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RESUMO 

As proteínas desacopladoras mitocondriais (UCPs) e os carreadores de dicarboxilatos 

(DIC) pertencem à família dos transportadores mitocondriais cujas funções são determinantes 

na manutenção da homeostase mitocondrial. As UCPs estão presentes na membrana 

mitocondrial interna e atuam dissipando o gradiente eletroquímico de prótons produzido 

durante a respiração. As DICs, por sua vez, são responsáveis pelo influxo de dicarboxilatos 

através da membrana mitocondrial interna a expensas de fosfato inorgânico e elementos 

derivados de enxofre. Três genes codificadores de UCPs (AtUCP1-3) e três de DICs (AtDIC1-

3) foram identificados no genoma de Arabidopsis thaliana. No presente estudo, a função in 

planta destes carreadores foi investigada. A caracterização de mutantes de inserção de T-DNA 

para os genes AtUCP1 e AtUCP2 revelou uma redução no número de folhas no mutante atucp2 

e um claro comprometimento do desenvolvimento reprodutivo das linhagens mutantes. 

Corroborando tal observação, um drástico efeito nos níveis de expressão de fatores de 

transcrição associados ao desenvolvimento dos órgãos reprodutivos foi evidenciado nos 

mutantes. Adicionalmente, a atividade do gene repórter GUS sobre controle das regiões 

promotoras dos genes alvos se revelou intimamente associada aos órgãos reprodutivos. 

Análises de marcação de espécies reativas de oxigênio (EROS) e de expressão relativa de genes 

marcadores da função mitocondrial, incluindo a oxidase alternativa, demonstraram que a 

homeostase mitocondrial foi afetada nos mutantes atucp1-2 durante o desenvolvimento 

vegetativo e reprodutivo. Em paralelo, a caracterização de linhagens contendo inserções de T-

DNA nos genes AtDIC1-3 revelou incrementos na área foliar e biomassa, aumento do acúmulo 

de EROs e alterações na germinação. Em contrapartida, a superexpressão do gene AtDIC2 

promoveu um acometimento nos parâmetros fenotípicos supracitados com evidente redução no 

acumulo de biomassa quando comparado ao controle Col-0. Do ponto de vista fisiológico, a 

capacidade fotossintética revelou-se elevada nos referidos mutantes, fato evidenciado pelas 

altas taxas de assimilação de carbono e capacidade de re-oxidação da clorofila. Uma possível 

expressão compensatória do gene AtDIC2 foi observada nos mutantes atdic1 e atdic3. Análises 

do perfil metabólico de tais mutantes indicaram um maior acúmulo de carboidratos (37,6%), 

lipídeos (13,4%), ácidos orgânicos (11,8%) e aminoácidos (10,5%). Rotas de resposta aos 

estresses oxidativo e hídrico, como as vias do metabolismo de ascorbato e da prolina, 

respectivamente, também se mostraram alteradas. Uma alteração significativa no metabolismo 

de fenilalanina que, entre outros processos, está relacionada com a resposta aos estresses 

mecânico e biótico também foi constatada. Quando analisada de forma integrada com os níveis 
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de chiquimato, esses dados sugerem uma alteração no ponto de convergência entre os 

metabolismos primário e secundário.  

 

Palavras chave: proteínas desacopladoras, carreadores de dicarboxilato, caracterização 

molecular, expressão relativa, homeostase mitocondrial.  
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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 atucp1 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 

atucp1-2 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 atdic1 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. Introdução 

As mitocôndrias são organelas essenciais ao metabolismo aeróbico de organismos 

eucariotos. Apesar de implicadas em diversas funções celulares, essas organelas são 

amplamente conhecidas como geradoras da energia necessária ao metabolismo celular, uma vez 

que centralizam eventos envolvidos no catabolismo de precursores energéticos provenientes do 

citosol. No entanto, o papel das mitocôndrias na manutenção 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 mitocôndrias está relacionada a um 

processo de endossimbiose entre um organismo procarioto aeróbico de vida livre e um 

organismo procarioto hospedeiro (Scheffler, 2008). Durante a co-evolução do organismo 

simbionte com a célula hospedeira primitiva, muitos genes do DNA endossimbionte foram 

perdidos. Essa perda, no entanto, caracterizou-se pela transferência de alguns dos genes 

deletados do DNA endossimbionte para o DNA nuclear da célula hospedeira, o que transformou 

a mitocôndria em uma organela semiautônoma dependente de diversos produtos codificados no 

núcleo. Do ponto de vista evolutivo, de maneira compensatória, a adição de sequências 

sinalizadoras de atividade mitocondrial para as proteínas codificadas por tais genes nucleares 

tornou-se necessária uma vez que, apesar da origem extra-mitocondrial, essas proteínas 

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

Dada sua função central, produção de ATP através da fosforilação oxidativa, cuja base é 

o ciclo do ácido cítrico em que há a formação de moléculas aceptoras de elétrons a partir da 

oxidação de nutrientes, faz-se necessário o constante fluxo de precursores energéticos e 

moléculas intermediárias. Devido ao seu duplo-envoltório composto por duas membranas 

(interna e externa), a mitocôndria precisa de transportadores específicos para viabilizar o fluxo 

de moléculas entre o seu espaço interno e o citosol, aspecto que confere diferentes propriedades 

de permeabilidade às suas membranas.  Tais transportadores (revistos em Palmieri, 2013; 

Ruprecht e Kunji 2020), originados de mutações de transportadores pré-existentes nas 

membranas da organela ancestral ou, ainda, da seleção de organelas contendo moléculas 

derivadas que passaram a desempenhar função correlacionada com transporte de substratos, 

permitiram a intensa comunicação entre os compartimentos intra e extra-mitocondriais. Cabe 

ressaltar que a habilidade regulatória da expressão destes transportadores permite, também, 
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ajustes metabólicos precisos dependendo da demanda celular. Esse aspecto conferiu às 

mitocôndrias a capacidade de atuar em diversos processos metabólicos.  

Em condições metabólicas normais, o piruvato proveniente da glicólise citosólica deve 

ser transportado para o compartimento intra-mitocondrial onde, após sua oxidação, será 

transformado em Acetil-CoA e, assim, integrará o ciclo de Krebs (revisto em Zhao et al., 2019).  

No entanto, várias vias oxidativas podem conduzir à formação de Acetil-CoA, como a β-

oxidação de ácidos graxos provenientes da hidrólise de lipoproteínas e/ou triacilgliceróis, ou 

ainda, através da oxidação de aminoácidos. A versatilidade de recursos para produção de 

energia e, ainda, a habilidade de responder à oferta de moléculas precursoras está intimamente 

relacionada com o controle do fluxo de nutrientes citoplasmáticos através de transportadores 

cuja expressão pode ser regulada de maneira transcricional em virtude do órgão/tecido ou do 

estímulo externo. Da mesma maneira que o influxo de nutrientes citosólicos é primordial para 

o metabolismo da organela, o efluxo de moléculas energéticas também é relevante e se dá por 

meio transportadores que precisam se ajustar às necessidades celulares. Através da atividade 

das proteínas desacopladoras, por exemplo, as mitocôndrias também regulam a produção de 

energia dissipando-a na forma de calor (Nicholls e Rial, 1999).  Além do metabolismo 

energético, as mitocôndrias podem reger outras vias. Por exemplo, em casos de condição de 

excesso de carboidratos, a acetil-CoA derivada da oxidação de piruvato é devolvida ao citosol 

onde será direcionada para a síntese de triacilgliceróis, molécula mais energética que a glicose. 

Dentre os eventos com os quais as mitocôndrias relacionam-se direta ou indiretamente, destaca-

se o fornecimento de intermediários para a gliconeogênese na ausência de açúcares. Seu 

metabolismo pode, também, sinalizar a morte celular devido a geração e eventual acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e/ou nitrogênio (ERNs) (revisto em Zhao et al., 2019).  . 

O aumento rápido e abrupto na produção e acúmulo de EROs e ERNs mitocondriais confere às 

mitocôndrias a capacidade de regular a expressão de  vários genes nucleares, mecanismo 

conhecido como regulação retrógrada que pode ser, ainda, independente de espécies reativas 

(Hartl e Finkemeier, 2012; Umbach et al., 2012). 

O metabolismo energético mitocondrial envolve a ação conjunta do ácido cítrico, da 

cadeia respiratória e da fosforilação oxidativa. A diversidade e a magnitude das vias 

bioquímicas que ocorrem na mitocôndria, ou com as quais elas estão relacionadas, demandam 

o acesso a substratos e produtos, sendo o transporte destes compostos crucial para a manutenção 

da homeostase tanto mitocondrial, quanto celular e do organismo como um todo. 
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Durante a fosforilação oxidativa, a cadeia transportadora de elétrons produz EROs 

constantemente. As mitocôndrias vegetais são 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 distúrbios no metabolismo mitocondrial, uma vez que 

atua na regulação do acúmulo de EROs mitocondriais e, por consequência, na comunicação 

retrógrada e na manutenção da homeostase mitocondrial  (Moller, 2001; Vanlerberghe, 2013). 

As EROs mais comuns são o superóxido (O-2), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical 

hidroxil (OH) (Mittler et al., 2002). Condições exógenas como o estresse ambiental provocam 

um aumento rápido nos níveis de EROs o que, dependendo da concentração, pode causar dano 

ou ser usado na sinalização.  

Um terceiro sistema dissipador de energia presente nos vegetais, as chamadas proteínas 

desacopladoras mitocondriais (uncoupling proteins; UCPs), atuam no controle da produção e 

acúmulo de EROs mitocondrial exercendo, portanto, um papel central na proteção mitocondrial 

e celular, em especial em condição de estresse oxidativo (Jarmuszkiewicz et al.,1998; Almeida 

et al.,1999; Maxwell et al., 1999; Brandalise et al.,2003). 

1.1  As proteínas desacopladoras mitocondriais  

As membranas do duplo envoltório das mitocôndrias variam não somente em composição 

lipídica, sendo a externa mais rica em lipídeos que a interna, mas também em termos de 

permeabilidade e presença de elementos transportadores transmembrana. A permeabilidade da 

membrana interna, por exemplo, é extremamente restrita a fim de minimizar a dissipação de 

energia gerada durante a formação do gradiente eletroquímico de prótons. Segundo a teoria 

quimoiosmótica de Mitchell (em Morelli et al., 2019), a baixa permeabilidade da membrana 

mitocondrial interna elucida a natureza do transporte de íons: o simporte (em que há um fluxo 

unidirecional de íons) e o antiporte que, por sua vez, pode ser neutro (transporta íons de mesma 

carga em direções opostas da membrana) ou eletrogênico (transporta íons de cargas diferentes 

em direções opostas da membrana, gerando um gradiente eletroquímico). Em 1967, Mitchell e 

Moyle relataram como ânions atuavam sobre o comportamento do gradiente de pH em células 

hepáticas de ratos e com base nisso, evidenciaram a existência de sistemas de transporte de 

ânions acoplados ao movimento de prótons, possibilitando a identificação da família de 

cotransportadores de ânions acoplados a metabólitos.  A literatura aponta, ainda, a capacidade 

de algumas proteínas de membrana em desempenhar papel de canal iônico como é o caso, por 

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

intensificaram. 

Os transportadores que catalisam o transporte de diferentes solutos através das 

membranas mitocondriais, processo essencial para conectar o metabolismo interno da 

mitocôndria com o ambiente celular (revisto em Palmieri et al., 2011), pertencem à família dos 

carreadores mitocondriais (MCF). Os membros dessa família têm ampla distribuição entre os 

eucariotos, e embora não sejam restritos às mitocôndrias, a maioria está presente na membrana 

mitocondrial interna (Sze et al., 2014). Na organela, por sua vez, representam a única família 

de carreadores presente (Sze et al., 2014). Apesar de apresentar especificidade variada a 

substratos, os membros desta família compartilham propriedades físico-químicas como, por 

exemplo, massa molecular variável entre 30 e 35 kDa, e uma configuração estrutural tripartida 

derivada de eventos de duplicação em tandem de sequências de aproximadamente 100 resíduos 

de  aminoácidos cada, assumindo, assim, uma conformação com seis domínios trans-membrana 

(Sze et al., 2014). Em 1997, Nelson e colaboradores identificaram o motivo conservado 

presente nas três repetições, o que permitiu expandir o conhecimento e o número de membros 

da família MCF. Essa é composta por 35 e 53 membros em levedura (Palmieri et al., 1996) e 

em mamíferos (Palmieri, 2013), respectivamente. No genoma humano foram identificadas 48 

sequências 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 

proteínas funcionalmente relacionadas a estes carreadores foram evidenciadas nos vegetais 

(Picault et al., 2004). As plantas apresentam um maior número de genes parálogos, indicando 

que, possivelmente, a duplicação ou preservação dos genes tenha sido mais intensa nos vegetais 

devido à sua condição restrita de desenvolvimento (Palmieri et al., 2011). Em 1982, a primeira 

sequência 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, são responsáveis por desacoplar a cadeia transportadora de 

elétrons durante a fosforilação oxidativa, isto é, são capazes de dissipar o gradiente de prótons 

na forma de calor, sendo esta atividade relacionada à presença de ácidos graxos e sensível a 

nucleotídeos purínicos (Nicholls, 1974; Nicholls e Rial, 1999). A primeira UCP identificada 

em espécies vegetais foi uma proteína com atividade similar à UCP1 de mamíferos (Ricquier e 

Kader, 1975) encontrada em batata (Vercesi et al., 1995). Em um primeiro momento, a proteína 

identificada foi denominada PUMP (plant uncoupling mitochondrial protein), porém, alguns 

anos depois, essa denominação caiu em desuso sendo substituída por pUCP (plant UCP) e, 
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posteriormente, por UCP.  Desde então, vários homólogos passaram a ser identificados em uma 

vasta gama de espécies vegetais. 

