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RESUMO

NORONHA, Jociel Nascimento de; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro 2024; Efeito do sulfato de ferro (Il) na
germinacao e alteragdo do perfil protedbmico, hormonal e nutricional em pléantulas
de Albizia lebbeck (L.) Benth; Orientadora: D.Sc. Claudete Santa Catarina;
Coorientador: D.Sc. Tadeu dos Reis de Oliveira.

O Brasil tem enfrentado graves tragédias ambientais devido ao rompimento de
barragens compostas principalmente por rejeitos de o6xido de ferro e silica,
resultando na contaminacao do meio ambiente com milhdées de metros cubicos de
rejeitos. Nesse contexto, objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia de
diferentes concentragdes de sulfato de ferro (ll) na germinagdo de sementes e no
crescimento de plantulas de Albizia lebbeck, investigando as altera¢des no perfil
protedmico, conteudo endégeno de hormdnios vegetais, pigmentos fotossintéticos
e no teor de nutrientes. As sementes foram germinadas em diferentes
concentracdes (0, 2, 4, 8, 16, 24 e 32 mM) de sulfato de ferro (FeSO4.7H20). Apds
12 dias de incubacao nessas concentracdes, foram avaliados a matéria fresca (MF)
e seca (MS) e foram coletadas amostras para analises protedmicas, hormonais,
pigmentos fotossintéticos e nutrientes. Foi observado que as maiores
concentragdes (16, 24 e 32 mM) de sulfato de ferro (Il) afetaram negativamente a
germinagao e o crescimento das plantulas. A analise protebémica realizada em

plantulas tratadas com 0, 4 e 24 mM possibilitou a identificacdo de 363 proteinas
v



na comparagao entre as plantulas tratadas com 4 mM e com o controle (4/0 mM),
352 proteinas comparando 24 mM com o controle (24/0 mM) e comparado 24 mM
com 4 mM (24/4 mM). Na comparacao 4/0 mM o perfil protedbmico das plantulas foi
semelhante, enquanto nas comparagcdes com a maior concentracao de sulfato de
ferro (II) com plantulas do controle (24/0 mM) e com 4 mM (24/4 mM), observou-se
um aumento no acumulo de proteinas envolvidas nos processos de resposta ao
estresse oxidativo, tais como a glutationa peroxidase e a glutationa S-transferase.
Além disso, verificou-se uma diminuigdo no acumulo da proteina malato
desidrogenase, relacionada ao ciclo de Krebs, e das proteinas potenciadoras da
evolugdo do oxigénio, juntamente com proteinas de ligagao clorofila ab do
complexo antena, as quais podem estar associadas a danos no aparato
fotossintético. O aumento nas concentragdes de sulfato de ferro (I) levou a uma
diminuic&o significativa no conteudo de clorofilas e carotenoides. A concentragéo
de 24 mM de sulfato de ferro (ll), que inibiu o crescimento das plantulas, deve-se
em parte a reducdo dos niveis endoégenos de auxina, acido abscisico, acido
jasmonico e acido salicilico, e aumento dos niveis do acido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC), quando comparada ao grupo controle e a concentragao de 4
mM. O sulfato de ferro (II) aumentou o teor de ferro, manganés, magnésio e enxofre
nas raizes em 4 mM e 24 mM, comparativamente ao controle. Esses resultados
ampliam a compreensao dos efeitos do sulfato de ferro (ll) na germinacéo e
crescimento inicial de plantulas de A. lebbeck, além de destacar o potencial uso
dessa espécie em programas de recuperagao de areas contaminadas com ferro,

demonstrando sua capacidade de crescimento em concentragdes de até 8 mM.
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ABSTRACT

NORONHA, Jociel Nascimento de; M.Sc.; State University of North Fluminense
Darcy Ribeiro; February 2024; The effect of iron (Il) sulfate on germination and
changes in proteomic, hormonal, and nutritional profile in seedlings of Albizia
lebbeck (L.) Benth; Advisor: D.Sc. Claudete Santa Catarina; Co-advisor: D.Sc.
Tadeu dos Reis de Oliveira.

Brazil has been facing serious environmental tragedies due to the rupture of dams
primarily composed of iron oxide and silica residues, resulting in environmental
contamination with millions of cubic meters of waste. In this context, this study aimed
to evaluate the influence of different concentrations of iron (ll) sulfate on the
germination of seeds and the development of Albizia lebbeck seedlings,
investigating changes in the proteomic profile, endogenous content of plant
hormones, photosynthetic pigments, and nutrient content. The seeds were
germinated in different concentrations (0, 2, 4, 8, 16, 24, and 32 mM) of iron (II)
sulfate (FeS04.7H20). After 12 days of incubation, fresh (FW) and dry (DW) matter
were evaluated, and samples were collected for proteomic, hormonal,
photosynthetic pigment, and nutrient analyses. Was observed that higher
concentrations (16, 24, and 32 mM) of iron (Il) sulfate negatively affected seed
germination and seedling growth. Proteomic analysis conducted on seedlings
treated with 0, 4, and 24 mM enabled the identification of 363 proteins comparing

seedlings treated with 4 mM and the control (4/0 mM), 352 proteins comparing 24
Vil



mM with the control (24/0 mM) and comparing 24 mM with 4 mM (24/4 mM). In the
comparison 4/0 mM, the proteomic profile of the seedlings was similar, while in the
comparisons of a higher concentration of iron (II) sulfate with control (24/0 mM) and
with 4 mM seedlings (24/4 mM), there was an increase in the accumulation of
proteins involved in oxidative stress response processes, such as glutathione
peroxidase and glutathione S-transferase. Additionally, a decrease in the
accumulation of malate dehydrogenase protein related to the Krebs cycle and
oxygen-evolving enhancer protein 1, along with chlorophyll binding proteins of the
antenna complex, which may be associated with damage to the photosynthetic
apparatus, was observed. The increase in iron (Il) sulfate concentrations led to a
significant decrease in chlorophyll and carotenoid contents. The concentration of 24
mM of iron (Il) sulfate, which inhibited seedling growth, also resulted in the reduction
of endogenous levels of auxin, abscisic acid, jasmonic acid, and salicylic acid, and
increased levels of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, when compared to the
control group and the concentration of 4 mM. Iron (Il) sulfate increased the content
of iron, manganese, magnesium, and sulfur in the roots at 4 mM and 24 mM,
compared to the control. These results enhance understanding of the effects of iron
(1) sulfate on the germination and initial growth of A. lebbeck seedlings, highlighting
the promising potential of using this species in programs for the recovery of areas
contaminated with iron, demonstrating its growth capacity at concentrations of up to
8 mM.
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1. INTRODUGAO

A atividade de mineragdo emerge como uma das principais fontes do
acumulo de elementos quimicos potencialmente téxicos no meio ambiente
(Andrade et al., 2018). O ano de 2015 ficou marcado pelo maior desastre ambiental
até entdo registrado no pais, quando ocorreu o rompimento da barragem de
Fundéo, localizada no municipio de Mariana, no estado de Minas Gerais (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente, 2015; Segura et al., 2016; Carmo et al., 2017). Em
2019, outra tragédia de propor¢des significativas impactou os ambitos social,
ambiental e econémico, com o colapso da barragem do Cérrego do Feijao, situada
na cidade de Brumadinho, também em Minas Gerais. Esses dois acontecimentos
resultaram no langamento massivo de aproximadamente 58 milhdes de metros
cubicos de rejeitos de minério de ferro no meio ambiente, compostos principalmente
por elementos como Fe, Mn, Cr, Zn, Ni, Cu, Pb e Co (Queiroz et al., 2018).

O Fe é um micronutriente essencial para as plantas, necessario para
diversos processos vitais que vao desde a respiracado até a fotossintese, além de
ser fundamental para a transferéncia de elétrons por meio de reacdes redox
reversiveis, ciclando entre Fe?* e Fe®" (Kim et al., 2007). Entretanto, quando
absorvido em altas concentracdes, o Fe pode tornar-se um elemento altamente
téxico, alterando o metabolismo vegetal devido a sua propensédo em gerar radicais
livres nocivos pela reacéo de Fenton (Hansch e Mendel, 2009; Ravet et al., 2009;
Krohling et al., 2016). Estudos sugerem que concentracbes elevadas de Fe

suprimem a germinagao de sementes e diminuem o alongamento das raizes em



plantulas (Liu et al., 2016a; Silva et al., 2023), provocam desordem nutricional
(Jucoski et al., 2016; Silva et al., 2023) e diminuicdo no crescimento das plantulas,
afetando a area, a matéria fresca e a seca (Silva et al., 2023).

A Albizia lebbeck (L.) Benth € uma espécie arborea pertencente a familia
Fabaceae, que teve sua origem na Asia e, posteriormente, foi introduzida em outras
regides, no Brasil € uma espécie considerada naturalizada. Estudos indicam o
potencial de uso desta espécie em programas de recuperacdo de areas
contaminadas com metais tragos (Perveen et al., 2012; Yousaf et al., 2019; Naveed
et al., 2023). Entretanto, ainda ndo estd claro quais mecanismos fisiologicos,
bioquimicos e moleculares estao envolvidos no processo de resposta a toxicidade
por Fe. Assim, estudos a fim de compreender os mecanismos relacionados as
respostas morfoldgicas e bioquimicas durante a germinacdo da semente e no
estabelecimento de plantulas de A. lebbeck sob efeito de sulfato de ferro (Il) sdo
relevantes para avaliar como as plantas se adaptam as condi¢gdes de elevado teor
de Fe a fim de caracterizar espécies com potencial para uso na recuperagao de

areas impactadas com altas concentragdes de Fe.



2. REVISAO DE LITERATURA

21. Espécie de estudo

A espécie A. lebbeck € uma leguminosa perene, de tamanho meédio,
caducifdlia, nativa da Africa tropical, Asia e norte da Australia (Arunachalam et al.,
2023). Popularmente conhecida como albizia, destaca-se como uma espécie
naturalizada, com ampla distribuicdo nos biomas brasileiros (Chagas e Dutra,
2020). A espécie possui um ciclo de vida com floragao e frutificagdo precoce, a
floragdo pode ocorrer em plantas com apenas 10 meses de idade, onde as vagens
amadurecem no inicio da estacado seca, permanecendo na arvore por 3 a 4 meses
(Dransfield e Widjaja, 1995).

A. lebbeck é uma espécie pioneira de grande importancia na recuperacgao de
areas degradadas devido a sua capacidade de crescer rapidamente, fixar nitrogénio
e melhorar a estrutura do solo (Singh et al., 2004; Mukhopadhyay e Masto, 2022).
Suas aplicagbes em agroflorestas (Silue et al., 2024) e na recuperagao de areas
degradadas destacam sua importancia na restauragcéo ecoldgica (Singh et al.,
2004; Yousaf et al., 2019; Mukhopadhyay e Masto, 2022). Além disso, essa espécie
€ considerada uma opg¢ao promissora em programas de recuperagao de areas
contaminadas por metais potencialmente téxicos (Perveen et al., 2012; Yousaf et
al., 2019; Naveed et al., 2023).



2.2. Influéncia dos metais tragco na germinagao de sementes e crescimento

de plantulas

A germinacao das sementes € uma das fases do ciclo reprodutivo da planta
que pode interferir na distribuicdo e manutencdo da diversidade genética de uma
espécie, além de ser a etapa fundamental para a garantia do estabelecimento de
mudas (Trindade et al., 2018). O processo de germinagao inicia-se com a absorgao
de agua pela embebicdo da semente seca e completa-se quando ocorre a
protrusdo da radicula (Bewley, 1997). A germinag&o pode ser dividida em trés fases
que correspondem: |) a absorgéo de agua, Il) ativagado dos processos metabdlicos,
promovendo a expansao do hipocétilo e emergéncia da radicula e Ill) mobilizagao
das reservas nutricionais para o crescimento da plantula (Bewley, 1997; Taiz et al.,
2017).

O processo de germinagdo de sementes pode ser afetado negativamente
pela presenga de metais trago, provocando alteragdes morfolégicas e bioquimicas,
como alteragdes no metabolismo de proteinas envolvidas na germinagao (Nanda e
Agrawal, 2016; Ait Elallem et al., 2022).

Os metais tragco sdo um grupo de elementos quimicos metalicos que
possuem densidades, pesos atdmicos e numeros atdmicos relativamente altos (Yan
et al., 2020). A depender das suas fungdes nos sistemas bioldgicos, esses metais
podem ser divididos em essenciais € n&o essenciais. Os metais traco essenciais
como Cu, Fe, Mn, Ni e Zn, s&o indispensaveis para os processos fisioldgicos e
bioquimicos durante o desenvolvimento da planta (Yan et al., 2020). Os metais
traco no solo sao oriundos, principalmente, das agdes antrépicas como a mineragao
e atividades agricolas (Dutta et al., 2018; Davila et al., 2020; Wang et al., 2020; Yao
et al., 2021).

Os metais trago sdo conhecidos por influenciar negativamente tanto a
germinacao das sementes quanto o desenvolvimento das mudas (Seneviratne et
al., 2019; Ait Elallem et al., 2022). Ao ser absorvido pelas células vegetais, os metais
traco exercem seus efeitos citotoxicos e genotdxicos devido ao rompimento das
estruturas das proteinas (Dutta et al., 2018). Esses efeitos sdo eventualmente

refletidos nos niveis fisiologico e bioquimico com diminuicdo da estabilidade da



membrana e rendimento fotossintético, resultando na produgao comprometida de
pigmentos, no desequilibrio hormonal e de nutrientes, bem como na inibicdo da
replicacdo do DNA, expressdo génica e divisdo celular (Dutta et al., 2018;
Kuinchtner et al., 2021).

Como organismos sésseis, as plantas desenvolveram mecanismos
homeostaticos capazes de manter as concentragdes corretas de ions metalicos
essenciais em diferentes compartimentos celulares e/ou para minimizar os danos
da exposicdo a ions metalicos fitotdxicos (Clemens, 2019). H& uma rede
regulamentada de atividades de transporte, quelagao, trafico e sequestro de metais
que atuam com o objetivo de fornecer a absorgao, distribuicdo e detoxificacdo de
ions metalicos (Clemens, 2001; Krohling et al., 2016). Além disso, os sintomas de
toxicidade expressos nas plantas arboreas indicam que seus mecanismos
envolvidos na tolerancia a metais trago podem permitir que elas suportem
concentracdes mais altas desses metais comparadas as culturas agricolas (Meyer
et al., 2016).

Plantas de Cedrela fissilis Vell. submetidas ao tratamento com cadmio (Cd)
e aluminio apresentaram reduc¢ao do crescimento da parte aérea e das raizes em
altas concentragbes (50 e 100 pM) destes elementos, sendo estas alteragées
morfoldgicas os principais sintomas da toxicidade destes metais nas plantas. Além
disso, estas concentracbes afetaram a taxa liquida de assimilacdo de CO2, a
condutancia estomatica e a taxa de transpiragcdo (Kuinchtner et al., 2021).
Entretanto, estudos com elevadas concentragdes de Fe ainda nao foram realizados
em A. lebbeck.

2.3. Efeito do Fe no crescimento de plantas

O Fe é um metal essencial em varios processos fisiolégicos, como a
biossintese de DNA e horménios vegetais, no metabolismo do nitrogénio,
respiragao celular e fotossintese (Hansch e Mendel, 2009). O Fe é considerado um
elemento abundante, representando, aproximadamente, 5% da crosta terrestre,
entretanto, sua biodisponibilidade €& muitas vezes um fator limitante para o

desenvolvimento vegetal. Por outro lado, quando altas concentragbes de Fe se



tornam disponiveis, este elemento passa a ser considerado fitotoxico (Krohling et
al., 2016).

