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Resumo

As proteinas desacopladoras (UCPs) sao proteinas especializadas no
transporte mitocondrial que dissipam o gradiente eletroquimico de protons
gerados na respiragdo. Essas proteinas desempenham um papel na
manutengdo da fungdo mitocondrial e sua importancia como componente da
tolerancia celular ao estresse oxidativo tem sido demonstrada em diversos
estudos realizados tanto in vitro com em in vivo. No presente estudo, foram
realizados dois estudos empregando UCPs de plantas. Numa primeira
abordagem foi realizada uma analise do transcriptoma de plantas transgénicas
de tabaco que superexpressam o gene AtUCP1 de Arabidopsis thaliana
utilizando a técnica de RNA-Seq. Para o RNA-Seq foi gerado de mais de um
milhdo de reads com 150 pb em meédia para cada biblioteca testada. A partir
desses reads, um conjunto de aproximadamente 34.000 contigs foi obtido.
ApOs as analises foi possivel identificar um total de 816 genes diferencialmente
expressos entre as linhagens transgénicas e o controle selvagem, sendo 239
genes induzidos (p<0,001) e 577 reprimidos (p<0,001). Em paralelo, uma
analise de expresséo génica foi empreendida utilizando mutantes de insergéo
de arabidopsis para os genes AtUCP1-3, dois deles caracterizados no presente
estudo (atucp2 e atucp3), com o objetivo de verificar a funcionalidade e
redundancia entre essas isoformas. Segundo os resultados obtidos, uma
possivel compensagao so foi observada no mutante atucp3 no qual os genes
AtUCP1 e AtUCP2 foram induzidos tanto em condig¢des fisiolégicas normais

como em condi¢des de estresse salino e osmatico.

Palavras-chave: Proteina desacopladora, mitocéndria, RNA-seq,

mutantes



Abstract

Mitochondrial inner membrane uncoupling proteins (UCP) dissipate the
proton electrochemical gradient established by the respiratory chain, thus
affecting the yield of ATP synthesis. These proteins play a role in maintaining
mitochondrial function and their importance as cellular oxidative stress
tolerance component has been demonstrated in several studies performed in
vitro and in vivo. In this study, the functional role of plant UCPs was
investigated. In a first approach, a transcriptomic analysis of tobacco plants
overexpressing the AtUCP1 gene of Arabidopsis thaliana was performed using
RNA-seq analysis. The RNA-sequencing generated over a million of reads with
150 base pair on average for each library. From these reads, a set of
approximately 34,000 contigs was obtained. A total of 816 differentially
expressed genes between transgenic lines and wild-type control was identified.
Amongst them, 239 were up-regulated (p<0,001) and 577 were down-regulated
(p<0,001). In parallel, a gene expression analysis was performed using
Arabidopsis insertion mutants for the AtUCP17-3 genes, two of them (atucp2 and
atucp3) being characterized in this study. The main purpose was to verify the
functionality and the existence of redundancy between the target genes.
According to the obtained results, a compensatory expression was observed
only in the atucp3 background, in which the AtUCP1 and AtUCP2 genes were
induced both in normal physiological conditions and under salt and osmotic

stresses.

Keywords: Uncoupling protein, mitochondrion, RNA-seq, mutants
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1- Introducao

As mitocdndrias sao organelas celulares que desempenham um papel central
numa variedade de processos celulares importantes. E de conhecimento geral que o
efeito desses processos é transduzidos por todo o metabolismo, mas a integragao e
a comunicagdo entre a mitocoéndria e os outros compartimentos subcelulares
permanecem pouco compreendidos (Duncan et al., 2013).

As plantas, por serem imoveis, devem constantemente se adaptar as
condicbes ambientais adversas, fato que resultou na adaptacdo também de suas
mitocondrias que adquiriram atributos metabdlicos unicos quando comparados aos
animais, incluindo a biossintese do acido ascoérbico, do folato e a aquisicao de uma
via respiratoria alternativa (Millar et al., 2011). As mitocéndrias se tornam um local
adequado para a detecgdo de desequilibrios funcionais e alteragcdes energéticas,
sendo agentes fundamentais na maneira como as plantas responderdo aos
diferentes tipos de estresses ambientais (Schwarzlander e Finkemeier, 2013; Jacoby
et al., 2012). As perturbagcdes no status energético das células provocadas pelos
estresses tém consequéncias diretas sobre a homeostase mitocondrial, e a
mitocdndria alterada leva a uma regulagao retrogada, onde estimulos mitocondriais
regulam a expressdo de genes nucleares e alteram a atividade fotossintética
(Rhoads 2011; Schwarzlander et al., 2012).

A regulacao retrégrada mitocondrial em plantas pode estar envolvida com a
sinalizagdo metabdlica e/ou na resposta a condicbes de estresse. Determinados
estresses ambientais podem provocar um aumento rapido e excessivo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e seu acumulo na mitocdndria € sinalizado ao nucleo
induzindo alteragbes significativas na expressao de diferentes genes (Hartl and
Finkemeier, 2012). No entanto, Umbach et al (2012) mostrou que essa regulagéo
retrograda mitocondrial pode ser independente de EROS, sugerindo a existéncia de

mecanismos distintos de sinalizagdo mitocondria-nucleo.

Na mitocbndria, a cadeia transportadora de elétrons gera EROS
continuamente (em dois sitios principais: os complexos | e lll). Nas plantas, essa
cadeia contém enzimas respiratérias alternativas que nao estdo presentes em
mamiferos, sendo elas a oxidase alternativa (AOX) e a NADH desidrogenase
(Moller, 2001). A AOX é frequentemente utilizada como um marcador de disfuncao

mitocondrial e estresse oxidativo, uma vez que em condicbes de estresse sua


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schwarzl%26%23x000e4%3Bnder%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Finkemeier%20I%5Bauth%5D
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expressao € induzida e ela atua na homeostase das moléculas sinalizadoras

envolvidas na comunicag¢ao nucleo-mitocondria (Vanlerberghe, 2013).

Além da AOX, estudos demonstraram a existéncia de um segundo sistema
dissipador de energia nas mitocondrias de plantas, as chamadas proteinas
desacopladoras mitocondriais (UCP). Ambas atuam na regulagdo da producdo de
EROs mitocondrial, e tém sua funcgao fisiolégica associada com a protegcéo celular
contra o estresse oxidativo (Jarmuszkiewicz et al.,1998; Almeida et al.,1999; Maxwell
et al., 1999; Bransalise et al.,2003).

As UCPs (mitochondrial uncoupling protein) catalisam o desacoplamento da
cadeia transportadora de elétrons da fosforilagdo oxidativa. De maneira geral, as
proteinas desacopladoras dissipam o gradiente eletroquimico de prétons gerados na
respiragdo na forma de calor (Nicholls, 1999), sendo dependentes de acidos graxos
e sensiveis aos nucleotideos purinicos.

As UCPs foram primeiramente caracterizadas em 1976 por Ricquier e Kader
quando a sigla UCP (uncoupling protein) passou a ser oficialmente empregada,
sendo esta chamada de UCP1 (uncoupling protein 1). A UCP1 esta diretamente
envolvida com a principal fungao fisiolégica do tecido adiposo marrom que € a
termogénese (sem tremor). Em 1995, Vercesi e colaboradores constataram a
presenca de uma atividade desacopladora em mitocéndrias isoladas de batata muito
parecida com a atividade da UCP1 em tecido adiposo marrom, sugerindo a
existéncia de uma proteina desacopladora em plantas. Desde entido, varios
homologos passaram a ser identificados em diferentes espécies vegetais.

Em 2006, a andlise detalhada do genoma de Arabidopsis thaliana permitiu a
identificacdo de uma familia génica de pUCPs composta por seis membros
(chamados inicialmente de AtPUMP1-6; Borecky et al., 2006), porém trés deles
(AtUCP4-6) foram  posteriormente  classificados  funcionalmente  como
transportadores de dicarboxilatos (DICs; Palmieri et al., 2008).

Até o presente momento dados funcionais sé foram obtidos para a AtUCP1
(descrita por Maia et al.,, 1998), o que gera questionamentos sobre a relevancia
fisiologica e a redundancia funcional entre as diferentes isoformas.

Sweetlove e colaboradores (2006) demonstraram que plantas nocaute para o
gene AtUCP1 apresentaram reduzida taxa de assimilagao fotossintética de carbono,
e um estresse oxidativo localizado que ndo chega a afetar a capacidade do mutante

em suplantar estresses abidticos como baixa temperatura, exposigao a metal pesado
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e tratamento com herbicida. Neste estudo, porém, nenhuma investigacao sobre uma
possivel complementacédo funcional e redundancia foi realizada. Portanto, o papel
desempenhado pelas outras duas UCPs presentes em arabidopsis (AtUCP2 e
AtUCP3) ainda permanece pouco estudado. Neste cenario, considerando a
disponibilidade de mutantes nocautes de arabidopsis, 0 presente estudo teve como
um de seus objetivos analisar a funcionalidade destas proteinas desacopladoras, e
testar experimentalmente a existéncia de possivel complementacdo e redundancia
funcional entre elas.

Como realgado, diversos estudos sugerem que as UCPs desempenham um
papel importante na defesa celular contra o estresse oxidativo mitocondrial, uma vez
que o desacoplamento entre a respiracao e a fosforilagcdo oxidativa mediado por
essas proteinas seria capaz de aumentar a velocidade respiratéria, levando a uma
significativa redu¢cdo na geragdo mitocondrial de EROs (Houron-Cabassa et al.,
2002). Tais resultados sugerem que o principal papel fisioldgico dessas proteinas
seja o de moderar a produgao desses radicais durante a ocorréncia do estresse
(revisto em Pastore et al., 2007).

Em conformidade com tal hipotese foi demonstrado que a expressao
constitutiva do gene AtUCP1 em plantas transgénicas de tabaco conduz a um
aumento de tolerancia ao estresse oxidativo gerado exogenamente (Brandalise et
al., 2003) bem como a uma maior tolerancia aos estresses salino e osmotico (Begcy
et al., 2011). Outros resultados demonstraram que a atividade das UCPs de plantas
(pUCP) é estimulada por radicais superoxido e por produtos de peroxidagao lipidica
como 0 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), que normalmente sdo gerados em condigdes de
estresse (Smith et al.,2004).

Chen et al. (2014) utilizando tomates onde o gene LeUCP foi silenciado
mostraram que a UCP é essencial para manter o equilibrio redox e a atividade de
enzimas antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo, reduzindo assim a

superproducao de EROS.

Até o presente momento, a participacao efetiva de uma UCP nos mecanismos
de comunicacao retrograda so foi evidenciada em um modelo animal, onde a UCP3
com expressao ectdpica no figado de camundongo controlou a expressao de genes
nucleares (Camara et al., 2009). Esta observagéao, juntamente com todos os relatos
da participacao das UCPs na tolerancia ao estresse oxidativo e equilibrio redox, da

suporte a hipétese de que a expressao constitutiva da pUCP pode elicitar respostas
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importantes potencialmente relacionadas com a homeostase mitocondrial e

sinalizagao retrograda.

Neste contexto, a disponibilidade de plantas transgénicas capazes de
superexpressar a AtUCP1, e seu respectivo controle ndo transformado (Brandalise
et al., 2003), representam um bom ponto de partida para investigar possiveis
alteragbes transcricionais provocadas pela expressdo constitutiva de uma proteina
desacopladora. Para tal, dentre as varias técnicas disponiveis para avaliar tais
alteracbes, optou-se no presente estudo pelo uso da técnica de RNA-Seq,
vislumbrando que o sequenciamento em larga escala de RNA utilizando
sequenciadores de nova geragao podera nos fornecer uma visdo global dos

transcriptomas analisados.

Diante dos dados apresentados, o presente estudo tem como objetivo
verificar a funcionalidade e o grau de redundancia funcional dos genes codificadores
de pUCPs em A. thaliana, bem como realizar uma analise global do perfil de
expressdo de plantas transgénicas de tabaco que superexpressam a AfUCP1
comparadas com plantas selvagens. Buscando um melhor entendimento, os dados

obtidos encontram-se apresentados na forma de capitulos.

2- Revisao Bibliografica

2.1 - Mitocbndrias

Toda energia necessaria para as fungdes celulares dependem de um
suprimento de energia proveniente do catabolismo de carboidratos, lipideos e
aminoacidos. Em células eucaridticas, o processo de formacédo de energia inicia-se
no compartimento citosélico e tem continuidade nas mitocondrias.

As mitocéndrias s&o nucleos centrais na conversdo de energia em uma forma
biologicamente utilizavel e estdo ligadas a vias metabdlicas de diferentes
compartimentos subcelulares atuando assim como sensores do estado energético e
metabdlicos das células vegetais.

Essas organelas sao formadas por duas membranas que possuem diferentes

propriedades de permeabilidade, um espacgo intermembranas e uma cavidade
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denominada de matriz mitocondrial. A membrana externa permite um transporte de
ions, metabolitos e proteinas do citosol para o espago intermembranas, além de
conduzir eventos de sinalizagdo entre a mitocéndria e o citosol. Estudos em células
de mamiferos revelaram a existéncia de mais de 120 proteinas na membrana
externa da mitocdndria e que maioria delas desempenha algum papel no processo
de sinalizagdo que integram a mitocondria e as fungdes celulares. Ja em A. thaliana,
46 dessas proteinas foram identificadas (Duncan et al., 2013). A proteina mais
abundante encontrada na membrana externa é o canal de &nion voltagem
dependente (VDAC; do inglés Voltage-Dependent Anion Channel), a qual esta
envolvida em diversos processos, como o transporte de metabdlitos como ATP e
NADPH em humanos (Blachy-Dyson and Forte, 2001), além de uma possivel funcao
na resposta a patdgenos, apoptose e estresse abidtico em plantas (Desai et al.,
2006; Jones et al., 2006; Kussano et al., 2009).

Ja a membrana interna tem uma elevada resisténcia ao fluxo de prétons e é
estruturalmente dividida em trés componentes: a membrana interna propriamente
dita, a membrana da crista e o espaco intercrista. E uma membrana altamente
especializada e rica em proteinas, dentre as quais estdo os componentes da cadeia
respiratoria e as proteinas responsaveis pelo transporte de metabdlitos para a
matriz. Todas essas proteinas possuem estruturas semelhantes, com um tamanho
em torno de 30 kDa, e fazem parte da superfamilia de carreadores mitocondriais, os
quais exercem uma grande influencia nas fungdes da mitocondria (revisto em
Logan., 2006; Laloi., 1999).

Na matriz mitocondrial encontra-se a maquinaria genética mitocondrial, DNA,
RNA e ribossomos, além de diversas enzimas, como piruvato desidrogenase e
enzimas do ciclo do acido citrico. O DNA mitocondrial se apresenta na forma de
complexo DNA-proteina chamados de nucledides, os quais possuem diversas
proteinas que podem ou nao desempenhar alguma fungdo na manutencao do
mtDNA (Kucej and Butow., 2007).

O processo mitocondrial de produgao de energia ocorre pela agédo combinada
entre o ciclo do acido citrico, a cadeia respiratéria e o sistema de fosforilacdo
oxidativa. A primeira etapa se inicia com a oxidagdo dos combustiveis como lipidios
e carboidratos, gerando o acetil- CoA que entra no ciclo do acido citrico e tem seus
agrupamentos acetil oxidados em CO», 0 qual é liberado como subproduto, gerando
energia na forma de elétrons que é entdo conservada nos compostos NADH
(Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo) e FADH, (Flavina-Adenina-Dinucleotideo).
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Estes compostos sao transferidos para a membrana mitocondrial interna, onde
entram na cadeia transportadora de elétrons, onde ocorre uma doagao de elétrons e
NADH é oxidado a NAD+ e FADH; a FADH (Nelson e Cox., 2011).

A cadeia transportadora de elétrons é composta por quatro grandes
complexos enzimaticos respiratorios: complexo | ou NADH desidrogenase, complexo
Il ou succinato desidrogenase, complexo Ill ou citocromo bc1 e complexo IV ou
citocromo c oxidase. Esses complexos interagem entre si via ubiquinona (UQ) e
citocromo ¢ que sao transportadores de elétrons (Jacoby, 2012).

O movimento é dirigido pelo potencial redox e o destino final dos elétrons que
se movimentam pela cadeia respiratoria € o oxigénio molecular, o qual é reduzido a
H,O. No processo de transporte dos elétrons ao longo da cadeia acontece a
liberagdo de energia, sendo uma parte desta dissipada na forma de calor, e a outra
utilizada para transportar prétons (H+) da matriz mitocondrial (regido com baixa
concentragcado de H+) para o espaco intermembrana da mitocdndria (regido com alta
concentracdo de H+), estabelecendo assim um gradiente de protons. Devido a
impermeabilidade da membrana interna aos prétons, eles tendem a voltar para a
matriz atravessando a ATP-sintetase (complexo V) que sintetiza ATP a partir de ADP
mais fosfato. Tal acoplamento, entretanto, ndo é perfeitamente ligado a sintese de
ATP, visto que os prétons podem retornar para a matriz mitocondrial através de
outras proteinas também presentes na membrana interna. Dentre essas estdo as
UCPs que, como ja mencionado, catalisam o desacoplamento da cadeia
transportadora de elétrons da fosforilagdo oxidativa. Como consequéncia, o
potencial de membrana ¢é ligeiramente reduzido e a energia derivada da oxidagao

dos substratos é perdida na forma de calor (Krauss, 2005).

2.2 - Proteinas Desacopladoras Mitocondriais

As proteinas desacopladoras mitocondriais (UCPs) sdo encontradas em
diversos organismos, de mamiferos a plantas. As UCPs pertencem a familia dos
carreadores mitocondriais (MCF; do inglés Mitochondrial Carrier Family), onde todas
as proteinas possuem um peso molecular entre 28-34 kDa e sao codificadas
exclusivamente por genes nucleares (Borecky et al., 2001).

As UCPs foram inicialmente denominadas de termogenina ou proteina de

ligagdo ao GDP (guanosina-difosfato) (Nicholls, 2001). Porém, apds a sua devida



14

caracterizagao em tecido adiposo marrom de camundongos por Ricquier e Kader em
1976, a sigla UCP (uncoupling protein) passou a ser oficialmente empregada, sendo
esta chamada de UCP1 (uncoupling protein 1). Até o momento foram descobertas
cinco isoformas em mamiferos, as quais foram numeradas de acordo com a ordem
de suas descobertas i.e. UCP1-5 (Donadelli et al., 2013).

Em 2011, Berardi et al. determinaram a estrutura da UCP2 empregando
ressonancia magnética nuclear e propuseram que a estrutura da UCP é comparavel
com a do carreador ADP/ATP (ANT) descrito por Pebay-Peyroula et al. (2003).
Ambos, UCPs e ANT, possuem uma estrutura tripartida que consiste em trés
dominios repetidos, cada qual contendo duas regides hidrofébicas que formam a-
hélices transmembranas, com a diferenca que nas UCPs as orientacdes relativas
dos segmentos helicoidais sao diferentes, resultando em uma maior abertura no lado
da matriz da membrana interna. Os trés dominios séo ligados através de um “loop” e
uma analise do alinhamento das sequencias dessas regides sugerem que a UCP1-3
pertencem a uma familia e a UCP4-5 pertencem a outra familia (Berardi et al., 2011;
Donadelli et al., 2013).

As UCPs catalisam o desacoplamento da cadeia transportadora de elétrons
da fosforilagdo oxidativa (Ricquier e Kader, 1976). Como consequéncia, o potencial
de membrana é ligeiramente reduzido e a energia derivada da oxidacdo dos
substratos é perdida na forma de calor. De maneira geral, as proteinas
desacopladoras dissipam o gradiente eletroquimico de prétons gerados na
respiracdo na forma de calor (Nicholls, 2001), sendo que esta atividade é
dependente de acidos graxos e sensivel aos nucleotideos purinicos (PN). A
regulacdo das UCPs pelos &acidos graxos é um assunto controverso e trés
mecanismos foram propostos até entdo: (a) modelo tamponante, onde os acidos
graxos se ligam a sitios que estdo junto ao canal de protons da proteina, criando
grupos aceptores/doadores de elétrons que facilitariam o transporte de H*, (b)
modelo protonoforético, o qual propdée que as proteinas desacopladoras
mitocondriais funcionariam como carreadoras de anions, exportando acidos graxos
livres desprotonados para a monocamada externa da membrana mitocondrial
interna, os quais posteriormente penetram na monocamada interna na forma
protonada por um mecanismo denominado “flip-flop”, deixando um préton na matriz
mitocondrial para cada ciclo de transporte, e (c) modelo de interagao alostérica, que
postula que os acidos graxos ndo sao necessarios para o transporte de prétons, mas

sao necessarios para induzir uma mudanga alostérica para superar a inibicao dos
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nucleotideos. Como a cinética de ligagdo dos nucleotideos ndo é alterada na
presencga de acidos graxos foi sugerido que esta competi¢cao funcional € conseguida

por uma simples ligacdo competitiva (Divakaruni and Brand, 2011).

Diferentemente dos mecanismos envolvendo os acidos graxos, fortes
evidéncias experimentais mostram que os PNs inibem a atividade das UCPs. O sitio
de ligacdo da UCP aos PNs esta voltado para o espacgo intermembrana contendo
“solucao citosolica”, logo, a concentracdo dos PNs nessa solugéo é que ira permitir o

desacoplamento (Dlaskova et al., 2006).

Como citado anteriormente, a UCP1 foi descrita em 1976 nas mitocéndrias de
tecido adiposo marrom de camundongos e sua fungao esta diretamente ligada com
a termogénese (producdo de calor sem contragdo muscular; Porter, 2006). A
termogénese esta diretamente ligada a atividade da UCP1 neste tecido, sendo
atribuida ao desacoplamento da respiracdo causado por ela. Em adipdcitos, a UCP1
representa cerca de 10% do total de proteinas da membrana mitocondrial interna
(Esteves e Brand, 2005). Grande parte dos estudos relacionados com a UCP1 de
mamiferos estd diretamente ligada ao tecido adiposo marrom e a sua fungao
termogénica, porém relatos mostram a expressdao da UCP1 em timo de ratos e
camundongos, no musculo liso do aparelho digestivo, do utero, e do aparelho
reprodutor masculino, bem como durante o relaxamento das camadas longitudinais
de musculo liso (Nibbelink et al., 2001; Carroll et al., 2005).

