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RESUMO

SILVA, Welder Alves da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2020.
Relacbes coordenadas entre ciclo TCA e ciclo celular em células especificas emostap
ao aluminio emArabidopsisthaliana. Orientador: Wagner Luiz Araujo.

A maioria dos estudos demonstrando os mecanismos pelos quais as plantas resistenaa presencg
do aluminio (Al) estdo associados a contribui¢cao de acidos organicos (AOs). Com efeito, pouco
ou nada parece ter sido explorado acerca de como células radiculares especificas modulam sua
expressao génica para lidar com tal condicdo. Nao obstante, trabalhos anteriores revelam que,
na presenca de Al, uma resposta central € a reprogramacao do ciclo dos acidos tricarboxilicos
(ciclo TCA). Ademais, agentes genotoéxicos, incluindo o Al, induzem pausas no ciclo celular
para que as células tenham tempo para reparar o DNA danificado e néo tlaresrgétulas-

filha. No entanto, pouco ou nada se sabe acerca de como o Al conecta o reparo do DNA ao
metabolismo mitocondrial, bem como e em que extensdo essa conexdo impacta nas divisdes
celulares na presenca do Al. Portanto, o presente estudo avaliou aspectos chaves dos ciclos
TCA e celular emArabidopsis thalianaem um nivel pds-transcricional e célula-especifico de
expressao génica, responsaveis por conferir resisténcia ao Al. Bigstanrbém, investigar

se o perfil de metabdlitos na raiz inteira esta mais intimamente correlacicadalises de
expressao génica observadas nas células corticais, comprometidas com a protecao do 6érgao, ot
nas células do centro quiescente, comprometidas com a sobrevivénomareitencdo da
identidade das demais células. Para tanto, foram utilizadas plantaahki@opsis thaliana
expressando a construgdi@&FP-FLAG-RPL18e com promotores individuai§ Cauliflower

mosaic virus 35S(p35S:FLAG-RPL1B quase constitutivo;iij plastid endopeptidase
(pPEP:FLAG-RPL1B especifico do cortex radicular das zonas de alongamento e maturacao;

e (i) SCARECROWpPSCR:FLAG-RPL18 especifico do centro quiescente e endoderme
radicular. Os resultados ora obtidos apontam que, nas linhas transg@ti€aspSCR a
presenca de Al alterou a expresséo de genes envolvidos com o ciclo celular, ao passo que foram
verificadas alteracfes na expresséo de genes envolvidos com o ciclo TCA em todas as linhas,
especialmente ngPEP. Tais resultados estdo em consonéncia com as mudancas verificadas
nas trés linhas no que tange ao perfil de metabdlitos, destacadameAi@®@® Hen adicdo, ao

se investigar o translatoma de células com identidades distintas, foi possivel obserijaa que: (
expressdo génica €, aparentemente, regulada diferencialmente de acordo com essa identidade

(statusde diferenciacgéo celular, fungéo celular, etci))@(expressao génica célula-especifica,



particularmente em células indiferenciadas (centro quiescente e endoderme) e diferenciadas
(zona cortical das regides de alongamento e maturacdo) explica, em larga extensdo, como
plantas dé\rabidopsisrespondem a presenca de Al mediante uma reprogramacao da expressao
génica em grupos especificos de células radiculares. Tomados em conjunto, estes resultados
sugerem uma alta plasticidade, a nivel metabdlico e de expressdo génica célula-especifica,
como importante componente das respostas ao Arabidopsis thaliana

Palavras-chave: Aluminio. Translatoma. Célula-especifico. Ciclo TCA. Ciclo celular.



ABSTRACT

SILVA, Welder Alves da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2020.
Coordinated relationships between TCA cycle and cell cycle in specific cells in resze
to aluminum in Arabidopsis thaliana. Adviser: Wagner Luiz Aradujo.

Although compelling evidence demonstrate the mechanisms by which plants cope with
aluminum (Al), mostly associated with the contribution of organic acids (OAs), little is
currently known concerning how specific root cells modulate their gene expression in response
to such condition. It has been previously demonstrated that, in the presence of Al, a central
response is the reprogramming of the tricarboxylic acid cycle (TCA cycle). In addition,
genotoxic agents, including Al, usually induces cell cycle arrest so that the cells have time to
repair the damaged DNA and do not transmit it to daughter cells. This fact aside, little or nothing
is known about how Al connects DNA repair to mitochondrial metabolism, as well as and to
what extent this connection interferes with cell divisions in the presence of Al. Here, we
evaluated key aspects of both the TCA cycle and the cell cy@lmlndopsis thalianaat the
post-transcriptional and cell-specific levels of gene expression, responsible for conferring Al
resistance. We further aimed at investigating whether whole root metabolite profile is more
closely correlated to gene expression observed in cortical cells, compromised with the organ
protection, or in the quiescent center cells, compromised with the survival and identity
maintenance of the other cells. To this end, we used transgenic Arabidopsis plants expressing
tagged ribosomes, specifically, the constructs harboring coding sequences of direct cell-type
specific expression of FLAG-tagged ribosomal protein L18 (RPL18) that are under the control
of (i) cauliflower mosaic virus 35S promotgs36S -near constitutive), (iSCARECROW
(pSCR-targeting cells at root endodermis and quiescent center), arh{iopeptidas@pPEP

— targeting cells at root cortex elongation and maturation)zénhe results demonstrated that

in the presence of Al changes in the expression of genes involved in the cell cyclepB3sth

and pSCRtransgenic lines were observed, whereas changes in the expression of TCA cycle
related genes were verified in all lines, especiallyREP. These results are in good agreement
with the changes in the metabolite profile verified in all lines, especially in OAs. By further
analysing the translatome of cells with different identities, we observe that: (i) gene expression
is, apparently, differently regulated according to cell identity (cell differentiation stailis, c
function, etc.) andii() cell-specific gene expression, particularly in undifferentiated cells

(quiescent center and endoderm) and differentiated cells (cortical zone of elongation and



maturation regions) explains, to a large extent, Aoabidopsisrespond to the presence of Al
by reprogramming the gene expression in specific groups of root cells. Collectively, these
results suggest a high plasticity, at the metabolic level and of cell-specific gene expression, as

important players of the responses to ARmabidopsis thaliana

Keywords: Aluminum. Translatome. Cell-specific. TCA cycle. Cell cycle
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1 INTRODUCAO

Em funcdo de sua natureza séssil, as plantas sdo repetidamente submetidas a varios
estresses ambientais, tais como seca, radiacdo ou toxicidade por ions (Chen et al., 2019). Os
solos acidos, por exemplo, impdem multiplos estresses as plantas, incluindo toxicidade por
prétons, deficiéncias nutricionais (especialmente calcio, magnésio e fosforo) e toxicidade por
ions metalicos, especialmente aluminio (Al) e manganés (Nunes-Nesi et al., 2014). Junto a
limitacdo hidrica, a fitotoxicidade causada pelo cation Al trivalent&)(A) mais abundante
elemento metalico na crosta terrestre (Jin et al., 2020), representa uma séria restricdo a producaao
agricola, particularmente em solos acidos (Poschenrieder et al., 2008; Ma, 2000; Kochian et al.,
2004; Ryan et al., 2011), que compreendem uma grande propor¢do das terras araveis em todo
o mundo (Magalh&es, 2010; Brunner & Sperisen, 2013).

Dois principais mecanismos fisiolégicos de tolerancia ao Al séo, atualmente,
reconhecidos: aquele que opera para minimizar o acesso do Al ao apice radicular e aquele que
permite a planta tolerar o acumulo de Al no simplasma radicular ou de parte aérea (Nunes-Nesi
et al., 2014; Kochian et al., 201® mecanismo de tolerancia associado a exclusao de Al inclui
a exudacao de acidos organicA©§), como citrato, malato e oxalato, ativada pela presenca
de Al no &pice radicular, e postula-se que esse exudado forme um quelato com o Al (de la
Fuente et al., 1997), prevenindo, assisya absorcao através da membrana plasméatica (Nunes-
Nesi et al., 2014).

Os AOs acima mencionados (citrato, malato e oxalato) foram anteriormente
identificados como os principais metabolitos liberados do apice radicular em respakta ao
(Kochian et al., 2004, 2005). Incrementos na exudacao de AOs seguidos a manipulacéo genética
do metabolismo de AOs tém sido extensivamente testados como possiveis meios para aumentar
a tolerancia ao Al (Nunes-Nesi et al., 2014). Por exemplo, aumentos na sintese de citmrato pode
ser alcancados aumentando as atividades de enzimas envolvidas nas sinteses de citrato e malatc
tais como citrato sintase (Deng et al.,, 2009; Barone et al.,, 2008; Han et al., 2009), malato
desidrogenase (Wang et al., 2010; Tesfaye et al., 2001), enzima malica (Sun et al., 2013) e
piruvato fosfato dicinase (Trejo-Tellez et al., 2010). Neste contexto, a reconstrucdo metabdlica
de uma nova via para a sintese de citrato pela superexpressao simultanea da citrato sintase ¢
fosfoenolpiruvato carboxilase, em folhas, aumentou a resisténcia ao Al em plantas (Wang et
al., 2012).
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Modos néo-ciclicos do ciclo dos acidos tricarboxilidoisdrboxylic acidcycle,ciclo
TCA) tém sido observados em diferentes organismos, levando ao acumulo de metabdlitos
especificos, que parecem ser cruciais na adaptacdo a ambientes hostis (Rocha et al., 2010;
Sweetlove et al.,, 2010; Singh et al., 2009; Lemire et al.,, 2010). De maneira particular, a
operacdo de um ciclo TCA incompleto tem sido observada nos sistemas microbianos em
resposta a toxicidade por Al (Singh et al., 2009; Lemire et al., 2010). Essa estrutura modular do
ciclo TCA em Pseudomonas fluorescefecilita a producdo de ATP, NADPH e oxalato,
permitindo a sobrevivéncia dR fluorescengjuando desafiada pela toxicidade do Al (Nunes-

Nesi et al., 2014). Ademais, um subconjunto de diferentes microrganismos parece reprogramar
o0 metabolismo de AOs e, mais importante, o ciclo TCA, em resposta ao estresse por Al (Singh
et al., 2009; Lemire et al., 2010; Chenier et al., 2008; Auger et al., 2013).

