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RESUMO

BRITO, Danielle Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2012.
Caracterizacao fisiologica do gene homoélogo ao transportador mitocondrial
sucinato-fumarato (SFC1) de Arabidopsis thaliana em Solanum tuberosum.
Orientador: Adriano Nunes Nesi. Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo Picoli,
Marcelo Ehlers Loureiro e Wagner L. Aratjo.

Este trabalho objetivou caracterizar o papel fisiol6gico do transportador mitocondrial
de sucinato-fumarato (mSFC1) em plantas de Solanum tuberosum. Para tanto,
introduziu-se no genoma da batata um cassete contendo um fragmento do gene que
codifica o SFC1 em Arabidopsis thaliana (AtmSFC1), cuja expressao foi reduzida
pela técnica de RNA de interferéncia (RNA1). Por meio da técnica de PCR em tempo
real a expressao do gene StSFC1, homologo a ArmSFCl1, foi quantificada. As linhas
com menor expressao foram posteriormente cultivadas em casa de vegetacao para as
andlises de trocas gasosas, parametros de fluorescéncia da clorofila a e de
crescimento, bem como andlises bioquimicas. Os resultados obtidos revelaram que,
apesar de as linhas transgénicas apresentarem uma maior biomassa na parte aérea, a
reducdo na expressao de StSFC1 ndo proporcionou nenhuma alteracdo fisiologica e
bioquimica significante nas varidveis analisadas em folhas. J4 em tubérculos,
observou-se um decréscimo significativo nos niveis de amido nas linhas
transgénicas, em relagdo ao controle. Os resultados obtidos sugerem que o gene
SFC1 em batata parece possuir uma fungdo fisiologica minoritaria em tecidos
autotroficos como folhas. Entretanto, em tecidos heterotroficos, como tubérculos em
desenvolvimento, a auséncia do transportador leva a alteragdes metabdlicas que

podem limitar o acimulo e/ou a sintese de amido nos amiloplastos.
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ABSTRACT

BRITO, Danielle Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July de 2012.
Physiological characterization of the homologous gene to the mitochondrial
succinate-fumarate carrier (SFC1) of Arabidopsis thaliana in Solanum
tuberosum. Adviser: Adriano Nunes Nesi. Co-advisers: Edgard Augusto de Toledo
Picoli, Marcelo Ehlers Loureiro and Wagner L. Aratjo.

This study aimed to characterize the role of the mitochondrial succinate-fumarate
carrier (mSFC1) in Solanum tuberosum. To this end, it was introduced into the potato
genome one cassette containing a gene fragment from Arabidopsis thaliana, which
encodes the ArmSFCI1, whose expression was reduced by the technique of
interference RNA (RNAi). Through the technique of real time PCR gene expression
of the StSFCI1, homologous to ArmSFCI1, was quantified. Lines with lower
expression were subsequently grown under standard growth conditions for the
analysis of gas exchange, chlorophyll a fluorescence parameters as well as growth
and biochemical analyzes. The results revealed that while transgenic lines present a
higher shoot biomass, reductions in the expression of StSFC1 did not culminate in
any significant changes in physiological and biochemical parameters analyzed in
leaves. By contrast, significant decreased levels of starch in tubers of the transgenic
lines, compared to the control, were observed. Those results suggest that theSFC1 in
potato seems to have a minor physiological function in autotrophic tissues such as
leaves. However, in heterotrophic tissues (e.g. tubers in development), the absence of
this carrier leads to metabolic changes that may limit both the accumulation and/or

synthesis of starch in amyloplasts.
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1 INTRODUCAO

A operacdo simultinea de vdrias vias metabdlicas é possivel gracas a
compartimentacao celular (Linka e Weber, 2010), fato este que se destaca como uma
caracteristica distintiva do metabolismo em células eucaridticas (Farré et al., 2001;
Lunn, 2007; Linka e Weber, 2010). Neste contexto, em células de tecidos
autotréficos, as diferentes rotas metabdlicas ocorrem principalmente em trés
organelas: cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos. Estas organelas participam de
processos  fundamentais como, fotossintese, fotorrespiracdo, respiragdo,
gliconeogénese e assimilacdo do nitrogénio (Laloi, 1999; Picault et al., 2004;
Sweetlove et al., 2007).

Para um adequado funcionamento, os processos metabdlicos necessitam de
trocas rdpidas de moléculas entre os diferentes compartimentos celulares. Esta
comunicacdo metabolica € facilitada pela presenca de proteinas especificas inseridas
em suas membranas.

Na membrana interna mitocondrial, o transporte de metabdlitos pode ser
mediado por proteinas carreadoras pertencentes a uma familia de transportadores
mitocondriais (Mitochondrial Carrier Family, MCF; Picault et al., 2004). Os
membros desta familia apresentam algumas caracteristicas estruturais em comum,
como estrutura priméria com trés dominios homdélogos em tandem, os quais contém
aproximadamente 100 aminodcidos de comprimento. Além disso, cada dominio
possui duas proteinas transmembrana do tipo a-hélice separadas por um ‘loop’
hidrofilico extramembrana (Picault ef al., 2004; Palmieri et al., 2011).

Essas proteinas sdo relativamente pequenas, com massa molecular entre 30-

34 kDa (Millar e Heazlewood, 2003; Picault et al., 2004; Palmieri e Pierri, 2010),



podendo transportar uma variedade de moléculas que variam desde H" a NAD"
(Palmieri et al., 2011).

A estrutura bisica comum a todos os membros da MCF sugere que todos
carreadores surgiram de uma unica sequéncia ancestral que foi duplicada e
diferenciada em védrios momentos. Contudo, a origem evolutiva da primeira proteina
mitocondrial ainda ndo foi completamente elucidada. Cumpre ressaltar que
provavelmente a estrutura tripartida dessas proteinas reflita também a estrutura da
primeira MCF (Haferkamp e Schmitz-Esser, 2012).

Registre-se, entretanto, que as proteinas pertencentes a MCF ndo sado
restritas apenas as mitocOndrias, mas também estdo presentes em outros
compartimentos celulares (Bouvier et al., 2006; Linka et al., 2008; Palmieri et al.,
2009; 2011; Palmieri e Pierri, 2010). Assim, investigacdes em nivel molecular e
bioquimico demonstraram que alguns membros da MCF em plantas podem também
estar presentes nas membranas de plastidios, como cloroplastos (Bouvier et al., 2006;
Palmieri et al., 2009).

Até o final dos anos 90, somente seis transportadores mitocondriais foram
sequenciados e caracterizados (Indiveri et al., 1997). Porém, com o advento da era
genOmica e pds-gendmica pelo menos 24 transportadores com caracteristicas
similares a MCF foram e estdo sendo estudados (Catoni et al., 2003; Picault et al.,
2004; Palmieri et al., 2008b). Contudo, o papel fisiolégico da maioria desses
carreadores ainda nao foi completamente esclarecido (Palmieri er al, 2011;
Haferkamp e Schmitz-Esser, 2012).

A caracterizagdo de alguns transportadores mitocondriais possibilitou
classificd-los com base em sua especificidade por substrato, sendo assim agrupados

em quatro subfamilias, a saber: (i) nucleotideos e dinucleotideos; (ii)
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di/tricarboxilatos e cetodcidos; (iii) aminoacidos; e (iv) outros substratos. Porém,
cumpre ressaltar que, um mesmo substrato, pode ser transportado por mais de uma
subfamilia, assim como uma mesma subfamilia, além de transportar
preferencialmente um determinado substrato pode também ter afinidade por outros
(Palmieri et al., 2011).

De um ponto de vista fisioldgico, dentre os transportadores até entdo
caracterizados, pode-se destacar, principalmente aqueles envolvidos na respiragao e
na sintese de ATP: (i) AAC (ADP/ATP Carrier), que catalisa o efluxo de ATP para o
citosol em um sistema de co-transporte com o ADP, cuja fun¢do € suprir ATP ao
citosol (Klingenberg, 2008); (i1)) UCPs (UnCoupling Proteins), que permitem o
retorno de prétons do espaco intermembrana para a matriz mitocondrial (Sweeetlove
et al., 2007); (ii1)) ADNT1 (Adenine Nucleotide Transporter), proteina que medeia o
transporte de ATP da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana em troca de
ADP citosélico (Palmieri et al., 2008a); (iv) NDT (Nicotineamide Adenine
Dinucleotide Transporter), localizado em cloroplastos (NDT1), e localizado em
mitocondrias (NDT2), ambos permitindo a importagdio de NAD" para o interior
destas organelas onde este atuaria como aceptor de elétrons; e (v) hd aqueles
transportadores diretamente envolvidos no ciclo de Krebs e na assimilag@o de nitrato,
como DTC (Dicarboxylate/Tricarboxylate Carrier), envolvido no transporte de
acidos di- e tricarboxilicos (e.g. 2-oxoglutarato), que € exportado da matriz
mitocondrial para o citosol onde participa em reacdes envolvidas na assimilagao de
nitrogé€nio (Picault et al., 2002), e DIC (DIcarboxylate Carrier) um transportador de
dicarboxilatos, (e.g. malato e 2-oxoglutarato) que sdo exportados do citosol para a

matriz mitocondrial. Percebe-se, portanto que esses transportadores caracterizados



até o momento t€m enorme importancia metabdlica estando associados a inimeros
processos celulares.

H4 quase uma década outro transportador mitocondrial, homdlogo ao
transportador de sucinato-fumarato (ACR1) de Saccharomyces cerevisae, foi
identificado em Arabidopsis thaliana (Catoni et al., 2003). Esse transportador foi
denominado ArmSFC1 (mitochondrial succinate-fumarate carrier 1). Estudos de
complementacao funcional realizados em leveduras mutantes, deficientes em ACRI,
sugerem que AtrmSFCI1 atue como transportador de sucinato do citosol para o interior
da matriz mitocondrial, ao passo que fumarato € transportado para o citosol (Catoni
et al., 2003). Foi verificado que a expressdo do gene que codifica o ArmSFCI1
(At5g01340) ocorre em varios Orgdos, a saber: folhas fonte e dreno, raizes, caules,
flores abertas e fechadas. Verificou-se ainda uma maior expressdao em flores nos
estadios iniciais do desenvolvimento e em raizes (Catoni et al., 2003). Em adic¢do,
estudos de expressdo g€nica in silico sugerem uma expressdo praticamente
constitutiva de AtrmSFC1 em vérios tecidos e em distintos estadios de crescimento da
planta, tais como: antese, senescéncia foliar, pélen maduro e na germinacdo deste,
assim como na diferenciacio e expansio das pétalas, dentre outros (Brito e Nunes-
Nesi, resultados nao publicados).

