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EXTRATO 

Os metais pesados, em altas concentrações, são altamente tóxicos para plantas, animais e seres 

humanos. A incorporação destes metais à cadeia alimentar vem despertando atenção no mundo 

todo, em termos de segurança alimentar. Além disso, o acúmulo de metais pesados pelas plantas 

determina os teores de macro e micronutrientes minerais e de metais tóxicos em nossos alimentos. 

Atualmente, tem-se detectado a presença de cádmio (Cd) em amêndoas de Theobroma cacao e, 

consequentemente, no chocolate e em outros produtos derivados. Para mitigar a toxicidade de Cd 

em T. cacao, novas técnicas estão sendo desenvolvidas pela comunidade científica, para reduzir a 

absorção deste metal tóxico pelo sistema radicular das plantas. Embora o Cd não possua uma 

função biológica definida em plantas, o mesmo pode ser absorvido pelo sistema radicular de T. 

cacao. O presente trabalho teve como objetivo principal identificar genes associados à biossíntese 

de proteínas de transporte e de destoxificação de íons metálicos em T. cacao, com enfoque em Cd, 

utilizando estratégias de bioinformática e dois bancos de dados de sequenciamento de T. cacao 

(óCriolloô e óMatina 1-6ô), em compara­«o com genes estudados na absorção e no transporte de 

metais no banco de dados TAIR10 de Arabidopsis thaliana, para compreender os processos 

envolvidos. Identificaram-se, pela primeira vez, vários genes que codificam proteínas 

transportadoras de Cd que ainda não foram agrupados em família gênicas e nem atribuído as suas 

funções. Fez-se um inventário de proteínas putativas, associadas ao transporte de íons divalentes, 

que podem explicar a absorção e o mecanismo de desintoxicação de metais pesados biológicos e 

não biológicos, como o Cd presente em T. cacao. Os produtos proteicos destes genes foram 

analisados para predizer a localização subcelular. Discutiram-se também, os processos gerados 

pelo Cd em células vegetais e a maquinaria de defesa antioxidante para a eliminação do excesso 

de espécies reativas de oxigênio. Com estes avanços, propuseram-se mecanismo moleculares de 

carregamento e posterior descarregamento do xilema em T. cacao, elucidando como o cacaueiro 

absorve Cd e outros metais biológicos. Além disso, certificou-se que famílias de genes, associados 

ao transporte de íons metálicos, podem estar presentem em todos os vegetais superiores.  

Palavras-chave: Cacau, metais tóxicos, metabolismo antioxidativo, família de genes, 

transportadores de metais.  
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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 metals by plants determines the levels of 

macro and micronutrient minerals and toxic metals in our foods. Currently, the presence of 

cadmium (Cd) has been detected in Theobroma cacao beans and, consequently, in chocolate and 

other derived products. To mitigate the toxicity of Cd in T. cacao, 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. cacao root system. The main objective of the present work was to identify genes associated to 

the biosynthesis of transport proteins and detoxification of metal ions in T. cacao, with a focus on 

Cd, using bioinformatics strategies and two sequencing databases of T. cacao ('Criollo' and 'Matina 

1-6'), compared to genes studied in the absorption and transport of metals in the TAIR10 genome 

database of Arabidopsis thaliana, to understand the processes involved. For 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 made, which may explain the uptake and the detoxification 

mechanism of biological and non-biological heavy metals, such as Cd present in T. cacao. The 

protein products of these genes were analyzed to predict subcellular localization. The processes 

generated by 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 xylem in T. cacao tree were proposed, elucidating 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: Cacao, toxic metals, antioxidant metabolism, gene family, metal transporter. 
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1 INTRODUÇÃO  

A presença e a distribuição de íons metálicos por toda a planta tem sua origem desde a 

solução do solo, atravessando membranas celulares e organelas, para posteriormente serem 

incorporados nos processos bioquímicos (COLANGELO; GUERINOT, 2006). Nestes termos 

envolvem duas categorias, a primeira se refere aos metais com funções biológicas conhecidas, a 

exemplo dos micronutrientes metálicos essenciais aos vegetais, como Cu, Mo, Mn, Ni, Zn e Fe, 

devido à necessidade constante no metabolismo da célula vegetal (AVINO; ALONSO; LOPEZ-

MOYA, 2007; DALCORSO; MANARA; FURINI, 2013); ao passo que a segunda envolve os 

metais tóxicos presentes nos solos agrícolas, que apresentam ligeira ou moderada contaminação 

com metais tóxicos como Cu, Zn, Ni, Co, Cr, Pb, As e Cd (YADAV, 2010), provocando 

contaminação ambiental e sérios danos aos organismos vivos e ao ser humano (MARTÍNEZ et al., 

2013; REHMAN et al., 2018). 

A toxicidade de metais pesados em plantas pode resultar em alterações em inúmeros 

processos fisiológicos em nível celular e molecular, (i) inativando enzimas, (ii)  bloqueando os 

grupos funcionais de moléculas metabolicamente importantes, (iii)  deslocando ou substituindo 

elementos essenciais, (iv) rompendo a integridade de membranas e (v) estimulando a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ERO), as quais causam danos às membranas celulares e a destruição 

de organelas e de biomoléculas (CUI; DU, 2011). A presença destes íons metálicos no solo, seja 

em altas ou baixas concentrações, afeta amplamente os cultivos agrícolas ao redor do mundo, 

provocando contaminação ambiental, danos graves aos organismos vivos e ao ser humano 

(REHMAN et al., 2018).  

A toxicidade de Cd interfere no crescimento e no desenvolvimento das plantas (RIZWAN 

et al., 2017), afetando os processos fisiológicos, tais como (i) o decréscimo da biomassa fresca/seca 

das raízes; (ii) a redução da condutância estomática e, consequentemente, da fotossíntese líquida, 

associada à redução nos teores de pigmentos cloroplastídicos e aos danos à maquinaria 

fotossintética (ARAÚJO et al., 2017; SHAH; AHMED; YASIN, 2019) e (iii) a alteração na 

concentração dos nutrientes minerais (ARAÚJO et al., 2017; DIAS et al., 2013).  

Outro impacto negativo da toxicidade de Cd está associado à sua interferência no sistema 

bioquímico das plantas, ocasionando desequilíbrio entre a produção e a eliminação de ERO (ǒO2
-

, H2O2, 
ǒOH, etc.). O excesso de ERO em nível celular, não eliminado pelos sistemas enzimático 
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e não enzimático, induz estresse oxidativo e, consequentemente, promove a degradação de todo 

tipo de biomoléculas, entre as mais susceptíveis estão os carboidratos, os lipídios, as proteínas e o 

ácido desoxirribonucleico (DNA) (MITHÖFER; SCHULZE; BOLAND, 2004), combinando-se 

com os mesmos e causando morte celular programada e, consequentemente, a morte da planta toda 

(DAS; ROYCHOUDHURY, 2014; WANG et al., 2016). 