De 1997 a 2000 foram descobertas quatro UCPs homdlogas a UCP1 de
mamiferos, sendo as mesmas numeradas de acordo com a ordem de sua
descoberta. Quando comparadas em relacdao a identidade, a UCP2 e a UCP3
apresentam 59 e 57% de identidade com a UCP1, respectivamente, e 73% de
identidade entre si (Krauss et al., 2005); ja as UCP4 e UCP5 apresentam em torno
de 30% de identidade com a UCP1. Segundo Hanak et al. (2001), a UCP4
representa o ancestral a partir do qual as demais UCPs divergiram, sendo as UCP1,

2 e 3 evoluiram tardiamente e passaram a executar funcdes mais especializadas.

Em termos de expressao, a UCP1 é altamente expressa em tecido adiposo
marrom, enquanto a UCP2 é expressa em varios tecidos, tais como figado, cérebro,
pancreas, células do sistema imune, bago, rim, e sistema nervoso central, e a UCP3
somente em tecido adiposo marrom e tecido muscular. Os outros dois membros da
familia, UCP4 e UCPS5, sdo altamente expressos no sistema nervoso central
(Donadelli et al., 2013; Sanchis et al.,1998).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3782081/#R13
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Inicialmente, devido a similaridade com a UCP1, as UCPs 2 e 3 foram
relacionadas com a termogénese, hipétese que foi descartada apds experimentos
com camundongos nocautes ucp2 e ucp3, onde a resposta a exposigado ao frio foi a
mesma tanto nos mutantes como nos selvagens (Arsenijevic et al., 2000; Gong et
al., 2000; Vidal-Puig et al., 2000). Sabe-se atualmente que estas estao relacionadas
com a dissipacao do gradiente de protons, evitando o excesso de forga proton-
motriz, diminuindo assim as EROS produzidas pela cadeia transportadora de
elétrons (revisto em Donadelli et al., 2013). Entretanto, os estudos procurando
relacionar a funcdo desacopladora da UCP2 com a supressdao de EROS tém
apresentado resultados controversos. Em um estudo usando células em cultura, por
exemplo, Pecqueur et al. (2008) demonstraram que a perda de fungdo da UCP2 néo
resultou em aumento significativo da produgdo de EROS nem em maior propensao
para tais ceélulas tornarem-se senescentes. Por outro lado, Deng et al. (2012)
mostraram que a superexpressao da UCP2 em células A549 inibiu o acumulo de
EROS e a apoptose. Curiosamente, diversos relatos mostram que a UCP2 tem a sua
expressao induzida em diversos tipos de canceres humanos, dado que foi associado
ao aumento do estresse oxidativo nas células cancerigenas (revisto em Robbins and
Zhao, 2011). Considerando que o aumento da atividade desacopladora da UCP2
pode estar relacionada ao controle do estresse oxidativo, o desacoplamento
possivelmente associado a sua superexpressao parece conferir uma vantagem

adicional a células cancerigenas.

Como para a maioria das UCPs, a UCP3 continua com sua fung¢ao ainda nao
totalmente esclarecida, porém algumas hipdteses ja foram levantadas. A mais
plausivel refere-se a sua participacdo na protegcdo contra o estresse oxidativo,
atuando como um exportador de acidos graxos, protegendo mitocondrias contra a
peroxidagao lipidica e/ou facilitando a oxidagao dos acidos graxos (Costford et al.,
2008). Como realcado anteriormente, a UCP3 é expressa no musculo esquelético e
sua auséncia neste tecido aumenta o dano causado pelo estresse oxidativo e
prejudica o metabolismo muscular (Vidal-Puig et al., 2000). Ja a sua superexpressao
em camundongos aumenta o metabolismo de acidos graxos e também reduz a
produgédo de EROS durante a oxidagdo dos acidos graxos (Bezaire et al., 2005).
Interessantemente, Harper et al. (2008) mostraram que a superexpressao da UCP3
oferece uma protecao contra a resisténcia a insulina, que é um fator importante na

diabetes tipo 2, através da conversao da gordura intramiocelular em energia térmica.
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Ainda neste contexto, Costford et al. (2008), ao compararem o ganho de gordura em
trés linhagens de ratos (selvagem, sem UCP3 e com UCP3 superexpressa),
verificaram que os ratos que tinham a UCP3 superexpressa tiveram uma protegao

contra o ganho de gordura.

A expressao ectopica da UCP3 de mamiferos em figado de camundongos
exerceu uma acao direta na atividade da mitocdndria, causando uma sinalizagao
retrograda que culminou na regulagdo da expressédo de genes nucleares envolvidos

na inanigéo e no catabolismo de acidos graxos no figado (Camara et al., 2009).

As acentuadas diferengcas entre as sequéncias das UCP4 e 5, quando
comparadas com as sequéncias das UCP1-3, bem como a limitada distribuicao
tecidual destas proteinas, indicam que elas podem ter diferentes funcbes em
comparagao com as UCPs 1 a 3. No entanto, ambas participam do transporte de
prétons através da membrana interna para a matriz, ou seja, executam a fungéo
considerada essencial para uma proteina desacopladora da fosforilagdo oxidativa.
Este processo € acompanhado por uma reducdo do estresse oxidativo, o que
consequentemente, exerce uma influéncia protetora em células expostas a injurias

mitocondriais (Zhang et al. 2006).

Analises independentes realizadas utilizando uma linhagem de célula neural
superexpressando a UCP4 (Chu et al.,, 2009) e outra superexpressando a UCP5
(Kwok et al., 2010) mostraram que a superexpressdao tem um importante papel
neuroprotetivo contra o dano oxidativo quando comparadas com células controle que

apresentam um nivel basal de expressao das referidas UCPs.

A expressao das UCPs 4 e 5 também ja foi relatada em tecidos n&o neurais,
especialmente em células epiteliais mamarias de bovino (Yonezawa et al., 2009).
Estes autores mostraram que ambas sdo reprimidas em células submetidas a
tratamento com insulina enquanto que a UCP5 é superexpressa em presenca de
acidos graxos saturados, sugerindo que ambas participam do metabolismo de

lipidios e energético.

Cabe ressaltar que embora as UCPs 4 e 5 sejam relativamente
desconhecidas e inexploradas, as suas propriedades, em especial da UCP4, as
tornam interessantes como potenciais intervenientes no desencadeamento de

doencas (Ramsden et al., 2012).
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2.3-Proteina Desacopladora Mitocondrial em Plantas

As proteinas desacopladoras em plantas foram identificadas em 1995 por
Vercesi e colaboradores, que demonstram em mitocéndrias isoladas de batata que
um estado acoplado s6 pode ser alcangado na presencga de nucleotideos purinicos e
na auséncia de acidos graxos. Ao mesmo tempo, uma proteina de aproximadamente
32 kDa foi isolada utilizando o protocolo de isolamento da UCP1 de mamiferos
(Klingenberg e Winkler, 1986), e incorporada em lipossomos, onde uma
alcalinizagdo do meio externo pode ser constatada. Esta observagao sugeriu que a
referida proteina poderia facilitar o transporte de H*, na presenga de &cidos graxos
livres, sendo fisiologicamente inibida por ATP, GDP e GTP, da mesma forma que a
UCP1 de mamiferos, revelando assim a existéncia de uma proteina desacopladora
nos vegetais (Jezek et al., 1997). A proteina evidenciada foi inicialmente chamada
de PUMP (plant uncoupling mitochondrial protein), porém apds alguns anos a
denominagéo pUCP (de plant UCP) foi empregada e vem sendo utilizada até hoje.

Nos anos subsequentes, Laloi et al. (1997) e Maia et al. (1998) clonaram os
primeiros cDNAs que codificam pUCP em batata (StUCP) e em A. thaliana
(AtUCPT1), respectivamente. A sequéncia de aminoacidos de um peptideo derivado
da StUCP apresentou 44% e 47% de similaridade com a UCP1 e UCP2 de
mamiferos enquanto que a sequéncia deduzida de aminoacidos da AtUCP1
apresentou 81% de identidade com a da StUCP.

Apos esses dois relatos, outros cDNAs que codificam para pUCPs foram
identificados e isolados em diferentes espécies vegetais (revisado em Vercesi et al.,
2006), tanto em dicotiledbneas [AtUCP2 em A. thaliana (Watanabe et al., 1999);
SfUCP em repolho (lto et al., 1999) e HmUCPa em Helicodiceros muscivorus (lto et
al., 2003)], como em monocotiledéneas [WhUCP em trigo (Murayama e Handa,
2000), OsUCP em arroz (Watanabe et al., 2002), e ZmPUMP em milho (Brandalise
et al., 2003)].

Analises in silico realizadas utilizando o banco de dados do TIGR (The
Institute for Genomic Research) permitiram a identificagao de seis genes codificando
pUCPs no genoma de A. thaliana, que foram entdo definidos como uma familia
génica e denominados de AtUCP17-6. Palmieri e colaboradores (2008), entretanto,

relataram que trés desses genes, AtUCP4-6, codificam na realidade carreadores de
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dicarboxilatos (DICs). Neste estudo, analises filogenéticas revelaram que as
AtUCP4-6 s&o mais proximas dos DICs de animais e leveduras do que os outros trés
membros da familia AtUCP1-3.

O mesmo estudo que identificou a familia génica em arabidopsis também
identificou uma familia génica em cana-de-agucar, composta por cinco genes nao
redundantes denominados de SsUCP7-5. Adicionalmente, investigou o perfil
expressao dos genes AtUCP1-6 em diferentes érgaos/tecidos de arabidopsis. Dos
seis genes analisados, AtUCP1, AtUCP4 e AtUCP5 apresentaram expressao
ubiqua, sendo os genes AtUCP4-5 os mais abundantes. AtUCP2, por sua vez, foi
expresso exclusivamente em silica verde e A{UCP3 foi detectado exclusivamente em
raiz. Em contrapartida, transcritos do gene AtUCP6 nao foram detectados (Borecky
et al., 2006).

A identificacdo de todos esses homodlogos levou ao aumento de estudos
dedicados a esta familia de proteinas, porém o papel fisioldgico de seus membros
ainda permanecem desconhecido, excecdo feita para o gene AfUCP1 que esta
melhor caracterizado (Vercesi et al., 2006). Devido a sua presenca generalizada nos
eucariotos, diversas fungdes foram propostas para as pUCPs (Nogueira et al., 2011)
como, regulagdo no potencial de membrana da mitocondria (Jezek et al., 1997),
regulacdo do metabolismo energético na mitocondria (Ricquier e Bouillaud, 2000),
reducdo das EROS (Considini et al., 2003; Popov et al., 2011) e manutengédo da
homeostase redox (Vercesi et al., 2006), além de influenciar no fluxo do ciclo do
acido tricarboxilico (Smith., 2004).

As plantas produzem continuamente EROS como subproduto do metabolismo
aerobio, sendo estas geradas na cadeia respiratéria, principalmente nos complexos |
e lll, ou através do metabolismo de produtos enddgenos das mitocéndrias. As EROS
mais comuns sdo o superdxido (0?), o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o radical
hidroxil (OH) (Mittler et al., 2002). Condicbes de estresse ambiental provocam um
aumento rapido das EROS na mitocdndria, condicdo que pode, dependendo da
concentragcdo, causar dano nessa organela ou ser usado na sinalizagdo. No
segundo caso, a organela, por um mecanismo ainda desconhecido, provoca
alteracbes na expressao de genes destinados a manutencdo do equilibrio redox
através de mecanismos antioxidantes ou ajustes metabdlicos (Moller et al., 2010).

Em conformidade com as variadas fun¢des das pUCPs foi demonstrado que
plantas que superexpressam o gene AtUCP1 diminuem a produgdo de EROS

aumentando a tolerancia ao estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio
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exdégeno (Brandalise et al.,2003). Além disso, essas plantas apresentam alta
tolerancia a diferentes estresses abidticos (salino e osmdtico; Begacy et al., 2011),
um menor acumulo de espécies reativas de oxigénio também sob estresses
abidticos, um aumento da biogénese mitocondrial e uma diminui¢do no conteudo
celular de ATP (Barreto et al., 2014) . Em consonancia, em mitocéndrias isoladas de
trigo, a atividade da WhUCP em resposta a estresse osmoético demonstrou ser
modulada por EROs através de um mecanismo de retroalimentagdo, sugerindo
assim que as pUCPs devem atuar de forma indireta como um sistema antioxidante
de defesa (Pastore et al., 2007). Porém, Sweetlove et al. (2006) observaram que a
falta do gene Af{UCP1 em arabidopsis n&o afetou a capacidade da planta em tolerar
alguns estresses abioticos, contudo, esses autores n&o levaram em consideragéo a
existéncia e funcionalidade dos outros genes AtUCP.

Trabalhos adicionais realizados em tomate também revelaram o envolvimento
das UCPs no controle das EROS. O estudo realizado por Popov e colaboradores em
2011 teve como objetivo quantificar a expressdao da UCP e da AOX (os dois
sistemas dissipadores de energia encontrados nas mitocéndrias de plantas) em
condigbes de baixa temperatura e em presenga de peréxido de hidrogénio. Neste
caso, 0s pesquisadores observaram uma indugao tanto da pUCP quanto da AOX em
decorréncia do aumento da producédo de EROS.

Conforme postulado por Goglia e Skulachev (2003) todos os homdlogos de
UCP1 desempenham um papel no equilibrio redox limitando a produgao de EROS.
Corroborando essa hipétese e também os dados relatados acima, foi observado que
em plantas de tomate onde o gene LeUCP foi silenciado, ocorreu uma reducao na
eficiéncia quantica do fotossistema Il (PSIl) bem como no coeficiente de extingado
fotoquimico. Além disso, a ativagdo de determinadas enzimas antioxidantes foi
abrandada fato que agravou o acumulo de peréxido de hidrogénio e superéxido nas
folhas de plantas tratadas com metil viologénio. Este fato também foi observado em
condicdes de alta temperatura. Em suma foi demonstrado que a pUCP é essencial
para a manutengcdo do equilibrio redox e regulacdo do sistema antioxidante em
resposta ao estresse oxidativo, reduzindo assim a superprodu¢ao de EROS (Chen et
al., 2014). Em contrapartida, a superexpressado da LeUCP provocou um aumento na
eficiéncia quantica do PSII, do coeficiente de extingdo fotoquimico, e da taxa de
transferéncia de elétrons, além de reduzir o acumulo de espécies reativas de
oxigénio. As plantas transgénicas que superexpressam o gene LeUCP foram mais

tolerantes ao estresse térmico e ao fungo Boltrytis cinerea, demonstrando que a
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LeUCP desempenha um papel no controle de estresses abidticos e bidticos através
da manutengao do equilibrio redox e do aumento da capacidade antioxidante (Chen
et al., 2013).



22

3- Objetivos

Os objetivos gerais do presente trabalho foram:

Sequenciar o transcriptoma das plantas transgénicas de tabaco que

superexpressam o gene AtUCP1, utilizando a técnica de RNA-seq;

Determinar e categorizar os genes diferencialmente expressos comparados

com a linhagem de tabaco selvagem,;

Validar a expresséao diferencial de um conjunto de genes alvos por RT-qPCR;

Caracterizar e analisar a funcionalidade e a redundancia dos mutantes de

insercao atucp1-3;

Analisar a expressdao dos diferentes genes que codificam pUCPs e
carreadores de dicarboxilatos (DICs) de Arabidopsis thaliana em resposta aos

estresses salino e osmotico;



23

4- Capitulo | — Analise de Transcriptoma e Expressao

Diferencial

Na presente tese foi gerado um artigo contendo os resultados referente a
Analise de transcriptoma e expresséao diferencial. O artigo intitulado Transcriptome
response signatures associated with the overexpression of a mitochondrial
uncoupling protein (AtUCP1) in tobacco foi submetido a revista PLOS ONE em
agosto de 2014. Nesse estudo, foi realizado uma analise de RNA-seq buscando-se
obter uma visao geral do perfil da expressao génica em duas linhagens de plantas
transgénicas de tabaco que superexpressam o gene AtUCP1 (P07 e P32) em

comparagao com plantas selvagens (WT).

|.1- Transcriptome response signatures associated with the
overexpression of a mitochondrial uncoupling protein (AtUCP1) in

tobacco

Alessandra Vasconcellos Nunes Laitz', Marcio Luis Acencio?, Ney Lemke?,
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Abstract

Mitochondrial inner membrane uncoupling proteins (UCP) dissipate the proton
electrochemical gradient established by the respiratory chain, thus affecting the yield
of ATP synthesis. UCP overexpression in plants has been correlated with oxidative
stress tolerance, improved photosynthetic efficiency and increased mitochondrial
biogenesis. This study reports the main transcriptomic responses associated with the
overexpression of an UCP (AtUCP1) in tobacco plants. By using RNA-sequencing, a
total of 816 differentially expressed genes between the investigated overexpressor

lines and parental untransformed plants (WT) were identified. Among them, 239 were
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up-regulated and 577 were down-regulated. As a general response to AtUCP1
overexpression, noticeable changes in the expression of genes involved in energy
metabolism and redox homeostasis were detected. A substantial set of differentially
expressed genes code for products targeted to the chloroplast and mainly involved in
photosynthesis. The overall results demonstrate that the alterations in mitochondrial
function provoked by AtUCP1 overexpression require important transcriptomic
adjustments to maintain cell homeostasis. Moreover, the occurrence of an important
cross-talk between chloroplast and mitochondria, which culminates in the
transcriptional regulation of several genes involved in different pathways, was

evidenced.

Introduction

Mitochondria are important sensors of the metabolic and energetic status of
the cell. As the center of the respiratory metabolism, mitochondria play a key role in
various processes, especially in plant response to stressful conditions [1]. In this
scenario, disturbances in the energy status of the cell caused by stress have direct
consequences on mitochondrial function, and mitochondrial adjustment to these
conditions, culminates in important changes in the cellular activity as well as in
nuclear gene expression. The communication between the mitochondria and nucleus
is performed by a mechanism called retrograde signaling, which is already well
characterized in yeast, but poorly investigated in plants (reviewed in [2]). Main
studies in plants have been performed employing the alternative oxidase (AOX), an
important component of the alternative electron transport pathway. It has been
demonstrated that the expression of certain genes encoding AOX in Arabidopsis
thaliana (AtAOX1a for example) are induced in response to disturbances in
mitochondrial function by retrograde signaling [3, 4]. Collected data suggests that
AOX is an important marker of mitochondrial dysfunction and cellular oxidative
stress, acting in the homeostasis of the signaling molecules in volved in organelle to
nucleus communication (reviewed in [5]). Moreover, recent results have shown that
retrograde communication may also be involved in the regulation of nuclear genes
implicated in the biogenesis of the electron transport chain (reviewed in [5]).

The mitochondrial uncoupling protein (UCP) is a component of the
mitochondrial alternative pathway in animals and plants (reviewed by [6]). UCPs are
located in the inner mitochondrial membrane and catalyze a proton conductance that

dissipates the proton electrochemical gradient established by the respiratory chain,
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thus affecting the yield of ATP synthesis. UCPs are involved in mitochondrial energy
flow regulation and reported to play a critical role in the modulation of mitochondrially
generated reactive oxygen species (ROS) [6].

Compelling evidences also point to an involvement of UCPs in plant response
to stresses, especially those associated with ROS generation [7, 8]. In this context,
the positive impact of UCP overexpression in plant tolerance to drought and salt
stresses has been demonstrated [9]. The observed tolerance was correlated with
reduced ROS accumulation in the transgenic plants as a result of increased UCP-
mediated mitochondrial uncoupling. However, the exact mechanisms implicated in
improved plant performance under stress are still poorly understood. Recently, UCP
overexpression has been correlated with increased mitochondrial biogenesis [10].

Due to their involvement in the regulation of the cell redox state and in
tolerance to oxidative stress [7, 11-13], plant UCPs represent an interesting model
for understanding the functional implications of mitochondrial uncoupling in
retrograde signaling. In this context, the availability of transgenic tobacco plants
overexpressing the UCP1 gene from A. thaliana (AtUCP1) [7], and their respective
parental untransformed control, represent an interesting starting point to investigate
possible transcriptional changes associated with the constitutive expression of an
UCP and to elucidate the mechanisms involved. In a similar approach in mice, it has
been observed that the ectopic expression of mammalian UCP3 promotes the up-
regulation of genes involved in metabolic response to starvation and fatty acid
catabolism in the liver through retrograde signaling [14]. This result, obtained using
an animal model, supports the hypothesis that the constitutive expression of an UCP
can trigger responses potentially involved in mitochondrial function and retrograde
signaling.

In the present study, we established the global changes in gene expression
associated with the overexpression of AtUCP1 in seedlings of transgenic tobacco
using RNA-Sequencing. Interestingly, the transcriptomic responses induced by
AtUCP1 overexpression resemble, at least in part, those typically triggered by
mitochondrial dysfunction and imply the cross-talk between mitochondria and
chloroplast.
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Materials and Methods

Plant materials and growth conditions

The Nicotiana tabacum SR1 plants overexpressing the AtUCP1 gene used in
the present work have been described previously [7]. In this study, two independent
and homozygous transgenic lines, termed P32 and P07, which present different
levels of AtUCP1 expression [7] were chosen. Both overexpressors lines (OE) were
used as replicas and parental untransformed plants were used as control. The seeds
from the transgenic and wild type (WT) tobacco were surface-sterilized and sown in
Petri dishes containing solid Murashige-Skoog (MS) medium. Dishes were
maintained in a growth chamber at 20-22C with a 16/8 h light/dark photoperiod until
seedling sampling. For the RNA-Seq and RT-gPCR analyses, entire 3-week-old
seedlings from WT and OE lines (20 seedlings per genotype), respectively, were

sampled.

