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EFEITO DO AUMENTO DO COMPLEXO CLOROFILA a/b - PROTEINA NO
METABOLISMO FOTOSSINTETICO DE PLANTAS TRANSGENICAS DE
TABACO (Nicotiana tabacum L., cv SR1 PETITE HAVANA).

Autor: Maria Juliana Usberti Decico Real
Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Labate

Resumo

O complexo clorofila a/b - proteina (Cab) é o principal componente
do sistema coletor de luz (“light harvesting complex” - LHC) presente nas
membranas dos tilacéides de plantas superiores e algas, atuando como antena nos
fotossistema I e fotossistema II, sendo portanto importante na captagdo de luz
para a fotossintese. A obtengdo de plantas transgé€nicas com maior conteudo de
LHCII ¢ uma alternativa para aumentar a eficiéncia de absor¢do de luz em
ambientes sombreados. O objetivo do presente trabalho foi a caracterizagdo do
potencial fotossintético de plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum)
apresentando conteudo de duas a trés vezes maior de mRNA Cab e de proteinas
CAB, que o nivel enddgeno. Esta analise foi feita através da comparagdo de
diferentes pardmetros fisiologicos e metabdlitos entre plantas transgénicas e
selvagens, quando expostas a diferentes intensidades luminosas. Foi vernficado
também se as plantas transgénicas apresentavam outras alteragdes; além da
capacidade fotossintética, e para isso foram estudados a morfologia e anatomia
foliar e o conteido de amudo e de proteinas de reserva das sementes

A capacidade fotossintética das plantas cultivadas em camara de
crescimento controlado em baixa (50umol.m?s') e média (500pmol.m’s')
irradidncia foi estudada usando-se um sistema de congelamento rapido, onde as
folhas foram submetidas a diferentes intensidades luminosas, concentra¢des de
CO, e temperaturas. O sistema estava acoplado a um fluorimetro € a um
analisador de gas infravermelho, que além de permitir a medida de absor¢do de

CO; e fluorescéncia da clorofila a, possibilitou também que as folhas fossem



congeladas em nitrogénio liquido para a extragdo de metabdlitos do Ciclo de
Calvin-Benson, carboidratos e enzimas, como a Sacarose-Fosfato Sintase (SPS) e
as da assimilagdo de nitrogénio: Glutamina Sintetase (GS) e Nitrato Redutase
(NR). Foi verificado também se as plantas transgénicas apresentavam outras
alteragOes, além da capacidade fotossintética e para isso foram estudados a
morfologia, anatomia foliar e o conteudo de amido e de proteinas de reserva das
sementes.

Os resultados da analise morfologica e da anatomia foliar
mostraram que as plantas transgénicas possuem espagos intercelulares maiores,
maior nimero de cloroplastos por célula, além de folhas mais largas e maior
biomassa. Quanto a capacidade fotossintética, as plantas transgénicas
apresentaram uma maior taxa de assimilagdo de CO, em relagdo as selvagens, em
condi¢des limitantes de luz, bem como uma maior eficiéncia quantica do
transporte de elétrrons do PSII (¢psy), € um aumento em cerca de duas vezes da
sintese de carboidratos. A analise de metabdlitos mostrou um aumento da
capacidade das plantas transgénicas em gerar ATP e reduzir PGA em condig¢des
de baixa intensidade luminosa. Em alta intensidade luminosa as plantas
transgénicas mostraram uma menor capacidade fotossintética, sendo que a
principal limitagdo destas plantas nestas condi¢des parece ser a capacidade de
sintese de produto final em uma velocidade capaz de reciclar P;, compativel com o
aumento de transporte de elétrons. Os resultados da analise das proteinas de
reserva mostraram diferengas no padrdo de bandas principalmente na fragéo
albumina e globulina e também glutelinas, das plantas transgénicas em relagdo as
selvagens. Quanto ao conteudo de amido, este foi 72% maior nas sementes de
plantas transgénicas, sugerindo que o aumento do conteiido das proteinas
Lhcb1*2 nestas plantas induziu mudangas no conteudo de amido e padrio de

proteinas de reserva das sementes.
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EFFECTS OF THE INCREASE OF CHLOROPHYLL a/b BINDING PROTEIN
IN THE PHOTOSYNTHETIC METABOLISM OF TRANSGENIC TOBACCO
PLANTS (Nicotiana tabacum L., cv SR1 PETITE HAVANA).
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Summary

The light harvesting complex (LHC) is the main chlorophyll a/b
binding protein complex of the thylakoid membrane in plants and green algae.
LHCII acts as an antenna system to photosystem I and photosystem II and plays a
key role in harvesting light for photosynthesis. Transgenic tobacco plants with
higher content of LHCII is an alternative to increase the efficiency of light
absorption in shaded environment. The aim of this project was to investigate
whether transgenic plants of tobacco which have two-three fold higher content
of cab mRNA and CAB protein showed alterations in the photosynthetic
metabolism, leaf anatomy and morphology, seed storage protein and starch
content in relation to wild type, when exposed to different light intensities.

The measurements of the rate of CO, assimilation and chlorophyll a
fluorescence of plants grown in low (50pmolm?s”) and medium light
(500umol.m™.s™) were made in an open gas-exchange system, using an infra-red
gas analyser and a pulse amplitude modulation fluorometer. The leaf chamber was
specially designed to allow leaf discs to be punched out and quickly frozen. The
frozen leaf samples were used for the extraction of Calvin-Benson Cycle
metabolites, carbohydrates and enzymes like Sucrose-Phosphate Synthase (SPS)
and of nitrogen assimilation: Syntase Glutamine (GS) and Reductase Nitrate
(NR).
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The anatomic and morphological analysis showed that
transgenic plants had broad leaves with relative larger intercellular spaces, more
chloroplasts per cell and higher biomass. The studies of photosynthetic capacity
showed that transgenic plants had an increased photosynthetic rate in limiting
light conditions, and increased efficiency of quantum efficiency of photosystem II
electron transport (¢PSII), and a two fold increase in carbohydrate synthesis. The
metabolic analyses revealed an increased capacity of the transgenic plants to
regenerate ATP and reduce PGA in low light. In high light the transgenic plants
had a lower photosynthetic rate, and the main limitation was the capacity of end
product synthesis to recycle inorganic phosphate fast enough to match the
increased capacity of electron transport. Eletrophoretical analysis of seed storage
proteins and starch showed differences in isozyme pattern specially in the
albumin and globulin fraction of the transgenic plants in relation to wild type,
besides a 72% increase in starch content in transgenic tobacco seeds. So, the
elevation of CAB protein levels resulted in several important related

morphological, biochemical and physiological alterations.



1.INTRODUCAO

Desde o inicio dos trabalhos de melhoramento genético,
procura-se plantas que se adaptem a condi¢des adversas de cultivo, entre elas a
tolerdncia a baixa luminosidade, caracteristica importante para culturas usadas em
cultivo consorciado, bem como para algumas ornamentais e horticolas. Um dos
mecanismos possiveis para o aumento de produtividade destas plantas, seria um
aumento na capacidade de absor¢do de luz em condig¢Ges limitantes e consequente
sintese de agucares, como amido e sacarose, que pode ser conseguido pelo
aumento da area foliar, ou pelo aumento da concentragdo dos sistemas coletores
de luz nos cloroplastos.

Os componentes dos sistemas fotossintéticos, associados as
membranas dos cloroplastos, podem ser divididos em quatro grupos: 1) os-
complexos coletores de luz (“light harvesting complex” - LHC ), formados pela
associagdo de proteinas e diversos pigmentos, como clorofila, responsaveis pela
absor¢do e transferéncia de energia luminosa aos centros de reagdo fotossintética;
2) centros de reagdo, formados por um conjunto de polipeptideos e clorofila que
criam um ambiente especializado para que ocorra a quebra da molécula de agua e
consequente liberagdo de elétrons; 3) transportadores de elétrons, formados por
diferentes associagdes de apoproteinas que promovem o transporte vetorial de
elétrons nas membranas do tilacdide, resultando na formagdo do agente redutor

NADPH e de um potencial eletroquimico necessario a sintese de ATP; 4)



conjunto de polipeptideos que formam a enzima ATPase, responsavel pela sintese
de ATP durante o transporte de elétrons. Destes quatro componentes descritos, o
LHC € o principal complexo de proteinas que ligam a clorofila arb (CAB:
“chlorophyll a/b binding proteins”) da membrana dos tilacéides, de plantas
superiores e algas.

Este sistema de coleta e transferéncia de energia luminosa
envolve uma série de genes, cujo modelo de heranga e herdabilidade sdo ainda
pouco conhecidos, o que torna dificil a obtengdo de plantas com maior conteido
destes componentes pelds métodos convencionais de selegdo e melhoramento. A
obtencdo de plantas transgénicas que apresentem uma maior quantidade
especifica de um determinado componente, como o LHC II (os complexos
coletores de luz do fotossistema IT), apresenta-se como uma alternativa para
aumentar a eficiéncia de absor¢do de luz em condigGes limitantes.

Ko et al. (1992), obtiveram plantas transgénicas de tabaco
(Nicotiana tabacum) com nivel do complexo protéico coletor de luz LHC II duas
a trés vezes maior que o nivel endogeno. Foi verificado que tanto os
transformantes primarios, como as progénies apresentavam diferencas no
crescimento quando comparadas ao controle. As plantas transgénicas eram mais
vigorosas que as selvagens (controle) em regime de baixa luminosidade,
apresentavam também folhas maiores e atingiam altura final duas vezes maior.
Como resultado destas diferengas de crescimento, as plantas transgénicas
apresentavam um florescimento tardio em relagdo a selvagem. Estas plantas
apresentaram também mais clorofila (mg) por peso fresco em relagdo as plantas
selvagens. A partir destes resultados verificou-se que estas plantas representariam
um excelente sistema modelo para se estudar os efeitos do aumento da capacidade
de absorgdo de luz sobre o metabolismo fotossintético e suas implicagSes na

produtividade final das plantas.



O objetivo do presente trabalho foi a caracterizagdo das
plantas transgénicas de tabaco quanto ao potencial fotossintético, através da
comparagdo de diversos parametros fisiologicos e metabolicos entre plantas
transgénicas e selvagens, quando expostas a diferentes intensidades luminosas.
Este estudo iniciou-se com a analise do desempenho fotossintético, em condiges
de CO, atmosférico e também alta concentragdo de CO,, évoluc;ﬁo de O, e
fluorescéncia da clorofila a, das plantas transgénicas e selvagens quando crescidas
em baixa (50 pmol.m?s™) e média (500 pmol.m?s") irradidncia. Em seguida
foram analisados os metabdlitos relacionados ao ciclo de Calvin-Benson, bem
como a sintese de agucares: sacarose € amido, produtos finais da fotossintese..
Foram também analisadas a atividade de algumas enzimas importantes para o
metabolismo fotossintético e de assimilagdo do nitrogé€nio, cujo processo de
regulagdo esta ligado a fotossintese: Sacarose Fosfato Sintase (SPS), Glutamina
Sintetase e Nitrato Redutase e para verificar se as plantas transgénicas
apresentavam outras alteragdes, foram estudados o conteudo de amido e de

proteinas de reserva das sementes .



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. O FOTOSSISTEMA DE PLANTAS SUPERIORES

A conversdo da energia solar para energia quimica durante a
fotossintese ¢ um evento de membrana, e os componentes envolvidos na captagédo
da luz, transporte de elétrons e reagdes enzimaticas, necessarias para produgédo de
compostos ricos em energia (ATP e NADPH), estdo todos associados as
membranas dos tilacoides nos cloroplastos. Estas membranas dos tilacdides
apresentam um alto grau de organiza¢do, formando uma rede continua de
membranas Unicas ndo sobrepostas, pareadas com membranas empilhadas dos
grana (Anderson & Styring, 1991). A maioria das proteinas do tilacode estdo
arranjadas em quatro complexos supramoleculares: fotossistema I, fotossistema II,
citocromo b/f, e ATP sintase, sendo que estes complexos apresentam uma
assimetria definida ao longo da membrana para realizar adequadamente 0
transporte de elétrons e protons através da membrana.

Segundo Cogdell (1983), somente nas ultimas décadas
comecaram a surgir modelos da estrutura dos fotossistemas. O melhor modelo
parece ser o formado por uma regido central “core”, onde ocorrem as reagdes
fotoquimicas, envolvida por um complexo pigmento-proteina, formando antenas
especificas. Cada fotossistema tem seu proprio complexo de antena que absorve
luz em diferentes comprimentos de onda e ambos, PSI e PSII, sdo essenciais para

a fotossintese. A maioria dos pigmentos que absorve luz, na fotossintese, serve



somente para coleta-la, sendo que os excitons sdo transferidos para os centros de
reagdo. Este centro de reacdo € eletronicamente excitado pela transferéncia de
energia do sistema de antena e cataliza as primeiras reagdes fotoquimicas. Como
resultado, a energia solaf ¢ transformada em energia quimica.

A eficiéncia da fotossintese ¢ diminuida com luz de
comprimentos de onda maior que 680nm mesmo que algumas moléculas de
clorofila da membrana dos tilac6ides absorvam luz em 700nm. De acordo com o
“efeito Emerson”, uma combinagio de luz de 600 e 700nm consegue aumentar a
taxa de fotossintese mais que a soma das taxas dos dois comprimentos separados.
Com isso concluiu-se que em plantas, a fotossintese envolve a interagdo de dois
centros de absor¢do de luz separados: o fotossistema I (PSI) e o fotossistema II
(PSII), onde o PSI recebe luz de comprimento de‘ onda de 700nm ou menos € o
PSII apenas de comprimento menor que 680nm (Cogdell, 1983)

Os dois fotossistemas sdo estruturalmente distintos, cada um
¢ um complexo de muitas moléculas de clorofila, carotenoides, citocromos e
outras proteinas para transporte de elétrons, que possuem orientagdo especifica
nas membranas dos tilacoides. O PSII esta localizado preferencialmente nas
membranas empilhadas dos grana e o PSI nas membranas ndo condensadas dos
tilacoides. Esta separagdo espacial dos dois complexos ¢ um ponto critico, devido
a transferéncia de elétrons do PSII ao PSI durante a fotossintese, onde o complexo
proteico citocromo b/f , encontrado tanto na regido condensada como ndo
condensada das membranas dos tilacdides, é usado para a transferéncia de
elétrons entre os dois fotossistemas. Cada fotossistema contém centenas de
moléculas de clorofila no entanto, somente duas moléculas especializadas de
clorofila @, dos centros de reagdo, sdo capazes de dirigir através da luz, a
transferéncia de elétrons em cada complexo (Ghanotakis & Yocum, 1990;
Anderson & Styring, 1991).



No fotossistema I o complexo proteina-clorofila a €
denominado P700 e é formado por dois polipeptideos maiores, cujo peso
molecular varia nos diferentes organismos fotossintéticos. Por exemplo, em
ervilha é de 68kD e 66kD, 64kD e 49kD para Clamidomonas reinhardi, € 52kD e
46kD para Anabena flos-aquae (Codgel, 1983). Sabe-se que esses dois
polipeptideos formam o “core” do fotossistema I mas, o complexo contém outros
iniumeros polipeptideos adicionais.

O fotossistema II ¢ atualmente um dos complexos mais bem
caracterizados de proteina de membrana (Ghanotakis & Yocum, 1990; Anderson
& Styring, 1991) e € fesponsévcl ndo épehas pela captagdo de luz e separagdo de
cargas, mas também cria for¢a redutora pela sua capacidade de oxidar a agua. E
responsavel por muitos dos mecanismos de adaptacdo e protegdo do aparato
fotossintético em resposta as variagdes das condigGes ambientais, cujas respostas
envolvem rearranjamento das membranas dos tilacoides.

A estrutura do fotossistema II ¢ formada por um complexo
multiproteico, de no minino 20 polipeptideos, incluindo sub-unidades estruturais,
cataliticas e regulatorias, bem como muitas proteinas ligadas a clorofila, sendo
produto de dois genomas, pois contém sub-unidades codificadas pelo cloroplasto
e pelo nicleo. O centro de reagdo do PSII, denominado P680, ¢ formado de um
heterodimero de duas proteinas integrais de membrana, denominadas D1 e D2. A
subunidade D1 é produto do gene psbA do cloroplasto, é rapidamente sintetisada
na luz e possui um peso molecular de 32kD. A subunidade D2 é produto do gene
cloroplastidial psbD, possui peso molecular de 32kD e como a proteina D1, ¢
altamente conservada entre as espécies. O heterodimero D1/D2 contém todos os
componentes redox necessarios para as reagdes fotoquimicas primarias como 0s
“clusters” de manganés, catalizando a fotooxidagdo da agua e estdo ligados as

quinonas Qa e Qp, que funcionam na reagdo de estabilizagdo de cargas, no lado



redutor do PSII (Ghanotakis & Yocum, 1990; Anderson & Styring, 1991,
Christopher & Mullet, 1994). Um modelo esquematico do PSII na membrana do

tilacéide pode ser visto na Figural.

Figura 1. Modelo esquematico do PSII na membrana do tilacéide. A figura
apresenta as subunidades proteicas com seus nomes ou pesos moleculares (em
kD). A parte central representa o heterodimero D1/D2. (esquema adaptado de
Anderson & Styring, 1991).



Além do heterodimero D1/D2, outras protéinas fazem parte
da estrutura do PSII, como o citocromo 5559, as proteinas intrinsecas de 47 e
43KkD e as extrinsecas de 33, 23 e 16kD. Apesar do citocromo 5559 ter sido uma
das primeiras proteinas identificadas no PSII, sua fun¢do ainda ndo esta bem
definida e ndo esta envolvido na via principal do transporte de elétrons. Ele ¢
composto de dois polipeptideos de 9 e 4 kD codificados pelos genes
cloroplastidial psbE e psbF, respectivamente. As proteinas extrinsecas de 33, 23
e 16kD sdo codificadas por genes nucleares, estdo localizadas na superficie da
membrana interna do tilacoide, e estdo envolvidas nas reages de evolugdo de
oxigénio, ndo estdo ligadas a0 manganés ou outro composto redox, sendo bastante
hidrofilicas  (Ghanotakis & Yocum, 1990; Anderson & Styring, 1991,
Christopher & Mullet, 1994).

Também foram identificados polipeptideos de 22 e 10kD,
cuja fungdo ainda ndo esta bem estabelecida. Ha evidéncias de que a proteina de
10kD seja responsavel pela ligagdo da proteina 23kD a superficie da membrana
interna do tilacéide. Estudos recentes (Funk et al., 1994) sugerem que a proteina
22kD pode ligar clorofila a e b e pode ser entdo uma proteina que liga pigmento
associada ao PSII, mas isto ainda precisa ser melhor esclarecido.

As proteinas intrinsecas de 47 e 43KD sdo conhecidas como
CP47 e CP43, sdo codificadas por genes cloroplastidiais, psbB e psbC e ligam de
20 a 25 moléculas de clorofila a cada um ao “core” do PSII, participando entdo na
captagdo de luz e transferéncia de energia ao centro de reagdo. Também, ligam f3-
caroteno e contém luteina cuja presenga foi confirmada pela analise de
preparagdes do “core” do PSII a partir de gradiente de sacarose (Anderson &
Styring, 199; Bassi et al., 1993; Christopher & Mullet, 1994)



2.2 SISTEMA COLETOR DE LUZ

O sistema coletor de luz do complexo clorofila a/b - proteina,
designado LHCII, é o maior componente da membrana do tilacoide, sendo
responsavel por metade de sua clorofila e massa proteica (Andersson & Styring,
1991; Peter & Thomber, 1991; Green et al., 1991). E o principal componente da
antena coletora de luz do PSII e, além dessa fun¢do, também regula a
transferéncia de energia de excitagdo aos centros de reagdo do fotossistema II,
dependendo da fosforilagdo da apoproteina LHC. Este complexo provavelmente
também interfere nas interagdes das membranas dos tilacdides que levam a
formagdo de pilhas de vesiculas sobrepostas de membranas, ou seja, os grana dos
cloroplastos (Kuhlbrandt, 1984)

O LHCII foi descoberto na década de 60 e aparecia como
uma banda verde em eletroforese suave de gel de acrilamida com SDS (SDS-
PAGE) e foi a base experimental para a descoberta das associagdes proteinas-
clorofilas (Andersson & Styring, 1991). Foram inicialmente denominados de CPII
e considerados como uma entidade funcional do PSII. No entanto, com a
descoberta de que ndo possuiam atividade de transporte de elétrons e que plantas
sem CPII mantinham atividade fotossintética normal, este complexo foi
reconhecido como sendo somente coletor de luz e recebeu o nome de LHCII.

Atualmente é o componente mais estudado do fotossistema II.
2.2.1 Composicio bioquimica e organizaciao do LHCII
Em plantas superiores e algas verdes ja foram identificados

pelo menos trés complexos distintos menores de pigmento-proteina, denominados

Cp29, Cp26 e Cp24 € um sub-complexo LHCII, que formam o LCHII completo.
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Este sub-complexo, inicialmente denominado CPII, ¢ o componente mais
abundante e mais estudado, sendo codificado por uma familia de multigenes
nucleares. Ele contém metade das clorofilas presentes nos tilacdides: 13 a 15
moléculas de clorofila associadas a cada cadeia polipeptidica, podendo ser isolado
como um complexo oligomérico pigmento-proteina, provavelmente um trimérico,
apresentando uma relagdo clorofila a/b de 1,0 a 1,33 (Peter & Thorbner, 1991) e
uma razdo clorofila/carotendide de 5-6. Portanto, sua composi¢do mais provavel
de pigmentos é: 8 moléculas de clorofila a, 6 de clorofila b, 2 de luteinas e 1 de
neoxantina. Segundo Bassi et al. (1993), o sub-complexo ndo contém -caroteno,
mas contém baixos niveis de violaxantina.

Quanto as sub-unidades proteicas, o sub-complexo apresenta
no minino trés subunidades de peso molecular de 28000, 27000 e 25000, com
uma estequiometria de 8 +2:3 * 1:1, de acordo com Peter & Thorbner (1991). As
subunidades contém sequéncias comuns e divergentes e algumas podem ser
reversivelmente fosforiladas.

Os outros componentes do LHCII, ou seja, os complexos
menores apresentam diferentes relagdes de clorofila a/b e diferentes apoproteinas,
como também maior conteudo de carotenoides relativo ao total de clorofila (Peter
& Thorbner,1991; Bassi et al., 1993). Cp29 apresenta uma maior relagéo clorofila
ab: 2,5 a 3,5 e subunidades proteicas de peso molecular maior, entre 29000 e
31000 e 2 a 3 carotendides; Cp24 apresenta relagdo clorofila a/b: 0,8 a 1,0 e
subunidades proteicas menores: 21000 e 1 a 2 carotendides. Nenhum deles pode
ser fosforilado. Ha um terceiro complexo Cp26, que ¢ semelhante em tamanho ao
subcomplexo principal, mas apresenta distinta composi¢do de apoproteinas e de
pigmentos: 6 moléculas de clorofila a, 3 de clorofila b, e 3 de carotendides por
molécula. Ainda ¢ desconhecido se estes componentes estio organizados em um

ou varios complexos € 0 modo pelo qual estdo associados ao centro de reagdo
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para formar o fotossistema II completo. Sabe-se somente que o Cp29 esta
diretamente ligado ao centro de reagdo. C -

Para determinar como as subunidades do LHCII estdo
arranjadas uma em relagdo a outra e em relagdo ao centro de reagdo do PSII,
foram isolados e caracterizados os sub-complexos do PSII, os sub-complexos
multiméricos do LHCII e o complexo proteina-pigmento do LHCII de cevada sem
clorofila b (Peter & Thorbner,1991). A analise dos sub-complexos PSII mostrou
que as subunidades do LHCII estdo associadas apenas com a forma dimérica do
centro de reagdo, cuja for¢a de associagdo, em ordem decrescente é: Cp29 > Cp26
> sub-unidade 28000 > sub-unidade 27000 > sub-unidade 25000 > Cp24. A
estequiometria das subunidades do LHCII e do Centro de Reagdo II neste sub-
complexo PSII esta de acordo com a nog¢do de que cada unidade do Centro de
Reagdo esta ligada a subunidades do LHCII. Segundo os autores, a obtengdo de
um complexo multimérico de peso molecular 110000D composto de Cp29, Cp24
e da forma trimérica do sub-complexo LHCII formado das subunidades 28000D
(duas) e 25000D (uma), que esta fortemente ligados ao Centro de Reagdo, sugere
que este complexo de 110000 tem a fun¢do de ligar o sub-complexo principal
LHCII ao centro de reagao.

O modelo proposto pelos autores entdio € o seguinte: 0s
complexos menores, Cp 29 (LHCIla), Cp26 (LHCIIc) e Cp24 (LHCIId), estdo
muito perto do centro de reagdo e ligam diferentes sub-complexos LCHII,
compostos de uma sub-unidade de 25000 e duas de 28000. O sub-complexo
LHCII que contém apenas as sub-unidades 27000 e 28000 estdo localizados mais
distantes do centro de reagdo e sdo as sub-unidades mais fortemente fosforiladas.
A sub-unidade Cp29 € a mais fortemente ligada ao centro de reagdo, sendo a mais

fracamente fosforilada. Este modelo é esquematizado na Figura 2.
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Figura 2. Modelo esquematico do LCHII. O esquema apresenta a organizagdo
relativa dos complexos pigmento-proteina e as associacdes com o Centro de
Reagdo (CCII). As subumidades Cp29, Cp26 e Cp24 estio representadas
respectivamente pelas letras a, ¢ € d, enquanto os sub-complexos LHCII sdo
indicados como trimeros, com os pesos moleculares de suas sub-unidades (kD)

(esquema adaptado de Peter & Torbner, 1991)

A montagem do LHCII também necessita de
aproximadamente 7 moléculas de clorofila a, 6 de clorofila 4, 2 de luteina,

violaxantina e neoxantina (Kithlbrandt et al., 1994). O mecanismo que coordena
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esta sintese e acumulagdo € bastante complexo. Sabe-se no entanto que nem
clorofila nem xantofilas seriam necessarias para a sintese de LHCII, mas os
pigmentos ligantes, principalmente a clorofila 5, seriam responsaveis pela
estabilizagdo das apoproteinas e montagem do complexo (Plumley & Schmidt,
1995). Analises de Chlamydomonas mutantes nuclear incapazes de sintetisar
clorofilas ou xantofilas, revelaram que: as proteinas LHCII tem um papel
importante na sintese dos pigmentos, sendo que a sintese € acumulagdo de
neoxantina estdo ligadas aos passos finais de integragdo das proteinas LHCII no
tilacoide e mutantes deficientes na sintese de clorofila b, apresentaram inser¢io
incorreta destas proteinas no tilacdide, indicando que a biogénese do LHCII
inclue eventos interdependentes de sintese e montagem dos pigmentos, que ocorre
durante a integragdo das proteinas nas membranas do tilacoide.

