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RESUMO

A absorcdo de cadmio (Cd) pelas plantas cultivadas, um elemento altamente
toxico aos seres humanos, tem sido foco da investigagéo cientifica por anos. Em
2014, a Uniao Europeia mudou sua legislacdo por meio da Regulamentacédo da
Comissdo n° 488/2014, onde estabeleceu, pela primeira vez, limites maximos de
Cd permitidos em produtos a base de cacau. Essa regulamentacdo alterou a
importacdo de améndoas de cacau dos paises produtores, cujos teores de Cd
sdo muito elevados. O Cd pode se acumular em diversas partes da planta e
promover alteragbes em niveis bioquimicos, fisiolégicos e moleculares,
interferindo no seu desenvolvimento por meio da alteracdo do seu metabolismo
primario. Em resposta ao estresse metalico, as células vegetais iniciam diversos
sistemas de controle para o ajuste da sua homeostase, a exemplo do aumento
na expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas no combate ao
estresse, como as proteinas do choque térmico. Em contrapartida, o zinco (Zn),
um nutriente essencial para as plantas, possui diversas funcbes bioldgicas,
como cofator funcional, estrutural ou regulatério de um grande numero de
enzimas, regulador de expressdo génica e preservador da integridade de
membranas celulares. Em funcédo das semelhancas fisicas e quimicas entre Cd
e Zn, e da auséncia de um transportador especifico para Cd em plantas, ambos
podem competir pelos mesmos transportadores durante a sua absorcao do solo.
No presente trabalho foi investigado o potencial de atuacdo de Zn sobre alguns
mecanismos bioquimicos e moleculares de resposta a toxicidade provocada por
Cd, a fim de entender se a possivel relacdo antagdnica resultante da competicdo
entre esses dois metais foi capaz de favorecer o metabolismo das plantas a
combater o estresse oxidativo induzido pelo Cd. Para isso, foi conduzido um
experimento com plantas jovens seminais do gendétipo de cacau CCN 51,
utilizando diferentes doses de Zn aplicadas no solo em combinacdo com Cd.
Constatou-se que a expressdo de genes relacionados com as enzimas do
metabolismo antioxidativo ndo foi um bom marcador do estresse induzido por
Cd, nem do potencial efeito de mitigacdo de Zn, uma vez que poucas diferencas
foram observadas entre os tratamentos. A comparacao dos perfis de abundancia
das proteinas diferencialmente expressas, por meio de heat maps, possibilitou
verificar como o Cd afetou o metabolismo primario das plantas e induziu
respostas caracteristicas de estresses abidticos. As respostas, em nivel de
proteoma, foram dependentes do tempo de exposicdo aos metais, sendo que a
exposicao prolongada (24h) teve maior efeito sobre o acimulo das proteinas no
tratamento onde foi aplicado apenas Cd. O tratamento T5 (1,6 mmol Zn kg solo
+ 0,8 mmol Cd kg solo) foi o que melhor respondeu ao estresse induzido pelo
Cd, uma vez que sofreu menos reducdo na abundancia de proteinas comuns
aos demais tratamentos.
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ABSTRACT

Cadmium (Cd) uptake by cultivated plants, an element highly toxic to humans,
has been the focus of scientific investigation for years. In 2014, the European
Union changed its legislation through Commission Regulation No. 488/2014,
where it established, for the first time, maximum Cd limits allowed in cacao-
based products. This regulation changed the import of cacao beans from
producing countries, whose Cd contents are very high. Cd can accumulate in
different parts of the plant and promote changes at biochemical, physiological
and molecular levels, interfering with its development by altering its primary
metabolism. In response to metallic stress, plant cells initiate several control
systems to adjust their homeostasis, such as the increase in the expression of
genes that encode proteins involved in combating stress, such as heat shock
proteins. On the other hand, zinc (Zn), an essential nutrient for plants, has
several biological functions, such as a functional, structural or regulatory
cofactor of a large number of enzymes, a regulator of gene expression and a
preserver of the integrity of cell membranes. Due to the physical and chemical
similarities between Cd and Zn, and the absence of a specific transporter for Cd
in plants, both can compete for the same transporters during their uptake from
the soil. In the present work, the potential for action of Zn on some biochemical
and molecular mechanisms of response to toxicity caused by Cd was
investigated, in order to understand whether the possible antagonistic
relationship resulting from the competition between these two metals was able
to favor the metabolism of plants to combat Cd-induced oxidative stress. For
this, an experiment was carried out with young seminal plants of the cacao
genotype CCN 51, using different doses of Zn applied to the soil in combination
with Cd. It was found that the expression of genes related to antioxidative
metabolism enzymes was not a good marker of Cd-induced stress, nor of the
potential mitigating effect of Zn, since few differences were observed between
treatments.The comparison of the abundance profiles of the differentially
expressed proteins, through heat maps, made it possible to verify how Cd
affected the primary metabolism of plants and induced responses characteristic
of abiotic stresses. The responses, at the proteome level, were dependent on
the time of exposure to the metals, and the prolonged exposure (24h) had a
greater effect on the accumulation of proteins in the treatment where only Cd
was applied. The T5 treatment (1.6 mmol Zn kg soil + 0.8 mmol Cd kg™ soil)
was the one that best responded to the stress induced by Cd, since it suffered
less reduction in the abundance of proteins common to the other treatments.

Keywords: Theobroma cacao, heavy metals, mitigation of Cd toxicity, reactive
oxygen species, biochemical and molecular responses
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1. INTRODUCAO

Os metais pesados sdo agentes severos de poluicdo, em consequéncia
da sua dificil remoc¢édo do meio ambiente, afetando ndo s6 a qualidade da 4gua e
do solo por eles contaminados, mas também podendo causar danos a saude
humana e dos animais, devido ao seu transporte para a cadeia alimentar (LI et
al., 2019). Como as plantas sdo organismos sésseis, elas tiveram que evoluir
uma série de estratégias adaptativas flexiveis que Ihes permitiram adequar o seu
metabolismo a presenca de diferentes quantidades desses elementos metalicos
(DALCORSO et al., 2019).

Plantas submetidas as condicbes de estresse, provocado por Cd, podem
sofrer alterac6es metabdlicas que afetam o seu crescimento e desenvolvimento,
como por exemplo, o acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que
induzem a peroxidacao lipidica (YANG et al., 2021). A producgdo de ERO é uma
das principais causas da toxicidade dos metais pesados em plantas. Os danos
causados por esses metais aos processos bioldgicos ocorrem devido a sua
semelhanca com os ions que desempenham fungfes essenciais no metabolismo
(SHAHID et al., 2015).

Muitas ferramentas tém sido utilizadas para elucidar o efeito dos metais
pesados sobre o metabolismo das plantas, como, por exemplo, a andlise
protebmica. You et al. (2014), utilizando uma estratégia de espectrometria de
massas, com pré-fracionamento de extrato proteico, por meio de eletroforese
bidimensional, compararam o comportamento de duas cultivares contrastantes
de citrus em reposta a toxicidade provocada por Mn nas raizes das plantas.
Estes autores observaram que a diferenca mais notavel da cultivar tolerante, em
relacdo a ndo tolerante, foi no acumulo de proteinas relacionadas ao
metabolismo de &cidos nucléicos, glicolise e transporte celular, sendo estas
proteinas down reguladas na cultivar tolerante, ao passo que foram up reguladas
na cultivar ndo tolerante.

E sabido que as plantas alteram a expressédo de genes que codificam
proteinas envolvidas nas respostas ao estresse ocasionado por metais pesados,
como, por exemplo, genes relacionados a biossintese de fitoquelatinas,

metalotioneinas e proteinas do choque térmico (HASAN, et al., 2017). Souguir et
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al. (2015) demonstraram, por meio de analise de RT-gPCR em tempo real, que o
Cd induziu a expressdo de genes codificantes para metalotioneinas, proteinas
do choque térmico e algumas enzimas do metabolismo antioxidativo em Vicia
faba.

Buscando reforcar os padrdes de seguranca alimentar e atender as
exigéncias de um publico consumidor cada vez mais atento a certos atributos da
matéria-prima usada na fabricacdo de seus alimentos, a Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (EFSA, do inglés European Food Safety
Authority) estabeleceu, pela primeira vez, limites maximos permitidos para a
presenca de cadmio (Cd) em produtos a base de cacau, como chocolate e cacau
em po, por meio do Regulamento da Comissdo n°488/2014 (EC, 2014).
Entretanto, apesar de significar um avanco nas medidas de protecdo publicas
contra a contaminacdo de sua populacédo por metais pesados, a Unido Europeia
colocou em risco a importacdo de cacau de paises da América Latina, uma vez
gue concentracdes mais elevadas de Cd foram encontradas em produtos a base
de améndoas de cacau provenientes desses paises (ABT et al., 2018).

A dieta é a principal via de exposi¢cado ao Cd na populacdo em geral. Sua
ingestdo semanal recomendada é de 2,5 pug/kg de peso corporal. Doses maiores
estdo associadas com o surgimento de disturbios graves, como disfuncao renal,
resultante de sua acumulacdo nos rins (EFSA, 2011). Como o Cd pode ser
transferido do solo para as plantas e assim entrar na cadeia alimentar a partir
das améndoas de cacau (GRAMLICH et al., 2018), as estratégias para reduzir a
ingestdo deste contaminante devem incluir principalmente a reducdo de sua
biodisponibilidade e de sua absorcdo pelas plantas (SCHAEFER; DENNIS;
FITZPATRICK, 2020).

O Cd é um metal pesado sem funcao bioldgica conhecida, que pode se
acumular em diversas partes da planta, e sua toxicidade provoca reducéao do
crescimento, murcha, danos no aparato fotossintético e, consequentemente, a
reducdo no metabolismo do carbono (SANTOS; MONTEIRO; DIAS, 2010;
SANTOS et al., 2020). Solos contendo Cd sdo as fontes predominantes desse
elemento para as plantas. A origem desse metal nos solos pode ser natural,
proveniente da rocha subjacente ou material de origem, mas também fruto de
acbes antropogénicas, como uso excessivo de fertilizantes, residuos de

industrias de mineracéo e fundigéo, tratamento com |16do de esgoto, etc. (TRAN;



19

POPOVA, 2013). A absorcdao, translocacdo e deposicdo de Cd € regulada por
diversos fatores, como seu teor no solo, teor de matéria organica, pH, potencial
redox e presenca de outros elementos minerais (BENAVIDES; GALLEGO;
TOMARQO, 2005; OLIVEIRA et al., 2022).

Em contrapartida, o zinco (Zn), um nutriente essencial para as plantas,
possui diversas funcdes biol6gicas, como cofator funcional, estrutural ou
regulatério de um grande namero de enzimas. Também € necessario a sintese
de triptofano, precursor do acido indolacético, conhecido como horménio do
crescimento em plantas (TSONEV; CEBOLA LIDON, 2012). Sua absorcao do
solo é regulada por fatores fisicos e quimicos, como pH, valor total de Zn e teor
de matéria organica (MOUSAVI; GALAVI; REZAEI, 2013).

A absorcdo de Zn da solugdo do solo pode ocorrer na forma de Zn?* ou
como complexos metal-organicos (STURIKOVA et al., 2018). J4 o Cd pode ser
absorvido pelas raizes das plantas na sua forma de Cd?* através do transporte
oportunista via canais para outros cations divalentes, como Fe?*, Zn?* e Ca?
(SONG; JIN; WANG, 20186).

O Cd pode provocar danos as principais enzimas do metabolismo
antioxidativo, como catalase, redutase da glutationa e dismutase do superéxido
(SANDALIO et al., 2009). Contudo, estudos sugerem que a relacdo antagonica
na absorcdo de Cd e Zn pode ser usada para reduzir o acumulo de Cd nos
tecidos vegetais (WU; ZHANG, 2002; SARWAR et al., 2014), além de trazer
beneficios indiretos do Zn na ativacdo do mecanismo de defesa contra a
toxicidade, aumentando a atividade das enzimas antioxidantes e, desse modo,
reduzindo o estresse oxidativo (FAIZAN et al., 2021).

As ERO séo produzidas constantemente pelas células em niveis que nao
afetam o metabolismo celular, pois sdo removidos pela maquinaria antioxidante.
Entretanto, seu excesso pode provocar peroxidacao lipidica, extravazamento de
eletrélitos, em consequéncia de perda da seletividade de membranas, inativacédo
de enzimas e quebras de DNA ou mutacdes, dentre outras alteractes
metabdlicas (SANDALIO et al., 2009).

Em funcdo das semelhancas fisicas e quimicas entre Cd e Zn, e da
auséncia de um transportador especifico para Cd em plantas, 0 mesmo compete
com cations divalentes durante a sua absorcao do solo (QIN et al., 2022). Logo,

a maior disponibilidade Zn no solo pode reduzir a absorcdo de Cd pelo sistema
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radicular e mitigar a toxicidade de Cd. O presente trabalho teve como objetivo
principal avaliar os mecanismos de acao de Zn na mitigacdo do efeito toxico de
Cd em plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51, por meio de analises de
mudancas no perfil de proteinas exclusivas e diferencialmente abundantes,
atividade das enzimas do metabolismo antioxidativo, expressdo génica e

western blot de proteinas de resposta ao estresse.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Theobroma cacao L.

Theobroma cacao L. (cacau), uma espécie dicotiledénea da familia
Malvaceae, nativa de regides tropicais Umidas da América do Sul, domesticada
h& cerca de 3000 anos (ALMEIDA; VALLE, 2007; ARGOUT et al., 2011), possui
grande importancia socioeconémica, cujas sementes de seus frutos maduros
sdo fermentadas e secas (améndoas) e usadas como matéria-prima para a
fabricagcdo de chocolate e de outros subprodutos (ALMEIDA; VALLE, 2007;
MULLER; VALLE, 2012). A partir do seu centro de origem se espalharam dois
grandes grupos, comumente chamados de Crioulo e Forasteiro (ALMEIDA;
VALLE, 2007). A hibridizacédo natural entre eles deu origem a um terceiro grupo,
chamado de Trinitario (ALMEIDA; VALLE, 2007; NAIR, 2021). O cacau foi
introduzido na Bahia em 1746, com sementes vindas do Pard (MONTEIRO;
LOPES; CLEMENT, 2009). Os primeiros trabalhos de melhoramento genético
dessa cultura datam da década de 30, contudo, somente a partir de meados dos
anos 60 foram distribuidos os primeiros hibridos de cacau pela Comissao
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) (AHNERT et al., 2018).

O Brasil ocupa a sétima posicdo no ranking de maiores produtores
mundiais de cacau (BARBOZA et al., 2020), tendo destaque principalmente nos
estados do Para e da Bahia, que séo, respectivamente, o primeiro e o segundo
maiores produtores do pais (IBGE, 2019). A Bahia participa de quase 100% das
exportacdes de derivados de cacau do Brasil (BRAINER, 2021). Os principais
mercados brasileiros de exportacdo de améndoas de cacau no ano de 2020
foram Japao, Paises Baixos, Franca, Bélgica e Estados Unidos (Trend Economy,
2021).
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Apesar de o cacau ser produzido principalmente em paises tropicais
localizados em zonas de baixa latitude (WIKLE, 2021), os maiores mercados
consumidores de chocolate se encontram na Europa Ocidental, destacando-se a
Suica (9 kg per capita), a Alemanha (7,9 kg per capita), a Austria (7,8 kg per
capita), o Reino Unido (7,5 kg per capita) e a Noruega (6,6 kg per capita)
(ALBERTS; CIDELL, 2015; PURBA, 2019). Espera-se que a taxa composta de
crescimento anual do mercado global de améndoas de cacau cresca 7,3% de
2019 a 2025, sobretudo, devido as demandas dos mercados tradicionais por
novos produtos alimenticios a base de cacau, bem como devido ao aumento na
demanda por ingredientes derivados de cacau pelo mercado asiatico (VOORA,;
BERMUDE; LARREA, 2019). Entre as novas tendéncias do mercado
internacional destacam-se a procura por chocolates organicos, com
caracteristicas funcionais ou nutracéuticas, que contenham selo de indicacéo
geografica ou certificacdo fairtrade, entre outros (OTTER; PRECHTEL,;
THEUVSEN, 2018; KIM; JEON, 2019; MERLINO et al., 2021).

2.2 - Metais pesados em plantas cultivadas

O termo metal pesado € comumente utilizado na literautura cientifica para
se referir a qualquer elemento do grupo dos metais e metaldides que provoque
poluicdo ambiental, toxicidade e efeitos adversos ao meio ambiente. Mais
precisamente, podem ser definidos como quaisquer metais de ocorréncia
natural, com nimero atémico (Z) maior que 20 e densidade elementar maior que
5 g cm3 (ALIl; KHAN, 2018). Para fins de efeito pratico, também sé&o referidos na
literatura como metais tracos, microelementos ou oligoelementos, e
compreendem elementos essenciais e nao essenciais (incluindo elementos
toxicos) (NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH, 2010).

Alguns desses metais sdo necessarios para o bom funcionamento
metabdlico dos organismos. Elementos como Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinco
(Zn), Cobalto (Co), Ferro (Fe), Manganés (Mn) e Molibdénio (Mo), séo
demandandos em pequenas quantidades pelas plantas, pois atuam em
atividades funcionais de um grande numero de proteinas necessarias ao seu
crescimento e desenvolvimento, e, por isso, sado considerados essenciais.

Outros, como arsénio (As), mercurio (Hg), cromo (Cr), cadmio (Cd) e chumbo



22

(Pb), ndo possuem funcao bioldgica conhecida, além de serem potencialmente
toéxicos mesmo em pequenas quantidades (VARMA, 2021).

Existem diferentes fontes de origens naturais e antropogénicas de metais
pesados no meio ambiente. As pricnipais fontes naturais sdo as rochas de
origem e os solos formados a partir dessas rochas. Durante o processo natural
de formacdo das rochas primarias, os metais pesados sdo incorporados na
estrutura cristalografica dos minerais recém-formados, a partir de um processo
chamado de substituicdo isomorfica, por exemplo, o Cd pode substituir em parte
0 Zn presente na esfalerita (Zn [Cd] S). Entre as fontes antropogénicas, estdo os
residuos de atvidade agricola, como uso de fertilizantes, esterco animal e
pesticidas, e os residuos de atividades insdutriais, como mineracdo e fundicao
de metais. Esses residuos podem possuir forma gasosa, particulada, aquosa ou
sélida (BRADL, 2005).

A agricultura pode ser uma das fontes mais proeminentes de metais
pesados para as plantas cultivadas, pois € uma atividade difundida no mundo
todo e que nao esta restrita somente a areas cuja presenca desses elementos é
naturalemnte abundante. O uso constante de fertilizantes fosfatados e o longo
tempo de persisténcia dos metais no solo podem levar ao acumulo
perigosamente alto de alguns oligoelementos. Fungicidas, fertilizantes
inorganicos e fertilizantes fosfatados tém niveis variaveis de Cd, Cr, Ni, Pb e Zn,
dependendo de suas fontes (NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH, 2010). Um
estudo de Nacke et al. (2013) investigou a disponibilidade dos metais pesados
Cd, Pb e Cr para o solo e para plantas de Zea mays fertilizadas com diferentes
fontes e doses Zn. Apesar de o Pb ter sido o Unico metal que apresentou
acumulo na parte aérea de Z. mays, em relacdo ao solo, foi observado que os
fertilizantes das diferentes fontes disponibilizam Cd, Pb e Cr em quantidades
crescentes e proporcionais ao aumento das doses de Zn, evidenciando a
importancia dos fertilizantes minerais para o fornecimento desses elementos ao
meio ambiente.

Em geral, as plantas terrestres absorvem metais atraves de suas raizes e
os transportam pelo xilema até a parte aérea. Esses metais podem ser
absorvidos tanto na forma de ions hidratados quanto de complexos metal-
guelato. Ambas as formas podem ser absorvidas e transportadas por meio de

inimeras proteinas de canal e/ou proteinas transportadoras. Comumente 0s
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metais ndo essenciais chegam as celulas através de transportadores especificos
para metais essenciais devido as semelhancas entre eles, como por exemplo, 0s
raios iénicos (SOLYMOSI; BERTRAND, 2010).

