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RESUMO

As proteinas desacopladoras mitocondriais (UCPS) e os carreadores de dicarboxilatos
(DIC) pertencem a familia dos transportadores mitocondriais cujas fungdes sdo determinantes
na manutencdo da homeostase mitocondrial. As UCPs estdo presentes na membrana
mitocondrial interna e atuam dissipando o gradiente eletroquimico de prétons produzido
durante a respiragdo. As DICs, por sua vez, sdo responsaveis pelo influxo de dicarboxilatos
através da membrana mitocondrial interna a expensas de fosfato inorgéanico e elementos
derivados de enxofre. Trés genes codificadores de UCPs (AtUCP1-3) e trés de DICs (AtDIC1-
3) foram identificados no genoma de Arabidopsis thaliana. No presente estudo, a funcéo in
planta destes carreadores foi investigada. A caracterizacdo de mutantes de insercdo de T-DNA
para os genes AtUCP1 e AtUCP2 revelou uma reducdo no numero de folhas no mutante atucp?2
e um claro comprometimento do desenvolvimento reprodutivo das linhagens mutantes.
Corroborando tal observacdo, um dréstico efeito nos niveis de expressdao de fatores de
transcricdo associados ao desenvolvimento dos o6rgaos reprodutivos foi evidenciado nos
mutantes. Adicionalmente, a atividade do gene reporter GUS sobre controle das regifes
promotoras dos genes alvos se revelou intimamente associada aos 6rgdos reprodutivos.
Analises de marcacéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e de expressao relativa de genes
marcadores da fungdo mitocondrial, incluindo a oxidase alternativa, demonstraram que a
homeostase mitocondrial foi afetada nos mutantes atucpl-2 durante o desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo. Em paralelo, a caracterizacdo de linhagens contendo insercdes de T-
DNA nos genes AtDIC1-3 revelou incrementos na area foliar e biomassa, aumento do acimulo
de EROs e alteragdes na germinacdo. Em contrapartida, a superexpressdo do gene AtDIC2
promoveu um acometimento nos parametros fenotipicos supracitados com evidente redu¢do no
acumulo de biomassa quando comparado ao controle Col-0. Do ponto de vista fisiolégico, a
capacidade fotossintética revelou-se elevada nos referidos mutantes, fato evidenciado pelas
altas taxas de assimilacdo de carbono e capacidade de re-oxidacao da clorofila. Uma possivel
expressdo compensatoria do gene AtDIC2 foi observada nos mutantes atdicl e atdic3. Analises
do perfil metabdlico de tais mutantes indicaram um maior acumulo de carboidratos (37,6%),
lipideos (13,4%), acidos organicos (11,8%) e aminoacidos (10,5%). Rotas de resposta aos
estresses oxidativo e hidrico, como as vias do metabolismo de ascorbato e da prolina,
respectivamente, também se mostraram alteradas. Uma alteracéo significativa no metabolismo
de fenilalanina que, entre outros processos, esta relacionada com a resposta aos estresses

mecanico e bidtico também foi constatada. Quando analisada de forma integrada com os niveis

4



de chiquimato, esses dados sugerem uma alteracdo no ponto de convergéncia entre 0s

metabolismos primario e secundario.

Palavras chave: proteinas desacopladoras, carreadores de dicarboxilato, caracterizagdo

molecular, expressao relativa, homeostase mitocondrial.



ABSTRACT

Mitochondrial uncoupling proteins (UCPs) and dicarboxylate carriers (DIC) are
proteins belonging to the mitochondrial carriers family (MCF) that play a crucial role in the
maintenance of mitochondrial homeostasis. The mitochondrial uncoupling proteins (UCPs) are
present in the inner mitochondrial membrane, where they dissipate the electrochemical gradient
of protons produced during respiration. DICs, in turn, promote the influx of dicarboxylates
across the inner mitochondrial membrane at expenses of inorganic phosphate and sulfur-derived
elements. Three genes encoding UCPs (AtUCP1-3) and three encoding DICs (AtDIC1-3) were
identified in the genome of Arabidopsis thaliana. In this study, the function of these genes was
investigated in planta. The characterization of T-DNA insertion mutants for the AtUCP1 and
AtUCP2 genes revealed a reduction in the number of leaves in the atucp2 mutant as well as an
impairment of reproductive development in both atucpl and atucp2 mutant lines. In agreement,
the mutant lines exhibited a drastic effect on the expression levels of transcription factors
associated with the development of reproductive organs. Additionally, the activity of the GUS
reporter gene under control of the AtUCP1 and AtUCP2 promoter regions suggested a close
association between these isoforms and the reproductive development. Analyzes of reactive
oxygen species (ROS) labeling and relative expression of mitochondrial function marker genes,
including alternative oxidase, demonstrated that mitochondrial homeostasis was affected in
atucpl-2 mutants during vegetative and reproductive development. In parallel, the
characterization of strains containing T-DNA insertions in AtDIC1-3 genes revealed a
significant increase in leaf area and biomass, higher accumulation of ROS and also alterations
in seed germination in the mutants. By contrast, the AtDIC2 overexpression lines exhibited an
impairment on the phenotypic parameters showing a clear reduction in biomass accumulation
when compared to Col-0. At physiological level, the mutant lines presented high rates of carbon
assimilation and the re-oxidation capacity of chlorophyll thus, suggesting an improvement in
the photosynthetic capacity of these mutants. A possible compensatory expression of the
AtDIC2 was observed in the atdicl and atdic3 mutants. Analyzes of the metabolic profile of
such mutants indicated a greater accumulation of carbohydrates (37.6%), lipids (13.4%),
organic acids (11.8%) and amino acids (10.5%). Analyzes of the metabolic profiles of such
mutants revealed that pathways responsive to oxidative and hydric stresses, such as the
arcorbate and proline pathways, respectively, were altered. A significant alteration in the
metabolism of phenylalanine that, among other processes, is related to the plant’s response to

mechanical and biotic stresses was also observed. When observed in an integrated way with the
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shikimate levels, this data suggests an alteration in the convergence point between primary and

secondary metabolisms.

Key words: uncoupling proteins, dicarboxylate carriers, molecular characterization,

relative expression, mitochondrial homeostasis
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1. Introducéo

As mitocdndrias sdo organelas essenciais a0 metabolismo aerdbico de organismos
eucariotos. Apesar de implicadas em diversas funcdes celulares, essas organelas sdo
amplamente conhecidas como geradoras da energia necessaria ao metabolismo celular, uma vez
que centralizam eventos envolvidos no catabolismo de precursores energéticos provenientes do
citosol. No entanto, o papel das mitocondrias na manutencdo de outras vias em diversos
compartimentos celulares através do fornecimento de substratos reitera a magnitude de tais

organelas na homeostase celular.

Segundo a teoria endossimbionte, a origem das mitocondrias esta relacionada a um
processo de endossimbiose entre um organismo procarioto aerébico de vida livre e um
organismo procarioto hospedeiro (Scheffler, 2008). Durante a co-evolu¢do do organismo
simbionte com a célula hospedeira primitiva, muitos genes do DNA endossimbionte foram
perdidos. Essa perda, no entanto, caracterizou-se pela transferéncia de alguns dos genes
deletados do DNA endossimbionte para 0 DNA nuclear da célula hospedeira, o que transformou
a mitocondria em uma organela semiautdbnoma dependente de diversos produtos codificados no
nacleo. Do ponto de vista evolutivo, de maneira compensatéria, a adicdo de sequéncias
sinalizadoras de atividade mitocondrial para as proteinas codificadas por tais genes nucleares
tornou-se necessaria uma vez que, apesar da origem extra-mitocondrial, essas proteinas

passaram a compor o proteoma da organela (Scheffler, 2008).

Dada sua funcdo central, producdo de ATP através da fosforilacdo oxidativa, cuja base é
o ciclo do acido citrico em que ha a formacdo de moléculas aceptoras de elétrons a partir da
oxidacdo de nutrientes, faz-se necessario o constante fluxo de precursores energéticos e
moléculas intermediarias. Devido ao seu duplo-envoltério composto por duas membranas
(interna e externa), a mitocondria precisa de transportadores especificos para viabilizar o fluxo
de moléculas entre o seu espaco interno e o citosol, aspecto que confere diferentes propriedades
de permeabilidade as suas membranas. Tais transportadores (revistos em Palmieri, 2013;
Ruprecht e Kunji 2020), originados de mutagdes de transportadores pré-existentes nas
membranas da organela ancestral ou, ainda, da selecdo de organelas contendo moléculas
derivadas que passaram a desempenhar fungdo correlacionada com transporte de substratos,
permitiram a intensa comunicagao entre os compartimentos intra e extra-mitocondriais. Cabe

ressaltar que a habilidade regulatoria da expressdo destes transportadores permite, também,



ajustes metabdlicos precisos dependendo da demanda celular. Esse aspecto conferiu as

mitocdndrias a capacidade de atuar em diversos processos metabdlicos.

Em condi¢bes metabolicas normais, o piruvato proveniente da glicolise citosélica deve
ser transportado para o compartimento intra-mitocondrial onde, ap6s sua oxidacao, sera
transformado em Acetil-CoA e, assim, integrara o ciclo de Krebs (revisto em Zhao et al., 2019).
No entanto, vérias vias oxidativas podem conduzir a formacdo de Acetil-CoA, como a B-
oxidacao de acidos graxos provenientes da hidrolise de lipoproteinas e/ou triacilglicerois, ou
ainda, através da oxidacdo de aminoacidos. A versatilidade de recursos para producdo de
energia e, ainda, a habilidade de responder a oferta de moléculas precursoras esta intimamente
relacionada com o controle do fluxo de nutrientes citoplasmaticos através de transportadores
cuja expressao pode ser regulada de maneira transcricional em virtude do 6rgdo/tecido ou do
estimulo externo. Da mesma maneira que o influxo de nutrientes citosélicos é primordial para
0 metabolismo da organela, o efluxo de moléculas energéticas também ¢é relevante e se da por
meio transportadores que precisam se ajustar as necessidades celulares. Através da atividade
das proteinas desacopladoras, por exemplo, as mitocéndrias também regulam a producdo de
energia dissipando-a na forma de calor (Nicholls e Rial, 1999). Além do metabolismo
energético, as mitocondrias podem reger outras vias. Por exemplo, em casos de condicdo de
excesso de carboidratos, a acetil-CoA derivada da oxidacdo de piruvato é devolvida ao citosol
onde sera direcionada para a sintese de triacilglicerdis, molécula mais energética que a glicose.
Dentre 0s eventos com 0s quais as mitocondrias relacionam-se direta ou indiretamente, destaca-
se o0 fornecimento de intermediarios para a gliconeogénese na auséncia de acucares. Seu
metabolismo pode, também, sinalizar a morte celular devido a geracdo e eventual acimulo de
espécies reativas de oxigénio (EROSs) e/ou nitrogénio (ERNS) (revisto em Zhao et al., 2019). .
O aumento répido e abrupto na producdo e acimulo de EROs e ERNs mitocondriais confere as
mitocdndrias a capacidade de regular a expressdo de Vvarios genes nucleares, mecanismo
conhecido como regulagéo retrograda que pode ser, ainda, independente de espécies reativas
(Hartl e Finkemeier, 2012; Umbach et al., 2012).

O metabolismo energético mitocondrial envolve a acdo conjunta do acido citrico, da
cadeia respiratéria e da fosforilacdo oxidativa. A diversidade e a magnitude das vias
bioquimicas que ocorrem na mitocdndria, ou com as quais elas estao relacionadas, demandam
0 acesso a substratos e produtos, sendo o transporte destes compostos crucial para a manutencao

da homeostase tanto mitocondrial, quanto celular e do organismo como um todo.
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Durante a fosforilacdo oxidativa, a cadeia transportadora de elétrons produz EROs
constantemente. As mitocondrias vegetais sdo dotadas de sistemas considerados dissipativos,
as vias da oxidase alternativa (AOX) e da NADH desidrogenase (NADH-D), sendo a primeira
reportada na literatura como marcador de disturbios no metabolismo mitocondrial, uma vez que
atua na regulacdo do acumulo de EROs mitocondriais €, por consequéncia, ha comunicagao
retrograda e na manutencdo da homeostase mitocondrial (Moller, 2001; Vanlerberghe, 2013).
As EROs mais comuns s&o o superdéxido (02), o peroxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxil (OH) (Mittler et al., 2002). Condi¢bes exdgenas como o estresse ambiental provocam
um aumento rapido nos niveis de EROs o que, dependendo da concentragdo, pode causar dano

ou ser usado na sinalizacao.

Um terceiro sistema dissipador de energia presente nos vegetais, as chamadas proteinas
desacopladoras mitocondriais (uncoupling proteins; UCPs), atuam no controle da producéo e
acumulo de EROs mitocondrial exercendo, portanto, um papel central na protecdo mitocondrial
e celular, em especial em condigdo de estresse oxidativo (Jarmuszkiewicz et al.,1998; Almeida
et al.,1999; Maxwell et al., 1999; Brandalise et al.,2003).

1.1  As proteinas desacopladoras mitocondriais

As membranas do duplo envoltério das mitocondrias variam ndo somente em composi¢ao
lipidica, sendo a externa mais rica em lipideos que a interna, mas também em termos de
permeabilidade e presenca de elementos transportadores transmembrana. A permeabilidade da
membrana interna, por exemplo, é extremamente restrita a fim de minimizar a dissipacao de
energia gerada durante a formacdo do gradiente eletroquimico de prdtons. Segundo a teoria
quimoiosmotica de Mitchell (em Morelli et al., 2019), a baixa permeabilidade da membrana
mitocondrial interna elucida a natureza do transporte de ions: o simporte (em que ha um fluxo
unidirecional de ions) e o antiporte que, por sua vez, pode ser neutro (transporta ions de mesma
carga em direcOes opostas da membrana) ou eletrogénico (transporta ions de cargas diferentes
em direcOes opostas da membrana, gerando um gradiente eletroquimico). Em 1967, Mitchell e
Moyle relataram como anions atuavam sobre o comportamento do gradiente de pH em células
hepaticas de ratos e com base nisso, evidenciaram a existéncia de sistemas de transporte de
anions acoplados ao movimento de prétons, possibilitando a identificacdo da familia de
cotransportadores de anions acoplados a metabdlitos. A literatura aponta, ainda, a capacidade
de algumas proteinas de membrana em desempenhar papel de canal idnico como é o caso, por

exemplo, das UCPs (Maack e O’Rourke, 2007; O’Rourke, 2007). Tais esclarecimentos nédo
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somente elucidaram o conteddo acerca dos transportadores mitocondriais como também o0s

intensificaram.

Os transportadores que catalisam o transporte de diferentes solutos através das
membranas mitocondriais, processo essencial para conectar o metabolismo interno da
mitocondria com o ambiente celular (revisto em Palmieri et al., 2011), pertencem a familia dos
carreadores mitocondriais (MCF). Os membros dessa familia tém ampla distribui¢do entre os
eucariotos, e embora ndo sejam restritos as mitocéndrias, a maioria esta presente na membrana
mitocondrial interna (Sze et al., 2014). Na organela, por sua vez, representam a unica familia
de carreadores presente (Sze et al., 2014). Apesar de apresentar especificidade variada a
substratos, os membros desta familia compartilham propriedades fisico-quimicas como, por
exemplo, massa molecular varidvel entre 30 e 35 kDa, e uma configuracao estrutural tripartida
derivada de eventos de duplicacdo em tandem de sequéncias de aproximadamente 100 residuos
de aminoé&cidos cada, assumindo, assim, uma conformacgdo com seis dominios trans-membrana
(Sze et al., 2014). Em 1997, Nelson e colaboradores identificaram o motivo conservado
presente nas trés repeti¢des, o que permitiu expandir o conhecimento e 0 nimero de membros
da familia MCF. Essa é composta por 35 e 53 membros em levedura (Palmieri et al., 1996) e
em mamiferos (Palmieri, 2013), respectivamente. No genoma humano foram identificadas 48
sequéncias codificadoras de MCF (também conhecida como solute carrier 25 family; SLC25)
das quais 30 foram identificadas (Casimir et al., 2009). Por outro lado, aproximadamente 58
proteinas funcionalmente relacionadas a estes carreadores foram evidenciadas nos vegetais
(Picault et al., 2004). As plantas apresentam um maior nimero de genes paralogos, indicando
que, possivelmente, a duplicagdo ou preservacao dos genes tenha sido mais intensa nos vegetais
devido a sua condigdo restrita de desenvolvimento (Palmieri et al., 2011). Em 1982, a primeira
sequéncia e estrutura resolvida de um MCF, mais especificamente de um translocador de

ATP/ADP bovino, foram publicadas por Saraste e Walker.

As UCPs, membros da MCF, sdo responsaveis por desacoplar a cadeia transportadora de
elétrons durante a fosforilacdo oxidativa, isto é, sdo capazes de dissipar o gradiente de protons
na forma de calor, sendo esta atividade relacionada a presenca de acidos graxos e sensivel a
nucleotideos purinicos (Nicholls, 1974; Nicholls e Rial, 1999). A primeira UCP identificada
em espécies vegetais foi uma proteina com atividade similar a UCP1 de mamiferos (Ricquier e
Kader, 1975) encontrada em batata (Vercesi et al., 1995). Em um primeiro momento, a proteina
identificada foi denominada PUMP (plant uncoupling mitochondrial protein), porém, alguns

anos depois, essa denominacao caiu em desuso sendo substituida por pUCP (plant UCP) e,
12



posteriormente, por UCP. Desde entdo, varios homdlogos passaram a ser identificados em uma

vasta gama de espécies vegetais.

Inicialmente, a literatura relatava a existéncia de uma familia de UCPs em Arabidopsis
thaliana composta por seis membros (denominadas AtPUMP1-6). No entanto, apds analises
bioguimicas robustas, Palmieri e colaboradores (2006) propuseram a recategorizacdo de trés
destes seis membros (AtPUMP4-6), que foram entdo incluidos na familia dos carreadores de
dicarboxilato (AtDIC1-3). Assim, apenas trés genes codificadores de UCPs estdo
definitivamente presentes no genoma de arabidopsis (AtUCP1-3) (Borecky et al., 2006;
Palmieri et al., 2008). Outros genes homdlogos ja foram descritos em outras espécies vegetais,
como, por exemplo, SFUCP em repolho, WhUCP em trigo, OsUCP em arroz e ZmPUMP em
milho (Ito et al., 1999; Murayama e Handa, 2000 ; Watanabe et al., 2002; Brandalise et al.,
2003).

Devido a ampla presenca de UCPs entre os eucariotos, diversas fungdes foram propostas
para essas proteinas como, por exemplo, regulacdo do potencial da membrana mitocondrial,
regulacdo do metabolismo energético na mitocondria, reducdo do acUimulo de EROs e
manutencdo da homeostase redox. Adicionalmente, apresentam capacidade de promover o
influxo de carboxilatos, além de influenciar no fluxo do ciclo do &cido citrico (Jezek et al.,
1997; Considine et al., 2003; Popov et al., 2011;Vercesi et al., 2006; Smith , 2004). Dados
adicionais da literatura sugerem que as UCPs exercem um importante papel nas vias de resposta
celular ao estresse oxidativo mitocondrial devido sua capacidade de atuar sobre as taxas
respiratdrias e, por consequéncia, sobre os niveis de geracdo de EROs, indicando que estas
possam modular a producdo de radicais libres em condicGes de estresse (Houron-Cabassa et al.,
2002; em Pastore et al., 2007).

Estudos funcionais empregando mutantes de insercdo para o gene UCP1 de arabidopsis
(atucpl) revelaram que a reducdo da expressdao da referida isoforma acomete a taxa de
assimilacdo de carbono e induz um estresse fotossintético local e discreto sem afetar a resposta
a estresses abidticos (Sweetlove et al., 2006) Em contrapartida, a expressdo constitutiva do gene
AtUCP1 em plantas transgénicas de tabaco conduz a um ganho de tolerancia ao estresse
oxidativo exogeno, assim como aos estresses salino e osmotico (Brandalise et al., 2003; Begcy
etal., 2011). Paralelamente, Chen e colaboradores (2014) demonstraram que o gene LeUCP de
tomate é essencial para manter o equilibrio redox e a atividade de enzimas antioxidantes em

resposta ao estresse oxidativo, reduzindo assim a producdo e acimulo de EROs.
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Diante da potencial relevancia das proteinas desacopladoras vegetais e a brevidade das
informacdes funcionais referentes as mesmas, em especial das outras isoformas presentes em
arabidopsis, o presente trabalho visou elucidar o papel biologico destas proteinas na referida
planta modelo. Os resultados deste trabalho foram publicados no periédico Plant & Cell
Physiology sob o titulo “Knockdown of Mitochondrial Uncoupling Proteins 1 and 2 (AtUCP1
and 2) in Arabidopsis thaliana Impacts Vegetative Development and Fertility” ¢ o artigo

encontra-se disponivel no primeiro capitulo desta tese.

1.2 Oscarreadores de dicarboxilatos (DICs)

Os carreadores de dicarboxilato (DIC) promovem o influxo de dicarboxilatos através da
membrana mitocondrial interna a expensas de fosfato inorganico e elementos derivados de
enxofre (Coty e Pedersen, 1975). Os dicarboxilatos sdo importantes substratos e intermediarios
do ciclo de Krebs, podendo ainda atuar em outros processos metabolicos como, por exemplo,
na sintese de aminoacidos e nucleotideos e na gliconeogénese. Em células de mamiferos, os
DICs desempenham um importante papel na gliconeogénese, na sintese de ureia e no
metabolismo do enxofre (Kramer e Palmieiri, 1992), enquanto que em levedura, aparentemente,
desempenham um papel anaplerético (Palmieri et al., 1999). Em células de mamiferos, este
carreador ¢ o membro 10 da familia SLC25A (denominado SLC25A10) sendo responsavel pelo
transporte de malato e succinato em troca de fosfato inorganico. Mizuarai e colaboradores
(2005) demonstraram que o gene SLC25A10 é ubiquamente expresso e seu produto fornece
malato citosolico para carreadores de citrato atuando, portanto, em vias de sintese de novo de

acidos graxos.