As analises da estrutura tri-dimensional do complexo LHCII
de ervilha (Kiihlbrandt, 1984) por microscopia eletronica de cristais de duas
dimengdes e analise de imagens também sugere que o complexo LCHII ¢ uma
proteina transmembranosa altamente assimétrica formada por trés mondémeros
identicos ou quase idénticos. Um efeito da assimetria € a grande diferenga entre as
areas expostas de ambos os lados, sendo que a area exposta do lado superior é
cerca de trés a quatro vezes maior que a inferior, sugerindo que a parte superior
da molécula tem uma fun¢do na interagio com a membrana. Varias outras
espécies foram estudadas e foi observado que o complexo LHCII apresentava
propriedades e arranjo cristalino similares ao descrito para ervilha, sugerindo que
este modelo pode ser valido para a principal proteina da antena de todas as
plantas verdes. Estudos mais detalhados da estrutura tri-dimencional do
complexo coletor de luz em plantas, determinada por cristalografia eletronica
(Kiihlbrandt & Weng, 1991; Kiihlbrandt et al., 1994), mostrou que cada

mondmero contém trés hélices transmembranas denominadas de A, Be C e 15
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moléculas de clorofila. Flas sio mantidas unidas por pares de ions formados por
residuos de cargas que também ligam as clorofilas e esta estrutura € bastante
conservada no reino vegetal. As hélices A e B sdo invariaveis quanto ao conteudo
de clorofila b da antena e estas duas hélices juntamente com 6 moléculas de
clorofila a e 2 de xantofilas representam o “core” do complexo. Nesta regido
central, a clorofila a esta muito perto da clorofila b, para permitir a transferéncia
rapida de energia e os dois carotendides tem funcdo de fotoprote¢do. A hélice C e
a volta na superficie da membrana apresenta maior variabilidade dentro da
familia das proteinas CAB (Kiihlbrandt et al., 1994). Este modelo atomico € o
mais atual e foi determinado com uma resolugdo de 3,4 A.

Como dito anteriormente, os polipeptideos que formam o
LHCII sdo codificados por familias de multigenes nucleares, os genes cab
(“chlorophyll a/b binding proteins”) ou LAc, como sdo denominados atualmente
(Jansson et al., 1992) e portanto a biogénese deste complexo envolve diferentes
compartimentos celulares (Cashmore, 1984; Kuttkat et al., 1995). A apoproteina
LHC ¢ codificada no nucleo e transcrita por ribossomos do citoplasma em uma
forma precursora. Esta proteina precursora € transportada através da membrana
externa e interna do cloroplasto e o peptideo transito ligado ao terminal amino
deste precursor, facilita este transporte. Durante ou apods a translocagdo, este
precursor € clivado proteoliticamente para originar o polipeptideo maduro que é
inserido na membrana do tilacoide, onde vai se associar com as clorofilasa e b e
xantofilas. Finalmente, os complexos monomeéricos proteina-pigmento formam
trimeros e sdo reunidos no fotossistema II. O mesmo procedimento ocorre para o
fotossistema I. Muitos deste passos podem ser estudados em sistemas in vitro,
facilitando a analise dos eventos moleculares envolvidos. -Um diagrama da

biogénese do LHCII pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3. Diagrama esquematico da possivel sequéncia para montagem do LHCII
com o Centro de Reagdo. Os componentes menores estdo representados pelos
circulos a, ¢, d e e e os componentes maiores LHC IIb estdo representados como

discos (esquema adaptado de Dreyfuss & Thorbner, 1994)

Recentemente Li et al. (1995) apresentaram evidéncias que a
inser¢do da proteina na membrana do tilacéide ¢ dependente de um analogo
cloroplastidial da particula de 54kD de reconhecimento de sinal de mamiferos e
pode estar mecanicamente relacionada aos processos de transloca¢des mediados
por particulas de reconhecimento de sinal de outros organismos. A etapa que
permanece como maior enigma € o mecanismo pelo qual os pigmentos sdo ligados
as proteinas, provavelmente apos sua insersio na membrana e antes de formar
trimeros. Kuttkat et al. (1995), estudando as caracteristicas de resisténcia a
proteases e de migragdo em gel de subunidades monoméricas e de trimeros do
LHCII, sugerem que pelo menos uma parte das proteinas LHC, inseridas em
tilacoides i1solados, ¢ complexada com pigmentos € entdo organizada na forma

trimérica do LHCII.
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2.2.2 Expressao e regulacio de genes das proteinas que ligam as clorofilas a/b

(“chlorophyll a/b bindind proteins”) do LHCIL.

Conforme discutido anteriormente, os sistemas coletores de
luz (LHC) sdo compostos de clorofila a € 4 e de proteinas que ligam as clorofilas,
além de outros pigmentos. Estas proteinas sdo sintetisadas no citoplasma e, em
plantas superiores, bem como algas verdes e musgos (Long et al., 1989) sdo
codificadas por familias de multigenes nucleares. Membros desta familia ja foram
isolados e sequénciados para varias espécies como ervilha, petania, trigo, tomate,
Lemna gibba, tabaco, Nicotiana plumbaginifolia, soja, entre outras (Coruza et
al., 1983; Cashmore, 1984; Pichersky et al.,1985; Jansson et al., 1992). Com a
proliferacdo do sequenciamento foi possivel confirmar pelo menos 10 diferentes
tipos de proteinas CAB para angiospermas e gimnospermas. A partir da sequéncia
primaria das proteinas, foi possivel correlacionar, em diferentes sistemas de géis,
cada gene a uma proteina especifica na antena. Quatro tipos distintos de proteinas
CAB foram identificadas para o LHCI e seus genes foram designados Lhcal a
Lhca4. Para o LHCII, foram encontrados trés tipos de proteinas para o sub-
complexo maior e seus genes sdo denominados: Lhcbl, Lhcb2 e Lhch3,
correspondendo aos polipeptideos Tipo I, Tipo II e Tipo IIT do LHCII. Os genes
do tipo I ndo contém introns e tém um alto grau de homologia; enquanto os do
tipo II e III contém introns e codificam proteinas com maiores divergéncias. Os
genes Lhcb4, Lhcb5 e Lhcb6 codificam os componentes menores do fotossistema
II. Cp29, Cp26 e Cp24 e, esta ordem, reflete a mobilidade relativa destas
proteinas em diferentes sistemas de geis (Jansson, 1992).

A caracteriéag:ﬁo destes genes foi feita principalmente ao
nivel de sequenciamento e transcri¢do € em menor grau em relagdo a organizagdo

do genoma e evolugdo. Desde que sequéncias de nucleotideos destes genes
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indicam homologia, pode-se esperar que os genes relacionados se origmaram
através de duplicagdes. No entanto ainda ndo esta bem estabelecido em que
momento da evolugdo das plantas superiores essas duplicagdes ocorreram € nem
como esses genes cab duplicados foram organizados € mantidos no genoma.
Pichesrky et al. (1985) e Green et al. (1991), propéem que aqueles genes que
apresentam grande homologia em sequéncias ndo codificantes representam
duplicagbes génicas recentes ou eventos de corre¢do génica, como o caso das
familias de genes de petunia e ervilha.

A regulagdo dos genes cab do fotossistema II tem sido muito
estudada em plantas superiores e sabe-se que € feita pela luz tanto na transcrigdo
como pos-transcri¢do. A luz € um fator primordial para o crescimento normal das
plantas ndo so por fornecer energia para a fotossintese mas, também por fornecer
sinais que regulam o desenvolvimento das plantas. A transicdo de plantulas
estioladas para planta totalmente verde € um evento drastico no desenvolvimento
durante o ciclo de vida das plantas e, durante este processo, muitos genes sdo
afetados de diferentes maneiras. A luz interage com programas de
desenvolvimento endogeno modulando a resposta destes genes através da ativagdo
de dois ou mais fotoreceptores (Nagy et al., 1988, Thompsom & White, 1991,
Carré & Kay, 1995).

As plantas contém varios receptores de luz que respondem a
diferentes intensidades de luz, qualidade espectral e estado de polarizagdo e,
juntos, estes receptores podem absorver fotons em um amplo espectro de
comprimento de onda, desde o vermelho-extremo ao ultravioleta. O maior e
também melhor caracterizado receptor, que absorve na faixa do vermelho e
vermelho-extremo € o fitocromo. A molécula do fitocromo ¢ uma cromoproteina
soliivel composta de um cromoéforo linear tetrapirrdlico, ligado covalentemente a

polipeptideos de 120-127kD, dependendo da espécie. Estas cromoproteinas foram
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inicialmente isoladas com base no seu espectro de absorgdo reversivel e existem
em duas formas espectrofotométricas: a que absorve vermelho (P;) e a que
absorve vermelho-distante (P;) e estas duas formas sdo interconvertidas
reversivelmente por irradiagdo. Plantas crescidas no escuro contém a forma P,
geralmente relacionada como a forma inativa. A absor¢do de luz vermelha
converte a forma P, para Pg, levando a mudangas morfologicas, bioquimicas e
fisiologicas. Comprimento de onda no vermelho-distante converte a maioria da
forma P; de volta para P, entdo esta luz cancela os efeitos da luz vermelha
(Kuhlmeier et al., 1987; Nagy et al., 1988; Thompsom & White, 1991; Terzaghi
& Cashmore, 1995).

luz vermelha

33>

P, Pg

€€

luz vermelho-extremo

Apesar do fitocromo ser conhecido principalmente como um
receptor de luz vermelha, vermelha-distante, suas duas formas P, e Pg também
podem absorver na regido azul do espectro fotoreceptores (Thompsom & White,
1991).

Além do fitocromo outros pigmentos que absorvem luz
vermelha sdo as clorofilas @ e b e seus precursores, os protoclorofilideos, que
como o fitocromo também sdo tetrapirrdlicos e possuem absor¢do maxima na
regido azul, como também na vermelha. O critério para distinguir entre agido de
fitocromo ou protoclorofilideo € a resposta reversivel do fitocromo ao vermelho- -
distante. A fotoconversio do protoclorofilideo leva a sintese de clorofila e
formagdo de cloroplastos verdes contendo fotossistema I e II. Entdo o

protoclorofilideo pode ser considerado um receptor de luz, pois sua
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fotoconversdo, além de alterar drasticamente o metabolismo da planta, também ¢é
necessaria para a formacdo do aparato fotossintético. Outros receptores de luz sdo
azul/ultra-violeta-A (UV-A), chamado de criptocromo e um ultra-violeta-B (UV-
B) (Kuhlmeier et al., 1987, Thompson & White, 1991; Terzaghi & Cashmore,
1995).

Apesar do conhecimento da estrutura e composi¢do do
fitocromo, 0 mecanismo pelo qual os sinais de fotoconversio mudam a expressao
de um gene , ainda € pouco conhecido (Nagy et al., 1988). Parece pouco provavel
que o fotoreceptor module diretamente a transcrigdo do DNA ou a estabilidade do
mRNA, pois ndo ha evidéncias da existéncia de um sitio de ligagdo especifico
para o fitocromo no DNA, sugerindo entdo que os caminhos para a transdugéo de
sinais contém passos iniciais comuns € subsequente amplificagdo destes, levando
a diferentes respostas. Os fotoreceptores interagem entre si de uma maneira
complexa, e a fotoconversdo de dois ou mais € necessaria para a obtengdo do
nivel maximo da expressdo génica.

A resposta dos genes ao fitocromo pode ser classificada de
acordo com a quantidade de luz vermelha, denominada de fluéncia, necessaria
para induzir a resposta. Entdo os genes podem ser classificados em fluéncia baixa
(low fluence: LF), ou fluéncia muito baixa (very low fluence: VLF). Os genes
classificados como LF apresentam o efeito da luz vermelha revertido pelo
vermelho-extremo e, alguns exemplos, sdo os genes para a subunidade menor da
RUBISCO (rbcS) e ferredoxina. Para os genes classificados VLF o efeito da luz
vermelha ndo ¢ revertida pela luz vermelho-extremo, mas sdo induzidas por ela
sozinha. Isto se deve ao fato que tanto P como Pg absorvem luz de comprimento
de onda variando de 280 a 800nm, entdo na luz vermelho-extremo a pequena
porcentagem de moléculas P; que ¢ convertida a P ja € suficiente para induzir a

resposta (Kuhlemeier et al., 1987, Nagy et al., 1988; Thompson & White, 1991).
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Os genes cab apresentam este tipo de resposta. Independente da fluéncia, a
resposta ao fitocromo em alguns genes pode depender do estadio de
desenvovimento das plantas e também pode estar influenciada por um ritmo
diumo, chamado de ritmo circadiano, como sera discutido a seguir.

Conforme discutido anteriormente, ja esta bem estabelecido
que a regulacdo dos genes cab ¢ mediada pela luz e que a expressdo ocorre tanto
em baixa como em muito baixa fluéncia (LF e VLF). Para determinar quais
fotorreceptores estariam envovidos no controle desta expressdo e se os genes cab
dos dois fotossistemas, PSI e PSII, seriam controlados da mesma forma,
Wehmeyer et al. (1990), analisaram plantulas estioladas de tomate e tabaco
submetidas a diferentes tratamentos de luz. A analise da expressio do mRNA do
CAB/PSII através da medida da resposta a taxa de fluéncia e o efeito de pré-
irradiagdes com diferentes tipos de luzes, seguido de pulso vermelho e vermelho-
distante, mostrou que a acumulagio do mRNA do CAB/PSII é controlada por
fitocromo, fotorreceptor azul/UV-A e provavelmente UV-B em ambas as
espécies. A fotorregulacdo do CAB/PSI ¢ mais fraca tanto para tomate como
tabaco, mas também indica a agdo de fitocromo, fotorreceptores azul/UV-A e
UV-B. Nédo foi observada nenhuma diferenga maior em relagdo a cinética de
acumulacgdo destes dois mRNA.

Além da regulagdo pelos fotorreceptores, os genes cab estdo
sujeitos a um controle endégeno durante os diferentes estadios de
desenvolvimento da planta. Durante os primeiros dias do crescimento de plantulas
os genes cab tornam-se competentes a estimulos do fitocromo e, durante este
tempo, mRNA dos genes cab podem ser detectados no escuro, pelo menos em
espécies de mostarda. Similarmente os niveis d¢e mRNA de cab aumentam em
cotilédones de soja antes da emergéncia do solo para depois diminuir nos

cotilédones em senescéncia. O nivel de hormonio muda durante o
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desenvolvimento da planta e ja foi observado que as concentragdes de citocinina e
acido abiscisico afetam a expressdo deste gene, onde a citocinina pode aumentar a
quantidade de mRNA cab, enquanto o acido abscisico pode diminuir. Para
estudar a agdo de fotorreceptores e de reguladores endogenos, Brusslan & Tobin
(1992), isolaram trés genes cab de Arabidopsis e analisaram a competéncia em
responder a fitocromo em condi¢gdes de escuro. Os autores observaram um
aumento transitorio destes genes em plantulas crescidas no escuro € este aumento
coincidia com a emergéncia dos cotilédones da capa da semente. Este padrido de
expressdo ocorreu independentemente da exposi¢do a luz, fornecimento de
giberelinas ou sacarose, indicando uma regulagdo interna. Esta regulagdo pode ser
diferenciada da regulagdo do fitocromo, principalmente pela separagdo temporal:
a capacidade de responder ao estimulo medido pelo fitocromo ocorre antes da
regulacdo do desenvolvimento e continua apos este nivel ter diminuido,
sugerindo que estes dois tipos de regulagdo sdo independentes. Brusslan & Tobin
(1992), também mostraram que o promotor do gene, (um fragmento de 1,34kb),
pode ser o responsavel por esta regulagdo no desenvolvimento.

Controle semelhante ja havia sido observado em milho, no
qual um elevado nivel de transcritos do gene cab foi detectado em plantas
estioladas de milho com 8 dias (Sullivan et al., 1989).

Para entender se a resposta a luz é determinada por fatores
endogenos que regulam o desenvolvimento das pldntulas, ou se agem
independentes das influéncias do desenvolvimento, Kretsch et al. (1995),
analisaram dois promotores de genes codificados pelo niicleo e regulados pela
luz, de mostarda, que foram introduzidos em tabaco, na frente do gene GUS. Um
gene foi o PsbP*1, que codifica a proteina de 23kD do complexo de evolugdo de
oxigénio e outro o Lhcbl*1 que codifica para a proteina CAB tipo I. Como as

plantulas de mostarda e tabaco apresentam diferengas morfologicas e fisiologicas
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durante a germinagdo e posterior desenvolvimento, a introdugdo dos promotores
de mostarda em tabaco pode esclarecer, se estas sequéncias introduzidas que
controlam a expressdo de genes seriam suficientes para responder a estimulos
endogenos e exogenos, em uma planta receptora diferente. Os resultados do
tempo para o inicio da acumulagdo, bem como da cinética de acumulagdo dos
transcritos, durante o desenvovimento das plantulas, mostraram que o promotor
de mostarda, introduzido no tabaco, seguiu a cinética endogena dos genes: em
cotilédone de mostarda, sob luz continua, a acumulagio de transcritos para PsbP e
Lhcb inicia-se com 36 e 42h apos a semeadura, respectivamente; em contraste, o
promotor da mostarda, mostrou uma cinética mais atrasada, caracteristica das
plantulas de tabaco, com um aumento entre 66 ¢ 72h, apos a semeadura. Em
tabaco, tanto para os genes endogenos, como para os quiméricos introduzidos, a
luz € capaz de antecipar o padrdo temporal da expressdo em cerca de 24h. Este
efeito nunca foi observado em mostarda, onde o acaimulo de transcritos dos genes
PsbP e Lhchb, tem sempre o mesmo inicio, independente do tratamento de luz.
Desta forma, foi estabelecido que o padrdo temporal da expressdo dos genes
introduzidos era completamente dependente de fatores endogenos de regulagdo do
desenvovimento de plantulas e que o promotor introduzido foi suficiente para
fornecer o padrdo correto de expressio no sistema heterologo, mas ndo
determinou este padrdo.

Além da regulagdo pelos fotorreceptores e por fatores
endogenos do desenvovimento, os genes cab também exibem um ritmo
circadiano, ou seja, sofrem alteragdes independente de indugdo do ambiente em
um periodo de 24h, que ¢ manisfestado na transcrigdo e pos-transcrigdo. As
primeiras evidéncias do ritmo circadiano foram verificadas em tomate cultivados
sem estimulo ambiental. No escuro continuo, o nivel de equilibrio do mRNA

continuava a oscilar por quatro dias, acompanhado por uma diminuigdo gradual
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na amplitude. Também quando as plantas eram expostas a regimes alternados de
luz/escuro, este padrdo de oscilagdo permanecia até a adaptagdo ao novo ambiente
(Piechulla & Gruissem, 1987; Piechulla, 1988; 1989). Entretanto, o tempo para
amplitude maxima e minina e o nivel de expressdo maxima eram alterados de
acordo com as situagdes de luz.

Para investigar se o ritmo circadiano € influenciado pelo
estadio de desenvolvimento e se esta oscilagdo tipica ocorria em outras
monocotiledoneas e dicotiledoneas, Meyer et al. (1989) caracterizaram a
expressdo circadiana do gene cab em folhas de tomates e outras espécies mono €
dicotiledoneas. Em relagdo ao estadio de desenvovimento, foi observado que o
padrdo de oscilagdo permanecia o mesmo, independente do estadio das folhas e
somente a amplitude de oscilagdo do nivel de mRNA variou com o
desenvovimento, sendo maior em folhas jovens. As outras espécies estudadas:
soja, ervilha, milho, trigo e cevada, nas quais foi medido o nivel de mRNA
durante o ciclo de um dia, mostraram niveis elevados de mRNA cab ao meio-dia,
exceto ervilha, indicando que o mecanismo de ativagdo esta presente em mono e
dicotiled6neas.

Para verificar se todos os membros da mesma familia do gene
cab apresentam ritmo circadiano, Kellmann et al. (1993) estudaram os niveis
individuais de mRNA dos nove membros da familia Lica’b ( gene cab) de
tomate. Analises detalhadas da acumulagdo do mRNA em folhas sob condig¢des de
luz/escuro, escuro continuo e luz continua, revelaram que todos os genes
apresentavam ritmo circadiano e foram observadas somente pequenas diferengas
no padrdo de expressdo, sugerindo que mecanismos moleculares e de transmissdo
de sinais idénticos ou muito similares controlam a expressdo de todos os genes da

mesma familia.
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Apesar do rnitmo circadiano estar bem estabelecido para
muitas espécies da divisio Angiosperma, esta oscilagdo ndo esta presente para as
Gimnospermas subdivisdo Coniferofitina, em que a maquinaria para a expressao
circadiana parece ter sido perdida durante a evolugcdo. Ao contrario de
Angiospermas, as Coniferofitinas s3o capazes de sintetizar clorofila
independentemente da luz e estas sdo fundamentais para a organizacdo do
complexo LHC, a expressdo dos genes cab, regulada pelo ritmo circadiano
poderia se excessiva. O mesmo argumento ¢ usado para espécies de Bridfitas que
também sintetisam clorofila no escuro e nio apresentam ritmo circadiano para o
gene cab. A partir destes resultados, Oberschimidt et al. (1995), propuseram que
em espécies de plantas que possuem a sintese de clorofila dependente da luz, ¢
necessario o controle circadiano dos gene cab para otimizar a formag¢do do
complexo LHC. Plantas capazes de sintetizar clorofila no escuro, ndo precisam
do controle circadiano para expressdo dos genes cab.

O paradigma geral adotado para o papel da luz na regulagdo
da transcri¢do ¢ que os fotorreceptores geram sinais, que sdo traduzidos via
intermediarios para ativar os fatores de transcricdo ligados as suas sequéncias
dentro de regiGes regulatorias dos genes regulados pela luz. Estes fatores
coordenam a formagdo do conjunto do aparato de transcrigdo, e ela se inicia.
RevisOes tém sido feitas sobre as sequéncias responsaveis pela resposta a luz nos
promotores destes genes, principalmente o cab, entre elas as de: Kuhllemeir et al.,
(1987); Nagy et al., (1988); Benfey & Chua, (1989); Thompsom & White (1991);
Anderson et al., (1994) e Terzaghi & Cashmore, (1995), e foram identificados
varios elementos que agem em cis, que sdo reconhecidos por sequéncias
especificas de fatores proteicos que agem em tranms, indicando uma interagdo

complexa através de varios mecanismos.
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As sequéncias regulatorias que agem em cis, t€m sido
identificadas em estudos de mutagénese e delecdo e algumas generalizagdes
podem ser feitas: elementos similares sdo encontrados em diferentes promotores;
apesar dos promotores serem organizados a partir de um numero limitado de
elementos, a maneira pela qual sdo organizados, pode variar consideravelmente,
mesmo dentro da mesma familia de genes; nenhum elemento foi encontrado em
todos os promotores dos genes regulados pela luz; nenhum elemento sozinho ¢
capaz de conferir resposta a luz em um promotor nio regulado pela luz, ou seja,
ha sempre dois ou mais elementos que interagem; a regulagdo pela luz pode
envolver tanto a “ligagdo” como o “desligamento” de genes e algumas sequéncias
podem reprimir ao invés de ativar a transcrigdo. Alguns elementos foram
repetidamente encontrados em genes regulados pela luz, entre eles: “G-box”, o
sitio GT-1; “I-boxes” e motivos correlacionados, TGACG e elementos ricos em
A/T, e as evidéncias indicam que a combinagdo especifica de um nimero de
elementos pode definir um promotor regulado pela luz.

As proteinas que se ligam ao DNA sdo identificadas como
fatores que se ligam aos elementos regulatdorios dentro dos promotores regulados
pela luz. As mais conhecidas sio as da familia GT e também GBF (“G-Box-
Binding Factors”). Também ja foram identificadas proteinas que se ligam ao
motivo TGACG, ao I-Box, e as regides ricas em A/T e mais de um fator proteico
pode ser responsavel pela ativagdo de um unico elemento que age em cis. Para o
gene cab, ja foram identificados pelo menos cinco fatores proteicos, incluindo
GBF, fator que se liga a0 GATA, GA-1 que se ligam a sequéncia de 1,5kb a
frente do gene cab-e de tabaco e alguns fatores que se ligam em varios sitios
dentro do promotor (Anderson et al., 1994). Anderson et al. (1994) identificaram
duas proteinas nucleares CUF-1 e CGF-1, que se ligam dentro dos motivos

conservados da sequéncia a frente do gene cab2 de Arabidopsis € observaram que
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um dominio que age em cis de -111 a -33 do promotor do gene cab2 ¢é suficiente
para a expressdo regulada pelo fitocromo e por ritmo circadiano. Carré & Kay
(1995), identificaram mais cinco fatores proteicos: CUF-2, CUF-3, Tic, Tac e
Toe, que se ligam dentro desta regido, e também sdo responsaveis pela regulagido
através de fitocromo e ritmo circadiano do gene cab2 de Arabidopsis. Femandez
& Staneloni (1996), analisaram a regido promotora do gene Lhcb! de batata e
observaram que a regido 5’ de -1300 a +10, relativa do inicio do sitio de
transcrigdo, foi suficiente para conferir a resposta do gene ao fitocromo, bem
como a expressdo orgdo-especifica, para os genes Lhch! de folhas e raizes de
batata.

