DANILO DE MENEZES DALOSO

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DO MUTANTE GUN4 DE

Arabidopsis thaliana SOB ESTRESSE LUMINOSO

VICOSA

Dissertacdo apresentada a
Universidade  Federal de
Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagdo em Fisiologia
Vegetal, para obtencao do
titulo de Magister Scientiae.

MINAS GERALIS - BRASIL

2009



DANILO DE MENEZES DALOSO

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DO MUTANTE GUN4 DE Arabidopsis
thaliana SOB ESTRESSE LUMINOSO

Dissertacdo apresentada a
Universidade  Federal de
Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de
Pos-Graduagao em Fisiologia
Vegetal, para obtencao do
titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 18 de fevereiro de 2009.

ilberto Sachetto Martins Rogério Ferreira Ribas

Al Sooern Ao

Kacilda Klaomi Kuki

(Coorientador)

: / { //MV/\!
WLO ureiro

(Orientador)



A Deus, dedico.

« . e
Quem Deus abengoa, ninguém

amaldicoa.” Bob Marley

Aos meus pais, ofereco.

“‘Grandes riscos fazem parte de grandes

vitorias.” Roberto Shinyashiki

i



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradego a Deus, por ser meu fiel escudeiro, meu conselheiro,
minha paz e sabedoria. Um homem feliz e realizado é aquele que traca seus planos e
objetivos sempre com a paz de Deus no coragdo.

Ao professor Marcelo Loureiro, por esses dois anos de orientagdo, os quais
contribuiram muito para minha formagao académica, sou especialmente grato.

Aos professores do programa de Fisiologia Vegetal-UFV, Fabio, Marco Aurélio,
Andréa e Marco Oliva, pelo convivio e ensinamentos passados ao longo das disciplinas,
bem como aos meus professores da graduagdo (Ciéncias Biologicas-UEMS), sobretudo
Felipe, Gessi, Luiz e Willian, pela especial amizade.

Aos membros da banca de avaliacdo dessa dissertacdo, Kacilda Kuki, Fabio
DaMatta, Rogério Ribas e Gilberto Sachetto, pelas valiosas consideragdes,
enriqueceram sobremaneira esse trabalho.

Aos meus pais, por todo amor, compreensao e, principalmente, amizade. Minha
maior realizagdo ¢ saber que vocés estdo felizes e se orgulham de mais essa conquista,
obrigado por existirem, vocés sdo tudo pra mim, amo vocés.

Aos companheiros de laboratério, em especial Carla Quinhones, Dani, Giselle,
Téssio, Valdir e Werner, sou especialmente grato pela ajuda, puxdes de orelha e pela
amizade, sem os quais ndo seria possivel chegar até aqui, muito obrigado.

Aos velhos amigos presentes em vicosa, Thales, Thiago, Carol, Paulo e Carla,
por me proporcionarem 6timos momentos de lazer, foram extremamente importantes
pra esse trabalho. Aos novos amigos de vigosa, Ana Maria, Camilo, Claudio, Clarice,
Clenilso, Diego Carretero, Dudu, Elaine Cabrini, Fébio baiano, Ivan, Iulla, Juliane,
Lais, Lucas, Michele Pacheco, Moisés, Tereza, e, em especial, minhas irmas Giselle e

Leticia.

11



Aos meus irmdos ¢ irmas da graduagdo, Carla, Carol, Clayton, Paulo, Vanessa,
Vitor, Zildamara e todos(as) das Republicas Mikarreguem ¢ Rep Sem Nome, pela
excelente convivéncia, também sou especialmente grato.

Aos meus grandes amigos de Rancharia/SP, Alex, Adriano, Denis, Enio, Familia
Budiski, Jodozinho, Jodo Paulo, Julio César, Juninho, Paulo Leticia, Rafael Duarte,
Renato Maeda e Fernando Casagrande, dentre outros, cada um com sua contribui¢ao
foram muito importantes para minha formagao pessoal, podem contar comigo, sempre.

A todos da minha familia Menezes, a mais divertida e trabalhadora, tenho
certeza que o senhor Zizinho tem muito orgulho de vocés, assim como eu.

Aos técnicos(as) de laboratorio Reginaldo, Rogério Gomide, Oswaldo, Marco
Antonio, Mercés e Geraldo, por todo apoio as atividades realizadas nesse trabalho.

A CAPES pela bolsa de estudo, ao programa de Pos-graduacdo em Fisiologia

Vegetal e a Universidade Federal de Vigosa pela oportunidade.

v



BIOGRAFIA

Danilo de Menezes Daloso, filho de Roberto Belino Daloso ¢ Maria Juciene de
Menezes, nasceu em 18 de setembro de 1982 na cidade de Rancharia, estado de Sao
Paulo.

Graduou-se em Ciéncias Biologicas em Fevereiro de 2007 pela Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul. Iniciou seu mestrado em Fisiologia Vegetal em margo
de 2007 na Universidade Federal de Vigosa, defendendo sua dissertacdo em fevereiro de

20009.



INDICE

NOMENCLATURAS E ABREVIACOES.......c.ooooiioieeieeeeeeeeeeee e, vii
RESUMO ...ttt sttt ettt st ix
ABSTRACT ..ottt st sttt xi
1 = INTRODUGAO ...ttt 1
2 - MATERIAL E METODOS .......oouioieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeees e, 5

2.1 - Material vegetal e condi¢des de crescimento das plantas............cccceeveiereennennen. 5

2.2 - Imposicao do eStresse IUMINOSO ......ccueervieeiiiriieiieeie et 5

2.3 - Caracterizacao dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila-a

em diferentes condigOes de TUZ ...........ooiiieiiiiiiiiiii e 6
2.4 - Analises do padrao de modulacdo das redes fotossintéticas............cceceeevueerenennen. 7
2.5 - Acumulo de aldeido malénico (MDA) e pigmentos fotossintéticos..................... 8
2.6 - Determinagao de fluxos metabolicos em folhas expostas a Y COy o 9
2.7 - Delineamento experimental € andlise estatistica .........ccceevveeerieeecieeeeiee e, 10
3 - RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt sttt e s e sseensessaeseenseeseenns 10
3.1 - Concentrag@0o de PIZMENTOS ......coeeruerieriierieeienieente ettt ettt 10
3.2 - Efeito do estresse luminoso Nas troCas GaS0SAS .......cccveeveerrierveeriresiveenieeaeeenenas 11
3.3 - Fluxo metabolico fOtoSSINEELICO. ...c.uerureriieiiriieiieie et 12

3.4 - Efeito do estresse luminoso sobre a fluorescéncia da clorofila-a e nivel de dano
OXIAATIVO oottt e e e e e e e e e et eaeeeeee e e e e e aaeeeeeeeeaeaaaaaeeeeeeeenannans 13

3.5 - Padrao de conectancia das redes fotossintéticas de acordo com as diferentes

condicOes de TUZ IMPOSLAS.....cueiriiiriiiiiieiieeie ettt ettt e e ereeeaseessee e 18
4 = DISCUSSAQ ..ottt sttt 19
4.1 - Caracterizagao fotossintética do mutante QUN4 ...........ccceeviieriienieenienieeiee e 19
4.2 - Analises sistémicas dos dados fotoSSINtELICOS .......eecveeriieriieriieriieeiieiie e, 23
5 - CONCLUSAD .....ctiiitiieie ettt ettt 25
6 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oovvumiiiieieniieeieeineseesesseesssese s 26
T = ANEXOS .ottt e e e e e et e e e e e e e e aaa e e e e taeaeeanraeeenn 35

vi



NOMENCLATURAS E ABREVIACOES

A taxa de assimilagio fotossintética liquida (umol CO, m™?s™)

Ci/C, razdo entre as concentragdes internas e atmosféricas de CO, (umol mol'l)
CG conectancia global da rede

CGE conectancia global da rede fotoquimica

CGre conectancia global da rede de trocas gasosas

Chl (a ; b) Clorofila a ; Clorofila b

Col-0 ecotipo Columbia de Arabidopsis thaliana

E taxa de transpiracdo (mmol H,O m?s™)

ETR taxa aparente de transporte de elétrons (umol e m™s™)

FFFA fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (umol fotons m™ s™)
Fy, fluorescéncia maxima em folhas adaptadas ao escuro

