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EXTRATO

Os metais pesados, em altas concentracfes, sdo altamente tdxicos para plantas, animais e seres
humanos. A incorporacdo destes metais a cadeia alimentar vem despertando atencdo no mundo
todo, em termos de seguranca alimentar. Além disso, 0 acumulo de pesti®s pelas plantas
determina os teores deacro emicronutrientes minerais e de metais téxicos em nossos alimentos.
Atualmente, terrse detectado a preserg® cadmio/Cd) em améndoas deheobroma cacae,
consequentemente, no chocolate e em outrosifmederivados. Paraitigar a toxicidade d€d

emT. cacaq novas técnicas estdo sendo desenvolvidas pela comunidade cientificagparaa
absorcdo deste metalixico pelo sistema radicular das plantas. Emlmofad ndo possua uma

funcdo biologica definida em plantasmesmo pode ser absorvido pelo sistema radiculdr. de

cacaa O presente trabalho teve como objetivo princigahtificar genes associados a bingsse

de proteinas de transporte e de deft@gdo de ions metéalicos elmcacag com enfoque em Cd,
utilizando estratégias de bioinformatica e dois bancos de dados de sequenciamEntacko
(Griollo6 e O Mead)i,naemM c o mp aestwdados na@losoncad@eno gagsisporte de
metais nobanco de dado3AIR10 de Arabidopsis thalianapara compreender 0s processos
envolvidos. dentificaamse, pela primeira vez, varios genesque codificam proteinas
transportadorade Cdque aindando foramagrupadogm familiagénicase nematribuido as suas
funcbes. Feseum inventario derotdnas putativas, associadastemsportede ions divalentes,

gue podem explicar a absor¢éo e 0 mecanismo de desintoxicacdo de metais pesados biologicos e
nao bioldgicos, como o Cd presemtm T. cacao Os produtos proteicos destes genes foram
analisados para predizer a localizacdo subcelDiscutiramse também, os processos gerados

pelo Cd em células vegetais e a maquinaria de defesa antioxidante para a eliminacdo do excesso
de espécies reativas deigdnio. Com estes avangos, propusesgmmecanismo moleculares de
carregamento e posterior descarregamento do xilemB eacag elucidando como o cacaueiro
absorve Cd e outros metais biologichkem disso, certificotse qudamilias de genes, associados

ao transporte de ions metalicos, podem estar presentem em todos 0s vegetais superiores.

Palavraschave: Cacau, metais toxicos, metabolismo antioxidativdamilia de genes

transportadorede metais.



ABSTRACT

Heavy metals, in high concentrations, are highly toxic to plants, animals and humans. The
incorporation of these metals into the food chain has been attracting attention worldwide, in terms
of food safety. Furthermore, the accumulation of heavy metaltabyspdetermines the levels of
macro and micronutrient minerals and toxic metals in our foods. Currently, the presence of
cadmium (Cd) has been detected hreobroma cacabeans and, consequently, in chocolate and
other derived products. To mitigate theitaty of Cd in T. cacag new techniques are being
developed by the scientific community to reduce the uptake of this toxic metal by the plant root
system. Although Cd does not have a defined biological function in plants, it can be uptake by the
T. cacaoroot system. The main objective of the present work was to identify genes associated to
the biosynthesis of transport proteins and detoxification of metal iohsciacag with a focus on

Cd, using bioinformatics strategies and two sequencing databasesachd'Criollo’ and ‘Matina

1-6"), compared to genes studied in the absorptaiti@nsporof metals in the AIR10 genome
databasef Arabidopsis thalianato understand the processes involveat the first time, several

genes were identified that encode Cd transporting proteins that have not yet been grouped into
gene families nor assigned to their functions. An inventory of putative proteins associated to the
transport of divalent ions was mgdwhich may explain theptake and the detoxification
mechanism of biological and ndnological heavy metals, such as Cd presenit.igacao The

protein products of these genes were analyzed to predict subcellular localization. The processes
generatedyp Cd in plant cells and the antioxidant defense machinery for the elimination of excess
reactive oxygen species, were also discussed. With these advances, molecular mechanisms of
loading and subsequent unloading of xylenh.icacadree were proposed, €ligating how cacao

tree uptake Cd and other biological metals. Furthermore, it was verified that the gene families,

associated with the transport of metallic ions, can be present in all higher plants.

Keywords: Cacag toxic metals, antioxidant metabolisgene familymetal transporter
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1 INTRODUCAO

A presenca e distribuicdo de ions metalicos por toda a planta tem sua origem desde a
solucdo do solo, atravessando membranas celulares e organelas, para posteriormente serem
incorporados nos processos bioquimi¢(@OLANGELO; GUERINOT, 2006) Nestes termos
envolvem duas categoriag, primeira se refere aos metais chumgdes bioldgicas conhecidas,
exemplo dos micronutrientes metalicos essenciais aos vegetais, como Cu, Mo, Mn, Ni, Zn e Fe,
devido a necessidade constante no metabolismo da célula (&g4tdO; ALONSO; LOPEZ
MOYA, 2007; DALCORSO; MANARA; FURINI, 2013)ao passo que a segunda envolve 0s
metais toxicos presentes nos solosaigs, que apresentam ligema moderada contaminagao
com metais téxicos como Cu, Zn, Ni, Co, Cr, Pb, As e(\CADAV, 2010), provocando
contaminacdo ambiental e sérios danos aos organismos vivos e ao ser (MARANEZ et al.,

2013; REHMAN et al., 2018)

A toxicidade de metais pados em plantas pode resultar alteracbes em inimeros
processos fisiolégicos em nivel celular e molecyiarinativando enzimagjji) bloqueando os
grupos funcionais de moléculas metabolicamente importafiiisjeslocando ou substituindo
elementos essencia(g/) rompendo a integdade de membranas e @gtimulando a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais causam danos as membranas celulares e a destruicao
de organelas e de biomolécu{&I; DU, 2011) A presenca dees ions metalicos no solo, seja
em altas ou baixas concentracdes, afeta amplamente os cultivos agricolas ao redor do mundo,
provocando contaminacdo ambiental, danos graves aos organismos vivos e ao ser humano
(REHMAN et al., 2018)

A toxicidade de Cihterfere no crescimento e no desenvolvimento das pléRIZSVAN
etal., 2017)afetando os processos fisioldgicos, tais como (i) o decréscimo da biomassa fresca/seca
das raizes; (ii) a reducéo da condutancia estomatica e, consequentemente, da fotossintese liquida,
associada a reducdo nos teores de pigmentos cloroplastidicos ersss ad maquinaria
fotossintética(ARAUJO et al., 2017; SHAH; AHMEDYASIN, 2019) e (iii) a alteracdo na
concentracdo dos nutrientes mine(ARAUJO et al., 2017; DIAS et al., 2013)

Outro impacto negiavo da toxicidade de Cd esta associado a sua interferéncia no sistema
bioquimico das plantas, ocasionando desequilibrio entre a producéo e a eliminacio 8@ERO (

