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RESUMO

O ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA) é uma importante rota metabdlica que fornece substratos
para a respiracdo mitocondrial e a sintese de diversos aminodcidos. Em plantas, o fluxo
metabdlico ao longo do ciclo TCA € inibido na luz por mecanismos transcricionais e
postraducionais. Por exemplo, os genes associados ao ciclo TCA tém sua expressdo diminuida
em condicao luminosa. Ademais, sabe-se que o sistema tiorredoxina (TRX) mitocondrial ¢ um
regulador negativo da atividade de enzimas do ciclo TCA em folhas iluminadas. No entanto,
ndo se sabe como esse sistema contribui para a regulacio do metabolismo mitocondrial na
auséncia de luz. Esse conhecimento é de fundamental importancia, uma vez que o ciclo TCA €
um importante hub para a regulacdo do trade-off entre crescimento e tolerancia a diferentes
tipos de estresse. Dentro desta perspectiva, este estudo objetivou analisar a influéncia do sistema
TRX mitocondrial no controle dos fluxos metabdlicos através do ciclo TCA e rotas associadas
em condig¢des de luz e escuro. Para isso, realizamos um experimento de marcacio isotopica com
3C-HCO3 em folhas destacadas de Arabidopsis thaliana L. selvagem (WT) e em plantas
nocautes para os genes TRX ol (trxol.1), TRX h2 (trxh2.2), ou ambos NADPH dependente
TRX redutase A e B (ntra ntrb). As folhas foram alimentadas com *C-HCOjs e congeladas apds
0, 30 e 60 min sob condicdes de luz ou escuro. Os dados gerados por cromatografia gasosa
associada a espectrOmetro de massas foram utilizados para analisar o perfil metabodlico e a
distribuicdo do '*C derivado do '*C-HCOs. Além disso, a incorporagio de '°C relativa e
posicional em glicose e malato foi mensurada usando uma abordagem recentemente
estabelecida em nosso grupo. Nenhum enriquecimento de '*C foi observado em metabdlitos do
ciclo TCA em folhas WT iluminadas. No entanto, o conteiido de succinato aumentou, enquanto
alanina diminuiu na luz, sugerindo uma fonte alternativa de carbono para a sintese de succinato
em WT na luz. No escuro, houve um aumento significativo do conteido de malato, citrato e
succinato em WT, evidenciando uma maior atividade do ciclo TCA nesta condi¢do, quando
comparado com a luz. Em contraste ao WT, todos os mutantes mostraram mudancgas
substanciais tanto no contetido metabédlico quanto no enriquecimento de '*C, independente da
condi¢do imposta (luz ou escuro). Anélises multivariadas evidenciam que o duplo mutante ntra
ntrb apresentou mudangas metabdlicas mais dristicas, enquanto os mutantes trxol e trxh2
apresentaram perfil metabdlico intermedidrio, em comparacdo ao WT na luz e escuro.
Interessantemente, observamos enriquecimento de '*C em glutamina de trxol.1 na luz e no
glutamato de trxh2 e ntra ntrb no escuro. Ademais, houve aumento no enriquecimento de '*C
no carbono 4 do malato em #rxh2.2 na luz, como resultado da atividade da enzima

fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPc). Esses resultados sugerem que TRX o/ restringe o fluxo



de carbono para a sintese de glutamina, enquanto TRX A2 restringe a atividade de PEPc, ambos
na luz. Tomados em conjunto, nossos resultados fornecem evidéncias de que o sistema TRX é
um importante regulador das vias metabdlicas associadas ao ciclo TCA tanto no escuro como

na luz.

Palavras-chave: Ciclo TCA, marcagio isotdpica, tiorredoxinas, Arabidopsis thaliana.



ABSTRACT

The tricarboxylic acid (TCA) cycle is an important metabolic hub that provides substrates for
mitochondrial respiration and the synthesis of several amino acids. In plants, the metabolic
fluxes throughout the TCA cycle are inhibited in the light by transcriptional and
posttranslational mechanisms. For example, genes associated with the TCA cycle have their
expression reduced in light conditions. Furthermore, it has been shown that the mitochondrial
thioredoxin (TRX) system is a negative regulator of the activity of TCA cycle enzymes in
illuminated leaves. However, it is unknown how this system contributes to the regulation of
mitochondrial metabolism in the absence of light. This knowledge is of fundamental importance
since the TCA cycle is an important hub for regulating the trade-off between growth and stress
tolerance. Here, we aimed to analyze the influence of the mitochondrial TRX system on the
control of metabolic fluxes throughout the TCA cycle and associated pathways under light and
dark conditions. For this, we performed an isotopic labeling experiment with 3C-HCOs in
detached leaves of Arabidopsis thaliana L. (WT) and in knockout plants for the genes TRX ol
(trxol.1), TRX h2 (trxh2.2), or both NADPH-dependent TRX reductase A and B (ntra ntrb).
The leaves were subjected to '*C-HCOs feeding and frozen after 0, 30 and 60 min under light
or dark conditions. The data generated by gas chromatography coupled to mass spectrometer
was used to analyze the metabolite profiling and the distribution of *C throughout the
metabolism derived from '3C-HCOs3. In addition, relative and positional *C incorporation into
glucose and malate was measured using an approach recently established in our group. No *C
enrichment was observed in TCA cycle metabolites in illuminated WT leaves. However,
succinate content increased while alanine decreased in the light, suggesting an alternative
carbon source for succinate synthesis in WT. In the dark, there was a significant increase in the
content of malate, citrate and succinate in WT, evidencing a greater activity of the TCA cycle
under this condition, when compared to light. In contrast to WT, all mutants showed substantial
changes in both metabolite content and '*C enrichment, regardless of the imposed condition
(light or dark). Multivariate analyzes showed that the double mutant ntra ntrb showed more
drastic metabolic changes, while the trxo/ and trxh2 mutants showed an intermediate metabolite
profile, compared to WT under both light and dark conditions. Interestingly, we observed '*C
enrichment glutamine in frxol.1 in the light and in glutamate in trxh2 and ntrb ntrb in the dark.
Furthermore, there was an increase in the '*C-enrichment at the carbon 4 of malate in trxh2.2
in the light, as result of the activity of the enzyme phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPc).
These results suggest that TRX o/ restricts carbon flux for glutamine synthesis, while TRX A2

restricts PEPc activity, both in the light. Taken together, our results provide evidence that the



TRX system is an important regulator of metabolic pathways associated with the TCA cycle in

both dark and light conditions.