Inicialmente, a literatura relatava a existência de uma família de UCPs em Arabidopsis 

thaliana composta por seis membros (denominadas AtPUMP1-6). No entanto, após análises 

bioquímicas robustas, Palmieri e colaboradores (2006) propuseram a recategorização de três 

destes seis membros (AtPUMP4-6), que foram então incluídos na família dos carreadores de 

dicarboxilato (AtDIC1-3). Assim, apenas três genes codificadores de UCPs estão 

definitivamente presentes no genoma de arabidopsis (AtUCP1-3) (Borecký et al., 2006; 

Palmieri et al., 2008). Outros genes homólogos já 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 à ampla presença de UCPs entre os eucariotos, diversas funções foram propostas 

para essas proteínas como, por exemplo, regulação do potencial da membrana mitocondrial, 

regulação do metabolismo energético na mitocôndria, redução do acúmulo de EROs e 

manutenção da homeostase redox. Adicionalmente, apresentam capacidade de promover o 

influxo de carboxilatos, além de influenciar no fluxo do ciclo do ácido cítrico (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 

respiratórias e, por consequência, sobre os níveis de geração de EROs, indicando que estas 

possam modular a produção de radicais libres em condições de estresse (Houron-Cabassa et al., 

2002; em Pastore et al., 2007).  

Estudos funcionais empregando mutantes de inserção para o gene UCP1 de arabidopsis 

(atucp1) revelaram que a redução da expressão da referida isoforma acomete a taxa de 

assimilação de carbono e induz um estresse fotossintético local e discreto sem afetar a resposta 

a estresses abióticos (Sweetlove et al., 2006) Em contrapartida, a expressão constitutiva do gene 

AtUCP1 em plantas transgênicas de tabaco conduz a um ganho de tolerância ao estresse 

oxidativo exógeno, assim como aos estresses salino e osmótico (Brandalise et al., 2003; Begcy 

et al., 2011). Paralelamente, Chen e colaboradores (2014) demonstraram que o gene LeUCP de 

tomate é essencial para manter o equilíbrio redox e a atividade de enzimas antioxidantes em 

resposta ao estresse oxidativo, reduzindo assim a produção e acúmulo de EROs.  
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Diante da potencial relevância das proteínas desacopladoras vegetais e a brevidade das 

informações funcionais referentes às mesmas, em especial das outras isoformas presentes em 

arabidopsis, o presente trabalho visou elucidar o papel biológico destas proteínas na referida 

planta modelo. Os resultados deste trabalho foram publicados no periódico Plant & Cell 

Physiology sob o título “Knockdown of Mitochondrial Uncoupling Proteins 1 and 2 (AtUCP1 

and 2) in Arabidopsis thaliana Impacts Vegetative Development and Fertility” e o artigo 

encontra-se disponível no primeiro capítulo desta tese. 

1.2 Os carreadores de dicarboxilatos (DICs) 

Os carreadores de dicarboxilato (DIC) promovem o influxo de dicarboxilatos através da 

membrana mitocondrial interna a expensas de fosfato inorgânico e elementos derivados de 

enxofre (Coty e Pedersen, 1975). Os dicarboxilatos são importantes substratos e intermediários 

do ciclo de Krebs, podendo ainda atuar em outros processos metabólicos como, por exemplo, 

na síntese de aminoácidos e nucleotídeos e na gliconeogênese. Em células de mamíferos, os 

DICs desempenham um importante papel na gliconeogênese, na síntese de ureia e no 

metabolismo do enxofre (Krämer e Palmieiri, 1992), enquanto que em levedura, aparentemente, 

desempenham um papel anaplerótico (Palmieri et al., 1999). Em células de mamíferos, este 

carreador é o membro 10 da família SLC25A (denominado SLC25A10) sendo responsável pelo 

transporte de malato e succinato em troca de fosfato inorgânico. Mizuarai e colaboradores 

(2005) demonstraram que o gene SLC25A10 é ubiquamente expresso e seu produto fornece 

malato citosólico para carreadores de citrato atuando, portanto, em vias de síntese de novo de 

ácidos graxos.  

Análises bioquímicas e computacionais realizadas por Iacopetta e colaboradores (2011) 

evidenciaram a preferência por diferentes substratos entre membros dos carreadores de 

dicarboxilatos de Drosophila melanogaster e a existência de uma possível especialização 

funcional entre eles foi proposta. Neste contexto, a especificidade e/ou preferência por 

substratos é variável entre os organismos e muito se discute sobre a capacidade dos DICs em 

transportar glutationa reduzida. Kamga e colaboradores (2010) verificaram a cooperação entre 

DICs e carreadores de oxaloglutarato (OGCs) no transporte de glutationa reduzida para o 

interior de mitocôndrias de neurônios de ratos. Neste caso, o knockdown de DIC reduziu os 

níveis de captação de glutationa e promoveu uma alteração do status eletroquímico 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 são incapazes de transportar glutationa. Neste caso, os autores verificaram que, 

mesmo em ampla faixa de pH, os níveis de glutationa permaneceram estáveis entre os 

compartimentos.  

Os transportadores DICs, dentre eles o SLC25A10 de humanos, são amplamente 

estudados na área médica, e estão associados a diversos distúrbios metabólicos. Em 1991, por 

exemplo, Kaplan e colaboradores associaram o quadro de diabetes mellitus tipo 2 aos níveis de 

expressão de alguns transportadores mitocondriais, entre eles o SLC25A10 que se mostrou 

induzido. Já em 2013, Wilkins e colaboradores, ao promover o knockdown do gene SLC25A10 

em neurônios cerebelares de ratos, observaram um agravamento do quadro oxidativo das 

células. A literatura relata ainda a associação entre os níveis de expressão de SLC25A10 e a 

capacidade proliferativa de tumores em células adenocarcinômicas do epitélio basal de 

alvéolos. Neste exemplo, o knockdown do referido carreador empregando interferência por 

RNA levou a uma diminuição das taxas proliferativas, conduzindo o tumor a um quadro menos 

maligno e mais suscetível ao estresse oxidativo e, assim, à terapia (Zhou et al., 2015). Estudos 

adicionais evidenciaram a indução da expressão de SLC25A10 em células tumorais (Su et al., 

2007; Okayama et al., 2012). 

Em mitocôndrias vegetais, evidências experimentais indicam que os carreadores de 

dicarboxilatos podem participar de diversos processos metabólicos que incluem a síntese 

primária de aminoácidos (assimilação de amônia), o metabolismo de ácidos graxos 

(mobilização durante a germinação), a gliconeogênese e a síntese de isoprenóides 

(Brustovetsky et al., 1994; Samartsev et al., 1997). Em vegetais, apesar de pouco estudados, os 

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 anaplerótico já que a inibição 

desses carreadores compromete a oxidação de malato e succinato em mitocôndrias vegetais 

(Wiskich, 1975; Day e Hanson, 1997). Do ponto de vista molecular, no único trabalho 

disponível na literatura, Palmieri e colaboradores (2008) caracterizaram três genes 

codificadores de DIC (nomeados AtDIC1-3) na planta modelo A. thaliana, os quais foram 

inicialmente designados como membros da família UCP (Borecký et al., 2006). De maneira 

semelhante aos DICs não vegetais, AtDIC1-3 apresentam afinidade por uma variedade de 

substratos: malato, succinato, oxaloacetato, fosfato, sulfato e tiossulfato. No entanto, 

diferentemente de DICs de mamíferos, nos vegetais eles também são capazes de transportar 2-

oxoglutarato, porém com baixa eficiência. A alta afinidade por malato e baixa eficiência no 
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transporte de fosfato aproxima, do ponto vista bioquímico, os DICs vegetais àqueles presentes 

em levedura e Caenorhabditis elegans. A promiscuidade de substratos transportados pelos 

DICs vegetais sugere ainda a existência de possível redundância 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 proteínas de 313 aminoácidos com massa molecular estimada de 33,4 e 32,9 

kDa, respectivamente. Estas compartilham 70% de identidade. Por outro lado, a proteína 

codificada por AtDIC3 possui 337 aminoácidos 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 inserções posteriores ao 36º resíduo de aminoácido no sentido 

N-terminal de AtDIC3. Quanto à organização genômica, o gene AtDIC3 distingue-se dos 

demais, pois é o único que possui um íntron canônico 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 à 

expensas de fosfato e sulfato, enquanto AtDIC3 revela uma especialização no transporte de 

oxaloacetato à expensas de tiossulfato (Palmieri et al., 2008). Palmieri e colaboradores (2008) 

observaram ainda um padrão ubíquo de expressão para os genes AtDIC1 e AtDIC2, no entanto, 

divergente quanto à sua preferência por órgãos/tecidos. O gene AtDIC1 é mais expresso em raiz 

e caule enquanto que o gene AtDIC2 apresenta expressão enriquecida também em folha. O gene 

AtDIC3, por sua vez, apresenta expressão exclusiva em botões florais e sílicas, sendo de difícil 

detecção. Em conjunto, esses dados sugerem uma possível especificidade funcional.  

Filogeneticamente, AtDIC1-3 estão proximamente relacionadas entre si, porém, quando 

comparadas às sequências de DICs não-vegetais, segregam-se formando um cluster isolado 

(Figura 1). Este dado sugere que os DICs vegetais tenham se originado de um evento de 

duplicação de um gene ancestral comum (Catoni et al., 2003; Palmieri et al., 2008). 

Curiosamente, como já mencionado, as isoformas presentes em arabidopsis estão 

filogeneticamente relacionadas às proteínas mitocondriais desacopladoras, sendo inicialmente 

classificadas como tal por Borecký e colaboradores (2006). Entretanto como já realçado 

anteriormente, do ponto de vista funcional os substratos transportados pelas AtDICs se 

assemelham em parte àqueles transportados pelas DICs de animais e leveduras (Palmieri et al., 

2008).  
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Figura 1. Árvore filogenética dos carreadores de dicarboxilato de diferentes organismos 

(Palmieri et al., 2008) 

Em relação ao provável papel fisiológico, apesar da falta de estudos, uma possível função 

na manutenção da homeostase celular sob condições adversas pode ser vislumbrada, já que 

alguns dados evidenciam que os genes AtDIC1-3 têm a sua expressão modulada por estresses 

(Palmieri et al., 2008). Segundo dados de RNA-Seq, os genes AtDIC1 e AtDIC2 são responsivos 

a diferentes condições de estresses abióticos, sendo a expressão de AtDIC1 reprimida em 

condições de anóxia e hipóxia e induzida pelo estresse  salino, enquanto que a expressão de 

AtDIC2 é reprimida pela exposição à luz ultravioleta e induzida por agentes oxidantes como, 

por exemplo, o peróxido de hidrogênio. 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 estímulo mecânico, com especial destaque ao gene AtDIC2, cuja expressão é 

induzida 91 vezes. Esses resultados são corroborados por dados da literatura que relatam a 

notoriedade dos referidos genes entre aqueles com expressão enriquecida em condições de 

estresse mecânico (Lee et al., 2005). A expressão de AtDIC1-2 mostra-se atrelada, ainda, em 

reposta a estresses bióticos. Czobor e colaboradores (2019), por exemplo, detectaram um rápido 

aumento da expressão dos referidos genes em resposta ao tratamento com o elicitor bacteriano 

HrpZpto derivado de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Neste caso, uma indução da 

expressão dos genes AtAOX1a e AtAOX1d também foi observada, o que promoveu um acúmulo 

exacerbado de EROs, especialmente peróxido de hidrogênio. 
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Dada a sua bem documentada implicação em processos metabólicos essenciais e 

potencial relação com mecanismos de tolerância a determinados estresses, os DICs representam 

um importante alvo de estudo com grande potencial de aplicação biotecnológica, especialmente 

nos vegetais. Em contrapartida, a falta de dados moleculares e a incipiência de informações 

sobre o papel fisiológico dos DICs nos vegetais apontam para a necessidade de estudos mais 

aprofundados. Neste contexto, o presente trabalho buscou caracterizar molecular e 

funcionalmente a família dos carreadores de dicarboxilatos de arabidopsis visando um maior 

entendimento da função in planta desses carreadores. Os resultados obtidos indicam para a 

possibilidade de manipulação genética dos genes correspondentes visando a aquisição de 

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

O presente trabalho pretendeu empreender o estudo funcional dos genes que codificam, 

respectivamente, as proteínas desacopladoras (AtUCP1-2) e os carreadores de dicarboxilato 

(AtDIC1-3) na planta modelo A. thaliana. Para tal, os seguintes objetivos específicos foram 

propostos: 

o Analisar a expressão dos genes AtUCP1-3 e AtDIC1-3 em resposta a estresses bióticos 

e abióticos; 

o Avaliar os padrões de expressão de AtDIC1-3 durante o desenvolvimento vegetal; 

o Investigar a funcionalidade e a redundância funcional destes genes empregando 

mutantes de inserção de T-DNA (atucp1-2 e atdic1-3) bem como linhagens 

superexpressoras de AtDIC2; 

o Determinar o perfil metabólico de plantas com expressão alterada dos genes alvos. 
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3. Capítulo I – Artigo “Knockdown of Mitochondrial Uncoupling Proteins 1 and 

2 (AtUCP1 and 2) in Arabidopsis thaliana Impacts Vegetative Development and 

Fertility“.  