Analises bioquimicas e computacionais realizadas por lacopetta e colaboradores (2011)
evidenciaram a preferéncia por diferentes substratos entre membros dos carreadores de
dicarboxilatos de Drosophila melanogaster e a existéncia de uma possivel especializacdo
funcional entre eles foi proposta. Neste contexto, a especificidade e/ou preferéncia por
substratos é variavel entre 0s organismos e muito se discute sobre a capacidade dos DICs em
transportar glutationa reduzida. Kamga e colaboradores (2010) verificaram a cooperacéo entre
DICs e carreadores de oxaloglutarato (OGCs) no transporte de glutationa reduzida para o
interior de mitocondrias de neurdnios de ratos. Neste caso, o knockdown de DIC reduziu os
niveis de captagdo de glutationa e promoveu uma alteracdo do status eletroquimico do
compartimento intra-mitocondrial. No entanto, Lee e colaboradores (2015), ao fusionar DICs e

OGCs de Lactococcus lactis e realizar testes funcionais em lipossomos, demonstraram que tais
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carreadores sdo incapazes de transportar glutationa. Neste caso, os autores verificaram que,
mesmo em ampla faixa de pH, os niveis de glutationa permaneceram estaveis entre 0s

compartimentos.

Os transportadores DICs, dentre eles o SLC25A10 de humanos, sdo amplamente
estudados na area médica, e estdo associados a diversos disturbios metabdlicos. Em 1991, por
exemplo, Kaplan e colaboradores associaram o quadro de diabetes mellitus tipo 2 aos niveis de
expressdo de alguns transportadores mitocondriais, entre eles o SLC25A10 que se mostrou
induzido. Ja em 2013, Wilkins e colaboradores, ao promover o knockdown do gene SLC25A10
em neurdnios cerebelares de ratos, observaram um agravamento do quadro oxidativo das
células. A literatura relata ainda a associacdo entre os niveis de expressdo de SLC25A10 e a
capacidade proliferativa de tumores em células adenocarcindmicas do epitélio basal de
alvéolos. Neste exemplo, o knockdown do referido carreador empregando interferéncia por
RNA levou a uma diminuicéo das taxas proliferativas, conduzindo o tumor a um quadro menos
maligno e mais suscetivel ao estresse oxidativo e, assim, a terapia (Zhou et al., 2015). Estudos
adicionais evidenciaram a inducdo da expressdo de SLC25A10 em células tumorais (Su et al.,
2007; Okayama et al., 2012).

Em mitocondrias vegetais, evidéncias experimentais indicam que os carreadores de
dicarboxilatos podem participar de diversos processos metabolicos que incluem a sintese
primaria de aminoacidos (assimilacdo de amonia), o metabolismo de 4acidos graxos
(mobilizacdo durante a germinagdo), a gliconeogénese e a sintese de isoprendides
(Brustovetsky et al., 1994; Samartsev et al., 1997). Em vegetais, apesar de pouco estudados, 0s
DICs podem ainda estar envolvidos no transporte de agentes redutores através da membrana
mitocondrial interna (shuttle malato-aspartato), acionando, assim, a cadeia transportadora de
elétrons (Hanning et al., 1999). Destaca-se, ainda, o intenso papel anapler6tico ja que a inibigdo
desses carreadores compromete a oxidacdo de malato e succinato em mitocondrias vegetais
(Wiskich, 1975; Day e Hanson, 1997). Do ponto de vista molecular, no Unico trabalho
disponivel na literatura, Palmieri e colaboradores (2008) caracterizaram trés genes
codificadores de DIC (nomeados AtDIC1-3) na planta modelo A. thaliana, os quais foram
inicialmente designados como membros da familia UCP (Borecky et al., 2006). De maneira
semelhante aos DICs ndo vegetais, AtDIC1-3 apresentam afinidade por uma variedade de
substratos: malato, succinato, oxaloacetato, fosfato, sulfato e tiossulfato. No entanto,
diferentemente de DICs de mamiferos, nos vegetais eles também sdo capazes de transportar 2-

oxoglutarato, porém com baixa eficiéncia. A alta afinidade por malato e baixa eficiéncia no
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transporte de fosfato aproxima, do ponto vista bioguimico, os DICs vegetais aqueles presentes
em levedura e Caenorhabditis elegans. A promiscuidade de substratos transportados pelos
DICs vegetais sugere ainda a existéncia de possivel redundancia funcional entre as isoformas
de DICs e outros carreadores mitocondriais vegetais, como, por exemplo, os carreadores de
succinato/fumarato e carreadores de di-tricarboxilatos (Palmieri et al., 2008).

Os genes AtDIC1 e AtDIC2 apresentam fases abertas de leitura de 942 pares de base (pb)
que codificam proteinas de 313 aminoacidos com massa molecular estimada de 33,4 e 32,9
kDa, respectivamente. Estas compartilham 70% de identidade. Por outro lado, a proteina
codificada por AtDIC3 possui 337 aminoacidos e massa molecular estimada de 36,1 kDa,
compartilhando entre 55 e 60% de identidade com as demais isoformas. Essa queda de
identidade se deve a pequenas inser¢des posteriores ao 36° residuo de aminoacido no sentido
N-terminal de AtDIC3. Quanto a organizacdo genémica, 0 gene AtDIC3 distingue-se dos
demais, pois € o Unico que possui um intron canénico do tipo 2. O grau de identidade
compartilhado entre as isoformas AtDIC1-3 reflete na especificidade de substratos por elas
transportados i.e. AtDIC1 e AtDIC2 transportam preferencialmente malato e succinato a
expensas de fosfato e sulfato, enquanto AtDIC3 revela uma especializagdo no transporte de
oxaloacetato a expensas de tiossulfato (Palmieri et al., 2008). Palmieri e colaboradores (2008)
observaram ainda um padrdo ubiquo de expressdo para os genes AtDIC1 e AtDIC2, no entanto,
divergente quanto a sua preferéncia por 6rgaos/tecidos. O gene AtDIC1 é mais expresso em raiz
e caule enquanto que o gene AtDIC2 apresenta expressao enriquecida também em folha. O gene
AtDIC3, por sua vez, apresenta expressdo exclusiva em botdes florais e silicas, sendo de dificil

deteccdo. Em conjunto, esses dados sugerem uma possivel especificidade funcional.

Filogeneticamente, AtDIC1-3 estdo proximamente relacionadas entre si, porém, quando
comparadas as sequéncias de DICs ndo-vegetais, segregam-se formando um cluster isolado
(Figura 1). Este dado sugere que os DICs vegetais tenham se originado de um evento de
duplicacdo de um gene ancestral comum (Catoni et al., 2003; Palmieri et al., 2008).
Curiosamente, como ja mencionado, as isoformas presentes em arabidopsis estdo
filogeneticamente relacionadas as proteinas mitocondriais desacopladoras, sendo inicialmente
classificadas como tal por Borecky e colaboradores (2006). Entretanto como ja realcado
anteriormente, do ponto de vista funcional os substratos transportados pelas AtDICs se
assemelham em parte aqueles transportados pelas DICs de animais e leveduras (Palmieri et al.,
2008).
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Figura 1. Arvore filogenética dos carreadores de dicarboxilato de diferentes organismos
(Palmieri et al., 2008)

Em relacéo ao provavel papel fisioldgico, apesar da falta de estudos, uma possivel fungao
na manutencdo da homeostase celular sob condi¢des adversas pode ser vislumbrada, ja que
alguns dados evidenciam que os genes AtDIC1-3 tém a sua expressao modulada por estresses
(Palmieri et al., 2008). Segundo dados de RNA-Seq, 0s genes AtDIC1 e AtDIC2 séo responsivos
a diferentes condicbes de estresses abidticos, sendo a expressdo de AtDIC1 reprimida em
condicBes de anodxia e hipoxia e induzida pelo estresse salino, enquanto que a expressdo de
AtDIC2 é reprimida pela exposicdo a luz ultravioleta e induzida por agentes oxidantes como,
por exemplo, o peroxido de hidrogénio. Em um estudo mais recente, Van Aken e colaboradores
(2016) demonstraram que os genes AtDIC1-3 figuram entre os genes altamente induzidos em
resposta ao estimulo mecéanico, com especial destaque ao gene AtDIC2, cuja expressao €
induzida 91 vezes. Esses resultados sédo corroborados por dados da literatura que relatam a
notoriedade dos referidos genes entre aqueles com expressdo enriquecida em condi¢cbes de
estresse mecanico (Lee et al., 2005). A expressdo de AtDIC1-2 mostra-se atrelada, ainda, em
reposta a estresses bidticos. Czobor e colaboradores (2019), por exemplo, detectaram um rapido
aumento da expressdo dos referidos genes em resposta ao tratamento com o elicitor bacteriano
HrpZuto derivado de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Neste caso, uma indugdo da
expressao dos genes AtAOX1a e AtAOX1d também foi observada, o que promoveu um acumulo

exacerbado de EROs, especialmente peroxido de hidrogénio.

17



Dada a sua bem documentada implicagdo em processos metabdlicos essenciais e
potencial relacdo com mecanismos de tolerancia a determinados estresses, 0s DICs representam
um importante alvo de estudo com grande potencial de aplicacéo biotecnoldgica, especialmente
nos vegetais. Em contrapartida, a falta de dados moleculares e a incipiéncia de informagdes
sobre o papel fisioldgico dos DICs nos vegetais apontam para a necessidade de estudos mais
aprofundados. Neste contexto, o presente trabalho buscou caracterizar molecular e
funcionalmente a familia dos carreadores de dicarboxilatos de arabidopsis visando um maior
entendimento da funcgéo in planta desses carreadores. Os resultados obtidos indicam para a
possibilidade de manipulacdo genética dos genes correspondentes visando a aquisi¢do de

desempenho e/ou de tolerancia aos estresses ambientais.
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2. Objetivos

O presente trabalho pretendeu empreender o estudo funcional dos genes que codificam,
respectivamente, as proteinas desacopladoras (AtUCP1-2) e os carreadores de dicarboxilato
(AtDIC1-3) na planta modelo A. thaliana. Para tal, os seguintes objetivos especificos foram
propostos:

o Analisar a expressdo dos genes AtUCP1-3 e AtDIC1-3 em resposta a estresses bidticos
e abioticos;

o Avaliar os padrdes de expresséo de AtDIC1-3 durante o desenvolvimento vegetal;

o Investigar a funcionalidade e a redundancia funcional destes genes empregando
mutantes de insercdo de T-DNA (atucpl-2 e atdicl-3) bem como linhagens
superexpressoras de AtDIC2;

o Determinar o perfil metabolico de plantas com expresséo alterada dos genes alvos.
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3. Capitulo I — Artigo “Knockdown of Mitochondrial Uncoupling Proteins 1 and
2 (AtUCP1 and 2) in Arabidopsis thaliana Impacts Vegetative Development and
Fertility*.

No presente capitulo disponibilizamos o artigo que relata a caracterizacdo
molecular e funcional dos genes AtUCP1l e AtUCP2 e seus impactos sobre o
desenvolvimento vegetativo e na fertilidade vegetal publicado na revista Plant & Cell

Physyology em 28 de julho de 2021.
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Mitochondrial uncoupling proteins (UCPs) are mitochon-
drial inner membrane proteins that dissipate the proton
electrochemical gradient generated by the respiratory chain
complexes. In plants, these proteins are crucial for maintain-
ing mitochondrial reactive oxygen species (ROS) homeosta-
sis. In this study, single T-DNA insertion mutants for two
(AtUCP1 and AtUCP2) out of the three UCP genes present in
Arabidopsis thaliana were employed to elucidate their poten-
tial roles in planta. Our data revealed a significant increase in
the Adenosine triphosphate (ATP)/Adenosine diphosphate
(ADP) ratios of both mutants, indicating clear alterations in
energy metabolism, and a reduced respiratory rate in atucp2.
Phenotypic characterization revealed that atucp 1 and atucp2
plants displayed reduced primary root growth under normal
and stressed conditions. Moreover, a reduced fertility phe-
notype was observed in both mutants, which exhibited an
increased number of sterile siliques and a lower seed yield
compared with wild-type plants. Reciprocal crosses demon-
strated that both male fertility and female fertility were
compromised in atucp1, while such effect was exclusively
observed in the male counterpart in atucp2. Most strikingly,
a pronounced accumulation of hydrogen peroxide in the
reproductive organs was observed in all mutant lines, indi-
cating a disturbance in ROS homeostasis of mutant flowers.
Accordingly, the atucp1and atucp2 mutants exhibited higher
levels of ROS in pollen grains. Further, alternative oxidase 1a
was highly induced in mutant flowers, while the expression
profiles of transcription factors implicated in gene regula-
tion during female and male reproductive organ/tissue devel-
opment were perturbed. Overall, these data support the
important role for AtUCP1 and AtUCP2 in flower oxidative
homeostasis and overall plant fertility.

Keywords: Arabidopsis thaliana e Mitochondria
© Mitochondrial uncoupling protein e Plant fertility e UCP

Uncoupling proteins (UCPs) belong to the superfamily of mito-
chondrial carrier proteins (Haferkamp and Schmitz-Esser 2012).
UCPs are located in the inner mitochondrial membrane and
catalyze a proton conductance that dissipates the electrochem-
ical gradient established by the respiratory chain, thus affecting
the yield of ATP synthesis (Nicholls 2001). In plants, these pro-
teins are involved in mitochondrial energy flow regulation and
have been suggested to play a critical role in mitigating reactive
oxygen species (ROS) production by the mitochondrial electron
transport chain (Kowaltowski et al. 1998, Brandalise et al. 2003,
Vercesi et al. 2006).

Analyses of the UCP coding genes in different plant species
revealed the existence of small gene families (Borecky et al.
2006). Preliminary data from the model species Arabidop-
sis thaliana, for example, revealed the presence of six UCP
family members (AtUCP1-6) (Borecky et al. 2006). A subse-
quent study, however, has demonstrated that the products of
three of them, namely AtUCP4-6, display hallmark properties
of mitochondrial dicarboxylate carriers, and the corresponding
genes were therefore renamed AtDIC1-3 (Palmieri et al. 2008).
Notwithstanding, the biological significance of the presence
of at least three different genes in Arabidopsis has been yet
to be elucidated, and until now, the AtUCP1 gene is the best
characterized member of this family. In this context, disrup-
tion of AtUCP1 resulted in an altered photorespiration and a
reduced photosynthetic carbon assimilation rate (Sweetlove
et al. 2006). Accordingly, recent lines of evidence have also
implicated AtUCP1 and AtUCP2 in the transport of aspartate
and glutamate, thus supporting a role for these proteins in the
export of reducing equivalents from the mitochondria in pho-
torespiration (Monné et al. 2018). Despite these results, the in
vivo relevance of the AtUCP2 and AtUCP3 isoforms remains
unclear.
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Previous data derived from studies on AtUCP1 have also
pointed to the involvement of UCPs in plant stress responses,
especially those associated with ROS generation (Kowaltowski
etal. 1998, Brandalise et al. 2003, Smith et al. 2004). Consistent
with this, an increase in drought and salt stress tolerance was
evident in tobacco plants overexpressing AtUCP1 (Begcy et al.
2011). The observed tolerance was correlated with reduced ROS
accumulation in the transgenic plants as a result of increased
AtUCP1-mediated mitochondrial uncoupling. Complementary
findings have also shown that AtUCP1 overexpression induces
mitochondrial biogenesis and leads to an overall up-regulation
of genes involved in energy metabolism, redox homeostasis and
stress responses (Barreto et al. 2014, Laitz et al. 2015). Based
on these and other observations, it is now accepted that UCP
activity has important consequences not only in mitochon-
drial but also in chloroplast and cytosolic metabolism. Intrigu-
ingly, UCP-mediated ROS attenuation seems to be critical not
only for abiotic stress tolerance but also to plant response
to biotic stresses. It has been reported, for example, that
Arabidopsis lines with decreased AtUCPT and AtUCP2 expres-
sion are more susceptible to virus infection (Pu et al. 2016),
while transgenic plants overexpressing a tomato UCP (LeUCP)
are more tolerant to the necrotrophic fungus Botrytis cinerea
(Chen et al. 2013).

Despite these demonstrated in vivo effects, it is still obscure
as to whether the acquisition of stress tolerance requires the
concerted action of the different AtUCP isoforms. It is possi-
ble that these isoforms act redundantly or additively during an
imposed stress. In this regard, the fact thatan Arabidopsis inser-
tion mutant for AtUCP1 (atucp1) was insensitive to different
abiotic stress, despite an observed outcome on photosynthetic
performance (Sweetlove et al. 2006), could be indicative of a
compensatory effect. It should be emphasized that AtUCP1
and AtUCP2 are most closely related sharing 72% amino acid
identity, and despite being ubiquitously expressed, their expres-
sion levels vary considerably among different organs/tissues
(Borecky et al. 2006, Palmieri et al. 2008, Nogueira et al. 2011).
In this context, AtUCP2 is most stable and least abundantly
expressed than AtUCPT (Nogueira et al. 2011). Intriguingly,
although AtUCP2 has been reported as localized in mitochon-
dria (Monné et al. 2018), its exclusive mitochondrial location is
still a matter of debate (Parsons et al. 2012). On the other hand,
AtUCP3 is the least related isoform sharing 35% and 37% amino
acid identity with AtUCP1 and AtUCP2, respectively.

Here, in order to get further insights into the roles of UCP in
planta, we isolated and characterized T-DNA insertion mutants
for AtUCP2 and, in parallel, further investigated the previously
described atucp1 mutant, which has been functionally com-
plemented (Sweetlove et al. 2006). By analyzing the associ-
ated whole plant phenotypes, we provide compelling evidence
that wild-type (WT) AtUCP1 and AtUCP2 expression levels are
required to sustain early development and overall plant fertil-
ity. The observed impairment in plant fertility was accompa-
nied by an increase in ROS accumulation in flowers and pollen
grains. Overall, our molecular, physiological and metabolic data

M. D.L.C. Arcuri et al. | AtUCP1 and AtUCP2 knockdown affects energy metabolism, flower oxidative homeostasis and overall fertility

support a relevant metabolic role for AtUCP during early and
reproductive development.

Results ;l

Molecular characterization of the atucp T-DNA
insertion mutants

To address the functional roles of quantitative reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RT-qPCR), two commer-
cially available T-DNA insertion lines, i.e. SALK_037074 and
SALK_040242, were used. Line SALK_037074 (termed atucp2-
2 due to the existence of a previously reported atucp2 mutant;
Monné et al. 2018) harbors a T-DNA insertion in the first intron
of AtUCP2 (position 559), while line SALK_040242 (namely
atucp2-3) has a T-DNA insertion in the fourth exon (posi-
tion 1346; Fig. 1A). The T-DNA insertion sites were confirmed
by sequencing of the PCR products generated using AtUCP2-
specific primers and a T-DNA left border primer. Homozygous
plants were obtained for each mutant line (Supplementary Fig.
s1).

As determined by RT-qPCR, AtUCP2 transcript levels in the
atucp2-2 and atucp2-3 mutant lines were reduced by 97% and
62%, respectively, compared to WT levels (Fig. 1B). Com-
paratively, we detected an 80% reduction in AtUCPT expres-
sion in the atucp1 mutant (Fig. 1B) characterized previously
(Sweetlove et al. 2006). Therefore, an important reduction in
target gene expression was observed in the newly identified
atucp2 mutant lines. To determine whether the reduced expres-
sion of the target genes in the mutant lines could be com-
pensated by the other isoforms, the expression levels of the
three AtUCP genes in each mutant background were evaluated.
A significant increase in the transcript levels of AtUCP2 was
observed in atupcl, suggesting a compensation for the reduced
expression of AtUCP1 (Fig. 1C). Moreovey, significant increases
in AtUCPT and AtUCP3 expressions were observed in atucp2-
2, which has a higher level of AtUCP2 knockdown (Fig. 1C).
Therefore, under normal growth conditions, a compensatory
induction of the different UCP family members is observed
in plants harboring T-DNA insertions in AtUCP1 and AtUCP2,
suggesting partial redundant functions.

Impact of the reduced expression of AtUCP1 and
AtUCP2 on plant development

UCP activity has been previously suggested to be fundamentally
importantin organs/tissues and growth stages with high energy
demand (Nogueira et al. 2011). Taking into consideration that
AtUCP1 overexpression enhanced seed germination under abi-
otic stress (Begcy et al. 2011), the atucp1 and atucp2 mutants
were firstly investigated to detect altered patterns of seed ger-
mination under normal and stressed conditions. Under normal
growth conditions [Murashige and Skoog (MS/2) medium], a
significant lower germination rate was observed in atucp1 seeds
on day 1 compared to WT and the atucp2 mutants (Fig. 2A).
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Fig. 1 Molecular characterization of the atucp2 mutants. (A) Schematic representation of the exon-intron structure of the AtUCP2 gene depicting
therelative position of the T-DNA insertions (triangles). The black boxes and lines represent exonsandintrons, respectively. (B) Relative expression
of AtUCP1 and AtUCP2 in the corresponding homozygous mutant lines showing significantly reduced transcript abundance compared with WT.
Three-week-old seedlings were employed. (C) Relative expression of the AtUCP family members in seedlings of the investigated genotypes grown
under control conditions. WT expression was used as calibrator and arbitrarily set to 1. Asterisks denote significant differences between WT and
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On days 2, 3 and 4, the germination rate was still significantly
reduced in atucpl seeds compared to the other genotypes.
Interestingly, the knockdown of AtUCPT also reduced the ger-
mination rate of atucp1 seeds under stress. When submitted
to osmotic stress (250 mM mannitol), from day 2 onward, the
atucp1 seeds displayed a significant decrease in germination
compared to the WT and atucp2 mutants (Fig. 2B). The atucp1
and atucp2-2 mutants also exhibited lower seed germination
rates under salt stress than WT and atucp2-3 on day 2 (Fig. 2C).
The worst germination performance of the atucp1 seeds under
normal and stressed conditions suggests a relevant role for these
isoforms during early development.