Keywords: TCA cycle, isotopic labeling, thioredoxin, Arabidopsis thaliana.
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1 INTRODUCAO

Tiorredoxinas (TRXs) sdo enzimas presentes em diversos compartimentos
celulares, como cloroplasto, mitocdndria, citosol e nicleo (BELIN et al., 2015). O sitio ativo
das TRXs contém dois residuos de cisteina (Cys) (OKEGAWA, 2021). E possivel encontrar
TRX na forma reduzida, como tidis, ou na forma oxidada, como molécula de dissulfeto. De
modo geral, as TRXs atuam regulando outras enzimas que possuem residuos de Cys em sua
estrutura. Por meio da quebra ou catélise de pontes dissulfetos entre residuos Cys, as TRXs
ativam ou inativam a atividade da enzima alvo (GEIGENBERGER et al., 2017). A principal
funcdo das tiorredoxinas na forma tiol € reduzir as proteinas alvo. Essa interacdo entre a TRX
no estado reduzido (tiol) e o substrato de dissulfeto, estd relacionada ao poder redutor dos
sistemas NADPH/NADP™ e ferredoxinas (FTRs). As TRXs sdo reguladas por TRX redutases,
que por sua vez dependem de poder redutor das FTRs ou do NADPH (NTRs) (SOUZA et al.,
2019). Assim, via de regra as TRXs atuam na regulacdo redox do metabolismo das plantas,
enquanto as TRXs mitocondriais possuem um papel central na regulagcdo redox do metabolismo
desta organela (M@LLER et al., 2020).

O metabolismo mitocondrial e vias metabdlicas citosdlicas associadas sao
importantes drenos do poder redutor derivado dos plastidios, prevenindo possiveis efeitos
deletérios do estresse redutor gerado pela fotossintese (LIMA-MELO et al., 2016; NOGUCHI,;
YOSHIDA, 2008). Vdrias vias respiratorias alternativas sdo ativadas sob estresse, o que
influencia na aclimatagcdo das plantas (ARAIjJO et al., 2011; DEL-SAZ et al., 2018). Além
disso, o ciclo TCA é um importante hub para a regulacdo do trade-off entre crescimento e
tolerancia a diferentes tipos de estresse. Isso € sustentado pelo fato de que os intermediarios do
ciclo TCA podem ser usados para sustentar a respiracao mitocondrial e a sintese de aminoacidos
no citosol, sendo este um processo chave para o crescimento das plantas ou sintese de
metabolitos secundérios e fitohormonios, importantes nas respostas das plantas a diversos
estresses (HILDEBRANDT et al., 2015; M@LLER et al., 2020; NUNES-NESI et al., 2013).
Assim, o trade-off entre crescimento e resiliéncia ao estresse depende de uma delicada
regulacdo dos fluxos metabdlicos da planta ao longo do ciclo do TCA e vias associadas. Dessa
forma, compreender como os fluxos metabdlicos ao longo deste ciclo sdo regulados certamente
contribuird para melhorar nosso entendimento sobre a regulacio desse trade-off.

O ciclo TCA ocorre nas mitocondrias e tem importante papel no metabolismo
vegetal, uma vez que este ciclo € diretamente acoplado a sintese de ATP, utilizado como fonte

de energia para intimeras atividades celulares (NUNES-NESI et al., 2013). Diversos
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mecanismos de regulacdo pds-traducional coordenam as atividades das enzimas deste ciclo,
dentre os quais destaca-se o sistema NTR/TRX mitocondrial. Mutantes nocauteados para TRX
ol ou ambos NTRA/NTRB, que representam os principais componentes do sistema NTR/TRX
mitocondrial, apresentam aumento dos fluxos de metabdlitos ao longo do ciclo TCA e o
aumento da taxa de respiracdo (DALOSO et al., 2015; FLOREZ-SARASA et al., 2019;
NIETZEL et al.,, 2019). Experimentos usando NTRA, NTRB e TRX o/ recombinantes
demonstraram que o sistema NTR/TRX mitocondrial é capaz de diminuir a atividade das
enzimas succinato desidrogenase (SDH), fumarase (FUM) e lipoamida desidrogenase (mtLPD),
que compdem diversos complexos mitocondriais, tais como piruvato desidrogenase (PDH),
2oxoglutarato desidrogenase (OGDH) e glicina descarboxilase (GDC) in vitro. Parece claro que
o sistema NTR/TRX mitocondrial atua como regulador negativo do metabolismo
(foto)respiratério (DA FONSECA-PEREIRA et al., 2021).

Recente foi sugerido, por meio de analise de enriquecimento '*C-posicional, que os
fluxos metabdlicos oriundos da glicdlise e da assimilacgdo de CO: mediada por
fosfoenolpiruvato carboxilase PEPc em direcdo a sintese de glutamato, sdo aumentados tanto
no mutante trxol.1 quanto no mutante duplo ntra ntrb, em comparacdo com WT (LIMA et al.,
2021). Esses resultados levantam a hipdtese que a regulacdo metabdlica coordenada pelo
sistema NTR/TRX mitocondrial vai além do metabolismo mitocondrial per se. Assim, entender
como este sistema regula o ciclo TCA e rotas associadas, pode fornecer informagdes
importantes para a compreensdo do funcionamento da célula vegetal. No entanto, apesar de
haver um consenso em relacdo a participa¢do das TRXs na regulacdo de enzimas do ciclo TCA,
nao € claro como esta regulacdo afeta o fluxo de carbono por esta via in vivo. Também ¢é
desconhecido se esta regulacdo tem papel predominante em condi¢des de luz ou escuro. Desta
forma, o presente trabalho visa desvendar a influéncia do sistema de TRXs mitocondrial na
regulacdo do fluxo de carbono do ciclo TCA em condi¢Oes de luz e escuro. Para atingir tais
objetivos, folhas destacadas de Arabidopsis thaliana selvagens (WT) e mutantes nocauteados
(trxol.1, trxh2.2, e ntra ntrb) foram submetidas 2 marcagio com *C-HCOs3 sob condi¢des de
luz e escuro. Por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas, foi possivel
analisar os perfis metabélicos, além do enriquecimento total de '*C nos metabdlitos associados

ao ciclo TCA e o enriquecimento posicional de '*C em malato e glicose.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Analisar a influéncia da luz e o papel do sistema NTR/TRX na regulacdo do fluxo

metabdlico através do ciclo TCA e rotas metabolicas associadas.