 

No presente capítulo disponibilizamos o artigo que relata a caracterização 

molecular e funcional dos genes AtUCP1 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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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 

qAtUCP1_F GATGGTGGCGGCTGGTA 

qAtUCP1_R CGCCGACGCAAGCAG 

qAtUCP2_F CATAACAATGGCGGATTTCAAA 

qAtUCP2_R CGCTGCAAATGAAGGTTTCA 

qAtUCP3_F GGAGCCGAGTGACCAGAGAA 

qAtUCP3_R CGCAGAGAGTGAAGCAAGCA 

qAtGAPDH_F GCCAAGGCTGGGATTGC 

qAtGAPDH_R GTCGTACCATGACACCAACTTCA 

qAt40S_F CGACTCTCTGCGTTAGGTTTCA 

qAt40S_R GGGTTTCTCCTTGCTTTTGCT 

qGUS_F TTGCCAACGAACCGGATAC 

qGUS_R GCCAGTGGCGCGAAATATT 

qNtEF_F TCTGATCCATTGGATGCTGG 

qNtEF_R TTCAAACCCTTCCTCTTGGG 

qAtHEC2_F GCTCGATGAGGCTATCCATTAC 

qAtHEC2_R ACACCCTTTTCCTCCATATCCT 

qAtHEC3_F AGAGGAACTCGGTGCTATGAAG 

qAtHEC3_R GAAGCCGTATCCATTTTAGTGC 

qAtAMS_F GTGACATCCAGCAAAAGGGTTC 

qAtAMS_R TGAGGCAAGAAATTGAGTCGGA 

qAtDYT1_F GGTGGAGGAAGCAGATTTCAAG 

qAtDYT1_R TCTCTCTTCTAGCTCTCTCTGCT 

qAtAOx1a_F CCGATTTGTTCTTCCAGAGG 

qAtAOx1a_R GCGCTCTCTCGTACCATTTC 

qAtCOX2_F TGATGCTGTACCTGGTCGTT 

qAtCOX2_R TGGGGGATTAATTGATTGGA 

qAtCOX15_F AGTGGTTTAGAGGAGCCACCG 

qAtCOX15_R TCAGCTGGTGGTTCAGGCAT 

qAtVDAC1_F TGAGGTCAATCTTCAGCTTCAA 

 qAtVDAC1_R TTTCCAGACTTGGTGTCAAATG 

* F - forward and R – reverse 
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Supplemental Table S3. Stigma receptivity and pollen viability of WT-Col-0 and mutants. 

 Stigma 

receptivity* 

Pollen viability** 

 Percentage p-value Percentage Adjusted p-value 

Col-0 100  96,30  

atucp1 30 0,0202 89,60 0,0035 

atucp2 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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Considerações finais 

Os resultados obtidos no presente capítulo e suas implicações estão sumarizados na Figura 2.

 

Figura 2. Imagem que sumariza o capítulo I.  
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4. Capítulo II – Os carreadores de dicarboxilato (DICs) 

 

Neste capítulo serão apresentados os dados referentes ao estudo dos carreadores de 

dicarboxilato de arabidopsis. 

 

4.1 Materiais e Métodos 

4.1.1 Validação do padrão de expressão órgão/tecido-específico de AtDIC1-3 

4.1.1.1 Material Vegetal e condições de crescimento 

Sementes de A. thaliana Col-0 foram germinadas em recipientes plásticos contendo 

substrato composto (90% turfa de Sphagnum e 10% vermiculita), sendo inicialmente 

intumescidas e estratificadas a 4ºC por 3 dias, na ausência de luz, para que houvesse a quebra 

de dormência. Posteriormente, os recipientes foram transferidos para uma câmara climatizada 

com fotoperíodo de 16 horas/dia de luz artificial, temperatura de 20ºC (± 1ºC). 

Amostras de diferentes órgãos em diferentes estágios de desenvolvimento foram 

coletados e imediatamente congelados em nitrogênio líquido para posterior extração de RNA 

total e análise de expressão relativa de AtDIC1-3 por RT-qPCR. São elas: sementes germinadas, 

seedlings, folhas de roseta vegetativa (estágio 3.5), caule, flores nos estágios 9 e 15 (de acordo 

com a classificação proposta por Boyes e colaboradores, 2008), e sílicas.  

4.1.1.2 Extração de RNA total e RT-qPCR 

Três plantas foram reunidas em pools e o RNA total de cada pool foi extraído utilizando-

se o reagente Trizol (Thermo Fischer Scientific) seguindo-se o protocolo proposto pelo 

fabricante. Os precipitados de RNA de cada amostra foram ressuspensos em água ultrapura 

tratada com DEPC (diethylpirocarbonato) e devidamente quantificados, sendo estes 

armazenados em ultrafreezer a -80ºC. A integridade das amostras foi verificada em gel de 

agarose 2% corado com brometo de etídio. Tendo a qualidade atestada, prosseguiu-se com o 

tratamento com DNase afim de remover qualquer vestígio de DNA genômico presente na 

amostra e, para tal, utilizou-se o kit RQ1 DNase (Promega) de acordo com as recomendações 

do fabricante. Os RNAs tratados foram imediatamente utilizados para a síntese de cDNA 

utilizando o kit High Capacity Reverse Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific) que 

emprega oligonucleotídeos randômicos. As amostras de cDNA foram, então, tratadas com 

RNaseA-DNase Free conforme as orientações do fabricante e, assim, diluídas dez vezes. O 
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padrão de concentração entre as amostras foi verificado utilizando-se aparelho de 

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

A expressão relativa dos genes alvos foi determinada por PCR em tempo real (qPCR) 

empregando o cDNA obtido na etapa anterior. Utilizou-se o kit GoTaq® qPCR Master Mix 

(Promega) conforme recomendações do fabricante, ajustando-se o volume final da reação para 

10 µl. Os oligonucleotídeos gene-específicos (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 qPCR. O método 

de 2-∆∆Ct (Livak e Schmittgen, 2001), no qual a expressão relativa do gene alvo é calculada com 

base na expressão de um gene normalizador de caráter constitutivo, ainda, em comparação a 

grupo controle, foi empregado. O gene AtGAPDH foi usado como normalizador endógeno e 

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

Tabela 1. Lista de oligonucleotídeos utilizados na análise de expressão relativa. 

Oligonucleotídeo Locus ID Sequência 

qAtDIC1 F 
AT2G22500 

5’ CGACCCACCCGCTTGAT 3’ 

qAtDIC1 R 5’ GCTGGTCGGAGATTGGTTTG 3’ 

qAtDIC2 F 
AT4G24570 

5’ TCGTTGAAGGTGGGATTGC 3’ 

qAtDIC2 R 5’ CTTGATTAGATCGAGAGGGTGAGT 3’ 

qAtDIC3 F 
AT5G09470 

5’ AATCTTCCCGTGAAACCTTACC 3’ 

qAtDIC3 R 5’ AAGGAAATGCTGCCGATGAGA 3’ 

qAtGAPDH F 
AT1G13440 

5’ GCCAAGGCTGGGATTGC 3’ 

qAtGAPDH R 5’ GTCGTACCATGACACCAACTTCA 3’ 

 

 

 

4.1.2 Análise de perda de função em mutantes de inserção atdic1-3-/- 

4.1.2.1 Material Vegetal e condições de crescimento 

Os diferentes mutantes de inserção 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 inserções 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 plásticos contendo substrato composto 

(90% turfa de Sphagnum e 10% vermiculita), sendo inicialmente intumescidas e estratificadas 

a 4ºC por 3 dias, na ausência de luz, para que houvesse a quebra de dormência. Posteriormente, 

os recipientes foram transferidos para uma câmara climatizada com fotoperíodo de 16 horas/dia 

de luz artificial, temperatura de 20ºC (± 1ºC). Após 10 dias, as plântulas foram individualizadas 

e identificadas, sendo mantidas nas mesmas condições por mais 20 dias quando, então, foram 

amostradas folhas de cada exemplar visando a extração de DNA genômico para proceder-se a 

genotipagem. 

4.1.2.2 Extração do DNA genômico 

O DNA genômico foi extraído empregando o método de CTAB como descrito por Doyle 

e Doyle (1987) com modificações. Cerca de 100 mg de tecido foliar das respectivas linhagens 

mutantes foram macerados em nitrogênio líquido com posterior solubilização em 500 μl do 

tampão de extração CTAB (CTAB 2% - PVP2%) contendo 0,2% de β- Mercaptoethanol.  Em 

seguida, adicionou-se 500 μl de CIA (clorofórmio-álcool isoamílico na proporção 24:1) e, após 

a homogeneização das amostras, realizou-se uma centrifugação a 12.000 rpm durante 10 min. 

O sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo microtubo e ao qual foi acrescentado 

500 μl de isopropanol gelado (-20ºC). Após incubação por duas horas a -20ºC, realizou-se uma 

nova centrifugação a 13.200 rpm por 30 min a 14ºC. O precipitado foi lavado com 500 μl de 

etanol 70% e novamente centrifugado a 10.000 rpm por 5 min. Descartou-se o sobrenadante e 

o precipitado foi ressuspenso em 200 μl de  água ultrapura. O DNA genômico extraído foi 

quantificado em aparelho de espectrofotometria Nanodrop (ND-1000, Thermo Fischer 

Scientific).  

4.1.2.3 Confecção de oligonucleotídeos para genotipagem 

Os oligonucleotídeos foram desenhados utilizando-se a ferramenta T-DNA Primer Design 

que possibilita a sua confecção de forma específica e ideal para a identificação de indivíduos 

homozigotos (disponível em http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) (Tabela 2). A 

ferramenta supracitada considera, além da localização da inserção, a predição dos tamanhos dos 

produtos a serem observados, visando facilitar a distinção entre aqueles associados à 
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amplificação da inserção de T-DNA e os do DNA genômico desprovido de inserção. 

Adicionalmente, as sequências dos oligonucleotídeos obtidos foram verificadas em software de 

predição de qualidade (PerlPrimer) e, ainda, alinhadas com o genoma de arabidopsis 

empregando a ferramenta BLAST disponível no Arabidopsis Information Resource (TAIR; 

http://www.arabidopsis.org), afim de checar possíveis pareamentos inespecíficos.  

Tabela 2. Lista de oligonucleotídeos utilizados na genotipagem de linhagens atdic1-3-/-. 

Oligonucleotídeo Sequência 

atdic1_Salk090789 F 5’  ACAAAGAAAGCATCCCATGTG 3’ 

atdic1_Salk090789 R 5’  CTATTTTGCGCACAAGGAAAG 3’ 

atdic1_Salk067118_F 5’ ATGGTCGTTTACCGTTGACTG 3’ 

atdic1_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  3’ 

SAIL_LB 5’ TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATAC 3’ 

SALK_LBb1.3 5’ ATTTTGCCGATTTCGGAAC 3’ 

 

4.1.2.4 Genotipagem 

A genotipagem visando identificar os indivíduos homozigotos foi realizada por PCR 

utilizando-se o kit GoTaq Master Mix (Promega). A reação foi composta por 1 μl do DNA 

genômico extraído (aproximadamente 20 ng), 0,3 μl de um dos oligonucleotídeos gene-

específico (10 mM) e 0,3 μl do oligonucleotídeo específico para a borda do T-DNA, 

respeitando-se os respectivos T-DNAs inseridos nas diferentes linhagens (SALK LBb1.3 para 

atdic1 e atdic3, e SAIL.LB para atdic2). O volume final da reação foi ajustado para 10 μl com 

água ultrapura. As condições da PCR foram: desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, seguida 

de 33 ciclos com desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 61°C por 45 segundos e 

extensão a 72°C por 45 segundos, e extensão final a 72°C por 5 minutos. A mesma reação foi 

empreendida utilizando-se o outro oligonicleotídeo gene-específico combinado com o 

oligonucleotídeo específico para a borda do T-DNA em questão. O DNA genômico de 
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arabidopsis (Col-0) selvagem foi usado como controle. Os produtos de amplificação foram 

visualizados em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo.  

