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Resumo

Lentilhas-d’agua ou duckweed, em inglés, sdo pequenas macrdfitas aquaticas,
consideradas como as menores angiospermas conhecidas, agrupadas na familia
Lemnaceae. Estas plantas apresentam capacidade natural de se adaptar e colonizar
agua residual antropogénica, reciclando diversos poluentes e gerando elevada
guantidade de biomassa, 0 que tém despertado interesse para tratamento de
efluentes e para producéo de bioenergia. Estudos moleculares tém sido aplicados
em lentilhas-d’agua de maneira crescente visando seu desenvolvimento genético e
biotecnolégico como planta cultivada. Neste contexto, o presente projeto
caracterizou clones de lentilhas-d’agua coletados na regido metropolitana de Recife-
PE, nordeste do Brasil, quanto ao seu potencial para fitorremediacdo e producao de
biomassa para bioenergia e, ainda, detectou proteinas diferenciais associadas ao
potencial biotecnoldgico de lentilha-d’agua cultivada na presenga de agua residual. A
caracterizacao in vitro revelou elevado potencial plastico dos clones de lentilhas-
d’agua, em contraste, revelou baixa diversidade genética revelada pela analise
fenética da sequéncia intergénica cloroplastidial atpF-atpH. O estudo também
revelou que o meio Schenk&Hildebrandt (SH), % forca, melhora o crescimento dos
clones, aumentando significativamente a producdo de biomassa. Cultivados em
agua residual, quatro clones, foram capazes de remover significativa quantidade de
nitrogénio e fésforo. Enquanto a analise protéomica revelou 213 proteinas
diferenciais, potencialmente associadas com a adaptacdo e o sucesso de lentilhas-
d’agua para crescer a partir aguas residuais, revelando os potenciais mecanismos
moleculares, metabdlicos e fisioldgicos, que podera contribuir para identificacdo de
marcadores funcionais para aplicacdes biotecnoldgicas das lentilhas-d’agua.

Palavras-chave: Lentilhas-d’agua. Proteoma. Genética. Plasticidade. Fitorremediacao.



Abstract

Duckweed are small aquatic macrophytes, considered as the smallest known
angiosperms, grouped in the family Lemnaceae. These plants have the natural ability
to adapt and colonize anthropogenic wastewater, recycling several pollutants and
generating a high amount of biomass, which has aroused interest in effluent
treatment and bioenergy production. Molecular studies have been applied in
duckweed growing to increase genetic and biotechnological development as a crop
plant. In this context, the present project characterized duckweed clones from
metropolitan region of Recife-PE, northeast of Brazil, regarding their potential for
phytoremediation and biomass production for bioenergy, and also detected
differential proteins associated with biotechnological potential of duckweed cultivated
from wastewater. In vitro characterization revealed a high plastic potential of the
duckweed clones, in contrast, with the low genetic diversity revealed by the phenetic
analysis from atpF-atpH intergenic spacer chloroplastic sequences. The study also
revealed that the Schenk and Hildebrandt (SH) medium, half strength, improves the
growth of clones, increasing biomass production significantly. Cultivated in
wastewater, four clones, were able to remove significant amounts of nitrogen and
phosphorus. While the proteomic analysis revealed 213 differential proteins,
potentially associated with the adaptation and success of duckweed to grow from
wastewater. These results revealed the potential molecular, metabolic and
physiological mechanisms that could contribute to the identification of functional
markers for duckweed biotechnological applications.

Keywords: Duckweed. Proteome. Genetics. Plasticity. Phytoremediation.



Lista de llustracbes

Revisao da Literatura

Figura 1 — Tamanho das frondes tipicas dos géneros da familia Lemnaceae. ......... 17
Figura 2 — Representacdo do ciclo de vida das lentilhas-d’agua e estruturas
=701 (00 (1111 V7= TP PP PPSPPPPPPPRPPN 19
Figura 3 — Representacdo da variacdo do tamanho do genoma de 23 espécies de
Lemnaceae agrupadas por género, a partir de 112 clones. ..........cccoeveeeeeeviinieeenne, 20

Figura 4 — Representacdo simplificada de regulacdo da transicdo juvenil-adulto em

lentilhas-d’agua, proposta a partir do modelo de Arabidopsis thaliana. .................... 23
Figura 5 — Cenario brasileiro de tratamento de esgoto no ano de 2014 ................... 30
Capitulo |

Figura 1. Arvore consenso de andlise fenética Neighbor-joining para distancia
genética dos clones de Lemna aequinoctialis isolados na regido metropolitana de

Recife, Pernambuco, Brasil, a partir de sequéncia intergénica atpF-atpH, exibindo os

valores de bootstrap (1.000 replicatas), baseado em modelo p-distance. ................ 51
Figura 2. Grafico da ACP dos clones de Lemna aequinoctialis (M1, M2, U1, U2, PA,
AL, RC, DI e CA) cultivados in vitro em meio SH 1X e meio SH 0,5X.. ........cccovveen... 52
Capitulo Il

Figura 1. Monitoramento do crescimento, do teor de amido e da producdo de

biomassa de Lemna aequinoctialis clone M1 cultivada em SH (controle), em SH:SW

€ €M SW dUIrante 21 dI@S......ceuuuniieiiiiiiiie et e et e e e e e e e e eeta e e e e eeanees 85
Figura suplementar S1. Aspecto das frondes de Lemna aequinoctialis clone M1
apos 21 dias de cultivo em meio SH (Ae D), SH:SW (BeE)e SW (CeF)............. 86

Figura 2. Monitoramento do teor de pigmentos fotossintéticos e de carotenoides de
Lemna aequinoctialis clone M1 cultivada em SH (A), em SH:SW (B) e em SW (C)
(o (U] g (T2 o = T SRR 92
Figura 3. Teor de perdxido de hidrogénio (H,0,) e atividade especifica das enzimas

superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) do



metabolismo antioxidante em Lemna aequinoctialis clone M1 cultivada em SH (A),
em SH:SW (B) e em SW (C) durante 21 di@s. .........ccuuiieeeiiiiiiiiieeeeeiiii e eeeeiiiseeeeeeanns 94
Figura 4. Mapas protedmicos 2-DE (eletroforese bidimensional), distribuicdo e

variacdo de acumulo das proteinas identificadas em Lemna aequinoctialis clone M1..

Figura 5. Categorizagdo dos termos de ontologia génica para proteinas
diferencialmente acumuladas em Lemna aequinoctialis clone M1 crescida em meio
SH:SW, usando SH COMO FefEreNCIA. ......uuveeiiiiiiiieie e 98
Figura 6. Plantas de Lemna aequinoctialis clone M1 cultivadas durante seis dias (A,

B e C) e plantas cultivadas por 15 dias (D). ........cevieiiiiiiiieeeeieceeeeeeee e 103

Discusséo Geral

Figura 1 — Localizacéo e registros dos pontos de coleta de lentilhas-d’agua na regiao
metropolitana de Recife, Pernambuco, Brasil.............ccccooiiiiiiiiiicci e, 115
Figura 2 — Representacdo de modelo celular do proteoma diferencial de Lemna
aequinoctialis clone M1 crescendo a partir de meio contendo agua de esgoto
(SH:SW), usando SH COMO FEfErENCIA. ........cevuuruiiiiiiiie et 118



Lista de Tabelas

Capitulo |

Tabela 1. Descrigao dos locais de coleta de lentilhas-d’agua na regiao metropolitana
de Recife, Pernambuco, Brasil. ..........oooiiiiiiiiiiii e 43
Tabela 2. Parametros de crescimento, producéo de biomassa e teor de amido de
clones de Lemna aequinoctialis cultivadas in vitro em meio SH 1X e 0,5X. ............. 54
Tabela 3. Teor de clorofila a, b e total e carotenoides dos clones de Lemna
aequinoctialis quando cultivadas em meio SH 0,5X ou 1X. ......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeenns 57
Tabela 4. Atividade especifica de enzimas superéxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT), do sistema antioxidante em plantas; nos clones
de Lemna aequinoctialis cultivadas em meio SH 1X 0ou 0,5X. ......ccoevieiiiiiiiiiineeennnn. 58
Tabela 5. Caracterizacdo do efluente da estacdo de tratamento de esgoto da
Mangueira (Recife, Brasil) antes e apos 19 dias de cultivo de clones de Lemna

aequinoctialis e apresentacdo do rendimento em biomassa (RB). ........cccccccevveeennnns 63

Capitulo Il

Tabela 1. EquacOes ajustadas por analise de regressdo e seus respectivos
coeficientes de determinacao (R2) e de variancia (C.V.%) para TCR, Amido e RB de
L. aequinoctialis clone M1 em 1, 3, 6, 10, 15 e 21 dias de cultivo em fung&do do meio
08 CUITIVO. ... et e ettt e e e e e et e e e e e etaneeeeeenees 89
Tabela 2. Rendimento teérico em bioetanol (L.ha™) a partir da biomassa Lemna
aequinoctialis clone M1 acumulada apés 15 e 21 dias de cultivo em meio SH,
SHISW € SW et e e e e e e e e e e e e 89
Tabela 3. Identificacdo de proteinas de Lemna aequinoctialis clone M1 induzidas
para crescimento em meio SH:SW, usando SH como referéncia..............ccccccee... 99
Tabela 4. Identificacdo de proteinas de Lemna aequinoctialis clone M1 inibidas para

crescimento em meio SH:SW, usando SH como referéncia. ......c..coceveeveeieeieneennen.. 100



Lista de Abreviaturas, Siglas e Simbolos

ETE Estacdo de tratamento de esgoto

VNTR Repeticdes em tandem de numero variavel, do inglés, Variable
Number of Tandem Repeats

MIiIRNA/mIR  Micro-RNA

PCR Reacdo em cadeia da polimerase, do inglés, Polymerase Chain
Reaction
BLAST Ferramenta de busca basica de alinhamento local, do inglés,

Basic local alignment search tool

Mpb Mega pares de base
T-DNA DNA de transferéncia
IEF Focalizagdo isoelétrica, do inglés, Isoelectric focusing

2D-PAGE Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida

MS Espectrometria de massa
CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
LC-MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, do

inglés, Liquid chromatography mass spectrometry

MS Meio de cultivo Murashige&Skoog (1962)

SH Meio de cultivo Schenk&Hildebrandt (1972).

