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RESUMO

As lentilhas-d"agua séo plantas aquaticas com potencial biotecnoldgico devido
a sua capacidade fitorremediadora aliada ao seu crescimento exponencial. Tem
potencial em ser utilizada no tratamento de efluentes contaminados por metais
pesados, dentre eles o cadmio, que possui alta toxicidade, mesmo em concentracdes
baixas, além de efeito acumulativo. Diante disso, a analise proteémica surge como
uma ferramenta que permite a identificacdo de mecanismos moleculares envolvidos na
fitorremediac&o de cadmio, sendo assim, o0 objetivo do presente trabalho foi identificar
proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs) em lentilhas-d’agua cultivadas na
presenca de cadmio. Foram utilizadas 10 frondes deLemna aequinoctialis clone
RDSC5570 cultivadas por 12 dias em meio SH de cultura suplementado com Cloreto
de Cadmio (CdCI2) em diferentes concentracdes. Foi observado acumulagéo
significativa de 97,3 mg/kg-1 de Cd por Lemna aequinoctialis. Condicdes
contrastantes foram selecionadas para extracdo de proteinas. As amostras obtidas
foram quantificadas e separadas por eletroforese bidimensional, identificadas por
espectrometria de massas. Foram identificados 248 proteinas diferencialmente
acumuladas, dentre as quais foram identificadas 153 proteinas, classificadas e
categorizadas em termos de ontologia génica, houve maior variacdo das proteinas
relacionadas aos processos fotossintéticos, expresséo, traducado e regulacdo génica
relativa a proteinas de resposta a estresse,cujas categorias podem ajudar a entender
0s mecanismos funcionais, metabdlicos e bioguimicos das lentilhas-d’agua,
contribuindo para pesquisas sobre melhoramento genético e aplicacdes
biotecnoldgicas.

Palavra-chaves: Lemnoideae. Fitorremediacdo. Estresse abidtico. MALDI-ToF-

ToF. Bioacumulacéo.



ABSTRACT

Lentils are aquatic plants with biotechnological potential due to their
phytoremediation capacity combined with their exponential growth. It has the potential
to be used in the treatment of effluents contaminated by heavy metals, including
cadmium, which has high toxicity, even at low concentrations, in addition to its
accumulative effect. Therefore, proteomic analysis emerges as a tool that allows the
identification of molecular mechanisms involved in phytoremediation of cadmium,
therefore, the objective of the present work was to identify differentially accumulated
proteins (DAPS) in duckweed grown in the presence of cadmium. Ten fronds of Lemna
aequinoctialis clone RDSC5570 were used, cultivated for 12 days in SH culture
medium supplemented with Cadmium Chloride (CdCI2) in different concentrations. A
significant accumulation of 97.3 mg / kg-1 of Cd was observed by Lemna aequinoctialis.
Contrasting conditions were selected for protein extraction. The samples obtained
were guantified and separated by two-dimensional electrophoresis, identified by mass
spectrometry. 248 differentially accumulated proteins were identified, among which
153 proteins were identified, classified and categorized in terms of gene ontology, there
was a greater variation of proteins related to photosynthetic processes, expression,
translation and gene regulation relative to stress response proteins, whose categories
can help to understand the functional, metabolic and biochemical mechanisms of
duckweed, contributing to research on genetic improvement and biotechnological

applications.

Keyword: Lemnoideae. Phytoremediation. Abiotic stress. MALDI-ToF-ToF.

Bioaccumulation.
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1 INTRODUCAO

As espécies vegetais pertencentes a subfamilia Lemnoideae, geralmente
denominadas por lentilhas-d"agua, sdo as menores angiospermas do mundo, mas
apresentam a maior taxa de duplicacdo de biomassa e, juntamente com sua
capacidade natural de se adaptar e colonizar agua residual antropogénica, tem grande
potencial de aplicagdo para resolver questdes climaticas, hidricas e energéticas
urgentes neste século. Essas plantas tem despertado o interesse da comunidade
cientifica devido as suas potenciais aplicacdes biotecnoldgicas, dentre as quais
destacam-se a atividade fitorremediadora, podendo ser utlizadas o tratamento de
efluentes; a fitoindicadora, prescrevendo a qualidade ambiental da agua; e a producao
de biomassa, que pode ser convertida para a producédo de biocombustiveis.

Utilizada h& séculos devido a sua importancia na alimentacéo de aves, peixes e
mesmo humanos, principalmente no leste e sudeste asiatico, estas plantas tém sido
estudadas de forma crescente nas ultimas décadas pelo alto teor inerente de proteinas
(30-35% massa seca), entretanto, a demanda por biomassa alternativa para producao
de etanol tem focalizado também o incremento no teor de amido, aliado a sistemas de
cultivo e processamento ambientalmente sustentaveis.

Diversas pesquisas estdo desenvolvendo e testando sistemas de cultivo de
lentilha-d"agua usando aguas residuais, efluentes sanitarios ou participando de ciclos
sustentaveis de producédo. Suas propriedades de biorremediacao, por naturalmente
extrair da agua poluentes como metais pesados, sédo Uteis no tratamento de efluentes
industriais, e para remediacdo de ambientes contaminados, além de diminuir o
crescimento de algas, coliformes e larvas de mosquito. Os metais pesados, assim
como os diversos agentes estressores, estimulam a producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que tendem a potencializar os efeitos toxicos dos poluentes. Por outro
lado, as plantas possuem um complexo mecanismo de defesa constituido por enzimas
e metabolitos antioxidantes que previnem e buscam reduzir o acimulo de ROS e
conseguentemente o0 estresse oxidativo.

O céadmio (Cd) é um metal pesado normalmente encontrado na natureza em
baixas concentragfes e ainda assim altamente toxico para microrganismos, vegetais
e animais. As plantas sédo as principais vias de entrada do Cd na cadeia alimentar e o
acumulo desse metal em determinados tecidos pode levar a rejeicdo comercial de

cultivares, diminuicdo da produtividade, além de ser perigoso a saude humana. As
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plantas ndo possuem um sistema proprio de absorcdo de Cd, o qual pode ser
absorvido pelos transportadores de cétions por possuir grande semelhanca quimica
com outros elementos essenciais a planta como o ferro Fe2+,calcio Ca2+ e 0 zinco
Zn?+ , os quais apresentam ampla especificidade de substrato.

Os estudos ao nivel do proteoma permitem entender melhor as respostas
moleculares das plantas ao estresse ocasionado por metais pesados, tais como o
funcionamento das vias de desintoxicacao, translocacéo ou exclusao e transformacao
desses metais. Dessa forma o principal objetivo desta proposta € avaliar o potencial
biorremediador de isolados de Lemnoideae na presenca de cadmio, identificar
proteinas diferencialmente acumuladas correlaciona-las com os mecanismos de

resposta da planta.
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11 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

v' Compreender a resposta bioquimica, morfofisiolégica e molecular de Lemna

aequinoctialis (clone RDSC5570) sob estresse por cadmio.

1.1.2 Objetivos especificos

v' Avaliar os parametros de crescimento dos isolados de L. aequinoctialis sob
estresse por cadmio.

v" Identificar o percentual de fitorremediacdo de cadmio em L. aequinoctialis.

v' Entender as modulacbes de origem bioquimica de L. aequinoctialis frente ao
estresse provocado pela acumulacéo de cadmio.

v Estabelecer o perfil eletroforético das proteinas totais do isolado de L.
aequinoctialis com resposta diferencial ao estresse por cadmio.

v Identificar proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs) porespectrometria de
massas (MS).

v Determinar a funcao, processo biolégico e localizagdo celular das DAPsatravés
de ontologia génica

v' Correlacionar as proteinas identificadas com vias metabdlicas de Lemnoideae

utilizando ferramentas de bioinformatica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LENTILHAS-D'AGUA: CARACTERISTICAS GERAIS

As lentilhas-d’agua ou Duckweeds, “do inglés’, sdo angiospermas
monocotiledoneas da familia Araceae, denominada antigamente de Lemnaceae, e
que atualmente estdo classificadas na sub-familia Lemnoideae. Estas plantas
constituem um grupo de origem vegetal com origem monofilética, sendo pequenas
plantas, macrofitas aquaticas flutuantes de vida livre, vivendo em suspensdo na
coluna d’agua (LANDOLT, 1986).

As lentilhas-d’agua sao plantas estritamente aquéticas que possuem estrutura
morfologica caracteristica do grupo, ndo havendo diferenciacdo entre caule e folha,
conhecida como fronde, estrutura taloide fotossintetizante e corpo reduzido, dotada de
raizes, nervuras e papilas pigmentares, sendo estas caracteristicas usadas para
classificacao e determinagéo taxonémica. S&o as menores angiospermas conhecidas
e possuem a menor flor ja relatada (0,2 mm) (LANDOLT, 1986).

Séao espécies cosmopolitas, colonizam preferencialmente ambientes Iénticos e
eutrofizados, podendo ocorrer também em ambientes I6ticos, ou seja, com baixissimo
volume de agua. As lentilhas-d’agua nao sao encontradas nas regides articas e sao
bem raras em regides secas e com baixa incidéncia de precipitagdes. (LANDOLT,
1986; SREE et al 2016).

A forma de crescimento das lentilha-d'agua é de maneira vegetativa; as novas
frondes brotam por botées germinativos, dando origem a duas ou até mais linhagens
germinativas (Figura 1), de maneira praticamente exponencial o crescimento da
populacdo pode dobrar em menos de 24 horas (SREE et al, 2016; ZIEGLER et al.
2015). Alguns trabalhos definem o sucesso reprodutivo das lentilha-d'agua como um
exemplo hipotético de um “deménio- darwiniano”, ou seja, organismos que iniciam o
periodo reprodutivo quase que imediatamente apds nascerem e potencialmente vivem
para sempre (KUTSCHERA, 2015).



21

Figura 1. Estrutura foliar “taloide” de Lemna gibba, Setas vermelhas indicam flores; M,folha méae; D,
folha filha; G folha neta. (FU et al, 2017)

2.2 CLASSIFICACAO TAXONOMICA DAS LENTILHAS-D’AGUA

As lentilhas-d’agua sédo importantes biotecnologicamente, e sua importancia
aumenta a cada dia. Entretanto, por se tratar de espécies de tamanho reduzido, que
se confundem com outras espécies (cripticas), sua classificacao e identificacédo requer
conhecimento. Landolt (1986) comecou os estudos de taxonomia das lentilhas-d’agua
e foi um avanco gigantesco para entender a complexidade genética desse grupo,
porém mudancas significativas ocorreram, como surgimento de tecnologias para
genotipagem, por exemplo, possibilitando o surgimento da classificacdo desse grupo

(figura 2).
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ANGIOSPERMA Divisao
Liliopsida Classe
Alismatales Ordem
v
Lemnaceae Familia

(Lentilhas d’agua)

Spirodela Landoltia Lemna Wolfia Wolfiella Género
polyhhiza punctata aequinoctialis angusta caudata Espécie
intermedia disperma arrhzza denticula

gibba australiana gladiata

Jjaponica borealis hyalina

minor brasilensis lingulata

minuta columbiana neotropica

obscura cylindracea oblonga

perpusilla elongata repanda

tenera globosa rotunda

trisulca microscopica welwitschil

turionifera neglecta

valdiviana

yungensis

Figura 2. Cladograma representativo das lentilha-d'agua. Sdo mostrados cinco géneros e 37espécies.
Fonte (APPENROTH et al., 2013). Atualmente, existem 37 espécies descritas, agrupadas em 5 géneros
morfologicamente distintos Spirodella, Landoltia, Lemna, Wolffiella e Wolffia (figura3)(APPENROTH et
al., 2013).

Spirodela

"

Bay
1

="
"« Landoltia

9
" N

Wolffia|  Wolffiella

Figura 3. Morfologia de cinco espécies representativas para géneros de lentilhas. Spirodela: Spirodela
polyrhiza; Landoltia: Landoltia punctata; Lemna: Lemna minor; Wolffiella: Wolffiella lingulata; Wolffia:
Wolffia arrhiza. Bar: 1 cm Fonte (CAO H.X., FOUROUNJIAN P, 2018).
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2.3 CARACTERISTICAS GENETICAS DAS LENTILHAS-D’AGUA

As populacbes de lentilhas-d’agua sao distintas e isso se deve, em parte, por
suas caracteristicas adaptativas e genéticas. Espécies que vivem em ambientes
variados possuem maior plasticidade genomica, esses diferentes grupos,
denominados ecotipos, constituem uma fonte de variacdo intraespecifica, portanto,
podem apresentar diferentes caracteristicas em aspectos genéticos, bioquimicos,
fisiologicos e morfologicos (JIA-YANG, 2014). Entender o genoma, j4 sequenciado
das lentilhas-d’agua forneceria informag¢des importantes acerca da sua arquitetura
biolégica além de permitir novas possibilidades nas pesquisas basicas de
fitorremediacéo e aplicacBes biotecnoldgicas.

As lentilhas-d’agua apresentam um tamanho variado de genomas (entre 160 Mb
e 2203 Mb), variacdo no conteudo de heterocromatina presente em suas células
(figura 4). Estas diferengas podem ser atribuidas ao volume nuclear e celular, bem
como a diminuicdo da estrutura morfologica, onde os padrdes indicam que a
diminuicdo do tamanho foliar esta diretamente relacionada ao tamanho do genoma,
pelo menos na grande maioria das espécies (HOANG,2019). A ocorréncia de variagdo
genética entre as espécies de Lentilhas-d’agua nao esta restrita apenas em nivel
interespecifico, sdo significativas variagbes a nivel intraespecifico, Lemna
aequinoctialis, por exemplo, pode exibir diferentes padrées moleculares de expressao,

como alteracbes na composicado e quantidade de seus acidos graxos (TANG, 2015).
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1

I —— | — ]

S intermedia La. punctata Le. minor Le. disy Le. aequinoctialis Wa. hyalina Wa. rotunda Wo. australiana Wa. microscopica Wo, archiza
18410y (7260) (8623) {7269) (2018) (5640) (9072) (7540) (2008) (8872)

Figura 4. Relacéo filogenética, fronde, estbmatos e morfologia de nucleos de espécies de lentilhas. (A) posicéo filogenética. (B, C) Diferencas de tamanho
e morfologia de folhas e estématos. (D, E) Forma e distribuicdo dos nucleos dentro das células de guarda. Os nimeros indicam o tamanho dogenoma (B),
a célula média (C) e os volumes nucleares (D) e a porcentagem do volume nuclear para a célula (E). Barras de escala = 200 um (B) e 5 um (C- E) Lemna

aequinoctialis em destaque. (HOANG, 2019).
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O numero de cromossomos de espécies de lentilhas-d"agua vem sendo
estudado ao longo dos anos e resultados diversos foram observados havendo grande
variacdo entre os clones assexuados em uma mesma espécie (figura 5). Alguns
autores descrevem por exemplo, que para diferentes clones de L. aequinoctialis foram
encontrados cariotipos variando entre 20, 40, 50, 66, 72, 78, 84, 65 e 76
cromossomos (HOANG, 2019).

S. polyrhiza 7498 Le. disperma 7269 Wo. microscopica 2005'
(2n = 44)

S. intermedia 8410 | Le. minor 8623 . Wo. australiana 7540
(2n = 36) J

- -

- .

(2n = 42) . (2n = 40)

Le. aequinoctialis 2018 Wo. arrhiza 8872
(2n =42) (2n = 60)
‘.."

Wa. rotunda 9072 Wa. hyalina 8640
(2n = 82) et (2n = 40)

Figura 5. Nomero cromossémico de onze espécies de lentilhas-d’agua. Em destaque cariétipo diploide
2n=42 de Lemna aequinoctialis. Barras de escala em 5 pm. (HOANG, 2019).

A variacao da quantidade de cromossomos das lentilhas-d’agua reflete a plasticidade
genética desse grupo, isso se reflete nas condi¢cdes adaptativas promovidas pelo
genoma. Estudos de metilacdo de histonas e modificacdo pos traducionais do DNA

tem revelado um comportamento genético amplamente responsivo as condi¢cdes
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ambientais (CAO et al. 2015). Diversas pesquisas nas areas de genética e biologia
molecular das lentilhas-d’agua, vem descrevendo como € estruturado o genoma
(HOANG, 2019), o trascriptoma (AN D, 2018), incluindo Lemna aequinoctialis, que
teve seu perfil transcriptomico por RNA-seq para avaliacdo de metabolismo de
carboidratos (YU, et al. 2017) e proteoma diferencial (MORAIS, 2019), inclusive em

resposta a metais, como o aluminio (SU, 2019).

2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA DAS LENTILHAS-D’AGUA

As lentilhas-d’agua tém despertado interesse tanto da comunidade cientifica
como também dos setores produtivos, devido a sua capacidade de aplicacéo
biotecnoldgica. Suas caracteristicas fisiolégicas, com destaque para sua atividade
fitorremediadora, bioindicadora e producéo eficiente de biomassa, sdo caracteristicas
atrativas para pesquisas e aplicacdes com esse grupo de plantas. A capacidade das
lentilhas-d’agua de reter nutrientes como nitrogénio e fésforo, metais, toxinas de
microrganismos, bioacumulando assim praticamente todos os tipos de substancias
presentes em aguas residuais antropogénica, além de sua biomassa ser convertida
facilmente em etanol, butanol e biogas (CUI, 2015).