4.1.2.5 Localização da inserção do T-DNA 

A fim de determinar o local de inserção dos T-DNAs nos genes alvos nas respectivas 

linhagens, os produtos de amplificação obtidos na genotipagem por PCR de DNA genômico 

(item anterior) foram extraídos do gel e purificados. Para isso, utilizou-se o kit GenElute Gel 

Extraction (Sigma) conforme as recomendações do fabricante. Os produtos purificados foram 

devidamente quantificados em aparelho de espectrofotometria Nanodrop (ND-1000, Thermo 

Fischer Scientific) e utilizados nas reações de sequenciamento empregando os 

oligonucleotídeos gene-específicos (AtDIC1-3) e os oligonucleotídeos T-DNAs específicos 

(SALK.LBb1.3: AtDIC1,3 e SAIL.LB: AtDIC2). Um sequenciador automático de DNA modelo 

ABI Prism 377 (Applied Biosystems) foi utilizado. As sequências obtidas foram então 

alinhadas com as sequências genômicas de  AtDIC1-3 disponíveis no banco TAIR.  

4.1.2.6 Análise de expressão de AtDIC1-3 em linhagens atdic1-3-/- 

Os efeitos da inserção do T-DNA na expressão dos genes alvos foram investigados por 

RT-qPCR empregando RNA total extraído de folhas coletadas de plantas (20 dias) das 

linhagens atdic1-3-/- (n=3/genótipo), respectivamente. O RNA total de pools de amostras 

foliares foi extraído e tratado conforme descrito no item 4.1. Os RNAs tratados foram 

imediatamente utilizados para a síntese de cDNA utilizando o kit High Capacity Reverse 

Transcription Kit (Thermo Fischer Scientific) empregando oligonucleotídeos randômicos 

conforme descrito no item 4.1.1.2 supracitado. 

A expressão relativa dos genes alvos nos mutantes de inserção bem como de outros 

carreadores correlatos (AtSFC e AtDTC) foi determinada (Tabela 3) utilizando-se o kit GoTaq® 

qPCR Master Mix (Promega) conforme recomendações do fabricante, ajustando-se o volume 

final da reação para 10 µl. Os oligonucleotídeos gene-específicos (AtDIC1-3) adotados são 

aqueles apontados na Tabela 1. O gene AtGAPDH foi usado como normalizador endógeno e 

amostras de A. thaliana (Col-0) foram eleitas como calibrador. Uma vez determinada a 

expressão dos genes alvos nos seus respectivos mutantes atdic1-3-/-, análises de expressão dos 

genes AtDIC1-3 nos diferentes genótipos foram realizadas a fim de detectar possíveis efeitos 

de expressão compensatória. 
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Tabela 3. Lista de oligonucleotídeos utilizados na análise de expressão relativa de genes 

pertencentes à MCF.  

Oligonucleotídeo Locus ID Sequência 

qAtSFC1_F 
AT5G01340.1 

5’ CGGCGCTTACAAAGGAATCG 3’ 

qAtSFC1_R 5’ ATCCCATCCGAAGCGTGTAC 3’ 

qAtDTC_F 
AT5G01340.1 

5’ ATGTGGTCTGACAGCTGGTG 3’ 

qAtDTC_R 5’ AAGCGCATGGAAAGCATTGG 3’ 

 

4.1.2.7 Caracterização fenotípica  

Os fenótipos resultantes da perda de função foram avaliados como descrito (Weigel e 

Glazebrook, 2002). Em paralelo, o comportamento de tais plantas frente aos estresses osmótico 

e salino foi investigado conforme descrito por Begcy e colaboradores (2011). Para tal, foram 

realizados testes de germinação e de crescimento de raízes em condições de estresse bem como 

análises de desenvolvimento de plantas mutantes atdic1-3-/-. 

Para avaliar o efeito da inserção de T-DNA nos genes alvos sobre a aquisição ou perda 

de tolerância aos estresses abióticos, análises 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-1) meia 

força (MS/2, isto é, com concentraões de sais e sacarose reduzidas à metade) (Murashige e 

Skoog, 1962) contendo 0,8% de Phytagel (Sigma). Dez dias após a semeadura, as plântulas 

(n=5/genótipo) foram transferidas para placas contendo meio MS/2 sem (controle) ou com a 

adição de manitol (200 mM) e NaCl (100 mM), respectivamente. As placas foram, então, 

mantidas em posição vertical em câmara de crescimento para favorecer o alongamento das 

raízes. O comprimento da raiz principal foi aferido dez dias após a realização do tratamento, 

sendo o ensaio conduzido em triplicata e, para tal, registrou-se o experimento em fotografias e 

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

Os testes de germinação foram realizados dispondo 30 sementes de cada linhagem em 

estudo e do controle selvagem em placa de Petri contendo meio MS/2 adicionado, ou não 

(controle), de manitol (200 mM) e NaCl (100 mM), respectivamente. As sementes foram 

inicialmente desinfestadas em etanol 70% por 1 min, hipoclorito de sódio 70% por 10 minutos 

com posterior lavagem (5x) com água Milli-Q autoclavada e mantidas por 72 h no escuro a 4ºC 
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para a quebra de dormência. As placas foram então transferidas para câmara climatizada e a 

germinação (determinada pela emissão da radícula) foi acompanhada ao longo de duas semanas 

sendo calculados os índices de germinação e velocidade de germinação. O ensaio foi realizado 

em triplicata para tratamento estatístico dos resultados. O índice de velocidade de germinação 

(IVG) foi calculado pela fórmula IVG = ∑ (ni/ti), em que ni corresponde ao número de sementes 

que germinaram no tempo “i” cujos valores foram somados individualmente sendo os 

experimentos conduzidos em triplicatas. 

Num primeiro momento, os efeitos fenotípicos associados foram avaliados ao longo do 

desenvolvimento vegetativo de indivíduos atdic1-3-/-. 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 4ºC por 3 dias, na ausência de luz. Transcorridos dez dias pós-semeadura, as plântulas foram 

individualizadas (n = 15) e mantidas em câmaras climatizadas com fotoperíodo de 16 horas/dia 

de luz artificial e temperatura de 20ºC (± 1ºC). Com periodicidade constante ao longo de dez 

dias, os indivíduos foram registrados por fotografia e, através do software de análise de imagem 

ImageJ (Schindelin et al., 2012), acompanhou-se o desenvolvimento da área foliar das 

diferentes linhagens. Em paralelo, aferiu-se a relação de acúmulo de biomassa (fresca e seca) 

referente à parte aérea. Como parâmetros do desenvolvimento reprodutivo, mensurou-se o 

tempo de floração, comprimento das sílicas e produção de sementes das respectivas linhagens 

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

4.1.2.8 Análises fisiológicas  

Para as análises fisiológicas e subsequentes, foram empregadas as linhagens cujo evento 

de inserção de T-DNA revelou impacto mais pronunciado na expressão dos genes alvos. Diante 

disso, para a avaliação das trocas gasosas foram utilizadas plantas com 40 dias (n=5) e um 

analisador de gás infravermelho IRGA (ACD, modelo LCPro SD) com fluxo de ar de 300 mL 

min-1 e fonte de luz acoplada de 1200 µmol m-2 s-1. Os seguintes parâmetros foram avaliados: 

concentração interna de carbono (Ci) (µmol m-2 s-1), condutância estomática (gs) (mol de H2O 

m-2 s-1), transpiração (E) (mmol de H2O m-2s-1) e taxa de fotossíntese líquida (A) (µmol de CO2 

m-2s-1). A partir de tais dados foram calculadas a eficiência instantânea no uso da água (EiUA) 

pela razão entre a fotossíntese líquida e a transpiração (A/E) e a eficiência instantânea de 

carboxilação (EiC) mensurada a partir da relação entre a fotossíntese líquida e a concentração 

interna de carbono (A/Ci).  
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Adicionalmente, o consumo de O2 foi medido usando o respirômetro Oxygraph-2k 

(Oroboros, Innsbruk, Áustria) disponível no Instituto de Química da Universidade de São Paulo 

(USP). Para tal, plantas inteiras (03 semanas) do controle selvagem (Col-0) e das linhagens 

mutantes atdic1-3 (n=3/ genótipo) foram incubadas em temperatura ambiente e no escuro por 

1 h. Posteriormente, aproximadamente 10 mg de folhas frescas foram seccionadas e os cortes 

longitudinais e transversais foram devidamente pesados e submergidos em 2,1 mL de meio MS 

(pH 5,8) saturado de ar e, então, o consumo de oxigênio por massa foi monitorado a 25°C e 

agitação constante de 80 rpm. As medidas foram amostradas em 120 pontos estáveis 

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

4.1.2.9 Análises de expressão relativa dos genes AtDIC1-3 em condições de estresse 

abiótico 

A expressão dos genes AtDIC1-3 foi avaliada em resposta aos estresses salino (NaCl) e 

osmótico (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 inserção foram usados. As sementes foram inicialmente 

incubadas em meio MS/2 liquido por 72 h no escuro a 4ºC para a quebra de dormência, sendo 

então mantidas sob agitação (67 rpm) a 20ºC (± 1ºC) e luz artificial constante por 7 dias. Após 

esse período, as plântulas foram transferidas para novo meio MS/2 líquido adicionado de NaCl 

(100 mM) ou manitol (200 mM). As amostras foram coletadas em diferentes tempos (6, 12 e 

24 h) para posterior extração de RNA total e análise por RT-qPCR conforme descrito 

anteriormente. Paralelamente, amostras de plantas crescidas em condições normais (MS/2 sem 

adição de agente estressante) foram coletadas nos referidos tempos e estas foram consideradas 

grupo controle. A quantificação da expressão relativa foi realizada de acordo com o descrito no 

item 4.1.2.2. 

4.1.2.10 Análise de expressão relativa de genes marcadores de função mitocondrial 

A fim de verificar possíveis distúrbios provocados pelo nocaute dos genes em estudo no 

funcionamento da mitocôndria, análises de expressão relativa de genes considerados 

marcadores de função mitocondrial (AtAOX1A, AtCOX15 e AtVDAC1) foram realizadas 

empregando as amostras obtidas no item anterior. Oligonucleotídeos gene-específicos foram 

desenhados conforme descrito no item 4.1.2.2 realizando-se pequenos ajustes manuais na 

sequência visando garantir sua especificidade, a qual foi verificada por alinhamentos com o 

genoma de arabidopsis através da ferramenta BLAST disponível no banco de dados 
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http://www.arabidopsis.org (Tabela 4). O método matemático adotado para calcular os níveis 

de expressão foi em concordância ao descrito anteriormente (item 4.1.1.2).  

Tabela 4. Lista de nucleotídeos utilizados na análise de expressão de genes marcadores 

mitocondriais. 

Oligonucleotídeo Locus ID Sequência 

qAtAox1AF 
AT3G22370 

5’ CCGATTTGTTCTTCCAGAGG 3’ 

qAtAox1A R 5’ GCGCTCTCTCGTACCATTTC 3’ 

qAtCOX15 F 
AT5G56090 

5’ AGTGGTTTAGAGGAGCCACCG 3’ 

qAtCOX15 R 5’ TCAGCTGGTGGTTCAGGCAT 3’ 

qAtVDAC F 
AT3G01280 

5’ TGAGGTCAATCTTCAGCTTCAA 3’ 

qAtVDAC R 5’ TTTCCAGACTTGGTGTCAAATG 3’ 

 

4.1.2.11 Detecção de espécies reativas de oxigênio 

Para a detecção de peróxido de hidrogênio (H2O2), plântulas das linhagens atdic1-3-/- com 

três semanas após a germinação foram submetidas à reação com 3,3′-diaminobenzidine (DAB) 

conforme descrito (Daudia e O’Brien, 2012).  