To further address the effect of AtUCPT and AtUCP2 knock-
down in early seedling growth and stress sensitivity, root elon-
gation assays were performed under normal growth conditions
or in the presence of mannitol (250 mM) and NacCl (125 mM).
It should be highlighted that salt and osmotic stresses are
known to induce ROS production and cause secondary oxida-
tive stress (Gill and Tuteja 2010, Yang and Guo 2018). Under
control conditions, the atucp1and atucp2-2 mutants displayed
a significant decrease in primary root length compared to WT,
indicating that gene knockdown slowed primary root growth
(Fig. 2D). Albeit not statistically significant, a similar wend
toward a reduction in root length was observed in atucp2-
3, a feature that could be attributed to the lower levels of
gene knockdown found in this mutant. On the other hand,
the imposition of osmotic and salt stresses resulted in a sig-
nificant reduction in the primary root length of all mutant
seedlings compared to WT (Fig. 2D). These results suggest
greater stress sensitivity during post-germination growth in
atucp1 and atucp2-2, which has the strongest level of AtUCP2
knockdown.

Despite the aforementioned phenotypes, the reduced
expression of AtUCP1 and AtUCP2 had no obvious effect on
vegetative growth (Fig. 3A). Under the employed growth con-
ditions, the single mutants exhibited normal vegetative growth
compared to the WT, and no abnormalities could be observed
in the morphology of roots and leaves. However, atucp2-2
plants were relatively smaller than WT, atucp1 and atucp2-3
plants (Fig. 3A). In this regard, both atucp2-2 and atucp2-3
displayed a significant decrease (15% and 13%, respectively)
in the number of rosette leaves compared to WT and atucp1
(Fig. 3B), suggesting that AtUCP2 is necessary to sustain vege-
tative growth.

atucp1 and atucp2 mutants show reduced fertility
and seed yield

Given that AtUCP1 overexpression enhanced seed size and yield
in tobacco (Barreto et al. 2017), we additionally evaluated possi-
blealterations during the reproductive stage of the correspond-
ing mutants (Fig. 3). Compared to WT, both atucp2-2 and
atucp2-3 flowered significantly later (2.7 and 2d, respectively)
than WT and atucp1 (Fig. 3C). Apart from that, all mutants
also displayed an increase in the number of sterile siliques com-
pared to WT [atucp1 (5-fold), atupc2-2 (3.5-fold) and atucp2-3
(2.6-fold)], along with a significant reduction in silique length
in atucp1 (Fig. 3D, E). As expected, the detected increase in
the number of sterile siliques in all mutants led to a signifi-
cant reduction in seed yield as compared with the WT control
(Fig. 3F). When taken together, the observed phenotypes indi-
cate that WT expression levels of AtUCPT and AtUCP2 seem to
be required to maintain the overall plant fertility. Considering
that the phenotypes of atucp2-2 and atucp2-3, although similar,
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were clearly more exacerbated in the atucp2-2 line, which has
the strongest level of AtUCP2 knockdown, we decided to use
this line in subsequent analyses (hereafter referred to atucp2).

Reduced expression of AtUCP1 and AtUCP2
impacts mitochondrial function and metabolites

A dassical effect of altered UCP contents in mammals and
plants, specially UCP1, is a disruption of mitochondrial home-
ostasis (Kowaltowski et al. 1998, Brandalise et al. 2003). We
therefore asked whether the knockdown of AtUCP1and AtUCP2
would have an impact on the mitochondrial energy generation
by measuring ATP content and O, consumption in the inves-
tigated mutants. In comparison with WT, significantly lower
ADP and higher ATP concentrations were observed in plants
from the atucp1 and atucp2 mutants (Fig. 4A, B). Consequently,
as should be expected from the knockdown of an UCP, a sig-
nificant increase in the ATP/ADP ratio was detected in both
mutants (Fig. 4C). To assess possible alterations in respira-
tory metabolism, the O, consumption of leaf samples from
WT and mutants was monitored. Under normal growth con-
ditions, the O, consumption rate of atucp2 was significantly
reduced compared to WT and atucp1, indicating alterations
of the respiratory activities (Fig. 4D). In agreement with this
possibility, when looking at the expression of marker genes
indicative of the mitochondrial status, a significant increase
in the transcript abundances of AtAOx1a and AtVDAC1 was
detected in plants of all mutants compared with WT, while no
changes in AtCOX2 and AtCOX15 were observed (Supplemen-
taryFig. S2A). The up-regulation of AtAOx1a, which is generally
detected in response to respiratory deficiencies (Radin et al.

2015), reflects an induced alternative respiratory pathway in
the mutants. Considering the observed effects of AtUCP knock-
down on germination, we also monitored the expression of
AtAOX1a and AtUCP1, AtUCP2 and AtUCP3 during germination
under normal growth conditions (Supplementary Fig. S2B).
As observed in 3-week-old plants, AtAOx1a had significantly
increased transcript levels in both mutant backgrounds com-
pared with the WT, particularly at 3 and 4 days after stratifica-
tion (DAS). On the other hand, AtUCP1 and AtUCP2 transcript
levels were decreased in the atucp2 and atucp? backgrounds,
respectively, while AtUCP3 was up-regulated at all time points
in atucp1 and at 3 DAS in atucp2. These results emphasize the
importance of AtAOx1a up-regulation as part of an acclimatory
response in the mutants and indicate that the increased expres-
sion of AtUCP3 during mutant seed germination is insufficient
torescue the lower germination phenotype observed in atucp?.

Taking into account that AtUCP1 significantly attenuates
ROS production when overexpressed in transgenic tobacco
plants (Brandalise et al. 2003, Barreto et al. 2014), we sought
to evaluate whether the knockdown of AtUCPT and AtUCP2
was associated with increased mitochondrial-produced super-
oxide in whole tissue. To this end, detached leaves from WT
and mutant plants were subjected to MitoSOX Red staining as
described by Barreto et al. (2014). Superoxide labeling was sig-
nificantly more pronounced in the atucp? mutant compared
with WT Col-0 (4.7-fold increase), whereas a non-significant
increase (1.5-fold) was observed in atucp? (Fig. 4E, F). These
results indicate that mitochondrial ROS generation was aggra-
vated by the knockdown of AtUCP1 and suggest a more promi-
nent role for AtUCP1 in the control of ROS production during
the vegetative phase.
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We next evaluated the main metabolic alterations linked to
the reduced expression of AtUCP1 and AtUCP2in mutant plants
(Supplementary Table $2). According to the metabolic pro-
filing data obtained, few metabolites presented a significant
variation between mutants and WT. Moreover, only a small
fraction of the identified metabolites, mainly aminoand organic
acids, were in common among the investigated genotypes.
This is consistent with the results of Sweetlove et al. (2006)
that detected little variation in the abundance of metabolites
between the atucp1 mutant and WT plants. In our analysis,
significant increases in Gly (1.7-fold and 1.6-fold, respectively)
and xanthine (2.5-fold and 1.4-fold, respectively) levels were
observed in atucp1 and atucp2 compared to the WT. In addi-
tion to Gly, the Asp and Ala levels were almost 18-fold and
1.7-fold higher in the atucp1 mutant than in WT, while the
sucrose content increased 1.8-fold. On the other hand, the
atucp? mutant displayed significant increases in ethanol (19-
fold) and fumarate (2.2-fold) and a reduction in glucose lev-
els (55%). These results reinforce previous observations that
AtUCP activity is important in a much broader cellular con-
text that involves mitochondrial and chloroplastic metabolism
in addition to changes in the cytosol.

Effects of AtUCP knockdown on photosynthetic
capacity

Previous studies have demonstrated that insertional muta-
tion of AtUCPT compromises the photosynthetic efficiency and

alters plant metabolic profile possibly due to a restriction in
photorespiration (Sweetlove et al. 2006, Monné et al. 2018).
We therefore decided to investigate to what extent the knock-
down of AtUCP2 could impact photosynthetic efficiency. To
this end, gas-exchange measurements were performed in WT
and mutant (atucp1 and atucp2) plants. The obtained results
revealed that the tested atucp mutants exhibited a decrease in
net photosynthetic rates (A) in comparison to the WT, but the
detected differences were statistically significant only for atucp2
(Fig. 5A). This might be a consequence of the decrease in leaf
number (15%) detected in this mutant (Fig. 3B). In parallel, a
slight reduction in gs was observed in atucp2 plants compared
to the WT (Fig. 5B), suggesting that the detected decrease
in the photosynthetic rate of atucp2 could be a consequence
of reduced stomatal conductance. In contrast, a significant
increase in gs was detected in atucp1, which is not consistent
with a previous report showing no alterations in gs and Ci in
this single mutant (Sweetlove et al. 2006). Under ambient CO,
concentrations, Ci differed significantly between mutants and
WT, being higher in atucp1 and lower in atucp2 (Fig. 5C). A
non-significant trend toward a decrease in transpiration rate
() (Fig. 5D) and in carboxylation efficiency (A/Ci) (Fig. 5E)
was observed in all mutants compared with WT. Alterations in
A/Ci might indicate the occurrence of biochemical limitations
to photosynthesis. On the other hand, there were no statisti-
cal differences in water use efficiency (A/E) between WT and
mutants (Fig. 5F).
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Expression of the AtUCP family members during
flower development

To further substantiate the functional association of AtUCP
with plant fertility as indicated by the aforementioned phe-
notypic results, the patterns of AtUCP1, AtUCP2 and AtUCP3
expressions during early, intermediate and late stages of WT
flower development (stages 7, 9, 10 and 13) (Smyth et al.
1990) were examined. It should be emphasized that the AtUCP3
gene was included in this analysis to detect any possible tran-
scriptional compensation during flowering. Although all tested
genes reached the maximum expression mainly in flowers at
the later stage (stage 13), their temporal expression patterns
were relatively different (Fig. 6A). In this contex, the expression
of AtUCP2 and AtUCP3 partially overlaps, with AtUCP3 being
detected from stage 7 onward and AtUCP2 only after this stage.
In contrast, AtUCP1 expression was barely detected atearlyand
intermediate stages. These results suggest that the expression of
the AtUCP family members in flowers is under developmental
control.

We also assessed whether the knockdown of AtUCP1 and
AtUCP2 had any influence on the expression of the other AtUCP
family members in flowers. Compared to the WT, transcript
abundances of AtUCPT and AtUCP2 were strongly increased
in atucp1 and atucp2 flowers, respectively, while AtUCP3 was
almost unaltered in these mutants (Fig. 6B, C). Interestingly,
the temporal expression pattern of the target genes was greatly

altered, and an anticipation to early and intermediate stages
compared with the WT is observed. Overall, these results indi-
cate the existence of a compensatory expression in mutant
flowers.

The association of AtUCPT and AtUCP2 expressions with
reproductive organ/tissues was further investigated using
previously generated transgenic tobacco plants harboring
PAtUCP1:GUS or pAtUCP2:GUS reporter fusions (Fig. 7). Ina
first moment, aiming to detect the peak of promoter activity,
wemonitored the GUS expression at selected stages of tobacco
flower development using RT-gPCR. As shown in Fig. 7A, the
peaks of GUS expression under the control of the AtUCPT and
AtUCP2 promoters were observed in floral stages 12 (open
flower with dehisced anthers) and 8 (green petals slightly open),
respectively (Koltunow etal. 1990). Afterward, -glucuronidase
(GUS) activity was assayed histochemically in those flower
stages in which peak expression levels of the reporter were
observed (Fig. 7B). In stage 12 flowers from pAtUCP1:GUS
plants, GUS activity was detected in anthers and pollen as well
asin stigma. In good agreement, according to the Arabidopsis
eFP Browser 2.0, AtUCP1 is highly expressed in the stamen of
Arabidopsis flowers at stage 12 and in mature pollen. On the
other hand, in pAtUCP2:GUS plants, GUS activity was mainly
observed in the stigma of stage 8 flowers, and no staining in
anthers could be detected. However, contrasting with the histo-
chemical analysis, GUS transcripts could be detected in anthers
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by RT-qPCR, indicating that the AtUCP2 promoter indeed has
some activity in anthers (Fig. 7C). Among different possibilities,
this low expression could be attributed to promoter length or
to the use of a heterologous system. Overall, these results con-
firm the spatial association of AtUCP1 and AtUCP2 expressions
with reproductive organs/tissues that could be implicatedin the
altered fertility phenotypes.

atucp1 and atucp2 mutants show male- and
female-associated impairments and high
accumulation of ROS in flowers and pollen grains

To explore the underlying causes of the observed reduced
fertility phenotype (Fig. 3), we decided to assess the pollen
viability of the atucp1-2 mutants using Acetocarmine stain-
ing. A slight decrease in pollen viability of all mutants com-
pared to WT (97% of viable pollen; n=100) was observed,
with atucp? being less affected than atucp2 (90% and 84%
of viable pollen, respectively) (Supplementary Table $3). In
addition, analysis of mature pollen grains by scanning electron
microscopy (SEM) revealed no obvious alterations on the exter-
nal morphology, but pollen size was significantly decreased
in atucp2 compared with the WT and atucpl (Fig. 8A).

Interestingly, in vitro germination of pollen grains from atucp1
and atucp2 mutants was clearly impaired, with significant dif-
ferences compared to WT being observed at 4 (exclusively for
atucp2), 6 and 8h after placement on the germination media
(Fig. 8B).

To gain further insights, reciprocal crosses between the
investigated atucp? and atucp2 mutants and Col-0 were per-
formed, and silique size alterations were evaluated. As can be
seen in Fig. 8C, when pollen from atucp1 and atucp2 was used
to pollinate emasculated Col-0 flowers, the resulting siliques
were significantly reduced in length compared with the WT.
Conversely, when the atucp2 mutant was employed as female
and Col-0 as pollen donor, the resulting siliques were found to
be indistinguishable from WT in length, a feature that was not
observed in atucp1. In the latter case, a rather significant reduc-
tion in silique length was observed, indicating that the knock-
down of AtUCP1 also compromises female ferility. This result is
supported by the detected significantly low stigma receptivity
(30%) of the atucp1 flowers compared with WT (100%), while
atucp? (80%) was not significantly affected (Supplementary
Tables3).

Given that UCP has been implicated in the control of ROS
homeostase (Kowaltowski etal. 1998, Brandalise et al. 2003), we
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hypothesized that ROS levels mightalso beincreased in mutant
flowers due to the reduced expression of AtUCP. To investigate
this possibility, entire flowers (stage 10) from WT and atucp
mutants were stained with 3,3'-diaminobenzadine (DAB) to
detect endogenous hydrogen peroxide (H,0,) accumulation.
As could be observed in Fig. 8D, a clear increase in H,0, lev-
els (brown precipitate) was mainly observed in the stigma and
anthers of atucp1 and atucp2 compared with WT. Moreover,
a higher accumulation of ROS, monitored by the fluorescence
emitted by oxidized 2,7'-dichlorodihydrofluorescein (DCF),
was observed in pollen grains collected from atucp1 and atucp2
anthers (1.77- and 1.9-fold increase, respectively) compared
with the WT (Fig. 8E). Overall, these results are suggestive of
increased oxidative stress in these reproductive organs and are
in line with the observed reduced fertility phenotypes of both
mutants.

Interestingly, a clear increase in the transcript levels of
AtAOX1a was observed in flowers from atucp1 and atucp2, with
peak expression at stage 9 (Supplementary Fig. S2C, D). In
the case of atucp2, AtAOX1a expression was still significantly
induced at stages 10 and 13. Overall, these results suggest
that AOX induction could be part of the strategy of metabolic
adjustment of atucp1 and atucp2 to cope ROS accumulation in
flowers.

Expression of transcription factors controlling
reproductive development is altered in the atucp1
and atucp? mutants

To better substantiate that the knockdown of AtUCPT and
AtUCP2 is impacting reproductive organ/tissue development,
the transcriptional response of key genes previously linked
to male and female reproductive development was evalu-
ated in WT and mutant flowers at the same developmental
stages investigated earlier. Firstly, the relative expression of
the transcription factors (TFs) DYSFUNCTIONAL TAPETUM 1
(AtDYT1), which is implicated in early tapetal development,
and ABORTED MICROSPORES (AtAMS), which acts in tape-
tum maturation and pollen development (Wilson et al. 2011),
was determined. DYTT is reported to be highly expressed in
flower buds from transgenic tobacco plants overexpressing
AtUCP1, whereas AMS expression in these plants was unaltered
or reduced compared to WT plants (Barreto et al. 2016). The
abundance of AtAMS transcripts was strongly and progressively
reduced in atucp? flowers compared with the WT (Fig. 9B),
while such a significant reduction was exclusively observed at
stages 10 and 13 in atucp1 (Fig. 9A). On the other hand, com-
pared with the WT, a significant decrease in AtDYTT transcript
abundance was only detected at stage 7 in atucp? and from
stages 7 to 9 in atucp2 (Fig. 9A, B). Intriguingly, the AtDYT1
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transcript level was significantly increased in stage 10 flowers
from atucp1 compared with the WT.

We also evaluated the expression of the basic helix-loop-
helix TFs HECATE2 and HECATE3 (AtHEC2 and AtHEC3) that
are involved in transmitting tract and stigma development
(Gremski et al. 2007). Overall, the expression of AtHEC2 and
AtHEC3 was rather low in the mutants compared with the WT
(Fig. 9A, B). In the case of AtHEC2, a decrease in its expres-
sion was observed from stage 7 onward in atucp1, whereas such
a significant decrease was specifically detected at floral stages
7 and 10 in atucp2. On the contrary, AtHEC3 expression was
clearly reduced in stages 7,9 and 13 in atucp1 and from stages
9 to 13in atucp2. Collectively, these results indicate that AtUCP
knockdown impacts the expression of TF implicated in male
and female reproductive development, which could be linked
to an altered mitochondrial metabolism and ROS balance in
mutant flowers.

Discussion ;

AtUCP2 and AtUCP3 are members of the UCP family in A.
thaliana whose founding member is AtUCP1. For this reason,
most of our knowledge about UCP function in plants was
derived from genetic and biochemical studies employing this
first discovered member as a model. By contrast, the physio-
logical relevance of the other two members is still not yet fully
defined and understood. In this regard, based on their ubig-
uitous and almost constitutive expression during Arabidop-
sis development, it has been suggested that these isoforms
could play basal metabolic roles compared to AtUCP1, which
is more highly expressed and exhibits organ/tissue- and stage-
specific expression modulation (Nogueira et al. 2011). In order
to fill some of these gaps in our knowledge, here we identified
and characterized T-DNA insertion mutants for AtUCP2 and
performed a comparative analysis with the previously studied
atucp mutant (Sweetlove et al. 2006).

According to previous studies, important effects on energy
production are expected to occur in response to disturbances
in UCP expression. Such an effect is clearly observed in
AtUCP1-overexpressing transgenic plants that display increased

uncoupling respiration and decreased cellular ATP levels
(Barreto et al. 2014). In addition, overexpression or silencing
of AtUCP1 has been shown to alter chloroplastic gene expres-
sionand photosynthesis (Sweetlove et al. 2006, Laitz et al. 2015,
Barreto et al. 2016). In line with these reports, the atucp1 and
atucp2 mutants studied here displayed higher levels of cellu-
lar ATP content, increased ATP/ADP ratios and perturbations
in photosynthetic metabolism. In addition, the knockdown of
AtUCP1 expression also correlated well with an increase in mito-
chondrial ROS accumulation in leaf tissues. The pronounced
elevation in cellular ATP levels detected in these mutants is
likely a consequence of a decreased mitochondrial uncoupling.
In fact, previous data have shown that a loss of UCP-catalyzed
proton leak is observed in isolated mitochondria from atucp1
(Sweetlove et al. 2006). In an earlier study, Barreto et al. (2016)
reported that AtUCP1 overexpression promotes an imbalance
between ATP production and oxygen consumption that leads
to enhanced fermentative glycolysis. In this context, asignificant
decrease inrespiratory O, uptake was observed in atucp2 com-
pared with WT and atucp1. In a similar way, mitochondria of
brown adipose tissue from UCP1 knockout mice have decreased
oxygen consumption rates compared with mitochondria from
WT mice (Dlaskova et al. 2010).

When assessing the metabolic alterations, the effect of
AtUCPT and AtUCP2 knockdown was reflected by the sig-
nificantly increased levels of Gly, suggesting perturbations in
photorespiratory carbon flux. Consistent with this, AtUCP1-
and AtUCP2-mediated transport is thought to supply reduc-
ing equivalents to sustain photorespiration (Monné et al.
2018). However, in contrast with our results, Sweetlove et al.
(2006) observed a significant decrease in Gly content in atucp1,
which was attributed to a fine-tuning response to a low flux
through the upstream steps of photorespiration. This and other
observed discrepancies (as in gs and Ci values) likely resulted
from differences in the overall metabolic and physiological
status of the collected material (e.g. intact plants vs. rosette
leaves). Interestingly, impairments in mitochondrial function
provoked, for example, by the knockout of AOX1a or silenc-
ing of the mitochondrial ATP synthase -subunit, also result in
considerable high contents of Gly (Giraud et al. 2008, Geisler
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et al. 2012). Another important outcome of AtUCP1 and
AtUCP2 knockdown was the accumulation of xanthine, which
could be a consequence of a disturbed purine catabolism. This
is consistent with the evidenced role of AtUCP1in balancing the
energy partitioning between nitrogen and carbon metabolism
(Gandin et al. 2014). On the other hand, the atucp2 mutant
accumulated high levels of fumarate and ethanol, which is com-
patible with an enhanced fermentative glycolysis and well cor-
related with the significant decrease in glucose levels detected
in this mutant.