A maior fracdo de metais pesados presente em um solo esta associada a
sua fase solida. O problema surge quando esses elementos séo transferidos
para a solucdo do solo, tornando-se disponiveis para a absor¢do pelas raizes
das plantas (SHERENE, 2010). Uma vez presentes na solu¢do do solo, sua
biodisponibilidade sera regulada por uma série de fatores, como a interagdo com
outros elementos e com substancias presentes na fase aquosa. O pH, o
potencial redox e o teor de matéria organica afetardo a tendéncia do metal de
existir na forma iénica disponivel para as plantas (TANGAHU et al., 2011).

Alguns metais pesados ndo essenciais podem ser bioacumulados em
cultivos alimentares importantes para a dieta dos seres humanos. Plantas
cultivadas em solos com alto teor de metais pesados podem acumular esses
elementos em quantidades acima dos limites de consumo estabelecidos pelos
orgaos de segurancga alimentar, a exemplo de Brassica oleracea, Daucus carota,
Solanum tuberosum e Triticum aestivum (DZIUBANEK et al.,, 2015; YANG;
NAN.; ZHAO, 2014). Além disso, os metais pesados podem reduzir 0s
componentes nutricionais em cultivos alimentares contaminados, tornando-os
mais pobres em seus teores de proteinas, gorduras e carboidratos. Os riscos
associados a saude dependem do teor ingerido e do tempo de exposicdo ao
metal (KHAN et al.,, 2015). Os efeitos relacionados a intoxicacdo por metais
pesados nos seres humanos podem incluir retardo no desenvolvimento,
surgimento de varios tipos de canceres, danos renais, desregulacdo enddcrina,
efeitos imunolégicos e neurolégicos negativos, dentre outros distlrbios
(MAHURPAWAR, 2015).

A produtividade dos cultivos alimentares pode reduzir em funcdo dos
danos provocados pelos efeitos toxicos dos metais pesados ao interferir nos
processos fisioldgicos das plantas, promovendo alteracdes na fotossintese, na
absorcdo de agua e minerais e no metabolismo do nitrogénio, o que pode
resultar em reducédo do crescimento do cultivo e do aporte de biomassa, e, em
altimo caso, causar a morte das plantas (SHAHID et al., 2015). Um estudo de
Sheetal et al. (2016), com uma variedade de Brassica juncea, cultivada em um

solo que recebeu diferentes doses de metais pesados (Ni, Cr, Pb, Cd e Hg),
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verificou-se, conforme ao aumento das doses aplicadas no solo, que houve
reducdo significativa na biomassa, na taxa fotossintética e no teor de clorofila,
em comparacdo as plantas do grupo controle. Por outro lado, o numero de
folhas, entrends e frutos, a area foliar, a taxa de crescimento absoluto e a
biomassa de Cucumis sativus diminuiram em resposta a aplicacdo de lodo de
esgoto contaminado com metais pesados, ainda que o0s teores desses
elementos estivessem dentro do limite permitido para aplicacdo de lodo de

esgoto em solos (Eid et al., 2017).

2.3 - Cadmio (Cd)

Cd (namero atdbmico = 48 e massa atbmica = 112,41 u) é um metal ndo
essencial, de relativa mobilidade no sistema solo-planta, bastante estudado
devido ao seu potencial de toxicidade aos seres humanos (SINGH,;
MCLAUGHLIN, 1999). Possui grande similaridade com outros elementos do
grupo 12 (IIB) da tabela periddica, como Zn e Hg, com 0s quais se encontra
comumente conjugado em ambientes geoldgicos naturais (TRAINA, 1999). A
abundancia desse elemento na crosta terrestre varia entre 0,1 e 0,5 ppm, mas
valores acima e abaixo dessa faixa de abrangéncia também foram relatados,
pois dependem de um grande numero de fatores (MORROW, 2010). Existem
muitas formas quimicas estaveis e instaveis nas quais o Cd pode aparecer na
natureza, mas quase todos os compostos de Cd tem o nimero de oxidacao de
+2 (RAPISARDA et al., 2018).

O teor total de Cd em um solo é funcdo da contribuicdo do material
geoldgico de origem e das entradas de fontes exdgenas, que em sua maioria
sdo fontes antropogénicas. O equilibrio relativo entre os mecanismos de
adsorcao, lixiviacdo e absorcéo pelas plantas determina o destino do Cd, uma
vez que este elemento se encontre disponivel no solo (ALLOWAY; STEINNES,
1999). Estima-se que 0s aumentos nos teores de Cd, nos compartimentos
ambientais (ar, solo e agua), se devem, principalmente, a atividade industrial,
como a de beneficiamento de metais, tais como Zn, Fe e ago (HUTTON, 1983).

Um estudo conduzido por Cheng et al. (2014) demonstrou que as maiores
fontes de poluicdo atmosférica de Cd na China, no ano de 2009, advieram dos

processos industriais de fundicdo de metais e das fontes de combustdo de
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carvao, totalizando 56,6 e 43,4% das emissfGes atmosféricas naquele ano,
respectivamente. Outro estudo conduzido por Yuan et al. (2019) avaliou as
emissdes de Cd na cidade de Dingshu, conhecida como a “Capital Chinesa da
Ceramica”, durante o ano de 2015, demonstrando que 90,4% das emissdes de
Cd foram destinadas para a agua, 9,5% para o0 solo e apenas 0,1% para a
atmosfera. A produgéo industrial foi a fonte mais proeminente de emissdes
antropicas de Cd, contribuindo com 62,1% das emissdes totais.

Em regibes do mundo com menor atividade urbana e industrial, a
contaminagdo por Cd no solo ocorre predominantemente devido ao uso de
fertilizantes, corretivos de solo, adubos e biossdlidos de esgoto. Dessa forma, as
concentracfes de Cd no solo tém aumentado lentamente em sistemas agricolas
gue utilizam essas tecnologias (SINGH; MCLAUGHLIN, 1999). Fertilizantes
fosfatados podem ser um dos maiores contribuintes para a contaminacéo de Cd
em solos agricolas. Williams e David (1976) investigaram o acumulo de Cd e Zn
nos solos por meio da aplicacdo de fertilizantes fosfatados associada a
diferentes préticas culturais. Os resultados indicaram o aumento substancial de
Cd presente no solo em todos os sistemas de cultivo experimentais, envolvendo
diferentes fertilizantes e praticas culturais utilizadas. As impurezas dos
fertilizantes aumentaram em dez vezes o Cd solluvel em varios dos solos
estudados. Pelo menos 80% das impurezas derivadas dos fertilizantes
fosfatados aplicados estavam nas camadas cultivaveis do solo.

Lambert, Grant e Suavé (2007) investigaram o efeito, em longo prazo, na
solubilidade de Cd e Zn nos solos de dois experimentos, um realizado em
condicBes de campo e outro em laboratério, apos a aplicacdo de fertilizantes
fosfatados, por meio da determinacdo dos teores desses metais na agua do
solo. Os fertilizantes fosfatados aumentaram o teor de Cd nos extratos do solo
nos experimentos de campo e laboratério em 87% e 80% em relacdo ao
controle, respectivamente. O experimento de campo foi realizado durante o
periodo de trés anos utilizando trés fertilizantes de fosfato monoaménico,
enquanto o experimento de laboratorio simulou a adicdo desses fertilizantes a
um periodo equivalente a 15 anos de aplicacdo. Por outro lado, a aplicacdo de
fertilizantes na forma de cloreto, como cloreto de potassio (KCI), também pode

colaborar para o aumento da disponibilidade de Cd no solo, uma vez que o teor
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de CI" na solugédo do solo contribui para o aumento da mobilidade de Cd e,
portanto, para sua disponibilidade para as plantas (FIJALKOWSKI et al., 2012).

As quantidades de Cd emitidas por fontes naturais sdo mais dificeis de
serem estimadas, principalmente porque existem poucas medi¢cdes das taxas de
emissao provocadas por processos naturais (HUTTON, 1983). O vulcanismo é
considerado uma das mais importantes fontes naturais de Cd atmosférico.
Entretanto, devido a variacdo consideravel no grau de enriguecimento relatado
para diferentes vulcdes, bem como suas localiza¢gGes frequentemente remotas e
mal monitoradas, a estimativa das descargas mundiais desta fonte é dificultada.
Outras fontes naturais incluem sprays oceanicos, incéndios florestais e liberagcéo
através da vegetacdo (HUTTON et al., 1987). Estima-se que cerca de 25.000 t
por ano de Cd sejam liberadas no meio ambiente devido as fontes naturais
(PANDIT; MUKHERJEE, 2018).

2.4 - Zinco (Zn)

Zn (namero atébmico = 30 e massa atbmica = 65,38 u) € um elemento
metalico essencial para a vida terrestre, em razdo de sua participagdo como
componente estrutural ou cofator de inUmeras protéinas, cujos dominios de
ligacdo ao Zn sdo altamente conservados entre as espécies (BARAK; HELMKE,
1993). Este elemento metalico desempenha um papel muito importante em
diversas rotas metabdlicas em plantas, e esta relacionado a uma ampla gama de
processos bioldgicos, como participacdo no metabolismo de carboidratos, na
preservacdo da integridade de membranas celulares, na biossintese de
proteinas, na regulacdo da sintese de auxinas e na formacdo de podlen
(HAFEEZ; KHANIF; SALEEM, 2013).

A principal forma de entrada de Zn nos solos ocorre por meio do
intemperismo fisico e quimico da rocha matriz. Rochas ricas em minerais
intemperizados de Zn, como esfalerita, zincosita e zincinto, podem dar origem a
solos contendo altas concentracbes de Zn (BROADLEY et al., 2007). Apesar
disso, a deficiéncia de Zn € um problema amplamente generalizado na producéo
agricola, relatado na maioria dos tipos de solo. A deficiéncia de Zn é mais
comumente associada a solos inundados, com aeragao insuficiente, do que a
solos de sequeiro ou de textura franco-arenosa. (TAKKA; WALKER, 1993). O Zn
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€ absorvido pelo sistema radicular das plantas principalmente como cétion
divalente (Zn?*), porém, em principio, também pode ser absorvido como cation
monovalente (ZnOH*) em pH alto (MARSCHNER, 2011).

A absorcéo de Zn do solo é regulada por fatores fisicos e quimicos, como
pH, valor total de Zn e teor de matéria organica. Solos muito acidificados
geralmente possuem valor total de Zn baixo, devido a intensa lixiviagcdo. Diante
disso, a correcdo desses solos deve levar em conta que a usabilidade de Zn
diminui com o aumento do pH, pois resulta em sua imobilizacdo e precipitacédo
(MOUSAVI; GALAVI; REZAEI, 2013). O uso de carbonato de calcio (CaCOx3)
como corretor da acidez do solo pode levar a precipitacdo de Zn na forma de
carbonato de zinco (ZnCOs) ou hidroxido de zinco (Zn(OH)z2) (MALAKOUTI,
2007).

A deficiéncia de Zn resulta no surgimento de anormalidades nas plantas,
gue sao percebidas na forma de sintomas visuais, como crescimento atrofiado,
clorose e dimuinuigdo do tamanho das folhas. Essa deficiéncia pode resultar em
perda da produtividade e reducéo da qualidade dos produtos agricolas colhidos,
bem como aumentar a susceptibilidade das plantas a injarias e doencas
(HAFEEZ; KHANIF; SALEEM, 2013). A deficiéncia de Zn afeta ndo somente o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, mas também tem efeitos
negativos sobre os seres humanos. Estima-se que 17,3% da populacdo mundial
estejam sujeitos a riscos de deficiéncia de Zn, principalmente em paises de
baixa renda. Isso se deve ao baixo teor de Zn presente nas plantas agricolas
cultivadas em solos com deficiéncia de Zn, e, por isso, a biofortificacdo de
alimentos que compdem a base da piramide alimentar € uma alternativa para
incrementar dietas pobres em Zn (KACHINSKI; VIDIGAL; AVILA, 2020; RUDANI;
VISHAL; KALAVATI, 2018).

O Zn é o segundo maior metal de transicdo mais abundante nos
organimos, atras apenas do Fe, além de ser o Unico presente em todas as
classes de enzimas (oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases) (BROADLEY et al., 2007). Suas fun¢gbes metabadlicas séo
influenciadas por sua forte tendéncia de formar complexos tetraédricos com
ligantes doadores de N-, O- e S-, e assim desempenha um papel catalitico e
estrutural nas reacdes enzimaticas (MARSCHNER, 2011). Além disso, 0 Zn esta

envolvido na expressdo de genes que codificam enzimas de defesa contra o
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estresse oxidativo, como peroxidase do ascorbato e redutase da glutationa
(TSONEV; CEBOLA LIDON, 2012).

Em condi¢cdes de deficiéncia de Zn, ha diminuicao da atividade da enzima
dismutase do superoxido (Cu-Zn SOD), o que resulta no aumento dos radicais
livres como o superdxido (O,7), uma molécula nociva aos tecidos vegetais,
podendo causar danos as membranas lipidicas e aumentar sua permeabilidade
indesejadamente (SUGANYA; SARAVANAN; MANIVANNAN, 2020). Por outro
lado, a regulacdo e a manutencdo, da expressao génica necesséaria para a
tolerancia a estresses ambientais em plantas sdo dependentes de Zn (HAFEEZ;
KHANIF; SALEEM, 2013). Um estudo realizado por Khatun et al. (2018) mostrou
gue os mecanismos de tolerancia a deficiéncia de Zn em um genotipo tolerante
de Z. mays podem estar relacionados ao aumento na expressdo de genes
transportadores de Zn, como ZmZIP1l, ZmZIP4 e ZmIRT1, e ao aumento da
atividade das enzimas do metabolismo antioxidante, como SOD e peroxidases
(POD).

Em altas concentracdes, o excesso de Zn biodisponivel pode causar
toxicidade as plantas, gerando respostas tipicas de estresse provocado por
metais pesados, como declinio da biomassa, murcha, necrose nas folhas e
inibicdo de alongamento e divisdo celular (TSONEV; CEBOLA LIDON, 2012).
Entretanto, as células vegetais desenvolveram mecanismos de regulacdo
homeostatica para lidar com a toxicidade, quando expostas a grande
disponibilidade de Zn em seu ambiente. Dentre estes mecanismos, incluem a
reducdo do influxo de Zn para as células, a estimulacdo do efluxo de Zn do
citosol, o sequestro de Zn nos vacuolos e a quelacdo de Zn por ligantes
especificos (CARDINI et al., 2021).

2.5 - Absorcéo e transporte de Zn e de Cd em plantas

A absorcao de metais pesados pelas plantas é regulada por uma série de
mecanismos que envolvem a acdo de bombas de protons, co- e
antitransportadores e proteinas de membrana. Cada mecanismo de transporte
pode absorver uma variedade de ions, dependendo das interacfes dessas
espécies ionicas durante sua absorcdo, incluindo metais indesejados

(TANGAHU et al.,, 2011). Esses transportadores atuam tanto na membrana
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plasmatica, promovendo a entrada de metais no citoplasma, quanto nas
membranas de organelos celulares resposaveis pela remobilizacdo de metais
em compartimentos intracelulares (HALL; WILLIAMS, 2003).

O Zn é absorvido principalmente na froma de Zn?* e pode ser
transportado das raizes a longa disténcia via xilema até a parte aérea da planta
na forma de complexos com acidos organicos ou de ions divalentes livres. No
floema, Zn é encontrado em teores relativamente altos, associado a compostos
organicos de baixo peso molecular, demonstrando que este metal é translocado
através dos tecidos do xilema e do floema (MARSCHNER, 2011).

A absorcao e a homeostase de Zn nas plantas dependem da atividade de
varios produtos génicos. O primeiro gene relacionado a transportadores de Zn
em plantas foi sequenciado em Arabidopsis thaliana. Esse gene pertence a
familia génica das “proteinas transportadoras reguladas por zinco” (ZIP,
ZRT/IRT-like transporter proteins/zinc-regulated transporter- iron-regulated
transporter proteins) (TSONEV; CEBOLA LIDON, 2012). As proteinas
semelhantes a ZRT/IRT (ZIP) compdem uma das familias de transportadores
mais importantes para Zn?* e outros ions metalicos do espaco extracelular para
o citoplasma (NISHIDA; MIZUNO; OBATA, 2008). Membros da familia ZIP sao
capazes de transportar ndo somente Zn, mas também metais como Fe, Mn e Cd
(YANG et al., 2009). A expressado desses genes é regulada negativamente em
funcdo da fertilizacdo com Zn. O aumento na expressao de genes associados
aos transportadores ZIP pode estar relacionado aos mecanismos de tolerancia a
deficiéncia de Zn em plantas de Z. mays gendétipo-tolerantes (KHATUN et al.,
2018). Em Citrus sinensis, a expressao dos genes ZIP1, ZIP3 e ZIP4 é induzida
pela deficiéncia de Zn, similar ao comportamento de seus homadlogos em Oryza
sativa e A. thaliana (XING et al., 2016).

Outra familia de genes que codificam para transportadores de Zn é a dos
facilitadores de difusdo de cations (CDF, Cation Diffusion Facilitator). Por
exemplo, a MTP1 — proteina 1 de tolerancia a metais — (MTP, Metal Tolerance
Proteins), designada inicialmente como transportador de zinco de A. thaliana
(ZAT, zinc transporter of A. thaliana), atua na mediagdo da desintoxicagéo
causada por Zn por meio de sequestro vesicular/vacuolar desse elemento
metalico (DESBROSSES-FONROUGE et al., 2005; TSONEV; CEBOLA LIDON,

2012). Em Populus trichocarpa, uma espécie candidata ao uso em
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fitorremediacédo de solos contaminados, os produtos dos genes PtrMTPs foram
previstos para estarem localizados no vacuolo e, ou membrana celular,
possuindo caracteristica tipica das MTPs: dominio de efluxo catidnico (GAO et
al., 2020).

Essas duas familias de genes, que codificam para transportadores de Zn,
sdo bem conservadas em todos os niveis filogenéticos e suas principais
distincbes se devem ao fato de que os transportadores da familia ZIP estéo
envolvidos mais comumente na absorcdo celular de Zn, enquanto os membros
da familia CDF medeiam o efluxo de Zn ou facilitam seu transporte para 0s
compartimentos celulares responsaveis por seu armazenamento e detoxicacao
(GAITHER; EIDE, 2001).

Outros transportadores de Zn em plantas incluem as ATPases tipo P,
conhecidas como ATPases de metais pesados (HMAs, Heavy Metal ATPases),
como por exemplo a HMA2 e a HMAA4, importantes para a homeostase celular
(TSONEV; CEBOLA LIDON, 2012). Maiores expressdes de AhHMA4 em
Arabidopsis halleri estdo associadas a hiperacumulacdo e a hipertolerancia de
metais, devido a alta eficiéncia na translocacdo de elementos metalicos, como
Zn e Cd (TALKE; HANIKENNE; KRAMER, 2006). Como foi observado por Wong
e Cobbett (2009), as ATPases transportadoras de Zn (HMA2 e HMA4) sao os
principais mecanismos de translocacdo de Cd da raiz para a parte aérea em A.
halleri, e sua perda de funcdo est4d associada a perda da capacidade de
hiperacumulagéo desse metal.