4.1.2.12 Determinação do perfil metabólico e análises dos dados 

Visando a determinação do perfil metabólico, sementes do controle selvagem (Col-0) e 

de linhagens mutantes atdic1-3 foram germinadas em substrato e mantidas nas condições de 

cultivo habituais. Amostras de roseta vegetativa (n=5/genótipo) com 40 dias (fenótipo mais 

exacerbado) foram coletadas, imediatamente congeladas em líquido e, posteriormente, 

maceradas em condições estéreis. A 50 mg do macerado fino foram então adicionados 1000 μL 

de solução de extração de metabólitos (4ºC) [90% (v v) metanol, suplementado com 2 mg/ml 

de ribitol e 6 mg/ml de ácido adípico como padrões internos]. As amostras foram imediatamente 

submetidas à vórtex e agitadas em 1.400 rpm durante 20 min a 75°C, sendo em seguida 

mantidas em gelo e submetidas a três pulsos de um minuto cada em sonicador 40Hzs-1. Os 

detritos celulares foram removidos por centrifugação a 12000 rpm por 5 min a 4ºC. As amostras 

foram filtradas (filtros de com 0,2 µm de diâmetro) e 900 μL do sobrenadante filtrado foi 

transferido para um vial de vidro âmbar com capacidade de 1,5 mL. As amostras foram em 

seguida submetidas à drenagem usando um SpeedVac. 
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As análises de perfil metabólico foram realizadas em um equipamento Pegasus® BT GC-

TOFMS disponível na Escola Superior de Agricultura “Luíz de Queiroz” da Universidade de 

São Paulo (USP). Brevemente, as amostras foram derivatizadas em duas etapas, a primeira 

adicionando-se 30 μL de metoxiamina (15 μg/ μL em piridina) por 16 h em temperatura 

ambiente, no escuro e, posteriormente, adicionando-se MSTFA (N-methyl-N-

trimethylsilyltrifluoroacetamide) com 1% TMCS (trimethylchlorosilane). Após incubação em 

temperatura ambiente por 1 h, adicionou-se 30 μL de solução padrão de alcanos C8-C20 40 ng 

cada por μL de hexano. Finalizada a preparação das amostras, estas foram injetadas no 

equipamento supracitado. 

A normalização dos dados obtidos foi realizada empregando script do R Studio. 

Resumidamente, empregou-se o Total ion count como método de normalização, onde cada um 

dos metabolitos de uma amostra é normalizado (dividido) em função de todas as intensidades 

observadas de todos os metabólitos no conjunto amostral. O script prevê, ainda, a remoção de 

metabólitos que pós-normalização, revelaram-se zerados entre todas as amostras. As análises 

foram incialmente realizadas em triplicatas técnicas e as quadruplicatas mais fidedignas 

estatisticamente na sua repetição técnica mais suportada foram selecionadas para a análise de 

dados. 

O servidor MetaboAnalyst foi empregado nas análises estatísticas das análises de 

intensidades relativas e de vias metabólicas (disponível em 

https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml). Para a análise global de 

metabólitos, nenhum filtro ou normalização foram aplicados, sendo os dados submetidos à 

transformação logarítmica (log2) e escalonamento de Pareto. No que se refere às análises de 

vias metabólicas alteradas, as configurações adotadas foram as padrões e os metabólitos 

submetidos como entrada foram aqueles cujas abundâncias revelaram-se diferenciais pela 

ANOVA realizada na análise anterior.  

 

4.1.3 Análise de ganho de função em linhagens de A. thaliana superexpressoras 

4.1.3.1 Construção dos cassetes de superexpressão 

Devido a ausência de uma segunda linhagem mutante para o gene AtDIC2 decidiu-se pela 

geração de linhagens transgênicas de arabidopsis com superexpressão deste gene. Para a 

obtenção do cassete de superexpressão, a região codificadora de AtDIC2 foi amplificada e 
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clonada em vetor binário pBI121 (Clontech), permanecendo assim, sob controle do promotor 

35S do vírus 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 extraído de caule e 

oligonucleotídeos gene-específicos adicionados dos sítios para as enzimas de restrição BamHI 

e SacI (AtDIC2 BamHI F 5’ GGCGGATCCATGGGAGTCAAAAGTTTCGTT 3’ e AtDIC2 

SacI R 5’ GGCGAGCTCTCAAAAATCTCGAAGCAG 3’), respectivamente. Após a ligação 

do cDNA no vetor binário digerido pelas referidas enzimas (gerando o cassete 35S::AtDIC2), 

células competentes da cepa DH5α de Escherichia coli, preparadas conforme protocolo descrito 

(Sambrook et al., 2001), foram transformadas empregando choque térmico. Após a 

transformação, as bactérias foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani 

(LB) sólido (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 água deionizada, pH 7,0) adicionado de 100 μg/ml de canamicina. As 

placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 h. A transformação foi confirmada por PCR 

de colônia, e os produtos foram analisados por eletroferese em gel de agarose 1%. Após a 

confirmação, o DNA plasmidial foi extraído por lise alcalina (Sambrook e Russel, 2001), 

sequenciado e, então, inserido em agrobactéria visando a inserção em planta.  

 

Figura 3. Representação esquemática do cassete de expressão p35S::AtDIC2. As caixas em 

cinza representam as bordas direita (RB) e esquerda (LB) do cassete de expressão. nptII 

(neomycin phosphotransferase II) - gene que confere resistência à canamcina. NOS-pro e NOS-

ter - promotor e terminador NOS (nopaline synthase), respectivamente.  

4.1.3.2 Transformação de Agrobacterium tumefaciens 

A produção das células competentes e transformação de A. tumefaciens cepas GV 3101 

foi baseada no protocolo descrito por Lacorte & Romano (1998). Após a transformação, 

análises de PCR de colônia empregando oligonucleotídeos específicos para a região 

codificadora do gene AtDIC2 foram realizadas a fim de confirmar a transformação das 

agrobactérias com o plasmídeo recombinante.  
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4.1.3.3 Transformação de arabidopsis por imersão floral  

Plantas de A. thaliana (Col-0) foram transformadas empregando a técnica de imersão 

floral como descrito (Zhang et al., 2006). Para tal, 100 µl de um pré-inóculo obtido a partir de 

uma colônia isolada de A. tumefaciens cepa GV 3101 transformada com o cassete de expressão 

35S:AtDIC1-3 foram inoculados em 500 ml de meio LB líquido acrescido de canamicina. Os 

inóculos foram, então, incubados por um período de 16-24 h a 28°C, até que fosse atingida uma 

absorbância (600 nm) de aproximadamente 1,5~2,0. O meio foi, então, centrifugado a 4000 

rpm por 10 min a temperatura ambiente. Após a centrifugação, as bactérias foram ressuspensas 

em um volume de solução de sucrose. A esta solução foi adicionado surfactante (SilwetL-77) 

na concentração de 0,02% do volume, sendo a solução homogeneizada e transferida para um 

béquer. Em seguida, as partes aéreas contendo os botões florais de arabidospsis foram 

submersas na suspensão bacteriana por 30 segundos sob leve agitação e com o auxílio de 

micropipetador, 1µl da suspensão de células foi cuidadosamente colocado sobre os botões 

florais. As plantas foram drenadas por 5 segundos e cobertas com filme plástico para 

manutenção da umidade, sendo em seguida transferidas para câmara climatizada com 

fotoperíodo de 16 h de luz artificial e temperatura entre 20ºC (± 1ºC). No dia seguinte, a 

cobertura foi removida, e após 30 dias, as sementes foram coletadas para seleção dos 

transformantes. A seleção foi realizada no período pós-germinação utilizando como parâmetro 

o tamanho do hipocótilo das plântulas conforme descrito por Harrison e colaboradores (2006). 

Por essa metodologia, os transformantes são identificados através de seus hipocótilos alongados 

em adição à seleção por resistência ao antibiótico.  

4.1.3.4 Genotipagem 

Plantas T2 derivadas do screening inicial descrito no item anterior foram obtidas e tiveram 

seu DNA genômico extraído conforme descrito no item 4.1.2.2. Posteriormente, a genotipagem 

foi realizada por PCR utilizando-se o kit GoTaq Master Mix (Promega). A reação foi composta 

por 1 μl do DNA genômico extraído (aproximadamente 20 ng), 0,3 μl de oligonucleotídeo gene-

específico reverso supracitado (10 mM) e 0,3 μl do oligonucleotídeo específico para a região 

promotora CAMV35S (5′-ACAATCCCACTATCCTTC-3′). O volume final da reação foi 

ajustado para 10 μl com água ultrapura. As condições da PCR foram: desnaturação inicial a 

95°C por 5 minutos, seguida de 33 ciclos com desnaturação a 94°C por 30 segundos, 

anelamento a 58°C por 45 segundos e extensão a 72°C por 45 segundos, e extensão final a 72°C 

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

corado com brometo de etídeo. 

4.1.3.5 Análise do nível de expressão de AtDIC2 e seleção de linhagens 

Visando verificar os níveis de expressão de AtDIC2 nas linhagens positivas para a 

inserção do cassete de expressão, amostras de folha foram coletadas de plântulas e o RNA total 

extraído conforme descrito no item II.1.1.2. A expressão relativa de AtDIC2 foi determinada 

por PCR em tempo real (qPCR). O método de 2-∆∆Ct (Livak e Schmittgen, 2001), onde o gene 

AtGAPDH foi usado como normalizador endógeno e amostras de A. thaliana Col-0 foram 

eleitas como calibrador. 

4.1.3.6 Análises funcionais  

Os parâmetros descritos no item 4.1.2.7 foram igualmente avaliados nas linhagens 

selecionadas conforme descrito no item anterior. 

 

4.2  Resultados e Discussão 

4.2.1 Validação dos padrões de expressão de AtDIC1-3 

Palmieri e colaboradores (2008) rastrearam os perfis de expressão órgão/tecido específica 

de AtDIC1-3 em dados de transcriptoma (microarray) e os validaram por RT-qPCR. No 

entanto, algumas divergências quanto aos padrões de expressão do gene AtDIC3 foram 

encontradas. Os autores atribuem uma expressão preferencial em raiz e caule à AtDIC1 e em 

raiz, caule e folha à AtDIC2, porém, não obtiveram êxito na detecção da expressão de AtDIC3. 

Este gene foi inicialmente relatado como sendo expresso especificamente em flores e sílicas. 

Considerando tais divergências e objetivando atestar o padrão de expressão dos referidos genes, 

uma análise de RT-qPCR foi realizada empregando amostras de cDNA obtidas a partir de um 

set mais completo de órgãos/tecidos de A. thaliana (Col-0). Segundo os resultados obtidos 

(Figura 4), o gene AtDIC1 apresentou um padrão de expressão ubíquo, sendo detectado em 

todos os órgãos/tecidos amostrados, e mais intensamente em roseta, botões florais em estágio 

inicial de desenvolvimento (estágio 9; Boyes et al.,2008) e em flores pós-antese (estágio 15; 

Boyes et al, 2008). Já o gene AtDIC2, apesar de expresso em baixos níveis em todos os 

órgãos/tecidos analisados, revelou-se mais intensamente expresso em regiões de internós do 

caule, o que corrobora dados prévios de transcriptoma (Klepikova et al., 2016). A expressão do 
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gene AtDIC3 é, de fato, mais basal e de difícil detecção. No entanto, sua expressão foi detectada 

em botões florais em estágios iniciais de desenvolvimento (estágio 9) e de maneira significativa 

em flores pós-antese e sílicas, sugerindo, portanto, uma função especializada durante a fase 

reprodutiva. Esses resultados sugerem a existência de especificidade funcional e favorecem a 

hipótese de que essas isoformas atuariam de forma não redundante.  

 

 

Figura 4. Padrão de expressão órgão/tecido-específico dos genes AtDIC1-3 em A. thaliana 

(Col-0). A expressão em um pool de órgãos/tecidos amostrados foi usada como calibrador 

(adotada como sendo igual a 1). Os asteriscos indicam níveis de expressão com diferença 

estatística em relação ao selvagem (Col-0) com *p-value<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e 

****p<0,0001, respectivamente. 

4.2.2 Avaliação funcional dos mutantes de inserção atdic1-3 

Genotipagem e localização da inserção de T-DNA 

Sementes de linhagens contendo inserção 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 inserção de T-DNA e, ainda, 

selecionar os indivíduos homozigotos, realizou-se a genotipagem por PCR de DNA genômico 

empregando-se oligonucleotídeos gene-específicos 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 inserção atdic1-3 para confirmação da homozigose. 

(A) Produtos de amplificação dos genes alvo (AtDIC1-3) empregando DNA genômico extraído 

de plantas mutantes e do tipo selvagem (WT Col-0). Gel de agarose 0,8% corado com brometo 

de etídeo. (B) Localização da inserção de T-DNA nos genes alvos. (C) Efeito da inserção de T-

DNA na expressão dos genes alvos, AtDIC1-3. A expressão em plantas selvagens (Col-0) foi 

usada como calibrador (adotada como sendo igual a 1). (****) indicam níveis de expressão com 

diferença estatística em relação 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 inserção do T-DNA nos genes alvos em cada linhagem mutante. Os 

genes AtDIC1 e AtDIC2 são  compostos por regiões não traduzidas posicionadas tanto em 5’ 

quanto em 3’ e por um único éxon, enquanto que o gene AtDIC3 é constituído por dois éxons 

intercalados por uma região intrônica do tipo II (Figura 5B; Palmieri et al., 2008). De acordo 

com os resultados de sequenciamento, no mutante SALK_090789 (atdic1-1) o T-DNA está 

inserido na região promotora [-289 pares de base (pb) a partir do sítio de início da transcrição] 

enquanto o mutante SALK_067118 (atdic1-2) apresenta a inserção localizada na região 

codificadora (+1542 pb a partir do sítio de início da transcrição). No mutante SAIL_1267_F09 
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(atdic2), a inserção localiza-se na porção final da região codificadora (+1055 pb a partir do sítio 

de início da transcrição). Já nos mutantes SALK_001547 (atdic3-1) e SALK_087822 (atdic3-

2), o T-DNA está inserido na região promotora proximal e codificadora terminal (-167 pb e 

+1390 pb a partir do sítio de início da transcrição, respectivamente) (Figura 3B).  