Acredita-se, portanto, que a expressdo de ArmSFCI1 em 6rgdos e tecidos
com alta atividade metabdlica, como descrito anteriormente, possa ser explicada, ao
menos parcialmente pela atividade do ciclo do glioxilato no glioxissomo, durante a
mobilizacdo de dcidos graxos como fonte de carbono para promover a germinagdo e
o estabelecimento da plantula (Eastmond e Graham, 2001; Kunze et al., 2006;
Graham, 2008). Esta atividade do ciclo do glioxilato resultaria em um maior

fornecimento de sucinato ao citosol, o qual é entdo importado pela mitocondria com
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a exportagdo de fumarato pelo transportador ArmSFC1, sendo entdo metabolizado
por reacdes do ciclo de Krebs na matriz mitocondrial (Palmieri et al., 1997; Catoni et
al., 2003; Pracharoenwattana et al., 2010). Neste contexto, acredita-se também que o
AtmSFCI represente a unica forma de importacio de sucinato do citosol pela
mitocondria. Por outro lado, a expressdao de ArmSFC1 em folhas maduras, que pode
estar relacionada com a mobilizacdo de reservas durante a senescéncia foliar, ndo
pode ser explicada simplesmente pelo aumento na atividade do ciclo do glioxilato,
como em sementes, uma vez que alguns dos genes envolvidos neste ciclo (e.g.
sintetase do malato e isocitrato liase) ndo tem seus niveis de expressdo elevados
durante a senescéncia foliar (Buchanan-Wollaston ez al., 2005; Taylor et al., 2010).

Percebe-se entdo, que ArmSFC1 parece estar envolvido em eventos cruciais
do ciclo de vida vegetal sendo de fundamental importancia o entendimento do papel
fisiolégico dessa proteina. Entretanto, apesar das evidéncias descritas, até o
momento, um unico trabalho foi realizado objetivando compreender a contribui¢do
fisiolégica desse transportador em plantas. Contudo, essa caracterizacio realizada em
A. thaliana permitiu apenas, a identificacdo de tecidos e 0rgdos vegetais onde essa
proteina € mais expressa (Catoni et al., 2003).

Salienta-se, assim, que o sequenciamento completo do genoma de outras
espécies vegetais como, arroz (2001), soja, (2008), milho (2009), e mais
recentemente a batata (2011), deu um maior respaldo e confiabilidade na utilizacao
dessas espécies, de grande valor comercial, em pesquisas com o intuito de verificar a
cinética e especificidade por substrato de transportadores de membrana. Neste
sentido, tubérculos de batatas (Solanum tuberosum), por exemplo, t€m sido utilizados
como um sistema modelo para estudar a estrutura e regulacdo de rotas metabdlicas

chaves do metabolismo heterotréfico (Riewe et al., 2008), especialmente na
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biossintese de amido (Geigenberger, 2003; Geigenberger e Fernie, 2006) e rotas
respiratdrias (Fernie et al., 2004). Desse modo, estudos fisioldgicos detalhados em
vdrias espécies sdo imprescindiveis para uma melhor compreensao da forma pela
qual o transporte de um determinado metabdlito € importante para o metabolismo
celular, tanto em tecidos autotréficos quanto em heterotréficos.

Diante do exposto acima e em fungdo da caracterizacdo bioquimica da
proteina SFC1 ndo ter sido ainda completa, constitui-se objetivo desta pesquisa
elucidar o papel fisiolégico de um gene homoélogo ao SFC1 de A. thaliana em plantas
transgénicas de batata. Assim, para identificar e compreender o possivel papel desse
transportador, estudos mais detalhados foram realizados em 6rgdos autotréficos e
heterotréficos. Os resultados obtidos sdo discutidos em funcdo do conhecimento

recente das interagdes metabdlicas entre diferentes vias metabdlicas.



2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Unidade de Crescimento de Plantas
(UCP), e nos Laboratérios de Nutricio e Metabolismo Vegetal e Molecular de
Plantas do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa,

Vigosa, MG, Brasil.

2.1 Clonagem e transformacao de plantas de Solanum tuberosum

Foi introduzido em plantas de Solanum tuberosum, via Agrobacterium
tumefaciens, um cassete contendo um fragmento do gene de Arabidopsis thaliana,
que codifica o transportador de sucinato-fumarato (SFC1; At5g01340) cuja expressao

foi reduzida via construgdo CaMV 35S-SFC1-RNAi (RNA de interferéncia) (Figura

1).
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Figura 1: Representacio esquematica da construcio RNAI utilizada para a producio
de plantas transgénicas de Solanum tuberosum. As setas representam os fragmentos do
gene SFC1 de Arabidopsis thaliana e o sentido de transcricdo. Nas extremidades das setas
estdo as enzimas de restricdo. Entre as setas estd a regido intergénica (o intron GA20). O
retingulo a esquerda representa a regido promotora (CaMV 35S), e o retingulo a direita

representa a regido terminadora (OCS).

Essa construgdo foi feita no Instituto Max Planck para Fisiologia Molecular
de Plantas (Golm-Potsdam, Alemanha) e as plantas transformantes foram

gentilmente cedidas pelo Dr. Alisdair R. Fernie.



2.2 Material vegetal e condicoes de cultivo

Apbés o processo de transformacdo, as linhas transgénicas de batata
(Solanum tuberosum L. cv. Desiree) foram cultivadas in vitro, em sala de
crescimento sob fotoperiodo 16h-luz/8h-escuro e temperatura média de 25 + 2°C,
mediante subcultivos em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com
2% de sacarose (p/v).

Antes de serem transferidas para casa de vegetacdo, as plantas de batata
foram aclimatadas durante duas semanas sob temperatura ambiente e luz artificial.
Na primeira semana, as plantas oriundas da cultura in vitro foram transplantadas para
recipientes plasticos transparentes com capacidade de 0,3 dm3, contendo uma folha
de papel Germtest® (5 cm?), o qual foi disposto no interior do recipiente como base
de apoio para a planta. Estes recipientes foram umedecidos com 4dgua comum,
mantendo o papel Germtest® umedecido facilitando a absor¢do de dgua através das
raizes. Em seguida, estes recipientes foram cobertos com sacos plasticos
transparentes simulando o ambiente da cultura in vitro. Apos trés a quatro dias sob
estas condi¢des, furos nos sacos plasticos foram feitos para favorecer a
evapotranspiracdo. Na segunda semana, as plantas foram transferidas para novos
recipientes pldsticos contendo substrato comercial Plantmax®. Estes recipientes
apresentavam furos em sua base e foram colocados numa bandeja contendo dgua, a
qual mantinha o substrato imido por capilaridade.

Ap6s a aclimatagdo, as plantas foram transferidas para vasos pldsticos com
capacidade de 3 dm?3 contendo substrato fertilizado com NPK na proporcao 4:14:8
sendo utilizado 10 kg de dessa formulagcdo para cada 25 kg de substrato e mantidos

em casa de vegetacdo com temperatura (com variacdo entre 15 e 28°C) e



luminosidade (com variacdo entre 60 e 600 umol m™ s™') ambiente. A irrigacdo foi
realizada de maneira a manter a umidade do substrato proxima a capacidade do vaso
definida como a mdxima retencdo de dgua no substrato depois que o excesso tenha
sido drenado.

Como controle dos experimentos foi utilizado plantas de batatas nao

transformadas da mesma cultivar, a saber Desiree.

2.3 Analise da sequéncia do gene SFC1

A sequéncia de aminodcidos da proteina SFC1 de Arabidopsis thaliana
obtida no site The Arabidopsis Information Resource-TAIR
(http://www.arabidopsis.org) foi utilizada para encontrar a sequéncia de aminodcidos
em Solanum tuberosum e Solanum lycopersicum, através da ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) no banco de dados Sol Genomics Network
(http://solgenomics.net/tools/blast/index.pl).

No banco de dados do Phytozome (http://www.phytozome.org) e Nacional
Center for Biotechnology Information (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) um
BLAST, também foi feito para encontrar peptideos homdélogos ao SFC1 de A.
thaliana. As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas pelo programa de
alinhamento multiplo ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw) e GENEDOC
(Nicholas e Nicholas, 1997). Foi utilizado o programa MEGA 5.0 (Tamura et al.,
2011) para a construgdo da arvore filogenética. O método utilizado para a construcao
da arvore foi o Neighboor-joining. Para avaliar a confiabilidade das &arvores
filogenéticas foi aplicado um bootstrap de 1000. Os organismos das quais as

sequéncias foram obtidas estdo listados na Tabela 1.



Tabela 1: Espécies, nimero de acesso no GenBank e descricao das proteinas
transportadoras pertencentes a MCF, cujas sequéncias obtidas no NCBI,
Phytozome e Sol Genomics foram utilizadas neste trabalho.