Previous studies have proposed that UCP activity is required
in organs/tissues and growth stages with a high-energy demand
(Borecky et al. 2006, Nogueira et al. 2011). AtUCP genes show,
for example, increased expression levels during seed germi-
nation, thus giving support to a potential physiological role
for these proteins in early development (Borecky et al. 2006,
Nogueira et al. 2011). In agreement with this, the knocking
down of AtUCPT produced a negative effect on seed germina-
tion under normal and stressed conditions. Such an effect was
also observed in the atucp2-2 mutant under salt stress. More-
over, the atucp1 and atucp2 mutants were clearly affected in
primary root growth, a phenotype that was even more pro-
nounced when the mutants lines were subjected to abiotic
stress. The molecular mechanism underlying such inhibition
remains to be explored, but, taking into consideration the well-
documented role of plant UCPs in preventing mitochondrial
ROS-induced oxidative damage under abiotic stress (Brandalise
et al. 2003, Begcy et al. 2011, Chen et al. 2014), it could be
attributed to an excess of ROS accumulation in roots. Moreover,
the most pronouncedinhibition of root elongation observed in
theatucp1and atucp2 mutants under stress suggests thata con-
certed action of AtUCPT and AtUCP2 seems to be required to
face abiotic stress during early seedling development. It should
be emphasized that atucp2 was the only mutant that displayed
an obvious impairment in leaf number and a significant lower
photosynthetic capacity.

It is well established that mitochondria play a fundamental
role in plant fertility, with reduced fertility being a common
phenotype of respiratory-impaired mutants (Busi et al. 2011,
Geisler et al. 2012, Dahan et al. 2014). In this context, pollen
development relies on a high-energy supply, and disruption
of proper mitochondrial function has been often correlated
with reduced pollen viability (Chen et al. 2019). Here, when
focusing on the reproductive stage, we observed a reduced
fertility phenotype associated with atucp1and atucp2. Interest-
ingly, even though AtUCP1 and AtUCP2 knockdown negatively
affected the expression of TFs (AtDYT1 and AtAMS) involved
in tapetum and pollen development, pollen viability was only
partially affected in these mutants (10% and 16% of non-
viable pollen), suggesting a normal process of pollen develop-
ment and maturation. This seems to suggest that the observed
reduced fertility phenotype might be linked, at least partially,
to a defect in post-maturation events such as pollen germina-
tion or pollen tube growth. In fact, significant reductions in
pollen germination were observed in atucp1and atucp2, which

highlight the importance of concerted UCP activity to sustain
pollen growth. Intriguingly, reciprocal crosses have addition-
ally demonstrated that AtUCP1 knockdown is also associated
with defects in female fertility, a feature not observed in the
atucp2 mutant. Consistent with this observation, the promoter
of AtUCP1 was able to drive the GUS expression in the stigma
and anthers of tobacco flowers. Surprisingly, GUS activity was
by contrast detected in situ only in the stigma of tobacco flow-
ers bearing the AtUCP2 promoter, while reporter activity in
anthers was only evidenced by RT-PCR, suggesting a lower level
of expression.

The knockdown of AtUCP1 and AtUCP2 expression also cor-
related well with an increase in ROS accumulation in flowers
(mainly inanthersand stigma) and pollen grains pointing to the
occurrence of oxidative stress in these plants. As already men-
tioned, there are compelling reports showing that, by catalyzing
mild uncoupling of the mitochondria, UCPs play a protective
roleagainst ROS (Kowaltowski et al. 1998, Brandalise et al. 2003,
Smith et al. 2004). In fact, AtUCP1 overexpression was reported
to lower H,0; levels in tobacco flower buds, which in tumn
enhanced seed yield (Barreto etal. 2017). Numerous lines of evi-
dence indicate that ROS plays a pivotal role in the programmed
cell death (PCD) of the tapetum in Arabidopsis (McInnis et al.
2006, Martin et al. 2014, Xie et al. 2014). It was demonstrated
that defects in tapetum ROS scavenging impair pollen develop-
ment due to premature tapetal cell death, while a reduction in
ROS levels during the anther development is correlated with a
delay in tapetal PCD. However, in disagreement with this pos-
sibility, no differences in tapetum PCD were detected when
anthers from WT and AtUCP1-overexpression tobacco flowers
were compared (Barreto etal. 2017).

On the other hand, constitutive accumulation of ROS in the
stigma, especially H,0,, was postulated to be part of a signal-
ing network that stimulates pollen germination and/or pollen
tube growth (Mclnnis et al. 2006). Taking this into account,
we speculate that the detected higher ROS accumulation in
atucp1 and atucp2 flowers and pollen grains could be disturb-
ing the ROS homeostasis required for a proper stigma-pollen
interaction during pollination. In support of this idea, Gao et al.
(2016) have shown that both mitochondria and peroxisomes
are sources of ROS production in mature pollen, which in tum
regulates pollen-stigma interactions during pollination. There-
fore, although the elevated ROS accumulation provides a rea-
sonable explanation for the reduced fertility of the atucp1 and
atucp2 mutants, further studies must be conducted toelucidate
this point.

Interestingly, an induced expression of AtAOxla was
observed in seedlings and flowers of the investigated mutants,
suggesting an up-regulation of altemative pathways in these
plants. In line, despite an unexpected decrease in AOX protein
levels, anincrease in the external NAD(P)H dehydrogenase pro-
tein content was previously observed in atucp1 (Sweetlove et al.
2006). The stimulation of alternative respiratory pathways is a
major hallmark of mitochondrial respiration deficiencies and
is generally associated with the over-reduction of the electron
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transport chain and intracellular ROS accumulation (Dahan
et al. 2014). In plants, AOX represents an additional non-
phosphorylating bypass of the mitochondrial electron trans-
port chain, and its role in maintaining ROS homeostasis is well
documented (Clifton et al. 2006). It seems therefore that the
atucp1 and atucp2 mutants, which are probably suffering oxida-
tive stress, attempt to alleviate the impacts of the reduced
expression of AtUCP through the activation of AOXin seedlings
and flowers. An increase in AOX capacity has been reported in
seedlings and flower buds from plants with alterations in respi-
ratory activities (Geisler etal. 2012, Dahan etal. 2014, Kilhn etal.
2015). Another interesting feature in this respect concerns the
up-regulation of AtVDACT transcript levels in seedlings of the
atucp1-2 mutants. Voltage-dependent anion channels are mito-
chondrial outer membrane proteins implicated in maintaining
the steady state of mitochondrial transmembrane potential and
in regulating respiration pathways and ATP levels at different
stages of development (Yang et al. 2011, Pan et al. 2014). Its
induction in mutant seedlings probably reflects the abnormal
functioning of the mitochondria due to AtUCP knockdown.

Here, we provide compelling evidence that UCP activity and
associated mitochondrial metabolic adjustments are required
for proper plant fertility and early growth development. Our
results also indicate that proper AtUCP expression is required to
prevent disturbances in mitochondrial ROS metabolism, which
in turn is important to sustain full fertility in Arabidopsis.
As already observed in AtUCP1-overexpressing tobacco plants
(Barreto et al. 2014, 2016), an imbalance between ATP produc-
tion and oxygen consumption is observed in mutants pointing
to the existence of a compensatory mechanism that deserves
further investigation.

The almost similar behavior and metabolic phenotypes
of atucp1 and atucp2 observed here are consistent with the
hypothesis that both genes share some degree of functional
redundancy. As already mentioned, apart from promoting high
electron transport flux for metabolic purposes as classical UCPs
(Maia et al. 1998, Vercesi et al. 2006), both proteins are able
to transport aspartate and glutamate, which would be useful
to the export of reducing equivalents from the mitochondria
in photorespiration (Monné et al. 2018). It is also relevant to
point out that AtUCP1and AtUCP2 share 72% amino acid iden-
tity and a number of similar transport properties (Monné et al.
2018). In this scenario, the use of double mutants with different
gene sets should help to further understand the role of these

proteins.

Single A. thaliana mutants (SALK_037074 and SALK_040242) with T-DNA
insertions within the AtUCP2 (At5g58970) gene were obtained from the Ara-
bidopsis Biological Resource Center. The T-DNA mutant (SAIL_536_C01; ABRC
stock #C$874648) for AtUCP1 (At3g54110) was previously described (Sweetlove
et al. 2006). All mutants were in the Columbia ecotype Col-0 background.
Plants were grown in plastic pots filled with a mixture of soil-vermiculite (2:1)
and kept in a growth chamber (Model CPM6050 Conviron, Pembina, ND,

Materials and Methods

Plant material and growth conditions

M.D.L.C. Arcuri et al. | AtUCP1 and AtUCP2 knockdown affects energy metabolism, flower oxidative homeostasis and overall fertility

USA) with a 16-h day/8-h night photoperiod cycle, 21/18+ 1°C day/night
temperatures and light intensity of 100jE m~2 s~". For the germination
assays, WT and mutant seeds (n = 30/genotype/dish) were surface-sterilized
and sown on dishes containing one-half-strength MS/2 (Murashige and Skoog
1962) agar (0.8%) medium supplemented or not with 125 mM NaCl or 250 mM
mannitol, respectively. After 3d of stratification at 4°C, the dishes were
transferred to the growth chamber, and seed germination (based on radicle
protrusion) was scored daily (10d). Three independent assays using differ-
ent seed lots were performed. For root elongation measurements, 7-day-old
seedlings (n= 5/genotype) were grown vertically on Petri dishes (three per
treatment) containing MS/2-0.8% agar medium supplemented or not with
125mM NaCl or 250 mM mannitol, respectively. These concentrations were
determined in preliminary assays and are considered to be moderate. After
10d under the described growth conditions, digital images were captured and
the primary root length was determined using Image] software. The germina-
tion assays for gene expression analysis were performed using three biologi-
cal replicates essentially as described by Matiolli et al. (2011). Briefly, seeds
(50mg) from WT Col-0 and mutant lines were surface-sterilized and incu-
bated in S0ml of MS/2 medium for 72h at 4°C in darkness to break dor-
mancy. Subsequently, the seedlings were grown under long-day photoperiod
and constant agitation (67 rpm) and sampled at different time points (1, 2,
3 and 4 DAS) for subsequent total RNA extraction and RT-qPCR analysis.
Untreated seedlings grown in MS/2 and sampled at the same time points were
used as controls. Flowers at early, intermediate and late stages of develop-
ment (stages 7, 9, 10 and 13) (Smyth et al. 1990) were harvested from adult
plants.

Molecular characterization of atucp mutants and
phenotyping

Screening of homozygouslines for each mutant was performed by genomic PCR
using a combination of AtUCP2-specific and T-DNA left border (SALK LBb1.3)
primers (Supplementary Table $1). The identity of the mutated gene and
T-DNA insertion sites was confirmed by sequencing the PCR products encom-
passing the T-DNA flanking sequences. During phenotypic examination, the
homozygous knockdown lines and the WT were photographed prior to flow-
ering, and the following parameters were scored (an average of eight plants per
genotype): leaf number, time to flowering, number of sterile siliquesand silique
length. The sterile siliques were quantified from the first 10 developed siliques.
Ten siliques per plant were measured to calculate the average silique length.
Seed yield was recorded by weighting seeds harvested from 60 siliques per
plant (n = 3/genotype). Pollen viability was analyzed using 1.2% Acetocarmine
staining essentially as described by Resslar and Gregory (1979). After staining,
viability was rated by the manual countingof viable and non-viable pollen grains
(n=100). Stigma receptivity (n = 10 flowers/genotype) was investigated using
the Hy0, method essentially as described by Dafni et al. (2005). For morpho-
logical characterization, pollen grains from WT and atucp1-2 mutants flowers
(n=3 plants/genotype) were collected, suspended in water, allowed to set-
tle onto poly-L-lysine-coated glass cover slips and then fixed in a mixture of
1% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde for 24 h at 4°C. Dehydration was
carried out in graded ethanol series, and samples were dried in a critical point
dryer (CPD 030) using CO; as the intermediate. The dried samples were silver-
coated for 60 s and observed with SEM (Quanta 200, FEl Company, Hillsboro,
OR, USA). The open-source Fiji platform focused on biological-image process-
ing Image) (US National Institutes of Health) was used to determine the pollen
size. Representative SEM images from five independent pollen replicates were
used to determine the pollenssize. In vitro pollen germination was performed on
agar (1%) plates containing 5 mM 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (pH
5.8), TmM KCl, 10mM CaCl, 0.8 mM MgSOy, 1.5 mM boric acid, 16.6% (w/v)
sucrose, 3.65% (w/v) sorbitol and 10 jigmi =" myo-inositol. Pollen grains (50
per flower) were obtained from 10 anther-dehisced flowers collected at ran-
dom from 10 different plants. A total of 500 pollens per genotype was scored at
2,4, 6 and 8 h after incubation for calculation of germination percentage.
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RNA extraction and cDNA preparation

Total RNA from seedlings and from Arabidopsis and tobacco flowers at dif-
ferent developmental stages was extracted using TRIZOL reagent (Invitro-
gen, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. RNA
was examined for integrity by agarose-formaldehyde gel electrophoresis, and
its concentration was determined in a ultraviolet light spectrophotometer.
Before complementary DNA (cDNA) synthesis, extracted RNA was treated with
RNase-free DNasel (Fermentas, Waltham, MA, USA) to remove any genomic
DNA contamination. First-strand cDNA was synthesized from 2 g of total RNA
using the High Capacity cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), according to the manufacturer’s directions.

Relative expression analysis using qPCR

The transcript accumulation of AtUCP1, AtUCP2 and AtUCP3 and of a set
of selected genes (Supplementary Table $1) in WT and atucp1 and atucp2
mutant lines was determined using quantitative PCR (qPCR). The qPCR assays
were run on a Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) employing the following cycling parameters: 95°C for
10min, followed by 40 cycles at 94°C for 1555, 60°C for 60s. Each qPCR (10 l)
consisted of 6 il of GoTaq Colorless qPCR Master Mix (Promega, Madison, W,
USA), 1l of cDNA (1/10 dilution) and 0.4 1M of forward and reverse primers,
respectively. All reactions were carried out in triplicate. Relative expression was
calculated using the Delta-Delta cycle threshold method (Livak and Schmittgen
2001) and analyzed using the DataAssist software v.3.01 (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA). AtGAPDH and 40S ribosomal protein $16 (Czechowski et al.
2005) were used as reference genes in all reactions (Supplementary Table S1).

ADP and ATP measurements and O, consumption

ADP and ATP levels were determined using the ATP assay kit (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) and a GloMax-Multi Detection System (Promega, Madi-
son, W1, USA) essentially as described by Laitz et al. (2015). For that, entire
plants (3 weeks old) from WT and mutant lines (n = 20/genotype), sampled
at the midpoint of the illuminated period, were used. The ATP content data
were subjected to analysis of variance usinga P < 0.05 significance level. Oxygen
pti d using an Oxygraph-2k (Oroboros, Innsbruck, Aus-
tria). For that, leaves at the same position in the rosette were harvested from
3-week-old plants (n =3 per genotype) that were maintained in the dark for
at least 1h at room temperature. Approximately 10 mg of the fresh detached
leaves were sectioned, and the longitudinal and transverse sections were trans-
ferred to 2.1 ml of air-saturated MS medium. The oxygen consumption per mass
was monitored in the darkat 25° Cwith continuous stirring (80 rpm). Data were
sampled in consecutive 120 stable points (1/s) discarding the first 2 min.

[« was

Gas-exchange measurements

Gas-exchange parameters were measured in entire plants (3weeks old) from
WT and mutant lines (n = 6/genotype) using an infrared gas analyzer in an
open system (LCl-portable, ADC system, England). All measurements were per-
formed between 9 and 10 oclock (3h after lights on) under the following con-
ditions: ambient CO, concentration of 398 = 6 jtmol mol ", temperature of
26+ 2°Cand 58% relative humidity. The following parameters were measured:
net photosynthetic rate (A), intercellular CO; concentration (Ci), stomatal
conductance (gs) and transpiration rate (E). The instantaneous carboxylation
efficiency (A/Ci) and water-use efficiency (A/E) were calculated thereafter.

Metabolic profiling

Metabolites were isolated as described by Barreto etal. (2016), with minor mod-
ifications, using whole plants (3 weeks old) harvested at the midpoint of the
photoperiod. A total of 100 mg of frozen tissue was pulverized in liquid nitrogen,
incubated with 1ml of extraction solution (chloroform:methanokwater; 2:4:1)
for 30min on ice and homogenized for an additional 15 min. Phase separation

was accomplished by the addition of 1mlof water and centrifugation for 5 min
at 12,200xg Subsequently, the methanol:water phase was collected and dried
in a vacuum centrifuge for 8 h. Metabolite profiling was carried out using a 1H-
nuclear magnetic resonance spectrometer as described by Barretoet al. (2016).
The Chenomx NMR Suite 7.6 software was used for spectral phase and baseline
corrections and for metabolite identification and quantification. Five biological
replicates for each genotype were used.

ROS detection

Mitochondrial O — accumulation in WT and mutant lines under normal con-
ditions was assessed using MitoSOX Red (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) as described by Barreto et al. (2014). To this end, detached young
leaves from 3-week-old plants (n =5) were submerged in MS/2, incubated in
5 1M of MitoSOX Red for 25 min in the dark and then washed with liquid
MS/2. Light intensity and fluorescence emission were detected at 488/585-
615nm (Em/Ex) using a Leica TCS SPS laser scanning confocal microscope
equipped with a 10x objective. Staining was quantified using Image | software,
and arbitrary units of fluorescence equivalent to mitochondrial superoxide pro-
duction was attributed. H,0; accumulation in Arabidopsis flowers (stage 10)
was assessed using DAB essentially as described by Daudi and O'Brien (2012).
ROS detection in pollen grains was performed using the generic ROS sen-
sor CM-H,DCFDA [5-(and-6)-chloromethyl-2",7" -dichlorodihydrofluorescein
diacetate; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA] essentially as reported by
Gao et al. (2016). Briefly, the pollen grains were harvested from five anthers
per plant (n=5/genotype) and incubated in a hybridization buffer (20mM
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid buffer and 10 uM CM-
H,DCFDA pH 7.2) for 5 min at room temperature. After washing with buffer,
the stained pollen grains were observed under a Nikon Eclipse 80i microscope
equipped with a 20x objective and exposure time of 800 ms. Relative fluores-
cence intensities were quantified using Image). Data were subjected to Dunnett’s
multiple comparisons test with a 95% confidence interval.

Tobacco plants harboring promoter-GUS fusions
and histochemical analysis

Transgenic tobacco lines (Nicotiana tabacum SR1) harboring promoter:f-
glucuronidase (GUS) fusions were generated previously (R.D. Favaro unpub-
lished). Briefly, the 5'-flanking regions (1.0 kb) of AtUCP1 and AtUCP2
were amplified by PCR from Arabidopsis genomic DNA using gene-specific
primers (Supplementary Table $1). The amplified fragments were gel purified,
sequenced and cloned into the binary vector pCAMBIA-1381z (Cambia). The
recombinant vectors were introduced into Agrobacterium tumefaciens strain
LBA4404, which was then used to transform tobacco leaf discs (Horsch et al.
1985). Promoter activity in flowers was assessed by histochemical GUS staining
essentially as described by Jefferson et al. (1987). Stained samples were washed
in ethanol 70% for chlorophyll removal and photographed. The relative GUS
expression in tobacco flowers at different developmental stages (Koltunow et al.
1990)and inanthers and stigma collected from atucp2 flowers was determined
using RT-qPCR as described before (primers in Table $1). For that, a tobacco
elongation factor gene (NtEF1) was employed as the endogenous control.

Supplementary Data

Supplementary data are available at PCP online.