Fu’ fluorescéncia maxima de folhas adaptadas a luz

Fo fluorescéncia minima em folhas adaptadas ao escuro

Fo’ Fluorescéncia minima de folhas adaptadas a luz

FSI fotossistema I

FSII fotossistema 11

Fv/Fm rendimento quantico méximo potencial do FSII

GUN genome uncoapled

GUN gene GUN de Arabidopsis thaliana

gun4 mutante para o gene GUN4 de Arabidopsis thaliana

gs conduténcia estomatica ao vapor de agua (mol H,O m™s™)

Lhcb light-harvesting chlorophyll binding protein

LHCI light-harvesting complex I (complexo coletor de luz do FSI)
LHCII light-harvesting complex I (complexo coletor de luz do FSII)

MDA aldeido maldnico

vil



Mg-Chl enzima magnésio-chelatase

Mg-ProtolX magnésio-protoporfirina-IX

gN coeficiente de extingao ndo fotoquimico

qL coeficiente de extingdo fotoquimica

Rrrede fotoquimica

RFA radiacao fotossinteticamente ativa

Rrg rede de trocas gasosas

WT — wild Type (gendtipo selvagem)

®ypq rendimento quantico da dissipagdo de energia regulada no FSII
®no rendimento quantico da dissipagdo de energia nao regulada no FSII

®gg) rendimento quantico efetivo do FSII

viil



RESUMO
DALOSO, Danilo de Menezes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de

2009. Caracterizacio fisiolégica do mutante gun4 de Arabidopsis thaliana

sob estresse luminoso. Orientador: Marcelo Ehlers Loureiro. Coorientadores:

Fabio Murilo DaMatta e Dimas Mendes Ribeiro.

Mutagdes em genes denominados GUN (Genome UNcoupled) tém auxiliado na
compreensdo das rotas de transducdo de sinais do cloroplasto que controlam a expressao
de genes fotossintéticos nucleares. Nesse sentido, o gendtipo gun4d tem sido
caracterizado em aspectos bioquimicos e moleculares, no entanto pouco se sabe sobre
aspectos fisioloégicos desse mutante. Diante disso, de forma a complementar essa
caracterizagdo fenotipica, o objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas
fotossintéticas do mutante gun4 de Arabidopsis thaliana sob diferentes niveis de luz.
Plantas gun4, na auséncia de estresse luminoso, apresentaram niveis de clorofila a e b,
fluorescéncias minima (F,) e maxima (F,,) de folhas adaptadas ao escuro e rendimento
quantico de dissipagdo ndo regulada de energia do fotossistema II (®no) reduzidos em
20%, 26%, 18% e 32%, respectivamente, enquanto que o rendimento quantico efetivo
do FSII (®gsp) € o coeficiente de extingao fotoquimico (qL) foram 11% e 20% maiores,
respectivamente. Valores maiores de ETR (taxa de transporte de elétrons), ®psyy € qL
também foram observados em gun4 sob diferentes intensidades Iuminosas,
demonstrando que este fenotipo transfere de forma mais eficiente a energia luminosa
absorvida no complexo coletor de luz do FSII para o processo fotossintético. A taxa de
assimilacdo liquida de carbono (A) ¢ a condutancia estomatica (gs) foram 43% e 61%
menores em gun4, respectivamente. Porém, ndo houve diferenca no fluxo de absor¢ao
de "*CO,, sugerindo que a menor magnitude de A seja devido a uma restrigdo difusional
ao influxo de CO,. Apds 14 h de estresse, ndo houve diferenca em A e os valores da
taxa de transporte de elétrons (ETR) e ®pgy foram reduzidos em 35% e 50%,

respectivamente, tanto nas plantas gun4 como no tipo selvagem (WT). Entretanto, o
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rendimento quantico potencial do FSII (F,/F,,) decresceu significativamente apenas em
WT, sugerindo que gun4 possa minimizar, mais eficientemente, efeitos fotoinibitorios.
Isto se evidencia, adicionalmente, nos maiores valores de coeficiente de extingdo nao
fotoquimico (gN) e rendimento quantico de dissipacdo regulada de energia do FSII
(Onpo). Em conjunto, esses fenotipos fotoquimicos de gund podem explicar o maior
aumento (48%) na conectancia global da rede fotoquimica apds 28 h de estresse,
demonstrando a maior capacidade deste genotipo em ajustar seu aparato fotossintético
em resposta ao estresse luminoso. Por fim, os resultados encontrados neste trabalho
demonstraram a alta capacidade do gendtipo gund em dissipar o excesso de energia
luminosa absorvida sob estresse e, apesar da forte redugdo no teor de clorofila, transferir
esta mais eficientemente. Isso sugere a existéncia de um mecanismo de adaptagdo dos
fotossistemas de forma a compensar a redugdo na absorcao de luz, indicando um valor
importante deste mutante para explorar os mecanismos que controlam a plasticidade dos

complexos protéicos fotoquimicos.



ABSTRACT
DALOSO, Danilo de Menezes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february 2009.

Physiological characterization of gun4 mutant of Arabidopsis thaliana under

light stress. Advisor: Marcelo Ehlers Loureiro. Co-Advisors: Fabio Murilo

DaMatta and Dimas Mendes Ribeiro.

Mutations in GUN (Genome UNcoupled) genes have helped to understand the
pathways of the chloroplast signal transduction that control the expression of nuclear
photosynthetic genes. In this context, the gun4 genotype has been characterized in
biochemical and molecular aspects. However, little is known whether this mutant
produces a phenotype physiological aspects. In order to complement the phenotypic
characterization of gun4 genotype, the aim of this study was evaluate the photosynthetic
responses of gund plants of Arabidopsis thaliana under different levels of light and
under light stress. The gun4 plants, in the absence of light stress showed reduced levels
of chlorophyll a and b, minimal (Fo) and maximal (F,,) fluorescence in dark-adapted
leaves, and quantum yield of unregulated energy dissipation of photosystem II (®no) in
20%, 26%, 18% e 32%, respectively. Also, the effective quantum yield of the FSII
(®rsi) and photochemical quenching (qL) were 11% and 20% higher, respectively.
Higher values of ETR (electrons transport rate), ®rsy and qL were also found in gun4
under different light intensities, showing that gun4 can maximize the transfer of light
energy absorbed in the light harvest complex of FSII for the photosynthetic process.
The rate of net carbon assimilation (A) and stomatal conductance (gs) were 43% and
61% lower in gun4 respectively, despite no difference in the flow of absorption of
CO, was observed, suggesting that the lower magnitude of photosynthesis is due to
resistance to influx of CO,. After 14 hours of light stress, there was no difference in A,
and the values of the electron transport rate (ETR) and ®ggy; were reduced by 35% and
50% respectively, both in gun4 and wild type (WT) plants. However, the quantum yield

potential of FSII (F,/Fy,) decreased significantly only in WT, suggesting that gun4 may
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have a greater ability to minimize photoinhibitory effects. These results provide
additional evidences for the higher non-photochemical quenching (qN) and quantum
yield of regulated energy dissipation of the gun4 FSII (®npg). Together, the
photochemical phenotypes of gun4 may explain the increase (48%) in the
photochemical global network connectance after 28 hours of stress, demonstrating the
greater ability of this genotype to adjust its photosynthetic apparatus in response to light
stress. Finally, the results found in this study demonstrated that gun4 transfers and
dissipates more efficiently the excess of light energy absorbed under light stress
condition, despite a strong reduction in chlorophyll content. The results suggest the
existence of a mechanism for the adjustment of the photosystem in order to offset the
reduction of light absorption, indicating the importance of this mutant to explore the

mechanisms that control the plasticity of the photochemical protein complex.
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1-INTRODUCAO

Rotas de comunicacdo entre o cloroplasto e o nucleo tém sido reveladas via
mutagdes em Arabidopsis thaliana que demonstram um fenétipo GUN (Genome
UNcoupled), associado a regulagdo da expressdo de genes responsaveis pela geragdo de
sinais cloroplastidicos que governam a expressdo de genes nucleares. Dentre os genes
GUN, cinco ja foram relatados, GUN1, 2, 3, 4 ¢ 5, sendo que quatro (GUNZ2-5)
codificam proteinas envolvidas na biossintese de tetrapirrolicos (Susek e Chory, 1992;
Mochizuki et al. 2001; Larkin et al. 2003).