Espécie

Numero de acesso

Descricao

Brachypodium distachyon
Glycime max

Populus trichocarpa
Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum

Vitis vinifera

Ajellomyces dermatitidis
Arabidopsis thaliana
Candida albicans
Coprinopsis cinérea

Sacharomyces cerevisae

Capsella rubella
Citrus clementina
Manihot esculenta

Sorghum bicolor

Oryza sativa
Zea mays
Arabidopsis thaliana

Ricinus cummunis

Arabidopsis thaliana

XP003558152
XP003519192

XP002322991.1

%

XP002263020.1

EEQ84397.1
NP195754.1
EEQ46462.1

XP001830006.2

CAAR80973.1

ABF95404.1
NP001130180.1
NP196509

XP002530508.1

NP568894

NP190979.1

Proteina putativa: transportador de
sucinato/ fumarato

Transportador de sucinato/fumarato

Transportador di/tricarboxilico

Transportador mitocondrial
Proteina ndo caracterizada
Transportador dicarboxilico

Transportador tricarboxilico

Proteina desacopladora — UCP2

Proteina desacopladora — UCP1

* Numero de acesso ndo identificado.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225439382?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=MU9EBBWR016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/239607410?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=71&RID=NC5TY5PE012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15240954?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=Z927HGHZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238882824?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=62&RID=NC5TY5PE012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/299751039?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=48&RID=NC5TY5PE012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/396595?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=41&RID=MU9EBBWR016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/108707609?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=MU9EBBWR016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212275540?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=MU9EBBWR016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255579326?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=19&RID=MU9EBBWR016

2.4 Selecao das linhagens transgénicas de Solanum tuberosum
2.4.1 Preparacao das linhas transgénicas

As mudas transgénicas de batata apresentavam como agente de selecdo o
antibidtico canamicina (Kan). O gene que confere resisténcia a Kan é o neomicina
fosfotransferase (nprIl), o qual codifica um aminoglicosideo 3-fosfotransferase que
inativa este antibiético por fosforilacdo (Libiakova et al., 2001). Desse modo, plantas
com 20 dias de subcultivo foram individualizadas e transferidas para tubos de ensaio
contendo 12 mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 20 g L' de
sacarose. Para os testes de sobrevivéncia dos explantes ao antibidtico, foram
adicionados ao meio de regeneracdo 50 mg L de Kan (Barrell et al., 2002). Apo6s 30
dias de subcultivo, coletaram-se folhas completamente expandidas das plantas in

vitro para extracdo de DNA.

2.4.2 Extracao do DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada segundo Doyle e Doyle (1987).
Amostras de folhas (~30 mg), congeladas em nitrogénio liquido foram maceradas em
liquido até a obtengdo de um po fino. Apos a maceragdo adicionou-se 400 pL de
tampao de extracdo (Tris-HCl 100 mM, pH 8,0; CTAB 2%; EDTA 20 mM; NaCl 1,4
mM; PVP 1%; B-Mercaptoethanol 1uL mL") e mantido em banho-maria com
agitacdo leve a 60 °C por 20 minutos. Em seguida, foram adicionados nos tubos 400
pL de cloroférmio, sendo posteriormente homogeneizados no vértex por 5 segundos
e centrifugados a 16200 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Retirou-se 200
puL do sobrenadante, o qual foi transferido para outro tubo de 1,5 mL e acrescido 200

pL de isopropanol e incubados por 30 minutos a -20 °C. Apds este tempo, essa
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solucdo foi centrifugada a 16200 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado com 200 uL de etanol 70% (v/v). Este sobrenadante
foi posteriormente descartado, sendo o precipitado seco a temperatura ambiente. Em
seguida, o precipitado foi ressuspendido em 20 puL de dgua desionizada autoclavada.

Os tubos contendo DNA foram armazenados a -20 °C.

2.4.3 Triagem dos transformantes via PCR

Para selecionar os transformantes contendo a constru¢do RNAi para o gene
de interesse foi realizada uma reacdo de PCR, com oligonucleotideos especificos
para a regido do nptll (Tabela 2). Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% para a confirmag¢do do genétipo mutante. As
amplificacdes foram realizadas com a enzima Tag DNA polimerase (Phoneutria),
conforme as instrucdes do fabricante, em um termociclador programado para realizar
uma desnaturagdo inicial a 94 °C por 2 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos;
58 °C por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos, € uma extensao final de 72 °C por 1

minuto.

Tabela 2: Oligonucleotideos especificos para a regido do gene npfIl utilizados

para a confirmacio dos transgenes 35S-RNAi-SFC1 em Solanum tuberosum.

Identificacao Sequéncia
KAN 227 5’-AGTGACAACGTCGAGCACAG-3’
KAN 611 5’-GCGTTCAAAAGTCGCCTAAG-3’
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2.4.4 Analise de expressao via qRT-PCR

Apés quatro semanas em casa de vegetacdo, folhas totalmente expandidas
foram coletadas e utilizadas para isolamento de RNA total. Este foi extraido
utilizando o TRIzol® Reagente (Life Technologies) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Apds a extracdo, o RNA total foi submetido a um tratamento com DNase
RNase-free (Invitrogen™). As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro
ao comprimento de onda de 260 nm. A qualidade do RNA foi avaliada, conforme a
integridade das bandas do RNA ribossdomico em gel de agarose 1% (p/v).

A transcri¢do reversa foi realizada com 2 pg de RNA com o kit ImProm-
™ Reverse Transcription System (Promega, Brasil) utilizando Oligo (dT)s
seguindo as recomendacdes do fabricante. As sequéncias do gene StSFCI
(denominacdo SFC1 para Solanum tuberosum) foram desenhadas a partir de
sequéncias homologas de cDNA de Solanum lycopersicum, as quais eram homologas
a sequéncia de cDNA de Arabidopsis thaliana, utilizando QuantPrime-qgPCR primer
designed tool (http://www.quantprime.de). Como controle enddégeno, para
normalizagdo dos valores da expressdo génica, foi utilizado o oligonucleotideo, efl-a
(nimero de acesso: AB061263.1). Os oligonucleotideos utilizados para a
amplificacdo do gene enddgeno e do gene de interesse se encontram listados na
Tabela 3.

Todas as amostras foram amplificadas em triplicata segundo o seguinte
programa: 94 °C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 15 segundos, 56
°C por 15 segundos e 72 °C por 15 segundos. Para confirmar a presenga de um tnico
produto de amplificagdo, especifico para cada reagdo, uma curva de desnaturagao foi

realizada imediatamente apés a amplificacdo. Os produtos foram desnaturados a 94 °
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C por 15 segundos, e reanelados a 60 °C por 1 minuto e 94°C por 15 segundos. As
leituras foram realizadas em um equipamento Applied Biosystem StepOnePlus™

Software v2.0

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados na qRT-PCR em Solanum tuberosum.

Identificacao Sequéncia
StSFCa 5’-TATTGTCACGCCCTTTGAGGTG-3’
StSFCb 5’-AGGACTTAATCCTCTCTGCTGCTG-3’
eflaF 5’-ATTGGAAACGGATATGCTCCA-3’
eflaR 5’-TCCTTACCTGAACGCCTGTCA-3’

Os niveis de expressdo foram determinados pelo método comparativo do Cr

(Threshold Cycle) segundo Schmittgen e Livak (2008):

2%4¢T = [(Cr gene de interesse - Cy controle endégeno) amostra A —

(Cr gene de interesse - Ct controle endégeno) amostra B)]

A qualidade dos produtos de amplificacdo foi avaliada em gel de agarose

1% (p/v).

2.5 Analises fisiologicas

As trés linhagens de menor expressdo do gene StSFC1 foram selecionadas
para as avalicOes fisioldgicas descritas abaixo. Assim, as linhagens transferidas para

casa de vegetacdo foram: WT (controle) e as transgénicas, L86, L81 e L71.
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2.5.1 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A caracterizac¢do de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram feitas
em folhas completamente expandidas de plantas com quatro semanas na casa de
vegetacdo. Foi utilizado um sistema aberto com um analisador de gases a
infravermelho com fluordmetro acoplado (IRGA, Li-cor Inc. LI-6400XT, Lincoln,
EUA) para a determinagdo da taxa de assimilacdo liquida do carbono (A, umol CO,
m™~ s'l), condutancia estomadtica (gs, mol H,O m s'l), concentracdo interna de CO,
(G;, pmol CO, mol'l), transpiragdo (E, mmol m> s'l), fluorescéncia minima (Fy),
fluorescéncia maxima emitida (F,,) e os demais parametros relacionados a
fluorescéncia sob concentragdo de CO, e temperatura e vapor de 4gua ambientes. A
estimativa destes parametros relacionados a fluorescéncia procedeu-se conforme

descrito por Lima et al. (2002).

2.5.2 Analise da taxa respiratéria em tubérculos

A taxa de consumo de oxigénio em discos de tubérculos seguiu a
metodologia de Lytovchenko ez al. (2005) com algumas adaptacdes. Na 11° semana
dois discos frescos de tubérculos (6 mm de didmetro e 2 mm de espessura) foram
coletados para andlise da taxa de consumo de oxigénio. Estes discos foram
transferidos para uma camara de fase liquida no eletrodo de oxigénio (tipo Clark)
contendo 2 mL de solu¢do (10 mM MES/KOH, pH 6,5 e 20 mM de sacarose). Cada
leitura foi realizada durante 15 min. A camara foi lavada varias vezes antes de cada
subsequente amostra. Apds serem retirados os discos foram lavados com solugdo 10
mM MES/KOH, pH 6,5 antes de serem acondicionados na camara. Apds a leitura, os

discos foram pesados para normalizagdo.
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2.5.3 Parametros biométricos

Foram avaliados nimero, peso médio de tubérculos, e massas seca da parte

aérea e da raiz (Fernie et al., 2001).

2.6 Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas foram feitas em folhas e em tubérculos. Para as
andlises em folhas, dois discos foliares do segundo foliolo da terceira folha
completamente expandida foram coletados em quatro horérios distintos: 5 h, 12 h, 18
h e 00 h. Para as andlises em tubérculos, 30 discos por amostra foram coletados e
macerados no almofariz em nitrogénio liquido. Em um tubo de 1,5 mL, pesou-se 50
mg de massa fresca do macerado. As amostras foram armazenadas a -80 °C até a

realizacdo das andlises.