1.1.2 Objetivos especificos

- Investigar a fun¢do do sistema TRX mitocondrial no controle do fluxo metabdlico no
ciclo TCA das plantas em condicdes de luz e escuro;

- Analisar como o fluxo de carbono através do ciclo TCA se diferencia em condi¢des de
luz e escuro em plantas sem TRX o/, TRX h2 e ambos NTRA e NTRB;

- Analisar a importancia do sistema NTR/TRX para a sintese de glutamato e glutamina. -
Estudar o fluxo metabdlico por meio do enriquecimento posicional de *C em malato e a
influéncia das TRXs na gliconeogénese como também na fotossintese por meio do

enriquecimento posicional em glicose.

1.2 Hipétese

O sistema TRX regula diferentemente os fluxos de carbono através do ciclo TCA e

rotas associadas em condi¢des de luz e escuro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condicoes de crescimento

Sementes de Arabidopsis thaliana (Col-0) tipo selvagem (WT) e mutantes nocautes
(trxol.l, trxh2.2, e ntra ntrb) foram obtidas da colecdo de sementes Salk. Todos os mutantes
foram previamente descritos (DA FONSECA-PEREIRA et al., 2020; DALOSO et al., 2015;
REICHHELD et al., 2007). As sementes foram desinfetadas com trés lavagens em etanol 70%
por 3 min, em seguida lavadas duas vezes com H>O destilada. Posteriormente, as sementes
foram mantidas no escuro por dois dias e semeadas em solo (1:1:1, solo:vermiculita:areia). As
plantas foram cultivadas por oito semanas e regadas trés vezes por semana em sala controlada
(25 £ 1 °C, 8/16 fotoperiodo claro/escuro, 150 umol m~? s! densidade de fluxo de fétons

fotossintéticos (PPFD) e 53 + 5 % humidade relativa).

2.2 Experimento de marcacio isotépica com 13C

Folhas de A. thaliana com 8 semanas de idade foram destacadas, o peciolo foi
imediatamente submerso em tampao 5 mM MES-TRIS buffer pH 6,15, e cortado um terco de
seu comprimento para evitar bolhas. Os peciolos foram entdo submersos no mesmo tampao,
com adicdo de NaH'"3CO; (5SmM) (DALOSO et al., 2015). As folhas foram submetidas a luz
(150 umol m™? s ou escuriddo durante 0, 30 e 60 minutos e imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas em —80 °C até posterior andlise.

2.3 Extracio e analise metabdlica em GC-MS

Extracdo, derivatizacdo e andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (GC-MS) foram realizadas de acordo com Lisec et al (2006) com
pequenas modificacdes. As amostras foram maceradas em almofariz com pistilo e nitrogénio
liquido. 30 mg do p6 foram transferidos para tubos de 2 mL e adicionados 700 ul de metanol
puro gelado para a extracdo metabodlica. Foram adicionados 30 pl de ribitol como padrdo
quantitativo interno. A mistura reacional foi agitada (10 min, 70 °C, 950 r.p.m.) e centrifugada
(10 min, 11.000 g). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, no qual foi adicionado

375 pl de cloroférmio e 750 pl de dgua gelados e novamente centrifugado (15 min, 10.000 g).
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Foram transferidos 150 ul da fase superior (polar) para um novo tubo e realizada secagem. As
amostras foram derivatizadas adicionando 20 pl de cloridrato de metoxiamina (20 mg ml!)
dissolvido em piridina pura, agitando (2 h, 37 °C) e adicionando de 35 pul de N-Metil-N-

(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA; 20 ul ml"' de FAME:s dissolvidos em cloroférmio a
uma concentra¢do final de 0,4 ml ml'). A mistura foi agitada (30 min, 37 °C) e 50 pl

transferidos para frasco de vidro e submetidos a GC-MS.

2.4 Determinacao do perfil metabdélico e enriquecimento de 3C

Os cromatogramas foram analisados usando o software Xcalibur 2.1 (Thermo
Fisher Scientific). Também foi utilizado o método descrito por Lima e colaboradores (2021)
para investigar o enriquecimento relativo de '*C nos metabdlitos e o posicional em malato e
glicose. Para isso, diferentes fragmentos com razdes massa-carga (m/z) e estrutura quimica
conhecidas foram utilizados. Primeiramente, o enriquecimento fracionério de 3C (F*C) foi

obtido através da seguinte férmula:

F3C = [ (RIA(Mn) x n)] /N (1)

em que Mn significa a intensidade relativa do isotopélogo (M) com n incorporacdes de '°C (ex:
M1, M2, M3, etc.) e N corresponde ao nimero de dtomos de carbono presente no fragmento.
Ap6s, como forma de normalizar o enriquecimento de '*C, foi usado o controle (amostras nio
submetidas 2 marcagio com *C) de cada gendtipo. Obtivemos o enriquecimento relativo de '*C

(R'3C), através da seguinte equagio:

RISC = FlSC(tempo n) / F13C(tempo 0)
2)

em que tempo n e 0 representam amostras apés 30 ou 60 min de marca¢cdo e amostras nao
submetidas & marcag¢io com '°C, respectivamente. Em seguida, o R'*C foi multiplicado pelo N
(ndmero de 4tomos de carbono presente no fragmento) para obter o enriquecimento total de '*C

(T'3C):

TBC=R®CxN (3)



15

O enriquecimento '3C posicional (P'*C) em malato e glicose foi entdio calculado
subtraindo o T'3C de diferentes fragmentos, como descrito anteriormente (LIMA et al. 2021).

2.5 Analise estatistica

Todos os dados foram apresentados como a média de quatro repeti¢des bioldgicas
independentes. Diferencas significativas foram determinadas pelo teste T de Student (P <0,05).
Os perfis metabdlicos foram comparados por andlise discriminante de minimos quadrados
parciais (PLS-DA) usando a plataforma Metaboanalyst (CHONG; WISHART; XIA, 2019). Os

Heat map foram realizados no software MeV (MultiExperiment Viewer 4.9.0).
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3 RESULTADOS

Para desvendar o papel da TRX mitocondrial e a influéncia da luz na regulacdo do
ciclo TCA, usamos técnicas de metabolomica associadas a marcacdo com 13C em folhas
destacadas de Arabidopsis thaliana selvagem (WT) e mutantes (trxol.1, trxh2.2 e ntra ntrb)
sob luz ou escuro durante 0, 30 e 60 minutos. Os dados foram analisados por meio de perfil
metabdlico, o qual demonstra altera¢des no conteido dos metabdlitos ao longo do tempo. Além
disso, o enriquecimento de *C ressalta a quantidade de '*C incorporada em cada fragmento por
meio da fixacdo de CO> por RubisCO e PEPc na luz e apenas PEPc no escuro. Ademais,
utilizamos uma abordagem, recentemente estabelecida em nosso grupo, que possibilita a analise

de enriquecimento '*C posicional, a nivel atdmico, em malato e glicose (LIMA et al., 2021).

