 11.2, Figura 11). Nos dias 7 e 9, por sua vez, apenas uma linha
apresentou menor crescimento radicular em relagdo ao WT, a linha 10.2nodia7 e a
linha 8.7 no dia 9 (Figura 11A).

O tratamento em pH 4,0, sem adicdo de aluminio, por outro lado promoveu
diferengas marcantes entre as linhagens mutantes e WT, sendo que as linhagens
mutantes apresentaram menor crescimento radicular ao longo dos dias de maneira
significativa (Figura 11B). Especificamente, no dia 3 apenas a linhagem 10.9 diferiu
do tipo selvagem de forma significativa, ao passo que no dia 9 todas as linhas
mutantes apresentaram valores de tamanho radicular estatisticamente menores em
relacdo aos observados para o genotipo WT (Figura 11B).

No que diz respeito ao papel do transportador APC1 em condicdes de estresse
por aluminio, ndo foi possivel observar diferengas estatisticas entre os gendétipos no
tratamento em pH 4,0 com adigdo de AI** na concentragdo de 300 uM, de modo que
o crescimento radicular das plantas selvagens e mutantes foi semelhante ao longo
dos dias (Figura 11C).

Quando comparamos o crescimento radicular nos tratamentos em pH 4,0
com e sem adi¢ao de aluminio (Figura 12), fica claro que a presencga do ion afeta de
forma significativa o crescimento radicular dentro de um mesmo gendtipo, exceto para
os gendtipos 10.9 e 8.7 nos dias 5 e 9 respectivamente. E também notavel um
contraste entre WT e as linhas mutantes no que diz respeito a redugao do crescimento
radicular no tratamento contendo aluminio. E visivel que o gendtipo selvagem teve um
crescimento radicular mais drasticamente reduzido quando comparado com as

linhagens mutantes para o transportador. No dia 9, por exemplo, WT teve seu



32

crescimento reduzido em 52,8% na presenga de aluminio, enquanto que a linha 8.7
manteve praticamente o mesmo crescimento tanto na presenca quanto na auséncia
do aluminio em nivel toxico; as linhas 10.9 e 11.2 por sua vez também foram menos
afetadas pelo aluminio que WT sendo que a redugao do crescimento radicular foi de

29,4% e 38,75%, respectivamente.
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Figura 11. Crescimento radicular de Arabidopsis thaliana em linhas mutantes Cas9-
free para o transportador APC1. As plantas foram mantidas sob condigbes de dias
curtos, em placas, nos tratamentos: pH 5,7 (A); pH 4,0 (B) e pH 4,0 + Al 3* (300 uM)
(C). Os valores representam a média + erro padrdo de quatro medidas de oito
repeticbes biolégicas. Os asteriscos mostram diferenca significativa pelo teste de

Dunnet (p < 0.05) em comparagao ao selvagem (WT).
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Figura 12. Crescimento radicular nas linhas mutantes Cas9-free para APC1 em pH
4,0 com e sem adi¢cdo de aluminio (300 uM) nos dias cinco (A), sete (B) e nove (C).
As plantas foram mantidas em placas sob condicdes de dias curtos. Os valores
representam a meédia + erro padrao de quatro medidas de oito repeticdes biologicas.
Os asteriscos mostram diferenca significativa pelo teste t (p < 0.05) e compara os

efeitos da presenga ou auséncia de aluminio dentro de um mesmo gendtipo.

3.3.2 Testes histoquimicos

O teste de hematoxilina, como esperado, acusou presencga de aluminio apenas
nas pléantulas do tratamento em pH 4,0 com adi¢ao de aluminio (300 uM). Entretanto,
por se tratar de um método qualitativo ndo é possivel afirmar que houve uma diferenca
no acumulo de aluminio entre os gendtipos (Figura 13A).

O teste NBT (Figura 13B), por sua vez, apesar de também ser qualitativo,
sugere uma diferenca mais clara no estresse gerado nas plantas entre os tratamentos.
Verifica-se uma coloragdo mais intensa em radiculas de plantulas cultivadas na
presenca de aluminio quando comparado com os tratamentos sem adi¢cao de aluminio

(pH 4,0 e 5,7). Também é notavel que as plantas no pH 4,0 sem adigdo de aluminio
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apresentam coloragdo mais acentuada que as plantas em pH 5,7, o que demonstra
que o pH baixo por si s6 ja € um fator estressante. No que diz respeito as diferengas
entre os genotipos, as plantas mutantes parecem ter coloragdo mais acentuada que

WT nos tratamentos com e sem aluminio em pH 4,0.