Para mitigar os efeitos da toxicidade de Cd, as plantas utilizam várias estratégias de defesa, 

como a ativação das enzimas antioxidativas como a dismutase de superóxido (SOD), a catalase 

(CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) e a peroxidase do guaiacol (GPX), que atenuam os efeitos 

de ERO (SMEETS et al., 2005). Outra forma de defesa são os tióis de baixo peso molecular 

existentes nas células, que têm alta afinidade por metais tóxicos. Os tióis biológicos mais 

importantes, com baixo peso molecular, são a glutationa (GSH) e a cisteína, devido ao efeito 

mitigante destas moléculas no crescimento de plantas estressadas por metais tóxicos (WANG et 

al., 2008; LI et al., 2018). GSH é um substrato para a síntese de fitoquelatinas (PC) e crucial para 

a desintoxicação de metais pesados como Cd e Ni (FREEMAN et al., 2004). As PC são pequenos 

polipept²deos ricos em ciste²na, com a estrutura geral de (ɔ-Glu-Cys), cuja síntese é catalisada pela 

enzima sintase da fitoquelatina (VATAMANIUK et al., 2000). As PC formam complexos com 

íons metálicos tóxicos no citosol e, posteriormente, os transportam para o vacúolo.  

O Cd, uma vez absorvido pelo sistema radicular da planta, é translocado, via xilema, até a 

parte aérea e se acumula principalmente nas folhas. Posteriormente, é transportado das folhas para 

os frutos e sementes via floema (CLEMENS; PALMGREN; KRÄMER, 2012). Abordagens 

moleculares indicam que os transportadores de metais essenciais, como Zn e Fe, podem mediar a 

absorção de Cd nas raízes (NAKANISHI et al., 2006). O carregamento de Cd no xilema é mediado 

pelo transportador ATPase do AtHMA4 do tipo P em A. thaliana (VERRET et al., 2004). Estas 

proteínas tem homólogos encontrados nas espécies Thlaspi caerulescens e Arabidopsis halleri 

(PAPOYAN; KOCHIAN, 2004; HANIKENNE et al., 2008). Além disso, a família do gene ZIP  

tem, também, a capacidade transportar alguns cátions, incluído Cd e Zn (GUERINOT, 2000). Em 

espécies hiperacumuladoras de Zn e Cd, como A. halleri e Noccaea caerulescens, respectivamente, 

determinou-se que os genes transportadores ZIP foram altamente expressados, e que a absorção 

de Ca é conduzida principalmente por estes transportadores (VERBRUGGEN et al., 2009). Por 

outro lado, estudos moleculares indicam que os transportadores de metais essenciais, como Zn e 

Fe, podem mediar a absorção de Cd nas raízes (URAGUCHI et al., 2009). 
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Comparado aos outros metais, Cd é altamente solúvel em agua, muito móvel no solo e 

altamente absorvido e transportado pelas plantas (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005). 

Cd é distribuído em diferentes partes da planta, ocasionando sintomas visíveis de toxidez, 

dependentes da concentração e do órgão da planta (HE et al., 2017; RIZWAN et al., 2017). 

Cultivos provenientes de solos contaminados com Cd são comercializados com a presença deste 

metal,  a exemplo do cacau (Theobroma cacao L.) (ABT et al., 2018), uma espécie de importância 

agrícola e socioeconômica mundial. Suas sementes fermentadas e secas (amêndoas), obtidas de 

frutos maduros, são fermentadas e comercializadas para a fabricação de diversos produtos, sendo 

o mais popular o chocolate (ALMEIDA; VALLE, 2010).  

Nos últimos anos, tem sido constatada a presença de metais tóxicos nos solos de cultivo de 

cacau, a exemplo de Cd e Pb principalmente nos países produtores da América Latina e África 

(ABT et al., 2018; METER; ATKINSON; LALIBERTE, 2019). Em função desta contaminação, 

limites máximos de Cd foram estabelecidos pela união europeia no 2019 (THE EUROPEAN 

COMMISSION, 2014) para o cacau e produtos derivados.  

A absorção de Cd pelo cacaueiro e os processos subsequentes, como o estudo molecular 

de genes associados ao transporte de íons metálicos, utilizando a genômica funcional de genomas 

sequenciados completamente, a exemplo da espécie modelo A. thaliana, contribuem para a seleção 

de genótipos de T. cacao, cujos frutos contenham sementes destituídas de metais tóxicos e 

enriquecidas com nutrientes minerais importantes para a saúde humana, bem como para o descarte 

de genótipos que bioacumulem metais tóxicos nas sementes. Logo, o presente trabalho teve como 

objetivo principal identificar genes associados ao transporte e à desintoxicação de íons metálicos 

em cacau, com enfoque no Cd, utilizando estratégias computacionais e banco de dados, para 

compreender os processos envolvidos. Além disso, teve como objetivos específicos (i) selecionar 

genes e proteínas alvos relacionados ao transporte e à desintoxicação de íons metálicos em 

Arabidopsis thaliana e contrastá-los com o genoma de cacau, por meio de alinhamento local; (ii) 

classificar as proteínas de cacau com base no metal e na localização celular, por meio de bancos 

de dados e predição in silico; (iii) compilar as informações obtidas das proteínas de cacau em um 

esquema molecular, evidenciando o processo no qual estão envolvidas e o compartimento celular; 

e (iv) realizar um esquema geral das consequências moleculares que são originadas da exposição 

ao Cd em nível celular. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1. Metais em plantas 

As plantas absorvem diversos tipos de metais e, sob o ponto de vista biológico, são 

classificados em dois grupos, os metais essenciais e os metais não essenciais. Os essenciais 

cumprem funções metabólicas e celulares importantes. Isto se deve ao fato de que vários destes 

elementos metálicos atuam como cofatores catalíticos ativos em enzimas (elementos redox-ativos), 

outros têm função de ativação enzimática e outros exercem papel estrutural na estabilização de 

proteínas (HÄNSCH; MENDEL, 2009). 