Em Arabidopsis thalianaanalises transcriptdmicas das respostas de raizes revelaram,
surpreendentemente, entre todos os genes relacionados ao ciclo TCA, apenas aumentos na
expressdo da malato desidrogenase mitocondrial ap6s 48 horas de exposi¢ao ao Al (Kumari et
al., 2008).No milho (Zea mayg os genes envolvidos na biossintese de AOs ndo foram
diferencialmente regulados apoés cultivo em solo &cido, sendo a Unica excec¢do a regulacao
negativa do gene que codifica pamitrato sintase na presenca de Al em um genotipo sensivel
ao Al (Mattiello et al., 2010). Neste contexto, a tolerancia ao Al em milho (Maron et al., 2008)

e Arabidopsis(Kumari et al., 2008) parece nédo estar diretamente ligada a aumentos na
expressdo de genes que codificam enzimas responsaveis pela biossintese de AOs, mas
possivelmentea uma expressao diferencial de transportadores. Em conjunto, tais resultados
indicam que a biossintese de anions organicos em resposta ao Al pode nao necessariamente se
transcricionalmente regulada, e que a regulacao do ciclo TCA é, provavelmente, o resultado de
uma complexa interacdo de varios niveis regulatérios, como recentemente sugerido (Nunes-
Nesi et al., 2014

De modo geral, todos os organismos sofrem varios tipos de danos no DNA devido tanto
a processos enddgenos quanto a exposicao aos estresses exdgenos ou compostos toxicos (Cicc
& Elledge, 2010; Manova & Gruszka, 2015). Dentre esses danos, quebras na dup@Mita do
(double-strand break9SBs) sdo particularmente perigosas tendo em vista que nenhuma fita
permanece intacta para guiar o reparo do DNA levando, potencialmente, a delegdes e
translocacdes cromossomais (Aguilera & Garcia-Muse, 2013; Rodgers & McVey, 2016). Para
lidar com esse dano, existem mecanismos para detectar as lesbées no DNA e iniciar a resposta
ao dano no DNADNA damage responsBDR) (Ciccia & Elledge, 2010; Hu et al., 2016). Tal
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resposta envolve a regulacdo transcricional e poés-transcricional de diversas vias celulares
levando, finalmente, ao reparo do DNA atravidd expressao e/ou direcionamento de fatores

de reparo aos sitios de danio) & pausa do ciclo celular, que fornece tempo adicional para o
reparo do DNA antes da replicacédo, oij & morte celular quando o dano é muito severo (Hu

et al., 2016; Su, 2006). Dada a importancia da manutencdo da estabilidade do genoma para a
adequada funcao celular e heranca fiel da informacdo genética (Ciccia & Elledge, 2010;
Manova & Gruszka, 2015; Aguilera & Garcia-Muse, 2013; Hu et al., 2016), é fundamental
entender como a DDR ¢ iniciada, coordenada e executada.

Estudos em leveduras, plantas e mamiferos tém revelado muitos aspectos altamente
conservados da DDR (Su, 200&8miard et al., 2013; Yoshiyama et al., 2013). No caso
especifico de DSBs, sensores conservados, nomeadamente os complexos MRN e Ku70/80,
reconhecem o DNA danificado, ao passo que transdutores, incluindo as émAsds\.-
TELANGIECTASIA MUTATEDATM) e ATAXIA-TELANGIECTASIA MUTATED AND
RAD3-RELATED(ATR), iniciam as cascatas de sinalizacdo através da modificacdo pos-
traducional de proteinas-alvo (Ciccia & Elledge, 2010; Yoshiyama et al., 2013; Bleuyard et al.,
2006; Shiloh & Ziv, 2013). Tais cascatas modulam as atividades de proteinas efetoras,
compartilhadas e organismo-especificas, culminando na regulacao do reparo de DSB, por meio
de recombinacao homéloga e vérias vias de juncao final ndo-homéloga, bem como a regulacdo
da expresséo génica, pausa do ciclo celular, morte celular e endoreplicacéo (Ciccia & Elledge
2010; Su, 2006Yoshiyama et al., 2013; Knoll et al., 2014).

O fator de transcricdoFT) SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSESDG1)
especifico de plantas, mostrou ser o principal regulador da DDR (Yoshiyama et al., 2009)
SOG1 é um membro doBTs NAC [NO APICAL MERISTEM (NAM), ARABIDOPSIS
TRANSCRIPTION ACTIVATION FACTOR (ATAF), CUP-SHAPED COTYLEDON ([CUC)
reconhecidos por apresentarem diversas fungdes no controle do desenvolvimento vegetal,
incluindo manutencao de células-tronco, formacédo e senescéncia de parede celular, além de
estar envolvido nas respostas aos estresses bioticos e abidticos (Aida et al., 1997; Kim et al.,
2016; Kubo et al., 2005; Puranik et al., 2012). Na auséncia de SOG1, plaAtabidepsis
expostas a agentes genotoxicos exibiram defeitos na regulacdo de genes (Yoshalama et
2009), na pausa no ciclo celular (Preuss & Britt, 2003), na morte celular programada (Furukawa
et al., 2010), na endoreduplicacao (Adachi et al., 2011), no reparo do DNA (Bourbousse et al.,
2018) e na estabilidade do genoma (Yoshiyama et al., 2009; Preuss & Britt, 2003). Em
Arabidopsis SOGL1 é fosforilado por ATM e ATR. ATM fosforila cinco motivos serina-
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glutamina na regido C-terminal de SOG1 apés exposi¢do as DSBs (Yoshiyama et al., 2013;
Sjogren et al., 2015; Yoshiyama et al., 2017). A fosforegulacdo de SOG1 € importante para
transmitir sinais de danos no DNA (Ogita et al., 2018). A inibicdo do crescimento radicular
induzida pelo dano no DNAa morte de células-tronco & inducao transcricional foram
recuperadas pela introducdo do @80G] intacto, em mutantessogl-l mas nao pela
introducédo dé&sOG1carregando substituicdes por alanina nos cinco motivos serina-glutamina
(Yoshiyama et al., 2013, 2014).

Os danos no DNA interrompem o ciclo celular para permitir que o reparo do DNA
ocorra antes da replicacdo do DNA ou inicio da mi{eétmper & Elledge, 2007; Ciccia &
Elledge, 2010; Hu et al., 2016). A expressao de inibidores de cinases dependentes de ciclinas
(cyclins-dependent kinase€DKSs), tais com&IAMESE-RELATED 5 (SMRB)SIAMESE-
RELATED 7 (SMR7) diretamente induzida por SOG1 (Yin et al., 2014; Ogita et al., 2018)
(Figura 1) Entretanto, essa indugdo também ocorre em mutan#sabelopsistolerantes &

DSBs, sugerindo que a inducaoSMR5e SMR7néo seja suficiente para interromper o ciclo
celular (Chen et al., 2017).

A supresséao simultanea de um conjunto de genes G2/M-especificos € acompanhada pela
interrupgdo na fase G2 induzida por dano no OMdachi et al., 2011). Os genes G2/M-
especificos, como aqueles que codificam ciclinas mitéticas, sdo controlados por FTs Myb, tipo
R1R2R3, chamados R1R2R3-Myb ou MYB3R (Ito, 2005 Arabidopsis cinco genes
codificam para MYB3RsMYB3R1la MYB3R5 onde MYB3R4 atua como um ativador
transcricional tffanscriptional activator Act-MYB), e MYB3R3 e MYB3R5 sao repressores
transcricionaist(tanscriptional repressqrRep-MYB) (Haga et al., 2007, 2011; Kobayashi et
al., 2015) (Figura 1). MYB3Rs se ligam aos promotores de genes alvos através de um elemento
de acaais chamado elemento ativador especifico da mitosmsgis-specific activatoiMSA)

e controlam a expressao de genes G2/M-especificos (Kobayashi et al., 2015) (Figura 1). Embora
0os Rep-MYBs s@m ativamente degradados através da via ubiquitina-proteossoma, sob
condicbes de danos no DN&rnam-se estabilizados, suprimindo genes G2/M-especificos e
causando interrup¢céo na fase G2 (Chen et al., 2017) (Figukaetjabilidade das proteinas
Rep-MYBs é dependente da atividade de CDK, que fosforila o dominio C-terminal de
MYB3R3/5 e promove suas degradacOes (Takahashi et al., 2019) (Figura 1). Portanto, um
modelo foi proposto em que o dano no DNA leva a fosforilagivagédo de SOG1, reduzindo

a atividade de CDK, provavelmente pela indugcao de genes inibidores de CDK, e estabilizando

Rep-MYBs (Chen et al., 2017) (Figura 1). Uma vez que Rep-MYBs reprimem a expressao de
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ciclinas mitoticas, suas estabiliza¢cdes diminuem ainda mais a atividade de CDK, resultando em
pausa do ciclo celular (Takahashi et al., 2019). Foi também recentemente demonstrado que
Rep-MYBs funcionam como os principais repressores de genes do ciclo celular na DDR
(Bourbousse et al., 2018).

Without DNA stress Under DNA stress

SMR
CYCA/B
CDK
Act- e G Rep-
MYB MYB
Proteasomal Protein
l — degradation —)6} accumulation

—{ MSA—I-‘ G2/M-specific genes )—

—{ MSA G2/M-specific genes }—

CYCA/B

Figura 1: Modelo para a repressédo de genes G2/M-especificos sob condi¢Bes de dano. morDédAdicdes
normais, CDK fosforila e ativa Ad4YB, ao passo que fosforila ¢ “marca” Rep-MYB para a degradacéo
proteossomal. Dessa formact-MYB se liga na regido promotora de genes do ciclo celular e induz a expresséo
desses genes. Em presenca de dano no DNA, ATM e ATR fosforilam SOG rgum pez ativa a expresséo de
SMR. Assim, SMR bloqueia a acdo de CDK, permitindo que Rep-MYB, ndadsetp, se ligue na regido
promotora de genes do ciclo celular e reprima a expressao desses genessgdém mhoteina Act-MYB, nao
fosforilada por CDK e, portanto, ndo ativada, é diretamente inibida por SOGs®@trabalho buscou demonstrar
se, como e em que extensao o Al, um agente genotdxico, tambémaeguileel de traducdo da expressdo génica,
0s genes envolvidos com essa complexa cascata regulatéria. AMTAXIA-TELANGIECTASIA MUTATED
ATR: ATAXIA-TELANGIECTASIA MUTATED AND RAD3-RELATERDG1: SUPPRESSOR OF GAMMA
RESPONSE 1 SMR SIAMESE-RELATEDCYCA/B: CYCLIN A/B CDK: CYCLIN-DEPENDENT KINASE
Act-MYB:  Activator-R1R2R3MYB, Rep-MYB: Repressor-R1IR2R8YB.  Ativagdo/indugdo:  —;
Inibigdo/repressdo: L. Modelo extraido de Chen et &20(7).

