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RESUMO

BARROS, Kallyne Ambrosio, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2015.
Papel do transportador vacuolar de malato e sua funcdo no mesofilo: uma relagéao
estreita com o metabolismo primério Orientador: Wagner L. Aradujo.

Diversos mecanismos foram aprimorados durante a evolucdo das plantas de modo a se
obter uma resposta adequada as variacdes ambientais, principalmente no que respeita 0s
mecanismos relacionados ao controle dos movimentos estomaticos. Nesse contexto, o
vacuolo parece exercer um papel preponderante na tolerancia a varios sestresse
funcdo da sua plasticidade em acumular solutos paratengéda do turgor e
integridade celular ou mesmo para estabilizar compostos téKiaga.a relevancia dos
estdmatos para a fixacdo de £@dicionada atuacao dos acidos organicos no controle

dos movimentos estomaticos e o papel do vacuolo como acumulador de solutos, este
trabalho buscou investigar como a perda funcional do transportador vacuolar de malato
(AttDT) impacta Arabidopsis thaliana, de modo a caractésiz& entender como o
transportador, em conjunto com acidos organicos, afetam o metabolismo primario e os
movimentos estomaticos. Reduc¢des nas taxas fotossintéticas associadas com menores
condutancias estomatica e mesofiliceam observadas em mutantes attdt. Entretanto,
incrementos nas taxas respiratgriaem alteracdo nos niveis totais de clorofilas,
acucares, proteinas e aminoacidos foram observados. De modo a suprir a demanda
energética e assim garantiar a mang¢éo do crescimento, como observado em plantas
attdt, substratos alternativos parecem estar sendo utilizados, culminando com um
funcionamento ndo ciclico do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA), visto que
succinato, fumarato e malato foram reduzidos ao passo que incrementos nos niveis de
citrato, simultaneamente a alterac6es no perfil de aminoacidos, especialmente aspartato
e glutamina, foram evidentes. Embora o crescimento ndo tenha sido drasticamente
afetado, cumpre mencionar que plantas com perda do transportador AttDT apresentam
fendtipo metabdlico que se assemelham grandemente ao de plantas sob estresse,
principalmente por seca. Coletivamente, os resultados obtidos indicam que AttDT € um
transportador de fundamental importancia para mteagéo dos niveis adequados de
acidos organicos entre os compartimentos celulares, e que a sua perda funcional
ocasiona uma reprogramacao metabolica e afeta diretamente o metabolismo primério,

especialmentarespiracao e o catabolismo de aminoacidos.



ABSTRACT

BARROS, Kallyne Ambrésio, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015.
the role of the vacuolar malate transporter and its function in mesophyll cells: a
close link to primary metabolism. Adviser: Wagner L. Araujo.

Several mechanisms were improved during the course of plant evolution to obtain an
adequate response to environmental variations, particularly mechanisms related to the
control of stomatal movements. Accordingly, the vacuole seems to play an important
role in plant stress tolerance, due to its plasticity to accumulate solutes maintaining both
cell integrity and turgor or further stabilizing toxic compounds. Given the pivotal
importance of stomata to Gdixation, in addition to the role of organic acids in
controlling stomatal movements coupled with the key role of vacuole in the
accumulation of solutes, this study investigated the functional role of the vacuolar
malate transporter, AttDT, in order to characterize and understand how the absence of
this carrier, together with organic acids, affect both the primary metabolism and
stomatal movements. Reductions of photosynthesis rates coupled with decrease on both
mesophilic and stomatal conductance were observed in mutant attdt. However,
enhanced respiratory rates without impacting the total levels of chlorophyll, sugars,
proteins and amino acids were observed. In order to supply the energy demand to
maintain growth that was not altered in attdt plants, it seems that alternative substrates
are used. This is likely leading to a non-cyclic function of the TCA cycle, as succinate,
malate and fumarate were reduced whereas increase of citrate levels was observed,
simultaneously to changes in the amino acid profile, especially aspartate and glutamine.
Interestingly, plants lacking AttDT display a metabolic phenotype that resembles that of
plants under stress, mainly drought, although growth has not been affected. Taken
together, the results obtained here indicates that AttDT is an important carrier allowing
the maintainance of suitable levels of organic acids between cellular compartments,

directly affecting the primary metabolism, especially respiration and amino acids.



1. INTRODUCAO

As plantas, organismos sésseis, apresentam inumeras adaptacdes motfoldgicas
metabdlicas e fisiolégicas para suportar as condicbes ambientais as quais estdo
constantemente submetidas. Nesse contexto, durante sua evolucdo, as plantas, que
inicialmente surgiram em um ambiente aquatico com posterior transicdo para o
ambiente terrestre, tiveram que suportar, como uma das primeiras limieagEehs;ao
na disponibilidade de &gua (Ou et al., 2014). Ainda que de certo modo questionavel, em
um primeiro momento, o surgimento de poros em 6rgaos aéreos pareceu fornecer uma
vantagem adaptativa na otimizacdo da fotossintese, no que diz respeito ao ganho de
carbono (C). Posteriormente, durante a transicdo para o ambiente terrestre,&m funcg
da limitacdo por nutrientes e disponibilidade de agua, um mecanismo eficiente de
controle de fechamento desses poros culminaria com uma vantagem adaptativa,
particularmente quando as células ndo mantivessem o seu turgor devido a perda de agua
(Chater et al., 2013). Dessa forma, é plausivel sugerir que ndo apenas um, mas diversos
sinais tenham sido fundamentais pardesenvolvimento de um controle efetivo dos
movimentos dos estdmatos durante o processo evolutivo. Nesse contexto, a grande
diversidade de metabdlitos que funcionam como osmolitos ou de genes responsivos a
estresses, bem como em termos de complexidade da sinalizacdo para respostas
adequadas aos estresses multiplos (bi6ticos e/ou abiéticos) (Chater et alQ2@t3
al., 2014), faz com que a regulacdo dos movimentos estomaticos tenha papel
preponderante na resposta a varios estresses.

O poro estomatico se abre em resposta as reducdes no potencial osmotico e,
consequentemente, no potencial hidrico das células-guarda, o que culmina na entrada de
agua nessas células e no subsequente aumento no volume dessas células. De modo
oposto, para que ocorra o fechamento estoméaticeefaeeessario a saida de osmoélitos
das células-guarda, com o0 consequente aumento no potencial hidrico, o que leva ao
efluxo de agua e, por consequéncia, ao fechamento dos estébmatos (Schroeder et al.,
2002, Kim et al., 2019Kaollist et al., 2014).

Embora o fluxo de osmodlitos, em particular, KCI', malato e sacarose, entre as
células-guarda e as ceélulas epidérmicas no seu entorno seja reconhecidamente
importante durante 0os movimentos estomaticos, pouco se sabe acerca do papel do

metabolismo dos acidos organicos (i.e. malato e fumarato) durante tais movimentos.



Cabe salientar que a importancia desses acidos organicos na modulacdo da resposta
estomatica foi recentemente sugerida (Fernie and Martinoia; REg@r et al., 2010
Araudjo et al., 2011 Aratjo et al., 2011). Desse modo, niveis de malato e fumarato
atuariam como um sensor da concentracdo dg €@@lobando também a atividade de
enzimas do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA) e demais enzimas associadas a esse
processo. Provavelmente, o aumento da concentracao dat@@a de modo a inibir
as reacgOes de descarboxilagdo do ciclo TCA, restringindo assim o fluxo metabdlico
através da piruvato desidrogenasela enzima malica dependente de NAD. Como
consequéncia, um acumulo antecipado de malato e piruvato no apoplasto pode
acontecer, ocasionando uma reduzida abertura estomatica. Por outro lado, baixas
concentragdes de GQavoreceriam as reacdes de carboxilagdo e promoveriam um
aumento do fluxo da conversdo de malato a piruvato e também de piruvato a acetil-
CoA, possibilitando uma diminui¢cdo na concentracdo apoplastica de malato e piruvato e
ocasionando um aumento da abertura estomatica (Lawson et al., 2014).

Experimentos realizados com fragmentos epidérmicos demonstraram que o mesofilo
€ capaz de enviar sinais para célula guarda de modo a controlar os movimentos
estomaticos. Nesse contexto, tem-se observado que em fragmentos epidérmicos isolados
a sensibilidade de resposta parece ser reduzida. Assim, trabalhos distintos demonstram
nao existir efdo ou mesmo um atraso na resposta de abertura/fechamento estomatico
sob condicbes dz vermelha e concentracfes @&, em fragmentos epid@icos
guando comparados a folhas intactas (Lee and Bowling, ©88@n and Junttila, 2002
Roelfsema et al., 2002’oung et al., 2006Mott et al., 2008). Embora diferengas na
resposta estomatica tenham sido observadas, muitos estudos ainda utilizam epiderme
destacada ou células-guarda isoladas para compreender as respostas estomaticas em
funcdo da concentracdo de metabdlitos ou horménios (Lawson et al.,[20Gdo et
al., 2015). Cabe ressaltar também que embora a resposta de abertura e fechamento
estomaticaem Arabidopsis thaliana seja bem caracterizada sob uma condi¢cdo ambiental
Unica, seja esta steady state ou estressante, foi recentemente demonstrado também que
essas respostas podem variar de acordosogspécie e com 0 conjunto de estresses ao
qual a planta é submetida, especialmente quando os estresses aos quais essas plantas
forem submetidas exigirem respostas opostas (Merilo et al., 2014).