O gene GUN4 codifica uma proteina cloroplastidica que interage com a
subunidade H da enzima Magnésio-quelatase (Mg-ChlH) (Larkin et al. 2003),
estimulando sua atividade para conversdo de Protoporfirina-IX (ProtolX) em Mg-
Protoporfirina-IX (Mg-ProtolX) (Figura 1) (Tanaka e Tanaka, 2006). Em adi¢do, devido
a localizacdo sub-celular e ao fato de uma parte significante dessa proteina ndo estar
associada a Mg-ChlH, sugere-se que esteja relacionada ao transporte de Mg-ProtoIX do
cloroplasto para o citosol (Nott et al. 2006; Ankele et al. 2007; Fernandez e Strand,
2008), o que a confere um possivel papel fotoprotetor, ja que, assim, pode contribuir
para minimizar danos oxidativos no cloroplasto causados pelo acumulo deste
tetrapirrolico, devido suas propriedades foto-oxidantes (Rodermel e Park, 2003; Tanaka
e Tanaka, 2007).

O fendtipo do mutante gun4 ¢ caracterizado por niveis reduzidos de clorofilas e
de Mg-ProtolX, uma molécula candidata a ser um efetor negativo da expressdo de genes
fotossintéticos nucleares, por iniciar a sinalizagdo retrégrada cloroplasto-ntcleo
(retrograde signalling) (Pontier et al. 2007). A mutagdo do gene GUN4 em
cianobactéria reduz a atividade da enzima ferro-quelatase (Fe-Chl) bem como os niveis

de grupos Heme, sugerindo também estar envolvida na biossintese desses grupamentos



e, assim, pode controlar o fluxo de substrato para as rotas biossintéticas de clorofilas ou
grupos Heme (Wilde et al. 2004; Masuda e Fujita, 2008).

Os mecanismos pelos quais os genes GUN estdo envolvidos na sinalizagdo
retrégrada sdo pouco compreendidos (Koussevitzky et al. 2007). Porém, sabe-se que
essa sinalizacdo pode ocorrer mediante variagdes no potencial redox da maquinaria
fotossintética, geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou acumulo de
tetrapirrolicos no cloroplasto, de forma a reprimir a expressdo de genes fotossintéticos
no nucleo, sob condigdes de estresse (Gray, 2003; Apel e Hirt, 2004; Zhang, 2007;
Pogson et al. 2008), como a familia génica Lhcb (Light-harvesting chlorophyll binding
protein) e RbcS (Small subunit of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase)

(Nott et al. 2006; Ankele et al. 2007; Larkin e Ruckle, 2008).

Glu — ALA

X

Mg-Proto ME
l |— AtcHL27

Divinyl ProtoChiP

|

Divinyl ChiP

Mono ChIP
1 —osvatLt
Chl a

Figura 1. Rota biossintética de tetrapirrélicos em Arabidopsis thaliana. Glu, glutamato;
ALA, Acido 5-aminolevulinico; ProtolX, protoporfirina IX; Fe-Chl, Enzima Ferro-
quelatase; Mg-Chl, Enzima Magnésio-quelatase; Mg-protolX, Magnésio-protoporfirina
IX; Mg-proto ME, Magnésio-protoporfirina monometil éster; Divinil ProtoChlP, divinil
Proto-clorofilideo; Divinil ChIP, divinil clorofilideo, Mono ChIP, monovinil
clorofilideo; Chl a, clorofila a. Atgun4 e AtCHL27 sdo mutantes de A. thaliana e
OsYGL1 ¢ um mutante de Oryza sativa. Rota baseada em Tanaka e Tanaka (2007).



O actimulo de Mg-ProtolX no cloroplasto foi reportado como um dos sinais
dessa organela que regula negativamente a expressdo de genes fotossintéticos, como
Lhcbl, quando o desenvolvimento do plastidio ¢ inibido (Strand et al. 2003; Larkin et
al. 2003; Koussevitzky et al. 2007; Pontier et al 2007). No entanto, Mochizuki et al.
(2008) e Moulin et al. (2008) demonstraram que essa sinalizagdo pode ndo estar
relacionada com o acumulo de Mg-ProtolX, indicando que outro sinal estaria envolvido
na sinaliza¢do cloroplasto-nucleo, o qual ¢ ainda elusivo a esses autores. Esses
resultados recentes langam uma nova atengdo a importancia da caracterizagdo do
fenotipo gund para a compreensao da fungdo desse gene bem como para o entendimento
da sinalizagdo entre cloroplasto e nucleo. Nesse sentido, informagdes advindas da
caracterizagao fisiolégica de mutantes gun podem auxiliar na compreensiao do controle
genético da fotossintese.

A compreensdo das respostas de plantas ao estresse luminoso tem sido
caracterizada com auxilio de mutantes e/ou plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana, sendo que aumentos substanciais nos contetidos de carotenoides, rubisco e
ATP sintase (Walters et al. 1999, 2003; Mullineaux et al. 2006; Bechtold et al. 2008),
assim como aumentos na expressdo de genes relacionados ao ciclo de Calvin e da
glicolise, em detrimento de genes que codificam proteinas do complexo coletor de luz
do FSII, tém sido comumente relatados (Piippo et al. 2006). Diante de altos niveis de
luz, diversos mecanismos podem atuar no intuito de minimizar maiores danos foto-
oxidativos, em que podem ocorrer movimentos cloroplastidicos, mudangas na posi¢ao,
estequiometria e/ou atividade dos centros de reagdo e dos complexos coletores de luz
dos fotossistemas assim como aumentos no transporte ciclico de elétrons,
fotorrespiracdo e dissipagdo de energia na forma de calor (Miyake et al. 2004; Deming-

Adams e Adams, 2006; Li et al. 2009; Frenkel et al. 2009).



Com o intuito de auxiliar na caracterizacdo do fenotipo gund, este trabalho
utilizou ferramentas como genética reversa, que consiste em avaliar o fenotipo a partir
de mudangas genotipicas, utilizando plantas mutantes para o gene GUN4, analise de
trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila-a bem como de analises sistémicas (in silico)
dos dados fotossintéticos gerados, de forma a integrar essas diferentes ferramentas com
objetivo de obter uma caracterizacdo do fen6tipo desse mutante em resposta ao estresse
luminoso.

As analises sistémicas, oriundas da area Biologia de Sistemas, pertencem a uma
metodologia de analise de dados pautada no principio de que um fenoétipo € o resultado
da interagdo de suas partes, em contraponto a abordagem cartesiana classica
predominante, a qual acredita que a propriedade do todo ¢ a soma de suas partes
(Friboulet e Thomas, 2005; Palsson, 2005; Bruggeman et al. 2007; Lorenz et al. 2009),
sendo, recentemente, aplicadas em estudos de fisiologia vegetal em diferentes contextos
experimentais (Amzallag, 2000; Prado et al. 2004, Camargo-Bortolin et al. 2008; Souza
et al. 2009). Nesse ambito, as interagdes entre elementos de diferentes niveis escalares
de organismos biologicos tém sido caracterizadas em redes (Ravasz et al. 2002; Almaas
et al. 2004; Thmels et al. 2004; Nikiforova e Willmitzer, 2007). No entanto, h4 poucas
informagdes sobre estrutura, fun¢do e padrao de modulagdo de redes complexas, como
as de plantas, uma vez que pouco se sabe sobre o funcionamento das diferentes sub-
redes que compdem um individuo vegetal (Stelling et al. 2002; Bruggeman et al. 2007),
sobretudo sob condigdes adversas, contexto no qual se insere esse trabalho.

Diante do exposto, esse trabalho objetivou caracterizar o mutante gun4 de
Arabidopsis thaliana em resposta ao estresse luminoso, evidenciando as respostas
fotossintéticas desse genotipo, uma vez que as informagdes a respeito da caracterizagao
fisioloégica dos gendtipos GUN sdo escassas, porém de grande relevancia, visto a

importancia desses genes para o controle genético da fotossintese. Nesse sentido, o



mutante gun4 foi caracterizado como um fenotipo capaz de transferir mais
eficientemente a luz absorvida para o processo fotossintético bem como de dissipar o
excesso desta, resultando em um fendtipo potencialmente mais tolerante ao estresse

luminoso.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material vegetal e condicoes de crescimento das plantas

Sementes do mutante gun4 foram gentilmente cedidas pelos professores Gilberto
Sachetto Martins (Universidade Federal do Rio de Janeiro) e Joanne Chory (Plant
Biology Laboratory — Salk Institute).

As sementes dos gendtipos selvagem (WT) (Ecotipo Columbia - Col-0) e
mutante gun4 foram esterelizadas por cinco minutos em alcool 70% + Tween 20
(0,04%), seguido de um minuto em alcool 100%, sendo cultivadas in vitro, em placas de
petri contendo meio MS 2 for¢a, onde permaneceram por cerca de 15 dias, quando
entdo foram transplantadas para vasos de 0,1 L preenchidos com substrato comercial
(Plantimax, Eucatex). Apoés, as plantas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura e umidade controlada em torno de 22°C e 70%, respectivamente,

intensidade luminosa de 120 pmol de fétons m™ s e fotoperiodo de 14 h.