 

Verificação dos efeitos das inserções de T-DNA na expressão dos genes alvos 

A expressão relativa dos genes alvos nos mutantes de inserção atdic1-3 foi avaliada 

empregando RT-qPCR. Os resultados obtidos revelaram uma redução drástica nos níveis de 

transcritos dos genes alvos nos três mutantes avaliados (Figura 5C). O mutante atdic1-1 

apresentou uma redução de 97,9% na expressão do gene AtDIC1 quando comparado com 

arabidopsis Col-0. Da mesma maneira, os mutantes atdic2 e atdic3-1 apresentaram 90,1% e 

99,9% de redução na expressão dos genes AtDIC2 e AtDIC3, respectivamente, em relação a 

expressão observada em Col-0. Em contrapartida, as linhagens atdic1-2 e atdic3-2 

manifestaram um efeito mais brando nos níveis de expressão dos genes alvos, alcançando 73% 

e 71% de redução, respectivamente.  

 

Análises dos efeitos da inserção in planta 

Efeitos na Germinação 

Dados públicos de expressão em larga escala disponíveis no BAR (bar.utoronto.ca) 

demonstram que os genes AtDIC1 e AtDIC2 são altamente expressos nas fases tardias da 

germinação e em cotilédones, dados parcialmente corroborados pela análise de expressão 

órgão/tecido específica obtida no presente trabalho (Figura 4). Neste contexto, postula-se que 

esses carreadores, especialmente AtDIC1, possam desempenhar um papel importante na 

mobilização de lipídeos de reserva durante a germinação, já que são capazes de transportar 

succinato e malato (Palmieri et al., 2008). Assim, a fim de investigar essa possibilidade, testes 

de germinação de sementes em condições normais (meio MS/2) e sob estresse abiótico (MS/2 

adicionado de NaCl ou manitol) foram realizados.  

Os resultados obtidos revelam que, em condições normais de crescimento, todos os 

mutantes apresentaram um acometimento da germinação nas fases iniciais (entre 4 e 6 dias) 

com atraso na emissão de radícula em comparação com o controle Col-0 (Figura 6A). Porém, 

8 dias após a semeadura, este efeito foi atenuado e uma recuperação, em comparação ao controle 
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selvagem (Col-0), foi observada (Figura 6A). Esses resultados são compatíveis com um papel 

relevante destes carreadores na fase inicial da germinação. Já sob imposição de estresses 

osmótico ou salino, o maior efeito sobre a germinação das sementes foi observado no mutante 

atdic2 com uma redução de 22,22% e 41,11% nas taxas de germinação em presença de manitol 

ou NaCl, respectivamente, sendo seguido pelos mutantes atdic1-1 e atdic1-2 (Figura 6B e 6C). 

O mutante atdic2 é, portanto, o genótipo mais sensível em comparação aos demais. Esses 

resultados sugerem que a AtDIC2 possui um papel metabólico relevante durante a germinação, 

especialmente em condições de estresse. Como já mencionado, uma intensa indução da 

expressão deste gene em estágios tardios da germinação em condições normais já foi relatada 

(Narsai et al., 2011).  

 

 

Figura 6. Índices de germinação (emergência da radícula) de atdic1-3-/- em condições controle 

(A), estresse osmótico (B) e salino (C). Os dados são as médias de três experimentos 

independentes usando 30 sementes/linhagem. Os asteriscos indicam diferença estatística em 

relação 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 germinação das sementes das linhagens supracitadas também se 

revelaram comprometidas (Tabela 4). Em condições controle, as velocidades de germinação 
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dos mutantes atdic1-1, atdic1-2 e atdic2 foram prejudicadas em, aproximadamente, 15%. Por 

outro lado, as linhagens atdic3 foram menos afetadas apresentando velocidades de germinação 

estatisticamente similares à do controle selvagem. Isso se deve muito provavelmente a potencial 

funcionalização deste gene no desenvolvimento reprodutivo. As taxas de germinação 

revelaram-se atenuadas, porém conservadas nas linhagens atdic1-2 e atdic3-2 quando 

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

 

Tabela 4. Índice de velocidade da germinação das linhagens de mutantes de inserção atdic1-3 

em condições controle, de estresse osmótico e estresse salino. Os números destacados em 

negrito denotam significância estatística com um valor p<0,05.  

 

 Controle Manitol NaCl 

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

atdic1-1 14,17 9,87 14,14 

atdic1-2 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 raízes  

Dada a sugerida associação 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 expressão induzida de AtDIC2 em tecidos como columela, córtex e 

câmbio vascular (Iyer-Pascuzzi et al., 2011), procurou-se, num segundo momento, investigar o 

efeito das mutações nos genes alvos sobre o desenvolvimento das raízes em condições normais 

ou sob estresse abiótico (osmótico e salino).  

Curiosamente, nenhuma alteração no comprimento da raiz primária foi observada nos 

mutantes de inserção quando comparados com o genótipo selvagem (Col-0) em condições 

normais de crescimento. No entanto, em condições de estresse osmótico ou salino, observa-se 

um claro encurtamento da raiz primária em atdic2, atdic3-1 e atdic3-2, sugerindo que os 

referidos genes sejam fundamentais na resposta a tais estresses nesta fase de desenvolvimento 

(Figura 7), o que se faz coerente com dados disponíveis na literatura nos quais as expressões de 
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AtDIC2 e AtDIC3 em amostras radiculares eram alteradas diante de variações de pH (AtDIC2), 

deficiência de selênio (AtDIC2,3) e na presença de NO2 (AtDIC3) (Iyer-Pascuzzi et al., 2011; 

Kilian et al., 2007). Os resultados observados estão em conformidade com dados de 

transcriptoma disponíveis no banco de dados BAR (bar.utoronto.ca), que apontam um intenso 

e rápido aumento nos níveis de transcritos dos genes AtDIC1-3 diante da imposição de estresses 

abióticos, especialmente, salino e osmótico. Salienta-se, ainda, que AtDIC3 é o gene cuja 

expressão 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 primária neste mutante. Por outro lado, o aumento 

significativo no comprimento da raiz principal observado nos mutantes atdic1 sob estresse 

salino pode estar associado a um efeito de expressão compensatória do gene AtDIC2 como será 

discutido posteriormente. Cabe ressaltar ainda que AtDIC1 e AtDIC2 são responsivos a 

diferentes tipos de estresses abióticos, sendo AtDIC1 altamente induzido na presença de estresse 

salino e AtDIC2 em resposta ao estresse oxidativo. 

 

 

Figura 7. Comprimento das raízes primárias nos mutantes atdic. O comprimento da raiz 

principal foi mensurado 20 dias após a germinação em placas contendo meio MS/2 Adicionado, 

ou não (condição controle), de manitol e NaCl, respectivamente. Os dados correspondem às 

médias e o desvio padrão de três experimentos independentes usando cinco plântulas/genótipo. 

Os asteriscos indicam diferença estatística em relação 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 atdic1-3 foi avaliado 

através da quantificação da área foliar e mensuração do acúmulo de biomassa (fresca e seca) da 

parte aérea (roseta). Cabe destacar que a área foliar está intimamente relacionada com o 

metabolismo energético. Como é possível constatar nas figuras 8A e 8B, todos as linhagens 

mutantes apresentaram uma área foliar superior ao genótipo selvagem Col-0, sendo esta 

diferença visível a partir dos 30 dias pós-semeadura. Essa disparidade foi intensificada ao longo 

do tempo, tornando-se ainda mais evidente e estatisticamente significativa aos 40 dias pós-

semeadura em fotoperíodo 16h/8h refletindo diretamente em sua biomassa, tanto fresca quanto 

seca, sendo os efeitos mais acentuados observados nos mutantes atdic1-1 e atdic3-1 (Figuras 

8C e 8D). Nota-se ainda uma tendência de aumento de biomassa em atdic2, mas este, no 

entanto, não se revelou estatisticamente significativo em relação ao controle (Col-0). Esses 

resultados evidenciam um desenvolvimento vegetativo mais acentuado nos mutantes em 

comparação ao selvagem. Dando suporte a esses dados, Chaves e colaboradores (2019) 

observaram efeitos fenotípicos similares em linhagens cuja expressão do transportador de NAD 

mitocondrial foi comprometida, reiterando a importância da homeostase dos níveis de NAD 

mitocondrial no desenvolvimento vegetativo. Igualmente, tomates deficientes na expressão de 

malato desidrogenase mitocondrial exibem maior acúmulo de biomassa em sua parte aérea, 

incluindo-se os frutos (Nunes-Nesi et al., 2005) Em contrapartida, dados da literatura relatam 

uma correlação positiva entre os níveis de expressão de DICs e o crescimento e proliferação 

celular em levedura e células tumorais (Palmieri et al., 1999; Zhou et al., 2015). 

Por outro lado, quando avaliados os parâmetros associados ao desenvolvimento 

reprodutivo, alguns efeitos mais discretos, porém estatisticamente significativos, foram 

observados. Nota-se uma tendência de antecipação da floração em 3 e 4 dias nos mutantes 

atdic1-1 e atdic3-1, respectivamente (Figura 8E), e, adicionalmente, um moderado prejuízo no 

comprimento das sílicas, especialmente no mutante atdic1-1 (Figura 8F). É importante notar, 

ainda, que embora se observe uma atenuação dos parâmetros supracitados, os efeitos na 

produção de sementes foram exacerbados, especialmente nos mutantes atdic1-1 e atdic3-1 

(Figura 6G).  A relação do status mitocondrial com o desenvolvimento reprodutivo vem sendo 

amplamente discutida, sugerindo que níveis de mitoROS e ATP sejam potenciais reguladores 

nos referidos estágios (Arcuri et al.,2021). Dessa forma, assumindo-se o potencial papel 

anapleurótico dos DICs em arabidopsis proposto por Palmieri e colaboradores (2008) e a íntima 

relação estabelecida entre o CAC e a fosforilação oxidativa, é plausível especular-se que a 
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interferência na expressão de AtDIC1-3 afete a homeostase mitocondrial e, assim, exerça efeitos 

sobre o desenvolvimento reprodutivo.   

 

Figura 8. Avaliação fenotípica dos mutantes de inserção atdic1-3. Em (A) são apresentadas 

imagens representativas dos mutantes atdic1-3 e do genótipo selvagem (Col-0). A área foliar 

foi avaliada ao longo do tempo (B) e as biomassas fresca (C) e seca (D) aos 40 dias pós-

semeadura. Os parâmetros de desenvolvimento reprodutivo, tempo de floração (E), 

comprimento das sílicas (F) e produção de sementes (G) foram igualmente avaliados. Os 

asteriscos indicam diferenças estatisticamente significativas em relação ao selvagem Col-0 (* 

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001).  

Cabe ressaltar que os fenótipos se revelaram conservados em relação aos diferentes 

genótipos, sendo igualmente observados entre as distintas linhagens mutantes testadas. Por 

outro lado, estes foram mais brandos nas linhagens atdic1-2 e atdic3-2, nas quais uma redução 

mais discreta na expressão dos genes alvos foi constatada. Por esta razão, as análises a seguir 

concentraram-se nas linhagens atdic1-1, atdic2 e atdic3-1, sendo que, para fins estéticos, serão 

adotadas as nomenclaturas atdic1 e atdic3 para as linhagens SALK_090789 e SALK_001547, 

respectivamente. 
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Expressão compensatória 

A fim de verificar se os fenótipos observados, em especial aqueles relacionados ao 

aumento de biomassa, estavam associados a uma possível expressão compensatória, a 

expressão dos genes AtDIC1-3 nos respectivos mutantes foi avaliada por PCR em tempo real. 

Para acessar informações sobre possível compensação transcricional de outros carreadores com 

afinidade pelo transporte de dicarboxilatos, os níveis de expressão 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 expressão induzida 

nos genótipos em que a expressão das outras isoformas foi alterada, sendo esta mais 

significativa no mutante atdic3. Cabe ressaltar que o referido mutante é o que apresentou maior 

redução de expressão do gene alvo, podendo ser considerado um mutante nocaute, seguido por 

atdic1 (Figura 5). O mutante atdic2 não apresentou qualquer efeito de expressão compensatória 

estatisticamente significativo, muito provavelmente devido aos níveis residuais de expressão 

do gene AtDIC2 (~10%) observado neste mutante. Os níveis de expressão de AtSFC e AtDTC 

também foram minimamente alterados em relação ao selvagem, não apresentando significância 

estatística. Tal análise permitiu compreender que, apesar do reduzido nível de expressão dos 

DICs nos mutantes analisados, outros membros da MCF com afinidade pelo transporte de 

dicarboxilatos não são recrutados para efeito compensatório. Cabe ressaltar ainda que a 

ausência de expressão compensatória não corrobora a hipótese de redundância funcional entre 

as isoformas, o que está em conformidade com Palmieri e colaboradores (2008) que, com base 

na identidade de sequência, nos padrões de expressão e na afinidade destes transportadores por 

diferentes substratos, sugerem a existência de uma especialização funcional das diferentes 

isoformas. Esses dados também indicam que a redução na expressão do gene AtDIC2 não 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. Evidência de expressão compensatória dos genes AtDIC1-3, AtSFC e AtDTC nos 

mutantes de inserção atdic1-3. A expressão em plantas selvagens (Col-0) foi usada como 

calibrador (adotada como sendo igual a 1). Asteriscos denotam níveis de expressão com 

diferença estatística em relação ao selvagem (Col-0) sendo: (*) p<0,05, (**) p<0,01 e (****) 

p<0,0001.  