A fitorremediacao, uso de plantas para remocao de substancias téxicas como
metais pesados, surgiu nos udltimos anos como uma alternativa de tecnologia
sustentavel e viavel economicamente para a recuperacdo de aguas residuais. A
eficiéncia da absorcdo de substancias como metais requer altos niveis de
acessibilidade pela planta, captacdo e translocacdo de raizes para partes aéreas,
rapido crescimento das plantas e grande producéo de biomassa. As plantas podem
ser usadas nesse sentido para estabilizacdo, extracdo, degradacao ou volatilizacéo
desses compostos toxicos (PILON-SMITS, 2005). As espécies de lentilhas-d’agua,
como Lemna gibba L. e L. aequinoctialis, sdo comumente utilizadas em pesquisa
aplicada com condigfes climaticas favoraveis sendo muito eficaz na remocéo de
metais pesados (BOKHARI, 2019).

A biomassa das Lentilhas-d’agua coletada também pode ser usada de maneiras
Gteis, incluindo forragem animal (HALMEMIES-BEAUCHET-FILLEAU, et al. 2018),
producdo de biogas (figura 6), alimentagcdo humana (sem efeito citotoxico aparente;
(SREE, 2019), fertilizantes (KREIDER, 2019), e até na Producdo de compostos

terapéuticos, como alguns peptideos antimicrobianos, por exemplo (AHMED,2016).
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Existem trabalhos envolvendo producéo de vacina animal por expressao heteréloga
em lentilhas-d’agua (KO, 2011) e trabalhos envolvendo a produgao de peptideos
antimicrobianos e metabolitos secundarios capazes de inibir o SARS-CoV-2 estdo em
andamento.

Biogas

plant
(500 KWh)

Digestate
=8 lid fracti
Qor raction)

Heat & I

~ Electricity
Digestate

(liquid fraction)

Bioreactor

Duckweed culture
(250 m?)

Irrigation
Water

=

Figura 6. Ciclo fechado de producéo de biogas. A biomassa resultante do cultivo de lentilhasd’agua
produz é utilizada na alimentacdo animal (suinos); o esterco de suinos passa por um digestor
produzindo biogéas, servindo de adubo fisico para plantacéo e liquido rico em nutrientes fosfatados e
nitrogenados; A agua tratada por lentilhas-d’agua serve para irrigagdo.Esquema retirado do site do
Project Lemna. Link para acesso: http://www.life-lemna.eu/the- project/description

Duckweed
2o biomass

Animal fesd

2.5 ESTRESSES AMBIENTAIS

Estresses ambientais sdo perturbacbes provocadas pelo meio ambiente
diretamente no organismo, entretanto, a plasticidade genética das espécies é o que
dita o quanto elas se aclimataréo as condi¢cdes desfavoraveis do meio. Esse processo
de aclimatacédo € fundamental e geralmente seguido por modulacbes gendmicas e
producdo de metabolitos secundarios.

Fatores ambientais de estresse que influenciam o crescimento e o
desenvolvimento da planta incluem temperatura, umidade, intensidade de luz,
suprimento de agua, minerais, bactérias, fungos, e microrganismos em geral, 0s quais
podem causar efeitos adversos no crescimento e afetar diretamente a producédo de
biomassa (MA, 2015).

Os estresses ambientais promovem processos de aclimatacdo e adaptacao,


http://www.life-lemna.eu/the-project/description/
http://www.life-lemna.eu/the-project/description/
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onde ambos séo dependentes de mecanismos responsivos das plantas. A adaptacéo
ocorre por varios mecanismos genomicos ao longo de muitas geracdes, enquanto o
processo de aclimatagdo diz respeito a respostas rapidas, necessérias para tolerar
ambientes estressantes em curto e médio prazo (GASPAR et al, 2002).

A rapida industrializacdo e descarte inadequado de substancias toxicas vem
resultando em problemas como poluicdo hidrica, eutrofizacdo e desequilibrio nos
ecossistemas. A liberacdo de substancias poluentes, nos mais diversos ambientes,
como por exemplo em corpos hidricos, causam grandes prejuizos aos ecossistemas
aguaticos. Nesse contexto, destacam-se 0s metais pesados, cujo elevados niveis de
toxicidade causam efeitos deletérios, principalmente nas plantas aquaticas
(EMAMVERDIAN et al., 2015).

2.5.1 Metais pesados

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento dos meios de producdo e rapida
industrializacdo trouxeram o 6nus de gerar graves problemas ambientais. Residuos
industriais contendo metais pesados despejados desordenadamente constituem um
grave risco a saude e ao meio ambiente.

Os metais sdo definidos como elementos que conduzem eletricidade, séo
maleaveis, formam cations e produzem 6xidos basicos. Também podem ser definidos
como elementos quimicos que apresentam peso especifico maior que 5 g.cm3, e séo
muito raros em seu estado puro na natureza, por isso sao considerados elementos
tracos, encontrados em poucas partes por milhdo (ppm) (DUFFUS,2002). Os metais
pesados biomagnificam a cadeia alimentar (sé&o transferidos entre os niveis troficos)
e 0s estresses provocados por eles podem induzir o estresse oxidativo, provocar
danos ao DNA, modificagBes nas proteinas, peroxidacao lipidica, e alteracdes em
muitos processos homeostaticos (WU et al, 2016; VALKO, 2005).

Metais pesados séo substancias que nao apresentam funcdo no corpo nem sao
metabolizadas pelos organismos, por ndo haver um método de excrecéo eficiente sao
considerados bioacumulativos, eles incluem o: mercurio, niquel,chumbo, arsénico,
Cédmio, Aluminio, platina e cobre. Pequenas concentracdes ja exibem sintomas de
toxicidade (HUSSEIN, et al, 2013).

Os metais pesados liberados indiscriminadamente no ambiente tendem a se

concentrar, podem contaminar solos e rios, e geralmente acabam entrando na cadeia
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alimentar devido a absorcdo pelas plantas. A disponibilidade e eficiéncia dessa
absorcao é influenciada por fatores como concentracéo e pH (ZENG et al, 2011).

A resolucdo N° 430 do CONAMA de 13/05/2011 (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) € quem dispde sobre os parametros, condi¢des e diretrizes para gestao do
lancamento de efluentes em corpos de aguas receptores (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2011). Essa legislacdo ndo se aplica a todos os metais pesados
conhecidos, apenas aqueles que sao ambientalmente relevantes como o Cr, Ni, Cu,
Zn, Cd, Pb, Hg e As.

252 Cédmio (Cd)

Descoberto em 1817, por Fredrich Stromeyer, como uma impureza do carbonato
de zinco, este elemento quimico pertence ao grupo |IB da tabela periddica, juntamente
com o Zinco (Zn) e o Mercurio (Hg). Atualmente, os dados dos niveis de cadmio no
ambiente podem ser obtidos através da International Cadmium Association (ICA)
(Tabela 1). Segundo o ICA trés quartos de todo o Cd produzido € utilizado na
fabricacdo de baterias recarregaveis do tipo Ni/Cd, o outro quarto da producéo é

utilizado nos varios processos industriais.

Tabela 1. Niveis de Cadmio no Ambiente.

Atmosfera 0,1 a5 ng/m?
Crosta terrestre 0,1 a5 mg/g
Sedimento Marinho ~1 mg/g
Agua do mar ~0,1 mg/L
Agua doce ~1 pg/L

Fonte: Internacional Cadmium Association (ICA) Bélgica e CETESBE, BRASIL
2007

Em 2001, o cadmio foi o 7° classificado na lista de “substancias mais perigosas”
da CERCLA (Comprehensive Environmental Response, Compensation,and Liability
Act), da EPA (Environmental Protection Agency), e da ATSDR (Agency for Toxic
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Substances and Disease Registry), e nessas classificacbes as substancias séo
categorizadas de acordo com a toxicidade, o potencial de risco a saude, e a exposicéo
aos organismos Vvivos.

A FAO/WHO (1972), estabeleceu que a ingestdo méxima toleravel de cadmio
deve ser inferior a 0,070 a 0,084 mg dia*, para um adulto de 70 kg. J& a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) considera como potavel a agua cuja concentracdo de Cd
ndo exceda a 5 yg L (EPA, 1980). No Brasil, entretanto, a concentracdo maxima
estabelecida para aguas destinadas ao consumo domeéstico, a irrigacao de hortalicas,
a criacdo de espécies animais, e destinadas a alimentacdo humana esté limitada a 1
ug L1 (BRASIL, 2005). O cadmio é o Unico metal que apresenta riscos a saude
humana nas concentracdes toleraveis em plantas, dai a preocupacao em desenvolver
estratégias para conté-lo.

O Cd néo possui funcéo especifica nos organismos vivos, sendo considerado um
elemento téxico, acumulativo e de dificil eliminacdo. Existe, porém, uma Uunica
excecao, tratando-se da diatomécea marinha Thalassiosira weissflogii que apresenta
uma enzima, anidrase carbdnica, envolvida na aquisicdo do carbono inorganico, cuja
enzima possui cadmio na estrutura (LANE,2005), indicando uma possivel selecdo
Unica de metaloenzimas no ambiente marinho.

O Cd tem acesso a planta pelo sistema radicular, e as plantas ndo apresentam
canais especificos para transporte deste elemento, ja que ele ndo apresenta funcéo
fisiolégica nelas. Uma vez no interior da planta, o Cd pode ser translocado para as
partes aéreas da planta, ser acumulado ainda na raiz ou ser exsudado ou volatilizado
(ISMAEL et al. 2019). J4 se sabe que o Cd pode ter acesso ao interior do sistema
radicular por transportadores de elementos essenciais como o ferro (Fe®*), zinco
(Zn?*), magnésio (Mg?*) e célcio (Ca?*), devido a similaridade conformacional desses
ions e a ndo especificidade das proteinas transportadoras envolvidas (CHEN et al,
2018). O transporte para o interior celular pode-se dar através de varias proteinas,
como as proteinas da familia NRAMP (proteinas de macréfago associadas a
resisténcia natural) (SASAKI, 2012), os transportadores ZIP (proteinas reguladas por

zinco/ferro), e os transportadores de Calcio de baixa afinidade (CHEN et al, 2018).
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2.6 TOXICIDADE DO CADMIO EM PLANTAS

As plantas séao a principal via de acesso de Cd a cadeia alimentar, o acumulo
desse metal na planta pode diminuir sua produtividade, alterar o fenétipo levando a
rejeicdo comercial, sem falar no risco a saude animal em geral. As plantas respondem
de maneira negativa a toxicidade do Cd, e os principais parametros afetados nas
plantas sdo o crescimento e a atividade fotossintética. Pode-se avaliar parametros de
crescimento medindo por exemplo a taxa de crescimento relativo (TCR), a taxa de
rendimento de biomassa (RB) e a taxa de inibicdo pelo metal (TI)(ZIEGLER et al.
2015). Ja parametros fotossintéticos possiveis de avaliacdo sdo: quantidade de
clorofila A e B, carotenoides, transferéncia de elétron, condutancia estomatica, dentre
outros (AZEVEDO, 2014).

A toxicidade de Cd em plantas altera a homeostase da célula vegetal, isso se
reflete na diminuicdo da germinacdo das plantas, na redu¢do no crescimento, no
ganho de biomassa, e no prejuizo a fotossintese, além de promover desequilibrios
celulares, afetando o sistema de defesa antioxidante, a sintese proteica, o sistema de
reparo celular, e o sistema de apoptose celular (RIZWAN et al, 2016). Adicionalmente,
o Cd modula o proteoma celular, alterando a expresséo génica, e em condi¢cdes de
estresse severo, o Cd promove a clorose e a necrose foliar, a genotoxicidade, a
citotoxicidade e a morte da planta (RIZWAN et al, 2016). Espécies de lentilhas-d’agua
como Spirodela polyrhiza, Lemna minor, Lemna gibba e Lemna aequinoctialis, que
foram expostas ao Cd, apresentaram reducéo do crescimento e biomassa diretamente
proporcional a concentracao, clorose e necrose foliar, além de descolamento de raiz
(CHAUDHURI, 2014; BOKHARI, 2019; YIN, 2002).

A fitotoxicidade de Cd esta relacionada a capacidade de alterar estruturas
celulares, essas alteracdes incluem; mudancas em grupos tiol, alteracdo da funcéo
das proteinas, retirada de eletrbns de moléculas fundamentais para o
desenvolvimento da planta, como enzimas, isso de modo indireto induz a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou (ROS) do “inglés”, que compreendem os
radicais livres, radical superéxido (O%), hidroxila (OH-), peréxido de hidrogénio (H202)
e 0 oxigénio singleto (102)(GILL,2010; HUYBRECHTS et al. 2019), promovendo um
desequilibrio oxidativo na célula. Contudo, sistemas que deveriam controlar esse
desequilibrio como o sistema nao enzimatico da glutationa (GSH) ficam envolvidas na

producdo de compostos de baixo peso molecular, conhecidas como fitoquelatinas
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(PC), sendo essa ultima, moléculas responsaveis pela “quelacdo” de metais, processo
de complexacaol/ligacdo a ions metalicos diminuindo assim sua toxicidade
(HUYBRECHTS et al. 2019).

Outra estrutura que sofre os danos provocados pelo Cd é o DNA, o Cd promove
guebras da estrutura de dupla hélice, promove aberracdes cromossdémicas e formacéo
de microndcleos, além de corromper varias vias de reparo do DNA. Quando os danos
sdo minimos, devido a concentracdo de Cd do ambiente, menor do que a capacidade
da planta de responder, ela suspende seu processo de divisdo celular a fim de
promover uma recuperacdo. Quando a concentracdo de Cd é maior e 0s danos sao
maiores do que a capacidade da planta de responder, ela ativa vias de morte celular
programada (HU, 2016).

O sistema fotossintético sofre imensamente com os danos provocados pelo Cd,
além da clorose aparente e reducdo de fatores como abertura estomatica, ocorre
diminuicao significativa dos pigmentos fotossintetizantes (clorofila A e B), diminuicédo
do teor de carotenoide, reducdo da principal enzima da fotossintese ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO) (SONG et al. 2019), reducao da atividade
do fotossistema | e Il, degradacédo das proteinas envolvidas nas vias fotossintéticas e

desestruturacdo das proteinas dos tilacoides (WANG, 2014).

2.6.1 Alterac6es no metabolismo das plantas induzidas pelo cadmio

Os metais pesados, assim como os diversos agentes estressores, estimulam a
modulacdo do genoma das plantas, para responder aos mais diversos tipos de
estresses, como por exemplo, producdo de ROS, eles tendem a potencializar os
efeitos toxicos dos poluentes. Em contrapartida, as plantas exibem diversos
mecanismos de defesa para conter metais pesados, essa defesa inclui desde a
formacdo de barreiras mecanicas para impedir que o metal chegue até a planta
(MUSZYNSKA, 2019), ativacdo da via de defesa antioxidante, composto por
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (URUC PARLAK, 2013) e producéo de
compostos quelantes de metais, como fitoquelatinas e metalotioneinas (MT) (WU,
2019; SINGH et al.2019).
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2.7 SISTEMA ANTIOXIDANTE

As EROs sédo compostos quimicos resultantes da ativacdo ou reducédo de
oxigénio molecular, essas reacfes de reducéo-oxidacado ou oxirreducdo (REDOX),
que séo reacgOes de transferéncia de eletréns, as quais estdo presentes em todas as
células aerodbicas e sua producdo e quantidade estdo intimamente relacionadasa
homeostase celular. Somente quando esse equilibrio € perturbado, através de
estresses ambientais, provocando diversas alteraces metabdlicas e modulacdo no
genoma vegetal, ocorre um estresse oxidativo. As células ttm mecanismos que
modulam a expressao de enzimas de controle REDOX celular, esse sistema inclui as
enzimas Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APx), Glutationa redutase (GR) e
Superoxido dismutase (SOD)(ANJUM et al. 2016; THABIT, 2019). A defesa né&o
enzimatica envolve glutationa, acido ascoérbico, a-tocoferol, B-caroteno, fitoquelatinas,
metalotioneinas, proteinas ricas em histidina, dentre outros compostos capazes de
inibir a formacéode EROs (YU, 2013).

As lentilhas-d’agua alteram a expressdo das proteinas envolvidas no controle
oxidante (CAT, APx, GR e SOD), quando expostas as mais diversas condi¢bes
estressantes, como em efluentes sanitarios (BARBOSA NETO, 2017 “no prelo”;
ZHAO, 2018), na maioria dos casos com vantagens de crescimento levando em

consideracéo a quantidade de residuos organicos que elas conseguem aproveitar.

2.7.1 Mecanismos de controle enzimético

O desequilibrio antioxidante induz a planta a responder de forma eficiente e
rapida para conter os danos celulares. A principal via de controle desse desequilibrio
é através das enzimas antioxidantes.

O peréxido de hidrogénio (H202) é uma molécula sinalizante, importante na
resposta da planta a determinadas condigbes ambientais, porém alteracdo na sua
biodisponibilidade pode acarretar desequilibrio e alteragdo no metabolismo. Outras
enzimas podem metabolizar o (H202), porém a alta especificidade da catalase garante
a ela uma maior importancia no controle redox do peroxido de hidrogénio. A catalase
favorece a reacdo de dismutacdo (figura 7), na qual a enzima reduz duas moléculas

de peroxido de hidrogénio a duas moléculas de agua. (MHAMDI, 2010).
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Figura 7. Esquema simplificado do mecanismo catalitico da catalase. Substratos gerais e produtos da
reacdo de dismutacao classica.