2.6.1 Processamento e extracio

As amostras acondicionadas nos tubos de 1,5 mL foram pulverizadas em
nitrogénio liquido e posteriormente os metabdlitos foram extraidos em etanol (Gibon
et al.,2004; Nunes-Nesi et al., 2005; 2007). Para as amostras foliares foram
adicionados em cada tubo 250 puL de etanol 98%, seguido de uma homogeneizagao,
incubacdo e agitacio por 20 min a 80 °C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 16200 x g a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi
coletado em um novo tubo de 2 mL e o precipitado submetido a duas novas extragdes
consecutivas com 150 pL e 250 pL de etanol 80% e 50%, respectivamente. Os

extratos etandlicos foram combinados num mesmo tubo para posterior quantificacao
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dos metabdlitos. O precipitado foi lavado duas vezes em etanol 80% e armazenados a
-20 °C, para posterior quantificagdo de amido e proteina (Gibon et al.,2004).
As aliquotas de etanol 98, 80 e 50% para os tubérculos foram 500, 300 e

500 pL respectivamente sendo adotados os mesmos procedimentos de extragao.

2.6.2 Determinacao dos pigmentos em tecidos foliares

Para quantificacdo dos pigmentos foi utilizado o protocolo descrito por
Porra et al. (1989). Apds a extracdo, foram homogeneizados em uma microplaca de
96 pocos 25 uL do extrato etandlico, 25 uL de etanol 80% e 120 puL de etanol 98%.
Por meio de um leitor de microplacas, modelo OptiMax Tunable Microplate Reader,
foram feitas leituras de absorbancias de cada amostra a 645 e 665 nm. Uma vez
obtidas as absorbancias foram calculadas as concentracdes de clorofilas a e b pelas

equacgdes A e B, sendo o contetdo total normalizado pelo peso fresco da amostra.

A- Clorofila a= 5,21*Abs665 — 2,07*Ab8645

B- Clorofila b= 9,29*Ab$645 — 2,74*Ab8665

2.6.3 Determinacio de acicares

Os teores de glicose, frutose e sacarose foram determinados na fragdo
soluvel em etanol segundo Fernie et al. (2001). Para uma microplaca de 96 pogos foi
preparada uma mistura contendo tampao (HEPES/KOH 0,1 M, MgCl, 30 mM pH
7,0), ATP 3mM, NADP 1,4mM e 56 U de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
[Smg mL"]. Uma vez preparada a mistura, 160 uL da mesma foi adicionada a cada

poco da microplaca, a qual foram acrescidos 25 pL do extrato etandlico e 25 puL de
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etanol 80%. No mesmo leitor de microplacas descrito acima, foram feitas leituras de
absorbancias das respectivas amostras a 340 nm em intervalos de um minuto. Uma
vez estabilizada a OD foram adicionadas sucessivamente 10 pL de hexocinase
[1,5U/pogo], 10 puL de fosfoglicose isomerase [1,5U/poco] e 10 puL de invertase
[5U/pogo]. O volume final de cada poco ndo pode exceder 240 uL, uma vez que a
equacgdo utilizada para a quantificacdo estd baseada na Lei de Beer-Lambert. Os
valores da equacdo foram estabelecidos conforme o volume final da solucdo na
placa. Para calcular a concentracdo dos respectivos agucares foi utilizada a equagao

abaixo:

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

2.6.4 Determinaciao de aminoacidos totais

Para quantificacdo do conteido de aminodcidos totais foi utilizado o
protocolo descrito por Gibon et al. (2004). Em uma microplaca foram adicionados
em cada poco 50 ul de tampao citrato 1 M, pH 5,2 com écido ascérbico 0,2% (p/v),
25 uL do extrato etandlico, 25 puL de etanol 70% (v/v) e 100 puL de solucdo de
ninhidrina 1% (p/v em etanol 70%) totalizando um volume final, em cada poco, de
200 pL. Em seguida, a placa foi selada com uma fita de aluminio, resistente a alta
temperatura (3M® Modelo 425 HD) e incubada por 20 min a 95 °C. Apés a
incubacdo, as placas foram centrifugadas por 10 segundos a 9600 x g e
posteriormente, as amostras foram transferidas para uma nova microplaca e foram

feitas leituras a 570 nm.
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Para a determinagdo do contetiido total de aminodcidos nas amostras, foi
realizada uma curva padrdo de Leucina nas seguintes concentragdes: 0, 0,01, 0,025,
0,05, 0,01 e 0,25 mM. Uma vez estimadas as concentracdes de aminodcidos em cada

poco, os valores foram normalizados pelo peso fresco da amostra.

2.6.5 Determinacao de nitrato

O conteudo de nitrato foi realizado seguindo o protocolo descrito por Fritz
et al. (2006). Em uma microplaca (P1) foram adicionados em cada poco 10 puL de
tampdo, constituido de tampao fosfato 1M, pH 7,5 e 0,5 uL de NADPH na
concentracdo de 50 mM preparado em NaOH 5 mM, 10 pL de nitrato redutase
[0,005U/pogo preparada em tampao fosfato 0,1M], 29,5 uL de H,O e 50 pL do
extrato etandlico para as andlises em folhas e 10 uL paras as anélises em tubérculos.
Na presenca da nitrato redutase (NR), o nitrato € reduzido a nitrito. De maneira a
descontar o conteido de nitrito jd presente nas amostras e quantificar apenas o
conteddo de nitrito oriundo da redu¢do do nitrato, outra microplaca (P2) foi montada,
na qual a enzima NR ndo foi adicionada sendo essa aliquota substituida por 10 uL de
H,0. Uma vez montada as duas placas, estas foram incubadas no escuro por 30
minutos a 25 °C. Passado este tempo, foram adicionados a cada pogo das respectivas
placas 15 uL de fenazinametosulfato 0,25mM, e em seguida, incubadas novamente
por mais 20 min a 25 °C. Posteriormente, foram adicionados 60 puL de sulfanilamida
1% (p/v em 4&cido fosférico 3M) e 60 uL de Dicloridrato de N-(1-naftil)-
etilenodiamina 0,02% (p/v). Por fim, ambas as placas foram incubadas por mais 10
min a 25 °C, e em seguida lidas em um leitor de microplacas a 540 nm. Para

determinar apenas o conteido de nitrato presente nas amostras, o valor da
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absorbancia de cada amostra da microplaca P1 foi subtraido do valor da absorbancia
da microplaca P2.

Para a determinac@o do contetdo total de nitrato nas amostras, foi realizada
uma curva de calibragc@o de nitrato utilizando KNOs; nas seguintes concentragdes: 0;
0,4; 0,8; e 1,6 uM, para amostras provenientes das folhas e 0; 0,4; 0,8; e 1,6 mM para
os tubérculos. Uma vez calculado as concentracdes de nitrato nos pogos, os valores

foram normalizados pelo peso fresco da amostra.

2.6.6 Determinacao de malato e fumarato

Em uma microplaca, foram adicionados, em cada pogo, 25 uL de tampao
(Tricina/KOH 0,4M, pH 9), 10 uL de MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-
2,5-difeniltetrazélio 10 Mm), 5 uL de NAD" [60 mM], 2 uL de fenazinaetosulfato
[20 mM], 10 uL de Triton X100 10% (v/v), 33 uL de H,O e 10 uL do extrato
etandlico. Em seguida, através de um leitor de Elisa (anteriormente mencionado)
foram lidas as absorbancias das respectivas amostras a 570 nm em intervalos de um
minuto. Uma vez estabilizada a OD foram adicionadas sucessivamente 10 pL de
malato desidrogenase [1000U mL" em tampdo tricina 0,4M, pH 9] e 10 uL de
fumarase [100U mL"' em tampdo tricina 0,4M, pH 9]. Para calcular a concentra¢io
de malato e fumarato nas amostras, uma curva, utilizando acido malico e &acido
fumadrico, foi preparada com as seguintes concentragoes: 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25;
1,5; 2,0 mM, para as andlises em folhas. J4 para as andlises em tubérculos preparou-
se a curva padrao nas seguintes concentracoes: 0; 150; 300; 450; 600; 800; 1000 uM.
Uma vez calculado as concentracdes de malato e fumarato nos pogos, os valores

foram normalizados pelo peso fresco da amostra.
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2.6.7 Determinacao de proteina

Para quantificacdo do conteiddo de proteina total foi utilizado o protocolo
descrito por Gibon et al. (2004). Aos tubos contendo o precipitado, correspondente a
fracdo insoldvel em etanol, foram adicionados 400 uL de NaOH 0,IM. Apods
ressuspender o precipitado, as amostras foram incubadas por 1 hora a 95 °C sob
agitacdo de 808 x g. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 16200 x g por 5
minutos. Em seguida, retirou-se 2 uL. do sobrenadante, o qual foi adicionado em uma
microplaca contendo em cada poco 180 puL de reagente de Bradford 1/5. Em um
leitor de microplacas as absorbancias foram determinadas a um comprimento de
onda de 595 nm. Quanto ao conteido de proteina de cada amostra, esta foi
determinada através de uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA)
composta com as seguintes concentragdes: 0; 0,08; 0,16; 0,24; 0,32; 0,40; 0,60; 0,80
ug uL"! de proteina. O contetddo de proteina foi normalizado pelo peso fresco das

amostras.

2.6.8 Determinacao de amido

Aos tubos contendo o precipitado suspenso em NaOH 0,1 M utilizado na
determinagdo de proteina, foram adicionados 70 pL de &cido acético 1M para a
neutralizacio do extrato. Os tubos foram entdo agitados com auxilio de um agitador
de tubos e em seguida 40 pL da suspensao foram coletados e dispostos em cada poco
da microplaca. Para degradacdo do amido foi preparado um mix contendo as enzimas
amiloglicosidase e a-amilase ressuspendidas em acetato de sddio 0,5M pH 4,9 (na
proporcdo de que para cada 25 mL de acetato de s6dio 0,5M pH 4,9, utiliza-se 500

uL de amiloglicosidase e 5 uLL de a-amilase). Desta solucao, retirou-se 60 puL, o qual
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foi adicionado aos 40 uL da suspensdao previamente adicionados nos pocos da
microplaca. Em seguida, a placa foi selada com uma fita de aluminio resistente a alta
temperatura e incubada por 1 hora a 55 °C. Passada esta etapa, as placas foram
centrifugadas por 10 segundos a 9600 x g e, em seguida 50 uL (para folhas) e 10 uLL
(para tubérculos) da suspensdo foi transferido para uma nova placa onde foram
adicionadas a cada poco 160 puL de tampao (HEPES/KOH 0,1 M, MgCl, 30 mM pH
7,0), ATP 3mM, NADP 1,4mM e 80uL de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)
[0,7U pL’l]. Por meio de um leitor de microplacas, mencionado anteriormente, foram
lidas as absorbancias das respectivas amostras a 340 nm em intervalos de um minuto.
Uma vez estabilizada a OD foram adicionados 10 pLL de hexoquinase [2U/poco].
Para calcular a concentracdo de glicose e, por sua vez o conteido de amido, foi
utilizada a equacdo abaixo. Os valores foram normalizados pelo peso fresco dos

discos das amostras.