A familia génica das proteinas de macrofagos, associadas a resisténcia
natural de plantas (NRAMPs, Natural Resistance-Associated Macrophage
Proteins), descreve uma familia altamente conservada de proteinas integrais de
membrana que estdo envolvidas no transporte de ions metalicos essenciais,
como Fe?*, Mn?* e Zn?*, e néo essenciais, como Cd?* (HALL; WILLIAMS, 2003).
Em Sedum alfredii, uma espécie vegetal hiperacumuladora capaz de acumular
guantidades significativas de Cd e Zn sem exibir efeitos prejudiciais ao seu
crescimento e metabolismo, possui alta expressdao do gene SaNRAMP1 nos
tecidos vegetativos jovens da parte aérea, sendo esta 10 vezes maior nas folhas
jovens do que nas folhas maduras, mas ndo apresenta expressao nas raizes,
indicando seu possivel papel na retranslocacdo de metais pesados no floema
(ZHANG et al., 2020).
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Devido a falta de fungcdo metabdlica de Cd, é improvavel que os
organismos tenham evoluido mecanismos ativos de absor¢cdo desse elemento
metalico. A compreesdo dos mecanismos de absorcdo de elementos essenciais
tem mostrado que essas vias Sao responsaveis pela absorcdo e pelo transporte
de Cd, em funcdo da baixa especifidade pelo substrato e, ou das caracteristicas
guimicas em comum entre o Cd e outros elementos, como Zn e Ca (SMITH;
WEI; LEE, 2016). Por exemplo, o transportador OsHMA2 desempenha um papel
no carregamento de Zn e de Cd no xilema e participa da translocacéo, da raiz
para a parte aérea, desses metais em O. sativa (TAKAHASHI et al., 2012). Em
T. aestivum e Triticum turgidum, Hart et al. (2002) demonstraram que ha uma
interacdo competitiva na cinética de absorcédo de Cd?* e de Zn?*, indicando que
Cd?* e Zn?* compartilham um sistema de transporte comum na membrana
plasmatica das células das raizes dessas duas variedades de trigo.

Genes da familia NRAMPs podem ter um papel importante na absorcdo
de Cd pelas raizes de T. cacao. Ullah et al. (2018) investigaram a familia génica
de NRAMPs em T. cacao, a fim de identificar seu papel na absor¢cdo e no
transpote de Cd nessa espécie. Eles identificaram cinco genes da familia
NRAMP em T. cacao e demonstraram que um deles (TcNRAMP5) pode codificar
para uma proteina capaz de transportar Cd. A partir desses resultados, os
referidos autores realizaram estudos de expressdo génica em plantas jovens de
T. cacao cultivadas hidroponicamente com varias combinacBes de cations
divalentes e na auséncia deles. De acordo com estes autores, verificou-se que o
transcrito de TcNRAMPS5 € expresso principalmente nas raizes de plantas jovens
de T. cacao. Por fim, realizaram a expressao heterdloga desse gene em cepas
de leveduras. As células de levedura que expressam TcNRAMP5 acumularam
até trés vezes mais Cd em comparacdo com as células do controle. A andlise
funcional por expressdo em levedura forneceu evidéncias de que TcNRAMP5
codifica uma proteina capaz transportar Cd?*, evidenciando o papel desse gene
na regulacéo da absorcdo de Cd em plantas de T. cacao. Esses resultados sao
condizentes com os obtidos por Rodriguez-Bolafio, Marin Véleza e Villanueva-
Mejia (2020), ao realizarem uma analise in silico de metadados em busca de
genes-chave associados ao processo de acumulacdo de Cd em T. cacao. Eles
verificaram que o gene TcNRAMPS5, homologo ao OsNRAMPS de O. sativa, esta
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fortemente relacionado ao processo de absor¢ao de Cd na raiz, fazendo dele um
forte candidato para o silenciamento génico por meio de edi¢do genética.

2.6 - Estresse provocado por Cd e mecanismos de defesa em plantas

Em plantas, as alteracbes fisioldgicas responsivas a fatores que
perturbam o equilibrio metabdlico sdo consideradas como estresse. Entretanto,
como o0s processos metabdlicos normais sdo muito flexiveis, as mudancas nas
condi¢cdes ambientais, que variam em ciclos diarios e sazonais, podem resultar
em alteracdo do metabolismo normal sem necessariamente resultar em
estresse. Portanto, 0 estresse é uma alteracdo imposta aos processos
metabdlicos normais, ocasionando prejuizos ao organismo, como lesdes,
doencas ou alteracdes fisiolégicas (BANO; AMIST; SINGH, 2019).

A primeira barreira imposta para tentar impedir a entrada de Cd nas
plantas esta localizada ainda nas raizes. Por meio da secre¢édo de exsudados,
compostos por diferentes tipos de acidos orgéanicos, o Cd pode ser complexado
e precipitado no solo ou ser retido na epiderme de células radiculares. Os grupos
funcionais hidroxila, tiol e carboxila, abundantes na celulose, hemicelulose e
pectina da parede celular, podem se ligar ao Cd?* para que este possa ser retido
nas paredes das células da raiz, promovendo seu acumulo nos tecidos corticais
dos pelos e das pontas radiculares (YANG et al., 2021).

A quelacdo de ions de Cd e sua compartimentalizagdo no vacuolo séo
considerados mecanismos de detoxificacdo desse metal pesado nas plantas, o
gue ocorre pela acdo de importantes agentes antioxidativos ndo-enzimaticos,
como as fitoquelatinas (FQ), as metalotioneinas (MT) e a glutationa no estado
reduzido (GSH) (GONZALEZ; LAPORTE; MOENNE, 2021). As PCs s&o
pequenos peptideos de ligagdo a metais com a estrutura (y-Glu-Cys)nGly, onde
o valor de n varia de 2 a 11, cuja sintese é induzida por varios metais,
especialmente por Cd (MISHRA et al.,, 2006). Ja as MTs sao pequenas
proteinas ricas em cisteina (cerca de 10 kDa) que desempenham um papel
importante na tolerancia e acumulo de Cd em plantas gendtipo-tolerante,
atuando como quelantes de ions metalicos por meio dos grupos sulfidrila das
cisteinas (GONZALEZ; LAPORTE; MOENNE, 2021).
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Garcia de La Torre et al. (2021) investigaram os efeitos do estresse
induzido por Cd em raizes de dois acessos contrastantes de Medicago
truncatula e encontraram forte expressao de genes que codificam enzimas
envolvidas na biossintese de glutationa e de fitoquelatina (MtCYS, MtgECS e
MtGSHS), como reposta diferencial do gendtipo néo-tolerante. Apesar disso,
essas respostas nao foram suficientes para evitar o desbalanco no estado redox
e 0s consequentes danos oxidativos, como demonstraram os resultados da
peroxidacao lipidica. Entretanto, isso sugere que a tolerancia ao Cd em plantas
genadtipo-tolerantes de M. truncatula ndo depende tanto da quelacdo com a
fitoquelatina, mas sim que essa é uma resposta comum em variedades sensiveis
ao estresse induzido por Cd.

Outro importante mecanismo molecular, que auxilia no aumento da
tolerdncia ao estresse oxidativo, € a prolina, um aminoacido multifuncional que
atua na manutencdo da integridade de proteinas, membranas e estruturas
subcelulares, além de auxiliar na protecéo das fungdes celulares pela eliminacao
de ERO (KAUR; ASTHIR, 2015). O teor de prolina livre pode aumentar devido ao
tratamento com Cd. Dinakar et al. (2008) estudaram a fitotoxicidade provocada
por Cd em Arachis hypogaea ap0s 10 dias de exposicdo ao Cd. Os teores de
prolina aumentaram significativamente nas folhas e raizes, em todas as doses
de Cd aplicadas, em comparacédo ao controle, além de terem sido maiores nas
folhas do que nas raizes. A aplicacdo de prolina exdgena também parece ter um
papel ativo na protecdo das membranas celulares, bem como no aumento das
atividades de SOD e CAT (ISLAM et al., 2009).

Para manter seu estado redox e mitigar os danos causados pelo estresse
oxidativo frente a producédo excessiva de ERO, as plantas também utilizam de
enzimas capazes de catalisar reacbes que convertem os radicais livres em
moléculas inofensivas. Véarias enzimas antioxidantes como dismutase do
superéxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase
do guaicol (GPX) e redutase da glutationa (GR) estédo envolvidas nos processos
de combate ao estresse oxidativo (AMIST; BANO; SINGH, 2019). As SODs séao
metaloprotéinas que constituem a primeira linha de defesa enzimética contra
ERO nas plantas, por meio da dismutacdo de Oz em H202, seguida da
conversdo de H202 em H20 e O:2 pela agdo da catalase e da peroxidase da
glutationa (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). A atividade das enzimas
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antioxidativas pode ser alterada em decorréncia do estresse causado por Cd em
diferentes espécies vegetais (HASHEM, 2014; NIKOLIC et al., 2008; ZENG et
al., 2017).

2.7 - Impactos da contaminagéo por Cd no cultivo de Theobroma cacao

Devido a crescente preocupacao com a exposicdo alimentar a elementos
metélicos toxicos por sua populagédo, a Autoridade Europeia para a Seguranca
dos Alimentos recentemente impds um limite maximo permitido para o Cd em
produtos a base de cacau, que entrou em vigor a partir janeiro de 2019. Como a
guantidade de Cd, nos produtos a base de cacau, esta relacionada com o teor
total de cacau presente nesses alimentos, foram estabelecidos diferentes
porcentagens de cacau utilizadas nas formulacdes. Os teores maximos de Cd
por kg de sélidos secos totais de cacau foram definidos como: 0,10 mg kg para
chocolate ao leite com teor de cacau <30%; 0,30 mg kg para chocolate ao leite
com teor de cacau >30% e para chocolate com teor de cacau <50%; 0,80 mg kg-
1 para chocolate com teor de cacau >50% e e 0,60 mg kg para cacau em pé
(EU, 2014).

Embora a nova regulamentacéo da Unido Europeia tenha impactos sobre
a cadeia global de producédo de cacau, os paises produtores da América Latina e
do Caribe podem sofrer mais fortemente com as sancdes e eventos decorrentes
dessa regulamentacdo, uma vez que dentre as regides produtoras de cacau do
mundo, essa é a que possui maior teor de Cd presente nas améndoas (METER;
ATKINSON; LALIBERTE, 2019). Vanderschueren et al. (2021) realizaram uma
metanalise (n= 780) buscando entender a distribuicdo percentual dos teores de
Cd em améndoas de cacau originarias do Equador e Honduras. Nesse estudo,
os autores verificaram que os teores médios de Cd em améndoas de cacau,
advindas dessas regides, variam entre 0,02 e 12 mg Cd kg~!, e em muitos casos
sendo consideravelmente acima do limite adotado pelos autores como ideal para
a exportacao (0,60 mg kg™"). Além disso, os resultados mostraram que a fonte
principal de Cd nessas regides € de origem geogénica, ao invés de
antropogénica, e que o teor de Cd nas améndoas se da em funcéo do teor total

de Cd nos solos, do pH e do carbono organico presente nesses solos.
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Para que os produtos a base de cacau estejam dentro dos padrées de
seguranca estabelecidos, em relacdo ao teor de Cd, é preciso que a matéria
prima utilizada na fabricacdo tenha teores minimos possiveis desse
contaminante. Meter, Atkinson e Laliberte (2019) apontaram que a reducdo da
absorcdo de Cd pelas plantas de T. cacao € uma das estratégias mais
promissoras de mitigacdo, uma vez que essa pratica permite que baixos teores
de Cd cheguem as améndoas de cacau, sem a diminuicdo das qualidades
organolépticas que poderiam ser ocasionadas por métodos de processamento
pos-colheita de mitigacdo de Cd, o que poderia comprometer a qualidade final
dos produtos.

O Regulamento da Comisséo n° 488/2014 se aplica apenas aos produtos
finais vendidos aos consumidores, ndo as améndoas de cacau, 0 que gera
davidas nos produtores em saber quais teores de Cd sdo aceitaveis para a
venda. Vanderschueren et al. (2021) assinalaram que a industria de
processamento tem utilizado os limites aceitos para os produtos finais como
requisitos relativos aos teores maximos de Cd presente nas améndoas de cacau
fermentadas e secas. Esses limites n&o oficiais da industria variam entre 0,50 e
1,10 mg Cd kg, mas alguns cacauicultores relataram exigéncias ainda menores
para conseguirem vender suas améndoas. Rofner (2021) propds que o limite
adotado para as améndoas de cacau fermentadas e secas esteja entre 1,14 e
1,22 mg Cd kg?.

A selecédo de gendtipos de T. cacao capazes de acumular teores menores
de Cd é extremamente dificil, pois a qualidade do chocolate e a resisténcia as
doencas dependem do gendétipo em questdo, o que dificulta o trabaho de
melhoramento (MADDELA et al.,, 2020). Entretanto, um estudo conduzido no
Peru, com 53 genoétipos de T. cacao comumente cultivados em paises da
América-Latina, a fim de verificar quais deles acumulam menos Cd na parte
aérea, identificou que 11 gendtipos estudados apresentam baixo acumulo de Cd
(AREVALO-HERNANDEZ et al., 2020).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Material vegetal e condi¢cdes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetagédo, na Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC), llhéus, Bahia, Brasil (14° 47’ S, 39° 10’ W).
Foram utilizadas sementes do genétipo de T. cacao CCN 51, provenientes de
frutos maduros de plantas matrizes autopolinizadas, com oito a dez anos de
idade, do Banco de Germoplasma de Cacau do Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC), da Comissédo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC),
Bahia, Brasil. O genotipo de T. cacao CCN 51(Coleccion Castro Naranjal 51) é
resultado do cruzamento do hibrido IMC 67 (amazbénico) x ICS 95 (trinitario) com
um genaotipo equatoriano denominado de “Canelos”, sendo, portanto, um hibrido
duplo (SARANGO BRAVO, 2009). Além disso, CCN 51 é autocompativel,
altamente produtivo, resistente a doencas e capaz de produzir a partir do
segundo ano de idade. Suas améndoas possuem um dos maiores rendimentos
de manteiga para a industria de cacau, em torno de 54% (BOZA et al., 2014).

As sementes foram pré-germinadas em bandejas plasticas, parcialmente
imersas em agua destilada, por um periodo de 48h, até a protrusdo da radicula.
Em seguida, foram transplantadas diretamente no solo, de textura franco-
arenosa, em vasos com capacidade para 5 L. O pH do solo foi corrigido
previamente, de acordo com as analises fisico-quimicas realizadas e com as
exigéncias nutricionais de T. cacao. Fez-se adubacao de cobertura 15 dias apds
o transplantio e a cada 15 dias, por cinco vezes, de acordo com resultados da
analise de solo, sem adicdo de Zn. Durante todo o periodo experimental as
plantas foram irrigadas com &gua de chuva, mantendo o solo préximo a
capacidade de campo.

Aos 126 dias apds o transplantio foram adicionados 100 mL de solucéo
de Cd ou combinada de Zn+Cd por vaso, de acordo com o0s tratamentos
equimolares de Cd e Zn+Cd, mantendo sempre a dose de Cd constante, exceto
no controle, perfazendo um total de seis tratamentos [TO (controle, sem adicao
de Zn e Cd no solo), T1 (0,8 mmol Cd kg solo), T2 (0,4 mmol Zn kg solo + 0,8
mmol Cd kg solo), T3 (0,8 mmol Zn kg? solo + 0,8 mmol Cd kg solo), T4 (1,2
mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo) e T5 (1,6 mmol Zn kg* solo + 0,8



37

mmol Cd kg? solo)], utilizando ZnCl2 e CdCl2 como fontes de Zn e Cd,
respectivamente. A dose de Cd e as de Zn foram preestabelecidas baseadas no
trabalho realizado por SANTOS et al. (2020), que, também, utilizaram o mesmo
genotipo de T. cacao e as mesmas fontes de Cd e Zn.

Para as analises bioquimicas e de expressao génica, foram coletadas a
segunda ou terceira folha madura a partir do 4pice de plantas jovens do genétipo
de T. cacao CCN 51, no periodo de 3, 6, 12, 24, 48 e 96h apdés a aplicacdo dos
tratamentos (AAT), ao passo que para as analises protebmicas foram
selecionados os tratamentos e os periodos de coleta de material vegetal mais
contrastantes, baseado nas andlises de atividade das enzimas do metabolismo
antioxidativo e da expressdo de genes associados a biossintese de algumas
proteinas do metabolismo antioxidativo, do fotossistema 2 (PS2) da fotossintese
e da quelacdo e transporte de metais, por meio de andlise multivariada de

componentes principais.

3.2 - Metabolismo antioxidativo

Para a determinagdo da atividade das enzimas envolvidas no metabolismo
antioxidativo, foram macerados 40 mg de tecido vegetal de folhas liofilizadas de
plantas jovens do gendtipo de T. cacao CCN 51, coletadas nos periodos de 3, 6,
12, 24, 48 e 96h AAT. Foram adicionados 0,028 g de polivinilpirrolidona (PVP)
ao tecido macerado (0,7 g de PVP/g de tecido). Em seguida, foram
acrescentados 800 uL de tampao de extracdo, especifico para a determinacao
da atividade de cada enzima estudada, seguido de agitacdo em vortex. Logo
apos, as amostras foram sonicadas em um ultrassonicador de sonda (Gex 130,
130 W), sob amplitude de 70%, 8 pulsos de 5s, com intervalos de 10s, seguida
de centrifugacéo (14000 rpm, rotor com 100 mm de diametro) por 10min a 4°C.
Imediatamente apds, coletou-se o0 sobrenadante, transferindo-o, em seguida,
para um novo tubo que, posteriormente, foi usado para a determinacdo das
atividades enzimaticas. Os ensaios foram realizados com um pool de cinco
repeticbes  biologicas por tratamento, em quadruplicata, em um
espectrofotometro de microplacas do tipo Spectramax Paradigm (Molecular

Devices®).
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3.2.1- Atividade da dismutase do superoxido (SOD) (EC1.15.1.1)

A atividade de SOD foi determinada utilizando-se a metodologia proposta por
Giannopolitis e Ries (1977), com modificacdes. O principio do ensaio se baseia
na reducdo fotoquimica do nitroazul de tetrazolio (NBT), mediada por radicais
superoxidos, levando a formacdo de formazana. A formacdo de formazana
ocorre quando a riboflavina € submetida a luz, sofrendo fotdlise, e perdendo um
elétron para o oxigénio do ambiente (Oz2), resultando na geragéo do anion-radical
superoxido (0O2*). Quando presente, SOD compete com NBT pelo radical
superoxido e inibe a formacgéo de formazana (WEYDERT; CULLEM, 2010).

Inicialmente, determinou-se, por meio de leitura em espectrofotbmetro no
comprimento de onda (A) de 560 nm e a temperatura de 26°C, o tempo de
reacdo necessario para a fotorreducdo completa do NBT e formacdo da
formazana, sendo esse tempo igual a 15min. Em seguida, novas reac¢des foram
feitas contendo o extrato enzimatico. As reacdes foram montadas por meio da
adicdo de um tampédo de reacdo, contendo tampao fosfato de potassio (44,5
mM, pH 7,8), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 2 uM e metionina a 13
mM, em 30 pL do extrato enzimatico bruto. Em seguida, coletou-se 160 pL
dessa mistura, aos quais foram adicionados 20 pL de NBT a 750 pM e 20 pL
riboflavina a 1 mM, dando-se inicio a reacdo. A leitura inicial ocorreu depois de a
microplaca ter sido incubada por 5min no escuro, seguida da segunda leitura,
realizada logo ap6s 15min de exposicao a luz fluorescente de 15W. Foram
considerados como branco os poc¢os que ndo continham o extrato enzimatico.
Uma unidade de atividade enziméatica de SOD foi considerada como a

guantidade de enzima capaz de inibir 50% da reducao fotoquimica do NBT.

3.2.2- Atividade de catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)

A atividade de CAT foi determinada pelo consumo de H202 em
espectrofotometro com A de 240 nm e a temperatura de 30°C, segundo Havir e
Mchale (1987), com modificacdes. As reacdes foram preparadas com tampao
fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) e 15 uL do extrato enzimatico bruto,
totalizando 180 pL. A essa mistura foi adicionado 20 pL de H202 a 300 mM,

iniciando-se a reacédo, que foi monitorada durante 300s. As reacfes em branco
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foram feitas sem adigdo do extrato enzimatico bruto. Para o calculo da atividade

enzimatica foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 36 Mt cm™.