The data underlying this article are available within the article
and in its online supplementary material.
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Supplementary material (Article)

Supplementary Table S1. List of primers used in this study

Primers* Sequences (5° - 3°)
Salk_LB1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAA
Sail_LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
AtUCP1_F GACGAAGATGTGAAGTAGACC
AtUCP1_R TCAGTTTCTTTTGGACGCATCG
AtUCP2_F AAGAGGGTCTATCTAATGACG
AtUCP2_R GCCACAAACCAATAAATAGAA
AtUCP3_F ACTCTTTCTGATTGTAGGA
AtUCP3_R GACTTTAAAGCCCAATATTAT
gAtUCP1_F GATGGTGGCGGCTGGTA
gAtUCP1 R CGCCGACGCAAGCAG
gAtUCP2_F CATAACAATGGCGGATTTCAAA
gAtUCP2_R CGCTGCAAATGAAGGTTTCA
gAtUCP3_F GGAGCCGAGTGACCAGAGAA
gAtUCP3_R CGCAGAGAGTGAAGCAAGCA
gAtGAPDH_F GCCAAGGCTGGGATTGC
gAtGAPDH_R GTCGTACCATGACACCAACTTCA
gAt40S_F CGACTCTCTGCGTTAGGTTTCA
gAt40S_R GGGTTTCTCCTTGCTTTTGCT
qGUS_F TTGCCAACGAACCGGATAC
qGUS_R GCCAGTGGCGCGAAATATT
gNtEF_F TCTGATCCATTGGATGCTGG
gNtEF_R TTCAAACCCTTCCTCTTGGG
gAtHEC2_F GCTCGATGAGGCTATCCATTAC
gAtHEC2_R ACACCCTTTTCCTCCATATCCT
gAtHEC3_F AGAGGAACTCGGTGCTATGAAG
gAtHEC3 R GAAGCCGTATCCATTTTAGTGC
gAtAMS_F GTGACATCCAGCAAAAGGGTTC
gAtAMS_R TGAGGCAAGAAATTGAGTCGGA
gAtDYT1_F GGTGGAGGAAGCAGATTTCAAG
gAtDYTL_ R TCTCTCTTCTAGCTCTCTCTGCT
gAtAOxla_F CCGATTTGTTCTTCCAGAGG
gAtAOxla R GCGCTCTCTCGTACCATTTC
gAtCOX2_F TGATGCTGTACCTGGTCGTT
gAtCOX2_R TGGGGGATTAATTGATTGGA
gAtCOX15_F AGTGGTTTAGAGGAGCCACCG
gAtCOX15 R TCAGCTGGTGGTTCAGGCAT
gAtVDACL F TGAGGTCAATCTTCAGCTTCAA
gAtVDACL R TTTCCAGACTTGGTGTCAAATG

* F - forward and R — reverse
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Supplemental Table 52. Metabolic profiles of stwcg 7 mutant plants [3-wieek-old).*
pH Peal{ Metabolite [WT-1WT-2WT-#édid SD Jicpi-licpl-dicpl-{ Média | 5D FLATIVE (UCPUW)YALURGp2-hicp2-lcp2-Médid SD FLATIVE UCP2IWVALUE

84 | Fomae |383] 593|443 406]052] 624 557|597 543 0 034 148 oo | 521 566 | 508 552|030 13 0,004
79-Lefi Wanthine | 13.4| 24,3 | 209] 1951 560] 729 | 335 36,5 | 47,05 | #1.58 2,45 0,074 | 236 | 25,1 | 268 | 2783 236 143 0,054

1.3-Righ| Xantosine | 416] 4.09 | 4,28 418 D07 542 | 4.7 | 422 478 © 060 14 0112 §3.69 | 403 | 404 | 4.02] 012 0,35 0073
ndRigt-|  Anserine | 244| 13 |2 &I 0ET) 31 | 35| 356 333 0 1,95 0,003] <67 | 261|234 | 274|018 12 0,026
B3 | Fumarate |[077] 0,74 (LG 083 0.23] 122 | 0,74 | 064 | 087 031 037 O461) 212 | 143 | 221 | 134|039 1,18 0,012

54 | Sugrose |5)02) 8,36 | 532623 | 185 797 | WA | N8 [ 36 30 1,82 0.045) 331 | 6,73 | 343 | 851 1.5 137 0,030
52 | OClecose |203) 23 |135[1634) d88) 315 | 125 324 [ 1073 1403 0,34 04d5) 126 | 558 | 123 | 03] 410 054 0,040
40 | Asparagne |234) 204 | 212 [2166) 157) 403 | 337 341 [ a2 SE0 176 0,004 203 20.3 | 203 |20,50) 0,34 035 0,164
4.0 Serne | W) B4 | T3 [1503) 286 Jdd |24.20) 205 | 2245 282 148 00d5) 13 | 153 | W4 [ 1.0] 053 033 0,285
25-24| Ghamine | 16 | 164 | 16,3) 1645 045) 208 | 213 | 201 | 2033 032 127 0003) 128 | W4 | 0.7 |15.30] 081 0,33 0,053
37 |EthwleneGlycl 172 | 172 | 165 (| S20) 244 | 226 | 208 [ 226000 15,00 134 Q02| 173 | 08 | 173 | #444) 253 103 0,057
| 36 | Glyoine |188) 233 | 223 208 035) 267 | 336 367 [ 350 056 168 0,014 285 333 | 234 | 3.24 ) 080 156 0,029
33 | Methanol |3.26) 134 | 74 [70.46/6593] 34 | 35 | 666 [ 4583 0 430 05 031 62 | 84 | 61 [63,00/13,00 0,38 0,486
3¢ | Choine |234] 403 |373[ 36| 083 856 | 30| 2 [ 45 353 125 0352) 37 | 266|376 337|062 033 032

24 | Succinate |063| 08 [O73[ 074|000 036 | 077 | 063 [ 0&1 0 103 0.267) 0.78| 078 084 | 080|003 108 0.14r
a4 | Puwate | 093] 077 |D32[ 08T 003] 107 | 087 | 100 [ 088 00 13 018 103 | 125 | 037|108 | 0.5 1.24 0,053
24-23| Gluramare | 133] 218 | 19816500 4100 241 | 234 | 203 | 2257~ 200 122 012 | 166 | 165 | 184 | 17.08] 105 033 0,31
13 | Acetate | 353] 373 (367 364 000 53 | 4.71] 45 | 464 04 133 006 3.72) 435 | 369 | 392 037 108 0,163
15 Alanine | 233] 235 | 259 44 [ 03] 431 [ 455 37 | 418 | 04 11 0,007 | 276 | 233 | 233 | 231|013 114 0,008
13 | Lactate | 55]225[323|368] 166) 6 |356] 3% | 49 183 115 0343) 386|563 4 [450]038 122 0,236
12 Ethanol | 102 | 133 | 145130 | 07 ) 14 | 125133 ] 133 008 102 0403) 212 | 233 | 223 | 243|044 187 0,017
10 Valine (093] 03 [067] 083 00) 113 [ 134 ] 11| 119 013 143 0,017 ] 1.03 | 0.1 [ 106 {102 | 0,10 122 0,073

*Entire plants were used
* Nanomalar (M) cencentration in sample
" Significant changes compared with WT areinbold

Supplemental Table S3. Stigma receptivity and pollen viability of WT-Col-0 and mutants.

Stigma Pollen viability**
Percentage p-value Percentage Adjusted p-value
Col-0 100 96,30
atucpl 30 0,0202 89,60 0,0035
atucp?2 80 0,7176 84,30 < 0,0001

(*) Mann-Whitney test with a 95% CI (a two-tailed test was performed). For statistical
analyzes, the levels of stigma receptivity detected by the hydrogen peroxide method were
expressed in numerical values (0 when no bubbles and 1 when one or more bubbles were
observed). (**) Dunnett's multiple comparisons test with a 95% CI. Bold values denote
statistical significance.
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Fig. S1. Genotyping of the atucp2-2 and atucp2-3 homozy-
gous lines by genomic PCR amplification. Amplification was
performed using gene-specific (depicted at the top) and LB
primers as depicted in Methods. The previously characterized
atucp1 mutant and WT-Col-0 were used as control.

Wl AtAOx1a
AtCOX2
or B AtCOX15
e AtVDAC1
I *
ot ==
atucpt atucp2
Kok

B AtAOX1a
AtCOX2
I ACOX15
AtVDACT

v}
Relative Expression level
©

o

i

o
1

Relative Expression level
(=]

=]
L

N

W@ AAOX1a

AtCOX2
| 8 A(COX15
AHVDACT

e BB AtAOXTa
T AtUCP1
B AtUCP2

R T N s X

atucp1 atucp2

Fig. S2. Relative expression of At{UCP1 to 3 and genes encoding proteins associated with mi-
tochondrial function in 3-week-old plants (A), germinating seeds at 1, 2, 3 and 4 DAS (B) and
flowers (C and D) from the atucp? and atucp2 mutants. Flowers at different developmental
stages (stages 7, 9, 10 and 13) were collected from atucp? (B) and atucp2 (C), respectively.
In all cases, WT expression was used as calibrator and arbitrarily set to 1. Asterisks denote
significant differences between WT and mutants (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and
****n<0.0001). Error bars, mean £ S.D.
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Considerac0es finais

Os resultados obtidos no presente capitulo e suas implicagdes estdo sumarizados na Figura 2.

ALTERA ALTERA
1 acimulo de ROS atucp1,2 1 conteudo de
. ATP
<x
o &
Desenvolvimento | expressao de FTs
reprodutivo

Fertilidade
vegetal

Figura 2. Imagem que sumariza o capitulo I.
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4. Capitulo Il — Os carreadores de dicarboxilato (DICs)

Neste capitulo serdo apresentados os dados referentes ao estudo dos carreadores de

dicarboxilato de arabidopsis.

4.1 Materiais e Métodos
4.1.1 Validacéo do padréo de expressao 6rgao/tecido-especifico de AtDIC1-3
4.1.1.1 Material Vegetal e condic¢des de crescimento

Sementes de A. thaliana Col-0 foram germinadas em recipientes plasticos contendo
substrato composto (90% turfa de Sphagnum e 10% vermiculita), sendo inicialmente
intumescidas e estratificadas a 4°C por 3 dias, na auséncia de luz, para que houvesse a quebra
de dorméncia. Posteriormente, os recipientes foram transferidos para uma camara climatizada

com fotoperiodo de 16 horas/dia de luz artificial, temperatura de 20°C (+ 1°C).

Amostras de diferentes 6rgdos em diferentes estagios de desenvolvimento foram
coletados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para posterior extracdo de RNA
total e analise de expressdo relativa de AtDIC1-3 por RT-gPCR. Sdo elas: sementes germinadas,
seedlings, folhas de roseta vegetativa (estagio 3.5), caule, flores nos estagios 9 e 15 (de acordo

com a classificacdo proposta por Boyes e colaboradores, 2008), e silicas.
4.1.1.2 Extracao de RNA total e RT-gPCR

Trés plantas foram reunidas em pools e 0 RNA total de cada pool foi extraido utilizando-
se 0 reagente Trizol (Thermo Fischer Scientific) seguindo-se o protocolo proposto pelo
fabricante. Os precipitados de RNA de cada amostra foram ressuspensos em agua ultrapura
tratada com DEPC (diethylpirocarbonato) e devidamente quantificados, sendo estes
armazenados em ultrafreezer a -80°C. A integridade das amostras foi verificada em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio. Tendo a qualidade atestada, prosseguiu-se com o
tratamento com DNase afim de remover qualquer vestigio de DNA genémico presente na
amostra e, para tal, utilizou-se o kit RQ1 DNase (Promega) de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Os RNAs tratados foram imediatamente utilizados para a sintese de cDNA
utilizando o kit High Capacity Reverse Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific) que
emprega oligonucleotideos randdmicos. As amostras de cDNA foram, entdo, tratadas com

RNaseA-DNase Free conforme as orientacdes do fabricante e, assim, diluidas dez vezes. O
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padrdo de concentracdo entre as amostras foi verificado utilizando-se aparelho de

espectrofotometria Nanodrop (ND-1000, Thermo Fischer Scientific).

A expressao relativa dos genes alvos foi determinada por PCR em tempo real (QPCR)
empregando o cDNA obtido na etapa anterior. Utilizou-se o kit GoTaqg® gPCR Master Mix
(Promega) conforme recomendacdes do fabricante, ajustando-se o volume final da reacéo para
10 pl. Os oligonucleotideos gene-especificos (AtDIC1-3) foram desenhados usando o programa
“Primer Express” (Applied Biosystems) (Tabela 1). O aparelho ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) foi utilizado como plataforma para a gPCR. O método
de 224t (Livak e Schmittgen, 2001), no qual a expresséo relativa do gene alvo é calculada com
base na expressdo de um gene normalizador de carater constitutivo, ainda, em comparacdo a
grupo controle, foi empregado. O gene AtGAPDH foi usado como normalizador endgeno e

um pool de todas amostras de A. thaliana Col-0 foi eleito como calibrador.

Tabela 1. Lista de oligonucleotideos utilizados na analise de expressao relativa.

Oligonucleotideo Locus ID Sequéncia
gAtDIC1 F 5’ CGACCCACCCGCTTGAT 3’
AT2G22500
gAtDIC1 R 5> GCTGGTCGGAGATTGGTTTG 3°
gAtDIC2 F 5’ TCGTTGAAGGTGGGATTGC 3’
AT4G24570
gAtDIC2 R 5" CTTGATTAGATCGAGAGGGTGAGT 3°
gAtDIC3 F 5> AATCTTCCCGTGAAACCTTACC 3’
AT5G09470
gAtDIC3 R 5> AAGGAAATGCTGCCGATGAGA 3°
gAtGAPDH F 5 GCCAAGGCTGGGATTGC 3’
AT1G13440
gAtGAPDH R 5> GTCGTACCATGACACCAACTTCA 3°

4.1.2 Analise de perda de fungdo em mutantes de insercdo atdic1-37
4.1.2.1 Material Vegetal e condicdes de crescimento

Os diferentes mutantes de insercdo de T-DNA usados neste estudo foram obtidas junto
ao banco Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC; http://www.arabidopsis.org/). Para

tal, foram adquiridas sementes de A. thaliana Col-0 contendo inser¢bes nos genes AtDIC1
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(At2g22500) (SALK_ 090789 e SALK 067118), AtDIC2 (At4g24570) (SAIL_1267_F09) e
AtDIC3 (At5g09470) (SALK 001547 e SALK 087822C). Adicionalmente, sementes de A.

thaliana Col-0 selvagem foram utilizadas como controle.

As sementes foram germinadas em recipientes plasticos contendo substrato composto
(90% turfa de Sphagnum e 10% vermiculita), sendo inicialmente intumescidas e estratificadas
a 4°C por 3 dias, na auséncia de luz, para que houvesse a quebra de dorméncia. Posteriormente,
os recipientes foram transferidos para uma camara climatizada com fotoperiodo de 16 horas/dia
de luz artificial, temperatura de 20°C (£ 1°C). Apo6s 10 dias, as plantulas foram individualizadas
e identificadas, sendo mantidas nas mesmas condi¢fes por mais 20 dias quando, entdo, foram
amostradas folhas de cada exemplar visando a extragdo de DNA gendmico para proceder-se a

genotipagem.
4.1.2.2 Extracdo do DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido empregando o método de CTAB como descrito por Doyle
e Doyle (1987) com modificacdes. Cerca de 100 mg de tecido foliar das respectivas linhagens
mutantes foram macerados em nitrogénio liquido com posterior solubilizacdo em 500 pl do
tampéo de extragdo CTAB (CTAB 2% - PVP2%) contendo 0,2% de - Mercaptoethanol. Em
seguida, adicionou-se 500 ul de CIA (cloroformio-alcool isoamilico na propor¢édo 24:1) e, apds
a homogeneizacdo das amostras, realizou-se uma centrifugagéo a 12.000 rpm durante 10 min.
O sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo microtubo e ao qual foi acrescentado
500 pl de isopropanol gelado (-20°C). Apos incubacgéo por duas horas a -20°C, realizou-se uma
nova centrifugagdo a 13.200 rpm por 30 min a 14°C. O precipitado foi lavado com 500 pl de
etanol 70% e novamente centrifugado a 10.000 rpm por 5 min. Descartou-se o sobrenadante e
0 precipitado foi ressuspenso em 200 ul de 4&gua ultrapura. O DNA gendmico extraido foi
quantificado em aparelho de espectrofotometria Nanodrop (ND-1000, Thermo Fischer

Scientific).
4.1.2.3 Confeccao de oligonucleotideos para genotipagem

Os oligonucleotideos foram desenhados utilizando-se a ferramenta T-DNA Primer Design
que possibilita a sua confeccdo de forma especifica e ideal para a identificagdo de individuos
homozigotos (disponivel em http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) (Tabela 2). A
ferramenta supracitada considera, além da localizacdo da inserc¢éo, a predi¢dao dos tamanhos dos

produtos a serem observados, visando facilitar a distincdo entre aqueles associados a
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amplificagdo da insercdo de T-DNA e os do DNA genémico desprovido de insercdo.
Adicionalmente, as sequéncias dos oligonucleotideos obtidos foram verificadas em software de
predicdo de qualidade (PerlPrimer) e, ainda, alinhadas com o genoma de arabidopsis
empregando a ferramenta BLAST disponivel no Arabidopsis Information Resource (TAIR;
http://www.arabidopsis.org), afim de checar possiveis pareamentos inespecificos.

Tabela 2. Lista de oligonucleotideos utilizados na genotipagem de linhagens atdic1-37-.

Oligonucleotideo Sequéncia
atdicl_Salk090789 F 5> ACAAAGAAAGCATCCCATGTG 3’
atdicl_Salk090789 R 5> CTATTTTGCGCACAAGGAAAG 3’
atdicl_Salk067118 F 5> ATGGTCGTTTACCGTTGACTG 3°
atdicl_Salk067118_R 5> ATATTTTGCTGGTGGCAGTTG 3’
atdic2_Sail1267_F09 F 5> GGCGGATCCATGGGAGTCAAAAGTTTCGTT 3’
atdic2_Sail1267_F09 R 5" AGGAGACAGAGGCAGAGGATC 3’
atdic3_Salk001547 F 5> AGAACCAGAAGAGCCAGAAGG 3’
atdic3_Salk001547 R 5> GGGTAATAAGGAAATGCTGCC 3’
atdic3_Salk087822_F 5’ TTATTTTGGGCCATGTCTCAG 3°
atdic3_Salk087822_R 5> CCGTCGCAGAAACTACAAGAG ¥
SAIL_LB 5’ TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATAC 3’
SALK LBbl1.3 5> ATTTTGCCGATTTCGGAAC 3°

4.1.2.4 Genotipagem

A genotipagem visando identificar os individuos homozigotos foi realizada por PCR
utilizando-se o kit GoTaq Master Mix (Promega). A reacdo foi composta por 1 ul do DNA
gendmico extraido (aproximadamente 20 ng), 0,3 ul de um dos oligonucleotideos gene-
especifico (10 mM) e 0,3 ul do oligonucleotideo especifico para a borda do T-DNA,
respeitando-se os respectivos T-DNAs inseridos nas diferentes linhagens (SALK LBb1.3 para
atdicl e atdic3, e SAIL.LB para atdic2). O volume final da reacéo foi ajustado para 10 ul com
agua ultrapura. As condic¢des da PCR foram: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida
de 33 ciclos com desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 61°C por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 45 segundos, e extensdo final a 72°C por 5 minutos. A mesma reacao foi
empreendida utilizando-se o outro oligonicleotideo gene-especifico combinado com o
oligonucleotideo especifico para a borda do T-DNA em questdo. O DNA genémico de

43



arabidopsis (Col-0) selvagem foi usado como controle. Os produtos de amplificacdo foram

visualizados em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo.
4.1.2.5 Localizacdo da insercdo do T-DNA

A fim de determinar o local de insercdo dos T-DNASs nos genes alvos nas respectivas
linhagens, os produtos de amplificacdo obtidos na genotipagem por PCR de DNA genémico
(item anterior) foram extraidos do gel e purificados. Para isso, utilizou-se o kit GenElute Gel
Extraction (Sigma) conforme as recomendacdes do fabricante. Os produtos purificados foram
devidamente quantificados em aparelho de espectrofotometria Nanodrop (ND-1000, Thermo
Fischer Scientific) e utilizados nas reacbes de sequenciamento empregando 0s
oligonucleotideos gene-especificos (AtDIC1-3) e os oligonucleotideos T-DNAs especificos
(SALK.LBb1.3: AtDIC1,3 e SAIL.LB: AtDIC2). Um sequenciador automatico de DNA modelo
ABI Prism 377 (Applied Biosystems) foi utilizado. As sequéncias obtidas foram entdo

alinhadas com as sequéncias gendmicas de AtDIC1-3 disponiveis no banco TAIR.
4.1.2.6 Anélise de expressdo de AtDIC1-3 em linhagens atdic1-3"

Os efeitos da insercédo do T-DNA na expressdo dos genes alvos foram investigados por
RT-gPCR empregando RNA total extraido de folhas coletadas de plantas (20 dias) das
linhagens atdic1-3”" (n=3/genGtipo), respectivamente. O RNA total de pools de amostras
foliares foi extraido e tratado conforme descrito no item 4.1. Os RNAs tratados foram
imediatamente utilizados para a sintese de cDNA utilizando o kit High Capacity Reverse
Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific) empregando oligonucleotideos randdémicos

conforme descrito no item 4.1.1.2 supracitado.

A expressdo relativa dos genes alvos nos mutantes de insercdo bem como de outros
carreadores correlatos (AtSFC e AtDTC) foi determinada (Tabela 3) utilizando-se o kit GoTaq®
gPCR Master Mix (Promega) conforme recomendagdes do fabricante, ajustando-se o volume
final da reacdo para 10 pl. Os oligonucleotideos gene-especificos (AtDIC1-3) adotados sdo
aqueles apontados na Tabela 1. O gene AtGAPDH foi usado como normalizador endégeno e
amostras de A. thaliana (Col-0) foram eleitas como calibrador. Uma vez determinada a
expressdo dos genes alvos nos seus respectivos mutantes atdic1-37, analises de expressdo dos
genes AtDIC1-3 nos diferentes genotipos foram realizadas a fim de detectar possiveis efeitos

de expressdo compensatdria.
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Tabela 3. Lista de oligonucleotideos utilizados na analise de expressao relativa de genes

pertencentes a MCF.

Oligonucleotideo Locus ID Sequéncia
gAtSFC1_F 5> CGGCGCTTACAAAGGAATCG ¥’
AT5G01340.1
gAtSFC1_R 5’ ATCCCATCCGAAGCGTGTAC 3’
gAtDTC_F 5> ATGTGGTCTGACAGCTGGTG 3’
AT5G01340.1
gAtDTC_R 5> AAGCGCATGGAAAGCATTGG 3°

4.1.2.7 Caracterizacgao fenotipica

Os fenotipos resultantes da perda de fungdo foram avaliados como descrito (Weigel e
Glazebrook, 2002). Em paralelo, o comportamento de tais plantas frente aos estresses osmotico
e salino foi investigado conforme descrito por Begcy e colaboradores (2011). Para tal, foram
realizados testes de germinacéo e de crescimento de raizes em condigdes de estresse bem como

analises de desenvolvimento de plantas mutantes atdic1-3"".