A importancia do fluxo de ions*ke de outros osmdlitos pela membrana plasmatica
de células-guarda durante a abertura e fechamento estomatico € amplamente

reconhecida (Szczerba et al.,, 200@anguenin et al., 201Dsakabe et al., 2013
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Hamamoto and Uozumi, 2014). No erttano papel do transporte realizado nas
membranas do tonoplasto durante os movimentos estomaticos tem sido amplamente
negligenciado. E sabido que cerca de 90% dos solutos transientes durante o movimento
estomatico € acumulado no vacuolo (Schumacher, 2014). Tal fato demanda um extenso
remodelamento de transportadores na membrana do tonoplasto para que haja
manutengao do pH vacuolar (Martinoia et al., 208Ghumacher, 2014). Para tanto, as
plantas utilizam trés tipos de bomba de prétons para manutencdo do pH: tipo P
dependente de ATP (P-ATPase), tipo V dependente de ATP (V-ATPase) e tipo V
dependente de pirofosfa(y-PPase). No entanto, somente a presenca dessas proto-
ATPases nao seria suficiente para gerar um gradiente protonico capaz de garantir a
manutenc¢éo do pH, mas muito provavelmente capaz apenas de ocasionar despolarizacao
da membrana devido ao gradiente elétrico formado. Sendo assim, a presenca de
transportadores de anions e céations nas membranas parece imprescindivel (Martinoia et
al., 2007 Szczerba et al., 200Schumacher, 2014). Assim, é plausivel sugerir aue
presenca desses transportadores explicaria, ao menos parcialmente, o porque de alguns
tipos celulares serem capazes de suportar concentracdes altas de um solutooespecific
(e.g. Mg e Ca em folhas e Zn em raizes), valores de pH muito alcalinos, como
encontrados em pétalas de petunia, ou acidos, como observado em células suculentas de
citrus (Conn et al.,, 2012). Além disso, a presenca desses transportadores auxilia as
plantas no que diz respeito a capacidade de suportar estresses, como anteriormente
demonstrado pelo remodelamento do proteoma vacuolar para acumulo de dicarboxilatos
e acucares sollveis durante estresse por frio (Schulze et al., 2012) e a tolerancia a
metais, pesados ou ndo, complexando-os no vacuolo com &cidos organicos (Haydon and
Cobbett, 2007).

O vacuolo ocupa cerca de 80% do volume celular e acumula diversos compostos
organicos e inorganicos, apresentando, assim, funcdo primordial para diversos
processos incluindo metabolismo energético, acumulo de reservas e nutrientes,
regulacdo do turgor celular, detoxificacéo, reciclagem de metabdlitos e organelas bem
como em interagdes ecologicas (Neuhaus, 2P@rtinoia et al., 2012Trentmann and
Haferkamp, 2013). Dentre os diversos compostos acumulados nos vacuolos celulares os
acidos organicos se destacam, principalmente em plantas com metabolismo GAM e C
nas quais se observam altas concentracdes nas folhas e variacbes ao longo do dia

superiores a 300 mM (Martinoia et al., 2012). Embora esse acumulo de &cidos



organicos no vacuolo seja reconhecido, especialmente dicarboxilatos, os transportadores
responsaveis por esse acumulo e seus papeis ainda ndo foram totalmente elucidados.

Até o presente momento, quatro classes de transportadores envolvidos no transporte
de acidos organicos foram descritas em plantas (Meyer et al;, Rai@ et al., 2011
Martinoia et al., 2012).0s transportadores da familia MATE (multidrug and toxic
compound extrusignforam descobertos inicialmente em bactédassio responsaveis
pela exportagdo de agentes microbianos em vias de detoxificagdo. Em plantas, esses
transportadores estdo ligados a diversos processos como detoxificacdo, formacdo de
raizes laterais, sinalizacdo dependente de acido salicilico e transporte de metabdlitos
secundarios como antocianinas e nicotina (Li et al., 20G2vrath et al., 20Q2
Marinova et al.,, 2007). Entretanto, um transportador da familia MATE,
AtMATE/AtDTX42 (Atlg51340) presente na membrana plasmatica, exporta citrato
para 0 meio extracelular como forma de conferir tolerancia #o(Miagalhaes et al.,
2007). Ademais, transportadores da familia ALMT (aluminium-activated malate
transporter), composta por 14 membros, estdo presentes em diversos tecidos e
apresentam atividade governada por aluminio. Apesar de esses transportadores terem
algumas funcdes previamente conhecidas e estarem presentes tanto na membrana
plasmatica como no tonoplasto, analises de perfil transcricidaabnstram que
funcBes ainda ndo reconhecidas podem ser também exercidas por esses transportadores
em diferentes tecidos e estadios da planta (Meyer et al., 2010). De maneira especifica,
transportadores AtALMT1, localizados na membrana plasmatica (Hoekenga et al.,
2006), e AtALMTY, presentes no tonoplasto (Kovermann et al., 2007), estariam
envolvidos diretamente nos movimentos estomaticos mediante o transporte de malato
nas células-guarda. Adicionalmente, o transport#dABCB14 da familia de genes
ABC (ATP-binding cassete) esta envolvido na regulacdo do movimento estomatico
dependente de GOA func¢éo desse transportador seria mediar o acumulo de malato no
interior das células-guarda, possibilitando que esse &cido organico atue como um
regulador osmoético e induza a entrada de dgua nas células-guarda e, consequentemente,
a abertura estomética (Lee et al., 2008). Nao obstante, o transportador de dicarboxilatos,
AttDT — tonoplast dicarboxylate transporter, localizado no tonoplasto (Emmerlich et
al., 2003), foi também previamente caracterizado.

O acumulo de malato mediado por AttDT, diferentemente da situacdo observada
para o gene homdélogo em humanos, nao é dependente” daaNasim do gradiente

eletroquimico formado entre vacuolo e citosol (Emmerlich et al., 2@B8)maneira
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interessante, plantas de Arabidopsis thaliana com reduzida expressdo deste
transportador apresentaram menor teor e influxo de malato e fumarato nos vacuolos
bem como incremento das taxas respiratérias (Emmerlich et al., 2003). ¢&q adi
funcdo do malato como contra-i@e K* na regulacdo do pH celular foi investigada
mediante a atividade desses transportadores em resposta ao estresse induzido por
diferentes valores de pEl observou-se aumento do conteudo de citrato nos vacuolos
assim como uma correlacao positiva entre a acidificagdo do meio e expressédo do gene
AtDT (Hurth et al.,, 2005). Curiosamente, tais mutantes apreaentam fendtipo
bastante similar ao tipo selvagem em condi¢cBes Otimas de crescimento. Regire-se,
entanto, que 0s mecanismos pelos quais plantas comameda expressdo desses
transportadores mantem seu crescimento inalterado no que diz respeito a possiveis
alteracfes nas taxas fotossintéticas, abertura estomatica, assim como a atividade do
ciclo do TCA e demais metabdlitos de modo a equilibrar o pH celular ndo foram ainda
totalmente esclarecidos.

Em fungdo do exposto acima, bussmu-investigar em mutantes para o
transportador AttDT os possiveis mecanismos pelos quais as plantas mantém o
crescimento similarmente ao tipo selvagem. Os resultados obtidos demonstram um
remodelamento do metabolismo primério em células do mesofilo, especialmente em
relacd aos intermediarios do ciclo do TCA e aqueles que podem fornecer elétrons

alternativamente a cadeia transportadora de elétrons (ETC).

2. OBJETIVOS

Caracterizar fisiologicamente e metabolicamente plantas com reduzida expresséo do
gene AttDT em Arabidopsis thaliana, de modo a investigar o papel desempenhado pelos
acidos organicos no movimento estomatico, como tambéaminfluéncia do

transportador vacuolar de dicarboxilatos sobre o metabolismo primério.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Material vegetal e condi¢des de crescimento
Sementes de Arabidopsis thaliana de linhas mutantes para o gene AttDTgattdtl
attdtd AT5G47560 foram gentilmente cedidas pelo Professor Enrico Martinoia

(Universitat Zarich, Institut far Pflanzenbiologie, Zurique, Suica) e seu respectivo wild
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type-like (WL) provenientes do ecotipo WassilewskijéS). Plantas do tipo wild type-

like sdo aquelas que passaram pelo mesmo procedimento de transformacdo e
recuperacao, no entanto ndo houve insercao dBIA- As sementes foram propagadas

e novamente genotipadas para que a homozigoze fosse confirmada. Os primers
utilizados para selecao via PCR (polimerase chain reaéticam os mesmos descritos

por Emmerlich et al. (2003).