1X Forca ibnica completa de meio de cultivo

0,5X Meia-forca ibnica de meio de cultivo

UASB Reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo, do

inglés, Up flow Anaerobic Sludge Blanket reactor

TCR Taxa de crescimento relativo
TD Tempo de duplicacdo

RB Rendimento em biomassa
Clor Clorofila

Car Carotenoides

RTEtOH Rendimento tedrico em etanol
SOD Superoxido dismutase

APX Ascorbato peroxidase



CAT
ROS

EC

ACP

cP

DQO

NT
NH,4-N
PT
SMEWW

SDS-PAGE

MALDI

ToF
DAP

GO
PMF

Catalase

Espécies reativas de oxigénio, do inglés, Reactive oxygen
species

Cdédigo de enzima, do inglés, Enzyme code

Andlise de componentes principais

Componentes principais

Demanda quimica de oxigénio

Nitrogénio total

Nitrogénio amoniacal

Fosforo total

Métodos padronizados para analise de agua e aguas efluentes,
do inglés, Standard Methods for the Examination of Water &
Wastewater

Gel de poliacrilamida unidimensional

lonizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz, do inglés,
Matrix-assisted laser desorption/ionization

Tempo de voo, do inglés, Time-of-flight

Proteina diferencialmente acumulada, do inglés, Differentially
accumulated protein

Ontologia génica, do inglés, Gene ontology

Peptide Mass Fingerprint



L INTRODUGAO . ... ..ottt ettt n e e e, 15
2 REVISAO DA LITERATURA ....ooiiiieecee ettt ettt 17
2.1 LENTILHAS-D’AGUA: UM MODELO PARA BIOLOGIA E BIOTECNOLOGIA
VEGET AL ..o e e et ettt e e e e e e e e atra s 17
2.2 ASPECTOS GENETICOS DE LENTILHNAS-D’AGUA ASSOCIADOS A
PRODUCAO DE BIOMASSA E FITORREMEDIACAO .....cooviiiiiiiieeeieeeeie e 19
2.3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LENTILHAS-D’AGUA..........cccveverne. 26
2.3.1 Producéo de biomassa para bioenergia..........ceeeeeeiiiiieiiiiiiiiiii e, 27
2.3.2 Fitorremediacao e tratamento de aguas residuais .........cccceeeveeeeeiviinieennnnnns 29
2.3.3 Engenharia genética € bioprodUGED ........uuuiiiiiieeeeeiiieeeeeeiiiee e 31
2.4 PROTEOMICA DE PLANTAS ..., 33
S OBUIETIVOS ..t e e e e e e ettt bbb e e e e e e e e e e e e e eaaaaanaas 36
3. L OBUIETIVO GERAL ...ttt sttt a e e e e e e e e e e e e e eeeeennnnnnn 36
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 36
7 AN o i 16 1 I L PSSO PPPPPPPPRR 37
Diversidade biologica de clones de Lemna aequinoctialis (L.) influencia a producéo
de biomassa e fitorremediag8o de efluente ..o 38
B CAPITULO Il e e e e e e et a e e e e e e e e e e e e eeeeeennnnnnns 72
Protedmica diferencial associada ao crescimento de Lemna aequinoctialis L.
cultivada em presenca de efluente Sanitario ............ccccoeeeeiiiiiiiie i 73
6 DISCUSSAO GERAL ...ovoviviieiiniiietet ettt sttt 115
7 CONCLUSODES . ...ttt ettt eete e eaesae e 121
] o = N (o 1N 3R 122

APENDICE A — TABELA DE ANOTAGAO DE TERMOS GO (GENE ONTOLOGY)
E EC (ENZYME CODE) DE PROTEINAS DIFERENCIAIS PARA COMPARAGAO
SW VS, SH ..ottt ettt ettt 129

APENDICE B — TABELA DE ANOTAQAO DE TERMOS GO (GENE ONTOLOGY)
E EC (ENZYME CODE) DE PROTEINAS DIFERENCIAIS PARA COMPARACAO
SW VS, SHISW L 138

ANEXO A — AUTORIZACAO DE COLETA DE MATERIAL VEGETAL ................ 147
CURRICULO LATTES ATUALIZADO .......oeiueeeeeee et 148



15

1 INTRODUCAO

A &gua é o principal recurso natural para manutencgéo da vida, sendo este
recurso a base necesséaria para o estabelecimento e manutencdo dos diversos
ecossistemas existentes. Portanto, a escassez de recursos hidricos,
naturalmente, provoca impactos irreparaveis a biosfera. Encorajando
investimentos massivos para aumentar a eficiéncia do uso e reuso de agua e sua
conservacgao, a fim de garantir a producao de alimentos e as atividades humanas,
além de minimizar os danos ambientais.

Dentre os sistemas biotecnolégicos para conservacdo de agua, a
fitorremediacdo tem sido descrita como eficiente no sequestro e transformacéo de
poluentes organicos emergentes. Neste contexto, as lentilhas-d’agua, pequenas
plantas aquaticas flutuantes, sdo apontadas como eficiente agente remediador
poluentes de relevancia mundial, com a caracteristica de agregar valor a estes
sistemas a partir da geracdo de biomassa com relevante potencial biotecnoldgico.

Lentilhas-d’agua ou duckweeds, no inglés, sdo plantas aquaticas da
familia Lemnaceae, descritas como as menores angiospermas do mundo. Estas
plantas apresentam rapida taxa de crescimento e menor tempo de duplicacédo de
biomassa, responsavel pela elevada producdo de biomassa, sendo capaz de
superar a maioria das culturas terrestres para bioenergia.

Além disso, as lentilhas-d’agua possuem caracteristicas naturais
relevantes de interesse para a biologia e biotecnologia vegetal, tais como: i)
crescimento rapido e clonal; ii) alta adaptabilidade; iii) alto teor natural de proteina,
iv) elevado teor de amido, com pouca lignina; v) capacidade natural de se adaptar
e colonizar aguas residuais antropogénicas, removendo significativas quantidades

de contaminantes emergentes.
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Contudo, a aplicagdo potencial de lentilhas-d’agua pode ser influenciada
pela sua diversidade genética, o que suporta o desenvolvimento de pesquisas
para compreensdo dos mecanismos moleculares ligados as potenciais aplicagées
biotecnoldgicas.

Neste contexto, 0 presente projeto teve como objetivo coletar, isolar,
identificar e caracterizar lentilhas-d’agua nativas, a partir da regido metropolitana
de Recife-PE, Brasil, e avaliar seu potencial biotecnolédgico para fitorremediacéo,
identificando mecanismos moleculares associados a producdo de biomassa para
bioenergia a partir de efluente. Para isto, foi realizada a andlise do proteoma
(conjunto de proteinas expressas pelo genoma) da lentilha-d’agua, cultivada em
efluente de estagéo de tratamento de esgoto (ETE).

Consequentemente, a integracdo dos dados protedmicos e gendmicos
disponiveis contribuira para compreensdo da biologia e genética destas plantas
com grande potencial biotecnologico, contribuindo com estado da arte de
lentilhas-d’agua a partir da caracterizagédo de clones nativos e da detecgédo de
proteinas associado ao seu crescimento a partir de agua residual de uma estagao

de tratamento de esgoto doméstico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LENTILHAS-D’AGUA: UM MODELO PARA BIOLOGIA E BIOTECNOLOGIA

VEGETAL

As lentilhas-d’agua ou “duckweeds”, do inglés, sdo macroéfitas aquaticas
flutuantes, cosmopolitas, que sao facilmente encontradas em corpos d’agua
parada ou de baixo fluxo e em aguas residuais. Sdo plantas monocotiledéneas, as
menores angiospermas conhecidas (1-15 mm) (Figura 1) pertencentes a familia
Lemnaceae (Landolt, 1986; Appenroth et al., 2013a). As lentilhas-d’agua possuem
estrutura extremamente simples, denominada fronde, uma estrutura modificada,

similar a uma folha (Landolt, 1986).

Figura 1 — Tamanho das frondes tipicas dos géneros da familia Lemnaceae. A) Frondes
representativas para 0s cinco géneros, comparada com moeda de R$ 0,25 (vinte e cinco
centavos), com tamanho préximo da moeda de 25 centavos de real. B) llustracdo de frondes
representativas para os cinco géneros com barra de referéncia em milimetros (mm).

A

Spirodela

. e 1'mm

Q/X\ ik Wolffia

o
K ) ¢4 a1 Wolfiella
“Tomm Smm igrrr':‘lna
Spirodela Landoltia

Fonte: (A) Wang et al. (2011), adaptada; (B) Dr. K. Sowjanya Sree, Amity University Delhi,
adaptada.

Atualmente, s@o descritas 37 espécies de lentilhas-d’agua, distribuidas em
cinco géneros monofiléticos: Spirodela (duas espécies), mais primitivo; Lemna (13

espécies); Landoltia (uma espécie); Wolffiella (10 espécies); e Wolffia (11
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espécies), mais derivado (Landolt, 1986; Les et al, 1997; Landolt, 1998; Les e
Crawford, 1999; Les et al., 2002; Bog et al., 2010).

A reducdo ou simplificacdo estrutural das lentilhas-d’agua parece estar
fortemente relacionada aos aspectos evolutivos destas plantas (Wang et al.,
2011) e a adaptacdo altamente especializada ao ambiente aquético (Landolt,
1986; Les et al., 2002). A morfologia das lentilhas-d’agua € extremamente
suscetivel a estimulos ambientais, resultante da eficiente resposta de expressao
génica, o que dificulta a identificacdo de espécie, as vezes mesmo para género,
baseada em caracteres morfoldgicos (Tang et al., 2014).

As lentilhas-d’agua possuem ciclo de vida especializado (Figura 2A), que
raramente desenvolve flores (Figura 2B) e sementes (Figura 2C) (Landolt, 1986).
Contudo, algumas lentilhas-d’agua apresentam adaptacdo as mudancas
sazonais, por exemplo, Spirodela polyrhiza induz a formacéo de turibes (turions,
em inglés), em resposta a diversos sinais ambientais (Appenroth e Nickel, 2010),
modulado por pequenos carboidratos (Appenroth et al., 2013b). Os turides (Figura
2D) sao gemas vegetativas dormentes que possuem elevado teor de amido e sdo
cruciais para sobrevivéncia desta lentilha-d’agua durante o congelamento da
superficie aquatica no inverno das regides temperadas (Wang e Messing, 2012).

Em condicbes favoraveis, as lentilhas-dagua se propagam
vegetativamente por brotacdo, onde novas folhas brotam lateralmente a partir da
folha mais velha, dando origem a populacdes geneticamente uniformes, capazes
de crescer rapidamente e colonizar a superficie de reservatorios naturais de agua.
Ha, assim, reducdo da capacidade de outras plantas aquaticas e algas se
estabelecerem no mesmo reservatorio (Landolt, 1986; Bartley e Spence, 1987),

minimizando maiores danos da eutrofizagao.
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Figura 2 — Representacdo do ciclo de vida das lentilhas-d’agua e estruturas reprodutivas. A)
Etapas do ciclo de vida de lentilhas-d"agua. B) Seta indica inflorescéncia observada em Lemna
gibba. C) Semente de Lemna perpusilla, vista no canto inferior direito e as setas apontam para
sementes anexadas, ap6s germinacao. D) Seta aponta para turides de Spirodela polyrhiza.

A B <}

vegetativo

%

2

Ciclo de vida

-
[}
2
3
]

o
e
o
Q.
L]

Germinagao

.
g
g.
3
“
o
c
3
]
3
-~
o
“©

'

Fonte: (A) Appenroth et al. (2013b), adaptada; (B) OWP Armsfrog (20;?65 W.P. Armstrong
(2006/2007); (D) Wang e Messing (2012).

As lentilhas-d’agua sao utilizadas ha mais de cinco décadas em estudos
cientificos que proporcionaram importantes avancos na biologia vegetal. Contudo,
apenas recentemente o seu potencial biotecnolégico, como biomassa para
producdo de bioenergia e aplicacdo para resolver questdes ambientais
emergentes, reacendeu o interesse da comunidade cientifica de plantas (Zhao et
al.,, 2012; Lam et al., 2014). No entanto, o principal desafio € avancar no
desenvolvimento de pesquisa basica com lemnaceas, assim como ocorreu para
outras plantas modelos e cultivadas, como Arabidopsis thaliana e o arroz, Oryza

sativa (Zhao et al., 2012).