Plantas superiores desenvolveram pelo menos duas estratégias de absorgao
para adquirir Fe pouco biodisponivel no solo. Na estratégia |, plantas nao
gramineas bombeiam prétons para o ambiente extrarradicular (rizosfera) pela
ativagao das préoton-adenosinatrifosfatases (P-ATPases) da membrana plasmatica,
provocando a acidificagdo e a redugéo de Fe®* ao ion mais sollvel Fe?*, seguido
do transporte do ion Fe?* através da membrana celular da raiz pelos
Transportadores Regulados pelo Ferro (IRT1). Na estratégia Il, plantas gramineas
usam um mecanismo baseado na secrecao de acidos mugineicos (MA) seguido da
quelacdo do ion de suas raizes para quelar Fe (lll) no solo (Krohling et al., 2016;
Kobayashi et al., 2019). O Fe (lll)-MAs sao captados e absorvidos pelos sistemas
de transporte Yellow Stripe 1 (YS1) e Yellow Stripe-Like (YSL) (Kobayashi et al.,
2019).

A concentragdo de Fe na maioria das plantas varia de 100 a 300 mg kg™' de
matéria seca (MS). Embora n&o haja valores de referéncia na legislagéo brasileira,
concentragdes superiores a 500 mg kg' de MS superam o nivel critico de toxicidade
(Pinto et al., 2016). Embora o Fe seja um nutriente essencial, quando ha presenca
de altas concentracdes deste elemento na célula, o Fe bivalente possui capacidade
de catalisar via reagao de Fenton, que produz uma grande quantidade de radicais
livres de oxigénio, causando estresse oxidativo nas plantas (Wang et al., 2020).

O Fe é um elemento crucial para a fotossintese, e mais de 80% do Fe nas
células do mesofilo esta concentrado nos cloroplastos (Hansch e Mendel, 2009). A
capacidade fotossintética nas plantas é regulada principalmente por reagbes
fotoquimicas, que permitem a produg¢do de energia, trocas gasosas, bem como
fixacdo e assimilagdo de CO2 (Kuinchtner et al., 2021). O aparato fotossintético das
plantas € muito rico em atomos de Fe (21 ou 22 atomos), contendo dois ou trés
atomos de Fe por fotossistema Il (PSll), 12 atomos de Fe por fotossistema | (PSI),
cinco atomos de Fe por complexo de citocromo b6f (cyt b6-f) e dois atomos de Fe
por molécula de ferredoxina (Varotto et al., 2002; Krohling et al., 2016).

Todavia, as mesmas propriedades redox que tornam o Fe adequado para a
cadeia de transferéncia de elétrons na fotossintese também s&o responsaveis por

seus efeitos toxicos quando esta presente em excesso devido a superproducao de



espécies reativas de oxigénio (ERO) (Pinto et al., 2016). ERO sao subprodutos de
processos metabdlicos, onde seus niveis sdo controlados pelo sistema
antioxidante, e sédo produzidas em respostas a estresses, onde seus niveis
elevados podem desencadear processos irreversiveis, como a morte celular (Berni
et al., 2019).

O Fe pode também causar danos aos acidos nucleicos por meio de ligagao
direta e clivagem ou indiretamente por estresse oxidativo e geracado de ERO (Dutta
et al., 2018). Uma ampla gama de diferentes condi¢gdes ambientais extremas pode
induzir a geragao excessiva de EROs, com destaque para exposi¢cdes a altas
concentragcdes de metais de transicdo, como Fe, que promovem a producio de

compostos mais reativos, como oxigénio singleto ('Oz2), radicais anion superoxido

(02°-), peroxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (HO®), sendo estes as
principais espécies prejudiciais produzidas sob excesso de Fe pela reagdo de
Fenton (Pinto et al., 2016).

Em um estudo conduzido com diferentes cultivares de Oryza sativa L.
expostas a uma alta concentragédo de Fe?* (7 mM), observou-se uma diminuigdo na
biomassa fresca tanto da parte aérea quanto das raizes. Além disso, houve um
aumento na concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
sugerindo a ocorréncia de danos oxidativos, adicionalmente, o ferro afetou
negativamente a taxa fotossintética liquida (Pinto et al., 2016).

Em plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. submetidas ao tratamento
com Fe?*, constatou-se que a zona de alongamento da raiz foi reduzida em 68%
em resposta ao tratamento com excesso de Fe (350 uM) em comparagao com o
controle, indicando uma capacidade reduzida de expansdo celular na zona de
alongamento e divis&o celular da raiz (Li et al., 2015).

Como mecanismo para reduzir o efeito provocado pelo excesso de Fe, as
plantas dependem de sua capacidade de armazenamento e remobilizagdo desse
elemento, a fim de manter a homeostase desse metal, uma vez que o excesso de
Fe induz a formacéo de placas de Fe em raizes, as quais alteram a absorgao de
nutrientes (Casierra-Posada et al., 2017). Ha evidéncias de que a formacgao de
placas de Fe nas raizes do O. sativa fornece uma barreira fisica para o influxo de

Fe reduzido, ou seja, serve como um mecanismo de exclusdo (Li et al., 2015).



O efeito toxico do Fe ja é relatado para diversas plantas, com destaque para
A. thaliana (Varotto et al., 2002; Ravet et al., 2009; Li et al., 2015) e O. sativa (Pinto
et al., 2016; Tadaiesky et al., 2021; Zhang et al., 2022). Embora haja alguns estudos
acerca do estabelecimento de mudas de espécies arbéreas como C. fissilis, Morus
alba L. e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan em areas contaminadas com
metais traco (Guo et al., 2021; Kuinchtner et al., 2021; Santos et al., 2022), sao
poucos os estudos que correlacionem o efeito toxico do Fe na germinagao de
sementes e crescimento de plantulas de arboreas (Silva et al., 2023), tornando
fundamental pesquisas mais aprofundadas acerca dos mecanismos de respostas
durante a germinagdo e crescimento de plantulas de A. lebbeck ao estresse

induzido por diferentes concentragdes de sulfato de ferro (ll).

2.4. Analise do perfil protedmico vegetal em resposta ao estresse por Fe?*

A protedmica envolve o estudo em larga escala das proteinas, sua estrutura
e seu papel ou funcdes fisioldgicas (Shah e Misra, 2011). E o estudo sistematico da
expressao de proteinas (Kerry et al., 2018). A protebmica representa o estado
funcional de um organismo, tecido, organela ou célula em qualquer ponto do tempo
e em determinada condi¢cdo (Barnabas et al., 2015). Além de ser a ferramenta
molecular dominante para descrever proteomas completos no nivel de organela,
célula ou tecido, a protedmica também pode ser utilizada para comparar proteinas
sob diferentes fatores ambientais estressantes, como aqueles provocados por
metais (Kerry et al., 2018).

Os estudos de protedmica podem contribuir substancialmente para revelar
os aspectos da fungao celular nas respostas das plantas ao estresse, desvendando
possiveis relagdes entre a abundancia de proteinas e a tolerancia da planta ao
estresse (Hu et al., 2015). As plantas respondem aos estresses por meio de uma
ampla gama de reagdes, desde mudangas morfoldgicas até alteragdes nos padrdes
de expressao de proteinas (Nouri e Komatsu, 2013). Assim, a analise proteémica
de uma planta em condigdes fisioldgicas diferentes pode indicar as alteragdes no
proteoma e permite desvendar os mecanismos celulares e moleculares que regem

sua capacidade de resposta a situacao de estresse (Barnabas et al., 2015).



Para enfrentar o estresse induzido por metais trago, as plantas produzem um
conjunto de estratégias tanto em nivel protedmico quanto genémico, ativando uma
resposta multigénica que resulta em alteragcbes em varias proteinas, e
consequentemente, afeta diretamente varios processos biolégicos em uma célula
viva (Kerry et al., 2018).

Em plantas de O. sativa o estresse provocado pela deficiéncia e pelo
excesso de Fe?* levaram a perturbagdes no conteudo de proteinas em vias
associadas ao metabolismo do carbono, biossintese de aminoacidos e sistema
antioxidante, e na superproducdo de EROs que podem causar danos as plantas
(Zhang et al., 2022). Embora existam estudos na literatura que descrevam o perfil
protedmico durante a germinagao e crescimento de plantulas sob estresse por Fe,
nao ha ainda dados disponiveis relacionados ao perfil protedmico de A. lebbeck
submetida a esse tipo de estresse. Assim, torna-se pertinente a realizagcdo de
pesquisas dedicadas a compreensdo da regulagcdo de proteinas associadas a
germinacdo e ao crescimento de plantulas de A. lebbeck em ambientes com

elevadas concentracdes de Fe?*.

2.,5. Conteudo endégeno de hormoénios vegetais em resposta ao estresse
por metais trago

Os hormbnios desempenham um papel importante na regulagdo do
crescimento e desenvolvimento das plantas (Zwanenburg e Blanco-Ania, 2018). Os
cinco grupos de horménios vegetais com grande destaque s&o auxinas, citocininas,
giberelinas (GAs), acido abscisico (ABA) e etileno (Taiz et al., 2017; Zwanenburg e
Blanco-Ania, 2018). Entretanto, ha outros hormdnios relevantes para o crescimento
e desenvolvimento de plantas, como os brassinosteroides, &cido salicilico (SA),
acido jasmoénico (JA) e estrigolactonas (Yuan e Lin, 2008; Taiz et al., 2017; Han et
al., 2022).

A GA é um hormdnio vegetal que atua induzindo a germinagcao das sementes
(Wang et al., 2020). Em contraponto, o ABA reduz o efeito germinativo induzindo a
dorméncia das sementes (Seneviratne et al., 2019). Estudos mostram que metais
traco afetam os niveis de horménios durante a germinagdo de sementes
(Seneviratne et al., 2019). Dados evidenciam que o tratamento de sementes de O.

sativa com chumbo (Pb) provocou um atraso na germinagdo das sementes, induziu
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menor biossintese de GAs bioativas, inibiu a transducédo de sinal induzido pelas
GAs e, por outro lado, promoveu o aumento da sintese de ABA na semente (Wang
et al., 2020).

Além da relevancia do ABA na indugédo da dorméncia nas sementes (Wang
et al., 2020), este também atua na reprogramacgao da expressao génica, protecéo
da fotossintese, fechamento estomatico, maturagcao das sementes e crescimento
primario da raiz (Bittner et al., 2022). Estudos com sementes de Oryza glaberrima
Steud. mostraram uma interacdo entre ABA e o tratamento com Fe, onde o ABA
exdégeno diminuiu os niveis de mRNA da ferritina nas bainhas das plantas tratadas
com Fe (Majerus et al., 2009). Em sementes de O. sativa o conteudo de ABA no
tratamento com Pb aumentou em comparagdo com o tratamento controle,
sugerindo que o tratamento com Pb provoca diminuicdo da taxa de germinacgéo de
sementes por meio de um mecanismo mediado por um conteudo reduzido de GAs
bioativas e aumento no conteudo de ABA (Wang et al., 2020).

As auxinas desempenham um papel crucial na coordenag¢ao do crescimento
nas plantas, atuando no controle da formagao de 6rgaos vegetais, como embrido,
raiz, folhas e flores (Wu et al., 2020). O acido indol-3-acético (AIA) é a auxina que
ocorre naturalmente nas plantas (Wu et al., 2020). Em plantas de Arachis hypogaea
L. cultivadas sob déficit de Fe, a auxina funciona a jusante do etileno para induzir a
regulagao positiva do gene relacionado a absorgéo de Fe e da atividade enzimatica,
incluindo IRT1 e H*-ATPase (Du et al.,, 2022). Dados revelam que quando
confrontadas com metais traco em excesso, as plantas podem regular a transcricao
de genes relacionados a auxinas para ajustar a localizagdo e o acumulo efetivo de
auxinas dentro da planta para melhor adaptacédo e sobrevivéncia sob o ambiente
adverso (Wang et al., 2015).

O etileno desempenha um papel regulador central em todo o ciclo de vida da
planta, desde a germinacdo até a integragdo das mudancas ambientais no
amadurecimento dos frutos (Bittner et al., 2022). No crescimento de raizes de A.
thaliana, o excesso de Fe?* promoveu um aumento significativo nos niveis de
etileno nas raizes, além disso, o etileno induzido pelo Fe contribuiu para a tolerancia
primaria ao crescimento da raiz. Logo, o excesso de Fe tem potencial para inibir o
crescimento da raiz, reduzindo o alongamento e a divisdo celular, todavia, esse

papel inibitorio é parcialmente atenuado pela sintese de etileno (Li et al., 2015). O
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etileno reduz o acumulo de Fe na raiz, por meio do aumento da expressao de genes
que codificam a ferritina, uma sequestradora de Fe, e desta forma minimiza as
concentragdes de Fe?* nos tecidos (Majerus et al., 2007; Li et al., 2015).

O SA é um hormoénio que esta envolvido em muitos processos metabdlicos
e fisioldgicos importantes nas plantas, incluindo floragao, fechamento estomatico,
termogénese, metabolismo de osmodlitos, fotossintese, balanco hidrico e sistemas
de defesa antioxidante (Emamverdian et al., 2020). Entretanto, um dos papéis
importantes do SA é sua agao como uma molécula sinalizadora em respostas de
defesa contra uma variedade de estresses ambientais (Jayakannan et al., 2015). O
tratamento de imersao de sementes de Phaseolus vulgaris L. em SA ou em
combinacdo alternada com cinetina e calcio confere tolerancia contra efeitos
prejudiciais de Ni e Pb através de sistemas antioxidantes aprimorados, acumulo de
prolina e redugao de ERO, bem como a estabilidade da membrana (Khalil et al.,
2021).

O JA é essencial na regulagdo de multiplos processos vegetais para
adaptacado ambiental (Han et al., 2022), a sua sinalizagédo medeia as defesas das
plantas contra herbivoros e patdégenos, ao mesmo tempo em que confere tolerancia
ao estresse abidtico. Além disso, o JA é necessario para a reproduc¢ao, crescimento
e processos de desenvolvimento da planta (Pan et al., 2022). Em O. sativa sob
estresse por Cd, o JA promoveu o crescimento da planta sob estresse, além de
aliviar a toxicidade do Cd na planta ativando o sistema de defesa antioxidante (Li
et al., 2022).

Os horménios vegetais sao cruciais para o crescimento e desenvolvimento
das plantas, e sua regulagéo é influenciada por uma série de fatores, incluindo a
presenca de metais traco, reforcando a necessidade de estudos para compreender
0s mecanismos envolvidos no processo de resposta das plantas ao estresse por

metais trago.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia de diferentes
concentracdes de sulfato de ferro (I1) na germinagao de sementes e no crescimento
de plantulas de A. lebbeck, investigando as alteragdes no perfil proteémico,
conteudo enddégeno de horménios vegetais, pigmentos fotossintéticos e no teor de

nutrientes.

3.2. Objetivos especificos

Investigar os efeitos das diferentes concentragdes de sulfato de ferro (1) na
germinagao de sementes;

Analisar as mudangas no perfil protedmico durante o crescimento inicial das
plantulas sob diferentes concentragdes de sulfato de ferro (ll);

Avaliar as alteragbes nos niveis endogenos de hormdnios vegetais (AIA,
ABA, GA, JA, SA e ACC) em resposta a presencga de sulfato de ferro (ll);

Analisar o impacto dos tratamentos com sulfato de ferro (lI) na absorgao e

acumulo de nutrientes nas plantulas.
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4. MATERIAL E METODOS

Sementes de A. lebbeck foram adquiridas da empresa comercial Viveiro
Caigara (https://sementescaicara.com), localizada em Brejo Alegre, estado de Sao
Paulo, Brasil (21°9'58"S e 50°10'55"W).