Para avaliar o efeito da insercdo de T-DNA nos genes alvos sobre a aquisi¢do ou perda
de tolerancia aos estresses abioticos, analises de crescimento radicular foram empregadas. Para
tal, as sementes de cada linhagem em estudo e do controle selvagem foram esterilizadas e
germinadas em placas de Petri contendo meio MS suplementado com sacarose (3g.L™Y) meia
forca (MS/2, isto é, com concentrades de sais e sacarose reduzidas a metade) (Murashige e
Skoog, 1962) contendo 0,8% de Phytagel (Sigma). Dez dias apds a semeadura, as plantulas
(n=5/gendtipo) foram transferidas para placas contendo meio MS/2 sem (controle) ou com a
adicdo de manitol (200 mM) e NaCl (100 mM), respectivamente. As placas foram, entdo,
mantidas em posicao vertical em camara de crescimento para favorecer o alongamento das
raizes. O comprimento da raiz principal foi aferido dez dias apés a realizagdo do tratamento,
sendo o ensaio conduzido em triplicata e, para tal, registrou-se o experimento em fotografias e

utilizou-se o software de analise de imagem ImageJ (Schindelin et al., 2012).

Os testes de germinacdo foram realizados dispondo 30 sementes de cada linhagem em
estudo e do controle selvagem em placa de Petri contendo meio MS/2 adicionado, ou nédo
(controle), de manitol (200 mM) e NaCl (100 mM), respectivamente. As sementes foram
inicialmente desinfestadas em etanol 70% por 1 min, hipoclorito de sédio 70% por 10 minutos

com posterior lavagem (5x) com agua Milli-Q autoclavada e mantidas por 72 h no escuro a 4°C
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para a quebra de dorméncia. As placas foram entdo transferidas para camara climatizada e a
germinacao (determinada pela emissdo da radicula) foi acompanhada ao longo de duas semanas
sendo calculados os indices de germinacéo e velocidade de germinacgédo. O ensaio foi realizado
em triplicata para tratamento estatistico dos resultados. O indice de velocidade de germinagao
(IVG) foi calculado pela formula IVG =Y’ (ni/ti), em que ni corresponde ao nimero de sementes
que germinaram no tempo “i” cujos valores foram somados individualmente sendo o0s

experimentos conduzidos em triplicatas.

Num primeiro momento, os efeitos fenotipicos associados foram avaliados ao longo do
desenvolvimento vegetativo de individuos atdic1-37. Para tal, sementes das referidas linhagens
homozigotas, bem como sementes selvagens (Col-0), foram germinadas em substrato composto
(90% turfa de Sphagnum e 10% vermiculita), sendo inicialmente intumescidas e estratificadas
a 4°C por 3 dias, na auséncia de luz. Transcorridos dez dias pos-semeadura, as plantulas foram
individualizadas (n = 15) e mantidas em camaras climatizadas com fotoperiodo de 16 horas/dia
de luz artificial e temperatura de 20°C (+ 1°C). Com periodicidade constante ao longo de dez
dias, os individuos foram registrados por fotografia e, através do software de analise de imagem
ImageJ (Schindelin et al., 2012), acompanhou-se o desenvolvimento da area foliar das
diferentes linhagens. Em paralelo, aferiu-se a relacdo de acumulo de biomassa (fresca e seca)
referente a parte aérea. Como parametros do desenvolvimento reprodutivo, mensurou-se o
tempo de floragcdo, comprimento das silicas e producdo de sementes das respectivas linhagens

mutantes e os valores obtidos foram comparados com os valores de plantas selvagem (Col-0).
4.1.2.8 Analises fisioldgicas

Para as analises fisioldgicas e subsequentes, foram empregadas as linhagens cujo evento
de insercdo de T-DNA revelou impacto mais pronunciado na expressdo dos genes alvos. Diante
disso, para a avaliacdo das trocas gasosas foram utilizadas plantas com 40 dias (n=5) e um
analisador de gas infravermelho IRGA (ACD, modelo LCPro SD) com fluxo de ar de 300 mL
min* e fonte de luz acoplada de 1200 umol m2 s™. Os seguintes pardmetros foram avaliados:
concentragdo interna de carbono (Ci) (umol m2 s1), conduténcia estomatica (gs) (mol de H20
m2s7), transpiracdo (E) (mmol de H,0 ms?) e taxa de fotossintese liquida (A) (umol de CO;
m2s1). A partir de tais dados foram calculadas a eficiéncia instantanea no uso da agua (EiUA)
pela razdo entre a fotossintese liquida e a transpiracdo (A/E) e a eficiéncia instantanea de
carboxilagdo (EiC) mensurada a partir da relacéo entre a fotossintese liquida e a concentracéo

interna de carbono (A/Ci).
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Adicionalmente, o consumo de O» foi medido usando o respirdmetro Oxygraph-2k
(Oroboros, Innsbruk, Austria) disponivel no Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo
(USP). Para tal, plantas inteiras (03 semanas) do controle selvagem (Col-0) e das linhagens
mutantes atdic1-3 (n=3/ genotipo) foram incubadas em temperatura ambiente e no escuro por
1 h. Posteriormente, aproximadamente 10 mg de folhas frescas foram seccionadas e 0s cortes
longitudinais e transversais foram devidamente pesados e submergidos em 2,1 mL de meio MS
(pH 5,8) saturado de ar e, entdo, o consumo de oxigénio por massa foi monitorado a 25°C e
agitacdo constante de 80 rpm. As medidas foram amostradas em 120 pontos estaveis

consecutivos (1/segundo) desprezando-se 0s primeiros dois minutos.

4.1.2.9 Analises de expressao relativa dos genes AtDIC1-3 em condi¢fes de estresse

abiotico

A expressao dos genes AtDIC1-3 foi avaliada em resposta aos estresses salino (NaCl) e
osmotico (manitol), respectivamente, empregando protocolo previamente descrito (Matiolli et
al., 2011). Para tal, aproximadamente 10 mg de sementes desinfestadas do controle selvagem
(Col-0) bem como dos mutantes de insercdo foram usados. As sementes foram inicialmente
incubadas em meio MS/2 liquido por 72 h no escuro a 4°C para a quebra de dorméncia, sendo
entdo mantidas sob agitacdo (67 rpm) a 20°C (x 1°C) e luz artificial constante por 7 dias. Apos
esse periodo, as plantulas foram transferidas para novo meio MS/2 liquido adicionado de NaCl
(100 mM) ou manitol (200 mM). As amostras foram coletadas em diferentes tempos (6, 12 e
24 h) para posterior extragdo de RNA total e andlise por RT-gPCR conforme descrito
anteriormente. Paralelamente, amostras de plantas crescidas em condi¢es normais (MS/2 sem
adicdo de agente estressante) foram coletadas nos referidos tempos e estas foram consideradas
grupo controle. A quantificacao da expressao relativa foi realizada de acordo com o descrito no
item 4.1.2.2.

4.1.2.10 Analise de expresséo relativa de genes marcadores de funcdo mitocondrial

A fim de verificar possiveis distarbios provocados pelo nocaute dos genes em estudo no
funcionamento da mitocdndria, analises de expressdo relativa de genes considerados
marcadores de funcdo mitocondrial (AtAOX1A, AtCOX15 e AtVDAC1) foram realizadas
empregando as amostras obtidas no item anterior. Oligonucleotideos gene-especificos foram
desenhados conforme descrito no item 4.1.2.2 realizando-se pequenos ajustes manuais na
sequéncia visando garantir sua especificidade, a qual foi verificada por alinhamentos com o
genoma de arabidopsis através da ferramenta BLAST disponivel no banco de dados
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http://www.arabidopsis.org (Tabela 4). O método matematico adotado para calcular os niveis

de expressao foi em concordancia ao descrito anteriormente (item 4.1.1.2).

Tabela 4. Lista de nucleotideos utilizados na analise de expressdo de genes marcadores

mitocondriais.

Oligonucleotideo Locus ID Sequéncia

gAtAox1AF 5> CCGATTTGTTCTTCCAGAGG 3’
AT3G22370

gAtAox1A R 5 GCGCTCTCTCGTACCATTTC 3’

gAtCOX15 F 5’ AGTGGTTTAGAGGAGCCACCG 3’
AT5G56090

gAtCOX15R 5> TCAGCTGGTGGTTCAGGCAT 3’

gAtVDAC F 5> TGAGGTCAATCTTCAGCTTCAA 3°
AT3G01280

gAtVDAC R 5> TTTCCAGACTTGGTGTCAAATG 3’

4.1.2.11 Deteccao de espécies reativas de oxigénio

Para a detecgdo de perdxido de hidrogénio (H202), plantulas das linhagens atdic1-37 com
trés semanas apds a germinacao foram submetidas a reacdo com 3,3’-diaminobenzidine (DAB)

conforme descrito (Daudia e O’Brien, 2012).
4.1.2.12 Determinacao do perfil metabolico e analises dos dados

Visando a determinacdo do perfil metabdlico, sementes do controle selvagem (Col-0) e
de linhagens mutantes atdic1-3 foram germinadas em substrato e mantidas nas condicdes de
cultivo habituais. Amostras de roseta vegetativa (n=5/gen6tipo) com 40 dias (fendtipo mais
exacerbado) foram coletadas, imediatamente congeladas em liquido e, posteriormente,
maceradas em condi¢des estéreis. A 50 mg do macerado fino foram entdo adicionados 1000 puL
de solucéo de extracdo de metabdlitos (4°C) [90% (v v) metanol, suplementado com 2 mg/ml
de ribitol e 6 mg/ml de &cido adipico como padrdes internos]. As amostras foram imediatamente
submetidas a vortex e agitadas em 1.400 rpm durante 20 min a 75°C, sendo em seguida
mantidas em gelo e submetidas a trés pulsos de um minuto cada em sonicador 40Hzs-1. Os
detritos celulares foram removidos por centrifugacdo a 12000 rpm por 5 min a 4°C. As amostras
foram filtradas (filtros de com 0,2 um de didmetro) e 900 uL do sobrenadante filtrado foi
transferido para um vial de vidro ambar com capacidade de 1,5 mL. As amostras foram em

seguida submetidas a drenagem usando um SpeedVac.
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As andlises de perfil metabolico foram realizadas em um equipamento Pegasus® BT GC-
TOFMS disponivel na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de
Séo Paulo (USP). Brevemente, as amostras foram derivatizadas em duas etapas, a primeira
adicionando-se 30 puL de metoxiamina (15 pg/ pL em piridina) por 16 h em temperatura
ambiente, no escuro e, posteriormente, adicionando-se MSTFA (N-methyl-N-
trimethylsilyltrifluoroacetamide) com 1% TMCS (trimethylchlorosilane). Apo6s incubacao em
temperatura ambiente por 1 h, adicionou-se 30 uL de solugéo padréo de alcanos C8-C20 40 ng
cada por uL de hexano. Finalizada a preparacdo das amostras, estas foram injetadas no
equipamento supracitado.

A normalizacdo dos dados obtidos foi realizada empregando script do R Studio.
Resumidamente, empregou-se o Total ion count como método de normalizacdo, onde cada um
dos metabolitos de uma amostra é normalizado (dividido) em funcdo de todas as intensidades
observadas de todos os metabdlitos no conjunto amostral. O script prevé, ainda, a remocao de
metabdlitos que pds-normalizacéo, revelaram-se zerados entre todas as amostras. As analises
foram incialmente realizadas em triplicatas técnicas e as quadruplicatas mais fidedignas
estatisticamente na sua repeticdo técnica mais suportada foram selecionadas para a analise de

dados.

O servidor MetaboAnalyst foi empregado nas analises estatisticas das analises de
intensidades relativas e de vias metabolicas (disponivel em
https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml). Para a analise global de
metabolitos, nenhum filtro ou normalizacdo foram aplicados, sendo os dados submetidos a
transformacéo logaritmica (log2) e escalonamento de Pareto. No que se refere as analises de
vias metabdlicas alteradas, as configuracdes adotadas foram as padrdes e os metabdlitos
submetidos como entrada foram aqueles cujas abundancias revelaram-se diferenciais pela

ANOVA realizada na anéalise anterior.

4.1.3 Anélise de ganho de funcdo em linhagens de A. thaliana superexpressoras
4.1.3.1 Construcao dos cassetes de superexpressao

Devido a auséncia de uma segunda linhagem mutante para o gene AtDIC2 decidiu-se pela
geracdo de linhagens transgénicas de arabidopsis com superexpressdo deste gene. Para a

obtengdo do cassete de superexpressdo, a regido codificadora de AtDIC2 foi amplificada e
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clonada em vetor binario pB1121 (Clontech), permanecendo assim, sob controle do promotor
35S do virus do mosaico da couve flor (CaMV) e do terminador da nopalina sintetase (NOS)
(Figura 3). O cDNA foi amplificado por RT-PCR empregando RNA total extraido de caule e
oligonucleotideos gene-especificos adicionados dos sitios para as enzimas de restricdo BamHI
e Sacl (AtDIC2 BamHI F 5> GGCGGATCCATGGGAGTCAAAAGTTTCGTT 3’ ¢ AtDIC2
Sacl R 5 GGCGAGCTCTCAAAAATCTCGAAGCAG 3’), respectivamente. Apoés a ligacao
do cDNA no vetor binério digerido pelas referidas enzimas (gerando o cassete 35S::AtDIC2),
células competentes da cepa DH5a de Escherichia coli, preparadas conforme protocolo descrito
(Sambrook et al.,, 2001), foram transformadas empregando choque térmico. Apds a
transformacao, as bactérias foram plagueadas em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani
(LB) solido (0,1% p/v de triptona, 0,05% p/v de extrato de levedura, 0,1 % p/v de NaCl e 0,15%
p/v de Select Agar em agua deionizada, pH 7,0) adicionado de 100 ug/ml de canamicina. As
placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 h. A transformacdo foi confirmada por PCR
de coldnia, e os produtos foram analisados por eletroferese em gel de agarose 1%. Apos a
confirmacdo, o DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina (Sambrook e Russel, 2001),

sequenciado e, entdo, inserido em agrobactéria visando a inser¢do em planta.

BamHI Sacl
nptil ‘ AfDIC2
3 | LE
MNOS-ter NOS-pro 355 pro MOS-ter

Figura 3. Representacdo esquematica do cassete de expressdo p35S::AtDIC2. As caixas em
cinza representam as bordas direita (RB) e esquerda (LB) do cassete de expressdo. nptll
(neomycin phosphotransferase 1) - gene que confere resisténcia a canamcina. NOS-pro e NOS-

ter - promotor e terminador NOS (nopaline synthase), respectivamente.
4.1.3.2 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

A producdo das células competentes e transformacao de A. tumefaciens cepas GV 3101
foi baseada no protocolo descrito por Lacorte & Romano (1998). Apos a transformacao,
analises de PCR de col6nia empregando oligonucleotideos especificos para a regido
codificadora do gene AtDIC2 foram realizadas a fim de confirmar a transformacdo das

agrobactérias com o plasmideo recombinante.

50



4.1.3.3 Transformacéo de arabidopsis por imersao floral

Plantas de A. thaliana (Col-0) foram transformadas empregando a técnica de imersao
floral como descrito (Zhang et al., 2006). Para tal, 100 ul de um pré-indculo obtido a partir de
uma col6nia isolada de A. tumefaciens cepa GV 3101 transformada com o cassete de expressao
35S:AtDIC1-3 foram inoculados em 500 ml de meio LB liquido acrescido de canamicina. Os
indculos foram, entdo, incubados por um periodo de 16-24 h a 28°C, até que fosse atingida uma
absorbancia (600 nm) de aproximadamente 1,5~2,0. O meio foi, entdo, centrifugado a 4000
rpm por 10 min a temperatura ambiente. Apos a centrifugacao, as bactérias foram ressuspensas
em um volume de solugdo de sucrose. A esta solugéo foi adicionado surfactante (SilwetL-77)
na concentragdo de 0,02% do volume, sendo a solugdo homogeneizada e transferida para um
béquer. Em seguida, as partes aéreas contendo os botdes florais de arabidospsis foram
submersas na suspensdo bacteriana por 30 segundos sob leve agitacdo e com o auxilio de
micropipetador, 1l da suspensdo de células foi cuidadosamente colocado sobre os botdes
florais. As plantas foram drenadas por 5 segundos e cobertas com filme plastico para
manutencdo da umidade, sendo em seguida transferidas para camara climatizada com
fotoperiodo de 16 h de luz artificial e temperatura entre 20°C (x 1°C). No dia seguinte, a
cobertura foi removida, e apos 30 dias, as sementes foram coletadas para selecdo dos
transformantes. A selec¢do foi realizada no periodo p6s-germinacéo utilizando como parametro
o0 tamanho do hipocétilo das plantulas conforme descrito por Harrison e colaboradores (2006).
Por essa metodologia, os transformantes sao identificados através de seus hipocotilos alongados

em adicdo a selecdo por resisténcia ao antibidtico.
4.1.3.4 Genotipagem

Plantas T» derivadas do screening inicial descrito no item anterior foram obtidas e tiveram
seu DNA genémico extraido conforme descrito no item 4.1.2.2. Posteriormente, a genotipagem
foi realizada por PCR utilizando-se o kit GoTaq Master Mix (Promega). A reacdo foi composta
por 1 ul do DNA genomico extraido (aproximadamente 20 ng), 0,3 pl de oligonucleotideo gene-
especifico reverso supracitado (10 mM) e 0,3 ul do oligonucleotideo especifico para a regido
promotora CAMV35S (5'-ACAATCCCACTATCCTTC-3"). O volume final da reacdo foi
ajustado para 10 ul com agua ultrapura. As condi¢des da PCR foram: desnaturacao inicial a
95°C por 5 minutos, seguida de 33 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 58°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, e extensao final a 72°C

por 5 minutos. Amostras de DNA de A. thaliana Col-0 ndo transformada foram empregadas
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como controle negativo. Os produtos das reagdes foram visualizados em gel de agarose 1%

corado com brometo de etideo.
4.1.3.5 Andlise do nivel de expressado de AtDIC2 e selecéo de linhagens

Visando verificar os niveis de expressdao de AtDIC2 nas linhagens positivas para a
insercdo do cassete de expressao, amostras de folha foram coletadas de plantulas e o RNA total
extraido conforme descrito no item 11.1.1.2. A expressao relativa de AtDIC2 foi determinada
por PCR em tempo real (QPCR). O método de 224t (Livak e Schmittgen, 2001), onde o gene
AtGAPDH foi usado como normalizador endégeno e amostras de A. thaliana Col-0 foram

eleitas como calibrador.
4.1.3.6 Analises funcionais

Os parametros descritos no item 4.1.2.7 foram igualmente avaliados nas linhagens

selecionadas conforme descrito no item anterior.

4.2 Resultados e Discussdo
4.2.1 Validacéo dos padrdes de expresséao de AtDIC1-3

Palmieri e colaboradores (2008) rastrearam os perfis de expressao 6rgdo/tecido especifica
de AtDIC1-3 em dados de transcriptoma (microarray) e os validaram por RT-gPCR. No
entanto, algumas divergéncias quanto aos padrées de expressdo do gene AtDIC3 foram
encontradas. Os autores atribuem uma expressao preferencial em raiz e caule a AtDIC1 e em
raiz, caule e folha a AtDIC2, porém, ndo obtiveram éxito na detec¢do da expressédo de AtDIC3.
Este gene foi inicialmente relatado como sendo expresso especificamente em flores e silicas.
Considerando tais divergéncias e objetivando atestar o padrao de expressdo dos referidos genes,
uma analise de RT-gPCR foi realizada empregando amostras de cDNA obtidas a partir de um
set mais completo de érgdos/tecidos de A. thaliana (Col-0). Segundo os resultados obtidos
(Figura 4), o gene AtDIC1 apresentou um padrdo de expressdo ubiquo, sendo detectado em
todos os drgdos/tecidos amostrados, e mais intensamente em roseta, botGes florais em estagio
inicial de desenvolvimento (estagio 9; Boyes et al.,2008) e em flores pos-antese (estagio 15;
Boyes et al, 2008). J4 o gene AtDIC2, apesar de expresso em baixos niveis em todos os
orgdos/tecidos analisados, revelou-se mais intensamente expresso em regides de internds do

caule, o que corrobora dados prévios de transcriptoma (Klepikova et al., 2016). A expressao do
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gene AtDIC3 é, de fato, mais basal e de dificil detec¢do. No entanto, sua expressao foi detectada
em botdes florais em estagios iniciais de desenvolvimento (estagio 9) e de maneira significativa
em flores pos-antese e silicas, sugerindo, portanto, uma funcdo especializada durante a fase
reprodutiva. Esses resultados sugerem a existéncia de especificidade funcional e favorecem a

hipotese de que essas isoformas atuariam de forma n&o redundante.
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Figura 4. Padrdo de expressdo 6rgao/tecido-especifico dos genes AtDIC1-3 em A. thaliana
(Col-0). A expressdo em um pool de drgaos/tecidos amostrados foi usada como calibrador
(adotada como sendo igual a 1). Os asteriscos indicam niveis de expressdo com diferenca
estatistica em relacdo ao selvagem (Col-0) com *p-value<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e

****n<0,0001, respectivamente.
4.2.2 Avaliacao funcional dos mutantes de insercéo atdic1-3
Genotipagem e localizacéo da insercao de T-DNA

Sementes de linhagens contendo insercdo de T-DNA nos genes alvos [AtDIC1
(AT2G22500), AtDIC2 (AT4G24570) e AtDIC3 (AT5G09470)] foram adquiridas junto ao
banco ABRC. A fim de confirmar se tais linhagens apresentavam a insercao de T-DNA e, ainda,
selecionar os individuos homozigotos, realizou-se a genotipagem por PCR de DNA gendmico
empregando-se oligonucleotideos gene-especificos e outro dirigido para a borda do T-DNA
correspondente. Como resultado, linhagens homozigotas para os genes AtDIC1 (SALK 090789
e SALK 067118), AtDIC2 (SAIL_1267_F09) e AtDIC3 (SALK 001547 e SALK_087822),

respectivamente, foram obtidas (Figura 5A).
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Figura 5. Genotipagem dos mutantes de insercdo atdicl1-3 para confirmagdo da homozigose.
(A) Produtos de amplificagdo dos genes alvo (AtDIC1-3) empregando DNA genémico extraido
de plantas mutantes e do tipo selvagem (WT Col-0). Gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etideo. (B) Localizacdo da insercdo de T-DNA nos genes alvos. (C) Efeito da insercéo de T-
DNA na expressao dos genes alvos, AtDIC1-3. A expressdo em plantas selvagens (Col-0) foi
usada como calibrador (adotada como sendo igual a 1). (****) indicam niveis de expressao com

diferenca estatistica em relagdo ao selvagem com p-value<0,0001.