Foi demonstrado também que os FTs ANAC044 e ANACO085, alvos diretos de SOG1,
desempenham um papel crucial na interrupcdo na fase G2 em resposta ao dano no DNA
(Takahashi et al., 2019). De maneira resumida, na auséncia de ANAC044 ou ANACO085, Rep-
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MYBs nao se acumulam e, portanto, ndo podem inibir a progressao G2/M, e assim as plantas
exibem tolerancia ao dano no DNA. Tanto ANAC044 quanto ANACO085 ndo sao necessarios
para a inducdo de genes de reparo do DNA ou inibidores de CDK, mas estdo envolvidos no
acumulo de Rep-MYBs (Takahashi et al., 2019). Ambos FTs participam também da inibicéo,
induzida ap0s estresse por calor, da progressao da fase G2, sugerindo que uma via mediada po
ANACO044 e ANACO085 desempenha papel central em orquestrar a pausa em G2, induzida por
estresse, através do controle no acumulo de Rep-MYB (Takahashi et al., 2019).

A expansdo do entendimento da complexa e orquestrada cascata de respostas
transcricionais aos danos no DNA para danos decorrentes das flutuagcdes nos fatores ambientais
éde suma importancia. Nesse contexto, a construcdo da rede regulatéria subjacente a DDR em
plantas submetidas ao Al, um agente genotoxico (Chen et al., 2019), € fundamental para
alavancar as pesquisas voltadas ao melhoramento das culturas, especialmente daquelas
cultivadas usualmentm solos acidos.

Na busca por um modelo de alta resolugdo no que tange a reprogramacao da expressao
génica em condi¢Bes sub-6timas, dois aspectos devem ser considerados. Primeiro, varios
estudos tém demonstrado diferencas quantitativas entre o transcriptopml de mMRNAs
totais (Mustroph et al., 2013)e o translatoma mRNAs associados aos ribossomos (Mustroph
et al., 2013} de plantas, especialmente durante condi¢gdes de estresse (Kawaguchi et al., 2004,
Kawaguchi & Bailey-Serres, 2005; Branco-Price et al., 2005; de Jong et al., 2006; Nicolar et
al., 2006; Branco-Price et al., 2008; Piques et al., 2009). Segundo, os estudos de expressao
génica em tipos especificos de células sdo sobremodo limitados por dificuldades de isolamento
sem substancial contaminagéo de outras células ou tecidos vizinhos (King & Gerber, 2016)
(Figura 2). Neste contexto, o translatoma de células radiculares especificas € uma importante
ferramenta para desvendar como o metabolismo mitocondrial, particularmente o ciclo TCA, e
a via de DDR, com patrticular énfase sobre o ciclo celular, sdo remodelados em células com
distintas funcdes e padrbes de expressao génica, e que, logo, respondem diferencialmente aos
diferentes tipos de estresse. Portanto, o presente estudo investigou o comportamento metabdlico
e transcricional particular em grupo de populag@es de células especificas visando a identificacao
de mecanismos para lidar com o estresse por Al. Os resultados obtidos indicam que ndo apenas
o0 metabolismo de AOs mas também mecanismos de reparo de DNA em grupos especificos de

células de raiz sdo importantes componentes das respostas ao Al em Arabidopsis.
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Figura 2: Distribuicdo espacial de células em raizeAdsbidopsis thalianadiferentes identidades celulares
(localizagdo, anatomia, fun¢fes, padrdes de expresséo ,gfaicale diferenciacdo celular, metabolismo, etc.)
sugerem comportamentos particulares, especialmente sob condicbes de estresséiliZsguns promotores
especificos Cauliflower mosaic virus 35%p35S:FLAG-RPL1B quase constitutivoplastid endopeptidase
(PPEP:FLAG-RPL1J especifico do cortex radicular das zonas de alongamento e matur&EARECROW
(pSCR:FLAG-RPL1g especifico do centro quiescente e endoderme radicular] para elucidar comduipossce
particulares se comportam, ao nivel de expresséo génica, em resposta ao Al. Eetialef@sgada a genes
associados com os ciclos celular e TCA. Azul escuro: columela)caia: células laterais (coifa); vermelho
com asterisco (*): centro quiescente; vermelho: populacdo de células-tronge; [am@eémbio; azul: endoderme;

verde: cortex; verde escuro: epiderme. Extraido de Zhang et al., (2019).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal e Condigbesle Crescimento

Plantas deArabidopsis thalianaecotipo Columbia (Col-Ogxpressando a construcao
p:GFP-FLAG-RPL18descritas anteriormente por Mustroph et al. (2009), foram usadas nesse
estudo (Tabela Suplementar 1). Promotores individuais foram utilizados para direcionar a
expressdo da construcdo mencionaga4uliflower mosaic virus 35$35S:FLAG-RPL1B
quase constitutivo;ii) plastid endopeptidas€pPEP:FLAG-RPL1B especifico do cortex
radicular das zonas de alongamento e maturacéio) 8ARECROWPSCR:FLAG-RPL13
especifico do centro quiescente e endoderme radicular.

As sementes foram esterilizadas em etanol 70% pon &, em seguida, hipoclorito de

sédio 2,5% \/v) por 15 min. Todo o residuo de hipoclorito de sédio foi removido por lavagens
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repetidas (5x) em &gua estéril. Apos essas etapas as sementes foram semeadas @m placas ¢
Petri, acondicionadas no escuro a 4°C por dois dias e crescidas verticalmente em meio de cultivo
MS sdlido (meio MS 0,43% (p/v) e agar 0,7%\V|, pH 4,0 (Murashige e Skoog, 1962).
Plantulas foram cultivadas em camara de crescimento em condi¢cdes controladas, fotoperiodo
longo (16 horas luz/8 horas escuro), temperatura de 22°C e 20°C (luz/escuro), umidade relativa
de 60% e intensidade luminosa de 150 umaisypor dez dias em dois tratamentos impostos:
auséncia (0 uM) e presenca (50 uM) de Al (AICApOs esse tempo, amostras foram
imediatamente coletadas para deteccéo histoquimica da presenca do Al, bem como material foi
armazenado em ultrafreezer a -80°C para posteriores andlises de perfil metabdlico e
translatoma, descritos em detalhes abaixo.

2.2 Confirmacéo da Expresséo do Transgene

A confirmacgao da expresséao das construpd®sP-FLAG-RPL1§p: promoter; GFP:
green fluorescent protein; FLAG-RPL18: FLAG-epitope tagged ribosomal proteinfail8
realizada através de um Microscépio Confocal de Varredura a Laser Zeiss, LSM510 META.
Para tanto, amostras coletadas em plantulasraleidopsis thalianacom 7 dias de idade
crescidas verticalmente sobre meio M&ifashige and Skoggolido (meio MS 0,43% (p/v)
e agar 0,7% (p/v), pH 5,7), foram excitadas a 488 nm, e a fluorescéncia emitida pela proteina
fluorescente verde foi detectada a 510 nm. As imagens foram obtidas com o auxilio do Software
ZEISS ZEN 3.1(§lue edition.

2.3 Crescimento Radicular

Para avaliar o crescimento radicular, imagens foram geradas através do Scanner HP
Scanjet G2410 e processadas através do programa ImageJ. As imagens foram obtidas utilizando

plantulas déArabidopsis thalianaom 10 dias de idade.

2.4 Deteccao Histoquimica

O acumulo de Al nos apices radiculares foi analisado pela coloracdo com hematoxilina
férrica (Polle et al., 1978). Ap0s exposicao aos tratamentos, as raizes foram mergulhadas em
solucéo de hematoxilina férrica 0,2p6M) em NalQ 0,02% f/v) durante 15 min. Para eliminar

0 excesso de corante, as raizes foram transferidas para recipientes contendo agua deionizada ¢
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lavadas por 15 min. Finalmente, as raizes foram coletadas e fotografadas em
estereomicroscoépio. A reagdo positiva da hematoxilina com o Al € comprovada pela coloragéo

arroxeada.

2.5 Perfil Metabdlico

A extracdo de metabtos foi realizada seguindo, essencialmente, um protocolo
estabelecido de perfil metabdlico baseado em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massag@as chromatography-mass spectrome@®{-MS) (Lisec et al., 2006). Para tanto,
aproximadamente 25 mg de tecido radicular homogeneizado foram extraidos em 1.400 pL de
agua, metanol e cloroférmio (1:2,5My/v), e 60 pL de padréo interno (0,2 mg ribitol tnL
agua) foram subsequentemente adicionados como padrédo de quantificacdo. As amostras foram
incubadas, sob leve agitacdo, por 30 min a 4°C. Apés, as amostras foram centrifugadas por 5
min, a 16.20Q@ e a 4°C. 1,0 mL do sobrenadante foi recuperado em um novo tubo e misturado
com 750 pL de agua ultrapura, seguindo uma répida agitacdo (10 segundos) e centrifugacao
por 15 min, a 16.20§ e a 4°C. Apds, 200 pL da camada superior (fase polar) foram transferidos
para um novo tubo e secados a vacuo. Para derivatizacdo, 40 pL de metoxiamina foram
adicionados a cada amostra e agitados por 2 horas, a §@&2087°C. Subsequentemente, 70
puL dos padrdes de N-metil-N-(trimetilsilitrifluoroacetamida e ésteres metilicos de acidos
graxos foram adicionados as amostras e agitados levemente por 30 min a 37°C. As amostras
foram transferidas para frascos de vidro e analisadas utilizando GC-MS. Os cromatogramas e
0 espectro de massa gerado foram avaliados usando o software TAGFINDER (Luedemann et
al., 2008). Os metabdlitos foram identificados em comparacdo com bancos de dados de padrdes
auténticos (Kopka et al., 2005; Schauer et al., 2005). A identificacdo e anotacdo dos picos

detectados seguiram as recomendac¢Oes degmatdamente (Fernie et al., 2011).