Essas enzimas juntamente com suas isoenzimas sdo fundamentais para reacoes
de manutencédo da vida, elas sdo encontradas principalmente nos peroxissomos,
podendo ser encontradas também nos cloroplastos e mitocondrias, onde utilizam o
H202 para reducdo de toxinas, incluindo compostos fendlicos, acido férmico,
formaldeidos e alcoois (MHAMDI, 2010).

A Ascorbato peroxidase (APx) € uma outra enzima envolvida no controle de
EROs, mas diferente da CAT ela possui baixa afinidade. Além disso, as APx por serem
multigénicas, podem eliminar H202 que estéo inacessiveis a catalase, como no caso
dos cloroplastos (FOYER, 2011). A enzima também trabalha em conjunto com o ciclo
do antioxidante glutationa, que juntos formam um sistema antioxidante altamente
complexo, indo desde a producdo de fitoquelatinas até cascatas de sinalizacdo e
inducdo de processo apoptotico, cujo sistema é influenciado por fatores ambientais,
como estresses abioticos (FOYER, 2011). Metais pesados como o Cd, alteram e
regulam positivamente a quantidade de APx em plantas (ALVES, et al. 2019).

A Superoxido dismutase (SOD) é uma proteina presente em todas as ceélulas
metabolizadoras de oxigénio e estd localizada em diferentes compartimentos
subcelulares, como o0 ndcleo, peroxissomos, apoplasto, e principalmente nos
cloroplasto, mitocéndria e citosol. Apresentando-se na forma de isoenzimas que séo
codificadas no nucleo e transportadas para seus locais organelares por meio de
marcador sequencial. Considerada a primeira linha de defesa contra danos causados
por ROS (GILL et al. 2015), Essa enzima é tdo importante que ja foi relatado que sua
expressdo é diretamente relacionada ao desenvolvimento do embrido de plantas
(ZHOU, 2018). A SOD desempenha uma ac¢éao catalitica envolvida na dismutacéo de
radicais superoxidos (O?+). As SODs séo classificadas de acordo com o componente

metélico do seu sitio ativo, e embora se saiba que metais como o Cd podem competir



35

por esse espaco, estudos indicam que a molécula de Zinco promove uma estabilidade
estrutural maior que a de outros metais (GILL et al. 2015).

Essas enzimas de controle antioxidante sdo superexpressas em lentilhas-d’agua
em condi¢cdes desfavoraveis, sendo que alteragBes significativas dessas enzimas
foram reportadas em trabalhos envolvendo limpeza e tratamento de agua e esgoto
(BARBOSA NETO, 2017 “no prelo”; PANFILI, 2019), em tratamento de metais (SU,
2019), incluindo metais pesados (ZHAO, 2017) ou sob estresse salino, por exemplo
(MORAIS, 2018).

2.7.2 Mecanismos de controle ndo-enzimatico

A Glutationa (GSH) (y-glutamil-cisteinil-glicina) é um tripeptideo considerado
essencial as células de plantas e animais, estando envolvidas em inUmeros processos
celulares, sendo utilizada no armazenamento e transporte de formas reduzidas de
enxofre, com importancia na defesa de plantas contra uma variedade de estresses
oxidativos. A glutationa é um tidl de baixo peso molecular, ndo proteico, e intracelular,
gue ajuda a manter a homeostase do status redox, além de atuar como sequestrador
de EROs. Nas células vegetais atua, além de antioxidante defensivo, como elemento
guelante, responsavel principalmente pela detoxificacdo de metais pesados, e na
sintese de fitoquelatinas (PCs). (Figura 8) (NOCTOR, 2012).

A glutationa existe em duas formas, isto €, sua forma, glutationa reduzida (GSH)
- quelante, e a sua forma, glutationa oxidada (GSSG) — ndo quelante. Essas duas
formas de glutationas sdo mantidas através da enzima glutationa redutase (GR), um
membro da familia da flavoenzima, que converte a forma oxidada da glutationa para
forma reduzida. A manutencao da relagdo GHS/GSSH é de extrema importancia, pois
em condi¢cdes celulares normais, a GHS pode quelar e inativar metais essenciais. Os
genes da GSH codificam; importantes reguladores de vias de desenvolvimento do
embrido e a supressdo desses genes esta associado a letalidade em estagio
embrionario (CAIRNS, 2006) e a falta desses reguladores esta associada a maior
sensibilidade ao Cd e producéo de fitoquelatinas (JOZEFCZAK et al. 2015; NOCTOR,
2012).
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Figura 8. Representacdo da sintese de GSH, sua reducdo pela GR e utlizacdo pela GPX, na
desintoxicagdo de metais pesados e na sintese de fitoquelatinas (PCs).(INOUHE, 2005 adaptado).

A GSH pode atuar na sinalizacdo de expressao de enzimas antioxidantes,
juntamente com a proteina glutaredoxina (GRx), que atua em processos de reducéo e
desglutationacédo. A relacédo entre GHS-GRx ajuda a manter o equilibrio redox celular
e desempenha um papel significativo na regulacdo da sinalizacdo celular proteina-

proteina, além de atuar na inducéo de processo apoptotico (KALININA, 2014).

2.8 FITOQUELATINAS

A desintoxicacdo de metais pesados, especialmente cadmio, esta ligada a
sintese de compostos de baixo peso molecular, formados de unidades repetitivas de
y-glutamil-cisteina seguida por uma glicina na por¢do C-terminal, e que sao
caracterizados pelo conteudo de cisteina e alta afinidade a metais pesados, sendo
denominados de fitoquelatinas (PCs).

Essas PCs sé&o ricas em enxofre e participam do processo de complexacéo
intracelular (quelacdo), constituindo os quelantes mais bem caracterizados em
leveduras, fungos, algas e plantas (INOUHE,2005). As PCs sao sintetizadas pela
enzima fitoquelatinas sintase, a partir da transpeptidagdo da porcao y-Glu-Cys da
glutationa (GSH) (REA, 2012).

O mecanismo de ligagdo das PCs com Cd inclui a participagdo de
transportadores que podem enviar os metais quelados para regides onde a toxicidade

do metal é menor, como o vacuolo (figura 8). Essa associacédo de PC- Cd apresenta
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uma toxicidade muitas vezes menor do que aquela apresentada por ions de Cd livre
(SHAHID, 2017). O Cd também pode ser quelado por proteinas ligantes menores,
como as metalotioneinas e proteinas ricas em residuos de histidina (MA, 2005).

———— YGlu-Cist —— GSH —— PC —— PC-Cd = | Vaciolo

cd
Glu +Glu |
+
+

cist ot +| el
|
cd cd

Figura 9. Representacé@o da quelacdo de Cd e dos processos envolvidos na sintese de fitoquelatinas
(PCs). Sinais negativos e positivos indicam a inativacdo ou ativacdo da atividade enzimética,
respectivamente. Glu: glutamato; Cist: cisteina; GCS: sintetase da y- glutamilcisteina; GS: sintetase
da glutationa; GSH: glutationa reduzida; Cd: cadmio; PCS: sintase da fitoquelatinas; PC-Cd:
complexo fitoquelatina-cadmio; HMT1: transportadorvacuolar (GUIMARAES, 2008).

As metalotioneinas também podem catalisar mecanismos de protecdo
antioxidante, bem como reparos da membrana plasmaética, tanto por danos oxidativos
quanto por peroxidacéo lipidica. (TOMAS, 2018).

Lentilhas-d’agua em geral respondem bem a metais pesados, e fitoquelatinas e
compostos quelantes, como metalotioneinas, sdo constantemente produzidos em
resposta ao Cd. Essa resposta induzida depende da concentracdo de metal no meio,
sendo que a inducao de expressao de fitoquelatinas aumenta a tolerancia da planta a

concentracfes que antes nao resistiria (YIN, 2002).

2.9  PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidagdo lipidica atua como um indicativo de estresse oxidativo,
ocasionando desestruturacdo dos acidos graxos. A peroxidacdo de lipidios ocorre
principalmente por radicais livres que acabam retirando elétron dos lipidios das
membranas celulares e produzindo malondialdeido (MDA), situacdo que interfere na
funcionalidade celular, e pode provocar danos irreversiveis ao alterar a
permeabilidade membranar (GOBEL, 2009). Os metais, como o Cd, alteram a
concentracdo de MDA, em resposta a peroxidacao lipidica aumentada em plantas, e

os danos sao diretamente ligados a concentracdo do metal, podendo produzir



38

compostos que induzem morte celular programa (SERPIL, 2006). Trabalhos tem
mostrado o aumento da peroxidacéo lipidica induzidas por Cd em plantas, inclusive
em lentilhas-d’agua, onde a peroxidacao atinge principalmente a raiz (RAZINGER,
2008)

2.10 USO DE LENTILHAS-D’AGUA PARA FITORREMEDIACAO DE METAIS.

A fitorremediacéo é um processo realizado por plantas para remediar ambientes
contaminados. Essa remediacdo de compostos indesejaveis, muitas vezes toxicos,
pode ser realizada tanto no solo quanto em ambientes aquéticos. As plantas
apresentam diferentes potenciais para fitorremediar um ambiente, os quais dependem
da espécie e variedade da planta, da substancia contaminante, da concentracdo do
composto e de diversos outros aspectos.

A aplicacdo de lentilhas-d’agua para biorremediacdo de ambientes
contaminados por metais é devido a caracteristicas, dentre as quais a capacidade de
acumular uma variedade de poluentes (figura 10), o crescimento rapido, a geracéo de
biomassa e a relativa alta tolerancia a determinados compostos (EKPERUSI, 2019).
Essas caracteristicas sao favoraveis para utilizacdo dessas espécies na avaliacdo de
condic¢des hidricas dos ambientes, o que vem sendo feito cada dia mais (ZIEGLER.
2019).

- Metais pesados l Agrotéxico Elementos radioativos Poluentes organicos

. Hidrocarbonetos - Nanoparticulas- Farmacotoxicos - Outros

Figura 10. Principais categorias de poluentes remediadas por Lemna minor. (EKPERUSI,2019).
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Atualmente, por causa dos conteudos crescentes de metais pesados nos ambientes,
frutos da industrializacdo, a importancia das lentilhas-d’agua vem crescendo
(BOKHARI, 2019). Entender os mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na
fitorremediagcdo auxiliam na identificacdo de potenciais isolados de lentilhas-d’agua
fitorremediadores, podendo ajudar a melhorar o controle de poluentes ambientais, e

propiciar uma melhor qualidade de vida para animais e plantas.

2.11 ANALISE PROTEOMICA

As plantas respondem ao estresse ambiental modulando a expressao dos seus
genes, causando mudancas em niveis transcricional, traducional, pds-traducional e
metabdlico. A disponibilidade de estudos genémicos e protedmicos comparativos vem
disponibilizando a literatura informacgdes importantes em nivel molecular.

A protebmica, neste sentido, € definida como um conjunto de proteinas e suas
isoformas expressas de um determinado organismo numa determinada condi¢édo
(TYERS, 2003), cujo estudo objetiva fornecer informagbes complementares aos
mecanismos que envolvam regulagcdo, quantidade, atividade e interacdo de cada
proteina no interior da célula (PLOMION, 2006).

Constatar apenas os dados de expressdo genética ndo revela a complexidade
de respostas moleculares as adversidades, como 0s estresses por metais pesados, e
desta forma, o nivel da expressao dos transcritos nem sempre € correlacionado com
o padréo celular das proteinas expressas. Assim, tornam-se impossiveis elucidar os
diversos mecanismos que interagem em um determinado organismo, apenas pelo
estudo dos genes (GRAVES, 2002). Diferentes mecanismos regulatorios podem
modificar um transcrito até que este seja traduzido em uma proteina, ou mesmo
elimina-lo. Assim, para melhor entendimento e compreensdo das respostas
relacionadas aos estresses ambientais € necessario uma analise que mais se
aproxime do fenétipo. Com isso, proteinas identificadas por metodologia como a
espectrometria de massas ganha cada vez mais espagco no entendimento dos
mecanismos celulares (PAPPIREDDI, 2019). Além disso, o estudo protedmico
comparativo vem ganhando destaque por fornecer dados importantes de como
genotipos sensiveis e tolerantes, respondem de maneira diferente em determinadas
condicOes de estresse.

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-E), € uma técnica de
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separacao largamente utilizada para analises de misturas complexas de proteinas
extraidas de células, tecidos ou outras amostras bioldgicas. Esta técnica promove a
separacdo de proteinas em duas dimensdes, de acordo com duas propriedades
independentes. Na primeira dimenséo, ocorre a focalizagéo isoelétrica (IEF), em que
as amostras sdo separadas de acordo com seu ponto isoelétrico (pl). Na segunda
dimensao, a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) separa as proteinas de acordo com a massa molecular relativa (Figura 11).
(KLOSE. 1975).

AMOSTRA

EXTRATO PROTEICO )
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(Aplicagao da amostra) Focalizagao isoelétrica
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Figura 11. Esquemas mostrando as etapas envolvidas no processo de separacdo de uma mistura de
proteinas por eletroforese bidimensional. Na primeira dimensao a separacao ocorre de acordo com o pl
(ponto isoelétrico), enquanto a massa molecular das proteinas € usada para separagdo da segunda
dimenséo (autoria prépria).

A combinacdo dessas duas etapas possibilita a separacdo de inameras
proteinas, culminando com a construcdo de ricos mapas proteicos. Apos a separacao
em 2D-PAGE, as proteinas podem ser identificadas posteriormente, usando
espectrometria de massas (MS), no qual se utiliza varias técnicas, como por exemplo,
MALDI-MS ou LC-MS/MS ap6s uma digestdo em gel, que sdo muito usadas para
analise de proteomas diferenciais (PAPPIREDDI, 2019).

Obviamente € uma questéo de saude e produtividade entender como 0s metais
afetam as plantas de maneira geral, a analise protedmica nesse sentido, fornece mais
dados para fins de melhoramento genético das plantas. Estudos protedmicos

envolvendo metais pesados sdo comuns entre variedades de plantas com fins



41

comerciais, (BORGES, 2019), porém prote6mica de lentilhas-d’agua envolvendo
metais pesados sdo bem escassos. Trabalhos com aluminio (YIN, 2002) comecaram
a ser abordados em lentilhas-d’agua e mesmo nao se tratando de metal pesado, abriu
caminho para pesquisas nessa area, como por exemplo, protebmica de Lemna
aequinoctialis sob estresse por chumbo (FREITAS, 2020 “no prelo”).

De maneira geral, a analise protedmica identifica ndo apenas o conjunto de
proteinas de uma amostra, mas também caracteriza as inUmeras isoformas das
proteinas, produtos de modificacBes pos-traducionais e a interacao dessas proteinas
entre si (interatbmica). Assim, a identificacdo de proteinas (e genes) responsaveis por
qualidades agronomicamente desejaveis € fundamental, bem como a manipulacao
desses genes por meio de técnicas de biologia molecular podem contribuir no
melhoramento genético, ajudando na producéo e qualidades melhores das variedades

e cultivares de plantas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO.

Foi utilizado o isolado M1 de Lemna aequinoctialis (clone RDSC5570) da cole¢&o
de Lemnoideae do Laboratorio de Gendmica e Protedmica de Plantas (LGPP)
localizado na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os isolados foram
coletados na regido metropolitana do Recife, estado de Pernambuco, regido Nordeste
brasileiro, fora de areas de protecdo ambiental e sdo mantidos in vitro sob condi¢des
axénicas em meio de cultura do tipo SH 0,5X (Basal Salt Mixture, SIGMA),
suplementado com sacarose (10 g.L™), inositol (0,1 g.L!) e solucdo de vitaminas -
tiamina e piridoxina (1 mL.L?) e pH 5,8. Os clones sdo mantidos em sala de
crescimento com controle da intensidade luminosa (57,2 uymol.m?2.s1), fotoperiodo
(18h/6h — luz/escuro) e temperatura (23°C).

3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CADMIO (CD).

Inicialmente 10 frondes do clone M1 de L. aequinoctialis foram cultivadas em
diferentes concentrac6es de Cloreto de Cadmio (CdCI2): 0 uM; 5 uM; 10 uM; 25 uM e
50 uM.

O desenho experimental foi casualizado em esquema fatorial 1x4 (1 isolado para
cada 4 tratamentos) e o desenho experimental foi realizado em triplicata biolégica para
cada tratamento e para o total de coletas, representado cada dia especifico (dia 2; 4;
6; 8; 10 e 12). Em seqguida as frondes foram coletadas e utilizadas para determinacao
de massa seca, massa fresca, taxa de duplicacéo, clorose aparente e taxa de inibicéo

de crescimento.

3.3 PARAMETROS DE CRESCIMENTO

A taxa de crescimento foi realizada a partir do tamanho médio das frondes e
mensuracao dos pesos frescos e secos do material vegetal coletado ao longo do
periodo experimental, utilizando os valores obtidos nas equacdes descritas por Ziegler
et al., (2015).
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A taxa de crescimento relativo (TCR), foi calculada a partir da seguinte equacéao:

TCR=(InWr2-InWu) /(T2-T1)

Onde, In = logaritmo neperiano, Wu e Wi representam o0 peso em Tl e T2,
respectivamente com um ponto inicial (0 dias) e final (12 dias). O rendimento de

biomassa (RB) foi avaliado a partir da equacao:
RB = (W2 -W1)/ S/ (T2-T1)

Onde, W1 e W2 representa o peso no tempo inicial T1 (0 dias) e tempo final T2 (12dias)
e "S" representa a area em cm? ocupada pelos clones no recipiente contendo meio de

cultura. A taxa de inibigéo (TI) foi mensurada pela equagéo:

TI= (1-Wtratamento /Wcontrole)

Onde Whiratamento € 0 peso do condicao tratada e Weontrole € 0 peso da condigédo controle.