3.2.3- Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) (EC EC 1.11.1.11)

A determinacédo da atividade de APX foi realizada segundo a metodologia
descrita por Nakano e Asada (1981), com modificacdes. O principio do ensaio se
baseia na capacidade da enzima em catalisar a oxidagao de um micromol de
acido ascorbico por minuto. As reacdes foram montadas por meio da adicdo de
um tampéo de reacdo (contendo tampéao fosfato de potassio a 50 mM, pH 7,0,
EDTA a 500 mM e &cido L-ascoérbico a 5 mM) a 20 yuL do extrato enzimatico
bruto. Em seguida, coletou-se 180 pL dessa mistura, a qual foram adicionados
20 pL de H202 a 300 mM. Fez-se a leitura do decréscimo na absorbancia em A
de 290 nm, durante 210s, a temperatura de 26°C. As reacdes em branco foram
feitas sem adicdo do extrato enzimatico bruto e do H202. Para o calculo da

atividade enzimatica foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM cm™.

3.2.4- Atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) (EC 1.11.1.7)

A determinacdo da atividade de GPX foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Pirovani et al. (2008), com modificacdes. As reacdes
foram preparadas com a mistura de 140 pL de tampéao de atividade (guaiacol a
40 mM, fosfato de potassio a 20 mM pH 6,0 e H202 a 0,0/6%), 120 pL de tampéo
fosfato de potassio (50 mM, pH 6,0) e 20 pL do extrato enzimatico bruto. As
leituras de absorbéancia foram realizadas em A de 470 nm, a temperatura de
25°C, durante 210s. Atividade enzimatica foi calculada em funcdo do aumento
do consumo de guaiacol, em pmol mint g* MS, conforme a equacéo y= 0,01890
+ 0,1284x (R? = 0,99) (REHEM et al. 2011), originada a partir de uma curva

padrdo para peroxidase-guaiacol.

3.3 - Expressdao génica

3.3.1- Extracdo de RNA e sintese de cDNA
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Para a quantificacdo relativa de genes relacionados ao metabolismo
antioxidativo, a biossintese das proteinas do fotossistema 2 da fase fotoquimica
da fotossintese e a quelacao e transporte de metais, foram coletadas a segunda
ou terceira folha madura a partir do apice de plantas jovens do genétipo de T.
cacao CCN 51 no periodo de 3, 6, 12, 24, 48 e 96h AAT. Imediatamente apos a
coleta, as folhas foram imersas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer a - 80°C, sendo posteriormente liofilizadas. A extracdo de RNA foi
realizada a partir de um pool de cinco repeticdes biolégicas por tratamento,
utilizando-se o RNAgueous kit (Ambion®), segundo protocolo do fabricante. Em
seguida, a pureza das amostras foi avaliada a partir de quantificacdo em
espectrofotdbmetro do tipo NanoDrop™ 2000/2000c, utilizando-se uma aliquota
de 1 uL de RNA. A integridade do RNA foi testada por eletroforese em gel de

agarose a 1%, contendo 100 ng de RNA total por amostra (Figura 1).

Figura 1 — Eletroforese, em gel de agarose a 1%, de RNA total extraido de
amostras foliares de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas a
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uma dose constante de Zn e a diferentes doses de Cd em combinagcdo com Zn
no solo, coletadas nos periodos de 3 (A), 6 (B), 12 (C), 24 (D), 48 (E) e 96h (F)
apos aplicacdo dos tratamentos. Marcador 1 Kb Plus Ladder (Invitrogen/Thermo
Fisher Scientific)

Em seguida, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse | (Invitrogen
Thermo Scientific®) e incubadas a 37°C por 30min, seguido da adicdo de EDTA
a 50 mM e incubagdo a 65°C por 10 min. Por fim, a sintese de cDNA foi
realizada em reacdes de 20 uL, contendo 500 ng de RNA total cada, tratados
com DNAse I, utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription (200
reactions) kit (Applied Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. As reagbes foram incubadas a 25°C por 10min, 37°C por 120min,
85°C por 5min e 4°C por 1min.

3.3.2- Analise de RT-gPCR

A PCR de transcricdo reversa gquantitativa em tempo real (RT-gPCR) foi
realizada em um termociclador especifico para real time PCR modelo ABI 7500
(Applied Biosystems®), usando sequéncia de deteccdo (fluoréforo) néo
especifica SYBR Green | (Applied Biosystems®). A amplificacdo por PCR
prosseguiu por 40 ciclos e consistiu na desnaturacdo a 95°C por 15s,
anelamento e extensdao do primer a 60°C por 1min e 30s. A abundancia de
transcritos foi analisada por meio de primers especificos dos genes associados
ao metabolismo antioxidativo [Cu-Zn SODCyt, Cu-Zn SODChI e peroxidase (per-
1)], a biossintese das proteinas do PS2 da fase fotoquimica da fotossintese
(intrinseca - psbA e extrinseca - psbO) e a quelatacdo e transporte de metais
(metalotioneina — Mt-2) em T. cacao (Quadro 1). Para testar a qualidade desses
primers e a especificidade de seus produtos, os amplicons da RT-gPCR foram
monitorados apo6s 40 ciclos de PCR por uma curva de analise de produtos de
reacao (curva de melting), capaz de distinguir produtos de PCR gene-especifico
daqueles ndo especificos. A expressdo relativa dos genes foi calculada
utilizando-se 0 método 2-22Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Foram testados,
como candidatos a controle enddégeno, os genes envolvidos na biossintese da
desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH), actina, B-tubulina e malato
desidrogenase (MDH). Dentre estes, foram escolhidos MDH e actina como

normalizadores, por apresentarem maior estabilidade, conforme teste realizado
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utilizando-se o software NormFinder (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004).
Reacdes de controle negativo (no template control - NTC) foram montadas para

todos os genes envolvidos no experimento.

Quadro 1 - Pares de primers de genes especificos usados na andlise de RT-gPCR.

Nome do Sequéncia do primer Tamanho | GC m Descricéo
Gene amplicon | (%) (°C)
(pb)
PER-1 Forward: 55.00 | 59.39 Theobroma cacao peroxidase
5’CAGGTGTCGTGGGATCAAGA - 3’ 75 15 (LOC18589661)
Reverse: 39.13 | 58.26
5’ TGGAAAAACTACGCCAAATATGC - 3°
ChICuzZnSOD Forward: 61.74 | 61.74 | Theobroma cacao superoxide
5> AATGGATGCATGTCAACAGGAGC -3’ 98 dismutase [Cu-Zn],
Reverse: 62.76 | 62.76 | chloroplastic (LOC18590466)
5 ATGTTTCCCAGGTCACCCGC - 3'
CytCuzZnSOD Forward: 45.83 | 60.86 | Theobroma cacao superoxide
5> GATGATGGCTGTGTGAGTTTCTCT - 3° 85 dismutase [Cu-Zn]
Reverse: 36.00 | 58.32 (LOC18599890)
5’ CAACAACAGCTCTTCCAATAATTGA -3’
psbA Forward: 1027 47.37 | 56.04 | Theobroma cacao beta-amylase
5> GGTTTGCACTTTTACCCGA - 3’ 3, chloroplastic
Reverse: 50.00 | 53.99 (LOC18606751)
5 CTCATAAGGACCGCCATT - 3’
prO Forward: 137 50.00 | 55.92 Theobroma cacao oxygen-
5’ GCAAACGCTGAAGGAGTT -3’ evolving enhancer protein 1,
Reverse: 50.00 | 57.36 | chloroplastic (LOC18611024)
5 GGCTTGAAGGCAAATGAGTC - 3’
GAPDH Forward: 222 4545 | 57.64 Theobroma cacao
5> GATGCTCCTATGTTTGTTGTGG - 3’ glyceraldehyde-3-phosphate
Reverse: 52.38 | 59.28 dehydrogenase, cytosolic
5’ TCTTCCTCCTCTCCAGTCCTT -3’ (LOC18605057)
B —Tubulina Forward: 100 60.41 | 47.62 Theobroma cacao ABC
5’ TGCAACCATGAGTGGTGTTCA - 3’ transporter G family member 13
Reverse: 58.80 55.00 (LOC18589878)
5’ CAGACGAGGGAAGGGAATGA -3’
Actina Forward: 171 55.00 58.21 Theobroma cacao actin-7
5’ TCCTCTTCCAGCCATCTCTC - 3’ (LOC18611763)
Reverse: 50.00 58.44
5’ TCTCCTTGCTCATTCGGTCT - 3°
MDH Forward: 102 45.00 56.57 Theobroma cacao malate
5> AAAATGGAGTTGGTGGATGC - 3’ dehydrogenase (LOC18603218)
Reverse: 45.00 57.82
5> AACCATGACTGCGATGTTGA - 3’
Metalotin2 Forward: 136 43.48 58.70 Theobroma cacao
5> GACAACCCTTGCACTTGTAAATG - 3’ metallothionein-like protein
Reverse: 37.50 58.04 type 2 (LOC18597760)
5’ CAAGCCATGGCAACTTTATTCTAA - 3°




43

3.4 - Andlise multivariada de componentes principais (MCP)

A analise MCP foi realizada a partir dos resultados da atividade das
enzimas do estresse oxidativo (SOD, CAT, APX e GPX) e da expressao relativa
de genes (SODchl, SODcyt, per-1, psbA, psbO e Mt-2) de plantas jovens do
genotipo de T. cacao CCN 51, submetidas a doses crescentes de Zn no solo na
presenca de Cd.

Inicialmente, os valores de cada variavel foram padronizados para média
qualquer e variancia 1 por meio da equacédo Zi= Xi/S(X;j), onde Xj € o valor da i-
ésima observacao da variavel Xj, e S(Xj) é o desvio padrao da variavel Xj. Em
seguida, os valores padronizados foram submetidos a analise fatorial
multivariada usando como critério factors loadings > 0.70. Para cada variavel
selecionada pelo valor de factor loading, a média de cada tratamento foi utilizada
como entrada de dados na analise de componentes principais com biplot e os
valores foram obtidos a partir da decomposi¢cado em valores singulares.

Entre as varidveis bioquimicas inicialmente analisadas, somente SODcyt,
CAT e GPX apresentaram factors loadings > 0.70, sendo tais variaveis

selecionadas para a andlise de MCP.

3.5 - Western Blot

A andlise do acumulo de proteinas, em resposta ao estresse, foi feita
utilizando-se 20 pg de proteinas de amostras foliares de plantas jovens do
genotipo de T. cacao CCN 51, extraidas de acordo com o protocolo descrito por
Pirovani et al. (2008) e posteriormente separadas em um mini gel SDS-PAGE
(acrilamida a 12,5%). Em seguida, foi realizada a transferéncia das proteinas
para uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi imersa no corante
Ponceau por 10min, a fim de observar se o processo de transferéncia ocorreu
adequadamente. Logo apos, foram feitas lavagens com tampéao de TBS-T 1x
(Tris-HCl a 100 mM, pH 8,0; NaCl a 140 mM e Tween 20 a 0,05%) para remover
0 excesso de corante da membrana. Imediatamente apds, a membrana foi
blogueada com 2,5% de leite desnatado (w/v) em tampédo de TBS-T. Em

seguida, foram feitas trés lavagens com o tampao TBS-T 1x na membrana,
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retirando todo o excesso de leite restante. As subunidades beta da catalase
(CAT, 55 kDa) e da sintase de ATP (B ATP-sintase, 53 kDa) foram detectadas
utilizando o0s seguintes anticorpos primarios policlonais: anti-catalase de
Arabidopsis thaliana (Agrisera-AS095001) na propor¢ao de 1:1000 e anti-sintase
de ATP de A. thaliana (Agrisera-AS05085) na propor¢cao de 1:2000, incubados
por 24h em temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi lavada trés
vezes com TBS-T e incubada com o anticorpo secundario, conjugado com
fosfatase alcalina, por 2h. Por fim, foi feita a revelacao utilizando-se 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-fosfato (BCip) e azul de nitrotetrazdlio (NBT) para a detecgdo
colorimétrica da fosfatase alcalina presente no anticorpo secundario. O acumulo
foi determinado a partir das imagens da membrana de nitrocelulose, utilizando o

software GelQuant.Net.

3.6 - Anédlise protebmica

3.6.1- Extracao de proteinas totais de amostras foliares

As proteinas foram extraidas a partir de um pool de cinco repeticdes
bioldgicas por tratamento, de acordo com a metodologia descrita por Pirovani et
al. (2008), recomendada para a extracdo de proteinas de tecidos ricos em
compostos fendlicos. Os tratamentos foram escolhidos de acordo com os
resultados da andlise multivariada de componentes principais (MCP).
Inicialmente, foram ressuspendidos 0,2 g de tecido liofilizado e macerado de
folhas de plantas jovens do genétipo de T. cacao CCN 51, correspondentes aos
tratamentos selecionados a partir da analise de MCP, em 1,5 mL de acetona a
100%, agitados em vortex por 30s, seguido de centrifugacéo (14000 rpm, rotor
com 100 mm de diametro) por 5min a 4°C. A lavagem foi repetida por cinco
vezes, até a perda maxima de pigmentacdo do tecido. Na ultima lavagem o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em temperatura ambiente por
40min. Apos esse tempo, o pellet foi ressuspendido em uma solucédo de acido
tricloroacético (TCA) a 10% com acetona a 100%, seguido de centrifugacao,
conforme o passo anterior. Esse procedimento foi repetido de trés a quatro
vezes, até a total perda de coloracdo do pellet. Na dltima lavagem, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em TCA a 10% em agua.
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Nessa etapa, o material foi sonicado em um ultrassonicador de sonda (Gex 130,
130 W), em amplitude de 70%, por 12 pulsos de 5s, com intervalos de 10s, e
deixado para precipitar por 1h30min a - 20°C. Depois disso, o pellet foi lavado
em acetona a 80% de trés a quatro vezes, seguido de agitacdo em vortex e de
centrifugacdo. Na Uultima lavagem, o pellet foi seco completamente em
temperatura ambiente. Posteriormente, o pellet foi ressupendido em 0,8 mL de
fenol (tamponado com Tris, pH 8) + 0,8 mL de tamp&o SDS denso (sacarose a
30%, SDS a 2%, Tris a 0,1 M, pH 8,0 e B-mercaptoetanol a 5%) e misturado em
vortex por 30s. Logo apés, as fases foram separadas por centrifugacdo a 10.000
rpm (rotor com 100 mm de diametro), por 15min a 4°C. Em seguida, coletou-se
apenas a fase superior e a transferiu para um tubo limpo. Nesse tubo, foram
adicionados cinco vezes o volume da fase superior coletada de metanol gelado,
contendo acetato de amoénio a 0,1 M, misturado e deixado para preciptar em
overnight a - 20°C. No dia seguinte, as proteinas foram recuperadas por
centrifugacéo a 10.000 rpm (rotor com 100 mm de diametro), por 5min a 4°C.
Logo apds, o pellet foi lavado duas vezes com metanol em acetato de amoénio a
0,1 M, posteriormente com acetona a 80% também por duas vezes e por fim
seco em temperatura ambiente. O precipitado final foi ressupendido em 400 pL
de ureia a 8 M (preparada com agua ultrapura).

3.6.2- Quantificacdo de proteinas totais e eletroforese em gel SDS-PAGE

As amostras de proteinas foram quantificadas com o 2D Quant Kit (GE
Healthcare Life Sciences), seguindo as recomendac¢des do fabricante. A curva
padrdo de dosagem foi realizada utilizando-se diferentes teores de albumina de
soro bovino (BSA). Foram utilizados 2 pL das amostras de proteinas em ureia a
8 M e as reacgOes foram preparadas em triplicata. Posterior a quantificacédo, a
gualidade da extracao foi avaliada por meio de mini gel SDS-PAGE (8 x 10 cm),
contendo 12,5% de acrilamida, de acordo com Laemmli (1970). Foram utilizados
10 pL do marcador pré-corado PageRuler™ (10 — 180 kDa) e 100 ug de
proteinas para cada amostra. Posteriormente, as proteinas foram fixadas no gel
e coradas com comassie coloidal a 0,08 %, de acordo com Neuhoff et al. (1988),

a fim de demonstrar seu padréo de bandas.
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3.6.3- Digestéo peptidica

A digestdo das proteinas foi realizada de acordo com a metodologia descrita
no protocolo de digestdo em solucdo, do Laboratorio Nacional de Biociéncias

(LNBio), disponivel em: http://Lnbio.cnpem.br/wp-

content/uploads/2012/11/protocolo digestao solucao.pdf. Foi utilizada uma

massa de 100 pg de proteinas para cada amostra. Inicialmente, foram
adicionadas as amostras ureia a 8 M na proporcao 1:1, seguida da reducéo das
proteinas com Ditiotreitol (DTT) a 5 mM, em bicarbonato de aménio a 50 mM e
posterior alquilagdo com iodoacetamida (IAA) a 14 mM, em bicarbonato de
amonio a 50 mM (no escuro), por 30min em cada etapa. O quench de IAA livre
foi realizado adicionando-se de DTT a 5 Mm, incubado por 15min em
temperatura ambiente e protegido da luz. Logo apéds, as amostras foram diluidas
na proporgédo 1:5 com bicarbonato de amoénio a 50 mM, seguida da adi¢ao de
CaClz a 1 mM. Posteriormente, foram adicionados as amostras 200 pL de uma
solucéo de 20 ng/uL de tripsina (Promega) em bicarbonato de aménio a 50 mM,
sendo, em seguida, incubadas overnight (por no minimo de 16h) a 37°C. Ao
término do periodo de incubacédo, a reacdo foi paralisada pela adicdo de &cido
trifluoacético (TFA) no teor final de 0.4% ou até o pH ficar abaixo de 2.0. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 2500 x g por 10min em temperatura
ambiente. Logo apds, a solucéo foi recuperada para um novo tubo e o pellet foi
descartado. Posteriormente, a solucdo contendo os peptideos tripticos foi
dessalinizada utilizando ponteiras com resina C18 (100 pL; Thermofisher®). Os
peptideos foram eluidos em 50 pL de solug¢édo contendo 50% de acetonitrila, 25%
agua e 0.1% de &cido férmico. Os peptideos foram mantidos a 4°C até o

momento da analise por espectrometria de massas.

3.6.4 - Espectrometria de massas

Os peptideos foram submetidos a analise em um sistema de cromatografia
liquida (Agilent 1290 Infinity Il HPLC) acoplado a um espectrometro de massas
do tipo quadrupolo/Tempo-de-Voo (Agilent 6545 LC/QTOF). Foram injetadas trés
réplicas técnicas de 5 pL de cada amostra. As amostras foram separadas

utilizando uma coluna de fase reversa (C18; AdvanceBio Peptide Mapping 2.1 x


http://lnbio.cnpem.br/wp-content/uploads/2012/11/protocolo_digestao_solucao.pdf
http://lnbio.cnpem.br/wp-content/uploads/2012/11/protocolo_digestao_solucao.pdf
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250 mm; Agilent), mantendo uma temperatura de 55°C. Foi aplicado um
gradiente de 20min com as fases moveis A (H20 e acido féormico a 0,1%) e B
(acetonitrila e acido formico a 0,1%). As porcentagens de fase B, ao longo do
gradiente, foram: de 5% a 35% (1-10min); de 35% a 70% (11-14min); de 70% a
100% (16-18min); 100% (16-20min) e foi programado um periodo final de 5min
para estabilizagéo da coluna.