, H:0,, 5OH, etc.). O excesso de ERO em nivel celular, ndo eliminado pelos sistemasienzimat



e nao enzimatico, induz estresse oxidativo e, consequentemente, promove a degradacao de todo
tipo de biomoléculas, entre as mais susceptiveis estdo os carboidratos, os lipidios, as proteinas e o
acido desoxirribonucleic(DNA) (MITHOFER; SCHULZE; BOLAND, 2004) combinandese
com 0s mesmos e causando morte cepriagramalae, consequentemente, a morte da planta toda
(DAS; ROYCHOUDHURY, 2014; WANG et al., 2016)

Paramitigar os efeitos da toxicidade de Cd, as plantas utilizam varias estratégias de defesa,
como a ativacdo das enzimas antioxidativas como a disnigaseperoxidgSOD), a catalase
(CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) e a peroxidase do guaiacol (GPX), queratenefeitos
de ERO(SMEETS et al., 2005)Outra forma de defesa sao os tidis de baixo peso molecular
existentes nas células, que tém alta afinidade por metais toxicos. Os tidis biolégicos mais
importantes, com baixo peso moleculsdip a glutationa (GSH) e a cisteina, devido ao efeito
mitigante destas moléculas no crescimento de plantas estressadas por metai@N@ieset
al., 2008 LI et al., 2018) GSH é um substrato paraiatese de fitoquelatinas (PC) e crupata
a demtoxicacado de metais pesadmwsno Cd e N(FREEMAN et al., 2004)As PCséao pequenos
poli pept2deos ricos em cGlwQs,tupainteseécatalisadagpealat r u t 1
enzima sintase da fitoquelatifdATAMANIUK et al., 2000). As PC formam complexos com
ions metélicos toxicos no ool e, posteriormente, 0s transportam para o vacuolo.

O Cd, uma vez absorvido pelo sistema radicular da planta, dotrado, via xilema, até a
parte aérea e se acumula principalmente nas folhas. Posteriormentgartadn das folhas para
os frutose sementes via floemgCLEMENS; PALMGREN; KRAMER, 2012) Abordagens
moleculares indicam que os transportadores de metais essenciais, como Zn e Fe, podean mediar
absorcédo de Cd nas raizBBAKANISHI et al., 2006) O carregamento de Cd no xilema é mediado
pelo transportador ATPase do AtHMA4 do tipo P Anthaliana(VERRET et al., 2004)Esta
proteinas tem homélogos encontrados nas espéhiaspi caerulescens Arabidopsis halleri
(PAPOYAN; KOCHIAN, 2004; HANIKENNE et al., 2008 Além disso, a familia do gene ZIP
tem, também, a capacidade transportar alguns cétions, incluido Q@G&ERINOT, 2000) Em
espécies hiperacumuladoras de Zrded®@moeA. hallerie Noccaea caerulescerespectivamente,
determinouse que 0s genes transportadores fatBm altamente expressados, e que a absorcao
de Ca é conduzida principalmente por estes transportaERBRUGGEN et al., 2009)Por
outro lado, estos moleculares indicam que os transportadores de metais essenciais, como Zn e
Fe, podem mediar a absor¢éo de Cd nas rdi#RAGUCHI et al.,2009)

2



Comparadaaos outros metais, Cd € altamente solivel em aguao mével no solae
altamente absorvido e transportgaas plantaBENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005)
Cd é distibuido em diferentes partes da plantegasionando sintomas visiveie toxidez,
dependents da concentracdo do 6rgao da plantéHE et al.,2017; RIZWAN et al., 2017)
Cultivos provenientes de solos contaminados Cdséo comercializados com a presadeste
metal a exemplo do cacgifTheobroma cacab.) (ABT et al., 2018)uma espécie denportancia
agricola e socieconémica mundial. Suas semerf@snentadas e secéméndoas)obtidas de
frutos maduros, sao fermentadas e comercializagi@sa fabricacdo de diversos produtos, sendo
0 mais popular o chocola(aLMEIDA; VALLE, 2010).

Nos ultimos anosemn sido constatada a presenca de metais toxicos nos solos de cultivo de
cacau,a exemplo de Cd e Ririncipalmente nos paises produtores da América LatiAfica
(ABT et al., 2018; METER; ATKINSON; LALIBERTE, 2019FEm funcéo desta contaminacgao,
limites maximos deCd foram estabelecidos pela unido europeia no Z0HE EUROPEAN
COMMISSION, 204) para o cacae produtos derivados

A absorcao de Cd pelo caiw e 0s processos subsequentasno oestudo molecular
de genes associados ao transporte de ions metalicos, utilizando a gendmica funcional de genomas
sequenciados completamente, a exemplo da espécie rdodeddiang contribuenpara a selecéo
de gendtipos dd. cacag cujos frutos contenhareementes destituidas de metais toxicos e
enriquecidas com nutrientes minerais importantes para a satde humana, bem como para o descarte
de gendtipos que bioacurenh metais toxicos nas sementesgo, o presente trabalho teve como
objetivo principal idenficar genes associados ao transporte e a desintoxicacao de ions metélicos
em cacau, com enfoque no Cd, utilizando estratégias computacionais e banco de dados, para
compreender os processos envolvidos. Além disso, teve como objetivos especificos (iJeselecio
genes e proteinas alvos relacionados ao transporte e a desintoxicacdo de ions metalicos em
Arabidopsis thaliana contrastdos com o genoma de cacau, por meio de alinhamento local; (ii)
classificar as proteinas de cacau com base no metal e na lgialcadular, por meio de bancos
de dados e predicaw silico; (iii) compilar as informacdes obtidas das proteinas de cacau em um
esquema molecular, evidenciando o processo no qual estao envolvidas e o compartimento celular;
e (iv) realizar um esquema gkdas consequéncias moleculares que séo originadas da exposi¢cao

ao Cd em nivel celular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metais em plantas

As plantas absorvem diversos tipos de metais e, sob o ponto de vista biologico, sé&o
classificados em dois grupos, ogtais essenciais € 0s metais ndo essenciais. Os essenciais
cumprem fungBes metabdlicas e celulares importantes. Isto se deve ao fato de que varios destes
elenentos metdlicos atuaoomo coféores cataliticos ativos em enzimas (elementos ratiors),
outros tém funcdo de ativacdo enzimatica e outros exercem papel estrutural na estabilizacédo de
proteina{HANSCH; MENDEL, 2009)

Dentre as fungbes conhecidas dos metais essenciaissesaipge molibdéno (Mo)
coordena o sitio ativo das enzimas oxidase do sulfito, que oxida o sulfito a sulfato; oxidase do
aldeido, envolvida na sintese do acido abscisico; redutase do nitrato, que reduz o nitrato a nitrito;
e desidrogense da xantina, necessaria para addegmda purineMENDEL; KRUSE, 2012)0
cobre (Cu)atua como um componente da regulacdo rdéefnas e da cadeia de transporte de
elétrons; como cofator enzimatico de-80D, plastocianina e lacase; participa no metabolismo
da parede celular e atua na resposta ao esi{iesd€CORSO; MANARA; FURINI, 2013) O
manganésNIn) é cofactor em enzimas como dismutase do superoxido (SOD), carboxilase do
piruvato, carboxiquinase do fosfoenolpiruvato, catalase, enzima maélica e liase do isocitrato. Mas,
também, é parte do complexo de evolugdo de oxigénio na fase fotoquimica da té&stessin
(HANSCH; MENDEL, 2009) O ferro Fe) é requerido para o transporte de elétrons nos
cloroplastos e mitocéndrios; esta envolvido na biossintese de horménios e na integridade de
organulos celulass bem como na tolerancia do estresse oxidativo e na fixacagHIBNNSCH;
MENDEL, 2009)O niquel Ni) é umcofaor de enzimas como a urease, a qual € importante para
o metabolismo eficiente do RYUSUF et al., 2011)O zinco ¢n) € um cofator enzimatico,
participa no transporte de elétrons e no metabolismo antioxidante. Por outro lado, € um elemento
integral de varios fatores de transcri¢@6IANG; LIN; HUANG, 2005)