2.6 Translatoma

Para analisar o translatoma de tipos especificos de células, o método da purificacdo de
ribossomos por afinidadetrgnslating ribosome affinity purification TRAP), descrito

anteriormente por Mustroph et al. (2013), foi empregado (Figura 3):
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Figura 3: Principio geral da separacéo seletiva, usdredalsde agarose-FLAG M2, dos transcritos ligados aos
ribossomos carregando, na RPL18, o epitopo FLAG. Dessa fainaneés da afinidade entre o FLAG, contido nas
construcdes utilizadas, e o anti-FLAG, contido na agarose, conseguimos inelitetan@pturar os transcritos
associados a polissomos e que serdo, portanto, efetivamente traduzidoss:G&adknle agarose; estruturas de
cor preta: a-FLAG M2; blocos de cor marrom: ribossomos; setas de cor vermelha: epitofi®. Bxfraido de
Goldenkova-Pavlova et al., (2019

2.6.1 Tampoes

e Tampao de Extracao de Polissom@slysome Extraction buffePEB)* 0,2M
Tris-HCI, pH 9,0 (5 mL); 0,2 M KCI (5 mL); 0,025 M EGEA2,5 mL); 0,035
M MgCl2 (1,75 mL); 1% da mistura de DetergeAtés5 mL); 1% DOG (5
mL); 1% PTE (2,5 mL); 5 mM DTP (0,5 mL); 1 mM PMSE (0,1 mL); 50
pg/mL Cicloheximida (50 pL); 50 pg/mL Cloranfenicol (50 pL); 0,5 mg/mL
Heparina.
e Tampao de LavagenWash bufferwWB)*: 0,2 M Tris-HCI, pH 9,0 (5 mL); 0,2
M KCI (5 mL); 0,025 M EGTA (2,5 mL); 0,035 M Mgek1,75 mL); 5 mM
DTT (0,5 mL); 1 mM PMSF (0,1 mL); 50 pg/mL Cicloheximida (50 pL); 50
pg/mL Cloranfenicol (50 pL); 20 U/mL Inibidor de RNAse (25 pL).
1 Etileno glicol-bis(2-aminoetiléteN,N’,N -acido tetraacético? Polioxietileno(23)lauti
éter (Brij-35), Triton X-100, Octilfenil-polietileno glicol (Ilgepal CA630) e Polioxietileno
sorbitano monolaurato 20 (Tween 2bResoxicolato de sodié;Polioxietileno 10 tridecil éter;
5 Ditiotreitol; ® Fenilmetilsulfonil fluoreto. * Quantidade de solucéo estoque para 50 mL de

solucéo, a concentracéo final indicada, estd mencionada entre parénteses.
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2.6.2 Extracdo do Tecido

Inicialmente, foi adicionado PEB, preparado na hora, ao tecido radicular
homogeneizado em uma razédo 1:2 (tecido:PEB). A mistura foi mantida sobre gelo e
cuidadosamente homogeneizada com um homogeneizador de vidro. Apés 10 min, as amostras
foram centrifugadas por 15 min, a 16.@08 a 4°C. Em outro tubo estéril, o sobrenadante foi
filtrado através de Miracloth. Uma outra centrifugacéo a 16g0@@ra garantir a remocao de
materiais que formarpellets foi realizada. Apds, 10% do extrato clarificado foi armazenado

para o isolamento de RNA total.

2.6.3 Preparo da Beads de Agarose a-FLAG M2

Inicialmente, o gel dagarose a-FLAG M2 foi ressuspendido no proéprio frasco do
reagente, por agitacao suave, para gerar uma suspenséao uniforme. Usando uma ponteira cortad:
na ponta para facilitar, 150 pL do gel de agarose foram transferidos para um novo tubo de 1,5
mL e centrifugados por 60 segundos, a 8@8G& 4C. O sobrenadante foi removido com uma
pipeta e 1,5 mL de WB foram adicionados, bemdgessuspendidas. Uma nova centrifugacéo
por 60 segundos, a 8.20C a 4C foi realizada, e o sobrenadante removido com o auxilio de
uma pipeta.

2.6.4 Imunoprecipitacdo de Ribossomos

Procedeu-se a mistura de 5 mL do extrato clarificado com 150 [Heddsde agarose
a-FLAG M2, lavadas, em um tubo Falcon de 15 mL. Para ligar os ribossomos marcados com
FLAG asbeadsde agarose, a mistura foi incubada por 4 hordC & 4ob agitacéo suave sobre
uma plataforma mével. Uma centrifugacdo por 60 segundos, § 2@04C foi realizada, e 0
sobrenadante transferido para um novo tubo (o sobrenadante da imunoprecipitacéo ou fracdo
livre). Asbeaddigadas aos ribossomos, foram adicionados 6 mL de WB, misturados por suave
inversdo do tubo, incubados &4 por 5 min e sob agitacdo suave em uma plataforma mével,

e centrifugados por 60 segundos, 8.200 a 4C (primeira lavagem). O sobrenadante foi
removido com o auxilio de uma pipeta, procedendo-se a adicdo de 6 mL debadisas
mistura foi incubada a°@, por 5 min e sob agitacdo suave (segunda lavagem), e centrifugada
por 60 segundos, 8.2@De a 4C. O sobrenadante foi removido com o auxilio de uma pipeta.

Para eluir os ribossomos purificados por afinidade, o maior volume possivel de sobrenadante
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foi removido com o auxilio de uma pipeta de ponta fina. Apos, 300 pL de WB contendo 200
ng/uL do peptideo FLAg&e 20 U/mL do inibidor de RNAse foram adicionado$éads A

mistura foi incubada por 30 minutos, @4e sob agitacdo em uma plataforma mével. Apos,
procedeusea uma centrifugacéo por 60 segundos, 8¢29@ 4C, e o sobrenadante transferido

para um novo tubo. Caso o sobrenadante ainda apresenthesals(@articulas brancas ou
vermelhas), uma nova centrifugacdo foi realizada por 2 min, a 180G 4C, eo
sobrenadante transferido a um novo tubo. Registre-se que € de extrema importancia remover
todas aseads A solucéo resultante desse procedimento é o eluato do TRAP, que contém
ribossomos liberados marcados com FLAG, incluindo RNAs e proteinas associados, e foi
utilizado para isolar RNA.

2.6.5 Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA a partir do eluat&t@iagen RNeasy foi usado. Assim, 2
volumes de guanidina-HCI 8 M foram adicionados ao eluato da imunoprecipitacdo e a mistura
agitada em vértex por 1 min. Apés, 3 volumes de etanol 99% foram adicionados e a mistur
agitada em vortex por 1 min. Apos o RNA ter sido precipitameernight’ a -20C, uma
centrifugacdo por 45 min, 16.09@ a &C foi realizada. O sobrenadante foi removidgeltet
deixado para secar por 20 min. O tampé&o de extracdo foi preparado adicionamdde I
mercaptoetanol a 1 mL do tampao RLT Qiagen (fornecido cdih RNeasy e que contém
tiocianato de guanidina) pellet foi ressuspendido em 450 pL do tampéo RLT, e a naistur
agitada em vortex por 1 min. Adicionara®250 pL de etanol 99% e a mistura agitada
gentilmente por inversdo lenta do tubo, sem uso de vortex. As amostras foram inseridas em uma
coluna de mini-rotacdo RNeasy, incubadas por 3 min e centrifugadas por 15 segundos, a 16.000
g. Foram adicionados 700 puL de tampdo RWL1 (fornecido cdibh RNeasy e que contém
tiocianato de guanidina) e uma centrifugacdo foi realizada por 15 segundos, a3,9.000
descartando-se o fluxo. Foram adicionados 500 pL do tampédo RPE Qiagen (fornecido com o
kit RNeasy, sendo que 4 volumes de etanol foram adicionados ao tampé&o RPE antes do uso,
conforme instrugcdes do fabricante), e uma centrifugacao realizada por 15 segundosg,a 9.000
descartando-se o fluxo. Outros 500 pL do tampdo RPE foram adicionados a coluna e uma
centrifugacdo foi realizada por 2 min, a 9.0)0A coluna foi transferida para um novo
microtubo de 2 mL. Para remover o etanol remanescente, uma centrifugacéo foi realizada por
1 min, a 16.00@. A coluna foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL,
30-50 pL de agua livre de RNAse foram adicionados e uma incubagéo por 5 min foi realizada.
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Para eluir o RNA, uma centrifugagéo foi realizada por 1 min, a 16.@00 RNA obtido foi

usado para analises adicionais.

2.7 Andlises de expressao génica

O RNA obtido precisou ser amplificado através @umplete Whole Transcriptome
Amplification Kit Além da amplificacédo, essdt também promoveu a sintese do cDNA. As
reacdes de gRT-PCR foram realizadas no instrumfgoptied Biosystems StepOnePlus Real-
Time PCR Systemsando o cDNA sintetizadptimersgene-especificos (Tabela Suplementar
2) e okit Fast SYBR Green Master MixO gene que codifica a proteina F-boxAsrabidopsis
thaliana (At5g15710)foi usado como controle enddgeno para normalizar os valores de gRT-
PCR.

2.8 Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
cinco repeticées. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a
comparacao entre meédias realizada pelo tedee Student a 5% de probabilidad=(,05),
comparando sempre os tratamentos dentro de cada gendtipo. Essas analises foram realizadas
com auxilio dos algoritmos presentes no programa Microsoft Excel® (Microsoft, Seattle). Os
graficos foram produzidos utilizando o software SigmaPlot 12.5.

3 RESULTADOS

3.1 Confirmacgao da Expresséo do Transgene

Para acessarmos o translatoma de células radiculares especificas, plantas transformadas
de Arabidopsisexpressando a constru¢GRROMOTOR-GFP-FLAG-RPL1&Iém dop35S
um promotor quase constitutivo, outros dois promotores anteriormente descritos (Mustroph et
al., 2009) pSCR(Scarecrow e pPEP(Endopeptidasg especificos para células indiferenciadas
(centro quiescente e endoderme) e diferenciadas (zona cortical das regibes de alongamento e
maturacdo), respectivamente, foram escolhidos visando a elucidacdo de como o Al afeta a
reprogramacao da expressao génica em grupos especificos de células de raiz. A confirmacao da
expressdo das construgdd8SS:GFP-FLAG-RPL1§Figura 4A), PEP:GFP-FLAG-RPL18
(Figura 4B) eSCR:GFP-FLAG-RPL18Figura 4C), atraves da visualizacao de fluorescéncia
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emitida pela proteina fluorescente verde (GFP), foi realizada possibilitando as analises, a
posteriori, do translatoma de células especificas.