WT 8.7 10.2 10.9 11.2

pH 4,0 pH 57

Hematoxilina

pH 4,0 + Al

pH 5,7

NBT
pH 4,0

pH 4,0 + Al

Figura 13. Ensaios histoquimicos para detecgdo de aluminio e espécies reativas de
oxigénio em plantulas de Arabidopsis thaliana mutantes Cas9-free para APC1.
Imagens de raizes de plantulas expostas aos corantes hematoxilina (A) para detecgao

de aluminio nos tecidos radiculares e NBT (B) para detecg¢ao de anion superoxido.
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4. DISCUSSAO

O transportador APC1 afeta a germinagao e outros processos fisiolégicos em A.

thaliana?

Em um primeiro momento das avaliagdes realizadas, o transportador APC1 ndo
aparentou ser de grande relevancia para o processo germinativo das sementes
(Figura 4), exceto no meio suplementado com sacarose, onde duas linhas mutantes
apresentaram menores taxas de germinagao na primeira leitura as 12 horas (Figura
4B). Neste contexto, é possivel que outros transportadores de adenilatos como os
AACs nao conseguiram suprir a demanda de ATP necessaria para o inicio da
germinagao na auséncia do APC1. Contudo, com o passar do tempo esses demais
transportadores podem ter conseguido suprir essa demanda de forma que a falta do
transportador APC1 n&o tenha afetado as taxas de germinagéo ao fim de 72 horas.
Este resultado conflita com o de estudos anteriores que demonstraram nao haver
diferengas significativas na germinacéo de plantas mutantes para APC1 em meio
acrescido de sacarose (NERI-SILVA, 2021). O mesmo trabalho observou diferengas
significativas nas taxas de germinagéo para duas linhas quando o meio ndo tinha fonte
adicional de carbono (NERI-SILVA, 2021). Todavia, essa diferenca pode ser atribuida
a idade das sementes, ao lote, ou a algum outro fator externo que possa ter interagéo
com a atividade da cadeia de transporte de elétrons, produgao e transporte de ATP
na mitocondria. Ndo obstante, pesquisas in silico sugerem que a expressao do gene
APC1 é reduzida tanto em sementes secas quanto embebidas (Figura 14)
(NAKABAYASHI et al., 2005; SCHMID et al., 2005). O transcriptoma de sementes de
A. thaliana é caracterizado por multiplos mecanismos reguladores (NAKABAYASHI et
al., 2005), de modo que a expressao e regulagao de outros genes como o AACT e
AAC?2 parecem ser mais significativas para o processo de germinagao das sementes
(DA FONSECA PEREIRA et al., 2018).
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Figura 14. Perfil de expressédo do gene AT5G61810 que codifica a proteina APC1 na
roseta em fase vegetativa, em folhas e em sementes secas e embebidas
(AtGenExpress eFP: AT5G61810/ APC1) (A) e durante o processo germinativo
[Klepikova eFP (RNA-Seq data): AT5G61810 / APC1] (B).. Fonte:

https://bar.utoronto.ca/eplant/.

Por outro lado, a mutagao para o transportador APC1 afetou a area total da
roseta da maioria das linhas mutantes, bem como o peso fresco e seco da roseta de
duas linhagens (Figuras 6B e 7A e B). Apesar de ndo terem sido observadas
diferengas para a area foliar total e numero de folhas (Figuras 6C e D), tais resultados
ainda parecem corroborar o que € observado para o perfil de transcriptoma do gene,
que é altamente expresso na roseta na fase vegetativa (Figura 14) (NERI-SILVA,
2021; MONNE et al., 2015; SCHMID et al., 2005). Estas observagdes sugerem uma
maior expansao foliar ao invés de um aumento no numero de folhas. Resultados
semelhantes para a area e peso fresco da roseta foram igualmente observados
anteriormente (NERI-SILVA, 2021).