J& os metais ndo essenciais, conheciddgeraturac o m o heavy met@l ,A t er mo
utilizado para indicar metais, metaloides e semimetais, caracterizados por apresentar toxicidade e
prejuizos para 0 meio ambiente e seres vivos. Estes elementos metélicos entram na cadeia
alimentar por meio dos vegetais, que absorvem estes metais quando asilttradsolos

contaminados. Estes vegetais sao representados por diversos cultivos, desde cereais a hortalicas.



Os principais elementos metalicos toxicos sao Cu, Zn, Ni, Co, Cr, As, PYAOAV, 2010),
principalmente em altas concentracfes, pois Cu, Zn, Ni e Co sdo considerados micronutrientes
minerais para as plantas, quando em concentra¢des adequadas.

Cd e Pb causaram preocupacao aos produtorésateag apos ter sido encontrados em
concentragdes acima do permitido pela legislacao vig@mt& EUROPEAN COMMISSION,
2014) em produtos derivados de améndoas de determinados gendétiposab@g cultivados
principalmente nos paises produtores de cacau da América (ABiaet al., 2018; METER;
ATKINSON; LALIBERTE, 2019) Estes elementos metalicos possuem uma grande mobilidade
ao longo da cadeia alimentar e no meio ambiente, e quando ingeridos pela exposicdo a dieta,
causam efeitos adversos nos rins e 0ssos, e colocam em risco a saudg BAMARAG et al.,
2010)

2.2. Cadmio emsolos agricolas

Atualmente, a presenca de Cd nos solos agricolas é o resultado da combinacdo das
atividades antropogénicas, como residuos de minérios e indugbriascas agricolas,
particularmente a fertilizagéo fosfatada, e deposicdo nos sedimentos d(BQigsN et al.,

2013) além de processos naturais, como meteorizacdo da rocha fosforica, atividade vulcanica e
incéndios florestaigLUO et al., 2009BOLAN et al., 2013)A contribuicdo dos processos naturais
€ atédez vezes menor que atvidadesantrqpogénicagHE et al., 2015)

Apesar @ asliberacdeso solo, por processos pedogenéticos, serem baixas, estudos feitos
por He et al. (201p contrastaram diferentes tipos de solo e mostraram que quantidades altas,
intermediarias e baixas de Cd pertenciam as rochas sedimentares, metamorficas e igneas,
respectivamente. Logo, a quantidade de Cd no solo depende principalmente da rocha de origem.
Alguns estudos também tém demonstrado que as concentragfes deari@dam,
significativamente, entre diferentes substratos|dggcos, onde o solo aluvial egsenta
concentracdes mais elevadas de(GRAMLICH et al., 2018 ARGUELLO et al., 2019 Do
mesmomodo, as concentracdes de Cd também variam nos diferentes perfis do solo, excluindo o
enriquecimento de fertilizantes minerais ou organico pela distintiva isot@*RRAZA et al.,

2019) Por autro lado, uma proporcdo de @d: (<0,01) poderia assegurar que as plantas se
saturem rapidamente de Zn e limitem o consumo de Cd, como se observa em varios cultivos
(SARWAR et al., 2010)



2.3. Mecanismo de absorcao de cadmio

Assumese que 0s metais ndo essenciais e toxicos sao absorvidos pelo sasliemarr
das plantas através de mecanismos especificos utilizados pelos elementos metalicos essenciais. A
absorcédo de Cd, um elemento ndo essencial para as plantas, é atdlitddaporte por processos
especificos e inespecificos usados para ions ca®Zn(SLAMET-LOEDIN et al., 2015)pu
por canais de CEPERFUSBARBEOCH et al., 2002)Entre 0s genes responsaveis encesgra
mencionado a proteina transportadora de cati@isl que codifica canais de entrada de Ca em
Triticum aestivumque permit® transportele Cdao interior das célulg€LEMENS et al., 1998)

Este gene de sequéncias com regides repetitivas ndo tem homélogos no deAomhaliana
(MASER et al., 2001)Por outp lado, odransportadores HMfaexemplode HMA 3 de O. sativa
bombeiaCd para os vacuolos das células radiculares, limitando o seu transporte via xilema para a
parte aére@UENO et al., 2010MIYADATE et al., 201). Portando, aplantasmutantes, sem o
transportadoHMA3, sdo muito menos eficientes no bombeamento de Cd para os vacuolos e,
naturalmenteacumulam mais Cd do que o esperfd&NO et al., 2010MIYADATE et al.,

2017). A superexprssdo do mesmo transportador reduransporte de Cd para a parte aérea e,
consequentemente, para os grao®dativa(UENO et al., 2010)

O gene IRT1 esta relacionado a absor¢cadode metalicos, como Zn, Co, Mn e Fe,
codifica transportadores de ions metalicos de ampla abrangéncia e media a absor¢cdo de Cd
(KORSHUNOVA et al., 1999CONNOLLY; FETT; GUERINOT, 200/ERT et al., 2002)Foi
primeiro descoberto a partir da famili@ transportadores de ions metalicos, familia ZIP, composta
de inUmeros genes expressos nas raizes de p{@u&RINOT, 2000) inicialmene envolvido
no transporte de FEm seguida, foi descoberto o seu envolvimenttrarsporte de Mn e de Zn,
bem como no transporte de Cd, em condicbes de deficiéncia EHEN et al., 1998;
GUERINOT, 2000) Além disso, enespécies hiperacumuladoras de Zn e Cd, cAntalleri e
Noccaea caerulescensespectivamenteyerificou-se que 0s genes transportadores ZIP foram
altamente express¢8HAO et al., 2006)

Os transportadores damilia génicaNRAMP (Proteina de Macrofagos Associada a
Resisténcia Naturalgdoproteinas integrais dmembrana encontradas em varios reinos e com
genes homologos eBrosophila melanogaste®. sativae Saccharomyces cerevisi@ELLIER

et al., 1995) As proteinas NRAMRestdo envolvidas emama variedade de processos como
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controledasuscetibilidade a infgdo bacteriana, comportamento gustaaté absor¢cao de Mn
tantono sistema de expressao heterélogaSeoerevisiaecomo no reino vegetdCURIE et al.,
2000; THOMINE et al., 2000)Tem sido demistrado no sistema vegetal a capacidade de
transportar metais (AtNmap) essenciais como o Fe, assim comsuasatribuicdes de transportar
metais toxicos como 6d (THOMINE et al., 2000)