As amostras foram injetadas no QTOF através de uma fonte do tipo
electrospray. Foi utilizado o modo de aquisicdo AutoMSMS, com selecdo de
méaximo 10 precursores por ciclo. Os parametros, para a selecdo dos
precursores, foram: treshold de 1000; 10.000 counts/espectro; restringéncia de
pureza de 100%; corte de pureza de 30%; modelo isotopico: peptideos;
preferéncia de carga de 2, 3, >3 e unknown. A energia de colisdo (em V) foi
configurada para ser aplicada de acordo com a férmula:
(slope)*(m/z)/100+0Offset, onde m/z representa a razdo massal/carga do
precursor e o slope e o Offset variam de 3,1 a 5 e de -4,8 a 10, respectivamente,
dependendo se a carga do precursor é de 2, 3, >3 ou desconhecida. Os
parametros do instrumento foram: temperatura do gas de 325°C; fluxo do gas de
13 L/min; voltagem do capilar de 4000; voltagem do skimmer de 56. Nitrogénio
gasoso foi utilizado para a colisdo de dissociagdo induzida. O controle do
instrumento (HPLC e QTOF) e a configuracdo dos parametros foram realizados

por meio do software Agilent MassHunter Acquisition.

3.6.5- Identificacdo de peptideos em banco de proteinas

Os espectros resultantes foram processados por triplicata para identificacédo
de peptideos utilizando o software Spectrum Mill (Rev B.06.00.203 SP1; Agilent).
Os parametros para extracdo de espectros foram: MSNoiseThreshold de 10
counts; modificacdes fixas de carbamidomethylation; precursor MH+ de 200 a
6000 Da; toleranica de tempo de retencéo de * 60s; tolerancia m/z £ 1,4; e carga
precursora find. Apds a extracdo dos espectros MS/MS, foi realizada a busca em
banco de dados. O banco utilizado foi o de Theobroma cacao baixado da

UniProt (https://www.uniprot.org). Os parametros para comparacao de espectros

MS/MS no banco de proteinas foram: nimero maximo de clivagens perdidas

igual a 4; modificagbes fixas de carbamidomethylation (C); modificacdes


https://www.uniprot.org/
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variaveis de oxidized methionine (M), pyroglutamic acid (N-termQ), deamidated
(N), phosphorylated S (S), phosphorylated T (T), phosphorylated Y (Y);
intensidade de pico minima combinada de 10%; e tolerancia de massa do
precursor de = 20 ppm. Os resultados da busca foram validados e filtrados para
aqueles que tiveram uma taxa de falso positivo (FDR) < 1%. Os resultados foram
exportados no modo de protein-protein comparision no formato de arquivo MPP
APR.

3.6.6- Identificacédo de proteinas diferencialmente abundantes

As proteinas diferencialmente abundantes foram identificadas considerando-
se as seguintes comparacoes: controle + tratamentos, em diferentes horarios de
coleta; cada tratamento consigo mesmo, em diferentes horarios de coleta. As
analises estatisticas, para identificacdo das proteinas diferencialmente
abundantes, foram realizadas no software Mass Profiler Professional 15.1 (MPP;
Agilent). A abundéancia das proteinas foi calculada por meio da mediana da
abundancia de peptideos. Foram comparados os resultados das triplicatas do
controle com as triplicatas dos tratamentos correspondentes. As proteinas foram
filtradas por frequéncia de peptideos, de acordo com o seguinte critério: retém
proteinas que aparecem em pelo menos 66% das triplicatas (duas das trés
réplicas) em pelo menos uma condicdo. A analise de significancia estatistica foi
feito pelo Teste t ndo emparelhado (controle vs. tratamentos). O calculo do p-
value foi assintotico e a corre¢cdo de multi-teste foi realizada utilizando-se o
método Benjamini-Hochberg. S6 proteinas que tiveram um p-value < 0.05 e fold-
change > 1,5 foram consideradas diferencialemente expressas. A andlise
multivariada de componentes (MCP) principais, o diagrama de Venn e o heat
map com andlise de clustering foram realizados no mesmo software. Para a
analise MCP, foram contempladas todas as proteinas identificadas. Para o
diagrama de Venn e o heat map foram contempladas apenas aquelas proteinas
gue satisfizeram aos critérios de p-value < 0,05 e fold change > 1,5. Os
parametros utilizados para a analise de clustering foram: valores de intensidade

normalizados; distancia métrica euclidiana; e método de ligagcdo Ward.
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3.7 - Andlises estatisticas

O delineamento estatistico utilizado no experimento foi o de blocos
casualizados, com seis tratamentos (dose de Cd e Zn+Cd e controle), 10
repeticdes e uma planta jovem por unidade experimental.

Para as analises bioquimicas e moleculares foram usadas cinco
repeticdes de cada um dos tratamentos. Fez-se andlise de variancia (ANOVA) e
comparacao de médias utilizando-se o teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 - Atividade das enzimas do metabolismo antioxidativo

4.1.1 - Dismutase do superoxido (EC 1.15.1.1)

Observou-se que a atividade de SOD foi significativamente (p< 0,05)
maior para o tratamento T1, em relacdo ao tratamento TO, nos periodos de 6, 12,
24 e 48 h AAT (Figura 2). Houve pouca variagao significativamente estatisica (p<
0,05) para a atividade de SOD, quando se comparou 0os demais tratamentos, em
relacdo a TO, para a maioria dos periodos de coleta de material vegetal. No
periodo de 3h AAT, a maior atividade de SOD foi observada para o tratamento
T3, sendo esta 0,3 vez maior que a de TO. Apesar disso, houve uma queda na
atividade de SOD de 0,53 e 0,19 vezes, respectivamente, para o tratamento T3,

guando comparados os periodos de coleta de 24 e 48h ao periodo de 3h AAT.
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Figura 2 — Atividade da dismutase do superéxido (SOD) em folhas de plantas
jovens do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas a uma dose constante de Zn e a
diferentes doses de Cd em combinacdo com Zn no solo. Valores médios de cinco
repeticdes bioldgicas (£ EP). As letras minusculas comparam as diferencas entre
os tratamentos em cada horario de coleta e as letras mailusculas comparam as
diferencas entre os horarios de coleta. Médias seguidas de mesma letra néo
diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05).
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4.1.2 Catalase (EC 1.11.1.6)

Observou-se para o tratamento T1, nos periodos de coleta de 3, 6 e 12h
AAT, a maior atividade de CAT, quando comparado a TO e aos demais
tratamentos (Figura 3). As 3h AAT, as atividades de CAT, para os tratamentos
T2 e T3, foram significativamente (p< 0,05) menores em relacdo a TO e aos
demais tratamentos, sendo 40 e 43 vezes, respectivamente, menores que 0
tratamento onde houve a maior atividade neste periodo de tempo. Entretanto, as
6 e 48h AAT, a atividade de CAT, para todos os tratamentos, foi maior do que
para TO. A maior diferengca observada na atividade de CAT, dentro de um
mesmo tempo de coleta, ocorreu para os tratamentos TO e T4, no periodo de
48h AAT, sendo 86 vezes maior para o tratamento T4, em relacdo ao TO. Ao
final do periodo de tempo analisado (96h), houve maior atividade de CAT para
os tratamentos T1 e T4, dentre todos os tratamentos, cujas atividades foram

estatisticamente semelhantes entre si (p< 0,05).
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Figura 3 — Atividade da catalase (CAT) em folhas de plantas jovens do gendtipo de
cacau CCN 51 submetidas a uma dose constante de Zn e a diferentes doses de Cd
em combinagdo com Zn no solo. Valores médios de cinco repeti¢des bioldgicas (+
EP). As letras minusculas comparam as diferengas entre os tratamentos em cada
horéario de coleta e as letras maiusculas comparam as diferencas entre os horarios
de coleta. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o

teste de Scott-Knott (p<0,05).
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4.1.3 Peroxidase do Ascorbato (EC EC 1.11.1.11)

Observou-se que a atividade de APX foi maior para os tratamentos TO e
T1 nos tempos de coleta correspondentes a 6, 12 e 24h ATT (Figura 4).
Entretanto, as 12 e 24h AAT, a atividade de APX foi menor para o tratamento
T2, em relacédio a TO e aos demais tratamentos. As 3h AAT, a atividade de APX
foi significativamente (p< 0,05) menor para o tratamento Tl em relacdo aos
demais tratamentos. Posteriormente, houve um pico de atividade de APX, para o
tratamento T1, as 24h AAT, cuja atividade foi a maior observada durante os
tempos de coleta analisados neste experimento. A maior diferenca na atividade
de APX, observada dentro de um mesmo tempo de coleta, ocorreu as 24h AAT,

para os tratamentos T1 e T2, sendo 6,3 vezes menor para o tratamento T2.
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Figura 4 — Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) em folhas de plantas
jovens do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas a uma dose constante de Zn e a
diferentes doses de Cd em combinacdo com Zn no solo. Valores médios de cinco
repeticbes biologicas (+ EP). As letras minUsculas comparam as diferencas entre
0s tratamentos em cada horario de coleta e as letras mailsculas comparam as
diferencas entre os horarios de coleta. Médias seguidas de mesma letra néo
diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05).
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4.1.4 Peroxidase do Guaiacol (EC 1.11.1.7)

Observou-se que a atividade de GPX foi significativamente (p< 0,05)
menor para o tratamento TO, em relacdo aos demais tratamentos, as 3, 12 e 24h
AAT (Figura 5). Entretanto, as 24, 48 e 96h AAT, ainda que sua atividade ndo
tenha sido a menor, houve uma forte tendéncia, para este tratamento, em
apresentar uma baixa atividade de GPX. Fato este observado pela auséncia de
diferenca estatistica (p< 0,05) entre TO e os tratamentos que apresentaram as
menores atividades de GPX dentro de cada um dos tempos avaliados. Por outro
lado, verificou-se maior atividade de GPX para o tratamento T1 as 12h AAT.
Além disso, as 96h AAT, este tratamento, juntamente com o T5, foram os que
tiveram as maiores atividades de GPX. Em relacdo aos tratamentos onde foram
aplicadas doses de Zn, a atividade variou ao longo dos tempos avaliados, sendo
gue as maiores atividades de GPX ocorreram para os tratamentos T2, T3 e T5,
as 48h AAT.
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Figura 5 — Atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) em folhas de plantas jovens
do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas a uma dose constante de Zn e a
diferentes doses de Cd em combinacdo com Zn no solo. Valores médios de cinco
repeticdes bioldgicas (x EP). As letras minusculas comparam as diferencas entre
os tratamentos em cada horario de coleta e as letras mailusculas comparam as
diferencas entre os horarios de coleta. Médias seguidas de mesma letra ndo

diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05).
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4.2 Andlise de expressao génica por RT-gPCR

A abundancia de transcritos relacionados a algumas das enzimas do
metabolismo antioxidativo, a biossintese de proteinas de PS 2 e a biossintese
de metalotioneina, foram analisadas por meio de RT-gPCR em folhas de plantas
jovens do genotipo de cacau CCN 51, nos periodos de 3, 6, 12, 24, 48 e 96h
AAT (Figura 6).

Verificou-se, as 3h AAT, que as expressfes dos genes SODchl, SODcyt e
per-1 foram reguladas negativamente em todos os tratamentos em relacédo a TO
(Figura 6 A). Verificou-se, para o tratamento T5, uma redugédo na expressao do
gene SODcyt cerca de 30% em relacéo a TO, ao passo que para o tratamento T1
(sem adicdo de Zn) esta reducédo foi cerca de 70% em relacdo a TO. A maior
expressdo de per-1 foi observada para o tratamento T4, entretanto, a mesma
nao diferiu (p < 0,05) estaticamente de TO. Por outro lado, observou-se, para o
tratamento T4, uma maior expressao do gene psbA, cujo valor foi cerca de 34%
maior do que o de TO.

Houve, as 6h AAT, uma reducéo de 51% na abundancia de transcritos de
SODchl para o tratamento T5, quando comparado ao TO. Por outro lado, ndo
foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) nos niveis de expressao de
SODcyt entre os tratamentos. Entretanto, a expressdo do gene per-1 teve
aumento de 70% na abundancia de transcritos para o tratamento T1 em relagéo
a TO (Figura 6 B). Além disso, a maior diferenca observada foi nos niveis de
expressdo de psbO para o tratamento T2, cujo valor foi 89% maior do que a de
TO.

Constatou-se, as 12h AAT, que a maioria dos genes estudados sofreu
regulacéo negativa em relacdo a TO (Figura 6 C). A abundancia de transcritos de
SODcyt foi regulada negativamente em todos os tratamentos, exceto para o
tratamento T5. O mesmo fato foi observado em relacdo as expressdes de psbA
e Mt-2. Em relacdo a expressdo de per-1, o maior incremento no niamero de
transcritos ocorreu para o tratamento T1. Por outro lado, as 24h AAT, apenas o
tratamento T1 apresentou regulacdo positiva na abundancia de transcritos do
gene SODchl (Figura 6 D), cujo valor foi cerca de 40% maior que o de TO, ao
passo que para o0 tratamento com a maior dose de Zn+Cd (T5) foi 40% menor

gque o de TO. Ao contrario do observado nos periodos de coleta anteriores,
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verificou-se, para o tratamento T5, maior expressao de per-1, cujo valor foi cerca
de 100% maior do que o de TO.

Observou-se, as 48h AAT, que todos os tratamentos tiveram maior
expressdo de SODcyt em relagdo a TO, sendo o0s maiores incrementos
apresentados pelos tratamentos T3 e T4, cujos valores, de ambos os tratamentos,
foram proximadamente 60% maior que o de TO (Figura 6 E). Além disso, em
relacdo a expressdo de per-1, verificou-se para o tratamento T3 como 0 Unico
tratamento cujo gene foi regulado positivamente, sendo sua expressao cerca de
60% maior em relacdo a TO. Por outro lado, as 96h AAT, verificou-se que a
expressdo de SODcyt foi maior para todos os tratamentos em relagdo a TO. Houve,
para os tratamentos T1 e T3, as maiores expressdes do gene per-1, cujos valores
foram 120% e 118% maiores do que o de TO, respectivamente (Figura 6 F). Ja a
expressdo de Mt-2 foi regulada negativamente em todos os tratamentos em relacao
aTo.
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Figura 6 — Expressao rela tiva de genes relacionados as enzimas do metabolismo antioxidativo (SODCyt, SODChl e per-1), a biossintese
das proteinas intrinseca (psbA) e extrinseca (psbO) ao fotossistema 2 da fotossintese e a biossintese de metalotioneina (Mt-2), em folhas
de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas a uma dose constante de Zn e a diferentes doses de Cd em combinacao
com Zn no solo, coletadas nos periodos de 3 (A), 6 (B), 12 (C), 24 (D), 48 (E) e 96h (F) apods aplicagédo dos tratamentos. Valores médios
de cinco repeticdes bioldgicas (+ EP). As letras minusculas indicam comparacao entre os tratamentos. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05).
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4.3 Anadlise multivariada de componentes principais (PCA)

A PCA resumiu 81,7% da variancia total contida na matriz de dados,
sendo a contribuicdo relativa da componente principal 1 (PC1), definida pelo
eigenvalue, maior do que a contribuicdo relativa da componente principal 2
(PC2). Especificamente, a porcentagem de variancia total explicada pela PC1 foi

de 51,53%, enquanto que 30,17% foi explicada pela PC2 (Figura 7).
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Figura 7 - Gréfico biplot, gerado a partir da analise multivariada de

componentes principais, para as variaveis bioquimicas CAT, GPX e SODcyt com
factors loadings > 0.70. C = controle, sem adicdo de Zn e Cd no solo; T1 = 0,8
mmol Cd kg solo; T2 = 0,4 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo; T3 =0,8
mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg? solo; T4 = 1,2 mmol Zn kg solo + 0,8
mmol Cd kg solo; e T5 = 1,6 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo. Cada
nomenclatura foi acompanhada de um numero correposdente ao periodo de
coleta daquele tratamento.

As varidveis com maior loading score na PC1l foram CAT e GPX,

enquanto que, na PC2, o maior loading score foi observado para SODcyt. Nesse
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caso, a porcentagem de variancia total acumulada na PC1 e PC2, foi composta
em sua maior parte, pela variagcdo originada de CAT + GPX e de SODcyt,
respectivamente.

Em relacdo a contribuicdo de cada tratamento para a porcentagem de
variancia total acumulada na PC1, foi observada maior contribuicdo do
tratamento T5-48, seguido por T4-24, C-6, T4-48, T2-24 e T3-48. J4 para a PC2,
a maior contribuicdo observada foi a do tratamento T1-3, seguido pelos
tratamentos T2-96, T3-3, T4-3, T1-12, T2-3, T2-12, T3-96 e T4-96.

Os tratamentos mais contrastantes, tanto para melhor quanto para pior
desempenho em relagdo as variaveis estudadas, estdo localizados nas bordas
da dispersdo. Os tratamentos coletados as 24 e 48h AAT foram os que
apresentaram melhor desempenho em relacdo as variaveis CAT, GPX e
SODcyt. Dessa forma, foram escolhidos o controle e os tratamentos T1, T3 e
T5, nos periodos de 3 e 24h AAT, para a realizacdo das andlises protedbmicas e

de western blot.

4.4 Perfil proteico de amostras foliares obtidos por meio de SDS-PAGE

O perfil proteico, realizado em mini gel SDS-PAGE, revelou um padrédo de
bandas de proteinas altamente definidos, sem a presenca de arrastes,
caracteristicos de proteinas degradadas (Figura 8), sendo, portanto, ideal para

as analises que requerem proteinas de alta qualidade.
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Figura 8 — Perfis proteicos de amostras foliares em SDS-PAGE de plantas
jovens do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas a uma dose constante de Zn
e a diferentes doses de Cd em combinagdo com Zn no solo. M = marcador pré-
corado PageRulerTM (10 - 180 kDa). Foram utilizados 100 pg de proteinas para
cada amostra. Tratamentos TO (controle), T1 (0,8 mmol Cd kg* solo), T3 (0,8
mmol Zn kg? solo + 0,8 mmol Cd kg? solo) e T5 (1,6 mmol Zn kg? solo + 0,8
mmol Cd kg solo).

4.5 Andlise de acumulo de proteinas por meio de Western Blot

O acumulo das protéinas ATP-sintase e catalase foi investigado a partir de
western blot, para as amostras de proteinas totais foliares correspondentes aos
tratamentos TO, T1, T3 e T5 (Figura 9). Observou-se menor acumulo de ATP-
sintase para o tratamento T1, as 3h AAT, ao passo que as 24h AAT esse foi o
tratamento que teve o maior acimulo dessa proteina. Em relagdo ao acumulo da
proteina catalase, em ambos os tempos de coleta, constatou-se que o seu
menor acumulo ocorreu para o tratamento T3. Os tratamentos T1 e T3 tiveram
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menor acumulo de catalase as 24h ATT quando comparados as 3h ATT, ao

passo que os tratamentos TO e T5 tiveram um aumento.
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Figura 9 — Western blot, utilizando anticorpos das subunidades beta da sintase do
ATP e da catalase, de amostras de proteinas totais foliares de plantas jovens do
genotipo de cacau CCN 51, submetidas a uma dose constante de Zn e a diferentes
doses de Cd em combinacdo com Zn no solo. (A) deteccdo de anticorpos das
proteinas alvo. (B) andlise de acumulo realizada com o auxilio do software
GelQuant.Net. Foram utilizados 20 pg de proteinas para cada amostra.
Tratamentos TO (controle), T1 (0,8 mmol Cd kg solo), T3 (0,8 mmol Zn kg solo +
0,8 mmol Cd kg solo) e T5 (1,6 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo).

4.6 Identificacdo de proteinas

Identificaram-se, as 3h AAT, um total de 1076, 705, 729 e 1012 proteinas
para os tratamentos TO, T1, T3 e T5, respectivamente. Além disso, as 24h AAT,
foram também identificadas 746, 1030, 1517 e 1128 proteinas para 0s
tratamentos TO, T1, T3 e T5, respectivamente. A partir de analises estatisticas,
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determinou-se a abundancia diferencial das proteinas identificadas em cada um
destes tratamentos. Identificaram-se, as 3h AAT, 14, 13, 12 e 15 proteinas
diferencialmente abundantes para os tratamentos TO, T1, T3 e T5,
respectivamente (Figura 10). Destas proteinas, 8 foram comuns entre TO e 0s
demais tratamentos. Entretanto, as 24h AAT, foram identificadas 30, 24, 29 e 26
proteinas diferencialmente abundantes para os tratamentos TO, T1, T3 e T5,
respectivamente (Figura 11). Destas proteinas, 17 foram comuns entre TO e 0s

demais tratamentos.