Dentre as funções conhecidas dos metais essenciais, sabe-se que molibdênio (Mo) 

coordena o sítio ativo das enzimas oxidase do sulfito, que oxida o sulfito a sulfato; oxidase do 

aldeído, envolvida na síntese do ácido abscísico; redutase do nitrato, que reduz o nitrato a nitrito; 

e desidrogense da xantina, necessária para a degradação da purina (MENDEL; KRUSE, 2012). O 

cobre (Cu) atua como um componente da regulação de proteínas e da cadeia de transporte de 

elétrons; como cofator enzimático de Cu-SOD, plastocianina e lacase; participa no metabolismo 

da parede celular e atua na resposta ao estresse (DALCORSO; MANARA; FURINI, 2013). O 

manganês (Mn) é cofactor em enzimas como dismutase do superóxido (SOD), carboxilase do 

piruvato, carboxiquinase do fosfoenolpiruvato, catalase, enzima málica e liase do isocitrato. Mas, 

também, é parte do complexo de evolução de oxigênio na fase fotoquímica da fotossíntese 

(HÄNSCH; MENDEL, 2009). O ferro (Fe) é requerido para o transporte de elétrons nos 

cloroplastos e mitocôndrios; está envolvido na biossíntese de hormônios e na integridade de 

orgânulos celulares; bem como na tolerância do estresse oxidativo e na fixação de N (HÄNSCH; 

MENDEL, 2009).O níquel (Ni) é um cofator de enzimas como a urease, a qual é importante para 

o metabolismo eficiente do N (YUSUF et al., 2011). O zinco (Zn) é um cofator enzimático, 

participa no transporte de elétrons e no metabolismo antioxidante. Por outro lado, é um elemento 

integral de vários fatores de transcrição (CHANG; LIN; HUANG, 2005). 

Já os metais não essenciais, conhecidos na literatura com o termo ñheavy metalò, termo 

utilizado para indicar metais, metaloides e semimetais, caracterizados por apresentar toxicidade e 

prejuízos para o meio ambiente e seres vivos. Estes elementos metálicos entram na cadeia 

alimentar por meio dos vegetais, que absorvem estes metais quando cultivados em solos 

contaminados. Estes vegetais são representados por diversos cultivos, desde cereais a hortaliças. 
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Os principais elementos metálicos tóxicos são Cu, Zn, Ni, Co, Cr, As, Pb e Cd (YADAV, 2010), 

principalmente em altas concentrações, pois Cu, Zn, Ni e Co são considerados micronutrientes 

minerais para as plantas, quando em concentrações adequadas.  

Cd e Pb causaram preocupação aos produtores de T. cacao, após ter sido encontrados em 

concentrações acima do permitido pela legislação vigente (THE EUROPEAN COMMISSION, 

2014), em produtos derivados de amêndoas de determinados genótipos de T. cacao, cultivados 

principalmente nos países produtores de cacau da América Latina (ABT et al., 2018; METER; 

ATKINSON; LALIBERTE, 2019). Estes elementos metálicos possuem uma grande mobilidade 

ao longo da cadeia alimentar e no meio ambiente, e quando ingeridos pela exposição à dieta, 

causam efeitos adversos nos rins e ossos, e colocam em risco a saúde humana (SATARUG et al., 

2010). 

2.2.   Cádmio em solos agrícolas 

Atualmente, a presença de Cd nos solos agrícolas é o resultado da combinação das 

atividades antropogênicas, como resíduos de minérios e indústrias, práticas agrícolas, 

particularmente a fertilização fosfatada, e deposição nos sedimentos dos rios (BOLAN et al., 

2013); além de processos naturais, como meteorização da rocha fosfórica, atividade vulcânica e 

incêndios florestais (LUO et al., 2009; BOLAN et al., 2013).A contribuição dos processos naturais 

é até dez vezes menor que as atividades antropogênicas (HE et al., 2015). 

Apesar de as liberações no solo, por processos pedogenéticos, serem baixas, estudos feitos 

por He et al. (2015) contrastaram diferentes tipos de solo e mostraram que quantidades altas, 

intermediárias e baixas de Cd pertenciam às rochas sedimentares, metamórficas e ígneas, 

respectivamente. Logo, a quantidade de Cd no solo depende principalmente da rocha de origem. 

Alguns estudos também têm demonstrado que as concentrações de Cd variaram, 

significativamente, entre diferentes substratos geológicos, onde o solo aluvial apresenta 

concentrações mais elevadas de Cd (GRAMLICH et al., 2018; ARGÜELLO et al., 2019). Do 

mesmo modo, as concentrações de Cd também variam nos diferentes perfís do solo, excluindo o 

enriquecimento de fertilizantes minerais ou orgânico pela distintiva isotópica (BARRAZA et al., 

2019). Por outro lado, uma proporção de Cd:Zn (<0,01) poderia assegurar que as plantas se 

saturem rapidamente de Zn e limitem o consumo de Cd, como se observa em vários cultivos 

(SARWAR et al., 2010). 
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2.3.   Mecanismo de absorção de cádmio 

Assume-se que os metais não essenciais e tóxicos são absorvidos pelo sistema radicular 

das plantas através de mecanismos específicos utilizados pelos elementos metálicos essenciais. A 

absorção de Cd, um elemento não essencial para as plantas, é atribuída ao transporte por processos 

específicos e inespecíficos usados para íons como Fe e Zn (SLAMET-LOEDIN et al., 2015) ou 

por canais de Ca (PERFUS-BARBEOCH et al., 2002). Entre os genes responsáveis encontra-se 

mencionado a proteína transportadora de cátions LCT1 que codifica canais de entrada de Ca em 

Triticum aestivum, que permite o transporte de Cd ao interior das células (CLEMENS et al., 1998). 

Este gene de sequências com regiões repetitivas não tem homólogos no genoma de A. thaliana 

(MÄSER et al., 2001). Por outro lado, os transportadores HMA, a exemplo de HMA3 de O. sativa 

bombeia Cd para os vacúolos das células radiculares, limitando o seu transporte via xilema para a 

parte aérea (UENO et al., 2010; MIYADATE et al., 2011). Portando, as plantas mutantes, sem o 

transportador HMA3, são muito menos eficientes no bombeamento de Cd para os vacúolos e, 

naturalmente, acumulam mais Cd do que o esperado (UENO et al., 2010; MIYADATE et al., 

2011). A superexpressão do mesmo transportador reduz o transporte de Cd para a parte aérea e, 

consequentemente, para os grãos de O.sativa (UENO et al., 2010). 

O gene IRT1 está relacionado à absorção de íons metálicos, como Zn, Co, Mn e Fe,  

codifica transportadores de íons metálicos de ampla abrangência e media a absorção de Cd 

(KORSHUNOVA et al., 1999, CONNOLLY; FETT; GUERINOT, 2002;VERT et al., 2002). Foi 

primeiro descoberto a partir da família de transportadores de íons metálicos, família ZIP, composta 

de inúmeros genes expressos nas raízes de plantas (GUERINOT, 2000), inicialmente envolvido 

no transporte de Fe. Em seguida, foi descoberto o seu envolvimento no transporte de Mn e de Zn, 

bem como no transporte de Cd, em condições de deficiência de Fe (COHEN et al., 1998; 

GUERINOT, 2000). Além disso, em espécies hiperacumuladoras de Zn e Cd, como A. halleri e 

Noccaea caerulescens, respectivamente, verificou-se que os genes transportadores ZIP foram 

altamente expressos (ZHAO et al., 2006). 