Outros integrantes desta familia transportadm@bilizam varios metaisna membrana
plasmaticae nas membranas vacuolafeANQUAR et al., 2010; NAKANISHIMASUNO et al.,

2018) Exigem também NRAMPs com expressdo no tonopl@staélulas de tecidos da espécie
Thlaspi caerulescensiperacumuladora de ions metalicoaracterizados combcNRAMP3 e
TcNRAMP4, quetransporta metais como Fe, Mn, Cd e ao Zn, conferindo tolerancia ao Cd. Estes
genes, surpreendentemente, possuem um padrdo de expressdo mais alta em contraste com 0s
homélogos AtINRAMP3 eAtNRAMP4 em A. thaliana (OOMEN et al., 2009)Embora as
proteinas NRAMP tenham mostrado um paipgportante na absorcdo de @uh O. sativa
(ISHIKAWA et al., 2012)

Os estudos sobre o transportador vacuolaCaté H* demonstram a sua importancia na
regulacdo dos niveis de ions citoplasmaticos e na modulacdo de Ca citosolico no processo de
transducéo de sinPARK et al., 2005)Estes genes saordeecidos como trocadores@a(CAX)
presentes no tonoplastelular de tecidos despéciesincluido A. thaliana e sdoaltamente
expresse em resposta aGaexdgeno(SHIGAKI; HIRSCHI, 2000 HIRSCHI, 200). Os genes
presentes enA. thaliana foram clonados enNicotiana tabacume as plantas transgénicas
resultantes expressarddAX2 e acumularam ions metalicos como Cd, Qdre e, a0 mesmo
tempo, os referidos genes conferiram maior tolerancia a toxicidade ¢¢IRIRCHI, 2001)

Por outro lado, m A. thalianao gene EIR cumpre a funcdo na traducdo de sinais de
estresseA expressao deste gene provoca resposta ao etileno, restaura a capacilaasaao
jasmonato @osradicas livres,além degpossui um dominio homologo familia transportadora de
ionsmetalicos NRAMRALONSO et al., 1999)De todos os alelos deste gene, o ENI2 é o Unico
no qual a pata de funcdo em mutantes cand insensibilidade ao atilo, em niveimorfoogico,
fisioldgico e molecula(CHEN QIANHONG; BLEECKER, 1995)

No interior da célula, ap6s o Cd ser transportado pa das familias que media o seu
trarsporte, a presenca de Cd citosdlico ativa a primeira barreira dadetdecular, seguido do

encaixe dos ions Cd aos ligantes de S, formando comple$; &bociado a um rapido acumulo
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de fitoquelatinas (PC) na raf8ALT et al., 1995DOMINGUEZ-SOLIS et al., 2004CLEMENS,

2006. As PC séao peptideos tiolatos, derivados da Glutationa (GSH), envolvidesintbxicacao

de metais toxicos em plantas, sintetizados imediatamente em resposta a exposicao de varios ions
metalico¢GRILL et al., 1989)A sintese de PG partirde glutationa reduzida, ocorre na presenca

de metais toxicos pela aticdo da fitoquelatina sinteta@&RILL; WINNACKER; ZENK, 1985

GRILL et al., 1989. Além de PC, ha outras moléculas como as proteinas metaloti¢hmas

ricas em cisteinas, envolvidas, também, na quelacédo de metais. Estas moléculas formam complexo
com Cd e transportam este elemento metalico para o interior do vacuolo ou de outros
compartimentos celularéSHAH; NONGKYNRIH, 2007)

Geralmente, aeposito de Cé& maior em raizes, seguido de caule e por ultimo estruturas
reprodutivassomentaima pequena parte é transportada parate pare§CHAN; HALE, 2004)
Imediatamente apds a sua absoyed@d pode atingio xilema através do transporte intracelular
via simplasto,por meio das célulaga raiz unidas por plasmodesni@EMENS, 2006)u por
transportadores que desempenham um possivel papel no carregamento de xilema e no transporte
pela plantd LASSWELL et al., 2000; MASER et aR00% COLANGELO; GUERINOT, 2006)

Em espécies metalofitas adaptadas a acumular altasnt@gdes de Zn em seus tecidos,

o carregamento dén no xilema ocorre, em grande parte, via simplastica. Entretanto, em condi¢des
de exposicdo ha altas concep@es de Zma rizosfera, este carregamenésia também a
participacao do transporte apoplastico via espacos extrace(MAH#EEE et al., 2002)No xilema,

0 processo de transporte rgiarte aéretem sido associaddinducdo @ PCe deoutros ligantes
contendo grupos tis (LARSSON; ASP; BORNMAN, 2002untamente com o fluxo de massa
impulsionadopelo processo de transpiracé®ALT; RAUSER, 1995)embora alguns estudos
descartam este ultimo fendmefi.ORIJN; VAN BEUSICHEM, 1993)Em plantadA. thaliana

foi constatado, com fmrnecimento exdgeno de Cd, que as PC podem transportar Cd da raiz para
a parte aére§GONG; LEE; SCHROEDER, 2003Além disso, existem outros agentes que,
também, formam complexos com Cd no xilerngjos ligantes predominantes sdo oxigénio,
nitrogénio(CLEMENS etal., 2013) acidos organicos, como o citrato &alanum lycopersicum
(SENDEN; VAN DER MEER; WOLTERBEEK, 1995e histidina em metalofita(CSCHAT;
LLUGANY; BERNHARD, 1999)



Uma vez nas folhas, o Cd é distribuido, entretanto, majoritariamente, em folhas maduras.
Entretinto, verificouse, em estudoanatdomicos realizados cof@ossypium sppransgénio e
silvestre, a presenca de €ah varios componentes celulares, adsorvido jpahmente no vacuolo
e na parede celular, cujas raizes acumularam mais Cd do que a par(PAgiRat al., 209).

O mesmo fato foi observado também 8otanum lycopersicugrcuja concentragéo de Cd
foi maior nas raize@DJEBALI et al., 2005)or outro lado, erhactuca sativd RAMOS et al.,
2002)e A. thaliana(GUAN et al., 2018p acumulo de Cd foi menor nos cloroplastos em contraste
com a parede celulaEm Phytolacca americanauma espécie metaléfita, Cd foi encontrado
tanto na fracdo s@Vvel como na parede celulgfU et al.,, 2011)Em gramineas, comQryza
sativg houve maior acimulo de Cd na parede celular e menor nos organulos céfidaeesl.,
2012)ao passo que eAgrostis gigante@ Zea may® acumulo de Cd ocorreu no citoplasma, no
vacuolo e no nucleo dalulas diferenciadas e madu@AUSER; ACKERLEY, 1987)Em

sintese, o Cd sencontra presente no interior da célula e em todos os organulos celulares.