RNA isolation, quality control and sequencing

The sampled seedlings (n=20) were pooled for total RNA extraction using
Trizol reagent (Invitrogen). The RNA samples were then quantified
spectrophotometrically using NanoDrop (Thermo Scientific). Total RNA integrity (1 )
was further evaluated using the RNA 6000 Nano LabChip Kit and a Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies). RNA samples with RNA integrity number = 7 were used for
library construction. The sequencing libraries were prepared using the TruSeq RNA
Sample Preparation Kit v2 (lllumina). Sequencing was performed on the lllumina

MiSeq platform using a paired-end 300 base pair (bp) run.

De novo transcriptome assembly and mapping

The raw data generated for each sample were separately trimmed and de
novo assembled in a unique file using the CLC Genomics Workbench software
(Version 6.5, CLC Bio). The reads were trimmed using the quality score limit of 0.08
and maximum limit of 2 ambiguous nucleotides, and then assembled using the “de
novo assembly” algorithm. The trimmed reads were mapped to the de novo
assembled contigs with parameters allowing mapping of reads to the genome with up

to 3 mismatches. The reads mapped to ribosomal RNA as well as those not uniquely
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mapped were removed from subsequent analyses. The expression levels were
evaluated using the RPKM (reads per kilobase per million) method essentially as
previously described [15]. Data accuracy was checked by the calculation of a
correlation coefficient using the SigmaStat package based on the log-transformed
RPKM values derived from the OE lines dataset and after eliminating genes with zero

count.

Functional annotation of transcripts

Functional annotation was performed by the assignment of Gene Ontology
(GO) terms [16] to the transcripts. For this purpose, the Blast2GO suite [17] with
default parameters was used. Blast2GO assigns GO terms to sequences through a
3-step process: blasting, mapping and annotation. In the blasting step, sequences
are blasted using BLASTX (E-value cutoff = 1e-5) against the sequence database
provided by the National Center for Biotechnology Information (NCBI). In the
mapping step, GO terms are mapped on the blast results using annotation files
provided by the GO Consortium. In the annotation step, the GO terms mapped to the
blast results are transferred to the target sequences using the default annotation
parameters [17]. Differentially expressed genes were also annotated against
metabolic maps gathered from Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
[18] using Blast2GO.

Differential gene expression analysis

The differential gene expression between OE lines and WT was determined
using the CLC Genomics Workbench v6.5 (CLC Bio). For this, RPKM values were
submitted to quantile normalization and then log2-transformed for subsequent
statistical analysis. Hierarchical clustering of samples and principal component
analysis were carried out to examine data quality and comparability. Aiming the
identification of genes with significant changes in expression between the OE lines
and WT (P07 vs WT and P32 vs WT), a Kal's Z-test was performed on log2-
transformed data [19]. For that, a 2-fold change cutoff plus a p-value cutoff of 0.001

was employed.

GO-based functional enrichment analysis
Enrichment analysis was carried out for the differentially expressed transcripts.
For each type of GO categories, that is, biological process, molecular function and
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cellular component, we compared the frequencies of GO terms mapped to the
differentially expressed transcripts with those of entire set of expressed transcripts.
To this end, The Biological Networks Gene Ontology tool (BINGO) [20], an open-
source Java tool to determine which GO terms are significantly overrepresented in a
set of genes, was employed. The statistical test (hypergeometric test), the multiple
testing corrections (Benjamini and Hochberg correction) and the confidence level (p <
0.05) were default values. The reference set, the ontology and organism/annotation
files were all prepared in a customized way. For each type of ontology, the test set
consisted in the set of differentially expressed transcripts and the reference set

consisted in the complete set of expressed transcripts.

Differentially expressed metabolic pathways

To determine which metabolic pathways were differentially expressed between
control and the investigated OE lines, we first identified the transcripts likely coding
for enzymes using Blast2GO. Besides assigning GO terms, this software also
assigns Enzyme Commission numbers (EC numbers) to sequences. The retrieved
EC numbers were then mapped to the plant metabolic pathways collected from
Gramene [21], an integrated data resource for comparative functional genomics in
crops and model plant species. In subsequent analysis, only pathways with at least
five mapped EC numbers were kept. Next we mapped back the EC numbers to their
coding genes and then calculated the fold change in gene expression in OE lines
compared with WT control plants. The fold change is given by log2(ExpA/ExpB),
where ExpA and ExpB are, respectively, expression values for genes in transgenic
and control plants. For each pathway containing k enzymes, the average fold change
was calculated and statistically compared with the average fold change obtained by
100 sets of k enzymes randomly taken from the pathways. From this average fold
change and its corresponding standard deviation, a Z-score and a p-value were
calculated for each metabolic pathway. We considered differentially expressed the
pathways with p-value <0.05. Positive and negative Z-scores indicate, respectively,

up-regulated and down-regulated pathways.

Validation of the RNA-Seq results by RT-qPCR

In order to verify the accuracy of the expression profiles determined by RNA-
Seq, 17 transcripts were selected for quantitative RT-PCR (RT-qPCR) assay (Table
S1). The RNA (2 pg) of each sample was treated with DNasel (Fermentas) and the
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High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) was used for
cDNA synthesis following the instructions of manufacturer. All cDNA samples were
quantified on a NanoDropTMND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies).

Relative gene expression levels were determined by quantitative real-time
PCR (qPCR) using a Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
under the following parameters: 95-C for 10 min, 40 cycles at 94-C for 15 s, 60-C for
60 s. Amplicon specificity was checked using the dissociation curve at the end of
each run. Each PCR reaction (12 pl) consisted of 6ul of Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (Thermo Scientific), 1 yl of cDNA and 0.4 pM of forward and
reserve primers. All gene-specific primer pairs (Table S1) were designed using the
Primer Express software (Applied Biosystems). In all reactions, the gene encoding an
elongation factor (NtEF) from Nicotiana tabacum was used as an internal control to
normalize levels of target transcripts (Table S1). The generated relative expression
data were further analyzed using the DataAssist software v.3.01 (Applied
Biosystems). Additionally, the correlation between the RNA-Seq and RT-gPCR
expression values obtained for the selected genes (total of 17) was evaluated by

calculating the Pearson correlation coefficient.

Results

Global analysis and functional annotation

In other to get further insights into the broad transcriptional responses
associated with the overexpression of an uncoupling protein, global gene expression
profiles from 21-day-old seedlings of WT and two AtUCP1 OE lines (P07 and P32)
were determined using RNA-Sequencing. At this developmental stage, the OE lines
displayed no phenotypic differences when compared to WT plants with the exception
of a faster vegetative growth [9]. Most importantly, however, is the fact that at this
stage the AtUCP1 OE lines proved to be highly tolerant to salt and drought stresses
[9]. It should be also highlighted that the two selected OE lines show different
expression levels of the transgene, with PO7 being considered a high expression line
and P32 a moderate one [7, 10].

De novo assembling was performed by pooling the resulting RNA-Seq data of
the investigated samples. The resulting assembling parameters are presented in
Table 1. Among the 33.679 assembled contigs, 29.152 (86%) showed positive
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matches in BLAST searches against the NCBI database and 25.246 (75%) were
associated with at least one gene ontology (GO) term when classified using
Blast2GO. Moreover, a high correlation (R2=0.947 with p-value < 0.001) between the
two OE lines was observed (Figure 1), thus supporting the reliability of the raw
dataset. This dataset was considered satisfactory to investigate the main

transcriptomic effects of AtUCP1 overexpression in transgenic tobacco.

Table 1. Assembling parameters

Reads 9,777,662
Reads in pairs 6,333,375
Number of contigs (< 200) 33,679
N50 (bp) 632
Maximum Contig length (bp) 5,386
Minimum Contig length (bp) 197
Average (bp) 602

N50 = statistically weighted average such that 50% of the entire assembly is formed by contigs of
equal size or larger than this value.
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Figure 1. R2 linear regression of the RNA-Seq data from both OE lines (P07 and P32). The R2 values
were calculated using the Sigma Stat package based on the RPKM values derived from

RNA-Seq data and after eliminating genes with zero count.

Differential gene expression and GO enrichment analysis

By using a 2-fold change cutoff plus a p-value cutoff of 0.001, a total of 816
differentially expressed genes (DEGs) between the AtUCP1 OE lines and WT plants
was detected, among which 239 were up-regulated and 577 were down-regulated. It
should be emphasized that only DEGs that were in common between both OE lines
were considered. As expected, AfUCP1 was the most up-regulated gene in both
transgenic lines by more than 700-fold as compared to WT.

As a starting point to functional annotation, we first determined the GO terms
assigned to both downand up-regulated genes (Figure 2). It should be mentioned
that in many cases, different GO terms were assigned to the same transcript. For the
up-regulated genes (Figure 2A), “ATP binding" (23 transcripts - 9.62%) and
“nucleotide binding" (15 transcripts - 6.27%) were the most predominant GO terms in
the \molecular function" category, while “oxidation-reduction process" (28 transcripts -

11.71%) and “pentose-phosphate shunt" (25 transcripts - 10.87%) were prominent in
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the “biological process" category. In the “cellular compartment" category, the terms
“chloroplast envelope" (50 transcripts - 20.92%) and “chloroplast stroma" (42
transcripts - 17.57%) were overrepresented.

For the down-regulated genes (Figure 2B), the terms “ATP binding” (66
transcripts - 11.43%), “response to cadmium ion” (53 transcripts - 9.18%), and
“plasma membrane” (110 transcripts - 19.06%) were prominent in each of the three
main functional categories, respectively. It is also noteworthy the presence of a large
number of down-regulated genes associated with the terms “oxidation-reduction
process” (52 transcripts - 9%) in the “biological process” category, and “cytosol” (110
transcripts - 17.33%) followed by “mitochondrion” (57 transcripts - 9.87%) in the
“cellular compartment” category.

A GO enrichment analysis was subsequently employed to identify the most
representative ontologies associated to each DEG dataset. By using a
Hypergeometric test with Benjamini and Hochberg correction through BiNGO [20], we
compared, for each dataset, the frequencies of GO terms mapped to the up and
down-regulated genes with those of entire set of expressed genes. By doing so, we
determined the GO terms significantly enriched (FDR-corrected for p < 0.05) in the
up-regulated and down-regulated datasets as compared to all expressed genes.

For the up-regulated dataset, the enrichment analysis indicated a total of 69
and 12 significantly enriched GO terms associated with “biological process" and
“cellular component" categories, respectively (Table S3). A graphical illustration of
the results of the GO enrichment analysis for the “biological process" category is
available in File S1. In this category, the terms “pentose-phosphate shunt" and “rRNA
processing” were the most significantly enriched followed by “cysteine biosynthetic
process". Besides “pentose-phosphate shunt", other terms related to carbohydrate
metabolism (maltose metabolic process, sucrose metabolic process, starch
biosynthetic process, starch metabolic process, polysaccharide catabolic process)
were also significantly enriched (Figure 3B). Notably, several terms associated with
photosynthesis (photosynthesis, light reaction; photosystem |l assembly;
photosystem Il stabilization; photosynthetic electron transport in photosystem |) were
overrepresented in the up-regulated gene dataset (detailed view in Figure 3A). This
dataset was also significantly enriched for the term “chlorophyll biosynthetic process"
(Figure 3A).

Consonant with the observed enrichment of photosynthesis related terms, the
majority of the GO terms significantly enriched in the “cellular component” category
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(Table S3) was associated with the chloroplast (chloroplast envelope; chloroplast
stroma; chloroplast thylakoid membrane; chloroplast thylakoid lumen). Overall, these
results indicate an important effect of AtUCP1 overexpression on chloroplast
metabolism and confirm the previously reported relationship between UCP activity
and photosynthetic efficiency [13,22,23]. In this respect, it should be highlighted that
the net photosynthetic rates of the AtUCP1 OE lines were higher than WT plants
under control conditions [9].

Interestingly, we also observed the enrichment of several GO terms associate
with cold and biotic stress responses (defense response to bacteria, systemic
acquired resistance, and detection of biotic stimulus) within the set of up-regulated
genes (Table S3; Figure 3C). These results suggest a connection between UCP-
mediated uncoupling and the triggering of specific plant stress responses. In fact,
changes in transcript abundance of defense related genes in response to
perturbations in the electron transport chain have already been observed (reviewed
in [24]. In addition, the observed up-regulation of genes related to cold response is in
accordance with previous studies reporting a link between the cold induction of
nuclear gene expression and decreased efficiency of oxidative phosphorylation [25,
26]. It is worthy of note in this context that UCP action can lead to a fast electron flux
through the respiratory chain. Last, concerning the “molecular function” category, the
only enriched term was “delta12-fatty acid dehydrogenase activity”, which is required
for the generation of unusual fatty acids.

For the down-regulated dataset, a total of 13 and 5 terms were significantly
enriched in the “biological process” and “cellular component” categories, respectively
(Table S4). Among them, “chlorophyll catabolic process” and “response to cadmium
ion” were the most significantly enriched terms followed by “protein folding”. Although
unexpected, the overrepresentation of transcripts associated with cadmium response
is in line with a proposed role for the alternative respiratory pathway in modulating
cadmium-induced stress responses [27]. Considering the terms significantly enriched
in the “cellular component” category, the majority was related to “cytosol” followed by
“plasmodesma” and “plasma membrane” (Table S4). Interestingly, GO terms linked
to certain abiotic stress responses (response to oxidative stress, response to water
deprivation, hyperosmotic responses) and also to fatty acid oxidation were
significantly enriched in the down-regulated gene dataset. It seems thus that fatty
acid oxidation is lowered in the OE lines in order to compensate for the metabolic
alterations promoted by AtUCP1 overexpression. It should be emphasized that fatty
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acids are important regulators of UCP activity (reviewed in [6]).

Genes involved in oxidative phosphorylation

Due to the described effect of the dissipating activity of overexpressed
AtUCP1 on the yield of ATP synthesis [10], we focused attention on the genes
encoding products involved in oxidative phosphorylation. Curiously, none of the
examined genes figured as up-regulated in our dataset (Table S2). On the contrary,
many genes encoding components of the mitochondrial respiratory chain, such the
beta subunit of F1IFO ATP synthase, the iron-sulfur subunit 2 of succinate
dehydrogenase and different subunits of the NADH dehydrogenase complex
(flavoprotein 1, iron-sulfur protein 6, 1 alpha subcomplex subunit 13), respectively,
were down-regulated in the OE lines (Table S2). In view of these results, it seems
that during seedling development the negative impact of AtUCP1 action in the
intracellular ATP level [10] is not compensated by the transcriptional up-regulation of

components of the respiratory chain.
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Figure 2. Gene Ontology (GO) analysis of the differentially expressed genes. Distribution

histograms within the three main GO categories (in red “molecular function”, in blue “biological

process" and in green “cellular component") are shown for the up- (A) and down-regulated (B) genes.

Only differentially expressed genes that were in common between the two AtUCP1 OE lines (P07 and

P32) were included in the analysis.
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Figure 3. Enriched network based on GO terms in the up-regulated gene dataset. Fragment of the
complete network presented in File S1 showing significantly enriched GO terms in the up-regulated
gene dataset associated with photosynthesis (A), carbon metabolism (B) and biotic and cold stress
responses (C). Data were analyzed using the Biological Networks Gene Ontology tool (BiNGO). Node
color means enrichment significance i.e. darker the color on a color scale ranging from white (no
significant) to orange (FDR-corrected p-value = 3 x 100110), higher is the enrichment significance.
White color nodes are not enriched but show the hierarchical relationship among the enriched

ontology branches.
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Altered metabolic pathways in the OE lines

The KEGG database was employed to identify the main metabolic pathways
altered in the AtUCP1 OE lines. As a result, 52 KEGG pathways (showing 5 or more
altered genes) were affected by AtUCP1 overexpression (Table S5). Amongst them,
“starch and sucrose metabolism" was the most affected with a great number of
allocated up- and down-regulated genes (16 and 12, respectively). Other pathways
implicated in carbohydrate metabolism (such as pyruvate metabolism, glycolysis and
gluconeogenesis, glyoxylate and dicarboxylate metabolism, pentose phosphate
pathway and Citrate cycle) also presented several allocated genes.

A substantial number of genes were also mapped to KEGG pathways directly
or indirectly implicated in energy metabolism (such as carbon fixation in
photosynthetic organisms, nitrogen metabolism, oxidative phosphorylation and
porphyrin and chlorophyll metabolism). In this context, “carbon fixation in
photosynthetic organisms" was positively affected with 8 up-regulated associated
genes, while “oxidative phosphorylation" was negatively affected with 6 down-
regulated associated genes. Concerning lipid metabolism, the pathways “fatty acid
elongation”, “alpha-linolenic acid metabolism" and “fatty acid degradation" were
negatively affected with uniquely down-regulated genes associated to them.
Alterations in purine metabolism and in different amino acid metabolic pathways were
also prominent in the AtUCP1 OE lines. In this respect, \cysteine and methionine
metabolism" was the most altered, while “valine, leucine and isoleucine degradation"
and “lysine degradation" were negatively affected.

Overall, these results indicate that the most important changes in gene
expression detected in the AtUCP1 OE lines were mainly associated with pathways
involved in carbohydrate metabolism, cell energy supply and amino acid metabolism.
Collectively, these data support the proposed role of Af{UCP1 in the control of carbon
and nitrogen partitioning [28].

As a complementary approach, by using the pathways retrieved from the
Gramene database, we identified the pathways considered to be differentially
expressed between OE lines and WT. Based on this analysis, the pathways
significantly up-regulated in the AtUCP1 OE lines were: Calvin-Benson-Bassham
cycle (Z-score 2.1), chlorophyllide a biosynthesis | (Z-score 3.63) and tetrapyrrole
biosynthesis | (Z-score 2.21). On the other hand, the pathways significantly down-
regulated were: vitamin E biosynthesis (Z-score -2.5), 4-hydroxybenzoate
biosynthesis V (Z-score -2) and tyrosine degradation | (Z-score -3.2).
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RT-gPCR validation of differential expression

The accuracy of the expression profiles derived from the RNA-Seq analysis
was further verified using RT-qPCR. For that, 17 DEGs (12 up-regulated and 5 down-
regulated; Table S1) were chosen based on their involvement in the aforementioned
altered pathways, or randomly selected among the most up and down-regulated
genes. Overall, a positive correlation between the expression profiles determined in
both assays was observed for each transgenic line investigated (Figure 4) (Pearson
coefficient of 0.802 for P07 and 0.7212 for P32), and both correlations were
significant (p<0.05).

According to the relative expression levels determined by RT-qPCR, all the
genes considered upregulated by the RNA-Seq analysis also showed induced
expression levels in both OE lines as compared to the WT (Figure 5A). The only
exception was the GSA gene whose relative expression was not altered. However,
for three of them (CYP, MS and PBGD), a statistically significant up-regulation was
only detected in the PO7 OE line.

Concerning the validation of the selected down-regulated genes, the RT-qPCR
results revealed that three of the validated genes (AIM, HGO and HPPD) showed low
relative expression in both OE lines as compared to WT control, but were significantly
down-regulated only in the P32 OE line (Figure 5B). On the contrary, the 4CL and
FAH genes were significantly down-regulated only in PO7. Despite the observed
divergences, the RT-gPCR results confirmed the down-regulation of these 5 genes in

at least one of the OE lines investigated.
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Figure 4. Correlation between RNA-Seq and RT-gPCR data Twelve up-regulated and five down-
regulated genes were selected for validation and a Pearson's correlation was calculated based on the

expression values generated for each AtUCP1 OE line (P07 and P32).
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Discussion

In this study we determined the global expression changes associated with the
overexpression of a mitochondrial uncoupling protein (AtUCP1) in tobacco. For that,
developing seedlings of two independent OE lines showing high abiotic stress
tolerance and a fast growth rate during initial development were employed [9]. Our
results demonstrate that AtUCP1 overexpression promotes substantial alterations in
the transcriptome of the OE lines resulting in a total of 816 in common DEGs when
compared to WT nontransformed plants. As a general response to UCP1
overexpression, noticeable changes in the expression of genes involved in carbon
and energy metabolism were observed, indicating that an important transcriptome
reprogramming is necessary to maintain energy homeostasis in the transgenic
plants. Interestingly, the transcriptomic patterns identified here resemble, at least in
part, those triggered by different mitochondrial dysfunctions [29, 30].

Several genes encoding chloroplast-localized proteins were up-regulated in
the OE lines, indicating that AtUCP1 overexpression has an important impact outside
the mitochondrion as already observed for the alternative oxidase [4, 31]. AtUCP1
overexpression enhanced, for example, the expression of genes encoding important
subunits of the reaction centers of photosystem | and Il (PSI and PSIl) and also of the
cytochrome b6f complex. Moreover, genes encoding oxygen-evolving enhancer
proteins and the light-harvesting chlorophyll a/b-binding proteins are amongst the
most up-regulated genes in both AtUCP1 OE lines. The detection of transcriptional
changes in a significant number of photosynthesis-related genes (Figure 3A) is in line
with the proposed role of UCP in maintaining rates of photosynthesis. In this respect,
previous studies have demonstrated that UCP activity affects photosynthetic
efficiency [13, 22, 23], and increase photosynthetic capacity when overexpressed in
transgenic plants [8, 9]. Consistently, a connection between mitochondrial function
and the transcriptional regulation of nuclear genes encoding photosynthetic proteins
was already evidenced in Arabidopsis and Chlamydomonas reinhardtii [30, 32, 33].

The aforementioned results strongly indicate that AtUCP1 overexpression
triggers a retrograde signaling that affect photosynthetic gene expression. Particularly
interesting in this context was the up-regulation of pathways associated with
tetrapyrrole and chlorophyllide a biosynthesis in the AtUCP1 OE lines. Although the

requirement for de novo chlorophyll biosynthesis could be associated with the
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elevated photosynthetic rates of the AtUCP1 OE lines [9], intermediates of such
pathways (Mg-protoporphyrin IX for example) as well as changes in the flux through
the tetrapyrrole pathway have been shown to play an important role in plastid-to-
nucleus retrograde signaling (reviewed in [34, 35]. Notably, porphyrins have been
also postulated to participate in interorganelle signaling (reviewed in [34]).