 

A compensação da expressão reduzida de AtDIC1 e AtDIC3 pela indução de AtDIC2 pode 

estar associada à relação filogenética estabelecida entre este gene e os demais e dá suporte aos 

dados de tolerância ao estresse salino observados nos mutantes atdic1 e atdic3 durante a 

germinação (Figura 6C) e estágios iniciais do desenvolvimento radicular (Figura 7). 

 

Avaliações fisiológicas 

Como sugerido por Noctor e colaboradores (2007), o metabolismo mitocondrial tem, 

como principal função, regular o balanço redox e exerce papel crucial na eficiência 

fotossintética (Noctor et al., 2003). Neste sentido, para avaliar os efeitos da expressão reduzida 

dos genes alvos a nível fisiológico, os seguintes parâmetros foram avaliados: a transpiração (E), 

condutância estomática (g), taxa de assimilação (A), fração de carbono na cavidade sub-

estomática (Ci), eficiência de carboxilação (A/Ci), eficiência instantânea do uso da água (A/E), 

capacidade de re-oxidação da clorofila (Fo’) e consumo de O2 (fluxo de O2).  

Quando comparados ao selvagem (Col-0), os mutantes atdic não apresentaram alterações 

significativas quanto a transpiração e na eficiência instantânea do uso da água (Figuras 10A e 

10F). No entanto, ao se avaliar as taxas de assimilação, nota-se que foram superiores ao controle 

(Col-0) com sólido suporte estatístico. Concomitantemente, também é possível verificar uma 
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tendência de aumento da condutância estomática, embora, neste caso, sem suporte estatístico. 

O ganho de eficiência fotossintética também é observado em plantas deficientes em acotinase 

e malato-desidrogenase mitocondrial, reiterando, assim, a contribuição do metabolismo 

mitocondrial para a fotossíntese (Carrari et al., 2003; Nunes-Nesi et al., 2005). É importante 

salientar que dados de transcriptoma de células-guarda e mesofilo foliar apontam uma alta 

expressão de AtDIC2 nas referidas estruturas e, ainda, uma considerável indução nos estágios 

iniciais da diferenciação das células-guarda (Yang et al., 2008; Adrian et al., 2015). A literatura 

discorre sobre a relação estabelecida entre a condutância estomática e as taxas de assimilação 

bem como sobre seus impactos sobre a eficiência fotossintética. Dados demonstram que o fluxo 

de malato nas células-guarda regula a atividade de canais iônicos nas membranas, impactando 

o funcionamento estomático (Lee et al., 2008; Kim et al., 2010). Neste contexto, Medeiros e 

colaboradores (2017) observaram que um mutante de inserção para o gene AtQUAC1, que 

codifica um canal iônico capaz de transportar malato nas células-guarda dos estômatos, tiveram 

um considerável aumento nas taxas de assimilação e na condutância estomática, justificando o 

aumento de biomassa observado fenotipicamente. Efeitos similares foram observados em 

plantas deficientes em succinato desidrogenase cultivadas em restrição de nitrogênio, onde o 

acúmulo de succinato e um ganho de eficiência fotossintética são 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 fisiológicos aqui observados. Além disso, os mutantes atdic1 

e atdic3 exibiram um aumento considerável na capacidade re-oxidativa da clorofila (Figura 

10G), reafirmando uma putativa eficiência fotossintética melhorada.  

Curiosamente, as taxas respiratórias divergiram entre as linhagens mutantes, sendo 

inferiores nos mutantes atdic1 e atdic2 e drasticamente superiores nos mutantes atdic3 (Figura 

10H). Um aumento das taxas respiratórias em decorrência da interferência na expressão de DIC 

mediado por shRNA foi verificado por Kamga e colaboradores (2010) em neurônios de ratos. 

Neste mesmo estudo, os autores identificaram uma importante alteração nos conteúdos de 

glutationa, sugerindo a correlação destes. 



64 
 

 

Figura 10. Efeitos da expressão reduzida dos genes AtDICs sobre os parâmetros fisiológicos. 

Em (A) transpiração (E); (B) condutância estomática (g); (C) taxa de assimilação (A); (D) fração 

de carbono intracelular (Ci); (E) taxa de carboxilação (A/Ci), (F) eficiência instantânea do uso 

da água (A/E); (G) fluorescência variável (Fo’) e (H) consumo de O2. Os asteriscos denotam 

significância estatística em relação ao selvagem (Col-0) sendo: (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) 

p<0,001 e (****) p<0,0001. 

 

Determinação do perfil metabólico no contexto de deficiência de DICs 

Ao total, 102 metabólitos foram identificados pós-normalização no conjunto amostral, 

sendo que, dentre estes, o grupo mais representativo foi o de carboidratos e derivados, seguido 

por lipídeos, ácidos orgânicos, compostos organometálicos e aminoácidos (Figura 11A). 

Análises estatísticas criteriosas retornaram 26 metabólitos diferencialmente abundantes em 

relação ao controle selvagem (Col-0) e que se encontram dispostos em gráfico de gradiente 

(mais abundantes representados em vermelho; Figura 11B). A clusterização euclidiana 

empregada na confecção do gráfico permitiu visualizar uma segregação dos perfis metabólicos, 

sendo que atdic1 e atdic3 apresentam perfis mais relacionados ao acúmulo de açúcares e 

aminoácidos, respectivamente. No caso de atdic3, níveis aproximadamente 3 vezes superiores 

de serina, alanina e prolina foram detectados quando comparados com atdic1 e atdic2. Ao 
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investigar-se alterações de vias metabólicas, 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 atdic1 e atdic3, enquanto que os metabólitos associados à via do 

ascorbato encontram-se alterados majoritariamente em atdic1.  

Alguns aspectos que merecem menção são as bem estabelecidas relações do metabolismo 

da fenilalanina com a fixação de carbono proveniente da via do ácido chiquímico e, portanto, 

na síntese de lignina e vias de resposta a estresses bióticos, aos quais os genes AtDIC1 e AtDIC2 

são reportados como sendo amplamente responsivos. Dependendo da espécie, as quantidades 

de carbono fixado através de vias relacionadas aos aminoácidos aromáticos 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 ácido chiquímico está correlacionada, ainda, com a síntese 

de vários compostos secundários como alcalóideis, fenilpropanóides (precursores da lignina), 

tanino, antocianinas, entre outros, que exercem papéis substanciais nas respostas vegetais a 

estresses bióticos e abióticos (Hamberger et al., 2006; Maeda e Dudareva, 2012). Corea e 

colaboradores (2012) empregando triplo e quádruplo mutantes para os genes que codificam a 

arogenato desidratase, enzima final da via de da síntese de fenilalanina, verificaram que, além 

da deficiência de síntese de fenilalanina, ocorreu um severo prejuízo no conteúdo de lignina 

que comprometeu o acúmulo de biomassa nos referidos mutantes. Cabe ressaltar que a 

compensação da expressão reduzida de AtDIC1 e AtDIC3 pela indução de AtDIC2 justificaria 

parcialmente a observação de que as alterações no metabolismo da fenilalanina estejam 

associadas aos mutantes atdic1 e atdic3.  
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Figura 11. Perfil metabólico dos mutantes de inserção atdic1-3. Em (A) consta a representação 

gráfica dos metabólitos totais identificados pós-normalização. Já (B) apresenta abundância dos 

metabólitos diferenciais enquanto em (C) dispõem-se as vias metabólicas alteradas com suporte 

estatístico. Os metabólitos destacados em vermelho compõem as referidas vias.  

 

Já a via do ascorbato e alderato, que se revelou alterada no mutante atdic1 (Figura 11C), 

é descrita como sendo envolvida na detoxicação 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 

superóxido dismutases, até enzimas de vias alternativas como, por exemplo, a oxidase 

alternativa e NAD(P) desidrogenase. Estas promovem a regulação da homeostase redox celular 

conferindo uma tolerância a estresses abióticos (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 níveis, quando elevados, promovem um aumento de tolerância 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 deficiência de 

ascorbato, plantas de arabidopsis revelaram-se mais sensíveis aos estresses salino, de calor e de 

baixa e alta luminosidades (Huang et al., 2005, Zhang et al., 2012; Tóth et al., 2011; Tóth et 

al., 2009;  Giacomelli et al., 2007). Em consonância, os mutantes atdic1 exibiram maior 
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tolerância aos estresses abióticos induzidos no presente estudo, abordando diferentes fases do 

desenvolvimento (germinação e desenvolvimento radicular primordial).  

O mutante atdic3 apresentou, ainda, maior acúmulo de prolina (Figura 11C), aminoácido 

geralmente associado à resposta vegetal ao déficit hídrico. Em cultivares de trigo resistentes à 

seca, por exemplo, o conteúdo de prolina, bem como sua utilização, foram superiores quando 

comparados a cultivares não resistentes (Nayyar e Walia, 2003). Em arroz, Hsu e colaboradores 

(2003) identificaram altos níveis de prolina quando da indução de déficit hídrico. Neste caso, 

os autores atribuem o acúmulo exacerbado de prolina aos altos níveis de seus precursores: 

glutamato, ornitina e arginina. A conversão de arginina em ornitina e sua destinação ao 

catabolismo de prolina também promovem a produção de ureia. De acordo com Bohner e 

colaboradores (2015), folhas em senescência exportam ureia como uma forma de remobilização 

de nitrogênio. Embora ainda de forma incipiente, o acúmulo de aminoácidos, especialmente de 

prolina, vem sendo descrito em folhas individualizadas de arroz e em plantas inteiras de 

arabidopsis e tabaco sob senescência induzida pelo escuro, sugerindo a importância das vias 

metabólicas a ela associadas durante a senescência 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 acúmulo de prolina em estágios iniciais da senescência acompanhado de um 

aumento nos níveis de transcritos dos genes AtDIC1-3 nos estágios adjacentes. Esses dados são 

compatíveis com o desenvolvimento precoce e acentuado observado durante a caracterização 

fenotípica dos mutantes atdic1-3, em especialmente atdic3. 

 Diante do perfil metabólico delineado no presente estudo, reitera-se a implicação 

funcional dos genes AtDIC1-3 nas respostas aos estresses bióticos e abióticos, especialmente 

de AtDIC2, bem como na aceleração do desenvolvimento, novamente refutando a hipótese de 

redundância funcional das isoformas.  

 

Análise de expressão relativa de genes marcadores de função mitocondrial 

A fim de evidenciar possíveis alterações na função mitocondrial provocada pela redução 

da expressão dos genes alvos nos mutantes atdic1-3, os perfis de expressão de genes 

selecionados (AtAOX1a, AtCOX15 e AtVDAC1) cujos produtos estão implicados no 

metabolismo/função mitocondrial foram investigados por PCR em tempo real.  
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Neste caso, um aumento na expressão 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 iônicos voltagem-dependentes (VDACs) estão 

associados com a membrana mitocondrial externa e apresentam papel importante no 

metabolismo energético sendo capazes de transportar íons, ATP e NADPH (Tan e Colombini, 

2007; Blachly-Dysone e Forte, 2001). Mutantes de inserção atvdac1 apresentam 

comprometimento da síntese de ATP e redução no potencial da membrana mitocondrial (Pan 

et al. 2014). Por outro lado, a expressão dos genes AtAOX1a (Alternative oxidase 1a) foi 

reprimida nos mutantes atdic1 e atdic2 (Figura 12). Cabe ressaltar que a AOX é normalmente 

induzida em condições nas quais o fluxo de elétrons pela cadeia respiratória está comprometido 

(Maxwell et al., 1999; Vanlerberghe et al., 2013), o que parece não ser o caso nos mutantes 

atdic1 e atdic2. Esses resultados sugerem que a redução na expressão dos genes AtDIC1-3 e a 

falta de compensação por estes e outros carreadores membros da MCF desencadeia uma 

resposta mitocondrial associada com o metabolismo energético que pode ser atribuída a 

deficiências no fluxo de substratos respiratórios como é o caso do succinato.  