2.4. Zinco e Cadmio em plantas

A presenca de micro e macronutrient@eeraisabsorcdo de Cd pelo sistema radicular da
planta(SARWAR et al., 2010)As prgriedades de Zn, Ca, Mg e Megmo cétions divalentes,
podem competir pelas mesmos transportadores de membranas, ocasionando diminuicdo destes
elementosmetalicosna planta(CASTRO et al., 2015; KAPUR; SINGH, 201®m algumas
espécies vegetais, Cd e Zn compartiiham as mesmas proteinas de transporte ams célul
epidérmicas da raiz, como evidenciaao estudo confiriticum aestivune Spinacia oleracegue
demostrou que aplicacéo de @ soloinibe fortemente a absorcao de @#las raize§GREEN,;
CHANEY; BOUWKAMP, 2003; PAUL; CHANEY, 2017)Além disso, aplicacdo foliar de
ZnSOs emZea mayseduz a concentragéo de Cd nos g&@dHAD et al., 2015)

Estudos realizados por diversos aut¢@RAMLICH et al., 201JAREVALO-GARDINI
et al., 2017; ARGUELLO et al., 2019emamstraram que aumentoda concentragiade Zn no
solo nécestéarelacionado com a reducao de absorcéo de Cd pelas pRatasgesma formaDos
Santoset al, (2020)verificaram que o aumento da concentracdo de Zn+Cd no solo nao influencia
o acumulo de Zn nas folhas de plantas jovens do genétipacdeiCCN 51. Além dissoestes
autores observaram que combinacdes de Zn+Cd aplicado no solo reduzem o estresse oxidativo e

a morte celular programada, mostrando que Zn foi capaz de mitigar a toxicidade de Cd neste



gendtipo decacau Por outro ladoGramlich et al. (2018 verificaram a exténcia de baixa
correlacao positiva entre concentracdes de Cd e Zn nas folbasaieAs aplicacdes de ZnSO
juntamente com a incorporacdo de calcarios no solo, suprimiu o acumulo de Cd e diminuiu a
acidificacdo do solo em estudos cdmmctuca sativae Spinacia oleracedPAUL; CHANEY,

2017) Emcacau, aplicagbes @elubos organicos e fertilizantesbase de Mn, Mg e Fe no solo,
diminuiu as concentracdes Cd nas amén(DAYILA, 2019).

Sabese que alguns organismos vivos, que crescem em condi¢des limitantes de metais
essenciais, tendem a substituir estes metais por outros n&lassenciaigparasobreviver nestes
ambiente¢PRICE; MOREL, 199Q)Por conseguinte, recentemente foi destadoque Cd pode
substituir Zn, como cofator enzimatico da anidrase carbbnica (CDCA1L)leatassiosira
weissflogii(LANE et al.,2005) Esta enzima converte o acido carbénico em diéxido de carbono,
para ser utilizado no ciclo de CalvBenson. Logo, o uso de Cd no sitio ativaaatajoso quando

existembaixas concentra¢coe® Znnos tecidogLANE et al., 2005)

2.5. Problemas causados pocadmio em Theobromacacaa

Cd e Pbpresenteso solo de cultivo de cacgupdem seabsorvidos pelo sistema radicular
das plantas, serem transportados para a parte aérea e se acumularem no fruto e em suas sementes.
Tem sido encontrado Cd e Pb em améndsasiéntes fermentadas) de cacamercializadas e
usadas na fabricacdo de diverso®dptos, a exemplo do chocola{dBT et al., 2018;
ARGUELLO et al., 2019)A transferéncia e o acimulo de jons metalicos, particularmente Cd e
Pb, para as améndoasaeauALVARES, 2018; ROMERGESTEVEZ et al., 201%e tornaram
uma preocupacéo global, uma vez que estes elementos metalicos colocam a saude da populacéo
em risco, provocando doencas cronicas, defdades e cancREHMAN et al., 2018)

A presenca e a concentracardetais pesados no solo dependem de fapmdoldgicos
e antropogénicos, a exemplo da utilizagédosfatos de rocha para melhorar a disponibilidade de
nutrientesminerais no solgLEMA et al., 2014) Entretanto, em estudos realizados oamlich
et al. (2018, em Honduras, mtsram que ndo ha influéncia da aplicacdo de fertilizantes e da
proximidade aos locais de industrias, em relacdo a presenca e a concentracdo de metais pesados
nos solos onde se cultivacay sendo a font@aturala constante das variacées. Além disso, as
concentracdes de Cd e Pb variaminterior de cada 6rgao da planta de cd6aWARES, 2019
e sdo maiores em améndoas s¢AREVALO-GARDINI et al., 2017)
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Cacau em po e produtos derivadosdasaméndoas contendo Cd e Pb, em consequéncia
do cultivo decacauem solos contaminados por estes elementos metalicos, as porcentagens destes
metais variam de acordo com o tipo de produto derivado do cacau e com a origem geografica,
destacando os paises produtores de cacau do Continente Africano e da América Latima com a
maiores porcentagef8BT et al., 2018)

Concelracfes elevadas de Cd em planteecau afetam o seu crescimento e
desenvolvimento diminuem a atividade fotossintética, reduzem os teores de pigmentos
fotossintéticos e promovem rompimento de membranas em células de(A&2d$JO et al.,

2017) A entrada de metais pesados na célula ndo é uniforme em todos os sistemas, pode ser
mediada por transportes passivos, ativos ou por canais de Ca, se apresentando, desta forma, com
alta mobilidade e maior disponibilidade para as pla(i&AKUR et al., 2016) Uma melhor
compreensao do papel dos genes envolvidos no transporte de Cd em plantas de cacau, e o possivel
sequestro vacuolar deste elemento metalico, como medida de desintoxicacédo, contribuira para a
selecéo de gendtipos de aacom baixo acumulo de Cd rams améndoas, quando cultivado em

solos contaminados com Cd.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1.Sondagem de genes alvos efmmabidopsis thaliana

Os genes associados ao transporte e a desintoxicacdo de metais, especificamente metais
pesados,foram bt i dos do o6l i star bibliotecas disponzy
site publicoNCBI (National Center for Biotechnology InformatigfRGARWALA et al., 2016)
utilizando-se palavras de procura em diferentes combinacgdes, para obter uma lista de genes. Em
seguidarealizaramseanotacdes de caracteristicas ecfies referentes a esses genes. Logo apos,
fez-se uma depuracaessa lista, com a finalidade de apagar genes repetidos, com a aplicacéo do

softwareestatistico Risando a funcaonique .

3.2.Listagem de proteinas pertenentes aos genes alvos de thaliana

As sequéncias das proteinas dos genes alvosmfosalquirdas em formato
FASTA. Em seguida, foram utilizadas as informacbes como funcdo, localizacdo
subcelular, processos envolvidos, localizacbes cromossémicas e reg@awssoOmica

gue estavam contidas na base dados do Ni@&is://www.ncbi.nlm.nih.gov/proteijp/

3.3. Alinhamento de proteinas deA. thalianaem Theobromacacao

As sequénias FASTA das proteinas @de thalianaforam alinhadas no NCBtontra o
proteoma df .cacaq usando a ferramenta BLASTRLTSCHUL et al., 1990; BORATYN et al.,
2013) com utilizacdo dos seguintes parametroggddismo T. cacao (taxid:3641), Expect
threshold 1e-70, Matrix: BLOSUM62. Em seguida, foram selecionadas as protedraswaior
Max score, Total Score a porcentagem de identidade e similaridade maior do que 50%
(PEARSON, 2014)0s alinhamentos foram feitos@luas bases de dados, NCEBlecoa Genome

Database (https://www.cacaogenomedb.org/ com o0s gendtipos Criollo e Matina,

respectivamenté.ogo aposassequéncia (hits) obtidasda anéisein silico foramutilizadas para

realizarTBLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.ggferramenta utilizadagya identificar

a sequéncia de nucleotideos que codifieatas transcritaster informagdo deromossomo onde

estavam asroteinas ent. cacao
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Posteriormente, gwoteinas foram submetidas a critérios de selg¢a@&¢como processo,
funcdesenvolvidas como também melhor score lest hits) para permanecerem apenas as
proteinas associadas transportee na desintoxicacdo de metais pesados Entacag para
reducdo de dados e elaboragao das etapas posteriores.