2.2 ASPECTOS GENETICOS DE LENTILHAS-D’AGUA ASSOCIADOS A
PRODUCAO DE BIOMASSA E FITORREMEDIACAO
As pesquisas iniciais com lentilhas-d’agua, ja a partir da década de 1980,

as indicavam como um promissor modelo para estudos de fisiologia, bioquimica e
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evolugéo de plantas (Lam et al., 2014). Contudo, assim como ocorreu para outras
culturas de interesse biotecnoldgico, o desenvolvimento de pesquisa e programas
de melhoramento de lentilhas-d’agua requer a composicao de uma base genética
robusta (Bergmann et al., 2000).

Assim, jA& em 2009, o Joint Genome Institute (http:/jgi.doe.gov/why-

sequence-the-greater-duckweed/) iniciou o projeto de sequenciamento do genoma

de Spirodela polyrhiza clone 7498, visto que a publicagdo do genoma fomentaria
o desenvolvimento de novas pesquisas destas plantas (Lam et al., 2014).

Em busca de compreender um pouco mais as relagbes genéticas e
evolutivas das lentilhas-d’agua foi realizado um importante estudo que analisou o
tamanho do genoma de clones representantes de 23 espécies dos cinco géneros

de Lemnaceae (Wang et al., 2011), representado na Figura 3.

Figura 3 — Representacédo da variagdo do tamanho do genoma de 23 espécies de Lemnaceae
agrupadas por género, a partir de 112 clones. No eixo da abcissa (X) esta representado o nimero
acumulado de acessos (clones) testados por género: Spirodela (34 clones); Landoltia (19 clones);
Lemna (39 clones); Wolffiella (8 clones); Wolffia (12 clones). O eixo das ordenadas (y) representa

o tamanho total dos genomas observados em megabase (Mb) para cada clone testado.
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Neste estudo, Wang et al. (2011) demonstraram que S. polyrhiza possui o
menor genoma entre as espécies, apenas cerca de 150 Mpb, enquanto a Wolffia
arrhiza possui um genoma 13 vezes maior, 1,881 Mpb. Assim, de modo geral, o
estudo ainda observou que o tamanho do genoma de lentilhas-d’agua tende a ser
inversamente proporcional ao tamanho da planta.

Contudo, somente recentemente, os dados gen6micos de S. polyrhiza
foram publicados (Wang et al., 2014a). O sequenciamento completo do genoma
de S. polyrhiza (158 Mb) revelou dois eventos de duplicacdo completa ha cerca
de 95 milhdes de anos. A andlise de sequéncias de DNA repetido, revelou que os
retrotransposons representam 13,06% do genoma e 1,66% de repeticbes em
tandem de numero varidvel (VNTR), composta em sua maioria por regides
microssatélites (cerca de 50%). Em espécies proximas como Brachypodium
distachyon (braquipddio, Poaceae), O. sativa (arroz, Poaceae), Sorghum bicolor
(sorgo, Poaceae) e A. thaliana (Brassicaceae) esse percentual de microssatélites
varia 3% a 6% do genoma referéncia. Estes dados reforcam o potencial para
regulacdo mais rigorosa da expresséo génica na lentilha-d’agua.

Spirodela polyrhiza apresentou reducéo significativa do niumero de genes
(19.623) quando comparado a A. thaliana (27.416) e arroz (39.049), por exemplo.
Contudo, Spirodela compartilha 8.255 familias génicas homologas a de espécies
préximas (Wang et al., 2014a).

A anotacao génica revelou estreita relacdo da organizacéo e a estrutura do
genoma de Spirodela com o seu estilo de vida, o que reflete sua adaptacdo ao
ambiente aquatico e seu estilo de vida altamente especializado. Por exemplo, o
namero copias de genes da biossintese de lignina é cerca de 50% menor que de

plantas cultivadas, como sorgo (141) e arroz (156). Esta observacao se estende a
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outras familias génicas, como de genes da biossintese de celulose e de genes
codificantes para expansinas (Wang et al., 2014a).

Por outro lado, outras familias génicas tiveram o numero de copias
aumentado. Caso observado para gene GOGAT (Glutamine oxoglutarate
aminotransferase), que codifica uma glutamato sintase, com 11 cépias em S.
polyrhiza, trés cdpias em arroz e duas em Arabidopsis. Esta enzima esta
envolvida na assimilacdo e metabolismo de nitrogénio e biossintese de
aminoacidos. Este aumento de coépias no genoma das lentilhas-d’agua pode
garantir provavelmente uma maior eficiéncia na captacdo deste nutriente, para
manutengdo e suporte do rapido crescimento das lentilhas-d’agua (Wang et al.,
2014a).

Outro exemplo interessante € de familias génicas de micro-RNAs (miRs),
como miRNA156, miRNA169 e miRNA172, envolvidos na supressao da transicao
da fase juvenil para fase adulta (Gandikota et al., 2007), na resisténcia a seca
(Zhao et al., 2007) e na transicdo para fase adulta (Lauter et al., 2005),
respectivamente. Em Spirodela os genes miRNA156 foram descritos para 24 loci,
ou 32 quando inclui isoformas de alta similaridade, enquanto que para
Arabidopsis e arroz foram descritos 10 e 19 loci, respectivamente. Os genes
MiRNA169 e mIiRNA172 foram reduzidos de nove para um loci quando
comparado a Arabidopsis. A reducdo de copias também foi observada para
familias génicas envolvidas no controle da progressao para fase adulta e para o
florescimento, como SBP (squamosa promoter binding protein), MADS-box e
PEBP (phosphatidylethanolamin binding protein) (Wang et al., 2014a).

Estes dados gendmicos sdo coerentes com a reducdo do tamanho, a

compactacao morfologica, a adaptacdo ao ambiente aquatico e maior controle da
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transicdo da fase juvenil para fase madura, e menor desenvolvimento de érgdos
como raizes, caules e flores. A Figura 4 representa simplificadamente a via de
regulagéo da fase de transi¢cao juvenil-adulto em lentilhas-d’agua, a partir do
modelo de Arabidopsis, onde observa-se que a maioria dos genes reguladores
possuem varios paralogos funcionalmente semelhantes, como o0s genes:
TERMINAL FLOWER 1 (TFL); semelhante ao FLOWERING LOCUS C (FLC-like);
APETALA2 (AP2); TARGET OF EAT (TOE); e, o miRNA 156 (miR156), capazes
de reprimir a expressdo de genes envolvidos com diferenciacdo meristematica e
florescimento, como o APETALA1 (AP1), CAULIFLOWER (CAL) e FRUITFULL

(FUL).

Figura 4 — Representacao simplificada de regulacdo da transicdo juvenil-adulto em lentilhas-
d’agua, proposta a partir do modelo de Arabidopsis thaliana. Os genes com numero de copias
semelhante ou aumentado em Spirodela sdo mostrados dentro de caixa. Os demais genes
apresentam nimero de coépias significantemente reduzido em Spirodela. TFL: Terminal flower 1;
AP1: apetala 1 (incluindo os genes cauliflower e fruitful); SEP: sepallata; FLC-like: semelhante ao
flowering locus C; SVP: short vegetative phase; FT: flowering locus T; SOC: suppressor of
constans overexpression; SPL: squamosa promoter binding protein-like; AP2: apetala 2; TOE:
target of eat.
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Na via da biossintese de amido, a andlise filogenética mostrou alta
conservacdo das familias génicas envolvidas nesta via na Spirodela, quando
comparada com arroz, milho e Arabidopsis. Ainda na via da biossintese de amido
foi observado aumento no numero de coOpias de genes codificantes para
subunidade maior da AGPase (ADP-glicose pirofosforilase) e DBE (enzima de
desramificacdo do amido), enzimas chaves na producdo e acumulo de amido
(Wang et al., 2014a).

Contudo, em 2008, a sequéncia completa do genoma cloroplastidial de
Lemna minor, com anotacdo de 112 genes, estava disponivel (Mardanov et al.,
2008). Les et al. (2002), reconheceram previamente que a sequéncia do genoma
cloroplastidial de lentilhas-d’agua contribuiriam para identificacdo de marcadores
moleculares adequados a estudos de genotipagem, capazes de suportar analises
flogenéticas robustas das lemnaceas, resolvendo a identificacdo intra e
interespecificas de lentilhas-d’agua, prejudicada em seu estudo.

Como previsto, foram avaliados sete marcadores plastidiais, sendo quatro
de genes codificantes (rpoB — RNA polymerase beta subunit, rpoC1l — RNA
polymerase gamma subunit, rbcL —ribulose-1,5-bifosfato carboxylase/oxygenase
large subunit e matKk — maturase K) e trés espacadores intergénicos nao-
codificantes (atpF-atpH, psbK-psbl e trnH-psbA), para identificacdo e descri¢cao de
31 espécies dos cinco géneros da familia Lemnaceae, baseada em PCR e
sequenciamento de DNA (Wang et al.,, 2010). Os resultados deste estudo
indicaram o espacador intergénico atpF-atpH com um bom marcador para
identificacdo de espécies, enquanto que os espacadores intergénicos psbK-psbl e

trnH-psbA mostraram-se adequados para resolucédo de genotipos intraespecificos.
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Em estudo recente, abrangendo as 37 espécies descritas de lentilhas-
d’agua foi demonstrado que os espacadores intergénicos atpF-atpH e psbK-psbl
foram capazes de resolver a identificagcdo validada de 30 espécies, utilizando
simples protocolo baseado em PCR-sequenciamento-BLAST (Borisjuk et al.,
2015). Este estudo ainda disponibilizou ferramenta online para BLAST em banco

especifico  “Barcode Reference” em http://epigenome.rutgers.edu/cgi-

bin/duckweed/blast.cqi.

Os esforcos para identificacdo e compreensao das relacfes filogenéticas
das lentilhas-d’agua sao justificados pela estreita relacdo entre a diversidade
genética e potencial de aplicacao biotecnolégico das lentilhas-d’agua (Xue et al.,
2012).

Wang e Messing (2015), a partir da analise do estado da arte de estudos
“‘émicos” de lentilhas-d’agua, observaram que a disponibilizacdo do genoma de
Spirodela facilita o sequenciamento de outras lentilhas-d’agua, servindo como
genoma de referéncia para anotacdo de novos genomas, e estimula o
desenvolvimento de pesquisas moleculares, contribuindo para melhorar a
compreensao da biologia e biotecnologia destas plantas e suportando o
desenvolvimento de programas de melhoramento genéticos de lentilhas-d’agua.