4.1. Efeito do sulfato de ferro na germinagao e crescimento de plantulas

Para avaliar o efeito do sulfato de ferro (ll) na germinacdo de sementes e
no crescimento de plantulas, as sementes passaram por um processo de
desinfestagao por 20min em uma solugao de hipoclorito de sédio a 2,5% (Qboa®,
Osasco, Brasil), suplementada com o fungicida (Derosal®, Sao Paulo, Brasil) na
concentragdo de 200 L.

Posteriormente, em uma cabine de fluxo laminar, as sementes foram
lavadas trés vezes com agua destilada, autoclavada previamente, e transferidas
para placas de Petri esterilizadas contendo duas folhas de papel de germinacgao.
Em cada placa de Petri, foram adicionados 15 mL de uma solugéo com diferentes
concentracdes de sulfato de ferro () (0, 2, 4, 8, 16, 24 e 32 mM). As concentragdes
de sulfato de ferro (Il) foram previamente dissolvidas e filtradas usando filtros de
membrana de PES de 0,22 uym (BioFil®; Guangzhou, China). O pH da solugao foi
ajustado para 5,5 adicionando HCI 1N e KOH 1N. Apds um periodo de incubagao

de quatro dias, foram adicionados mais 5 mL da respectiva solu¢do em cada placa
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de Petri. As placas de Petri foram transferidas para uma camara de crescimento
com um fotoperiodo de 16h e intensidade de luz de 55 umol.m? s™', a 25 + 2°C.

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado com sete concentragdes de sulfato de ferro (IlI), cada uma consistindo
em cinco repeticobes de 30 sementes cada, totalizando 210 sementes por
tratamento. Apds 12 dias, a matéria fresca (MF) e a matéria seca (MS) das partes
radiculares e aéreas foram avaliadas. Além disso, foram coletadas amostras para

analise protedmica, pigmentos fotossintéticos, analise hormonal e nutrientes.

4.2. Analise de dados protedmicos

Analises protedbmicas comparativas foram realizadas utilizando amostras
(300 mg de MF cada, em triplicata) de plantulas em concentragdes de 0, 4 e 24 mM
de sulfato de ferro (Il), comparando as plantulas dos tratamentos: a) 4 mM/0 mM;
b) 24 mM/0 mM e c) 24 mM/4 mM.

As proteinas foram extraidas utilizando o método de acido tricloroacético
(TCA)/acetona com modificagdes (Damerval et al., 1986). Inicialmente, as amostras
foram maceradas com nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram
ressuspendidas em 1 mL de tamp&o de extragao de proteinas contendo 10% (p/v)
de TCA (Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA) em acetona (Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA)
com 20 mM de ditiotreitol (DTT; GE Healthcare; Piscataway, EUA) e vortexadas por
30min.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 20min a
4°C. Os pellets resultantes foram lavados trés vezes com acetona e DTT 20 mM e
centrifugados por 5min cada vez a 4°C. Os pellets foram secos ao ar,
ressuspendidos em tampao contendo 7 M de ureia (GE Healthcare), 2 M de tiourea
(GE Healthcare; Piscataway, EUA), 2% de Triton X-100 (GE Healthcare), 1% de
DTT (GE Healthcare; Piscataway, EUA) e 1 mM de fluoreto de fenilmetanosulfonil
(PMSF; Sigma-Aldrich), vortexados e incubados em gelo por 30min. Apds a
incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 16.000 xg por 20min a 4°C. Os
sobrenadantes contendo proteinas totais foram coletados, e a concentracédo de

proteina foi medida usando o método de Bradford (Bradford, 1976).
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Antes da etapa de digestdo com tripsina, as amostras de proteinas foram
precipitadas utilizando a metodologia de metanol/cloroférmio (Nanjo et al., 2012).
Apds a precipitagdo das proteinas, as amostras foram ressuspendidas em uma
solugédo de 7 M de ureia/2 M de tiourea. Aliquotas de 100 ug de proteina foram
submetidas a digestao tripsina utilizando a metodologia de preparagado de amostra
com auxilio de filtro (FASP) (Reis et al., 2021). Em seguida, os peptideos foram
ressuspendidos em uma solugdo de 100 pL contendo 95% de bicarbonato de
amoénio 50 mM, 5% de acetonitrila e 0,1% de acido férmico e quantificados por uma
metodologia de proteina e peptideo em A205 nm utilizando um espectrofotdmetro
NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). As
amostras foram transferidas para frascos de recuperagéo total (Total Recovery
Vials, Waters; Manchester, Reino Unido) para analise por espectrometria de massa.

Para a analise por espectrometria de massa, foi utilizado um nanoAcquity
UPLC conectado a um espectrometro de massa Synapt G2-Si HDMS (Waters;
Manchester, Reino Unido) para analise de cromatografia liquida por espectrometria
de massa em tandem com eletrospray (nanoESI-LC-MS/MS). Um total de 2 ug de
peptideos foi carregado em uma coluna C18 (180 uym x 20 mm; Waters;
Manchester, Reino Unido) a 5 yL min™" por 3min e, em seguida, em uma coluna
analitica de fase reversa nano-Acquity HSS T3 1,8 um (75 ym x 150 mm; Waters;
Manchester, Reino Unido) a 400 nL min~!, com temperatura da coluna de 45°C.

Foi utilizado um gradiente binario para eluicdo de peptideos: a fase movel
A consistia em agua (Tedia; Fairfield, EUA) e 0,1% de acido férmico (Sigma-Aldrich;
St. Louis, EUA), e a fase movel B consistia em acetonitrila (Sigma-Aldrich; St. Louis,
EUA) e 0,1% de acido férmico. A eluigado do gradiente foi realizada sequencialmente
da seguinte forma: inicia-se com 5% de B, que foi entdo aumentado para 40% de
B até 92min e de 40 a 99,9% de B até 96min, apds o que foi mantido em 99,9% de
B até 100min, posteriormente diminuido para 5% de B até 102min e mantido em
5% de B até o final da corrida aos 118min.

A espectrometria de massa foi realizada no modo positivo e de resolucao
(modo V), com largura total a meia altura de 35.000, com separacao de mobilidade
idnica (IMS) e no modo de aquisi¢cédo de dados independente (DIA) (HDMSE). AIMS
foi realizada utilizando um programa de velocidade de onda comegando em 800 m

s~ e terminando em 500 m s™!, com um fluxo de géas hélio e IMS de 180 e 90 mL
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min~', respectivamente. A energia de colisdo de transferéncia variou de 25 a 55 V
no modo de alta energia, com voltagens de cone e capilar de 30 e 2800 V,
respectivamente, e uma temperatura de fonte de 80°C.

Em relagdo aos parametros de tempo de voo (TOF), o tempo de varredura
foi ajustado para 0,5s no modo continuo com uma faixa de massa de 50 a 2000 Da.
O [Glu']-fibrinopeptideo B humano (Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA) a 100 fmol yL™"
foi utilizado como padrao externo, e a aquisicdo de massa de bloqueio foi realizada
a cada 30s. A aquisicao espectral de massa foi realizada por 90min utilizando o
software MassLynx versao 4.1.

O processamento de espectros e as condigcbes de busca em banco de
dados foram realizados utilizando o software ProteinLynx Global Server (PLGS)
versao 3.0.2 (Waters; Manchester, Reino Unido). O PLGS foi processado pelos
seguintes parametros: as configuragcdes de processamento de dados brutos
incluiram um limiar de energia baixa de 150 (contagens), um limiar de energia alta
de 50 e um limiar de intensidade de 750. Além disso, a analise foi realizada com os
seguintes parametros: duas quebras de clivagem perdidas; numero minimo de ions
de fragmento por peptideo igual a trés; numero minimo de ions de fragmento por
proteina igual a sete; numero minimo de peptideos por proteina igual a dois;
modificagdes fixas de carbamidometil (C) e modificagbes variaveis de oxidagao (M)
e fosforilacéo (STY); e a taxa de descoberta falsa (FDR) padrao foi definida como
um maximo de 1%. O banco de dados de proteinas de Arachis hypogaea L. do
UniProtKB (http://www.uniprot.org), com ID de proteoma: UP000289738, foi usado
para identificacao de proteinas, pois € o maior banco de dados com proximidade
com A. lebbeck.

As analises de quantificacdo sem rétulo foram realizadas usando o software
ISOQuant workflow, versao 1.7 (Distler et al., 2013). Resumidamente, os seguintes
parametros foram usados para identificar proteinas: FDR 1%, uma pontuagao de
peptideo maior que seis, um comprimento minimo de peptideo de seis
aminoacidos, e pelo menos dois peptideos por proteina foram considerados para
quantificacdo sem roétulo usando a abordagem TOP3, seguida pelo processo
multidimensional normalizado dentro do ISOQuant.

Para garantir a qualidade dos resultados apds o processamento dos dados,

apenas as proteinas que estavam presentes ou ausentes (para proteinas unicas)
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em todas as trés replicatas biolégicas foram consideradas para analise de proteinas
de acumulacéao diferencial (DAP). Os dados foram analisados usando o teste t de
Student (bilateral). Proteinas com ANOVA (P < 0,05) foram consideradas
acumuladas positivamente se o valor log2 fold change (FC) fosse maior que 0,60 e
acumuladas negativamente se o valor log2 do FC fosse menor que -0,60. As
anotagdes funcionais foram realizadas usando o software OmicsBox versao 3.0
(https://www.biobam.com) e UniProtKB (http://www.uniprot.org, acessado em 5 de
fevereiro de 2024). As redes de interagao preditas de DAPs foram construidas, com
confianca > 0,9, usando homodlogos de A. hypogaea identificados por meio de uma
pesquisa STRING (https://string-db.org, acessado em 5 de fevereiro de 2024)
seguida por analise subsequente no Cytoscape (versao 3.9) (Szklarczyk et al.,
2021).

4.3. Anadlise de pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos clorofila (Chl) a, b e carotenoides foram
analisados de acordo com Arnon (1949). Amostras (200 mg de MF, em triplicata) da
parte aérea de plantulas apdés 12 dias de incubacado foram utilizadas. Estas
amostras foram extraidas em tubos de ensaio contendo 10 mL de acetona a 80%.

Posteriormente, as amostras foram incubadas no escuro a 3°C por 24h.
Leituras de absorbancia foram realizadas pelo leitor de microplacas Versamax
(Molecular Devices, USA) em comprimentos de onda de 663 nm para Chl a, 645
nm para Chl b e 470 nm para carotenoides, utilizando o SoftMax Pro® 6.0. O teor
de pigmentos foi calculado utilizando as seguintes equagdes (Arnon, 1949):

Chla = ((12,7 x DOss3 — 2,69 x DOes4s5) V)) / 1000 x W;
Chl b =((22,9 x DOe45 — 4,68 x DOss3) V) / 1000 x W;
Carotenoides = ((1000 x DOa70 — 3,27 x Chl a — 104 x Chl b)/229)/1000 x W.

Onde DO representa a densidade 6ptica, V representa o volume total do

extrato (mL) e W denota a matéria fresca (g) da amostra vegetal utilizada.
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4.4. Anadlise de hormonios vegetais

Os hormoénios vegetais AlA, ABA, GA, SA, JA e ACC foram extraidos de
acordo com Silveira et al. (2004), com modifica¢cées. Amostras (150 mg de MF, em
quintuplicata) de plantulas de 12 dias foram coletadas, imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido e maceradas até formar um po fino. Em seguida, foram
adicionados 1,5 mL de tamp&o de extragdo composto por 80% de etanol (Sigma-
Aldrich; St. Louis, EUA) e 1% de polivinilpirrolidona (PVP-40) (Sigma-Aldrich; St.
Louis, EUA). Posteriormente, as amostras foram sonicadas por 10min
centrifugadas a 16.000 x g a 4°C por 10min. O sobrenadante foi seco em um
concentrador a vacuo a 45°C. O volume da amostra foi entdo ajustado para 500
ML/500 mg com agua Milli-Q, e o pH foi ajustado para 2,5 a 3,2 com 40 uL de acido
acético (Synth, Sao Paulo, Brasil).

Para cada amostra, foram adicionados duas vezes 1 mL de éter etilico
(Sigma-Aldrich; St. Louis, EUA) e incubados em gelo por 2min, coletando a fase
organica em um novo microtubo e colocando-o em um concentrador a vacuo a 45°C
até que as amostras estivessem completamente secas. As amostras foram
ressuspendidas em 500 pL de metanol:agua (10:90), filtradas usando uma seringa
com um filtro PTFE de 0,22 ym (Merck Millipore; Darmstadt, Alemanha) e
armazenadas em frascos (Waters; Manchester, Reino Unido).

Os horménios foram separados por cromatografia liquida usando 10 pL da
solugao recuperada da extragdo em uma coluna BEH C18 1,7 um (2,1 ym % 50 mm;
Waters; Manchester, Reino Unido) aquecida a 40°C, com uma taxa de fluxo de 300
uL min-'. O gradiente binario consistiu em agua grau LC-MS com 0,01% de &cido
férmico e metanol grau LC-MS com 0,01% de acido formico como eluente. O
gradiente de eluicdo comegou com 10% de metanol e foi mantido por 2min,
aumentando linearmente para 90% ao longo de 4min, em seguida, aumentando
linearmente para 100% em um minuto, e diminuindo para 10% em 50s, mantido em
10% por 70s, totalizando um tempo de execugao de 9min.

Utilizando uma fonte de ionizagdo com eletropulverizacdo (ESI) de alta
performance em Z-spray ortogonal duplo (Waters; Manchester, Reino Unido), os
efluentes do Acquity UPLC I-Class FTN (Waters; Manchester, Reino Unido) foram

introduzidos no espectrémetro de massas triplo quadrupolo Xevo TQ-XS (Waters;
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Manchester, Reino Unido). Foi empregada nebulizagdo pressurizada de gas
nitrogénio a 7 Bar, com fluxo de dessolvatagdo de 1000 L h™' e fluxo no cone de 150
L h-'. A temperatura do gas de dessolvatagdo foi 650°C, a temperatura da fonte
150°C, e a tensdo capilar para 3 kV. Para a operacdao do duplo quadrupolo em
tandem (MS/MS), foi utilizado gas argbnio como gas de colisdo a uma pressao de
0,8 kgf/lcm? na célula de colisdo. O espectrdbmetro operou no modo de
monitoramento de reagdo multipla (MRM), com tens&o do cone, energia de coliséo,
massa precursora e massa de fragmento dependendo do horménio em estudo. O
software Masslynx versao 4.2 (Waters; Manchester, Reino Unido) foi utilizado para
processar os cromatogramas.

Apoés a aquisi¢cdo, os espectros foram integrados, e os horménios foram
quantificados utilizando o software TargetLynx XS (Waters; Manchester, Reino
Unido). A area sob o pico de cada horménio foi comparada com uma curva padrao
(AIA, ABA, GA, JA, SA, ACC) em pg. As médias das cinco réplicas biolégicas de
cada tratamento foram comparadas usando um teste T para inferir diferencas

significativas entre as médias ao nivel de 5% de probabilidade.

4.5. Determinagao do conteudo de nutrientes

As amostras da parte aérea e das raizes foram secas em estufa de
circulacdao de ar por 24h a 65°C. A MS foi entdo moida e utilizada para a
determinacao do teor de nutrientes. Para determinar os teores de P, K, Ca, Mg, S,
Fe, Zn, Mn, Cu e B, amostras (100 mg de MS cada, em triplicata) da parte aérea e
das raizes foram utilizadas. Em seguida, a digestdo foi realizada com HNOs
concentrado e H202 em um sistema de digestdo aberto (Peters, 2005). Os
elementos foram quantificados ao mesmo tempo por espectrometria de emissao
atbmica com plasma indutivamente acoplado usando um aparelho ICPE-9000
(Shimadzu® Scientific Instruments, Columbia, EUA) utilizando as seguintes
condigdes: gas de plasma 8,0 L min™', gas auxiliar 0,70 L min-! e gas transportador
0,55 L min.