3.4. Analisesin silico das proteinas obtidas.

Para realizar estanalise foram utilizados os parametros como funcdo das proteinas
processogmqueestavam envolvias, 0 metal questava associadopresentesm ambas bases
dedados, com o propdsito de classificar as protetstasnformacdes foram obtidas ddCBI.
Também foi utilizada basede dads chamadadJniProt Knowledgebase (UniProtBque € uns
dos bancos de dados que possunoversal Protein Resourg@niprot). Finalmente foi utilizado
um programa para prever as localiza¢des das prosepaatirda sequéncia de aminoaciddsLF
PSORT(https://wolfpsort.hgc.jp/(HORTONA et al., 2006)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Genes obticbs emA. thaliana relacionados a metais e alinhamento das proteinasn

comparacao alTheobromacacaa

Obtevese un total de 1419 genes, cuja lista de genes foi avajiatda apagar genes

repetidos osequéncidemaccuracy. Encontrouse um total dd89 geneslvos distribuidos ne
cincos cromossomos da espédigartir dosgenes selecionaddsj adquiridoumsumaio de826

proteinascujassequénciadas proteina®ramalinhadas localmente conteeespéciele T. cacag

adotandmsdois genomas sequenciadiescacadCriollo6 Matind1-6§ utilizando a ferramenta

BLASTP, quetinhamnasbase de dadogFigura 1) Estes alinhamentos resultaram na obtenc¢ao

de genes corposi¢des cromossonas diferentes que seigmologoemA. thaliana(Tabela 1).

A partir do alinhamento, verificeasequeum total de 70Qproteinasderamhit, ao passo

gueparal26 proteinasndo se obteveenhum resultad@oisestas proteinas ndo forantentradas
no ge CrolodFighra 1A)

Proteinprotein BLAST B Proteinprotein BLAST

700 800 710
700

600
500
400
300
200 116
100

mHIT

Protein Quantity

126 NO HIT

HIT NO HIT HIT NO HIT
Criollo Matina 1-6

Figura 1 - Namerode hits por meio de BLASTP.A) As proteinas selecionadas Alethalian:
foram submetidas ao alinhament o | B).Aaproteing
selecionadas da&. thalianaf or am submeti das ao al i nhame-
60 pert €acaoggenbnee database
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Tabelali Resultados de BLASTP de ambas as bibliotecas dacacd Cr i ol | 0-6 6 ¢ ¢ Mm thits ashogiades aa cadmio

Family = GenelD Protein Product Chromosome Protein Product Protein Product Chromosome Chromosome
A.thaliana A.thaliana A.thaliana 'Criollo’ 'Matinal-6' 'Criollo’ 'Matinal-6'
HMA 816428 NP_001318247.: 2 QIW91908.1  ThecclEG039368t1 9 scaffold_9
HMA 829881 NP_195444.1 4 EOX91553.1  ThecclEG000697t1 1 scaffold_1
HMA 829134 NP_001320088.: 4 QIW91910.1 ThecclEG016237t 9 scaffold_3
HMA 842650 NP_176533.1 1 EOY24701.1 ThecclEG016237t1 3 scaffold_3
HMA 829135 NP_194741.2 4 EOY31987.1 ThecclEG039368t2 9 scaffold_3
IRT1 827713 NP_567590.3 4 XP_017978451.1 ThecclEG029353t1 6 scaffold_6
ZIP 840014 NP_174411.2 1 EQOY27516.1 ThecclEG029353t1 6 scaffold_6
ZIP 814931 NP_178488.1 2 EOY01526.1 ThecclEG011391t1 2 scaffold_2
ZIP 834544 OA090686.1 5 XP_007049130.: ThecclEG033575t1 1 scaffold_7
ZIP 820457 NP_187881.1 2 EOX96848.1 ThecclEG006000t1 2 scaffold_2
ZIP 837029 NP_172022.1 1 EOX93287.1  ThecclEG002136t1 1 scaffold_1
ZIP 817559 NP_180569.1 2 XP_017983962.1 ThecclEG042180t1 9 scaffold_9
ZIP 837640 OAP15299.1 1 EOY29903.1 ThecclEG037288t2 9 scaffold_9
ZIP 842041 OAP15299.1 1 XP_017980616.17 ThecclEG011391t1 7 scaffold_2
ZIP 836336 NP_201022.1 5 XP_017970769.] ThecclEG002136t1 2 scaffold_1
ZIP 836071 NP_200760.1 5 EOY33981.1 ThecclEG041798t1 9 scaffold_9
ZIP 829439 NP_001329099.: 4 XP_007012284.: ThecclEG037288t1 9 scaffold_9
NRAMP 844422 NP_178198.1 1 XP_017977974.1 ThecclEG027424t1 6 scaffold_6
NRAMP 841127 NP_175157.1 1 EOY15788.1 ThecclEG034751t4 8 scaffold_8
NRAMP 816847 NP_179896.1 2 XP_007047433.1 ThecclEG000729t1 1 scaffold_1
NRAMP 836868 NP_201534.1 5 EOY16372.1 ThecclEG034751t1 8 scaffold_8
NRAMP 827613 NP_193614.1 4 XP_007019147.2 ThecclEG035168t1 8 scaffold_8
NRAMP 838166 NP_173048.3 1 EQOY26041.1 ThecclEG027424t2 8 scaffold_6

18



Tabela 1 (continua)

Family  GenelD  Protein Product Chromosome Protein Product Protein Product Chromosome Chromosome
A.thaliana A.thaliana A.thaliana 'Criollo’ '‘Matinal-6' 'Criollo’ '‘Matinal-6'
CAX 818395 NP_181352.1 2 EOY07217.1 ThecclEG021701t1 5 scaffold_5
CAX 820532 NP_566452.1 3 EOY11877.1  ThecclEG030534t2 7 scaffold_7
CAX 831754 NP_568091.2 5 EOX93619.1  ThecclEG030535t1 7 scaffold_7
CAX 824349 NP_001327590.: 3 EOY33729.1 ThecclEG021701t1 9 scaffold_5