As sementes foram esterilizadas em alcool 70% (v/v) por 2 min e em hipoclorito de
sodio 2,5% (v/v) por 15 min e em seguida, lavadas repetidamente (6x) em agua estéril.
Apos a esterilizacg@as sementes foram inoculadas em placas de Petri contendo meio de
cultivo MS 1/2x (Murashige and Skoog, 19&2plementado com 1% de sacarose (p/v)

e armazenadas em condi¢des de escuro a 4 °C durante 4 dias, para homogeneizacao da
germinacdo. Posteriormente, as placas foram mantidas em sala de crescimento durante
10 dias a 22 °C, fotoperiodd18 (luz/escuro) e irradiancia de 150 pmol% sh, para
germinacdo das sementes. Apds esse periodo as plantulas foram transplantadas para
vasos de 0,08 dincontendo substrato comercial padrdo e mantidas em camara de
crescimento sobre as mesmas condicbes até 4-5 semanas. Amostras de roseta inteira
foram coletadas em 5 diferentes horarios ao longo do dia (inicio do periodo luminoso,
meio do periodo luminoso, final do periodo luminoso, meio do periodo escuro e final do
periodo escuro, respectivamente 0, 4, 8, 16, 24 h), congeladas em nitrogénioeliquido
armazenadas em ultrafreezer a -80°C, para possramalises de metabdlitos e

atividade enzimatica.

3.2.Andlises de parametros de crescimento

Foi realizada a quantificacdo da massa fresca e massa seca da roseta, area foliar
(AF), area foliar especifica (AFE), numero de folhas e taxa de crescimento relativo
(TCR). Para tanto, cinco rosetas foram destacadas e imediatamente pesadas para
obtencdo da massa fresca e posteriormente armazenada em estufa a 65 °C, a fim de
obter o peso seco.

Folhas totalmente expandidas foram digitalizadas e AF foi estirdad&E foi
estimada através da formula:

AFE cm?g! = AF
massa seca foli




A TCR foi determinada com base na massa seca, conforme (Boyes et al., 2001) e, a
coleta MS (massa seca inicial) foi realizada 20 dias apos transplantio e 35 dias apoés
transplantio para obtencéo de MBassa seca final). A TCR foi calculada conforme a
formula (Hunt et al., 2002), em que: MSmassa seca inicial; MS massa seca final; t
= tempo inicial; #= tempo final.

InMS; - InMS;
t1 -t

TCR ggdia?=

O teor relativo de agua (TRA) foi determinado utilizando-se folhas inteiras as quais
foram imediatamente pesadas para obtencdo da massa fresca (MF). Em seguida,
acondicionadas em placas de Petri, com papel filtro, contendo 10 mL de &gua
deionizada. O periodo de reidratacdo foi de 4 h. Apdés esse periodo, as folhas foram
novamente pesadas para obtencdo da massa targida (MT) e posteriormente armazenadas
em estufa a 60°C, até atingirem peso constante, obtendo-se assim massa seca (MS). De

acordo com (Barrs and Weatherley, 1962), o TRA foi calculado da seguinte forma:

MF — MS
TRA (/ )=7MT s

Paraa estimativa da densidade estomatica (DE) impress6es com resina dental
como molde (Berger & Altmann, 2000) foram tomadas da superficie abaxial da nona
folha totalmente expandida. Posteriormente, foram confeccionadas laminas temporarias
com copias das impressdes para captura de imagens por camera digital (Axiocam MRc)
acoplada ao microscopio Zeiss (modelo AX10, Jena, Alemanha) e posterior contagem
de estbmatos e determinacéo da area capturada. A densidade estomética foi determinada
em pelo menos 10 diferentes campos de 0,04 pon folha a partir das imagens

obtidas com auxilio do software Axiovision 4.8.

3.3.Andlises de parametros fotossintéticos

A taxa de assimilagdo liquida de €dAn), condutancia estomatica s\g
concentracdes subestométicas de () e taxa de transpiragcdo instantanegf@Eam
medidas em um sistema de fluxo aberto de trocas gasosas (LI-6400XT, LI-COR,
Lincoln, NE, EUA). Em todas andlises, as condi¢des ambientais da camara do IRGA
(infrared gas analyzgforam mantidas a 22°C, o déficit de presséo de vapor entre 1,2 e

1,8 kPa, ao passo que a quantidade de luz azul aplicada foi de 10% da radiagao



fotossinteticamente ativa (RFA) para maximizar a abertura estomatica. Parametros de
fluorescéncia foram determinados simultaneamente as medicfes de trocas gasosas
utilizando o sistema de trocas gasosas acima mencionado, equipado a uma camara
integrada de fluorescéncia (LI-6400-40, LI-COR). A eficiéncia fotoquimica do
fotossistema 1l foi determinada através da medicdo de fluorescéncia em estado
estacionario e fluorescéncia maxima utilizando um pulso de luz saturante de 8.000 pmol
m?2s?! (Genty et al., 1989). As curvas de resposta a luZR@Y) foram realizadas
através do aumento da densidade de fluxo de fétons (DFF) de 0 a 1000 pmol (fétons) m
251 A concentracido de CQie referéncia (§ foi fixada em 400 pumol COmol™. As
respostas de assimilagéo liquida de (&) para a concentracao interna de-G€urva

AN/Ci) foram determinadas a 700 pmol (fétons)” m!, a 22 °C. As medicdes
comecaram a 350 pumol G@ol!, e uma vez que o estado estacionario foi alcancado, a
concentracdo de GCfoi gradualmente reduzida para 50 pmol.Q@ol! e depois
aumentada gradualmente até 1600 pmoj @O (Long and Bernacchi, 2003). A taxa
méaxima de carboxilacdo {¥») € a taxa de transporte de elétronsa§Jforam
calculadas a partir das curvas/@ utilizando um modelo previamente descrito
(Sharkey et al., 2007). A respiracdo no escui) {6t estimada no inicio do periodo

claro em folhas adaptadas por pelo menos uma hora ao escuro, sendo utilizado o mesmo
sistema de trocas gasosas citado anteriormente. A taxa de fotorrespirgcém (R
calculada de acordo com modelo descrito previamente (Valentini et al., 395)
condutancia mesofilica ) de acordo com o recomendado previamente (Ethier and
Livingston, 2004).

3.4.Extracao e quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes

Pigmentos fotossintetizantes foram determinados na fracdo etandlica soluvel
(Fernie et al., 2001). As concentracdes de clorofila a, clorofileobpofilas totaise
razdo clorofila a/b foram determinadas fotometricamente como descrito previamente
(Porra et al., 1989).

3.5.Determinacéo dos niveis de metabdlitos

Os teores de glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 2001); aminoacidos totais e
NOs (Sienkiewicz-Porzucek et al., 2008); malato e fumarato (Nunes-Nesi et al., 2007),
NAD(H) e NADP(H) (Schippers et al., 2008) foram determinados na fracdo etandlica



soluvel, obtida na extracdo para pigmentos. Na fracdo insoluvel foram determinados o

contetdo de proteinas (Bradford, 1976) e de amido (Fernie et al., 2001).

3.6.Extracdo de enzimas envolvidas no metabolismo do carbono

O extrato para determinacdo da atividade enzimatica foi preparado como descrito
previamente (Gibon et al., 2004) a partir de amostras coletadas no meio do periodo
luminoso. A atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do carbono foi estimada
através da obtencdo daon realizando-se leitura a 340 nm por minuto e a absorbancia
obtida em mOD min. As seguintes enzimas foram avaliadas: D-ribulose 1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (RubiscdADP-glicose pirofosforilase (AGPase), Sintase da
sacarose (SuSy), Sacarose-fosfato sintase (SPS), Fosfofrutoquinase (PFK), Hexocinase
(HK), Enolase, Aldolase, Transaldolase, Fosfoglicerolquinase (PGK), Invertase acida,
Invertase alcalina, Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase dependeN@&DdéNAD-
GAPDH) e NADP (NADP-GAPDH), Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH),
Triose fosfato isomerase (TPI), Piruvato quinase (PK) e Citrato sintase (CS).

3.7.Extracao, derivatizacdo e obtencédo de perfil metabdlico viaC-MS

Para a determinacdo de metabdlitos, tais como aminoacidos, acidos organicos,
acucares, entre outros, foram utilizados procedimentos anteriormente descritos (Lisec et
al., 2006). O sistema GC-MS foi utilizado conforme descrito por (Roessner et al., 2001)
e (Lisec et al.,, 2006). A identificacdo e anotacdo dos metabdlitos aeqguir
recomendacfes descritas para perfil metabolico (Fernie et al., 2011) por analiges com
pacote TargetSearch para o software R (Cuadros-lnostroza et al., 2009). Para os
calculos, os resultados obtidos foram normalizados por arabitol (como controle interno),
e posteriormente também pela massa fresca da amostra. Ademais, para que variacdes
entre os genotipos pudessem ser visualizadas mais facilmente, os valores foram
relativizados em relagdo ao WL, garantindo que todas as repeticbes tivessem seus
valores divididos pela média encontrada para o respectivo metabdlito em plantas WL,
que possibilita a mamencéo da varigédo entre as amostras e a apjéa de testes

estatisticos.

3.8.Delineamento experimental e analises estatisticas
O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com

cinco repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia AROVA (
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< 0,05) e acomparacao entre meédias realizado pelo teste Tukey. Todas as analises
foram realizadas utilizandge o software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS$. Os gréficos foram produzidos utilizando o software SigmaPlot 12.0.