De fato, ainda em 2015, os resultados preliminares do genoma da lentilha-
d’agua Lemna minor foram disponibilizados (Van Hoeck et al., 2015). O genoma
de Lemna minor clone 5500, amplamente utilizada em ensaios ecotoxicoldgicos,
com 481 Mbp, cerca de trés vezes o genoma de Spirodela, exibiu 22.382 genes
codificadores de proteinas e 61,5% de sequéncias repetitivas, que explica mais
de 94% do aumento do tamanho do genoma, comparado ao de Spirodela. A

analise comparativa contra outras cultivares monocotiledéneas (Spirodela
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polirhiza, Oryza sativa e Zea mays) revelou que estas espécies compartilham
8202 familias génicas conservadas. Contudo, Lemna minor compartilha quase
70% do proteoma tedrico de Spirodela, apresentando 6443 genes descritos como
Lemna-especificos.

Por fim, outro importante resultado do genoma de Lemna minor foi obtido a
partir da anotagdo genética funcional, que mostrou o incremento de proteinas
envolvidas em processos catabodlicos, de atividade hidrolase, de resposta a
estimulos abidticos, extracelulares e endégenos, de biossintese e de metabolismo
de carboidratos. Sugerindo sua contribuicdo para sucesso de Lemna minor na
colonizagcdo de &guas residuais e na sua ampla adaptacdo climatica, com
manutencdo de suas relevantes e potenciais caracteristicas para biotecnologia
(Van Hoeck et al., 2015).

Analises Omicas de lentilhas-d’agua revelam o quédo instigante e
estimulante é a pesquisa destas pequenas plantas: os genomas, transcriptomas e
proteomas de lentilhas-d’agua possibilitam e trazem a tona novas percepc¢des
sobre a biologia e evolucdo dos clones estudados, mas apontam para uma longa

distancia a ser percorrida para compreensdo mais ampla da familia Lemnaceae.

2.3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LENTILHAS-D’AGUA

As lentilhas-d’agua séao utilizadas ha séculos, devido a sua importancia na
alimentacédo animal, evidenciado principalmente no sudeste e leste asiatico, mas
0 crescimento rapido e propagacdo clonal sdo certamente as principais
caracteristicas das lentilhas-d’agua que viabiliza e suporta as suas diversas
aplicacdes biotecnolégicas potenciais. Essas caracteristicas, associadas ao
elevado teor de amido, estimulam o desenvolvimento de estudos e pesquisas

para exploracdo destas pequenas macréfitas aquaticas (Zhao et al., 2012; Lam et
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al., 2014; Appenroth et al., 2015). Dentre as potenciais aplica¢cdes, as lentilhas-
d’agua se destacam na producdo de biomassa compativel com a producdo de
bioenergia (Cui e Cheng, 2015), no tratamento de efluentes urbanos e rurais

(Chaudhary e Sharma, 2014) e como biofabrica (Stomp, 2005).

2.3.1 Producao de biomassa para bioenergia

As lentilhas-d’agua apresentam taxa de crescimento quase exponencial
com menor tempo de duplicacdo (Korner et al., 2003), superando a producéo de
biomassa da maioria das culturas terrestres (Muradov et al., 2010), que
representa enorme quantidade de CO, sequestrado da atmosfera, e consequente
relevante liberacdo de O, (Silva et al., 2012). Assim, a utilizagdo da biomassa de
lentilhas-d’agua como matéria-prima para bioenergia se destaca ao se adequar ao
conceito de Carbono Neutro, onde a quantidade equivalente de CO, consumida
para geracdo de energia € igual ou maior a quantidade de CO, lancada na
atmosfera em seu processo produtivo e pela queima do biocombustivel. Além
disso, a produgéo alternativa de biomassa a partir de ambiente aquatico oferece
vantagens quando ndo compete por terras agricolas e favorece a eficiéncia
fotossintética, sendo capaz de suportar elevadas taxas de crescimento,
superando a maioria das culturas terrestres conhecidas (Muradov et al., 2010).

Neste contexto, estudos recentes tém investigado o potencial da biomassa
de lentilhas-d’agua para producédo de bioenergia, seja biogas (Muradov et al.,
2010; Wu et al., 2014), biodiesel (Campanella et al., 2012) ou, principalmente,
bioetanol (Xu et al., 2011; Ge et al.,, 2012; Yu et al., 2014; Zhao et al., 2015a).
Contudo, o bioetanol tém se destacado, considerado como produto de interesse
mundial e, no Brasil, integra a matriz energética nacional desde 1970 (Amorim et

al., 2011).
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Como matéria-prima para producdo de bioetanol, a biomassa de lentilha-
d’agua tém se mostrado promissora por sua elevada produtividade, por
apresentar pouca lignina (Zhao et al., 2014) e por seu elevado teor de amido, que
pode variar de 3% a 75% do seu peso seco, dependendo da espécie e das
condicdes de cultivo (Landolt e Kandeler, 1987).

O amido é o principal metabdlito energético armazenado em plantas
durante a fotossintese. E um polimero natural formado por dois homopolimeros
de D-glicose (homopolissacarideo): amilose, com estrutura linear; e amilopectina,
com estrutura ramificada. Amilose é formada por unidades de glicose unidas por
ligagdes glicosidicas a-1,4. Enquanto amilopectina é formada por unidades de
glicose unidas em a-1,4 e a-1,6 (Fasahat et al., 2014). Em um estudo recente,
Zhao et al. (2014) demonstraram que a parede celular de Lemna minor é
composta por 43,7% de celulose, 20% de pectina e baixas quantidades de
hemicelulose e lignina: 3,5% e 3%, respectivamente. O estudo ainda demonstrou
gue os carboidratos representam 51,2% (p/p) da biomassa de lentilha-d’agua, que
apresentou relevante teor de amido (19,9%), concluindo que a proporcédo de
acucares fermentescivel corresponde a 33,1% da biomassa total, o que corrobora
0 potencial para producao de bioetanol com baixo custo.

Além disso, a producdo e o acumulo de amido podem ser induzidos em
lentilhas-d’agua sob condi¢bes adversas, como déficit de nutrientes (Tao et al.,
2013; Huang et al., 2014); altas concentracdes de nitrogénio e de fosforo (Wang
et al., 2014b; Zhao et al., 2015b), tipicos de ambientes eutrofizados; salinidade
(Sree et al., 2015). Ou por estimulos externos como luminosidade e fotoperiodo
(Yin et al., 2015), exposicdo a horménios ou reguladores vegetais (Wang e

Messing, 2012; Liu et al., 2015a, 2015b; Huang et al., 2015), dentre outros.
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A tecnologia utilizada para produgcdo de etanol a partir da biomassa de
milho é capaz de converter até 95% do amido de lentilhas-d’agua a etanol, que,
teoricamente, pode atingir o rendimento de até 6,42x10° .ha™ (Cui et al., 2011; Xu
et al., 2011; Xu et al., 2012; Ge et al., 2012). Este sistema de producgéo pode ser
tornar ainda mais atrativo quando considera o baixo teor lignina, que pode reduzir
as etapas de pré-tratamento ou dosagem de enzimas na sacarificagdo do amido,
tornando a producdo de bioetanol a partir de lentilhas-d’agua economicamente

rentavel (Ge et al., 2012).

2.3.2 Fitorremediacéo e tratamento de aguas residuais

A importancia da agua para manutencdo da vida na biosfera dispensa
gualquer justificativa para a necessidade de preserva-la (Wade, 2010). Contudo, o
rapido crescimento populacional € acompanhado pelo aumento de descargas de
aguas residuais, que sem o tratamento adequado contamina corpos hidricos
naturais e reduz, ainda mais, a disponibilidade deste recurso (Kuraishi e Sharma,
2011). De fato, este modelo é inconsequente e tende a ser severamente agravado
se nao forem adotadas medidas urgentes para aumentar a eficiéncia do uso e
reuso da agua e sua conservacao, para garantir a producdo de alimentos e as
atividades humanas, além de minimizar os danos ambientais, de geracdes
futuras.

No Brasil, este cenario é cadtico, quando apenas pouco mais da metade da
populacdo tem acesso a rede coletora de esgoto, e quando apenas 35% do
esgoto coletado € adequadamente tratado, isto em seu cenario mais otimista. A
Figura 5 demonstra a relevancia e a necessidade de investimentos massivos e

emergenciais para minimizar os danos futuros deste cenério nas regides norte e
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nordeste, principalmente, onde o sistema de coleta e tratamento de esgotos &

ainda mais agravado (Machado et al., 2017).

Figura 5 — Cenario brasileiro de tratamento de esgoto no ano de 2014: a) Populacdo urbana por
regido; b) percentual da populacdo urbana com acesso a rede coletora de esgoto; c) percentual de
esgoto tratado, em relacéo ao total de esgoto produzido.
a) Populagdo urbana por regido Populagdo atendida pela rede
b) (%) coletora de esgoto
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Fonte: Machado et al. (2017), adaptado.

Dentre os sistemas conhecidos, a fitorremediacdo € uma das principais
tecnologias eco-friendly e de baixo custo com potencial para ser aplicada em
sistemas de tratamento de aguas residuais, quando comparada aos sistemas
tradicionais (Priya et al., 2012). Os principais mecanismos de fitorremediacédo séo
a fitotransformacéao, bioremediacao da rizosfera, fitoestabilizacao, fitoextracdo e a
rizofiltracdo, sendo este ultimo mais investigado em lentilhas-d’agua (Chhotu e
Fulekar, 2009)

Estudos tém demonstrado a eficiéncia de sistemas de lentilhas-d’agua para
tratamento de aguas residuais urbanas e rurais (Priya et al, 2011; Xu e Shen,
2011; Mohedano et al., 2012a; 2012b) até efluentes industriais (Weltje et al.,

2002; Guendouz et al., 2013; Saha et al., 2015).
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As lentilhas-d’agua sdo descritas como eficientes para remocao de
relevantes contaminantes hidricos, dentre eles: i) compostos nitrogenados e
fosfatados (Cheng et al., 2002; Liu et al., 2017); ii) metais pesados (Bokhari et al.,
2016); iii) arsénico (Goswami et al., 2014); iv) cianotoxinas, toxinas produzidas por
cianobactérias que atingem severamente outros organismos, inclusive seres
humanos (LeBlanc et al., 2005); v) boro, composto encontrado em aguas poluidas
e dessalinizadas (Del-Campo Marin e Oron, 2007); vi) zinco, por exemplo, Lemna
gibba é capaz de acumular 28,8mg Zn por g peso fresco (Khellaf e Zerdaoui,
2012); e, vii) farmacos (Reinhold et al., 2010). Estes estudos demonstram que
sistema de tratamento de efluentes baseado em lentilhas-d’agua podem ser
implementados como um sistema complementar para contaminantes especificos
ndo removidos por sistemas fisico-quimicos globais de tratamento, contribuindo
para o aumento do custo-beneficio.

A exemplo da india (Kumar et al., 2015), lentilhas-d’agua podem contribuir
significativamente para melhoria do cenéario brasileiro atual de tratamento de
aguas residuais, a partir da inclusdo de sistemas naturais de tratamento de
efluentes alternativamente em seu projeto sanitario, sendo estes economicamente

viaveis e tecnicamente eficientes.

2.3.3 Engenharia genética e bioproducao

O desenvolvimento de pesquisas de lentilhas-d’agua tém sido estimulado e
encorajado, visando sua utilizagdo como planta modelo e cultivada, reconhecendo
a necessidade de avancar na transformacdo genética para bioproducdo e para
seu melhoramento (Zhao et al., 2012; Lam et al., 2014; Appenroth et al., 2015).