A mutagao para o transportador APC1 ndo afetou de maneira significativa o
peso fresco e seco da raiz (Figura 7C e D), o que pode ser explicado por uma menor
expressao do gene APC1 em raizes quando comparado com outros transportadores
de adenilatos, como o ADNT1, os quais provavelmente supriram as demandas

energéticas (PALMIERI et al., 2008). Desse modo, quando observamos a particao de
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matéria seca, apesar de o resultado ter sido significativo para apenas uma das linhas,
€ possivel observar uma tendéncia de aumento para as demais linhas mutantes. Em
conjunto, esses resultados corroboram com um menor crescimento da parte aérea
e/ou maior investimento em sistema radicular nessas linhas.

No estagio reprodutivo, o desenvolvimento dos o6rgdos demanda uma
quantidade significativa de energia, destacando a importancia de um funcionamento
eficiente tanto das mitocéndrias quanto dos transportadores de adenilatos (XU et al.,
2008). A necessidade por energia é tdo acentuada que durante a formacéo de 6rgaos
florais ocorre um aumento no numero de mitocéndrias para poder suprir essa
demanda energética (MILLAR et al., 2011). O transportador APC1 €& altamente
expresso em flores (MONNE et al., 2015) e apesar de n&o terem sido observadas
diferengcas entre os genotipos para os parédmetros numeros de flores abertas e
fechadas, a falta do transportador APC1 nas linhas mutantes se traduz em uma
reducao do peso de mil sementes (Figura 8D). Tal resultado € um indicativo de que
plantas com uma deficiéncia do transportador APC1 geraram sementes com menos
reservas ou com embrides menos robustos. Concomitante a isto, plantas mutantes
para APC1 apresentaram siliquas com comprimento menor e com menor numero de
sementes por siliqua, quando mantidas sob condi¢des de dias curtos, o que corrobora
com a importancia do transportador para a fase reprodutiva das plantas nessas
condigbes (NERI-SILVA, 2021). E importante ressaltar, todavia, que ao utilizarmos a
condicao de dias neutros é possivel que o fendétipo tenha se tornado menos marcante,
pois ao aumentarmos o periodo de luz também aumentamos o aporte energético
provindo da fotossintese e reduzimos o periodo em que a planta retira a maior parte
de sua demanda energética das mitocdndrias na auséncia de luz. A condigéo de dias
neutros pode, portanto, ter facilitado que outros transportadores de adenilatos
compensassem a falta do APC1. Dessa forma, sugere-se realizar as analises da fase
reprodutiva em plantas mutantes para APC1 mantidas sob condi¢des de dias longos,
de modo a observar se as linhas mutantes recuperariam ou ndo o peso de mil
sementes, o tamanho das siliquas e o0 numero de sementes por siliqua quando em

comparagao com o tipo selvagem.

O transportador APC1 é relevante para o metabolismo de plantas adultas sob

condigoes 6timas?
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Em conjunto, os resultados apresentados n&o deixam claro a importancia do
transportador APC1 para o metabolismo primario em plantas nas condi¢des avaliadas.
Entretanto, claro efeito foi observado sobre os niveis foliares de malato, que foi
elevado nas linhas mutantes em comparacdo com o tipo selvagem (Figura 10E).
Apesar do transportador APC1 ser altamente expresso em folhas, tecidos
fotossintetizantes também contam com a produgéo de ATP provida pelos cloroplastos
no periodo luminoso (GASDESTROM & IGAMBERDIEV, 2016). Isso, além da
presenca de outros carreadores mitocondriais e suas isoformas pode explicar o
porqué de plantas sem a proteina APC1 funcional conseguirem manter o
desenvolvimento foliar sem grandes perdas metabdlicas (PALMIERI et al., 2008). Por
outro lado, o aumento significativo dos niveis de malato pode indicar que as linhas
mutantes estdo tendo uma menor conversado de malato em oxaloacetato e com isso
uma menor producédo de NADH pelo ciclo TCA. A mutacao para o transportador APC1
parece, portanto, afetar o funcionamento do complexo succinato desidrogenase, que
apresenta papel crucial tanto para o funcionamento do ciclo TCA quanto para a cadeia
transportadora de elétrons (ARAUJO et al., 2011; FUENTES et al., 2011). E possivel,
portanto, que niveis maiores de malato ocorram em decorréncia de uma menor
produgdo de NADH o que acarretaria em menos substrato para a cadeia
transportadora de elétrons. Essa falta de poder redutor na forma de NADH afetaria
por fim o processo de fosforilacdo oxidativa e com isto reduziria a producao de ATP a
partir do gradiente eletroquimico de prétons. E possivel, contudo, que esse aumento
nos niveis de malato seja justamente uma estratégia para contornar um desbalanco
na cadeia transportadora de elétrons, resultante da falta de atividade do transportador
APC1; que ao estar ndo funcional promoveria um acumulo de NADH em detrimento
do NAD* na cadeia transportadora de elétrons.