Os produtos de PCR obtidos no item anterior foram submetidos a sequenciamento a fim
de determinar o local de inser¢édo do T-DNA nos genes alvos em cada linhagem mutante. Os
genes AtDIC1 e AtDIC2 sdo compostos por regides ndo traduzidas posicionadas tanto em 5’
guanto em 3’ e por um Unico éxon, enquanto que o gene AtDIC3 é constituido por dois éxons
intercalados por uma regido intronica do tipo Il (Figura 5B; Palmieri et al., 2008). De acordo
com os resultados de sequenciamento, no mutante SALK_ 090789 (atdic1-1) o T-DNA esté
inserido na regido promotora [-289 pares de base (pb) a partir do sitio de inicio da transcri¢éo]
enquanto o mutante SALK 067118 (atdicl-2) apresenta a inser¢do localizada na regido

codificadora (+1542 pb a partir do sitio de inicio da transcricdo). No mutante SAIL_1267 F09
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(atdic2), a inser¢éo localiza-se na porgéo final da regido codificadora (+1055 pb a partir do sitio
de inicio da transcri¢do). Ja nos mutantes SALK 001547 (atdic3-1) e SALK 087822 (atdic3-
2), 0 T-DNA esté inserido na regido promotora proximal e codificadora terminal (-167 pb e

+1390 pb a partir do sitio de inicio da transcricao, respectivamente) (Figura 3B).

Verificacédo dos efeitos das insercdes de T-DNA na expressao dos genes alvos

A expressdo relativa dos genes alvos nos mutantes de insercdo atdicl-3 foi avaliada
empregando RT-qPCR. Os resultados obtidos revelaram uma redugéo drastica nos niveis de
transcritos dos genes alvos nos trés mutantes avaliados (Figura 5C). O mutante atdicl-1
apresentou uma reducdo de 97,9% na expressdao do gene AtDIC1 quando comparado com
arabidopsis Col-0. Da mesma maneira, 0s mutantes atdic2 e atdic3-1 apresentaram 90,1% e
99,9% de reducéo na expressdo dos genes AtDIC2 e AtDIC3, respectivamente, em relacdo a
expressdo observada em Col-0. Em contrapartida, as linhagens atdicl-2 e atdic3-2
manifestaram um efeito mais brando nos niveis de expressao dos genes alvos, alcancando 73%

e 71% de reducao, respectivamente.

Andlises dos efeitos da inserc¢éo in planta
Efeitos na Germinacgéo

Dados publicos de expressdo em larga escala disponiveis no BAR (bar.utoronto.ca)
demonstram que os genes AtDIC1 e AtDIC2 sdo altamente expressos nas fases tardias da
germinacdo e em cotilédones, dados parcialmente corroborados pela analise de expressdo
orgdo/tecido especifica obtida no presente trabalho (Figura 4). Neste contexto, postula-se que
esses carreadores, especialmente AtDIC1, possam desempenhar um papel importante na
mobilizagdo de lipideos de reserva durante a germinacao, ja que sdo capazes de transportar
succinato e malato (Palmieri et al., 2008). Assim, a fim de investigar essa possibilidade, testes
de germinacdo de sementes em condic¢des normais (meio MS/2) e sob estresse abidtico (MS/2
adicionado de NaCl ou manitol) foram realizados.

Os resultados obtidos revelam que, em condigfes normais de crescimento, todos 0s
mutantes apresentaram um acometimento da germinacdo nas fases iniciais (entre 4 e 6 dias)
com atraso na emissdo de radicula em comparacdo com o controle Col-0 (Figura 6A). Porém,

8 dias ap0s a semeadura, este efeito foi atenuado e uma recuperagao, em comparagao ao controle
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selvagem (Col-0), foi observada (Figura 6A). Esses resultados sdo compativeis com um papel
relevante destes carreadores na fase inicial da germinacdo. Ja sob imposicdo de estresses
osmotico ou salino, o maior efeito sobre a germinagdo das sementes foi observado no mutante
atdic2 com uma reducéo de 22,22% e 41,11% nas taxas de germinagéo em presenga de manitol
ou NaCl, respectivamente, sendo seguido pelos mutantes atdic1-1 e atdic1-2 (Figura 6B e 6C).
O mutante atdic2 €, portanto, o gendtipo mais sensivel em comparacdo aos demais. Esses
resultados sugerem que a AtDIC2 possui um papel metabdlico relevante durante a germinacao,
especialmente em condi¢fes de estresse. Como ja mencionado, uma intensa inducdo da
expressdo deste gene em estagios tardios da germinacdo em condigdes normais ja foi relatada
(Narsai et al., 2011).
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Figura 6. indices de germinacio (emergéncia da radicula) de atdic1-37- em condiges controle
(A), estresse osmotico (B) e salino (C). Os dados sdo as médias de trés experimentos
independentes usando 30 sementes/linhagem. Os asteriscos indicam diferenca estatistica em
relacdo ao selvagem (Col-0) com (*) p-value<0,05, (**) p-value<0,01, (***) p-value<0,001 e
(****) p-value<0,0001.

As velocidades de germinacdo das sementes das linhagens supracitadas também se

revelaram comprometidas (Tabela 4). Em condigdes controle, as velocidades de germinagéo
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dos mutantes atdicl-1, atdic1-2 e atdic2 foram prejudicadas em, aproximadamente, 15%. Por
outro lado, as linhagens atdic3 foram menos afetadas apresentando velocidades de germinacéo
estatisticamente similares a do controle selvagem. Isso se deve muito provavelmente a potencial
funcionalizacdo deste gene no desenvolvimento reprodutivo. As taxas de germinagédo
revelaram-se atenuadas, porém conservadas nas linhagens atdicl-2 e atdic3-2 quando

comparadas as linhagens atdic1-1 e atdic3-1 (Tabela 4)

Tabela 4. indice de velocidade da germinacio das linhagens de mutantes de insercdo atdic1-3
em condigdes controle, de estresse osmotico e estresse salino. Os nimeros destacados em

negrito denotam significancia estatistica com um valor p<0,05.

Controle Manitol NaCl

Col-0 16,83 14,11 14,70

atdicl-1 14,17 9,87 14,14
atdicl-2 14,22 10,27 14,22
atdic2 14,31 7,44 10,35

atdic3-1 14,52 11,02 13,23
atdic3-2 14,76 12,49 13,24

Efeito no alongamento de raizes

Dada a sugerida associacdo funcional entre os carreadores de dicarboxilato e o
desenvolvimento vegetal, em especial nas fases iniciais, a responsividade destes aos estresses
(Palmieri et al. 2008) e a expressdo induzida de AtDIC2 em tecidos como columela, cértex e
cambio vascular (lyer-Pascuzzi et al., 2011), procurou-se, num segundo momento, investigar o
efeito das mutacdes nos genes alvos sobre o desenvolvimento das raizes em condi¢des normais
ou sob estresse abidtico (osmatico e salino).

Curiosamente, nenhuma alteracdo no comprimento da raiz primaria foi observada nos
mutantes de insercdo quando comparados com o gendtipo selvagem (Col-0) em condicGes
normais de crescimento. No entanto, em condicdes de estresse osmético ou salino, observa-se
um claro encurtamento da raiz primaria em atdic2, atdic3-1 e atdic3-2, sugerindo que 0s
referidos genes sejam fundamentais na resposta a tais estresses nesta fase de desenvolvimento

(Figura 7), o que se faz coerente com dados disponiveis na literatura nos quais as expressoes de
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AtDIC2 e AtDIC3 em amostras radiculares eram alteradas diante de variagdes de pH (AtDIC2),
deficiéncia de selénio (AtDIC2,3) e na presenca de NO> (AtDIC3) (lyer-Pascuzzi et al., 2011;
Kilian et al., 2007). Os resultados observados estdo em conformidade com dados de
transcriptoma disponiveis no banco de dados BAR (bar.utoronto.ca), que apontam um intenso
e rapido aumento nos niveis de transcritos dos genes AtDIC1-3 diante da imposicao de estresses
abidticos, especialmente, salino e osmdtico. Salienta-se, ainda, que AtDIC3 é o gene cuja
expressao revela-se mais permanentemente induzida em virtude de estresse salino (Kilian et al.,
2007). Esse dado, associado ao fato de atdic3-1 ser um mutante nocaute, corrobora o
encurtamento exacerbado da raiz primaria neste mutante. Por outro lado, o aumento
significativo no comprimento da raiz principal observado nos mutantes atdicl sob estresse
salino pode estar associado a um efeito de expressdo compensatéria do gene AtDIC2 como sera
discutido posteriormente. Cabe ressaltar ainda que AtDIC1 e AtDIC2 séo responsivos a
diferentes tipos de estresses abidticos, sendo AtDIC1 altamente induzido na presenca de estresse

salino e AtDIC2 em resposta ao estresse oxidativo.
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Figura 7. Comprimento das raizes primarias nos mutantes atdic. O comprimento da raiz
principal foi mensurado 20 dias ap6s a germinacdo em placas contendo meio MS/2 Adicionado,
ou ndo (condicdo controle), de manitol e NaCl, respectivamente. Os dados correspondem as
médias e o desvio padrdo de trés experimentos independentes usando cinco plantulas/genétipo.
Os asteriscos indicam diferenca estatistica em relacdo ao selvagem (Col-0) com (*) p-
value<0,05, (**) p-value<0,01, (***) p-value<0,001 e (****) p-value<0,0001.
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Efeitos no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo

Adicionalmente, o desenvolvimento vegetativo dos mutantes atdicl-3 foi avaliado
através da quantificacdo da area foliar e mensuracao do acimulo de biomassa (fresca e seca) da
parte aérea (roseta). Cabe destacar que a area foliar estd intimamente relacionada com o
metabolismo energético. Como é possivel constatar nas figuras 8A e 8B, todos as linhagens
mutantes apresentaram uma area foliar superior ao genétipo selvagem Col-0, sendo esta
diferenca visivel a partir dos 30 dias pds-semeadura. Essa disparidade foi intensificada ao longo
do tempo, tornando-se ainda mais evidente e estatisticamente significativa aos 40 dias pés-
semeadura em fotoperiodo 16h/8h refletindo diretamente em sua biomassa, tanto fresca quanto
seca, sendo os efeitos mais acentuados observados nos mutantes atdicl-1 e atdic3-1 (Figuras
8C e 8D). Nota-se ainda uma tendéncia de aumento de biomassa em atdic2, mas este, no
entanto, ndo se revelou estatisticamente significativo em relacdo ao controle (Col-0). Esses
resultados evidenciam um desenvolvimento vegetativo mais acentuado nos mutantes em
comparacdo ao selvagem. Dando suporte a esses dados, Chaves e colaboradores (2019)
observaram efeitos fenotipicos similares em linhagens cuja expresséo do transportador de NAD
mitocondrial foi comprometida, reiterando a importancia da homeostase dos niveis de NAD
mitocondrial no desenvolvimento vegetativo. Igualmente, tomates deficientes na expresséo de
malato desidrogenase mitocondrial exibem maior acimulo de biomassa em sua parte aérea,
incluindo-se os frutos (Nunes-Nesi et al., 2005) Em contrapartida, dados da literatura relatam
uma correlacdo positiva entre os niveis de expressdo de DICs e o crescimento e proliferacdo
celular em levedura e células tumorais (Palmieri et al., 1999; Zhou et al., 2015).

Por outro lado, quando avaliados os parametros associados ao desenvolvimento
reprodutivo, alguns efeitos mais discretos, porém estatisticamente significativos, foram
observados. Nota-se uma tendéncia de antecipagdo da floracdo em 3 e 4 dias nos mutantes
atdicl-1 e atdic3-1, respectivamente (Figura 8E), e, adicionalmente, um moderado prejuizo no
comprimento das silicas, especialmente no mutante atdic1-1 (Figura 8F). E importante notar,
ainda, que embora se observe uma atenuacdo dos parametros supracitados, os efeitos na
producéo de sementes foram exacerbados, especialmente nos mutantes atdicl-1 e atdic3-1
(Figura 6G). A relacdo do status mitocondrial com o desenvolvimento reprodutivo vem sendo
amplamente discutida, sugerindo que niveis de mitoROS e ATP sejam potenciais reguladores
nos referidos estagios (Arcuri et al.,2021). Dessa forma, assumindo-se o potencial papel
anapleurdético dos DICs em arabidopsis proposto por Palmieri e colaboradores (2008) e a intima

relacdo estabelecida entre o CAC e a fosforilacdo oxidativa, é plausivel especular-se que a
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interferéncia na expressao de AtDIC1-3 afete a homeostase mitocondrial e, assim, exerca efeitos

sobre o desenvolvimento reprodutivo.
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Figura 8. Avaliagdo fenotipica dos mutantes de insercdo atdic1-3. Em (A) sdo apresentadas
imagens representativas dos mutantes atdic1-3 e do genotipo selvagem (Col-0). A éarea foliar
foi avaliada ao longo do tempo (B) e as biomassas fresca (C) e seca (D) aos 40 dias pos-
semeadura. Os parametros de desenvolvimento reprodutivo, tempo de floragdo (E),
comprimento das silicas (F) e producdo de sementes (G) foram igualmente avaliados. Os
asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao selvagem Col-0 (*
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001).

Cabe ressaltar que os fenotipos se revelaram conservados em relacdo aos diferentes
gendtipos, sendo igualmente observados entre as distintas linhagens mutantes testadas. Por
outro lado, estes foram mais brandos nas linhagens atdicl-2 e atdic3-2, nas quais uma reducgéo
mais discreta na expressao dos genes alvos foi constatada. Por esta razao, as analises a seguir
concentraram-se nas linhagens atdic1-1, atdic2 e atdic3-1, sendo que, para fins estéticos, serdo
adotadas as nomenclaturas atdicl e atdic3 para as linhagens SALK 090789 e SALK 001547,

respectivamente.

60



Expressdo compensatéria

A fim de verificar se os fendtipos observados, em especial aqueles relacionados ao
aumento de biomassa, estavam associados a uma possivel expressdo compensatéria, a
expressao dos genes AtDIC1-3 nos respectivos mutantes foi avaliada por PCR em tempo real.
Para acessar informacdes sobre possivel compensacdo transcricional de outros carreadores com
afinidade pelo transporte de dicarboxilatos, os niveis de expressdo do transportador de
succinato/fumarato (AtSFC) e do carreador de di-tricarboxilatos (AtDTC) foram avaliados em

paralelo.

Como pode ser constatado na Figura 9, apenas o gene AtDIC2 teve sua expressao induzida
nos gendtipos em que a expressdo das outras isoformas foi alterada, sendo esta mais
significativa no mutante atdic3. Cabe ressaltar que o referido mutante € o que apresentou maior
reducao de expressdo do gene alvo, podendo ser considerado um mutante nocaute, sequido por
atdicl (Figura 5). O mutante atdic2 ndo apresentou qualquer efeito de expressdo compensatdria
estatisticamente significativo, muito provavelmente devido aos niveis residuais de expressao
do gene AtDIC2 (~10%) observado neste mutante. Os niveis de expressao de AtSFC e AtDTC
também foram minimamente alterados em relacdo ao selvagem, ndo apresentando significancia
estatistica. Tal analise permitiu compreender que, apesar do reduzido nivel de expressdo dos
DICs nos mutantes analisados, outros membros da MCF com afinidade pelo transporte de
dicarboxilatos ndo s@o recrutados para efeito compensatorio. Cabe ressaltar ainda que a
auséncia de expressao compensatdria ndo corrobora a hipotese de redundancia funcional entre
as isoformas, o que estd em conformidade com Palmieri e colaboradores (2008) que, com base
na identidade de sequéncia, nos padrdes de expressao e na afinidade destes transportadores por
diferentes substratos, sugerem a existéncia de uma especializacdo funcional das diferentes
isoformas. Esses dados também indicam que a reducdo na expressao do gene AtDIC2 ndo pode
ser compensada pelos outros dois genes presentes em arabidopsis e sugerem um papel mais

generalista para essa isoforma.
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Figura 9. Evidéncia de expressdao compensatdria dos genes AtDIC1-3, AtSFC e AtDTC nos
mutantes de insercdo atdicl-3. A expressdo em plantas selvagens (Col-0) foi usada como
calibrador (adotada como sendo igual a 1). Asteriscos denotam niveis de expressdo com
diferenca estatistica em relacdo ao selvagem (Col-0) sendo: (*) p<0,05, (**) p<0,01 e (****)
p<0,0001.

A compensacao da expressao reduzida de AtDIC1 e AtDIC3 pela inducao de AtDIC2 pode
estar associada a relacao filogenética estabelecida entre este gene e 0s demais e da suporte aos
dados de tolerancia ao estresse salino observados nos mutantes atdicl e atdic3 durante a
germinacdo (Figura 6C) e estagios iniciais do desenvolvimento radicular (Figura 7).

Avaliagdes fisioldgicas

Como sugerido por Noctor e colaboradores (2007), o metabolismo mitocondrial tem,
como principal fungdo, regular o balanco redox e exerce papel crucial na eficiéncia
fotossintética (Noctor et al., 2003). Neste sentido, para avaliar os efeitos da expressdo reduzida
dos genes alvos a nivel fisioldgico, os seguintes parametros foram avaliados: a transpiracéo (E),
condutancia estomatica (g), taxa de assimilagdo (A), fracdo de carbono na cavidade sub-
estomatica (Ci), eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci), eficiéncia instantanea do uso da adgua (A/E),

capacidade de re-oxidagao da clorofila (Fo’) e consumo de O2 (fluxo de O>).

Quando comparados ao selvagem (Col-0), os mutantes atdic ndo apresentaram alteracdes
significativas quanto a transpiracdo e na eficiéncia instantanea do uso da agua (Figuras 10A e
10F). No entanto, ao se avaliar as taxas de assimilacao, nota-se que foram superiores ao controle

(Col-0) com solido suporte estatistico. Concomitantemente, também € possivel verificar uma
62



tendéncia de aumento da condutancia estomatica, embora, neste caso, sem suporte estatistico.
O ganho de eficiéncia fotossintética também é observado em plantas deficientes em acotinase
e malato-desidrogenase mitocondrial, reiterando, assim, a contribuicdo do metabolismo
mitocondrial para a fotossintese (Carrari et al., 2003; Nunes-Nesi et al., 2005). E importante
salientar que dados de transcriptoma de células-guarda e mesofilo foliar apontam uma alta
expressao de AtDIC2 nas referidas estruturas e, ainda, uma consideravel indugdo nos estagios
iniciais da diferenciacdo das células-guarda (YYang et al., 2008; Adrian et al., 2015). A literatura
discorre sobre a relacdo estabelecida entre a condutancia estomatica e as taxas de assimilacdo
bem como sobre seus impactos sobre a eficiéncia fotossintética. Dados demonstram que o fluxo
de malato nas células-guarda regula a atividade de canais ibnicos nas membranas, impactando
o funcionamento estomatico (Lee et al., 2008; Kim et al., 2010). Neste contexto, Medeiros e
colaboradores (2017) observaram que um mutante de insercdo para o gene AtQUACL, que
codifica um canal ibnico capaz de transportar malato nas células-guarda dos estdmatos, tiveram
um consideravel aumento nas taxas de assimilacdo e na condutancia estomatica, justificando o
aumento de biomassa observado fenotipicamente. Efeitos similares foram observados em
plantas deficientes em succinato desidrogenase cultivadas em restricdo de nitrogénio, onde o
acumulo de succinato e um ganho de eficiéncia fotossintética sdo igualmente verificados
(Fuentes et al., 2011). A alta afinidade dos AtDIC1 e AtDIC2 pelo transporte de malato e
succinato evidenciada por Palmieri e colaboradores (2008) é um potencial fator a se considerar
como justificativa para os efeitos fisiologicos aqui observados. Além disso, os mutantes atdicl
e atdic3 exibiram um aumento considerdvel na capacidade re-oxidativa da clorofila (Figura

10G), reafirmando uma putativa eficiéncia fotossintética melhorada.

Curiosamente, as taxas respiratorias divergiram entre as linhagens mutantes, sendo
inferiores nos mutantes atdicl e atdic2 e drasticamente superiores nos mutantes atdic3 (Figura
10H). Um aumento das taxas respiratorias em decorréncia da interferéncia na expressao de DIC
mediado por shRNA foi verificado por Kamga e colaboradores (2010) em neurdnios de ratos.
Neste mesmo estudo, os autores identificaram uma importante alteracdo nos contetdos de

glutationa, sugerindo a correlacdo destes.
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Figura 10. Efeitos da expressdo reduzida dos genes AtDICs sobre os parametros fisioldgicos.
Em (A) transpiracdo (E); (B) condutancia estomatica (g); (C) taxa de assimilacédo (A); (D) fracdo
de carbono intracelular (Ci); (E) taxa de carboxilagdo (A/Ci), (F) eficiéncia instantanea do uso
da 4gua (A/E); (G) fluorescéncia varidvel (Fo’) e (H) consumo de O2. Os asteriscos denotam
significancia estatistica em relacdo ao selvagem (Col-0) sendo: (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***)
p<0,001 e (****) p<0,0001.