Figura 4: Confirmacgdo da insercdo do transgdtremotor:GFP-FLAG-RPL18Através da visualizagcdo de
fluorescéncia emitida pela proteina fluorescente verde (GFP), o transgene foi canfiesdidhas (Ap35S um
promotor quase constitutivo, (RPEP (Endopeptidase promotor especifico para células diferenciadas (zona
cortical das regides de alongamento e maturacdo) @FCR(Scarecrow, promotor especifico para células
indiferenciadas (centro quiescente e endoderme) (Mustroph et al., 2009pgF8plementares 1). Imagen
representativas demonstram a atividade especifica dos promotores emgtfnutiias de idade expressaasgo
transgenes especificee AG-GFP-RPL18Para tanto, amostras coletadas em plantulas de Arabidopsis thaliana,
com 7 dias de idade, e crescidas verticalmente sobre meio MS (Murashige and Sidog@nsio MS 0,43%
(p/v) e agar 0,7% (p/v), pH 5,7), foram excitadas a 488 nm, e a$l@mcia emitida pela proteina fluorescente
verde foi detectada a 510 nm. As imagens foram obtidas com o alxil8oftware ZEISS ZEN 3.1 (blue
edition).Barras de escalz0 pm.

3.2 Deteccao Histoquimica do Al

A histolocalizacdo ou deteccdo histoquimica do Al é realizada através da coloragéo
arroxeada caracteristica da reacdo positiva entre o corante hematoxilina e o Al (Figura 5). Foi
possivel observar que, na auséncia de estresse por Al, ndo houve coloracéo efetiva devido a
auséncia de reacgédo e, assim, a coloragéo arroxeada caracteristica ndo foi eyilal&)(FEm
adicdo, uma coloracdo mais intensa em presenca de Al foi observada de forma similar e numa
mesma extensao, indicando acumulo de Al principalmente nos apices radiculares, em todos 0s

genotipos.
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Figura 5: Localizagao diferencial de Al em apices radiculare8midopsis thalianaDeteccédo histoquimica do
aluminio (Al) foi obtida através do método de coloragdo com hematoxilinaehmagpresentativas de raizes de
plantulas (10 dias ap6s germinagéo) expressando o trarRgenetor:GFP-FLAG-RPL18As linhasp35S um
promotor quase constitutivpPEP(Endopeptidasg promotor especifico para células diferenciadas (zona cortical
das regibes de alongamento e maturaegCR(Scarecroy, promotor especifico para células indiferenciadas
(centro quiescente e endoderme) foram cultivadas na auséncia (-ABsaunga (+Al) de 5QM Al. Barras de

escala: 0,5 mm.

3.3 Comprimento Radicular

A rapida inibicdo do alongamento radicular € o sintoma inicial e mais draméatico
resultante da toxicidade por Al, levando a um sistema radicular reduzido e danificado que limita
a absorcao de agua e nutrientes, e, eventualmente, leva a reducao na producédo (Kochian, 1995
Ma, 2007; Ryan et al., 2011; Liu et al., 2014). A Figura 6 mostra, de forma inesperada, um
maior crescimento radicular das plantyd@sS pPEPe pSCRapos 10 dias na presenca de Al.
Assim, investigar o mecanismo molecular da resposta ao estresse por Al pode melhorar nossa

compreensao sobre a plasticidade do crescimento radicular sob condigcbes ambientais distintas.
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Figura 6: O comprimento radicular é afetado pelo Al Anabidopsis thalianalmagens representativesraizes

de plantulas (10 dias ap6s germinacao) expressando o trafsgemator:GFP-FLAG-RPL18As linhasp35S

um promotor quase constitutivpPEP (Endopeptidasg promotor especifico para células diferenciadas (zona
cortical das regides de alongamento e maturacapp@R (Scarecroyy, promotor especifico para células
indiferenciadas (centro quiescente e endoderme) foram cultivadas na auséncia ffrAdeoga (+Al) de 50M

Al. O comprimento radicular foi obtido com imagens geradas pelo Scanriedtiet G2410 e processadas com
0 uso do programa ImageJ. Valores representam médias + erro paelspoAgterisco (*) denota médias
significativamente diferentes, encontradas pelo tedee StudentR<0,05), entre os tratamentos dentro de cada

linha transgene.

3.4 Perfil Metabdlico

Com o intuito de melhor compreender os impactos metabdlicos a condicao de estresse
por Al, foi realizada uma caracterizacdo do perfil metabdlico nas raizes dos gendétipos
utilizados. Para tanto, um protocolo estabelecido &S (Lisec et al., 2006) foi utilizado.

Dentre os AOs envolvidos no ciclo TCA, a presenca do Al resultou, de modo geral, em
maiores niveis de citrato, malato e, de forma interessante, succinato (Figura 7), corroborando,
em parte, com informacdes de que, em plantas, os mecanismos de excluséo e tolerancia ao Al
sédo intimamente relacionados a atividade mitocondrial, ao metabolismo mitocondrial e ao
transporte de AOs (Nunes-Nesi et al., 2014). Sob efeito do Al, os niveis de 2-oxoglutarato foram
maiores apenas na linlgPEP, enquanto nenhuma variagcdo foi encontrada nos niveis de
fumarato (Figura 7). Outros AOs, como glutarato, nicotinato, glicerato, glicolato,

piroglutamato, piruvato e desidroascorbato ndo apresentaram variacdo nas trés linhas
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submetidas ao Al, mas um aumento nos niveis de malonato foi encontrado PSOReEmM
resposta a esse metal (Figura 7).

Dentre os aminoacidos, os niveis de GABA (4-aminobutirato), alanina, aspartato,
histidina e glutamato foram significativamente elevados na pstaRem resposta ao Al, ao
passo que apenas os niveis de citrulina foram maiores ngp86Bam resposta ao Al (Figura
7). Os aminoacidos glutamina, metionina, ornitina, fenilalanina, asparagina, glicina, 3-alanina,
guanidina, serina, homoserina, hidroxiprolina, isoleucina, treonina, leucina, triptofano, tirosina
e valina ndo apresentaram variacao nas trés linhas em resposta ao Al (Figura 7).

Em relagdo aos agucares, apenas os niveis de manose foram maiores nas trés linhas
expostas ao Al (Figura 7). Em presenca de Al, os niveis de sacarose aumentaram
consideravelmente (quase quatro vezes mais) nas pstaRe pPEP (Figura 7), enquanto 0s
niveis de mio-inositol, altrose, trealose e glicose foram maiores apenas naS@REigura
7). Os acucares frutose, fucose, galactose, maltose e manitol ndo apresentaram variacdo nas tré
linhas submetidas ao Al (Figura 7).

Registre-se também que outros metabdlitos, como adenina, glicerol, glicerol-3-fosfato,
putrescina, eritritol e uracil ndo apresentaram variacfes significativas nas trés linhas em

resposta ao Al (Figura 7).
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Figura 7: O perfil metabdlico é afetado pelo Al em raizes Alabidopsis thaliana Metabdlitos foram
determinados conforme descrito em ‘Materiais e métodos’. Foram utilizadas amostras de raizes de plantlitas (
dias ap6s germinacao) expressando o tranggyemeotor:GFP-FLAG-RPL18As linhagp35S um promotor quase
constitutivo,pPEP (Endopeptidasge promotor especifico para células diferenciadas (zona cortical das regides d
alongamento e maturacdo) pESCR (ScarecroW, promotor especifico para células indiferenciadas (centro
quiescente e endoderme) foram cultivadas na auséncia (-Al) ou presenge(58WM Al. A escala de cores do
mapa de calor foi obtida com os valores relativos normalizados em relagsjgoata média calculada para as
condigbes controle (-Al) de cada linha (para permitir uma avaliagdo estatistica, as plantasainddadte
conjunto foram normalizadas da mesma maneira). Valores representam médigmtir@odn=3% Asterisco (*)
representa variacao significativa, de acordo com ottdst&tudentf<0,05), em relacdo aos respectivos controles
(-Al) para cada linhg35S pSCRe pPEP. O conjunto de dados completo contendo o conteudo relativo de

metabdlitos esta adicionalmente disponivel na Tabela Suplementar 3

3.5 Translatoma

A imunopurificagcdo de complexos mRNA-ribossomo associados (Mustroph et al.,
2009) foi utilizada para se identificar genes responsivos ao Al. Para tanto, o mRNA associado
aos ribossomos foi isolado de plantas cultivadas em presenca de Al por 10 dias e o perfil de

expresséo determinado via qRT-PCR (Figuras 8 e 9).
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Figura 8: Niveis relativos da expresséo de transcritos polissomais associados com o cicldreehrtautilizadas
amostras de raizes de plantulas (papB53 e de plantulas inteiras (parapPEP e 0 pSCR (10 dias apos
germinacéo) expressando o transgélremotor:GFP-FLAG-RPL18 As linhas p35S um promotor quase
constitutivo,pPEP (Endopeptidasg promotor especifico para células diferenciadas (zona cortical das regides de
alongamento e maturacdo) pSCR (Scarecrow, promotor especifico para células indiferenciadas (centro
quiescente e endoderme) foram cultivadas na auséncia (-Al) ou preséfcald 50 yM Al. Os valores
representam a média entre os valores®€'2 erro padréo (n = 3). Asterisco (*) representa variag&o significativa,
de acordo com o testade Student (P<0,05), em relagcdo aos respectivos controles (-Al) para cadp3sth

pSCRe pPEP).
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Figura 9: Niveis relativos da expressao de transcritos polissomais associados com o cickofiaAutilizadas
amostras de raizes de plantulas (papB889 e de plantulas inteiras (parap®EPe opSCR (10 dias apos
germinacéo) expressando o transgélremotor:GFP-FLAG-RPL18 As linhas p35S um promotor quase
constitutivo,pPEP (Endopeptidasg promotor especifico para células diferenciadas (zona cortical das regides de
alongamento e maturacéo) pSCR (Scarecroyy, promotor especifico para células indiferenciadas (centro
quiescente e endoderme) foram cultivadas na auséncia (-Al) ou presétcald 50 uM Al. Os valores
representam a média entre os valores @&+ erro padrio (n = 3).0s valores representam a média entre os
valores de 22°Y + erro padrdo (n = 3). Asterisco (*) representa variacdo significavagordo com o testede

Student (P<0,05), em relacdo aos respectivos controles (-Al) para cadp3b5pECRe pPEP.