Earlier data reported that the photosynthetic performance of an atucp1
insertion mutant was impaired due to the inhibition of the photorespiratory flux and
limited regeneration of ribulose-1.5-bisphosphate (RuBP) [22]. In fact, many
published data support the view that impaired photorespiration can restrict
photosynthesis under situations that promote high oxygenation of the Rubisco
enzyme, especially under stressful conditions (reviewed in [36]. Moreover, evidence
from UCP-silenced tomato plants suggests that UCP activity affects Rubisco
carboxylation and RuBP regeneration rates [23]. In this respect, the most strongly up-
regulated gene in our analysis was GLYK (Table S2), which encodes a key regulator
of photorespiration. D-glycerate 3-kinase (GLYK) catalyzes the concluding reaction of
the photorespiratory cycle and is crucial for the regeneration of RuBP [37]. It seems
plausible that the detected up-regulation of GLYK probably represents a way to
sustain the elevated photosynthetic rates displayed by the AtUCP1 OE lines [9].
Consistent with this, the Calvin-Benson cycle figured as up-regulated in the AtUCP1
OE lines indicating that RuPB does not limit cycle activity.

Another interesting finding concerning the photorespiratory pathway was the
detected up-regulation of the gene encoding the mitochondrial malate
dehydrogenase (mMMDH). This enzyme, classically known for its role in the
tricarboxylic acid (TCA) cycle, also operates during the conversion of glycine to
serine by reducing oxaloacetate to malate and regenerating NAD+ for glycine
decarboxylase [38]. In this context, Sweetlove et al. [22] showed that the
photorespiratory flux of glycine to serine was substantially decreased in the atucp1
mutant. It is therefore possible that the observed mMDH up-regulation in the OE lines
would avoid excess NADH accumulation and sustain NAD+ regeneration. Of note, an
enrichment of terms associated with the pentose phosphate pathway was observed
(Figure 3B) and probably reflects the need of reductant availability to maintain cellular
redox homeostasis in the OE lines.

UCP overexpression has been previously found to increase TCA cycle flux

with no apparent alterations in the maximal catalytic activity of specific TCA cycle
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enzymes [12]. Among the genes involved in the TCA cycle represented in our
dataset, those encoding the E1 beta and alpha subunits of the mitochondrial
pyruvate dehydrogenase complex, respectively, were found to be significantly up-
regulated in the OE lines (Table S2). The PHD complex catalyzes the conversion of
pyruvate into acetyl-CoA that is subsequently consumed in the TCA cycle. We also
notice, as aforementioned, the up-regulation of mMDH, a classical TCA cycle
enzyme that catalyzes the conversion of malate into oxaloacetate. Additionally,
AtUCP1 overexpression negatively regulated the expression of a gene encoding the
iron sulfur subunit 2 of the mitochondrial succinate dehydrogenase. Succinate
dehydrogenase (Complex Il) is a multimeric enzyme that has a dual role in
mitochondrial metabolism, acting both in the TCA cycle and as a member of the
respiration chain. It was previously demonstrated that plants overexpressing this
subunit show high rate of photosynthesis and CO2 assimilation but lower rate of TCA
cycle [39]. Thus, substantial transcriptional modulations of TCA cycle-related genes
are observed in the AtUCP1 OE lines, which seem likely to occur in response to an
altered cycle flux. Similarly, a moderate increase in the TCA cycle enzymes was part
of the response induced by the ectopic expression of mammalian UCP1 in yeast [40].
Surprisingly, despite the already described reduction in cellular ATP
concentration (20-35%) provoked by the dissipating action of A{UCP1 in leaves of the
P07 OE line [10], none of the genes encoding the major components of the
mitochondrial respiratory chain complexes figured as up-regulated in our datasets.
On the contrary, the expression of a number of genes coding for components of
complex |, complex Il and the beta subunit of ATP synthase was significantly down-
regulated in both OE lines (Tables S2 and S5). The reason for this is unclear but
Umbach et al. [31] also observed no changes in the transcript abundance of selected
electron transport components in the leaves of normally grown transgenic
Arabidopsis overexpressing another component of the mitochondrial alternative
pathway (AOX1a). Our results are in line with the undetected differences in the
respiration (measured as CO2 release) of the AtUCP1 OE lines and WT plants [9],
but contrast with those obtained by Barreto et al. [10] showing an up-regulation of
both nuclear-encoded (NADH-DeH and NADH-IS7) and mitochondrial-encoded
(NADH-1S2) components of complex | in the leaves of 12-week-old P07 plants. These
discrepancies could be attributed to differences in the developmental stage and

overall physiological status of the sampled material (intact seedlings vs. leaves), and
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point to the existence of additional posttranscriptional and posttranslational
mechanisms [31].

In conclusion, the transcriptional profiling presented here provides novel
insights into the molecular responses brought about by the augmented expression of
an uncoupling protein in plants. The overall results also highlight the occurrence of
an important transcriptional cross-talk between chloroplast and mitochondria, which
culminates in the transcriptional regulation of genes mainly involved in

photosynthesis, photorespiration and carbon metabolism.
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Supporting Information Legends

Table S1. Genes selected for expression validation by RT-gPCR with corresponding

primers and detected RNA-Seq fold changes.

Table S2. List of differentially expressed genes. Fold change indicates the average of

up- or down-regulation in the AtUCP1 OE lines compared with WT.
Table S3. Significantly enriched GO terms for up-regulated genes.
Table S4. Significantly enriched GO terms for down-regulated genes.

Table S5. KEGG metabolic pathways altered in the AtUCP1 OE lines. Only pathways

with 5 or more affected genes are represented.

File S1. Cytoscape file containing the network visualization of part of the hierarchical
relationship among GO biological process terms. Colored nodes are significantly
overrepresented GO categories (node colors represent enrichment significance as
depicted in Figure 3) associated with the up-regulated gene dataset. Data were

analyzed using the Biological Networks Gene Ontology tool (BiINGO).
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5- Capitulo Il. Anadlise dos mutantes de insercao de

Arabidopsis thaliana

Em paralelo a analise de transcriptoma e expressao diferencial descrita no
capitulo |, estudos empregando mutantes de insercdo foram realizados com o
objetivo de analisar a funcionalidade das proteinas desacopladoras presentes em
arabidopsis (AtUCP1, AtUCP2 e AtUCP3), bem como testar experimentalmente uma
possivel complementacao e redundancia funcional entre elas. Os dados obtidos com

essa etapa do trabalho serdo apresentados a seguir.

1.1 — Material e Métodos

II.1.1 — Crescimento Vegetal

As sementes de Arabidopsis thaliana Col-0 correspondentes aos diferentes
mutantes de inser¢do de T-DNA usados neste estudo foram adquiridas junto ao
banco Arabidopsis Biological Resource Center (http://www.arabidopsis.org/). Foram
utilizadas sementes de A. thaliana Col-0 contendo insergbes nos genes AtUCP2
(At5g58970) (SALK 037074 e SALK 040242) e AtUCP3 (At1g14140)
(SALK_123501C). As sementes do mutante de insergcéo atucp? foram gentilmente
doadas pelo Dr. Lee Sweetlove do Department of Plant Sciences da Universidade de
Oxford. Adicionalmente, sementes de A. thaliana Col-0 selvagem foram utilizadas
como controle.

As sementes foram germinadas em uma mistura de solo com vermiculita na
proporgao 2:1, sendo primeiramente incubadas a 4°C por 2 dias. Em seguida foram
mantidas em camara climatizada com fotoperiodo de 16 horas/dia de luz artificial e
temperatura de 19°-21°C. Apéds 30 dias foram coletadas folhas de cada uma delas,

separadamente, para extracdo de DNA gendmico.

11.1.2 —Extracdo de DNA gendmico e genotipagem

O DNA gendmico foi extraido utilizando-se o método de CTAB (brometo de
cetil-trimetilamoénio) como descrito por Doyle e Doyle (1987) com modificagdes.
Cerca de 50 — 100 mg de tecido foliar dos respectivos mutantes foram macerados
em nitrogénio liquido com posterior solubilizacdo em 400 pl do tampao de extragao
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CTAB contendo 2% de B-mercaptoetanol. Adicionou-se em seguida 400 ul de CIA
(cloroférmio-alcool isoamilico na proporgao 24:1) seguido de uma centrifugagao a
13.200 rpm durante 3 min. O sobrenadante foi coletado e ao mesmo foi adicionado
500 ul de isopropanol gelado (-20°C) com subsequente centrifugagéo a 13.200 rpm
por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70% e
centrifugado a 13.200 rpm por 5 min. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado
foi ressuspendido em agua.

A genotipagem visando detectar individuos homozigotos foi realizada por
PCR utilizando o GoTaq Master Mix (Promega) contendo 3 pyl do DNA gendmico
extraido (aprox. 200 ng), 0,6 pl dos oligonucleotideos (10 mM) especificos para os
genes AtUCP2 e AtUCPS3, respectivamente, e 0,6 pl do oligo SALK LBb1.3 (10 mM;
Tabela 1) que e direcionado para as bordas do T-DNA
(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). A reagdo de PCR foi constituida de um
ciclo prévio de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguido de um ciclo de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 51°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 1 minuto, repetido por trinta e cinco vezes, e um ciclo final de extensao a
72°C por 7 minutos. Amostras de DNA genbémico de A. thaliana selvagem foram
empregadas como controle. Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel

de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Tabela 1 — Sequéncia dos oligonucleotideos empregados para a genotipagem

dos mutantes atucp.

Primer Sequéncia

UCP2F 5'- AAGAGGGTCTATCTAATGACG- 3'
UCP2R 5'- GCCACAAACCAATAAATAGAA - 3
UCP3F 5' - ACTCTTTCTGATTGTAGGA - 3'
UCP3R 5'- GACTTTAAAGCCCAATATTAT - 3'
Salk Lb1.3 5- ATTTTGCCGATTTCGGAA - 3'

I1.1.3 — Sequenciamento

Para confirmar a posigédo de inser¢gao do T-DNA, 250 ng do produto de PCR
de cada mutante (item 11.1.2) foi sequenciado utilizando-se o kit comercial Big Dye
versdo 3.1 (Applied Biosystems). As reagdes de sequenciamento foram realizadas
em sequenciador automatico de DNA modelo ABI Prism 377 (Applied Biosystems)
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utilizando oligonucleotideos reversos especificos para cada gene alvo e o oligo Salk
Lb1.3 (Tabela 1).

I1.1.4 - Extracdo de RNA total e analise de RT-qPCR

Com o objetivo de avaliar o efeito da insergcdo do T-DNA na expressao de
cada gene alvo procedeu-se a extracdo de RNA total dos respectivos mutantes
seguido de uma analise de RT-qPCR.

Para a extracdo de RNA total foi utilizado o reagente Trizol (Invitrogen)
segundo protocolo descrito pelo fabricante. Resumidamente, 1 ml de Trizol foi
adicionado a cerca de 100-200 mg do material vegetal macerado e procedeu-se a
homogeneizagdo em agitador. Apds incubagdo por 5 minutos a temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12000xg por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi coletado seguido da adicdo de 200 pl de cloroférmio. A mistura foi
homogeneizada em agitador, incubada por 3 minutos em temperatura ambiente e
centrifugada a 12000xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo e adicionou-se 500 ul de isopropanol.

Apos incubagao por 60 minutos a -20°C e centrifugagao por 10 minutos a 4°C,
o sobrenadante foi removido e o sedimento lavado com 1 ml de etanol 70%. Apds
uma nova centrifugagdo a 7500xg por 5 minutos a 4°C, o sedimento foi seco e
ressuspenso em 30 ul de H,O tratada com diethylpyrocarbonate (DEPC). A
integridade do RNA extraido foi determinada por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo.

As amostras de RNA extraidas foram ajustadas para uma concentracado de
2000 ng com a ajuda de um espectrofotometro ND-1000 (Fisher Thermo, USA),
sendo em seguida tratadas com DNasel (Fermentas) e submetidas a transcri¢ao
reversa utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit conforme
instru¢cdes do fabricante (Life Tecnology). Os oligonucleotideos especificos para
cada gene alvo (AtUCP1-3) foram desenhados no programa Primer Express com
base na sequéncia depositada no banco de dados TAIR (http://
www.arabidopsis.org). Considerando a alta similaridade existente entre as isoformas
da AtUCP (1-3), os oligonucleotideos gene-especificos foram posicionados na regido
5'UTR (regido nao traduzida) a fim de discrimina-los (Tabela 2).

As reacdes de qPCR foram realizadas na plataforma Step One Plus (Applied

Biosystems) empregando 12 ul de volume final contendo 6 uyl de Maxima SYBR
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Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific), 0,4 yM de cada oligo gene-
especifico e 1 pl de cDNA. Um ciclo prévio de 50°C por 2 minutos e 95°C por 10
minutos foi empregado, seguido de um ciclo de desnaturagdo a 95°C por 15
segundos, anelamento e extensao a 62°C por 1 minuto, repetido por quarenta vezes.
Apods a reagao foi adicionado um passo de dissociacdo através da elevagao da
temperatura de 60°C para 95°C, subindo 1°C por minuto. Este procedimento é
frequentemente utilizado para verificar a especificidade dos oligonucleotideos
utilizados ou a formacédo de primers-dimers. O gene que codifica a AtGAPDH
(Tabela 2) e RNA total de arabidopsis selvagem (WT) foram utilizados como
normalizador e calibrador, respectivamente, e a expressao relativa foi calculada
utilizando o programa DataAssist v3.01 (Applied Biosystems). A eficiéncia dos
oligonucleotideos foi calculada através do software LinRegPCR (Ramakers et al.,
2003), permanecendo proxima ou igual a dois.

Uma vez determinada a expressao do gene alvo no mutante correspondente,
procedeu-se a anadlise de expressdao dos demais genes a fim de determinar

possiveis efeitos de compensacao.

Tabela 2 — Sequéncia de oligonucleotideos empregados para a analise de

expressao génica por qPCR.

Primer Sequéncia

qAtUCP1F 5'- GATGGTGGCGGCTGGTA - 3'

qAtUCP1R 5'- CGCCGACGCAAGCAG - 3'

qAtUCP2F 5'- CATAACAATGGCGGATTTCAAA - 3'

qAtUCP2R 5'- CGCTGCAAATGAAGGTTTCA - 3

qAtUCP3F 5'- GGAGCCGAGTGACCAGAGAA - 3'

qAtUCP3R 5'- CGCAGAGAGTGAAGCAAGCA - 3'
qAtGAPDHF 5 — GCCAAGGCTGGGATTGC - 3
qAtGAPDHR 5 —GTCGTACCATGACACCAACTTCA -3’
qAtRD29AF 5-TCACCTGGCTCCACTGTTGTTC-3'
qAtRD29AR 5'- TCCAAAGTGAAACTTGAAAATCTC-3'

11.1.5 — Analise de expressao génica sob estresses abiodticos

A expressao dos genes que codificam as trés isoformas de UCP em A.
thaliana em resposta a estresse salino (NaCl) e osmaético (manitol) foi investigada.
Para tal, aproximadamente 10 mg de sementes de A. thaliana Col-0 do tipo
selvagem, bem como, sementes correspondentes aos diferentes mutantes de

insergao investigados foram esterilizadas em etanol 70% por 1 minuto, hipoclorito de
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sdédio 70% por 10 minutos com posterior lavagem (5x) com agua Milli-Q autoclavada.
Apos a esterilizacdo, as sementes foram incubadas em meio MS/2 (com
concentracéo de sais reduzida a metade) liquido por 72 horas no escuro a 4°C para
quebrar a dorméncia sendo em seguida mantidas sob agitagcdo (67 rpm) e luz
constante por 7 dias. Apds esse periodo, as plantulas foram transferidas para novo
meio MS/2 liquido adicionado dos diferentes tratamentos: NaCl 125 mM ou manitol
250 mM. As referidas concentracbes foram definidas em testes preliminares
empregando meios com diferentes concentracbes desses agentes, sendo estas
concentragbes consideradas moderadas (Husseini, 2008). As plantulas tratadas
foram amostradas em diferentes tempos (6, 12, 24 e 48 h) para posterior extragao de
RNA total e analise de RT-qPCR como descrito anteriormente. Para tal, o gene
endoégeno 40S ribosomal protein S16 (Kreps et al., 2002) foi usado como
normalizador e o gene RD29A, o qual é altamente responsivo aos tratamentos com
NaCl e manitol (Charrier et al., 2002; Favaro., 2008), foi usado como controle
positivo de indugdo. O valor de expressao relativa foi calculado no software

DataAssist v3.01 (Applied Biosystems).

11.1.6 — Analise de expressao sob estresse biotico

Nesta analise foram utilizadas plantas de Arabidopsis thaliana (Col-0) do tipo
selvagem. As sementes foram esterilizadas em 50% de hipoclorito de sdédio
contendo 0,05% de Triton-X, em seguida lavadas quatro vezes com agua Milli-Q e
entdo colocadas em placas de Petri contendo meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
contendo 0,23% de Phytagel (Sigma), e suplementado com 2% de agarose. As
placas foram incubadas a 4°C por 2 dias no escuro para quebrar a dorméncia e apos
esse periodo mantidas em camara climatizada com fotoperiodo de 16 horas/dia de
luz artificial e temperatura entre 19-21°C. Trés semanas apdés a germinagao, as
plantas foram transferidas para vasos contento uma mistura de solo com vermiculita
(2:1) e mantidas na camara climatizada pelo periodo de seis semanas, sendo entdo
inoculadas com Peudomonas syringae pv. syringae (Pse). Para a inoculagao foi
usada a cepa 270, que foi primeiramente crescida em meio B de King (KB). Em
seguida, dez plantas foram inoculadas com uma suspenséao de 108 cel.mL™ de Pse
diluidas em 10 mM de MgCl,. Para tal, trés folhas de cada planta foram infiltradas
usando seringa de 1 ml. Apos 12 e 24 h, uma folha por planta inoculada foi coletada

e um pool (n=10) foi confeccionado para a extracdo de RNA total. Folhas de plantas
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nao estressadas ou inoculadas somente com 10 mM de MgCl, (Mock) foram usadas
como controle. A extracdo de RNA total e as analises de expresséao relativa foram
realizadas como descrito em .14 sendo o gene AtGAPDH usado como
normalizador. Cabe ressaltar que o experimento foi realizado em triplicata biolégica.
Para acompanhar a efetividade da inoculagéo e o crescimento da bactéria, amostras
de folhas foram coletadas, maceradas em 200 pl de agua estéril, sendo uma
aliquota do macerado plaqueada em meio B de King (King et al.,1954). As colbnias

foram contadas e submetidas a luz ultravioleta apds o periodo de 48 horas.

11.1.7 - Detecg&o de superoxido mitocondrial

O acumulo de superoxido nas mitocondrias das plantas estressadas foi
determinado utilizando o reagente MitoSOX Red (Invitrogen) segundo protocolo
descrito previamente (Barreto et al., 2014). Para tal, folhas jovens dos mutantes de
insercao atucp?, atucp2 e atucp3 foram tratadas com meio MS/2 (utilizado como
controle) ou meio MS/2 suplementado com 100 mM de NaCl (estresse salino) e 10
mM de H,O, (estresse oxidativo), respectivamente, sendo entdo mantidas sob luz e
agitacdo constante pelo periodo de 20 horas. Apds esse periodo, as folhas foram
incubadas em 5 uM de MitoSOX Red diluido em agua por 25 minutos no escuro e
lavadas com MS/2. A intensidade luminosa e a fluorescéncia foram detectadas em
Em/Ex 4885685-615 nm usando um microscopio confocal de varredura a laser
SP5(Leica) com objetiva 10x. Folhas tratadas ou nado tratadas de arabidopsis

selvagem foram usadas como controle.

1I.L1.8 - Analise do perfil de expressdao dos Carreadores de

Dicarboxilatos

Com o objetivo de comparar o perfil de expressdao dos genes DIC1-3
(carreadores de dicarboxilato) de A. thaliana com o perfil dos genes Af{UCP1-3 tanto
em condig¢des fisiolégicas normais como frente aos estresses abidticos e bidticos
uma analise de RT-qPCR foi realizada utilizando o mesmo cDNA obtido para as
analises do genes AtUCP1-3 com descrito no item 11.1.5.
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I1.2 — Resultados e Discussao

[1.2.1 — Genotipagem

Buscando identificar se as plantas originadas do pool de sementes obtido
junto ao banco ABRC apresentavam a inser¢céo de T-DNA no gene alvo bem como
selecionar os individuos homozigotos, uma genotipagem empregando PCR de DNA
gendmico foi realizada.

Para a linhagem SALK 040242 (gene AtUCPZ2) foram selecionadas seis
plantas, das quais quatro apresentavam a insergdo do T-DNA, porém todas eram
heterozigotas (Figura 1). Para a linhagem SALK 037074 (gene AtUCPZ2) foram
analisadas cinco plantas, sendo que quatro delas apresentavam a insercao do T-
DNA em homozigose (Figura 2). Ja para a linhagem mutante SALK_123501C (gene
AtUCPQ3), das cinco plantas analisadas, quatro apresentavam a insergdo do T-DNA,
mas somente duas estavam em homozigose (Figura 3). Cabe ressaltar que
nenhuma diferengca fenotipica foi observada entre as trés linhagens mutantes

investigadas e o controle selvagem.