Figura 10 — Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo das proteinas
diferencialmente abundantes (exclusivas e em comum), em folhas de plantas
jovens do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas a uma dose constante de Zn
e a diferentes doses de Cd em combinacdo com Zn no solo, coletadas no
periodo de 3h apds aplicacao dos tratamentos. (A) Tratamento TO (controle), (B)
Tratamento T1 (0,8 mmol Cd kg solo), (C) Tratamento T3 (0,8 mmol Zn kg
solo + 0,8 mmol Cd kg solo e (D) Tratamento T5 (1,6 mmol Zn kg™ solo + 0,8
mmol Cd kg solo).

17

Figura 11 — Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo das proteinas
diferencialmente abundantes (exclusivas e em comum), em folhas de plantas
jovens do genotipo de cacau CCN 51, submetidas a uma dose constante de Zn
e a diferentes doses de Cd em combinacdo com Zn no solo, coletadas no
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periodo de 24h apdés aplicacdo dos tratamentos. (A) Tratamento TO (controle),
(B) Tratamento T1 (0,8 mmol Cd kg solo), (C) Tratamento T3 (0,8 mmol Zn kg
solo + 0,8 mmol Cd kg solo e (D) Tratamento T5 (1,6 mmol Zn kg solo + 0,8
mmol Cd kg solo).

A fim de se determinar alteracbes na abundancia de proteinas entre os
tempos de coleta de 3 e 24h AAT, cada tratamento foi comparado consigo
mesmo entre 0s respectivos tempos de coleta de folhas, exceto para TO. Para o
tratamento T1, foram identificadas 23 e 14 proteinas diferencialmente
abundantes as 3h e 24h AAT, respectivamente, sendo 7 proteinas comuns entre
os dois tempos de coleta (Figura 12 A). Ja para o tratamento T3, foram
identificadas 11 e 28 proteinas diferencialmente abundantes as 3h e 24h AAT,
respectivamente, sendo 5 proteinas comuns entre os dois tempos de coleta
(Figura 12 B). Por fim, para o tratamento T5, foram identificadas 9 e 21 proteinas
diferencialmente abundantes as 3h e 24h AAT, respectivamente, sendo 2

proteinas comuns entre os dois tempos de coleta (Figura 12 C).

3h 24h 3h 24h 3h 24h

Figura 12 — Diagramas de Venn mostrando a distribuicAo das proteinas
diferencialmente abundantes (exclusivas e em comum), em folhas de plantas
jovens do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas aos tratamentos com Cd e Zn
+ Cd no solo. Em (A) T1 (0,8 mmol Cd kg solo), quando comparado com ele
mesmo, nos periodos de 3 e 24h apoés aplicagdo dos tratamentos. Em (B) T3
(0,8 mmol Zn kg* solo + 0,8 mmol Cd kg solo), quando comparado com ele
mesmo, no periodo de 3 e 24h apds aplicacéo dos tratamentos. E em (C) T5 (1,6
mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo), guando comparado com ele mesmo,
nos periodos de 3 e 24h apos aplicacdo dos tratamentos.

Listaram-se, nos Quadros 3 e 4, as proteinas diferencialmente
abundantes (exclusivas e em comum) referentes as comparacdes entre TO e 0s

tratamentos T1, T3 e T5, as 3 e 24h AAT, repesctivamente. Nos Quadros 5, 6 e

7 foram listadas as proteinas diferencialemnte abundantes (exclusivas e em
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comum) referentes as comparacdes entre os tempos de 3 e 24h AAT,
correspondentes aos tratamentos T1, T3 e T5.



Quadro 2 — Proteinas de amostras foliares de plantas jovens do gendétipo de cacau CCN 51 submetidas aos
tratamentos TO (controle), T1 (0,8 mmol Cd kg solo), T3 (0,8 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo) e T5 (1,6
mmol Zn kg? solo + 0,8 mmol Cd kg? solo), identificadas por meio de espectrometria de massas (MS/MS),
coletadas no periodo de 3h apés aplicacédo dos tratamentos.

N° ACESSO PROTEINA MM (KDa) Pl TRATAMENTO
AOA061DL74  Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 28707,2 5,45 TO; TI T3 T51
AOAO061FHB6  Chlorophyll A-B binding family protein 29097,4 8,8 TO; T11; T3%T51
E3VTY6 Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2  82516,6 6,71 TO;T11; T3 ;TS5
AOAOBIFLC9  Sedoheptulose-bisphosphatase 42717,9 6,56 TO; T11;T3|;T51
AOAO61GD16  PSI-F 24809,4 9,75 TO;TL1; T3 1 T51
AOAOBIFPWS  Thioredoxin M-type 4 20693,2 6,92 TO; T1 1; T3% T5 1
AOA061GJ62  Auxin-responsive protein 32337,6 8,92 TO
AOA061GQO8  Carboxypeptidase 53756 5,64 TO; T3*
AOAO061DNS9  PS| subunit V 23069,4 9,94 TO
AOAO61ECB2  FtsH extracellular protease family isoform 1 107671 8,77 TO
AOAO61GIN4  Concanavalin A-like lectin protein kinase family 74777,4 5,87 TO

protein
AOAO061GPX9  Cellulose synthase 119423,8 6,1 TO; T3* T5 1
AOA061GOX9  OBP3-responsive gene 1 isoform 1 767815 10,12 TO; T11; T3 |;T51
AOA0B1GQTY  FLZ-type domain-containing protein 24710,1 7,95 TO; TN T3 1,151
AOA061GWC1  Superoxide dismutase [Cu-Zn] 22950,8 6,34 T11
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AOAO61EW39

AOAO61FPI6

AOA061FJ12
AOA061FOU6

AOAO61GFT3
AOA061GXL5
AOA061EQQ9
AOAO61EF34
AOAO61FPNG6
AOAO61F7R6

Pyruvate kinase

RNA recognition motif and CCHC-type zinc
finger domains containing protein

Calcium-binding EF-hand family protein, putative

BTB/POZ domain-containing protein, putative
isoform 1

ATPase, F1 complex, gamma subunit protein
Ribulose bisphosphate carboxylase small chain
Isoleucyl-tRNA synthetase

Vesicle transport v-SNARE family protein
p-aminobenzoic acid synthase

Receptor-like serine/threonine-protein kinase

MM corresponde a massa molecular;

Pl corresponde ao ponto isoelétrico;

1 Proteinas “up-regulated” no tratamento com relacdo ao controle;

| Proteinas “down-regulated” no tratamento com relagéo ao controle;
* Proteinas com abundéancia igual ao controle.

56857,6
28814,3

12755,1
115807,2

42288,2
28115
136131,8
24802,2
104243
93251,6

7,83
7,82

9,3
7,54

9,15
9,56
5,82
9,59
6,51
8,62

T11;T51
T11

T11
T11

T31;T51
T3 1
T5 1
T5 1
T5 1

T51
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Quadro 3 — Proteinas de amostras foliares de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 submetidas aos
tratamentos TO (controle), T1 (0,8 mmol Cd kg solo); T3 (0,8 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo) e T5 (1,6
mmol Zn kg? solo + 0,8 mmol Cd kg? solo), identificadas por meio de espectrometria de massas (MS/MS),

coletadas no periodo de 24h apdés a aplicacdo dos tratamentos.

N° ACESSO PROTEINA MM (KDa) Pl TRATAMENTO
E3VTZ5 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 54378,8 6,04 TO;T1 ;T3 ;75
AOAD61FWL5 21 kDa seed protein 24278,9 5,71 TO;T1 ;T3 ;75
AOAOB1ESQ6  ATP synthase subunit beta 53725,6 5,29 TO; T3 ;T51
AOAOB1EQW2  Rubisco activase isoform 2 52404,3 5,26 TO
AOAO061FDD3  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 48512,4 6,77 T0;0Zn |; T3%100Zn |
AOA061GD33  Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 28236,6 5,13 TO;T1 4, T3]
AOAO61DFD1  Fructose-bisphosphate aldolase 43305,7 8,75 TO
AOAO61FA06  (S)-2-hydroxy-acid oxidase 40826,6 9,41 TO; T1); T3 |;T5 |
AOAOB61FRAO  Arginase 37134,7 6,09 TO
AOAO61FLCY9  Sedoheptulose-bisphosphatase 42717,9 6,56 TO;T1 ;T3 |;T5
AOAO061GRX0  TCP-1/cpn60 chaperonin family protein 64551,7 5,62 TO;T1];T3;T5)
AOAO61F976  Pathogenesis-related protein P2 30666,5 4,15 TO; T1 ;T3 ;75
AOAOB1GFT3  ATPase, F1 complex, gamma subunit protein 42288,2 9,15 TO; T3 ;151
AOAOBIETY3  Glutaredoxin-dependent peroxiredoxin 24103,1 9,22 TO;T1;T3;T5
ADA0B1GD16  PSI-F 248094 9,75 TO;TL ;T3 4575
AOA061FPW8  Thioredoxin M-type 4 20693,2 6,92 TO;T1 ;T3 ;T5
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AOA061DX77
AOAO61ELW2
E3VTWS8
AOAO061F2B8
AOAO61EVI6
AOA061DN75
AOAO61E1F5

AOAO61EM25

AOAO061GPE7
AOA061GCS5

AOAO061GKAS8
AOAO61FPN6

AOA061FX35

AOAO061GWN3
AOA061GT7Y7
AOAO61EVX5
AOAO61FXEO
AOAO61EQTO

Malate dehydrogenase

Sulfate adenylyltransferase
Photosystem Il protein D1

Cysteine synthase
Thioredoxin-dependent peroxiredoxin
Photosystem | subunit E-2

Tetratricopeptide repeat-like superfamily protein,
putative

Plastid-lipid associated protein PAP / fibrillin
family protein

Pleiotropic drug resistance 12

Hydroxyproline-rich glycoprotein family protein,
putative

Binding isoform 2
p-aminobenzoic acid synthase

Homeobox-leucine zipper protein ATHB-15,
putative isoform 2

GDP-L-fucose synthase

Nbs-Irr resistance protein
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)]
Integrase catalytic domain-containing protein

NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily
protein

38090,5
65209,2
39033,9
34445,2
294471
15144.,8
83090,2

29635,4

164823,1
62393,5

105933,7
104243
51951,2

35554,1
109923,3
60817,4
101475
35534,2

9,24
6,42
5,12
5,22
7,83
9,77
6,28

7,88

9,03
9,89

5,98
6,51
9,74

6,31
8,91
5,88
9,24
6,27

TO; T1 |
TO
TO;T1[;T3;T5]
TO, T1|; T3 ;TS5
TO, T1|; T3 ;TS5
TO; T1|; T3 |; T5*
TO; T3 |

TO; T1|; T3 |;T5 |

TO; T3 1

TO; T1|; T3 |;T5 |

TO
TO; T3 |; T5 1
TO;T1 ;T3 ;75|

TO; T1 1
T11
T11

T11;T51

T11;,T31;T51
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AOAO061GXL5
AOAO61FWY3
AOA061DIG8
AOAO61EM31
AOAO061DNHS
AOA061DQSO0
AOA061GLL2

AOAO61EOP6

Ribulose bisphosphate carboxylase small chain
Heat shock protein 101

(+)-delta-cadinene synthase

Heat-shock protein 70T-2

Tetraspanin family protein, putative
Photosystem | subunit D-2

Duplicated homeodomain-like superfamily
protein, putative

Global transcription factor group, putative isoform
4

MM corresponde & massa molecular;

PI corresponde ao ponto isoelétrico;

1 Proteinas “up-regulated” no tratamento com relacdo ao controle;

| Proteinas “down-regulated” no tratamento com relagéo ao controle;
* Proteinas com abundancia igual ao controle.

28115
60817,4
69820,4
62708,2
33583,9
23298,3
67885,3

54837,4

9,56
5,88
5,44
5,42
5,64
9,67
6,41

9,42

T3 1
T3 1
T3 1
T3 1
T3 1
T5 1
T5 1

T51
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Quadro 4 — Proteinas de amostras foliares de plantas jovens do gendtipo de cacau
CCN 51 submetidas ao tratamento T1 (0,8 mmol Cd kg solo), identificadas por meio
de espectrometria de massas (MS/MS), coletadas nos periodos de 3 e 24h apos
aplicagéo dos tratamentos.

N° ACESSO PROTEINA MM (KDa) Pl
AOAO61F616  Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 28236,6 5,13
E3VU13 Photosystem Il CP47 reaction center protein 56283,3 6,27
AOAO61EKX7  Photosystem | subunit D-2 23298,3 9,67
AOA061GD16  PSI-F 24809,4 9,75
E3VTW8 Photosystem Il protein D1 39033,9 5,12
AOA061DH85  Malate dehydrogenase 41750,7 9,43
AOAO61EVI6  Thioredoxin-dependent peroxiredoxin 29447,1 7,83
AOA061F233  2-phosphoglycolate phosphatase 1 48103,4 9,68
AOAO061GWC1  Superoxide dismutase [Cu-Zn] 22950,8 6,34
AOAOB61FGZ5  Alcohol dehydrogenase 1 isoform 3 40261,6 7,18
AOAO61FPI6  RNA recognition motif and CCHC-type zinc 28814,3 7,82

finger domains containing protein
AOA061Gl46  DDB1-CUL4 associated factor 1 217424,6 4,98
AOA061DFX3  Vacuolar iron transporter family protein, putative 50681,6 9,33
AOA061GV93 Chlor_oplast, nucleus, chloroplast envelope, 30932,3 6,03
putative
AOAO61EY06  Cultured cell, putative isoform 1 84010 6,31
AOAO061FOU6  BTB/POZ domain-containing protein, putative 115807,2 7,54
isoform 1
Q946A5 NBS/LRR resistance protein-like protein 19945,9 9,38
(Fragment)
AOA061F2Q6  Glycoside hydrolase family 2 protein isoform 6 89416,9 5,97
AOAO61DFI3  Catalase 57293,5 6,92
AOA061GLK6  RecA DNA recombination family protein 45632,4 7,8
AOAO61GPE7  Pleiotropic drug resistance 12 164823,1 9,03
AOA061G1K4  Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport 50231,8 9,72
superfamily protein
AOA061DYY1  PPO1_KFDV domain-containing protein 24915,8 6,08
AOAO061GWN3  GDP-L-fucose synthase 35554,1 6,31
AOA061G7Y7  Nbs-Irr resistance protein 109923,3 8,91
AOAO61EVX5  Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] 51905,8 6,3
AOAO61EIE9  Chloroplast heat shock protein 70 isoform 1 71625,8 5,67
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AOA061DZ58  Tetratricopeptide repeat-like superfamily protein, 70600,6 5,86
putative

AOAO61EI30 Peptidylprolyl isomerase 30920,1 9,64

AOA061G218 Protein-serine/threonine phosphatase 45183,8 4,99

MM corresponde a massa molecular;
Pl corresponde ao ponto isoelétrico.

Quadro 5 — Proteinas de amostras foliares de plantas jovens do genoétipo de cacau
CCN 51 submetidas ao tratamento T3 (0,8 mmol Zn kg? solo + 0,8 mmol Cd kg*
solo), identificadas por meio de espectrometria de massas (MS/MS), coletadas nos
periodos de 3 e 24h apos aplicacdo dos tratamentos.

N° ACESSO PROTEINA MM (KDa) Pl
AOAOB1FVKS 21 kDa seed protein 242779 5,94
AOAOBIFLCY  Sedoheptulose-bisphosphatase 42717,9 6,56
AOA061DV41  Transketolase 81055,2 6,34
AOA061EBF1 Penta_ltricopeptide repeat (PPR) superfamily 74694.9 8. 44

protein ’ ’

AOAOB1IFAWS  ATP-dependent DNA helicase 69934,2 7,29
E3VTW8 Photosystem Il protein D1 39033,9 5,12
AOADB1GQTY  FLZ-type domain-containing protein 24710,1 7,95
AOA061GPX9  Cellulose synthase 119423,8 6,1

AOA061F058 tEE2rr::foeyrI;;;céenzyme A: Benzyl alcohol benzoyl 63099,3 7.9

AOA061GOX9  OBP3-responsive gene 1 isoform 1 76781,5 10,12
AOA061GQO8  Carboxypeptidase 53756 5,64
AOAOB1ESQ6  ATP synthase subunit beta 53725,6 5,29
AOA061GD33  Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 28236,6 5,13
AOAO61DH85  Malate dehydrogenase 41750,7 9,43
AOAO61FM99  F|ZZY-related 3 isoform 1 53575,1 9,75
AOAO61E1F5 ;'Ett;%t\;g:opeptide repeat-like superfamily protein, 830902 6,28
AOAO61GFW4  Protein-serine/threonine phosphatase 111311,2 55

AOA061GCS5 gggrt(i)\j(gproline-rich glycoprotein family protein, 62393,5 9,89
AOAOB6IFWY3  Heat shock protein 101 101342,7 5,77
AOA061DIG8  (+)-delta-cadinene synthase 61187,2 6,5



AOAO61EW39
AOA061DV65

AOA061GNQO
AOAO61EM31
AOA061GBY9
AOA061GB27

AOAOG61EAW3
AOAO61FPI8
AOAO061FOU6

AOA061G1B5
AOAO61FVM2

AOA061FJ12

AOAO61DNH5

Pyruvate kinase

LRR and NB-ARC domains-containing disease
resistance protein, putative

Signal peptidase |
Heat-shock protein 70T-2
Alanine aminotransferase 2

Multidrug resistance protein ABC transporter
family

1,3-beta-glucan synthase
Transcription factor, putative

BTB/POZ domain-containing protein, putative
isoform 1
Alpha-L-fucosidase

Winged-helix DNA-binding transcription factor
family protein, putative isoform 1

Calcium-binding EF-hand family protein, putative

Tetraspanin family protein, putative

MM corresponde a massa molecular;
PI corresponde ao ponto isoelétrico.

56857,6
159544,1

19075,1
62708,2
59877,9

110196,8

202832
65057,2

115807,2
55820,4
42022

12755,1
33583,9
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7,83
6,47

9,3
5,42
6,01

9,2

9,21
6,09

7,54
6,99
10,65

9,3
5,64

Quadro 6 — Proteinas de amostras foliares de plantas jovens do genétipo de cacau
CCN 51 submetidas ao tratamento T5 (1,6 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kgt
solo), identificadas por meio de espectrometria de massas (MS/MS), coletadas nos
periodos de 3 e 24h ap6s aplicacdo dos tratamentos.