Os transportadores da família gênica NRAMP (Proteína de Macrófagos Associada a 

Resistência Natural), são proteínas integrais de membrana encontradas em vários reinos e com 

genes homólogos em Drosophila melanogaster, O. sativa e Saccharomyces cerevisiae (CELLIER 

et al., 1995). As proteínas NRAMP estão envolvidas em uma variedade de processos como 



 

7 

 

controle da suscetibilidade a infecção bacteriana, comportamento gustativo até absorção de Mn, 

tanto no sistema de expressão heteróloga em S. cerevisiae como no reino vegetal (CURIE et al., 

2000; THOMINE et al., 2000). Tem sido demonstrado no sistema vegetal a capacidade de 

transportar metais (AtNramp) essenciais como o Fe, assim como as suas atribuições de transportar 

metais tóxicos como o Cd (THOMINE et al., 2000). 

Outros integrantes desta família transportadora mobilizam vários metais na membrana 

plasmática e nas membranas vacuolares (LANQUAR et al., 2010; NAKANISHI-MASUNO et al., 

2018). Existem também NRAMPs com expressão no tonoplásto em células de tecidos da espécie 

Thlaspi caerulescens, hiperacumuladora de íons metálicos, caracterizados como TcNRAMP3 e 

TcNRAMP4, que transporta metais como Fe, Mn, Cd e ao Zn, conferindo tolerância ao Cd. Estes 

genes, surpreendentemente, possuem um padrão de expressão mais alta em contraste com os 

homólogos AtNRAMP3 e AtNRAMP4 em A. thaliana (OOMEN et al., 2009). Embora as 

proteínas NRAMP tenham mostrado um papel importante na absorção de Cd em O. sativa 

(ISHIKAWA et al., 2012).  

Os estudos sobre o transportador vacuolar de Ca2+/ H+ demonstram a sua importância na 

regulação dos níveis de íons citoplasmáticos e na modulação de Ca citosólico no processo de 

transdução de sinal (PARK et al., 2005). Estes genes são conhecidos como trocadores de Ca (CAX) 

presentes no tonoplasto celular de tecidos de espécies, incluído A. thaliana, e são altamente 

expressos em resposta ao Ca exógeno (SHIGAKI; HIRSCHI, 2000; HIRSCHI, 2001). Os genes 

presentes em A. thaliana foram clonados em Nicotiana tabacum e as plantas transgênicas 

resultantes expressaram CAX2 e acumularam íons metálicos como Cd, Ca e Mn, e, ao mesmo 

tempo, os referidos genes conferiram maior tolerância à toxicidade de Mn (HIRSCHI, 2001). 

Por outro lado, em A. thaliana o gene EIN2 cumpre a função na transdução de sinais de 

estresse. A expressão deste gene provoca resposta ao etileno, restaura a capacidade de reposta ao 

jasmonato e aos radicais livres, além de possuir um domínio homologo à família transportadora de 

íons metálicos NRAMP (ALONSO et al., 1999). De todos os alelos deste gene, o ENI2 é o único 

no qual a perda de função em mutantes conduz a insensibilidade ao etileno, em níveis morfológico, 

fisiológico e molecular (CHEN QIANHONG; BLEECKER, 1995). 

No interior da célula, após o Cd ser transportado por uma das famílias que media o seu 

transporte, a presença de Cd citosólico ativa a primeira barreira de defesa molecular, seguido do 

encaixe dos íons Cd aos ligantes de S, formando complexo Cd-S, associado a um rápido acúmulo 
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de fitoquelatinas (PC) na raiz (SALT et al., 1995; DOMÍNGUEZ-SOLÍS et al., 2004; CLEMENS, 

2006). As PC são peptídeos tiolatos, derivados da Glutationa (GSH), envolvidos na desintoxicação 

de metais tóxicos em plantas, sintetizados imediatamente em resposta à exposição de vários íons 

metálicos(GRILL et al., 1989). A síntese de PC, a partir de glutationa reduzida, ocorre na presença 

de metais tóxicos pela ativação da fitoquelatina sintetase (GRILL; WINNACKER; ZENK, 1985; 

GRILL et al., 1989). Além de PC, há outras moléculas como as proteínas metalotioninas (MT), 

ricas em cisteínas, envolvidas, também, na quelação de metais. Estas moléculas formam  complexo 

com Cd e transportam este elemento metálico para o interior do vacúolo ou de outros 

compartimentos celulares (SHAH; NONGKYNRIH, 2007). 

Geralmente, o depósito de Cd é maior em raízes, seguido de caule e por último estruturas 

reprodutivas, somente uma pequena parte é transportada para a parte aérea (CHAN; HALE, 2004). 

Imediatamente após a sua absorção, o Cd pode atingir o xilema através do transporte intracelular, 

via simplasto, por meio das células da raiz unidas por plasmodesmas (CLEMENS, 2006) ou por 

transportadores que desempenham um possível papel no carregamento de xilema e no transporte 

pela planta (LASSWELL et al., 2000; MÄSER et al., 2001; COLANGELO; GUERINOT, 2006). 

Em espécies metalofitas adaptadas a acumular altas concentrações de Zn em seus tecidos, 

o carregamento de Zn no xilema ocorre, em grande parte, via simplástica. Entretanto, em condições 

de exposição há altas concentrações de Zn na rizosfera, este carregamento teria também a 

participação do transporte apoplástico via espaços extracelulares (WHITE et al., 2002). No xilema, 

o processo de transporte raiz- parte aérea tem sido associado á indução de PC e de outros ligantes 

contendo grupos tiois (LARSSON; ASP; BORNMAN, 2002) juntamente com o fluxo de massa 

impulsionado pelo processo de transpiração (SALT; RAUSER, 1995), embora alguns estudos 

descartam este último fenômeno (FLORIJN; VAN BEUSICHEM, 1993). Em plantas A. thaliana 

foi constatado, com o fornecimento exógeno de Cd, que as PC podem transportar Cd da raiz para 

a parte aérea (GONG; LEE; SCHROEDER, 2003). Além disso, existem outros agentes que, 

também, formam complexos com Cd no xilema, cujos ligantes predominantes são oxigênio, 

nitrogênio (CLEMENS et al., 2013), ácidos orgânicos, como o citrato em Solanum lycopersicum 

(SENDEN; VAN DER MEER; WOLTERBEEK, 1995), e histidina em metalofitas (SCHAT; 

LLUGANY; BERNHARD, 1999). 
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Uma vez nas folhas, o Cd é distribuído, entretanto, majoritariamente, em folhas maduras. 

Entretanto, verificou-se, em estudos anatômicos realizados com Gossypium spp transgênico e 

silvestre, a presença de Cd em vários componentes celulares, adsorvido principalmente no vacúolo 

e na parede celular, cujas raízes acumularam mais Cd do que a parte aérea (DAUD et al., 2009).  