Na engenharia genética, as lentilhas-d’agua s&o utilizadas em um

percentual relevante de registros de patentes, associada ao seu potencial para
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bioproducéo, que é amplamente discutido (Stomp, 2005). Por exemplo, o0 método
para transformagdo genética de lentilhas-d’agua, utilizando as técnicas de
biobalistica e de transferéncia de DNA (T-DNA) mediada por Agrobacterium estéo
disponiveis desde 1998.

Os primeiros estudos utilizando lentilhas-d’agua geneticamente modificada
pela tecnologia T-DNA mediada por Agrobacterium tumefaciens, foram publicados
por Sun et al. (2007) e Vunsh et al. (2007). Lemna minor clone 8627 foi utilizada
para expressar uma enzima celulolitica, a endoglucanase E1 de Acidothermus
cellulolyticus, demonstrando eficientemente esta capacidade (Sun et al., 2007).
Enquanto, Spirodela oligorrhiza (clone SP) modificada aumentou em mais de 25%
do total de proteinas solGveis o acumulo da proteina transgene (Vunsh et al.,
2007).

Além disso, diversos estudos tém sido publicados demonstrando o uso de
lentilhas-d’agua como sistemas para bioproducéo de farmacos (Rival et al., 2008)
e de vacinas comestiveis (Firsov et al., 2015; Bertran et al., 2015).

O cultivo e o processamento de transgénicos é sempre um tema polémico
gue envolve discussfes desde sua biosseguranca, inclusive alimentar, até seus
efeitos ecologicos. Contudo, ja estdo disponiveis tecnologias para transformacao
genética de lentilhas-d’agua com capacidade de contengdo e controle do
transgene (Nguyen et al., 2012; Canto-Pastor et al., 2015).

Este breve levantamento, sugere que o melhoramento genético de
lentilhas-d’agua, seja para bioprodugao, seja para producéo de bioenergia, € um
vasto campo de investigacdo. Neste sentido as pesquisas Omicas podem
contribuir significativamente para melhorar a compreensao da biologia e evolucao

destas pequenas plantas aquaticas.
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2.4 PROTEOMICA DE PLANTAS

O desenvolvimento e a produtividade das plantas podem ser influenciados
por diversos tipos de estimulos, seja um fator biotico ou abiotico. Estudos
moleculares de um organismo submetido a condicbes ou fatores de estresse
podem contribuir para melhorar a compreensao de diversos processos bioldgicos
associados. Por exemplo, teor de amido em lentilhas-d’agua, caracteristica
desejada para producao de bioetanol, por exemplo, pode ser significativamente
induzido por diversos estresses abiéticos, anteriormente relatados. Isto porque as
plantas respondem ao estresse ambiental ativando mecanismos de expressao
génica diferencial, o que resulta em mudancas em nivel transcricional, traducional
e metabdlico, buscando superar o estresse e manter o seu estado fisiologico
(Hakeem et al., 2012).

Neste contexto, a andlise protebmica permite a investigacdo das proteinas
expressas, a atribuicdo de funcéo a estas proteinas e, ainda, explicar como essas
fungBes proteicas responde as mudancas das condigbes ambientais, resultando
num perfil de expressdo proteica relacionada aos estimulos investigados. A
maioria destas moléculas exibe uma fungdo essencial, quer na regulacdo da
resposta ou quer no processo de adaptacdo, permitindo que as plantas se
recuperem e sobrevivam ao estresse (Hakeem et al., 2012).

O avanco tecnologico e o desenvolvimento de algoritmos permitiram o
aumento da cobertura do proteoma e a inferéncia de aspectos quantitativos de
expressao de proteinas e deram suporte a Protedmica quantitativa, que nas
ultimas décadas tém adquirido mais importancia na pesquisa com plantas de

interesse biotecnoldgico e comercial (Vanderschuren et al., 2013).
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Dentre as técnicas de analise protedmica, a eletroforese bidimensional em
gel de poliacrilamida, separacéo isoelétrica seguida de eletroforese de misturas
complexas de proteinas, genericamente conhecida como 2D-PAGE, ¢é
amplamente utilizada. A 2D-PAGE ganhou énfase ap6s melhorias em
reprodutibilidade e no desenvolvimento de pacotes de software e hardware,
permitindo a quantificacdo dos niveis de expressdo de proteinas a partir das
imagens de géis. A combinacdo da 2D-PAGE com técnicas de sequenciamento
de proteinas como o método de degradacdo de Edman e, mais recentemente, a
Espectrometria de Massas (MS), foram responséveis pelo grande aumento de
estudos protedmicos (Vanderschuren et al., 2013). No entanto a analise 2D-PAGE
€ considerada laboriosa passivel a erros de operacionalizagdo que refletem
diretamente na reprodutibilidade.

Os recentes avangos na instrumentacdo da MS e sua associacdo a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), genericamente LC-MS/MS,
permitiram maior separacdo do analito e 0 aumento na resolucdo de massas,
possibilitando maior escala de sequenciamento e identificacdo de proteinas,
assim como a quantificacao direta, baseada na contagem espectral, ou através de
uma marcacédo (Vanderschuren et al., 2013). A principal vantagem da analise via
LC-MS, além da maior escala, se da por ndo exigir a confeccdo de géis de
poliacrilamida e etapas laboriosas da 2D-PAGE.

A abordagem LC-MS/MS foi utilizada em dois estudos de analise
proteémica de lentilha-d’agua (Landoltia punctata) recentemente publicados, para
investigacdo da inducdo do acumulo de amido por exposicdo de Landoltia
punctata ao déficit de nutrientes (Huang et al., 2014) e ao regulador vegetal

uniconazole (Huang et al., 2015).
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De forma geral, a prote6bmica ndo se baseia somente na determinagdo do
conjunto de proteinas presentes em uma amostra, 0 que ja pode ser muito
desafiador, mas também caracterizar as iniUmeras, e comumente presentes,
isoformas proteicas, produtos de modificacbes pos-traducionais sofridas e, por
fim, como essas proteinas interagem entre si (Aebersold e Mann, 2003; Tyers e

Mann, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a expressao génica, em nivel traducional, de lentilha-d’agua
guando cultivada em &gua residual antropogénica, associada a producédo de

biomassa e bioenergia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Coletar e isolar linhagens nativas de lentilha-d’agua, isoladas de corpos
d’agua e estagdes de tratamento de esgoto (ETE) na regidao metropolitana
de Recife-PE;;

2. Propagar e estabelecer in vitro populagcdes clonais de lentilhas-d’agua
nativas;

3. Identificar, a nivel de espécie, os clones propagados e estabelecidos no
cultivo in vitro;

4. Caracterizar clones de lentilha-d’agua quanto a producédo de biomassa e
potencial fitorremediador de efluente de ETE;

5. Obter o perfil proteico 2D-PAGE de lentilha-d’agua cultivada a partir de
agua residual de ETE e meio de cultivo;

6. Detectar proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs) em lentilha-d’agua
cultivada em agua residual de ETE;

7. Obter espectro de massas (MALDI-ToF/ToF) dos DAPSs;

8. Identificar e anotar presumivelmente os DAPSs.

9. Inferir possiveis mecanismos de resposta metabdlica de lentilha-d’agua

durante ganho de biomassa e acumulo de amido.
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Diversidade biolégica de clones de Lemna aequinoctialis (L.) influencia a
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Resumo

Lemna aequinoctialis € um membro da familia botanica Lemnaceae, que
agrupa as menores angiospermas descritas. Popularmente conhecidas como
lentilhas-d’agua ou duckweeds, em inglés, tém despertado interesse
biotecnolégico no tratamento de efluentes e para bioenergia. As lentilhas-d’agua
sdo macrofitas aquéticas flutuantes, monocotiledéneas e de metabolismo C3, cuja
diversidade genética estd intimamente relacionada as potenciais aplicacbes
biotecnoldgicas. Neste contexto, nove clones de L. aequinoctialis foram cultivados
in vitro usando meio de cultura SH 1X e 0,5X, a 25+2°C, 16/8 h luz/escuro e
intensidade luminosa de 50 umol.m?.s™*. Parametros de crescimento, biomassa,
teor de amido, pigmentos fotossintetizantes e a atividade das enzimas
antioxidativas SOD, APX e CAT dos clones foram avaliados. Foi observado baixa
diversidade genética das sequéncias da regido intergénica cloroplastidial atpF-
atpH nos clones de L. aequinoctialis. Contudo, comparativamente, no cultivo in
vitro, o0 meio SH 0,5X induziu diferenciacdo fenotipica dos clones em relacdo ao
meio SH 1X. Os clones M2, RC e DI, selecionados para o bioensaio de
fitorremediacdo, como um sistema complementar de estacdo de tratamento de

esgoto domeéstico, foram capazes de reduzir DQO até 94,8%, de remover entre
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36,3% e 39,3% do nitrogénio total, e entre 37,8% e 57,1% do fosforo total,
produzindo em média até 150 g.m™ de biomassa, com potencial para producéo de
bioetanol. Os dados demonstram o potencial plastico dos clones de L.
aequinoctialis, sendo o cultivo in vitro compativel para avaliacdo e selecdo de
gendtipos candidatos para aplicagbes biotecnolégicas de tratamento

complementar de efluente e producéo de biomassa e bioenergia.
Palavras-chave: Lemnaceae; Plasticidade fenotipica; Gendtipo

1. Introducéao

As lentilhas-d’agua sao pequenas plantas aquaticas, macrofitas flutuantes,
monocotiledéneas da familia Lemnaceae, consideradas as menores
angiospermas descritas. Atualmente, esta familia botanica € composta por 37
espécies, distribuidas em cinco géneros monofiléticos: Spirodela (mais primitivo);
Lemna; Landoltia; Wolffiella; e Wolffia (mais derivado) (Landolt, 1986; Les et al,
1997; Landolt, 1998; Les e Crawford, 1999; Les et al., 2002; Bog et al., 2010).

As lentilhas-d’agua s&o facilmente encontradas em corpos d’agua de baixo
fluxo, com ou sem ocorréncia sazonal, além de apresentar capacidade de se
propagar em aguas residuais antropogénicas. Estas plantas tém despertado o
interesse da comunidade cientifica como um modelo para a biologia evolutiva e
fisiologia vegetal, mas tém se destacado como cultura para a bioenergia e
fitorremediacdo de aguas residuais (Zhao et al., 2012). Quando estabelecida, a
lentilha-d’agua é capaz de reduzir quantidades relevantes de didxido de carbono
no ar e de nitrogénio e fésforo em aguas residuais (Stomp, 2005).

Com capacidade de dobrar a biomassa a cada 16-24 h em condi¢des

ambientais favoraveis, as lentilhas-d’agua possuem o crescimento superior a
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maioria das plantas (Peng et al.,, 2007), podendo atingir uma producéo anual
aproximada de 100 ton.ha™ de peso seco, o que representa um rendimento em
biomassa mais elevado do que a maioria das culturas acumuladoras de amido
(Cui e Cheng, 2015). De fato as lentilhas-d’agua podem apresentar elevado teor
de amido (até a 75% de peso seco), dependendo da espécie da lentilha-d’agua e
das condic¢des de cultivo (Landolt e Kandeler, 1987), com relevante potencial de
aplicacao na producéo de bioetanol (Xu et al., 2012).