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

2.7 Incubacao de discos de tubérculos com [14C]-Glicose
2.7.1 Incubacao com [1-14C]-Glicose e [3,4-14C]-Glicose

Seguindo o protocolo de Nunes-Nesi et al. (2005), com algumas
modificagdes, tubérculos em desenvolvimento foram removidos das plantas com
onze semanas de idade. Foi retirado um cilindro (8 mm de didmetro), e cortado em
discos de (1-2 mm de espessura). Estes discos foram lavados vdrias vezes em tampao
(10 mM MES/KOH, pH 6,5). Em seguida, os discos (dez de cada genétipo) foram
colocados em um Erlenmeyer de 125 mL contendo 10 mL de meio de incubacao (10

mM MES/KOH, pH 6,5; 50 mM de glicose ndo marcada; e 0,074MBg/frasco de [1-
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14C]—Glc: ou [3,4—14C]—Glc, estas duas em frascos distintos) e incubados por 6 h sob
agitacdo de 80 rpm. Os frascos foram vedados com parafilme, e o 10, foi coletado
em 0,5 mL de solugdo KOH 10% (p/v), sendo posteriormente quantificado por um
contador de cintilacdao liquida. Apdés o término do experimento, os discos foram

lavados, secos em papel toalha e a massa fresca foi determinada.

2.7.2 Incubacio com [U-14C]-Glicose

Seguindo o protocolo de Nunes-Nesi et al., (2005) com algumas alteragdes,
adicionou-se ao meio de incubacdao 0,037MBg/frasco de [U-"C]Glc e 50 mM de
glicose ndo marcada. As amostras ficaram incubadas por 5 h, sendo coletados dois
discos por frasco em cinco tempos distintos: 30, 60, 120, 240; e 300 minutos. Os
discos foram lavados com solucdo tampdo, pesados, congelados em nitrogénio
liquido e armazenados a — 80 °C. O 14COz foi coletado em 0,5 mL de solugao KOH
10% (p/v), sendo posteriormente quantificado por contador de cintilagdo liquida. A

massa fresca foi determinada como indicado no item anterior.

2.8 Analises estatisticas

O experimento consistiu de quatro gendtipos com seis repeti¢cdes de cada. O
delineamento foi inteiramente casualizado. A unidade experimental foi composta por
uma planta por vaso. Testes ¢ foram realizados utilizando o algoritmo incorporado no
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Seattle, WA, EUA). Variancias desiguais
foram assumidas e tomadas em consideragdao nos calculos. Foram considerados

significativos os valores com P < 0,05 com o teste .
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3 RESULTADOS

3.1 Analise da sequéncia do gene SFC1

A sequéncia de aminodcidos do transportador mitocondrial SFC1 de A.
thaliana codificado pelo gene At5g01340 (banco de dados TAIR) foi utilizada em
uma busca por sequéncias de aminodcidos homodlogos a este transportador para as
espécies S. tuberosum e S. lycopersicum. Essa busca foi feita no banco de dados da
familia Sonalaceae no website Sol Genomics Network
(http://solgenomics.net/tools/blast/index.pl).

Os genes encontrados em tomate € em batata codificam uma proteina de 309
aminodcidos, semelhantemente a proteina encontrada em A. thaliana. Ressalte-se,
também, que essas proteinas apresentam dominios conservados caracteristicos de
todos os membros pertecentes a familia MCF. Além disso, o alinhamento realizado
indicou uma elevada similaridade destas proteinas com o SFC1 de A. thaliana (79%
para batata e 80% para tomate; Figura 2 e Tabela 4).

Utilizando a sequéncia de SFC1 de A. thaliana realizou-se uma busca de
sequéncias similares em bancos de dados, utilizando a ferramenta BLAST na pagina
do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e também na pagina do PHYTOZOME
(http://www.phytozome.org). Essa andlise permitiu a identificacdo de algumas
proteinas putativas como sendo membros da familia MCF. Estas sequéncias foram
alinhadas e também revelaram alto grau de similaridade ao transportador SFC1 de A.
Thaliana (Figura 2). Essas proteinas tém sido descritas como proteinas putativas ao
passo que outras encontradas no Phytozome sdo descritas como transportadores de
acidos di-tricarboxilicos. As espécies e a similaridade com a sequéncia de SFCl1

estdo apresentadas na Tabela 4.
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Figura 2: Alinhamento entre sequéncias de aminoacidos de transportadores mitocondriais de algumas espécies homoélogos ao SFC1 de
Arabidopsis thaliana. Os residuos similares ou idé€nticos entre os membros da familia estdo indicados pelo sombreado em preto, ja os residuos
conservados estdo indicados pelo sombreado em cinza. Os niimeros indicam a posi¢do dos aminodcidos. O nimero de acesso de cada proteina esta
listado na Tabela 1. As linhas continuas foram colocadas abaixo do motivo conservado, o qual € -caracteristico da familia MCF.
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Tabela 4. Similaridades entre a sequéncia de aminoacidos do SFC1 de

Arabidopsis thaliana com a de outras espécies.

Espécie Similaridade (%)
Solanum lycopersicum 80
Solanum tuberosum 80
Vitis vinifera 80
Populus trichocarpa 82
Ricinus communis 84
Oryza sativa 79
Glycine max 78
Zea mays 76
Sacharomyces cerevisae 31

Para uma melhor caracterizacdo da sequéncia de aminodcidos encontrada
em batata, efetuou-se uma andlise filogenética (Figura 3). Para tal, utilizou-se
sequéncias de aminodcidos da proteina SFC1 de A. thaliana e de algumas leveduras,
bem como outros transportadores mitocondriais de di-e tricarboxilatos e proteinas
putativas de diferentes espécies vegetais obtidas com base na ferramenta BLASTP.
Utilizou-se, ainda proteinas desacopladoras de A. thaliana, também classificadas
como membros da familia de transportadores mitocondriais (Picault et al., 2004). Foi
possivel observar que os agrupamentos formados entre os diferentes transportadores
mitocondriais estdo relacionados com a proximidade taxondOmica. Nesta andlise,
notou-se também que as proteinas desacopladoras (UCP1 e UCP2) formaram um

grupo monofilético confirmando uma alta homologia entre estes transportadores.
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Figura 3: Analise filogenética a partir de um alinhamento multiplo pelo ClustalW
(http://www.genome.jp/tools/clustalw) e GENEDOC (Nicholas e Nicholas, 1997) de
sequéncias de aminoacidos homologos ao SFC1 de Arabidopsis thaliana e outros
transportadores mitocondriais. A 4rvore, tendo como grupo externo o ACRI
(transportador de sucinato-fumarato) de Sacharomyces cerevisae, foi obtida pelo método de
Neighboor-joining através do programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). Os ndmeros
préoximos aos ramos indicam a porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap nas quais
as ramificacdes foram observadas com base em 1000 replicatas. O nimero de acesso de cada

espécie estd listado na Tabela 1.
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A proteina AtmSFC1 se agrupou com o transportador de di-tricarboxilato
(DTC) de Capsella rubella e préximo de outros DTCs de outras espécies, o que
sugere que esta proteina, também possa transportar tricarboxilatos. Considerando a
proximidade entre a proteina de S. tuberosum e o AtmSFC1 de A. thaliana, é
plausivel assumir que essa proteina em batata seja, também o transportador de

sucinato-fumarato, bem como possa ter afinidade por di-tricarboxilatos.

3.2 Selecao das linhagens de Solanum tuberosum

Ap6s a transformacdo 25 plantas foram obtidas. Estas foram cultivadas em
(Meio MS + Kan). Das plantulas cultivadas em meio seletivo, apenas 56%
desenvolveram raizes e destas coletou-se folhas para a confirmagdo do cassete
contendo a sequéncia do gene de A. thaliana que codifica o transportador SFC1.

Essa confirmagdo foi realizada pela técnica de PCR, utilizando
oligonucleotideos especificos para o nptll (Tabela 2). Através da amplificacdo feita a
partir do DNA genomico, a transformacdo foi identificada apenas em seis linhas .
Ap0s esta triagem de transformantes por PCR, os transformantes identificados foram
propagados in vitro e submetidos a andlise de expressdo génica.

Para a andlise de expressdo génica, seis plantas de cada linha, selecionada
por PCR, foram levadas para casa de vegetacdo. Na quarta semana de cultivo, folhas
de batatas foram coletadas para extracdo de RNA e posterior andlise de expressao via
gRT-PCR (Schmittgen e Livak, 2008). Por meio desta andlise, verificou-se que as
seis linhas pré-selecionadas por PCR apresentaram reducdo significativa na
expressdo do gene StSFC1 (Figura 4). Para posterior caracterizacgao fisiologica das

linhas transgénicas, selecionou-se as linhas que apresentaram menor expressdao do
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gene StSFCI1. Os gendtipos 186, L81 e L71 foram selecionados apresentando

reducdes de 38, 45, e 50%, respectivamente, na expressdo do gene StSFC1.

1,2

1,0

0,8 1

0,6 - * =

Valores Relativos

0,4 -

0,2 -

0,0 - T T T T
WT L86 L81 L71 L87 L77 L78

Linhas

Figura 4: Analise da expressao do SFC1 em tecidos foliares de plantas transgénicas de
Solanum tuberosum. Os niveis relativos de transcritos de SFC1 determinados pelo método
comparativo (2**“") foram determinados por reagio de PCR quantitativo em tempo real
(gqRT-PCR) utilizando oligonucleotideos especificos, os quais estdo descritos na Tabela 3. O
fator de alongamento 1-o (EF1-a), gene constitutivo de Solanum tuberosum, foi utilizado
para normalizacdo. Os niveis de transcritos normalizados das linhas SFC1-RNAi sdo
mostrados em relagdo ao nivel de transcritos normalizados de SFC1 em plantas do tipo
selvagem. O asterisco indica diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teste - ¢
comparado com o controle WT. Valores representam médias + erro padrio de seis repeti¢des

independentes por linhagem.