Para avaliar o teor de N, amostras (100 mg de MS cada, em triplicata) da
parte aérea e da raiz foram utilizadas. O teor de N foi determinado apds digestao

sulfurica pelo método de Nessler (Jackson, 1965).
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4.6. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (P < 0,05) e
ao teste de separagdo de médias de Tukey com probabilidade de 5%, realizado

utilizando o software R, versao 3.4.4.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito das concentragoes de sulfato de ferro (ll) na germinagao de

sementes e no crescimento de plantulas.

A protrusdo da radicula comegou no segundo dia apds a imersao das
sementes em diferentes concentracdes de sulfato de ferro (ll) (Figura 1). Conforme
a concentracdo de sulfato de ferro (lI) aumentou, observou-se uma redugéo na
porcentagem de germinagao, sendo significativamente menor em concentragbes
mais altas (16, 24 e 32 mM) de sulfato de ferro (ll) (Figuras 1a, 1d e 1e). O
comprimento das raizes também foi significativamente afetado nas concentragdes
de 16, 24 e 32 mM de sulfato de ferro (Il) (Figura 1b) e o comprimento da parte

aérea foi significativamente afetado a partir de 8 mM (Figura 1c).
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Figura 1. Porcentagem de germinagéo (a), comprimento da raiz (b) e comprimento da parte aérea
(c), bem como aspectos morfoloégicos de plantulas de Albizia lebbeck (d, e) sob diferentes
concentragbes (mM) de sulfato de ferro (II) apds 12 dias de incubagéo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). Barra 1d = 1
cm; Barra 1€ =2 cm.

As concentragbes de sulfato de ferro (II) promoveram uma diminui¢do no

crescimento das plantulas. O sulfato de ferro (ll) resultou em uma redugao
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significativa na matéria fresca (MF) e matéria seca (MS) da parte aérea das
plantulas em 24 e 32 mM (Figuras 2c e 2d). Além disso, observou-se uma redugao
significativa tanto na MF quanto na MS das raizes em plantulas incubadas com
concentracbes mais elevadas (16, 24 e 32 mM) de sulfato de ferro (Il) (Figuras 2a
e 2b).

O indice de tolerancia das raizes diminuiu a medida que as concentracdes
de sulfato de ferro (ll) aumentaram, apresentando valores abaixo de 50% em 24 e
32 mM (Figura 2d). Da mesma forma, o indice de tolerancia da parte aérea diminuiu
a medida que as concentragbes de sulfato de ferro (IlI) aumentaram; no entanto,
todos os tratamentos mantiveram valores acima de 50% (Figura 2d). Além disso, o
indice de fitotoxicidade das raizes apresentou valores superiores a 50% nos
tratamentos com concentragdes de 24 e 32 mM de sulfato de ferro (ll) (Figura 2e).
No entanto, na parte aérea, esses valores nao ultrapassaram 50% de fitotoxicidade,

mesmo em concentragdes mais elevadas de sulfato de ferro (1) (Figura 2e).
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Figura 2. Matéria fresca das raizes (a) e parte aérea (b), matéria seca das raizes (c) e parte aérea
(d), indice de tolerancia (e) e fitotoxicidade (f) em plantulas de A. lebbeck apos 12 dias de incubagéo.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas de acordo com o teste de Tukey
(P> 0,05).

5.2. Efeito das concentragoes de sulfato de ferro (ll) no perfil proteémico.
Andlise protedmica foi conduzida utilizando plantulas de 12 dias em trés
diferentes concentragdes de sulfato de ferro (II): 0 mM, 4 mM e 24 mM. Essas
concentracdes foram selecionadas com base nos resultados obtidos em relacéo ao
percentual de germinacéao, crescimento das plantulas, bem como matéria fresca e
seca, onde a concentracao de 0 mM serviu como controle, enquanto 4 mM né&o

mostrou efeito significativo, e 24 mM apresentou efeitos significativos sobre esses
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parametros. Comparativos foram feitos entre plantulas cultivadas em 4 mM e 0 mM
(4/0 mM), 24 mM e 0 mM (24/0 mM), e 24 mM e 4 mM (24/4 mM).

Através da analise protedmica realizada em plantulas tratadas com sulfato
de ferro (ll), foi possivel identificar um total de 363 proteinas na comparagéao de 4/0
mM, onde trés proteinas up-acumuladas foram identificadas, uma proteina foi Unica
na concentragcao de 4 mM, uma unica na concentragcao de 0 mM, e 358 proteinas
unchanged (inalteradas) (Figuras 3a e 3d). Na comparagéao de 24/0 mM, um total
de 352 proteinas foram identificadas, das quais 25 foram proteinas foram up-
acumuladas, 169 proteinas down-acumuladas, 3 Unicas para 24 mM e 17 uUnicas
para 0 mM, além de 138 proteinas unchanged (Figuras 3b e 3e). Ao comparar as
concentracdes de 24/4 mM, um total de 352 proteinas foi identificado, com 23
proteinas up e 154 down-acumuladas, 3 proteinas uUnicas para 24 mM, e 16
proteinas unicas para 4 mM, além de 156 proteinas unchanged (Figuras 3c e 3f).
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Figura 3. Diagrama de Venn (a, b, c) e Volcano Plot (d, e, f) mostrando as proteinas totais
identificadas e proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs) em plantulas de A. lebbeck apés 12
dias de incubagéo, comparando as concentragdes de 4/0 mM (a, d), 24/0 mM (b, e) e 24/4 mM (c,
f) de sulfato de ferro (Il). Proteinas com resultados significantes no teste t de Student (bilateral; P <
0,05) foram consideradas DAPs, sendo consideradas com aumento no acumulo se a mudanga log:
(FC) fosse maior que 0,6 e com redugdo no acumulo se a mudanga log2 (FC) fosse menor que -0,6.
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Na comparagao 4/0 mM, o perfil protedbmico das plantulas foi semelhante,
indicando a auséncia de efeitos fitotdxicos induzidos pelo sulfato de ferro (1) na
concentracado de 4 mM. No entanto, analises adicionais foram conduzidas, incluindo
uma rede de interagao proteina-proteina e uma analise de enriquecimento da Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Figura 4).

Todas as proteinas identificadas na rede de interagcao proteina-proteina
permaneceram unchanged nessa comparagdo especifica. No entanto, foi
observada uma diminui¢ao significativa no acumulo dessas mesmas proteinas nas
comparagdes 24/0 mM e 24/4 mM. A analise de enriquecimento KEGG revelou a
formagao de clusters de proteinas interagindo entre si, participando de varias vias
metabdlicas como fixagdo de carbono em organismos fotossintéticos, biossintese
de metabdlitos secundarios, fotossintese, ciclo do citrato (ciclo de Krebs),
proteassoma, fotossintese - proteinas de antena e fosforilagao oxidativa.

Entre as proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs), algumas se
destacaram por seu envolvimento no processo de resposta ao estresse oxidativo,
como a glutationa peroxidase (A0OA445DTP6), a glutationa S-transferase
(AOA444Y2J0) e a catalase (AOA445CCX1, AOA445BRPO). As proteinas glutationa
peroxidase (AOA445DTPG6) e glutationa S-transferase (A0A444Y2J0) foram up-
acumuladas nas comparagdes 24/0 mM e 24/4 mM de sulfato de ferro (llI). No
entanto, a proteina catalase (AOA445CCX1, AOA445BRPO0) foi down-acumulada
nas mesmas comparagoes.

Para investigar a interagao das DAPs, foi realizado uma rede de interagao
proteina-proteina para as comparagdes 24/0 mM (Figura 5) e 24/4 mM (Figura 6).
A analise de enriquecimento da via KEGG revelou que as DAPs formam clusters
de proteinas interagindo entre si, participando de diversas vias, como fixagao de
carbono em organismos fotossintéticos, biossintese de metabdlitos secundarios,
fotossintese, ciclo do citrato (ciclo de Krebs), proteassomo, fotossintese - proteinas
antena, fosforilagdo oxidativa e ribossomo (Figuras 5 e 6).

Entre as interagbes proteina-proteina nas vias metabdlicas, algumas foram
destacadas e discutidas quanto as suas relagdes com os processos de crescimento
e desenvolvimento das plantulas. Foi observado um maior efeito de 24 mM de
sulfato de ferro (1) na redugdo do acumulo de varias proteinas em comparagéo com

os tratamentos de 0 mM e 4 mM. A proteina contendo o dominio ribossomal S7
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(AOA445E5B5), a proteina ribossomal 60S acida PO (AOA445CX18) e a proteina
ribossomal 60S L1 (AOAOA6ZDS7) foram down-acumuladas nas comparacgoes 24/0
mM e 24/4 mM, enquanto a proteina contendo o dominio L7Ae ribossomal
(AOA445CS98) foi up-acumulada e a proteina ribossomal 40S S6 (AOA444Z\WP4)
foi unica em 0 mM e 4 mM nas comparagdes 24/0 mM e 24/4 mM, respectivamente
(Figuras 5 e 6, cluster roxo). Essas proteinas mostraram interacdo com a proteina
fator de elongacdo Tu (AOA445CKV5, AOA445ATTO, AOA445AB33), que teve seu
acumulo reduzido em plantulas nas comparagdes 24/0 mM e 24/4 mM.

Associadas a biossintese de metabdlitos secundarios, a proteina
peroxissomal acil-coenzima A oxidase 4 (AOA445EAMS) interage com a proteina 3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase (AOA445DIP1, AOA445AWTS), ambas foram
reduzidas nas comparagdes 24/0 mM e 24/4 mM (Figuras 5 e 6, cluster amarelo).

Além do mais, a proteina subunidade beta do proteassoma (A0OA445DUK2,
AO0A445D0T6, AOA445CNUO, AOA445B427) interage com as proteinas subunidade
regulatoria ndo-ATPase 2 do proteassoma 26S homologa (AOA445E060) e CCT-
eta (AOA444YE95). Essas proteinas estdo relacionadas ao proteassoma e foram
down-acumuladas nas comparagoes 24/0 mM e 24/4 mM (Figuras 5 e 6, cluster
azul).

Contudo, a proteina relacionada a fixagdo de carbono, biossintese de
metabdlitos secundarios e ciclo do citrato (ciclo de Krebs), como a malato
desidrogenase (AOA445DRP9, AO0A445BI82, AO0A445BI73, AO0A445AZS1,
AOA445AD99, AOA445A3S6) (Fig. 5 e 6, cluster verde), interagiu com proteinas
associadas a biossintese de metabdlitos secundarios, como a malato sintase
(AOA445ATHY7) e a isocitrato liase (AOA445E0VS, AOA445D9V5), que foram down-
acumuladas nas comparagodes 24/0 mM e 24/4 mM (Figuras 5 e 6, cluster verde).

Proteinas associadas a fixagao de carbono em organismos fotossintéticos
e a biossintese de metabdlitos secundarios, como a cadeia pequena da ribulose
bisfosfato carboxilase (A0A444X9E3), interagem com as proteinas contendo o
dominio terminal C da subunidade grande da ribulose bisfosfato carboxilase
(AOA445BJK2) e a proteina contendo o dominio grande da RuBisCO
(AOA445EETS). Essas proteinas foram down-acumuladas nas comparagdes 24/0

mM e 24/4 mM (Figuras 5 e 6, cluster cinza).
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A proteina contendo o dominio N-terminal da subunidade alfa/beta do
complexo ATPase F1/V1/A1 (AOA445B598) mostrou interagdo com as proteinas
contendo o dominio de ligagdo de nucleotideos da subunidade alfa/beta do
complexo ATPase F1/V1/A1 (AOA445A122), ATPase de dois setores
transportadores de H+ (A0OA445BUJ9, AOA445DVJ9) e subunidade beta da ATP
sintase (AOA444XW77), que foram down-acumuladas nas comparagdes 24/0 mM
e 24/4 mM. Além disso, a analise de enriquecimento KEGG mostrou que essas
proteinas estdo relacionadas a fosforilagdo oxidativa (Figuras 5 e 6, cluster
vermelho).

Entre as proteinas relacionadas a fotossintese (Figuras 5 e 6, cluster rosa),
o sistema de fotossintese | (AOA445BUL7) e a proteina D1 do sistema de
fotossintese 1l (AOA445AGZ0, AOA445BSX1) foram unicas em 0 mM na
comparagao 24/0 mM e unicas em 4 mM na comparagao 24/4 mM, enquanto a
proteina intensificadora evolutiva de oxigénio 1 (AOA445ANUS8) foi down-
acumulada nas comparagdes 24/0 mM e 24/4 mM. Essas proteinas interagem com
a proteina de ligacéo de clorofila a-b, cloroplastica (AOA445D4N7, AOA445CYP2,
AO0A445C2K4) relacionada as proteinas antena da fotossintese, que tiveram seu
acumulo reduzido nas comparagdes 24/0 mM e 24/4 mM (Figuras 5 e 6, cluster

rosa).
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Figura 4. Analise de enriquecimento da via KEGG e rede de interagéo proteina-proteina com base
em proteinas identificadas em plantulas de A. lebbeck apés 12 dias de germinagdo, comparando
concentragdes de 4/0 mM de sulfato de ferro (II). Observagéo: Os circulos (nd) representam
proteinas. O circulo azul ao redor das proteinas representa proteinas unchanged. Apenas os
primeiros vizinhos sdo mostrados nas interagdes. Todas as interagdes previstas na rede tiveram
confianga > 0,9 de acordo com o escore combinado do STRING. Cores diferentes indicam diferentes
proteinas de acordo com a via KEGG. A linha reta mostra a interagao entre as proteinas. As linhas
representam a existéncia dos sete tipos de evidéncias usadas na predi¢gao das associagdes. Linha
vermelha - indica a presenga de evidéncia de fusao; Linha verde - evidéncia de vizinhanga; Linha
azul - evidéncia de coocorréncia; Linha roxa - evidéncia experimental; Linha amarela - evidéncia de
mineracao de texto; Linha azul claro - evidéncia de banco de dados; Linha preta - evidéncia de
coexpressao.
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Figura 5. Andlise de enriquecimento da via KEGG e rede de interagéo proteina-proteina com base
nas DAPs em plantulas de A. lebbeck obtidas apds 12 dias de incubagao, comparando 24/0 mM.
Observacgao: Os circulos (nd) representam proteinas. O circulo azul, vermelho e amarelo ao redor
das proteinas representam proteinas up-acumuladas, down-acumuladas e unicas, respectivamente.
Apenas os primeiros vizinhos sdo mostrados nas interagdes. Todas as interagdes previstas na rede
tiveram confianga > 0,9 de acordo com o escore combinado do STRING. Cores diferentes indicam
diferentes proteinas de acordo com a via KEGG. A linha reta mostra a interagéo entre as proteinas.
As linhas representam a existéncia dos sete tipos de evidéncias usadas na predicdo das
associagdes. Linha vermelha - indica a presenca de evidéncia de fusao; Linha verde - evidéncia de
vizinhanga; Linha azul - evidéncia de coocorréncia; Linha roxa - evidéncia experimental; Linha
amarela - evidéncia de mineragao de texto; Linha azul claro - evidéncia de banco de dados; Linha
preta - evidéncia de coexpressido. Cada cluster de proteinas é representado por cores, a saber:
roxo, amarelo, azul, verde, cinza, vermelho e rosa.
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Figura 6. Andlise de enriquecimento da via KEGG e rede de interagédo proteina-proteina com base
nas DAPs em plantulas de A. lebbeck obtidas apés 12 dias de incubacdo, comparando 24/4 mM.
Observacgao: Os circulos (n6) representam proteinas. O circulo azul, vermelho e amarelo ao redor
das proteinas representam proteinas up-acumuladas, down-acumuladas e Unicas, respectivamente.
Apenas os primeiros vizinhos sdo mostrados nas interagdes. Todas as interagdes previstas na rede
tiveram confianca > 0,9 de acordo com o escore combinado do STRING. Cores diferentes indicam
diferentes proteinas de acordo com a via KEGG. A linha reta mostra a interacdo entre as proteinas.
As linhas representam a existéncia dos sete tipos de evidéncias usadas na predicdo das
associagdes. Linha vermelha - indica a presenca de evidéncia de fusao; Linha verde - evidéncia de
vizinhanga; Linha azul - evidéncia de coocorréncia; Linha roxa - evidéncia experimental; Linha
amarela - evidéncia de mineragao de texto; Linha azul claro - evidéncia de banco de dados; Linha
preta - evidéncia de coexpressido. Cada cluster de proteinas é representado por cores, a saber:
roxo, amarelo, azul, verde, cinza, vermelho e rosa.
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5.3. Efeito das concentragoes de sulfato de ferro (ll) nos pigmentos

fotossintéticos.