O tempo de duplicacéo (TD) foi calculado a partir da equacao:

TD =In(2) / TCR

Onde a In(2) = logaritmo neperiano multiplicado por 2 é dividido pelo valor da TCR.

3.4 DETERMINACAO DA TAXA DE BIOACUMULACAO E FITORREMEDIACAO
DE CADMIO.

Para a quantificacdo do acumulo dos ions de Cd nas frondes e no meio de
cultura, 0,1 g das amostras foram digeridas em 8 ml de acido nitrico destilado (HNOs).
As quantificagdes foram determinadas por espectrofotometria de absor¢éoatéomica
com forno de Grafite, realizado no Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste
(SEAMB-CETENE). O calculo de bioextracdo ou fator de bioacumulacdo (BCF) é
baseado na capacidade da planta em absorver determinado elemento (CHAUDHURI,

2014), ele pode ser calculado de acordo coma equacéao:



44

BCF = concentracdo de metal na planta (mg/Kg) /concentracdo do metal no

meio de cultura (mg/L)

3.5 QUANTIFICACAO DOS PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES

O teor de clorofila a, b e total (atb) e de carotenoides foi determinado por
(LICHTENTHALER, 1987). Todo procedimento foi realizado em ambiente fechado, na
presenca de luz verde, para evitar a degradacao da clorofila. Inicialmente 200 mg do
tecido vegetal foram macerados em N2 liquido, solubilizados em 10 ml de acetona
80%. Posteriormente, a solucao foi filtrada em papel filtro qualitativo e as seguintes
absorbéancias (ABS) foram lidas: 470, 646.8, 663.2 e 710 nm. Esses valores foram
utilizados nas equacbOes abaixo para calcular a concentracdo dos pigmentos
fotossintetizantes:

Clorofila a (Ca) = 12,25.ABSe63.2 — 2,79.AB Sé46.3
Clorofila b (Cb) = 21,50.ABSe46.8 — 5,10.AB Se63.2
Clorofilas totais Ca+b)= 7,15.ABSe63.2 + 18,71.ABSe46.8
Carotenoides (xantofilas + caroteno) = (1000.ABSa70 — 1,82.Ca — 85,02.Cb) / 198

3.6  ANALISES ESTATISTICAS

Os dados referentes as taxas de crescimento, quantificacdo de acumulacéo e
guantificacdo dos pigmentos fotossintéticos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia,

utilizando o software GraphPad Prisma 9.

3.7 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A extracdo das proteinas foi realizada a partir do método SDS/DENSO
(Pirovani et al., 2008). Utilizou-se aproximadamente 500 mg do tecido vegetal
macerado em N2 liquido, até a obtencdo de um p6 fino, o qual foi acondicionado em
tubo Falcon de 15 ml e adicionado 10 ml de tamp&o de extragcdo SDS/Denso
(Sacarose 30%, SDS 2%, Tris-HCI pH: 0,1 M, B-mercaptoetanol 5%). A solucao ficou
agitando em gelo por 30 minutos, intercalando-se com vortex, adicionou-se 5 ml de

fenol na solugcdo, homogeneizando em gelo por 30 minutos, intercalando- se com
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vortex. O homogeneizado foi centrifugado em 7.850 rpm, a 4 °C por 30 minutos e ap0os
esse processo, 0 sobrenadante fendlico foi removido e colocado em novo tubo,
adicionou-se 25 ml de acetato de amobnio em metanol gelado e deixado precipitar
overnight em freezer a - 20 °C por um periodo de 15 horas. Posteriormente, a solugao
foi novamente centrifugada em 7.850 rpm a 4 °C e o sobrenadante descartado. O
pellet proteico entdo passou por sucessivas lavagens com metanol, acetona e etanol
em tubos eppendorf de 2 ml, centrifugado em 14.000 rpm, apds as lavagens o
precipitado foi solubilizado/ressupendido em 100 uL de tamp&o de ureia e tioureia
(7M:3M). e armazenado a -80°C.

3.8  QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

Para determinacao precisa de proteinas em amostras preparadas para técnicas
de eletroforese, foi realizada a quantificacdo a partir do método colorimétrico,
utilizando o Kit 2-D Quant - GE Healthcare, seguindo as instru¢des do fabricante. Em
resumo, foi realizado uma curva padrao de BSA e através das ligacbes especificas
dos ions de cobre as proteinas, 5 pl do extrato proteico foi utilizado e a leitura da

absorbéancia realizada em 480 nm.

3.9 ANALISE PROTEOMICA POR ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2D-
PAGE)

Foram realizadas triplicatas técnicas para cada condicdo contrastante (controle
e estresse metal pesado). A primeira dimensdo da eletroforese foi realizada por
focalizagao isoelétrica e ocorreu com 150 ug de proteinas de cada extrato e aplicadas
sob fitas impregnadas com acrilamida desidratada (IPG 13 cm, gradiente de pH 3-10
linear; GE Life Science), as quais foram reidratadas durante 12 horas a 20°C e
focalizadas no dispositivo IPGphor 1ll (GE Life Sciences). Apos a focalizacdo
isoelétrica, as fitas foram armazenadas no freezer -80°C. A segunda dimenséo da
eletroforese foi conduzida em gel de poliacrilamida (10 %), no sistema Omniphor MV
20 (Biosystems).

As imagens dos géis 2D do proteoma foram digitalizadas no Image Scanner Il
(GE Life Sciences) com uso do programa LabScan 6.0 (GE Life Sciences). As imagens

obtidas foram analisadas com o auxilio do software Image Master 2D Platinum v7.0.5
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(GE Life Sciences).

A identificacdo e selecdo dos peptideos diferenciais, ou DAPs (spots),
produzidos foi realizada conforme ferramentas do programa (analise de matches),
sendo selecionados 0s spots que apresentaram variagdo significativa (ratio) na
porcentagem de volume (%vol.) entre géis comparados.

Os spots diferencialmente acumulados foram manualmente excisados, a partir
do gel onde tenha apresentado maior volume, em seguida estes foram digeridos com
tripsina, de acordo com o protocolo descrito por Shevchenko et al. (2006). Os
peptideos foram extraidos em solucdo contendo TFA 5% e acetonitrila 50%, e as
solucBes foram concentradas em SpeedVac, sendo armazenadas a -20° até andlise
por espectrometria de massas Maldi-ToF-ToF.

Para analise de espectrometria de massas, os peptideos foram solubilizados em
10 pL de solucédo TFA 0,1%, e em seguida foram misturados em solucédo de matriz
(acido a-ciano-4-hidroxicinamico 1%, acetonitrila 50%; TFA 0,3%), e montados em
uma placa MTP 384 target (Bruker Daltonics). Apdés secagem das amostras em
temperatura ambiente e completa cristalizacdo da matriz, os espectros MS foram
adquiridos no Autoflex Il MALDI-ToF (Bruker Daltonics). Parametros foram ajustados
para o modo de reflexdo ibnica positiva com uma tensédo de aceleracdo de 20 kV,
admitindo: taxa de disparo de 100 Hz; faixa de massas de 700,0-5.000,0 Da;
intensidade de laser 20-30%; 2.100-4.000 disparos acumulados por espectro. O
equipamento, por sua vez, foi calibrado utilizando uma mistura peptidica [M + H]+ ions
para calibracdo padréo de MALDI ToF/MS. Os arquivos peaklist.xml foram gerados a
partir do programa FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics).

Para a analise de PMF (peptide mass fingerprint), os espectros obtidos tiveram
seus arquivos peaklist.xml analisados no software Mascot (Matrix Science) usando o
método PMF contra os bancos de dados disponiveis na versédo online do software
(http://www.matrixscience.com). Os parametros utilizados para as comparacdes
foram: 1) base de dados: NCBIlprot, SwissProt; 2) taxonomia: Viridiplantae,
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Other Green Plants; 3) modificagdo fixa:
carbamidometil (C); 4) modificagéo variavel: oxidacao (M); e 5) tolerancia (peptide tol)
de: 0,1-1,2 Daou 50, 100, 150, 200 ppm. Também foram realizadas buscas no banco
de dados da UWPR - University Washington Proteomics Resource
(https://proteomicsresource.washington.edu/mascot/cgi/login.pl), utilizando oS

seguintes parametros: 1) base de dados: Lemnoideae e Database Araceae; 2)
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taxonomia: All entries; e 3) modificacdo fixa: carbamidometil (C); 4) modificacao

variavel: oxidacao (M); e 5) tolerancia (peptide tol) de: 0,1 - 1,2 Da ou 30 - 50 ppm.

3.10 ONTOLOGIA GENICA (GO)

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram recuperadas
da base de dados UniProt, através da ferramenta Retrieve ID, e submetidas a analise
de distribuicdo de ontologia génica (GO) por processo bioldgico, funcdo molecular e
localizacéo subcelular no programa OmicsBox/Blast2GO
(https://lwww.biobam.com/omicsbox/), utilizando as ferramentas Blastp, InterProScan
e GO-Slim (MITCHELL et al., 2019). A distribuicdo de termos GO, oucategorias
funcionais, do conjunto das DAPs de cada tratamento foram utilizadas em todas as

comparagoes.

3.11 REDE DE INTERACAO PROTEINA-PROTEINA

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas dos diferentes
tratamentos foram recuperadas de banco UniProt, através da ferramenta Retrieve 1D
(https://www.uniprot.org), alinhadas no blastp contra o banco de dados curadosdo
UniProt/SwissProt com alinhamento base na espécie Arabidopsis sp.
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e selecionados o0s melhores hits de
alinhamento. Desta forma, acessos foram submetidos a interacdo por string no
programa Cytoscape (versado 3.8.0) (http://www.cytoscape.org), ferramenta utilizada
para carregamento de conjunto de dados para interacdo genética e molecular
(SHANNON, 2003), para formacdo da rede de interacdo proteina-proteina,
obedecendo seu coeficiente de variacdo (Ratio).


http://www.biobam.com/omicsbox/)
http://www.biobam.com/omicsbox/)
http://www.cytoscape.org/
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CADMIO E PARAMETROS
FISIOLOGICOS DE CRESCIMENTO.

O ensaio realizado com diferentes concentracdes de Cloreto de Cadmio (CdCI2)
demonstraram alteracdes na dinamica de crescimento de L. aequinoctialis clone
RDSC5570 (Figura. 12).

25 uM

50 uM

2 dias 4 DIAS 6 DIAS 8 DIAS 10 DIAS 12 DIAS

Figura 12. Dinamica de crescimento do isolado RDSC5570 de Lemna aequinoctialis cultivado na
presenca de diferentes concentragBes de Cloreto de Cadmio (CdCI2) ao longo de 12 dias. (autoria
prépria)
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A analise inicial da dindmica de crescimento foi necessaria para determinar as
concentracfes ideais contrastantes para a analise de protedmica diferencial. Os
resultados mostraram uma significativa diferenga entre os tratamentos onde a
concentracdo com maior proximidade da taxa sub-letal de crescimento foi a de 10 uM
de cloreto de cadmio (CdCl2), indicando assim a concentragéo ideal para as analise
subsequentes. O nivel de toxicidade observada € diretamente proporcional a
concentracdo de Cd no meio, pois concentragcfes acima de 25 pM nos NOSsos
experimentos ja apresentam um nivel de toxicidade que Lemna aequinoctialis ndo
consegue suportar, apresentando clorose cronica, necrose celular e por fim a morte
de plantas. Trabalho semelhante (YIN, 2002) com Lemna aequinoctialis constataram
resultados similares, em condi¢cdes controladas de crescimento, em que

concentracdes acima de 50 uM de Cd as plantas ndo conseguem resistir e morrem.

4.1.1 Tamanho das Frondes

Foi observado uma significativa variagdo no tamanho das frondes de Lemna
aequinoctialis submetidos a estresse de 10 uM de Cd ao final do 122 dia. Os tamanhos
das frondes dos tratamentos foram comparados as dos clones controle ao final do
periodo experimental. (Figura 13).

As populacdes clonais que cresceram na auséncia de CdClz obtiveram em média
um tamanho de 1,1 cm; enquanto as populacdes que sofreram estresse por CdCl2
tiveram um decréscimo de crescimento, onde em média as populacdes tiveram um
tamanho de 0,5 cm.

O tamanho médio das frondes de L. aequinoctialis foi significativamente menor
guando submetidas ao estresse por Cd. Em macréfitas da mesma familia, a toxicidade
do Cd atua de forma a tornar a fronde esbranquicada e promover o encurtamento ou
descolamento da raiz da fronde (CHAUDHURI, 2014). J4 quando analisamos a
exposicado de L. aequinoctialis ao Cd pode-se observar que a taxa de inibicdo do
crescimento esta diretamente ligada a concentracdo desse metal no meio (YIN, 2002),
corroborando nosso trabalho, afetando o crescimento de maneira diretamente
proporcional a concentracdo e ao tempo de exposicdo, mesmo que embora alguns

mecanismos de tolerancia de plantas possam aparecer mais tardiamente (YIN , 2002).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chaudhuri%2BD&cauthor_id=24933906
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Figura 13. Representacdo dos tamanhos das frondes e das raizes do isolado RDSC5570 de Lemna
aequinoctialis observadas no tratamento com 10 uM de CdCl,, ap6s 12 dias A) Grafico do tamanho das
frontes com a raiz B) Tamanho das frondes no controle com a raiz C) Tamanho das frondes com a
raiz no Estresse por Cd. Anova e teste Tukey estabelecidos em p<0,05

Observou-se também uma diminuicdo significativa no tamanho médio das
frondes sem a raiz, dos tratamentos com CdCl2 quando comparadas as populagbes
sem o estresse aplicado. Os tamanhos das frondes da populagao clonal sem o CdCl2
obtiveram um valor aproximado de 0,2 cm, enquanto os clones submetidos ao

estresse apresentaram tamanho médio de fronde de 0,1 cm.

4.1.2 Analises de fitorremediacédo de Cadmio

A guantificacdo de cadmio em 0,1 g de amostra da planta tratada com 10 uM de
CdClz indicou acumulo de certa de 97,3 mg/kg de massa seca, enquanto a amostra
controle (auséncia de Cd) ndo apresentou concentracdes minimas determinaveis do
metal: + 0,6 mg/kg (figura 14).
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Figura 14. Grafico ilustrativo da capacidade fitorremediadora de L. aequinoctialis sob tratamento com
10 uM de Cd. Incerteza < 8 mg/kg. Barra preta representa o experimento com Cd, barras cinza
representa o experimento controle. Analise realizada em triplicata, valores com base nas médias de
acumulacéo de cada. Anova e teste Tukey estabelecidos em p<0,05

Analisando a concentracdo obtida por espectrometria de adsor¢do em chamas
foi evidente, a significancia de L. aequinoctialis em absorver Cd do meio. O BFC, fator
de bioacumulagéo, pode ser traduzido como a capacidade que um organismo possui
de reter substancias do meio, com 97,3 mg/kg conseguimos obterum BFC total de
784.4, indicando que a espécie L. aequinoctialis € uma boa planta para estratégias de
fitorremediac&o. Estudos indicam que plantas que apresentam o BFC entre 500 - 1300
podem ser classificadas como boas plantas fitoremediadoras. (ZAYED, 1998). Lemna
aequinoctialis em trabalhos semelhantesconseguiu reter cerca de 90% de Cd da agua,
o contedudo total na planta foi de cerca de 105 pg considerando um bom

fitorremediador para aguas contaminadas (BOKHARI, 2019).

4.1.3 Taxade crescimento relativo (TCR)

Quando comparadas as populacdes que ndo foram submetidas ao CdClz, os
clones dos tratamentos com 5 uM; 10 uM; 25 uM e 50 uM de CdCl, tiveram uma
reducao do potencial de crescimento de 18%; 54%; 880% e 2000%, respectivamente,

em crescimento.
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Figura 15. Taxa de crescimento relativo de L. aequinoctialis em resposta a Cloreto de Cadmio (CdClz). A)
Grafico demonstrativo dos valores de crescimento relativo de cada tratamento ao longo do periodo de
12 dias. Cada dado representa a média dos valores das triplicatas biolégicas. B) Grafico da taxa de
crescimento relativo ao final do 122 dia do tratamento de 10 pM CdCl.. Barras de erros indicam o
desvio-padréo. Anova e teste Tukey estabelecidos em p<0,05.

A taxa de crescimento relativo (TCR) é utilizado com frequéncia para avaliar a
capacidade da planta a resistir a fatores estressantes e o quanto isso acaba
impactando seu desenvolvimento. Trabalhos envolvendo lentilhas submetidas ao
estresse por Cd, ja mostraram a diminuicdo do crescimento em decorréncia do
estresse associada ao acumulo de Cd (CHAUDHURI, 2014), e morte associada a
concentracdo maiores que 50 pM (YIN, 2002). O percentual de inibicdo do
crescimento é diretamente proporcional a concentracdo do metal no meio. Neumann
et al, (2007), em experimento envolvendo Lemna minor, mostraram queconcentracdes
menores que 1 uM de Cd pode causar inibicdo do crescimento em até 50% em termos
de peso fresco das frondes, isso também foi comprovado quando utilizado Lemna
gibba submetida a baixas concentractes de Cd (MEGATELI et al, 2009).