WT Planta 3 Planta 5

Planta 1 Planta 2 Planta 4 Planta 6

Figura 1 — Genotipagem do mutante de insergdo SALK 040242 (I6cus At5g58970; gene AtUCP2). As
plantas 1, 2, 4 e 6 contém a insergdo, porém séo heterozigotas, enquanto que as plantas 3 e 5 ndo

apresentam a insergéo. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. WT — DNA gendmico de

planta selvagem.
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— Planta 3
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Planta 2 »

Planta 1 Planta 4 Planta 5

Figura 2 - Genotipagem do mutante de insergdo SALK 037074 (I6cus At5g58970; gene AtUCP?2). As
plantas 1, 2, 4 e 5 contém o T-DNA em homozigose enquanto a planta 3 ndo apresenta insercédo. Gel

de agarose 1% corado com brometo de etideo. WT — DNA gendmico de planta selvagem.
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Planta1 Planta2 Planta3 Planta4 Planta5

Figura 3 - Genotipagem do mutante de insercdo SALK 123501C (lécus At1g14140; gene AtUCP3).
As plantas 1 e 2 contém a insercdo do T-DNA em homozigose. Gel de Agarose 1% corado com

brometo de etideo. WT — DNA gendmico de planta selvagem.
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11.2.2 — Localizagdo do T-DNA nos mutantes de insergéo

O local de insergdgo do T-DNA nos mutantes SALK 037074 (atucp2) e
SALK 123501C (atucp3) foi determinado através do sequenciamento do produto de
amplificagdo gerado utilizando oligonucleotideos especificos para cada gene alvo, e
um oligo posicionado junto a borda do T-DNA (Salk LBb 1.3). Segundo Wang (2008)
uma inserc¢ao localizada tanto no éxon como no intron de um gene € igualmente
eficaz, podendo nocautear ou reduzir o nivel de expressdo do gene alvo, porém
insergdes na regiao promotora causam uma maior redugao no nivel de expressao do
gene alvo.

A sequéncia dos genes AtUCP2 e AtUCP3 foram obtidas no banco de dados
TAIR, o qual mostrou que o gene AtUCP2 é composto por 9 éxons e 8 introns
possuindo um tamanho de 3088 pares de base (pb) enquanto o gene AtUCP3 é
composto por 2 éxons e 1 intron com um tamanho de 1925 pb como representado
na Figura 4 (A e B). Os resultados obtidos no sequenciamento foram ent&do
alinhados com a sequéncia de nucleotidos do obtidas no TAIR, determinando assim
que no mutante SALK 037074 (atucp2) o T-DNA esta inserido em um intron na
posicdo 2239 do gene (seta na Figura 4A) enquanto que no mutante

SALK 123501C (atucp3), o T-DNA esta inserido junto da regido promotora na

l

———  —/4/4 44 a4 a—_ — |- g

posicao 182 (seta na Figura 4B).

A) AtUCP2

5’ insercdo 3’
T-DNA
B) AtUCP3
inserc3o 2
T-DNA
= intron == = éxon

Figura 4 — Representagdo esquematica da estrutura gendmica dos genes AtUCP2 e AtUCP3
indicando a localizagdo do T-DNA nos mutantes de insercdo (A) SALK_037074 (atucp2) e (B)
SALK_123501 (atucp3).
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[1.2.3 — Analise de Expressao Génica e Redundancia Funcional

O efeito da insercdo do T-DNA na expressédo relativa dos genes alvos nos
dois mutantes de inser¢ado genotipados anteriormente foi avaliado empregando RT-
gPCR. Nesses ensaios foram incluidas amostras do mutante afucp? previamente
caracterizado (Sweetlove et al., 2006). Cabe ressaltar que as UCPs de A. thaliana
sdo codificadas por uma pequena familia génica composta por trés membros
(AtUCP1-3). Até o presente momento, poucos detalhes sobre as propriedades
regulatorias e atividade catalitica de cada isoforma, bem como sobre o exato papel
fisiolégico desempenhado por cada uma delas, encontram-se disponiveis na
literatura, excecao feita a AtUCP1.

Os resultados obtidos revelaram uma redugao significativa no acumulo de
transcritos dos trés genes alvos nos mutantes de inser¢ao correspondentes (Figura
5) utilizando um p-value<0.05. O mutante atucp1 apresentou uma redugao de 80%
na expressao do gene AtUCP1 quando comparado ao tipo selvagem. Da mesma
maneira, os mutantes SALK 037074 (atucp2) e SALK 123501C (atucp3)
apresentaram 97% e 68% de redugao no acumulo de transcritos dos genes A{UCP2

e AtUCP3, respectivamente, em relagdo ao selvagem.

0.8 -
0.6 -

0.4 -

Expressao Relativa

*

0.2 -
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0

WT atucpl atucp2 atucp3

Figura 5 — Analise da expressao relativa dos genes AtUCP1, 2 e 3 nos respectivos mutantes de
insercdo. As analises de expressédo foram realizadas utilizando o gene endégeno GAPDH como
normalizador. As barras de erros correspondem ao desvio padrdo entre as triplicatas realizadas. A
expressao em plantas selvagens (WT) foi usada como calibrador (adotada como sendo igual a 1). Os

asteriscos indicam diferenca estatistica em relagdo ao WT com p-value <0,05.
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Confirmada a redugdo no acumulo de transcritos dos genes alvos contendo a
insercdo de T-DNA, procurou-se avaliar a expressao relativa dos demais membros
da familia AtUCP em cada um dos mutantes investigados visando detectar possiveis
compensacgdes. Como mostrado na Figura 6, um leve aumento na expressao relativa
dos genes AtUCP2 (1,94) e AtUCP3 (0,98) foi observada no mutante atucp1, porém
sem diferir estatisticamente da expressao observada na planta selvagem. O mesmo
aconteceu quando a expressao dos genes AtUCP1 e AtUCP3 foi analisada no
mutante atucp2, com valores de expressao relativa de 1,4 e 1,29, respectivamente.
Por outro lado, um aumento significativo na expressao relativa dos genes AtUCP1 e
AtUCP2 (2,75 e 3,80, respectivamente) foi observado no mutante atucp3. Esses
resultados indicam que a baixa expressao do gene AtUCP3 no mutante atucp3
parece ter sido compensada pelo aumento de expressdo dos outros dois genes da

familia, sugerindo um papel relevante para esta isoforma até entdo pouco estudada.
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Figura 6 — Analise da expressédo relativa dos genes AtUCP1, 2 e 3 nos trés mutantes de insercéo
identificados. As analises de expressao foram realizadas utilizando o gene endégeno GAPDH como
normalizador e as expressdes dos genes alvos na linhagem selvagem como calibrador. Os asteriscos

indicam as amostras que apresentaram diferenga estatistica com um p-value<0,05.

Em um estudo realizado por Nogueira et al. (2011) em que a expressao dos
genes AtUCP1-3 foi investigada empregando o banco de dados Genevestigator,
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verificou-se que o gene AtUCP3 é expresso em baixos niveis em todos os estagios
do desenvolvimento de arabidopsis, apresentando um leve aumento de expressao
somente na fase de bolting (fase de emergéncia do caule). Esse padrao constitutivo
também foi observado quando se analisou sua expressao em resposta a todos os
estresses e variagdes ambientais disponiveis no referido banco de dados. A
aparente expressao ubiqua e constitutiva do gene AtUCP3 sugere uma fungao basal
e universal para esta isoforma que parece requer compensacao transcricional dos

outros genes em caso de perturbagdo na sua expressao.

O mesmo estudo mostrou ainda que os genes AtUCP1 e AtUCP2 também
sao expressos em todos os estagios de desenvolvimento, porém a variacdo da
expressao € maior em determinadas fases do desenvolvimento, em especial para o
gene AtUCP1, mostrando que estes genes sdo mais ou menos requisitados
dependendo da fase de desenvolvimento da planta. Diante disso, uma possivel
explicacéo para o fato de uma expressdo compensatoria nao ter sido observada nos
mutantes atucp1 e atucp2 pode estar relacionada a fase desenvolvimento em que as
analises de expressao foram realizadas, no nosso caso em plantulas. Por outro lado,
a expressdao aumentada destes genes em diferentes fases do desenvolvimento
sugere uma complementagao da atividade basal da AtUCP3 em periodos em que

um aumento da atividade dissipadora mediada pela UCP é requisitado.

Cabe ressaltar que o knockdown dos genes alvos nos mutantes de insergao
estudados parece ter pouco impacto sobre o desenvolvimento geral das plantas, ja
que diferengas fenotipicas em relagdo ao controle selvagem nao foram observadas
em condi¢gdes normais de crescimento. Entretanto, testes adicionais s&o necessarios
para correlacionar as variagdes de expressdao observadas com o acumulo de

proteina e correspondente atividade catalitica.

11.2.4 — Analise das isoformas em condi¢des de estresses abibticos
As mitocbndrias ocupam um papel central no metabolismo celular, e em
funcdo disso, suas proteinas devem ser ajustadas dinamicamente para as
necessidades metabodlicas da célula. Neste contexto, em dada circunstancia,
membros de familias multigénicas que codificam proteinas mitocondriais sao
diferencialmente expressos para atender a demanda do metabolismo mitocondrial

(Schwarzlander et al., 2012; Figueira e Arruda et al., 2011). Condigdes de estresses
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ambientais provocam alteracdes importantes no metabolismo mitocondrial, as quais
sdo sinalizadas e culminam em mudancgas significativas no padrédo de expressao
génica nuclear e mitocondrial. Dentre as proteinas mitocondriais com fungdes
relevantes durante situacdes de estresse destacam-se as UCPs, que participam da
regulacdo da produgdo de EROS e aumentam a tolerancia da planta ao estresse
oxidativo (Figueira e Arruda et al., 2011; Popov et al.,, 2011; Chen et al., 2013).
Porém, a contribuicdo exata de cada isoforma nesta tolerancia ainda permanece

obscura e requer maior investigacgéo.

Uma maneira interessante de avaliar a participagdo destas isoformas na
resposta da planta aos estresses abioticos € investigar o padrdo de expressao dos
genes correspondentes em resposta a determinados estresses. Com tal objetivo
procurou-se avaliar a expressao dos genes AfUCP71-3 em respostas aos estresses
salino e osmoético, os quais conhecidamente afetam a fungcdo mitocondrial e
acentuam o estresse oxidativo na organela (Trono et al., 2006). Para tal foram

utilizadas as linhagens mutantes e o controle selvagem.

As andlises iniciais foram realizadas utilizando plantulas selvagens de
arabidopsis submetidas ao tratamento com NaCl (125 mM; Figura 7A) ou manitol
(250 mM; Figura 7B). Os resultados obtidos para ambos os tratamentos mostram
algumas diferencas significativas na expressao relativa dos genes alvos em resposta
aos estresses aplicados. No tratamento com NaCl (Figura 7A), a expressao do gene
AtUCP1 foi significativamente reprimida apds 24 h de tratamento (0,28), enquanto
que a expressao do gene AtUCP?2 foi significativamente induzida nos tempos de 6,
12 e 24 h, sendo observado um pico de expressdao no tempo de 6 h apds o
tratamento (3,49). Por outro lado, a expressdo do gene AtUCP3 foi
significativamente induzida apés 6 h (2,1), voltando a niveis basais com o passar do

tempo.

Para o tratamento com manitol (Figura 7B), uma repressao da expressao foi
observada para os trés genes investigados, porém com diferengas temporais entre
eles. Uma reducao significativa na expressao do gene AtUCP1 foi observada 24 h
apos o tratamento (0,47), enquanto que a expressao do gene AtUCPZ2 foi reprimida a
12 e 48 h apds o tratamento (0,36 e 0,26). Por outro lado, o gene AtUCP3
apresentou uma expressao similar ao controle nos tempos iniciais sendo reprimida
de forma significativa no periodo de 24 e 48 h apés ao tratamento (0,49 e 0,35). O

efeito dos tratamentos aplicados foi validado pela analise de expressdao do gene
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RDZ29A, o qual teve sua expressao aumentada em todos os tempos de avaliagao
tanto para o tratamento com NaCl como manitol. Para os dois tratamentos, a maior
inducao foi observada no tempo de 6 h, sendo de 126,47 vezes no tratamento de

NaCl e 20,79 vezes para manitol em comparag¢ao ao controle (ndo mostrado).
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Figura 7 — Analise da expressao relativa dos genes AtUCP1-3 em plantulas de arabidopsis Col-0
submetidas ao tratamento com NaCl (125 mM) (A) ou manitol (250 mM) (B). O gene 40S foi usando
como normalizador e uma amostra sem tratamento como calibrador. As barras correspondem ao
desvio padréo entre as médias das repetigdes. (*) Indica uma diferenga significativa (p=0,05) entre os

valores obtidos comparados com o controle.

Analises de expressao génica em larga escala tém destacado a indutibilidade
dos genes AfUCP em resposta a determinados estresses (Vercesi et al., 2006;
Nogueira et al., 2011), sugerindo a existéncia de uma regulagéo transcricional. Em
contraste, dados bioquimicos demonstraram que a atividade catalitica das UCPs
pode ser aumentada sem o correspondente aumento na expressdo do gene e
acumulo da proteina, dado que sugere outros mecanismos de regulagcédo (Trono et
al., 2006). Baseado nos dados de expressao relativa obtidos no presente trabalho é
possivel sugerir que as isoformas AtUCP2 e AtUCP3 estao envolvidas na adaptagao
da planta ao estresse salino, ja que uma regulagao transcricional positiva dos genes
correspondentes em resposta ao tratamento foi observada. Por outro lado, a
isoforma AtUCP1 parece desempenhar um papel no metabolismo geral da
mitocdndria em condigdes fisioldégicas normais.

A expressao relativa dos genes alvos foi também avaliada empregando os
mutantes de insercdo previamente caracterizados e submetidos aos mesmos
tratamentos. Procurou-se evidenciar assim uma possivel redundancia funcional entre

0s membros dessa familia génica em condi¢des de estresse. No geral, os resultados
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obtidos para o mutante atucp? revelam uma indugdo na expressdo dos genes
AtUCP2 e AtUCP3 indicando uma possivel compensac¢ao quando do knockdown do
gene AtUCP1. Diante do estresse salino, a expressdao do gene AtUCPZ2 foi
aumentada significativamente no periodo de 6 h (2,67) e 24 h (3,12) apds o
tratamento, enquanto a expressao do gene AtUCP3 permaneceu elevada em todos
os tempos testados, excecdo feita ao tempo de 12 h (Figura 8A). Ja para o
tratamento com manitol, um aumento significativo na expressdo dos dois genes foi
observada em todos os tempos testados, sendo o maior aumento observado para o
gene AtUCP3 no tempo de 6 h (9,63 vezes em relagc&o ao controle) (Figura 8B).

O observado aumento no acumulo de transcritos dos genes AtUCP2 e 3
parece ocorrer em compensacao a baixa expressao do gene AtUCP1 no mutante
atucp1 sob condigao de estresse salino ou osmaético. Essa compensagao poderia ser
a razéo pela qual Sweetlove e colaboradores (2006) ndo observaram alteragdes na

capacidade do mutante atucp1 em tolerar determinados estresses abidticos.
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Figura 8 — Andlise da expresséo relativa dos genes AtUCP2 e AtUCP3 no mutante de insercéo atucp1
submetido ao tratamento de NaCl (125 mM) (A) e manitol (250 mM) (B). O gene 40S foi usado como
normalizador e a amostra sem tratamento como calibrador. As barras correspondem ao desvio
padrao entre as médias das repeti¢cdes. (*) Indica uma diferenga significativa (p=0,05) entre os valores

obtidos comparados com o controle.

Da mesma forma que o observado no mutante atucp, as analises realizadas
empregando os mutantes atucp2 e atucp3 também revelaram uma compensagao.
No mutante atucp?2 tratado com NaCl, a expressao dos genes AtUCP1 e AtUCPS3 foi

significativamente majorada no periodo de 6 h apd6s o tratamento (28,16 vezes para
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o gene AtUCP1 e 21,09 vezes para o gene AtUCP3) (Figura 9A). A expresséo
destes dois genes também foi significativamente aumentada em resposta a manitol
no tempo de 6 h (10,38 e 6,04 vezes, respectivamente) (Figura 9B). Apos 6 h, uma
reducao significativa na expressao de ambos os genes foi detectada para a maioria

dos tempos amostrais.
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Figura 9 — Analise da expresséo relativa dos genes AtUCP1 e AtUCP3 no mutante de insergdo atucp2
submetido ao tratamento com NaCl (125 mM) (A) ou manitol (250 mM) (B). O gene 40S foi usado
como normalizador e a amostra sem tratamento como calibrador. As barras correspondem ao desvio
padréo entre as médias das repeticbes. (*) Indica uma diferencga significativa (p=0,05) entre os valores

obtidos comparados com o controle.

Na Figura 10A é possivel observar que quando o mutante atucp3 foi
submetido ao estresse salino, o gene AtUCP1 mostrou-se induzido no periodo de 6
e 24 h apds o tratamento com uma expressao 11,69 e 2,76 vezes maior que o
controle. Por outro lado, a expressdo do gene AtUCP2 foi significativamente
aumentada apdés 12 e 24 h (2,23 e 4,58). Ja quando submetido ao estresse
osmotico, o gene AtUCP1 mostrou-se induzido no tempo de 6 € 12 h com uma
expressao relativa de 3,72 e 2 vezes em relacdo ao controle, e o gene AtUCPS3 foi
induzido em todos os tempos analisados, com exce¢ao do periodo de 48h quando
nao apresentou diferenga significativa quando comparado com o controle (Figura
10B).

Como ja mencionado anteriormente, até o presente momento, estudos
funcionais mais aprofundados s6 foram realizados para o gene AtUCP1, enquanto
que os genes AtUCP2 e AtUCP3 permanecem pouco estudados. Contudo, nossos
resultados mostram que tais genes s&o funcionalmente importantes e

aparentemente implicados na homeostase mitocondrial sob estresses salino e
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osmotico, ja que quando nocauteados exigem uma compensagao das outras

isoformas.
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Figura 10 — Andlise da expresséao relativa dos genes AtUCP1 e AtUCP2 no mutante de insergéo
atucp3 submetido ao tratamento com NaCl (125 mM) (A) ou manitol (250 mM) (B). O gene 40S foi
usado como normalizador e a amostra sem tratamento como calibrador. As barras correspondem ao
desvio padrao entre as médias das repeti¢cdes. (*) Indica uma diferenga significativa (p=0,05) entre os
valores obtidos comparados com o controle.

[1.2.5 — Expressédo Relativa das AtUCPs em resposta a estresse
bidtico

Analises in silico usando a ferramenta Genenvestigator realizadas por
Nogueira et al (2011) revelaram que as altera¢gées mais significativas no nivel de
expressdo dos genes AtUCP ocorrem em resposta a varios estresses bioticos,
incluindo fungos, bactérias, nematdides e insetos, sendo que a alteracdo mais
notavel foi em resposta a Pseudomonas syringae virulenta e avirulenta. Nestas
condigcbes, os genes AtUCP1 e AtUCP2 foram, respectivamente, moderadamente
induzido e reprimido. Por outro lado, o gene AtUCP3 nao apresentou variagao
significativa no conjunto de condigcbes ambientais disponiveis no banco de dados,
permanecendo com uma expressao basal e constitutiva.

Com o intuito de avaliar a expressdo dos genes AtUCPs em resposta a
estresse bidtico, folhas adultas de arabidopsis selvagem foram inoculadas com
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pse). A expressao relativa dos genes alvos foi
entdo avaliada. Corroborando parcialmente os dados encontrados por Nogueira et
al. (2011), o gene AtUCP1 mostrou-se levemente induzido em resposta a infecgéo
por Pse, contudo essa indugdo nao foi significativa (Figura 11). J&4 para os genes
AtUCP2 e AtUCP3, os resultados obtidos contradizem os dados encontrados in

silico, pois um leve aumento ndo significativo na expressao desses dois genes foi
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observado (Figura 11). Em suma, as variagdes encontradas na expressao dos genes

alvos nao se mostraram estatisticamente significativas.
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Figura 11 - Andlise da expresséo relativa dos genes AtUCP1-3 em folhas de arabidopsis selvagem (6
semanas) infiltradas com Pseudomonas syringae pv. syringae. As folhas foram coletadas em trés
tempos (0 h, 12 h e 24 h). Os dados foram baseados na média de trés réplicas bioldgicas. As barras
representam o desvio padréo.

[1.2.6 — Detecgao de superoxido mitocondrial

Determinados estresses ambientais podem provocar uma aumento rapido e
excessivo na acumulacdo de EROs nas células, as quais podem provocar lesées
oxidativas em qualquer biomolécula. As mitocéndrias representam a principal fonte
de geragdo de EROs ja que estas sdo continuamente geradas pela cadeia
respiratéria (complexo | e Ill) ou produzidas pelo metabolismo de compostos
endégenos dessa organela (Mittler et al.,2002). Diversos estudos tém correlacionado
a atividade das UCPs com o controle da producdo de EROS mitocondrial. Neste
contexto, demonstrou-se que plantas que superexpressam o gene AtUCP1
apresentam uma reducdo na producao e acumulo de superoxido sob estresse
abiotico (Brandalise et al., 2003; Begcy et al., 2011; Chen et al., 2013; Barreto et al.,
2014).

A fim de corroborar tais observagdes, o presente estudo buscou avaliar o
acumulo de superéxido (O2) nas mitocondrias dos mutantes de inser¢ao atucp em
condicbes de estresse salino e oxidativo. Para tal, folhas jovens de arabidopsis
selvagem e dos mutantes atucp foram submetidas a meio MS/2 liquido

suplementado com 100 mM de NaCl para a indugao de estresse salino e 10 mM de
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H.O, para indugdo de estresse oxidativo pelo periodo de 20 h, sendo em seguida
coradas com MitoSOX Red.

Os resultados mostram uma diferenca clara de intensidade da coloracéo
vermelha correspondente ao acumulo de superdxido nas mitocondrias (Figura 12).
Neste caso, um maior acumulo de superéxido nas folhas dos mutantes pode ser
observado, quando comparado ao selvagem, tanto no controle ndo tratado como nas
amostras tratadas com NaCl ou H,O..