Para determinar como o ciclo celular é orquestrado em resposta ao Al, foram
determinados o0s niveis relativos de expressdo de transcritos polissomais associados a
componentes chaves da DDR (Figura 8). A expressad Mgoi negativamente regulada pela
presenca do Al no genotips CR(Figura 8A), enquanto a expressacAddr de modo global,
foi positivamente regulada pela presenca do Al, embora poucas mudancas significativas tenham

sido verificadas nos conjuntos especificos de células ora trabalhados (Figura 8B). Tais
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resultados corroboram com informacdes de que, a0 menos em resposta ao estresse por Al, SOC
funcionadownstreande ATR, em vez de ATM (Sjogren et al., 2015).

Em resposta ao dano no DNA, a via ATM/ATR-SOG1 ¢ ativada e, assim, SOGL1 induz
a expressao de supressores de CDKs, como SMRs, reduzindo, portanto, a atividade de CDKs
(Adachi et al., 2011; Yi et al.,, 2014). Em consonancia, a0 menos parcial, com essas
informacdes, as expressdessSidR5e SMR7foram positivamente reguladas no genofif&CR
em resposta ao Al, ao passo que poucas mudancas nos demais genotipos (Figuras 8C e 8D
foram verificadas. Tais resultados sugerem uma atuacao particular dessas proteinas nas células
do centro quiescente e endoderme, onde, além disso, a expre€3idRIz 1 ndo foi afetada
(Figura 8J).

Foi demonstrado também que CDKs podem fosfarilaitro Rep-MYBs (MYB3R3 e
MYB3R5) e que as atividades de CDKs séo necessarias para a degradacéo proteossomal desse
FTs (Chen et al., 2017). Por outro lado, CDK é conhecida por fosforilar e ativar Ac-MYB
(MYB3R4) (Haga et al., 2007; Araki et al., 2004). Os resultados aqui obtidos demonstram que,
de fato,a expresséao global positivamente regulad&€B&B2;1 na presenca de Al (Figura 8J)
foi acompanhada por uma tendéncia de menor expressfgB@R3e uma elevada expressao
deMYB3R4ao nivel de raiz inteira (Figuras 8E e §F)mportante destacar também o aumento
na expressdao ddYB3R3no gendtipgpSCR(Figura 8E) em resposta ao Al, uma vez que foi
demonstrado que Rep-MYBs desempenham papel crucial na divisdo celular sob condi¢des de
danos no DNA (Chen et al., 2017; Bourbousse et al., 2018). Com efeito, os resultados apontam
um papel importante paMY B3R5 haja visto que a sua expresséao foi maior no gengip®
e apresentou uma clara tendéncia de aumento nos demais genétipos em resposta ao Al (Figurs
8G).

Os niveis de expressdo dos genéBlOLLE e CYCBL1;2 alvos de MYB3R3,
apresentaram uma tendéncia de aumento no gem&iPR(Figuras 8K e 8L), sugerindo que
outros genes associados ao ciclo celular estejam, possivelmente, sendo reprimidos em resposta
ao Al. Outros genes alvos de MYB3RBAKRP1, EHD2, PLE/MAP65-3, AUR2, PAKR@2
CDC201) foram investigados em um experimento com zeocina, um agente genotoxico,
concluindoseque MYB3R3, altamente acumulado sob condi¢cdes de dano no DNA, se liga de
maneira eficiente aos promotores de alguns de seus genes alvos (Chen et al., 2017). De maneire
interessante, ambos os genes, com destaquKkNaraLE, apresentaram elevada expressao em

resposta ao Al, ao nivel de raiz inteira (Figuras 8K e 8L).
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Os FTs ANACO044 e ANACO085 desempenham papel crucial na paralisacdo em G2 em
resposta ao dano no DNA (Takahashi et al., 2019). Na auséncia de ANAC044 ou ANACO085,
Rep-MYBs nédo se acumulam e, portanto, ndo ha inibicdo da progressao G2/M e as plantas
exibem tolerancia ao dano no DNA (Takahashi et al., 2019). Verificou-se, aqui, a expressao
positivamente regulada apenas AMAC044no gendtipgpSCR(Figura 8H), que pode estar
associada a estabilizacdo de MYB3R3 e, em menor extensao, de MYB3R5 nas células do centro
quiescente e endoderme (Figuras 8E e 8G). Adicionalmente, a regulacdo positiva nas
expressdes d&NACO044e, de forma acentuadaNACO085 foi observada ao nivel de raiz inteira
em resposta ao Al (Figuras 8H e 8lI).

No que diz respeito aos genes relacionados com o ciclo TCA, aumentos acentuados nos
niveis globaisg359 de expressédo daSY4ACOe FUM em resposta ao Al foram observados
(Figuras 9A, 9C e 9D). Embora nenhuma mudanca tenha sido encontrada paran Détie
no gendtipg35S um exorbitante aumento no nivel de expressao desse gene foi verificado no
gendtipo pPEP (Figura 9B). De modo interessante, uma reducdo acentuada no nivel de
expressdo do gemeMDH1 foi observada nas demais células em resposta ao Al (Figura 9B).
Com efeito, uma expressdo negativamente regulada dos @S¥4ée ACO, atuantes
downstreama mMDHZ1, foi observado nas células corticais em resposta dbigdiras 9A e
9C). De modo geral, foram observadas tendéncias de aumentos no nivel de expressao do gene
FUM nas células corticais em presenca de Al (Figura 9D), e dos @8Y&ACOe FUM nas

células do centro quiescente e endoderme em presenca de Al (Figuras 9A, 9C e 9D).

4 DISCUSSAO

Solos acidos (pH 5,5) compreendem aproximadamente 30-40% das terras araveis em
todo mundo (von Uexkull & Mutert, 1995). Nesses solos acidos, o Al é solubilizado e torna-se
altamente téxico as plantas. Consequentemente, a toxicidade do Al € um grave problema global
para o crescimento das culturas sobre solos acidos (Kochian, 1995), por impor sérias restricdes
ao desenvolvimento radicular, prejudicando ndo apenas a absorcdo de nutrientes e agua, mas
comprometendo também a seguranca alimentar, particularmente nos paises em
desenvolvimento.

Em resposta ao estresse por Al, a manutenc¢do do crescimento radicular ocorre através
de trés vias principais: (i) transportadores de AOs (malato e citrato), taisatomimum-
activated malate transporter(ARLMT1) e multidrug and toxic compound extrusi(MATEL);

(ii) regulacéo do afrouxamento da parede celular e (iii) ativacdo da expressdo do FT SOG1, de
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DDR, através dos genes de verificacdo do ciclo celileR e ALUMINUM TOLERANT 2

(ALT2 (Yang et al., 2017). Com efeito, esses mesmos autores sugereémtgoe a rede
regulatoria fito-hormonal em resposta ao estresse por Al é também muito importante para a
inibicdo do crescimento radicular induzida pelo Al. Neste contexto, o maior crescimento
radicular verificado em plantulas na presenca de Al (Figura 6), pode ser explicado, a0 menos
em parte, pela) concentracdo relativamente baixa de Al aqui utilizadapélo maior tempo

de exposicao €ii) pela regulacao diferencial dessa rede regulatéria em células distintas.
Registre-se, pois, que o entendimento acerca da rede de regulacéo do crescimento radicular em
resposta ao Al é, ainda, sobremodo incipiente e, assim, trabalhos futuros seréo importantes para
esclarecer esse fenotipo.

O dano no DNA promove uma resposta altamente conservada que coordena processos
necessarios para manter a integridade do genoma, incluindo a paralisacdo do ciclo celular,
reparo do DNA e morte celular (Bourbousse et al.,, 2018). Registre-se que as expressoes
positivamente reguladas dos geS&4R5 SMR7nas células do centro quiescente e endoderme
em resposta ao Al (Figuras 8C, 8D e 10A), estdo em acordo com informacgdes prévias de que a
expressao de inibidores de CDKs, como SMR5 e SMR7, seria diretamente induzida por SOG1
(Yin et al., 2014, Ogita et al., 2018).

Em Arabidopsis nos mutantes com perda de fung@d3r3e myb3r5 os geneSMR5
e SMR7 inibidores de CDK, e o0 getdYB3R4 um Act-MYB, de modo rapido, foram positiva
e negativamente regulados por zeocina, respectivamente, como no WT (Chen et al., 2017). Tais
resultados indicam que, em mutameg3r3e myb3r5 uma reducao inicial na atividade de
CDK ocorre normalmente pela regulacéo positiva e negativa de genes para inibidores de CDK
e Act-MYB, respectivamente, em uma maneira dependente de SOG1, mas que nao é suficiente
para paralisar o crescimento radicular (Chen et al., 2@YRep-MYBs, que “fogem” da
fosforilacdo por CDK e se acumulam sob estresse no DNA, desempenham papel indispensavel
na inibicdo da divisédo celulardo crescimento radicular (Chen et al., 2017) (FiguraGabe
mencionar que oS maiores niveis de expressdoeSMiR5e SMR7 nas células do centro
quiescente e endoderme (Figuras 8C, 8D e 10A), associados aos elevados niveis de expressac
de MYB3R3nessas células em resposta ao Al (Figuras 8E e 10A), suportam esse modelo. Em
adicao, tendéncias de aumentos nas expressdes doskg¢DetE e CYCB1;2 alvos de
MYB3R3, no genotip@SCR(Figuras 8K e 8L), podem ser, potencialmente, explicados de duas
formas: () outros genes associados ao ciclo celular podem estar, de forma especifica, sendo

reprimidos; oui{) a proteina MYB3R3 ndo foi acumulada em quantidades suficientemente
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elevadas que a permitam atuar sobre genes alvos, visto que foi sugerido que o nivel da proteina
MYB3R3 determina sua ligacdo a promotores alvos e a extensao de repressédo de genes alvos
(Chenetal., 2017). Tomados em conjunto, esses resultados indicam que os efeitos na expressac
sao distintos em grupos de células especificos e que isso parece estar associado a uma necessar
modulacao para lidar com o estresse por Al.