O mesmo fato foi observado também  em Solanum lycopersicum , cuja concentração de Cd 

foi maior nas raízes (DJEBALI et al., 2005) Por outro lado, em Lactuca sativa (RAMOS et al., 

2002) e A. thaliana (GUAN et al., 2018) o acúmulo de Cd foi menor nos cloroplastos em contraste 

com a parede celular. Em Phytolacca americana, uma espécie metalófita, o Cd foi encontrado 

tanto na fração solúvel como na parede celular (FU et al., 2011). Em gramíneas, como Oryza 

sativa, houve maior acúmulo de Cd na parede celular e menor nos orgânulos celulares (YU et al., 

2012) ao passo que em Agrostis gigantea e Zea mays o acúmulo de Cd ocorreu no citoplasma, no 

vacúolo e no núcleo das células diferenciadas e maduras (RAUSER; ACKERLEY, 1987). Em 

síntese, o Cd se encontra presente no interior da célula e em todos os orgânulos celulares. 

2.4.   Zinco e Cádmio em plantas 

A presença de micro e macronutrientes minerais absorção de Cd pelo sistema radicular da 

planta (SARWAR et al., 2010). As propriedades de Zn, Ca, Mg e Mn, como cátions divalentes, 

podem competir pelas mesmos transportadores de membranas, ocasionando diminuição destes 

elementos metálicos na planta (CASTRO et al., 2015; KAPUR; SINGH, 2019). Em algumas 

espécies vegetais, Cd e Zn compartilham as mesmas proteínas de transporte nas células 

epidérmicas da raiz, como evidenciado em estudo com Triticum aestivum e Spinacia oleracea que 

demostrou que aplicação de Zn no solo inibe fortemente a absorção de Cd pelas raízes (GREEN; 

CHANEY; BOUWKAMP, 2003; PAUL; CHANEY, 2017). Além disso, aplicação foliar de 

ZnSO4 em Zea mays reduz a concentração de Cd nos grãos (FAHAD et al., 2015).  

Estudos realizados por diversos autores (GRAMLICH et al., 2017;ARÉVALO-GARDINI 

et al., 2017; ARGÜELLO et al., 2019) demonstraram que o aumento da concentração de Zn no 

solo não está relacionado com a redução de absorção de Cd pelas plantas. Da mesma forma, Dos 

Santos et al., (2020) verificaram que o aumento da concentração de Zn+Cd no solo não influencia 

o acúmulo de Zn nas folhas de plantas jovens do genótipo de cacau CCN 51. Além disso, estes 

autores observaram que combinações 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 
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genótipo de cacau. Por outro lado, Gramlich et al. (2018) verificaram a existência de baixa 

correlação positiva entre concentrações de Cd e Zn nas folhas de cacau. As aplicações de ZnSO4, 

juntamente com a incorporação de calcários no solo, suprimiu o acúmulo de Cd e diminuiu a 

acidificação do solo em estudos com Lactuca sativa e Spinacia oleracea (PAUL; CHANEY, 

2017). Em cacau, aplicações de adubos orgânicos e fertilizantes, a base de Mn, Mg e Fe no solo, 

diminuiu as concentrações Cd  nas amêndoas (DAVILA, 2019). 

Sabe-se que alguns organismos vivos, que crescem em condições limitantes de metais 

essenciais, tendem a substituir estes metais por outros metais não essenciais, para sobreviver nestes 

ambientes (PRICE; MOREL, 1990). Por conseguinte, recentemente foi demonstrado que Cd pode 

substituir Zn, como cofator enzimático da anidrase carbônica (CDCA1) em Thalassiosira 

weissflogii (LANE et al., 2005). Esta enzima converte o ácido carbônico em dióxido de carbono, 

para ser utilizado no ciclo de Calvin-Benson. Logo, o uso de Cd no sitio ativo é vantajoso quando 

existem baixas concentrações de Zn nos tecidos (LANE et al., 2005). 

 

2.5.   Problemas causados por cádmio em Theobroma cacao. 

Cd e Pb, presentes no solo de cultivo de cacau, podem ser absorvidos 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 amêndoas (sementes fermentadas) de cacau comercializadas e 

usadas na fabricação de diversos produtos, a exemplo do chocolate (ABT et al., 2018; 

ARGÜELLO et al., 2019). A transferência e o acúmulo de íons metálicos, particularmente Cd e 

Pb, para as amêndoas de cacau (ALVARES, 2018; ROMERO-ESTÉVEZ et al., 2019) se tornaram 

uma preocupação global, uma vez que estes elementos metálicos colocam a saúde da população 

em risco, provocando doenças crônicas, deformidades e câncer (REHMAN et al., 2018).  

A presença e a concentração de metais pesados no solo dependem de fatores pedológicos 

e antropogênicos, a exemplo da utilização de fosfatos de rocha para melhorar a disponibilidade de 

nutrientes minerais no solo (LEMA et al., 2014). Entretanto, em estudos realizados por Gramlich 

et al. (2018), em Honduras, mostraram que não há influência da aplicação de fertilizantes e da 

proximidade aos locais de indústrias, em relação à presença e a concentração de metais pesados 

nos solos onde se cultiva cacau, sendo a fonte natural a constante das variações. Além disso, as 

concentrações de Cd e Pb variam no interior de cada órgão da planta de cacau (ALVARES, 2018) 

e são maiores em amêndoas secas (ARÉVALO-GARDINI et al., 2017). 
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Cacau em pó e produtos derivados de suas amêndoas contendo Cd e Pb, em consequência 

do cultivo de cacau em solos contaminados por estes elementos metálicos, as porcentagens destes 

metais variam de acordo com o tipo de produto derivado do cacau e com a origem geográfica, 

destacando os países produtores de cacau do Continente Africano e da América Latina com as 

maiores porcentagens (ABT et al., 2018).  

Concentrações elevadas de Cd em plantas cacau afetam o seu crescimento e 

desenvolvimento, diminuem a atividade fotossintética, reduzem os teores de pigmentos 

fotossintéticos e promovem rompimento de membranas em células de raízes (ARAÚJO et al., 

2017). A entrada de metais pesados na célula não 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 plantas (THAKUR et al., 2016). Uma melhor 

compreensão do papel dos genes envolvidos no transporte de Cd em plantas de cacau, e o possível 

sequestro vacuolar deste elemento metálico, como medida de desintoxicação, contribuirá para a 

seleção de genótipos de cacau com baixo acúmulo de Cd nas suas amêndoas, quando cultivado em 

solos contaminados com Cd. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1. Sondagem de genes alvos em Arabidopsis thaliana  

Os genes associados ao transporte e à desintoxicação de metais, especificamente metais 

pesados, foram obtidos do ólistar bibliotecas dispon²veis e consulta por biblioteca espec²ficaô, no 

site público NCBI (National Center for Biotechnology Information) (AGARWALA et al., 2016), 

utilizando-se palavras de procura em diferentes combinações, para obter uma lista de genes. Em 

seguida, realizaram-se anotações de características e funções referentes a esses genes. Logo após, 

fez-se uma depuração dessa lista, com a finalidade de apagar genes repetidos, com a aplicação do 

software estatístico R usando a função unique  . 