Assim, sistemas de fitorremediacdo de aguas residuais associada a fazenda
de cultivo de lentilhas-d’agua e destinacdo da biomassa produzida para a
producdo de bioetanol é wuma alternativa ambientalmente amigavel e
economicamente viavel, capaz de agregar valor ao tratamento convencional de
aguas residuais (Chaudhary e Sharma, 2014). Além disso, a biomassa aquética
oferece vantagens quando ndo compete por terras agricolas e apresenta taxa de
crescimento mais elevada do que as culturas terrestres conhecidas (Muradov et
al., 2010).

As lentilhas-d’agua apresentam distribuicdo cosmopolita e foram descritas em
ambientes tropicais e subtropicais no Brasil como no semiarido nordestino, bioma
"Caatinga”, no "pantanal mato-grossense" e na Mata Atlantica (Bezerra e Franca,
1999). A zona tropical, ao contrario da zona temperada, oferece condi¢cbes
favoraveis ao crescimento de lentilhas-d’agua ao longo de todo o ano,
contribuindo para competitividade como planta cultivada. Apesar da ampla
distribuicao, foi relatado que a diferenciacdo geografica de lentilhas-d’agua tem
um papel significativo na sua diversidade genética, o que pode influenciar suas
potenciais aplicacdes biotecnoldgicas (Xue et al., 2012). Bergmann et al. (2000)

relatou que o potencial de lentilhas-d’agua pode estar mais fortemente associado
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ao ambiente a partir do qual foi isolado, do que a espécie, o gendtipo, sendo a
caracterizagdo in vitro um método atraente de selecgéo.

Neste contexto, o estudo teve como objetivo caracterizar a nivel genético e
fenotipico clones de lentilhas-d’agua isolados na Regido Metropolitana do Recife,
Pernambuco (PE), no nordeste brasileiro, cultivados em meio de cultivo SH
(Schenk e Hildebrandt, 1972) em duas forcas ibnicas, sob condi¢des in vitro. A
partir da observacdo do relevante potencial plastico dos clones de L.
aequinoctialis, quatro clones foram caracterizados quanto ao potencial de
fitorremediacdo de efluente da estacdo de tratamento de esgoto (ETE) da
Mangueira, Recife, PE.

A ETE Mangueira é dedicada ao tratamento de esgoto doméstico, composta
por um reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo (Up flow Anaerobic
Sludge Blanket reactor, reator UASB) e uma subsequente lagoa de polimento com
um tempo de retencdo hidraulico de 8 h e 3,5 dias, respectivamente,
apresentando eficiéncia entre 60% e 90% para reducdo da demanda quimica de
oxigénio (DQO) (Florencio et al., 2001; Silva et al., 2015). No entanto, mesmo
apos este processo, ainda sao detectadas quantidades significativas de nitrogénio
e de fosforo no efluente da ETE, sendo compativeis para reutilizagdo agricola
(Silva et al., 2015), mas que no ambiente podem contribuir para a eutrofizacéo de
corpos hidricos (Conley et al., 2009). Consequentemente, se faz necessaria etapa
pos-tratamento para a reducdo maxima destes poluentes, sendo o baixo custo e a
eficiéncia, caracteristicas desejaveis de um pos-tratamento. Neste contexto, a
lentilha-d’agua foi avaliada como uma potencial alternativa para o tratamento de

esgoto domeéstico (Steen et al., 1999; Priya et al., 2012).
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A avaliagao do crescimento, da producgéo de biomassa, do teor de amido e dos
pigmentos fotossintéticos, bem como do rendimento teérico em etanol permitiu a
caracterizagdo fenotipica dos clones propagados, , revelando o potencial plastico
dos clones de L. aequinoctialis e sua diversidade biolégica, em contraste com sua
identificacdo molecular e com a analise fenética a partir da sequéncia intergénica
atpF-atpH cloroplastidial.

Para avaliar o estado redox das lentilhas-d’agua ao final do experimento a
atividade especifica das enzimas superoxido dismutase (SOD, CE: 1.15.1.1),
ascorbato peroxidase (APX, CE: 1.11.1.11) e catalase (CAT, CE: 1,11. 1.6) foi
realizada. A modulagéo destas enzimas foram significativamente diferente entre
os clones, destacando-se o papel da APX, para ambos os meios de cultivos,
reforcando o potencial plastico de L. aequinoctialis para se adaptar as condi¢des
ambientais testadas.

A caracterizacdo genética e fenotipica e o estabelecimento do cultivo in vitro
de clones nativos de lentilhas-d’agua podem contribuir para o desenvolvimento de
pesquisa basica e aplicada para questbes prioritarias em biotecnologia e biologia

vegetal.

2. Material e Métodos

2.1Coleta, isolamento e propagacao in vitro de lentilhas-d’agua

Amostras de lentilhas-d’agua foram coletadas na Regido Metropolitana do
Recife, estado de Pernambuco, no nordeste do Brasil; fora de areas de protecao
(Tabela 1). Nao foram coletadas espécies protegidas ou ameagadas de extin¢ao,
dispensando a necessidade de licenca especifica ou permisséo legal. O material

foi coletado e transportado na prépria agua do local de coleta até o laboratério.
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No laboratério, 100-200 frondes foram submergidas em solucdo de 1% de
hipoclorito de sodio (NaClO) durante 30 s e lavadas com H,O destilada
autoclavada para assepsia. Em seguida, as plantas foram transferidas para meio
MS (Murashige e Skoog, 1962) meia forca (0,5X), pH 5,8, contendo 10,0 g.L™ de
sacarose. Apés brotamento, uma Unica fronde foi transferida para MS 0,5X para a
propagacao clonal do isolado de lentilha-d’agua, a partir de cada ponto de coleta.
Contudo, nos ponto de coleta 1 e 2, ETE Mangueira e campus UFPE,

respectivamente, foram isolados dois clones para cada (Tabela 1).

Tabela 1. Descri¢do dos locais de coleta de lentilhas-d’agua na regidao metropolitana de Recife,
Pernambuco, Brasil.

Coleta Local dacoleta Més/Ano Latitude e longitude Clone

Estacdo de Tratamento de Esgoto opn " - " M1
da Mangueira, Recife-PE 12/2013  8°4'37.34"S, 34°55'30.50"W M2

Alagado sazonal, campus UFPE, Ul

1

2 coce.PE 12/2013  8°4'27"S, 34°57'8.06"W 02

3 Alagado sazonal, Paulista-PE 09/2014 7°54'18.21"S, 34°50'10.82"W PA

4  Estagdode tratamento biologico, 55015 70 48 572", 34°54'10.69'W AL
Itapissuma-PE

5 Margem do rio Capibaribe, Sdo 1,015 7059550 85", 35°2'45.34"W RC
Lourenco da Mata-PE

6 Alagado sazonal, Dois Irméos, 01/2015  8°1'22.33"S, 34°57'20.48"W DI
Recife-PE

7 Canal do Araxa, Paulista-PE 04/2015  7°54'6.90"S, 34°50'20.65"W CA

2.2Manutengdao e condigdes de cultivo in vitro

Os nove clones propagados foram mantidos em meio SH (Schenk e
Hildebrandt, 1972), ¥ forca (0,5X), pH 5,8, suplementado com sacarose 10,0 g.L™
e mio-inositol 1,0 g.L™*. O cultivo in vitro foi conduzido em sala de crescimento a
25+2 °C, fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa a 50 pmol.m?.s™.

Para o experimento, 10 frondes foram transferidas para 50 mL do meio de
cultivo SH 0,5X ou 1X (completo), experimentos independentes, adicionado de

sacarose 10,0 g.L™ e mio-inositol 1,0 g.L™", usando potes de 350 mL e &rea
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circular de 28 cm?, em triplicata. O manuseio foi realizado em camara de fluxo

laminar. Os experimentos foram conduzidos por 10 dias.

2.3ldentificacdo molecular e diversidade genética dos clones de lentilhas-d’agua

A extracdo de DNA total foi realizada utilizando o protocolo CTAB (2% CTAB,
25 mM EDTA, 2 M NaCl, Tris-HCI 100 mM, pH 8,0) descrito por Doyle e Doyle
(1991). Para amplificacdo da sequéncia intergénica atpF-atpH plastidial, foi
realizada PCR em 25 pL de solucdo contendo: 40 ng de DNA total; 15,95 pL de
H,O MilliQ; 2,5 pL de 10x buffer; 0,4 mM dNTP; 3,25 mM MgCl,; 1U Tagq DNA
polimerase (Invitrogen, EUA) e 0,8 pHM dos primers (5-
ACTCGCACACACTCCCTTTCC-3' e 5- GCTTTTATGGAAGCTTTAACAAT-3),
descritos por Borisjuk et al. (2015). A solucéo foi submetida 94 °C por 2 min para
desnaturacao inicial, seguido por 35 ciclos a 92 °C por 15 s, a 50 °C por 30 s e a
72 °C por 50 s, e extensdo final a 72 °C por 10 min. Agua MilliQ e DNA total de
Saccharum sp. foram utilizados como controle negativo e positivo,
respectivamente.

Os fragmentos amplificados, a partir de triplicatas, foram visualizados em gel
de agarose 2% apos eletroforese (15 V.cm™) em tampé&o TAE 1x (4M Tris, 20 mM
acido acético, 1 mM EDTA) e purificados a partir da solu¢cdo de PCR usando o kit
"Invirsob, Fragment CleanUp" (Stratec, DE). Os fragmentos purificados foram
sequenciados na Plataforma de Sequenciamento de DNA (UFPE, Recife), usando
0 Genetic Analyzer 3500, conforme recomendacdes do fabricante (Life
Technologies, EUA).

As sequéncias foram editadas no programa BioEdit v.7.2.5 (Hall, 1999). As
sequéncias consenso foram analisadas por BLASTN contra banco de dados

"Barcode  Reference", disponivel em http://epigenome.rutgers.edu/cgi-
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bin/duckweed/blast.cgi (Borisjuk et al., 2015) para identificacdo de espécies de
Lemnaceae. As sequéncias ainda foram alinhadas no ClustalW implementado no
programa MEGA6 (Tamura et al.,, 2013). Para andlise fenética dos clones de
lentilhas-d’agua, as sequéncias atpF-atpH foram avaliadas pelo algoritmo de
distancia derivada usando o método de neighbor-joining para a construcdo de
fenograma a partir de 1000 bootstrap e p-distance (Saitou and Nei, 1987) no

programa MEGAG.

2.4 Caracterizacao fenotipica dos clones de lentilhas-d’agua

2.4.1 Taxa de crescimento, biomassa e teor de amido

A taxa de crescimento relativo (TCR), obtida a partir do valor de logaritmo
neperiano (In) do tempo final (xy10) € do tempo inicial (X,) em dias (Equacéo 1) e o
tempo de duplicagcéo (TD), que considera o valor de logaritmo neperiano de dois
(In2) e o valor de TCR (Equacao 2) foram calculadas a partir do peso fresco e do
nuamero de frondes usando a equacado simplificada para dois pontos, inicial (O dia)
e final (10 dias), conforme descrito por Ziegler et al. (2015):

TCR = (Inx¢10 — Inx)/ (t10 — t0) [1]
TD =In2/TCR [2]

O rendimento em biomassa (RB = g.m™) foi estimado a partir do ganho real
de biomassa em peso fresco, considerando a area superficial de crescimento de
0,002826 m®.