Ao nivel de raiz inteira, as expressdes positivamente reguladas em resposta ao Al dos
genesMYB3R4 um ativador transcricional de genes do ciclo celular (Chen et al., 2017) (Figuras
8F e 10B)KNOLLEe CYCB1;2(Figuras 8L e 8K) podem explicar, a0 menos parcialmente, o
maior crescimento radicular do genotip85Sna presenca do Al (Figura 6). Nas células do
centro quiescente e endoderme, as expressdes doKidielskE e CYCB1;2mostraram uma
tendéncia de aumento em resposta ao Al (Figuras 8L e 8K), o que também pode estar associado
ao maior crescimento radicular do genotpCR em presenca d@\l (Figura 6). Trabalhos

futuros séo ainda necessarios para elucidar os mecanismos por detras desse intrigante fendtipo.
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Figura 10: Modelo proposto para a regula¢éo da via DDR em resposta ao Al. Nas célcéadrdajuiescente e
endoderme (A), ATR/ATM fosforila e ativa SOG1, que por sua veaziradexpressao de SMR. Ap6s, SMR
blogueia a acdo de CDK, permitindo que Rep-MYB se ligue na regido prordetgenes associados ao ciclo
celular e reprima a expressdo desses genes. De modo global (B), a inativG€#61denpede que SMR seja
induzida. Dessa forma, CDK, que ndo esta bloqueada, fosforila Act-M4Bzindo a sua expressédo, e Rep-
MYB, que ¢ “marcada” para a degradagdo. Assim, Act-MYB se liga na regido promotora de genes associados ao
ciclo celular e ativa a expressao desses genes. AMAXIA-TELANGIECTASIA MUTATERATR: ATAXIA-
TELANGIECTASIA MUTATED AND RAD3-RELATESOG1: SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE 1
SMR: SIAMESE-RELATED CYCA/B: CYCLIN A/B CDK: CYCLIN-DEPENDENT KINASEAct-MYB:
Activator-R1R2RMYB;, Rep-MYB: Repressor-R1IR2RBYB. Ativacio/indugio: —; Inibigdo/repressio: L.
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Ao nivel de raiz inteira, as elevadas expressdes dos lggive, principalmenteCSY4
em resposta ao Al (Figuras 9A e 9D), corroboram com 0s maiores niveis de malato e citrato
observados (Figura 7), bem como com informacdes prévias de que o ciclo TCA seria induzido
por Al, modulando a biossintese de AOs para quelar o Al no apoplasto ou citosol (Bojérquez-
Quintal et al., 2017). Saliente-se que, em presenca de Al, o drastico aumento na expresséo de
mMDH1no cortex radicular (cerca de 55.000 vezes) (Figura 9B e 11), foi associadclacan
tendéncia de reducao no nivel de expressédo desse gene nas demais células (Figura 9B) e con
pequenos aumentos (3X) na expressao F#M nas células corticais (Figura 9D).
Considerando-se que foi previamente demonstradérabidopsis que a exsudacéo do malato
radicular, mediada por AtALMT1, é regulada especificamente pelo estresse por Al (Kobayashi
et al., 2007), é plausivel sugerir que o malato esta sendo recrutado para as mitocondrias das
células corticais, onde uma pequena parte € metabolizada e a maior parte exsudada. De modo
interessante, as expressdes dos gésesle ACO foram negativamente reguladas nas células
corticais em resposta ao Al (Figuras 9A, 9C e 10), o que poderia favorecer o efluxo de malato

e reduzir o fluxo desse metabdlito ao longo do ciclo TCA.
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Figura 11: Regulacdo via modos nao-ciclicos do ciclo TCA no cortex radicular em respostaNm @rtex
radicular, um aumento pronunciado na expressd@MBH foi observado. Para que o efluxo de malato, mediado
por AtALMT, seja favorecido, a expressdo dos ge@&¥4e ACO foi reduzida promovendo uma possivel

diminuicao do fluxo através do ciclo TCA. Com efeito, 0 aumento ceraidimente menor na expressao do gene
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FUM, comparado ao gemaMDH, sugere que o aumento pronunciado na expressdo dontdbel esteja
associado, em larga extensédo, a um maior direcionamento de malato para as maitodéasdcélulas corticais.
Registre-se que tal fato é corroborado por um nivel consideravelmaistbaixo de expressédo do gen®DH
nas demais célulasviDH: MITOCHONDRIAL MALATE DEHYDROGENASEUM: FUMARASE CSY:
CITRATE SYNTHASEACO: ACONITASE ALMT: ALUMINUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER
MATE: MULTIDRUG AND TOXIC COMPOUND EXTRUSION FAMILY DTC:
DICARBOXYLATE/TRICARBOXYLATE CARRIERA: TRICARBOXYLIC ACID

5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados permitiram demonstrar como e em que extensao 0S genes
associados aos ciclos celular e TCA, dois processos chaves envolvidos com a tolerancia ao
estresse por Al, sdo regulados em um nivel ainda pouco explorado. Em resumo, 0s genétipos
p35Se pSCRapresentaram as maiores alteracdes na expressao dos genes envolvidos com o
ciclo celular: no primeiro, verificamos expressdes mais elevadasReCDKB2;1, MYB3R4
MYB3R5 KNOLLE, CYCB1;2 ANAC044 e ANACO085 bem como menor expressdo de
MYB3R3em resposta ao Al; no segundo, verificamos maiores expressok’BeR3
KNOLLE CYCB1;22 ANAC044 No gendtip@PEP, embora pouca ou nenhuma variagao tenha
sido encontrada para os genes envolvidos com o ciclo celular, um drastico aumento na
expressdo dmMDH1, somado as reduzidas expressdes dos ged¥de ACO, sugere que 0
malato esteja grandemente comprometido com a tolerancia aoAxbdmdopsis como notado
pela reducéo do fluxo através do ciclo TCA.

Em adicdo, considerando-se as respostas a nivel de translatoma de células com distintas
identidades, é plausivel sugerir que: (i) a expressdo génica é, aparentemente, regulada
diferencialmente de acordo com essa identidade (status de diferenciac&o celular, funcéo celular,
etc.) e (ii) que a expressao génica célula-especifica, particularmente em células indiferenciadas
(centro quiescente e endoderme) e diferenciadas (zona cortical das regides de alongamento e
maturacao) explica, em larga extensao, como plantasatedopsisrespondem a presenca de
Al mediante uma reprogramacdo da expressao génica em grupos especificos de células
radiculares. Concomitantemente, os resultados sugerem que, analises célula-especificas aqui
realizadas, bem como as associacfes genotipo-fenotipo inferidas neste estudo, serdo uma
contribuicdo importante para os esforgos atuais de melhoramento molecular com vistas ao
incremento na tolerancia ao Al. Ademais, os resultados indicam potencias interagdes entre os
mecanismos de resposta ao Al mediados pelo ciclos celular e TCA e, portanto, novas

abordagens genéticas, bioquimicas e fisiologicas devem ser combinadas para maximizar a
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compreenséo dos impactos do Al nas raizes de plantas. E plausivel sugerir que isso auxiliara
nos esforgos para melhorar a tolerancia ao Al sem a ocorréncia de penalidades de rendimento
em plantas de interesse agrondmico contribuindo, em dltima instancia, para uma agricultura

sustentavel.
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7 INFORMACOES SUPLEMENTARES

ORIENTACAO
DO
LOCUS DA (OU
CROMOSSOMO DA . TRANSGENE
LINHAS . LOCUSDA FONTE o PROXIMO DA) o
> CELULAS ALVO INSERCAO DO T- o EM RELACAO
TRANSGENICAS DO PROMOTOR INSERCAO DO T-
DNA AO LOCUS
DNA .
PROXIMO DA
INSERCAO
p35S:FLAG-RPL18 Quase constitutivo - 5 3’ de At5g60460 Reverse
Centro quiescente € 5’ flanqueando
pSCR:FLAG-RPL18 _ At3954220 3 Reverse
endoderme (raiz) At3g30842
Cértex radicular das
zonas de 5’ flanqueando
pPEP:FLAG-RPL18 Atlg09750 4 Reverse
At4919925

alongamento e

maturacao
Tabela suplementar 1:Linhas transgénicgs FLAG-RPL18utilizadas p35S. Cauliflower mosaic virus 35%SCR: SCARECROWHPEP: plastid endopeptidase.
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GENE (LOCUS)

F-box
(At5g15710)
ANACO044
(At39g01600)
ANACO085
(At5914490)
KN
(At1g08560)
CYCB1;2
(At5g06150)
SMR5
(At1g07500)
SMR7
(At39g27630)
MYB3R3
(At3g09370)
MYB3R4
(At5g11510)

SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS (5-3%)
(F) TTTCGGCTGAGAGGTTCGAGT
(R) GATTCCAAGACGTAAAGCAGATCAA
(F) GAGCGCTAGAAAGGGAACGA
(R) CCCCGGAACTACTCTCACCTTC
(F) AGCACACCGAAAACTAGTAC
(R) CTTCAATAACACTCACATTCCC
(F) CTAATCAGAAGAGTGAAAAAGATG
(R) TTCGTAGAAGCCATCTCAAGATC
(F) ATTACGACACCTTGACGTTCTGTC
(R) TTTGAGCAGTCCATAATCTCAGAC
(F) TTGCCGGATACCAGCATAC
(R) GCGGCTGAAAATATCCCTTC
(F) CCCACCGGTGTTGAAATG
(R) CGTTGTATAAACACCAACTCGAA
(F) TAAGGTCTTACCCGGCAGGACTGAT
(R) CTGATGAGGTTTGAGCAACTGAACC
(F) AATCGCTTGAGAAAGTAGACC
(R) AGTAGACAGGACTGGCTTACCG
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MYB3R5
(At5902320)
SOG1
(At1g25580)
ATM
(At3g48190)
ATR
(At5g40820)
CDKB2:1
(Atlg76540)
mMDH1
(At1g53240)
FUM1
(At2g47510)
CSY4
(At2g44350)
ACO1
(At4g35830)