4. RESULTADOS

4.1.Confirmagéo da inser¢cdao de T-DNA no gene AtDT e selecdo de linhas

mutantes

Para investigar o papel que o transporte de acidos organicos desempenha no
movimento das células estométicas duas linhagens independentes (attdtl apd attdt2
que contem elementos deDNA inseridos no gene AitDT em Arabidopsis thaliana
foram utilizadas. Essas plantas transgénicas foram previamente descritas em condi¢cdes
Otimas de crescimento demonstrando estarem envolvidas no controle dos movimentos
estométicos (Emmerlich et al., 2003). Sendo assim, PCR utilizando par de primers
desenhados especificadamente para cobrir os sitios de insercad®MA Toram
utilizados para investigar a interrupcao do ganBT (Figura 1A). As insercdes de T-
DNA foram identificadas no primeiro intron e segundo éxon na linha mutante attdtl e
attdt2, respectivamente (Figura 1A). Utilizando o conjunto de primers especificos para
0 gene AitDT §-GGTCTTACACCGAATATTTTCGTCATATGS’ para primer AttDT1 e 5°-
AATCAATTGTGTACATGGTCTTGTGCTTG3’ para primer AttDT2), que resulta em um
fragmento amplificado de PCR de 2714 bp, foi possivel detectar a integridade do gene
AttDT em linhagens do tipo selvagem I}y contudo produtos de amplificacdo nao
foram observados nas linhas attdtl e attdt2, respectivamente (FiguRadBjnutantes
da linha atttd1 foram utilizados os primers AttDT1 e JL202 (sendo a sequéncia utilizada
a sequéncia 5’-CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTACS’), resultando em um
fragmento de 1360 bp, e para a linha atttd2 foram utilizados os primers AttDT2 e
JL202, resultando em um fragmento de 759 bp (Figura 1B). O gene GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, AT1G12900) foi utilizado como controle para
demonstrar a integridade da preparacdo de DNA. Assim, linhas em homozigose foram
confirmadas para cada um dos mutantes por PCR e denominadas attdtl e attdt2,
respectivamente. Uma vez estabelecida e confirmada a identidade molecular dessas
linhas independentes, essas plantas foram cultivadas juntamente com 0s respectivos
controles (WL) (vide condicdes de cultivo em Material e Métodos). Nessas condi¢des

nenhum fendtipo aberrante visivel foi observado durante o crescimento vegetativo e
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reprodutivo desses mutantes quando comparados com suas respectivas linhas WL
(Figura 2).

B @\/ (5@(\ ’5@&
atoT1/AtDT2 [
atoT1202 [
atnT20202 [T

Figura 1 — Identificacdo molecular dos gendtipos tipo selvagem (WT-like) e linhaantes com
inser¢cdo de T-DNA (attdte attdt2). A: Estrutura gendmica detDT. Setas indicam a posi¢do dt
primers usados para genotipagem para analise por PCR das plantas mutantéSagxdglindicam
éxons; B: Andlise de PCR utilizando os conjuntos de primers indicadeguirda demonstrand
auséncia de bandas para o gene attdt nas linhas mutantesattthii2 e confirmando gendtips
selvagem pela auséncia de bandas com insercaoDd¢AT Barra representa aproximadamente 2
bp; ATG: cédon de inicio; TAG: cédon de parada da transcricdo; GAPDH: gerezilaa
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e WL: wild type-like.

4.2.Caracterizacdo do crescimento de plantas com perda do transportador A

Ainda que as plantas mutantes nao apresentassem fenétipo aparente aberrante
quando comparadas ao tipo selvagem (Figura 2), diferencas nos parametros de
crescimento avaliados foram observadas (Tabela 1). O numero de folhas (NF) foi
reduzido nas linhas mutantes sem, no entanto, alterar a area foliar especifica AFE)
massa seca de roseta (MSR). Foi observado também tendéncia de reducéo da area de
roseta (AR), embora significativa apenas para attdtl. As taxas de crescimento relativo
em plantas atttde attdt2 também né&o diferiram do fenétipo selvagem (WL) quando
avaliadhs entre 20 e 35 dias apds o transplantio (TCR). Houve uma tendéncia no
aumento do teor de relativo de agua (TRA) em plantas mutantes, confirmado
significativamente apenas para a linha attdt2. Ademais, ndo foram observadas

diferencas na densidade estomatica (DE) entre os gendtipos (Tabela 1).

11



WL attdtl attdt2

Figura 2. Fenotipo aparente em plantas com quatro semanas de idade. WL: evlikeyp

Tabela 1 Alteragbes nos parametros de crescimento e morfolégicos em plantas
mutantes attdt. Valores representam as médias + DP (n = 4). Os valores que diferem
significativamente (P<0,05) do tipo selvagem (WL) pelo teste Tukey estdo em negrito.

Parametros* WL attdtl attdt2
NF 15+1,15 11,5+ 0,57 11,25 + 0,95
AR (cmz) 20,45+ 4,14 15,6 £1,11 17,825 + 2,47
AFE (cn?.g?) 335,29 + 72,48 314,63 + 14,87 307,66 + 8,94
MSR (g) 0,0583 + 0,014 0,048 + 0,006 0,0671 + 0,009
TCR (mggt.dia?) 2,38 +£0,35 2,64 +0,39 2,12+0,21
TRA (%) 89,32 +£4,11 92,23 +£0,92 95,41 +1,12

DE (estbmatos.crfj  20267,6 + 1233,2 19539,1 + 1865,5 20002,7 + 1582,2

*NF: nimero de folhas; AR: area de roseta; AFE: area foliar especifica; MSR: measagoseta;
TCR: taxa de crescimento relativo; DE: densidade estomatica.

4.3.Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Para confirmar a hipotese de que a perda funcional do canal de dicarboxilatos
AttDT levaria a um prejuizo no controle dos movimentos estomaticos, parametros de
trocas gasosas foram avaliados. De maneira geral, os genétipos mutantes apresentaram
reducdes em ) gs € E (Tabela 2), ao passo que a respiragdo no escgréo{Rnaior
nos genotipos attdt, concomitantemente, com uma menor eficiéncia instantanea do uso
da &gua (EUA). Por outro lado, utilizando-se dos dados de fluorescéncia, a
fotorrespiracdo e a taxa de transporte de elétrong tdram estimadas sendo
significativamente menor apenas para a linha attdtl (Tabela 2).

Embora a eficiéncia maxima de captura do fotossistema Il (FSII) representada pela
razado k/Fm tenha sido significativamente menor nas plantas mutantes, tal variagao foi

bastante pequena (em média de 0,02 unidades), devendo ter pouca, se alguma,
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implicacdo biologica (Tabela 2). Da mesma maneira, as variagdes observadas para
eficiéncia de captura de energia pelos centros de reacdo do KF3Hn(Fforam

pequenas, mas estatisticamente significantes.

Tabela 2 Variaveis instantaneas de trocas gasosas e variaveis derivadas da analise de
fluorescéncia da clorofila a em plantas attdt. Valores representam as médias + DP
(n=4). Os valores que diferem significativamente do tipo selvagem (P<0,05) pelo teste
Tukey estdo em negrito.

Parametros* WL attdtl attdt2
An (umol CQ.m2.s?) 11,45+ 2,10 8,72+ 0,71 7,10+ 1,37
gs (Mol HO.m2.s?) 0,22¢+ 0,038 0,12¢ + 0,007 0,172+ 0,023
E (mmol BO.m?.s) 2,66+0,29 1,1C+ 0,16 2,07+ 0,13
EUA (AV/ @) 47,25+ 2,42 47,98+ 1,76 36,7¢+ 6,92
R4 (umol CQ.m2.s?) 0,86+ 0,05 1,0¢ + 0,09 1,3¢+ 0,08
Ro (umol CQ.m2.s?) 2,3¢+0,33 1,8C + 0,14 2,4¢+ 0,15
Fu/Fm 0,774+ 0,003 0,75¢ + 0,003 0,75+ 0,003
Fo/Fm’ 0,516+ 0,021 0,48: + 0,020 0,55f+ 0,011
Jiu (umol .m?2.s?) 81,1+10,4 44€+29 66,7+ 6,1

*An: Fotossintese liquida;E: transpira¢®s, conduténcia estomatica; EUA: eficiénciado uso da
agua; i fotorrespiracao; Rrespiragdo noturna;fFn: eficiéncia fotoquimica maxima do FSHy’/Fn’:
eficiéncia de captura de energia dos centros de reacéo do FSIl aligrttaxa de transporte de elétrons
estimada por parametros de fluorescéncia.