Além da regulagdo pela luz da transcrigdo e pOs-transcrig@o
do gene cab, as proteinas CAB também sofrem esta regulagdo na pos-tradugdo e
os maiores passos de pOs-traducdo na biosintese destas proteinas sdo: importagdo
do cloroplasto; processamento apOs importagdo; inser¢do na membrana do
tilacoide; formagdo de complexos com os pigmentos; processamento proteolitico
e montagem correta no fotossistema. Varios destes passos sdo regulados direta ou
indiretamente pela luz, através do fitocromo, dos protoclorofilideos e dos
fotorreceptores azul/UV-A. O primeiro passo que necessita indiretamente de luz
¢ a importagdo da proteina pelo cloroplasto, pois este processo necessita de ATP.
Apo6s entrar no cloroplasto o polipeptideo precisa ser transportado até as
membranas dos tilacdides e isto depende da atividade do estroma, que ¢ induzida
durante o desenvolvimento dependente de luz do plastideo e a inser¢do do
polipeptideo precursor do LHCII no tilacéide € precedida de um processamento
proteolitico. A inser¢gdo dos polipeptideos CAB nos tilacdides também ¢é
acompanhada pela ligacdo com pigmentos, cuja sintese e acumulagdo sdo
regulédas pela luz. A clorofila ndo s6 é importante para a estabilidade,

organizagdo correta e integragdo das proteinas CAB no fotossistema, como
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também para o acimulo de outras proteinas envolvidas na estrutura do
fotossistema II como a CP47 e a D1 (Klein et al.,, 1988; Mullet et al., 1990).
Entdo, os cofatores necessarios para a organizacdo do LHCII sdo clorofila q,
clorofila » e também xantofilas, neoxantinas, violaxantinas e luteinas, sendo que
acumulagéo de clorofila b, que ¢ fortemente dependente da luz, tem um papel
fundamental para determinar qual polipeptideo CAB sera acumulado e qual sera
degradado. Portanto através destes diferentes passos fica evidente o papel da luz

na regulagdo pos-tradugdo das proteinas CAB.

2.3 FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

A grande maioria dos pigmentos fotossintéticos em plantas
nio atua diretamente na separagdo de cargas das reagles fotossintéticas
luminosas, mas funciona como antenas que absorvem fotons e transferem, através
de outros pigmentos na antena, a energia absorvida para os centros de reagéo dos
fotossistemas onde ocorrem as primeiras reagdes fotoquimicas, conforme
discutido nos itens anteriores. Em condi¢des de pouca luz, a maioria dos fotons
ou quanta absorvidos € usado nas reagdes fotoquimicas € apenas uma pequena
parte é transformada em calor ou emitida com fluorescéncia da clorofila a e,
neste caso, diz-se que todos os centros de reagdo estdo abertos (oxidados). Em
condi¢es de excesso de luz, diminui a eficiéncia de transferéncia de energia e
grande parte da energia capturada € dissipada, para propria protecdo dos
fotossistemas, na forma de calor ou emissdo de fluorescéncia da clorofila a e
considera-se que os centros de reagdes estdo fechados (ou reduzidos) (Krause,
1988; Rees & Horton, 1990; Krause & Weis, 1991).
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Nas primeiras reagdes fotoquimicas, um elétron ¢ transferido
do pigmento Pggo, no estado simples de excitagdo (Pggo*) para a feofitina a e a
partir dai, € transferido ao aceptor primario de elétrons, quinona A (Qap). A
separagdo de cargas cria 0 Pgg', que € um agente fortemente oxidante e recebe
um elétron de um segundo doador Z, que foi identificado como o residuo de
tirosina da proteina D1. Este doador oxidado, Z*, é reduzido por um elétron do
sistema de oxidagdo da 4gua. Em uma reagdo mais lenta, o elétron ¢ transmitido a
Qp, que apos receber dois elétrons liga dois protons e se funde ao “pool” de
plastoquinona/plastohidroquinona. Entdo, a produgdo de fluorescéncia ¢ minima
(Fo) quando todos os centros de reagbes estdo abertos, ou seja quando Q, esta
oxidada e, quando Q4 estd completamente reduzida, ocorre a maxima produgio
de fluorescéncia (Fy). No estado adaptado ao escuro do aparelho fotossintético, a
Qs esta normalmente oxidada, e se for fomecida luz continua, havera um
aumento da fluorescéncia, a partir de Fy, relacionada a redugdo da Q4. Quando a
intensidade de luz actinica ¢é elevada fazendo com que a taxa de redugdo da Qa
seja maior que a reoxidagdo, atinge-se a fluorescéncia maxima (Krause & Weis,
1991).

Um sinal tipico da indugdo da fluorescéncia em luz continua
¢ conhecido como Efeito Kautsky, em que apds um pico ou um maximo de
fluorescéncia, acontece um declinio, denominado “quenching”. Normalmente a
extensdo do “quenching” € expressa por coefecientes que variam de 0 a 1,
indicando a proporgdo diminuida com iluminagdo da fluorescéncia maxima
(Krause & Weis, 1991). Varios mecanismos contribuem para esta diminuigdo da
fluorescéncia e a compreensdo dos componentes do mesmo fornece informagdes
importantes do estado funcional do aparato fotossintético.

Um tipo de “quenching”, denominado fotoquimico, qp, ocorre

devido a competi¢do com as reagdes fotoquimicas, e depende da presenca da Qa
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no estado oxidado. O qp traduz entdo a propor¢do de energia de excitagdo
transferida da antena para o centro de reagdo do PSII, ou seja reflete o estado de
oxidagdo da Qa (Schreiber et al., 1986) . A reoxidagdo da Q. causa o
“quenching” fotoquimico (Krause & Weis, 1991). Outro tipo de “quenching” é
conhecido como “quenching” nfo fotoquiminco, qn, pois a diminui¢do da
fluorescéncia acontece por mecanismos ndo diretamente relacionados ao estado
de redugdo da Qa e podem ser causados por varios fatores.

A Figura 4 apresenta a definicdo dos coeficientes de
“quenching” e das terminologias dos pardmentros caracteristicos de fluorescéncia,
sdo usados para os calculos dos coeficientes, onde Fy: refere-se a intensidade de
fluorescéncia- de amostras adaptadas ao escuro; Fy: intensidade maxima de
fluorescéncia obtida em amostras adaptadas ao escuro, com a aplicagdo de um
pulso saturante de luz; (Fy)n: fluorescéncia maxima variavel de uma amostra
adaptada ao escuro; F,: fluorescéncia variavel em qualquer tempo durante a
indugdo; (F,)s: fluorecéncia variavel saturada, que corresponde a fluorescéncia
maxima varidvel em qualquer tempo durante a indugdo ; qq, refere-se ao
“quenching” fotoquimico; e qg, a0 “quenching” nio-fotoquimico (Schreiber et al.,
1986) .
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Figura 4. Defini¢do dos coeficientes de “quenching” e das terminologias dos
pardmentros caracteristicos de fluorescéncia Q, (extraido de Schreiber et al.,
1986).

Como dito anteriormente o “quenching” ndo fotoquimico
pode ser causado por varios fatores. Um fator importante ¢ a acidificagdo do
lamen do tilacéide, que ocorre durante a translocagdo de protons através da
membrana e € conhecido como “quenching dependente de energia” (qg);
“quenching” relacionado a transig¢do do “estado 1 para o estado 2”, regulado pela
fosforilagdo do LHCII (q7); “quenching fotoinibitorio” relacionado a fotoinibi¢io
da fotossintese (q)); “quenching” de F, considera a diminui¢do da fluorescéncia de
Fo, devido as mudangas na transferéncia de energia no sistema antena coletora de
luz; e o ciclo das xantofilas (Hodges et al., 1989; Krause & Weis, 1991 e
Buschmann, 1995).

Inttmeros processos contribuem para o gy, mas a maior
proporgdo se origina de uma dissipa¢do na forma de calor, sendo referido como qg
ou q. O gz € dependente da energizagdo da membrana do tilacoide, mais

especificamente, do ApH formado no tilacéide com a iluminagdo, e exceto sob
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condigdes extremas de estresse € o processo dominante do “quenching” ndo
fotoquimico. Por outro lado o q; permanece apds a dissipagdo deste ApH e pode
ser atribuido a danos ou inativagdo do PSII (Krause, 1988; Horton et al., 1994).

Ha duas hipéteses a respeito do mecanismo de g,
relacionado principalmente ao local onde ocorre a dissipagdo de energia, no
centro de rea¢do ou na antena. A hipotese relacionada ao centro de reagdo propde
que o efeito da diminuigdo do pH causa a liberagdo da ligagdo do Ca®** e isto
inibe o lado doador e também aumenta o potencial redox do lado aceptor,
promovendo recombinagdo de cargas entre o Psgo “ € a Q4. A energia liberada
pela PSII é dissipada como calor. Ha poucas dividas que este mecanismo possa
ocorrer no PSII, mas permanece a questdo se este é realmente o mecanismo do qg,
ou se € apenas outra forma de inativagdo ou dano do PSII sob condi¢Ges de
estresse.

A outra hipétese, relativa a antena, esta baseada
principalmente na associagdo do LHCII a carotendides conhecidos como
xantofilas, em particular a violaxantina. A violaxantina ¢ importante com relagdo
ao qg, pois condigdes que induzem o qg também causam sua de-epoxizagdo,
formando a zeaxantina e ha fortes correlagdes entre a formagido da zeaxantina e a
extengdo do “quenching” (Horton et al., 1991). Sob excesso de luz, violaxantina é
convertida a zeaxantina através da via intermediaria da anteraxantina e esta reagdo
¢ revertida em condigdes de baixa intensidade luminosa. Esta sequéncia reversivel
¢ denominada de ciclo da xantofila e os carotendides que participam sdo apenas
os presentes na membrana fotossintética e sofrem mudangas rapidas induzidas
pela luz (Krél et al., 1995; Demmig-Adams & Adams, 1996). Apesar de ja ter
sido caracterizado como o ciclo da xantofila é regulado pela luz, o papel

funcional ainda ndo esta bem definido.
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Atualmente, ha duas hipoteses para o papel da zeaxantina:
pode aceitar diretamente e diminuir o estado excitado da clorofila; ou pode ser um
fator importante na estrutura do LHCII. No primeiro caso o ciclo da xantofila
seria um processo para a criagdo do “quenching”, onde o ApH seria necessario
para 6ausar mudangas na organizacdo do LHCII necessarias para manter a
zeaxantina e a clorofila perto para a transferéncia de energia. A outra hipotese
considera que o ciclo da xantofila exerce controle sobre a estrutura da membrana
do tilacéide, em particular sobre a organizagdo do LHCII através de mudangas nas
propriedades detergentes da ligagdo das xantofilas ao LHCII (Horton et al., 1994;
Demmig-Adams & Adams, 1996). Analises recentes nas propriedades fotofisicas
dos carotenoides tém levado a um novo modelo do papel da xantofila, onde o
ciclo constitue um mecanismo de mudanga molecular da violaxantina (9 pontes
duplas conjugadas de carbono-carbono) para anteraxantina e zeaxantina (com 10
e 11 duplas pontes conjugadas, respectivamente), que pode potencializar o
recebimento de energia da clorofila e entdo dissipar como calor (Demmig-Adams
& Adams, 1996).

Apesar das duvidas relacionadas ao papel do ciclo das
xantofilas no qy, a analise da fluorescéncia da clorofila ¢ um método bastante util
para medir a performance fotossintética das plantas, principalmente por ser um
método bastante rapido de medir a eficiéncia quéntica do transporte de elétrons do
PSII, fornecendo informagdes sobre as respostas das plantas a fatores ambientais.
Isto foi possivel com o surgimento de métodos capazes de separar o “quenching”
fotoquimico do ndo fotoquimico, como o método de modulagio fluorimétrica de
pulsos proposto por Schreiber et al. (1986). Genty et al. (1989), propuseram que a
eficiéncia do PSII poderia ser avaliada através da analise da intensidade da
fluorescéncia da clorofila. Segundo os autores a eficiéncia quéntica do transporte

de elétrons do PSII (¢PSII) ¢ determinada pela efici€éncia com que um quantum
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absorvido pode alcangar um centro de reagdo, e a proporgdo de centros de reagdes
que sdo capazes de transferir um elétron, ou seja, centros de reagdo abertos. A
eficiéncia de captura da energia de excitagcdo do centro de reagdo aberto pode ser
medida pela relagdo F’v/F’y, onde F’y representa a fluorescéncia variavel em
qualquer estado adaptado a luz, e F’\; representa a intensidade da fluorescéncia
com todos os centros de reagdo do PSII fechados em qualquer estado adaptado a
luz,e esta relagdo pode medir o fendmeno de fotoinibigdo, que ¢ manifestada pela
redugdo da eficiéncia do PSII na captura de energia de excitagdo pelos centros de
reagdo (Bjorkman,1987; Kooten & Snel, 1990). Por outro lado a concentragdo de
centros de reagdo do PSII abertos pode ser medido pelo qp, entdo o ¢PSII €
proporcional ao produto entre qp € F’v/F’y (Genty et al., 1989). Os autores
também verificaram que qualquer mudan¢a ndo fotoquimica envolvida na
diminuigdo da energia de excitagdo dos centros de reagdo aberto do PSII, também
afetaria a efici€ncia quéntica do transporte de elétrons.

Atualmente, estd bem estabelecido que a eficiéncia quéntica
da fotossintese diminui com o aumento da intensidade luminosa devido ao
aumento da limitagdo da transferéncia de elétrons e da capacidade de assimilagdo
de carbono, resultando no fechamento do centro de reagdo. Também ja foi
demonstrado que mesmo o centro de reagdo aberto € pouco eficiente em alta
luminosidade e o responsavel por este decréscimo ¢ um aumento na dissipa¢do

ndo radioativa, detectado pelo “quenching” ndo fotoquimico (Genty et al., 1989).
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2.4 METABOLISMO DO CARBONO E FOTOSSINTESE

2.4.1 Ciclo de Calvin-Benson

O inicio da fixagdo do CO; pela fotossintese consiste de uma
série de 13 reagles, catalisadas por 11 enzimas, conhecidas como Ciclo de
Calvin-Benson, onde o CO, é fixado e, a cada trés voltas do ciclo, é formada uma
molécula de triose fosfato a patrir de trés moléculas de CO,. A triose fosfato pode
entdo ser usada para regenerar ribulose 1,5-bifosfato, que € o receptor do CO,, ou
na sintese de amido e sacarose. Estas reagdes sdo realizadas a partir da energia
liberada pela hidrolise de ATP e pela oxidagdo de NADPH, que sdo conhecidos
como forga assimilatoria (Dietz & Huber, 1986) e podem ocorrer no escuro até
que o fornecimento de ATP e NADPH termine, entretanto, sabe-se que a luz
fornece agentes regulatorios que as tormam mais eficientes (Leegood, 1990).

O Ciclo de Calvin-Benson pode ser dividido em trés fases e a
primeira fase consiste na carboxilagdo catalisada pela enzima ribulose 1,5-
bifosfato carboxilase oxigenase (RUBISCO). Esta enzima esta localizada no
cloroplasto, sendo formada por oito sub-unidades menores, codificadas por uma
pequena familia de genes nucleares, rbcS, e oito sub-unidades maiores, codificada
por um gene cloroplastidial, bcL e catalisa o primeiro passo da competigdo entre
a redugdo fotossintética do carbono e o ciclo de fotorrespiragdo. A ag¢do oxigenase
da RUBISCO dificulta a fotossintese em plantas C;, devido ao fendmeno de
fotorrespiragdo, consumindo carbono reduaido e energia, conforme sera discutido
posteriormente. A RUBISCO é uma enzima com K, elevado (K;co. = 25uM, nas

condi¢Ses atmosféricas) e baixa afinidade por CO», e por isso plantas C3 usam

metade das proteinas soliveis a esta enzima. A agdo carboxilase da enzima
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adiciona o CO, a um agucar de 5 carbonos, a ribulose 1,5-bifosfato (RuBP) e em
seguida forma duas moléculas de 3-fosfoglicerato (Leegood, 1990; Portis, 1992).

A taxa de assimilagdo de CO, ocorre na folha e depende: da
quantidade e da atividade da RUBISCO presente; da concentragdo de seus
substratos, RuBP e CO,; da concentragdo de O,, que € o inibidor competitivo, e
da temperatura da folha. O nivel de CO» no estroma ¢ regulado pelo fosfato
inorgéanico, P;, e pela sua taxa de difusdo do cloroplasto e a disponibilidade de
RuBP depende da intensidade de luz, que determina a capacidade da cadeia de
transporte de elétrons gerar ATP e NADPH. Diferencas na taxa de assimilagdo de
CO,; entre folhas ocorrem devido a diferenga na idade das folhas, nutrigdo da
planta ou condi¢Ses de luz durante o crescimento, que podem estar relacionadas a
atividade da RUBISCO presente nas folhas.

A segunda fase do Ciclo de Calvin-Benson ¢ a fase redutora,
onde o acido 3-fosfoglicerato (3-PGA) é convertido a triose fosfato (TP),
catalisado pela fosfoglicerato quinase e pela gliceraldeido fosfato desidrogenase
dependente de NADP® (NADP-GAPDH). A terceira fase é de regeneragdo da
RuBP que é catalisada por uma série de enzimas: Triose-Fosfato Isomerase,
Aldolase, Frutose 1,6-Bisfosfatase, Sedoheptolose 1,7-Bisfosfatase,
Transketolase, Ribose S5S-Fosfato Isomerase, Ribulose S-Fosfato 3-Epimarase,
Ribulose 5-Fosfato Kinase (Leegood, 1990). O Ciclo de Calvin-Benson
permanece na interface entre o transporte de elétrons e a sintese de produtos
sendo portanto sensivel a mudangas nas condigGes ambientais, que causem
altera¢des nas relagGes entre suprimento e demanda dos produtos do transporte de
elétrons. Portanto a atividade das enzimas € controlada de varias formas, sendo
que a ativagdo pela luz e modulagdo por metabdlitos permitem um ajuste rapido
da atividade e a sintese de proteinas permite uma regulagdo a longo prazo da

quantidade das enzimas do ciclo.
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Durante a ultima década houve grande progresso no
entendimento da regulagdo da RUBISCO e a idéia inicial da ativagdo “ligada”
pela carbamilagdo causada por mudangas do pH do estroma e pelo Mg** induzidas
pela luz, foi superada pelo conceito atual, no qual a atividade da RUBISCO ¢
regulada por uma variagdo completa da intensidade de luz e de maneira geral, ¢
reduzida pela ligagdo de um agucar fosfato, principalmente RuBP e restaurada
pela agdo da RUBISCO ativase. Esta enzima além de facilitar a agdo da
RUBISCO, modula sua atividade em resposta a fatores ambientais como
irradiagdo, sendo importante para manter os metabolitos fotossintéticos em um
nivel 6timo para a fotossintese em condigdes ambientais variaveis. Portanto, o
conhecimento da regulacdo da RUBISCO é importante para entender a regulagio
coordenada entre a utilizagdo de RuBP na carboxilagdo, absor¢do de luz e uso de
energia para regeneragdo de RuBP, que sdo passos fundamentais para a
fotossintese (Salvucci, 1989; Portis, 1990; 1992; Hudson et al., 1992).

O uso de plantas transgénicas antisense com decréscimo
progressivo na quantidade da RUBISCO, tem facilitado o estudo da interagdo do
conteudo da enzima, taxas fotossintéticas e crescimento de plantas. Um exemplo,
¢ o estudo realizado com tabaco transgénico rbcS antisense, onde o gene
antisense introduzido diminui a sintese da sub-unidade menor da enzima,
causando uma redugdo na sub-unidade maior € na enzima como um todo,
originando plantas com diferentes conteudo de RUBISCO.

Plantas transgénicas de tabaco contendo diferentes
quantidades de RUBISCO foram cultivadas em intensidade de luz moderada
(300pumol.m™.s™") e foi medida a taxa fotossintética. Os resultados mostraram que
ndo houve uma redugdo significativa da fotossintese quando a RUBISCO
diminuiu até 40% do conteido das plantas selvagens, esta diminuigdo foi

compensada por um aumento na ativagdo da RUBISCO, que passou de 60 para
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100%. Este aumento da ativagdo pode ser explicado da seguinte maneira: o
decréscimo no nivel da RUBISCO alteraria o balango entre o fornecimento e uso
de 3-PGA e a diminuig¢do deste aumentaria a relagio ATP/ADP. Como a ativag¢do
da enzima necessitaria da a¢do de outra enzima, a RUBISCO ativase, cujo
processo € estimulado pelo ATP, o aumento da relagio ATP/ADP poderia ser o
responsavel direto pelo aumento da ativagdo da RUBISCO. Um decréscimo maior
da quantidade da enzima inibiu fortemente a assimilacio de CO, e foi
acompanhado pela diminuigdo da atividade de outras enzimas como a frutose 1,6-
bisfosfatase (Quick et al., 1991). Quando estas plantas foram cultivadas em alta
intensidade luminosa (1000pmol.m™2.s™'), a taxa de assimilagio de CO, foi
reduzida em 63% nas plantas transgénicas, independente da pressdo parcial
intercelular de CO, (Hudson et al., 1992). Foi proposto entdo que a quantidade da
RUBISCO em plantas ¢ cerca de 40% acima do necessario para impedir a
limitagdo da fotossintese, 0 que representa um investimento da planta em cerca
15% do total das proteinas da folha, e este “excesso” estaria desativado pela
decarbamilagdo, com uma menor contribui¢do do decréscimo do carbono
inorganico, C;, ou da relagdo RuBP/PGA (Quick et al., 1991; Stitt & Sonnewald,
1995).

Estas plantas transgénicas foram entdo usadas para avaliar a
contribuigdo deste “excesso” de RUBISCO na capacidade de adaptagdo das
plantas as mudangas nas condi¢des de irradiagdo, concentragdo de CO, € pressdo
de vapor, em um curto espago de tempo. Para isso foi medido o coeficiente de
controle de fluxo da RUBISCO, Cg, que ¢ um parametro usado para medir quanto
uma determinada enzima interfere em um determinado processo € quanto maior a
influéncia da enzima, maior o Cg. Os resultados mostraram que tanto nas plantas
selvagens como nas transgénicas, o Cr aumenta com o aumento da irradiagio,

diminuig¢do de CO,, ou aumento da umidade. Em condi¢des ambientais de CO, e
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65% de umidade relativa, a RUBISCO exerce um controle marginal na
fotossintese, em baixa intensidade de luz € um controle maior (Cgx= 0,7) em
elevada intensidade luminosa. O controle do fluxo foi diferente somente em
plantas transgénicas com quantidade muito baixa da enzima. Em condig¢des de
alto CO,, a RUBISCO apresenta um controle muito baixo, independente da
intensidade luminosa e o controle da fotossintese ¢ realizado por outros
componentes do metabolismo, incluindo transporte de elétrons e sintese de
produto final (Stitt et al., 1991; Stitt & Sonnewald, 1995).

A estratégia de construgdo de plantas transgénicas com
decréscimo progressivo na quantidade de uma certa enzima, para estudar sua
regulagdo e influéncia no processo, também tem sido usada para as demais
enzimas do Ciclo de Calvin, como por exemplo: NADP-GAPDH; aldolase
plastidial; frutose 1,6-bifosfato plastidial (pFBPase) e fosforibuloquinase (PRK).
Estudos mostram que a fotossintese em condi¢des ambientais ndo ¢ afetada com
uma diminuig¢do de duas vezes da NADP-GAPDH, ou um decréscimo de 10 a 20
vezes PRK e apresenta pouca inibigdo com uma redugdo cerca de trés vezes da
FBPase plastidial. Estes resultados mostram que os passos enzimaticos
irreversiveis da regeneragdo da RuBP, ndo exercem um controle maior na taxa de
fotossintese e apesar das enzimas pFBPase e PRK serem precisamente reguladas,
esta regulagdo destina-se a manter o Ciclo de Calvin mais que controlar a
fotossintese (Paul et al., 1995; Stitt & Sonnewald, 1995).

2.4.2 Sintese de amido e sacarose
Durante a fotossintese, a maioria do carbono fixado é

exportado para o citosol como triose-fosfato (triose-P) e convertido a sacarose,

liberando fosfato inorganico (P;). Este P; retorna ao cloroplasto em uma troca por
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mais triose-P que deve ser precisa. A taxa de sintese de sacarose deve estar
ajustada de maneira que quantidade suficiente de P; seja liberada para manter sua
concentragdo no estroma e permitir que as reagdes ocorram eficientemente no
estroma e tilacoide, caso contrario a fotossintese pode ser inibida. A fotossintese
sera também 1nibida se houver uma retirada muito rapida de triose-P, pois isto
leva a uma diminuigdo nos metabolitos do Ciclo de Calvin-Benson (Stitt, 1987,
Stitt et al., 1988). A regulagdo da sintese de sacarose também pode interferir na
alteragdo do fracionamento dos fotossintatos permitindo que a sintese de amido
seja maior. O esquema abaixo relaciona o Ciclo de Calvin-Benson e a sintese de

amido e sacarose ( Figura 5).
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O passo inicial da sintese de sacarose envolve a conversdo de
triose-P para hexose-fosfato e é regulado por uma interagdo entre a frutose 2,6-
bisfosfato (Fru2,6P,), varios metabolitos, como 3-PGA, e a enama citosolica
frutose 1,6-bisfosfatase (Frul,6-bisPase). Entdo a primeira reagdo irreversivel que
leva a sintese de sacarose envolve a hidrolise de frutose 1,6-bisfosfato pela
Frul,6bisPase, que é inibida por Fru2,6P,. A frutose 6-fosfato formada é
convertida a glucose 6-fosfato, glucose 1-fosfato, e UDP-glucose, através de uma
série de reagdes reversiveis. Os passos finais envolvem a transferéncia de uma
unidade glicosil da UDP-glicose para frutose 6-fosfato, catalisada pela sacarose
fosfato sintase (SPS), gerando a sacarose 6-fosfato, e a hidrolise deste metabolito
produz sacarose (Copeland, 1990).