3.1 Perfil metabolico na luz

Sob condi¢des luminosas, poucas diferengas foram encontradas em WT. Apenas
um incremento em succinato e decréscimo em alanina e glicose anidro foram observadas apds
30 min de luz. Em contraste, mudangas substanciais foram observadas nos mutantes para esta
condi¢do. Quase todos os metabdlitos apresentaram diferencas em algum dos mutantes em
relac@o ao tempo 0 ou em comparagio ao WT. Por exemplo, o contetido de glutamato no tempo
60 e de alanina nos tempos 30 e 60 aumentou no mutante ntra ntrb, em relacao ao WT, ao passo
que glutamina, malato e fumarato diminuiram no tempo 30 e o aspartato diminui no tempo 60
no ntra ntrb, em comparagdo com o WT. Os conteudos de glicina e serina aumentaram

significativamente em todos os mutantes, mas ndo no WT (FIGURA 1a).
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Figura 1 - Heat map do perfil metabdlico
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Figura 1. Heat map representando aumento (vermelho) ou diminuicdo (azul) no conteido dos metabdlitos
relativisados pelo tempo O de cada genétipo. Folhas destacadas de A. thaliana selvagem (WT) e mutantes nocaute
(trxol.1, trxh2.2 e ntra ntrb) coletadas apds 30 e 60 minutos sob luz (a) ou escuro (b). As diferencas significativas
foram analisadas pelo teste T de Student (P < 0,05). As diferencas entre mutantes e WT sdo representadas por *,
enquanto os valores significativamente diferentes do tempo 0, dentro de cada gendtipo, sdo simbolizados por #.

3.2 Perfil metabdlico no escuro

Similar ao observado na luz, obervamos aumento de succinato e diminui¢do de
alanina em folhas WT no escuro. No entanto, acimulo de malato e citrato e reducao de glicina
também foram observadas neste gen6tipo no escuro. O duplo mutante ntra ntrb teve acréscimo
de alanina e glutamato, e decréscimo de malato, fumarato e sacarose, em relacio ao WT
(FIGURA 1b). Os mutantes trxol.1 e trxh2.2 também apresentaram diferencas significativas
em relacdo ao tempo 0 e/ou ao WT no escuro. Sobretudo no que concerne aos metabolitos do
ciclo TCA (malato, succinato, citrato e fumarato) e glicose, que apresentaram maiores

quantidades nos mutantes (FIGURA 1b).
3.3 Analises multivariadas revelam as principais diferencas entre os genétipos
Como forma de entender melhor as diferengas entre os genotipos, nds analisamos

os dados de perfil metabdlico por meio da andlise de discriminante de minimo quadrado parcial

(PLS-DA). Essa andlise, além de discriminar grupos amostrais, demonstrado pela separacao
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espacial nos componentes 1 e 2 do grafico, também fornece uma lista de metabdlitos de maior
contribui¢io para a separacio dos grupos amostrais. E atribuido para cada metabdlito uma
variavel na pontuagdo em projecdo (VIP) score, interpretado como uma representacdo desse
metabdlito no modelo PLS-DA. O VIP score é a soma ponderada das correlagdes quadradas
entre o PLS-DA e o metabdlito original (CHONG; WISHART; XIA, 2019). Essa anélise é
corriqueiramente usada para reduzir o conjunto de dados de larga escala em alguns grupos com
base na similaridade multivariada entre as amostras analisadas.

As diferencas entre os genétipos foram mais evidentes na luz do que no escuro
(FIGURA 2). No escuro, ha pouca separacdo entre os mutantes e o WT, exceto aos 60 min, em
que o ntra ntrb foi claramente separado do WT pelo componente 1 (FIGURA 2c¢-d). Em
contrapartida, o componente 1 separou ntra ntrb ¢ WT em ambos 30 e 60 minutos de luz
(FIGURA 2a-b). Ademais, o WT foi separado dos mutantes simples apds 30 min de luz pelo
componente 2 (FIGURA 2a). Os metabdlitos que provavelmente explicam as diferencas
observadas no PLS-DA foram identificados pelo VIP score superiores a 1,0. Neste sentido,
alanina, glutamina, valina e metabdlitos do ciclo TCA (malato, fumarato e succinato)
apresentaram VIP score maior que 1 apdés 30 e/ou 60 min na luz (FIGURA 3a-b).
Interessantemente, esses metabolitos também apareceram na lista de metabdlitos com VIP score
maior que 1 nas amostras submetidas a escuro, no entanto houve o aparecimento de glicina,

sacarose, glutamato, serina e aspartato.



19

Figura 2 - Anadlise discriminante parcial de minimos quadrados (PLS-DA) de A. thaliana

gendtipos selvagem (WT) e nocaute (trxol.1, trxh2.2, e ntra ntrb) sob luz ou escuro
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Figura 2. Anadlise discriminante parcial de minimos quadrados (PLS-DA) de A. thaliana genétipos selvagem (WT
em azul claro) e nocaute (trxol.1 em azul escuro; trxh2.2 em verde; e ntra ntrb em rosa) submetidos a marcacio
isotépica com *C-HCOj; submetidas a luz (a — 30 min; b — 60 min) ou escuro (c — 30 min; d — 60 min). Essas
andlises foram realizadas usando a plataforma Metaboanalyst.
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Figura 3 - Varidvel de importancia na projecao (VIP) score do PLS-DA do perfil metabdlico
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Figura 3. Pontuacdes varidvel de importincia em projecdo (VIP) de A. thaliana genétipo selvagem (WT) e nocaute
(trxol.l, trxh2.2 e ntra ntrb) submetidos & marcacgio isotopica com *C-HCO; por 0, 30 e 60 minutos sob luz (a —
30 min, b — 60 min) ou escuro (¢ — 30 min, d — 60 min). Quanto maior o VIP score do metabdlito, maior a sua
influéncia na diferenga entre os perfis metabdlicos analisados na figura 2.
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3.4 Enriquecimento de *C em metabdlitos associados ao ciclo TCA