(F) GCTAAGGTTTTACCAGGAAGGACTG
(R) TTTCCTGAAGAGGTTTGGGTAAGCG
(F) GAAGCTTAAAGGATAAACAACCATGT
(R) TTCCAGTCCCCCAAGCGAGA
(F) GCCTTGTCCCCCTTAAAGGC
(R) CATCCAAGCTCCCCAGCCAG
(F) GGTTGGGCACATTGTTGGGC
(R) CTTATGGCCCGCTGAGCATG
(F) CCAATGAAGAAGTATACCCATGAGA
(R) AATGGGTGGCACCAAGAAG
(F) CAGCCTCTTGCTCTCCTCAT
(R) TCAAGAACCTCCTCCACACC
(F) CTCACACTCAAGATGCTACACC
(R) GCACGCCTAAATTCAGAGCCGC
(F) AGCAGGACCGTCTGAAGAAA
(R) CGGAATAACCTTGCCACTGT
(F) GAGTTCAATTTTAACGGGACCA
(R) CCACTCATAGAGAGTACCTGA

Chen et al. (2017)

Ryu et al. (2019)

Ryu et al. (2019)

Ryu et al. (2019)

Adachi et al. (2011)

Tomaz et al. (2010)

Pracharoenwattana et al. (2010)

Pracharoenwattana et al. (2005)

Moeder et al. (2007)

Tabela suplementar 2 Primers utilizados para qRT-PCR F-BOX: F-BOX, ANAC044: NAC-TYPE TRANSCRIPTION FACTOR ANACOAMACO085: NAC-TYPE
TRANSCRIPTION FACTOR ANACO088y: KNOLLE; CYCB1;2: CYCLIN B1;2 SMR5: SIAMESE-RELATED BMR7: SIAMESE-RELATED MYB3R3: R1IR2R3-TYPE
MYB TRANSCRIPTION FACTOR MYB3R3YB3R4: R1R2R3-TYPE MYB TRANSCRIPTION FACTOR MYB3RYB3R5: R1R2R3-TYPE MYB TRANSCRIPTION
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FACTOR MYB3R550G1: SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE 1 (SOG1) TRANSCRIPTION FAETMORATAXIA-TELANGIECTASIA MUTATEIATR: ATAXIA-
TELANGIECTASIA MUTATED AND RAD3-RELATHEDKB2;1: CYCLIN-DEPENDENT KINASE BZ2;inMDH1: MITOCHONDRIAL MALATE DEHYDROGENASE 1;
FUM1: FUMARASE 1CSY4: CITRATE SYNTHASE ACO1: ACONITASEL.
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Linhas x Tratamentos
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Metabdlitos 35S SCR PEP
- Al + Al - Al + Al - Al + Al

2-oxoglutarato = 1+0,3094 0,9315+0,1187 1+0,1615 1,5469+0,226 140,136 1,8642+0,2004
Glutarato 1+0,092 0,729+0,0988 1+0,2551 1,5342+0,176 1+0,1911 1,019+0,0474
Glicerato 1+0,34 1,9148+0,3776 1+0,3555 1,3962+0,3979 1+0,739 1,2984+0,5724
Nicotinato 1+0,0871 1,1488+0,0988 1+0,322 1,2169+0,1062 1+0,2086 1,049+0,0915
Glicolato 1+0,0482 0,8816+0,1482 1+0,1502 1,4102+0,1761 1+0,1722 1,2567+0,0981
Piroglutamato 1+0,206 1,1517+0,1197 1+0,2896 1,6011+0,1725 1+0,2448 0,9743+0,1004
Piruvato 1+0,2637 1,0285+0,1025 1+0,1851 1,2717+0,1208 1+0,1391 1,4035+0,1
Succinato 1+0,245 1,9809+0,2295 1+0,1852 3,0781+0,3566 1+0,2205 2,0482+0,1456
Citrato 1+0,3281 1,907+0,2501 1+0,2336 2,649+0,4989 1+0,1613 1,6197+0,0378
Desidroascorbato . 1+0,1265 0,92+0,2503  1+0,3183 1,4763+0,5583 1+0,2829 1,3909+0,023
Malato 1+0,1159 2,3635+0,3351 1+0,2175 2,8584+0,6621 1+0,2358 2,7706+0,3053
Malonato 1+0,216 1,2479+0,1153 1+0,2035 2,3916+0,4054 1+0,1999 1,0934+0,0688
Fumarato 1+0,2176 1,3805+0,2875 1+0,244 2,638+0,7956 1+0,3554 1,1328+0,0539
Glutamina 1+0,165 1,1454+0,0946 1+0,2658 1,3899+1909 1+0,2768 0,8346+0,0922
Metionina 1+0,1462 1,1756+0,1696 1+0,159 1,5562+0,1758 1+0,2743 1,2455+0,3222
GABA 1+£0,2807 1,646+0,1799 1+0,1417 2,2209+0,2467 1+0,2112 1,1208+0,0432
Alanina 1+0,1211 1,2308+0,1039 1+0,1922 2,4601+0,2918 1+0,4494 1,3903+0,5045
Ornitina 1+0,1783 1,4098+0,3119 1+0,1342 1,9758+0,544 1+0,3015 0,6372+0,1155
Fenilalanina 1+0,1634 0,8891+0,1821 1+0,1265 1,4987+0,3065 1+0,2901 0,8217+0,0853
Glicina 1+0,1765 1,1148+0,2185 1+0,1793 1,5669+0,2204 1+0,2276 0,9246+0,0878
Asparagina @ 1+0,2756 1,2522+0,12 1+0,2241 1,718+0,2179 1+0,2576 0,9144+0,0479
Aspartato 10,2342 1,1678+0,1657 1+0,2527 1,7546+0,1449 1+0,1972 1,3547+0,0887
B-alanina 1+0,1425 1,0942+0,1498 1+0,3085 1,3052+0,1699 1+0,2339 0,8995+0,1063
Guanidina 1+0,2654 0,6341+0,1456 1+0,4912 0,6901+0,0538 1+0,5536 0,475+0,0344
Histidina 1+0,388 1,8212+0,3493 1+0,2848 1,9292+0,1769 1+0,2575 0,9534+0,1181
Serina 1+0,2118 1,2035+0,2738 1+0,2715 1,4377+0,2206 1+0,252 0,917+0,1358
Citrulina 10,2491 1,7547+0,1743 1+0,2085 2,0651+0,4792 1+0,2725 0,7176%0,1403
Homoserina 1+0,2923 1,7703+0,2404 1+0,3002 1,881+0,2618 1+0,2675 0,8499+0,0948
Hidroxiprolina 1+0,1857 0,8731+0,0716 1+0,253 1,6019+0,2083 1+0,2099 1,058+0,0533
Isoleucina 1+0,2314 0,9477+0,2123 1+0,2325 1,0923+0,2336 1+0,2543 0,842+0,1072
Treonina 1+0,2193 1,1728+0,1751 1+0,2931 1,503+0,1727 1+0,206 1,1268+0,171
Leucina 1+0,171 1,0391+0,2191 1+0,2263 1,0042+0,1958 1+0,2394 0,8045+0,1108
Triptofano 1+0,0629 1,2515+0,3424 1+0,2076 1,8397+0,5127 1+0,2735 1,085+0,1892
Tirosina 1+0,2324 1,2318+0,3971 1+0,1878 1,2447+0,3188 1+0,3522 0,864+0,1216
Valina 1+0,2309 1,0754+0,2484 1+0,2262 1,395+0,2013 1+0,2318 0,8933+0,1053
Glutamato 1+0,2113 1,065+0,1285 1+0,2018 2,0361+0,25 1+0,2333 1,343+0,1299
Mio-inositol  1+0,2464 1,0671+0,2833 1+0,243 2,792+0,2803 1+0,2196 1,3805+0,1642
Altrose 10,2254 1,4315+0,197 1+0,3186 3,0275+0,76 10,2542 2,1197+0,7882
Sacarose 1+0,08 0,8048+0,0963 1+0,4426 3,3796+0,6897 1+0,4424 3,6662+0,8338
Frutose 1+0,1606 0,622+0,1114 1+0,484 0,4157+0,272 1+0,2178 1,6029+0,4487
Trealose 1+0,1313 0,7159+0,1134 1+0,25 1,9593+0,2653 1+0,2345 1,9363+0,6675
Fucose 1+0,1386 1,1859+0,1228 1+0,3247 1,5789+0,2371 1+0,2366 1,2608+0,1897
Galactose 1+0,3377 0,7537+0,0522 1+0,4918 1,4262+0,3703 1+0,2495 1,8329+0,4649
Maltose 1+0,0767 1,6758+0,2667 1+0,206 1,3185+0,05 1+0,1578 1,1128+0,0376
Glicose 10,2146 1,3837+0,1841 1+0,275 2,6084+0,5965 1+0,2267 1,9096+0,6867
Manitol 1+0,1082 1,3391+0,4655 1+0,2378 1,4597+0,2304 1+0,4734 1,2418+0,3286
Manose 1+0,3187 2,2212+0,3375 1+0,1857 2,6382+0,2807 1+0,2168 1,5528+0,057
Adenina 1+0,0731 1,0737+0,0842 1+0,1446 1,0512+0,138 1+0,2293 0,9407+0,0593
Glicerol 1+0,0397 0,7837+0,0902 1+0,1594 1,1225+0,0556 1+0,1733 0,9147+0,1086
Glicerol3P  1+0,1902 1,2472+0,2714 1+0,2984 1,7836+0,3552 1+0,2553 1,4727+0,2771
Putrescina  1+0,1247 1,0944+0,3387 1+0,4028 3,4824+1,727 1+0,2794 0,8946+0,1433
Eritritol 1+0,1614 1,01+0,1463 1+0,3039 1,0385+0,0975 1+0,188 1,124+0,083
Uracila 1+0,09 1,2114+0,0916 1+0,24 1,4366+0,113 1+0,1576 0,9613+0,0351

Tabela Suplementar 3 Contetido relativo de metabdlitos (azuhOs; vermelho- amino&cidos; verde

aclcares e cinzaoutros). Os valores representam a média * erro padrao (n = 4). Gss\a@iomegrito
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representam variagao significativa, de acordo com o teste t de Student (Per@,088acd0 aos respectivos
controles (linhap35S pSCRe pPEPsem



35S
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PEP
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SCR

Figuras Suplementaesl: Visualizacdo de GFP nas linha85S pPEP e pSCR
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