De modo a caracterizar fotossinteticamente os genétipos em estudo, as respostas da
An a irradiancia (curva ¥RFA) e a concentracdo interna de £O@urva A/Ci) foram
investigadas. As curvasn®&RFA foram obtidas e ajustadas pelo modelo de hipérbole
nao-retangular, possibilitando a obtencdo de alguns parametros (Tabela 3). De forma
geral, tanto a irradiancia de compensacgac@mo a irradiancia de saturacag foram
similares para os genoétipos analisados, com valores médios em torno de 12 e 400
umol.n2.s?, respectivamente. Da mesma forma, a taxa de assimilagdo liquida de
carbono saturada pela luzrEA) e a eficiéncia do uso da luz, determinada a partir do
inverso do rendimento quéantico aparentep)lforam semelhantes, com valores

significativamente maiores observados somente para attdt2 (aproximadanfénte 20

Tabela 3 Parametros fotossintéticos derivados de curvas de luz de plantas attdt
Valores representam as médias + DP4JnOs valores que diferem significativamente
dos tipo selvagem (P<0,05) pelo teste Tukey estdo em negrito.

Parametros* WL attdtl attdt2
Arra (LMol CQ.m2.s%) 7,54+ 0,50 8,3¢+ 1,72 9,4¢ £ 0,29
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lc (umol.m?.s?) 12,95+ 1,91 12,1+ 2,61 11,5(+ 0,70
Is (umol.m2.s?) 387,97+ 104,29 439,6( + 56,03 322,9¢ + 32,80
1/¢ (umol fétons.mof CO,) 10,6 + 0,38 10,6¢ + 0,72 12,3¢+ 0,44

*Arra: taxa de assimilacdo liquida de carbono saturada pela:lizadiancia de compensacag; |
irradiancia de saturacdo; 1/¢: eficiéncia no uso da luz.

Adicionalmente, a partir das curvas/@i foi possivel calcular curvasnACc e
estimar outros parametros (Tabela 4). De modo geral, diferencas significativas entre os
gendtipos, no que se refere a concentragdo subestomética (€)30a concentracao
cloroplastidica de C£(C.) nédo foram observadas entre os genotipos. Verifica-se ainda
que g» foi reduzida em ambas as linhas mutantes apresentando valores, em média, 40%
menor em relacdo ao WL. A velocidade méaxima de carboxilacdo, em baseCG
(Vemax_ci OU Vemax _ce, respectivamente)do apresentou variacao entre os genétipos. Por
outro lado,a capacidade maxima de transporte de elétrons em baseC(Jnax_Ci ou
Jmax_Cc, respectivamente) foi reduzida nas plantas attdt em média 25% em relacdo ao
WL. Ademais, a semelhanca nas razdes di: Vcmax ci € Jmax cc: Vemax ce, sugere
gue embora diferencas em fenham sido verificadas, um balanco funcional adequado

entre a taxa de carboxilacdo e o transporte de elétrons deve ter ocorrido.

Tabela 4 Caracterizacdo fotossintética de plantas attdt. Valores representam as meédias
+ DP (n=4). Os valores que diferem significativamente (P<0,05) pelo teste Tukey estao

em negrito.
Parametros* WL attdtl attdt2

Ci (umol CQ.mol?) 314,1°+5,14 310,37+ 2,14 336,1¢+ 11,39

Coumol CQ.mol)  479,3:+81,14  491,5¢+ 53,74 4629t + 4595

gm (Mol CQ..m?s'bart) 0,055+ 0,011 0,03t + 0,008 0,03( £ 0,007
Vemax_ci(Hmol.m?.s?) 29,6€+ 6,12 34,32+ 2,70 21,32+ 3,32
Vemax_cc(mol.m?.s?) 22,81+ 5,48 23,41+ 3,33 20,5+ 6,80
Jmax_ci (umol.m?.s?) 88,6¢+£ 9,70 61,77+ 12,04 60,77+ 6,10
Jmax_ce(umol.m?.s1) 98,11+ 7,71 81,1 + 11,44 68,4¢ + 7,35
JImax_ci: Vemax_ci 2,5:+0,13 2,31+ 0,16 2,3(+0,14
Jmax_cc: Vemax_ce 3,5¢+ 0,38 4,0¢+ 0,80 3,271+ 0,67

*Ci: concentracdo subestomatica de CO2; Cc: concentracdo cloroplastidica de CO2; gm:
condutancia mesofilica; Max_ci ouce: velocidade maxima de carboxilagdo em base Ci oufGecibuce
capacidade maxima de transporte de elétrons em base Ci ou Cc.

4.4.Efeitos no metabolismo primario pela auséncia do transportador AttDT
Tendo em vista as variagcdes observadas em funcdo da maior taxa respiratéria e um

menor fluxo de elétrons, investigaram-se potenciais alteracdes metabdlicas com o
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intuito de melhor compreender possiveis relacdes entre aquelas alteracdes e o
metabolismo de forma geral. Em geral, ndo se observaram varia¢des significativas na

concentracdo de pigmentos bem como na razéo clorofila a/b (Figura 3).

16 8

—
E 144 zlr
= =
CID 1.2 1 T — 64
o
E £
: 1.0 -
Ef 2
N
O 08+ 5 4 T
+ ®
© 06 [%)
© K]
5 041 "’é 2
5] o
O 921 &)
0.0 : 0 .
WL attdtl attdt2 WL attdtl attdt2

Figura 3. Teores de clorofila total a + b (A) e razéo clorofila a/b (B) de linhasntagattdt. Valores
obtidos de plantas com quatro semanas de idade, coletadas no meio do pemindsoluBarras
representam médias + DP @)=

Diferencas significativas em rek@o aos niveis de nitrato no inicio e meio do
periodo luminoso para a linha attdt2 foram observadas (Figura 4A). Em adicdo, as
concentracdes foliares de aminoacidos (Figura 4B) e proteinas (Figura 4C) foram muito
semelhantes entre os gendtipos em estudo.

O padrao de sintese e degradacao de glicose, frutose e sacarose ao longo do dia, e
amido ao meio do periodo luminoso, se mostrou bem similar entre os genétipos com
pouca ou nenhuma variagao entre os mesmos (Figura 5).

Cabe mencionar que o padrédo diurno das concentracdes de malato e fumarato foi
bem distinto nas linhas mutantes com valores menores em relacédo ao tipo selvagem ao
longo de todo o dia (Figuras 6A e 6B), observando-se assim uma reducdo de
aproximadamente 65% e 40% para os teores de malato e fumarato, respectivamente.
Embora haja diferencas nos teores desses acidos organicos, o comportamento diurno
observado foi bastante semelhante entre os gendétipos, havendo uma tendéncia de
acumulo ao final do periodo luminoso, com o consumo durante o periodo escuro, ainda

que em menores amplitudes.
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Os teores de NAD(P)(H) fornecem informacgdes importante a respeito do estado
redox celular. Nesse contexto, ndo se observaram diferencas entre os gendétipos no que
respeita as coenzimas oxidadas (NAD e NADP), sendo estes substratos importantes
para enzimas que catalisam reacdes de fotossintese e respiracdo (Figura 7A e D). No
entanto, quando avaliadas as coenzimas oxidadas (NADH e NAPH) obsemwvma
tendéncia de aumento para NADH, estatisticamente apemastdt2 (Figura 7B e E).

O aumento nos niveis de NADH é possivelmente uma consequéncia das maiores taxas
respiratorias das plantas mutantes. Embora uma evidente tendéncia de maiores razdes

para NADP/NADPH diferencas estatisticas ndo foram observadas (Figura 7F).

A
25 D 2.5
T
201 n 2.0
Z = |
- o
‘oY 1.5 = 154
—_ o
g €
[
E 10/ =~ 10+
o
9( [a)
> <
0.5 1 Z 0.5 1
0.0 T 0.0+ T
WL attdtl attdt2 attdtl attdt2
B 4 E 0.7
*
0.6
T, o
= = s
“o B=)
= O 04
(@]
£ 2 [ E
E :‘E’ 0.3
E o
< O o021
Z '] <
pd
0.1
0 T 0.0 - T
WL attdtl attdt2 attdtl attdt2
C 25 [
5 )
2.0
= i
a a
z s
1.5+
a &
< g 3
Z. <
18 1.0 4 Z
0.51 ch
1]
0.0 T 0 T
WL attdtl attdt2 WL attdtl attdt2

Figura 7. Teores de NAD (A), NADH (B), razdo NAD/NADH (C), NADP (D), NADPHE) e razéo
NADP/NADPH (F)em linhas mutantes attdValores obtidos de plantas com quatro semanas de idade,
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valores significativos pelo teste Tukey a P<0.05.
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4.5.Alteracdes da atividade enzimatica em plantas attdt

De modo a entender melhor vias potencialmente alteradas em plantas attdt, a
atividade catalitica maxima de importantes enzimas relacionadas com a fotossintese,
sintese e degradacdo de sacarose e amido, glicélise e ciclo dos acidos tricarboxilicos
(TCA) foram avaliadas (Tabela 5). Embora variagbes na fotossintese tenham sido
observadas os passos iniciais da fotossintese parecem ndo estar sendo prejudicados,
visto que ndo houveram alteracGes na atividade da Rubisco, seja em atividade maxima,
em meio seletivo ou seu estado de ativacdo. A reacdo seguinte no ciclo de Calvin
catalisada pela PGK, em que ha conversao de 3-fosfoglicerato em 1,3-bifosfoglicerato,
teve sua atividade aumentada significativamente, em média 60% para as plantas attdt.
N&o houveram alteracdes significativas na atividade das enzimas NADP-GAPDH e TPI.
A atividade da aldolase, que converte dihidroxicetona-fosfato e eritrose-4-fosfato em
sedoheptulose-1,7-bifosfato nas reacdes de regeneracéo do ciclo de Calvin, também teve
tendéncia de aumento, estatisticamente significativa apenas para a linha attdt2.