3.2. Listagem de proteínas pertencentes aos genes alvos de A. thaliana  

As sequências das proteínas dos genes alvos foram adquiridas em formato 

FASTA. Em seguida, foram utilizadas as informações como função, localização 

subcelular, processos envolvidos, localizações cromossômicas e região cromossômica 

que estavam contidas na base dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/).  

3.3. Alinhamento de proteínas de A. thaliana em Theobroma cacao  

As sequências FASTA das proteínas de A. thaliana foram alinhadas no NCBI contra o 

proteoma de T.cacao, usando a ferramenta BLASTP (ALTSCHUL et al., 1990; BORATYN et al., 

2013), com utilização dos seguintes parâmetros: Organismo: T. cacao (taxid:3641), Expect 

threshold: 1e-70, Matrix: BLOSUM62. Em seguida, foram selecionadas as proteínas com maior 

Max score, Total Score e a porcentagem de identidade e similaridade maior do que 50% 

(PEARSON, 2014). Os alinhamentos foram feitos em duas bases de dados, NCBI e Cocoa Genome 

Database (https://www.cacaogenomedb.org/), com os genótipos Criollo e Matina, 

respectivamente. Logo após, as sequências (hits) obtidas da análise in silico foram utilizadas para 

realizar TBLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ferramenta utilizada para identificar 

a sequência de nucleotídeos que codificam estes transcritos e ter informação do cromossomo onde 

estavam as proteínas em T. cacao.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
https://www.cacaogenomedb.org/
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Posteriormente, as proteínas foram submetidas a critérios de seleção, tais como processo, 

funções envolvidas como também o melhor score (best hits), para permanecerem apenas as 

proteínas associadas no transporte e na desintoxicação de metais pesados em T. cacao, para 

redução de dados e elaboração das etapas posteriores.  

3.4. Analises in silico das proteínas obtidas. 

Para realizar esta analise, foram utilizados os parâmetros como função das proteínas, 

processos em que estavam envolvidas, o metal que estava associado e presentes em ambas bases 

de dados, com o propósito de classificar as proteínas. Estas informações foram obtidas do NCBI. 

Também foi utilizada a base de dados chamada UniProt Knowledgebase (UniProtKB), que é uns 

dos bancos de dados que possui o Universal Protein Resource (Uniprot). Finalmente foi utilizado 

um programa para prever as localizações das proteínas a partir da sequência de aminoácidos, WoLF 

PSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/) (HORTONA et al., 2006).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1.  Genes obtidos em A. thaliana relacionados a metais e alinhamento das proteínas em 

comparação a Theobroma cacao.  

Obteve-se um total de 1419 genes, cuja lista de genes foi avaliada para apagar genes 

repetidos ou sequência sem ∙accuracy ∕. Encontrou-se um total de 489 genes alvos, distribuídos nos 

cincos cromossomos da espécie. A partir dos genes selecionados, foi adquirido um sumário de 826 

proteínas, cujas sequências das proteínas foram alinhadas localmente contra a espécie de T. cacao, 

adotando os dois genomas sequenciados de cacau óCriolloô e óMatina1-6ô, utilizando a ferramenta 

BLASTP, que tinham nas bases de dados (Figura 1). Estes alinhamentos resultaram na obtenção 

de genes com posições cromossômicas diferentes que seus homólogos em A. thaliana (Tabela 1). 

A partir do alinhamento, verificou-se que um total de 700 proteínas deram hit, ao passo 

que para 126 proteínas não se obteve nenhum resultado, pois estas proteínas não foram encontradas 

no genoma óCriolloô (Figura 1A). 
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Figura 1 - Número de hits por meio de BLASTP. (A) As proteínas selecionadas de A. thaliana 

foram submetidas ao alinhamento local contra o genoma óCriolloô no site NCBI. (B). As proteínas 

selecionadas de A. thaliana foram submetidas ao alinhamento local contra o genoma e óMatina 1-

6ô pertencente ao Cacao genome database 
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Family Gene ID  
A.thaliana 

Protein Product 
A.thaliana 

Chromosome 
A.thaliana 

Protein Product 
'Criollo' 

Protein Product 
'Matina1-6' 

Chromosome 
'Criollo' 

Chromosome  
'Matina1-6' 

HMA 816428 NP_001318247.1 2 QIW91908.1 Thecc1EG039368t1 9 scaffold_9 

HMA 829881 NP_195444.1 4 EOX91553.1 Thecc1EG000697t1 1 scaffold_1 

HMA 829134 NP_001320088.1 4 QIW91910.1 Thecc1EG016237t 9 scaffold_3 

HMA 842650 NP_176533.1 1 EOY24701.1 Thecc1EG016237t1 3 scaffold_3 

HMA 829135 NP_194741.2 4 EOY31987.1 Thecc1EG039368t2  9 scaffold_3 

IRT1 827713 NP_567590.3 4 XP_017978451.1 Thecc1EG029353t1 6 scaffold_6 

ZIP 840014 NP_174411.2 1 EOY27516.1 Thecc1EG029353t1 6 scaffold_6 

ZIP 814931 NP_178488.1 2 EOY01526.1 Thecc1EG011391t1 2 scaffold_2 

ZIP  834544 OAO90686.1 5  XP_007049130.2 Thecc1EG033575t1 1 scaffold_7 

ZIP 820457 NP_187881.1 2 EOX96848.1 Thecc1EG006000t1 2 scaffold_2 

ZIP 837029 NP_172022.1 1 EOX93287.1 Thecc1EG002136t1 1 scaffold_1 

ZIP 817559 NP_180569.1 2 XP_017983962.1 Thecc1EG042180t1 9 scaffold_9 

ZIP 837640 OAP15299.1 1 EOY29903.1 Thecc1EG037288t2 9 scaffold_9 

ZIP 842041 OAP15299.1 1 XP_017980616.1 Thecc1EG011391t1 7 scaffold_2 

ZIP 836336 NP_201022.1 5 XP_017970769.1 Thecc1EG002136t1 2 scaffold_1 

ZIP 836071 NP_200760.1 5 EOY33981.1 Thecc1EG041798t1 9 scaffold_9 

ZIP 829439 NP_001329099.1 4 XP_007012284.2 Thecc1EG037288t1 9 scaffold_9 

NRAMP 844422 NP_178198.1 1 XP_017977974.1 Thecc1EG027424t1 6 scaffold_6 

NRAMP 841127 NP_175157.1 1  EOY15788.1 Thecc1EG034751t4 8 scaffold_8 

NRAMP 816847 NP_179896.1 2 XP_007047433.1 Thecc1EG000729t1 1 scaffold_1 

NRAMP 836868 NP_201534.1 5 EOY16372.1 Thecc1EG034751t1 8 scaffold_8 

NRAMP 827613 NP_193614.1 4 XP_007019147.2 Thecc1EG035168t1 8 scaffold_8 

NRAMP 838166 NP_173048.3 1 EOY26041.1 Thecc1EG027424t2 8 scaffold_6 

                