A presenca de 4 e 24 mM de sulfato de ferro (ll) resultou em um impacto
negativo nos niveis de clorofila a (Figura 7a), clorofila total (Figura 7c) e
carotenoides (Figura 7d) em comparagdo com as plantulas do controle. O
tratamento com 24 mM de sulfato de ferro (ll) resultou em uma redugéo significativa
no conteudo de clorofila b (Figura 7b) em comparagao com as plantulas crescidas

em 0 e 4 mM.
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Figura 7. Conteudo de clorofila a (a), b (b), clorofila total (c) e carotenoides (d) em plantulas de A.
lebbeck obtidas apds 12 dias de incubagao em diferentes concentragdes (0, 4 e 24 mM) de sulfato
de ferro (ll). Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P
< 0,05). (n = 3; CV clorofila a = 15,78%; CV clorofila b = 14,89%; CV clorofila total = 14,20%; CV
carotenoides = 14,33%).
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5.4. Efeito das concentragoes de sulfato de ferro (ll) nos conteudos
endogenos de AlA, ABA, GA, JA, SA e ACC em plantulas.

As plantulas crescidas sob a concentragdo mais elevada de sulfato de ferro
(1) mostraram uma diminui¢ao significativa no conteudo endégeno de AlA (Figura
8a), ABA (Figura 8b), JA (Figura 8d) e SA (Figura 8e), e um aumento significativo
nos conteudos de ACC (Figura 8f), em comparagdo com as plantulas crescidas em
0 e 4 mM de sulfato de ferro (Il). O conteudo de GA3 nao foi afetado

significativamente (Figura 8c) entre os tratamentos.
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Figura 8. Conteudo enddgeno de AlA (a), ABA (b), JA (c), SA (d), ACC (e) e GA3 (f) em plantulas de
A. lebbeck obtidas ap6s 12 dias de incubagao em diferentes concentragdes (0, 4 e 24 mM) de sulfato
de ferro (ll). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P
< 0,05).

5.5. Efeito das concentragcoes de sulfato de ferro (ll) no conteudo de

nutrientes

O sulfato de ferro (Il) exerceu uma influéncia significativa no conteudo de
nutrientes tanto na raiz quanto na parte aérea das plantulas de A. lebbeck (Tabela
1). Na porgao das raizes, as concentragdes de 4 e 24 mM de sulfato de ferro (ll)

promoveram um aumento no conteudo de ferro (Fe), manganés (Mn), magnésio
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(Mg) e enxofre (S). Além disso, na concentragado de 24 mM de sulfato de ferro (11),
observou-se um aumento significativo nos niveis de boro (B), calcio (Ca), potassio
(K) e nitrogénio (N) em comparagdo com 0 e 4 mM. No entanto, o conteudo de
cobre (Cu) e fésforo (P) diminuiu na concentragéo de 24 mM, enquanto os niveis
de molibdénio (Mo) e zinco (Zn) permaneceram inalterados quando as plantulas
foram expostas a diferentes concentragdes de sulfato de ferro (Il) (0, 4 € 24 mM).
Na parte aérea das pléantulas, os niveis de nutrientes foram afetados
apenas quando submetidos a concentracédo de 24 mM de sulfato de ferro (Il),

resultando em um aumento nos conteudos de Fe, Mn, Zn e S.

Tabela 1. Concentragédo de nutrientes nas raizes e partes aéreas das plantulas de A. lebbeck apos
12 dias de incubagao em diferentes concentragdes (0, 4 e 24 mM) de sulfato de ferro (ll). Médias
seguidas por letras diferentes apresentam diferengas entre si (P < 0,05) de acordo com o teste de
Tukey. Letras mailsculas diferentes indicam diferengas significativas entre as concentragées de
sulfato de ferro (lI) no mesmo tecido (parte aérea ou raiz). Letras minusculas diferentes indicam
diferencas significativas entre os tecidos (partes aéreas e raizes) no mesmo tratamento de
concentracao de sulfato de ferro (ll). CV = coeficiente de variagéo. (n = 3)

Raiz Parte aérea
Nutrientes FeSO4 FeSO4 CV (%)
(mg kg™ MS) (mM) (mM)
0 4 24 0 4 24
Micronutrientes
B 23,56aB 20,03aB  48,01bA  14,70aA 23,80aA  22,75aA 27,71
Cu 47,58aA 4587aA 3537aB  36,39bA 31,52bA  36,59aA 6,24
Fe 58,17aC 630,56aB 3466,29aA 44,30aC 320,10bB 2589,83bA 9,61
Mo 0,48aA 0,31aA 0,43aA 0,51aA 0,52aA 0,36aA 32,26
Mn 12,86aC 24,46aB 54,99aA 14,07aB 14,64bB  45,09bA 7,24
Zn 35,55aA 34,87aA  47,62aA  24,69bB 23,76bB 30,03bA 12,77
Macronutrientes
Ca 0,39bB  0,35bB 1,43bA 3,76aA 4,06aA 3,85aA 10,43
K 40,65aB 40,28aB  49,27aA  27,22bA  26,33bA  23,99bA 4,19
Mg 4,92bC  4,23bB 8,43aA 7,83aA  7,19aA 7,37bA 5,63
P 5,27aA  4,99aA 4,19aB 4,06bA  3,89bA 4,19aA 4,70
S 5,74aC  7,34aB  13,66aA  5,23aB  5,50bB 8,43bA 3,98

N 52,75aB 51,17bB  63,00aA  56,83aA 60,25aA  55,50bA 6,83
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6. DISCUSSAO

O ferro desempenha um papel crucial no crescimento e desenvolvimento
das plantas (Muller et al., 2017); no entanto, em excesso, torna-se prejudicial devido
a sua tendéncia de reagir com o oxigénio, gerando ERO (Krohling et al., 2016; Gao
e Dubos, 2021), o que afeta negativamente as plantas.

Na presente pesquisa, 0 aumento na concentragao de sulfato de ferro (ll)
teve um impacto significativo na germinagcdo de sementes e no crescimento de
plantulas de A. lebbeck. A porcentagem de germinacdo das sementes foi
significativamente reduzida nas concentracdes de 16, 24 e 32 mM de sulfato de
ferro (ll), demonstrando o efeito fitotdxico do Fe?*. Um estudo realizado com
sementes de C. fissilis corrobora com esses resultados, mostrando que
concentracbes elevadas (8 e 10 mM) de sulfato de ferro (ll) tiveram um efeito
inibitério na germinacéo (Silva et al., 2023).

Além de inibir a germinagao, o aumento nas concentragdes de sulfato de
ferro (II) demonstrou um impacto no crescimento das plantulas de A. lebbeck,
resultando em restricao tanto no crescimento das raizes quanto da parte aérea nos
tratamentos com 16, 24 e 32 mM de sulfato de ferro (I). Esse efeito foi corroborado
por estudos anteriores realizados com plantulas de C. fissilis (Silva et al., 2023), os
quais também indicaram uma redugdo no comprimento radicular e aéreo em
resposta a altas concentragdes de sulfato de ferro (I1). Resultados similares foram
observados em plantulas de O. sativa, tanto em condi¢cdes de deficiéncia quanto de

excesso de Fe?* (Zhang et al., 2022). A presenga de metais, como Fe?*, pode
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causar danos oxidativos, interferir no metabolismo e reduzir a atividade de enzimas
cruciais, impactando diretamente o crescimento das plantulas (Silva et al., 2023).

Altas concentragdes de sulfato de ferro (ll) exerceram uma influéncia
significativa na biomassa de plantulas de A. lebbeck, resultando em uma redugéo
tanto na matéria fresca (MF) quanto na matéria seca (MS) das raizes e da parte
aérea. Da mesma forma, niveis elevados de Fe?* podem desencadear
fitotoxicidade, causando uma diminuicdo na MF e MS em plantulas de C. fissilis
(Silva et al., 2023). Resultados semelhantes foram observados em Catharanthus
roseus (L.) G. Don, demonstrando redugdes de 50% na MF e MS da parte aérea, e
60% na MF e MS das raizes, quando expostas a uma concentragdo de 50 mM de
sulfato de ferro (ll) (Tisarum et al.,, 2023). Esses resultados destacam a forte
influéncia do Fe?* na reducdo da acumulacido de biomassa nessas espécies em
concentragdes elevadas de sulfato de ferro (ll).

Pode-se observar, nesta pesquisa, que houve um aumento no acumulo das
proteinas glutationa peroxidase (AOA445DTP6) e glutationa S-transferase
(AOA444Y2J0), um grupo de proteinas envolvidas nas respostas ao estresse.
Essas proteinas desempenham um papel importante na remogao de ERO (Bela et
al.,, 2015). Com o aumento do estresse causado pelo excesso de ferro, ha um
aumento na indugado de ERO, desencadeando multiplas respostas de detoxificacéo
de ERO (Zhang et al., 2022).

As proteinas glutationa peroxidase (AOA445DTP6) sao peroxidases tidlicas
nao-heme que catalisam a reducao de H202 ou hidroperdxidos organicos para agua
(Passaia et al., 2013), participando de varios processos fisiologicos e
desenvolvimento, incluindo defesas contra estresses abidticos (Bela et al., 2015), e
atuando na protecédo das células vegetais contra danos oxidativos (Kumar et al.,
2020).

As glutationa S-transferase (A0A444Y2J0) sao proteinas multifuncionais
que desempenham papéis essenciais em uma variedade de processos
intracelulares, envolvidas na detoxificacdo de herbicidas, bem como
desempenhando um papel crucial na protegcédo das plantas contra danos causados
por metais trago (Mohsenzadeh et al., 2011). No arroz, a abundéncia das proteinas
glutationa S-transferase aumentou significativamente sob estresse excessivo de

Fe?* (Zhang et al., 2022). Em Cicer arietinum L., tanto as atividades de glutationa



37

peroxidase quanto de glutationa S-transferase aumentaram sob estresse por metal
traco (Aslll-25 pM, AsV-250 uM, Cd-500 uM e Cr(VI1)-300 uM) (Kumar et al., 2020).
O aumento na abundéancia dessas proteinas nas comparagdes 24/0 mM e 24/4 mM
de sulfato de ferro (Il) sugere que a plantula esta aumentando suas defesas
antioxidantes para lidar com o estresse oxidativo causado pela toxicidade do sulfato
de ferro (ll), ajudando a reduzir danos as estruturas celulares.

As proteinas do fator de elongacdo Tu (AOA445CKV5, AOA445ATTO,
AO0A445AB33) foram menos acumuladas tanto nas comparagdes 24/0 mM quanto
24/4 mM de sulfato de ferro (ll). As proteinas do fator de elongagdo Tu séo
importantes, pois desempenham um papel central na fase de elongacao da sintese
de proteinas (Fu et al., 2012). As fungbes do fator de elongagcdo Tu incluem
transportar o complexo aminoacil-tRNA para o sitio A do ribossomo durante a
biossintese de proteinas (Li et al., 2018).

Essas proteinas tém sido objeto de estudo em varias plantas enfrentando
condi¢gbes de estresse abiotico, como salinidade, seca e temperaturas extremas
(Momcilovic e Ristic, 2007). Elas atuam como chaperonas, interagindo com
proteinas desdobradas e desnaturadas, protegendo-as da agregacao térmica e
inativacdo (Fu et al., 2012). A redugdo no acumulo de proteinas do fator de
elongacéo Tu destaca sua sensibilidade ao estresse causado pelo excesso de ferro,
0 que pode resultar em alteragdes na sintese de proteinas e danos no processo de
desenvolvimento.

Na analise da rede de interacéo proteina-proteina, um grupo de proteinas
relacionadas ao proteassoma foi identificado, incluindo a subunidade beta do
proteassoma (AOA445DUK2, A0OA445D0T6, AOA445CNUO, A0A445B427) e a
subunidade regulatéria nao-ATPase 2 homéloga do proteassoma 26S
(AOA445E060). Esse conjunto de proteinas foram down-acumuladas em plantulas
com 24 mM em comparagdo com 0 mM (comparagao 24/0 mM) e com 4 mM
(comparacéo 24/4 mM) de sulfato de ferro (ll).

O proteassoma € um complexo proteolitico multi-subunidade, dependente
de ATP, composto por uma particula central de 20S (CP) e uma particula reguladora
de 19S (Glickman et al., 1998), responsavel pelo reconhecimento do substrato,
desubiquitinagdo, desdobramento do substrato e clivagem em peptideos curtos

(Tomko e Hochstrasser, 2013). Garantir a manutengdo de um sistema altamente
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coordenado e especifico para a degradacao de proteinas individuais é essencial
para a sobrevivéncia de um organismo (Ali e Baek, 2020). No entanto, uma redugao
na atividade do proteassomo pode resultar em taxas diminuidas de degradacao de
proteinas regulatorias, levando a uma reducdo na eficiéncia e precisdo dos
processos de transdugdo de sinais (Kurepa e Smalle, 2008). Além disso, a
diminui¢cdo da atividade do proteassomo contribui para o acumulo de proteinas
danificadas, intensificando assim a sensibilidade ao estresse (Kurepa e Smalle,
2008).

As proteinas acil-coenzima A oxidase 4, peroxissomal e a proteina
desidrogenase 3-hidroxiacil-CoA tiveram seu acumulo reduzido em ambas as
comparagdes, 24/0 e 24/4 mM. Essas proteinas desempenham um papel crucial na
via metabdlica conhecida como [(-oxidagao de acidos graxos (Goepfert e Poirier,
2007). A proteina acil-coenzima A oxidase 4, peroxissomal, catalisa o primeiro
passo da B-oxidacdo, convertendo acidos graxos acil-CoA em 2-trans-enoil-CoA,
um processo que libera peroxido de hidrogénio como subproduto (Arent et al.,
2008). Enquanto isso, a proteina desidrogenase 3-hidroxiacil-CoA catalisa o
terceiro passo da B-oxidagdao, decompondo acidos graxos de cadeia longa em
unidades de dois carbonos chamadas acetil-CoA, que podem ser usadas para
produzir ATP (Baker et al., 2006). A diminuigdo na acumulagao dessas proteinas
pode afetar a capacidade das plantulas de metabolizar eficientemente acidos
graxos e manter o equilibrio metabdlico, impactando o crescimento,
desenvolvimento e resposta ao estresse.

A proteina malato desidrogenase (AOA445DRP9, A0A445BI82,
AOA445BI73, AOA445AZS1, AOA445AD99, AOA445A3S6) € uma enzima chave no
ciclo de Krebs, também conhecido como ciclo do acido citrico ou ciclo do acido
tricarboxilico (TCA), onde desempenha um papel essencial na oxidagao do malato,
um produto da reacao catalisada pela fumarase, para formar oxaloacetato (OAA),
enquanto NAD* é reduzido a NADH (Tomaz et al., 2010). Por sua vez, as proteinas
malato sintase (AOA445ATH7) e a isocitrato liase (AOA445E0V5, AOA445D9V5) sado
duas enzimas chave do ciclo glioxilato, uma via metabdlica alternativa ao ciclo de
Krebs (Ahn et al., 2016). Essas proteinas também foram down-acumuladas em

ambas as comparacodes, 24/0 e 24/4 mM, o que pode ter causado danos ao
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metabolismo energético e a sintese de carboidratos, afetando negativamente o
crescimento e desenvolvimento das plantulas de A. lebbeck.