A atividade da transaldolase, reponséavel pela conversao de gliceraldeido-3-fosfato e
sedoheptulose-7-fosfato em frutose-6-fosfato e eritrose-4-fosfato pela via das pentoses
fosfatadas, também néo sofreu alteracdo. Contudo, a atividade da G6PDH, que catalisa a
reagéo de glicose-6-fosfato a 6-fosfogluconato liberando NADPH, na via oxidativa das
pentoses fosfato, teve sua atividade aumentada (significativamente apertat2).

Analisando a sintase de sacarose-fosfatg registrouse reducdes significativas
na atividade apenas quando em meio seletivo, sendo esta atividade reduzida em
aproximadamente 38% nos genétipos mutantes, sem, no entanto, alterar atividade
maxima ou estado de ativacdo. N&o foi observada alteracdo da atividade da Susy, bem
como da AGPase. Entretanto, reducdes na atividade das invertases acida e alcalina, que
degradam sacarose, foram observadas em plantas attdt quando comparadas ao WL
assim, em média, a atividade de invertase acida foi 30% menor, sendo que a invertase
alcalina foi estatisticamente diferente apenas na linha attdt2, com reducdo de
aproximadamente 60%.

As enzimas HK, PFK e NAD-GAPDH, relacionadas com a via glicolitica, nédo
apresentaram variacao significativa entre os genotipos. A enzima PK, que realiza a
recdo de fosfoenolpiruvato a piruvato, liberando uma molécula de ATP, mostrou uma
maior atividade (em média 60%) nas plantas mutantes. A atividade das enzimas enolase,

gue catalisa 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato, e CS , acetil-coA e oxaloacetato a

19



citrato, liberando NADH eCO; ndo apresentaram variacdo significativa entre os

genatipos.

Tabela 5 Atividade enziméatica em plantas attdt no meio do periodo luminoso. Valores
representam as meédias + DP (n = 4). Os valores que diferem significativamente
(P<0,05) pelo teste Tukey estdo em negrito.

. WL attdtl attdt2
Enzimas* -
umol.mint.g! MF
Rubisco \ha* 0,28:+ 0,146 0,307 £ 0,042 0,267+ 0,093
Rubisco \ef 0,25€+ 0,036 0,16¢ £ 0,079 0,26( + 0,035
Rubisco (% ativacdo, 77,7230 53,3¢+ 31,4 69,17+ 31,2
PGK 10,52:+£ 2,621 14,52( + 1,447 18,36(+ 1,201
NADP-GAPDH 0,265+0,033 0,30t + 0,035 0,28¢+ 0,073
TPI 143,72(+ 16,968 146,29.+ 5,486 161,09. + 6,811
Aldolase 0,542+ 0,088 0,67¢+ 0,112 0,837+ 0,139
Transaldolase 2,30¢£0,513 2,23(+ 0,311 1,56¢ £ 0,268
G6PDH 0,191+0,027 0,22t + 0,017 0,27(+ 0,032
SPS \hat 0,667+ 0,239 0,48( + 0,073 0,46« + 0,094
SPS \et* 0,54¢+£0,122 0,331+ 0,030 0,35%+ 0,052
SPS (% ativagdo)* 93,08¢+42,498 70,73:+ 17,448 78,17¢ + 18,135
Susy 0,23€+ 0,035 0,23¢+ 0,012 0,24¢€ + 0,043
AGPase 0,014+ 0,002 0,011+ 0,001 0,01( £ 0,005
Invertase acida 47,08:+ 2,385 32,21+ 5,441 34,94( + 3,385
Invertase alcalina 57,65°+4,179 48,85¢ £ 17,650 22,96¢+ 0,730
HK 12,96+ 0,832 12,63¢+ 1,421 15,55¢+ 2,013
PFK 1,61¢+£0,141 1,342+ 0,295 1,76+ 0,542
NAD-GAPDH 0,90€+ 0,139 1,11¢+ 0,314 0,96¢+ 0,150
PK 0,10€+ 0,018 0,162+ 0,039 0,181+ 0,019
Enolase 8,26:+1,168 7,807+ 0,603 7,92¢+ 0,106
CS 0,06¢+ 0,045 0,09¢ + 0,074 0,04¢ + 0,033

*V max. dado em funcdo de meio de reacdo com condi¢Bes ndo limitasdestado em funcao de
meio de reacdo seletivo, com condi¢cBes limitantes; % ativacdo: estado de ativagdo dado e razdo
atividade em meio seletivo por meio de atividade méaxiMAD-GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase dependente de NAD; PGK: fosfoglicerolquinase; TPI: triose fesfaterase; G6PDH:
glicose-6-fosfato desidrogenase, SPS: Sacarose-fosfato sintase; BiaSg: da sacarose; AGPase: ADP-
glicose pirofosforilase; HK: hexocinase; PFK: fosfofrutoquinase; NADP-GAPDH: dlitedcin-3-fosfato
desidrogenase dependente de NAD; PK: piruvato quinase e CS: citrato sintase

4.6.Variacado de metabdlitos determinados por GAMS em plantas attdt
Buscando investigar melhas respostas metabdéds que pudessem explicar, ao
menos em parte, as diferencas até entdo encontradas entre as linhas attdt e WL,

procedeu-se a determinacdo do perfil metabdlia GCMS. Foram detectados 52
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metabolitos separados em 4 grupos, sendo 23 agrupados como aminoacidos, 13 como
acucares e acucares alcoois, 10 como acidos organicos e 5 como outros (compostos de
classes diferentes das citadas anteriormente).

De modo geral, os aminoacidos apresentaram valores relativos maiores para as
linhas mutantes, sendo confirmadas diferencas significativas para acido aspartico,
isoleucina e tirosina (Figura 8). Entretanto, glicina apresentou valores menores que o
WL em plantas attdt Foram observadas diferengcas significativas para outros
aminoacidos, mas em apenas para a linha attdt2, sendo que alanina, beta alanina,
asparagina, glutamina, leucina, lisina, ornitina, treonina e valina tiveram os valores
relativos significativamente maiores em relagdo ao WL. Os demais amino4cidos néo
apresentaram diferencas estatistica

Os valores relativos encontrados para o0s acucares e acgUcares alcoois nao
apresentaram um padrao claro sendo que a maioria ndo diferiu em relacdo ao WL, ainda
que valores significantes para pelo menos uma das linhas mutantes tenham sido
encontrados em alguns casos (Figura 9). Maltose apresentou valores menores em
relacdo ao WL para ambas as plantas attdt. A linha attdtl apresentou valores
significativamente menores em relacdo ao WL paghcose e glicolato e maiores para
glicose-6-fosfato. A linha attdt2 apresentou valores maiores para galactinol e glicerol
em relagdo ao WL.

Em relacdo aos acidos organicos, observou-se que os intermediarios do ciclo TCA
apresentaram as maiores diferencas (Figura 10). De maneira particular os niveis de
citrato, foram em média 3,5 vezes maior em plantas attdt. Isocitrato apresentou valores
significativamente maiores para plantas mutantes, entretanto, malato e succinato
apresentaram valores menores em relacdo ao WL, reducdo essa de aproximadamente
50% para ambos os metabdlitos. Fumarato diferiu significativamente apenas para as
plantas attdtl. Os demais acidos organicos ndo apresentaram diferencas entre os
genaotipos.

Foram identificados também compostos relacionados ao metabolismo secundario,
sendo que estes ndo apresentaram, de maneira geral, diferencas entre 0os genotipos
(Figura 11). Apenas foi observado valor relativo significativamente maior para mio-
inositol e menor para acido chiquimico em plantas attdtl. Putrescina, acido salicilico e

espermidina ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os genotipos.
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Figura 8. Valores relativos de aminoacidos em linhas mutantes. aédibres obtidos de plantas com
guatro semanas de idade, coletadas no meio do periodo lunfd@sas representam valores relativos
em relacdo ao WL = DP (n = 4). Asteriscos (*) indicam valores signif@apelo teste TukegP<0.05.
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Figura 9. Valores relativos de aguUcares e acUcares alcoois em linhas mutantegaidtés obtidos de
plantas com quatro semanas de idade, coletadas no meio do periodo luminasaepegsentam valores
relativos em relagdo ao WL = DP (n = 4). Asteriscos (*) indicam validgesisativos pelo teste Tukey
P<0.®.
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Figura 10. Valores relativos de acidos organicos em linhas mutantes ¥tidires obtidos de plantas
com quatro semanas de idade, coletadas no meio do periodo luminoso. Bameasntam valores
relativos em relagdo ao WL = DP (n = 4). Asteriscos (*) indicam valiogesisativos pelo teste Tukey