4.1.4 Taxade Inibicao (TI)

As populacgdes clonais do isolado de L. aequinoctialis que foram submetidas ao
tratamento com CdClz, obtiveram uma taxa de inibicdo de crescimento, em
comparacao aos clones sem o tratamento, de respectivamente 45% em 5 uM; 74%
em 10 pM; 96% em 25 uM e 97% em 50 uM.
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Figura 16. Taxa de inibicdo do crescimento de Lemna aequinoctialis em resposta ao Cloretode Cadmio
(CdClL). A) Grafico demonstrativo dos valores de inibicdo de cada tratamento aolongo do periodo de 12
dias. Cada ponto do dado representa a média dos valores das triplicatas bioldgicas. B) Gréfico da taxa
de inibicdo ao final do 122 dia do tratamento de 10 uM CdClz.. Barras de erros indicam o desvio-padr&o.
Anova e teste de Tukey estabelecidosem p<0,05.

Um outro efeito notdrio no tratamento com Cd foi a taxa de inibicdo, a toxicidade
do metal infere no crescimento e biomassa da planta, esse fatores estédo diretamente
relacionados a inibicdo, o desenvolvimento da planta depende de um controle rigoroso
das atividades celulares e condi¢cfes estressantes podem influenciar nesse equilibrio.

Em trabalhos com lentilhas-d’agua, os autores observaram resultados
semelhantes, como o aumento da inibicdo dependente do aumento da concentracéo
do metal (VIDAKOVIC, 2015; BOKHARI,2019). Esses trabalhos mostram que efeitos

inibitérios se iniciam apds o segundo dia.

4.1.5 Rendimento de Biomassa (RB)
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Figura 17. Rendimento de Biomassa em Lemna aequinoctialis em resposta ao Cloreto de Cadmio
(CdClz). A) Gréafico demonstrativo dos valores de rendimento de cada tratamento ao longo do periodo
de 12 dias. Cada ponto do dado representa a média dos valores das triplicatas bioldgicas. B) Grafico
do rendimento ao final do 122 dia do tratamento de 10 pM CdClz. Barras de erros indicam o desvio-
padréo. Anova e teste de Tukey estabelecidos emp<0,05.
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O rendimento de biomassa foi consideravelmente menor nas espécies expostas
ao Cd, de modo que, as frondes em decorréncia do seu tamanho, relativamente
menor, apresentam uma estrutura foliar reduzida e por vezes com sistema radicular

reduzido.

4.1.6 Tempo de duplicacéo (TD)

O tempo de duplicacdo é mensurado em dias™?, leva em consideracdo quanto

tempo Lemna aequinoctialis leva para duplicar o tamanho de sua biomassa.
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Figura 18. Tempo de duplicacdo em Lemna aequinoctialis em resposta ao Cloreto de Cadmio (CdClz). A)
Grafico demonstrativo dos valores de tempo de duplicagcéo em cada tratamento ao longo do periodo de
12 dias. Cada conjunto de barras representa os valores das médiasdas triplicatas biolégicas. Barras de
erros indicam o desvio-padrdo. Anova e teste Tukey estabelecidos em p<0,05.

O tempo de duplicacdo de Lemna aequinoctialis levou pouco mais de dois dias
para duplicar sua quantidade populacional inicial, na condicdo controle. J&
observamos que em condi¢des controladas as lentilhas-d’agua podem duplicar de
tamanho em menos de 2 dias, em condi¢cfes de toxicidade severa por metal, ou seja,
altas concentracdes de metal por longos periodos, o crescimento é inibido
proporcionalmente (BOKHARI, 2019).
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4.2 QUANTIFICACAO DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Foram observadas diferengas significativas para os teores de clorofila a, clorofila
b e clorofilas totais entre a condigéo controle e o tratamento com 10 uM de CdClz. Os
teores de clorofila a e totais foram reduzidos na condicdo estresse, sendo que a
clorofila a reduziu de 0,851 g.kg? de matéria seca (MS) para 0,236 g.kg* MS apés o
tratamento, enquanto que a clorofila b ocorreu um declinio de 0,222 g.kg™* para 0,065
g.kg! MS (Figura 19). Os teores de carotenoides embora tenham ocorrido uma

pequena diminuicdo, ndo apresentam diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 19. Teores globais de clorofila e carotenoides nas popula¢gbes clonais de L.aequinoctialis
submetidas a dois tratamentos: 0 uM Cd (controle) e 10 uM de Cd (Estresse). Clorofila a; B) Clorofila b;
C) Clordfila totais; D) Carotenoides (Média + DP, n=3). Anovaestabelecida em p<0,05 *valores do
carotenoide néo significativo.

Estudo envolvendo caracteristicas de inibicdo fotossintética de Triticum sp.
identificou danos promovidos pelo Cd no tecido foliar, como clorose, necrose foliare
reducdo das raizes (PAUNOV, 2018). O trabalho mostrou também que o Cd promoveu
diminuicdo da eficiéncia de captura e de transferéncia de energia do PSIl, bem como
a diminuicdo da concentracdo de clorofila a. A exposicdo ao Cd provoca uma
diminuicdo da transferéncia de energia do complexo de antena para a clorofila,
reduzindo de maneira geral a eficiéncia fotossintética.

O estresse por Cd afeta a fotossintese de varias formas, mas basicamente a

interacdo com metais, principalmente metais bivalentes, diminui a sintese de clorofila
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e promove a substituicdo do Mg?* pelo Cd (KUPPER et al, 1996), o que acarreta a
dissipacao do calor nos complexos de antena ou centros de reacdo, alémde danificar
os tilacoides.

Trabalhos envolvendo plantas de arroz, Oryza sativa, submetidas ao tratamento
com Cd (0 uM, 50 pM e 100 pM) demonstraram uma inibicdo de cerca de 60,8% de
clorofila a e 50,5% de clorofila b, indicando que a clorofila a seria maissensivel ao Cd
do que a clorofila b (WANG et al, 2014). Em mesmo trabalho, o conteddo de
Carotenoide foi menos afetado, sugerindo que os carotenoides atuamde maneira
eficiente na fotoprotecdo de clorofila e cloroplastos contra danos oxidativos. Deve ser
ressaltado que as espécies aquaticas sofrem menos danos oxidativos, devido ao
contato direto com a agua.

Estudo em espinafre, Spinacia oleraceae, indicou que o Cd age de maneira
danosa contra proteinas de membrana dos tilacoides, concorrendo também na
substituicdo de ions metalicos de diversas enzimas, favorecendo o aumento do
estresse oxidativo, diminuindo a sintese de clorofila a e b, e causando baixa eficiéncia
fotossintética (FAGIONI et al, 2009).

Em trabalhos com L. aequinoctialis e Spirodela polyrhyza, avaliando a interacéo
destas no acumulo de diferentes metais (cobre, cadmio e zinco), se observou uma
diminuicdo da concentracao de clorofila a e b, em concentragbes maiores que 10 M
de metal, sugerindo que a interacao interespecifica dessas macréfitas pode alterar a
acumulacéo de certos metais de maneira significativa (ZHAO et al, 2017; FREITAS,
2020 “no prelo”).

4.3  ANALISE PROTEOMICA

O método de extragdo de proteinas por SDS-Denso (PIROVANI, 2008) permitiu
obter e solubilizar proteinas em uma grande faixa de massa molecular. A eficiéncia do
método e a integridade das proteinas podem ser observadas atravésdo perfil de
migracao eletroforética em gel SDS-PAGE. Além disso, pode-se notar a auséncia de

interferentes.
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Figura 20. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12,5% das proteinas solUveis totais de L. aequinoctialis
clone RDSC5570 submetidas a dois tratamentos: 0 uM (C-1,C-2,C-3) X 10 pM(E-1,E-2,E-3). MM
marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare em kDa)

A eletroforese bidimensional permitiu a deteccdo de uma média de 248 spots
diferencialmente significativos (ANOVA). O coeficiente de correlacdo (scatter splots)
entre as trés réplicas dos géis 2D de cada tratamento foi de + 0,96, ou seja,
significativo (20.7), na qual a correlagao ficou entre 0,96 e 0,97 respectivamente na
condicéo 0 uM e 10 puM, demonstrando assim a baixa variacdo experimental entre as
réplicas de um mesmo tratamento A quantidade de spots encontrados em todos os
géis foram de 945, destes, foram identificados 248 spots com variacao significativa de
acumulacéo, totalizando 169 spots exclusivos: 41 spots no gel controle, e 128 spots
no gel com estresse de 10 pM CdClz. Os demais, 79 spots foram detectados em

ambos os tratamentos (comuns).



MM
kDa

97000

66000 .

45000 1‘

22000

14000

A\

A

58



59

MM pH 3-10

kDa ¢ 4
B

97000

66000,
» -wa

45000
- -

300008 . T ‘ O L :

-
»
»
»
-

22000

140000 _ - __.M- =

Figura 21. — Analise do gel SDS-PAGE bidimensional do isolado M1 de Lemna aequinoctialis utilizando
o software Image Master 2D Platinum A) Spots da condi¢éo controle (0 uM CdCl2) Spots da condicao
estresse (10 pM de CdClz2). MM marcador de baixo peso molecular (GEHealthcare em kDa)
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Foram obtidos aproximadamente 3x mais spots diferenciais no gel sob

tratamento com Cd em comparacéo ao gel controle.

Controle Estresse

41

Figura 22. Diagrama de Venn representando a quantidade de spots encontrados nos géis controle
(0O uM de CdCl2), nos géis tratados (10 uM de CdCl2) e em ambos os géis.

Os géis variaram na quantidade de spots por determinadas faixas de pH e de
massa molecular. O maior nimero de spots ficou na faixa de 5-8 no gel controle e de
4-7 no gel com tratamento com Cd, enquanto a massa molecular de 20-40 kDa
concentrou o maior numero de spots. (Figura 23). A quantidade de spots encontrados
no gel do tratamento com Cd sugere haver maior regulacao positiva dos genes nesse

tratamento, como consequéncia, maior nimero de proteinas acumuladas.
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Figura 23. Relagédo entre pH e massa molecular dos spots dos géis analisados de Lemna aequinoctialis
(controle x estresse). A) Quantidade de spots no gel controle por faixa de pH. B) Quantidade de spots
no gel referente ao tratamento com Cd por faixa de pH. C) Spots dogel controle por faixa de peso
molecular. D) Spots do gel referente ao tratamento com Cd por faixa de peso molecular.
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4.3.1 Proteinas diferenciais

Foram identificadas 153 proteinas diferenciais (DAPS), 0 que corresponde a
cerca de (~61%) do total de proteinas diferencialmente acumuladas, sendo 30
proteinas (12%) na condi¢é@o controle, 81 proteinas (32%) na condigéo estresse, ou
seja, na presenca de Cd e por fim, 42 (~17%) proteinas comuns, encontradas em
ambos os tratamentos. As proteinas foram agrupadas e classificadas de acordo com
sua maior acumulacdo no gel, e as proteinas comuns classificadas de acordo com

maior variacdo de acumulacao.
4.3.2 Ontologia Génica
A analise de ontologia génica em termos representativo para diversas etapas,

como localizacdo subcelular, processos bioldgicos e funcdo molecular das DAPs,

estdo representadas nos graficos abaixo

LOCALIZACAO SUBCELULAR

Proteinas Controle Proteinas Estresse
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Figura 24. Categorizacao dos termos de ontologia génica para proteinas diferencialmente acumuladas
em Lemna aequinoctialis. Graficos representativos da localizacdo subcelular das proteinas diferenciais
de L. aequinoctialis submetidas ao tratamento sem e com Cadmio, respectivamente.
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FUNGAO MOLECULAR
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Figura 25. Categorizacao dos termos de ontologia génica para proteinas diferencialmente acumuladas
em Lemna aequinoctialis. Gréficos representativos da Fun¢do molecular das proteinas diferenciais de
L. aequinoctialis submetidas ao tratamento sem e com Cadmio, respectivamente.

PROCESSOS BIOLOGICOS

Proteinas Controle Proteinas Estresse

P\ _—N

LN

N
4

B Fotossintese H Resposta a estimulos [l resposta a estresse
Processos metabdlicos M Biossintese de compostos M Regulagdo

B organizagao celular B Expressdo génica B Processamento de RNA

M Processo catabdlico MW Tradugdo

Figura 26. Categorizacao dos termos de ontologia génica para proteinas diferencialmente acumuladas
em Lemna aequinoctialis. Gréaficos representativos dos processos biolégicos dasproteinas diferenciais
de L. aequinoctialis submetidas ao tratamento sem e com Cadmio, respectivamente.
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Figura 27. Resumo da quantidade de proteinas e sua categorizagdo dos termos deontologia génica
para proteinas diferencialmente acumuladas em Lemna aequinoctialis evidenciando as diferencas entre
os tratamentos. Gréficos das proteinas diferenciais de L. aequinoctialis submetidas ao tratamento sem
e com Cadmio. A) localizagéo subcelular, B) Funcéo molecular e C) Processo biolégico.
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As principais enzimas relacionadas ao tratamento com Cd estdo categorizadas

no gréafico abaixo, com destaque as hidrolases, que apresentaram maior variacao.

7.- Translocase

5.- Isomerases

1.- Oxidorredutase
2.- Transferases

I
_
S —
[——
N
3. Hidrolases |
e

4.- Liases

M Controle M Estresse

Figura 28. Principais enzimas diferencialmente acumuladas e encontradas em Lemnaaequinoctialis
submetidas ao tratamento com Cadmio e suas quantidades.
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TABELA 2. |dentificacdo das DAPs de Lemna aequinoctialis, proteinas identificadas em ambos os tratamentos, condi¢do controle na auséncia de Cd e no
tratamento com Cd. Anotac¢do putativa a partir do MALDI-ToF/ToF MS e analisando via PMF na plataforma MASCOT.

Maior  Espécie RATIO ANOVA  DESCRICAO ACESSO Cobertt  E-vatue Pleat/Plo Meal/Mobs
(1)

lagdo seq. bs
Arabidopsis

EST thaliana 7,35042 6,46E-07 Proteina AT1G10130 BAH19996.1 65 19 0.032 7,73/6,06 84308/51916

EST Oryza sativa 6,77424 0,001143 Glutaredoxina-C5 Q0JDM4 63 80 0.012 7,13/6,4 84127/14134
Solanum

EST lycopersicum 3,81538 0,000437 Glutamato desidrogenase P93541 58 22 0.033 7,67/6,6 97723/45070

CON Spirodela polyrhiza  3,78428 0,001831 Ribulose bifosfato carboxilase subuni. maior B5WX55 119 39 6.5e-06 6,92/6,14 44587/51976
Arabidopsis

EST thaliana 2,94297 0,00648 Arginase 2 Cloroplastica/mitocondrial Q9ZPF5 63 30 0.021 7,40/5,90 87401/38071
Oligosanthes

EST dicantélio 2,91976 0,003621 Proteina ndo-caracterizada OEL12530.1 86 32 0.027 7,53/9,72 86715/42714

CON Zea mays 2,79895 0,001055 Acido caféico 3-O-methyltransferase Q06509 59 28 0.023 5,03/5,49 44776/39884

CON Lemna minor 2,65426 0,001064 Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia larga A9L9A4 162 44 8E-14 7,46/6,09 42729/53594
Arabidopsis

EST thaliana 2,5141 0,004557 Di-hidrolipoil desidrogenase 1, mitocondrial Q9M5K3 58 36 0.028 4,02/6,96 63449/54239

EST Oryza sativa 2,50616 0,004685 Proteina ndo caracterizada EEE57764.1 66 36 0.011 6,20/9,20 38980/66813
Marchantia

CON polymorpha 2,48804 0,009718 Proteina Ribossomal 50S L14, Cloroplastidial P06381 67 59 0.0077 5,55/9,88 40656/13602

EST Oryza sativa 2,42576 3,77E-05 Proteina Cinesina KIN-7C Q6H638 65 a4 0.003 5,27/6,90 89730/99058

XP_02392447
CON Quercus suber 2,3494 0,01967 Proteina de dominio homeobox-DDT RLT3 4.1 85 16 0.028 7,13/7,25 38351/133894
CON Spirodela polyrhiza  2,1462 0,007613 Biogénese de Citocromo C FN 11VWI9 48 18 0.022 4,25/10,49 27211/64484
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45

248

422

586

192

537

18

14

315

309

180

377

236

412

79

351

92

250

EST

EST

EST

EST

CON

EST

CON

EST

EST

CON

CON

EST

CON

EST

CON

EST

CON

EST

Arabidopsis
thaliana
Arabidopsis
thaliana

Oenothera
berteroana

Arabidopsis
thaliana

Lemna Japonica
Pinus elliottii

Lemna minor
Anthoceros

angustus
Oryza sativa

Wolffiella lingulata

Lemna
aequinoctialis
Ananas comosus

Lemna trisulca
Oryza sativa

Lemna trisulca

Oenothera
berteroana

Petunia hybrida

Arabidopsis
thaliana

2,08392
2,08075
2,07778
1,97453
1,9728

1,96799

1,85782

1,85782
1,78784
1,78512
1,76177
1,75445
1,74

1,72732
1,72136
1,71555
1,70753

1,70689

0,011513
0,020121
0,001232
0,019315
0,042665

0,002677
0,000873
0,000873
6,58E-05
0,000572
0,007354
0,011618
0,023021
0,001876
0,0363

0,002053
0,000752

0,000916

Triroma proteico semelhante a birrefringéncia 15
Provavel Ribose-5-fosfato isomerase 3,
cloroplastica.