Ap6s andlise do perfil metabdlico, nds determinamos o enriquecimento total e
posicional de 13C em metabdlitos especificos do ciclo TCA (citrato, succinato, fumarato e
malato) ou associados a ele. O enriquecimento relativo de '*C (R'¥C) foi comparado com o
tempo 0 de cada gendtipo (FIGURA 4). Ndo foi observado enriquecimento de '*C nos
metabolitos das folhas WT iluminadas. Entretanto, apenas glicina apresentou aumento
significativo no WT ap6s 60 min no escuro, em comparagdo com o tempo 0. Em contraste,
diversos metabdlitos associados ao ciclo TCA apresentaram aumento em '*C nos mutantes,
nesse caso a presenca de luz foi irrelevante (FIGURA 4a,b). No mutante trxol.1, R*C em
glutamina e glicose foi maior que o WT ap6s 30 e 60 min na luz, enquanto na alanina foi maior
somente apés 60 min de luz (FIGURA 4a). No escuro, os valores de R'*C encontrados para
citrato, fumarato, valina e glicina foram diferentes entre WT e o mutante trxol.l (FIGURA 4b).
No mutante trxh2.2, foi detectado enriquecimento significativo no fragmento m/z 117 do malato
ap6s 60 min na luz. O enriquecimento neste fragmento e em serina foi maior que o tempo 0 na
luz (FIGURA 4a). Houve maior enriquecimento de '>C em succinato, valina, glicina e fumarato
no mutante trxh2.2, em comparacdo com WT no escuro. Enquanto isso, succinato e glutamato
apresentaram maior R'*C em comparagio com o tempo 0 (FIGURA 4b). No duplo mutante ntra
ntrb, foi observado enriquecimento em succinato m/z 117, alanina, serina e fumarato,
comparado com o tempo 0 e/ou com WT na luz. No escuro, foi observado um incremento do

R!3C em citrato, succinato, glutamato e serina em comparagio com o tempo 0 e/ou com WT

(FIGURA 4b).
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Figura 4 - Heat map representando o nivel de enriquecimento por '*C
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Figura 4. Heat map representando aumento (vermelho) ou diminuicdo (azul) dos enriquecimentos relativos de '*C
(R13C) relativisados pelo tempo 0O de cada gendtipo. Folhas destacadas de A. thaliana selvagem (WT) e mutantes
nocaute (trxol.1, trxh2.2 e ntra ntrb) foram submetidas a2 marcacgio isotépica com C-HCOjs e coletadas ap6s 30
e 60 minutos sob luz (a) ou escuro (b). As diferengas significativas foram analisadas pelo teste T de Student (P <
0,05). As diferengas entre mutantes ¢ WT sdo representadas por *, enquanto os valores significativamente
diferentes do tempo 0, dentro de cada genétipo, s@o simbolizados por #. Valores em azul e vermelho representam
valores de R'*C menores e maiores que o tempo 0 de cada gendtipo, respectivamente.

3.5 Enriquecimento posicional em malato

Para calcular o enriquecimento posicional de '*C (P'3C), nés identificamos
diferentes fragmentos de malato e glicose. Cada fragmento utilizado possui diferentes carbonos
das moléculas, de acordo com o mapa de fragmentagdo obtido por GC-MS usando impacto
eletronico (Electron Impact - EI) como fonte de ionizacdo, fornecida por estudos recentes
(LIMA et al., 2021; OKAHASHI et al., 2019). Em seguida, calculamos o P!3C usando o método
estabelecido por Lima e colaboradores (2021). Através desta andlise, observamos aumento no
enriquecimento do fragmento malato m/z 117 no mutante trxh2.2 na luz. Este fragmento contém
o carbono 4 (4-C) do malato, que é derivado da fixacdo via PEPc na luz (FIGURA 5a-b).
Diferencas substanciais foram encontradas no 2-C do malato na luz, evidenciado pelas
diferencas entre os mutantes simples e o WT no P!*C do fragmento m/z 265 (2-C), enquanto
pouca ou nenhuma diferenca foi observada entre os genétipos nos fragmentos m/z 233 (2,3,4C)

e m/z 245 (1,2,3,4-C) do malato na mesma condi¢do. No escuro, apenas o mutante trxol.l
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apresentou valores superiores de R!*C no fragmento m/z 245 de malato, resultando em aumento

no P3C no 1-C, em comparaciio ao WT (FIGURA 5c-d).

Figura 5 - Heat map representando o enriquecimento posicional de '*C em malato em folhas de
A. thaliana
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Figura 5. Heat map representando o enriquecimento posicional de '*C (P'3C) em malato. Os P'*C foram
relativisados pelo tempo 0 de cada genétipo. Folhas destacadas de A. thaliana genétipo selvagem (WT) e mutantes
nocaute (trxol.1, trxh2.2 e ntra ntrb) foram submetidas 2 marcagio isotépica com '3C-HCOjs e coletadas apés 30
e 60 minutos sob luz (a, b) ou escuro (¢, d). O P'*C foi obtido através do enriquecimento total de '*C (T'*C) nos
fragmentos m/z 245 (1,2,3,4-C), m/z 233 (2,3,4-C), m/z 265 (2-C) e m/z 117 (4-C). As diferencas significativas
foram analisadas pelo teste T de Student (P < 0,05). As diferengas entre mutantes e WT sdo representadas por *,
enquanto os valores significativamente diferentes do tempo 0, dentro de cada gendtipo, sdo simbolizados por #.
Valores em azul e vermelho representam valores de P'3C menores e maiores que o tempo 0 de cada genétipo,

respectivamente.