As proteinas ATPase F1/V1/A1 complexo subunidade alfa/beta dominio N-
terminal (AOA445B598), ATPase F1/V1/A1 complexo subunidade alfa/beta dominio
de ligacao a nucleotideo (AOA445AI122), ATPase de dois setores que transporta H+
(AOA445BUJ9, A0OA445DVJ9), subunidade alfa da ATP sintase (AOA445ED48,
AOA445A0G3) e subunidade beta da ATP sintase (AOA444XW77) compdem um
grupo de proteinas relacionadas a sintese de ATP que mostraram diminui¢ao na
acumulagao em plantulas em concentragbes mais altas em comparagdo com o
controle (comparagao 24/0 mM) de sulfato de ferro (l1).

A ATP sintase, localizada na membrana mitocondrial interna ou tilacoides
do cloroplasto, desempenha um papel crucial na catalisacdo da etapa terminal da
fosforilagdo oxidativa, produzindo ATP rico em energia a partir do gradiente de
prétons gerado pelo transporte de elétrons (Liu et al., 2021). O estresse induzido
por metais trago tem um impacto negativo na acumulagéo de proteinas envolvidas
na sintese de ATP em plantas (Liu et al., 2016; Zhang et al., 2020). Esses resultados
indicam que o estresse induzido por um excesso de sulfato de ferro (Il) pode
comprometer o sistema energético e o processo de sintese de proteinas.

A proteina intensificadora evolutiva de oxigénio 1 (OEE1) foi implicada na
evolugao do oxigénio fotossintético e esta associada ao complexo do fotossistema
Il (Feng et al., 2008). Neste estudo, a proteina intensificadora evolutiva de oxigénio
1 (AOA445ANUB8) foi reduzida em plantulas em ambas as comparagdes, 24/0 mM
e 24/4 mM de sulfato de ferro (ll), destacando os efeitos do Fe no fotossistema Il.
Em plantulas de arroz expostas ao ozénio, houve uma redugao na abundancia da
proteina intensificadora de evolugao de oxigénio 1, sugerindo a suscetibilidade do
aparato fotossintético a niveis elevados desse poluente (Feng et al., 2008). O
sulfato de ferro (Il) resultou em alteragées negativas na acumulagao de proteinas
OEE1, indicando que mudancas na abundancia dessas proteinas podem afetar
significativamente a eficiéncia do processo fotossintético em plantulas de A.
lebbeck.

A toxicidade do Fe representa uma perturbacdo complexa capaz de
impactar varios aspectos fisiologicos (Muller et al., 2015) e bioquimicos da planta

(Zhang et al., 2022), afetando até mesmo componentes vitais como as clorofilas,
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que desempenham um papel essencial na fotossintese, e seu conteudo é crucial
para o desenvolvimento da planta (Xu et al., 2015). Neste estudo, foi possivel
observar uma redugdo na acumulagdo da proteina de ligagdo a clorofila a-b,
cloroplasto (AOA445D4N7, AOA445CYP2, AOA445C2K4) em plantulas de ambos,
as comparagoes de 24/0 mM e 24/4 mM de sulfato de ferro (ll). Essa proteina
pertence a familia de proteinas de ligagao a clorofila a/b do complexo de captura
de luz (LHC) e desempenha um papel crucial na absor¢do e transferéncia de
energia luminosa (Jansson, 1999). Essas proteinas se ligam a moléculas de
pigmento para formar um complexo essencial na captura e transporte de energia
durante o processo de fotossintese (Zhao et al., 2020). A diminuigdo na acumulacgao
dessas proteinas em resposta a alta concentragdo de ferro sugere sua
sensibilidade a toxicidade de Fe, resultando em danos ao aparato fotossintético e,
consequentemente, no crescimento das plantulas.

Os sintomas de fitotoxicidade de Fe?* s&o caracterizados pelo surgimento
de manchas nas folhas, comegando nas pontas e progredindo em diregao a base
da folha (Pereira et al., 2013). Um estudo mostrou que em C. roseus cultivada em
condigdes fitotdxicas de Fe?*, ocorreu bronzeamento das folhas, com manchas
variando de marrom escuro a preto, juntamente com necrose, clorose e
senescéncia foliar (Tisarum et al., 2023). Em A. lebbeck, sob altas concentracdes
de sulfato de ferro (ll), ha uma evidente alteracdo na coloragdo das plantulas,
caracterizada por clorose e o surgimento de manchas necréticas. Essa alteragao
pode estar relacionada a uma reducido na acumulacao de proteinas envolvidas na
biossintese de clorofila (Chl), a partir da via metabdlica do tetrapirrol composta por
15 etapas (Liang et al.,, 2023). Notavelmente, a proteina NADPH:
protochlorophyllide oxidoreductase (POR) (AOA445DYMS, AOA445BZ81) mostrou
uma reducgao na acumulagado nas comparagoes de 24/0 mM e 24/4 mM de sulfato
de ferro (Il). Essa proteina desempenha um papel crucial na 132 etapa da
biossintese de Chl, promovendo o processo de esverdeamento nas plantas (Yuan
et al., 2012; Liang et al., 2023). Esses achados destacam a influéncia direta da
concentracdo de sulfato de ferro (Il) na acumulacdo dessas proteinas e,
consequentemente, no crescimento e coloragéo das plantulas.

Nesta pesquisa, corroborando com a redug¢ao na acumulagao de proteinas

relacionadas aos pigmentos fotossintéticos, observou-se uma diminui¢ao
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significativa no teor de clorofilas a, b e carotenoides a medida que as concentragdes
de sulfato de ferro (Il) aumentaram. Resultados semelhantes foram identificados
em plantulas de Pisum sativum L., onde o excesso de Fe?* causou uma redugio
nos niveis de clorofila, diminuiu a taxa de transporte de elétrons e desativou o centro
de reacao do fotossistema Il (Xu et al., 2015).

Os carotenoides desempenham um papel crucial na absorcao de luz e na
protecdo do complexo antena contra danos oxidativos, devido a sua capacidade de
neutralizar as ERO que naturalmente se formam durante o processo fotossintético
(Pinto et al., 2003). Em Glycine max (L.) Merr., o excesso de ferro levou a redugao
de pigmentos fotossintéticos (Chl a, b e carotenoides) (Lapaz et al., 2020),
confirmando que a absor¢cdo excessiva de Fe causa alteragbes negativas nos
mecanismos fotossintéticos (Krohling et al., 2016). Esses resultados destacam o
impacto negativo da fitotoxicidade de Fe?* na biossintese de pigmentos essenciais
para a fotossintese, sugerindo a sensibilidade dessas moléculas a presenca
excessiva de Fe e enfatizando as consequéncias prejudiciais que concentragdes
elevadas desse metal podem ter na eficiéncia fotossintética da planta.

Uma variedade de fitohorménios, como auxina e ABA, sao conhecidos por
estarem envolvidos no desenvolvimento e na arquitetura das raizes (Passaia et al.,
2013). A auxina desempenha um papel fundamental como um dos principais
horm&nios no crescimento e desenvolvimento das plantas, atuando também como
molécula sinalizadora durante varios estresses ambientais (Mathur et al., 2022).

Os resultados desta pesquisa revelaram uma redugdo no conteudo
endogeno de AIA em plantulas de A. lebbeck quando submetidas a uma
concentracédo de 24 mM de sulfato de ferro (Il). Em plantulas de A. thaliana tratadas
com Cd, os niveis de AIA apresentaram uma redugéo significativa em comparagao
com o grupo controle (Hu et al., 2013). O estresse por metais trago leva a mudangas
na distribuicdo espacial de AlA nos tecidos vegetais, o que pode ser causado por
alteracdes na distribuicdo de proteinas PIN FORMED (PIN2) (Mathur et al., 2022)
e PIN1 (Yuan et al., 2013). Mudangas na distribuicdo de AIA, por sua vez,
contribuiram para a inibicado do alongamento das raizes (Sun et al., 2010). Os dados
sugerem que a regulacgao dindmica dos niveis de AIA desempenha um papel crucial
nas respostas das plantulas ao estresse por metais traco, influenciando o

crescimento das raizes.
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O hormonio vegetal ABA é uma ferramenta essencial para o mecanismo de
desenvolvimento e respostas robustas ao estresse causado por estimulos
ambientais (Ranjan et al., 2021). Por sua vez, o GA regula varios atributos
fisiologicos e bioquimicos importantes das plantas, incluindo a germinagao de
sementes, o crescimento de plantulas, o alongamento das raizes e o crescimento
do caule (Ghuge et al., 2023). ABA e GA sao dois hormdnios que frequentemente
exibem efeitos antagonicos.

Nos resultados deste trabalho, foi possivel observar uma diminuigdo nos
niveis endogenos de ABA em plantulas submetidas a uma concentracéo de 24 mM
de sulfato de ferro (ll); no entanto, os niveis endogenos de GA nao foram afetados
pelo aumento na concentragdo de sulfato de ferro (ll). Durante o processo de
germinacado de sementes de O. sativa tratadas com Pb, a sintese de GA foi
reduzida, enquanto a sintese de ABA foi aumentada (Wang et al., 2020). Por outro
lado, plantulas de Oryza glaberrima Steud. tratadas com Fe mostraram um aumento
na concentragcdo de ABA (Majerus et al., 2009), que regula muitos aspectos do
crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo a germinagao de sementes
e a inibicdo do alongamento das raizes (Thole et al., 2014). No entanto, em
plantulas de A. thaliana sob excesso de Fe, a sinalizacdo mediada por ABA néo &
necessaria para a agao inibitéria do Fe no crescimento da raiz primaria (Li et al.,
2015).

O JA desempenha um papel essencial no crescimento, desenvolvimento e
respostas a estresses bidticos e abidticos das plantas (Ranjan et al., 2021). Por
outro lado, o SA tem sido reconhecido por seu papel fundamental na regulagao do
crescimento, desenvolvimento e respostas imunes das plantas (Bari e Jones,
2009). Nesta pesquisa, foi observada uma diminuigdo no conteudo endégeno de
JA e SA quando plantulas foram expostas a uma concentragao de 24 mM de sulfato
de ferro (Il). Esse resultado contrasta com a resposta tipica de aumento nos niveis
de JA em plantas quando expostas a metais traco, adicionando uma perspectiva
intrigante a essa interacdo. Na presencga de Cd, foi observado que a deficiéncia
endogena de JA aumentou a sensibilidade de plantulas de tomate ao estresse por
Cd, implicando que o JA exerce regulagdo positiva na resposta do tomate ao
estresse induzido por Cd (Zhao et al., 2016). O estresse induzido por Cd aumenta

os niveis de JA nas raizes de A. thaliana, suprimindo a expressao dos genes
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AtIRT1, AtHMA2 e AtHMA4, responsaveis pela captagao de Cd e translocacao de
longa distancia, respectivamente (Lei et al., 2020). Enquanto a adigao exégena de
JA pode diminuir concentragdes fitotoxicas de metais traco nas plantas, inibindo a
expressdo de genes envolvidos na absorgcado de metais (Ali et al., 2023).

O SA desempenha um papel crucial nos sistemas de defesa antioxidante,
pois tem a capacidade de aumentar as atividades antioxidantes nas plantas sob
condi¢des de estresse, levando a niveis reduzidos de ERO (Emamverdian et al.,
2020). No entanto, a deficiéncia de SA ou niveis excessivamente altos de SA
aumentam a susceptibilidade das plantas ao estresse abiotico (Yuan e Lin, 2008).
Esses resultados apontam para a influéncia direta do excesso de sulfato de ferro
(I1) no conteudo endogeno de JA e SA, apresentando um cenario de regulagéo
hormonal complexo em resposta ao estresse induzido por esse elemento.

O etileno, um fitohormdnio relevante associado ao estresse, desempenha
um papel critico na modulagdo do crescimento das raizes. Este fitohorménio é
produzido a partir da metionina através de S-adenosil-L-metionina (SAM) e acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), catalisado pela ACC sintase (ACS) e
pela ACC oxidase (ACO), respectivamente (Hyun e Kieber, 2005). ACS e ACO sao
codificados por familias multigénicas e regulados por varios fatores bidticos e
abidticos (Hyun e Kieber, 2005). Neste estudo, ao contrario dos outros
fitohormdnios mencionados, foi observado um aumento no teor endégeno de ACC
na concentracado de 24 mM de sulfato de ferro (ll).

O etileno pode desempenhar um papel crucial na absorcao de metais traco,
como Cd, onde a redugao na producao de etileno esta associada a uma menor
acumulagao de Cd na planta (Ravanbakhsh et al., 2019). Em plantas de A. thaliana,
a presencga de Cd induziu a biossintese de ACC e etileno, resultando em uma
reducao significativa na biomassa e no crescimento das raizes, enquanto mutantes
acs2-1acs6-1 exibiram um efeito positivo na biomassa foliar (Schellingen et al.,
2014).

Destarte, um estudo com A. thaliana indica que a evolugdo do etileno
contribui para a tolerancia ao crescimento da raiz primaria ao excesso de Fe (Li et
al., 2015). Os efeitos prejudiciais do estresse por metais traco, como Fe, estédo
principalmente relacionados a reducédo do comprimento da raiz primaria, diminuicao

da proliferagdo de raizes laterais e diminuicao da area foliar (Mathur et al., 2022).
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Em plantulas de A. thaliana, o excesso de Fe reduziu o crescimento da raiz primaria
diminuindo tanto a elongagao quanto a divisdo celular, e esse papel inibitério é
parcialmente aliviado por um aumento no teor de etileno (Li et al., 2015).

Em O. glaberrima, tratamentos com concentragdes de 250 e 500 mg L' de
sulfato de ferro (1) estimularam a biossintese de etileno (Majerus et al., 2007). Além
disso, altas concentragdes de CuSOs4 (40 - 60 pM) inibiram o alongamento da raiz
primaria em plantulas de A. thaliana selvagens e mutantes insensiveis ao etileno
ein2-1, indicando que o etileno ndo esta associado a inibicdo da raiz primaria
causada por excesso de Cu (Yuan et al., 2013). Genes que codificam ACS e ACO,
as duas enzimas-chaves responsaveis pela sintese de etileno, foram regulados
transcricionalmente pelo excesso de Fe (Li et al., 2015), e a presenga de ACC, um
precursor do etileno, aliviou a inibigdo do crescimento da raiz primaria causada pelo
excesso de Fe, enquanto inibidores da biossintese de etileno (aminoetoxivinilglicina
e acido aminooxiacético) intensificaram esse efeito (Li et al., 2015). Os resultados
deste trabalho destacam a interacdo complexa entre o ACC, precursor do
fitohorménio etileno, e o estresse induzido pelo excesso de Fe em plantulas de A.
lebbeck. Essa descoberta sugere uma regulagdao especifica deste precursor de
etileno sob condigdes de estresse de sulfato de ferro (I1). No entanto, é importante
observar que mais estudos sd&o0 necessarios para uma compreensao mais
aprofundada da relacao entre etileno e crescimento das raizes.