Homdlogo de DNA-polimerase direcionado ao
RNA

Proteina ndo caracterizada
Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia larga
Maturase K

Maturase K (Fragment)
Subunid. J da NAD (P) H-quinona-oxidoredutase,
cloroplastica

Proteina ndo caracterizada
ATP sintase subunidade alpha, cloroplastica.

Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia larga
Proteina de resposta induzida por
hipersensibilidade 1

Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia larga
Proteina 1 de ligacdo a GTP do tipo RAC

Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia larga
Homologo de DNA-polimerase direcionado ao
RNA

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
citoplasmatica

Provavel Ribose-5-fosfato isomerase 3,
cloroplastica.

080940
Q9S726

P31843
NP_00132883
0.1

AOA2Z0J817
Q8HW57

GOwWzv2

Q85BB2
EEE58988.1
G1FBB1
Q8WHI8
OAY77777.1
H6THG5
Q9SSX0
H6THG5
P31843

P26520

Q95726

72

57

56

46

56

66

71

87

88

52

55

98

60

56

65

34

16

38

50

30

19

35

28

21

34

27

30

22

44

49

45

37

37

0.044

0.02

0.0086

0.0058

0.0024

0.043

0.034

0.022

0.05

9.9e-05

2.5e-06

0.016

0.008

0.016

1.9e-07

0.039

0.052

0.012

5,64/9,34
8,19/5,72
5,59/6,90
5,66/4,59
6,77/6,53
7,03/9,46
5,94/9,29
5,94,6,08
7,04/5,70
4,94/5,70
7,44/6,32
7,26/5,38
6,23/6,53
5,78/9,28
6,77/6,53
6,72/6,90
6,04/6,68

8,65/5,72
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29269/54988
52897/29401
102070/16960
100492/9138
45199/41592

69356/61555

21113/32097

21113/19843
65548/76711
63180/55203
44623/50060
81848/36711
51305/44057
97319/24101
33840/44057
72229/16960
36533/36618

53837/29401
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304

536

182

430

336

120

406

21

512

EST

EST

EST

EST

EST

CON

EST

CON

EST

Arabidopsis
thaliana

Oryza sativa

Arabidopsis
thaliana

Oenothera
berteroana

Spirodela polyrhiza
Spirodela polyrhiza
Oryza sativa
Lemna trisulca

Oryza sativa

1,65994

1,65048

1,57643

1,57435
1,56878
1,55827
1,54495
1,54306

1,53918

0,002615

0,011725

0,016249

0,017857
0,042625
0,0296

0,032158
0,002432

0,029006

Provavel Ribose-5-fosfato isomerase 3,
cloroplastica.

Proteina 1 de ligagdo a GTP do tipo RAC
Aspartato aminotransferase, Isozima
citoplasmatica 1

Homdlogo de DNA-polimerase direcionado ao
RNA

Proteina ribossomal S13

ATP sintase subunidade beta, chloroplastica
Proteina argonauta MEL1

Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia larga

Proteina ndo caracterizada

Q95726

Q9SSX0

P46645

P31843
11VWKO
G1FB50
Q851R2
T2HFQ2

EEE68318.1

64

55

56

71

46

76

52

61

72

30

44

15

43

43

44

22

31

46

0.015

0.016

0.036

0.034

0.036

0.00053

0.037

0.0011

0.012

4,64/5,72
7,05/9,28
8,25/6,80
4,66/6,90
4,88/10,49
5,64/5.15
5,34/9,34
5,09/5,80

5,93/6,17
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60936/29401

71125/24101
45046/44467

108080/16690
68227/13498
39411/53435
92535/117987
23780/22531

52365/22351
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TABELA 3. Identificacdo das DAPs de Lemna aequinoctialis, proteinas acumuladas na condicdo controle, na auséncia de Cd e em meio de cultura SH.
Anotacdo putativa a partir do MALDI-ToF/ToF MS e analisando via PMF na plataforma MASCOT

SR ANOVA  DESCRIGCAO ACESSO  SCO  Cobertu  EVALUE  Plai/Plobs  Meal/Mobs
seq.

778 Arabdopsis thaliana 0,027539 Proteina do tipo defensina Q2V3s8 58 46 0.042 4,33/5,21 20981/9329
781 Lemna gibba 0,000049 Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia longa (fragmento) R417N5 59 29 0.0016 6,44/7,00 35617/23821
782 Lemna minor 0,000185 Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia longa (fragmento) A9L9A4 99 22 1.5e-07 7,39/6,09 39116/53594
784 Oryza sativa 0,018911 GTP Difosfoquinase RSH2 Q7XAP4 52 9 0.036 7,66/6,49 43849/79953
785 Wolffia arrhiza 0,000139 F1-ATP sintase subunidade delta E9MW20 46 51 0.034 5,72/9,15 43193/25157
788 Oenothera berteroana 0,00114 Homologo de DNA-polimerase direcionado ao RNA P31843 66 52 0.032 5,52/6,90 43663/16960
794 Wolffia australiana 0,00828 Proteina de ligacdo a acil-CoA F8SUH2 47 83 0.026 7,52/6,23 52519/10058
797 ~ Lemnaaequinoctialis 0,027539  Aleno oxido sintase F207G6 50 18 0012  4,33/881  20981/53489
798 Lemna tenera 0,003001 Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia longa (fragmento) Q8WHI9 119 31 1.6e-09 7,04/6,32 57200/49934
799 Wolffiella caudata 0,014457 Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia longa (fragmento) Q8WHH2 110 30 1.3e-08 6,96/6,34 57173/50102
800 Spirodela polyrhiza 0,032609 succinato desidrogenase subunidade 4 11VWIJ3 70 18 0.00014 6,84/10,47 56974/17808
801 Arabdopsis thaliana 0,004048 Proteina relacionada a Actina-5 Q94072 56 12 0.037 7,85/5,27 78770/83571
810 Oryza sativa 0,027539 Proteina Formina 16 A3AB67 53 9 0.028 4,33/9,68 20981/95621
810 Oryza sativa 0,003525 Topoisomerase 6 do DNA subunidade B B8BDQ4 58 34 0.0095 6,18/9,06 35865/78352

814 Oenothera berteroana 0,013896 Homologo de DNA-polimerase direcionado ao RNA P31843 59 44 0.023 4,79/6,90 102737/16960




815

816

819

820

821

826

828

831

832

839

844

851

852

854

857

862

868

Saxifraga oppositifolia
Oryza sativa
Arabdopsis thaliana
Arabdopsis thaliana
Lemna aequinoctialis

Oenothera berteroana
Dorcoceras
hygrometricum

Cycas taitungensis
Oryza sativa
Oenothera berteroana
Oryza sativa

Oryza sativa

Syzygium olesum

Oenothera berteroana

Cucurbita pepo
Pyrus ussuriensis

Wolffia australiana

0,002315
5,78E-06
0,001657
0,018236
0,008237

0,015454

0,005822
0,023073
0,000291
0,007709
0,000403
0,017166
0,0028
0,00105
0,002316

0,00082

0,00491

Maturase K

Proteina quinase ativada por mitégeno 10

Proteina quinase 6 dependente de Célcio

Proteina ndo caracterizada

Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia longa (fragmento)

Homodlogo de DNA-polimerase direcionado ao RNA

Proteina ndo caracterizada

Proteina ribossomal S18 cloroplastidial 30S
Proteina ndo caracterizada

Homodlogo de DNA-polimerase direcionado ao RNA
Proteina ndo caracterizada

Proteina ndo caracterizada

Pentatricopeptideo de repeticdo mitocondrial
Homodlogo de DNA-polimerase direcionado ao RNA
Proteina semelhante a mucina 2

Galactosiltransferase de xiloglucano

Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia longa (fragmento)

Q33134
Q5zCI11
Q38872
0A098202.1
Q8WHI8

P31843

KZVv38832.1
A6H5K4
CAE02585.2
P31843
BAS98744.1

CAE02585.2
XP_030456050.
1

P31843
XP_023545390.
1

KAB2632718.1

F8SVU2

66

149

59

87

56

68

63

66

100

67

83

46

23

30

13

15

37

34

27

57

52

68

11

18

42

21

20

37

0.022

0.042

0.0014

0.025

1.6e-12

0.026

0.0018

0.047

0.029

0.021

0.045

0.026

0.00096

0.0082

0.0094

0.045

0.033

4,15/9,48
6,55/9,05
4,36/5,41
6,25/8,56
9,99/6,32
4,58/6,90
4,42/9,72
7,42/12,09
8,55/8,04
6,70/6,90
6,62/9,3
5,62/8,4
5,74/7,06
4,86/6,90
6,37/8,96
5,91/8,47

7,42/8,84
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17812/41874
29280/69813
19592/61529
24983/38406
53743/50060

34956/16960

37225//25086
29097/8646
27986/124847
64050/16960
51567/9340
75607/124847
74246/68423
33630/16960
102960/51809

103016/67607

33912/19976


https://www.uniprot.org/taxonomy/472368
https://www.uniprot.org/taxonomy/472368
https://www.uniprot.org/taxonomy/2448454

71

TABELA 4. |dentificacdo de proteinas de Lemna aequinoctialis, proteinas acumuladas na presenca de 5 uM de CdCl,. Anotacgdo putativa a partir do MALDI-
ToF/ToF MS e analisando via PMF na plataforma MASCOT.

Espécie DESCRICAO ACESSO | SCORE  Cober EVAIUE  Pley/Plobs  Mgai/Mos
seq.

596 Oenothera berteroana 0,023192 Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA P31843 57 . 0.023 4,48/6.90 15953/16960
597 Oenothera berteroana 8,13E-04 Proteina YCF4 de montagem de fotossistema | P31843 59 52 0.037 5,84/9.75 17792/21624
597 Zea mays 8,13E-04 Expansina B10 Q1zyas 57 25 0.038 5,84/8.81 17792/29836
598 Arabdopsis thaliana 2,94E-05 Proteina ndo caracterizada AAN08436.1 66 15 0.023 8,67/7.52 18924/52951
599 Arabdopsis thaliana 3,32E-04 Metalopeptidase de zinco EGY3 cloroplastica QoLMU1 56 17 0.041 5,66/5.12 75056/63192
600 Daucus carota 3,06E-04 Fator de Reciclagem de ribossomos cloroplastidial P37706 61 44 0.032 8,25/9.36 24988/25639
602 Triticum aestivum 4,56E-04 Proteina ribossémica 60S L35 Q8L805 56 49 0.052 8,74/11.26 26081/14356
604 Oryza sativa 4,75E-04 Proteina semelhante a cinesina KIN-14D QOE2L3 54 25 0.02 4,61/8.63 26706/107967
605 Arabdopsis thaliana 1,35E-04 Proteina ndo caracterizada AAN08436.1 66 15 0.023 7,99/7.52 27143/52952
610 Oenothera berteroana 7,35E-05 Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA P31843 60 53 0.04 6,5/6.9 28852/16960
612 Oryza sativa 0,006396 Proteina reguladora de nitrogénio P-II Q6AUR2 52 26 0.031 5,14/9.91 31270/22744
613 Pisum sativum 3,98E-04 Receptor quinase de nodulagao Q8LKZ1 59 14 0.024 5,32/5.13 31513/104750
615 Wolffia australiana 2,11E-04 Proteina ribossomal 40S S10 H6U804 49 25 0.015 5,64/9.92 31993/20334
616 Oenothera berteroana 0,027508 Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA P31843 59 52 0.025 8,59/6.9 32127/16960
617 Oryza sativa 0,004375 Proteina reguladora de nitrogénio P-II Q6AUR2 52 32 0.035 8,98/9.91 34823/22744
621 Oryza sativa 0,017384 Provavel antigeno nuclear EBNA1 BAD61916.1 67 19 0.034 5,49/11.30 36961/44668
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622

625

627

631

632

635

636

639

641

642

643

644

645

646

651

653

655

656

Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
Arabidopsis thaliana
Isophysis tasmanica
Oryza sativa
Oenothera berteroana
Spirodela polyrhiza
Arabidopsis thaliana
Solanum tuberosum
Oryza sativa
Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Trebouxia sp
Oenothera berteroana
Oryza sativa

Oenothera berteroana

Wolffia globosa

Arabidopsis thaliana

4,73E-04
0,001292
9,20E-05
8,53E-05
0,015169
1,88E-06
0,003436
0,017311
0,004486
0,00304

0,020465
1,94E-04
0,00562

6,68E-06
1,24E-04
0,006098
3,07E-04

0,001337

envelope ADP, proteina transportadora de ATP,
cloroplastidial

Subunidade catalitica A de ATPase de prétons do tipo V
Proteina ribossomica 50S L19-1, cloroplastidial

Serina Hidroximetiltransferase 1
1,2-di-hidroxi-3-ceto-5-metiltiopenteno dioxigenase 3
Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA

Subunidade 4 da succinato desidrogenase
Quinase citoplasmatica 2 do tipo receptor de ligagdo a
calmodulina

Inibidor de proteinase induzida por ferida 1
Proteina ndo caracterizada OsJ_14231
Proteina UPF0725 At3g44770

Proteina OSJNBa0049H08.10

1, Proteina hipotética FRX49_ 05208

Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA
Villin-4

Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA

Maturase K (Fragmento)

Proteina REM8 contendo dominio B3

065023
Q39442
Q8W463
P92463
Q7XNS7
P31843

11IVWI3

Q8VzJ9
P0O8454
EEE60721.1
Q5BPP4

CAE05049.2
KAA6425034
1

P31843
B8ATT7

P31843
AOA345W6D
1

Q8H2D1

59

60

56

57

51

63

45

57

57

67

60

85

85

57

56

57

49

61

31

21

29

12

39

50

18

19

60

31

17

13

46

16

48

36

31

0.019

0.038

0.044

0.035

0.043

0.02

0.039

0.033

0.038

0.034

0.018

0.03

0.028

0.04

0.013

0.036

0.017

0.032

8,42/9.70
5,83/5.10
7,38/10.03
6,95/8.13
5,31/5.56
5,68/6.9
6,69/10.47
5,76/9.26
9,95/5.82
7,2/6.23
6,9/5.24
4,79/6.74
4,63/6.71
4,17/6.9
5,03/5.67
5,32/6.9
4,82/8.53

4,29/6.25
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39007/41976
42699/68790
43572/25560
44682/57535
45735/24543
48586/16960

50859/17808

52204/46374
52407/12252
54036/24302
54239/37194

54605/87983

55016/248256
55271/16960
56268/106387
58629/16960

63912/10502

64691/52448
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657

659

665

667

668

669

670

677

679

681

683

685

687

690

691

692

693

694

Oenothera berteroana

Arabidopsis thaliana

Cucurbita pepo

Beta vulgaris
Erythranthe guttata
Arabidopsis thaliana
Oenothera berteroana
Spirodela polyrhiza
Oryza sativa

Oenothera berteroana

Oryza sativa

Lyonia ferruginea
Oryza sativa

Musa acuminata
Oryza sativa

Oryza sativa
Solanum tuberosum

Oryza sativa

0,020365

0,017285

0,014545
7,71E-04
0,009866
2,21E-04
1,05E-04
0,003711
0,00153

0,001447
5,33E-04
9,68E-04
3,66E-04
1,84E-05
1,82E-05
9,12E-07
0,005183

1,29E-04

Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA

Provavel trealose-fosfato fosfatase C

0.1, tipo mucina 2

Subunidade catalitica A de ATPase de prétons do tipo V
Metalotioneina

Endonuclease de cruzamento MUS81

Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA
Proteina ribossomal S13

Proteina OSINBa0016N04.3

Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA
3-methyl-2-oxobutanoato hydroximetiltransferase 1,
mitocondrial

Maturase K

Homologo da proteina reguladora de nitrogénio P-II
6.1, previsto: Piruvato quinase isozima citosodlica
Proteina OSJINBa0016N04.3

Fator de transcrigdo GATA 19

Caffeoyl-CoA O-metiltransferase

Fator de splicing rico em serina/arginina RSZ21

P31843

FAI1A6
XP_0235453
90.1

Q39442
P20238
Q5W9E7
P31843
11VWKO
CAE02585.2

P31843

Q9AWZ8
047129

Q6AUR2
XP_0094202
46.1

CAE02585.2
QODNU1
Q8H9B6

Q6K4ANO

60

58

88

66

56

57

60

59

89

58

53

58

56

88

76

51

56

53

45

23

30

17

59

22

51

43

46

13

15

30

14

10

23

14

40

0.042

0.028

0.017

0.034

0.044

0.033

0.038

0.0017

0.044

0.033

0.026

0.034

0.011

0.015

0.0049

0.041

0.051

0.027

6,07/6.9
5,58/5.27
5,53/8.96
6,03/5.1
5,13/4.55
6,99/8.47
6,99/6.9
6,26/10.49
6,02/8.4
4,73/6.9
5,43/7.7
5,73/9.35
6,84/9.91
6,94/6.49
4,7/8.4
6,7/6.14
6,27/5.29

6,61/11.24
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65218/16960

69839/36455

78720/51809
80860/68790
80505/8027
83418/74979
86045/16960
100935/13498
101829/124847

103736/16960

107282/38295
113057/61001

113765/22744

113462/54597
114179/124847
114828/29465
115191/27359

115988/21182
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696

697

698

700

702

707

711

722

714

726

729

730

735

738

745

746

749

750

Brassica napus

Arabidopsis thaliana

Wolffia globosa
Oenothera berteroana
Oryza sativa

Glycine max

Oryza sativa

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Spirodela polyrhiza
Lemna Japonica