                

 

Tabela 1 ï Resultados de BLASTP de ambas as bibliotecas de T. cacao óCriolloô e óMatina-6ô, com °nfase de hits associados ao cádmio. 
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Tabela 1ï (continua)  
Family Gene ID  

A.thaliana 
Protein Product 

A.thaliana 
Chromosome 

A.thaliana 
Protein Product 

'Criollo' 
Protein Product 

'Matina1-6' 
Chromosome 

'Criollo' 
Chromosome  
'Matina1-6' 

CAX 818395 NP_181352.1 2 EOY07217.1 Thecc1EG021701t1 5 scaffold_5 

CAX 820532 NP_566452.1 3 EOY11877.1 Thecc1EG030534t2 7 scaffold_7 

CAX 831754 NP_568091.2 5 EOX93619.1 Thecc1EG030535t1 7 scaffold_7 

CAX  824349 NP_001327590.1 3 EOY33729.1 Thecc1EG021701t1 9 scaffold_5 

HMA corresponde Heavy Metal Associated, IRT1 corresponde Iron-Regulated Transporter, ZIP corresponde ZRT- IRT-like Protein, 

NRAMP corresponde Macrophage Proteins Associated with Natural Resistance, CAX corresponde Cation exchanger.  
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Por outro lado, para o genoma óMatina 1-6ô foram encontradas 710 prote²nas que deram 

hit, ao passo que 116 não foram encontradas neste genoma (Figura 1B). Nesse sentido, a variação 

do número de hits foi de 10 proteínas a mais no genoma depositado no Cacao genome database. 

Aproximadamente 5 % do genoma de A. thaliana codificam proteínas de transporte de 

membrana. Em virtude disso, estas proteínas foram classificadas em 46 famílias únicas e contém 

880 membros (MÄSER et al., 2001). A absorção e a translocação de nutrientes minerais catiônicos 

desempenham papéis essenciais nos processos fisiológicos e bioquímicos, influenciando o 

crescimento, a nutrição, a transdução de sinal e o desenvolvimento das plantas (CLEMENS; 

PALMGREN; KRÄMER, 2012). Embora exista várias informações em A. thaliana sobre 

transportadores de nutrientes minerais, como também de metais pesados biológicos, esta espécie 

não seria o melhor modelo para servir de comparação com espécies lenhosas, com aplicações 

agronômicas, como T. cacao. 

Observaram-se semelhanças nos resultados de proteínas entre os dois bancos de dados de 

cacau utilizados, tendo em vista que foram apresentadas as mesmas proteínas com hit (Figura 1). 

Esta escassa divergência genômica nos dois bancos de dados de cacau, tanto para números quanto 

para os tipos de proteínas, é evidente, por se tratarem de dois genomas pertencentes a uma mesma 

espécie. Esta similaridade não reflete a realidade, enquanto nível de expressão, pois perfis de 

expressão distintos podem ser atribuídos dentro da mesma espécie. 

A partir da análise global dos genomas, percebeu-se que alguns hits de proteínas foram 

discrepantes em ambos os genomas. Esta discrepância foi refletida no produto proteico como 

também a posição do cromossomo (Tabela 1). Talvez esta discrepância seja natural quando se 

analisa dois genomas com diferente percentagem enquanto ao nível hierárquico. Os componentes 

de montagem, como o scafolld possuem menos informações que a fase final da montagem de um 

genoma. O genoma óMatina 1-6ô em contraste com o óCriolloô pode propiciar menos informações, 

que poderá decorrer em algumas variações (BARTON; BARTON, 2012).  
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4.2.  Distribuição das proteínas no genoma cacau com base no metal transportado. 

Para realizar esta análise foram utilizados os parâmetros como função das proteínas, o 

metal associado e localização celular (Figura 2). Foram classificados para esta análise 112 

proteínas que estavam envolvidas com metais, tais como Zn, Cd, Cu, Fe, Ni, Ca, Mn e Mg (Figura 

2A). Entretanto, dentro desta classificação, o maior número de proteínas estava relacionado aos 

metais Zn, Cd e Cu com 16 %, 15,2% e o 16% respetivamente. Verificou-se que existem várias 

etiquetas de proteínas associadas a metais biológicos e não biológicos com base nas informações 

no NCBI. Nesta correspondência, observou-se que os metais não biológicos são absorvidos pelo 

sistema radicular das plantas de T. cacao, utilizando os transportadores de elementos essenciais, 

que são amplamente conservados em plantas superiores. 

O aporte de elementos minerais, com atribuições biológicas como Zn e Fe (NAKANISHI 

et al., 2006; ISHIMARU; BASHIR; NISHIZAWA, 2011), aplicados no solo, permite que haja um 

aumento de suas concentrações nos tecidos vegetais e uma atenuação da absorção de Cd e, 

consequentemente, a mitigação de seus efeitos tóxicos nas plantas (SLAMET-LOEDIN et al., 

2015). O mesmo fato tem sido observado em Triticum aestivum (KÖLELI; EKER; CAKMAK, 

2004; ZHAO et al., 2011), Glycine max (KAPUR; SINGH, 2019) e T. cacao (DOS SANTOS et 

al., 2020), onde determinadas concentrações de  Zn aplicado ao solo diminuem a absorção de Cd 

via sistema radicular e mitigam os danos causados pela toxicidade de Cd. Desta forma, a expressão 

de genes que codificam proteínas transportadoras de metais divalentes, como Zn, Fe e Cu, em 

plantas, em condições de estresse por metais tóxicos, como Cd, Pb e Co, poderá proporcionar uma 

maior absorção destes metais não essenciais em detrimento dos essenciais (CLEMENS, 2006). 

Nas duas bases de dados de T. cacao, fez-se a localização das proteínas associadas ao 

transporte e à destoxificação celular de diversos elementos metálicos essenciais e não essenciais 

em plantas (Figura 2A e 2B). Encontraram-se 27,2% de proteínas localizadas na membrana 

plasmática, seguido de 21,3% na membrana do cloroplasto, 19,4% no citoplasma e 10,7% no 

núcleo. Além disso, um menor percentual de proteínas foi encontrado, também, no reticulo 

endoplasmático, principalmente àquelas cujas evidências demonstravam estar presentes em toda a 

célula (Figura 2B). 
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A partir das proteínas avaliadas, selecionaram-se àquelas envolvidas no transporte de 

vários elementos metálicos. De posse das informações da base de dados de UniProtKB, extraíram-

se dados referentes à função e à localização dessas proteínas (Tabela 2). Em geral, as 112 proteínas 

encontradas, com várias funções, estão localizadas em diferentes compartimentos celulares, a 

exceção do complexo de golgi. Porém, as proteínas envolvidas no transporte e na desintoxicação 

de metais estão localizadas na membrana plasmática, no cloroplasto e no vacúolo (Tabela 2). 