Durante o fotoperiodo, com o aumento da fotossintese ocorre
um diminui¢do progressiva na Fru2,6P,, que ativa a enama Frul,6-bisPase,
permitindo que triose-P seja removida do cloroplasto e esta regulagdo permite que
a remogdo de triose-P esteja ajustada a taxa de fotossintese e a demanda de
sacarose. O declinio da Fru2,6P; pode ser atribuido a inibi¢gdo da enzima frutose
6-fosfato2-quinase (Fru6P,2-Kinase) através da elevagdo dos niveis de triose-
fosfato e 3-PGA. A ativagdo da enzima Frul,6bisPase pela queda de Fru2,6P, é
amplificada por mudangas em outros metabolitos como AMP, Pi e Frul,6P,; por
exemplo: quando aumenta o nivel de triose-fosfato, aumenta a Frul,6P,, pois
estes metabolitos estdo ligados por reagdes que estdo em equilibrio.

Um modelo proposto para a regulagio da enzina
Frul,6bisPase ¢ que ela permanece inativa no citosol até que a triose-fosfato
atinja uma concentragdo critica, € uma vez que isto acontece a enama ¢é
fortemente ativada por mais mudangas da triose fosfato que leva a um aumento
reciproco do substrato e queda na concentragdo de Fru2,6P,. Este processo ¢ uma

maneira de assegurar que a sintese de sacarose s6 ocorra enquanto a reciclagem
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de P;esteja ativada e os metabolitos estejam disponiveis, € que seja “desligada” se
houver qualquer queda no nivel de metabolitos que prejudique o Ciclo de Calvin-
Benson (Stitt, 1987; Stitt & Quick, 1989).

Durante o acimulo de sacarose ocorre um aumento da
Fru2,6P, de cerca de duas a trés vezes e este aumento leva a uma restrigdo na
sintese de sacarose, pois inibe a atividade da enzima Frul,6bisPase, elevando o
nivel de triose-fosfato no citosol e mais fotossintatos sdo retidos no cloroplasto e
convertidos em amido. O mecanismo que causa o aumento da Fru2,6P, pode
envolver outros fatores como, o aumento da relagdo Fru6P,2-Kinase/Fru2,6Pase e
também a participagdo de outra enzima, a sacarose-fosfato sintase (SPS). Entdo
este controle preciso da enzima Frul,6bisPase s6 € eficiente pois existe um
mecanismo analogo nas reagdes subsequentes onde a hexose fosfato é convertida
a sacarose (Stitt, 1987; Stitt & Quick, 1989).

A enzima SPS catalisa a penultima reagdo da sintese de
agucar e apresenta um papel central na formagdo da sacarose. Pode ser regulada
de diferentes maneiras: um mecanismo envolve o controle alostérico, onde a
glucose 6-fosfato € o ativador e o P; € o inibidor e este mecanismo permite a
ligagdo entre a atividade da SPS e a taxa de fotossintese e também entre o fluxo
catalisado pela Frul,6bisPase, pois 0 aumento na taxa de produgdo de hexose
fosfato estimula a SPS via um aumento na relagdo Glucose 6-fosfato/P;. Mas este
controle alostérico ndo € o inico mecanismo de regulagdo e ja foi mostrado que a
taxa de sintese de agiicar pode ser alterada sem modificagGes na concentragido de
hexose fosfato. Em muitas espécies a atividade da SPS pode flutuar durante o dia,
e 0 mecanismo para isto pode variar. Em soja, por exemplo, ha um ritmo
enddgeno para a atividade da enzima, € em outras espécies, como milho e cevada,
a atividade da enzima muda rapidamente com a transi¢do luz/escuro (Stitt et al.,

1988; Huber et al., 1989). O mecanismo de ativagdo pela luz da SPS em folhas de



42

espinafre, ndo envolve mudangas da atividade maxima, mas alteragdes nas
propriedades cinéticas, onde ocorre mudangas de afinidade da enzima com o
substrato e de sensibilidade ao inibidor. Foi proposto entdo que a enzima poderia
existir em duas formas distintas “in vivo” e a distribui¢do destas formas poderia
ser rapidamente alterada (Stitt et al., 1988). Recentemente, foi proposto que o
mecanismo que regula esta modificagdo covalente seria a fosforilagdo da proteina,
onde no escuro, a SPS esta fosforilada e inativa e sob ilumina¢do a fosfo-SPS é
desfosforilada e ativada (Huber & Huber, 1992).

Baseado na ocorréncia ou ndo da ativagdo pela luz e na
caracteristica desta ativacgdo, as plantas podem ser classificadas em trés grupos:
grupo I contém espécies onde a ativagdo pela luz, através da desfosforilagdo,
envolve um aumento da V,., da atividade da enzima, e também afeta a
sensibilidade a inibidores; grupo II, estdo as espécies onde a ativagdo da luz ndo
envolve mudanga na V., mas altera as propriedades regulatorias da enzima, ou
seja a sensibilidade ao substrato e inibidores, como o caso de espinafre; € grupo
I1I apresenta espécies, como soja e tabaco, no qual a enzima ndo é aparentemente
ativada pela luz, sendo que a luz aumenta a taxa do fluxo de carbono para
sacarose, a0 aumentar o nivel de substrato para a agdo da SPS, mas ndo regula a
atividade da enzima. As espécies que sdo ativadas pela luz, grupo I e II, tendem a
acumular agucar solavel como produto final da fotossintese, € as do grupo III
acumulam primariamente amido (Huber et al., 1989; Huber & Huber 1992).

Uma hipotese para este acamulo de agucares soliveis nas
espécies do grupo I e II ¢ a manuten¢do constante do “pool” de metabdlitos,
mesmo no escuro, € o aumento da sintese de sacarose na luz seria resultado do
aumento da ativagdo da enzima. As espécies do grupo III, contém invertase acida
soliivel nos vacuolos das células das folhas que inibiriam o acimulo da sacarose

durante o periodo luminoso e estas plantas seriam mais sensiveis a uma inibigéo
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da fotossintese por retroinibi¢do em resposta ao acaimulo de metabolitos. Entdo
uma reciclagem excessiva da sacarose e outros agucares no citoplasma poderia
resultar em uma inibi¢do da Ciclo de Calvin e fotossintese, para estas plantas
(Huber, 1989; Huber et al., 1989; Huber & Huber, 1992).

As plantas manipuladas geneticamente permitem um estudo
mais direto do papel de enzimas como Frul,6bisPase ¢ SPS na sintese de
sacarose, bem como de outros passos envolvidos neste metabolismo. Um passo
importante é a troca reversivel de Pi e triose-fosfato entre citosol e cloroplasto,
catalisada pelos translocadores de triose fosfato (TPT). Foram obtidas plantas de
batata transgénica antisense, com redugdo de 20 a 30% na expressdo deste
translocador e que apresentaram uma inibig¢do da sintese de sacarose de 27 a 50%,
durante o fotoperiodo, e cerca de duas a trés vezes mais amido no final do periodo
luminoso (Riesmeier et.al., 1993). Estas altera¢gGes da relagdo amido/agucares
solaveis também foi verificada em plantas de tabaco, com expressdo alterada
destes translocadores (Stitt & Sonnewald, 1995).

Plantas de tomate que superexpressam a enzima SPS de
milho apresentaram um aumento de duas a trés vezes de sacarose e da relagdo
sacarose/amido e uma redugdo de 60 a 70% na expressdo desta enzima em batata
resultou em uma inibicdo de 50% da sintese de sacarose. O coeficiente de
controle de fluxo da SPS para sintese de sacarose é cerca de 0,3 a 0,45 em batata,
indicando que a enzima contribue para o controle da sintese de sacarose, mas nio
€ o unico sitio de controle (Stitt & Sonnewald, 1995).

A sintese de amido € regulada pela enzima ADPglucose
pirofosforilase (AGPase), que é fortemente ativada por 3PGA e inibida por P, e a
regulacdo baseia-se em mudangas na propriedade cinética, e tem pouca influéncia
da quantidade da enzima. Outros intermediarios glicoliticos como: fosfoenol-

piruvato, frutose 1,6-bisfosfato e frutose 6-fosfato também ativam a enzima,
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quando em altas concentragdes. Devido a alta sensibilidade da enzima AGPase a
3-PGA e P;, foi proposto e depois concluido que estes dois compostos tem um
importante papel na regulagdo da biossintese de amido (Preiss & Levi, 1980). Foi
observado em cloroplastos isolados que uma queda no fornecimento de P; leva a
um decréscimo da relagio ATP/ADP e uma restrigdo na redugido de 3-PGA. Isto
resulta em um aumento da relagdo 3-PGA/Pi, que ativa a enzima AGPase,
aumentando a sintese de amido. A perda da ativagdo por 3-PGA em mutantes de
Clamydomonas reinhardtii, resultou na diminuigdo da sintese de amido, € a
superexpressdo de uma enzima constantemente ativada, mesmo na auséncia de
ativadores, levou a um grande acimulo de amido em plantulas de tomate. A
regulagdo desta enzima “in vivo” tem duas fungdes: a ativagdo pelo aumento da
relagio 3PGA/P; estimula a sintese de amido em resposta a um aumento de
metabolitos e, a inibi¢do pela queda da relagdo 3PGA/P; protege contra um dreno
excessivo de triose-P para amido, no cloroplasto (Stitt & Sonnewald, 1995).
Como dito anteriormente, a Fru2,6P, tem um papel
importante na parti¢do do carbono entre amido e sacarose € 0 aumento de sua
concentragdo durante o fotoperiodo, leva a uma restri¢do da sintese de sacarose e
um aumento da sintese de amido. Plantas transgénicas de tabaco que
superexpressam a enzima frutose 6-fosfato 2-quinase do figado de rato foram
obtidas para aumentar o nivel de Fru2,6P, e investigar o papel deste metabolito
durante a fotossintese. Medidas da fotossintese demonstraram que niveis
elevados de Fru2,6P, afetaram a parti¢do de carbono durante o periodo luminoso:
a sacarose se acumulou mais rapidamente em folhas de plantas selvagens que
transgénicas e isto foi proporcional ao aumento da Fru2,6P, na folha. Em
contraste, 0 amido se acumulou mais rapidamente na primeira hora do periodo
luminoso em plantas transgénicas, que em selvagens, mas ndo houve uma

correlagdo direta entre o nivel de Fru2,6P, e a taxa de sintese de amido. Estes
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resultados entdo mostraram que a Fru2,6P, inibe o fluxo de CO, para sacarose e
estimula para amido, tendo portanto um papel dominante na regulagdo da partigdo
do carbono ( Scott et al., 1995).

2.4.3 Regulacio da fotossintese por amido e sacarose

A influéncia da acumulagdo de carboidratos na taxa de
fotossintese sempre teve um grande interesse, pois uma demanda inadequada pode
diminuir a assimilagdo de CO,. A curto prazo sabe-se que o acimulo de sacarose
leva a uma desativagdo de enzima SPS e aumento de Fru 2,6-P,, resultando em
um diminui¢do da sacarose, menor reciclagem de P; no cloroplasto e mais
metabdlitos armazenados como amido no cloroplasto (Stitt, 1987; Stitt & Quick,
1989). Esta regulagdo a curto prazo da parti¢do durante o fotoperiodo ocorre sem
que a fotosintese seja inibida, mas uma inibigdo mais severa da sintese de
sacarose pode levar a uma limitagdo da fotossintese por P;.

Com o objetivo de estudar o papel do acumulo de
carboidratos na taxa de fotossintese a longo prazo, Stitt et al. (1990), usaram
tabaco transgénico expressando invertase de levedura na parede celular, para
inibir a exportagdo de sacarose € aumentar o acimulo de carboidrato nas folhas.
As plantas apresentaram em determinadas areas das folhas elevada expressdo da
invertase e consequente acumulo de agucares soliveis e amido e queda da
fotossintese. Segundo os autores, esta diminuigdo na fotossintese foi causada por
uma diminui¢do no Ciclo de Calvin, mostrado por um diminui¢do nos niveis de
RuBP e 3-PGA, afetando outros processos envolvidos na fotossintese, como
diminui¢do da demanda por ATP e NADPH. A redugdo do Ciclo de Calvin-
Benson também alterou a demanda por produto final. Os autores concluiram que

o acumulo de carboidratos leva a uma alteragdo da fotossintese a longo prazo e
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estas mudangas ndo envolvem somente a regulagdo por metabolitos e P;, mas
também, alteragGes nas atividades de muitas enzimas fotossintéticas.
Goldschimidt & Huber (1992), também estudaram a inibi¢do
da fotossintese a longo prazo pelo acamulo de carboidratos, em varias espécies de
plantas que apresentavam diferentes caracteristicas de acamulo de carboidrato nas
folhas. Os resultados mostraram uma inibi¢do da fotossintese em varias espécies,
mas ndo em todas, e as mais fortemente inibidas apresentaram uma caracteristica
em comum: ndo acumulavam elevados niveis de sacarose. Os autores concluiram
que a perda da capacidade fotossintética maxima devido ao produto final varia
muito entre as espécies e ¢ mais pronunciado em espécies que acumulam amido,
mas o amido per se ndo esta envolvido. Ao contrario, a perda pode envolver a
reciclagem de sacarose e hexoses no citosol que resultara em uma queda do Ciclo

de Calvin-Benson.

2.5 FOTOSSINTESE E ASSIMILACAO DE NITROGENIO

Um importante processo que também ocorre nas folhas é a
redugdo do nitrato a amonia e incorporagdo ao esqueleto carbonico para formagao
de amino-acidos. Esta assimilagdo de nitrogénio ¢ dependente de luz pois
necessita de ATP e de esqueleto carbonico (a-cetoglutarato) gerados a partir da
fotossintese e, por sua vez, a capacidade fotossintética das folhas esta
positivamente correlacionada com o conteudo de nitrogénio, pois grande parte
deste nitrogénio ¢ usado na sintese de componentes do aparelho fotossintético,
sendo portanto processos coordenados um ao outro e a taxa de fotossintese. Esta

regulagdo evita competicdo indesejavel e acumulo de intermediarios toxicos,
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permitindo a otimizagdo de recursos e previnindo oscilagdes no fluxo de
metabolitos (Cheng et al., 1991; Cheng et al., 1992; Champigny & Foyer, 1992;
Huber & Huber, 1992; Vincentz et al., 1993; Foyer etal.,1993; Foyer et al., 1994).

Nitrato ¢ a forma predominante de nitrogénio disponivel no
solo e a nitrato redutase (NR) ¢ a pnmeira enzima da assimilagdo do nitrogénio,
que reduz o nitrato a nitrito, que € reduzido a amonia pela nitrito redutase e entdo
incorporado a glutamina e glutamato pela glutamina sintase e glutamato sintase. A
maioria das plantas possui a enzima ligada ao NADH com um pH 6timo de 7,5 e
ja foram encontrados outros dois tipos, uma NR que usa NADH ou NADPH
como doador de elétrons, como no caso de arroz, milho e soja, e um tipo NADH-
NR constitutivo, com pH 6timo de 6,5 (Wray & Fido, 1990). O primeiro tipo € a
forma melhor caracterizada da enzima e a que sera discutida a seguir.

A nitrato redutase esta localizada no cruzamento das duas
vias consumidoras de energia: assimilagdo de nitrato e fixagdo de carbono, entdo a
modulagdo sincronizada desta enzima e das enzimas da sintese de sacarose serve
para regular a curto prazo a parti¢do do carbono fixado entre a sintese de sacarose
e amino-acidos. Sabe-se que a regulagdo da nitrato redutase em folhas de plantas
superiores ¢ complexa e envolve no minino dois componentes: a regulagédo
molecular do nivel da proteina/enzima nitrato redutase e a regulagdo da atividade
da enama pela fosforilagdo/defosforilagdo reversivel da proteina (Champigny &
Foyer, 1992; Huber & Huber, 1995; Ferrario et al., 1995)

Quanto a regulacdo genética, sabe-se que a luz regula a
expressdo dos genes para a NR, onde o nivel de transcritos diminui no escuro e
aumenta na luz e € necessario um sinal do cloroplasto para este controle. No
escuro, o fornecimento exégeno de glucose, frutose ou sacarose pode manter ou
induzir a atividade da NR, e esta indugdo sugere que a regulagdo da luz €, no

minimo em parte, mediada pela sintese de carboidratos produzidos durante a
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fotossintese, € o controle é provavelmente na transcrigdo (Cheng et al., 1992;
Vincentz et al., 1993, Quillere et al., 1994). Glutamato e glutamina inibem a
expressdo da NR e a adigdo de glucose pode superar um pouco esta inibigdo,
indicando que a ativagdo por agucares € a inibigdo por compostos nitrogenados da
enzima é uma resposta a mudangas na relagdo entre compostos de carbono e
nitrogénio dentro da célula, sendo um mecanismo de otimizar o balango de
nitrogénio para carboidrato (Vincentz et al., 1993).

A base para o efeito da fosforilagdo da proteina na atividade
da NR parece envolver mudangas na sensibilidade a0 Mg™ onde a forma
defosforilada nio ¢ afetada pelo Mg, enquanto a forma fosforilada ¢ fortemente
inibida por este cofator. Ha evidéncias de que a NR pode ser fosforilada em
varios sitios “in vivo” e o estado defosforilado é encontrado em folhas
iluminadas, enquanto folhas adaptadas ao escuro contém primariamente a forma
fosforilada da enzima. Mudangas na quantidade da enama podem também
modificar a sua atividade, mas ha casos onde a quantidade permanece constante, e
a atividade se altera, na auséncia de Mg, indicando que outros mecanismos além
da fosforilagdo podem estar envolvidos, como por exemplo NAD(P)H, que pode
ativar parcialmente NR purificada “in vitro”, bem como Pi, 5’-AMP e FAD que
além de serem ativadores efetivos, podem também reduzir a inibigdo por Mg
(Lillo & Ruoff, 1992; Huber & Huber, 1995). Portanto com base nestes resultados
foi proposto que ha dois mecanismos distintos para regulagio da atividade da NR:
a fosforilagdo/desfosforilagdo reversivel da proteina, e a ativagdo mediada por
metabolito envolvendo um sitio alostérico (Huber & Huber, 1995; Kaiser &
Brendle-Behnisch, 1995).

Apos a redugdo do nitrato a amoénia, esta deve ser
incorporada rapidamente e eficientemente pelas plantas e isto é realizado pela

glutamina sintetase (GS), tendo a fungdo, nas raizes, de assimilar amonia
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diretamente do solo e, nas folhas, é também responsavel pela reassimilagdo e
detoxificagdo da grande quantidade de amoénia perdida durante a fotorrespiragio.
A fotorrespiragdo envolve uma intima integragdo entre o metabolismo do carbono
e nitrogénio nas folhas pois os amino-acidos sdo intermediarios nos caminhos
fotorrespiratorios e a amonia € liberada. A reassimilagdo da amonia é crucial para
a economia de nitrogénio das plantas pois o fluxo respiratorio ¢ muito grande em
comparagdo com as taxas primarias de assimilagdo do nitrato, e a perda da
capacidade primaria de reassimilar amoénia, rapidamente interfere no processo de
fotossintese (Lea et al., 1990: Hausler et al., 1994a, b).

Nas folhas, a GS esta presente em duas isoformas, citosolica
e a cloroplastidial e a razdo destas duas isoformas pode variar entre as espécies,
como por exemplo, sabe-se que membros da familia Leguminosae contém ambas
as enzimas ativas nas folhas, enquanto membros da familia Solanaceae (Nicotiana
tabacum) contém apenas atividade da forma cloroplatidial em folhas maduras
(Hirel & Gadal, 1980; Hirel et al., 1982; McNally et al., 1983; Tingey & Coruzzi,
1987; Lea et al., 1990)

Recentemente, com o advento de técnicas de transformagdo
de plantas tem sido possivel o estudo da regulacdo de diferentes enzimas, bem
como seu papel no processo da fotossintese. Um exemplo € o estudo do impacto
sobre 0 metabolismo de carbono e nitrogénio, causado por mudangas na atividade
da NR. Plantas transgénicas de Nicotiana plumbaginifolia com elevada atividade
da NR, ndo apresentaram diferencgas em relagdo a taxa de fotossintese e respiragdo
e com relagdo a atividade de SPS e PEP carboxilase. Apresentaram niveis
similares de proteina, clorofila, amido e sacarose e, portanto, um aumento de
cinco vezes na sua atividade foi insuficiente para um grande impacto na
fotossintese, produgdo de biomassa, nas condig¢des de crescimento que as plantas

estavam submetidas (Foyer et al., 1994).
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Grandes alteragdes foram verificadas em plantas transgénicas
com niveis reduzidos de atividade de NR, nos quais a capacidade de assimilar
nitrogénio restringiu o crescimento e a taxa de fotossintese. A atividade da
enzima SPS foi semelhante a planta controle, mas a de PEP carboxilase aumentou
significativamente e houve um acimulo de carboidratos nas folhas. Os autores
concluiram que ha uma certa flexibilidade dentro das vias de assimilagdo de
carbono e nitrogénio, sendo que um excesso da atividlade da NR ndo leva a
grandes altera¢des, provavelmente porque no seu estado natural esteja presente
em um nivel superior ao necessario para sua atividade maxima, e qualquer
aumento na atividade tem pequenas consequéncias na parti¢do do carbono entre

sintese de sacarose e sintese de amino-acidos (Foyer et al., 1994).

2.6 CARACTERIZACAO DE PROTEINAS DE RESERVA DE SEMENTES

As proteinas da semente podem ser divididas em duas
categorias: as proteinas de reserva, que incluem a maior parte das proteinas, e as
proteinas “housekeeping” que s3o essenciais para a manutengdo do metabolismo
normal das células. A fragdo proteina de reserva contém poucos tipos diferentes
de proteinas e pode ser definida como qualquer proteina que se acumula em
grande quantidade durante o desenvolvimento da semente. Sdo sintetisadas apenas
nos orgdos de reprodugdo, propagagdo e dispersdo, e sua fungdo é fornecer uma
reserva de nitrogénio, enxofre e carbono, as plintulas em inicio de
desenvolvimento (Higgins, 1984; Kuhlemeier et al., 1987, Clercq et al., 1990;
Shewry, 1995). Podem ser reconhecidas pela presenga em depdsitos discretos e

pela quantidade e, na maioria dos casos, ndo possuem qualquer atividade
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biologica, apesar de serem relacionadas como proteinas metabolicamente ativas
(Shewry, 1995).

As proteinas de reserva sio formadas de uma mistura de
polipeptideos, que podem ser divididos em grupos, diferindo nas propriedades
quimicas, mecanismos de sintese, processamento e deposigdo. Para angiospermas,
ha quatro grupos principais em termos de distribuicdo e utilizagdo, e sdo:
globulina 7S e 118, albumina 2S e prolamina, onde as prolaminas estdo presentes
apenas em sementes de cereais e outras gramineas, € 0s outros trés grupos
apresentam uma distribui¢do maior (Shewry, 1995).

Em leguminosas e na maioria das dicotiledoneas, a principal
proteina de reserva ¢ a globulina, inicialmente denominadas de legumina, que séo
soluveis em sais. Sdo conhecidos dois grandes tipos de globulinas, denominadas
de leguminas e vicilinas que apresentam coeficiente de sedimentagdo de 11 e 7,
respectivamente. As globulinas do tipo leguminas 11S sdo as mais amplamente
distribuidas sendo o principal componente de sementes de dicotiledoneas, e
também de algumas monocotiledoneas, como arroz, aveia € palmeiras. Em
tabaco a proteina 11,7S € o principal componente da proteina de reserva e € rica
em acido glutaminico e arginina e o conteiido de metionina e cisteina ¢ de 2 e
0,7% respectivamente. Apesar do contetido de lisina ser baixo, a composigdo de
amino-acidos € parecida as demais sementes de leguminosas (Sano &
Kawashima, 1983; Luthe, 1992).

As proteinas de reserva sdo inicialmente sintetizadas
no citosol e reticulo endoplasmatico rugoso, com um peptideo sinal que direciona
diretamente o polipeptideo nascente para dentro do lumen do reticulo
endoplasmatico, considerado o local de empacotamento da proteina e, também, da
formagdo da ligagdo de enxofre. Em seguida sdo transportadas via aparelho e

vesiculas derivadas do complexo de Golgi para o vaciiolo, onde sdo fragmentadas
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e ddo origem ao corpos proteicos, onde entdo as globulinas 11S adquirem sua
estrutura final hexamérica (Shewry, 1995).

Os genes das proteinas de reserva sdo genes especificos do
embrido, que sdo altamente regulados e que codificam uma variedade de proteinas
que se acumulam durante a embriogénese e sdo armazenadas nas sementes secas.
Primeiramente, a expressdo destes genes € regulada temporariamente durante a
embriogénese, sendo principalmente ativos nas fases iniciais, mas também podem
ser expressos em niveis menores durante outras fases do desenvolvimento da
planta (Goldberg et al., 1989). Ja foi observado que genes para legumina em
Vicia faba podem ser expressos no estagio globular do embrido, como também em
células do suspensor € do endosperma indicando que as proteinas podem ser
acumuladas em todo tecido do embrido, em estagio precisos do desenvolvimento,
para permitir um fornecimento continuo de carbono e nitrogénio durante as fases
de crescimento e diferenciagdo (Wobus et al., 1995).