Selaginella moellendorffii
Lemna menor

Oenothera berteroana
Catharanthus roseus
Larix decidua

Oenothera berteroana

Arabidopsis thaliana

0,003139
0,007908
3,36E-07
9,51E-06
0,001143
0,041258
2,16E-07
4,17E-04
0,002204
0,039355
3,38E-06
0,009114
0,002761
0,047867
0,004495
1,22E-05
2,58E-04

7,79E-06

6.1, formiltetrahidrofolato deformilase 1, isoforma do tipo

mitocondrial X2

Proteina F-box associada ao FBD At5g56380

Maturase K (Fragmento)

Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA
ATPase 1

Subunidade alfa do proteossoma tipo 5

Proteina OSIGBa0146121.5

5.1, protease 6 FTSH
Proteina HHL1, chloroplastic

Subunidade 4 da succinato desidrogenase

Ribulose bifosfato carboxilase Cadeia longa (fragmento)
4.1, isoforma x2 de proteina ndo caracterizada
LOC9650115

Malato desidrogenase (fragmento)

RNA-directed DNA polymerase homolog
Strictosidina sintase

Proteina 30S ribossomal S18 cloroplastidial
Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA

Proteina T6D22.4

XP_0136982
06.1

Q9FM93
AOA345W6D
1

P31843
B8BBN7
Q9MA4T8

CAH66648.1
NP_0013185
65.1

Q8LDLO

11VWI3

Q8WHI3
XP_0245289
341

C7DRS7
P31843
P18417
Q85vo1
P31843

AAF79846.1

84

56

49

58

53

62

66

65

70

52

64

47

59

58

59

58

66

17

24

36

34

35

33

12

31

35

18

20

19

44

57

20

83

40

42

0.042

0.042

0.017

0.029

0.027

0.023

0.051

0.029

0.0038

0.008
0.0005

0.049

0.024

0.025

0.033

0.051

0.03

0.029

4,68/8.37

4,64/8.89

4,42/8.53
5,78/6.9
8,52/6.3
4,05/4,7
5,53/7.62
4,35/9.45
7,12/9.57
9,5/10.47
10/6.32
7,02/6.38
8,14/7.71
6,36/6.9
6,15/5.14
6,1/11.73
4,54/6.9

4,5/5.96
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122326/37475

122311/50670

123742/10502
16788/16960
20651/44718
29564/26135

32356/91817

49554/55803
38673/26122

55958/17808
55991/50032

57490/55239
68467/6737
73237/16960
101012/39240
101281/10120
111173/16960

112025/22021
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754

755

757

758

759

762

764

765

766

772

775

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Cuscuta obtusiflora
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Spirodela polyrhiza
Arabidopsis thaliana
Oenothera berteroana
Oenothera berteroana
Oryza sativa

Spirodela polyrhiza

0,005189
0,008919
0,006524
4,31E-04
8,88E-06
0,002838
0,020698
0,001559
4,32E-04
0,009294

3,94E-06

Quinase citoplasmatica 2 do tipo receptor de ligagdo a
calmodulina

Proteina Argonauta 5

Proteina ribossomica S3 30S plastidial

FCS-Like dedo de zinco 17

Transportador ABC | membro da familia 1

Subunidade beta da RNA polimerase direcionada ao DNA
Proteina hipotética AXX17_AT1G47310

Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA
Homologo de DNA polimerase direcionado a RNA
Alpha-1,3-Arabnosiltransferase XAT2

Aciltransferase de mono ou diacilglicerol

Q8vzJ9
Q9sJK3
A8W3MO
PODO11
QOC8T1
G1FB33
OAP12863.1
P31843
P31843
Q6ZFRO

Q6TXQ7

66

59

56

63

60

47

67

56

60

54

45

36

13

31

61

24

17

38

52

16

21

0.011

0.019

0.051

0.022

0.04

0.025

0.019

0.046

0.042

0.022

0.037

4,38/9.26
4,56/9.51
5,38/10.06
6,92/9.57
6,49/9.82
5,23/9.38
4,22/9.48
5,86/6.9
5,06/6.9
6,52/5.44

4,72/9.33

75

123280/46374
121924/111817
23068/25255
58313/15094
28187/26016
32684/155471
32961/76331
36552/16960
36530/16960
44254/66579

131014/35972
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4.3.3 Rede de interacao proteina-proteina

Diversas proteinas formaram redes de interacfes baseadas em vias de atuacao

catalitica ou mesmo de dependéncia funcional.

P56754 (spot 14) P56784 (spot 815)

G1FBB1 (spot 309)

DK/

9%

i e .. o
W gl e

2 Aspot 868)

-
) RBCS1A

~ RPL14

Q7XAP4 (spot 784)
—

A3g14050

Figura 29. Rede de interagcdes genéticas de proteinas que foram inibidas parcialou totalmente na
presenca de Cd. Linhas indicam a interacdo; tamanho menor indicativo de proteinas exclusivas do
tratamento controle; variacdo de tamanho indica o coeficiente de variagdo de acumulacao
(Ratio).(Acesso da proteina e seu respectivo spot no gel).
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Figura 30. Rede de interacdes genéticas de proteinas que foram expressivamente acumuladas na
presenca de Cd. Linhas indicam a interagdo; tamanho menor indicativo de proteinas exclusivas do
tratamento com Cd; variagdo de tamanho indica o coeficiente de variacdo de acumulacdo
(Ratio).(Acesso da proteina e seu respectivo spot no gel).
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Figura 31. Rede de interagbes genéticas presumivel de ambos os tratamentos.Linhas indicam a
interacao; Bolas Vermelhas indicam as proteinas que foram acumuladas na presenca de Cd; Bolas
azuis indicam as proteinas que foram encontrada na condigdo controle; Bolas amarelas indicam as
proteinas que foram encontradas em ambos os tratamentos. (Acessos das proteinas e seus respectivo

spots no gel).
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4.3.4 Proteinas envolvidas no mecanismo fotossintético

A andlise de GO (ontologia génica) € baseada no agrupamento de termos
representativos para etapas de um determinado processo biolégico, em categorias
mais genéricas. Por exemplo, proteinas de foto assimilagdo ou de fotossistema séo
agrupadas na categoria fotossintese. Baseado nessacategorizacédo, podemos discutir
as caracteristicas e plasticidade de Lemna aequinoctialis quanto a acumulacdo das
proteinas diferenciais. A andlise de GO nos mostra uma pequena reducdo na
acumulacado de proteinas relacionada a fotossintese, regulacdo, processamento de
RNA e processos catabdlicos, que tiveram suas proteinas parcial ou totalmente
inibidas na presenca de Cd em L. aequinoctialis expostas ao Cd.

As categorias envolvendo resposta a estimulo, resposta a estresse, expressao
génica e traducgdo, observou-se acumulo positivo em L. aequinoctialis submetidas ao
tratamento com Cd. De modo geral, o comportamento de L. aequinoctialis submetida
ao Cd reflete a interacdo do metal e suas consequéncias frente ao desequilibrio
celular.

No geral, a sobrevivéncia de uma célula é baseada no quanto ela consegue
responder adequadamente a estimulos adversos, como por exemplo, danos
provocados por metais pesados, incluindo o cadmio, os quais provocam modulacao
da expressdo génica, necessaria para responder a esses estimulos, e com isso,
manter o ambiente celular mais adequado a vida.

Quando observamos a categoria fotossintese, importante para o funcionamento
celular, a qual reflete, dependendo da eficiéncia, em caracteristicas como ganho de
biomassa, clorose, crescimento relativo, e varias outras caracteristicas importantes
para a planta, observamos uma regulacédo negativa dos genes e menor acumulacao
das proteinas quando a planta esta submetida ao estresse por Cd.

L. aequinoctialis reduziu 3,7 vezes a expressdao de ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenasse (RuBisCO) comum entre os tratamentos (spot 507). A
RuBisCO € uma proteina considerada interferente na analise de proteomas de planta
em geral, pois ela pode de maneira direta interferir na migragado de outrasproteinas
devido a sua abundancia na célula vegetal (KRISHNAN, 2009). Essa abundancia se
deve a sua natureza extremamente lenta de realizar as reacdes, sendo por iSso
necessaria em maior abundancia.

N&o existe trabalhos em nivel protedbmico envolvendo espécies da familia
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Lemnaceae com Cd. Trabalhos envolvendo Aluminio (SU, 2019) demonstraram
significativa reducéo dos niveis de RuBisCO, possivelmente indicando uma possivel
reducdo da eficiéncia de assimilacdo do COz, o que confirmaria, a diminuicdo da
fotossintese.

Uma das proteinas mais responsivas identificadas no tratamento com Cd foi a
proteina YCF4 (spot 597), necesséria na montagem do fotossistema |I. Essamontagem,
embora ndo tdo clara devido a natureza rapida do processo de montagem, auxilia a
integracdo das proteinas do fotossistema | com complexos periféricos de captacdo de
luz, necessaria a fotossintese. (NELLAEPALLI, 2018). Embora ndo esteja claro o papel
da YCF4 de modo direto no acumulo de Cd, trabalhos mostram que essa proteina tem
homologia com proteinas de controledo estresse oxidativo, sugerindo uma regulacdo
positiva de modo indireto no controle redox celular (DAVID C. THOMAS, 2017).

O controle da replicacdo e transcricdo do DNA cloroplastidial parece ter maior
sensibilidade ao acumulo de Cd em L. aequinoctialis. A Maturase K (spot 537), que
auxilia no splicing de transcritos do cloroplasto teve maior regulacdo positiva, sendo
aproximadamente duas vezes mais acumulado em L. aequinoctialis sob estresse por
Cd em ambos os tratamentos. Trabalhos envolvendo estresse por Cd em espinafre
Spinacia oleraceae sob estresse por Cd apresentaram resultado similar (BAGHERI,
et al, 2015), um indicio da necessidade da planta em manter o aparato fotossintético,
mesmo sob condi¢cdes adversas. Isso também se reflete nas proteinas da cadeia
transportadora de eletrons. A proteina NAD(P)H-quinona oxidorredutase (spot 18)
apresentou regulacdo positiva em aproximadamente duas vezes em L. aequinoctialis
sob estresse por Cd em ambos os tratamentos. Essa proteina € da cadeia
fotossintética, e facilita a translocacdo de prétons, conservando o gradiente de
prétons. Estudos ja mostram que metais como o Cd e o0 arsénico induzem a expressao
de NAD(P)H-quinona oxidorredutase (ELBEKAI, 2008), curiosamente o cromo hao
atuaria da mesma forma.

Uma outra maneira de perceber a necessidade de manter o aparato
fotossintético frente as condi¢cfes adversas é verificar quanto da producéo de energia
€ regulada pelo estresse. Nesse sentido, a proteina ATP sintase (spot 309),
subunidade beta, cloroplastidial, apresentou regulacdo positiva em cerca de 1,5 vezes
no tratamento com Cd. Estudos sugerem que ela tenha participacao efetiva no controle
redox celular, promovendo a mudanc¢a conformacional de compostos para serem

alvos de metais, e com isso, de modo geral, atuariam como aceptores de metais


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nellaepalli%2BS&cauthor_id=29934511
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomas%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28351984
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(FRASCH, 2000).

Entre as proteinas com regulacdo positiva, o destaque foi para a proteina
Metalopeptidase EGY3. Embora ndo se saiba de que maneira ela funcione ou mesmo
a localizagao exata nos cloroplastos, trabalhos sugerem que ela ndo possua atividade
proteolitica, devido a auséncia de motivo de ligacdo ao zinco, diferentemente das
outras Metalopeptidase EGY1 e EGY2, e que tal proteina esteja localizada na
membrana do tilacoide (ADAMIEC et al, 2020). A Metalopeptidase EGY3 permanece
nao descrita e pouca informacgéo encontra- se disponivel; sabe-se que ela é altamente
expressa em condicdes de estresse abidtico, como o estresse térmico (ECHEVARRIA
ZOMENO ET AL. 2016) em Arabidopsis.

4.3.5 Mecanismos de sintese proteica

Dentre todos os processos celulares, um que se destaca € o de sintese proteica,
essas etapas, que envolve transcricdo e traducdo sdo importantes pois refletem a
necessidade que a célula possui de regular apenas o que é necessario, além de
fornecerem a célula proteinas que ela precisa para responder a estresses ambientais,
ela e extremamente custosa, onde 0 gasto de energia de etapas como expressao
genica e traducéo de proteina € alto. Portanto, dos mecanismos que a célula possui
para producdo de proteina, abordaremos as proteinas responsivas de expressao
génica, processamento do RNA, traducdo e regulacdo, etapas que apresentaram
maior divergéncia entre os tratamentos com Cd em L. aequinoctialis.

As proteinas ribossomais sdo importantes, pois atuam diretamente na
maquinaria da sintese de proteina. Danos ou comprometimentos dessas proteinas
podem acarretar um desequilibrio para as células. Observando a diminuicdo das
proteinas ribossomais organelares de L. aequinoctialis sobtratamento por Cd, a
proteina S13 mitocondrial (spot 336), a proteina S18 cloroplastidial (spot 831) e a
proteina L14 cloroplastidial (spot 131), todasenvolvidas em sintese proteica, foram
reguladas negativamente, com excecéo da proteina S18 que foi exclusiva da situacéo
controle.

Estudos ja relataram que a toxicidade do Cd atua da maneira a diminuir a sintese
de proteina e alterar diretamente a funcionalidade dos ribossomos. Em estudos
protedmicos ja foi relatada, em folhas de Brassica napus submetidas aotratamento

com Cd, a diminuicdo dos niveis ribossomais (ALI, 2015), e em Arabdopsis thaliana,
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submetida a concentracéo subletal de Cd, encontramos algo semelhante, a diminui¢éo
da sintese proteica, modificacBes nos polissomose regulacéo negativa das proteinas
ribossomais (SORMANI et al, 2011).

As principais hipoteses que surgem frente a diminui¢cdo da sintese e do teorde
ribossomos sdo; o aumento da sintese de ribossomos esta ligada diretamente a
producao de fitoquelatinas, portanto ndo seria interessante inibir esse agente redutor
de metais frente a condicdo de estresse por metal, a toxicidade por cadmio induz a
interacdo de ribossomos promovida por proteinas mal dobradase finalmente, o Cd atua
na remodelagem dos ribossomos, aumentando seu peso molecular e com isso
diminuindo sua eficiéncia (SORMANI et al, 2011; LU, 2008).

Uma maneira simples de selecionar os produtos génicos que a célula tanto
precisa em condi¢des de estresse é através do splicing alternativo. O Fator de splicing
RSZ21 (spot 694) é uma proteina do spliceossomo que atua na sele¢édo do pré-RNA,
ja descrita em trabalhos de interacdo do nitrogénio com Cd, para avaliar o aumento
da eficiéncia de acumulagéo, sendo regulada positivamente (HOANG et al, 2019). Foi
relatado em Arabidopsis que fatores de splicing ricos em serina e arginina estao
envolvidos na tolerancia ao Cd. Essa hipotese foi testada ao mutar o gene de fator de
splicing RS34b, onde os individuos mutados apresentaram maior sensibilidade ao Cd
(ZHANG, 2014).

Mesmo apresentando uma inibicdo da sintese proteica, os ribossomos também
sao regulados positivamente na presenca do Cd. Isso pode implicar na tentativa de
produzir ribossomos frente as condicfes de estresse. As proteinas ribossomais L19-
1 cloroplastidial (spot 627), L35 (spot 602), L14 cloroplastidial (spot 131) e a proteina
S3 plastidial (spot 757) foram as proteinas reguladas positivamente na presenca de
Cd. Também foi encontrado o fator de reciclagem de ribossomos cloroplastidial (spot
600). A proteina, que nédo é ribossomal, atua de maneira a tentar minimizar problemas
envolvidos na liberagdo do RNA transportador (RNAt) com o ribossomo. Ela também
ajudaria na estabilidade ribossémica (SHARMA et al, 2010).

Entre as proteinas reguladoras, houve a inibicdo da proteina nuclear quinase 10
(spot 816), qual é ativada por mitdgenos, compostos que estimulam a diviséao celular.
Como toda quinase pode-se supor que ela ative vias de divisdo celular em resposta a
estimulos ambientais, como estresses, bem como participando de vias envolvidas no
apoptose celular, ja que trabalhos mostram a relagéo da proteina com a via (WADA,
2004).
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4.3.6 Mecanismos de prevencao de estresse oxidativo

O estresse oxidativo afeta amplamente a planta, e nesse contexto, a célula inicia
varias vias reguladoras, bem como vias de apoptose e necrose celular. A proteina
glutaredoxina C5 (spot 389), importante na regulacéo do metabolismo REDOX celular,
esta envolvida na formacdo de grupamentos de ferro-enxofre e na reducdo de
dissulfetos especificos, auxiliando diretamente a glutationa, uma importante proteina
reguladora antioxidante (COUTURIER et al, 2011). A glutaredoxina C5 foi acumulada
em mais de seis vezes no tratamento com Cd em L. aequinoctialis. Estudos indicam
que ela é fundamental na transferéncia de grupos (tiol), e seu papel vai além de
fornecer uma maior tolerancia oxidativa a planta, pois atua na tentativa de evitar danos
maiores e entrada da célula na via de apoptose celular (CHRESTENSEN, 2000).