HMA correspondéHeavy Metal AssociatedRT1 correspondéron-Regulated TransporteZIP correspondRT- IRT-like Protein
NRAMP correspond®acrophage Proteins Associated with NatuRasistanceCAX correspondéCation exchanger
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Por outro | ado, p-&d af or g nemao wtMaa dasw 2410
hit, ao passo qu&l6 ndo foram encontradas neste genoma (Figura 1B). Nesse sentido, a variacao
do numero ddits foi de 10 proteinas a mais no genoma depositatacaogenome database

Aproximadameate 5 % do genoma d&. thalianacodificam proténas de transporte de
membrana. Emirtude dissgestas proteinafram classificalas en 46 familias Gnicas e contém
880 membro$MASER et al., 2001)A absor¢do atranslocacdo de nutrientesneraiscationicos
desempenham papéis essaisc s processos fisiolégicos e bioquimicasfluenciando o
crescimento, a nutricdo, a transducédo de sinal e o desenvolvimento das (GaEBHENS;
PALMGREN; KRAMER, 2012) Embora existavarias informacées emA. thaliana sobre
transportadores de nutrient@énerais como tambéntle metais pesados biologicassta egécie
nao seria o0 melhor modelo para servir de comparacdo com espécies lenhosaglicagies
agrondmicascomoT. cacao

Observaransesemelhancasos resultados de proteirastre os dois bancos de dadies
cacauutilizados, tendo em vista qfieram apresentadas mesmas proteinasmhit (Figura 1).
Estaescassdivergénciaggendmicanos dois bancos de dadies cacau, tanto pardimera quanto
para ogiposde proteinas evidente, por sératarem de doigenomagpertencentea uma mesma
espécie Esta similaridade néo reflete realidade, enquantuvel de expressagois perfis de
expressao distintos podem ser atribuidos dentro da mesma espécie

A partir da andlise global dos genomas, percedgeque algus hits de proteinas foram
discrepantes em ambos os genantasta discrepancia foi refletida no produto proteico como
também a posicado cromossomdTabela 1) Talvez esta discrepancégjanatural quandse
analisa dois genomas catiferente percentagenmguanto ao nivel hierargqo. Os componentes
de montagenomo oscafolldpossuem menos informacgdes que a fase final da montagem de um
genoma. O gefdmae mo datnitma st e @icianmensidf@macéed, | o6 p
gue podera decorrer em algasvariagdes(BARTON; BARTON, 2012)
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4.2. Distribuicdo das proteinasno genomacacaucom baseno metal transportada.

Para realizar estanaliseforam utilizadosos parametros como fgéodas proteingso
metal associadoe localizagcdo celula(Figura 2). Foram classificados parasta anélise 112
proteinagjueestavam envolvidas cometais taiscomo Zn Cd, Cu, Fe, Ni, Ca, MeMg (Figura
2A). Entretanto, dentro desta classificagdo, o maior numero de proteinas estava relacionado aos
metais Zn, Cd e Caom 16 %,15,2% e 0 16%espetivamente/erificou-se que existem varias
etiquetas de proteinas associadas a metais biol6gicos e ndo biot@égicbase nas informacdes
no NCBI. Nesta orrespondénciaybservouse queos metais ndo bioldgicafio absorvidos pelo
sistema radicularab plantasle T. cacaputilizando os transportadores de elemepessenciais

gue sdo amplamente conservadoglantas superiores.

O aporte de elementos minerais, com atribui¢cdes biolégicas como ZfNAKANISHI
et al., 2006ISHIMARU; BASHIR; NISHIZAWA, 2011) aplicados no solo, permite que haja um
aumento de suas concentragdes nos tecidos vegetais e uma atenuacdo da absorcdo de Cd e,
consequentemente, a mitigacdo de seus efeitos toxicos nas PEIMAMET-LOEDIN et al.,
2015) O mesmo fato tem sido observado &riticum aestivun{KOLELI; EKER; CAKMAK,
2004; ZHAO et al., 2011)Glycine maxKAPUR; SINGH, 2019k T. cacao(DOS SANTOS et
al., 2020) onde determinadas concentragdes de Zn aplicado adisulluem a absor¢éo de Cd
via sistema radicular e mitigam os danos causados pela toxicidade de Cd. Desta forma, a expressao
de genes que codificam proteinas transportadoras de metais divalentes, como Zn, Fe e Cu, em
plantas, em condi¢des de estresse padaismiwxicos, como Cd, Pb e Co, podera proporcionar uma

maior absorcao destes metais ndo essenciais em detrimento dos eq$HEMENS, 2006)

Nas duas bases de dadosTdecacaq fezse a localizacdo das proteinas associadas ao
transporte e a destoxificacdo celular de diversos elementos metalicos essenciais e ndo essenciais
em plantas (Figura 2A e 2B). Encontraram 27,2% de proteinas localizadas na membrana
plasmatica, seguidde 21,3% na membrana do cloroplasto, 19,4% no citoplasma e 10,7% no
nacleo. Além disso, um menor percentual de proteinas foi encontrado, também, no reticulo
endoplasmatico, principalmente agualagmsevidénciagslemonstravam estar presentes em toda a
célda (Figura 2B).
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Figura 2- Proteinas relacionadas ao transporte e a destoxificacéo celular de
elementos metalicos essenciais e ndo essenciais em plaftasad@o(A) e sua
compartimentalizag6es em nivel celular (B).
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A partir das proteinas avaliadas, selecionasamaquelas envolvidas no transporte de
varios elementos metalicos. De posse das informacfes da base de dados de UniProtKB; extrairam
se dados referentes a funcao e a localizacao dessas proteinas (Tabela 2). Em geral, as 112 proteinas
encontradas, com vasduncdes, estdo localizadas em diferentes compartimentos celulares, a
excecdo do complexo de golgi. Porém, as proteinas envolvidas no transporte e na desintoxicagao
de metais estédo localizadas na membrana plasmatica, no cloroplasto e no vacuolo (Tabela 2)

Eventualmente, nas bases de dados, tanto do NCBI quantiniéootkKB, possuem
proteinas com pouca evidéncia experimental, devido ao mmeero de pesquisa nessa aea
estas proteinas. Além disso, com relagéo a espécie, existem proteinas que carecem de localiza¢ao
subcelular. Entretanto, para validar os dados obtidos e preencher as lacunas de proteinas de baixa
anotacao, utilizamos o prograéoLF PSORTisando a se@ncia de aminoacidos corgoery,
para prever a localizagéo e para poder inferir as suas fulkgsie programa é uma atualizacdo do
programa PSORTII, com novas sequéncias de aminoacidos e com a incorporagdo de novos
recursos. Ademais, ao combinar os pratga BLAST e WoLF PSORT, h4 uma precisédo de
validacéo cruzada de 86% das proteinas em pl@i@RTONA et al., 2006)Nesta analise, foi
encontrado um total de 22 proteinas associadas a fracdo da membrana plasmatica, seguido de 17
proteinas localizadas mtoroplasto e 15 no citoplasmfém disso, existeum nove proteinas com
compartimento duplo nuclegtoplasma, seguido de vacualtembrana, membras@oroplasto,
cloroplastecitoplasma e cloroplastmitocondrio, cada uma destas combina¢des com cinco
proteinas.