3.3 Analises fisiologicas
3.3.1 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Uma vez confirmada a reducdo na expressao do gene de interesse nas linhas
selecionadas, os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo com as trés

linhas de menor expressao e o selvagem, como controle.
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Para se determinar a irradiancia saturante a ser utilizada nas determinagdes
de fotossintese liquida de folhas de batata, avaliou-se as respostas fotossintéticas em

diferentes intensidades luminosas. Foi utilizada uma sequéncia decrescente (1500,
1200, 1000, 800, 600, 400, 200, 100, 50, 25, 10, 0 pumol de fétons m™> s™) de
irradiancia (Anexo 1). Valores de irradidncia superiores a 900 pmol de fétons m™ s™
nio se traduziram em incrementos nas taxas de fotossintese. Partindo deste resultado,
estabeleceu-se a irradiancia de 1000 pmol de fétons m> s'l, como valor saturante,
mas nao fotoinibitdrio, para as medi¢des dos pardmetros de trocas gasosas.

Para a determinacdo do hordrio no qual as avaliagdes de trocas gasosas
seriam realizadas, acompanhou-se também, a variacdo diurna da fotossintese liquida,
constatando-se um decréscimo da mesma ao longo do dia (Anexo 2). Com base neste
experimento, estabeleceu-se que as leituras da fotossintese e das varidveis associadas
seriam realizadas entre as 7:00 e 11:00 horas da manha.

De maneira geral, observou-se apenas, uma pequena redu¢do nas taxas de
assimilacdo liquida de CO, (Figura 5A) e de transporte de elétrons (Figura 5B).
Apesar de uma clara tendéncia de reducdo nos parametros avaliados, a redu¢do na

expressao de StSFC1 ndo afetou significativamente nenhum dos pardmetros de trocas

gasosas e fluorescéncia da clorofila @ mensurados (Figuras 5C, D, E e F).
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Figura 5: Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila @« em plantas
transgénicas de Solanum tuberosum com reducdo na expressio do gene StSFCI.
Andlises foram efetuadas em plantas com quatro semanas de cultivo em casa de vegetacgao.
(A) Assimilacio liquida de carbono, (B) taxa de transporte de elétrons, (C) F,/F,,, maxima
eficiéncia fotoquimica do fotossistema II, (D) condutancia estomaética (g,), (E) respiracdo no
escuro, (F) transpiracdo. Valores representam médias + erro padrdo de seis repeti¢des

independentes por linhagem.
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3.3.2 Parametros de crescimento

De maneira geral, ndo foi observada alteracdo morfolégica macroscopica
dos 6rgdos vegetativos nas linhas transgénicas em relacdo ao controle (resultados ndao
mostrados), fato este que provavelmente ndo esteja diretamente relacionado com a
reducdo na expressao do gene StSFCI.

A massa seca total das linhas transgénicas L86 e L71 foi superior as plantas
controle, sendo estes valores estatisticamente significativos (Figura 6A). Este
aumento foi proporcional ao aumento na massa seca da folha (Figura 6B) e do caule
(Figura 6C) nestas linhagens, cujos valores quando comparados ao controle, também
foram estatisticamente diferentes. Em relacdo a proporcao de massa seca alocada nas
raizes, verificou-se que apesar das linhas transgénicas apresentarem valores
superiores aos das plantas controle, apenas a L.86 apresentou maior massa seca neste
orgdo (Figura 6D). Para a razdo raiz/parte aérea, observou-se a mesma resposta,
confirmando que houve maior alocacdo de massa seca para o sistema radicular da
L86 em relacdo as plantas controle. J4 as plantas transgénicas L81 e L71,
apresentaram valores proximos as plantas controle (Figura 6E).

As linhas transgénicas ndo apresentaram diferenca significativa comparadas

com o controle no que diz respeito a altura final das plantas (Figura 6F).
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Figura 6: Crescimento de plantas transgénicas de Solanum tuberosum com reducio na
expressao do gene SfSFC1. Biomassa acumulada em plantas transgénicas e em plantas
selvagens apds cinco semanas de cultivo. (A) Massa seca total da planta; (B) Massa seca da
folha; (C) Massa seca do caule; (D) Massa seca da raiz; (E) Razdo raiz/parte aérea; (F)
Altura. Valores representam médias + erro padrdo de seis plantas independentes por
linhagem. Asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teste - ¢

comparado com o controle WT. MS= Massa seca.
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3.4 Analises bioquimicas

Para uma caracterizacdo mais detalhada do papel fisioldgico da proteina
StSFC1 andlises bioquimicas foram realizadas em folhas completamente expandidas.
Para tanto, amostras foliares foram coletadas ao longo de um ciclo diurno (24h) em

quatro hordrios distintos.
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Figura 7: Alteracées ao longo do dia nos contetidos de pigmentos foliares de plantas
transgénicas de Solanum tuberosum com reducio na expressao do gene StSFCI.
Analises foram efetuadas em plantas com cinco semanas de cultivo em casa de vegetagao.
(A) clorofila a, (B) clorofila b, (C) razio clorofila a/b. As coletas foram feitas em quatro
horérios distintos: 5h da manhd (antemanhd); 12h (meio-dia); 18h (final do dia); ¢ OOh
(noite). As linhagens estdo representadas por barras, as quais foram agrupadas segundo o
hordrio. Valores representam médias + erro padrdo de seis plantas independentes por

linhagem.
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Observou-se que ndo houve diferenca significativa nos hordrios analisados
nos contetdos de clorofila a e b, bem como na razio entre esses dois pigmentos das
linhas transgénicas quando comparadas ao controle. (Figura 7A, B e C,
respectivamente). Cumpre ressaltar, entretanto, que houve uma leve tendéncia de
reducdo no conteddo de clorofila b no hordrio de 12h nas linhas transgénicas em
relacdo ao controle (Figura 7B).

Determinou-se também o conteddo de metabdlitos chaves do metabolismo
do carbono e do nitrogénio (Figura 8). Verificou-se que os niveis foliares de aguicares
soluveis (glicose, frutose e sacarose, Figura 8A, B e C, respectivamente)
apresentaram, de forma geral, apenas incrementos marginais, o que ndo se refletiu
em diferencas significativas estatisticamente. Com excec¢do a essa afirmativa, a L81
apresentou maiores valores de frutose no meio do periodo luminoso em relagdo ao
controle. O contetdo de sacarose para esta mesma linha, no horario de 00h (meia-
noite) apresentou-se inferior ao do controle (Figura 8C).

Os niveis de amido, malato e fumarato (Figura 8D, E e F, respectivamente)
ndo foram significativamente alterados em nenhum dos hordrios avaliados, com
excegdo da L81, no horario de 00h, que apresentou uma leve reducdo nos niveis de

amido sendo significativo em relagdo ao controle.
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Figura 8: Alteracoes ao longo do dia nos conteidos de metabélitos chaves do
metabolismo do carbono e do nitrogénio em folhas de plantas transgénicas de Solanum
tuberosum com reducio na expressiao do gene SfSFC1. Andlises foram efetuadas em
plantas com cinco semanas de cultivo em casa de vegetacdo. As linhagens estdo
representadas por barras, as quais foram agrupadas segundo o hordrio. (A) glicose, (B)
frutose, (C) sacarose, (D) amido, (E) malato, e (F) fumarato. As quantificacdes foram feitas
em quatro horarios distintos: 5h da manha (antemanha); 12h (meio-dia); 18h (final do dia), e
00h (noite). Valores representam médias + erro padrdo de seis plantas independentes.
Asteriscos indicam diferenga significativa (P < 0,05), segundo o teste - t comparado com o

controle WT. MF= Massa fresca.
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Em relacdo aos niveis de aminodcidos totais, observou-se que no periodo da
antemanha (5h) houve uma tendéncia de maior concentragdo deste metabdlito nas

plantas transgénicas em relacdo ao controle (Figura 9A).

8
 wT
A 3 Lse
Il 81
w 6 — wn
=
S
LL
S =
S - 4
£ &
<t
=3 2
0
s B
L
© = 4 1
R
2 o
S o
o &
2 4
0 -1 L |
0,08 { C
L i
<L 0,06
o —
"c—s‘ 1
s o
= 5 0,044
€
=
0,02 { *
0,00 - L
5h 12h 18h 00h

Horarios

Figura 9: Alteracoes ao longo do dia nos contetidos de metabdlitos chaves em folhas de
plantas transgénicas de Solanum tuberosum com reducio na expressao do gene StSFCI1.
Analises foram efetuadas em plantas com cinco semanas de cultivo em casa de vegetacdo.
As linhagens estdo representadas por barras, as quais foram agrupadas segundo o hordario.
(A) aminodacidos totais, (B) proteina total, e (C) nitrato. Valores representam médias + erro
padrdo de seis plantas independentes. Asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05),

segundo o teste - t comparado com o controle WT. MF= Massa fresca.
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As concentragdes foliares de proteina mantiveram-se praticamente
constantes ao longo do dia (Figura 9B), enquanto para as de nitrato observou-se, no
horéario de 5h, um decréscimo significativo (P <0,05), apenas para L81 em relagdo as

plantas controle (Figura 9C).

3.5 Analises bioquimicas em tubérculos

Apesar das alteragdes observadas para a biomassa em 6rgados da parte aérea,
os efeitos da baixa expressao de StSFC1 em folhas foram relativamente minoritérios.
Assim, de posse dos resultados obtidos, € plausivel sugerir que aparentemente a
baixa expressdo de SfSFCI1 ndo teria uma implicagdo fisioldgica e bioquimica
relevantes em Orgdo autotréficos, como em folhas completamente expandidas.
Todavia, mais estudos sd@o necessarios para comprovar essa afirmacao, visto que (i)
outros transportadores podem ser importantes na auséncia de SFC1 ou (ii) pode
haver uma redundancia entre os transportadores, como observado nas andlise
filogenéticas, e ainda (iii) reajustes metabdlicos podem ter ocorrido de forma garantir
o transporte de outros dcidos organicos e assim suportar a falta de SFC1.