N° ACESSO PROTEINA MM (KDa) PI
AOAO61GHX3  Aminomethyltransferase 44735,5 9,18
AOA061DJQ1  RNA-directed DNA polymerase 74817,2 9,05
AOAOBIEQQY  [soleucyl-tRNA synthetase 136131,8 5,82
AOAO61EF34  Vesicle transport v-SNARE family protein 24802,2 9,59
AOAOBIFAWS  ATP-dependent DNA helicase 69934,2 7,29
AOAO061DSRO  Alpha/beta-Hydrolases superfamily protein 78980,8 6,73
AOAO61GPE7  Pleiotropic drug resistance 12 164823,1 9,03
AOA061F7Z1 iL;k(;if(qjlrjri:]inl-conjugating enzyme 25, putative 74149 5,77
AOAO61F7R6  Receptor-like serine/threonine-protein kinase 93463,7 6,19
AOAOB1E5Q6  ATP synthase subunit beta 53725,6 5,29
AOAO061DFD1  Fructose-bisphosphate aldolase 43208,5 8,48



AOA061DQSO0
AOAO61ERE1
AOAO061EMF9
AOA061E630

AOAO061DWF1

AOAO61FGAT7
AOA061DLD3
AOA061F008

AOA061G0OD5

AOAO61EQS2
AOAO61EQTO

AOA061GG29

AOAO61EO0P6

AOAO61EDR9

AOA061FUQO

AOAO61EP43

AOA061GBP2

Photosystem | subunit D-2 23298,3
Histone H2A 16184,8
Malate dehydrogenase 36119
Carbonic anhydrase 28541,1
Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem Il 26440.2
reaction center PsbP family protein '
Mechanosensitive ion channel protein 102162,4
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase 56835,6
Secl4p-like phosphatidylinositol transfer family

protein isoform 3 343035
!.eucme-nch repeat protein kinase family protein 114076,9
isoform 1

Cysteine synthase 42699,3
NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily 35534 2
protein '
Pentatricopeptide repeat-containing protein, 436417
putative ’
Global transcription factor group, putative isoform

4 54837,4
Retrotransposon protein, unclassified, putative 113898,9
S-adenosyl-L-methionine-dependent 153784
methyltransferases superfamily protein, putative '
Chromatin-remodeling protein 11 isoform 2 137218.9
(Fragment)

Aldehyde dehydrogenase 7B4 isoform 1 53948,3

MM corresponde & massa molecular;
PI corresponde ao ponto isoelétrico.
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9,67
10,62
6,61
5,31

6,22

9,34
6,43

8,67
6,36
6,8
6,27
9,35
9,42
9,43
8,01
5,97

8,52

Posteriormente, foram gerados heat maps de expressdo proteica com a

abundancia diferencial das proteinas identificadas em cada um dos tratamentos,

utilizando-se o log2 do valor de fold. As Figuras 13 e 14 correspondem a TO e

aos tratamentos T1, T3 e T5, as 3h e 24h AAT, respectivamente, ao passo que

as Figuras 15, 16 e 17 correpondem as comparacdes entre os tempos de 3 e

24h AAT, realizadas para os tratamentos T1, T3 e T5.



T3 T5
0 T (0.8 mmol Zn kg™ soil (1.6 mmol Zn kg™* soil
(Contral) (0.8 mmol Cd kg soi\) + 0.8 mmol Cd kg' soil)  + 0.8 mmol Cd kg™ sail)

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

BTB/POZ domain-containing protein, putative isoform 1

Calcium-binding EF-hand family protein, putative

RNA recegnition motif and CCHC-type zinc finger domains containing protein
Pyruvate kinase

Receptor-like serine/threonine-protein kinase

Vesicle transport v-SNARE family protein

p-aminobenzoic acid synthase

Isoleucyl-tRNA synthetase

ATPase, F1 complex, gamma subunit protein

Ribulose bisphosphate carboxylase small chain

(L]

Carboxypeptidase
PSI subunit V

FtsH extracellular protease family isoform 1

Auxin-responsive protein

Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein
Cellulose synthase

Photosystem 1 P700 chlorophyll a apeprotein A2
Sedoheptulose-bisphosphatase

Thioredoxin M-type 4

Chlorophyll A-B binding family protein

FLZ-type domain-containing protein

PSI-F

Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic

OBP3-responsive gene 1 isoform 1

20

15

10

Figura 13 — Heat map de expressao proteica em folhas de plantas jovens do gendétipo de cacau CCN 51, submetidas
aos tratamentos TO (controle), T1 (0,8 mmol Cd kg solo), T3 (0,8 mmol Zn kg™ solo + 0,8 mmol Cd kg solo) e T5

(1,6 mmol Zn kgt solo + 0,8 mmol Cd kg* solo), coletadas no periodo de 3h apds aplicacdo dos tratamentos,

mostrando o perfil de abundéncia das proteinas. Parametros utilizados para a analise de clustering: valores de

intensidade normalizados; distancia métrica euclidiana; e método de ligacao Ward.



T3 T8
T0 ™ o (0.8 mmal Zn kg™ soil (1.6 mmol Zn kg soil
(Contral) (0-8 mmol Cd kg™ soil) + 0.8 mmal Cd kg soil) +0.8 mmal Cd kg™ sail)

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)]

Nbs-Irr resistance protein

GDP-L-fucose synthase

Malate dehydrogenase

Rubisco activase isoform 2

Sulfate adenylyltransferase

Arginase

Binding isoform 2

(+)-delta-cadinene synthase

Heat shock protein 101

Heat-shock protein 70T-2

Ribulose bisphosphate carboxylase small chain
Tetraspanin family protein, putative

Tetratricopeptide repeat-like superfamily protein, putative
Pleiotropic drug resistance 12

Chloraphyll a-b binding protein, chloroplastic

21 kDa seed protein

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain
Hydroxyproline-rich glycoprotein family protein, putative
Pathogenesis-related protein P2

Photosystem II protein D1

Thioredoxin-dependent peroxiredoxin

PSI-F

Thicredoxin M-type 4

Sedoheptulose-bisphosphatase

(S)-2-hydroxy-acid oxidase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glutaredoxin-dependent peroxiredoxin

TCP-1/cpn&0 chaperonin family protein

Plastid-lipid associated protein PAP / fibrillin family protein
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Figura 14 — Heat map de expressao proteica em folhas de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51, submetidas
aos tratamentos TO (controle), T1 (0,8 mmol Cd kg solo), T3 (0,8 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo) e T5
(1,6 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo), coletadas no periodo de 24h apés aplicacdo dos tratamentos,
mostrando o perfil de abundancia das proteinas. Parametros utilizados para a analise de clustering: valores de
intensidade normalizados; distancia métrica euclidiana; e método de ligacdo Ward.
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Figura 15 — Heat map de expressao proteica em folhas de plantas jovens do gendétipo de cacau CCN 51 submetidas
ao tratamento T1 (0,8 mmol Cd kg solo), coletadas nos periodos de 3 e 24h apds aplicacdo dos tratamentos,
mostrando o perfil de abundancia das proteinas entre os periodos. Parametros utilizados para a analise de clustering:
valores de intensidade normalizados; distancia métrica euclidiana; e método de ligacdo Ward.
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Figura 16 - Heat map de expressao proteica em folhas de plantas jovens do genétipo de cacau CCN 51 submetidas
ao tratamento T3 (0,8 mmol Zn kg™ solo + 0,8 mmol Cd kg solo), coletadas nos periodos de 3 e 24h ap6s aplicacdo
dos tratamentos, mostrando o perfil de abundéncia das proteinas entre os periodos. Parametros utilizados para a
analise de clustering: valores de intensidade normalizados; distancia métrica euclidiana; e método de ligagdo Ward.
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Figura 17 — Heat map de expresséao proteica em folhas de plantas jovens do gendétipo de cacau CCN 51 submetidas
ao tratamento T5 (1,6 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg™ solo), coletadas nos periodos de 3 e 24h ap6s aplicagdo
dos tratamentos, mostrando o perfil de abundéncia das proteinas entre os periodos. Parametros utilizados para a
analise de clustering: valores de intensidade normalizados; distancia métrica euclidiana; e método de ligacdo Ward.
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4.7 Classificacdo funcional das proteinas identificadas

A anotacdo funcional das proteinas diferencialemnte abundantes,
identificadas nas diferentes comparacdes, foi realizada utilizando a analise do
Gene Ontology (GO) pelo software Blast2GO. As proteinas foram categorizadas
em grupos de acordo com seu envolvimento em processos biolégicos e funcdes
moleculares.

Houve maior participacdo das proteinas diferencialemnte abundantes nos
processos de resposta ao estresse as 24h do que as 3h AAT, quando
comparado TO com os tratamentos T1, T3 e T5 (Figura 18). Essa categoria de
termo de ontologia genética inclui qualquer processo, obrigatoriamente exdgeno,
gue resulta em mudanca no estado ou atividade de uma célula ou organimos.
Dentre as proteinas incluidas no grupo correspondente aos processos de
resposta ao estresse, algumas foram identificadas somente as 24h AAT, como a
heat shock protein 101, a heat-shock protein 70T-2, a pathogenesis-related
protein P2, (S)-2-hydroxy-acid oxidase, a cysteine synthase, a thioredoxin-
dependent peroxiredoxi, a sulfate adenylyl transferase, a glutaredoxin-dependent
peroxiredoxin, a (+)-delta-cadinene synthase e a TCP-1/cpn60 chaperonin family

protein, entre outras.
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Processos Biolégicos
Processos Biolégicos

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

Porcentagem Porcentagem

Respostas ao estresse Respostas ao estresse

Processos metabdlicos de compostos nitrogenados Processos metabdlicos de compostos nitrogenados
Processos metabdlicos primérios Processos metabdlicos primdrios

Processso metabdlicos de substancias organicas Processso metabdlicos de substancias organicas

W Processos metabdlicos celulares W Processos metabdlicos celulares

Figura 18 — Classificacdo funcional das proteinas identificadas em folhas de
plantas jovens do gendétipo de cacau CCN 51, de acordo com 0S processos
biologicos com os quais estdo envolvidas, coletadas nos periodos de (A) 3h e
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(B) 24h, respectivamente, apos aplicacado dos tratamentos. As proteinas foram
classificadas em processos bioldgicos de acordo com a distribuicdo dos termos
GO no nivel 3, considerando os cinco grupos de processos mais abundantes,
correpondendo as proteinas identificadas nos tratametos TO, T1, T3 e T5.

Em relacdo a classificacdo funcional das proteinas por funcbes
moleculares, houve uma reducdo, as 24h AAT, na porcentagem de proteinas
envolvidas nos processos de ligacao a ions (Figura 19). Essa categoria de termo
de ontologia genética inclui proteinas que apresentam fungdes de ligagdo a um
ion, atomos carregados ou grupos de atomos, como por exemplo, as proteinas
FtsH extracellular protease family isoform, RNA recognition motif and CCHC-type
zinc finger domains containing protein e calcium-binding EF-hand family protein,
entre outras. Além disso, 0 quinto termo mais abundante, as 24h AAT, foi o do
grupo relacionado as proteinas com funcdo de ligacdo a pequenas moléculas,
enquanto as 3h AAT foi o do grupo relacionado as proteinas com atividade de

transferase.

Funcoes
Moleculares
Fungdes
Moleculares

0% 5% 10% 15% 20% 25% 0% 5% 10% 15% 20% 25%

Porcentagem Porcentagem

Atividade de transferase Ligacdo de moléculas pequenas

Ligacdo proteica Ligacdo proteica

Ligagdo de compostos heterocidicos Ligagdo de compostos heterocidicos
Ligacdo de compostos ciclicos organicos Ligacdo de compostos ciclicos organicos

W Ligacdo de ions ™ Ligacdo de ions

Figura 19 — Classificacdo funcional das proteinas identificadas em folhas de
plantas jovens do genoétipo de cacau CCN 51, de acordo com as funcbes
moleculares com as quais estdo envolvidas, coletadas nos periodos de (A) 3h e
(B) 24h, respectivamente, apds aplicacdo dos tratamentos. As proteinas foram
classificadas em processos biologicos de acordo com a distribuicdo dos termos
GO no nivel 3, considerando os cinco grupos de processos mais abundantes,
correpondendo as proteinas identificadas nos tratametos TO, T1, T3 e T5.

O agrupamento das proteinas diferencialmente abundantes em processos

biolégicos, referentes as comparagfes entre os tempos de 3 e 24h AAT, dos
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tratamentos T1, T3 e T5, estdo presentes na Figura 20 A, B e C,
respectivamente. De forma geral, a porcentagem de proteinas identificadas,
participando dos processos biolégicos, foi muito semelhante nesses tratamentos.

O agrupamento por funcbes moleculares estdo presentes na Figura 20,
onde D, Ee F correspondem aos tratamentos T1, T3 e T5, respectivamente. Para
o tratamento T1, o quinto termo mais abundante de funcdes moleculares
observadas foi o de proteinas com atividade oxidorredutase. Esta categoria de
termo de ontologia genética inclui proteinas que apresentam funcdo de catélise
de reacdes de oxidacdo-reducdo (redox), como por exemplo, a proteina
photosystem Il protein D1, a malate dehydrogenase, a GDP-L-fucose synthase e
a superoxide dismutase [Cu-Zn], entre outras. Em relacédo aos tratamentos T3 e
T5, 0 quinto grupo mais abundante de fun¢des moleculares observado foi o das
proteinas com atividade de ligagcdo a pequenas moléculas. Essa categoria de
termo de ontologia genética inclui proteinas capazes de se ligar a
monossacarideos. Além disso, foi observado, para o tratamento T5, que foi
maior a categoria de termo de ontologia que contém proteinas com atividade de

ligacdo a outras proteinas.
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Figura 20 — Classificagdo funcional das proteinas identificadas conforme os
processos bioldgicos com o0s quais estdo envolvidas e com suas funcdes
moleculares. A e D - correspondem a categorizacdo das proteinas identificadas
em folhas de plantas jovens do gendtipo de cacau CCN 51 do tratamento T1 (0,8
mmol Cd kg?' solo); B e E - correspondem a categorizacdo das proteinas
identificadas em folhas de plantas jovens do genoétipo de cacau CCN 51 do
tratamento T3 (0,8 mmol Zn kg? solo + 0,8 mmol Cd kg* solo); e C e F -
correspondem a categorizacdo das proteinas identificadas em folhas de plantas
jovens do gendtipo de cacau CCN 51 do tratamento T5 (1,6 mmol Zn kg solo +
0,8 mmol Cd kg solo), quando comparados com eles mesmos, coletadas nos
periodos de 3 e 24h apds aplicacdo dos tratamentos, agrupadas por processos
biolégicos e funcdes moleculares, respectivamente. As proteinas foram
agrupadas de acordo com a distribuicdo dos termos GO no nivel 3, considerando
0s cinco grupos de processos e fungdes mais abundantes.
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4.8 Resumo dos principais resultados

Encontra-se na Figura 21 o resumo dos principais resultados encontrados
no presente trabalho. A cor larajana indica que o tratamento em questdo foi o
mais afetado para um dado parametro avaliado, enquanto que a seta para cima
indica que ele foi afetado positivamente (por exemplo, maior atividade
enzimatica que os demais) e a seta para baixo indica que ele foi afetado
negativamente (por exemplo, menor abundancia de uma determinada proteina).
Consideram-se apenas o0s tratamentos utilizados na andlise protedmica
comparativa, incluindo apenas as proteinas diferencialmente abundantes em
comum entre os tratamentos TO (controle), T1 (0,8 mmol Cd kg solo), T3 (0,8
mmol Zn kg? solo + 0,8 mmol Cd kg solo) e T5 (1,6 mmol Zn kg* solo + 0,8

mmol Cd kg solo), as 3 e 24h AAT, respectivamente.
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Figura 21 — Representacdo esquematica das alteragcbes mais relevantes
encontradas no presente trabalho.
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5. DISCUSSAO

A SOD é considerada a primeira enzima a atuar no processo de
desintoxicacao causado pelo excesso der ERO (HASANUZZAMAN et al., 2017).
Esta enzima utiliza o anion superoxido (O2) como substrato e o converte em
peroxido de hidrogénio (H202), que é, posteriormente, eliminado por peroxidases
(DEMIDCHIK, 2015). Neste estudo, a aplicacdo de Cd e da combinacdo Zn+Cd
no solo induziu alteragbes na atividade de SOD em folhas de plantas jovens do
genotipo de cacau CCN 51. De forma geral, observou-se que a tividade de SOD
variou ao longo dos tempos de coleta. Entretanto, quando se analisou cada
tempo de coleta de folha, verificou-se que houve pouca diferenca estatistica em
relacdo a atividade de SOD entre TO e os demais tratamentos comparados entre
si (Figura 2). Apesar disso, para o tratamento T1, houve uma atividade
significativamente (p< 0,05) maior do que a de TO, as 6, 12, 24 e 48h AAT,
finalizando com a atividade significativamente (p< 0,05) menor que a de TO, as
96h AAT. Um efeito temporal semelhante na atividade de SOD foi observado em
folhas de plantas de Zea mays (cv. 777) cultivadas em hidroponia, tratadas com
50 uM de CdSOa. Nesse caso, a atividade de SOD aumentou significativamente
em relacdo ao controle até os sete primeiros dias apdés a aplicacdo de Cd,
tornando-se estatisticamente insignificante aos 14 dias apdés o tratamento
(KUMAR; TEWARI; SHARMA, 2008).

N&o houve reducédo significativa da atividade de SOD nos tratamentos
onde foram aplicadas as diferentes doses de Zn+Cd, quando comparados ao
controle (TO) e ao tratamento que recebeu apenas Cd (T1). Entretanto, o
tratamento T5 foi estatisticamente semelhante ao TO, as 12, 24, 48 e 96h AAT.
Em plantas de Oryza sativa de dois gendtipos contrastantes para a toleréncia ao
Cd, cultivados em condi¢cdes de hidroponia, a aplicacdo de diferentes doses de
Cd (0, 1 e 5 uM) combinadas, cada uma delas, com duas doses de Zn (0,2 e 1
MM), resultou na reducdo significativa da atividade de SOD apenas nas
combinagdes onde a maior dose de Zn foi aplicada (HASSAN et al., 2005).
Resultado semelhante foi observado por Cherif et al. (2011), onde a aplicagao
da maior dose de Zn, combinado com Cd (150 pmol ZnCl2 Lt + 10 ymol CdCl2 L
1), resultou em menor atividade de SOD, em folhas de Solarium lycopersicum, do

gue nos tratamentos com as doses de 10, 50 e 100 umol ZnCl2 L' combinados
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com 10 pmol CdCl> L1, Nesse caso, a atividade de SOD, no tratamento
contendo a maior dose de Zn+Cd, foi menor que a do tratamento contendo
apenas Cd e estatisticamente semelhante a TO. Segundo Rizwan et al. (2019), a
diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes, mediada pela aplicacdo de
Zn, na presenca de Cd, é um indicador de que esse metal tem a capacidade de
aliviar o estresse oxidativo induzido pelo Cd, por meio de mecanismos
moleculares que regulam os niveis de ERO.

Os resultados da analise protedmica comparativa, por espectrometria de
massas, revelaram que a isoforma Cu-Zn-SOD foi exclusiva para o tratamento
T1, as 3h AAT (Figura 13). Quando esse tratamento foi comparado com ele
mesmo, entre os tempos de 3 e 24h AAT, verificou-se que Cu-Zn-SOD foi up
regulada as 3h AAT (Figura 15). Romero-Puertas et al. (2007) demonstraram
gue o Cd possui efeito negativo, principalmente sobre a isoforma de SOD
dependente de Cu e Zn, reduzindo drasticamente o acumulo dessa enzima em
plantas de Pisum sativum na presenca de Cd, ao passo que a isoforma
dependente de Mn foi menos afetada. Entretanto, os resultados encontrados no
presente trabalho mostraram que o Cd induziu o aumento na abundéancia de Cu-
Zn-SOD somente no tratamento que recebeu apenas Cd (T1), indicando que o
metabolismo antioxidativo das plantas de T. cacao foi mais requerido na
auséncia de Zn.

O perfil de transcricdo dos genes para Cu-Zn-SOD citoplasmatica
(CytCuzZnSOD) e cloroplastidica (ChlCuznSOD) revelou, as 3h AAT, que a
expressao destes genes foi down-regulada em todos os tratamentos em relagéo
a TO0. Apesar disso, a menor reducdao nos niveis de transcritos de ambos os
genes foi observada no tratamento com a maior dose de Zn+Cd (T5) (Fgura 6
A). A partir das 24h AAT, a expressao de CytCuzZnSOD foi regulada
positivamente em todos os tratamentos, ao contrario do observado para o gene
de ChlCuznSOD, que foi down-regulado ou nao diferiu significativamente (p<
0,05) de TO ao longo dos tempos de coleta analisados no presente trabalho;
exceto para o tratamento T1, as 24 e 96h AAT, que foi cerca de 39% e 5% maior
gue TO, respectivamente (Figura 6 D e F). Lou et al. (2011) mostraram que a
expressdo de CytCu-Zn-SOD foi up-regulada mais tardiamente (as 6 e 24h AAT)
em relacdo a expressdo de ChlCu-Zn-SOD (as 4 e 6h AAT) em folhas de Lolium

perenne, quando foi adicionado 0,2 mM Cd a solug&o nutritiva. Porém, conforme
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0 tempo de exposicdo aumentou (48h), a expressdo de ambos 0S genes
dimunuiu para um nivel estatisticamente semelhante ou abaixo do observado
para as plantas controle. Segundo Wang et al. (2016), a expressao de genes,
para as diferentes isoformas de SOD, € governada pelos eventos que ocorrem
em niveis subcelulares, nos quais é gerado o estresse oxidativo.