2.2 - Imposicao do estresse luminoso

O estresse luminoso foi imposto as plantas por 14 ou 28 h com 800 umol de
fotons m? s™', caracterizando 1 ou 2 dias de estresse, respectivamente. Como fonte
luminosa para a imposi¢do do estresse, utilizou-se lampadas de 1000 W, dispostas em
sala com temperatura controlada, mantendo uma camada de 4gua num recipiente
transparente entre a fonte luminosa e as plantas, a fim de minimizar o excesso de calor

gerado pelas lampadas.



2.3 - Caracterizaciio dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila-

a em diferentes condi¢oes de luz

A caracteriza¢do dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila-a
foram feitas em folhas completamente expandidas de plantas de Arabidopsis (WT e
gun4), com cerca de 30 dias de idade, em sala com temperatura controlada em torno de
22°C £3. Os parametros ligados as trocas gasosas foram determinados entre 08:00 e
10:00 h dos dias amostrais a 0 ¢ 14 h de 800 pmol de fotons m™ s, utilizando-se de um
sistema de determinagdes da concentracdo de gases no infravermelho (IRGA, Li-cor
Inc. LI-6400, Lincoln, EUA), com pinga e software especificos para Arabidopsis
thaliana. Determinou-se a taxa de assimilagdo liquida de carbono (A, pmol CO, m™s™),
condutancia estomatica (gs, mol H,O m?s! ), concentracdo interna de CO; (C;, pmol
CO, mol™) e transpiragdo (E, mmol m~ s) sob concentragdes de CO,, temperatura e
vapor de 4gua ambientes.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila-a foram determinados com auxilio
de fluordmetro de luz modulada (MINI-PAM) (Walz, Effeltrich, Germany). Dentre
estes, as fluorescéncias minima (Fo) e maxima (F,,) de folhas adaptadas ao escuro
foram determinadas as 06:00 h dos dias amostrais. Determinou-se também o rendimento
quantico potencial do FSII (F,/F,,), fluorescéncia minima estimada de folhas adaptadas
a luz (Fo’ = Fo/(F,/Fy, + Fo/Fyy)), fluorescéncia méxima de folhas adaptadas a luz (Fy),
taxa aparente de transporte de elétrons (ETR = @pgy x RFA x 0,5 x 0,84) (Genty et al.
1989), rendimento quantico efetivo do FSII (®ggyp), coeficiente de extingdo fotoquimico
(qL = (Fw-F) x Fo/(Fi-Fo') x F), coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (qN = Fy;-
F/F,), rendimento quantico da dissipagao de energia regulada do FSII (Oxpq= (F/Fi) -
(F/Fm)) e rendimento quantico da dissipacdo de energia ndo regulada do FSII (Ono =
F/F). Os parametros de ®npq, Prsii € Ono foram calculados seguindo Genty et al.
(1989) e Hendrickson et al. (2004), no qual ®xpot PrsitPro=1.

Os componentes do qN, coeficientes de extin¢do dependente de energia (qE), do
estado de transicdo (qT) e fotoinibitério (ql), foram calculados seguindo Lichtenthaler et

al. (2005) usando-se a cinética de relaxamento da fluorescéncia maxima da clorofila,



submetendo-se as folhas a pulsos de luz actinica saturante (1 s de 3000 pmol m™? s™)
apos 1 h de estresse luminoso (1000 umol de fotons m™ s™) seguido de 1, 5 e 20 min de
adaptacdo ao escuro, em que foram obtidos os valores de F., Fus € Fuoo,
respectivamente. Diante desses valores, calculou-se nF; (Fi-Fyy1), nFs (Fiy-Fps) € nFayg
(Fm-Fm20), utilizados para determinar os valores desses componentes (Tabela 4 —
anexo), que foram expressos como porcentagem relativa ao valor de qN (qN = qE + qT
+ qI) (Lichtenthaler et al. 2005). A tabela 5 (em anexo) resume todas as formulas
utilizadas para os calculos dos pardmetros supracitados, com os referidos autores que as
propuseram assim como a descri¢do de cada informacao bioldgica neles contida.
Determinou-se, também via fluorometro de pulso de luz modulado, a curva de
resposta dos parametros de fluorescéncia da clorofila-a (ETR, ®gsy, Ono € qL) em
respostas a oito niveis crescentes de luz actinica (0, 80, 160, 260, 370, 560, 800, 1060 e
1660 pmol de fotons m™ s™). No final de cada nivel foi aplicado pulso de luz actinica

saturante (6000 pmol m™ s™) apds 45 s de aclimatagdo aquelas irradiancias.

2.4 - Analises do padriao de modulacio das redes fotossintéticas

Para analisar os dados fotossintéticos sob um ponto de vista sistémico,
englobando-os em redes, seguiram-se as metodologias propostas por Amzallag (2001) e
Souza et al. (2009), a fim de testar a hipotese se ha correlagdo entre o grau de
conectancia das redes de trocas gasosas (Rpg) e fotoquimica (Rp) em resposta a
quantidade de luz imposta.

Esses modelos de redes (Figura 2) sdo baseados na interacdo entre cada
elemento, em que o grau de conectancia entre estes ¢ calculado com base no estudo
comparativo da correlagdo de Pearson (r) entre cada par de constituinte da rede,
avaliando o grau de associacgdo relativo (conexao) entre dois elementos da rede (Souza e
Buckeridge, 2004). Dessa forma, determinou-se a correlagdo de Pearson entre os pares

A—g,, A-E, A-C;, Ci—g;, Ci-E e gs—E (Rede de trocas gasosas - Ryg), € ETR-O®pgy;, ETR-
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Fy/Fn, ETR-gN, Opgi-Fy/Fy, @psp-gN e Fy/Fu-gN (Rede Fotoquimica - Rp). Em
seguida, os valores de (r) foram normalizados definindo para cada correlagdo um valor
“z”, seguindo metodologia proposta por Amzallag (2001), com objetivo de obter a

intensidade das relagdes entre os pardmetros analisados além de sua significancia, em

que:

z=05xIn (1+1)

(1-r)

Por fim, a conectancia global (CG) de cada rede (Rr e Ryg) foi determinada pela

média dos valores de z, correspondendo ao grau com o que os elementos das redes estio
conectados (Souza e Buckeridge, 2004), em que:

CGr6 = ((zA—Qs) + (z A-E) + (z A-C)) + (z Ci—gs)*+ (z Ci-E) + (z g—E))/n

CGr = ((z ETR-®ggyy) + (z ETR-F,/Fp,)) + (z ETR-gN) + (z ©@ps-F/Fr) + (z Opsi-qN) +

(z Fy/Fa-qN))/n

2.5 - Acimulo de aldeido malonico (MDA) e pigmentos fotossintéticos

O actimulo de aldeido malonico (MDA) foi estimado em folhas de Arabidopsis
submetidas ao estresse luminoso, conforme Hodges et al (1999).
Clorofilas e carotendides totais foram extraidos em acetona 80% (v/v) e os seus

conteudos determinados espectrofotometricamente, seguindo Lichtenthaler (1987).



Rede fotossintética

|Rede fotoquimica | |Rede de trocas gasosas

A
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Figura 2. Padrdes de conectincia entre os elementos que constituem as redes
fotoquimica (Rf) e de trocas gasosas (Rrg) deste estudo. As setas indicam possiveis
retro-alimentagdes (feedback) entre cada parametro de cada rede e entre as redes. ETR -
taxa de transporte de elétrons, qN - coeficiente de extingdo nao-fotoquimico, F,/Fy, -
eficiéncia quantica potencial do fotossistema II, ®ggyy - eficiéncia quantica efetiva do
fotossistema II, A - assimilagdo liquida de CO,, gs - condutancia estomatica, C; -
concentragdo intercelular de CO,, E - taxa de transpiracdo. Baseado em Souza et al.
(2009).