 

Figura 12. Expressão relativa de genes marcadores de função mitocondrial (AtAOX1a, 

AtCOX15 e AtVDAC1) nos mutantes atdic1-3. A expressão em plantas selvagens (Col-0) foi 

usada como calibrador (adotada como sendo igual a 1). Os asteriscos indicam diferenças 

estatisticamente significativas em relação ao selvagem (*** p<0,001 e ****p<0,0001). 
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Análises de expressão relativa dos genes AtDIC1-3 em condições de estresse abiótico 

Dados disponíveis na literatura evidenciam a correlação entre os genes DICs em 

diferentes organismos e a manutenção da homeostase redox e energética em condições de 

estresses abióticos, 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 expressão de AtDIC1, por exemplo, 

mostra-se altamente induzida pelo estresse salino, mas reprimida por anóxia e hipóxia enquanto 

que a expressão de AtDIC2 é induzida em condições de estresse oxidativo, mas reprimida em 

estresse desencadeado por exposição à luz ultravioleta. Diante dessas evidências, a expressão 

relativa dos genes AtDIC1-3 nos genótipos mutantes (atdic1-3) foi avaliada por RT-qPCR a fim 

de verificar possíveis efeitos de expressão compensatória frente à indução de estresses abióticos 

(Figura 13). 

 

Figura 13. Expressão relativa dos genes AtDIC1-3 nos mutantes de inserção atdic1-3 em 

condições controle (C) e sob estresse osmótico (M: manitol 200 mM)  ou salino (N: NaCl 

100mM). As amostras foram coletadas em diferentes tempos após a imposição do estresse (06, 
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12 e 24 horas). A expressão em plantas selvagens (Col-0) foi usada como calibrador (adotada 

como sendo igual a 1). Os asteriscos indicam diferenças estatisticamente significativas em 

relação ao selvagem (**p<0,01, *** p<0,001 e ****p<0,0001). 

Os resultados obtidos confirmam a indução de AtDIC1 pelo estresse salino em todos os 

genótipos analisados, com pico de expressão 12 h após a imposição do referido estresse, o que 

corrobora os dados de transcriptoma (Kilian et al., 2007) relatados por Palmieri e colaboradores 

(2008). No mutante atdic1, um efeito compensatório exacerbado e precoce na expressão de 

AtDIC2 foi observado em reposta ao estresse salino, sendo o pico de expressão detectado 6 h 

após a imposição do estresse. A expressão de AtDIC2 também foi induzida de maneira 

compensatória pelo estresse osmótico nos mutantes atdic1 e atdic3, sendo o mesmo observado 

para AtDIC3 no mutante atdic2. Os dados obtidos indicam, também, a sensibilidade do mutante 

atdic3 a ambos os estresses abióticos, refletida na intensa compensação de seu knockout pela 

indução da expressão das outras isoformas. Desta forma, os resultados obtidos corroboram os 

dados de transcriptoma nas condições de estresses abióticos em estudo (Kilian et al., 2007).  A 

divergência dos perfis transcricionais das isoformas AtDIC1-3 em condições de estresses 

abióticos, novamente, fornecem indícios para o estabelecimento da hipótese de funcionalização 

das mesmas. 

 

Detecção do acúmulo de espécies reativas de oxigênio 

Considerando que o metabolismo energético mitocondrial é a principal fonte de geração 

de EROs e que em mamíferos os transportadores DICs estão associados funcionalmente com a 

manutenção da homeostase redox (Kamga et al., 2010), procurou-se avaliar se os mutantes 

atdic1-3 apresentam algum comprometimento no metabolismo oxidativo. Para tal, o acúmulo 

de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi determinado pelo método de detecção in situ por adição 

de 3,3′-diaminobenzidine (DAB). Este procedimento baseia-se na propriedade do H2O2 em 

oxidar DAB tornando-o acastanhado e insolúvel sendo, portanto, um potencial indicativo de 

presença deste radical. 

Através do referido método, verificou-se que, qualitativamente, há um maior acúmulo de 

H2O2 nos mutantes de inserção atdic1-3 em comparação ao selvagem Col-0 (Figura 14), sendo 

o mutante atdic2, seguido de atdic1, os mais afetados (Figura 14). A literatura relata a 

importância da rota dissipativa mediada pela oxidase alternativa, em especial AOX1a, no 
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controle da formação EROs e  na manutenção da homeostase mitocondrial (Vassileva et al., 

2009; Yoshida et al., 2011).  

 

 

Figura 14. Detecção de acúmulo de peróxido de hidrogênio (H2O2) em folhas dos mutantes 

atdic1-3 empregando DAB. Três folhas/indivíduo e três indivíduos/genótipo foram avaliados. 

Imagens representativas são apresentadas.  

 

4.2.3  Análises de ganho de função em Arabidopsis thaliana  

O gene AtDIC2 foi o escolhido para investigar os efeitos do ganho de função dos DICs in 

planta. Essa escolha foi determinada pelos seguintes fatores: ausência de um segundo mutante 

de inserção para esse gene, por se tratar da isoforma mais filogeneticamente relacionada com 

as demais e representar a mais recrutada nos ensaios de compensação e, ainda, pelo fato de sua 

expressão ser altamente responsiva a uma grande variedade de estresses. Para tal, a região 

codificadora do referido gene foi amplificada e clonada no vetor binário pBI121 sob controle 

do promotor 35SCaMV (gerando o cassete p35S::AtDIC2) para posterior transformação de 

arabidopsis empregando agrobactéria. 

 

Genotipagem e rastreio de linhagens transformadas 

Após a transformação por imersão floral, os transformantes foram selecionados pelo 

alongamento dos hipocótilos (Harrison et al., 2006) em meio de cultura MS/2 suplementado de 
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canamicina. As plantas pré-selecionadas foram então genotipadas por PCR de DNA genômico 

empregando um oligonucleotídeo reverso gene-específico e um oligonucleotídeo específico 

para o promotor CAMV35S. DNA genômico extraído de plantas selvagens (Col-0) foi usado 

como controle. Ao total, 5 linhagens contendo a inserção foram selecionadas para confirmação 

da superexpressão de AtDIC2 (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Amplificação da região codificadora de AtDIC2 em transformantes selecionados 

pelo alongamento de hipocótilo. Os eventos selecionados na genotipagem molecular foram 

mantidos (T2) para posterior avaliação do perfil transcricional. M - marcador de peso molecular 

(1kb); 1, 3, 8, 9 e 13 – eventos de transformação; (-) controle negativo (WT Col-0) e (+) controle 

positivo (DNA plasmidial contendo 35S:AtDIC2).  

 

Quantificação dos níveis de expressão de AtDIC2 

Os eventos selecionados anteriormente foram preservados e plantas derivadas das 

respectivas linhagens (T2) foram empregadas em análises de quantificação da expressão relativa 

de AtDIC2 visando atestar a superexpressão. Como pode ser observado na Figura 16, as 

linhagens 3, 8 e 9 foram as que apresentaram maiores níveis de expressão de AtDIC2 e, portanto, 

foram selecionadas para as análises de caracterização fenotípica.  

 

M      1    3    8     9   13   ( -)   (+) 



73 
 

 

Figura 16. Expressão relativa de AtDIC2 nas linhagens superexpressoras AtDIC2. A expressão 

em plantas selvagens (Col-0) foi usada como calibrador (adotada como sendo igual a 1). Os 

asteriscos (****) indicam diferenças estatisticamente significativas em relação ao selvagem p-

value<0,0001. 

 

Caracterização molecular das linhagens superexpressoras de AtDIC2 

Num primeiro momento, procuramos avaliar os efeitos da superexpressão de AtDIC2 no 

acúmulo de transcritos de outros carreadores com afinidade pelo transporte de dicarboxilatos 

(AtDIC1, AtDIC3, AtSFC e AtDTC) (Figura 17). Nas três linhagens avaliadas, a superexpressão 

de AtDIC2 promoveu um aumento significativo no acumulo de transcritos de AtDIC1 e AtDTC. 

Por outro lado, não foram observadas alterações nos níveis de expressão de AtDIC3 e AtSFC. 

Esses dados reforçam a proximidade funcional de AtDIC1 e AtDIC2, isoformas com relação 

filogenética mais estreita (Palmieri et al., 2008). 
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Figura 17. Expressão relativa de genes com afinidade pelo transporte de dicarboxilatos 

(AtDIC1, AtDIC3, AtSFC e AtDTC) nas linhagens superexpressoras AtDIC2 (#3, #8 e #9). A 

expressão em plantas selvagens (Col-0) foi usada como calibrador (adotada como sendo igual 

a 1). Os asteriscos indicam diferenças estatisticamente significativas em relação ao selvagem 

(** p<0,01 e ****p<0,0001). 

 

 

Caracterização fenotípica de plantas portando a construção p35S::AtDIC2 

Vislumbrando elucidar as possíveis alterações fenotípicas associadas com a 

superexpressão de AtDIC2, os mesmos parâmetros investigados na caracterização dos mutantes 

de inserção foram analisados nas linhagens superexpressoras supracitadas (#3, #8 e #9).  

Poucas alterações foram verificadas durante a germinação, havendo um leve retardo nos 

estágios iniciais que foi rapidamente restaurado (Figura 18B). Contrariamente ao observado nas 

linhagens mutantes atdic, a área foliar e as biomassas fresca e seca foram significativamente 

menores quando comparadas às plantas selvagens (Col-0) (Figuras 18A, 18C, 18D e 18E). Estes 

dados reiteram a caracterização fenotípica previamente apresentada (Figura 6) e sugerem que a 

deficiência de DICs aciona mecanismos de tolerância enquanto que a expressão exacerbada (no 

caso em específico da AtDIC2) conduz as plantas a um estado de economia de performance. É 

importante destacar que a expressão de AtDIC2 nas plantas superexpressoras alcançou níveis 

superiores aos observados no efeito compensatório (Figura 9) e promoveu uma indução na 

expressão de AtDIC1 e AtDTC (Figura 17), o que evidencia um distúrbio no fluxo de 

dicarboxilatos nas linhagens superexpressoras, comprometendo seu desenvolvimento 
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vegetativo. Em relação ao desenvolvimento reprodutivo, nenhuma diferença significativa em 

relação ao controle selvagem foi observada nos parâmetros tempo de florescimento e 

comprimento de sílicas (Figuras 18F e 18G). Por outro lado, a produção de sementes foi 

levemente afetada de maneira negativa na linhagem #3 (Figura 18H).    

 

 

Figura 18. Avaliação fenotípica das linhagens superexpressoras AtDIC2 (eventos 3, 8 e 9). Em 

(A) são apresentadas imagens representativas dos eventos superexpressores e do genótipo 

selvagem (Col-0) 40 dias pós-semeadura.  Já em (B) os dados de germinação em condições 

fisiológicas estão dispostos. A área foliar foi avaliada ao longo do tempo (C) e as biomassas 

fresca (D) e seca (E) aos 40 dias pós-semeadura. Os parâmetros de desenvolvimento 

reprodutivo, tempo de floração (F), comprimento das sílicas (G) e produção de sementes (H) 

foram igualmente avaliados. Os asteriscos indicam diferenças estatisticamente significativas 

em relação ao selvagem Col-0 (* p<0,05, *** p<0,001 e ****p<0,0001). 

 

4.3 Considerações Finais  

 

Os resultados obtidos no presente capítulo e suas implicações estão sumarizados na 

Figura 19. Os dados gerados nos permitem considerar que: 
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o Os genes AtDIC1-3 apresentam padrões de expressão distintos, variando não somente 

quanto à sua órgão/tecido especificidade mas, também, aos níveis de transcritos 

acumulados; 

o Do ponto de vista fenotípico, a redução dos níveis de expressão de AtDIC1-3 promoveu 

um aumento da área foliar, bem como de biomassa fresca e seca acumulada enquanto 

que a superexpressão de AtDIC2 promoveu um comprometimento destes parâmetros.  

o Fisiologicamente, o presente estudo evidenciou a estreita relação entre os DICs e o 

metabolismo plastidial, uma vez que, linhagens mutantes revelaram um ganho de 

desempenho fotossintético que reflete diretamente no fenótipo observado;  

o Os dados obtidos nos testes de germinação sinalizam para uma forte associação entre os 

genes em estudo e o processo germinativo; 

o A redução da expressão de AtDIC1-3 também altera o status mitocondrial, reafirmando 

a relação entre os referidos genes e o metabolismo energético.  

o Dados obtidos nas análises funcionais somados aos perfis metabólicos dos mutantes de 

inserção sugerem um papel determinante destes carreadores na aquisição de tolerância 

a uma gama de estresses abióticos;  

o A expressão de AtDIC1-3 indica que estes carreadores são requisitados durante a 

resposta aos estresses abióticos, sendo AtDIC1 mais relacionada ao estresse salino e 

AtDIC2 ao estresse osmótico.  

o O perfil metabólico dos mutantes reitera a relação destes genes com as respostas aos 

estresses, em especial biótico, oxidativo e osmótico. 
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Figura 19. Representação esquemática dos principais resultados obtidos no capítulo II. 
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