A regulacio da expressdo destes genes poder ser na
transcrigdo e pos-transcri¢do durante o desenvolvimento e também pode haver um
controle por metabolitos da expressdo. Tumner et al. (1990) estudando sintese de
globulinas em uma variedade de ervilha contendo uma inser¢do do tipo
transposon, que silenciava o gene para a enzima da ramificagdo de amido e, entdo,
contendo elevada concentragdo de sacarose, encontraram niveis reduzidos de
leguminas nestas sementes. Em Vicia faba foi mostrado que cotilédones
incubados ex planta por 2 a 4 dias em meio com diferentes concentragdes de
acgucares soluveis, apresentaram diferentes niveis de mRNA de proteinas de
reserva, em que o nivel de mRNA para Legumina B foi dramaticamente reduzido
com elevadas concentragdes de hexoses. Os autores concluiram que as hexoses
induzem um decréscimo no nivel do mRNA devido a uma regulagdo na

transcrigdo (Wobus et al., 1995).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo das plantas transgénicas e selvagens

Sementes de tabaco (Nicotiana tabacum), variedade Petite Havana
SR1, de plantas transgénicas e selvagens, foram gentilmente doadas pelo Prof.
Kenton Ko, Departament of Biology, Queen’s University, Kingston, Canada. As
sementes de tabaco transgé€nicas foram originadas de plantas transformadas com
linhagens LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens, via protocolo de discos
foliares, contendo vetores binarios, com o inserto ligado ao gene de resisténcia a
canamicina.
O gene construido foi uma fusdo de sequéncias de DNA
codificando a por¢do madura da proteina CAB do gene Lhcllb Tipo I de ervilha e
do peptideo transito da sub-unidade menor da RUBISCO (rbcS) e foi usada uma
sequéncia de 30 bases da regido 5’ ndo traduzida do DNA a frente da regido
codificadora do peptideo trinsito como um “intensificador” da tradugdo. A
expressdo do gene também foi dirigida pelo promotor 35S do virus do mosaico da

couve-flor, e os sinais de terminagdo da transcrigdo foram originados do gene

Lhcllb Tipo I de ervilha (Figura 6).
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Figura 6. Representagdo esquematica do gene inserido.



A integridade do transgene foi monitorada em todos os
estagios por analises de endonucleases de restri¢do e por técnicas de hibridizagdo
de DNA e as plantulas transformadas foram selecionadas pela capacidade de
enraizar ¢ de crescer em meio contendo canamicina. Os transformantes
selecionados foram transferidos para solo, autofecundados e obtidas sementes T1.
Destas plantas T1 foram selecionadas as linhas com elevados contetidos de
mRNA do Lchbll de ervilha, por densitometria laser. Foi medido também o
aumento da proteina CAB das linhas selecionadas em relagdo as plantas
selvagens, através de marcagdo simultinea de “blots” com anticorpo contra a
proteina 33kDa do complexo de evolugdo de oxigénio do PSII (Oeel), usado
como marcador interno do nivel do PSII e CAB. A razdo entre CAB e OEE1 foi
usada para determinar o aumento relativo de CAB ao PSII. Os resultados
mostraram um aumento de duas a trés vezes relativo ao OEE]1, indicando haver
mais proteinas CAB por PSII (Ko et al, 1992).

As sementes de tabaco transgénico e selvagem foram
inicialmente germinadas em substrato organico em sementeiras. Apos um me€s, as
plantulas com cerca de 7-8cm foram transplantadas para vaso com uma mistura
em proporg¢des iguais de solo e substrato organico, onde permaneceram até o final
dos experimentos e, periodicamente, foi acrescentada solugdo nutritiva de
Hoagland (Hoagland & Amon, 1950). Estas plantas foram cultivadas em camara
de crescimento controlada (Conviron PGW 36), com temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 14h de luz . A intensidade luminosa foi modificada de acordo com
os objetivos do trabalho: para estudo de plantas crescidas em baixa intensidade

luminosa, a intensidade foi de SOpmol.m™2s™ e para estudo de plantas crescidas

em intensidade luminosa média, a intensidade usada foi de 500pmol.m™=s™".
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3.2 Estudo Anatémico e Ultra-Estrutural das Folhas de Tabaco

Foi realizado um estudo preliminar da anatomia e de ultra-
estrutura das folhas de plantas transgénicas e selvagens, no Departamento de
Botanica do Instituto de Biosciéncias - USP, com a colaboragdo da Prof. Dr.
Maria Emilia Estelita. Para isto, foi usada a sétima folha completamente
desenvolvida de plantas cultivadas em baixa luminosidade (50 - 80pmol.m™.s™).
As amostras foram retiradas da parte intermediaria da 1amina foliar.

Para o estudo anatémico os pedagos de folhas foram fixados
em FAA 50 (Johansen,1940) e observados em microscopia oOptica. Para
microscopia eletronica, os fragmentos de folhas foram fixados em tampao fosfato
(pH 7,5) contendo glutaraldeido 2,5% e po6s-fixado em 1% de tetréxido de 6smio
por duas horas. Apds desidratagdo progressiva em de etanol, os fragmentos foram
embebidos em resina Spurr (Spurr, 1969), seccionados e tratados com acetato de
uranila (Watson, 1958) e citrato de chumbo (Reynolds, 1963). As micrografias

eletronicas foram obtidas em um microscopio Zeiss M900 (Alemanha).

3.3 Caracterizacio das plantas transgénicas e selvagens quanto ao potencial

fotossintético

As plantas transgénicas e selvagens foram caracterizadas
quanto ao potencial fotossintético para avaliar se o aumento do nivel de proteinas
CAB, principal componente da antena coletora de luz do PSII, resultou em
aumento da atividade fotossintética nas plantas transgénicas em condigdes de
baixa e média luminosidade. Para isso foram medidos os seguintes parametros:
analise de trocas gasosas; eficiéncia do transporte de elétrons do PSII, através de

medidas de fluorescéncia da clorofila a; determinagdo de metabolitos do Ciclo de
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Calvin-Benson; conteudo de carboidratos; determinagdo da atividade de enzimas

relacionadas a assimilagdo de nitrogénio e sintese de sacarose.
3.3.1 Anailise de trocas gasosas

A determinagdo da taxa de evolugdo de O, para plantas de
tabaco transgénica e selvagem foi realizada pelo método polarografico
empregando um eletrodo tipo Clark (LD-2 Hansatech, Inglaterra), usando discos
foliares de 10cm’® em condig¢des saturantes de CO, (5%), & temperatura de 25°C.
O CO; a 5% foi fornecido por 200ul da mistura de KHCO;/K,CO3; 2M por um
feltro na base da folha do eletrodo de disco. A iluminagdo foi fornecida por um
projetor Novomat 515 AF ( Braun, Alemanha) e a intensidades de luz usadas para
constru¢do de uma curva de resposta de luz para evolugdo fotossintética de
oxigénio foram de: 25; 40; 65;100; 200; 300, 450; 570, 720, 800 e
IOOOumol.m'z.s'l, obtidas com o uso de filtros neutros de varias densidades.

A determinagdo da taxa fotossintética das plantas
transgénicas e selvagens foi feita usando um analisador de gas infra-vermelho
(IRGA - Infra-red Gas Analyser) Binos 100 (Rosemount, Alemanha) que mediu a
taxa de absor¢do de CO; pela folha. O analisador foi acoplado a uma camara de
aluminio formada de dois blocos com duas aberturas, onde a parte superior
continha um anel de acrilico transparente, por onde foi fornecida luz actinica as
folhas localizadas entre os blocos de aluminio e a abertura inferior foi coberta
com “Parafilm”. A luz actinica foi fornecida por dois bragos de fibra optica de
uma fonte de luz fria KL 1500 (Schott, Alemanha), diretamente no topo da
cAmara em um 4ngulo de 45° e a intensidade de luz foi de 100pymol.m™.s™, para

andlises em baixa intensidade de luz e de 1000pmol.m™2.s™!. A temperatura da
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camara foi mantida em 25°C através de umn circulador de agua pelas cavidades da
camara. O deficite de vapor de agua do ar da entrada da cdmara foi ajustado a
18mbar através da passagem do ar circulante por umn banho de agua fria mantido a
15°C e as medidas de fotossintese foram feitas em concentragio de CO,
atmosférico e também em altas concentragdo de CO,, 850ppm, para eliminar o
efeito de fotorrespiragdo (Figura 6). Este sistema foi acoplado a um aparelho de
congelamento rapido das folhas, que permitiu o bloqueio instantdneo do
metabolismo, 4 temperatura de -190°C. Os discos de folha (de 8cm?) congelados
permaneceram armazenados em N, liquido, até serem usados para extragdo de
metabolitos (Figura 7).

A determinagdo da taxa de fotossintese foi obtida, para as
duas concentragdes de CO,, comparando a concentragdo de CO, na mistura
gasosa anterior a entrada na cdmara e, apds a passagem pela folha e a taxa de
assimilagdo foi determinada pela seguinte formula ( von Caemmerer & Farquhar,
1981; Long & Hillgren, 1985)

A=(1/S) x ACO; x [(1-e./P)/(1-ey/P)] onde:
A: taxa de assimilagdo liquida de CO, por unidade foliar (umolCO,.m™.s™)

S: érea foliar ( 0,0008553m?)

£=F x (1/22,4) x [273,15/(273,15 + T)] x (P/101,3) x (1/60) (mol.s™) onde:
F: vazdo de ar ( /min)

T: temperatura da cAmara

ACO;: diferencial de CO, (ppm)

€e. pressdo parcial de vapor de agua antes da camara (Kpa)

eo: pressdo parcial de vapor de agua apds a camara (Kpa)

P: pressdo atmosférica (Kpa)
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Figura 7. Camara de analise da fotossintese acoplada ao sistema de congelamento

rapido das folhas.
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Figura 8. Sistema de congelamento rapido associado ao analisador de gas infra-
vermelho (IRGA) e fluordmetro, usados para medida de assimilagdo de CO, e

fluorescéncia da clorofila a.
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3.3.2 Anailise de fluorescéncia da clorofila a

A analise de fluorescéncia de clorofila a de plantas
transgénicas e selvagens foi realizada na camara de analise de fotossintese, onde
foi acoplado um fluorémetro (PAM 101 Heinz Walz, Alemanha) equipado com
uma unidade de controle de disparo de pulsos saturantes (PAM103). A analise foi
feita nas mesmas condi¢des descritas para medida da taxa fotossintética, variando
apenas as intensidades de luz actinica, seguindo a metodologia descrita por
Schreiber et al. (1986) e Genty et al. (1989), usando as terminologias e calculos
propostos por van Kooten & Snel (1990). Foi avaliado a emissdo de fluorescéncia
de clorofila da superficie superior das folhas (Figura 9).

Para isso as plantas foram deixadas no escuro por um
periodo de 30 a 60 minutos para a completa oxidag¢do do sistema de transporte de
elétrons e, F, foi medido em uma luz muito fraca (1pmol.m?s™) fornecido por
uma fibra optica localizada na janela inferior da camara , aproximadamente a
5Smm da superficie da folha, que também coletou os sinais de fluorescéncia
(Figura 7). Para determinagdo da fluorescéncia maxima, (Fy), foi aplicado um
pulso de luz saturante (7500pumol.m™?.s™) em uma frequéncia de 30s, durante Is.
O nivel de equilibrio da produgdo da fluorescéncia foi monitorado durante a
iluminagdo com luz actinica para as seguintes intensidades de luz: 20; 40; 80;
150; 290; 450; 600; 870; 1000 e 1400umol.m'2.s'l. Foram determinados os
seguintes pardmetros para todos os pontos de intensidade luminosa: qp,
“quenching” fotoquimico; qy “quenching” ndo fotoquimico; e ¢psy que refere-se
a eficiéncia quantica do transporte de elétrons pelo PSII, para a construgdo de

curva de resposta de luz ao parametros de fluorescéncia, onde:



qp: (F'm-Fs)/(F°m-Fo)

qn: 1-[(F’m-F’0)/(Fym-Fo)]

Fv/F'm: (F°M-F’0)/F’m

dpsm: qp x F'v/F'm= qp x (F'M-F0)/F’m

onde:

Fo: fluorescéncia minima obtida em folhas adaptadas ao escuro

F’y: fluorescéncia minima obtida em folhas apds a iluminagido actinica
Fu: fluorescéncia maxima obtida em folhas adaptadas ao escuro

F’um: fluorescéncia maxima obtida em folhas adaptadas a luz

Fs: fluorescéncia no “steady state” (equilibrio)

Fy: fluorescéncia variavel maxima obtida em folhas adaptadas ao escuro

F’y: fluorescéncia varidvel maxima obtida em folhas adaptads a luz

61
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Figura 9: Principios da analise de “quenching” da fluorescéncia da clorofila a pelo método dos
pulsos saturantes. A: luz modulada para obtencdo de F,, B: pulso de luz saturante
(aproximadamente 7500umol.m™.s™) para a obtengio de Fy; C: luz actinica continua ligada
simultaneamente com o pulso de luz saturante (a cada 30s). Dependendo das condigdes de luz,
cinco estados diferentes sdo distinguidos, correspondendo a pontos caracteristicos da produgado de
fluorescéncia e coeficientes de “quenching”. Indicadores de intensidade de fluorescéncia: F:
fluorescéncia minima adaptado ao escuro; Fy: Fluorescéncia maxima adapatado as condi¢des de
escuro; Fy: Fluorescéncia variavel maxima; F’y: fluorescéncia maxima em qualquer estado
adaptado a luz; Fs: fluorescéncia no estado fixo; F’y: fluorescéncia varidvel maxima em qualquer
estado adaptado a luz; F’y: fluorescéncia minima em qualquer estado adaptado a luz. Parametros

de fluorescéncia: gp: “quenching” fotoquimico e qn: “quenching” ndo fotoquimico.
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3.3.3 Preparo do extrato foliar para determinacio de metaboélitos

Apos as determinagdes das taxas de fotossintese pela analise
de absor¢do de CO,, os discos foliares foram usados para determinacgido de
metabolitos do Ciclo de Calvin-Benson e carboidratos. O metabolismo da folha
foi interrompido pelo sistema de congelamento rapido acoplado a cdmara de
analise de trocas gasosas (Figuras 7 e 8) a temperatura de -190°C. Este sistema
consiste em um pistdo pneumatico, localizados na parte inferior da camara de
analise, acionado por ar comprimido, onde é encaixado, segundos antes do
acionamento da valvula, um cilindro de cobre, que permanece imerso em N;
liquido (-190°C). Em frag¢des de segundo, o cilindro de cobre rompe a membrana
de “Parafilm” que sela a extremidade inferior da camara, congelando a folha, que
¢ entdo armazenada em envelopes de papel aluminio em N, liquido, até que seja
realizada a extragdo dos metabolitos.

A extracdo foi realizada em 10% (v/v) de acido percldrico,
conforme descrito por Labate & Leegood (1989): o disco foliar congelado foi
colocado em um almofariz pré-resfriado e macerado até completa pulverizagdo em
N, liquido com 1ml de HCIO, 10% (v/v). Em seguida o extrato foi transferido
para tubo de centrifuga do tipo “Eppendorf”, em gelo. O almofariz foi lavado com
0,5ml de HCIO,; 1% (v/v) e acrescido ao extrato. O tubo foi centrifugado a
aproximadamente 14000rpm por dois minutos. Apés marcado o volume do tubo,
tomado como volume do extrato, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e
o “pellet” verde foi usado para determina¢ido de feofitina, conforme descrito a
seguir. O sobrenadante foi neutralizado a pH 6,5-7,0 com K,CO; 5M e em
seguida foram acrescentados 200ul de uma suspensio de carvdo ativado
(200mg/ml) e entdo centrifugado por mais dois minutos a 14000rpm. O

sobrenadante foi usado para analise de metabolitos e o “pellet” foi descartado.
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3.3.4 Determinacio de feofitina

Em condi¢des de extracdo acida, a clorofila é convertida a
feofitina, que foi determinada de acordo com o método de Vernon (1960): o
“pellet” verde resultante da extragdo de HCIO,, foi tranferido para tubo de vidro
com 10ml de acetona 80% (v/v), que foi agitado e deixado durante uma noite a
temperatura ambiente, para completa extracdo dos pigmentos. Em seguida foi
centrifugado a 14000rpm por cinco minutos e a absorbancia foi medida contra um
branco de acetona 80% em 666 e 655nm e o contettido de feofitina foi calculado

usando a seguinte formula:

mg de feofitina.ml™”= [(26,03xA¢ss) + (6,75xAgss)] x (V/1000)

onde:
Asss: absorbancia a 655nm
Ags6. Absorbancia a 666nm

V: volume de acetona 80% (ml)

A clorofila a partir de folhas frescas foi extraida em 10ml de
80% (v/v) de acetona e centrifugada no escuro por cinco minutos a 300g, segundo
metodologia de Amon (1949). A absorbincia foi medida contra um branco de
acetona 80% (v/v) em 652nm e a concentragdo de clorofila .calculada pela

seguinte expressio:

Agsz x 1000
pg.ml” de clorofila =
34,5
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3.3.5 Determinacio do conteiido de metabélitos do Ciclo de Calvin-Benson

Todos os metabdlitos foram medidos de acordo com
metodologia de Lowry & Passonneau (1972), em um espectrofotdmetro Hitachi
U-3300 (Tokyo, Japdo) através de reagGes enzimaticas acopladas que utilizam
NADH ou NADPH. As determinag¢Ges baseiam-se nas mudangas de absorbancia,
no comprimento de onda de 340nm, que ocorre quando o NADH ou NADPH
passam do estado reduzido para oxidado, ou vice e versa. De acordo com cada
metabolito a quantidade de extrato variou de 50 a 100ul, em um volume total de
ensaio de 1ml, onde a absorbancia foi lida ao final de cada reagdo. As enzimas

utilizadas foram da Boehringer Mannhein (Alemanha).

3.3.5.1 Determinacio do conteiido de Acido 3-fosfoglicérico

O ensaio para determinag¢do do conteudo de PGA continha
50mM de imidazole-HC]l, 1mM de MgCl,, 20mM de NaCl, e 2mM de B-
mercapoetanol, ajustados a pH 7,1. Acrescentou-se a esta reagdo 50mM de
NADH, 1mM de ATP, 11 unidades de PGK (fosfoglicerato kinase) e 11 unidades
de GAP-dh (gliceraldeido 3-desidrogenase).

3-PGA + ATP > glicerato 1,3-bisP + ATP ( fosfoglicerato kinase)
glicerato 1,3-bisP + NADH -» gliceraldeido 3-P + NAD" + P, ( gliceraldeido 3-P desidrogenase)
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3.3.5.2 Determinacio do contetido de Triose-fosfato e Frutose 1,6-bisfosfato

O ensaio para determinagdo de TP+FBP continha 50mM de
Imidazole-HCl, ImM de NaHAsO,, ImM de EDTA (4icido tetra acético
etilenodiamino) ¢ 2mM de B-mercapoetanol, ajustados a pH 7,5, acrescidos de
ImM NAD'. Foram adicionadas 2,4 unidades de triose-fosfato isomerase e 1,8
unidades de gliceraldeido-fosfato desidrogenase para determinagdo de DHAP
(dihidroxiacetona-fosfato) e entdo 0,09 unidades de aldolase para determinagdo de
FBP.

FBP->DHAP + gliceraldeide-3-P ( aldolase)

DHAP-D>gliceraldeido-3-P ( triose-P isomerase)

arsenate
gliceraldeido-3-P + NAD*» PGA + NADH (gliceraldeido-3-P desidrogenase)

E importante notar que a determinagéo de FBP inclui a de
DHAP que deriva da sedoheptilose 1,7bisfosfato, devido ao duplo papel da
aldolase.

sedoheptulose 1,7bisP -» DHAP + eritrose<4-P (aldolase)

3.3.5.3 Determinacio do contetido de Hexoses Fosfato

O ensaio para determinagdo de hexoses fosfato continha
100mM de Tris-HCl (2-amino-2-(hidroxymetil)propano-1,3-diol), (pHS8,1) e
0,5mM de NADP'. Foram adicionadas 0,06 unidades de glucose 6-fosfato
desidrogenase, seguido de 0,35 unidade de fosfoglucose isomerase e 0,2 unidades

de fosfoglucomutase.
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glucose-1-P=» glucose-6-P ( fosfoglucomutase)
frutose-6-P=>» glucose-6-P ( fosfoglucose isomerase)
glucose-6-P + NADP*=»6 P-gluconato + NADPH ( glucose-6-P desidrogenase)

3.3.5.4 Determinacio do conteiido de ATP ¢ ADP

O ensaio para determinagdo de ATP continha SOmM de Tris-
HCl (pHS8,1) e 0,5mM de NADP’. Foram adicionadas 0,28 unidade de

hexoquinase e 0,1 unidade de glucose 6-fosfato-desidrogenase.

glucose + ATP=>» glucose-6-P + ADP (hexoquinase)
glucose-6-P + NADP'=»6-P-gluconato + NADPH (glucose-6-P-desidrogenase)
6-P-gluconato + NADP’=) 6-P-gluconato desidrogenase + NAPDH

O ensaio para determinagdo de ADP continha 50mM de
tampdo fosfato (ph7,0) e 1,15 mM de NADH. Foram adicionadas 0,15 unidade de

piruvato kinase e 0,2 unidade de lactato desidrase

fosfoenolpiruvato +ADP=»piruvato + ATP (piruvato kinase)
piruvato + NADH=»lactato + NAD" ( lactato desidrase)

3.3.6 Determinacio do contevido de Sacarose

O ensaio para determinagdo do conteido de sacarose
continha 100mM de Hepes (N-2-hidroxietilpiperazine-N acido 2-etanosulfonico)
(pH 7,0), SmM de MgCl,, 0,5SmM de ditiotreitol (DTT), 0,02% (p/v) de albumina
do soro bovino (BSA), 0,4mM de NADP" e 1mM de ATP. Foram adicionadas 0,5
unidade de glucose-6-fosfato desidrogenase (G6P-dh), seguida de 0,5 unidade de
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fosfoglucose isomerase, 3 unidades de hexoquinase e 100 unidades de [-

frutosidase.

sacarose=» glucose + frutose (B-frutosidase)

glucose + ATP=>glucose-6-fosfato (hexoquinase)

frutose + ATP=>frutose-6-fosfato (hexoquinase)
frutose-6-fosfato=P glucose-6-fosfato ( fosfoglucose isomerase)
glucose-6-fosfato + NADP*» 6-fosfogluconato (G6P-dh)

3.3.7 Determinacio do Conteudo de Amido

Para extragdo de amido, este foi hidrolisado a glicose e foi
usado o “pellet” resultante da extragdo de feofitina, que foi lavado trés vezes com
0,5ml de MES ( acido 2-[N-Morfolino]jetano-sulfénico) 0,5M (pH 4,5). Em
seguida este “pellet” foi ressuspenso em 0,5ml de MES 0,5M (pH 4,5), onde
foram acrescentadas 14 unidades de amiloglucosidade e 0,4 unidade de o-
amilase, e deixado a temperatura ambiente por uma noite. Em seguida a
suspensdo foi centrifugada, o “pellet” foi descartado e o sobrenadante foi usado
para determinagdo de glicose, seguindo a metodologia de Jones et al. (1977).

O ensaio para esta determinagdo continha 100mM de Hepes
( pH 7,0), SmM de MgCI2, 0,5mM de DTT, 0,02% (p/v) de BSA, 40mM de
NADP" e 0,imM de ATP. Foi acrescentado 3 unidades de hexoquinase e 0,5
unidade de glucose-6-fosfato desidrogenase (G6P-dh).

amido=>glucose ( amiloglucosidade + c.-amilase)
glucose + ATP=-»glucose-6-P + ADP (hexoquinase)
glucose-6-P + NADP' > 6-P-gluconato + NADPH (G6P-dh)
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3.4 Medida da atividade da enzima Sacarose Fosfato Sintase

Para determinagdo da atividade maxima da enzima SPS, foi
usada a metodologia descrita por Huber et al. (1989), onde discos foliares de
10cm’ coletados duas horas apés o inicio do periodo luminoso, foram macerados
em N; liquido com 1ml do tampdo de extragdo composto por S0mM de Mops-
NaOH (acido 3-(morfolino) propanosulfénico), (pH 7,5), 15mM de MgCl,, ImM
de EDTA, 2,5mM de DTT e 0,1% (v/v)de Triton X100. O extrato foi
centrifugado em microcentrifuga por 5 minutos e foi retirada amostra para
determinagdo de clorofila. O ensaio foi realizado em condi¢des limitantes de
substrato e condigdes para V,y, via formag¢ido de UDP (uridina 5-difosfato).

Para condi¢do limitante de F¢P (frutose 6-fosfato), 500l de
extrato foi incubado por 15 minutos a 25°C em 10mM de UDPG (undina 5-
difosfato glucose), 3mM de FcP, 12 mM de G¢P (glucose 6-fosfato), 10mM de P;,
50mM de Mops-NaOH, 15mM de MgCl, e 2,5mM de DTT, em um volume de
1ml. Para condigéo limitante de UDPG, o procedimento foi 0 mesmo exceto que a
concentragdo de UDPG foi reduzida para 3mM e as de FsP e G¢P aumentadas
para 10 e 40mM respectivamente. Em condi¢des de Vax, 0 tampédo de ensaio foi
composto de 10mM de UDPG, 10mM de F¢P, 40mM de G¢P, SOmM de Mops-
NaOH, 15mM de MgCl, e 2,5mM de DTT, e ndo foi adicionado P;, Em todos os
casos a reagdo foi interrompida pela adigdo de 1ml de 30% de KOH, e o F¢P que
ndo reagiu foi destruido, colocando os tubos em agua fervente por 10 minutos.

Foi retirada uma aliquota para determinagdo de UDP, que foi
determinado espectrofotometricamente em 50mM de Hepes (pH 7,0), 5 mM de
MgCl,, 0,3mM de NADH, 0,8mM de PEP(fosfoenolpiruvato). A reagdo foi
iniciada com 4 unidades da enaima piruvato kinase e 14 unidades de lactato

desidrogenase.
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SPS
UDPG + F,P =» SacaroseP + UDP

UDP+ P;+ PEP + ATP =» piruvato + NADH =» lactato
PK LDH

3.5 Determinacio da atividade das enzimas da assimilacio do nitrogénio

Como discutido no capitulo Revisdo desta tese, a assimilagio
de nitrogénio e a fotossintese sdo processos coordenados € as enzimas nitrato
redutase e glutamina sintetase tém fung¢des cruciais neste processo de assimilagdo
de nitrogénio. Estas enzimas foram portanto estudadas nas plantas transgénicas e
selvagens de tabaco para analise de possiveis modificagdes na atividade em

resposta a diferentes taxas fotossintéticas destas plantas.
3.5.1 Medida da atividade da Glutamina Sintetase

Para a enzima GS os procedimentos de extracdo e ensaio
para a medida da atividade maxima foram os descritos por Lea et al. (1990), onde
discos foliares de 10cm?® foram macerados em N, liquido com 1ml de tampéo de
extragdo composto de 100mM de Tris-HC1 (pH 7,8), ImM de EDTA, 1mM de
DTT, 10mM de MgSQO,, 100mM de KCl, 0,1% (v/v) de 2 B-mercaptoetanol, 0,5%
(v/v) de Triton X-100 ¢ 20% (v/v) de glicerol, sendo entdo centrifugado em
microcentrifuga a 4°C por dois minutos. Apos retirada amostras para analise de

proteina e clorofila, a atividade da enzima foi determinada usando hidroxilamina
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(NH,OH) como substrato e a formagédo de y-glutamilhidroxamato foi quantificado

com cloreto férrico acidificado.