O malato e fumarato se relacionam com o estoque de carbono nas plantas e
funcionam como contra ion para a manutencao do pH celular e da abertura estomatica
(ARAUJO et al., 2011; FERNIE & MARTINOIA, 2009). Os altos niveis de fumarato em
A. thaliana sugerem que este acido organico constitui uma fragao significativa do
carbono fixado para esta espécie (ARAUJO et al., 2011). O malato também tem sua
importancia destacada para a produg¢ao de ATP nas mitocdndrias e em respostas de
plantas a patdgenos (FERNIE & MARTINOIA, 2009). A troca de intermediarios do ciclo
TCA através da membrana mitocondrial conecta o ciclo TCA a diversos processos

metabdlicos como a gliconeogénese, o ciclo do glioxilato e a biossintese de
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aminoacidos e &cidos nucleicos (ARAUJO et al., 2011). O malato também esta
relacionado com eficiéncia fotossintética. De modo que quando ha excesso de
NADPH a enzima NADP-malato desidrogenase converte OAA em malato para
regenerar NADP, de forma que em cloroplastos o malato contribui para o balango
entre ATP/NADPH (FERNIE & MARTINOIA, 2009). Essa linha de raciocinio parece
poder ser empregada também no presente estudo com o malato agindo como um fator
balanceador entre NAD, NADH e com isso influenciando a produgédo de ATP. Além
disso a tendéncia das linhas mutantes em acumular compostos relacionados ao
metabolismo do carbono parece se traduzir em um menor crescimento das plantas,
que na auséncia do APC1 aparentam nao conseguir utilizar os compostos de carbono

de forma tao eficiente.

O APC1 tem um papel importante em plantas submetidas a estresse abiético por

aluminio?

Experimentos em placas sob condi¢bes otimas (meio com pH 5,7, sem
aluminio) observou-se um crescimento radicular menor nas linhas mutantes em
relacdo ao observado em plantulas WT (Figura 11A). Tal resultado sugere uma
relevancia do transportador APC1 para o crescimento radicular de plantulas, que
mesmo em condi¢des ideais, parece ndo conseguir ser compensada pela presenga
de outros transportadores mitocondriais de adenilatos, como os AACs, que dentre
todos, possui AAC1 e AAC2 como as isoformas mais abundantes (FUCHS et al.,
2020). Resultados prévios também corroboram com a importancia de APC1 nessas
mesmas condigdes (NERI-SILVA, 2021). Nesse estudo, verificou-se diferengas
marcantes para o crescimento da raiz de plantas mutantes ao longo de 15 dias apds
a germinacdo em meio sem adicdo de sacarose. E possivel que essa redugdo no
crescimento radicular observado em plantulas de linhas mutantes ocorra devido a uma
menor eficiéncia na mobilizagdo do ATP da mitocéndria para o citosol quando ha
auséncia da atividade do transportador APC1. Neste cenario o ATP nao consegue
chegar a outras organelas e no citosol de forma suficiente para dar suporte as reagdes
de sintese necessarias ao crescimento da planta (Figura 15A). Outra possibilidade
estaria relacionada a uma menor importacdo de Pi pela mitocdndria na auséncia do
transportador, o que poderia refletir em uma menor produgao de ATP, uma vez que,

teriamos menos fosfato inorganico para converter moléculas de AMP e ADP para ATP
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(IGAMBERDIEV & KLECZKOWSKI, 2015; ZHU et al., 2012) (Figura 15B). Contudo, é
importante ressaltar que existem transportadores de fosfato inorganico mitocondriais
(PiC ou MPT) que estdo diretamente envolvidos nos niveis internos de Pi nas
mitocondrias (ZHU et al., 2012). Dessa forma, ainda ndo € claro o quanto o
transportador APC1 seria de fato relevante para a manutencao desses niveis internos