3.6 Enriquecimento posicional em glicose

Nés posteriormente utilizamos o método estabelecido por Lima e colaboradores (2021) para
analisar o P'*C em glicose. Primeiramente, calculamos o R!*C em fragmentos de glicose que
possuem diferentes carbonos da molécula, tais como m/z 103 (6-C), m/z 129 (4,5,6-C), m/z 160
(1,2-C), m/z 205 (5,6-C), m/z 217 (4,5,6-C) e m/z 319 (3,4,5,6-C). Andlise desses fragmentos
revelaram um incremento em R'*C nos fragmentos m/z 160 em trxol.1 ap6s 30 e 60 min na luz
e m/z 205 no duplo mutante ntra ntrb apés 60 min no escuro (FIGURA 6). De acordo com o

R'3C em glicose m/z 160, o P*C nos carbonos 1 e 2 da glicose (P'*Ci1.c) foram maiores no
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mutante trxol.1, quando comparado a0 WT. O P'C foi maior nos carbonos 3 e 5 nos mutantes
trxh2.2 e ntra ntrb, quando comparado ao WT na luz (FIGURA 7a). No escuro, o P3Cs.c foi
maior nos mutantes trxol.l e trxh2.2 apés 30 e 60 min, enquanto que o P'3Cs.c foi maior nos
mutantes trx01.1 e trxh2.2 ap6s 30 min e no ntra ntrb apés 60 min, quando comparado ao WT
(FIGURA 7b). Quando os dados de P'*C sdo analisados de forma relativa (% de enriquecimento
em cada par de carbonos (1-2, 3-4 e 5-6), nota-se um maior enriquecimento de 13C nos 1,2-C
em todos os mutantes, comparado ao WT na luz (FIGURA 8a). Foi demostrado que este
carbono reflete a incorporacdo do CO; fixado pela RubisCO em glicose (LIMA et al., 2021).
De fato, ndo houve diferenca no enriquecimento relativos nestes carbonos (1 e 2) entre os
gendtipos no escuro. Maior P'3Cs 4.c foi observado nos mutantes #rxh2.2 na luz e nos mutantes
trx01.1 e trxh2.2 no escuro (FIGURA 8b). Ademais, o mutante trxol. ] apresentou maior P*Cs ¢.
cnaluz (FIGURA 8a), enquanto todos mutantes apresentaram maior P'*Cs ¢.c no escuro, quando
comparado ao WT (FIGURA 8b).

Figura 6 - Heat map representando o enriquecimento posicional P"*C em glicose em folhas de
A. thaliana
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Figura 6. Heat map representando enriquecimento posicional de '*C em glicose. Os P'*C foram relativisados pelo
tempo 0 de cada genétipo. Folhas destacadas de A. thaliana genétipo selvagem (WT) e mutantes nocaute (trxol. 1,
trxh2.2 e ntra ntrb) foram submetidas & marcacdo isotépica com *C-HCO; e coletadas apés 30 e 60 minutos sob
luz (a) ou escuro (b). O P'3C foi obtido através do enriquecimento total de '*C (T'3C) nos fragmentos m/z 103 (6C),
m/z 129 (4, 5, 6-C), m/z 160 (1, 2-C), m/z 205 (5, 6-C), m/z 217 (4, 5, 6-C), m/z 319 (3, 4, 5, 6-C). As diferencas
significativas foram analisadas pelo teste T de Student (P < 0,05). As diferengas entre mutantes ¢ WT sdo
representadas por *, enquanto os valores significativamente diferentes do tempo 0 sdo simbolizados por #. Valores
em azul e vermelho representam valores de P!3C menores e maiores que o tempo O de cada gendtipo,
respectivamente.



25

Figura 7 - Heat map representando o enriquecimento posicional P'3C em glicose em folhas de
A. thaliana
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Figura 7. Heat map representando enriquecimento posicional (P'*C) em glicose. Os P'*C foram relativisados pelo
tempo O de cada gendtipo. Folhas destacadas de A. thaliana genétipo selvagem (WT) e mutantes nocaute (trxol.1,
trxh2.2 e ntra ntrb) foram submetidas 2 marcacdo isotépica com 3C-HCO; e coletadas apés 30 e 60 minutos sob
luz (a) ou escuro (b). As diferencas significativas foram analisadas pelo teste T de Student (P <0,05). As diferencas
entre mutantes e WT s@o representadas por *, enquanto os valores significativamente diferentes do tempo 0 sdo
simbolizados por #. Valores em azul e vermelho representam valores de P'*C menores e maiores que o tempo 0 de
cada gendtipo, respectivamente.
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Figura 8 - Heat map representando o enriquecimento posicional (%) P'*C em glicose em folhas
de A. thaliana
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Figura 8. Heat map representando enriquecimento posicional (P'3C) relativo (% de enriquecimento em cada par
de carbonos (1-2, 3-4 e 5-6) em glicose. Os P'3C foram relativisados pelo tempo 0 de cada genétipo. Folhas
destacadas de A. thaliana genétipo selvagem (WT) e mutantes nocaute (trxol.l, trxh2.2 e ntra ntrb) foram
submetidas a marcacio isotépica com '3C-HCO; e coletadas apés 30 e 60 minutos sob luz (a) ou escuro (b). Todos
os dados foram normalizados pelo tempo O de cada gendtipo em sua respectiva condicdo. As diferencas
significativas foram analisadas pelo teste T de Student (P < 0,05). As diferengas entre mutantes ¢ WT sdo
representadas por *, enquanto os valores significativamente diferentes do tempo 0 sdo simbolizados por #.
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4 DISCUSSAO

O ciclo TCA é composto por um conjunto de oito enzimas que atuam de forma
complementar na sintese de substratos para a respiragdo e rotas associadas, como sintese de
aminodcidos, lipidios e metabdlitos secundarios (NUNES-NESI et al., 2013). Para isso, os
carbonos sdo exportados para o citosol, principalmente como citrato, 2-oxoglutarato, malato ou
fumarato (M@LLER et al., 2020). A entrada do piruvato na mitocondria e sua descarboxila¢ao
em Acetil-CoA pela PDH é importante para o funcionamento do ciclo, embora diferentes rotas
alternativas a essa vem sendo demonstrada (LE; LEE; HARVEY-MILLAR, 2021). A reacdo da
PDH libera H* e CO; bem como reduz NAD" a NADH, sendo, portanto, importante para suprir
a demanda da cadeia respiratoria mitocondrial (SCHERTL; BRAUN, 2014). No entanto, sabe-
se que a PDH ¢€ inibida na luz por fosforilacao (TOVAR—MENDEZ; MIERNYK; RANDALL,
2003). Ademais, visto que a isoforma lipoamida desidrogenase mitocondrial (mtLPD) é
desativada por TRX ol e TRX h2 in vitro (DA FONSECA-PEREIRA et al., 2020;
REINHOLDT et al., 2019), acredita-se que a PDH seja também inibida via regulacdo redox
mediada por TRX o/, uma vez que a mtLPD corresponde a subunidade E3 da PDH. Além disso,
foi demonstrado que genes do ciclo TCA t€m sua expressdo diminuida e a atividade das enzimas
SDH e FUM sdo reduzidas em condi¢Oes iluminadas (EPRINTSEV et al., 2016; POPOV et al.,
2010). Esses dados fornecem evidéncia que explicam, em partes, a inibicdo da respiragdo na
luz. De acordo com essas evidéncias, nossos resultados demonstraram que a auséncia de TRX
ol aumenta o enriquecimento de '*C em malato m/z 245 no escuro, que contém todos 0s
carbonos da molécula (FIGURA 5d). Ademais, houve um maior enriquecimento nos carbonos
3 naluze 1 no escuro no mutante frxol. 1, em comparagdo com o WT (FIGURA 5a,c), indicando
um papel proeminente da TRX o/ no controle do fluxo metabolico através do ciclo TCA.