Determinacao do perfil metabdlico no contexto de deficiéncia de DICs

Ao total, 102 metabdlitos foram identificados pds-normalizagdo no conjunto amostral,
sendo que, dentre estes, 0 grupo mais representativo foi o de carboidratos e derivados, seguido
por lipideos, acidos organicos, compostos organometalicos e aminoacidos (Figura 11A).
Andlises estatisticas criteriosas retornaram 26 metabolitos diferencialmente abundantes em
relacdo ao controle selvagem (Col-0) e que se encontram dispostos em grafico de gradiente
(mais abundantes representados em vermelho; Figura 11B). A clusterizacdo euclidiana
empregada na confeccao do grafico permitiu visualizar uma segregacao dos perfis metabdlicos,
sendo que atdicl e atdic3 apresentam perfis mais relacionados ao acumulo de agucares e
aminodcidos, respectivamente. No caso de atdic3, niveis aproximadamente 3 vezes superiores

de serina, alanina e prolina foram detectados quando comparados com atdicl e atdic2. Ao
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investigar-se alteracfes de vias metabdlicas, as que se manifestaram mais alteradas foram as
vias de metabolismo da fenilalanina, ascorbato e prolina, apresentando scores 0,55, 0,23 e 0,18,
respectivamente (Figura 11C). Os principais componentes das vias da fenilalanina e prolina
encontram-se perturbados em atdicl e atdic3, enquanto que os metabdlitos associados a via do

ascorbato encontram-se alterados majoritariamente em atdicl.

Alguns aspectos que merecem mengéo sdo as bem estabelecidas relagdes do metabolismo
da fenilalanina com a fixag¢éo de carbono proveniente da via do &cido chiquimico e, portanto,
na sintese de lignina e vias de resposta a estresses bioticos, aos quais 0s genes AtDIC1 e AtDIC2
sdo reportados como sendo amplamente responsivos. Dependendo da espécie, as quantidades
de carbono fixado através de vias relacionadas aos aminoacidos aromaticos variam de 20 a 50%
(Weiss, 1986; Corea et al., 2012; Maeda e Dudareva, 2012 em Tohge et al.,2013). A
fenilalanina proveniente da via do acido chiquimico esta correlacionada, ainda, com a sintese
de varios compostos secundarios como alcaloideis, fenilpropandides (precursores da lignina),
tanino, antocianinas, entre outros, que exercem papéis substanciais nas respostas vegetais a
estresses biodticos e abidticos (Hamberger et al., 2006; Maeda e Dudareva, 2012). Corea €
colaboradores (2012) empregando triplo e quadruplo mutantes para 0s genes gque codificam a
arogenato desidratase, enzima final da via de da sintese de fenilalanina, verificaram que, além
da deficiéncia de sintese de fenilalanina, ocorreu um severo prejuizo no conteudo de lignina
que comprometeu o acimulo de biomassa nos referidos mutantes. Cabe ressaltar que a
compensacao da expressao reduzida de AtDIC1 e AtDIC3 pela inducdo de AtDIC2 justificaria
parcialmente a observacdo de que as alteragdes no metabolismo da fenilalanina estejam

associadas aos mutantes atdicl e atdic3.
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Ja a via do ascorbato e alderato, que se revelou alterada no mutante atdicl (Figura 11C),
é descrita como sendo envolvida na detoxicacao celular em resposta ao estresse oxidativo. Para
proteger as células de danos causados por EROs, as plantas acumulam uma gama de
mecanismos implicados no combate ao estresse oxidativo que inclui desde antioxidantes
(ascorbato, glutationa e tocoferol) e enzimas de vias tradicionais como catalases, peroxidases e
superoxido dismutases, até enzimas de vias alternativas como, por exemplo, a oxidase
alternativa e NAD(P) desidrogenase. Estas promovem a regulacdo da homeostase redox celular
conferindo uma tolerancia a estresses abioticos (Moller, 2001; Foyer e Noctor, 2005; Foyer e
Noctor, 2011; Millar et al., 2011; Vanlerberghe, 2013). O ascorbato é produzido na membrana
mitocondrial interna e seus niveis, quando elevados, promovem um aumento de tolerancia a
estresses em arabidopsis e tabaco (Wang et al., 2010; Yin et al., 2010; Liu et al., 2013; Bu et
al., 2016; Acosta-Gamboa et al., 2020). Em contrapartida, em contextos de deficiéncia de
ascorbato, plantas de arabidopsis revelaram-se mais sensiveis aos estresses salino, de calor e de
baixa e alta luminosidades (Huang et al., 2005, Zhang et al., 2012; Téth et al., 2011; Toth et
al., 2009; Giacomelli et al., 2007). Em consonancia, 0s mutantes atdicl exibiram maior
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tolerancia aos estresses abidticos induzidos no presente estudo, abordando diferentes fases do

desenvolvimento (germinacédo e desenvolvimento radicular primordial).

O mutante atdic3 apresentou, ainda, maior acimulo de prolina (Figura 11C), aminoacido
geralmente associado a resposta vegetal ao déficit hidrico. Em cultivares de trigo resistentes a
seca, por exemplo, o contetdo de prolina, bem como sua utilizacdo, foram superiores quando
comparados a cultivares ndo resistentes (Nayyar e Walia, 2003). Em arroz, Hsu e colaboradores
(2003) identificaram altos niveis de prolina quando da inducdo de déficit hidrico. Neste caso,
0s autores atribuem o acumulo exacerbado de prolina aos altos niveis de seus precursores:
glutamato, ornitina e arginina. A conversdo de arginina em ornitina e sua destinagdo ao
catabolismo de prolina também promovem a producdo de ureia. De acordo com Bohner e
colaboradores (2015), folhas em senescéncia exportam ureia como uma forma de remobilizagéo
de nitrogénio. Embora ainda de forma incipiente, o acimulo de aminoacidos, especialmente de
prolina, vem sendo descrito em folhas individualizadas de arroz e em plantas inteiras de
arabidopsis e tabaco sob senescéncia induzida pelo escuro, sugerindo a importancia das vias
metabolicas a ela associadas durante a senescéncia foliar (Wang et al., 1982; Mondal et al.,
1985, Launay et al, 2019; Li et al., 2017). Neste contexto, Chrobock e colaboradores (2016)
identificaram um acumulo de prolina em estagios iniciais da senescéncia acompanhado de um
aumento nos niveis de transcritos dos genes AtDIC1-3 nos estagios adjacentes. Esses dados sdo
compativeis com o desenvolvimento precoce e acentuado observado durante a caracterizacdo

fenotipica dos mutantes atdic1-3, em especialmente atdic3.

Diante do perfil metabolico delineado no presente estudo, reitera-se a implicacdo
funcional dos genes AtDIC1-3 nas respostas aos estresses bidticos e abioticos, especialmente
de AtDIC2, bem como na aceleragdo do desenvolvimento, novamente refutando a hipotese de

redundancia funcional das isoformas.

Analise de expresséo relativa de genes marcadores de funcdo mitocondrial

A fim de evidenciar possiveis alteracdes na funcdo mitocondrial provocada pela reducéo
da expressdo dos genes alvos nos mutantes atdicl-3, os perfis de expressdo de genes
selecionados (AtAOXla, AtCOX15 e AtVDAC1) cujos produtos estdo implicados no
metabolismo/fungéo mitocondrial foram investigados por PCR em tempo real.
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Neste caso, um aumento na expressao dos genes AtCOX15 (cytochrome C-oxidase 15) e
AtVDAC1 (voltage-dependent anion channel-1) foi observado em todos os mutantes analisados
(Figura 12). Cabe destacar que os canais i6nicos voltagem-dependentes (VDACS) estdo
associados com a membrana mitocondrial externa e apresentam papel importante no
metabolismo energético sendo capazes de transportar ions, ATP e NADPH (Tan e Colombini,
2007; Blachly-Dysone e Forte, 2001). Mutantes de insercdo atvdacl apresentam
comprometimento da sintese de ATP e reducdo no potencial da membrana mitocondrial (Pan
et al. 2014). Por outro lado, a expresséo dos genes AtAOXla (Alternative oxidase l1a) foi
reprimida nos mutantes atdicl e atdic2 (Figura 12). Cabe ressaltar que a AOX é normalmente
induzida em condig¢es nas quais o fluxo de elétrons pela cadeia respiratdria estd comprometido
(Maxwell et al., 1999; Vanlerberghe et al., 2013), 0 que parece ndo ser o caso Nos mutantes
atdicl e atdic2. Esses resultados sugerem que a reducdo na expressao dos genes AtDIC1-3 e a
falta de compensacdo por estes e outros carreadores membros da MCF desencadeia uma
resposta mitocondrial associada com o metabolismo energético que pode ser atribuida a

deficiéncias no fluxo de substratos respiratorios como € o caso do succinato.
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Figura 12. Expressdo relativa de genes marcadores de funcdo mitocondrial (AtAOX1a,
AtCOX15 e AtVDACL1) nos mutantes atdic1-3. A expressdo em plantas selvagens (Col-0) foi
usada como calibrador (adotada como sendo igual a 1). Os asteriscos indicam diferencas

estatisticamente significativas em relacdo ao selvagem (*** p<0,001 e ****p<0,0001).
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Andlises de expressao relativa dos genes AtDIC1-3 em condicdes de estresse abiotico

Dados disponiveis na literatura evidenciam a correlacdo entre os genes DICs em
diferentes organismos e a manutencdo da homeostase redox e energética em condigdes de
estresses abidticos, em especial o estresse oxidativo (Palmieri et al, 1999; Kamga et al., 2010;
Wilkins et al., 2013; Zhou et al., 2015). Neste contexto, Palmieri e colaboradores (2008),
baseados em dados prévios de transcriptoma (Kilian et al., 2007), relatam que os genes AtDIC1-
3 respondem distintamente a diferentes tipos de estresses. A expressdo de AtDIC1, por exemplo,
mostra-se altamente induzida pelo estresse salino, mas reprimida por andxia e hipoxia enquanto
que a expressao de AtDIC2 ¢ induzida em condicdes de estresse oxidativo, mas reprimida em
estresse desencadeado por exposicdo a luz ultravioleta. Diante dessas evidéncias, a expressao
relativa dos genes AtDIC1-3 nos gen6tipos mutantes (atdic1-3) foi avaliada por RT-qgPCR a fim

de verificar possiveis efeitos de expressdo compensatdria frente a inducdo de estresses abioticos

(Figura 13).
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Figura 13. Expressdo relativa dos genes AtDIC1-3 nos mutantes de inser¢do atdicl-3 em
condicgdes controle (C) e sob estresse osmético (M: manitol 200 mM) ou salino (N: NaCl

100mM). As amostras foram coletadas em diferentes tempos ap6s a imposicéo do estresse (06,
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12 e 24 horas). A expressdo em plantas selvagens (Col-0) foi usada como calibrador (adotada
como sendo igual a 1). Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em
relacdo ao selvagem (**p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001).

Os resultados obtidos confirmam a inducgdo de AtDIC1 pelo estresse salino em todos os
genotipos analisados, com pico de expressao 12 h ap6s a imposicao do referido estresse, o que
corrobora os dados de transcriptoma (Kilian et al., 2007) relatados por Palmieri e colaboradores
(2008). No mutante atdicl, um efeito compensatorio exacerbado e precoce na expressao de
AtDIC2 foi observado em reposta ao estresse salino, sendo o pico de expressao detectado 6 h
apos a imposicdo do estresse. A expressdo de AtDIC2 também foi induzida de maneira
compensatdria pelo estresse osmatico nos mutantes atdicl e atdic3, sendo 0 mesmo observado
para AtDIC3 no mutante atdic2. Os dados obtidos indicam, também, a sensibilidade do mutante
atdic3 a ambos o0s estresses abioticos, refletida na intensa compensacdo de seu knockout pela
inducdo da expressdo das outras isoformas. Desta forma, os resultados obtidos corroboram os
dados de transcriptoma nas condicdes de estresses abidticos em estudo (Kilian et al., 2007). A
divergéncia dos perfis transcricionais das isoformas AtDIC1-3 em condicdes de estresses
abioticos, novamente, fornecem indicios para o estabelecimento da hipdtese de funcionalizacéo

das mesmas.

Deteccéo do acumulo de espécies reativas de oxigénio

Considerando que o metabolismo energético mitocondrial € a principal fonte de geracao
de EROs e que em mamiferos os transportadores DICs estdo associados funcionalmente com a
manutencdo da homeostase redox (Kamga et al., 2010), procurou-se avaliar se 0s mutantes
atdicl1-3 apresentam algum comprometimento no metabolismo oxidativo. Para tal, o acimulo
de perdxido de hidrogénio (H20.) foi determinado pelo método de detecgéo in situ por adigdo
de 3,3’-diaminobenzidine (DAB). Este procedimento baseia-se na propriedade do H,O, em
oxidar DAB tornando-o acastanhado e insoltvel sendo, portanto, um potencial indicativo de
presenca deste radical.

Através do referido método, verificou-se que, qualitativamente, ha um maior acimulo de
H202 nos mutantes de insercéo atdic1-3 em comparagao ao selvagem Col-0 (Figura 14), sendo
0 mutante atdic2, seguido de atdicl, os mais afetados (Figura 14). A literatura relata a

importancia da rota dissipativa mediada pela oxidase alternativa, em especial AOX1a, no
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controle da formacdo EROs e na manutencdo da homeostase mitocondrial (Vassileva et al.,
2009; Yoshida et al., 2011).

Figura 14. Deteccdo de acimulo de peroxido de hidrogénio (H202) em folhas dos mutantes
atdic1-3 empregando DAB. Trés folhas/individuo e trés individuos/gendtipo foram avaliados.

Imagens representativas sdo apresentadas.

4.2.3 Analises de ganho de funcdo em Arabidopsis thaliana

O gene AtDIC2 foi o escolhido para investigar os efeitos do ganho de fungéo dos DICs in
planta. Essa escolha foi determinada pelos seguintes fatores: auséncia de um segundo mutante
de insercdo para esse gene, por se tratar da isoforma mais filogeneticamente relacionada com
as demais e representar a mais recrutada nos ensaios de compensacao e, ainda, pelo fato de sua
expressdo ser altamente responsiva a uma grande variedade de estresses. Para tal, a regido
codificadora do referido gene foi amplificada e clonada no vetor binario pB1121 sob controle
do promotor 35SCaMV (gerando o cassete p35S::AtDIC2) para posterior transformacao de

arabidopsis empregando agrobactéria.

Genotipagem e rastreio de linhagens transformadas

Apos a transformacdo por imersdo floral, os transformantes foram selecionados pelo

alongamento dos hipocétilos (Harrison et al., 2006) em meio de cultura MS/2 suplementado de
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canamicina. As plantas pré-selecionadas foram entdo genotipadas por PCR de DNA gendmico
empregando um oligonucleotideo reverso gene-especifico e um oligonucleotideo especifico
para o promotor CAMV35S. DNA gendmico extraido de plantas selvagens (Col-0) foi usado
como controle. Ao total, 5 linhagens contendo a inser¢éo foram selecionadas para confirmagao

da superexpresséo de AtDIC2 (Figura 15).

M 1 3 8 9 13 (-) (¥

N

Figura 15. Amplificacdo da regido codificadora de AtDIC2 em transformantes selecionados
pelo alongamento de hipocotilo. Os eventos selecionados na genotipagem molecular foram
mantidos (T) para posterior avaliagdo do perfil transcricional. M - marcador de peso molecular
(1kb); 1, 3, 8,9 e 13 —eventos de transformacao; (-) controle negativo (WT Col-0) e (+) controle
positivo (DNA plasmidial contendo 35S:AtDIC?2).

Quantificacao dos niveis de expressdo de AtDIC2

Os eventos selecionados anteriormente foram preservados e plantas derivadas das
respectivas linhagens (T2) foram empregadas em andlises de quantificacdo da expressdo relativa
de AtDIC2 visando atestar a superexpressdo. Como pode ser observado na Figura 16, as
linhagens 3, 8 e 9 foram as que apresentaram maiores niveis de expressao de AtDIC2 e, portanto,

foram selecionadas para as analises de caracterizacdo fenotipica.
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Figura 16. Expresséo relativa de AtDIC2 nas linhagens superexpressoras AtDIC2. A expressao
em plantas selvagens (Col-0) foi usada como calibrador (adotada como sendo igual a 1). Os
asteriscos (****) indicam diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao selvagem p-
value<0,0001.

Caracterizacdo molecular das linhagens superexpressoras de AtDIC2

Num primeiro momento, procuramos avaliar os efeitos da superexpressdo de AtDIC2 no
acumulo de transcritos de outros carreadores com afinidade pelo transporte de dicarboxilatos
(AtDICL1, AtDIC3, AtSFC e AtDTC) (Figura 17). Nas trés linhagens avaliadas, a superexpressao
de AtDIC2 promoveu um aumento significativo no acumulo de transcritos de AtDIC1 e AtDTC.
Por outro lado, ndo foram observadas alteracGes nos niveis de expressao de AtDIC3 e AtSFC.
Esses dados reforcam a proximidade funcional de AtDIC1 e AtDIC?2, isoformas com relagéo

filogenética mais estreita (Palmieri et al., 2008).
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Figura 17. Expresséo relativa de genes com afinidade pelo transporte de dicarboxilatos
(AtDIC1, AtDIC3, AtSFC e AtDTC) nas linhagens superexpressoras AtDIC2 (#3, #8 e #9). A
expressao em plantas selvagens (Col-0) foi usada como calibrador (adotada como sendo igual
a 1). Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao selvagem
(** p<0,01 e ****p<0,0001).

Caracterizacao fenotipica de plantas portando a construgao p35S::AtDIC2

Vislumbrando elucidar as possiveis alteracbes fenotipicas associadas com a
superexpressdo de AtDIC2, os mesmos parametros investigados na caracterizacdo dos mutantes
de inserc@o foram analisados nas linhagens superexpressoras supracitadas (#3, #8 e #9).

Poucas alteragOes foram verificadas durante a germinagéo, havendo um leve retardo nos
estagios iniciais que foi rapidamente restaurado (Figura 18B). Contrariamente ao observado nas
linhagens mutantes atdic, a area foliar e as biomassas fresca e seca foram significativamente
menores quando comparadas as plantas selvagens (Col-0) (Figuras 18A, 18C, 18D e 18E). Estes
dados reiteram a caracterizagdo fenotipica previamente apresentada (Figura 6) e sugerem que a
deficiéncia de DICs aciona mecanismos de tolerancia enquanto que a expressao exacerbada (no
caso em especifico da AtDIC2) conduz as plantas a um estado de economia de performance. E
importante destacar que a expressdo de AtDIC2 nas plantas superexpressoras alcangou niveis
superiores aos observados no efeito compensatério (Figura 9) e promoveu uma inducdo na
expressdao de AtDIC1 e AtDTC (Figura 17), o que evidencia um distarbio no fluxo de

dicarboxilatos nas linhagens superexpressoras, comprometendo seu desenvolvimento
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vegetativo. Em relagdo ao desenvolvimento reprodutivo, nenhuma diferenca significativa em
relacdo ao controle selvagem foi observada nos parametros tempo de florescimento e
comprimento de silicas (Figuras 18F e 18G). Por outro lado, a producdo de sementes foi

levemente afetada de maneira negativa na linhagem #3 (Figura 18H).
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Figura 18. Avaliagdo fenotipica das linhagens superexpressoras AtDIC2 (eventos 3, 8 € 9). Em
(A) sdo apresentadas imagens representativas dos eventos superexpressores e do genotipo
selvagem (Col-0) 40 dias pos-semeadura. Ja em (B) os dados de germinacdo em condicGes
fisioldgicas estdo dispostos. A area foliar foi avaliada ao longo do tempo (C) e as biomassas
fresca (D) e seca (E) aos 40 dias pés-semeadura. Os parametros de desenvolvimento
reprodutivo, tempo de floracdo (F), comprimento das silicas (G) e producdo de sementes (H)
foram igualmente avaliados. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas
em relacdo ao selvagem Col-0 (* p<0,05, *** p<0,001 e ****p<0,0001).

4.3 Consideracdes Finais

Os resultados obtidos no presente capitulo e suas implicacdes estdo sumarizados na

Figura 19. Os dados gerados nos permitem considerar que:
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Os genes AtDIC1-3 apresentam padrdes de expressdo distintos, variando ndo somente
quanto a sua orgdo/tecido especificidade mas, também, aos niveis de transcritos
acumulados;

Do ponto de vista fenotipico, a reducdo dos niveis de expressdo de AtDIC1-3 promoveu
um aumento da area foliar, bem como de biomassa fresca e seca acumulada enquanto
que a superexpressdo de AtDIC2 promoveu um comprometimento destes parametros.
Fisiologicamente, o presente estudo evidenciou a estreita relacdo entre os DICs e o
metabolismo plastidial, uma vez que, linhagens mutantes revelaram um ganho de
desempenho fotossintético que reflete diretamente no fenétipo observado;

Os dados obtidos nos testes de germinacao sinalizam para uma forte associacgéo entre 0s
genes em estudo e 0 processo germinativo;

A reducdo da expressao de AtDIC1-3 também altera o status mitocondrial, reafirmando
a relacdo entre os referidos genes e o metabolismo energético.

Dados obtidos nas analises funcionais somados aos perfis metabolicos dos mutantes de
insercdo sugerem um papel determinante destes carreadores na aquisi¢do de tolerancia
a uma gama de estresses abidticos;

A expressdao de AtDIC1-3 indica que estes carreadores sdo requisitados durante a
resposta aos estresses abioticos, sendo AtDIC1 mais relacionada ao estresse salino e
AtDIC2 ao estresse osmatico.

O perfil metabolico dos mutantes reitera a relacdo destes genes com as respostas aos

estresses, em especial bidtico, oxidativo e osmotico.
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