2.6 - Determinaciio de fluxos metabélicos em folhas expostas a '*CO,

A determinagdo de fluxos metabolicos foi realizada pela exposicao de folhas de
Arabidopsis (WT ou gun4) a '*CO, em um eletrodo de oxigénio (Hansatech, Kings
Lynn, UK), sob intensidade luminosa de 400 pmol fotons m™ s, a 25°C, por 60
minutos. Foram realizadas seis repeticdes para cada gendtipo. A preparagdo da solugdo
radioativa contendo o '*C bem como a exposi¢do dos materiais vegetais a esta foram
realizadas seguindo a metodologia descrita em DaMatta et al. (2008). Logo apds, as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, sendo armazenadas a -80°C. As
extragdes em solugdes etandlicas bem como as determinagdes dos fluxos de sintese de
sacarose, parede celular, aminoacidos e actcares foram realizadas conforme descrito por
DaMatta et al. (2008). A radioatividade incorporada foi determinada usando-se de um
analisador de cintilacdo liquida (Beckman LS 6500; Beckman Instruments, Fullerton,

CA, EUA).



2.7 - Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados em fatorial, com dois genotipos (WT e gun4),
dois e trés niveis de estresse luminoso para as analises de trocas gasosas e fluorescéncia
da clorofila-a, respectivamente, com cinco repetigdes para cada genotipo. As
concentragdes de MDA e de pigmentos fotossintéticos, a curva de fluorescéncia da
clorofila-a em resposta a luz bem como a andlise de fluxo metabdlico foram realizadas
com seis repeticdes. Os resultados entre os genotipos foram comparados por teste-t com
nivel de significancia de 5%. Dentro de cada genoétipo, os dados foram submetidos a
analise de variancia seguida do teste Dunnet a 5%, com auxilio do programa SAEG

(SAEG, 2007).

3 - RESULTADOS

3.1 — Concentracio de pigmentos

O mutante gun4 apresentou um fenotipo de plantas com folhas amareladas
(Figura 11 - anexo), resultado dos menores teores de clorofilas (Tabela 1). Nao foram
observadas diferencas estatisticas dentro de cada genotipo apds 14 h de estresse, no
entanto, gun4 ainda apresentou menores concentragdes de clorofilas (Chl-b e Chl-a+b) e
carotenoides em relacao ao WT (Tabela 1).

A concentragdo de carotenoides foi pouco influenciada pelos tratamentos
luminosos, ja que ndo houve diferencas estatisticas dentro dos gendtipos, porém diferiu
estatisticamente entre os genétipos a 0 e 14 h de estresse. Em contrapartida, as
concentragdes de clorofilas apresentaram reducdes significativas em ambos genotipos

apods 28 h de estresse de luminoso, com exce¢do de clorofila-b em gun4 (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores médios e erro padrao do acumulo de clorofilas (Chl) e carotenoides
(Carot) (g kg'1 matéria fresca), em plantas selvagem (WT) e mutante (gun4) de
Arabidopsis thaliana sob 0, 14 ou 28 h de estresse.

WT gun4
0 14 28 0 14 28
5.86" 4,10 2,04° 4,73%  453%  281°
Chl-a 019  £037 2023 034 =033 0,56
2374 2.22% 1,178 1,56  095% 094"
Chl-b o110 2025 2012 20,12 0,13  +0,18
823" 7.06* 536" 6,30 548"  376°
Chl-atb 599 1052 4049 404 030  +049
1,134 1274 0,90* 0,83 0,60 079"
Carot

+0,04 +0,2 +0,36 +0,05 0,2 +0,25

Diferentes letras, nas linhas, denotam diferenga estatistica entre os niveis de estresse
dentro de cada gendtipo (teste de Dunnet, p<0,05). Valores sublinhados indicam
diferenca estatistica entre os genotipos dentro do mesmo tratamento (teste-t, p<0,05).
(n=6).

3.2 - Efeito do estresse luminoso nas trocas gasosas

Entre os genoétipos, na auséncia de estresse luminoso, o mutante gun4 apresentou
menores valores de A (43%), gs (61%) e E (46%), mas sem alteragdes na razao entre a
concentragdo interna e ambiente de CO, (Ci/C,), quando comparado com plantas
selvagem (WT) (Figura 3). Para um mesmo gendtipo, ndo foram observadas diferencas
significativas na taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), condutancia estomatica (gs)
e taxa de transpiragc@o ap6s 14 h sob estresse.

Apobs 14 h de estresse, apenas ¢s se manteve diferente entre os genodtipos. Em
adigdo, devido a baixa magnitude de gs encontrada nas plantas gun4, a razdo A/gs
(eficiéncia intrinseca do uso da 4gua - E;,) mostrou valores significativamente maiores
em comparagdo ao WT (Figura 12 - Anexo), sendo 30% e 36% maior sob 0 e 14 h de

estresse, respectivamente.
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Figura 3. Valores médios e erro padrdo da taxa de assimilagdo liquida de carbono (A),
taxa de transpiracdo (E), condutincia estomatica (gs) € razdo entre a concentracao
interna (C;) e ambiente (C,) de CO, em Arabidopsis thaliana selvagem (WT) e mutante
gund. Asterisco (*) indica diferenca estatistica entre os genodtipos (teste-t, p<0,05).
(n=5).

3.3 - Fluxo metabélico fotossintético

Sob as condi¢des de saturacdo de CO,, utilizadas em experimentos de fluxo
metabolico, a taxa de absorcdo total de '*CO, em folhas de Arabidopsis completamente
expandidas ndo diferiu entre WT e gun4 (Tabela 2). A particdo do "C ndo diferiu
significativamente entre os gendtipos, exceto para a sintese de acidos organicos (fragao
anidnica), porquanto o fluxo para essa fracdo foi de 4,88% em plantas selvagens e de
3,52% em gun4 (Tabela 2).

Em ambos gendtipos, o "*C foi redistribuido preferencialmente a fragio soluvel
total (ST; 60%), quando comparada a insoluvel (amido e parede celular; 37% em
média), sendo que, por volta de 50% do fluxo a fragdo soluvel correspondeu a sintese de

acucares (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios e erro padrio da absor¢do total e particio do '*CO, em
Arabidopsis thaliana selvagem (WT) e mutante (gun4).

Genotipo

Parametro
WT gun4

Absorgdo Total (Bq g”) 5.376,1 £279 5.884,1 £293

Redistribuicdo do **C assimilado (% do total)

Amido e parede celular 36,27 +2,99 39,05+ 2,84

Acucares 51,70 £ 2,35 50,50 + 2,83

Aminoacidos Basicos 7,16 £ 0,34 6,93 + 0,54

Acidos organicos 4,88% £ 0,48 3,52 +£0,38
Erro 0,23 0,22

Estatistica conforme Figura 3. (n=6)

3.4 - Efeito do estresse luminoso sobre a fluorescéncia da clorofila-a e nivel de dano

oxidativo

Os dados de fluorescéncia da clorofila-a sugerem que o tempo de exposicao dos
genotipos a alta irradiancia foi suficiente para produzir um estresse luminoso, uma vez
que 14 h de exposi¢do nessas condi¢des acarretaram uma clara redu¢ao em F,,, ETR e
gL em ambos os gendtipos, com diferencas ainda maiores sob 28 h de estresse (Figuras

4,5 e 13, em anexo).
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Figura 4. Valores médios e erro padrdo de parametros de fluorescéncia da clorofila-a
em plantas de Arabidopsis thaliana selvagem (WT) ¢ mutante gun4 em resposta ao
estresse luminoso. Fluorescéncia minima em folhas adaptadas ao escuro (Fo),
rendimento quantico maximo potencial do FSII (F,/F,,), taxa de transporte de elétrons
(ETR) e coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (qN). Dentro de cada gendtipo,
valores seguidos de mesma letra nao diferem significativamente entre si (teste de
Dunnet, p<0,05). Asterisco (*) indica diferenca significativa entre os gendtipos dentro
de cada nivel de estresse (teste-t, p<0,05). (n=5).

Nas plantas gun4 foram observados menores valores de Fo (26%, 22% e 57%)
(Figura 4) e Fp,, (18%, 21% e 38%) (Figura 13, em anexo) sob 0, 14 e 28 h de estresse,
respectivamente, em relagdo as plantas WT. Ressalta-se que, apesar de as plantas gund
apresentarem menor taxa de fotossintese liquida e clorofila, apresentaram maiores
valores de coeficiente de extingdo fotoquimico (qL), rendimento quantico efetivo do
FSII (®gsi), rendimento quéantico da dissipagdo de energia regulada no FSII (®npq)
(20%, 11%, e 15%, respectivamente) e valores significativamente menores de

rendimento quantico da dissipagdo de energia nao regulada no FSII (®no) (32%)

(Figura 5).
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Figura 5. Valores médios e erro padrdo do coeficiente de extingdo fotoquimico (qL),
rendimento quantico da dissipagdo de energia regulada no FSII (®npg), rendimento
quantico efetivo do FSII (®sy) e rendimento quantico da dissipagdo de energia ndo
regulada no FSII (®no) nos genotipos selvagem (WT) e mutante gund sob diferentes
niveis de estresse luminoso. Detalhes das andlises estatisticas sdo descritas na Figura 4.
(n=5).