Eventualmente, nas bases de dados, tanto do NCBI quanto do UniProtKB, possuem 

proteínas com pouca evidência experimental, devido ao pouco número de pesquisa nessa área com 

estas proteínas. Além disso, com relação a espécie, existem proteínas que carecem de localização 

subcelular. Entretanto, para validar os dados obtidos e preencher as lacunas de proteínas de baixa 

anotação, utilizamos o programa WoLF PSORT usando a sequência de aminoácidos como query, 

para prever a localização e para poder inferir as suas funções. Este programa é uma atualização do 

programa PSORTII, com novas sequências de aminoácidos e com a incorporação de novos 

recursos. Ademais, ao combinar os programas BLAST e WoLF PSORT, há uma precisão de 

validação cruzada de 86% das proteínas em plantas (HORTONA et al., 2006). Nesta análise, foi 

encontrado um total de 22 proteínas associadas a fração da membrana plasmática, seguido de 17 

proteínas localizadas no cloroplasto e 15 no citoplasma. Além disso, existiram nove proteínas com 

compartimento duplo núcleo-citoplasma, seguido de vacúolo-membrana, membrana-cloroplasto, 

cloroplasto-citoplasma e cloroplasto-mitocôndrio, cada uma destas combinações com cinco 

proteínas. 

Em relação às predições sobre as proteínas que desempenham papel no acúmulo de Cd, 

foram identificadas 51,85% de proteínas com localização dupla na membrana plasmática e no 

vacúolo, além de 11,11% de proteínas com localização restrita à membrana plasmática. Além do 

mais, foram também encontradas proteínas com localizações triplas, porém em percentagem 

ínfima, cada uma com 3,7%, cujas localizações envolvem a membrana plasmática, o complexo de 

golgi e o vacúolo, bem como a membrana plasmática, o citosol e o vacúolo. 
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Tabela 2ï Famílias de proteínas envolvidas no transporte e na desintoxicação de Cd em A. thaliana e T. cacao                                                                         

e suas localizações nos compartimentos celulares. 

 

Family Gene ID   
A. thaliana 

Protein ID  
A. thaliana 

Protein ID                       
T. cacao 

Subcellular Location 
'UniProtKB' 

Subcellular Location 
'WoLF PSORT' 

HMA 816428 NP_001318247.1 QIW91908.1  Plasma membrane  Plasma membrane 

HMA 829881 NP_195444.1 EOX91553.1 Chloroplast Plas-R.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 OAO90686.1  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 ς (continua)  
Family Gene ID   

A. thaliana 
Protein ID  
A. thaliana 

Protein ID                       
T. cacao 

Subcellular Location 
'UniProtKB' 

Subcellular Location 
'WoLF PSORT' 

NRAMP 827613 NP_193614.1 XP_007019147.2  Plasma membrane plas_vac 

NRAMP 838166 NP_173048.3 EOY26041.1  Plasma membrane 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 EOX93619.1 Vacuole plas_golg_vac 

CAX 824349 NP_001327590.1 EOY33729.1 Vacuole plas_cyto_vac 

As abreviaturas em itálico indicam os nomes dos compartimentos celulares. As localizações subcelulares, unidas por dois ou três traços, 

indicam localizações duplas ou triplas. E.R_ retículo endoplasmático, cyto_ citoplasma, plas_ membrana plasmática, golg_ complexo 

de golgi, vac_ vacúolo e chl_ cloroplasto.
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4.3.  Esquema molecular de transporte em Theobroma cacao  

Os elementos metálicos podem entrar nas células dos tecidos radiculares da planta através 

de difusão, transporte passivo, e, ou transporte ativo, controlado por proteínas de membrana, 

denominadas proteínas transportadoras de metais (COLANGELO; GUERINOT, 2006; 

ÁLVAREZ-FERNÁNDEZ et al., 2014;). Encontraram-se, no presente trabalho, várias proteínas 

transportadoras de metais, como Zn e Cd, que participam no transporte ativo destes elementos 

metálicos para o interior celular.  

A família ZIP possui dez membros no genoma do cacau, cujas proteínas também têm sido 

encontradas em outros reinos como Animalia, Protista, Fungi e Plantae. A designação ZIP são as 

inicias aos primeiros integrantes ZRT- IRT-like Protein, identificados em A. thaliana (IRT1), 

altamente expresso em raízes, e induzidos em condições de deficiência de Fe (EIDE et al., 1996). 

Guerinot, 2000 relatou que foram encontrados mais de 25 membros desta família em A.thaliana, 

alguns dos quais envolvidos no transporte de Zn e outros produtos gênicos implicados no 

transporte de Cu (WINTZ et al., 2003), Mn e Co (KORSHUNOVA et al., 1999). Estes genes 

expressos em raízes, também transportam elementos essenciais como o Zn (SONG et al., 2019). 

Por conseguinte, têm sido mencionados como transportadores não específicos de Cd, abordagem 

feito em espécies hiperacumuladoras de metais. Isto, por sua vez, sugere que genótipos 

hiperacumuladores de metais possuem várias famílias de transportadores, dentre as quais a família 

ZIP, cujo perfil, de expressão maior, pode ser atribuído a fatores de evolução da espécie, como 

mecanismo de adaptação a solos com alta concentração de metais pesados (HALIMAA et al., 

2014). Estas proteínas são altamente expressas em raízes, de forma similar, cujos genes 

encontrados possuem localização na membrana plasmática, e podem estar envolvidas no transporte 

de Cd em cacau (Figura 3). 
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Figura 3- Uma representação esquemática dos processos envolvidos na absorção e transporte de Zn e 

Cd em Theobroma cacao. Transportadores de Zn e Cd (cor verde) presentes na membrana plasmática e 

sequestro vacuolar de Cd (cor amarela). Transportes de Zn e Cd via xilema. No interior da célula, foi 

representado apenas o vacúolo. Linhas grossas e cheias indicam fluxo maior e sinais de interrogação 

indicam processos pouco elucidados. Para melhorar a ilustração dos transportadores foi omitido 

especificar os transportes via simplasto e apoplasto. Conforme descrito, a principal via de desintoxicação 

de Cd nas raízes de T. cacao depende da complexação das fitoquelatinas (PC) e do transporte vacuolar 

de complexos de Cd-PC de baixo peso molecular (LMW). Cd e, ou Zn vacuolar podem ser transportados 

de volta ao citosol pela atividade de proteínas transportadoras da família NRAMP. As metalotioninas 

(MT) também são potenciais ligantes de Cd no citosol. Logo, uma fração de Cd carregada no xilema 

parece estar na forma iônica ou ligadas a compostos. Algumas proteínas transportadoras da família HMA 

estão envolvidas, em menores ou maiores proporções, no carregamento de Cd no xilema. 
