de fosfato e por conseguinte na producéao de ATP.
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Figura 15. Representacdo esquematica de possiveis mecanismos envolvendo
transportadores de adenilatos no suprimento de energia pela mitocéndria na auséncia
do transportador APC1. Em A, haveria um acumulo de ATP na matriz mitocondrial em
funcdo dos outros transportadores de adenilatos ndo estarem suprindo o transporte
de ATP na auséncia do APC1. Neste caso, as mitocondrias teriam o ATP disponivel
na matriz mitocondrial, mas este ndo estaria sendo devidamente mobilizado. Em B
considera-se que a deficiéncia em APC1 acarretaria num menor importe de Pi para a
matriz mitocondrial, 0 que impactaria negativamente na produgdo de ATP. Nessa
hipétese espera-se que o fator limitante para o crescimento das plantas seja a

quantidade de ATP produzido pela mitocondria e ndo a sua mobilizagao.

Verificou-se para as plantas expostas a condi¢des de pH acido sem a adi¢ao
do aluminio, um crescimento menor das linhas mutantes em comparagédo com o WT
ao longo do tempo (Figura 11B). O comportamento observado pode estar relacionado
com a capacidade do transportador APC1 de realizar o transporte de ATP de forma
eletricamente neutra quando associado ao magnésio (MONNE & PALMIERI, 2014).
Uma vez que o pH acido afeta a capacidade de trocas catibnicas nas raizes (NUNES-
NESI et al., 2014) e se relaciona com o potencial elétrico de membranas celulares
(LYU & LAZAR, 2017), a maioria dos transportadores de adenilatos que dependem de
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um gradiente eletroquimico para realizar o transporte de ATP véao ter seu
funcionamento afetado. Contudo, APC1, ao associar o ATP com Mg?*, torna a troca
de substrato eletricamente neutra e, portanto, independente do potencial de
membrana (Ay) e do pH (MONNE & PALMIERI, 2014), permitindo que a planta
enfrente essa situacao adversa.

Ao analisar as linhas deficientes na atividade de APC1 no meio com pH 4,0
acrescido de aluminio, observou-se um menor crescimento radicular para todos os
genotipos (Figura 11C). Apesar da auséncia de diferengas claras entre as linhagens
estudadas, o comportamento observado nos tratamentos anteriores sugere um papel
importante do APC1 em respostas a estresses por aluminio, uma vez que as linhagens
mutantes tem seu crescimento menos impactado do que o WT na presenca do
aluminio, o contrario do que observamos em pH 5,7 e pH 4,0 (Figura 12). O atraso no
desenvolvimento, que s6 ocorre a partir do dia cinco, (Figura 11C) associado aos
resultados obtidos quando comparamos o crescimento das linhas em pH 4,0 com e
sem a adigdo do aluminio (Figura 12) demonstram como a presenga do ion afeta o
crescimento radicular. Tais observag¢des parecem apontar que as plantas deficientes
para a proteina APC1 de alguma forma tornaram-se menos sensiveis a presenca de
aluminio quando comparadas com o tipo selvagem. Como se sabe, o principal alvo da
toxicidade do aluminio é o apice radicular e os principais efeitos desse tipo de estresse
se traduzem em uma inibigdo do alongamento e do crescimento celular (PANDA et
al., 2009). Desse modo ha uma redugao no crescimento da raiz, que fica atrofiada, e
isso reflete de forma negativa na absorgado de agua e nutrientes pela planta (PANDA
et al., 2009). Atualmente, sdo conhecidos dois mecanismos de defesa: mecanismo de
exclusao e mecanismo de tolerancia, através dos quais as plantas conseguem resistir
frente a essa condigdo adversa (NUNES-NESI et al., 2014). No mecanismo de
exclusao, o aluminio ativa um canal de anions na membrana e estimula a secregao
de acidos organicos; a presenca destes no meio vai entdo prevenir a entrada do
aluminio na raiz (NUNES-NESI et al., 2014). Ja no mecanismo de tolerancia, uma vez
que o aluminio esteja dentro da célula, ele vai ser quelado no citosol por acidos
organicos e entao compartimentalizado em organelas como vacuolos (NUNES-NESI
et al., 2014). No presente estudo, uma possibilidade seria a de que as plantas
mutantes estariam acumulando malato (como foi observado anteriormente em
condigbes o6timas) e por isso estariam apresentando uma menor sensibilidade ao