M g+2
glutamato + NH,OH + ATP =» y-glutamilhidroxamato + ADP+ P, + H,0
GS

O tampdo para ensaio continha um volume total de 0,5ml,
100mM de Tris-HC1 (pH 7,8), SOmM de glutamato, SmM de hidroxilamina
hidroclérica, S0mM de MgSO, e 20mM de ATP. A reagdo foi iniciada com 100pl
do extrato e incubada a 30°C por 20 minutos e interrompidacom a adigdo de
0,35ml de reagente cloreto férrico (0,67M cloreto férrico, 0,37M de HCI e 20%
(w/v) de acido tricloroacético). A proteina precipitada foi removida por
centrifugagdo em microcentrifuga por 5 minutos e foi medida a absorbéncia do
sobrenadante em 540nm. Foi construida uma curva de calibragdo usando y-
glutamilhidroxamato como padrdo. A taxa de formagdo do produto dependente da

enzima foi linear por mais de 30minutos e proporcional & quantidade de extrato.
3.5.2 Medida da atividade da Nitrato Redutase

Para a enzima NR foram dois os procedimentos de extragio.
Inicialmente foi seguida a metodologia de Wray & Filner (1970), onde discos
foliares de 10cm” foram macerados em N liquido com 1ml de tampdo de extragdo
composto de 100mM de Tris-HCI (pH 7,5) e 1mM de cisteina, sendo entdo
centrifugado e macerado em microcentrifuga a 4°C por dois minutos. Apos
retiradas amostras para andlise de proteina e clorofila, a atividade da enaima foi
determinada usando nitrato de potassio como substrato € a formagédo de nitrito foi

quantificada através da formagdo de um sal diazonio, durante a reagdo em meio
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acido do nitrito com a sulfanilamida e o posterior aparecimento de um complexo
colorido resultante da rea¢do do diazénio com o N-(1-naftil) etilenodiamino.

O tampdo de ensaio continha, em um volume total de 1ml,
50mM de tampao fosfato ( pH 7,5), 10mM de KNO;, 0,1mM de NADH. A reagdo
foi iniciada com 200ul de extrato e incubada a 25°C por 20 minutos e terminada
pela adi¢do de 1ml do reagente 1% (w/v) sulfanilamida em HCI 3N e 1ml de
0,02% (w/v) N-(1-naftil) etilenodiamino dihidroclorido. Apés 15 minutos, a
proteina preciptada foi removida por centrifugagdo em microcentrifuga por cinco
minutos e foi medido a absorbincia do sobrenadante em 540nm. A leitura foi
convertida para quantidade de nitrito através de uma curva padrdo pré-
estabelecida (0-100nmol de nitrito).

A outra metodologia usada, mediu além da atividade da
enzima, a sensibilidade ao Mg+2, como uma maneira de estudar o estado de
fosforilagdo da enzima. Para isso, discos foliares de 10cm? coletados duas horas
depois do inicio do fotoperiodo, foram macerados em N, liquido com 0,5ml de
tampdo de extragdo composto de 0,1M de Hepes ( pH 7,5), 2mM de DTT, 1lmM
de fenilmetilsulfonil florido (PMSF) e 10mM de MgCl,, somente para ensaio com
Mg, Apos centrifugagdo por cinco minutos em microcentrifuga a 4°C, foram
separadas amostras para determinagdo de proteina e clorofila e a atividade foi
medida usando nitrato de potassio como substrato, em meio com Mg'* e sem
Mg,

O tampdo de ensaio com Mg'? era composto de 0,5ml de
tampdo de extragdo mais 0,SmM de NADH e 5SmM de KNO; e a reagdo foi
iniciada com 100ul do extrato e incubada por 5 minutos a 25°C. A reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 1ml do reagente 1% (w/v) sulfanilamida em HCI 3N
e Iml de 0,02% (w/v) N-(l-naftil) etilenodiamino dihidroclorido. Apds 15

minutos, a proteina preciptada foi removida por centrifugagdo em microcentrifuga
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por cinco minutos € foi medida a absorbancia do sobrenadante em 540nm. A
leitura foi convertida para quantidade de nitrito através de uma curva padrio pré-
estabelecida (0-100nmol de nitrito).

Para ensaio sem Mg+2, o tampdo continha 0,5ml da tampdo
de extragdo mais 0,5mM de NADH e 5SmM de KNO;.O tubo permaneceu
incubado por 10 minutos a 25°C com 15mM de EDTA. A reagdo foi iniciada
com 100ul de extrato e incubada por 5 minutos a 25°C. Os procedimentos para
interromper a reagdo e para leitura da quantidade de nitrito foram os mesmos que
os anteriores.

As metodologias para determinagdo de proteina e clorofila
foram as mesmas para as enzimas GS e NR, onde para proteina foi seguida a
metodologia de Bradford (1976), usando albumina de soro bovina como padrio e

a clorofila foi determinada segundo Arnon (1943), conforme descrito em 3.2.4.

3.6 Determinacio do conteiido de amido e caracterizacio de proteinas de

reserva das sementes

O objetivo desta parte do projeto foi investigar se as plantas
transgénicas apresentavam alterages em relagdo as plantas controle,
independentes da capacidade fotossintética. Foi investigado o contetido de amido

e de proteinas de reserva das sementes
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3.6.1 Determinacio do conteudo de amido das sementes

Para determinagdo do conteudo de amido das sementes, 100
sementes de plantas selvagens e 100 sementes de plantas transgénicas foram
usadas para extragdo em N; liquido, que seguiu o mesmo procedimento descrito
em 3.3.7. Em seguida o “pellet” foi lavado com 0,5ml de tampdo MES 0,5M (pH
4,5) e foram acrescentadas 14 unidades de amiloglucosidade e 0,4 unidade de o-
amilase, e deixado 4 temperatura ambiente por uma noite, para completa digestdo.
A suspensdo foi entdo centnfugada, o “pellet” foi descartado e o sobrenadante foi
usado para determinagdo de glicose, seguindo a ﬁnetodologia de Jones et al.

(1977), conforme descrito no item 3.2.7.
3.6.2 Determinac¢io da composi¢do e conteudo das proteinas de reserva
3.6.2.1 Extracio das proteinas de reserva das sementes

Para a determinagdo da composi¢do € conteudo das proteinas
de reserva da semente, as proteinas foram extraidas sequencialmente segundo a
metodologia descrita por Goristein et al. (1991) com algumas modificag¢des.
Inicialmente foi obtida a farinha a partir de 300mg de sementes das plantas
selvagens e transgénicas, através de maceragdo em N, liquido.

Para a extragdo da fragdo I, 250mg da farnha foram
homogeneizadas com 1,0ml de NaCl 0,5M ppor lhora a 4°C. Ap6s este periodo
as amostras foram centrifugadas a 15000rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo. A extragdo repetida com 0,5ml do solvente € os
sobrenadantes foram combinados e o volume completado para 1,5ml. Esta fra¢do

I correspode a albumina + globulina, e a separagdo das mesmas foi realizada por
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dialise contra agua, por 24 horas, a 4°C, onde o preciptado constituiu a fragio
globulina e o sobrenadante a fragdo albumina. o residuo da fragdo I foi lavado
com agua destilada por duas vezes.

A fragdo II, formada pelas prolaminas I, foi extraida
ressuspendendo o residuo em 1,0ml etanol 70% por 1 hora & temperatura
ambiente, com agitacGes ocasionais. Apos este periodo os extratos foram
centrifugados a 15000rpm por 10 minutos € o sobrenadante foi transferido para
outro tubo. A extragdo repetida mais uma vez e os sobrenadantes foram
combinados, € o0 volume completado para 2,0ml.

A fragdo II, formada pelas prolaminas II, foi extraida
ressuspendendo o residuo com 1,0ml de etanol 70% + 4% de B-mercapoetanol
por 30 minutos 4 temperatura ambiente, com agitagGes ocasionais. Apds este
periodo os extratos foram centrifugados a 15000rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido para outro tubo. A extragdo repetida mais uma vez e
os sobrenadantes foram combinados, € o volume completado para 2,0ml.

A fragdo IV, formada pelas glutelinas I e II, foi extraida
ressuspendendo o residuo em 1,0ml de tampdo borato 12,5mM (pH 10) + 3% de
B-mercapoetanol + 0,5% de dodecil sulfato de sodio (SDS) por 30 minutos a
temperatura ambiente, com agitagGes ocasionais, sendo entdo centrifugada por 10
minutos a 15000rpm. O sobrenadante foi separado, e o residuo foi ressuspenso no

mesmo tampao.

3.6.2.2 Eletroforese das proteinas de reserva em gel de poliacrilamida
(PAGE)

ApOs a extragdo, amostras de proteinas das diferentes fra¢des

foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS em sistema
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descontinuo-desnaturante (Laemmli, 1970). Para isso, as fragGes de proteinas
foram misturadas com tampdo de amostra, composto por 6,5mM Tris-HCI (pH
6,8), 20% de glicerol, 2% de SDS, 5% de 3-mercaptoetanol, € 0,5% (w/v) de azul
de brofenol e, em seguida, fervidas em banho-maria a 100°C por 5 minutos. As
amostras foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), usando padrio de
albumina do soro bovino, e foram aplicadas a concentragdes constantes e iguais a
15mg de proteinas/ml, ou seja 25 g/canaleta.

O sistema foi constituido por dois géis: o gel de resolugdo
contendo 12% de poliacrilamida e o gel de empacotamento (“stacking gel”)
contendo 6% de poliacrilamida. A eletroforese foi conduzida em placa vertical, a
150V (50mA) por duas horas e meia.

Apds a corrida, os géis foram corados com solugdo de
coomassie azul brilhante R-250 a 0,2%, diluida em 20% de metanol, 4% de acido
acético e 76% de agua destilada por 2 horas e descorados em solugdo de 20% de
metanol, 8% de acido acético e 72% de agua destilada por uma noite. Para melhor
definicdo do padrio de bandas, outros géis foram corados com coloragdo de
nitrato de prata, segundo metodologia descrita por Gomes (1995).

Os pesos moleculares das proteinas resolvidas pela
eletroforese foram calculados através do uso de um padrdo de peso molecular,
corrido nas mesmas condigGes, formado de: fosforilase B (PM 94000 D),
albumina do soro bovina (PM 66000 D), albumina do ovo (PM 45000 D),
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (PM 36000 D), anidrase carbénica (PM
29000 D), tripnogénio (PM 24000 D), imibidor tripsina (PM 20100 D), e
lactoalbunima (PM 14200 D). A concentragdo das proteinas padrdo foi de
0,5mg/ml em tampao da amostra, preparadas do mesmo modo que as proteinas do

experimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DAS CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E DE
MORFOLOGIA DAS PLANTAS TRANSGENICAS E SELVAGENS

Todas as plantas transgénicas, tanto as transformantes
pnmarias (Ko, 1993, comunicagdo pessoal) como as linhagens autofecundadas,
apresentaram }difereng:as de crescimento e de morfologia quando comparadas as
plantas selvagens, independente das condi¢Ges de crescimento, casa de vegetagio
ou camara de crescimento controlada. As plantas transgénicas apresentaram maior
vigor de crescimento, folhas mais largas com 1amina mais lisa e bainha continua,
e um atraso na época de florescimento, cerca de 30 dias em relagdo as plantas
selvagens, quando cultivadas ao mesmo tempo em condigdes de baixa
luminosidade (50-80umol.m2.s™") (Figura 10).

As analises comparativas de morfologia e anatomia da sétima
folha de plantas transgénicas e selvagens, mostraram que as folhas das plantas
transgénicas apresentam area maior e a base do peciolo mais expandida. As folhas
também sdo mais espessas com espagos intercelulares maiores, € aparentemente
apresentam parénquima palicadico mais organizado que as folhas de plantas
selvagens (Figura 11).

As micrografias eletr6nicas (Figura 12) mostraram que as
plantas transgénicas possuem um numero maior de cloroplastos por célula, dados

confimnados pela analise do numero de cloroplastos em cortes foliares (M6nica
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Labate, 1996, comunicagdo pessoal). As analises de secgdes finas dos
cloroplastos (Figura 13) ndo mostraram nenhuma diferenga quanto a organizagéo
do envelope, sistema de tilacoides e morfologia do estroma. Também ndo foram
observadas alteragdes na morfologia e nimero de mitocondrias, vacuolos e

nucleo.

Figura 10. Diferencas fenotipicas apresentadas por plantas selvagem, A e

transgénicas, B (CAB-1) e C (CAB-2) da mesma idade, cultivadas em

I . 0 o
camara de crescimento controlada, a 50pumol.m 2g
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selvagem  (A) transgénica (B)

Figura 11. Cortes de seccdes transversais da sétima folha de planta selvagem (A)

e transgénica (B).
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2,5um

2,5um

Figura 12. Micrografia eletronica do tecido do mesofilo de folhas de planta

selvagem (A) e transgénica (B).
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Figura 13. Micrografia eletrOnica de cloroplastos de plantas selvagem (A) e

transgénica (B).
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Ainda ndo se sabe quais mecanismos nas plantas
transgénicas seriam responsaveis por estas alteragdes anatomicas no tamanho das
folhas das plantas transgénicas. Ja estd bem estabelecido que o nimero de
cloroplastos, conteido de clorofila e acumulagdo fotossintética de proteinas sio
fendmenos relacionados positivamente com tamanho da célula. Meehan et al.
(1996), analisaram mutante variegado (immutans) de Arabidopsis thaliana,
contendo setores verdes e brancos nas folhas, devido a acdo de um gene nuclear
recessivo. Estes autores verificaram que os setores verdes continham cloroplastos
fenotipicamente normais e, os brancos, os plastideos ndo continham pigmentos e
estruturas lamelares. Analises moleculares revelaram que o0 mRNA do gene /hch
se acumulava em niveis insignificantes nestes setores brancos, se comparados aos
verdes. A analise de populagdes homogéneas de protoplastos verdes e brancos de
plantas transgénicas immutans, que expressavam o promotor do gene /hch ligado
ao gene reporter GUS, revelou que ha uma relagdo positiva e linear entre a
transcri¢do do gene /hch, conteudo de clorofila e tamanho de célula. Isto enfatisa
a nogdo de que a expressdo do gene /hcb e a biossintese de clorofila sdo eventos
correlacionados e, esta correlagdo, pode estar ligada a fatores relacionados ao
tamanho celular.

Outras alteragdes observadas, como o aumento dos espagos
intercelulares e a aparente organizagdo do parénquima paligadico nas folhas das
plantas transgénicas sdo fatores que podem contribuir para a maior capacidade
fotossintética desta planta em condi¢des de baixa luminosidade. A condutédncia do
CO, em folhas mede a facilidade com que o CO, pode difundir das cavidades
sub-estomatais para os sitios de carboxilagdo dentro dos cloroplastos. Evans et al.
(1994), testaram a hipdtese sobre a relagdo entre a conduténcia do CO; e a area da
superficie dos cloroplastos expostos aos espagos intercelulares. Para isso

compararam dois gendtipos de tabaco, um selvagem outro transgénico,
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transformado com o gene antisense direcionado a0 mRNA da subunidade menor
da RUBISCO, que possuia uma menor taxa de assimilagdo de CO, mas o mesmo
contetdo de clorofila. Para alterar a anatomia foliar, as plantas foram cultivadas
em dois ambientes diferentes: cidmara de crescimento com alta luminosidade
(fotoperiodo de 12h com 1000 pmol.m™.s?), e casa de vegetagdo com metade da
intensidade luminosa da camara de crescimento. Os resultados mostraram que as
plantas cultivadas na camara de crescimento possuiam folhas mais espessas, €
maior area superficial do mesofilo foliar exposta aos espagos intercelulares,
devido ao desenvolvimento do tecido paligadico mais espesso e, independente do
genotipo, a condutdncia do CO,, variou em propor¢do a area superficial do
cloroplasto exposta aos espagos intercelulares.

Recentemente Vogelmann et al. (1996), observaram que as
propriedades opticas dos tecidos foliares individuais determinam como a luz é
transmitida em uma folha intacta e influenciam na fixagdo de CO,. A epiderme da
maioria das folhas é formada de células transparentes a luz visivel e tem
geralmente uma forma plano-convexa, criando lentes celulares capazes de coletar
e focar a luz. Apesar desta capacidade de focalizar a luz ser conhecida ha mais de
80 anos, apenas recentemente tornou-se possivel medir esta intensifica¢do de luz
pelas células da epiderme foliar. A maioria das plantas é capaz de focalizar a luz
para niveis elevados, assim a luz que entra no mesoéfilo pode ser concentrada em
duas a trés vezes acima da luz incidente. Estas propriedades das células da
epiderme sdo importantes para as plantas que crescem na sombra, pois podem
capturar luz difusa minimizando a quantidade de luz refletida e, também, para
plantas crescidas sob luz solar plena, pois aumenta a probabilidade de intercepgéo
pelo cloroplasto e sua absor¢do. A maioria das folhas tem tecido pali¢adico, que
sdo mais desenvolvidos em plantas cultivadas em alta intensidade luminosa,

facilitando a penetragdo da luz solar direta dentro das folhas. A luz que passa



84

através do tecido paligadico pode se perder e para contornar este problema existe
o mesofilo esponjoso, que faz com que a luz retorne ao tecido paligadico,
aumentando a chance de ser abrsorvida pela fotossintese. Através do ajuste da
espessura, bem como da distribuigdo geométrica das células deste tecido, a
estrutura foliar pode atuar no controle da distribuicgdo da luz intemna,
potencializando a absor¢do de luz e maximizando a fixa¢do de carbono de acordo
com as condi¢gdes ambientais de intensidade de luz.

Desde modo, as alteragGes observadas na anatomia foliar das
plantas transgénicas de tabaco, como o aumento dos espagos intercelulares, que
facilitam a difusdo de CO,; e, a aparente organiza¢do do parénquima paligadico
(Figura 11), que pode atuar no controle da distribui¢do da luz interna,podem estar

contribuindo para a maior capacidade de assimilagdo de CO, destas plantas.

42 CARACTERIZACAO DAS PLANTAS TRANSGENICAS E
SELVAGENS QUANTO AO POTENCIAL FOTOSSINTETICO

4.2.1 Anailise de trocas gasosas

As curvas de resposta da fotossintese em fung¢do do aumento
da intensidade luminosa indicam diferengas na capacidade fotossintética entre as
plantas de tabaco transgénico e selvagem, quando cultivadas em baixa
(50umol.m™.s?) ou média intensidade luminosa (500pmol.m™.s™). A Figura 14
apresenta a curva de resposta da fotossintese para plantas selvagens e transgénicas
cultivadas em baixa intensidade luminosa e a taxa de fotossintese foi determinada
em condigGes de concentragdo de saturagdo de CO; (5%CO0O,), usando um eletrodo

de oxigénio de disco foliar. Pode-se observar que em baixa luminosidade
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(20-100pumol.m™.s™) as plantas transgénicas apresentaram uma taxa fotossintética
superior (inserto na Figura 14). Com o aumento da intensidade luminosa esta
situagdo se inverteu, e as plantas transgénicas atingiram a saturagdo com uma taxa
fotossintética menor, em uma intensidade de luz de préxima de 300pmol.m?s™.
Nesta intensidade, o aumento da fotossintese para as plantas selvagens foi maior
e, a saturagdo aconteceu em intensidade luminosa maior, ao redor de
450pmol.m?s™.

Para as plantas cultivadas em intensidade luminosa maior, a
resposta fotossintética apresentou o mesmo padrdo (Figura 15) sendo que a taxa
fotossintética foi maior para as plantas transgénicas entre 20-500pmol.m>.s™.
Com o aumento da intensidade luminosa ocorreu a saturagdo da fotossintese nas
plantas transgé€nicas, enquanto as selvagens ndo apresentaram saturagio da
fotossintese em intensidade de 1000pmol.m>.s™.

Pode-se observar entdo pelas Figuras 14 e 15, uma tendéncia
das plantas transgénicas apresentarem uma taxa fotossintética superior em baixa
intensidade de luz. O aumento da intensidade luminosa levou a uma saturagio da
fotossintese das plantas transgénicas, enquanto nas plantas selvagens a

assimila¢do de CO; continua aumentando.
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Figura 14. Curva de resposta da taxa de evolugdo de O, em fung¢do do aumento
na intensidade de luz em plantas transg€nicas (®) e selvagens (V) de tabaco,

cultivadas sob 50umol.m™>.s*. A fotossintese foi medida em condi¢des saturantes

de CO; (5%) a 25°C. Os dados sdo médias de 5 plantas de cada fendtipo e os

desvios padrdes foram inferiores a 10% da média.
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Figura 15. Curva de resposta da taxa de evolugdo de O, em fungdo do aumento

na intensidade de luz em plantas transgénicas (®) e selvagens (V) de tabaco,

cultivadas sob 500pmol.m™s’. A fotossintese foi medida em condigGes

saturantes de CO, (5%) a 25°C. Os dados sdo médias de 5 plantas de cada

fenotipo e os desvios padrdes foram inferiores a 10% da média.
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O aumento da capacidade fotossintética de fixagdo de CO,
das plantas transgénicas cultivadas sob condigdes de limitagdo de luz, foi
observado em condi¢des de altas concentrages de CO, (2000ppm de CO,), como
pode ser verificado na Tabela 1. Estas analises foram conduzidas em um
analisador de gas infra-vermelho acoplado a uma camara de aluminio, onde foi
fornecida luz actinica a intensidade luminosa de 100 e 1000pmol.m™.s”. Pode-se
observar que independente da concentragdo de CO,, a taxa de fotossintese das
plantas transgénicas foi sempre superior em relacdo as plantas selvagens, na
intensidade de luz de 100pmol.m™s™: 24% em condigdo atmosférica de CO,,
56% em 850ppm de CO; e 100% em condigdo de 2000ppm de CO,. Exceto para
os dados de condigdo atmosférica, as diferengas observada foram significativas de
acordo com o Teste F, e Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
(Pimentel Gomes, 1976). Em alta intensidade luminosa, 1000umol.m>s?, as
plantas transgénicas apresentaram uma tendéncia a redugdo da assimilagdo de
CO, em relagdo as selvagens, em todas as condigdes analisadas, entretanto as
diferengas foram ndo significativas, de acordo com o Teste F e Teste de Tukey.

A Tabela 2 apresenta os resultados de assimilagdo de CO, de
plantas cultivadas em 500pmol.m>.s™: as anlises realizadas com intensidade de
luz de 100pmol.m™s™ apresentaram plantas transgénicas com maior assimilagio
de CO; que as selvagens, sendo 72% maior em condi¢des de concentragdo de CO,
atmosférico e 39% em condigGes saturantes. Os resultados das analises com
intensidade de luz de 1000pmol.m™s”, mostraram que as plantas transgénicas
tém uma taxa de fotossintese cerca de 25% menor, independente da concentragdo
de CO,. Todas estas diferengas foram significativas, de acordo com o Teste F e

Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (Pimentel Gomes, 1976).



89

Tabela 1: Taxa de fotossintese (umolCO,.m?>s") de plantas transgénicas e
selvagens de tabaco, cultivadas em 50pmolm™s”, medidas em
concentragdo atmosférica de CO,, 850, e 2000ppm de CO,, e
temperatura foliar de 25°C. Os dados sdo médias de 10 plantas de cada
fendtipo nas condi¢cdes de IOOumobl.m'Z.s'l e de 8 plantas

para intensidade de 1000pmol.m™.s™

100umol.m'2.s'1

genoétipo concentracio de CO;

atmosférica 850ppm 2000ppm
selvagem 2921091 a 1,9410,51 b 2,0410,63 b
transgénico 3,63t1,53 a 3,02+0,78 a 4,09+1,04 a
% alteracdo + 24% + 56% +100%

tra/s
2 -1
1000pmol.m™.s

genétipo concentragio de CO;

atmosférica 850ppm 2000ppm
selvagem  7,5810,92 a 8,8210,69 a 5,70£1,40 a
transgénico 6,14+1,82 a 6,18t1,53 a 4,16x£1,30 a
% alteragdo - 23% -43% -37%

tra/s
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Tabela 2: Taxa de fotossintese (umolCO,.m?s") de plantas transgénicas e

selvagens de tabaco, cultivadas em 500pmolm™s”, medidas em

concentragdo atmosférica de CO,, e 850ppm de CO,, e temperatura

foliar de 25°C. Os dados sdo médias de 10 plantas de cada fen6tipo nas

condi¢do de

1000umol.m'2.s'1
100pumol.m™.s™
genoétipo concentracio de CO,
atmosférica 850ppm
selvagem 2,72+1,0b 2,18+0,78 b
transgénico 4,69+1,0a 3,04+1,33 a
% alteragdo +72% +39%
tra/s
1000p.mol.m'2.s'l
gendtipo concentracio de CO,
atmosférica 850ppm
selvagem 14,0612,2 a 11,30+1,94 a
transgénico 11,23+1,27 b 9,04+1,84 b
% alteragdo -25% -25%

tra/s

100pmol.m™s” e de 8 plantas para intensidade de
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Estes resultados indicam que o aumento da expressdo do
gene Lhcbl*2, levou a um aumento da capacidade fotossintética das plantas
transgénicas em condi¢des limitantes de luz. Este aumento foi verificado em
~ ambas as condi¢des de intensidades de luz (50pmol.m™.s* e 500umol.m?s?) em
que as plantas foram cultivadas, como pode ser visto na inclinagdo inicial das
curvas de resposta de evolugdo de O, em fungdo do aumento da intensidade de
luz, Figuras 14 e 15, e nas Tabelas 1 e 2 em condig¢des de IOOpmol.m'z.s'l.