Quando submetidas somente ao meio MS/2 sem adicdo do agente
estressante, o maior acumulo de superoxido nas folhas ocorreu nos mutantes atucp1
e atucp3, que mostraram uma intensidade Iuminosa de 11,43 e 23,8,
respectivamente, indicando que essas duas isoformas possuem uma importancia
funcional no controle de EROS mesmo em condig¢des fisioldgicas normais. Por outro
lado, sob estresse salino, a maior diferenca de intensidade e acumulo de superoxido
aconteceu no mutante atucp3 (31,4). Quando o estresse oxidativo foi induzido pela
aplicacao de H,O,, todas as linhagens testadas mostraram um grande acumulo de
superoxido, sendo este mais evidente nos mutantes (atucp? apresentou uma
intensidade luminosa de 45,95 e atucp3 com uma intensidade de 42,92) quando
comparado com ao selvagem (32,22; Figura 12). O fato do mutante atucp3 ter sido o
que mais acumulou superoxido, tanto na condigdo controle como estressada, € mais
uma evidéncia da importancia desta isoforma na resposta ao estresse oxidativo e na
regulacdo da producdo de EROs. Em geral, € possivel concluir que a redu¢do no
nivel de expressdo dos genes AtUCP nos mutantes de insergdo investigados
determinou um maior acumulo de superdxido nas mitocdndrias, corroborando de

certa forma a ja conhecida correlagcéo entre as UCPs e 0 acumulo de EROs.
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Figura 12 — Folhas jovens de Arabidpsis thaliana Col-0 ou dos mutantes de insergéo atucp1, atucp2 e
atucp3 foram incubadas em meio MS/2 suplementado com NaCl e H,O, pelo periodo de 20 horas. As
folhas na condigao controle foram incubadas somente em meio MS/2. Os tecidos foram corados com

MitoSOX Red e visualizados em microscoépio confocal.

11.2.7 — Analise do perfil de expressdo dos Carreadores de

Dicarboxilatos

Analises prévias dos genes que codificam UCPs em diferentes espécies de
plantas revelaram a existéncia de pequenas familias génicas (Borecky et al.,2006).
Uma analise in silico do genoma de A. thaliana, por exemplo, identificou uma familia
composta por seis membros inicialmente denominados AtPUMP1-6 e posteriormente
AtUCP1-6 (Borecky et al., 2006). Adicionalmente, o perfil expressdao desses genes
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em diferentes 6érgéos/tecidos foi investigado. Dos seis genes descritos, Af{UCP1,
AtUCP4 e AtUCPS apresentaram expressao ubiqua, sendo os genes A{UCP4 e 5 os
mais expressos, enquanto que AtUCP2 foi expresso exclusivamente em silica verde
e AtUCP3 detectado exclusivamente em raiz. Em contrapartida, transcritos do gene
AtUCP6 néao foram detectados.

Em 2008, portanto dois anos apds a identificacdo realizada por Borecky e
colaboradores (2006), os genes AtUCP4-6 foram caracterizados funcionalmente e
reclassificados como carreadores de dicarboxilato, sendo nomeados como DIC1,
DICZ2 e DIC3 (Palmieri et al., 2008). Neste mesmo estudo, o perfil de expressao dos
genes DICs em diferentes 6rgdos/tecidos e frente a certas condi¢cdes de estresse
também foi analisado. Os resultados obtidos corroboram os dados anteriormente
publicados por Borecky et al. (2006), e mostraram que os genes DIC1-3
(anteriormente chamados de AtUCP4-6) se expressam em todos os orgaos/tecidos.
Por outro lado, em condicédo de estresse, DIC1 foi reprimido em resposta a hipoxia,
anoxia e induzido em resposta a estresse salino, ja DIC2 foi reprimido mediante
tratamento com UV e induzido em resposta a H,0,.

Considerando os dados conflitantes apresentados acima, o presente estudo
procurou investigar o perfil de expressado dos genes DIC1-3 de A. thaliana frente aos
estresses salino (125 mM de NaCl) e osmoético (250 mM de Manitol) a fim de
compara-los com o perfil dos genes AtUCP1-3. Inicialmente um northern eletrénico
empregando a ferramenta Expression Browser disponivel no BAR (Botany Array

Resource;http://bbc.botany.utoronto.ca/affydb/cqi-in/affy db exprss browser in.cqi)

foi realizado para investigar a expressao dos genes AfUCP1-3 e DIC1-3 em reposta
aos estresses salino, osmotico e infecgdo por P. syringae. O BAR disponibiliza os
resultados de diversos ensaios de expressdo em larga escala para arabidopsis e
outras espécies vegetais em diferentes condicdes. Como resultado, perfis distintos
de expressao foram observados para cada grupo (Figura 13). Para o grupo
representado pelos genes AtUCP17-3, pouca ou nenhuma variagdo na expressao
frente aos estresses analisados foi detectada. Em contrapartida, o grupo
representado pelos genes DIC71-3 apresentou mudancgas perceptiveis na sua

expressao (Figura 13).


http://bbc.botany.utoronto.ca/affydb/cgi-in/affy_db_exprss_browser_in.cgi
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Figura 13 — Variagdo da expressdo dos genes AtUCP1-3 e DIC1-3 frente aos estresses salino,
osmotico e infecgdo por P.syringae. Dados de expressao obtidos a partir dos conjuntos de dados do
AtGenExpress Consortium (Stress series e Pathogen series) disponiveis no BAR.

ApOs essas analises in silico, uma analise de RT-qPCR tendo como alvo os
genes DIC1, DIC2 e DIC3 foi empreendida. Para tal foi utilizado o mesmo RNA total
empregado para avaliar a expressado dos genes AtUCP1-3 em plantas selvagens de
arabidopsis, e respectivos mutantes (atucp1, atucp2 e atucp3), as quais foram
previamente submetidas aos estresses abidticos e bidtico.

Os resultados obtidos empregando A. thaliana Col-0 tratadas com NaCl
mostram que o gene DIC1 apresentou um pico de expressao 12 h apds o tratamento
(expressao relativa de 9,06) com posterior queda nos demais tempos amostrais
(Figura 14A). Ja a expressao de DIC2 foi significativamente aumentada no tempo de
6 e 12 h (5,55 e 4,04), enquanto que a expressdao de DIC3 permaneceu
praticamente inalterada entre 6 e 24 h, sendo em seguida significativamente
reprimida a 48 h. Esses dados confirmam o resultado das analises in silico e também
os obtidos por Palmieri et al (2008) que relatam que o gene DIC1 é responsivo ao
estresse salino. Por outro lado, o unico gene cuja expressao foi significativamente
induzida em resposta ao tratamento com manitol foi DIC2 no tempo de 6 h (Figura
14B). Em contrapartida, os trés genes tiveram sua expressao reprimida apos 24 h de
imposicao do estresse osmatico, sendo esta queda significativa para DIC3. Por fim,
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em resposta a inoculagcdo com Pseudomonas syringae, todos os genes foram
induzidos significativamente 12 h apds a inoculagdo, sendo que a expressao dos

genes DIC2 e DIC3 permaneceu elevada 24 h apds o tratamento (Figura 14C).
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Figura 14 — Analise da expresséo relativa dos genes DIC1-3 em A. thaliana Col-0 submetidas aos
tratamentos com (A) NaCl (125 mM), (B) Manitol (250 mM) e (C) inoculagdo com P. syringae. As
amostras foram coletadas nos tempos de 6, 12, 24 e 48 h. As barras correspondem ao desvio padrao
entre as médias das repeticdes. (*) Indica uma diferenga significativa (p=0,05) entre os valores

obtidos comparados com o controle n&o tratado.

Os dados obtidos nas analises de RT-gPCR foram similares aqueles
levantados nas analises in silico empregando o BAR. No entanto, dependendo do
gene analisado, diferengas temporais e na magnitude da expressao foram
observadas. Essas discrepancias podem ser atribuidas a diversos fatores, em
especial, as diferencas metodoldgicas entre ensaios. A constatada variagdo na
expressao dos genes DICs em respostas aos estresses indica um papel funcional
desses carreadores na adaptacao ao estresse mitocondrial. Neste contexto, diversos
estudos mostram que carreadores mitocondriais sdo induzidos em resposta a

disfuncdo mitocondrial ou tratamentos especificos em diferentes organismos
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(Epistein et al.,, 2001; Van Aken et al., 2009). Além disso, em mamiferos, o
transporte de glutationa mediado pelas DICs parecer ser essencial para manter o
equilibrio redox e as fungdes respiratérias normais (Kamga et al., 2010).

Os resultados obtidos empregando arabidopsis selvagem também revelaram
que os padrdes de expressao dos genes DICs sao relativamente diferentes daqueles
observados para os genes AtUCPs, sendo os primeiros altamente responsivos a
estresses. Numa segunda abordagem, optou-se por analisar a expressao relativa
das DICs no contexto dos mutantes de insercédo atucp. No mutante atcup1, as trés
DICs foram induzidas significativamente em todos os tempos analisados e nos dois
tratamentos (Figura 15). Quando tratadas com NaCl, o maior aumento no acumulo
de transcritos foi observado no periodo de 6 h, com valores de expressao relativa de
6,68; 10,05 e 29,92, para os genes DIC1, DIC2 e DIC3, respectivamente (Figura
15A). Nos demais tempos de coleta foi possivel observar uma queda na expressao,
contudo todos os genes permaneceram significativamente induzidos (Figura 15A).
Como ja mencionado, no tratamento com manitol, todos os genes analisados foram
significativamente induzidos em todos os tempos (Figura 15B), com os genes DIC1 e
DIC2 apresentando pico de expressdo no tempo de 48 h (expressao relativa de
70,96 e 22,78, respectivamente).

As analises realizadas no mutante atucp? revelaram que a queda no nivel de
expressao do gene AtUCP1 promoveu um aumento na expressao das DICs frente
ao estresse salino e osmdtico, indicando uma possivel atuagdo desses genes na
manutencdo da homeostase mitocondrial, principalmente frente aos estresses.
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Figura 15 — Analise da expressdo relativa dos genes DIC7-3 no mutante de inser¢do atucp1
submetido ao tratamento de NaCl (125 mM) (A) ou manitol (250 mM) (B). O gene 40S foi usado como
normalizador e amostra sem tratamento como calibrador. As barras correspondem ao desvio padrao
entre as médias das repeticées. (*) Indica uma diferenga significativa (p=0,05) entre os valores
obtidos comparados com o controle.
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Quando as analises foram realizadas empregando o mutante atucp2 foi
possivel observar um aumento na expressao do gene DIC2 em todos os tempos de
tratamento com NaCl, enquanto que para o gene DIC1, esse aumento ndo foi
observado somente no tempo 24 h (Figura 16A). O gene DIC3, por sua vez, foi
significativamente reprimido em quase todos os tempo de tratamento, excegéao feita
para o tempo de 48 h (Figura 16A). Em relagdo ao estresse osmotico, uma indugao
significativa da expresséo foi observada somente para os genes DICT1 e DIC2 no

tempo de 6 h (expressao relativa de 9,67 com 8,76) (Figura 16B).
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Figura 16 — Analise da expressao relativa dos genes D/C71-3 no mutante de inser¢édo afucp2
submetido ao tratamento de NaCl (125 mM) (A) ou manitol (250 mM) (B). O gene 40S foi usado como
normalizador e amostra sem tratamento como calibrador. As barras correspondem ao desvio padrao
entre as médias das repeticdes. (*) Indica uma diferenga significativa (p=0,05) entre os valores
obtidos comparados com o controle.

Por fim, quando a expressao relativa foi avaliada no mutante atucp3, o gene
DIC2 mostrou-se significativamente induzido em todos os tempos de tratamento com
NaCl, sendo um pico de expressao observado 6 h apés o tratamento (15,10). O
gene DIC1 apresentou expressao significativamente aumentada nos tempos de 24 e
48 h (8,98 e 5,16), enquanto que o gene DIC3 apresentou uma oscilagdo na sua
expressao relativa ao longo do tempo sendo induzido a 6 h (5,89), significativamente
reprimido a 12 h, e voltando a ser induzido apds 48 h (Figura 17A). No tratamento
com manitol, o gene DIC1 foi reprimido no tempo de 12 h apds o tratamento (0,33) e

induzido em 24 h (2,04) (Figura 17B), e o gene DIC2 mostrou-se significativamente

H6h

M12h
H24h
H48h
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induzido somente a 12 h (2,67). Ja o gene DIC3 apresentou uma repressdo no

tempo de 24 h (0,45) seguido por uma indugao em 48 h (2,14; Figura 17B).
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Figura 17 — Analise da expresséo relativa dos genes DIC71-3 no mutante de insergao atucp3
submetido ao tratamento de NaCl (125 mM) (A) ou manitol (250 mM) (B). O gene 40S foi usado como
normalizador e amostra sem tratamento como calibrador. As barras correspondem ao desvio padrao
entre as médias das repeticdes. (*) Indica uma diferenga significativa (p=0,05) entre os valores
obtidos comparados com o controle.

Apesar de pouco estudadas em plantas, postula-se que as DICs
podem estar associadas a varios processos metabdlicos essenciais que incluem a
sintese de aminoacidos, sintese de isoprendides, gliconeogénese, metabolismo de
acidos graxos e transporte de equivalentes redox da mitocédndria para citoplasma.
Essas rotas metabdlicas tém implicagcdes diretas ou indiretas na resposta fisioldgica
da planta a condi¢cbes adversas, fato que justificaria a observada modulagdo da

expressao dos DICs frente aos estresses salino e osmaético.
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[1.3 — Conclusoes

A reducdo de 68% na expressdo do gene AtUCPS3, provocou um aumento
significativo na expressdo dos genes AfUCP1 e AtUCPZ2, mostrando que
esses genes sao funcionalmente importantes em condi¢des fisiologicas

normais;

Analises de expressao génica em plantas de arabidopsis selvagem mostram
que os genes AtUCP2 e AtUCP3 estéao envolvidos na adaptagdo ao estresse

salino sendo regulados positivamente em resposta ao estresse;

A reducdo na expressao de qualquer uma dos genes AtUCP provoca uma
expressdo compensatoria dos outros genes quando em condigdes de

estresses salino e osmotico;

Os mutantes de inser¢cdo, em especial o mutante atucp3, acumulam uma
maior quantidade de superdéxido nas mitocOndrias tanto em condigdes

fisiologicas normais como em condi¢des de estresse oxidativo;

Os genes que codificam carreadores de dicarboxilato (DICs) se mostraram
altamente responsivos aos estresses tanto em arabidopsis selvagem como
nos mutantes atucp, em especial no mutante atucp1. Esse dado sugere um

papel funcional desses genes na adaptacao ao estresse mitocondrial.
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Genes selected for expression validation by RT-qPCR and

corresponding primers and detected RNA-Seq fold changes.

Fold RNA-
Seq Primer
Gene (P07/P32) pair Primer Sequence
Triosephosphate isomerase (TPI) 10.15/8.79  TPI-F 5'-ATTGACCAACATCTCAGCACTAA-3'
TIP-R 5-TGCGTCCTGATTTCTCCGTT-3'
Glutamate-1-semialdehyde
aminotransferase (GSA) 4.37/3.79 GSA-F 5-CTGTTCGCGCTTTCAAGTCA-3'
GSA-R  5-GCCCTTCACGGAGTCAATAATTG-3'
Cytochrome p450 77a3-like (CYP77A3) 18.78/13.78 CYP-F 5'-CAAATTCAGTGTCAATGCAGCAA-3'
5'-GCAACTAAGCATATTTTGGACCATATT-
CYP-R 3
Methionine synthase (MS) 2.82/2.23 MS-F S-TCACTGCTTTGAAGGGAGTTA-3'
MS-R 5'-CACTCCTGCAAACAAGTACTTT-3'
Mg protoporphyrin IX chelatase (Chl H)  4.46/3.77 CHL-F 5'-CCAAAGGCAATGCCACAATA-3'
CHL-R  5-CAAGACCATCCAAGGGCAAT-3'
Protochlorophyllide oxidoreductase . .
(POR-A) 4.03/4.61 POR A-F 5'-ATTAGAGCCGAGACAATGGTT-3
POR A-R 5-AATCCTGAAGAGGCTCCAGTAA-3'
Porphobilinogen deaminase (PBGD) 8.73/7.05 PBG-F 5'-GAGGCAACCAATCCTTTGAAAA-3'
PBG-R  5-GCACCCCAATTGCTGGATAT-3'
Major latex protein-like 28 (MLP28) 26.18/2.52  MLP-F 5-TTCCCAGTTAGGTGATGAGTCTCA-3'
MLP-R  5-TCCACACACATTCCTGCAATTCTG-3'
1-deoxy-d-xylulose-5-phosphate (DXPS) 5.1/4.62 DXPS-F 5-ACGGATCTCCTGCTGATCAAT-3'
DXPS-R 5-TATGTCATAACCTCTAGAGCTTCT-3'
Fasciclin-like arabinogalactan protein 17
(FLA) 9.45/5.66 FLA-F 5'-TCATAGCACTGCTCACCATTTTC-3'
FLA-R 5'-TGCACGCGACCTTGTATCC-3'
5'-CCACACTCTACTCAGAAGGACCTACTG-
D-glycerate 3-kinase (GLYK) 11.65/22.69 GLYK-F 3
GLYK-R 5-ATTTCTCCCTTCATCGATTTCAAT-3'
LRR receptor-like serine/threonine-
protein kinase 4.35/7.55 FEI 1-F  5-CAACTCTTGAGAAAATGAAAAGCA-3'
FEI 1-R  5-GGGCGGCTTCTCTTTGAAAA-3'
Peroxisomal fatty acid beta-oxidation
multifunctional protein aim 1-like (AIM) -3.44/-2.38  AIM-F 5'-GCAGAAAGGCGCAAACCTT-3'
AIM-R 5'-GACTTCAGTACCTCCCGTGCTT-3'
Homogentisate 1,2-dioxygenase (HGO) -6.17/-7.12 HGO-F 5-ACACGACGCTCTTCCGATCT-3'
HGO-R 5-CATTGATGGTTTGTACACGATATGC-3'
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-
like (HPPD) -11.02/-2.54 HPD-F 5'-GCGGTTTGTGAGCTATCTGAAA-3'
HPD-R  5-TCCTCCATGGCCTCGGAAA-3'
4-coumarate-- ligase-like 7-like (4CLL7) -4.47/-517 4CL-F  5-GCACCTTTAGGGAAGGACTT-3'
4CL-R 5'-ACAATGTTTCTGTCATGCCATA-3'
Fumarylacetoacetase (FAH) -3.89/-2.70 FAH-F  5-TTAGAAGATGGAGATGAAGTAACTTT-3'
FAH-R  5-ACAATGTTAGTAATTCATGCCATTGT-3'
Elongation factor (EF) Control NtEF-F  5- TCTGATCCATTGGATGCTGG-3'

NtEF-R

5'-TTCAAACCCTTCCTCTTGCG-3'
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Table S2: List of differentially expressed genes (down-regulated)
Fold change indicates average down-regulated in the AtUCP1 OE lines compared

to WT

Feature ID
Transcript 1749
Transcript 26398
Transcript 24499
Transcript 16238
Transcript 23221
Transcript 18835
Transcript 21204
Transcript 7121
Transcript 1778
Transcript 15872
Transcript 5096
Transcript 3068
Transcript_ 16042
Transcript 13549
Transcript_22045
Transcript 18295
Transcript 5213
Transcript 13391
Transcript 8464
Transcript 12697
Transcript 18221
Transcript 4144
Transcript 13119
Transcript 13629
Transcript 16847
Transcript 26146
Transcript 9905
Transcript 19970
Transcript 21234
Transcript 10433
Transcript 3356
Transcript 15355
Transcript 22065
Transcript 27973
Transcript_4244
Transcript 24534
Transcript 6458

Transcript_732
Transcript_ 4554
Transcript 14810
Transcript 23895

Fold

Annotation change
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101250613 -15.957
PREDICTED: uncharacterized protein LOC100257252 isoform 2 -14.554
homeobox protein bell homolog -13.622
glucose-1-phosphate adenylyltransferase large subunit 1-like -13.468
cytochrome p450 82c4-like -11.945
eukaryotic protein -11.917
protein bpsl -11.868
splicing factor u2af small subunit a-like -11.131
protein -11.121
flavonoid 3 -monooxygenase-like -10.675
bax inhibitor 1-like -10.361
auxin-induced in root cultures protein 12-like -10.357
ras-related protein rabfl-like -10.335
amidase 1-like -10.316
54s ribosomal protein mitochondrial-like -10.288
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101253482 -9.933
pumilio homolog 2-like -9.546
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101267704 -9.54
protein disulfide-isomerase ddb_g0275025-like -9.441
mip pip subfamily -8.763
bag family molecular chaperone regulator 6-like -8.729
dormancy-associated 1 -8.717
probable e3 ubiquitin-protein ligase hercl-like -8.715
protein transport protein sec24-like protein -8.71
e3 ubiquitin-protein ligase prtl-like -8.694
Transcription factor bhlh122-like -7.945
lanc-like protein 2-like -7.937
cysteine desulfurase chloroplastic-like -7.935
3-ketoacyl- synthase 11-like -7.918
tropinone reductase homolog -7.906
phospholipase d alpha 1-like -7.679
---NA--- -7.335
3-deoxy-manno-octulosonate cytidylyltransferase-like -7.208
copper ion binding protein -7.186
uncharacterized loc101205280 -7.171
signal peptide peptidase-like -7.168
palmitoyl-acyl carrier protein chloroplastic-like -7.163
pyruvate dehydrogenase el component subunit alpha-3

chloroplastic-like -7.159
ala-interacting subunit 3-like -7.158
kda class i heat shock -7.151
probable adp-ribosylation factor gtpase-activating protein agd11- -7.151



Transcript 15644
Transcript 18585
Transcript 17768
Transcript 7173

Transcript 8247

Transcript 13815
Transcript 21009
Transcript 21411
Transcript 25853
Transcript 14640
Transcript 19837
Transcript 3603

Transcript 30911
Transcript 19451
Transcript_15955
Transcript 19928
Transcript 21399
Transcript 10618
Transcript 22674
Transcript 13588
Transcript 20917