aluminio ao exsudar esse acido organico, ou entdo ao quelar este ion no citosol e o
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compartimentalizar. Além disso, se considerarmos que as linhas mutantes de fato
apresentam niveis maiores de malato associados a uma menor produgcao de NADH é
possivel que a falta de atividade da proteina APC1 acabe sendo “compensada”; assim
o acumulo de NADH previsto em decorréncia do ndo funcionamento do transportador
estaria sendo compensado por uma menor produgao de NADH pelo ciclo TCA e com
isso a producgao de acidos organicos seria mantida. Uma forma interessante de ajudar
na validagdo desses pressupostos seria através de um ensaio que quantificasse os
acidos organicos tanto nas plantulas submetidas ao estresse quanto no meio de
cultivo.

Os testes histoquimicos apontaram presencga de aluminio nas raizes de plantas
submetidas ao tratamento em pH 4,0 + Aluminio, bem como, presencga de espécies
reativas de oxigénio mais marcante nos tratamentos em pH 4,0 e pH 4,0 + Aluminio,
quando comparados ao tratamento em pH 5,7 (Figuras 13 A e B). As plantas mutantes
parecem apresentar uma coloragdo mais intensa que o WT quando observamos os
niveis de EROs em pH 4 e na presenga de aluminio. Esses fatores em conjunto
corroboram a presenca de aluminio e do pH acido como fatores estressantes e
permitem um vislumbre dos impactos do APC1 sobre a respiragcdo mitocondrial. Na
presenca de aluminio, principalmente, ha uma maior formacao de espécies reativas
de oxigénio aumentando os danos oxidativos e coibindo a respiragado mitocondrial
(NUNES-NESI et al., 2014). Estudos anteriores relacionaram a produgéo de EROs
induzidas pela presenga de aluminio a danos nos complexos | e Ill na cadeia
transportadora de elétrons através da interacdo do aluminio com a proteina ferro-
enxofre (Fe-S) (LI & XING, 2011). Portanto, se considerarmos que o transportador
APC1 impacta no funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, isso estaria de
acordo com uma formacao de EROs mais acentuada nas plantas que carecem dessa
proteina transportadora. Entretanto, por se tratar de analises qualitativas estes testes
nao deixam clara a diferengca no acumulo de aluminio e de espécies reativas de
oxigénio entre as linhas. Desse modo, sugere-se que testes quantitativos seriam uma
melhor opg¢ao para estudos futuros, de modo a se obter maiores informacgdes acerca
de uma possivel associagao entre a menor susceptibilidade a este tipo de estresse e
a producgao de EROs em plantas com deficiéncia do transportador APCA1.
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5. CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que em condi¢gdes oOtimas o
transportador APC1 possui um papel relevante no desenvolvimento de plantulas e no
crescimento da parte aérea durante a fase vegetativa. APC1 também parece ser
importante na fase reprodutiva, especialmente, para a formacdo de sementes e
producdo. Em relagido a sua fungdo no metabolismo, a inatividade da proteina APC1
acarreta aumento nos niveis de malato em folhas, o que parece indicar um desbalanco
no funcionamento do ciclo TCA quando a exportagao de ATP n&o é adequada.

Sob condi¢gbes de estrese abiodtico as linhagens deficientes na fungéo de
APC1 demonstraram ser menos sensiveis ao estresse por aluminio do que o tipo
selvagem. Também foi possivel observar a importdncia do transportador em
condigcbes de estresse por acidez do meio. Nesta condi¢ao a deficiéncia na atividade
de APC1 suprimiu o crescimento radicular das plantulas mutantes quando
comparadas com o tipo selvagem, que possui o transportador ativo. Tais resultados
reforcam a relevancia do transporte eletricamente neutro de ATP em condi¢des de pH
acidificado catalisado por APCH1.

Novos estudos fazem-se necessarios para compreender melhor as fungdes do
transportador APC1 sob condi¢des de estresse abidtico. Entre as analises sugeridas
esta o estudo das outras isoformas de APCs (APC2 e APC3) em condigdes 6timas e
de estresse, além das interagbes com outros transportadores mitocondriais de
adenilatos como AACs e ADNT1. Em conjunto, essas informacgdes contribuirdo para
melhor compreender as fungdes especificas dos transportadores APCs e AACs no

desenvolvimento de A. thaliana e nos mecanismos de respostas a estresses abidticos.
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