A dissipag¢ao ndo fotoquimica da energia luminosa (qN) diferiu estatisticamente

entre os gendtipos nos diferentes tratamentos (Figura 4), sendo que a maior dissipagao

encontrada no mutante gun4 foi associada a maiores valores do coeficiente de extingdo

fotoinibitdrio (ql) e menores valores do coeficiente de extingdo dependente de energia

(qE) (Figura 6). Nao foram observadas diferencas no coeficiente de extingdo do estado

de transicao (qT) entre os genotipos.
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Figura 6. Contribui¢do relativa dos coeficientes de extingdo dependente de energia
(qE), do estado de transi¢do (qT) e fotoinibitorio (ql) para a dissipagdo ndo fotoquimica
em plantas selvagem (WT) e no mutante gund. Asterisco (*) indica diferenca
significativa entre os genotipos (teste-t, p>0,05). (n=5).

Quando os parametros de fluorescéncia sdo analisados em resposta a diferentes
intensidades de radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA), diferencas significativas
foram encontradas entre os genotipos para ETR, ®ps;p ¢ ®no em quase todas as
intensidades luminosas analisadas (Figura 7). No que concerne ao qL, maiores valores
médios foram encontrados nas plantas gun4, porém sendo significativamente apenas sob
80 umol fotons m™>s™.

Com relagdo ao acimulo de MDA, foi possivel observar que o aumento no nivel
de dano oxidativo, para ambos os genotipos, somente foi significativo apds 28 h sob alta
intensidade luminosa. Nao foram observadas diferencas significativas entre os

genotipos quanto a concentragdo de MDA nos diferentes periodos sob estresse (Figura

8).
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Figura 7. Valores médios e erro padrao da taxa de transporte de elétrons (ETR),
coeficiente de extin¢do fotoquimico (qL), rendimento quantico da dissipacdo de energia
ndo regulada no FSII (®np) e rendimento quantico efetivo do FSII (@) ao longo do
gradiente de radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA). Asterisco (*) indica diferenca

significativa entre os genotipos em cada ponto da curva de luz (teste-t, p<0,05). (n=6).

60

I 0
/14
50 1 I 28 a

|
b I

20 A b

MDA (umol kg! MF)

10 +

O T T
WT gun4

Figura 8. Valores médios e erro padrao do acimulo de aldeido malénico (MDA) (umol
¢! de matéria fresca - MF), em folhas de Arabidopsis thaliana selvagem (WT) e
mutante (gun4) submetidas a 0, 14 ou 28 h de estresse luminoso. Dentro de cada
genotipo, valores seguidos de mesma letra nao diferem significativamente entre si (teste
de Dunnet, p<0,05). (n=6).

17



3.5 - Padriao de conectancia das redes fotossintéticas de acordo com as diferentes

condicoes de luz impostas

O padrao de modulacdo das redes fotoquimica (Rr) e de trocas gasosas (Rrg)
demonstrou uma rela¢do diretamente proporcional entre a conectancia global (CG)
dessas redes e o nivel de luz imposto as plantas, uma vez que, ap6s 14 h sob 800 pmol
de fotons m™ s'l, os valores de CGtg e CGr tiveram um aumento de, respectivamente,
8% e 60% nas plantas WT, e de 37% e 60% no gendtipo gund (Figura 9). Observaram-
se, também, diferengas entre os gendtipos em relacdo a CGrg (apds 14 h de estresse) e
CGr (apos 28 h de estresse), sendo a magnitude destas da ordem de 33% e 48%,
respectivamente (Figura 9).

Os valores das correlacoes de Pearson entre F,/F,-®ps; € F\/F,-ETR foram
determinantes para o padrio de modulacdo da Rg, apresentando o mesmo
comportamento da CGr em ambos os genotipos (Tabela 3 - Anexo). Nesse contexto, as
diferencas relatadas na CGpg em resposta ao aumento do nivel de estresse foram
definidas, principalmente, pelas correlagdes entre A-gs, ja que estes valores se
correlacionaram significativamente e se mantiveram acima de 0,84 apos 14 h de estresse

em gun4 (Tabela 4 - Anexo).
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Figura 9. Conectincia global das redes fotoquimica (CGr) e de trocas gasosas (CGrg)
nos genotipos WT e gunéd sob diferentes niveis de estresse luminoso.
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4 - DISCUSSAO

4.1 - Caracterizacgao fotossintética do mutante gun4

A manutencdo do crescimento de plantas sujeitas a quantidades excessivas de
luz tem sido relatada, principalmente, como resultado do aumento da capacidade
fotossintética da planta e/ou mediante a ativagdo de vias de dissipacdo do excesso de
energia absorvida, estratégias para reduzir a susceptibilidade a danos foto-oxidativos
(Apel e Hirt, 2004; Walters, 2005). Dentro dessa perspectiva, as andlises de trocas
gasosas e da fluorescéncia da clorofila-a vém sendo largamente utilizadas como bons
indicadores do nivel de estresse ao qual o organismo vegetal esta submetido (Bolhar-
Nordenkampf e Oquist, 1993; Lichtenthaler e Miehé, 1997; Maxwell e Johnson, 2000;
Broetto et al. 2007).

No que concerne as trocas gasosas, os altos valores de C; encontrados em ambos
gendtipos (cerca de 400 pmol mol™ - dados ndo mostrados) se devem, provavelmente,
ao ambiente em que as andlises foram realizadas, ndo sendo, pois, um parametro
confiavel, nesse estudo, para indicar se houve ou nao restri¢ao ao influxo de CO, para o
interior da folha. Ademais, ressalta-se que nao houve diferenca entre os gendtipos na
capacidade de fixacdo do '*CO, (Tabela 2), sugerindo que a menor magnitude de A
encontrada em gun4 na auséncia de estresse, pode estar relacionada a uma limitagao
difusional e ndo bioquimica.

Os menores valores de Fo sob 0, 14 ou 28 h de estresse luminoso (Figura 4)
refletem o efeito do menor conteido de Clorofilas a e b encontrados em gun4, e,
consequentemente, em uma menor capacidade de absorcdo de energia luminosa desse
genotipo, fruto, possivelmente, de um menor acumulo do complexo antena do FSII. Ha
evidéncias em plantas e cianobactérias de que mutantes para genes que codificam
enzimas da rota biossintética de clorofilas, que, como gun4, possuem menor nivel de

clorofila, apresentam fenotipo com menores acimulos de componentes do complexo-
19



antena e subunidades do fotossistema II (Havaux et al. 2007; Sobotka et al. 2008;
Hansson e Jensen, 2009).

O genotipo gund apresentou maior nimero de centros de reagao do FSII abertos
(maiores valores de qL) e maior rendimento quantico da conversdo fotoquimica da
energia absorvida no FSII (®ggy) na auséncia de estresse (Figuras 5 e 7), sugerindo que,
apesar das plantas gun4 apresentarem menor capacidade de absorver luz pela sua
deficiéncia em pigmentos fotossintéticos, essas apresentam maior eficiéncia de
utilizagdo da luz absorvida, indicando uma flexibilidade do FSII em compensar a
reduc¢do no nivel total de luz absorvida nesse fotossistema. De maneira similar, Hansson
e Jensen (2009), analisando o mutante para o gene chl27 (Figura 1), demonstraram que
a sua capacidade restrita de biossintese de clorofila resulta em uma redugdo de 30% e
50% no conteido dos complexos coletores de luz dos FSI (LHCI) e FSII (LHCII),
respectivamente, porém a razao F,/F,, e o rendimento quantico do FSI foram maiores
em chl27.

Os decréscimos em F, e F,/F,, e o aumento em Fo em ambos genotipos, apds
estresse luminoso (Figuras 4 e 13, em anexo), sugerem efeitos fotoinibitérios sobre o
aparato fotoquimico (Maxwell e Johnson, 2000; Miiller et al. 2001), sendo que o
aumento em Fo pode estar relacionado a danos nos centros de reagdo ou no complexo
coletor de luz do FSII (Demmig-Adams e Adams, 1992; Bolhar-Nordenkampf e Oquist,
1993). No entanto, considerando que o decréscimo em F,/F;,, € o aumento em Fo foram
maiores em WT apods 14 ou 28 h de estresse luminoso, sugerem que os danos oxidativos
sejam menores nas plantas mutantes, que pode ser devido a menor quantidade de luz
absorvida. Em adi¢do, nota-se que o gendtipo WT apresentou um aumento em qN apos
14 h de estresse, porém ndo demonstrou este comportamento apds 28 h, ao contrario das

plantas gun4, o que sugere, novamente, maiores danos foto-oxidativos em WT, embora
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ndo tenham sido detectadas diferengas nos niveis de MDA entre os genoétipos (Figura
8).