Transcript_10533
Transcript 13469

Transcript 8893
Transcript 19962
Transcript 15877
Transcript 21478
Transcript 3101
Transcript 25021
Transcript 9083
Transcript 18977
Transcript 19087
Transcript_9672
Transcript 16082
Transcript 22370
Transcript 12290
Transcript 15581
Transcript 7018
Transcript 22689
Transcript 8490
Transcript 13275
Transcript 26562
Transcript 534
Transcript 24702
Transcript 15274

like

gamma-tocopherol methyltransferase

dual specificity protein phosphatase dsp8-like
homogentisate —dioxygenase

probable nucleoredoxin 1-like

cyclase family protein

tobamovirus multiplication 1 homolog

magnesium proton exchanger-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101245434
hydrophobic protein Iti6a-like

stress response protein nstl-like

f-box protein skip24-like

phospholipase d alpha 1-like

homeobox-leucine zipper protein hox6-like

serine arginine repetitive matrix protein 2-like isoform x2
—--NA---

secl4 cytosolic factor-like

transmembrane emp24 domain-containing protein p24beta3-like
adenine nucleotide alpha hydrolases-like protein
chaperone protein 1-like

senescence-inducible chloroplast stay-green protein 1
secl4 cytosolic factor-like

peroxisomal fatty acid beta-oxidation multifunctional protein
aiml-like

—--NA---

mitochondrial import inner membrane translocase subunit tim9-
like

uncharacterized loc101205846

early nodulin-like protein 2-like

ras-related protein rabl1c-like

carotenoid (9 )-cleavage dioxygenase 1-like

abc transporter a family member 1-like

protein chloroplastic-like

—-NA---

bifunctional purine biosynthesis

probable non-specific lipid-transfer protein akcs9-like
uncharacterized loc101205105

—-NA---

alpha- glucan phosphorylase 1 chloroplastic amyloplastic-like
protein root hair defective 3-like isoform 1

probable wrky Transcription factor 11-like

nuclear export mediator factor nemf-like

—-NA---

transaldolase-like

ww domain-containing protein

lhc-related protein

probable serine threonine-protein kinase at1g18390-like
ripening regulated protein ddtfr8
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-7.143
-7.132
-7.125
-6.944
-6.763
-6.369
-6.366
-6.359
-6.358
-6.352

-6.35
-6.345
-6.333

-6.33
-6.327
-6.324
-6.318
-6.152
-6.078
-5.814
-5.579

-5.576
-5.575

-5.575
-5.573
-5.572
-5.572
-5.566
-5.564
-5.562
-5.562
-5.558
-5.557
-5.557
-5.555
-5.554
-5.552
-5.549
-5.548
-5.548
-5.546
-5.534
-5.426
-5.356
-5.301



Transcript 16144
Transcript 15179
Transcript 11453
Transcript 1597

Transcript 11708
Transcript 17548
Transcript 23219
Transcript 12409
Transcript_ 6104

Transcript 14216
Transcript 17709
Transcript 8047

Transcript 21735
Transcript 10481

Transcript 2546
Transcript 26198
Transcript_ 6820
Transcript 11470
Transcript_13305
Transcript 23378
Transcript 21001
Transcript 25235
Transcript 9428
Transcript 13795
Transcript 18408
Transcript 25414
Transcript 25965
Transcript 13745
Transcript 3857
Transcript 23566
Transcript 4117
Transcript 26169
Transcript 8275
Transcript 16796
Transcript 28158
Transcript 11901
Transcript 8844
Transcript 4687
Transcript 5311
Transcript_ 1045
Transcript 19140
Transcript 16089
Transcript_1326
Transcript 2544
Transcript 11157
Transcript 17473
Transcript 5152

cbl-interacting serine threonine-protein kinase 11-like
lactoylglutathione lyase-like

4-coumarate-- ligase-like 7-like

succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit 2 mitochondrial-like
—--NA---

sorting nexin 1-like

tetraspanin family protein

protein yippee-like at4g27740-like

flavonoid 3 -monooxygenase-like

methionine gamma-lyase-like

ring u-box domain-containing protein

cbs domain-containing protein cbscbspb5-like
homeobox-leucine zipper protein athb-7-like

bag family molecular chaperone regulator 6-like
ubiquitin-associated zinc-finger and pb1 domain-containing
protein

primary amine oxidase-like

4-coumarate-- ligase-like 10-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101251065
nad kinase 1-like

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1-like
uncharacterized loc101203828

e3 ubiquitin-protein ligase sinat3-like

dessication responsive protein

casein kinase ii subunit beta-4-like

NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mitochondrial
probable wrky Transcription factor 53-like
transmembrane protein 184c-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101265836 isoform 1
—-NA---

probable prefoldin subunit 4-like

heat shock 70 kda protein 15-like

protein basic pentacysteine6-like

glucose-6-phosphate 1- cytoplasmic isoform-like

u4 tri-snrnp-associated protein

trna ligase

calcium-dependent protein kinase 10-like

dna binding

—--NA---

chaperone protein dnaj chloroplastic-like
fus-interacting serine-arginine-rich protein

thioredoxin h2-like

ring u-box domain-containing protein

probable nucleolar protein 5-2-like

Transcription factor btf3-like isoform 1

fad-dependent urate hydroxylase-like

probable nucleoredoxin 2-like

cytochrome p450 liketbp
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-5.289
-5.176
-5.173
-5.171
-5.168
-5.166
-5.165
-5.158
-5.154
-5.146
-5.142
-5.042
-5.027
-4.996

-4.917
-4.913
-4.897
-4.796
-4.785
-4.779
-4.777
-4.776
-4.774
-4.773
-4.772
-4.765
-4.765
-4.764
-4.764
-4.763
-4.762
-4.761
-4.756
-4.753
-4.752
-4.75
-4.732
-4.668
-4.634
-4.63
-4.568
-4.508
-4.5
-4.496
-4.486
-4.457
-4.45



Transcript 10885
Transcript 13138
Transcript 22206
Transcript 13725
Transcript 18306
Transcript 182

Transcript 314

Transcript 23563
Transcript 2723
Transcript 257

Transcript 17047
Transcript 5366
Transcript_1297
Transcript_3265
Transcript_ 10285
Transcript 20070

Transcript 27094
Transcript_707
Transcript_ 6697
Transcript 13464
Transcript 20274
Transcript 5188
Transcript_8986
Transcript 21748
Transcript 9010
Transcript 1832
Transcript 6071
Transcript 6821
Transcript_7673
Transcript 16437
Transcript 9791
Transcript 21726
Transcript 15910
Transcript 12794
Transcript 7325
Transcript 14831
Transcript 14231
Transcript 16589
Transcript 9396
Transcript 811
Transcript 10909
Transcript 28321
Transcript 4976
Transcript 12685
Transcript 4677

70 kda peptidyl-prolyl isomerase-like

zinc finger ccch domain-containing protein 49-like
3-ketoacyl- thiolase peroxisomal-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101258366
Transcription factor iiia

probable calcium-binding protein cml45-like

e3 ubiquitin-protein ligase ring1-like

leucine-rich repeat receptor-like serine threonine tyrosine-protein
kinase sobirl-like

outer membrane lipoprotein blc-like
l-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-like
alanine--glyoxylate aminotransferase 2 homolog mitochondrial-
like

agamous-like mads-box protein agl31-like

probable 6-phosphogluconolactonase chloroplastic-like

40s ribosomal protein s19-1-like

probable rrna-processing protein ebp2 homolog
delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase-like

swi snf-related matrix-associated actin-dependent regulator of
chromatin subfamily a member 3-like 1-like

serine hydroxymethyltransferase 1-like

trafficking protein particle complex subunit 5-like

—--NA---

ring u-box superfamily protein

PREDICTED: neuroguidin-like

gtp-binding protein sarla-like

u6 snrna-associated sm-like protein Ism2-like

3-ketoacyl- synthase 11-like

polyubiquitin 3

zinc finger family protein

4-coumarate-- ligase-like 10-like

—-NA---

protein eceriferum 3-like

phospholipase d alpha 1-like

feruloyl ortho-hydroxylase 2-like

glucan endo- -beta-glucosidase-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101268581
small nuclear ribonucleoprotein e-like

NAD-dependent isocitrate dehydrogenase chloroplastic-like

—--NA---

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101259284
polyadenylate-binding protein rbp47-like

eukaryotic initiation factor iso-4f subunit p82-34-like

ddb1- and cul4-associated factor 8-like

beta-amylase chloroplastic-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101247272 isoform 1
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit
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-4.375
-4.374
-4.373
-4.371

-4.37
-4.363
-4.362

-4.36
434
4318

-4.237

-4.23
-4.169
-4.127
-4.125
-4.091

-3.981
-3.981

-3.98

-3.98

-3.98
-3.978
-3.977
-3.976
-3.974
-3.973
-3.973

-3.97
-3.969
-3.969
-3.969
-3.969
-3.969
-3.968
-3.968
-3.968
-3.968
-3.967
-3.967
-3.966
-3.964
-3.955
-3.914
-3.871
-3.776



Transcript 18610
Transcript 20069
Transcript 1015
Transcript 18099
Transcript 10599
Transcript 7984
Transcript 11670
Transcript 10453
Transcript 12729
Transcript 8012
Transcript 23752
Transcript 4289
Transcript 6487
Transcript 16710
Transcript_2297
Transcript 15811
Transcript 19536
Transcript 5896

Transcript 9228
Transcript 5943
Transcript 24122
Transcript_7792
Transcript 23600

Transcript 13251
Transcript 21730
Transcript 15476
Transcript 624
Transcript 15873
Transcript 15621
Transcript 12009
Transcript 12820
Transcript 6356
Transcript 2244
Transcript 10603
Transcript 6184

Transcript 16973
Transcript 14621
Transcript 12493
Transcript 10369
Transcript 10374
Transcript 19222
Transcript 10762
Transcript 11649
Transcript 9661

Transcript 13369

sucrose synthase 2-like
delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase-like
calreticulin-3-like

probable wrky Transcription factor 70-like

protein mei2-like 2-like

thioredoxin-like 1- chloroplastic-like

dag chloroplastic-like

binding protein

—--NA---

thioredoxin-like protein chloroplastic-like

probable pectate lyase 4-like

low quality protein: uncharacterized loc101218079
double-stranded rna-binding protein 1-like

probable glutathione s-transferase-like
alpha-aminoadipic semialdehyde synthase-like
calreticulin-3-like

glutamate receptor -like

dynamin-related protein le-like

alanine--glyoxylate aminotransferase 2 homolog mitochondrial-
like

proteasome subunit beta type-4-like

calcium ion binding

nucleolar protein 56-like

probable wrky Transcription factor 70-like

5 -methylthioadenosine s-adenosylhomocysteine nucleosidase 1-
like

basic endochitinase

proton-coupled amino acid transporter 1-like
eukaryotic translation initiation factor 3 subunit g-like
flavonoid 3 -monooxygenase-like

26s proteasome non-atpase regulatory subunit 12-like
probable serine threonine-protein kinase at4g35230-like
protein transparent testa 12-like

hydrophobic protein Itiba-like

bax inhibitor 1-like

beta-galactosidase 3-like

50s ribosomal protein 11-like

mitochondrial inner membrane organizing system protein 1-like
isoform x3

uroporphyrinogen decarboxylase chloroplastic-like
aspartic proteinase nepenthesin-1-like

abcl family protein

cop9 signalosome complex subunit 1-like

probable receptor-like protein kinase at5g47070-like
spermatogenesis-associated protein 20-like

serine threonine-protein kinase htl-like

lysm domain receptor-like kinase 4-like

vacuolar atp synthase subunit g
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-3.71
-3.709
-3.708
-3.708
-3.706
-3.705
-3.704
-3.703
-3.701
-3.701
-3.699
-3.653

-3.63
-3.629
-3.625
-3.596
-3.584
-3.581

-3.576
-3.575
-3.575
-3.573
-3.572

-3.572
-3.572
-3.571

-3.57
-3.569
-3.569
-3.555
-3.498
-3.493
-3.491

-3.48
-3.453

-3.444
-3.443

-3.44

-3.44
-3.439
-3.436
-3.431
-3.415
-3.357
-3.352



Transcript 12508
Transcript 4384
Transcript 20551
Transcript 2054
Transcript 16898
Transcript 27224
Transcript 19748
Transcript 8470
Transcript 30352
Transcript 9930
Transcript 10729
Transcript 30682
Transcript 27138
Transcript 23822
Transcript 26394
Transcript 13384
Transcript 14295
Transcript 15042
Transcript 5038
Transcript 5640
Transcript_8021

Transcript 24365
Transcript 22568
Transcript 6386
Transcript_ 8258
Transcript 13174
Transcript 22677
Transcript 8343
Transcript 15407

Transcript 4676
Transcript 2417
Transcript 22403
Transcript 17241
Transcript 19244
Transcript 19892
Transcript 18071
Transcript 30271
Transcript 17798
Transcript 9137
Transcript 9969
Transcript 4107
Transcript_9449
Transcript 4531
Transcript 13589
Transcript 2228
Transcript 21202

probable inorganic phosphate transporter 1-7-like

26s protease regulatory subunit 7-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC100855230
atp-dependent zinc metalloprotease -like

ferritin- chloroplastic

rna-binding protein 28-like

acyl-coenzyme a oxidase peroxisomal-like

low molecular weight protein-tyrosine-phosphatase slr0328-like
enolase-phosphatase el-like

tryptophan--trna cytoplasmic-like

atp binding

serine carboxypeptidase ii-3-like

fact complex subunit spt16-like

—--NA---

importin subunit alpha-1-like

—--NA---

e3 ubiquitin-protein ligase rglg2-like

—--NA---

probable receptor-like protein kinase at1g67000-like
kda class 1 heat shock

—--NA---

mitochondrial import inner membrane translocase subunit tim17
tim22 tim23 family protein

uncharacterized hydrolase yor131c-like

acetyl- carboxylase 1-like

secretory carrier-associated membrane protein 3-like
type 1 inositol- -trisphosphate 5-phosphatase 1-like
protein seedling plastid development 1
pentatricopeptide repeat-containing protein at3g49240-like
probable -trehalose-phosphate synthase

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit
13

uncharacterized transporter ybr287w-like
auxin-regulated protein

probable wrky Transcription factor 2-like

nuclear transport factor 2 family protein

protein ethylene insensitive 3-like

probable serine threonine-protein kinase at4g35230-like
oleosin 5-like

glutaminyl-peptide cyclotransferase-like

—-NA---

carrier protein mitochondrial-like

cysteine proteinase inhibitor

ammonium transporter 2-like

ribosome biogenesis gtpase -like

senescence-inducible chloroplast stay-green protein 1
—--NA---

—--NA---
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-3.307
-3.256
-3.232
-3.211
-3.201
-3.187
-3.186
-3.183
-3.182
-3.181
-3.181
-3.181

-3.18

-3.18
-3.179
-3.178
-3.178
-3.178
-3.178
-3.177
-3.177

-3.177
-3.177
-3.177
-3.176
-3.176
-3.175
-3.175
-3.175

-3.174
-3.174
-3.174
-3.172
-3.172
-3.171
-3.171

-3.17
-3.168
-3.164
-3.095
-3.088
-3.076
-3.076
-3.074

-3.07
-3.045



Transcript 13514
Transcript 5318
Transcript 5570
Transcript 3542
Transcript 7174
Transcript 12777
Transcript 2184
Transcript 19995
Transcript 1710
Transcript 21937
Transcript 17472
Transcript 2715

Transcript 5122
Transcript 6207
Transcript 3544
Transcript 6626
Transcript 26279
Transcript_1159
Transcript 20386
Transcript 11436
Transcript 3330
Transcript 258
Transcript 5928
Transcript 15743
Transcript_ 620
Transcript 19151
Transcript 2156
Transcript 4340
Transcript_3437
Transcript 16511
Transcript 4583
Transcript 3766
Transcript 8642
Transcript 12908
Transcript_3094

Transcript 10674
Transcript 7263
Transcript 13243
Transcript 7929
Transcript 4179
Transcript 4682
Transcript_8551
Transcript 25805
Transcript 11113
Transcript 29984
Transcript 16491

phosphoglycerate mutase-like protein

zinc-binding dehydrogenase family protein
l-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-like
cysteine proteinase rd21a-like

probable nucleoredoxin 1-like

pentatricopeptide repeat-containing protein at5g21222-like
carbohydrate-binding domain-containing protein
acetolactate synthase small subunit chloroplastic-like
2-oxoglutarate mitochondrial-like

probable acyl-activating enzyme peroxisomal-like
probable nucleoredoxin 2-like

cell wall vacuolar inhibitor of fructosidase 1-like
uncharacterized aarf domain-containing protein kinase
chloroplastic-like

alpha beta-hydrolase domain-containing protein
sucrose transport protein suc2

eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3-like
protein pelota-like

phenylalanine ammonia-lyase-like

probable acyl-activating enzyme peroxisomal-like
—--NA---

protein transport protein sec61 subunit alpha-like
uncharacterized loc101204288

60s ribosomal protein 17-1-like

probable e3 ubiquitin-protein ligase hercl-like
—--NA---

endosomal targeting brol-like domain-containing protein
uncharacterized loc101215184

cyclin-dependent kinase f-4-like

14 kda zinc-binding

uncharacterized loc101210213

—-NA---

serine-threonine kinase receptor-associated
proteasome subunit beta type-3-a-like

actin cytoskeleton-regulatory complex protein panl-like
heat shock 70 kda protein 15-like

zinc finger a20 and anl domain-containing stress-associated

protein 8-like isoform 1

small nuclear ribonucleoprotein e-like

rna-dependent rna polymerase 1-like

palmitoyl-acyl carrier protein chloroplastic-like
homogentisate -dioxygenase-like

40s ribosomal protein s12-like isoform 1

3-ketoacyl- thiolase peroxisomal-like

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-like protein

spx domain-containing membrane protein at4g22990-like
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101249924
calmodulin-binding Transcription activator 4-like
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-3.045
-3.044
-3.032
-3.031
-3.017
-3.017
-3.014
-2.982
-2.978
-2.967
-2.965

-2.95

-2.938

-2.93
-2.924
-2.916
-2.914
-2.912
-2.911

-2.91

-2.91
-2.909
-2.909
-2.907
-2.903

-2.88
-2.861
-2.857
-2.857
-2.857
-2.854
-2.837
-2.836
-2.833
-2.828

-2.823
-2.815
-2.815
-2.808
-2.808
-2.806
-2.794
-2.788
-2.785
-2.783
-2.783



Transcript 21462
Transcript 19213
Transcript 17059
Transcript 6401
Transcript 26245
Transcript 9447
Transcript_ 1236
Transcript 22241
Transcript 2802
Transcript 13937
Transcript 20577
Transcript 11281
Transcript 8668

Transcript_ 6086
Transcript 12216
Transcript_24930
Transcript 18611
Transcript 9625
Transcript 23947
Transcript 6532
Transcript 17958
Transcript 8288
Transcript_8501
Transcript 13346

Transcript 20816
Transcript 15773
Transcript 17559
Transcript 19619
Transcript 4741
Transcript_ 9800
Transcript 16452
Transcript 4159
Transcript 4836
Transcript 14341
Transcript 7652
Transcript 6529
Transcript 1732
Transcript_3396
Transcript 8387
Transcript_7633
Transcript 4116
Transcript_8306
Transcript 3543
Transcript 2582
Transcript 20175
Transcript_6000

—--NA---

probable chlorophyll b reductase chloroplastic-like

heat shock 70 kda mitochondrial-like

uncharacterized loc101215146

chd3-type chromatin-remodeling factor pickle-like
nad-dependent malic enzyme 62 kda mitochondrial-like
nadp-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-like
protein binding protein

serine carboxypeptidase-like 49-like

—--NA---

long-chain-alcohol oxidase faol-like

lysyl-trna synthetase-like

thioredoxin h9-like

p-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase family
protein

ein3-binding f-box protein 1-like

mate efflux family protein chloroplastic-like
uncharacterized loc101203954

probable non-specific lipid-transfer protein akcs9-like
glycine-rich rna-binding protein mitochondrial-like
tetraspanin family protein

nadp-dependent d-sorbitol-6-phosphate dehydrogenase-like
ammonium transporter 1 member 1-like

hydrophobic protein Iti6a-like

mitochondrial pyruvate carrier 2-like

probable trna threonylcarbamoyladenosine biosynthesis protein
osgep-like

6-phosphofructokinase 3-like

vacuolar protein sorting-associated protein 2 homolog 3-like
receptor-like protein kinase haiku2-like

ferrochelatase- chloroplastic-like

methionine gamma-lyase-like

nucleolar protein 56-like

receptor-like protein 12-like

glutathione peroxidase

fumarylacetoacetase

myb-like protein x-like

ubiquitin-conjugating enzyme e2 2-like

beta-amylase chloroplastic-like

haus augmin-like complex subunit 1-like
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme a reductase
photosystem ii 47 kda protein

heat shock 70 kda protein 15-like

60s ribosomal protein 144-like

cysteine proteinase rd21a-like

20g-fe oxygenase family protein

peptidyl-trna hydrolase mitochondrial-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101253674
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-2.782
-2.781
-2.781
-2.781

-2.78

-2.78
-2.779
-2.779
-2.779
-2.779
-2.779
-2.779
-2.779

-2.778
-2.778
-2.778
-2.778
=2.777
-2.777
=2.777
-2.776
-2.775
-2.775
-2.774

-2.774
-2.773
-2.772

=277
-2.737
-2.735
-2.719
-2.718
-2.716
-2.701
-2.701
-2.698
-2.679
-2.651
-2.648
-2.648
-2.647
-2.647
-2.646
-2.646
-2.646
-2.645



Transcript 11158
Transcript 12410
Transcript 11337
Transcript 21734
Transcript 14079
Transcript 19595
Transcript 3718
Transcript 6111
Transcript 5746
Transcript 6128
Transcript 14158
Transcript 2253
Transcript 673
Transcript 14521
Transcript 12294
Transcript 16689
Transcript 24274
Transcript 16996
Transcript 63
Transcript 26543
Transcript 21559
Transcript 6636
Transcript_ 4201
Transcript 7597
Transcript 7171
Transcript 1026
Transcript 12747
Transcript 3259
Transcript 9971
Transcript 2137
Transcript 14754
Transcript 8222
Transcript 12584
Transcript_8480
Transcript 2202
Transcript 2724
Transcript 1119
Transcript 1516
Transcript 225
Transcript 16358
Transcript 14592
Transcript 22815
Transcript 2606
Transcript 10470
Transcript 28013
Transcript_8765
Transcript 3285
Transcript 23098

u-box domain-containing protein 34-like

broad-range acid phosphatase detl-like

kda class i heat shock

homeobox-leucine zipper protein athb-7-like
uncharacterized loc101221301

cysteine proteinase rd21a-like

alcohol dehydrogenase 1

serine arginine-rich splicing factor rsz22-like

abc transporter d family member 1-like

upf0051 protein chloroplastic-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101268256
v-type proton atpase subunit b2

cbs domain-containing protein chloroplastic-like
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101251458 isoform 1
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101267365
molybdate transporter 2-like