P<0.05.
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Figura 11. Valores relativos de mio inositol, putrescina, acido salicilico, &cido chiquimico e esparmid

em linhas mutantes attdfalores obtidos de plantas com quatro semanas de idade, coletadas no meio do
periodo luminoso. Barras representam valores relativos em relacdo ao WI(nt=DF). Asteriscos (*)
indicam valores significativos pelo teste Tukey a P50.0
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5. DISCUSSAO

De modo a entender como a auséncia do transportador vacuolar de malato estaria
associada a manutencéo do crescimento com simultaneadatdrastica nos niveis de
malato e fumarat@ incrementos nas taxas respiratorias, como previamente relatado
(Emmerlich et al., 2003; Hurth et al., 200%se trabalho buscou investigar
detalhadamente mutantes para esse transportador através da combinacdo de analises
morfologicas, trocas gasosas, quantificacdo de metabdlitos , além de avaliar atividade
enzimatica. Os resultados obtidos demonstram que a auséncia do transportador
culminou em diminuicdo ab taxas fotossintéticas com a concomitante reducdo de
condutancias estomatica e mesofilica (Tabela 2 e 4) a despeito da m@nutan
densidade estomatica (Tabela 1), sem, no entanto alterar os teores de acucares (Figura
5) e a atividade de diversas enzimas (Tabela 5). Ademais, um remodelamento do
metabolismo primario, principalmente de &cidos organicos e aminoacidos, foi
observado em plantas attdt, o que ocorreu muito provavelmente ey#o fdo
funcionamento néao ciclico do ciclo TCA com a simultaneagéolale vias alternativas
da respiracdo mitocondrial, possivelmente envolvida nas respostas observadas de modo

a manter o crescimento nessas plantas.

5.1.Crescimento e trocas gasosas alteradas em resposta a auséncia de AttDT

Embora a auséncia funcional do transportador AttDT ndo afete drasticamente o
crescimento em A thaliana (massa seca da roseta), a arquitetura da roseta foi
modificada, como notada pela diminuicdo do niumero de folhas e area total (Tabela 1).
Ainda que o ganho de massa seca e a taxa de crescimento relativo ndo sejam alterados, a
auséncia de AtDT causou impactos indiretos sobre a morfologia da roseta.
Adicionalmente, e considerando a semelhancia na densidade estomatica, a analise dos
dados obtidos nas trocas gasosas sugerem que, em plantas com perda do transportador,
situacdao fisioldgica semelhante a estresse hidrico (Carmo-Silva et al., 2012) possa estar
acontecendo, uma vez que a fotossintese liquida se mostrou menor em relacdo ao WL,
simultaneamente a uma maior taxa respiratéria com condutancias estomatica e
mesofilica reduzidas. Cumpre mencionar que as condutangegn{gpodem variar de
maneira independente, visto que variacdes gmpaglem ocorrer mesmo sob condi¢des
ambiente de C&(Tazoe et al., 2013) limitando, consequentemente, a disponibilidade de

CO; nos sitios de carboxilagdo da Rubisco culminando em redugdo das taxas
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fotossintéticas (Flexas et al., 2Q01aldenhoff, 2012 Cano et al., 2014), como aqui
observado. Nao obstante, espeyaia reducées em i C. e também do estado de
ativacédo da Rubisco, o que, curiosamente, ndo foi observado nas plantas attdt (Tabela 4
e 5). Tomados em conjunto, esses resultados indicam que a nganutercrescimento

nessas plantas deve ter ocorrido as expensas de mecanismos outros, como descritos
abaixo.

Outros fatores, ndo estomaticos, como a regeneracdo de ribulose-1,5-bifosfato
(RuBP) (Tezara et al., 1999), inibicdo da atividade da Rubisco (Carmo-Silva et al.,
2012), e decréscimo nos niveis de ATP e atividade de ATP-sintase (Tezara et al., 1999
Tezara et al.,, 2002) podem também limitar a fotossintese. Os resultados ora obtidos
indicam que embora reducdes no fluxo de elétrons pela cadeia transportadora de
elétrons do cloroplasto 1) tenham sido observados, parametros de irradiancia de
saturacdo, compensacao e eficiéncia no uso luz ndo foram alterados (Tabela 3). Desse
modo, esperaseia que os produtos da fotossintese, bem como atividade enzimética,
estivessem reduzidos, como normalmente observado em plantadinstdna
disponibilidade hidrica ou alta salinidade (Nazar et al., 2Didakar et al., 2012), o
qgue nao foi observado aqui, indicando uma reprogramacao metabodlica. Ademais, a
manutenc¢ao na atividade da Rubisco (Tabela 5), em conjunto com os teores de acucares
(Figura 5e 9), de clorofilas totais e a razao clorofila a/b (Figura 3), reforcam a hipétese
de que as limitacbes sobre a fotossintese liquida nessas plantas seja devido
primariamente por razdes difusivas e ndo estejam associadas a danos causados aos
fotossistemas oa capacidade de assimilacdo da Rubisco, de modo que a manutencédo
no crescimento nessas plantas tenha sido governada, muito provavelmente, pelas altas

taxas de respiracdo noturna.

5.2.Menores teores de malato no mesofilo afetam g

Como anteriormente mencionado, os acidos organicos vém sendo apontados como
um dos principais reguladores do mecanismo pelo qual as células-guarda ajustam os
seus movimentos (Fernie and Martinoia, 20d@yer et al., 2010Aragjo et al., 2011
Araujo et al., 2011Meyer et al., 2011). Assim, durante a abertura estomatica o malato
proveniente do apoplasto seria acumulado nas células guarda, sendo o0 seu transporte
mediado pelo transportadétABCB14 (Lee et al., 2008). Ademais, 0 malato poderia
atuar ndo apenas como osmorregulador, mas também como metabdlito de sinalizagéo,

aumentando, por exemplo, a sensibilidade do canal vaceA&aMT9, responsavel
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pelo acumulo de cloreto, outro importante ion regulador dos movimentos estomaticos
(De Angeli et al., 2013). Em adicdo, o proprio metabolismo do maat@ue a sua
descarboxilagéo pela acdo da malato desidrogenase (MDH), formando oxalacetato ou
pela formacéo direta de piruvato, mediado pela enzima malica,fmnderado como

de fundamental importancia na reg#ado fechamento dos estdmatos (Penfield et al.,
2012).

Os resultados aqui obtidos confirmam as reducdes nos niveis foliares de malato em
plantas attdt, como previamente observado (Emmerlich et al.,, 2003) e fornecem
evidéncia circunstancial que o padrdo diurno de sintese e consumo desse acido organico
ndo tenha sido sobremodo alterado. Ainda que 0s mecanismos responsé&veis pel
alteracao dos niveis de malato nd@sgptalmente claros, uma vez que a reducao pode
ser causada pelo alto consumo (Lehmann et al., 2015) ou por reducédo da sintese (Nunes-
Nesi et al., 2005), em plantas attdt parece que essas duas situacdes possam ser
possiveis, embora o alto consumo garantiria, ao menos parcialmente, uma provavel
explicagéo para a manutengéo do crescimento nessas plantas. Nao obstante, uma outra
alternativa capaz de explicar os menores teores de malato foliar possa estar associada ao
transporte de 2-oxoglutarato ou oxaloacetato e malato no cloroplasto, que poderia
ocasionar o influxo de malato citosolico em troca de 2-oxoglutarato ou oxaloacetato
estromal, culminando em altera¢gBes no perfil de aminoécidos, principalmente aspartato
e glutamato (Kinoshita et al., 2011). Em adicdo, plantas com insercdo de T-DNA no
gene AtpOMT1 (plastidic 2-oxaloacetate/malate transporter) apresentaram adémulo
glutamina juntamente com aumento dos teores de nitrato foliares (Kinoshita et al.,
2011), o que também foi observado em plantas attdt.

Cumpre mencionar, no entanto, que reducées como as acima mencionadas, podem
ter também consequéncias diretas sogre@ma vez que menores teores citosolicos de
malato poderiam implicar em menores teores de malato também no apoplasto, devido a
tendéncia de equilibrio entre os meios (Hedrich et al.,, 2001). Assim, menrores ¢
observadas seriam possivelmente devida menor disponibilidade de malato
apoplastico proveniente do mesofilo. E importante mencionar também que o malato
pode ser oriundo do préprio metabolismo da célula guarda, mediante degradagdo do
amido nessas célulg¥avasseur and Raghavendra, 2005). Nesse contexto, o sinal
mesofilico associado a baixa concentracdo de malato parece ser prepongerante
producdo de malato nas células guarda peexgdicando, a0 menos parcialmente, as

menores condutanciasAdicionalmente, plantas com reduzida expresséam d
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transportadoatquacl (quick-activating anion channel 1), na membrana plasmatica, ou
de seu ativador OST1 (open stomata 1), uma proteina quinase rsponsiva a acido
abscisico, apresentaram maiore® deores de malato foliar, sendo esse transportador
associado ao efluxo de malato no vacuolo (Medeiros, ;20i6s et al.,, 2013). Por
associacao oposta, dados 0os menores teores de malato e meagre® gorovavel que

o transportador AttDT ps®a estar envolvido largamente na abertura estomatica,
promovendo, a#&®m, o influxo de malato ndo apenas no vacuolo, mas também
indiretamente nas células guarda. Considerando que alteracdes emmgoram
observadas sem alteragcdes na densidade estomatica e tanto na taxa de crescimento
relativo quanto na massa seca (Tabela 1), é plausivel sugerir que mecanismos outros,
incluindo uma reprogramacdo metabdlica e mecanismos moleculares, possam estar

envolvidos na resposta a auséncia do transportador AttDT.