A ocorréncia ou ndo de fotoinibicdo ndo pode ser determinada somente pelo
declinio na razdo F,/F,, sendo que os valores do coeficiente de extingdo fotoinibitorio
(ql) sdo mais precisos no que concerne ao nivel de foto-dano (Lichtenthaler et al. 2005)
ou de fotoprotecdo do FSII (Maxwell e Johnson, 2000). Considerando que o mutante
absorve menores quantidades de luz e possui maior capacidade em dissipar energia na
forma de calor, ndo ¢é sustentavel a hipotese de que estas plantas teriam um maior dano
fotoquimico no FSII, mas sim, que teriam um mecanismo protetor mais eficiente em
dissipar o excesso de energia ndo absorvido. Essa poderia ser mais uma razio que
permitiria uma maior eficiéncia fotoquimica observada em gun4, evitando danos que
poderiam comprometer o desempenho fotossintético.

Os danos induzidos por estresse luminoso podem ser evidenciados em aumentos
no rendimento quantico de dissipacdo constitutiva de energia (®Ono) (Klughammer e
Schreiber, 2008), fato observado em ambos gendtipos apos 14 ou 28 h de estresse.
Nesse contexto, as plantas gun4 apresentaram ®no menor do que plantas WT na
auséncia de estresse (Figura 5) e sob diferentes intensidades luminosas (Figura 7). Essa
reducdo na perda constitutiva de energia dissipada pode ser mais uma das causas para a
maior eficiéncia da conversdo fotoquimica nas plantas gun4, reduzindo a quantidade de
energia dissipada constitutivamente, de forma a melhor utilizd-la nas reacgdes
fotoquimicas.

Recentemente, Havaux et al. (2007) demonstraram que o mutante chl de
Arabidopsis, gendtipo que também apresenta menor conteudo de clorofila, possui
redugdes no acumulo de proteinas do complexo LHCII (proteinas LHCII-B), porém com
maior acimulo de algumas proteinas especificas desse grupo, como LHCII-B5. Nesse

contexto, inumeros trabalhos tém demonstrado que os gendtipos gun possuem maiores
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niveis de expressdo do gene Lhcbl (La Rocca et al. 2001; Mochizuki et al. 2001; Strand
et al. 2003; Nott et al. 2006), que codifica uma proteina relacionada a transferéncia de
energia para os centros de reagdo do FSII (Teramoto et al. 2001, 2002), o que poderia,
por uma razdo ainda desconhecida, contribuir para a maior capacidade de gun4 em
transferir energia luminosa para o processo fotossintético. Essa hipotese se baseia no
fato de que maiores niveis de Lhcbl poderiam otimizar a transferéncia da energia
absorvida no LHCII para os centros de reacdo, permitindo, assim, maior conversdo de
energia por foéton absorvido no FSII.

Os maiores valores encontrados em gun4 para qN e Onpg sob diferentes
condi¢des de luz (Figuras 4 e 5) indicam que o mutante possui maior capacidade de
dissipar energia térmica ndo utilizada nas reacdes fotoquimicas. Essa diferenca na
dissipacao ndo fotoquimica sugere um mecanismo de aclimatagdo em gun4, de forma a
permitir melhor integridade dos fotossistemas, também contribuindo para a maior
eficiéncia quantica de conversdo fotoquimica da energia absorvida (®gsy).

O menor valor do coeficiente de extingdo dependente de energia (qE) em gun4
pode estar relacionado a uma menor variagdo de pH (ApH) no limem do cloroplasto
destas plantas, pois o qE estd associado a processos regulados por xantofilas que
reduziriam essa ApH (Pérez-Bueno et al. 2008; Frenkel et al. 2009). Além disso,
evidéncias apresentadas por Zulfugarov et al. (2007) e Pérez-Bueno et al. (2008)
apontam que a magnitude de qE pode estar relacionada ao tamanho do LHCII, em que a
diminui¢ao desse complexo se correlaciona com menor qE, devido a reducao de fungdes
fotoprotetoras oriundas da ligagdo de proteinas que compdem o LHCII com xantofilas,
o que pode explicar os menores valores de qE em gun4, visto o menor conteudo de
carotenoides e o possivel menor complexo antena desse gendtipo. Diante disso, espera-
se que a dissipacdo do excesso de energia em gund seja mediante mecanismos

independentes dessa ApH, possivelmente por mudangas conformacionais na estrutura ou
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composi¢ao do LHCII, que geram um mecanismo de dissipagdo em que a energia ¢
transferida diretamente da clorofila-a para carotenoides (Dall’Osto et al. 2005; Ruban et
al. 2007; Pérez-Bueno et al. 2008; Johnson et al. 2009).

Devido a maior eficiéncia em dissipar energia na forma de calor observada em
gun4, esperava-se que as plantas desse genotipo apresentassem maiores valores de
carotendides totais, ja que sdo pigmentos que auxiliam no processo de dissipacdo do
excesso de energia absorvida (Jarvis, 2001; Schulze et al. 2005). Nao obstante, esse
mutante demonstrou valor significativamente menor de carotenodides sob 0 ¢ 14 h de
estresse, similarmente ao demonstrado por Wu et al. (2007) em mutantes de Oryza
sativa para o gene YGL1 (Figura 1), sugerindo que a dissipacdo do excesso de energia
em gun4 pode ndo estar associada ao conteudo total de carotenodides, e sim na razdo
carotendides/LHCII, pois apesar da concentragdo de carotenoides totais ser menor em
gun4, possivelmente seja suficiente para dissipar eficientemente a menor quantidade de
luz absorvida pelo LHCII.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila-a permitiram uma mais complexa
diferenciacdo do comportamento fisiolégico do mutante gun4, ilustrando a presenca de
um mecanismo adaptativo a menor captagao de luz, que pode ter relevancia fisiologica
também em plantas selvagem, uma vez que a caracterizagdo dos mecanismos que
permitem uma flexibilidade da atuagdo dos complexos fotoquimicos dos tilacoides ¢ um

importante assunto para compreender a tolerancia das plantas aos estresses abioticos.

4.2 - Analises sistémicas dos dados fotossintéticos

Em geral, os sistemas biologicos tém a capacidade de modular a conectancia
global (CG) de suas redes de acordo com as condi¢cdes ambientais, de forma a otimizar a
manutengdo da capacidade de crescimento, defesa e/ou reprodugdo sob uma grande
diversidade de condi¢des ambientais (Amzallag, 2001; Barabasi e Oltvai, 2004). Em

adicdo, Amzallag (2001) demonstrou que alguns efeitos fisioldogicos podem ser
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revelados apenas apds a andlise do padrio de modulacdo de CG da rede, ndo sendo
detectados nos valores médios.

As maiores capacidades do gendtipo gund4 em transferir a energia luminosa
absorvida para o processo fotossintético bem como a de dissipar a energia excedente
pode ser devido, também, & maior capacidade desse genoOtipo em ajustar suas redes
fotoquimica (Rp) e de trocas gasosas (Rrg) em resposta a condi¢cdes de Iluz
potencialmente estressantes, uma vez que redes com maior CG estariam relacionadas
com maior capacidade homeostatica do sistema e flexibilidade de resposta (aclimatagao)
as perturbagdes, por possibilitar implementar ajustes mais rapidos e mais “precisos” em
resposta as condigdes adversas (Souza e Oliveira, 2004; Souza et al. 2005).

O maior ajuste na conectancia global da Ryg (CGrg) apds 14 h de estresse
encontrado em gun4 (Figura 9) deve-se, possivelmente, a um alto controle de gs sobre
A, evidenciados pelos coeficiente de correlacdo entre essas varidveis (Tabela 4, em
anexo).