A regulagcdo do metabolismo mitocondrial vegetal na luz também est4 relacionada
ao poder redutor disponivel nas mitocOndrias, uma vez que a fracio NAD(P)H/NAD(P)* é
fortemente influenciada pela presenca de luz (GEIGENBERGER et al., 2017). Esses cofatores
dinucleotideos sdo importante doadores de elétrons e tem papel crucial na regulacao redox por
ser a fonte de elétrons para as NTRs (DALOSO et al., 2015). Nas mitocondrias, NAD(P)H ¢
usado para reduzir as enzimas NTR A e B, que por sua vez ativa as TRXs mitocondriais
(MEYER et al., 2009). Nossos resultados mostraram mudancas substanciais no conteudo de
metabolitos no duplo mutante ntra ntrb. Os niveis de citrato, succinato, fumarato e malato
reduziram substancialmente no duplo mutante no claro e no escuro, enquanto o nivel destes

metabolitos permaneceram inalterados ou aumentaram no WT (FIGURA 1). Esses resultados
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evidenciam que a auséncia das NTRs A e B afeta sobremaneira a atividade do ciclo TCA. Dentre
as enzimas do ciclo TCA, evidéncias apontam que citrato sintase, isocitrato desidrogenase
(IDH), SDH e FUM sdo reguladas via TRXs, que, por sua vez, dependem de ambas NTRs A e
B (MARTf; JIMENEZ; SEVILLA, 2020). Assim, as drésticas mudangas observadas no duplo
mutante ntra ntrb se deve ao severo comprometimento no sistema redox mitocondrial. Em
contrapartida, as mudancas nos mutantes simples (frxol.1 e trxh2.2) foram menos drésticas, em
comparacdo ao WT, fruto, provavelmente, da ativacdo de sistemas compensatorios na
mitocondria, como outras TRXs e/ou glutaredoxinas (GRXs). De fato, estudo anterior
demonstrou que a auséncia de TRX o/ ndo alterou o estado redox da enzima oxidase alternativa
(AOX), um dos alvos de TRX mais bem descritos (FLOREZ-SARASA et al., 2019). Essa
complexidade da regulacdo redox em plantas € evidenciada pela redundancia funcional entre os
diferentes sistemas tiol e o amplo espectro do potencial redox das TRXs de diferentes
compartimentos (YOSHIDA; YOKOCHI; HISABORI, 2019). Assim, diferentes sistemas
redundantes e/ou compensatérios podem ser ativados na auséncia de TRXs. Neste sentido, as
mitocondrias possuem um sistema redox compensatorio bem orquestrado, mas ainda pouco
caracterizado (SOUZA et al., 2019), o que ressalta a importancia dos estudos envolvendo o
sistema NTR/TRX mitocondrial para melhor compreender a dindmica do metabolismo redox
vegetal.

E importante salientar que os resultados de perfil metabdlico nio necessariamente
se correlacionam com os dados de fluxo metabdlico de um dado experimento (WILLIAMS et
al., 2008). No entanto, nossos resultados de enriquecimento de 13C corroboram com os dados
do perfil metabdlico, em que as maiores mudangas foram osbervadas nos mutantes (FIGURAS
1 e 4). Por exemplo, enquanto o WT ndo apresentou enriquecimento de '*C na luz, houve um
maior enriquecimento de '*C em succinato m/z 117 no duplo mutante ntra ntrb nos tempos 30
e 60, e maior enriquecimento em malato m/z 117 no mutante trxh2.2 no tempos 60 na luz. Foi
demonstrado recentemente que a falta de TRX o/ afeta a conversdo de glicina em serina em
Arabidopsis (REINHOLDT et al, 2019). Esta reagdo ¢é catalisada por glicina
descarboxilase/hidroximetiltransferase (GDC/SHMT) no ciclo de reagdes da fotorrespiragao.
Similarmente, nossos resultados mostraram um aumento significativo nos niveis de glicina e
serina em todos mutantes, mas ndo no WT na luz (FIGURA 1). Ademais, houve um maior
enriquecimento de '*C em serina nos mutantes trxh2 e ntra ntrb ap6s 60 min na luz (FIGURA
4a) e maior enriquecimento de *C em glicina nos mutantes trxol e trxh2 e em serina no ntra

ntrb no escuro (FIGURA 4b). Esses resultados, aliados aos dados de perfil metabdlico,
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corroboram dados prévios e ressaltam o papel do sistema NTR/TRX na inibicao dos fluxos
metabdlicos através do ciclo TCA e metabolismo fotorespiratério in vivo (DA
FONSECAPEREIRA et al., 2021; TIMM; ARRIVAULT, 2021).

A familia TRX & de Arabidopsis contém oito isoformas. Inicialmente, acreditava-
se que estavam presentes somente no citosol (MEYER; VIGNOLS; REICHHELD, 2002). No
entanto, foi proposto que TRX h2 residiria nas mitocondrias em Populus trichocarpa e
Arabidopsis (GELHAYE et al., 2004; MENG et al., 2010) bem como associada ao sistema de
membrana do reticulo endoplasmético (ER)-Golgi de Arabidopsis (TRAVERSO et al., 2013).
Recente analises de fracionamento celular, combinando anélises de immunoblot em
Arabidopsis, demonstraram que TRX A2 foi encontrado em fragdes microssomais (HOU;
LEHMANN; GEIGENBERGER, 2021). Esta ¢ uma evidéncia bioquimica de que TRX h2 é
encontrado no sistema endomembranar, em vez de mitocondrias ou citosol. Acredita-se que a
TRX h2 fique ancorada na face citoplasmatica do Golgi/ER por ser uma proteina miristoilada,
o que explica por que essa proteina resgata funcdes em fragdes citoplasmaticas em vez de
fungdes caracteristicas do Golgi/ER (HOU; LEHMANN; GEIGENBERGER, 2021). No
entanto, as mudangas metabdlicas do mutante trxh2.2 sdo semelhantes ao do mutante trxol.1,
evidenciado pela semelhanca da clusteriza¢do na andlise de PLS-DA (FIGURA 2). Resultados
prévios demonstraram que esses mutantes tem mudangas semelhantes nos niveis de NAD(H) e
NADP(H) (HOU; LEHMANN; GEIGENBERGER, 2021). Portanto, independente de estarem
em subcompartimentos celulares diferentes, a falta de TRX ol ou TRX h2 leva a efeitos
semelhantes causados por alteracdes no metabolismo redox de NAD(P)(H).