Em funcdo da importancia do metabolismo dos 4cidos organicos em 6rgdos
heterotréficos, como tubérculos e frutos (Geigenberger et al., 2000; Centeno et al.,
2010), um outro experimento foi realizado com o objetivo de investigar alteracdes
metabdlicas nos tubérculos de plantas com reducdo na expressdo de StSFCI1. Para
tais andlises discos de tubérculos foram coletados de plantas com onze semanas de
idade e os niveis de metabdlitos chave foram determinados por meio de ensaios

enzimaticos.
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Figura 10: Contetido de metabdlitos em tubérculos de plantas transgénicas de Solanum
tuberosum com reducido na expressao do gene SfSFCI1. (A) amido, (B) glicose, (C)
frutose, (D) sacarose, (E) aminodcidos totais, (F) proteina, (G) malato, e (H) fumarato. As
quantificacdes foram determinadas em tubérculos coletados de plantas com onze semanas de
idade. Valores representam médias + erro padrao de seis plantas independentes. Asteriscos
indicam diferencga significativa (P < 0,05), segundo o teste - t comparado com o controle

WT. MF= Massa fresca.
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Estas andlises revelaram um decréscimo acentuado (P < 0,05) nos niveis de
amido nos tubérculos dos trés gendtipos transgénicos avaliados (Figura 10A). Os
niveis de amido nos tubérculos das plantas com expressao reduzida de StfSFC1 foram
70% menores que os valores observados em plantas controle. De forma até certo
ponto surpreendente, apesar da queda drastica nos niveis de amido, ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de aguicares soliveis em todas as
linhas transgénicas avaliadas (Figura 10B, C e D).

Em relacdo aos niveis de aminodcidos totais, verificou-se que houve uma
tendéncia de redugdo nas plantas transgénicas (Figura 10E) ao passo que a
concentracdo de proteina manteve-se praticamente constante (Figura 10F). Resposta
similar também foi observada na concentracdo de malato (Figura 10G). Entretanto,
observou-se uma tendéncia ndo significativa de aumento nos niveis de fumarato em
todas as linhas transgénicas, sendo em média 24% maior que o controle (Figura

10H).

3.6 Incubacao de discos de tubérculos com [14C]-Glicose
3.6.1 Incubacao com [1-14C]-Glicose e [3,4-14C]-Glicose

Para avaliar o efeito da redug@o na expressdo de StfSFC1 sobre a atividade
respiratoria em tubérculos, discos foram incubados em solug¢do suplementada com
14C—glicose marcada em diferentes carbonos e posteriormente o C0, liberado ao
longo de 6 horas de incubagdo foi coletado. Para a interpretacio dos resultados
levou-se em consideracdo que o CO, liberado a partir do carbono 1 da glicose é
produzido apenas pela acdo de enzimas nio associadas a respiracdo mitocondrial, ao

contrario do que ocorre com CO; liberado a partir das posi¢Oes 3 e 4 da glicose, que
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sdo produzidos apenas pelas reagdes mitocondriais (ap Rees e Beevers, 1960; Nunes-
Nesi et al., 2005). Assim, a razdo Cs.4/C; fornece uma indicagao relativa da atividade
do ciclo de Krebs em relacdo a outros processos de oxidacdo de carboidratos nao
relacionados com a respiracao mitocondrial.

Desse modo, discos de tubérculos em desenvolvimento, coletados em
plantas com onze semanas de idade, foram incubados por 6 horas em meio
suplementado com [1—14C]- ou [3,4-14C]—Glicose. Durante este tempo, o 14C02
liberado foi capturado em tubos contendo KOH a 10% em intervalos de uma hora.

A taxa de evolucdo de "“CO, tanto no tipo selvagem quanto nas linhas
transgénicas quando incubadas em [1-"*C]-Glicose, aumentou ao longo do tempo,
sendo esta taxa maior para as linhas L81 e L71 (Figura 11A). Em contrapartida, a
taxa de '*CO, produzida pelos discos das linhas transgénicas e do tipo selvagem,
quando incubados em [3,4—14C]—Glicose, foi menor em relac@o as incubadas em [1-
C]-Glicose (Figura 11B).

Em adi¢do a quantificacdo da producdo de C0,, estimou-se a atividade
relativa do ciclo de Krebs por meio da razdo Cs.4/C; (Figura 11C) Apds 6h de
incubacdo a razdo Cs.4/C; ndo variou significativamente entre os genotipos (WT,
0,61 +£0,06; L86, 0,61 = 0,05; L81, 0,43 +£0,06; e L71, 0,50 £ 0,01). Assim, tomados
em conjunto, os resultados obtidos permitem inferir que existe apenas uma tendéncia
de menor oxidagcdo de carboidratos pelo ciclo de Krebs em plantas com reduzida

expressao do gene StSFC1.
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Figura 11: Evolucao de “4C0, com [1-14C]-; [3,4-14C]-Glicose em discos de tubérculos de
plantas transgénicas de Solanum tuberosum com reducao na expressao do gene StSFC1.
Os discos foram coletados de plantas com onze semanas de idade e foram incubados em 10
mM MES/KOH, pH 6,5, suplementado com [1-"*C]-; [3.4-"*C]-Glicose. (A) Evolucdo de
*CO, com [1-"*C]-Glicose, (B) Evolugio de '*CO, com [3,4-'*C]-Glicose, e (C) Razdo [3,4-
“C1/ [1-"*C]- Glicose. O "*CO, liberado foi capturado em KOH 10%, sendo coletados em
intervalos de uma hora até completar 6 horas de incubagdo, sendo posteriormente
quantificado num contador de cintilacdo liquida. Valores representam médias + erro padrio

de quatro plantas independentes.
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4.6.2 Incubacao com [U-“C]-Glicose

Para verificar a contribuicao total das enzimas que produzem CO; durante a
respiragdo em tubérculos em desenvolvimento, discos foram coletados a partir de
plantas com onze semanas de cultivo e foram incubados em presenca de [U-'*C]-
Glicose. Por meio desta analise, verificou-se que ndo houve diferenca significativa na
taxa de evolucdo de 14COz total entre as diferentes linhas com baixa expressdao de

StSFC1 (Figura 12).
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Figura 12: Evolucio de '*CO, com [U-"*C]-Glicose em discos de tubérculos de plantas
transgénicas de Solanum tuberosum com reducio na expressao do gene StSFC1. Os
discos foram coletados com onze semanas de idade e foram incubados em 10 mM
MES/KOH, pH 6,5, suplementado. O C0, liberado foi capturado em KOH 10%, sendo
coletados em intervalos de uma hora até completar 5 horas de incubacdo, sendo
posteriormente quantificado num contador de cintilacdo liquida. Valores representam médias

+ erro padrdo de quatro plantas independentes.

3.7 Taxa de respiracao em tubérculos

Adicionalmente, quantificou-se a taxa de consumo de oxigénio em discos de

tubérculos em desenvolvimento de plantas do tipo selvagem e das linhas
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transgénicas. Este experimento revelou auséncia de alteragdes significativas na taxa
de respiracdo dos tubérculos transgénicos quando comparados ao controle (Figura

13).
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Figura 13: Respiracio de discos obtidos de tubérculos em desenvolvimento destacados
de plantas transgénicas de Solanum tuberosum com reducido na expressio do gene
StSFC1. Cada barra representa a taxa de consumo de oxigénio por grama de massa fresca
(MF) no tipo selvagem e linhas transgénicas de batata. O experimento foi realizado,
conforme detalhado em material e métodos. Valores representam médias + erro padrao de

quatro medicdes de dois discos de tubérculos por cada linhagem por medicéo.

3.8 Parametros relacionados a producao de tubérculos

Parametros biométricos foram analisados em dois cultivos independentes,
sendo que os dois experimentos apresentavam uma diferenca de trés semanas de
cultivo em casa de vegetacdo (oito semanas € o segundo com onze semanas). Em
ambos, observou-se que a reducdo na expressdo de SrfSFC1 ndo levou a nenhuma
alteracdo morfoldgica visivel nos tubérculos das plantas transgénicas. Além disso,
verificou-se que os tubérculos apresentaram desenvolvimento semelhante ao

apresentado pelo gendtipo selvagem. Entretanto, no segundo cultivo observou-se
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uma reducgdo significativa no nimero de tubérculos das linhas transgénicas L86 e
L71 (Tabela 5). Apesar dessa alteracdo, nao houve uma redugdo drastica no
rendimento e no peso médio dos tubérculos das linhas transgénicas com baixa

expressao de SISFC1.

Tabela 5: Rendimento, nimero e peso médio de tubérculos em plantas
transgénicas de Solanum tuberosum com reducio na expressao do gene StSFCI1.
Estes parametros foram determinados em tubérculos coletados com onze semanas de
idade. Valores representam médias + erro padrdo de quatro plantas independentes,

com excec¢do das linhagens L86 e 81, que somente cinco plantas foram avaliadas.

Parametros WT L86 L81 L71

Niimero de tubérculos 74+09 2,8 £0,4% 53+£1,2 3,0£0,8%

Peso médio de
tubérculos (g) 16,05 £ 1,8 33,75+7.8 1542 +38 41,37 +£15,3

Rendimento de
tubérculos (g MF) 116,1 +149 83,43+11,5 73,59+5,9 92.31+10,6

(*) Asteriscos indicam diferenca significativa (P < 0,05), segundo o teste - f comparado com o
controle WT. MF= Massa fresca.
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4 DISCUSSAO

Acredita-se que, em tecidos heterotréficos de Arabidopsis thaliana o gene
AtmSFC1 codifica uma proteina transportadora, localizada na membrana
mitocondrial interna, que seria responsdvel pela importacdo de sucinato para a matriz
mitocondrial em troca de fumarato produzido pelo ciclo de Krebs (Eastmond et al.,
2000; Catoni et al., 2003). Registre-se, todavia, que este sucinato pode ser produzido
no peroxissomo pelo ciclo do glioxilato, o qual atuaria como rota anaplerética
suplementando o ciclo de Krebs com &cido succinico. Por outro lado, o fumarato
uma vez no citosol pode ser catalisado pela reacdo de uma fumarase citosélica, sendo
convertido a malato e entdo a oxaloacetato, servindo, portanto, como substrato para a
gliconeogénese (Pracharoenwattana et al., 2010; Eastmond et al., 2000).