Flachmann & Kiihlbrandt (1995), para verificar se havia uma
relagdo entre os niveis de expressdo dos genes cab e a aciimulo do complexo da
antena, construiram plantas de tabaco transgénicas com a adicdo de RNA
antisense do gene Lhcbl*2, apresentando portanto niveis reduzidos de mRNA
cab. Os autores observaram que apesar dos niveis reduzidos de mRNA cab, a
quantidade de complexo da antena do PSII nas plantas transgénicas ndo foi
drasticamente reduzida. Quanto a capacidade fotossintética, a maioria das plantas
transgénicas apresentou menor capacidade de evolugdo de O, em relagdo as
selvagens, ou seja menor eficiéncia fotossintética, principalmente em condigSes
de baixa intensidade luminosa, como visto na Tabela 3. Embora os autores
concluam que esta reducdo possa ser devida também a condig¢Ges de cultivo, os
resultados mostraram que plantas com menor expressio do genes cab,
apresentaram menor capacidade fotossintética, sobretudo em condi¢des limitantes
de luz.

Os resultados encontrados no presente trabalho, associados
aos do trabalho de Flachmann & Kiihlbrandt (1995), sugerem que o nivel de
expressdo dos genes cab podem influenciar na capacidade fotossintética de

plantas cultivadas em condig¢des limitantes de luz.
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Tabela 3. Taxas fotossintéticas de plantas de tabaco selvagem e transgénicas

(adaptado de Flachmann & Kiihlbrandt, 1995).

Evolugdo de O2 (umol.m'z.s'l)

Intensidade de luz (uE.m'z.s'l)

Planta 33 58

selvagem 1,9+0,2 4,6 0,6
anticab-1 1,0+0,5 ©3,4+03
anticab-9 1,1+0,1 3,8+0,2
anticab-104 1,8 %+0,5 40x0,9
antiTP-2 0,6 +0,2 34+1,3
antiTP-3 1,0+0,1 2,6 +£0,2
antiTP-40 1,0+0,3 3,2+ 0,6

4.2.2 Anadlise de fluorescéncia da clorofila a

A analise da fluorescéncia da clorofila a foi realizada em
condigdes atmosféricas de CO, e as medidas dos pardmetros foram feitas apds o
equilibrio da fotossintese em cada intensidade luminosa. A eficiéncia do
transporte de elétrons pelo fotossistema II (¢psy) em resposta a irradiacdo foi
determinada usando a metodologia descrita por Genty et al. (1989), seguindo as
terminologias propostas por Kooten & Snel (1990).

A Figura 16 mostra as mudangas nos parametros da
fluorescéncia da clorofila com o aumento da intensidade luminosa de ambos os
gen6tipos cultivados em baixa intensidade luminosa (50umolm?s™). A Figura
16A mostra a vaniagdo do estado de oxidagdo do PSII (gp), ou seja, a proporg¢do
de fotons capturados que € convertida em energia quimica nos centros de reagéo

do PSII para as plantas selvagens e transgénicas. Com o aumento da intensidade
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luminosa ha uma queda no qp e, esta queda € menos acentuada para as plantas
transgénicas, indicando que as mesmas permanecem mais oxidadas que as
selvagens mesmo em elevadas condigdes de irradiagdo.

A Figura 16B mostra as variagdes do componente ndo fotoquimico,
Qn, nas plantas transgénicas e selvagem. Este foi maior nas plantas selvagens em
baixa luminosidade até cerca de 600umol.m™s”. Acima desta intensidade de luz
0 Qn aumentou mais nas plantas transgénicas, atingindo valores maiores aos das
plantas selvagens. Segundo Krause & Weis (1991), o mecanismo de “quenching”
ndo fotoquimico funciona como controle e desativagio de pigmentos
excessivamente excitados, tendo entio fungdo protetora contra os efeitos
destrutivos da alta luminosidade. Ja foi observado também que em condi¢des de
qn elevado a fotoinibigdo ¢ diminuida. Como a fotoinibi¢gdo do PSII parece
aumentar com o estado reduzido da Qa, a desativagdo térmica que ocorre nas
condigdes de qy elevado, aumenta a fragdo dos centros abertos presentes no
estado de equilibrio, impedindo entdo a fotoinibigdo (Krause & Weis, 1991).
Como € esperado que as plantas transgénicas possuam uma antena coletora maior
no fotossistema II em fun¢do do aumento da expressdo do gene cab e, portanto
uma maior capacidade de captagdo de luz, este aumento no qy € um fator
importante para protecdo do fotossistema nas plantas transgénicas em condi¢des
de elevada intensidade luminosa.

Quick et al. (1991) estudando plantas transgénicas de tabaco
com menor conteudo de RUBISCO e, portanto menor capacidade fotossintética
em relagdo as plantas selvagens, observaram que as plantas transgénicas possuiam
maior gy que as selvagens, nas condi¢des limitantes para assimilagdo de CO,.
Hausler et al. (1994b), analisando plantas mutantes de cevada com menor
atividade da enzima glutamina sintetase cloroplastidial, observaram que as plantas

mutantes apresentavam menor capacidade fotossintética que as selvagens, em
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condi¢gdes de alta luminosidade e nestas condigGes o qn das plantas mutantes foi
maior que os das plantas selvagens. Buschmann (1995) analisando mutantes
Aurea de tabaco, caracterizados por possuir menor conteido de clorofila, perda
das lamelas dos grana, redugdo no complexo proteina-pigmento da antena
coletora de luz e portanto maior eficiéncia fotossintética em condigdes de elevada
intensidade luminosa, encontraram valores de qn menores que os das plantas
selvagens. Isto indica uma menor perda de energia via produgdo de calor ¢ uma
fotossintese mais eficiente para o mutante, em condi¢do de elevada intensidade
luminosa. Estes dados mostram entdo que estas alteragdes no qy sdo fendmeno
comum que visam principalmente proteger o fotossistema das plantas em
condigdes de estresse.

A Figura 16C apresenta as variagGes na efici€éncia de captura
da energia de excitagdo pelos centros de reagdo do PSII abertos, estimada pela
relagdo F’y/F’y. Este parametro diminui com o aumento da intensidade luminosa,
e foi maior nas plantas transgénicas em intensidade de luz abaixo de
600umol.m™.s™. Acima desta intensidade, o valor foi semelhante ao das plantas
selvagens.

A figura 16D mostra a variagdo da efici€ncia do transporte de
elétrons pelo PSII (¢psp) que € medido pelo produto de qp por F’v/F’y (Genty et
al., 1989). Pode-se observar que com o aumento da intensidade luminosa ha um
diminuigdo no ¢psy, sendo esta diminuigdo menor nas plantas transgénicas,
independente da intensidade luminosa. Entdo, em baixa luminosidade, a maior
eficiéncia do transporte de elétrons pelo PSII nas plantas transgénicas, ¢ devida
principalmente a um maior F’yv/F’yy e menor qy. Com o aumento da intensidade
luminosa, acima de 600pmol.m™.s”, o qp ¢ o principal fator que determina a

maior efici€ncia destas plantas.
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Figura 16. Curva de resposta de gp (A), qn (B), Fv/Fu € ¢psn (D) em fungdo de
intensidade luminosa, medida em ar para plantas transgénicas (®) e selvagem (V).

Os dados sdo médias de 4 plantas de cada fendtipo e os desvios padrées foram

inferiores a 5% da média.
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Como foi mostrado no item anterior, 4.2.1, as plantas
transgénicas apresentam uma maior capacidade fotossintética em condig¢des
limitantes de luz, e isto se deve principalmente a sua maior capacidade de
regenerar ATP e NADPH, como sera discutido no item a seguir. Os parametros
de fluorescéncia da clorofila a fornecem evidéncias da maior eficiéncia do
transporte de elétrons pelo fotossistema II destas plantas independente da
intensidade luminosa, que pode ser observada pelos valores de dpsy, Figura 16 D,
que sdo sempre maiores nas plantas transgénicas.

Em condi¢do de alta luminosidade ha uma saturagdo na
fotossintese das plantas transgénicas, € ha duas hipoteses possiveis para esta
inibi¢do:1) a superexpressdo do gene cab leva a um excesso de luz absorvida
causando um aumento na redu¢do dos componentes do sistema de transporte de
elétrons e a fotoinibigdo; ou 2) a fotossintese pode estar sendo inibida pela
restrigdo da reciclagem de P; via sintese de amido e sacarose. Através da analise
dos pardmetros de fluorescéncia fica claro que a irradiagdo elevada ndo leva a
fotoinibi¢do das plantas transgénicas, pois as mudangas em F’y/F’y € qy fornecem
um mecanismo eficiente de dissipagdo do excesso de energia que impede a

redugdo extrema da Qa. Com isso ha um aumento do qp, aumentando a eficiéncia

do transporte de elétrons destas plantas (¢psn)-

Entdo a limitagdo parece ser devida a restricdo da reciclagem
de P;. Segundo diferentes autores ( Sharkey et al., 1986; Labate & Leegod, 1988;
Stitt & Quick, 1989), em condigbes de saturagdo de luz e CO,, a fotossintese €
limitada principalmente pela taxa de sintese de amido e sacarose que determinam
a reciclagem de P; para sintese de ATP nos cloroplastos. Como a demanda por P;
para fotofosforilagdo ¢ maior devido ao aumento da capacidade de transporte de
elétrons e, como a capacidade das plantas transgénicas em reciclar Pi ndo ¢é

suficiente nestas condigdes, ha uma queda na sintese de ATP, limitando a
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fotossintese nestas condigdes. Pode-se verificar nos dados das tabelas 4 e 5, item
4.2.3 a seguir, que com o aumento da intensidade luminosa, ocorre uma restri¢do
na sintese de ATP nas plantas transgénicas, verificada pela menor relacdo

ATP/ADP, nestas condi¢des.

4.2.3 Conteudo de metabolitos do Ciclo de Calvin

A Tabela 5 apresenta as mudangas no conteudo de
metabolitos de folhas de plantas cultivadas em baixa luminosidade sendo que os
experimentos foram conduzidos em duas intensidades luminosas: 100pmol.m™.s™
e 1000umol.m2s’ e com concentragio externa de 850ppm de CO,, para
minimizar os efeitos da fotorrespiragdo. Os valores de metabolitos estdo proximos
aos valores encontrados na literatura, de acordo com as condi¢des de cultivo:
intensidade de luz e temperatura (Labate & Leegood, 1990; Neuhaus et al., 1990;
Stitt et al., 1990), como pode ser visto na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de PGA, TP (umol.mg " Chl) e PGA/TP, para tabaco, espinafre
e cevada, medidos em intensidade de luz de 1000umol.m?s™” e temperatura de

25°C (dados extraidos de Labate & Leegood, 1990; Neuhaus et al., 1990; Stitt et
al., 1990).

Contetido de metabolito (nmol.mg™” Chl)

PGA TP PGA/TP
tabaco 500 100 5,0
cevada 240 55 4,8

espinafre 350 60 5,7




98

Tabela 5. Conteido de metabélitos em plantas cultivadas em SOumol.m™>.s”. Os
dados sdo médias de 6 plantas + desvio padrdo, onde TRA corresponde

as plantas transgénicas e S as selvagens.

100umol. m>.s™
conteiido de metabdlitos (nmol.mg-1Chl) Relagido de metabolitos (mol/mol)
Tipode PGA TP ATP ADP G6P F6P PGA/TP ATP/ADP G6P/F6P
planta '
TRA 353147 6148 181438 85432 43+9 65138 58 2,2 0,7
S 3641110 46421 74427 89451 92439 98440 84 03 0,9
1000pmol.m>.s™
conteiido de metabélitos (nmol.mg-1Chl) Relagdo de metabolitos (mol/mol)
Tipode PGA TP ATP ADP G6P Fep PGA/TP ATP/ADP G6P/F6P
planta
TRA 259+54 73x17 89432 1501-49 217468 56127 3.5 0,6 3.9

S 320+174 92421 121443 86137 174 +62 59+7 3,5 1,2 29
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Sabe-se que durante a fotossintese, ATP ¢ consumido nas
reagOes catalizadas por 3-fosfoglicerato lsinase e ribulose-5-fosfato kinase, que
sdo reagdes reversiveis, da mesma maneira que a reagdo catalisada pela
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase que consome ATP. Como a reagdo de
reducio de PGA para triose-fosfato ¢ mantida no equilibrio durante a

fotossintese, a relagdo:

[PGA].[ATP]. [NADPH]. [H']

[Triose.P]. [ADP]. [NADP+]. [P;]

permanece proxima ao equilibrio, e mudangas na relagdo entre PGA/TP, indicam

mudangas na relagdo:

[ATP]. [NADPH). [H']

[ADP]. [NADP+]. [P]

Assim, a forga assimilatéria, que mede a capacidade do transporte de elétrons em
regenerar ATP e NADPH, pode ser estimada pela relagdo PGA/TP (Dietz &
Heber,1986).

Pode-se observar que na intensidade luminosa de
100umol.m>s”, o conteddo de PGA ndo difere entre as plantas transgénicas e
selvagens, mas a razdo PGA/TP ¢é maior nas plantas selvagens, indicando uma

limitagdo na redugdo de PGA para TP em fungdo do fornecimento de NAPDH e
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ATP. De fato o conteido de ATP ¢é duas vezes maior nas plantas transgénicas em
relacdo a selvagem, e como o conteudo de ADP ¢ praticamente 0 mesmo, a
relagio ATP/ADP € maior nas plantas transgénicas.

Em condig¢des de baixa intensidade luminosa, a fotossintese é
limitada pela capacidade do transporte de elétrons em regenerar ATP e NADPH
(Heber et al., 1987). Estes resultados indicam que em baixa luminosidade as
plantas transgénicas t€ém uma maior capacidade de regenerar ATP, o que leva a
uma maior redugdo de PGA e maior fotossintese. Esta maior capacidade de
regenerar ATP pela planta transgénica ja havia sido observada através dos
pardmetros de fluorescéncia da clorofila @, onde os valores de ¢psy, Figura 16 D,
sdo sempre maiores nas plantas transgénicas, indicando a maior eficiéncia do
transporte de elétrons pelo fotossistema II.

A relagdo G6P/F6P indica a compartimentagdo das hexoses
dentro da célula, onde valores entre 1 € 2 mostram uma compartimenta¢do no
cloroplasto e a sintese predominante de amido, e valores entre 3 ¢ 5 uma
compartimentalizagdo citoplasmatica e sintese predominante de sacarose
(Gerhardt et al., 1987). A relagio G6P/F6P foi menor que 1 para as plantas
transgénicas e selvagens.

Nos experimentos realizados na intensidade de luz de
1000umol.m™ s, pode-se observar que a relagio PGA/TP foi similar para os dois
tipos de plantas, mas a relagdo ATP/ADP foi menor para as plantas transgénicas.
Conforme visto no item 4.3.2, o transporte de elétrons nestas condig¢Ges ndo foi
um fator limitante para a produgdo de ATP, indicando entdo uma limitagdo na
reciclagem de P;. Esta hipotese é enfatizada pelos dados de G6P/F6P, onde os
valores de 3,9 e 2,9, indicam um fracionamento favorecendo a sintese de

sacarose, como uma maneira de compensar a maior demanda por P;. Entretanto,
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parece que as plantas transgénicas sdo menos eficientes, em condi¢Ges de alta
luminosidade, na reciclagem de P; através da sintese de sacarose.

A Tabela 6 apresenta os dados de conteudo de metabdlitos de
folhas de plantas cultivadas em intensidade luminosa média, SOOp.mol.m"z.s'1 e,

como no caso anterior, os experimentos foram conduzidos em duas intensidades

luminosas: 100umol.m™?.s’ e 1000umol.m™.s’ e com concentragio externa de
850ppm de CO,, para minimizar os efeito da fotorrespiragéo.

Nas condi¢des de 100pmol.m?s’ pode-se verificar que o
valor de PGA ¢ inferior nas plantas transgénicas, a relagdo PGA/TP ¢€
ligeiramente inferior e a relagdo ATP/ADP ¢ muito maior nas plantas transgénicas
que selvagem e, a taxa de fotossintese, Figura 15 e Tabela 2, também € superior
para as plantas transgénicas independente da concentragdo de CO,. O conteudo
total de hexoses fosfato é semelhante para os dois tipos de planta e a relagdo
G6P/F6P também foi préoxima de 1 para as duas, indicando a compartimetagéo
das hexoses no cloroplasto e sintese predominante de amido. Como no
experimento anterior, estes resultados indicam que em baixa luminosidade as
plantas transgénicas tem uma maior capacidade de regenerar ATP, o que leva a
uma maior reducdo de PGA e maior fotossintese, sendo que este padrdo de
assimilagdo foi independente das condigGes em que as plantas foram cultivadas:

baixa (50pmol.m™.s™) ou média (500pmol..s?) intensidade de luz.
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Tabela 6. Conteudo de metabélito em plantas cultivadas em 500pmol.m?2s™. Os
dados sdo médias de 6 plantas + desvio padrdo, onde TRA corresponde

as plantas transgénicas e S as selvagens.

100pmol.m™.s™
conteudo de metabélitos (nmol.mg-1Chl) Relagio de metabélitos (mol/mol)
Tipode PGA TP ATP ADP G6P F6P PGA/TP ATP/ADP G6P/F6P
planta
TRA 263191 49+25 69419 39+7 72439 70+15 54 1,8 1,0
S 312476 48429 4048 144491 63+20 91164 6,5 0,3 0,7
1000pumol.m™ s
conteudo de metabélitos (nmol. mg-1Chl) Relagio de metabélitos (mol/mol)
Tipode PGA TP ATP ADP G6P F6P PGA/TP ATP/ADP G6P/F6P
planta
TRA 244424 2344 33+11 146+75 57411 43%22 10,6 0,2 1,3

S 212437 3416 4819 2418 49+18 4115 6,5 2,0 1,2
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Os resultados dos experimentos realizados em intensidade de
1000umol.m? s”, mostram que a maior capacidade de absorver luz das plantas
transgénicas tem um efeito negativo sobre o seu metabolismo fotossintético. Além
da planta transgénica apresentar menor taxa fotossintética, Figura 15 e Tabela 2,
também apresenta maior conteudo de PGA, maior relagio PGA/TP e uma relagdo
ATP/ADP muito baixa, principalmente se comparada a selvagem. Isto indica que
nestas condig¢bes ocorre uma grande limitagdo para a sintese de ATP, levando a
uma menor redugdo de PGA e, provavelmente, a limitagdo destas plantas reside
no fato de uma reciclagem insuficiente de P;, conforme sera discutido no item a
seguir, sobre contetiddo de carboidratos.

Pode-se observar nas Tabelas 5 e 6 que algumas analises
apresentam valores de desvio padrdes elevados, porque resultam de uma série de
reagdes enzimaticas. Entretanto a analise do conjunto de dados obtidos neste
trabalho: assimilagdo de CO,, fluorescéncia da clorofila a e analise de
metabolitos, indicam que as plantas transgénicas apresentam uma vantagem em
relagdo as selvagens, quando cultivadas em baixa luminosidade devido a sua
maior capacidade de regenerar ATP e NADPH.

Quando uma planta estd em baixa luminosidade ou baixa
concentragdo de CO,, a taxa de fotossintese pode ser aumentada pelo aumento da
intensidade luminosa ou pela concentragdo de CO,. Entretanto, ha um ponto de
satura¢do, onde nem o aumento de luz, nem o aumento da concentragdo de CO,
levam a um aumento da fotossintese. Neste ponto parece que pelo menos um dos
componentes do aparelho fotossintético ndo pode operar mais rapido e isto pode
ser devido: a taxa de reciclagem do centros fotoquimicos; a capacidade de
transporte de elétrons; ou a taxa na qual o ATP e NADPH podem ser consumidos

nas reagdes do metabolismo do carbono que convertem CO, e H;O ao produto
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final (Stitt, 1986). Entdo, durante a fotossintese, a maioria do carbono fixado €
exportado para o citosol como triose-fosfato e convertido a sacarose, liberando
fosfato inorganico (P;). Este P; retorna ao cloroplasto em uma troca por mais
triose-P que deve ser precisa. A taxa de sintese de sacarose deve entdo estar
ajustada de maneira que quantidade suficiente de P; seja liberada para manter sua
concentragdo no estroma e permitir que as reagdes ocorram eficientemente no
estroma e tilacoide (Stitt, 1987; Stitt et al., 1988).

Experimentos realizados para investigar quais o0s
componentes do metabolismo de carbono seriam responsaveis pela restrigdo da
fotossintese em condi¢des de saturagdo luminosa e CO, (Stitt, 1986; Sharkey et
al., 1986; Labate & Leegood, 1988; Stitt & Quick, 1989) mostraram que nestas
condi¢des a limitagdo principal reside na capacidade de reciclar P; durante a
sintese de sacarose no citosol e ndo na capacidade de transporte de elétrons.
Medidas do nivel de metabolitos durante o equilibrio da fotossintese € em
condigdes de aumento transitoério foram feitas para provar que nio ocorre uma
completa utilizagdo da capacidade de transporte de elétrons em condi¢des de

saturagdo de luz. Para isso, a intensidade de luz de 1500uE.m™s” foi diminuida

para 180uE.m™ s, por 30s e em seguida retomou para 1500pE.m™s™. Houve um
aumento de 40% da taxa de evolugdo de O, sobre aquela do nivel de equilibrio,
seguido de uma inibigdo até voltar as condigGes de equilibrio. A queda da
intensidade luminosa produaiu um decréscimo da relagio ATP/ADP, enquanto o
nivel de PGA aumentou ( Stitt, 1986). Segundo os autores (Stitt, 1986; Sharkey et
al., 1986) estes resultados fornecem evidéncias de que a limitagdo da fotossintese
em condi¢des de saturagdo de luz e CO, ndo € devida a limitagdo na capacidade
de transporte de elétrons: o aumento de 40% na taxa de evolugdo de O, nas
condi¢des descritas indicam que o fluxo através da cadeia de transporte de

elétrons e a pfoduqﬁo e consumo de ATP e NADPH caminham mais rapidamente
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que aquele necessario para manter o nivel de equilibrio da fotossintese. Os
resultados também indicam que a capacidade para reciclagem do Ciclo de Calvin-
Benson e para carboxilagdo também ndo estdo sendo completamente utilizados
durante o estado de equilibrio da fotossintese. O aumento transitério da
fotossintese, e da relagdo ATP/ADP e queda de PGA/TP nestas condigGes,
podem ser explicadas se houver uma restrigio da disponibilidade de P; para
limitar a taxa de fotossintese nas condigdes de equilibrio da mesma.

A limitagdo de P; pode ocorrer “in vivo” da seguinte
maneira: em condi¢des de saturagdo de luz ou CO,, a capacidade maxima para
sintese de sacarose € consequéncia da taxa maxima de fotossintese, bem como a
atividade da enzima SPS, cuja atividade sera maxima em altas concentragdes de
fosforilados intermediarios e baixa concentragdo de P; no citosol. Deste modo, ha
um conflito entre as necessidades para a sintese rapida de sacarose e por
fosforilagdo, pois a triose-P deve ser exportada rapidamente para o citosol,
aumentando a relagdo TP/P;, exigindo uma reciclagem maior de P;. Se a sintese de
sacarose estiver em excesso em relagdo a taxa de fotossintese, entdo serdo
necessarias somente pequenas alteragdes nos fosforilados intermediarios e de P;
para permitir que a sintese seja ativada, sem que a reciclagem de P; seja limitante.
Entretanto, quando a taxa de fotossintese se aproxima da maxima capacidade da
sintese de sacarose, a maior relagdo TP/P; que sera necessaria no citosol para
aumentar a sintese de sacarose, exige maior reciclagem de P;, para manter sua
concentragdo no estroma € isto comeca a limitar a taxa de fotossintese (Stitt &
Heldt, 1985). A fotossintese pode também ser inibida se a triose-P for exportada
muito rapidamente para o citosol, em niveis que levem & uma diminuig¢do dos
metabolitos do ciclo de Calvin-Benson (Stitt, 1987).

A partir destes trabalhos e dos dados obtidos nos

experimentos com alta intensidade luminosa, pode-se sugerir que, embora em
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condig¢des de alta luminosidade a sintese de sacarose seja favorecida, a demanda
por P; para fotofosforilagdo nas plantas transgénicas € muito alta, devido ao
aumento da capacidade de transporte de elétrons e a reciclagem ndo ¢ tdo rapida
quanto a necessaria, diminuindo deste modo a sintese de ATP, sendo portanto um

ponto fundamental da limita¢do da fotossintese para as plantas transgénicas.

4.2.4 Contenido de carboidratos durante o desenvolvimento

A Tabela 7 apresenta o conteudo de carboidratos medidos em
folhas jovens (Tabela 7A) e folhas maduras (Tabela 7B) em plantas cultivadas em
50 e 500pmol.m™.s™.

Nas folhas jovens, Tabela 7A, o conteddo de amido e
sacarose ¢ proporcional para cada tipo de planta independente da intensidade
luminosa, mostrando que ndo ha alteragdes no fracionamento, ou seja amido e
sacarose sdo produzidas na mesma proporgdo (Stitt et.al., 1990) e o contettido de
carboidratos total € 2 a 3 vezes maior nas plantas transgénicas.