O teor de amido foi determinado por método colorimétrico descrito por
Appenroth et al. (2010). Resumidamente, o material vegetal foi macerado em
solucdo HCI 18% (p/v), incubado a 5 °C por 1 h sob agitacdo constante. Em
seguida o homogeneizado foi centrifugado a 5000 xg por 20 min. Uma aliquota

constituida do sobrenadante e de solugéo de Lugol (0.5% Kl p/v e |, 0.25% p/v em
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H,O) na proporcéo 1:1 foi utilizada para determinacdo da absorbancia a 530 e 605
nm. Os valores obtidos foram aplicados nas equacdes descritas para

determinacao do teor de amido.

2.4.2 Pigmentos fotossintetizantes e metabolismo antioxidante

O teor de clorofila a, b e total (a+b) e de carotenoides foi determinado pelo
método de extracdo em acetona 80% descrito por Wang et al. (2014).
Resumidamente, as plantas foram maceradas na solucdo de acetona 80%, em
seguida centrifugada a 1.500 xg por 5 min e o sobrenadante foi recuperado para
determinacao da absorbancia a 663, 645 e 470 nm. Os valores foram utilizados
para calcular a concentracédo dos pigmentos.

O metabolismo antioxidante de lentilhas-d’agua cultivadas in vitro foi avaliado
a partir da atividade enzimatica de SOD, APX e CAT, enzimas envolvidas na
resposta ao estresse oxidativo. Para tal, as amostras (plantas) congeladas em N
liguido foram maceradas e homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 100
mM, pH 7,5; 1 mM EDTA; 3 mM DTT e 20% PVPP, gelado, na propor¢céo de 1 g
de planta para 3 mL de tampé&o (p/v). O extrato foi centrifugado a 10.000 xg, 4 °C
por 30 min para recuperagcdo do sobrenadante, que foi estocado a -20 °C até os
ensaios de atividade enziméatica (Azevedo et al., 1998). O teor de proteinas totais
soluveis foi determinado pelo método de Bradford (1976).

A atividade da SOD foi mensurada pela inibicdo da reducdo fotoquimica de
nitroazul de tetrazdlio (NBT) em 3 mL de solugédo de reacdo (tampéo fosfato 85
mM, pH 7,8, 75 yM NBT; 3 uM riboflavina; 13 mM metionina; 0,1 mM EDTA) e 50
uL do extrato enzimatico. A solucdo foi incubada sob luz branca por 5 min, em
seguida foi obtido o valor de absorbancia a 560 nm. Os valores de atividade foram

expressos em U SOD.mg™ proteina (Giannopolitis e Ries, 1977).
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A atividade de APX foi mensurada a partir do monitoramento da taxa de
oxidacdo do ascorbato. O ensaio enzimatico foi realizado em 650 yL de tampé&o
fosfato de potassio 80 mM, pH 7,5, 100 yL de ascorbato 5 mM, 100 yL de EDTA
100 mM, 100 pL de H,O, 1 mM e 50 pyL do extrato enzimatico. Apds 60 s de
reacdo a 30 °C, o valor de absorbancia a 290 nm foi obtido (Nakano e Asada,
1981).

A atividade da CAT foi determinada pela decomposicdo de H,O, em 1,5 mL
de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5, e 60 pyL de H,O, 0,1 M. A reacéo
foi iniciada apos a adicao de 50 L do extrato enzimético, apds 60 s de reacéo, foi
obtida o valor A da absorbancia a 240 nm a 25 °C (Havir e Mchale, 1987). A

atividade especifica de APX e CAT foi expressa em nmol.min*.mg™* proteina.

2.5Crescimento, producdo de biomassa e rendimento tedrico em bioetanol de

lentilhas-d’agua cultivadas em efluente

Os clones M2, DI e RC foram cultivados em aguas residuais (pds-tratamento)
da ETE Mangueira, Recife, Pernambuco, Brasil, para avaliar o uso potencial da
lentilha-d'agua em tratamento complementar. Para isso, foram coletados 20 L de
efluente na saida da lagoa de polimento, Ultimo passo de tratamento, em um
unico galdo, proprio para coleta, a fim de garantir homogeneidade da amostra. O
efluente foi usado para determinar a concentragdo de nitrogénio total (NT),
nitrogénio amoniacal (NH4-N), fosforo total (PT) e a demanda quimica de oxigénio
(DQO) na empresa Logica Ambiental de acordo com os Métodos Padrdo (APHA,
2012), antes e ap0Os experimento.

O bioensaio foi realizado em camara climética, modelo SL-205/1370/SOLAB,
garantindo padronizacdo ambiental a 25+2 °C e 16/8 h claro/escuro, utilizando

bandeja plastica transparente de dimensfes 22x22x9 cm (LxCxA), contendo 1,5 L
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de efluente, criando 484 cm? de superficie e 3 cm de profundidade; 1,0 g de
frondes saudaveis para cada clone de lentilha-d’agua de &gua foi inoculado no
efluente (Densidade de inoculagdo = 21,1 g.m?) e cultivadas durante 19 dias.
Apos o periodo de crescimento, foi avaliada a capacidade de fitorremediagéo e a

producao de biomassa dos clones a partir de efluente.
2.6 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados a partir de triplicatas, considerando delineamento
experimental inteiramente casualizado, com tratamentos em esquema fatorial 2x9,
sendo dois meios de cultivo (SH 1X e SH 0.5X) e nove clones (M1, M2, U1, U2,
AL, PA, RC, DI e CA). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 1% e 5% de
significancia, utilizando o software ASSISTAT (versao 7.7 beta) (Azevedo e Silva,
2006). As variaveis de TCR, RB, pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b e total),
carotenoides, teor de amido e atividade especifica das enzimas SOD, APX e CAT,
para cada meio de cultivo, foram confrontadas pela analise multivariada de

componentes principais no software Fitopac2 (Shepherd e Urbanetz, 2010).

3. Resultados e Discussao

3.1ldentificacdo molecular dos clones de lentilhas-d’agua

Nove clones de lentilhas-d’agua foram obtidos a partir dos sete pontos de
coleta na regido metropolitana do Recife (Tabela 1). Trés clones foram isolados a
partir de populagéo coletada em estacao de tratamento de esgoto (M1, M2 e AL);
Quatro clones de areas sazonalmente inundada por aguas pluviais (U1, U2, PA e
DI), apenas um isolado de margem de rio (RC) e de canal receptor de esgoto

domeéstico (CA). Apenas dois pontos de coleta (local 1 e 2) apresentaram plantas
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com diferengcas morfologicas, sugerindo baixar diversidade genética. Nenhum dos
locais de coleta se localizava em areas protegidas.

O espacador intergénico plastidico atpF-atpH gerou um Unico fragmento, com
tamanho esperado, gerando sequéncias barcode para os nove clones. O
comprimento das sequéncias atpF-atpH variou de 598-613 pb entre os clones. A
analise BLAST das sequéncias contra o banco de dados "Barcode Reference",
mostrou que o0s nove clones isolados da regido metropolitana de Recife
apresentaram alta similaridade e identidade com sequéncias da espécie L.
aequinoctialis (bitscore > 1075, e-value = 0,0 e identidade > 99%). Esses dados
corroboram os resultados de Borisjuk et al. (2015), que confirmaram a
identificacdo de um isolado da ETE Mangueira como também da espécie L.
aequinoctialis mediante codigo de barras atpF-atpH.

Inicialmente, o espacador atpF-atpH foi designado como marcador molecular
universal para identificacdo de espécies de lentilhas-d’agua (Wang et al., 2010),
sendo mais eficiente para a identificacdo da espécie L. aequinoctialis do que o
cédigo de barras psbK-psbl (Borisjuk et al., 2015). Contudo, para estudos
robustos de filogenia da familia Lemnaceae, o espacador atpF-atpH tem sido
utilizado em conjunto com outros marcadores nao-codificantes (Borisjuk et al.,
2015) ou com genes housekeeping (Tang et al., 2014), visando reduzir problemas
e limitacbes para diferenciar espécies estreitamente relacionadas, problemas ja
descritos. Fato que justifica a analise fenética da sequéncia intergénica atpF-atpH
cloroplastidial, para os clones de L. aequinoctialis nativos de Recife-PE, realizada
neste estudo.

O alinhamento revelou 606 caracteres constantes e apenas quatro caracteres

variaveis parcimonia-informativos foram detectados. A variacéo inicial do atpF-
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atpH é concordante com outros estudos, porém a variacdo observada foi menor
para os clones isolados em Recife, mostrando maior conservagao das
sequéncias, o0 que pode sugerir uma menor diversidade genética dos clones
(Tang et al., 2014). Estes dados sdo corroborados pela andlise de distancia
genética, que mostrou valor maximo de 0,007 e identidade maior que 97%, em
contraste com a diversidade bioldgica e potencial plastico dos clones nativos de
lentilha-d’agua.

Um estudo prévio de diversidade genética utilizando marcadores ISSR (Inter-
Simple Sequence Repeat) mostrou um valor médio de 0,343 para a distancia
genética de trés linhagens de L. aequinoctialis, geograficamente isoladas por
distancia de 300 a 1200 km (Xue et al., 2012). Enquanto, os locais de coleta na
regido metropolitana de Recife (Tabela 1) foram separados por distancias que
variaram de 0,45 km (entre os locais 3 e 7) a 30,5 km (entre os locais 1 e 7).

A arvore consenso da analise Neighbor-joining (NJ) de distancia genética das
sequéncias atpF-atpH (Figura 1) mostra o agrupamento dos nove clones de
lentilhas-d’agua em dois grupos (A e B) com cluster bem suportado (75% e 80%
bootstrap, respectivamente). Cada grupo foi dividido em dois subgrupos: Al
composto pelos clones DI, CA, RC e U2 (75% bootstrap) e subgrupo A2, formado
apenas pela linhagem M2, para o grupo A; o subgrupo B1 composto por M1 e PA
(62% bootstrap), enquanto B2 agrupou os clones Ul e AL (64% bootstrap). No
subgrupo A2, a auséncia de valor de bootstrap no ramo para o clone M2, indica
baixo suporte deste clone no clado A. As sequéncias barcode atpF-atpH foi capaz
de separar clones obtidos a partir de mesma populagcéo coletada (M1 e M2 do

local de coleta 1; Ul e U2 do local 2) na analise fenética de NJ. Estes clones
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apresentaram diferencas morfolégicas bem diferenciadas entre si e entre a

populacao originaria, onde se destacava o tamanho e a coloracéo e das frondes.

{ Lemna aequinoctialis DI
I Lemna aequinoctialis CA A1
L Lemna aequinoctialis RC

L emna aequinoctialis U2

Lemna aequinoctialis M2 |A2
E2 Lemna aequinoctialis M1
B { Lemna aequinoctialis PA B1
&0 { Lemna aequinoctialis U1 B2
B4 Lemna aequinoctialis AL

Figura 1. Arvore consenso de andlise fenética Neighbor-joining para distancia genética dos clones

de Lemna aequinoctialis isolados na regido metropolitana de Recife, Pernambuco, Brasil, a partir
de sequéncia intergénica atpF-atpH, exibindo os valores de bootstrap (1.000 replicatas), baseado

em modelo p-distance.