Estudo desenvolvido por Souza et al. (2009), utilizando modelos de R € Rrg
similares aos deste estudo, demonstraram resultados semelhantes aos encontrados, em
que a CG destas redes sofreram forte influéncia das condi¢des adversas impostas. Esses
conjuntos de dados reforcam a hipotese de que pode haver um padrdo de resposta aos
diferentes tipos estresse através da modulacdo das redes fotossintéticas, demonstrando
que essas analises podem auxiliar para averiguar o nivel de estresse o qual o individuo

vegetal esta submetido.
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5- CONCLUSAO

Analisando conjuntamente os dados de fluorescéncia da clorofila-a, percebe-se
que o mutante gun4 se caracteriza como um fendtipo capaz de: (i) absorver menos
energia luminosa, demonstrado pelos menores valores de Fo, provavelmente devido aos
menores niveis de clorofilas e menor complexo antena; (ii) transferir mais
eficientemente a energia absorvida para o processo fotossintético, evidenciado nos
maiores valores de qL e ®pg;r na auséncia de estresse e de ETR e ®pgyy sob diferentes
intensidades de luz; e (iii) sob condi¢des normais, ou mais notoriamente sob estresse
luminoso, dissipar mais energia ndo absorvida nas reagdes fotoquimicas na forma de
calor, demonstrado pelos maiores valores de qN e Onpq.

O fato do fenétipo apresentado por gund diferir de outros mutantes com
reducdes também drasticas no teor de clorofilas, indica que os resultados encontrados
nesse trabalho ndo podem ser explicados unicamente pela reducdo no conteudo de
clorofilas. Em adigdo, as alteracdes fotossintéticas encontradas em gun4 podem refletir
uma aclimatacao do LHCII desse genotipo de forma a compensar a menor capacidade
em absorver luz, aumentando a eficiéncia dos processos de transferéncia da energia
luminosa, o que contribuiu para um maior controle das redes fotossintéticas em resposta
ao estresse luminoso.

Embora ainda especulativo, mudancas na composicdo das antenas
fotossintéticas, ou alteragdo na conformagao ou mobilidade das proteinas componentes
das mesmas em resposta, por exemplo, a alteragdes nos seus padroes de fosforilacao e
protonagdo, podem auxiliar para uma maior eficiéncia fotoquimica assim como para

maior dissipagdo de energia em gun4.
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Figura 11. Visdo de plantulas do mutante gun4 (A) e do gendtipo selvagem (B) de Arabidopsis
thaliana.
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Figura 12. Eficiéncia intrinseca do uso da agua (E;,) em Arabidopsis thaliana selvagem (WT) e

mutante gun4d. E;, denota a relacdo entre a taxa de assimilacdo liquida de CO, e a condutancia
estomatica (A/Qs) (Jones et al. 2004). Estatistica conforme Figura 4. (n=5)
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Figura 13. Fluorescéncia maxima de folhas adaptadas ao escuro em plantas selvagem (WT) e no
mutante gun4 sob 0, 14 ou 28 h de estresse. Estatistica conforme Figura 6.
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Tabela 3. Correlagdo de Pearson entre os parametros da rede fotoquimica de Arabidopsis thaliana selvagem (WT) e
gun4 de acordo com o nivel de estresse luminoso (0, 14 ou 28 h sob 800 pumol fotons m™ s™'). ETR - taxa de transporte
de elétrons, qN - coeficiente de extingdo ndo-fotoquimico, Fv/Fm - eficiéncia quantica potencial do fotossistema II,
@y - eficiéncia quantica efetiva do fotossistema 1.

WT Fy/F Drsi ETR
0 14 28 0 14 28 0 14 28
Drsir 0.122 0.928 -0.181 - - - - - -
ETR 0.472 0.928 -0.181 0.857  0.999  0.999 - - -
qN -0.734  0.250 -0.457 -0.332 0311  -0.250 -0.361 0311 -0.250
gun4d F\/Fn Dpsi ETR
0 14 28 0 14 28 0 14 28
@®psy -0.490 0745 0971 - - - - - -
ETR -0.571 0.745 0.974 0.710  0.999  0.999 - - -
qN 0.391 0.537 -0.775 0.392  0.060 -0.902 -0.181 0.060 -0.897

Valores sublinhados denotam correlagdo de Pearson significativa a 5%.
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Tabela 4. Correlagdo de Pearson entre os parametros da rede de trocas gasosas de Arabidopsis thaliana
selvagem (WT) e gun4 de acordo com o nivel de estresse luminoso (0 ou 14 h sob 800 umol fotons m™>s™).

WT Os
0 14 0 14 0 14
E -0,215 -0,632 - - - -
Os 0,800 -0,390 -0,124 0,476 - -
G 0,410 -0,900 -0,751 0,578 0,575 0,004
gun4 Os
0 14 0 14 0 14
E 0,348 0,734 - - - -
Os 0.934 0.844 0,539 0.954 - -
Ci 0,376 -0,699 -0,594 -0,561 0,315 -0,480

Estatistica conforme Tabela 3.
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Tabela 5. Resumo dos pardmetros de fluorescéncia da clorofila-a calculados. Formulas utilizadas, autores que as propuseram bem como
a descricdo bioldgica a qual estes pardmetros estimam.

Parametro

Calculo

Autor

Nomenclatura e descrigcoes biologicas

Fo’

Fo/(Fy/Fi + (Fo/Fu))

Oxborough e Baker (1997)

Fluorescéncia minima de folhas adaptadas a luz. Denota a
fluorescéncia minima quando os aceptores primarios de elétrons
(Qa) estdo oxidados, em que todos os centros de reagdo do FSII
estdo abertos (Maxwell e Johnson, 2000; Baker et al. 2007).

Fv/Fm

Fn-Fo/Fp

Brakman e Demming (1987)

Rendimento quantico potencial do FSII. Refere-se a eficiéncia
maxima na qual a luz absorvida no FSII é convertida em energia
quimica (reducdo de Qu) (Baker et al. 2007).

gN

(Fn - Fw)/Fy

Bilger e Schreiber (1986)

Coeficiente de extingdo ndo fotoquimico relacionado a
fluorescéncia variavel. Segundo Lichtenthaler et al. (2005), ¢é
subdividido em qE, qT e ql. E o processo pelo qual a energia de
excitagdo ¢ rapidamente dissipada no complexo antena do FSII,
através de Xantofilas e mudangas na antena deste complexo
(Pogson e Rissler, 2000; Pérez-Bueno et al. 2008).

(IlF]- nF5)/FV

Walters e Horton (1991)

Coeficiente de extingdo dependente de energia. Induzido pela
variacdo de pH entre o estroma o limem do tilacoide (Bruce et al.
1997; ; Lichtenthaler et al. 2005), gerado pelo gradiente de proton
da cadeia transportadora de elétrons (Miiller et al. 2001).

qT

(l’lF5 - l’leo)/FV

Walters e Horton (1991)

Coeficiente de extingdo do estado de transicdo. Envolve a
fosforilagdo do complexo coletor de luz do FSII e sua subseqiiente
dissociacdo deste fotossistema, reduzindo assim a quantidade de
energia de excitagdo que este fotossistema recebe (Bruce et al.
1997; Miiller et al. 2001; Lichtenthaler et al. 2005).

nF 20/ FV

Walters e Horton (1991)

Coeficiente de extincdo fotoinibitorio. Induzido por excesso de
luz, esta relacionado com danos no FSII (Bruce et al. 1997
Lichtenthaler et al. 2005).

Dnpo

(F/Fm’) - (F/Fm)

Hendrickson et al. (2004)

Rendimento quantico da dissipacéo de energia regulada no FSII.
Demonstra a dissipacao regulada de energia térmica relacionada
ao qN (Klughammer e Schreiber, 2008).
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F/Fm

Hendrickson et al. (2004)

Rendimento quantico da dissipacdo de energia ndo regulada no
FSII. Corresponde as perdas constitutivas de energia no FSII,
sendo a soma da emissdo de fluorescéncia e dissipagdo de calor
(Klughammer e Schreiber, 2008).

(I)FSII

(Fm’-F)/Fm’

Genty et al. (1989)

Rendimento quantico efetivo do FSII. Refere-se ao rendimento
quantico da conversdo fotoquimica da energia absorvida no FSII
(Klughammer e Schreiber, 2008).

qL

qL= (F-F) x Fo/(Fi-Fo') x F

Kramer et al. (2004)

Coeficiente de extin¢do fotoquimico (modelo lake). Fornece uma
indicacdo da proporcao de centros de reagdao do FSII que estdo
abertos (Kramer et al. 2004), evidenciando o uso da energia de
excitagdo para reagdes fotoquimicas (Miiller et al. 2001).

ETR

®rsp x RFA x 0,84 x 0,5

Genty et al. (1989)

Taxa de transporte de elétrons. Fluxo de elétrons fotossintéticos
no FSII, indica a capacidade fotossintética da planta (Maxwell e
Johnson, 2000).
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