Em relacdo as predicbes sobre as proteinaslggempenham papel no acumulo de Cd,
foram identificadas 51,85% de proteinas com localizacdo dupla nha membrana plasmatica e no
vacuolo, além de 11,11% de proteinas com localizacao restrita & membrana plasméatica. Além do
mais, foram também encontradas pifpas com localizacdes triplas, porém em percentagem
infima, cada uma com 3,7%, cujas localizacdes envolvem a membrana plasmética, o complexo de

golgi e o vacuolo, bem como a membrana plasmaética, o citosol e o vacuolo
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Tabela 2i

e suas localizagcbes nos compartimentos celulares.

Familias de proteinas envolvidas no transporte e na desintoxicacdo de CA. dhaliana e T. cacao

Family Gene ID Protein ID Protein ID Subcellular Location Subcellular Location
A.thaliana A.thaliana T. cacao 'UniProtKB' 'WoLF PSORT'
HMA 816428 NP_001318247.1 QIW91908.1 Plasma membrane Plasma membrane
HMA 829881 NP_195444.1 EOX91553.1 Chloroplast PlasR.E
HMA 829134 NP_001320088.1 QIw91910.1 Plasma membrane plas_vac
HMA 842650 NP_176533.1 EOY24701.1 Plasma membrane plas_chl
HMA 829135 NP_194741.2 EOY31987.1 Plasma membrane Plasma membrane
IRT1 827713 NP_567590.3 XP_017978451.1 Vacu_Plasm_Golgi plas_vac
ZIP 840014 NP_174411.2 EOY27516.1 Plasma membrane plas_cyto
ZIP 814931 NP_178488.1 EOY01526.1 Plasma membrane plas_vac
ZIP 834544 OA090686.1 XP_007049130.2 Plasma membrane plas_E.R_golg
ZIP 820457 NP_187881.1 EOX96848.1 Plasma membrane plas_chl
ZIP 837029 NP_172022.1 EOX93287.1 Plasma membrane plas_E.R_golg
ZIP 817559 NP_180569.1 XP_017983962.1 Chloroplast plas_vac
ZIP 837640 OAP15299.1 EOY29903.1 Plasma membrane plas_vac_chl
ZIP 842041 OAP15299.1 XP_017980616.1 Plasma membrane plas_E.R_vac
ZIP 836336 NP_201022.1 XP_017970769.1 Plasma membrane plas_vac
ZIP 836071 NP_200760.1 EOY33981.1 Plasma membrane plas_vac
ZIP 829439 NP_001329099.1 XP_007012284.2 Plasma membrane plas_vac
NRAMP 844422 NP_178198.1 XP_017977974.1 Plasma membrane Plasma membrane
NRAMP 841127 NP_175157.1 EOY15788.1 Plasma membrane plas_vac
NRAMP 816847 NP_179896.1 XP_007047433.1 Vacuole plas_vac
NRAMP 836868 NP_201534.1 EOY16372.1 Vacuole plas_vac
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Tabela 2 (continua)

Family Gene ID Protein ID Protein ID Subcellular Location Subcellular Location
A.thaliana A.thaliana T. cacao ‘UniProtKB' 'WoLF PSORT'
NRAMP 827613 NP_193614.1 XP_007019147.2 Plasma membrane plas_vac
NRAMP 838166 NP_173048.3 EOY26041.1 Plasmamembrane plas_vac
CAX 818395 NP_181352.1 EOY07217.1 Vacuole plas_vac
CAX 820532 NP_566452.1 EOY11877.1 Vacuole plas_vac
CAX 831754 NP_568091.2 EO0X93619.1 Vacuole plas_golg_vac
CAX 824349 NP_001327590.1 EOY33729.1 Vacuole plas_cyto vac

As abreviaturas em italico indicam os nomes dos compartimentos celulares. As localiza¢gdes subcelulares, unidas pésdi@isas) tr

indicam localiza¢des duplas ou triplas. E.R_ reticulo endoplasmético, cyto_ citoplaasiamembrana plasmatica, golg_ conxple

de golgi, vac_ vacuolo e chtloroplasto.

24



4.3. Esquema molecularde transporte em Theobromacacao

Os elementos metélicos podem entrar nas células dos tecidos radiculares da planta através
de difusédo, transporte pagsj e, outransporte ativo, controlado por proteinas de membrana,
denominadas proteinas transportadoras de mg@BLANGELO; GUERINOT, 2006
ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2014;)Encontraransg no presentérabalho, varias proteinas
transportadoras de metais, co@o e Cd, que participam no transporte ativo destes elementos
metélicos para o interior celular

A familiaZIP possuidezmembros no genoma do cacaujasproteinas também tésido
encontradasm outosreinoscomoAnimalia, Protistafungie PlantaeA designacao ZIR&o as
inicias aos primeiros integrante@RT- IRT-like Protein identificadosem A. thaliana (IRT1),
altamente expresso em raizesduzidosem condicdes ddeficiéncia de FEEIDE et al., 1996)

Guerinot 2000relatou que foram encontrados ma&s25 membros desta familia éathaliang
algunsdos quaisenvolvidos no transporte de Zn e ostqorodutos génicos implicados no
transporte de CYWINTZ et al., 2003) Mn e Co(KORSHUNOVA et al., 199). Estes genes
expressos em raizes, também transpodiments ess@cias comoo Zn (SONG et al., 2019)

Por conseguintegémsido mencionados como transportadorés especificos d€d, abordagem

feito em espéciedhiperacumuladoragle metais.Isto, por sua vez, sugere que genotipos
hiperacumuladores de metais possuem varias familias de transportadores, dentre as quais a familia
ZIP, cujo perfil, de expressdo maior, pode ser atribuido a fatores de evolucdo da espécie, como
mecanismo de adaptacdo a solos com alta concentracdo de metais (l¢8atNdAA et al.,

2014) Estas proteias sdo altamente expressas em raizes, de forma similar, cujos genes
encontrados possuem localizagdo na membrana plasmética, e podem estar envolvidas no transporte

de Cd em cacau (Figura 3).
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Figura 3- Uma representacdo esquemaética dos processos envolvidos na absorcado e transpo
Cd emTheobroma cacadl ransportadores de Zn e Cd (cor verde) presentes na membrana plas
sequestro vacuolar de Cd (cor amarela)n3partes de Zn e Cd via xilema. No interior da célule
representado apenas o vacuolo. Linhas grossas e cheias indicam fluxo maior e sinais de in
indicam processos pouco elucidados. Para melhorar a ilustragdo dos transportadores fc
egecificar os transportes via simplasto e apoplasto. Conforme descrito, a principal via de desin
de Cd nas raizes de cacaodepende da complexacédo das fitoquelatinas (PC) e do transporte \
de complexos de GBC de baixo peso molecular (LMWCd e, ou Zn vacuolar podem ser transport
de volta ao citosol pela atividade de proteinas transportadoras da familia NRAMP. As metal
(MT) também s&o potenciais ligantes de Cd no citosol. Logo, uma fracdo de Cd carregada 1
parece estana forma ibnica ou ligadas a compostos. Algumas proteinas transportadoras da fam
estdo envolvidas, em menores ou maiores propor¢cdes, no carregamento de Cd no xilema.
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