Outra proteina de controle oxidativo que foi induzida em nossos estudos,foi a
proteina diidrolipoil desidrogenase 1 (spot 314), a qual variou em cerca de duas vezes
e meia na condicao de estresse por Cd. Essa proteina mitocondrial € componente de
diferentes complexos multi-enzimas para fechamento dereacfes completas. Essa
proteina foi induzida em resposta ao Cd (SARRY et al,2006; SEMANE et al, 2010).
Acredita-se que a enzima tenha varios papeis celulares devido ao intenso processo
de splicing, um deles € a de reducéo de ions de ferro (PETRAT et al, 2003). Ela ainda
estéa ligada, embora ndo muito claramente, a produco fitoquelatinas (PAL et al. 2017).

O citocromo C € uma importante proteina essencial na mitocéndria e esta
relacionada a cadeia transportadora de eletrons, para producdo de ATP, atuandona
transferéncia de eletrons e na iniciacdo do apoptose celular mediado por caspases
(LEE, 2008). Além disso, esta relacionada com producéo de compostos antioxidantes
e na desintoxicacdo de metais (WELCHEN, 2016). A proteina de biogénese de
citocromo C (spot 37) foi inibida em mais de duas vezes no estresse por Cd. Trabalhos
anteriores ja relataram uma acentuada inibicdo do conteido de Citocromo C em
tratamentos com Cd (SMIRI, 2009). Os argumentos se baseiam no contetudo de metais
pesados que atingem a mitocondria, na composi¢cdo de aminoacidos do citocromo,
baseado em cisteina e histidina, compostos que se ligam a metais bivalentes com
mais facilidade, e na interacdo dos fosfolipidios com os ions de Cd (SMIRI, 2009;
WELCHEN, 2016).



84

4.3.7 Resposta aestresse

Essa categoria é importante, pois reflete de modo geral o panorama celular, em
que a divergéncia Protedbmica pode estar associada exclusivamente ao estresse
aplicado, de Cd. Houve uma maior regulacdo da categoria de resposta a estresse das
proteinas de L. aequinoctialis submetidas ao Cd.

Metais em geral apresentam a capacidade de interagir com o grupo sulfidrila de
muitas proteinas ou mesmo acabarem perturbando o local de ligacaoespecifico de
substratos (TERRON-CAMERO, et al 2019). Compreender o processo de aclimatacio
e possivel adaptacéo de plantas frente a estresses por metais é fundamental, uma vez
que isso pode acarretar a remodelacéo da rede de proteinas da planta.

Plantas apresentam diversos mecanismos para tolerar metais como o Cd,e as
analises de proteinas de resposta a estresse fornecem dados importantes para
elucidar vias de acumulacdo e tolerancia ao Cadmio. A modulacdo positiva de
proteinas de resposta a estresse sdo encontradas desde andlises comparativas de
espécies tolerantes até espécies sensiveis (BORGES, 2019), indicando que a
demanda proteica da planta € diretamente proporcional a sensibilidade ao Cd.

A Arginase 2 (spot 580), proteina essencial para resposta a estresse, participa
da sintese de moléculas de defesa, e ja foi descrita que a sua superexpressao pode
diminuir a susceptibilidade de plantas a determinados agentes estressores, como
fungos (BRAUC, 2012). Encontramos uma acentuada diminuigdo dessa proteina em
cerca de trés vezes em L. aequinoctialis submetidas ao tratamento com Cd. Dados
envolvendo estresse por metais, incluindo Cd, obtiveram resultados similares, em que
ocorre a baixaregulacéo dessa proteina, sugerindo talvez que danos estruturais e foto
oxidativos possam diminuir sua regulagdo (MUSZYNSKA, 2020).

Uma maneira rapida de responder a determinados estimulos estressantesé
através de uma rapida e eficiente sinalizacdo. A proteina 1 de ligagdo ao GTP(spot
412) é uma molécula importante na via de sinalizacdo de resisténcia a determinados
tipos de doencas. Adicionalmente, controla a sintese de lignina, altera genes
relacionados a defesa e morte celular (ONO, 2001) e esta diretamente ligada a baixa
expressdo de Metalotioneina, proteina necesséria ao controle Redox e de metais no
interior da célula, regulando-a negativamente. Houve uma baixa regulacdo dessa
proteina em L. aequinoctialis sob estresse por Cd, podendo indicar que a planta

necessitaria de uma maior demanda de genes relacionados a diminuigdo de metais.
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Sobretudo, a sua diminui¢do pode estar ligada ao aparecimento de Metalotioneina em
L. aequinoctialis sob tratamento por Cd, uma vez que plantas com superexpressao
de proteina 1 de ligacdo ao GTP esta associada ao aparecimento de manchas, fungos
e aumentode peroxido de hidrogénio, denunciando sua maior sensibilidade (WONG,
et al. 2004).

A defensina (Spot 778) é uma classe de proteinas de baixo peso molecular,
associadas ao estresse bibtico, pois apresentam caracteristicas antimicrobianas
(SHAFEE, et al. 2017). Neste caso, ela foi inibida em L. aequinoctialis sob tratamento
por Cd, sendo exclusiva do controle. Curiosamente existem trabalhos que encontraram
um possivel papel para as defensinas no controle e na tolerancia de metais, incluindo
o Cd (MIROUZE, 2006; MAHNAM, 2014). Por se tratar de proteina de baixo peso
molecular, a purificacéo e identificacdo sdo mais dificeis por técnicas convencionais
guantitativas de analises.

A proteina REM8 contendo dominio B3 (spot 656), exclusiva de L. aequinoctialis
submetidas ao tratamento com Cd, é uma proteina sinalizante, que se comunica com
0 nucleo celular em resposta a estresses provocados na planta. Essa proteina,
juntamente com o inibidor 1 de proteinase induzida por ferida (spot 641), também
exclusiva do tratamento com Cd, atuam de maneira amitigar danos mecanicos,
induzindo um fator que aumenta os inibidores de proteinase | e Il. Pode-se argumentar
que essas proteinas foram positivamente acumuladas, de modo a gerenciar uma
defesa da planta mais eficiente, contra danos provocados por agentes bioldgicos, de
modo que a planta ficasse menos suscetivel, mesmo no tratamento com Cd.

A ATPase 1 semelhante Obg (spot 702) pertencente a familia de proteinas
GTPases, também apresentou maior acumulacédo, sendo exclusiva do tratamento com
Cd. Essa proteina apresenta varias funcées moleculares, dentre elas de ligacado ao
GTP/GTPases e ligagdo de ions metélicos. Pesquisas tem demonstrado a eficiéncia
dessa proteina, que é acumulada também quando ocorre danos ao DNA, na regulacéo
dos niveis de EROs (ZHANG, 2009). Ja emestudos com metais, 0 aumento da
expressdo dessa proteina pode indicar um possivel papel regulador dos niveis de
metal e do controle REDOX celular (MARTINEZ, 2016).

Um importante mecanismo celular € o0 modo pelo qual a célula regula suas
proteinas, seja pelo silenciamento génico ou através do catabolismo de proteinas que
porventura estejam com erros de traducdo, ou que a célula ndo necessite. Argonauta

5 (spot 755) é uma proteina que atua como componente do complexo de silenciamento
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génico, regulando sobretudo microRNAs (miRNA)e atuando de modo a inibir a sintese
de proteina ou sua degradacdo no proteossoma, portanto é fundamental tanto na
resposta a estresses quanto na sintese proteina. A regulagcdo de miRNAs pode
favorecer a planta sob diferentes tipos de estresses, incluindo metais. Estudos
mostram que a proteina é regulada positivamente em metais como arsénio (TANG,
2019) e Césio (JUNG, 2015).

Em plantas, o sistema SnRK1 é um sistema de sinalizagdo contra estresses
ambientais, regulando negativamente processos biossintéticos de gasto de ATP, e
induzindo processos catabdlicos de geracdo de energia. A proteina Dedo de zinco
FCS 17 (spot 758) foi encontrada no tratamento com Cd em L. aequinoctialis,
provavelmente regulando e facilitando a interacdo do complexo SnRK1 com proteinas
efetoras, 0 que indicaria um possivel mecanismo econdmico de energia, frente as
condicBes estressantes em que a planta se encontra. (NIETZSCHE, 2014).

Uma das proteinas que tiveram regulacéo positiva de mais quase quatro vezes
foi a proteina Ribose-5-fosfato isomerase (spot 248/250), a qual participa da
conversdo reversivel de ribose-5-fosfato em ribulose-5-fosfato, uma etapa néo
oxidativa. A enzima participa também da degradacao de carboidratos, sendo uma via
secundaria, e modulada positivamente em estresse por infec¢cdo bacteriana (SHEN,
2018). A proteina € alvo recente de pesquisas envolvendo biocatalizadores de
acucares raros e como farmaco para doencas envolvendo protozoarios (CHEN, 2020).
Embora essa enzima tenha um sitio ativo independente de metal, ela exibe uma maior
atividade na presenca de metais, uma evidéncia da possivel relacdo dela com metais,
e talvez um possivel papel na via catalitica de carboidratos para tolerancia de plantas
a metais. Mas seréo necessarios mais estudos para confirmar essa relagdo (CHEN,
2020).

Uma outra enzima que apresentou regulagéo positiva, em aproximadamente 4
vezes mais, foi a Glutamato desidrogenase (spot 521). Em plantas, essa proteina atua
na conversao reversivel de glutamato em a- cetoglutarato. Trabalhos mostram o
aumento da expresséo de Glutamato desidrogenase no processo de defesa da planta
contra o estresse induzido pelo Cd, um indicativo de que a estimulacdo dessas
enzimas possa estar ligado ao aumento de glutamato, além de permitir a remodelagéo
de nitrogénio proteico, em consequéncia da quebras de proteinas cloroplastidiais
promovidas pelo Cd (CHAFFEI, 2006).

Uma das principais caracteristicas de danos provocado por Cd sdo os danos no
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DNA. Auxiliando na mitigacdo desses danos, L. aequinoctialis sob estresse por Cd
acumulou exclusivamente a proteina de juncdo cruzada (spot 669). Essa proteina
desempenha papel de reparo do DNA na recombinacdo homologa, atribuindo véarias
funcbes celulares indispensaveis a manutencéo celular. O acumulo exclusivo dessa
proteina na condicdo estresse, denota uma instabilidade no DNA, e é possivel que
guebras e danos tenham permitido o aparecimento dessa proteina de maneira a
diminuir ou consertar esses danos, além de permitir que esteja envolvida em
processos de recombinagao celular (OSMAN, 2003).

Dentre muitas proteinas de ligacdo, houve um acumulo significativo de proteinas
semelhantes a cinesina KIN-14D (spot 604). Dentre as principais funcdes desse grupo
de proteinas, esté a organizacéo estrutural dos microtubulos durante a divisdo celular
(VINOGRADOVA, 2013) e a indugéo da divisdo de organelas, como os cloroplastos
(YOSHIDA, 2013).

Em plantas, proteinas de hipersensibilidade podem atuar como estratégia de
defesa para a planta, sinalizando eventuais estresses bibticos, e promovendo maior
eficiéncia na resposta (ZHOU et al, 2010). Foi regulado positivamente em quase duas
vezes, a proteina 1 de resposta induzida por sensibilidade no nosso trabalho,
indicando que estresses abidticos podem induzir uma resposta preventiva de
possiveis ataques bibticos em plantas.

Uma das proteinas de maior acumulacdo no tratamento com Cd em L.
aequinoctialis foi a proteina ndo descrita OSIGBa0146121.5 (spot 711). A sequéncia
mostra homologia com um provavel transposon, essa proteina modula os genes de
modo a regular os produtos necessarios para recuperacao celular em situacdes de
estresse por Cd, principalmente modulacdes de proteinas envolvidas em danos ao
DNA e a parede celular (SCHWAGER, 2012).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yoshida%2BY&cauthor_id=23549784
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4.3.8 Proteinas de resposta ao cadmio

De modo geral, cada proteina diferencial do proteoma de L. aequinoctialis
submetido ao tratamento com Cd reflete a modulagdo celular necesséria para conter
0 estresse, porém proteinas mais especificas para o controle do desequilibrio
provocado pelo metal também sdo necessarias.

As metalotioneinas (MTs) sdo proteinas de baixo peso molecular que possuem
funcd@o de desintoxicacdo celular, seja se ligando diretamente aos metais, devido a
estrutura rica em cisteina; carregando elementos tragcos e metais, cujo transporte pode
atuar de maneira direta na desintoxicacao celular; carregando os metais até estruturas
como tonoplasto; ou como carregadoras para outras proteinas ligantes. Encontramos
acumulacao exclusiva de MTs (spot 668) nos tratamentos com Cd, indicando uma
tentativa de controlar os danos provocados pela presenca do Cd no ambiente celular
e no controle do estresse oxidativo (QUAN, 2006; LESZCZYSZYN, 2013).

Dentre as proteinas com coeficientes de variacdo (ratio) mais significativos, a
maior foi uma proteina translocase, AT1G10130 (spot 385), ndo caracterizada.
Através da sequéncia fasta, obtivemos 108 variantes ortélogas para esse gene, a
maioria traduzida em uma proteina transportadora de célcio (Ca?*). Como o Cd entra
no meio intracelular através dos canais de célcio, devido a similaridade estrutural com
o célcio (PERFUS-BARBEOCH, 2002), pode estar ocorrendo o transporte do Cd
através desses transportadores, para o interior celular e para locais onde a toxicidade
do Cd néo é tdo danosa, como no vacuolo celular. Outros transportadores que foram
altamente induzidos no tratamento com Cd foram o transportador ABC (spot 759) e a
ATPase de protons do tipo V (spot 667). Essas proteinas estdo envolvidas no
sequestro vacuolar de Cd (FU et al, 2019), pois em Arabidopsis ela mostrou certa
especificidade pelo Cd. Nocaute génico dessa proteina denotou maior sensibilidade
da planta ao Cd, mas n&do mostrou qualquer alteragdo para outros metais pesados.
Em aveia Avena sativa pode-se constatar a natureza tonoplastica dessa proteina e
seu potencial de influxo de metais para o interior do vacuolo (SALT, 1993).

Outra proteina importante na tolerancia do metal foi a Glutaredoxina C5 (spot
389). Essa proteina ja foi relatada em trabalho envolvendo metais, onde a
superexpressao forneceu uma forte tolerdncia aos metais pesados, reduzindo o
acumulo de metais, e favorecendo uma melhor atividade do sistema fisioldgico
antioxidante da planta (KUMAR, et al. 2020).
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Desta forma, Lemna aequinoctialis respondeu de forma efetiva, indicando
mecanismos de tolerancia ao Cd. Os dados servirdo para validacdo por expressao
genica, além de fornecer informacdes importantes para elucidar as vias por tras dos
mecanismos fitorremediadores de plantas, possibilitando ajudar a gerar variedades

mais tolerantes ao Cd.
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4.4 MODELO BIOLOGICO DE LEMNA AEQUINOCTIALIS SUBMETIDOS AO
TRATAMENTO COM CD.

O modelo biolégico de Lemna aequinoctialis submetidos ao tratamento com Cd
(figura 32) reflete os parametros fisiolégicos e bioquimicos dos principais processos

celulares.
i 5. Diminuigdo do aparato
MODELO BIOLOGICO 4. Controle dos danos fotossintético
provocados por EROs RuBisCO 6. Prevencdo de colapso fotossintético
Glutaredoxina C5 Ribossomal L14 NAD(P)H-quinona oxidoredutase
3. Quelagdo de Cd Diidrolipoil Ribossomal 518 ATP sintase
(complexagdo e transporte do desidrogenase 1 , Maturase k
metal) / //
Metalotioneina \ / /,/ 7. Diminuicdo do gasto energético
- \ ‘ , Biogénese de citocromo C
(Z:CI Sinalizagdo e resposta ao ) | Dedo de zinco FCS
REMS \ j / ”

Argonauta5 —

1. Canais para transporte
Translocase calcio
Transportador ABC
ATPasetipoV .

Cd

Cd

Cd
CdCd

Figura 32. Representacdo do modelo biol6gico do proteoma diferencial de Lemna aequinoctialis
RDSC5570 submetida ao tratamento com 10 pM de Cd.



5 CONCLUSOES

Com base em tudo que analisamos de Lemna aequinoctialis exposta aocadmio, e

todos os resultados que obtivemos, concluimos que:

A concentragdo que mais se aproximou da concentracdo subletal de Cdem
aequinoctialis foi a de 10 uM de Cd.
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L.

e Oisolado RDSC5570 de L. aequinoctialis apresentou variagdo fenotipica,fisiolégica

e genética frente ao estresse por Cd.

e O Cd reduziu o crescimento de L. aequinoctialis.

e Frondes de L. aequinoctialis submetidas ao Cd apresentaram cloroseevidente,

diminuicao da fronde e perda e diminuicdo da raiz

e Houve um significativo acumulo de metais em L. aequinoctialis submetidos

tratamento com Cd.

ao

e O isolado RDSC5570 de Lemna aequinoctialis se mostrou um bomorganismo

biorremediador de Cd.

e Houve significativa reducéo da fotossintese nas frondes de Lemna aequinoctialis

submetidas ao estresse por Cd.

e A analise protebmica de L. aequinoctialis foi capaz de revelar os principais

processos bioldgicos associados ao estresse por Cd.

e As modulacbes protedmicas foram condizentes com o quadro geral de

desenvolvimento observado na planta.

e Atoleranciade Cd em L. aequinoctialis pode estar associado as proteinasque foram

moduladas.
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