Nossos resultados sugerem que o sistema NTR/TRX tem um papel importante no
fluxo de carbono para a sintese de glutamina na luz. Essa ideia baseia-se no fato de que houve
enriquecimento de '*C em glutamina nos tempos 30 e 60 em trxol.l em relagio ao WT e no
tempo 60 em relacdo ao tempo 0 (FIGURA 4a). Ademais, houve enriquecimento em glutamato
somente nos mutantes trxh2 e ntra ntrb no escuro (FIGURA 4b). Portanto, parece claro que o
sistema NTR/TRX restringe o fluxo de carbono em direcdo a glutamina e glutamato in vivo. A
sintese de glutamina ocorre através da reacao de incorporacao de amonio no grupo carboxila do
glutamato pela glutamina sintetase (GS). A GS € uma enzima chave da assimilacio primadria de
amonio, que utiliza amdnio derivado da redugdo de nitrato, fotorrespiracdo e também da
liberacdo catabdlica de amodnio durante a senescéncia (WANG et al.,, 2021). Estudos de
cromatografia de afinidade em que um alvo TRX ¢ aprisionado, formando um heterodissulfeto
estavel, demonstraram que a GS € um possivel alvo de TRXs (BALMER et al., 2004). Assim,

€ possivel que o sistema TRX regule diretamente essa enzima in vivo. Alternativamente, 0 maior
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fluxo de carbono para o ciclo TCA poderia resultar em maiores niveis de 2-oxoglutarato, que
seria exportado para o citosol e usado para a sintese de glutamato e glutamina.

A anilise de enriquecimeto posicional demonstrou enriquecimento de '*C no
carbono 4 (4-C) do malato no mutante trxh2.2 na luz (FIGURA 5a). O carbono 4 de malato é
derivado da fixagdo mediada pela enzima PEPc. Esta enzima fixa HCO3 no 4-C de oxaloacetato
(OAA) no citosol, usando PEP como substrato. Apds, a enzima malato desidrogenase (MDH)
converte OAA em malato (MELZER; O’LEARY, 1987). Assim, nossos resultados sugerem
que TRX A2 restringe o fluxo de carbono derivado da PEPc para o ciclo TCA na luz. PEPc e o
transporte de OAA/malato entre citosol e mitocondria possuem papel crucial tanto para o
metabolismo respiratério como para a sintese de amino 4cidos como aspartato, alanina,
glutamato e glutamina (TIMM, 2020). De fato, diferencas substanciais foram encontrados
nestes amino acidos no mutante trxh2.2 (FIGURA 1a-b). Esses resultados fornecem novas
perspectivas para a regulacao da enzima PEPc e, por consequéncia, para o metabolismo vegetal.

O método de andlise de P'*C recentemente estabelecido permite investigar a
incorporagdo do carbono derivado de HCO3 a nivel atdmico em glicose, ou seja, em qual(is)
carbono(s) da molécula de glicose o *C foi incorporado (Lima et al., 2021). Com isso, é
possivel investigar a contribuicdo da gliconeogénese e fotossintese para a sintese de glicose,
através da incorporacio de '>C nos carbonos 3-4 e 1-2, respectivamente. Neste estudo,
observamos um maior enriquecimento nos carbonos 1 e 2 de glicose no mutante frxol na luz,
quando comparado com WT (FIGURA 7a). Nao houve enriquecimento nestes carbonos no
escuro, evidenciando serem carbonos preferencialmente marcados na luz. Quando os dados de
P'3C sdo analisados de forma relativa (%), fica claro que os mutantes investigados possuem
maior direcionando dos fluxos fotossintéticos para a molécula de glicose, como evidenciado
pelo maior enriquecimento relativo nos 1-2C nos mutantes, quando comparado ao WT
(FIGURA 8a). No escuro, os mutantes trxol.l e trxh2.2 apresentaram maior enriquecimento
nos carbonos 3 e 5, enquanto que o duplo mutante apresentou maior enriquecimento somente
no 5-C (FIGURA 7b), quando comparado ao WT, sugerindo um aumento na atividade
gliconeogénica nestes mutantes. Essa ideia é reforcada pelo fato de que os mutantes
apresentaram maior enriquecimentos em 3,4-C e 5,6-C no escuro (FIGURA 8b). Portanto,
nossos dados sugerem que o sistema TRX influencia diretamente os fluxos fotossintéticos e da
gliconeogénese para a glicose, fornecendo novas perspectivas para melhor entender essas rotas
metabolicas. Estudo futuros visando identificar quais proteinas da gliconeogénese sao reguladas

por TRXs sdo necessdrios para desvendar como as TRXs controlam essa rota metabdlica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados fornecem evidéncias de que o sistema NTR/TRX mitocondrial é
um importante regulador das vias metabdlicas associadas ao ciclo TCA. O mecanismo de
regulacdo € independente da presenca da luz, uma vez que mudangas substanciais no contetido
e no enriquecimento de '>C foram observadas nos mutantes sob condi¢des iluminadas e no
escuro. Além do fato de diversas enzimas do ciclo TCA serem reguladas por TRXs, como citrato
sintase, IDH, SDH e FUM, os resultados obtidos aqui sdo também possivelmente influenciados
por alteracdes nas reagdes bioquimicas mediadas por PEPc, GS e outras enzimas associadas ao
metabolismo de aminodcidos, ciclo TCA e gliconeogénese. Embora nao tenha sido possivel
identificar novas enzimas reguladas pelo sistema NTR/TRX, este estudo fornece diversas

possibilidades a serem testadas em estudos bioquimicos futuros.
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