4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like
endoplasmin homolog

9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase chloroplastic-like
2-hydroxyacyl- lyase-like

atp binding

Transcription initiation factor iif subunit alpha-like
-dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene dioxygenase 1-like
pheophorbide a chloroplastic-like

udp-glucosyl transferase 73c¢

uncharacterized loc101208051

eukaryotic translation initiation factor 3 subunit g-like
splicing factor u2af large subunit b-like

sterol 3-beta-glucosyltransferase-like
actin-depolymerizing factor 2-like

—--NA---

polyol transporter 5-like

abc transporter g family member 7-like

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase nima-interacting 4-like
stem-specific protein tsjt1-like

outer membrane lipoprotein blc-like

acyl- n-acyltransferases-containing protein
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101259916
atpase-related dna repair protein

abc transporter ¢ family member 4-like

aspartic proteinase pcsl-like

cytochrome p450 82c4-like

protein kinase domain-containing protein

protein fam133-like

phytoalexin-deficient 4-2 protein

abc transporter f family member 4-like

squalene synthase-like

26s proteasome non-atpase regulatory subunit 13-like
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-2.645
-2.644
-2.644
-2.643

-2.64
-2.607
-2.602
-2.598
-2.583
-2.581
-2.581

-2.58
-2.578
-2.573
-2.567
-2.558
-2.543
-2.542
-2.541
-2.541

-2.54
-2.538
-2.531
-2.527
-2.515
-2.515
-2.514
-2.511
-2.493
-2.488
-2.481
-2.474
-2.474
-2.472
-2.471

-2.47
-2.463
-2.447
-2.446
-2.435
-2.434
-2.419
-2.418
-2.386
-2.386
-2.385
-2.385
-2.385



Transcript 4859

Transcript 12295
Transcript 16475
Transcript 26816
Transcript 18286

Transcript 14611
Transcript 5878
Transcript_ 4645
Transcript 8160
Transcript 6481
Transcript 3614
Transcript 12264
Transcript 3623
Transcript 10162

Transcript_10706
Transcript 3993
Transcript 6652
Transcript 14124
Transcript 9878
Transcript 26698
Transcript 11498
Transcript 18794
Transcript 1016
Transcript 5775

Transcript 24763
Transcript 3406
Transcript_7076
Transcript 18892
Transcript_ 6866
Transcript 4328
Transcript_7290
Transcript 11188
Transcript 18136
Transcript 7304
Transcript 15212
Transcript 5871
Transcript 16864
Transcript 21489
Transcript 14844
Transcript 23470
Transcript 26032
Transcript 22396
Transcript 11349
Transcript 18463
Transcript 2825

mannosyl-oligosaccharide -alpha-mannosidase mns1-like
trihelix Transcription factor gt-2-like

zinc transporter ztp29-like

sucrose synthase 2-like

peptidylprolyl isomerase

peroxisomal fatty acid beta-oxidation multifunctional protein
aiml-like

cbs domain-containing protein cbscbspb5-like

spfth domain-containing protein 2

probable 26s proteasome complex subunit sem1-1-like isoform 1
probable glutathione s-transferase

eukaryotic initiation factor 4a-2-like

bis(5 -adenosyl)-triphosphatase-like

—--NA---

gamma carbonic anhydrase mitochondrial-like

glyoxysomal fatty acid beta-oxidation multifunctional protein
mfp-a-like

scarecrow-like protein 13-like

pyruvate dehydrogenase el component subunit alpha-like
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101255560 isoform 2
ras-related protein rab7

transducin wd40 domain-containing protein

pyridoxal kinase-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC100855230
calreticulin-3-like

altered inheritance of mitochondria protein 32-like

probable Irr receptor-like serine threonine-protein kinase
at4g08850-like

wd repeat-containing protein 5-like

snw domain-containing protein 1-like

serine carboxypeptidase-like 50-like

eukaryotic translation initiation factor 4e

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101245685
copl-interacting protein

proteasome subunit beta type-6-like

adipocyte plasma membrane-associated

rwd domain-containing protein 1-like

nadp-dependent alkenal double bond reductase p1-like
atpase plasma membrane-type-like

uncharacterized methyltransferase chloroplastic-like
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101249181
uncharacterized isochorismatase family

snfl-related protein kinase regulatory subunit gamma-1-like
protein patl homolog 1-like

probable sucrose-phosphate synthase 2-like

pyruvate dehydrogenase el component subunit mitochondrial-like
serine threonine-protein kinase tnni3k-like
carboxyl-terminal-processing protease-like
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-2.385
-2.385
-2.385
-2.384
-2.384

-2.384
-2.384
-2.384
-2.383
-2.383
-2.383
-2.383
-2.383
-2.382

-2.382
-2.382
-2.382
-2.382
-2.382
-2.382
-2.382
-2.381
-2.381
-2.381

-2.381
-2.381
-2.381
-2.381
-2.381
-2.381
-2.381
-2.381
-2.381

-2.38

-2.38

-2.38

-2.38

-2.38
-2.379
-2.379
-2.379
-2.379
-2.379
-2.378
-2.354



Transcript 6695
Transcript 8861
Transcript 27327
Transcript 936
Transcript 9508
Transcript 1427
Transcript 11478
Transcript 8380
Transcript 17253
Transcript 13296
Transcript 8165
Transcript 8459
Transcript 5422
Transcript 8221
Transcript 481

Transcript 16766
Transcript 7247
Transcript 6809
Transcript_8186
Transcript 2086
Transcript 2751
Transcript 4243
Transcript_3660
Transcript 21612
Transcript 11490
Transcript 5074
Transcript 8129
Transcript 4449
Transcript 8255
Transcript 5774
Transcript 7302
Transcript 10862
Transcript 18875
Transcript 920
Transcript 11179
Transcript 18531
Transcript 14087
Transcript 6250
Transcript 15757
Transcript 13899
Transcript 5278
Transcript 1073
Transcript 4010
Transcript 25654
Transcript 29019
Transcript 9920
Transcript_650

glutamine synthetase

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101251458 isoform 2
secologanin synthase-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101247272 isoform 1
14-3-3-like protein a-like

l-ascorbate peroxidase

probable protein phosphatase 2¢ 59-like

ankyrin repeat-containing protein at3g12360-like
acetyl- cytosolic 1-like

n-rich protein

eukaryotic translation initiation factor 5-like
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101256345 isoform 3
pyrrolidone-carboxylate peptidase-like isoform 2
polyol transporter 5-like

calcium-dependent protein kinase 28-like

swi snf-related matrix-associated actin-dependent regulator of
chromatin subfamily a member 3-like 1-like

probable aspartyl aminopeptidase-like

replication protein a 32 kda subunit a-like

peroxisomal biogenesis factor 11 family protein

nac domain-containing protein 72-like

26s protease regulatory subunit 8 homolog a-like
d-3-phosphoglycerate chloroplastic-like

atp sulfurylase chloroplastic-like

protein Itvl homolog

nac domain ipr003441

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101267126
proteasome subunit alpha type-1-a-like

nad -binding rossmann-fold superfamily protein

dnaj homolog subfamily ¢ member 8-like

altered inheritance of mitochondria protein 32-like
vamp-like protein ykt61-like

rna-binding-related protein

sumo-activating enzyme subunit 1b

bidirectional sugar transporter sweetl0-like

f-box protein at5g67140-like

20g-fe oxygenase family protein

peroxisomal acyl-coenzyme a oxidase 1-like
calmodulin binding

auxin-induced protein Sng4-like
plastid-lipid-associated chloroplastic-like

dna binding

oxidoreductase glyrl-like

—--NA---

udp-glycosyltransferase 73c2-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101259565
probable indole-3-acetic acid-amido synthetase -like
atp synthase beta subunit mitochondrial-like
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-2.346

-2.34
-2.339
-2.334
-2.326
-2.324
-2.322
-2.319

-2.31
-2.294
-2.291

-2.29
-2.284
-2.283
-2.282

-2.269
-2.259
-2.251

-2.25

-2.25
-2.249
-2.246
-2.237
-2.226
-2.226
-2.225
-2.225
-2.223
-2.223
-2.222
-2.222
-2.222
-2.222
-2.221
-2.221
-2.221
-2.206
-2.206
-2.204
-2.202
-2.202
-2.195

-2.19
-2.186
-2.185
-2.185
-2.184



Transcript 16145
Transcript 13339
Transcript_7955
Transcript 2906
Transcript 14803
Transcript 27931
Transcript 2175
Transcript 4114
Transcript 726

Transcript 17378
Transcript 4218
Transcript 21924

Transcript 10863
Transcript 9412
Transcript 3945
Transcript_ 10507
Transcript_8404
Transcript_8064
Transcript 630
Transcript 5419
Transcript 1089
Transcript_8361
Transcript 5116
Transcript 5429
Transcript_13017
Transcript 4998
Transcript 3097
Transcript 12754
Transcript 6738
Transcript 23016
Transcript 11136
Transcript 8985
Transcript 14743
Transcript 17082
Transcript 6273
Transcript 6924
Transcript 5212
Transcript 10751
Transcript 7054
Transcript 17816
Transcript 21402
Transcript 21338
Transcript_870
Transcript 7252
Transcript_ 7575
Transcript_1990

cbl-interacting serine threonine-protein kinase 11-like
PREDICTED: uncharacterized protein LOC101264357
ethylene-responsive Transcription factor crf4-like
malonate-- ligase-like

vesicle transport v-snare 13-like

—--NA---

lysosomal beta glucosidase-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101252100 isoform 1

mechanosensitive ion channel protein chloroplastic-like
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6,
mitochondrial

bifunctional nuclease 1-like

isoflavone 2 -hydroxylase-like

probably inactive leucine-rich repeat receptor-like protein kinase

at5g48380-like

cysteine proteinase inhibitor 12-like

probable calcium-binding protein cml36-like
cinnamoyl reductase

secologanin synthase-like

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101246202
e3 ubiquitin-protein ligase march6-like

polyubiquitin 10

heat shock cognate protein 80-like

subtilisin-like protease-like

serine threonine-protein phosphatase ppl isozyme 2
bzip Transcription factor 60-like

protein suppressor of gene silencing 3-like
PREDICTED: uncharacterized protein At2g23090-like
sterol regulatory element-binding protein site 2

dcc family protein chloroplastic-like

malate glyoxysomal

zinc- peroxisomal-like

upf0051 protein chloroplastic-like

gtp-binding protein sarla-like
digalactosyldiacylglycerol synthase chloroplastic-like
0s02g0530850

nedd8 ultimate buster 1-like

hypersensitive-induced response protein 4-like
pumilio homolog 2-like

ankyrin repeat-containing protein

dnl-type zinc finger

nuclear migration protein nudc-like

rna-directed dna polymerase from mobile element jockey-like
protein clpl homolog

uncharacterized loc101214389

glutamine synthetase

40s ribosomal protein s24-2-like

rrna intron-encoded homing endonuclease
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-2.184
-2.184
-2.184
-2.184
-2.184
-2.183
-2.183
-2.183
-2.183

-2.181
-2.17
-2.168

-2.165
-2.162

-2.16
-2.155
-2.154
-2.153
-2.153
-2.149
-2.143
-2.143
-2.143
-2.139
-2.139
-2.137
-2.134
-2.121
-2.121
-2.119
-2.119
-2.118
-2.118
-2.118
-2.117
-2.117
-2.117
-2.117
-2.116
-2.115
-2.115
-2.115
-2.097

-2.09
-2.086
-2.084



Transcript 23337
Transcript 12341
Transcript 10118
Transcript 3946
Transcript 3105
Transcript 10105

Transcript 7407

Transcript 10074
Transcript 9509

Transcript 13659
Transcript 23413
Transcript 13166
Transcript 15016
Transcript 4612

Transcript 13936
Transcript 14577
Transcript 11971

Transcript 5408
Transcript 2790
Transcript 18987
Transcript 4728
Transcript 9659
Transcript 15154
Transcript 2848
Transcript 1335
Transcript_ 9794
Transcript 3943
Transcript 20246

anthocyanidin reductase-like

bzip Transcription factor bzip109

glutathione cytosolic-like

probable calcium-binding protein cml36-like
ubiquitin-like protein 5-like

tom1-like protein 2-like

dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex mitochondrial-like
polyubiquitin 14

14-3-3-like protein a-like

26s protease regulatory subunit 8 homolog a-like
udp-glycosyltransferase 73¢2-like

heme-binding protein 2-like

reticulon-like protein b5-like

magnesium transporter mrs2-3-like

e3 ubiquitin-protein ligase rglg2-like

ferredoxin- chloroplastic-like isoform 1

PREDICTED: uncharacterized protein LOC101246979
probable xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 30-
like

charged multivesicular body protein 1-like
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase fkbp62-like

e3 ubiquitin-protein ligase rnf25-like

f-box protein skp2a-like

f-box protein at2g16365-like

3 -5 exonuclease and kh-i domain-containing protein
digalactosyldiacylglycerol synthase chloroplastic-like
60s ribosomal protein 17-1-like

cystathionine gamma- chloroplastic-like

nuclear Transcription factor y subunit a-9-like
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-2.084
-2.084
-2.082
-2.081
-2.076
-2.075

-2.068
-2.065
-2.064
-2.064
-2.064
-2.064
-2.064
-2.063
-2.062
-2.043
-2.043

-2.043
-2.042
-2.041
-2.041

-2.04
-2.033
-2.029
-2.021
-2.011
-2.008
-2.006



Table S3 - Significantly enriched GO terms for up-regulated genes.
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BIOLOGICAL
PROCESS
GO-ID FDR Description Annotated
transcripts
6098 2.98E-10 pentose-phosphate shunt 26
6364 2.98E-10 rRNA processing 24
19344 5.66E-10 cysteine biosynthetic process 22
19684 6.40E-10 photosynthesis, light reaction 14
10207 5.57E-08 photosystem II assembly 17
10114 5.57E-08 response to red light 16
9637 5.57E-08 response to blue light 16
10218 1.56E-07 response to far red light 16
15995 2.85E-07 chlorophyll biosynthetic process 16
9409 7.43E-07 response to cold 26
9773 1 40E-06 photosynthetic electron transport in 10
photosystem I
35304 2.17E-06 regulation of protein dephosphorylation 13
9657 6.40E-06 plastid organization 8
9697 1.65E-05 salicylic acid biosynthetic process 12
42742 2.60E-05 defense response to bacterium 20
70838 3.45E-05 divalent metal ion transport 9
19288 4 50E-05 isopentenyl diphosphate biosynthetic 17
process
10310 9.95E-05 regulatiqn of hydrogen peroxide 10
metabolic process
30003 1.04E-04 cellular cation homeostasis 9
16117 1.08E-04 carotenoid biosynthetic process 12
10027 1.88E-04 thylakoid membrane organization 15
10155 5.78E-04 regulation of proton transport 9
9595 8.23E-04 detection of biotic stimulus 7
9862 1.34E-03 systemic acquired resistance 10
43900 1.34E-03 regulation of multi-organism process 7
2831 1.34E-03 regulation of response to biotic stimulus 7
30154 1.56E-03 cell differentiation 9
6636 2 49F-03 unsaturated fatty acid biosynthetic 3
process
43085 2.92E-03 positive regulation of catalytic activity 9
6833 3.00E-03 water transport 11
19252 9.19E-03 starch biosynthetic process 11
1900160 9.19E-03 plastid DNA packaging 2
19424 9.19E-03 sulfide oxidation, using siroheme sulfite )
reductase
9744 9.58E-03 response to sucrose stimulus 11
5985 9.60E-03 sucrose metabolic process 15
9867 1.05E-02 jasmonic acid mediated signaling 9
pathway
9965 1.05E-02 leaf morphogenesis 11
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7389 1.05E-02 pattern specification process 5
8361 1.05E-02 regulation of cell size 5
9765 1.05E-02 photosynthesis, light harvesting 4
19216 1.05E-02 regulation of lipid metabolic process 4
19761 1.17E-02 glucosinolate biosynthetic process 9
272 1.18E-02 polysaccharide catabolic process 5
5982 1.19E-02 starch metabolic process 15
9853 2.03E-02 photorespiration 9
9902 2.05E-02 chloroplast relocation 8
9099 2.05E-02 valine biosynthetic process 5
9098 2.05E-02 leucine biosynthetic process 5
48767 2.10E-02 root hair elongation 10
6096 2.61E-02 glycolysis 15
19676 2.70E-02 ammonia assimilation cycle 2
15976 2.84E-02 carbon utilization 7
9664 2.90E-02 plant-type cell wall organization 7
9073 2 90E-02 aromatic amino acid family biosynthetic 5
process
9097 2.90E-02 isoleucine biosynthetic process 5
43086 2.90E-02 negative regulation of catalytic activity 5
10143 2.90E-02 cutin biosynthetic process 3
31348 3.00E-02 negative regulation of defense response 8
9314 3.11E-02 ‘defense‘response, incompatible 4
Interaction
9749 3.13E-02 response to glucose stimulus 6
9750 3.31E-02 response to fructose stimulus 8
42549 3.52E-02 photosystem II stabilization 2
9926 3.87E-02 auxin polar transport 6
38 4 14E-02 VeY long-chain fatty acid metabolic 4
process
10037 4.14E-02 response to carbon dioxide 2
23 4.23E-02 maltose metabolic process 8
55114 4.76E-02 oxidation-reduction process 28
9932 4.85E-02 cell tip growth 6
6655 4 8]E-02 phosphatidylglycerol biosynthetic 5
process
MOLECULAR FUNCTION
GO-ID FDR Description Annotated
transcripts
16720 0.018 deljca}2-fatty acid dehydrogenase 3
activity
CELLULAR COMPONENT
GO-ID FDR Description Annotated
transcripts
9941 7.70E-17 chloroplast envelope 50
48046 1.87E-16 apoplast 37
9535 3.18E-15 chloroplast thylakoid membrane 32
9570 3.11E-10 chloroplast stroma 42



9543
10287
9654
10319
19898
30095
9505
9538

5.78E-07
2.93E-06
9.89E-06
5.04E-04
5.36E-04
6.75E-04
8.18E-03
4.13E-02

chloroplast thylakoid lumen
plastoglobule

oxygen evolving complex
stromule

extrinsic to membrane
chloroplast photosystem II
plant-type cell wall
photosystem I reaction center
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TableS4 - Significantly enriched GO terms for down-regulated genes

BIOLOGICAL
PROCESS
GO-ID  FDR Description Annotated
transcripts
15996 2.55E-04 chlorophyll catabolic process 12
46686 3.33E-04 response to cadmium ion 53
6457 4.87E-03 protein folding 26
9407 3.43E-02 toxin catabolic process 14
6979 3.80E-02 response to oxidative stress 18
6635 3.80E-02 fatty acid beta-oxidation 17
18874 3.80E-02 benzoate metabolic process 8
19458 3.80E-02 methionine catabolic process via 2-oxobutanoate 2
42313 3.80E-02 protein kinase C deactivation 2
6972 4.26E-02 hyperosmotic response 13
9414 4.62E-02 response to water deprivation 19
6623 4.62E-02 protein targeting to vacuole 14
6643 4.62E-02 membrane lipid metabolic process 3
CELLULAR
COMPONENT
GO-ID FDR Description Annota_ted
transcripts
5829 4.58E-04 cytosol 100
9506 9.58E-03 plasmodesma 46
44428 2.31E-02 nuclear part 3
5886 2.87E-02 plasma membrane 110
30136 2.87E-02 clathrin-coated vesicle 3
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Table S5: KEGG metabolic pathways altered in the AtUCP1
OE lines (only pathways with 5 or more affected genes are
represented)

UP-REGULATED DOWN-REGULATED
PATHWAY NAME Transcripts Enzymes Transcripts Enzymes
Carbon fixation in photosynthetic organisms 8 8 2 2
10

—
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—
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Starch and sucrose metabolism

Nitrogen metabolism

Pentose and glucuronate interconversions
Fructose and mannose metabolism
Porphyrin and chlorophyll metabolism
Amino sugar and nucleotide sugar
metabolism

Galactose metabolism

Glycerolipid metabolism

Linoleic acid metabolism

Glycolysis / Gluconeogenesis

Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Fatty acid biosynthesis

Pyrimidine metabolism

Lysine biosynthesis

Flavonoid biosynthesis

Phenylpropanoid biosynthesis

Flavone and flavonol biosynthesis
Glycerophospholipid metabolism
Selenocompound metabolism
Aminobenzoate degradation

Arachidonic acid metabolism

Styrene degradation

Thiamine metabolism

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
Arginine and proline metabolismo
Pentose phosphate pathway

Citrate cycle (TCA cycle)

Biosynthesis of unsaturated fatty acids
Glycine, serine and threonine metabolism
Methane metabolismo

Sulfur metabolismo

Glutathione metabolismo

Oxidative phosphorylation

Tryptophan metabolismo

Tyrosine metabolismo

Ubiquinone and other terpenoid-quinone
biosynthesis

Geraniol degradation

Ether lipid metabolismo
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Fatty acid elongation

Pyruvate metabolismo

Cysteine and methionine metabolism
Phenylalanine metabolismo

Benzoate degradation

Carbon fixation pathways in prokaryotes
Propanoate metabolismo

Lysine degradation

Butanoate metabolismo

Valine, leucine and isoleucine degradation
alpha-Linolenic acid metabolism

Fatty acid degradation

Purine metabolism
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(BINGO).

tool

Gene Ontology

P 1 ¢ Ui

Networks

Biological

the

File S1 - Cytoscape file containing the network visualization of part of the hierarchical
using

relationship among GO biological process terms. Colored nodes are significantly
overrepresented GO categories (node colors represent enrichment significance as
depicted in Figure 3) associated with the up-regulated gene dataset. Data were

analyzed
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