5.3. Perfil de aminoacidosé alterado em conjunto a intermediérios do ciclo TCA

O acumulo de citrato, acompanhado de aumento nos niveis de isocitrato e
glutamina além da reducdo dos niveis de succinato, fumarato e nfalato
observados em plantas attdt (Figuras1®). Cabe mencionar que o acumulo de citrato
no vacuolo parece ser inibido por concentracdes de malato, principalmente devido as
evidéncias de que esses 4cidos sejam transportados pelo mesmo transportador (Oleski et
al., 1987 Rentsch and Martinoia, 1991). Ndo obstante, a magnitude do acumulo de
citrato parece ser dependente do potencial elétrico do tonoplasto e de sua concentracéo
citosdlica, e por consequencia do seu metabolismo, sendo o ciclo TCA a Unica fonte de
sintese, 0 que indicaria que o acumulo de citrato € regulado, primariamente, pela
respiracdo mitocondrial (Etienne et al., 2013). Ademaigcanfiguracdo metabdlica
observada em plantas attdt sugere um funcionamento ndo ciclico do ciclo TCA, de
modo que rotas alternativagam ativalas em resposta a auséncia funcional de attdt de
forma a supr a demanda de intermediarios metabdlicos, com a prodegmedgia, 0
gue explicaria, a0 menos em parte, a manutencdo do crescimento. Cumpre mencionar
também que diversas rotas alternativas sdo possiveis, incluindo bypassegasitosoli
mitocondriais e cloroplastidicos (Sweetlove et al., 2010). Os resultados obtidos sugerem
que a producdo de citrato eleva@apossivelmente proveniente de um maior
direcionamento do fluxo da glicélise para o ciclo TCA, mediante aumento das
atividades das enzimas PGK e PK (Tabela 5). Tal afirmativa € corroborada pelos niveis

de piruvato, oxaloacetato e acetil-CoA que estariam, em sua maioria, contribuindo
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diretamente para a formacéo de citrato que, por sua vez, culminaria com a producéo de
2-oxoglutarato, utilizado a posteriori na assimilagdo do nitrogénio formando, ao final,
glutamina. Considerando os niveis similares de piruvato e oxaloacetato entre plantas
mutantes e WL e a auséncia de alteracdes na atividade da enzima CS € possivel suge
que o préprio piruvato estaria formando oxaloacetato via acdo da piruvato carb®xilase
acetil-CoA pela piruvato desidrogenase (PDH) (Etienne et al.,, 2013). Isso ocorreria,
muito provavelmente, em resposta aos incrementos na atividade da enzima PK, que
forma piruvato, embora os metabdlitos das reacdes seguintes ndo apresentam diferencas
(Figura 9 e Tabela 5). Cabe ressaltar também que malato poderia atuar sobre os niveis
de NADH mitocondrial, mediante uma alta atividadeNddD -MDH, aliviando assim os

efeitos inibitérios sobre o complexo PDH (Igamberdiev et al., 2014), o que também
poderia explicar a reducdo nos niveis de malato. Ademais, a manutencdo nos niveis de
NAD e NADH entre os gendtipos (Figura 7A e B), sugere também que a atividade da
PDH néo esta sendo afetada.

N&o apenas aminoacidos derivados de oxaloacetato e 2-oxoglutarato (i. e. aspartato
e glutamina) apresentaram aumento nas plantas attdt (Figura 8), mas também diversos
outros aminoacidos que derivam das reacfes de transaminacdo (Ishihara et al., 2015).
Em conjunto com os maies teoles de nitrato nas folhas de plantas attdt ao meio do
periodo luminoso (Figura 4), os resultados sugerem que tais plantas estejam assimilando
mais nitrogénio que plantas Wque a demanda por esqueletos de carbono seja maior,

o0 que direcionaria o fluxo para formacdo de 2-oxoglutarato, que faz uma associacao
estreita entre o pool de aminoé&cidos e o ciclo TCA (Araujo et al., ZHilara et al.,

2015). Ademais, aminoacidos poderiam servir como doadores de elétrons alteenativos
cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias via sistema de transferéncia de
elétrons ETF/ETFQO (electron-transfer flavoprotein/electron-transfer
flavoprotein:ubiquinone oxidoreductase) (Araujo et al., 20Afadjo et al.,, 2011

Kirma et al., 2012), suprindo a demanda energética e garantindo a manutencédo do
cresciment@mplantas attdt.

Curiosamente, aumentos nos nivéis de aminoacidos em conjunto com a diminui¢ao
de intermediarios do ciclo TCA foi também observado em plantas sob estresse por
selenito. A presencga de selenito ocasiona um estimulo das vias anti-oxidativas dada a
capacidade desse composto em formar espécies reativas de oxigénio (ROS),
concomitantemente ao aumento da respiracao, atividade da oxidase alternativa (AOX) e

da via das pentoses fosfato (Dimkovikj and Van Hoewyk, 2014). Ademais, a atividade
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da G6PDH, enzima chave da via das pentoses fosfato, foi aumentada em plantas attdt
(Tabela 5); entretanto, metabalitos relacionados a fotorredpifeg. hidroxipiruvato e
glicolato) eao estresse oxidativo (i.e. desidroascorbato) ndo foram alterados (Figura 9 e
10). Nesse contexto, as maiores taxas respiratorias observadas em plantas attdt deve
ser causadas por motivos outros, ndo necessariamente relacionados a tolerancia a
estresse oxidativo. Assim, embaatividade anti-oxidativa n&o tenha sido abordada
neste trabalho, em funcdo dos resultados obtidos é plausivel sugerir que mecanismos
anti-oxidativos ndo estejam alterados. Esse fato a parte, plantas attdt parecem simular
metabolicamente uma situacdo de estresse por seca. Além de reducdo das taxas
fotossintéticas e condutacias essas plantas foram também caracterizadas posaumento
nos niveis de metabdlitos relacionados com prote¢cdo osmdtica (glicerol e galactinol),
metabolitos esses especificamente envolvidos na tolerancia a estresse por frio, alta
salinidade e seca (Taji et al., 2002). Cumpre mencionar também gue os niveis de malato
podem atuar também no controle do pH, mediante a sua sintese via atividade acoplada
de fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPCase) e malato desidrogenase (MDH) em
condicBes de alto pH citosélico, via degradacdo pela enzima malica em condi¢cdes de
baixo pH citosolico (Martinoia et al.,, 2007), ou também atuando na ativacdo de
mecanismos de tolerancia a estresse por aluminio (Kovermann et al M29@¥ et al.,

2011). Ademais, AttDT teve sua expressao fortemente correlacionada com alteracao do
pH do meio (Hurth et al., 2005). Tomados em conjunto, os resultados obtidos indicam
gue plantas attdt possam apresentar desempenho melhor quando sob condicdo de
estresss (i.e., limitacdo hidrica e aluminio), uma vez que mecanismos de regposta
esses estresses parecem estar previamente ativos. Ademais, considerando a manutencao
do crescimento mesmo sob baixas condutancias e, consequentemente, menores perdas
de &gua por transpiracao, € plausivel sugerir uma melhor performance desses genétipos
sob limitada disponibilidade hidrica. Espera-se que também em condi¢des de estresses
que alterem o pH e potencial redox celular, como observado em situacdes de hipoxia
(Irfan et al., 2010 Xu et al., 2015), plantas attdt tenham seu fenétipo drasticamente

alterado.

6. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Embora o crescimento tenha sido pouco ou nada afetado, a auséncia do

transportador AttDT afeta diretamente o metabolismo primario, ocasionando alteracdes
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em parametros de trocas gasosas bem como nos niveis de acidos organicos e
aminoacidos sem afetar pigmentos e protéinas. Em adicao, esse transportador parece ser
essencial para a manutencdo das concentracdes adequadas de &cidos organicos,
especialmente malato, no citosol. Estudos de fluxo metabzim plantas attdt podem

auxiliar a elucidacdo de como ocorre a diminuicdo dos niveis de malato foliar, bem
como a sintese de aminoacidos e sua real funcdo como fonte alternativa de energia
garantindo a manutencgéo do crescimento nessas plantas. Ademais, analises de expressao
de transportadores especificos de célula guarda podem trazer informacfes adicionais
sobre como o funcionamento dos estdmatos é efetivamente afetado quando o acumulo
de malato (e por extensdo fumaraéoglterado. Importante mencionar também ,que
submeter plantas attdt a estresses diversos, especialmente ®sfuessnvolam
alteracéo no pH citosélico, pode auxiliar no entendimento da fun¢éo do transportador na
tolerancia a estressedornecendo explicacbes varias em pesquisas envolvendo
tolerancias a estresses em plantas de interesse agronémico com implicacdes

biotecnoldgicas e na agricultura em geral.
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