Para as folhas maduras, Tabela 7B, o conteido de amido e
sacarose € proporcional para as plantas selvagens independente da intensidadede
luz. Nas plantas transgénicas a proporgdo entre amido e sacarose variou de acordo
com a intensidade luminosa. Plantas cultivadas em baixa luminosidade
apresentaram mais sacarose; com o aumento da intensidade de luz houve um
grande acimulo de amido. Nestas condigGes, as plantas transgénicas apresentaram
70% mais amido que as selvagens e o conteudo total de carboidratos também foi
superior, cerca de 49% (diferengas significativas, segundo Teste F ao nivel de 5%
de probabilidade) (Pimentel Gomes, 1976).



107

Tabela 7.

A. Conteudo de amido e sacarose em folhas jovens. Os dados representam médias
de 4 plantas + desvio padrio em pmol hexoses equivalentes.mg”’ chl e as folhas
foram coletadas em alta intensidade de luz (1000 yumol.m™s™) apds 2 horas do

inicio do periodo luminoso.

Tipo de planta Amido Sacarose Carboidrato Total
plantas cultivadas em 50pmol.m?.s™

Transgénica 1,410,2 1,610.4 3,010,6

Selvagem 0,610,2 0,840,1 1,410,3

plantas cultivadas em 500pmol.m>.s™
Transgénica 1,840,5 1,410.4 3,240,9
Selvagem 0,610,3 - 0,410,1 1,010,4

B. Conteudo de amido e sacarose em folhas maduras. Os dados representam
médias de 4 plantas + desvio padrio em pmol hexoses equivalentes.mg™ chl e as
folhas foram coletadas em alta intensidade de luz (1000 pmol.m>s™) apés 2

horas do inicio do periodo luminoso.

Tipo de planta Amido Sacarose Carboidrato Total
plantas cultivadas em 50pmol.m>.s”

Transgénica 1,240,5 2,1+1,4 3,3%1,6

Selvagem 1,240,4 1,840,1 3,0+1,9

plantas cultivadas em S(mumol.m'z.s'1
Transgénica 7,0£2,8 4,8+1,8 11,8+4,6
Selvagem 4,1%1,9 3,8%1,9 7,943,8
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Segundo Stitt (1991), um grande numero de trabalhos tem
mostrado que a fotossintese ¢ inibida quando a demanda para fotossintatos no
restante da planta ¢ menor e ¢ estimulada quando a demanda € maior. As
evidéncias incluem estudos nos quais a relagdo fonte/dreno ¢ manipulada, como
mibi¢do do seu metabolismo (Stitt et al., 1990) ou inibi¢do da exportagdo pela
folha (Goldschmidt & Huber, 1992). A hipotese da inibigdo da fotossintese pelo
produto final foi proposta ha mais de cem anos, no entanto, a existéncia de uma
relagdo entre acimulo de carboidrato e inibi¢do da fotossintese € ainda bastante
controvertida (Stitt, 1991).

Dois mecanismos tém sido propostos para explicar como o
acimulo de carboidratos pode inibir a taxa de fotossintese: gridos de amido
grandes podem romper fisicamente os cloroplastos (Stitt, 1991); ou niveis
elevados de carboidratos podem levar a uma retroinibi¢do da sintese de
carboidratos pois o P; ndo esta reciclando suficientemente rapido e € neste
mecanismo que iremos enfatizar esta discussio.

Como visto anteriormente, a sacarose € sintetizada no citosol
a partir de TP, que € exportada a partir do cloroplasto através do translocador de
fosfato na troca por P; (Stitt & Quick, 1989). Quando a sintese de sacarose ¢
inibida ocorre um acumulo de metabdlitos fosforilados no citosol € menos P; €
reciclado para o cloroplasto, levando a uma inibigdo da fotossintese (Herold,
1980). A regulacdo da sintese de sacarose inclui dois elementos-chave: a
regulacdo da enzima citosolica Frul,6-Pase pelo metabolito sinal Fru2,6 bisP; e a
regulagdo da enzima SPS, sendo que estes mecanismos aumentam a taxa de
sintese de sacarose em resposta ao aumento da fotossintese e inibem a sintese
quando ha um acumulo de sacarose nas folhas (Stitt, 1987; Stitt & Quick, 1989).

Sabe-se que, a primeira reagdo reversivel da sintese de

sacarose ¢ catalisada pela Frul,6Pase que € inibida por Fru 2,6 bisP. Quando a
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fotossintese aumenta ha uma queda no conteudo de Fru2,6bisP devido ao
aumento de PGA e isto ativa a enzima Frul,6Pase aumentando a sintese de
sacarose. Quando a taxa de produgdo de hexose-fosfato excede seu uso para
sintese de sacarose, hA um aumento de Fru2,6bisP, que inibe o fluxo para
sacarose e estimula para a sintese de amido (Stitt, 1987; Scott et al., 1995).
Portanto, a sintese de sacarose ¢ regulada por um balango entre mecanismos de
“feedforward” e “feedback” e a interagdo entre estes mecanismos determina se o
acumulo da sacarose levara a mudangas no fracionamento ou a inibi¢do de sua
sintese, e isto dependera das condig¢Ges de cultivo das plantas, como por exemplo
intensidade luminosa (Neuhaus et al., 1990).

A inibigdo da sintese de sacarose podera diminuir a
fotossintese através de mudangas na disponibilidade de P;. Estudos feitos em
cloroplastos isolados mostram que quando a fotossintese € inibida por baixas
concentragdes de P; do meio, ocorre uma diminui¢do da razio ATP/ADP, um
acumulo de PGA e a sintese de amido € estimulada pois o aumento de PGA ativa
a enzima ADP-glucose pirofosforilase (Heldt et al., 1977). Ha evidéncias de que
esta sequéncia ocorra nas folhas onde a sintese de sacarose € inibida, pois ja foi
observado que o estimulo para a sintese de amido em folhas de espinafre
contendo elevados niveis de sacarose ¢ acompanhado por um aumento do nivel de
PGA (Neuhaus et al., 1990).

Varios estudos indiretos foram feitos para investigar se a
fotossintese em folhas seria limitada por P; e mostraram que nestas condigdes a
fotossintese foi insensivel ao Oy; foi estimulada quando P; foi adicionado através
do fluxo de transpiragdo; houve um decréscimo na razio ATP/ADP, um aumento
de PGA e desativagdo da RUBISCO. Estes resultados foram observados em
mutantes com menor taxa de sintese de sacarose e amido (Neuhaus et al., 1989);

apos adicdo de inibidores da sintese de sacarose, ou durante transigdes para baixa
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temperatura (Labate, 1989; Labate & Leegood, 1988; 1990), indicando que a
fotossintese pode ser limitada por P; “in vivo” quando ha inibi¢do da sintese do
produto final ou quando um estimulo para fixagdo de CO, levam a um
desequilibrio entre fixagdo de CO, e sintese de amido ou sacarose.

Portanto, a partir dos dados de fluorescéncia de clorofila,
Figura 16B, de conteudo de metabdlitos, Tabelas 5 e 6, e de conteudo de
carboidratos, Tabela 7, podemos sugerir que a limitagdo da fotossintese para
plantas transgénicas analisadas em alta intensidade luminosa ¢ devida a limitagéo

da reciclagem de P; pela sintese de sacarose.

43 MEDIDA DA ATIVIDADE DA ENZIMA SACROSE FOSFATO
SINTASE

A Tabela 8 apresenta os valores da atividade da enzima SPS
em pmolh'.mg'chl, para as plantas transgénicas e selvagens cultivadas em

50pmol.m™s” nas condigdes de limitagio de F6P, UDPG e de Vax, conforme

descrito no item 3.4.
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Tabela 8: Atividade da enzima SPS de plantas transgénicas e selvagens cultivadas
em 50umol.m?s”. Os dados sdo médias de 4 experimentos com 4 plantas
de cada fendtipo por experimento, onde —F6P e —UDPG referem-se as

condi¢des limitantes para estes metabolitos.

Tipo de Atividade da SPS (umol.h™ mg™chl)

Planta -Fé6P -UDPG V max
transgénica 1,171£0,53 1,3240,42 4,48+1,6
selvagem 1,3010,45 1,4510,50 3,20%0,77

Podemos observar que para as condi¢des de limitagdo, —F6P
ou -UDPG as plantas transgénicas e selvagens ndo apresentaram diferencas
significativas, de acordo com o Teste F, quanto a atividade das enzimas e estes
resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura (Huber et al., 1989).
Nas condi¢des de V., a atividade foi maior para os dois tipos de planta, sendo
cerca de 40% superior para as plantas transgénicas.

Como visto anteriormente, o tabaco segundo a classificagdo
proposta por Huber et al. (1989), pertence ao grupo III, ou seja espécies onde a
atividade da enzima SPS é aumentada somente como resultado de aumento dos
niveis de substrato e a enzima nio sofre modificagdes covalentes (fosforilagdo da
proteina) em resposta a luz. Sdo espécies que acumulam primariamente amido
durante o periodo luminoso, pois contém invertase acida soluvel nos vacuolos das
células das folhas que inibem o acaimulo da sacarose durante o periodo luminoso,
sendo mais sensiveis a uma inibig¢do da fotossintese por retroinibigdo em resposta

ao acumulo de metabolitos. Entdo, para estas plantas, uma reciclagem excessiva
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da sacarose e outros agucares no citoplasma poderia resultar em uma inibi¢do do
Ciclo de Calvin e fotossintese (Huber, 1989; Huber et al., 1989; Huber & Huber,
1992). Este tipo de regulagdo para a enzima SPS de tabaco justifica o aumento
da atividade da enzima encontrado nas plantas transgénicas, pois nestas condigdes
de cultivo, apresentam a taxa de assimilagdo de CO, superior em relagdo a
selvagem (Tabela 1).

Sharkey et al. (1991), analisando plantas transgénicas de
tabaco com excesso de fitocromo, observaram que além de possuir maior
capacidade fotossintética em condig¢des de saturagdo de CO,, cerca de 72% maior,
as plantas transgénicas também apresentaram maior atividade da enzima SPS,
cerca de 90% maior em relacdo as plantas selvagens. Quick et al. (1991),
estudando plantas trangénicas de tabaco com menor expressdo do gene para a
sub-unidade menor da RUBISCO (rbcS), verificaram que uma diminui¢do da
enzima RUBISCO, inibiu fortemente a taxa de fotossintese € também a atividade
da enzima SPS. Estes resultados parecem concordar com a premissa de que a
atividade da SPS em tabaco € alterada em fungdo do nivel de substrato e,
confirmam os dados encontrados no presente trabalho, na qual observa-se que a
maior capacidade fotossintética das plantas transgénicas em baixa luminosidade,

aumentou também a atividade da enzima SPS.

44 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS DA
ASSIMILACAO DO NITROGENIO

4.4.1 Medida da atividade da Nitrato Redutase

A Tabela 9 apresenta os dados de atividade da enzima Nitrato

Redutase em U. mg” chl. (nmol.min™.mg”chl), na presenga e auséncia de Mg+2
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(+EDTA), como uma maneira de estudar o estado de fosforilagdo da enzima de
plantas transgénicas e selvagens cultivadas em baixa luminosidade
(50umol.m™s™). A tabela mostra também o estado de ativagdo, que ¢
determinado como a relagéo entre a atividade na presen¢a de Mg™ e a atividade

total , obtida na presenga de EDTA.

Tabela 9: Atividade da enzima Nitrato Redutase, em  presega de Mg e na
auséncia de Mg” (+EDTA) em U.mg-1 chl. Os dados sio médias de 5

experimentos com 4 plantas de cada tipo por experimento.

Tipo de Atividade U.mg"chl (nmol.min™.mg"chl)
planta +Mg"? +EDTA % Ativacio
transgénica 23,60+7.0 32,97+10,0 0,72
selvagem 16,89+3,06 25,0616,34 0,67 -

Pode-se verificar que a atividade da enzima NR ¢ sempre
superior nas plantas transgénicas em relacdo as selvagens, embora o estado de
ativa¢do seja quase o mesmo para os dois tipos de plantas. Sabe-se que a atividade
da NR € modulada através de um processo de fosforilagdo/desfosforilacido
reversivel da proteina, em resposta a mudangas na disponibilidade de luz e CO..
Um descréscimo na fotossintese leva a uma diminui¢do do estado de ativagdo e
como consequéncia a estado de fosforilagdo da enzima responde aos niveis de
produtos da fotossintese (Ferrario et al., 1996). A capacidade fotossintética das
folhas tem uma correlagdo positiva com o conteudo de nitrogénio, possivelmente
porque este € usado na sintese dos componentes do aparelho fotossintético e a
modulagdo da atividade das enzimas SPS, PEP carboxilase ¢ NR contribui para a

sincronizagdo entre assimilagdo de nitrogénio, fixagdo de carbono e
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fracionamento de carbono. Ja foi verificado que as plantas respondem a um
deficite de suprimento de CO, pela limitagdo da assimilagdo do nitrogénio, € o
inverso também ocorre (Foyer et al., 1994).

Foi observado que folhas de N. p/lumbaginifolia adaptadas ao
escuro tiveram o nivel de transcrigdo da NR aumentado em 24h pelo fornecimento
de glucose, sacarose ou frutose, bem como a quantidade de proteina e a atividade
aumentaram conjuntamente. Como a sacarose é derivada diretamente da
fotossintese e € o principal carboidrato transportado na planta, a inducdo da NR
por estes agucares sugere que a luz regula a atividade da enzima, pelo menos em
parte, através da sintese de carboidratos pela fotossintese. Estes resultados
indicam que esta regulagdo tem como objetivo controlar a redugido do nitrato em
fungdo de alteragées no conteudo de metabolitos de carbono e de nitrogénio
(Vincentz et al., 1993).

Esta regulacdo coordenada entre os dois ciclos justifica entdo
o aumento da atividade da enzima nitrato redutase nas plantas transgénicas
cultivadas em baixa luminosidade pois, como visto, apresentam maior taxa
fotossintética e também maior conteido de sacarose, em relagdo as plantas
selvagens, e pode ser este um dos mecanismos que levou a alteragdo da atividade

total da enzima.

4.4.2 Medida da atividade da Glutamina Sintetase

A Tabela 10 apresenta os dados de atividade da enzima
Glutamina Sintetase em U.mg 'prot. (umol.min™".mg”prot) de plantas transgénicas

e selvagens cultivadas em baixa intensidade luminosa (50pmol.m™>.s™).
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Tabela 10: Atividade da enzima Glutamina Sintetase. Os dados sio médias de

sete experimentos com 4 plantas de cada fenétipo, para cada experimento.

Tipo de planta Atividade U.mg” prot
transgénica 0,27510,06
selvagem 0,26410,064

Como podemos observar, ndio ha mudangas em relagdo a
atividade da enzima para as plantas trangénicas e selvagens. Héusler et al. (1994
a, b), estudando plantas de cevada com atividade reduzida das enzimas glutamina
e glutamato sintetase, observaram que pequenas mudangas na atividade destas
enzimas podem afetar ndo apenas o metabolismo de nitrogé€nio, bem como o de
carbono: assimila¢do de CO, e consumo de elétrons. Nos mutantes com atividade
reduzida de GS, a necessidade de elétrons para assimilagdo de CO, foi menor que
para as plantas selvagens, mostrando que a enzima exerce um certo controle sobre
o transporte de elétrons e assimilagdo de CO,. Apesar destas relagfes, ndo
encontramos alteragdo na atividade da enzima, nas condi¢des em que os

experimentos foram realizados.

45 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE AMIDO E

CARACTERIZACAO DE PROTEINAS DE RESERVA DAS SEMENTES.

4.5.1 Determinacio do conteiido de amido de reserva das sementes

O resultado da analise de amido das sementes mostrou que a

quantidade de amido expressa em nmol de hexose equivalentes.mg’sem. foi de
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92,5 para as sementes derivadas de plantas transgénicas e de 57 para as sementes
de plantas selvagens, representando um aumento de 62%.

Como no caso de folhas, em tecido de reserva a sintese de
amido ocorre predominantemente através da via da ADP-glucose e estudos
indicam no momento em que a sintese € iniciada durante o desenvolvimento do
endosperma, ha uma grande atividade fosforilase e pouca atividade da amido
sintase, que aparece nos estagios finais do desenvolvimento. Por exemplo, em
V.faba, a fase de sintese de amido ocorre do meio para o final do
desenvolvimento da semente, onde os cotilédones recebem carboidratos do
floema, principalmente como sacarose. Esta sacarose é quebrada no citosol, € a
hexose-fosfato formada entra no amiloplasto, onde acontece a sintese de amido,
através da acdo das enzimas AGPase, amido sintase e enzimas de ramificagédo
(Weber et al., 1995). A regulagdo da enzima ADP-glucose pirofosforilase
(AGPase) dos tecidos ndo fotossintéticos, em geral, é similar a de tecidos foliares,
em relagdo a ativagdo por um aumento na relagdo PGA/P; (Preiss & Greenberg,
1969; Preiss & Levi, 1980; Stitt & Sonnewald, 1995; Weber et al., 1995).

Portanto o aumento de 62% de amido encontrado nas
sementes das plantas transgénicas pode refletir o aumento de amido das folhas
maduras de plantas cultivadas na casa de vegetagdo, indicando uma ativagido da
enzima ADP-glucose pirofosforilase nestas condigdes de restricdo de P;. Também
devemos considerar que as plantas transgénicas por terem um florescimento tardio
em relagdo as selvagens, apresentam maior biomassa e niamero de folhas durante a
época de florescimento, formagdo, enchimento e maturagdo dos frutos. Este fato
pode ser uma vantagem em relagao as selvagens, pois aumenta a “fonte” neste

periodo de formagdo das sementes.
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4.5.2 Determinacio da composicio e contetido das proteinas de reserva

A Figura 17 apresenta o perfil eletroforético da fragdo
globulina mais albumina, corado com solugdo 0,2% de “Comassie Brilliant Blue
CBB”. Pode-se observar que ha apenas uma diferenga entre os perfis das plantas
transgénicas e selvagens, que ¢ a auséncia de uma banda na canaleta referente a
planta transgénica, de peso molecular estimado em 70kD.

A Figura 18 apresenta o perfil eletroforético da fragdo
albumina, corada pelo método de nitrato de prata, que apresenta um maior poder
de resolugdo. Observa-se apenas uma diferencga entre os perfis das duas plantas,
ou seja a presenga de uma banda na canaleta referente "a planta transgénica de
peso molecular estimado em 20kD.

A Figura 19 apresenta o perfil eletroforético da fragdo
globulina, corado pelo método de nitrato de prata e, por apresentar maior
resolugdo, apresenta outras bandas que ndo foram visualisadas com a coloragdo de
“Comassie Briliant Blue”. A canaleta referente a planta transgénica mostra
auséncia de quatro bandas de peso molecular estimado em 70kD, 40,7kD, 24kD e
23kD, onde a de 70kD corresponde a que foi mostrada no perfil eletroforético
corado com “Comassie Brilliant Blue”.

A Figura 20 apresenta o perfil eletroforético da fragdo
glutelinas corada com solugdo 0,2% de “Comassie Brilliant Blue” e foram
observadas trés diferengas: a presenga de uma banda de peso molecular estimado
em 56,5kD na canaleta referente a planta transgénica e, também, a auséncia de
duas bandas de peso estimado em 27kD e 17,4kD. Esta fragdo ndo representa
grande importincia em termos de proteina de reserva.

Todos os géis foram lidos em densitémetro HOEFER GS-300

(Hoefer Scientific Instruments - San Francisco) em 567nm para caracterizagdo
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quantitativa. Os resultados obtidos confirmaram os da analise qualitativa, ou seja,
que as maiores alteragdes ocorreram na fragdo globulina, o principal componente
das proteinas de reserva de tabaco.

Sabe-se que a expressdo dos genes para proteinas de reserva
¢ regulado na fase de transcricdo e pOs-transcrigdo e que também podem ser
regulados por alguns metabdlitos, como os agucares soluveis, onde um elevado
nivel destes agucares pode reduzir a quantidade de globulinas (Tumer et al., 1990;
Wobus et al.,, 1995). Podemos sugerir entdo que estas alteragdes na fracdo
globulina das proteinas de reserva das plantas transgénicas possam ser devidas a

mudangas no nivel de metabolitos, principalmente dos agucares solaveis.
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Figura 17: Perfil eletroforético da fragdo albumina mais globulina corados com
solugdo 0,2% de “Comassie Briliant Blue” (A) e sua representagdo esquematica
(B), onde T refere-se a plantas transgénicas, S a plantas selvagens, PM ao peso
molecular, cujos valores aparecem em kD e O a origem da eletroforese. A seta

indica a diferenga encontrada entre os dois tipos de plantas: auséncia da banda de

70kD na canaleta referente a planta transgénica.
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Figura 18: Perfil eletroforético da fragdo albumina corado pela metodologia de
nitrato de prata (A) e sua representagdo esquematica (B), onde T refere-se a
plantas transgénicas, S a plantas selvagens, PM ao peso molecular, cujos valores
aparecem em kD e O indica a origem da eletroforese. A seta indica a diferenga

encontrada entre os dois tipos de plantas: presenga da banda de 20kD na canaleta

referente a planta transgénica.
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Figura 19: Perfil eletroforético da fragdo globulina corado pela metodologia de
nitrato de prata (A) e sua representagdo esquematica (B), onde T refere-se a
plantas transgénicas, S a plantas selvagens, PM ao peso molecular, cujos valores
aparecem em kD e O indica a origem da eletroforese. As setas indicam as
diferencas encontradas entre os dois tipos de plantas: auséncia das bandas de

70kD, 40,7kD, 24kD e 23kD na canaleta referente a planta transgénica.
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Figura 20: Perfil eletroforético da fragdo glutelina corado com solugdo 0,2% de
“Comassie Briliant Blue”(A) e sua representagdo esquematica (B), onde T refere-
se a plantas transgénicas, S a plantas selvagens, PM ao peso molecular cujos
valores aparecem em kD e O a origem da eletroforese. As setas indicam as
diferengas encontradas entre os dois tipos de plantas: a presenga de uma banda de
56,5kD e a auséncia de duas bandas de peso estimado em 27kD e 17,4kD na

canaleta referente a planta transgénica.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS DE CONTINUIDADE

O aumento do complexo clorofila a/b - proteina em plantas
transgénicas de tabaco resultou em alteragdes morfologicas, fisiologicas e

bioquimicas importantes nestas plantas, apresentadas no diagrama a seguir:

Expressdo ectopica do gene Lhbl*2

4
Aumento da proteina CAB
4
Aumento no Aumento de Aumento da Modificagdo da
namero de espagos efici€ncia de atividade de
cloroplastos intercelulares  transporte de elétrons das enaimas
em condigdes limitantes SPS € NR
4 4 de luz
Aumento do tamanho das folhas 4
e biomassa Maior produgio
de ATP e NADPH
4 4
Atraso no florescimento Aumento da capacidade fotossintética
em condi¢des limitantes de luz
4 4
Maior conteudo de amido < Aumento da sintese de carboidratos

nas sementes em condig¢des limitantes de luz
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¢ O aumento do niimero de cloroplastos verificado nas plantas
transgénicas, pode ter sido o responsavel pelo aumento do tamanho das folhas, e
da biomassa, fatores importantes para maior adaptagdo destas plantas as

condi¢des limitantes de luz.

e O aumento dos espagos intercelulares pode ter sido
também um fator importante para o aumento do tamanho das folhas, e também
permitiu a difusdo mais rapida do CO, através do interior dos cloroplastos,
aumentando deste modo a concentragdo disponivel para a fixagdo do carbono. A
aparente organizagdo do parénquima paligadico contribui para o controle da
distribui¢do da luz intema, potencializando sua absor¢do e maximizando a fixagdo

de carbono, de acordo com as condig¢Ges ambientais de intensidade de luz.

e O aumento da expressdo do gene Lhchbl*2, levou a um
aumento da capacidade fotossintética das plantas transgénicas em condig¢des
limitantes de luz, e este aumento foi verificado em ambas as condi¢Ges de
intensidade de luz (50umol.m™s” e 500umol.m™.s") em que as plantas foram

cultivadas.

e Foi verificado também um aumento da eficiéncia do
transporte de elétrons, induzindo & uma maior produgdo de for¢a assimilatoria
(ATP e NADPH), que pode ser usada para aumentar a fixagdo do CO; disponivel
no estroma, permitindo o aumento da sintese de carboidratos pelas plantas

transgénicas, nestas condi¢des limitantes de luz.
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e Em condigdes de alta luminosidade, o aumento da
capacidade de absorver luz das plantas transgénicas ndo pode ser utilizada, e estas

apresentaram uma menor capacidade fotossintética.

e A expressdo constitutiva do gene Lhchl*2 também
modificou a a¢do de outras enzimas, indiretamente relacionadas com o Ciclo de
Calvin-Benson, como a SPS e a Nitrato Redutase. Ndo foi observada modificagdo

na atividade da enzima Glutamina Sintetase.

e Finalmente, outros efeitos pleitropicos do aumento da
expressio deste gene cab foram verificados, pois as plantas transgénicas
apresentaram maior contetido de amido nas sementes € alteragdes na composi¢do

das proteinas de reservas.

No presente trabalho as plantas foram cultivadas somente em
baixa e média intensidade luminosa, e as analises fotossintéticas foram realizadas
em baixa e alta luminosidade. Para melhor entendimento do comportamento
destas plantas em alta luminosidade, sera necessario o cultivo das mesmas nestas
condi¢gGes, bem como a analise de todos estes pardmetros fotossintéticos e
metabolitos, o que devera ser realizado como continuagio do presente trabalho.

Outro aspecto importante para trabalhos futuros sera verificar
os efeitos da expressdo deste gene em outras espécies, na medida que a expressdo
constitutiva do gene Lhcbl*2 apresentou aspectos bastante interessantes nestas
plantas de tabaco como aumento da capacidade fotossintética, aumento sintese de
carboidratos, de biomassa, e atraso no florescimento.

Podemos considerar também que esta expressdo constitutiva

do gene Lhcbl*2, pode ter modificado a ativagdo da RUBISCO, a principal
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enzima da fixa¢do do carbono, nas condi¢Ges limitantes de luz, através da agdo de
outra enzima, a RUBISCO ativase. Esta ¢ ainda uma hipétese que precisa ser

melhor investigada, o que devera ser realizado na continuagcdo de presente
trabalho.
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