O acumulo excessivo de Fe pode levar a desequilibrios nutricionais graves
nas plantas, interferindo na acumulagao de nutrientes tanto na raiz quanto na parte
aérea (Silva et al., 2023). Apos a exposi¢ao a altas concentragdes de sulfato de
ferro (I), o sistema radicular das plantulas de A. lebbeck exibiu uma coloragéo
marrom, indicando uma leve formacao de placas de Fe. A formacao de placas de
Fe pode mitigar os efeitos dos metais trago (Mitra e Subba, 2022), no entanto, essas
placas podem induzir desequilibrios nutricionais inibindo a absorgao de nutrientes
(Siqueira-Silva et al., 2012; Silva et al., 2023). Todavia, neste estudo, houve um
aumento significativo no teor de Fe nas raizes e partes aéreas das plantulas
submetidas aos tratamentos com sulfato de ferro (ll), indicando que a formacéao de
placas de Fe pode néo ter afetado a absorgao desse nutriente. Isso, por sua vez,
levou a efeitos fitotoxicos como reducéo no crescimento (Siqueira-Silva et al.,
2012).
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Nestes resultados, foi possivel constatar um aumento na acumulacéao de B,
Fe, Mn, Ca, K, Mg, S e N nas raizes. Achados semelhantes foram relatados em C.
fissilis, onde um aumento na concentragdo de sulfato de ferro (ll) elevou os niveis
de Fe, Mn, Zn, Ca, S e N nas raizes; no entanto, as concentragdes desses
nutrientes nao foram afetadas pelos tratamentos com sulfato de ferro (Il) na parte
aérea (Silva et al.,, 2023). O sulfato de ferro (ll) pode induzir mudangas na
acumulacgao de nutrientes nas plantas, e essas mudancgas podem variar entre a raiz
e a parte aérea (Silva et al., 2023).

Os resultados desta pesquisa apoiam essas observagoes, indicando que a
acumulagao de Fe foi significativamente maior nas raizes em comparagao com a
parte aérea das plantulas, especialmente nas concentragdes de 4 e 24 mM de
sulfato de ferro (II). O aumento na acumulacdo de Fe na raiz de A. lebbeck pode
estar possivelmente relacionado a compartimentalizagéo restrita desse metal nos
vacuolos das células da raiz (Sharma et al., 2016). Essa alta concentragao de Fe
nos tecidos radiculares sugere que a planta possa empregar esse mecanismo de
compartimentalizagdo para proteger as partes aéreas da toxicidade desse
elemento (Tisarum et al., 2023). No entanto, a acumulagao de Fe nas raizes nas
concentracdes de 4 e 24 mM, assim como na parte aérea na concentracédo de 24
mM de sulfato de ferro (Il), excedeu o nivel critico de toxicidade de Fe estabelecido
em 500 mg kg de MS para as plantas (Pinto et al., 2016; Lapaz et al., 2022).

Além disso, plantulas de A. lebbeck tratadas com 24 mM de sulfato de ferro
(I1) mostraram uma reducdo no conteudo de P e Cu nas raizes. O P pode ter
precipitado na placa de Fe, reduzindo sua absor¢ao e acumulacao pelas raizes das
plantulas sob condigdes de excesso de Fe, como observado em C. fissilis (Silva et
al., 2023). O P desempenha um papel fundamental na regulagdo de respostas
fisioldgicas e no aumento da tolerAncia ao estresse abidtico nas plantas. E
essencial para diversos processos metabdlicos e fisioldgicos, incluindo o
metabolismo energético, divisdo celular, sintese de DNA e biossintese de
fosfolipidios (Khan et al., 2023). No entanto, baixos niveis de P podem comprometer
esses processos (Chan et al., 2021). O Cu, por sua vez, em niveis reduzidos, pode
desencadear disturbios no crescimento e desenvolvimento das plantas, exercendo
efeitos negativos em processos fisioldgicos cruciais, especialmente aqueles

relacionados ao transporte de elétrons fotossintéticos (Yruela, 2005).
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Concentragdes mais baixas de Cu foram encontradas nas raizes de plantas de O.
sativa quando expostas ao estresse por excesso de Fe, e esse fendbmeno também
pode ser atribuido a formacéo de uma placa de Fe atuando como uma barreira que
limita a absor¢do de Cu (Silveira et al., 2007). Estes dados destacam que as
mudancas na acumulacdo de P e Cu nas raizes, como resultado do estresse
induzido pelo excesso de Fe, podem ter contribuido para alteracbes
morfofisiolégicas, como redugdo do crescimento radicular e aéreo, bem como
danos aos pigmentos fotossintéticos, como observado nas plantulas de A. lebbeck.

Os desequilibrios resultantes do acumulo excessivo de Fe nao apenas
comprometem a absorgdo de nutrientes pela raiz, mas também interferem na
distribuicao adequada desses elementos por toda a planta, impactando diretamente
seu desenvolvimento e crescimento. Além disso, investir em novas pesquisas
focadas nos mecanismos de resposta das plantas ao estresse causado pelo
excesso de Fe proporcionara uma compreensao mais abrangente desses
processos, especialmente no que diz respeito ao perfil protedmico e a modulagao
da sinalizacdo hormonal. Tais investigagbes sao cruciais para avangar no
desenvolvimento de estratégias voltadas para identificar espécies que possam ser

usadas na recuperacao de areas contaminadas com Fe.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que altas
concentracgdes (superiores a 8 mM) de sulfato de ferro (II) tém efeitos negativos na
germinagao de sementes e no crescimento inicial de plantulas de A. lebbeck.

A concentragdo mais alta (24 mM) de sulfato de ferro (Il) promoveu um
aumento na acumulagdo de proteinas glutationa peroxidase e glutationa S-
transferase em comparagao com as plantulas nao estressadas no controle e 4 mM.
Além disso, a diminuigdo na acumulacéo de proteinas acil-coenzima A oxidase 4,
3-hidroxiacil-CoA desidrogenase, malato desidrogenase, malato sintase, isocitrato
liase e proteina intensificadora evolutiva de oxigénio 1, juntamente com proteinas
de ligacao de clorofila do complexo antena em resposta a presenga de sulfato de
ferro (ll), revela uma relagdo entre mudancgas no perfil proteico e a inibigdo do
crescimento inicial das plantulas sob estresse, afetando o conteudo de pigmentos
fotossintéticos, além de reduzir os niveis endégenos dos horménios AlA, ABA, JA
e SA, em uma concentracao de 24 mM, enquanto aumenta ACC, um precursor de
etileno.

N&o obstante, tratamentos com sulfato de ferro (Il) afetaram a acumulagao
de nutrientes, aumentando os elementos B, Fe, Mn, Ca, K, Mg, S e N, e diminuindo
Cu e P. Apesar de concentragdes mais altas de sulfato de ferro (Il) apresentarem
efeitos fitotoxicos na germinagao de sementes e no crescimento inicial das plantas,

os resultados indicam o potencial uso desta espécie em programas de recuperagao
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de areas contaminadas por Fe, uma vez que esta espécie foi capaz de tolerar
concentragdes de até 8 mM, abrindo perspectivas promissoras para sua aplicagcao

em contextos de recuperagcao ambiental.
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Tabela Suplementar 1: Lista completa de todas as proteinas identificadas em plantulas de Albizia lebbeck, comparando as concentracdes de 4/0 mM, 24/0 mM e
24/4 mM de sulfato de ferro (1) apos 12 dias de incubagio

, Acumulacgao diferencial
Acesso Descrigédo Peptideos
reportados 4/0 mM 24/0 mM 24/4 mM
AO0A444ZTF5 | (3R)-hydroxymyristoyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DLN8 | (S)-2-hydroxy-acid oxidase 9 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444Y2I8 | (S)-2-hydroxy-acid oxidase 8 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445D9X7 |14 3 3 domain-containing protein 7 - Unique 24 Unique 24
AOA445BTG1 |14 3 3 domain-containing protein 8 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445E060 | 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 homolog 4 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444WWZ3 | 26S proteasome regulatory subunit RPN11 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444XVM3 | 30S ribosomal protein S8, chloroplastic 7 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445DIP1 | 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445AWT5 | 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 5 UNCHANGED DOWN DOWN
U3MF97 40S ribosomal protein S23 2 UNCHANGED - -
A0A445BWB6 | 40S ribosomal protein S27 3 UNCHANGED UP UNCHANGED
AOA444XRT3 |40S ribosomal protein S4 2 UNCHANGED - -
AQA4447Z\WP4 | 40S ribosomal protein S6 3 UNCHANGED Unique 0 Ungiue 4
AOA445BN79 | 40S ribosomal protein S8 4 UNCHANGED - -
AO0A444ZR08 | 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoglutarate aldolase 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-
AOA445B1R3 | methyltransferase 14 UNCHANGED DOWN DOWN
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-
A0A444YQY9 | methyltransferase 16 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445CX18 | 60S acidic ribosomal protein PO 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOAO0A6ZDS7 | 60s ribosomal protein L1 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BK83 | 60S ribosomal protein L11 6 UNCHANGED DOWN DOWN




AOA445E4L8 | 60S ribosomal protein L12 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445B2A8 | 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 18 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445ESM3 | AAA domain-containing protein 8 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445DL53 | AAA domain-containing protein 2 UNCHANGED UP UP
A0A445CC17 | AAA domain-containing protein 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444XKS2 | AAA domain-containing protein 7 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444Y8V2 | ABC transporter domain-containing protein 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445A4W1 | Acetohydroxy-acid reductoisomerase 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445E1C3 | Aconitate hydratase 21 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445BWU3 | Aconitate hydratase 21 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
A0A444WUR2 | Aconitate hydratase 9 UNCHANGED UP UpP
A0A445CL48 | Actin 21 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445BAE6 | Actin 20 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445B5I3 | Actin 21 UNCHANGED UP UP
AOA445EAMS5 | Acyl-coenzyme A oxidase 4, peroxisomal 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A44478U1 | Adenine phosphoribosyltransferase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445E7D6 | Adenosine kinase 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA444YNGO | Adenosine kinase 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444ZRU7 | Adenosylhomocysteinase 16 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A4447BS6 | Adenosylhomocysteinase 17 UNCHANGED upP upP
AO0A444Y648 | ADP/ATP translocase 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445BVQO0 | ADP/ATP translocase 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444XYS5 | ADP/ATP translocase 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444XIHO | ADP-ribosylation factor 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A4447X92 | Alanine--glyoxylate aminotransferase 2 homolog 1, mitochondrial 3 UNCHANGED DOWN DOWN
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AOA445ECE6 | Alcohol dehydrogenase 6 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
A0A444X5G0 | Alcohol dehydrogenase 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445EPG6 | Aldedh domain-containing protein 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445ENB5 | Aldedh domain-containing protein 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445DW96 | Aldedh domain-containing protein 8 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445DPG9 | Aldedh domain-containing protein 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445D2E3 | Aldedh domain-containing protein 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AUI1 | Aldedh domain-containing protein 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445E311 | Aldo ket red domain-containing protein 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA444WNT6 | Aldo ket red domain-containing protein 4 UNCHANGED UP UP
AOA445DNP8 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444X8G9 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444YS36 | Alpha-mannosidase 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444XUUO | Alpha-xylosidase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445DJP1 | Aminomethyltransferase 2 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
AOA445CA44 | Aminotran_1 2 domain-containing protein 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445D7T0 | Aminotransferase class l/classll domain-containing protein 3 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445DYJ7 | ANK REP_REGION domain-containing protein 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445BZQ7 | Annexin 3 UNCHANGED UP upP
AOA444XAD2 | Annexin 2 UNCHANGED | UNCHANGED UpP
AOA445B4C1 | Aspartate aminotransferase 9 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444YV53 | Aspartate aminotransferase 10 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DNJ6 | Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445ELZ7 | ATP citrate synthase 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445ED48 | ATP synthase subunit alpha 11 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445A0G3 | ATP synthase subunit alpha 9 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
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AO0A445DC02 | ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AQA444XW77 | ATP synthase subunit beta 19 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445CFQ1 | ATP-dependent RNA helicase 13 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AUN1 | ATP-dependent RNA helicase 10 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
ATPase F1/V1/A1 complex alpha/beta subunit nucleotide-binding
AOA445AI122 | domain-containing protein 4 UNCHANGED DOWN DOWN
ATPase F1/V1/A1 complex alpha/beta subunit N-terminal domain-

A0A445B598 | containing protein 4 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A44477ZV5 | Biotin carboxylase 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444X4D8 | Caffeic acid 3-O-methyltransferase 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA444X1A7 | Caffeoyl-CoA O-methyltransferase 7 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444ZYA1 | Calnexin 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445BKU9 | Calreticulin 12 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DPL3 | Carbonic anhydrase 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445CCX1 | Catalase 9 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BRP0O | Catalase 8 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA444YEQ5 | CCT-eta 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445B112 | CCT-theta 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445BWHO | Cell division cycle protein 48 15 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445AB22 | Cell division cycle protein 48 9 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AA41 | Cell division cycle protein 48 17 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
AO0A444XRR8 | Chaperonin CPN60-2 17 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445BGZ8 | Chaperonin CPN60-2 16 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445D4N7 | Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 6 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445CYP2 | Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 9 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445C2K4 | Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 8 UNCHANGED DOWN DOWN
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AOA445BYE8 | Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 3 UNCHANGED - -
AO0A444WZ23 | Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 4 UNCHANGED - -
A0A445C6W9 | Clathrin heavy chain 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445C5B9 | Clathrin heavy chain 15 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444X3L0 | Clathrin heavy chain 17 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445EJN5S | Clp R domain-containing protein 4 UNCHANGED UP uUP
AO0A445C1V2 | Clp R domain-containing protein 8 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AO0A445DQT8 | Cysteine synthase 4 UNCHANGED - -
AOA444ZMJ2 | Cysteine synthase 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444Z7K3 | Cysteine synthase 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445CRL7 | Cytochrome P450 98A2 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445AVI1 | CYTOSOL_AP domain-containing protein 8 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AO0A444XV99 | D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 11 UNCHANGED UP upP
AOA445EIN4 | DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445BSX3 | Delta-aminolevulinic acid dehydratase 2 UNCHANGED - -
AOA445BRG5S | Delta-tubulin 18 Unique 4 - Ungiue 4
A0A445D9W9 | Diadenosine tetraphosphate synthetase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445AWT73 | Dihydrolipoyl dehydrogenase 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A4447Cl6 | Dihydroxy-acid dehydratase 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445CI93 | DJ-1/Pfpl domain-containing protein 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BAR6 | DNA polymerase V 13 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48
A0A445A8R7 | kDa subunit 3 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
A0A445BPH1 | EF1_GNE domain-containing protein 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445A9D0 | EF1_GNE domain-containing protein 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445BF59 | EGF-like domain-containing protein 2 UNCHANGED upP upP
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A0A445BVU6 | Elongation factor 1-alpha 14 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
A0A445BD10 | Elongation factor 1-alpha 19 UNCHANGED UP UNCHANGED
A0A445ADV8 | Elongation factor 1-gamma 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445CKV5 | Elongation factor Tu 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445ATTO | Elongation factor Tu 6 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445AB33 | Elongation factor Tu 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA444YY10 | Enoyl reductase (ER) domain-containing protein 2 UNCHANGED - -
AOA445BSNO | Enoyl reductase (ER) domain-containing protein 14 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
D8KXZ7 Enoyl-ACP reductase 1-2 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445CNY6 | Epimerase domain-containing protein 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOQA444Y7T3 | Epimerase domain-containing protein 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444Y8P8 | Eukaryotic initiation factor 4A-8 isoform X1 14 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AZP6 | Eukaryotic translation initiation factor 5A 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444WUG6E | Ferredoxin--NADP reductase, chloroplastic 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444ZFB8 | Fibronectin type lll-like domain-containing protein 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A4447225 | Formate dehydrogenase, mitochondrial 2 UNCHANGED UP UNCHANGED
T2B9MO Fructose-bisphosphate aldolase 14 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445CQ94 | Fructose-bisphosphate aldolase 14 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445A8G8 | Fructose-bisphosphate aldolase 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444XV97 | Fructose-bisphosphate aldolase 9 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445EM30 | Galactokinase 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445CNJ4 | Glucose and ribitol dehydrogenase 6 UNCHANGED UP UP
AOA445ELL8 | Glucose and ribitol dehydrogenase 3 UNCHANGED | UNCHANGED upP
A0A445B3H6 | Glucose-6-phosphate isomerase 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AQA444ZVX7 | Glutamate decarboxylase 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445CSV5 | Glutamate dehydrogenase 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
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AOA445E3R9 | Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AQA4447U75 | Glutaredoxin-dependent peroxiredoxin 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445DTP6 | Glutathione peroxidase 2 UNCHANGED UP UP
A0A444Y2J0 | Glutathione S-transferase 4 UNCHANGED UpP UpP
A0A445DWQ9 | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 14 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445CUCS5 | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 6 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
AOA445B9L1 | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 13 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445CXA1 | Glycine cleavage system P protein 7 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445DY22 | Glyoxalase | 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445AXK1 | Glyoxalase | 4 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
AO0A445AU23 | Gp dh C domain-containing protein 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA444YRR3 | Gp_dh_N domain-containing protein 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444XYEQ | GTP-binding nuclear protein 10 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AWMO0 | GTP-binding protein 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445DRV6 | Guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor 8 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DN91 | Guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor 9 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445AVY7 | H(+)-exporting diphosphatase 4 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
AO0A445BUJ9 | H(+)-transporting two-sector ATPase 17 UNCHANGED DOWN DOWN
AOQA445DVJ9 | H(+)-transporting two-sector ATPase 12 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445DTY4 |HATPase ¢ domain-containing protein 10 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445CZP0 | HATPase c¢ domain-containing protein 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BRF2 | HATPase c domain-containing protein 15 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AND8 | HATPase c domain-containing protein 28 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOA445AF96 | HATPase_c domain-containing protein 7 UNCHANGED upP upP
AOA444YFL6 | HATPase c domain-containing protein 24 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AO0A444XCH2 | Heat shock 70 kDa protein 5 UNCHANGED DOWN DOWN
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AO0A445CIR4 | Heat shock 70 kDa protein 17 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444WXS0 | Heat shock 70 kDa protein 10 UNCHANGED UP UP
AOA445ENG6 | Heat shock 70 kDa protein 21 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DA98 | Heat shock cognate 70 kDa protein 20 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445DA96 | Heat shock cognate 70 kDa protein 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445A9Y6 | Heat shock cognate 70 kDa protein 20 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA444YMH6 | Heat shock cognate 70 kDa protein 18 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445D9X3 |HGTP_ anticodon domain-containing protein 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445EDU9 | Histone H4 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445BSJ6 | Importin N-terminal domain-containing protein 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA444ZFB4 | Importin subunit alpha 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444YCA5 | Isocitrate dehydrogenase [NADP] 8 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445E0V5 | Isocitrate lyase 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445D9V5 | Isocitrate lyase 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445DWKS8 | KH type-2 domain-containing protein 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445DJLO | Lactoylglutathione lyase 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BRN9 | L-ascorbate oxidase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A1Z1T1 L-ascorbate peroxidase 4 UP UNCHANGED | UNCHANGED