Apesar da aparente importancia metabodlica desta proteina, a caracteriza¢ao
do transportador SFC1 em Arabidopsis foi realizada apenas ao nivel de expressao
génica em diferentes tecidos e complementagdo de mutantes de levedura (Catoni et
al., 2003). Assim, até o presente momento nenhuma fun¢do fisiolégica deste
transportador em plantas foi identificada. Em adi¢do, apesar da descoberta de um
homdlogo de SFC1 de levedura em plantas ha alguns anos, ainda nao foi realizada
uma caracterizacdo bioquimica detalhada desta proteina, restando, ainda, ddvidas
quanto a cinética e a especificidade por substratos do transportador codificado por
esse gene. Em funcdo disto e devido a inexisténcia de proteinas caracterizadas que
desempenhem o papel desse transporte de sucinato e fumarato, o presente trabalho
objetivou identificar funcdes fisioldgicas deste transportador, o qual parece ser
essencial em processos relacionados com a gliconeogénese e a respiragdo (Catoni et

al., 2003; Picault et al., 2004).
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Andlises in silico revelam que a proteina codificada por StSFC1 apresenta
dominios conservados caracteristicos da familia MCF, com estrutura tripartida e trés
assinaturas motivo (Picault et al., 2004; Palmieri et al., 2011) (Figura 2). Em adig¢ao,
a andlise filogenética sugere que esta proteina em batata seja homéloga a um suposto
transportador mitocondrial de sucinato-fumarato em Arabidopsis. Esta relagao foi
confirmada no presente estudo pela similaridade da sequéncia de aminodcidos e pelo
agrupamento da proteina, que estd em um ramo préximo ao ArmSFC1 (Figura 3,
Tabela 4).

De forma interessante, um amplo espectro de substratos transportados
parece ser caracteristico para todos os transportadores da familia MCF (Picault et al.,
2004). Um exemplo desta alta variabilidade de substratos € observado para o
transportador de levedura ScACR1, que tem alta afinidade por sucinato e fumarato,
transportando também, oxoglutarato, malato, oxaloacetato, fosfoenolpiruvato, citrato
e isocitrato (Picault et al., 2002; Catoni et al., 2003). Assim, como mencionado
anteriormente, considerando que a caracterizacao bioquimica da proteina SFC1 nao
foi ainda totalmente concluida e em funcdo da alta similaridade com outros
transportadores (Tabela 4), ndo € possivel afirmar conclusivamente que o
transportador em questdo esteja envolvido unicamente no transporte de sucinato-
fumarato e tdo pouco afirmar sobre a afinidade por outros substratos. Desse modo,
andlises adicionais como, isolamento de mitocOndrias e verificacio do fluxo de
acidos organicos marcados nestas organelas seriam essenciais para verificar a
cinética e especificidade deste transportador.

A caracterizagdo fisioldgica e metabdlica realizada em folhas de plantas
com reduzida expressdo de StSFC1 sugere que o transportador SFC1 de batata teria

papel regulatério limitado em relagdo aos parametros de trocas gasosas, fluorescéncia
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da clorofila a e dos niveis de metabdlitos chave do metabolismo primério em folhas.
Tais resultados corroboram com os obtidos anteriormente, que demonstraram que
apesar da expressao constitutiva em Arabidopsis, AtmSFC1 € pouco expresso em
tecidos foliares, como em folhas fonte (Catoni et al., 2003).

Andlises de massa seca revelaram que as linhas transgénicas apresentaram
uma maior biomassa na parte aérea (Figura 6). Este fendtipo poderia ser explicado,
ao menos parcialmente, ndo por uma funcao direta do transportador SFC1 em folhas,
mas sim por alteracdes metabdlicas nos tubérculos, uma vez que por meio das
avaliacdes biométricas realizadas nestes Orgdos, verificou-se que os transformantes
apresentaram menor numero de tubérculos em relacdo ao tipo selvagem. Esta
reducgdo, aliada ao menor teor de amido, sugere uma diminuic¢ao na forca-dreno, que
poderia explicar a maior massa seca na parte aérea das plantas transgénicas.

Ressalte-se ainda, que os niveis de aguicares soluveis (glicose, frutose e
sacarose) quantificados tanto na parte aérea quanto em tubérculos nio foram
alterados significativamente (Figuras 8 e 10, respectivamente). Apesar de ndo haver
diferencas significativas nestes compostos, observou-se um decréscimo dristico na
quantidade de amido em tubérculos nas linhas com expressdo reduzida de StSFC1
(Figura 10A). Esta alteragdo ndo pode ser explicada por maiores taxas de respiracao
no tubérculo (Figura 13). Tomados em conjunto, esses resultados corroboram com o
mecanismo previamente relatado de regulacdo fonte-dreno, no qual a utilizagdo de
assimilados pelos 6rgaos drenos influenciaria fortemente o metabolismo primario em
orgdos fonte (Krapp e Stitt, 1995), j4 que o acimulo de agucares em folhas fonte
pode causar uma inibi¢dao da fotossintese (Paul e Foyer, 2001; Rolland et al. 2006).
Evidéncias de uma parcial limitacdo da fotossintese foram observadas nas plantas

transgénicas antes do inicio da tuberizacdo (Figura 5A). Entretanto, para elucidar
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completamente este mecanismo, faz-se necessario a quantificacdo da fotossintese em
plantas em plena tuberizagao.

Considerando que as alteragdes na fotossintese foram minimas e os niveis
de sacarose em folhas e tubérculos ndo variaram com a redug¢do na expressao de
StSFC1, ndo se pode afirmar que os transformantes estejam comprometidos quanto
ao fornecimento de sacarose para o tubérculo. Alternativamente, a redu¢do no
acumulo de amido poderia ser explicada por uma limitacao enzimadtica na biossintese
do amido. Nesse contexto, recentes evidéncias tem demonstrado que alteracdes no
metabolismo de acidos orginicos em mitocOndrias podem levar a alteracdes no
estado redox dos plastideos (Michalska, et al., 2009; Centeno et al., 2011).

Em plantas de tomate com expressao reduzida da isoforma mitocondrial da
desidrogenase do malato em frutos foi demonstrado que alteracdes no metabolismo
de malato em mitocOndrias influenciam a biossintese de amido nos amiloplastos
(Centeno et al., 2011). Esta alteracdo no metabolismo de acidos orginicos na
mitocondria foi relacionada com modificacdes no estado redox do cloroplasto, as
quais alterariam o estado de ativacdo da AGPase. No presente trabalho, embora nédo
se tenha observado alteracdes no conteudo de malato dos tubérculos, uma tendéncia
de aumento foi observada para os conteudos de fumarato (Figura 10G e H,
respectivamente). Entretanto, fumarato parece ndo estar envolvido diretamente na
ativacdo da AGPase (Centeno et al., 2011), e sim na regulacdo alostérica da enzima
madlica (NADME). Tem-se demonstrado que uma redu¢do na atividade desta enzima
levaria a um aumento no conteido de amido. Entretanto, a baixa atividade da
NADME estd associada a aumentos no conteido de 3PGA, um potente regulador da
atividade da AGPase (Jenner et al, 2001). Assim, para verificar se a expressao

reduzida do transportador StSFC1 na mitocondria alterou o estado de ativagdo da
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AGPase nos amiloplastos por uma suposta alteracdo nos teores de dcidos organicos
na mitocondria e nos amiloplastos sdao requeridos. Uma possibilidade seria a
realizacdo de um fracionamento ndo aquoso das organelas e a seguinte quantificag@o
de 4cidos orginicos em cada compartimento como descrito por Farré e colaboradores
(2001).

Em sintese, os resultados obtidos indicam que o baixo contetido de amido
encontrado nos tubérculos das plantas transgénicas possa estar relacionado com a
regulacdo da AGPase. Concomitantemente esses resultados sugerem que a alteragdo
no ftransporte dos metabdlitos pelo transportador StSFC1 esteja diretamente
relacionada com a modulagdo do status redox nos amiloplastos. Registre-se, todavia,
que além da caracterizacdo bioquimica detalhada da proteina SFC1 de plantas e
determinac¢do da especificidade por substratos, andlises posteriores serdo necessarias
para verificar as hipdteses geradas neste trabalho. Dentre essas anélises destacam-se:
1) verificagdo dos fluxos metabdlicos em tubérculos em desenvolvimento,
objetivando comprovar a redugcdo na sintese e ndo aumentos na degradacdo do
amido; 1i) determinacdo da atividade de enzimas relacionadas com a sintese do
amido em tubérculos; ii1) determinacdo dos teores de dcidos organicos nas diferentes

organelas pelo fracionamento ndo aquoso.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, pode-se afirmar que a baixa
expressdao do gene StSFC1 em batata tem impacto regulatério limitado em tecidos
autotréficos como folhas completamente expandidas. Entretanto, em tecidos
heterotréficos, como tubérculos em desenvolvimento, a auséncia do transportador
leva a alteragdes metabdlicas que podem limitar o acimulo e/ou a sintese de amido
nos amiloplastos. Estudos adicionais sdo requeridos para a completa elucidacao do

papel fisiologico de StSFC1.
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7 ANEXOS

7.1 ANEXO 1
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Figura 14: Curva de assimilacio liquida de CO, em funcdo da intensidade de
irradiancia de plantas transgénicas de Solanum tuberosum reducdo na expressiao do

gene StSFCI1.
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7.2 ANEXO 2
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Figura 15: Curso diario da assimilacio liquida de CO, de plantas transgénicas de

Solanum tuberosum com reducao na expressao do gene StSFCI1.
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