A isoforma Cu-Zn-SOD tem um papel crucial na aclimatacédo de espécies
vegetais contra o estresse oxidativo induzido por Cd. De acordo com Li et al.
(2017), a superexpressdo do gene CuzZn-SOD de Sedum alfredii, uma espécie
co-hiperacumuladora de Cd, em plantas transgénicas de Arabidopsis, aumentou
a capacidade de defesa antioxidante e reduziu os danos associados a
superproducéo de H202 e de radicais superéxidos na presenca de Cd. Diversos
estudos demonstram que a aplicacdo de Cd regula positivamente a expressao
de genes Cu-Zn-SOD em diferentes espécies vegetais. Por exemplo, em folhas
de Festuca arundinacea, expostas, durante 24h, a 50 e 150 mg Cd L?, a
expressdo de Cu-Zn-SOD foi wup-regulada em ambas as condicbes
experimentais (LOU et al., 2017). Por outro lado, em raizes de Cicer arietinum, a
aplicagao de 50, 100 e 200 yM Cd up-regulou a expressdo de Cu-Zn-SOD até as
12h AAT. Entretanto, houve uma diminui¢éo dos niveis de expressao as 48h nas
raizes tratadas com as duas maiores doses de Cd (KAR, 2018). Ademais, em
folhas de S. alfredii, a aplicacdo de 400 yM Cd reprimiu a expresséao de Cu-Zn-
SOD nas primeiras 6h AAT (LI et al., 2017). Porém, as 12, 24 e 48h houve um
aumento significativo na expressao deste gene, que finalizou sendo reprimido as
72h e 96h AAT, ao passo que a expressao nas raizes foi down-regulada durante
todos os tempos analisados (LI et al., 2017). Os resultados descritos
anteriormente demonstram que a regulacdo de genes Cu-Zn-SOD é dependente
da dose de Cd e principalmente do érgdo vegetal e do tempo de exposi¢cao ao
metal.

No presente trabalho, a atividade de CAT, para o tratamento T1, foi
significativamente (p< 0,05) maior que a de TO e dos demais tratamentos, as 3, 6
e 12h AAT. No tratamento onde foi aplicada a maior dose de Zn+Cd (T5),
também foi observado que a atividade de CAT foi significativamente (p< 0,05)
superior a TO, porém significativamente (p< 0,05) inferior a T1 (Figura 3). A
enzima CAT é reponséavel por eliminar H2O2 dos compartimentos subcelulares

por meio da reagdo de dismutac&do de duas moléculas de H202 em H20 e O2 (2
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H202 — 2 H20 + % 02) (ZAMOCKY; FURTMULLER; OBINGER, 2008). Apesar
de a funcdo de H202 como sinalizador e regulador da expressdo de alguns
genes, seu acumulo excessivo pode levar ao estresse oxidativo em plantas
(QUAN et al., 2008). Guan et al. (2009) mostraram que a biossintese de CAT é
induzida pela aplicacdo de Cd em plantas de Nicotiana tabacum (tipo selvagem)
e que a superexpressao de um gene de CAT de Brassica juncea (BjCAT3) pode
mitigar os efeitos deletérios provocados pelas ERO em plantas de N. tabacum
transgénicas, por meio da reducao dos niveis de H20:2 e, consequentemente, da
morte celular programada.

O acumulo de CAT, investigado por meio de western blot, revelou que
houve reducdo no nivel dessa proteina para os tratamentos T1, T3 e T5 em
relacdo a TO, tanto no tempo de 3h quanto no de 24h AAT (Figura 9). Em ambos
0s tempos, o0 acumulo de CAT foi menor para o tratamento T3. Porém, observou-
se um aumento acentuado para o tratamento TS5 em relagdo ao anterior.
Conforme demonstrado por Romero-Puertas et al. (2007), o Cd pode provocar
reducdo no acumulo de CAT, embora a expressdo do gene, que codifica para a
proteina em questdo, tenha sido up-regulado, o que sugere, nesse caso, que
algum tipo de modificacdo pds-traducional tenha sido responséavel pela reducdo
nos niveis desta proteina.

As enzimas antioxidantes podem atuar em sinergia para restaurar o
equilibrio redox celular. Além de CAT, as enzimas APX e GPX podem contribuir
para a dimunuicdo dos niveis de H202. Essas duas enzimas necessitam de
moléculas redutoras para dismutar o H202. Geralmente, sdo utilizados como
substratos os redutores ascorbato, para APX, e guaiacol, para GPX, embora
essa Ultima possa também oxidar o ascorbato, bem como utilizar compostos
fendlicos complexos como substrato (MEHLHORN et al., 1996; VAN DOORN,;
KETSA, 2014). Os resultados obtidos no presente trabalho apontam para maior
atividade de GPX, no processo de eliminacédo de H202, em relacéo a atividade de
APX. A atividade de APX foi reduzida ou n&o apresentou diferencas
significativas (p<0,05) em relagcdo a TO no decorrer de todo periodo de coleta
analisado (Figura 4). Em contrapartida, a atividade de GPX, para a maioria dos
tratamentos, foi significativamente maior que a de TO ao longo de todo periodo
de coleta (Figura 5). A alta atividade de GPX, para os tratamentos onde foram

aplicadas as diferentes doses de Zn em combinacdo com Cd, sugere que a teor
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de H202 se manteve elevado mesmo na presenca de Zn. Por outro lado, o Cd
pode induzir a geracdo de ERO, por meio do bloqueio da transferéncia de
elétrons entre a semiquinona e o citocromo b, no complexo respiratério lll, da
membrana mitocondrial interna (WANG et al.,, 2004). Heyno, Klose e
Krieger-Liszkay (2008) demonstraram que a formacédo de H20:2 foi induzida em
mitocondrios de células vegetais expostas ao Cd. Além disso, existem
evidéncias de que altos teores intracelulares de Zn livre também podem levar a
inibicdo do transporte de elétrons em nivel mitocondrial (GOMES et al., 2016).

O padréo de expressdo de per-1 variou ao longo do periodo de coleta
analisado, sendo significativamente (p< 0,05) inferior ao de TO, as 3h AAT, e
superior as 6h e 12h AAT. Posteriormente, as 24h e 48h AAT, houve reducéo
significativa (p< 0,05) da expressdo de per-1, cujo valor foi inferior a de TO,
seguido de aumento as 96h AAT (Figura 6). Os demais tratamentos tiveram um
incremento no numero de transcritos de per-1 somente a partir das 24h AAT.
Entretanto, para o tratamento T4, houve a manutencdo da expressao desse
gene, em nivel semelhante ao de TO, ao longo de todo o periodo de coleta. O
gene per-1 codifica para uma peroxidase do grupo lll, no qual estdo incluidas
proteinas com funcéo localizada na parede celular, associadas a formacao de
lignina e suberina (VAN DOORN; KETSA, 2014). Além de regular os niveis de
H202 na parede celular, as peroxidases do grupo Ill podem estimular o
alongamento celular, por meio da geracdo de certas ERO que atuam como
sinalizadoras, a exemplo do radical hidroxila (PASSARDI; PENEL; DUNAND,
2004).

Algumas enzimas reguladoras do estado redox, denominadas
peroxirredoxinas (Prxs), também tiveram sua abundancia alterada nos diversos
tratamentos avaliados (Figura 14). Essas enzimas auxiliam no balanco redox por
meio de grupos tidis, participando de processos centrais do metabolismo
primario das plantas, como a fotossintese (VASEGHI et al.,, 2019). Além de
catalisar a reducao de diversos peréxidos, as Prxs vegetais desempenham um
papel na sinalizacdo redox (TOVAR-MENDEZ, 2011). No presente trabalho,
foram identificadas duas diferentes Prxs, uma dependente de glutarredoxina e
outra de tiorredoxina, cuja abundancia foi afetada de maneira semelhante nos
diversos tratamentos avaliados, a excecdo de T1 e de T5 que apresentaram a

menor e a maior abundancia, de ambas as proteinas, respectivamente.
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O Cd é bem conhecido por seu efeito nocivo sobre a fotossintese.
Segundo Parmar, Kumari e Sharma (2013), a inibicdo da fotossintese pelo Cd é
devido a interrupcao das reacdes de evolucao de Oz no fotossistema 2 (PS2) e a
alteracao do fluxo de elétrons, tanto no fotossistema 1 (PS1) quanto no PS2. Os
resultados do presente trabalho demonstraram que a expressdo do gene psbA
sofreu alteracédo para os diversos tratamentos em relacdo ao TO. Observou-se,
para os tratamentos T1, T4 e T5, um incremento no numero de transcritos de
psbA mais precocimente (as 3, 6 e 12h AAT) do que os demais tratamentos
(Figura 6 A, B e C). O aumento na expressao de psbA, nestes tratamentos, pode
indicar o comprometimento da proteina D1 de PS2. A proteina D1, codificada
pelo gene psbA, € um componente chave no processo de transferéncia de
elétrons de PS1, sendo considerada, juntamente com a proteina D2, o seu
centro de reacdo (SHEN; HENMI; KAMIYA, 2008). A andlise da expressao
diferencial das proteinas, identificadas no tempo de coleta de 24h AAT, mostrou
gue a proteina D1 foi down-regulada para os tratamentos T1, T3 e T5.
Entretanto, na auséncia de Zn, o efeito deletério sobre a abundancia da proteina
D1 foi maior, ao passo que na presenca da maior dose de Zn+Cd (T5) foi menos
pronunciada (Figura 16). Franco et al. (1999) mostraram que a sintese liquida da
proteina D1 foi inicialmente estimulada em plantas de P. sativum e Vicia faba
para o tratamento correspondente a 1 mM de CdClz durante as primeiras 5h de
inducdo do estresse, porém foi inibida a medida que o estresse se tornou
prolongado (24h).

A expressdo de uma das proteinas que atuam no complexo antena de
PS2 também foi alterada com aplicacdo dos tratamentos. A proteina de ligacéo
as clorofilas a e b foi up-regulada para os tratamentos T1 e T5, as 3h AAT
(Figura 13). Entretanto, as 24h AAT, para todos os tratamentos analisados, a
referida proteina de ligacdo foi down-regulada, sendo o tratamento T5 o mais
afetado (Figura 14). As proteinas de ligacdo as clorofilas a e b sdo apoproteinas
do complexo coletor de luz de PS2, que estdo normamelmente associadas aos
pigmentos fotossintéticos no complexo antena. Este complexo antena é
responsavel pela absorcdo de luz solar e pela transferéncia de energia de
excitacao para o centro de reacdo de PS2 (LIU et al., 2013).

O sitio catalitico de PS2 é onde ocorre a fotooxidacdo da molécula de

agua, que libera oxigénio e protons H*. A PsbO é uma das varias proteinas
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extrinsecas que ajudam na estabilizacdo do sitio catalitico de PS2, além de ser
essencial para a evolucao eficiente e estavel de Oz (MURAKAMI et al., 2005).
No presente trabalho, a expressao do gene psbO variou ao longo do periodo de
coleta, para os diferentes tratamentos analisados. Entretanto, ndo foi observado
um padrdo dependente da dose aplicada. Apesar disso, mesmo as 96h AAT,
alguns tratamentos apresentaram uma alta expressdo de mRNA codificado por
esse gene. Zsiros et al. (2020) demonstraram que PS2 é o principal alvo da
exposi¢cdo prolongada ao Cd no aparato fotoquimico de Chlorella variabilis,
especialmente devido a degradacdo da proteina D1 e da proteina PsbO do
complexo de evolugéo de oxigénio.

Verificou-se, também, alteracdo na abundancia de proteinas que
compdem o complexo macroproteico de PSI, como, por exemplo, a subunidade
F. Para o tratamento T1, esta proteina teve sua abundancia up-regulada, as 3h
AAT, e down-regulada as 24h AAT (Figuras 13 e 14). Por outro lado, houve para
o tratamento T5, as 24h AAT, uma abundancia menos afetada de proteinas de
PSI em relacdo a TO e aos demais tratamentos (Figura 15). Além disso, a
abundancia de outras proteinas que compdem PS1 foi bastante semelhante
entre si nos respectivos periodos de coleta analisados. Como, por exemplo, a
apoproteina A2 da clorofila a de PS1 (P700), que teve sua abundancia afetada
de maneira bastante semelhante ao observado para a subunidade F de PS1, as
3h AAT. Ja a subunidade E, responsavel pelo encaixe dos aceptores de elétrons
soluveis, como a ferredoxina (SUBRAMANYAM et al., 2010), teve sua
abundéncia semelhante a da subunidade F de PS1, as 24h AAT, sendo
principalmente afetada no tratameto T1 (Figura 14). Isso mostra que a interacao
entre tempo de exposicdo x tratamento influencia na expressdo dessas
proteinas de forma bastante parecida. Provavelmente, Cd, na auséncia de Zn,
promove o desarranjo da macroorganizacdo do complexo proteico formador de
PS1, comprometendo alguns de seus componentes, mais severamente,
conforme o aumento do tempo de exposicdo ao Cd, semelhante ao efeito
prolongado de Cd sobre a degradacdo das proteinas PsbA (D1) e PsbO,
observado por Zsiros et al. (2020).

O metabolismo energético das plantas do genétipo de cacau CCN 51 foi
também afetado pelo tratamento com Cd e pela combinacdo Zn+Cd no solo. A

subunidade maior da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
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(RuBisco) foi altamente abundante nas plantas de TO, ao passo que o
tratamento com Cd reduziu seu acumulo, o que foi parcialmente restaurado pelo
tratamento T5, correspondente a maior dose de Zn (1,6 mmol Zn kg solo + 0,8
mmol Cd kg? solo), as 24h AAT (Figura 14). A RuBisco catalisa a primeira
reacdo do ciclo de Calvin & Benson, que resulta na fixacdo do diéxido de
carbono, o que possibilita a biossintese liquida de carboidratos (HARTMAN;
HARPEL, 1994). Lopes Janior et al. (2015) também encontraram menor acumulo
da RuBisco ao avaliar a expressao diferencial do proteoma de plantas de
Helianthus annuus tratadas com Cd. Dias et al. (2013) evidenciaram que ions
Cd?* interferem na ativacdo da RuBisco e danificam sua estrutura, ao substituir
os fons Mg?*. Esse mecanismo de interferéncia de Cd na estrutura da RuBisco
pode ser o principal fator que ocasionou a reducdo da sua abundancia na
auséncia de Zn.

A sedoheptulose-bisfosfatase, outra enzima que atua no ciclo de Calvin &
Benson, cliva a sedoheptulose-1,7-bisfosfato em sedoheptulose-7-fosfato, o que
resulta na liberacdo de um ion fosfato inorganico na solucéo (RAINES; LLOYD;
DYER, 1999). A abundancia dessa proteina foi parecida com o foi observado
para a RuBisco, as 24h AAT, onde o tratamento T1 foi o mais afetado. Isso, por
sua vez, pode apontar que o comprometimento das enzimas-chave mais a
montante do ciclo metabdlico de Calvin & Benson pode vir a comprometer a
eficiéncia de todo o restante do ciclo, uma vez que cada enzima atua sobre o
substrato da reagdo anterior.

A (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), por outro lado, foi
down-regulada nos tratamentos Tl e T5, as 24h AAT. Apesar disso, a
abundancia dessa proteina foi menos afetada no tratamento T5. J4 no
tratamento T3, seu acumulo foi equivalente ao do tratamento TO. A GAPDH é
uma enzima que atua em diversas rotas metabdlicas, por exemplo, na glicélise,
no catabolismo de frutose e na via de pentose fosfato (PLAXTON, 1996). Na via
glicolitica, GAPDH catalisa a oxidacao de gliceraldeido-3-fosfato (GAP) em 1,3-
bisfosfoglicerato, utilizando como cofatores a nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD") e o fosfato inorganico (WHITE; GARCIN, 2015). Alguns estudos mostram
gue o estresse induzido por Cd em plantas pode resultar na inativacdo da
GAPDH, na reducao de sua atividade e, especialmente, na translocagéo nuclear
(BURZYNSKI; ZUREK, 2007; VESCOVI et al., 2013). Sua translocacédo para o
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nacleo tem sido atribuida a ativacao da transcrigdo de certos genes (MIAO et al.,
2019).

Proteinas relacionadas aos processos biolégicos de resposta a agentes
estressores foram mais induzidas as 24h AAT em relacédo as 3h AAT (Figura 18).
Algumas dessas proteinas foram exclusivas de certos tratamentos, como as
proteinas do choque térmico (HSP) e a proteina de resisténcia NBS-LRR,
enquanto outras foram comuns a todos os tratamentos. A inducéo da expressao
da HSP101 estéa relacionada com alguns estresses abioticos, como desidratacao
e, principalmente, estresse térmico (CAMPBELL et al., 2001; ALMESELMANI;
DESHMUKH; CHINNUSAMY, 2012). Ja as proteinas HSP70, apesar de serem
fortemente induziveis por choque térmico e outras formas de estresse celular,
sdo expressas constitutivamente (MAHMOOD et al.,, 2010). Tanto HSP101
guanto HSP70 sao conhecidas por prevenir ou reverter a inativacdo e a
agregacdao de proteinas sensiveis ao calor (MCLOUGHLIN et al., 2016). O papel
de HSP, na tolerancia a metais pesados em plantas superiores, esta igualmente
associado a sua capacidade de reparacao das proteinas desnaturadas por meio
do seu redobramento, bem como em promover a degradacdo seletiva de
proteinas mal dobradas ou desnaturadas (HASAN et al., 2017). Estas protéinas
foram encontradas somente para o tratamento T3, apesar de o efeito de Cd ter
sido notamente mais nocivo a abundancia de proteinas observada para o
tratamento T1, como ja foi discutido anteriormente. Basile et al. (2015)
demonstraram que a expressdao de HSP70, em um experimento in vitro com
Lemna minor, foi induzida sobretudo pela aplicacdo de metais pesados nao-
essenciais, como Cd e Pb, e menos induzida por metais essenciais, como Cu,
ao passo que os tratamentos com diferentes doses de Zn néo tiveram alteracao
em relacdo ao controle. Neste caso, para 0s metais que induziram a expressao
de HSP70, foi verificada uma relagcdo dose x tempo, onde o Cd induziu a
expressdo de HSP70 logo nas primeiras 12 h AAT, nas trés doses de Cd
aplicadas (10, 10° e 10* M), mas reduziu a expresséo drasticamente na maior
dose de 3 a 7 dias AAT, enquanto o Cu induziu a expressdo somente na maior
dose (104 M) de 6h até 7 dias AAT.
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CONCLUSOES

A expressdo de genes relacionados com as enzimas do metabolismo
antioxidativo ndo foi um bom marcador do estresse induzido por Cd, nem do
potencial efeito de mitigacdo de Zn, uma vez que poucas diferengcas foram
observadas entre os tratamentos;

A comparacdo dos perfis de abundancia das proteinas diferencialmente
expressas, por meio de heat maps, possibilitou verificar como o Cd afetou o
metabolismo primério das plantas e induziu respostas caracteristicas de
estresses abioticos;

As respostas, em nivel de proteoma, foram dependentes do tempo de
exposicdo aos metais, sendo que a exposicao prolongada (24h) teve maior
efeito sobre o acumulo das proteinas no tratamento onde foi aplicado apenas
Cd;

O tratamento T5 (1,6 mmol Zn kg solo + 0,8 mmol Cd kg solo) foi o que
melhor respondeu ao estresse induzido pelo Cd, uma vez que sofreu menos

reducdo na abundancia de proteinas comuns aos demais tratamentos.
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