AOA445E402 |Lipoxygenase 4 UNCHANGED - -
AO0A445BMHS | Lipoxygenase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA444YK29 | Lipoxygenase 2 UNCHANGED UP UP
AO0A445DV66 | Luminal-binding protein 19 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444XKK1 | M16C_associated domain-containing protein 2 UNCHANGED upP upP
AOA445DRP9 | Malate dehydrogenase 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BI82 | Malate dehydrogenase 14 UNCHANGED DOWN DOWN
AOQA445BI73 | Malate dehydrogenase 13 UNCHANGED DOWN DOWN
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AOA445AZS1 | Malate dehydrogenase 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445AD99 | Malate dehydrogenase 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445A3S6 | Malate dehydrogenase 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445ATH7 | Malate synthase 8 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
AO0A445DXV8 | Malic enzyme 8 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOA445D2U1 | Malic enzyme 9 Unique 0 Unique 0 -
AO0A445C8P8 | Malic enzyme 10 UNCHANGED | UNCHANGED UpP
AO0A444YZP5 | Malic enzyme 14 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445BUS5 | Malic enzyme 9 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444XBQ4 | Mitochondrial dicarboxylate/tricarboxylate transporter DTC 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444YS80 | Mitochondrial phosphate carrier protein 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AOQA445A372 | Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444YQD3 | NAC-A/B domain-containing protein 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444Y881 | NAD(P)-bd dom domain-containing protein 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445DRP4 | NAD(P)H dehydrogenase (quinone) 6 UNCHANGED DOWN DOWN
NAD-dependent epimerase/dehydratase domain-containing
AOA445E2F5 | protein 3 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOA445DAH2 | NADP-dependent oxidoreductase domain-containing protein 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444WNH1 | NADP-dependent oxidoreductase domain-containing protein 10 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DYM5 | NADPH-protochlorophyllide oxidoreductase 7 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445BZ81 | NADPH-protochlorophyllide oxidoreductase 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BR63 | NmrA domain-containing protein 3 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
Q45W80 Nucleoside diphosphate kinase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445D6G7 | Nucleoside diphosphate kinase 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445DL13 | Nudix hydrolase domain-containing protein 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
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AOA445C6A3 | Nudix hydrolase domain-containing protein 5 - Unique 24 Unique 24
AOA444YCF8 | Nudix hydrolase domain-containing protein 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A4447ZSD1 | Ornithine aminotransferase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445ANU8 | Oxygen-evolving enhancer protein 1 3 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444XM09 | PALP domain-containing protein 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445DJVS5 | PAP _fibrillin domain-containing protein 3 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445E765 | Pectinesterase 2 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
AOA445AD05 | Pectinesterase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444ZW17 | Peptidase M3 domain-containing protein 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445EWZ1 | Peptidase S9 domain-containing protein 2 UNCHANGED - -
AOA445BCL3 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 6 UNCHANGED UP UNCHANGED
AOAOQA6ZDNY9 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AQW6 | Peroxidase 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445C634 | PfkB domain-containing protein 4 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444Y8R8 | PfkB domain-containing protein 8 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445DBX7 | PHB domain-containing protein 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445C3A3 | Phosphatidate cytidylyltransferase 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445C8X3 | Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) 5 UNCHANGED UP UP
AO0A444WVTO | Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
Phosphoglucomutase (alpha-D-glucose-1,6-bisphosphate-
AO0A44472W0 | dependent) 11 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
Phosphogluconate dehydrogenase (NADP(+)-dependent,
AOA445EUBO | decarboxylating) 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
Phosphogluconate dehydrogenase (NADP(+)-dependent,
AO0A444ZGF7 | decarboxylating) 5 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445CEKO | Phosphoglycerate kinase 9 UNCHANGED DOWN DOWN
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AO0A445CEI5 | Phosphoglycerate kinase 15 UNCHANGED DOWN DOWN
AQA444Z1.A4 | Phosphoglycerate mutase (2,3-diphosphoglycerate-independent) 10 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445CIL2 | Phospholipase D 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445CQ67 | Phosphopyruvate hydratase 21 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOQA444YY24 | Phosphopyruvate hydratase 21 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444WVJ5 | Phosphoribulokinase 4 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444WUY4 | Phosphoserine aminotransferase 2 UNCHANGED Unique 0 Unqgiue 4
AOA445BUL7 | Photosystem | 5 UNCHANGED Unique 0 Unqiue 4
AOA445EUWS | Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A1 10 UNCHANGED Unique 0 Unqiue 4
AOA444WQ31 | Photosystem Il CP43 reaction center protein 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444XJD8 | Photosystem Il CP47 reaction center protein 6 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444WQJ4 | Photosystem Il CP47 reaction center protein 2 UNCHANGED Unique TO Ungiue 4
AOA445C618 | Photosystem Il D2 protein 3 UNCHANGED Unique 0 Ungive_4
AO0A445D9F8 | Photosystem Il D2 protein 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445AGZ0 | Photosystem Il protein D1 5 UNCHANGED Unique 0 Ungiue 4
AOA445BSX1 | Photosystem Il protein D1 3 UNCHANGED Unique 0 Ungiue 4
AO0A4447V87 | PKS_ER domain-containing protein 3 UNCHANGED Unique 0 Ungive_4
A0A445D2Z0 | Profilin 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AQA445C227 | Proteasome endopeptidase complex 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BZB0 | Proteasome subunit alpha type 5 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AO0A4447K37 | Proteasome subunit alpha type 9 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOA444YWTS8 | Proteasome subunit alpha type 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA444XVP4 | Proteasome subunit alpha type 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445E9A2 | Proteasome subunit beta 4 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
A0A445DUK2 | Proteasome subunit beta 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445D0T6 | Proteasome subunit beta 4 UNCHANGED DOWN DOWN
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AOA445CNUO | Proteasome subunit beta 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445B427 | Proteasome subunit beta 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444YZM6 | Proteasome subunit beta 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445CH21 | PROTEASOME_ALPHA 1 domain-containing protein 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444XVBO0 | Putative cinnamyl alcohol dehydrogenase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444XQQ0 | Putative plastid-lipid-associated protein 6 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445E7N6 | Pyr redox 2 domain-containing protein 7 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
Pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase
A0A444XAW9 | subunit alpha 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DF95 | Pyruvate decarboxylase 3 UNCHANGED UP UNCHANGED
AO0A4447ZM98 | Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445E771 | Pyruvate kinase 10 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445E0Z9 | Pyruvate kinase 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DHF2 | Pyruvate kinase 3 UNCHANGED Unique TO Unqiue 4
A0A445D3V5 | Pyruvate kinase 12 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444XSI4 | Pyruvate kinase 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445DJU1 | Ras-related protein 3 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOQA445CIB8 | Ras-related protein 3 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444YMMY7 | Ras-related protein 3 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AO0A444XDL8 | Ras-related protein 3 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOA445E3M6 | Ras-related protein Rab7 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445DT66 | Ribonuclease 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA444XKM9 | Ribosomal_L18e/L15P domain-containing protein 2 UNCHANGED - -
A0A4447989 | Ribosomal L2 C domain-containing protein 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445CS98 | Ribosomal L7Ae domain-containing protein 2 UNCHANGED UP UP
AOA445E5B5 | Ribosomal S7 domain-containing protein 9 UNCHANGED DOWN DOWN
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AOA445EXQ7 | Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 21 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AO0A445B7R8 | Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 6 UNCHANGED Unique 0 Unqgive_4
Ribulose bisphosphate carboxylase large subunit C-terminal
AO0A445BJK2 | domain-containing protein 12 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA444X9E3 | Ribulose bisphosphate carboxylase small chain 5 UNCHANGED DOWN DOWN
Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase,
A0A445DQJ5 | chloroplastic 10 UNCHANGED DOWN DOWN
Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase,
AO0A445AJD1 | chloroplastic 8 UNCHANGED DOWN DOWN
Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase,
AO0A444YCV3 | chloroplastic 9 UNCHANGED DOWN DOWN
Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase,
AO0A444ZW91 | chloroplastic 8 - Unique_24 Unique 24
A0A445CM38 | RING-type E3 ubiquitin transferase 5 - Unique 0 -
AOA445E4X3 | RuBisCO large subunit-binding protein subunit alpha 20 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A444Y2P1 | RuBisCO large subunit-binding protein subunit beta 21 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445EET8 | RuBisCO large domain-containing protein 4 UNCHANGED DOWN DOWN
AQA445AFM7 | S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase 4 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444YMB1 | S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase 4 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOA444YF48 | S-adenosylmethionine synthase 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AARY7 | Selenium-binding protein 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AQA444ZVK9 | Serine hydroxymethyltransferase 2 UNCHANGED - -
AOA4447ZRW6 | Serine hydroxymethyltransferase 11 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA44477M9 | Small ribosomal subunit protein eS1 5 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AQA4447ZC42 | Stromal 70 kDa heat shock-related protein 21 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A4447BN3 | Stromal 70 kDa heat shock-related protein 8 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
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Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit,

AO0A444WS14 | mitochondrial 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445D3X6 | Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha, mitochondrial 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOQA445CEU3 | Succinate-semialdehyde dehydrogenase 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445EPP4 | Sucrose synthase 14 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
A0A445CMJ0 | Sucrose synthase 6 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445A116 | Sucrose synthase 13 UNCHANGED DOWN DOWN
Q1HDS7 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 2 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
A0A445DAI2 | SWIM-type domain-containing protein 13 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445DNF4 | T-complex protein 1 subunit delta 2 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A445D4M0 | T-complex protein 1 subunit gamma 2 UNCHANGED Unique 0 Unqiue 4
AO0A445BKM6 | TCTP domain-containing protein 2 UNCHANGED - -
AO0A445D891 | Thiamine thiazole synthase, chloroplastic 3 UNCHANGED Unique 0 Ungive_4
A0A444WWG8 | Thioredoxin reductase 2 UNCHANGED | UNCHANGED DOWN
AOA444YPV6 | Thioredoxin-dependent peroxiredoxin 5 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445D9V9 | Transaldolase 7 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445E6W9 | Transketolase 5 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
A0A444XUY6 | Transketolase 6 UNCHANGED | UNCHANGED UpP
AOA444YNV1 | Triosephosphate isomerase 3 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A444Y8D3 | Triosephosphate isomerase 5 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOQA445AYQ7 | Tropinone reductase-like 3 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOQA445A9A5 | Tr-type G domain-containing protein 14 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
A0A444Y035 | Tr-type G domain-containing protein 21 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445BU13 | Tubulin alpha chain 17 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445BF91 | Tubulin alpha chain 16 UP Unique 0 Unqiue 4
AOA445B1L4 | Tubulin alpha chain 4 UNCHANGED DOWN DOWN
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A0A444YRD7 | Tubulin alpha chain 12 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
A0A444XB67 | Tubulin alpha chain 16 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445CZ80 | Tubulin beta chain 20 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445CCR6 | Tubulin beta chain 20 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445AJN6 | Tubulin beta chain 22 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AO0A4442751 | Tubulin beta chain 13 UNCHANGED Unique 0 Ungiue 4
A0A444ZDX1 | Tubulin beta chain 22 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445AMD4 | UBC core domain-containing protein 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
Q45W77 Ubiquitin-conjugating enzyme 1 2 UNCHANGED - -
AO0A444Y0B6 | Ubiquitin-like domain-containing protein 6 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445DB36 | UDP-arabinopyranose mutase 3 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AOA445D5H5 | UDP-arabinopyranose mutase 13 UNCHANGED DOWN DOWN
AO0A445B3V0 | UDP-arabinopyranose mutase 2 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445DBF2 | UDP-glucose 6-dehydrogenase 7 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445B2V7 | UDP-glucose 6-dehydrogenase 8 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445A9L1 | UDP-glucuronate decarboxylase 8 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A444ZVQ6 | UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 5 UP UP UNCHANGED
A0A4447Y94 | UVR domain-containing protein 6 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A445DCB6 | Vacuolar proton pump subunit B 17 UNCHANGED UP UP
AO0A445DL01 | V-type proton ATPase catalytic subunit A 17 UNCHANGED DOWN DOWN
AOA445EWV7 | WD _REPEATS REGION domain-containing protein 3 UNCHANGED DOWN DOWN
A0A44470T8 |WD_REPEATS_REGION domain-containing protein 8 UNCHANGED | UNCHANGED | UNCHANGED
AO0A445AV38 | Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2 - - UNCHANGED
AOA445ENE7 | Xylose isomerase 3 UNCHANGED DOWN UNCHANGED
AOA445DUP5 | Xylose isomerase 4 UNCHANGED DOWN DOWN
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As proteinas foram consideradas como up-acumuladas se o valor logz fold change (FC) fosse maior que 0,6 e down-acumuladas se o valor log2 FC fosse menor

que -0,6, conforme determinado pelo teste t de Student (bilateral; P < 0,05).
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