3.2Diversidade fenotipica de clones de L. aequinoctialis cultivadas in vitro

No cultivo in vitro, 0 meio de cultura deve fornecer nutriente adequadamente
para manutencdo das caracteristicas naturais a serem avaliadas. O meio SH tem
sido recomendado para o cultivo de lentilhas-d’agua por fornecer concentracoes
otimas de nutrientes (Yu et al., 2014). Contudo, os clones cultivados em meio SH
1X ou 0,5X revelou variacao fenotipicas sob condicé&o in vitro, incluindo os clones
propagados a partir do mesmo ponto de coleta para ambos meios de cultivo.
Entretanto, o meio SH 0,5X, em geral, induziu respostas mais especificas,
demonstrando o potencial plastico dos clones de L. aequinoctialis. Estas
observacgfes sugeriram elevado potencial plastico dos clones.

A andlise de componentes principais (ACP) foi capaz de diferenciar os clones
cultivados por meio de cultura (Figura 2), SH 1X e SH 0,5X, distintamente, através
do CP2 (componente principal 2), com 14,67% de contribuicdo, onde todas as
variaveis testadas contribuiram para a diferenciacdo de SH 0,5X. Contudo, o CP1

(componente principal 1) resolveu, com 53,34% de contribuicdo, trés grupos em
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SH 0,5X. As variaveis de teor de amido, CAT e RB contribuiram para o
agrupamento dos clones CA e PA, enquanto que SOD, APX e TCR contribuiram
para o agrupamento dos clones M2 e RC. Os clones M1, Ul, U2, DI e AL foram
agrupados com base em pigmentos fotossintéticos e carotenoides. Quando
cultivado em SH 1X nao foi possivel formar grupos das variaveis analisadas.

O meio SH (1X e 0,5X) suportou o crescimento in vitro dos clones. Embora a
ACP tenha demonstrado que o meio SH 0,5X induz respostas diferentes de TCR,
pigmentos fotossintéticos (Clor a, b e total e Car), teor de amido e atividade de
enzimas do sistema antioxidante (SOD, APX e CAT), em geral, houve incremento
de todos os parametros avaliados, com excecdo do TD, contribuindo para o
aumento do rendimento em biomassa. Esta tendéncia apoiou o agrupamento de
clones por padréo fenotipico. Enquanto que no meio SH 1X clones apresentaram
menores variacao fenotipicas.

PC2 (14,67%) @ sH 1x
cA - © sHos5x

RC

Mj.
{ DI
" L 4 PA AL 12
0 @ o
u1'“‘. s

PC1 (53,34%)

M1
"
Clor a u2 @
-,'A(-2|or total @
Clorb AL

O

Figura 2. Gréfico da ACP dos clones de Lemna aequinoctialis (M1, M2, U1, U2, PA, AL, RC, Dl e

CA) cultivados in vitro em meio SH 1X e meio SH 0,5X. TCR: Taxa de crescimento relativo; RB:

Rendimento em biomassa; Clor a: clorofila a; Clor b: clorofila b; Clor total: clorofilas totais; Car:
carotenoides; SOD: atividade da superéxido dismutase; APX: atividade da ascorbato peroxidase;

CAT atividade da catalase.
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Estes dados corroboram a recomendagéo do meio SH para o cultivo in vitro
de lentilhas-d’agua, ressalvando, que o meio SH 0,5X induziu maior diferenciagéo
fenotipica dos clones cultivados in vitro, mostrando-se adequado para avaliagdo
da plasticidade fenotipica de clones de L. aequinoctialis, caracteristicas
estreitamente relacionadas com suas potenciais aplicacdes biotecnoldgicas,
podendo ser utilizado para experimentacédo in vitro como método atraente para a
selecdo de genotipos de lentilhas-d’agua com potencial biotecnolégico, visando a

avaliacdo de mudltiplos critérios fenotipicos (Bergmann et al., 2000).

3.2.1 Crescimento, biomassa e teor de amido

Crescimento rapido e elevado teor de amido séo algumas das caracteristicas
naturais da lentilhas-d’agua mais exploradas em estudos e pesquisa de plantas.
Essas caracteristicas sdo questdes muito relevantes para o potencial biolégico e
biotecnolégico da lentilha-d'agua, investigado ha décadas pela comunidade
cientifica (Zhao et al., 2012; Lam et al., 2014). No entanto, foi a partir da demanda
mundial por bioenergia que contribuiu para um novo status no estudo de lentilhas-
d'agua, apresentando alto rendimento em biomassa com capacidade de acumular
elevada quantidade de amido compativel com a producdo de biocombustiveis
(Cui e Cheng, 2015).

A Tabela 2 apresenta os resultados para TCR,TD, RB e teor de amido nos
clones de L. aequinoctialis apés 10 dias de cultivo em meio SH 0,5X e 1X. Os
dados demonstram que o meio SH 0,5X induziu respostas para suportar o
incremento de crescimento dos clones. Por exemplo, a linhagem DI apresentou
incremento de 135% para TCR (Tabela 2).

Comparativamente, os clones apresentaram diferengas significativas (p <0,01)

para ambos os meios (SH 1X e SH 0,5X), corroborando a plasticidade fenotipica
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379 das lentilhas-d’agua. Os clones M1 destaca-se apresentando mais alta TCR e RB
380 e, consequentemente, menor TD, em meio SH 1X (Tabela 2). Em meio SH 0,5X,
381 os clones AL e DI destacaram-se apresentando as maiores TCR e RB e menor
382 TD. O clone M1 também apresentou TD igual a 1,8 dia, contudo assemelha-se ao
383 clone PA, com relacdo a TCR e RB. Enquanto, o clone CA apresentou maior
384 producédo de biomassa, 0 que parece estar associado ao incremento do tamanho
385 e peso das frondes em SH 0,5X (Tabela 2).

386 Tabela 2. Parametros de crescimento, producdo de biomassa e teor de amido de clones de
387 Lemna aequinoctialis cultivadas in vitro em meio SH 1X e 0,5X. A) TCR: Taxa de crescimento
388 relativo; TD: Tempo de duplicagdo; RB: Rendimento em biomassa. Letras minlsculas representam

389 a diferenca de médias entre meios de cultivos (colunas) e letras mailsculas representam a

390 diferenca de médias entre os clones (linha) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

L. TCR (dia™)** TD (dia)** RB (g.m™)** Teor de amido (%)**
aequinoctialis SH 0,5X SH1X SHO5X SH1X SHO0,5X  SH1X SHO0,5X SH1X
Clone M1 0,37*° 0,31 1,8 2,3% 310,9%° 144,4"* 5,5°°¢ 7,985
Clone M2 0,34%¢ 0,29  2,0" 2,4%P  2121%°  130,8"° 13,6%%¢ 4,8°FF¢
Clone U1 0,34%%¢ 0,29" 2,0% 2,4%° 134,0%F  99,8*EC 2,54 4,1%¢
Clone U2 0,32%¢ 0,22°® 22" 3,2% 86,2 65,7%5¢ 13,4%¢ 6,7°°"
Clone PA 0,37*° 0,23 1,0" 3,0%¢ 3123  70,7"¢ 11,2% 10,4
Clone AL 0,39* 0,31 1,8™ 2,3% 181,1%°¢  83,3"°¢ 4,0°" 7,3%P¢
Clone RC 0,34%¢ 0,21® 21" 3,3% 149,435 77 7°A8C 22,5 2,6
Clone DI 0,39* 0,17° 18" 4,3 259,8%°¢ 53,6 7,5°%° 12,2%
Clone CA 0,31% 0,23 22" 3,0% 368,8% 107,24%¢  15,5% 9,5%%¢

391 * Parametro apresentou interacdo significativa dos fatores (meios de cultivo vs. genotipos) ao
392  nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).

393 Os parametros de crescimento e o teor de amido também mostrou interacéo
394  do gendtipo e com as condi¢des de cultivo (p <0,01). No entanto, o teor de amido
395 apresentou relevante variacdo entre os meios de cultivo. Por exemplo, o clone RC
396 foi capaz de aumentar cerca de 7,5 vezes o teor de amido no meio SH 0,5X,
397 enquanto os clones M1, AL e DI reduziram significativamente o teor de amido.

398 Curiosamente, o clone RC mostrou o maior teor de amido (22,5%), mesmo tendo
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mostrado elevada RGR (0,34 dia™!) em meio SH 0,5X. Diferentemente em SH 1X,
o clone RC apresentou TCR menor (0,21 dia™) e baixo teor de amido (2,6%).

Além do clone RC, observou-se também aumento significativo no teor de
amido para os clones M2 (180%), U2 (100%) e CA (64%). Os clones M1, AL e DI
mostraram reducgao significativa do teor de amido quando cultivados em 0,5X SH,
de 30%, 45% e 38%, respectivamente. Estes dados mostram o elevado potencial
de crescimento das lentilhas-d’agua em condi¢des de cultivo in vitro e refletem o
potencial fenotipico dos clones propagados.

Contudo, j& tem sido demonstrado que o teor de amido se correlaciona
negativamente com a TCR, o que faria a selecéo de lentilha-d'agua com alta taxa
de crescimento e elevado conteddo de amido simultaneamente muito dificil (Xiao
et al., 2013). Embora os dados tenham mostrado alta TCR e elevado teor de
amido simultaneamente em alguns clones, ndo foi possivel inferir os possiveis
estimulos capazes de induzir o acumulo observado, dado que a producédo e o
acumulo de amido em lentilhas-d’agua podem ser induzidos por diversos
estimulos, como o déficit de nutrientes (Tao et al., 2013), a luminosidade e o
fotoperiodo (Yin et al., 2015), a concentracao de nitrogénio e de fésforo (Wang et
al., 2014; Zhao et al., 2015), a salinidade (Sree et al., 2015), dentre outros.

Tang et al. (2014) observaram que os caracteres morfolégicos e bioquimicos
podem estar intimamente relacionados com a diversidade genética da lentilha-
d'agua. A relevante diversidade genética das lentilhas-d’agua podem influenciar
significativamente suas potenciais aplicacdes biotecnologicas (Xue et al., 2012).
Os dados de crescimento apresentados demonstram a possibilidade de
otimizacdo de protocolos de cultivo in vitro para a producdo de biomassa de

lentilha-d'agua em condicdo axénica, necessaria para a producdo de farmacos
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(Rival et al.,, 2008) e moléculas bioativas (Vunsh et al. , 2007), a partir do

rastreamento de gendtipos compativeis.

3.2.2 Pigmentos fotossintetizantes e carotenoides

Os pigmentos fotossintéticos clorofilas e carotenoides sdo essenciais para a
fotossintese, participando da captura da luz e sua conversdo em energia
bioguimica, além de atuar na funcdo de fotoprotecdo contra os danos de
intensidade luminosa nas células vegetais (Scheer, 2008).

O teor de clorofila e carotenoides (Tabela 3) mostrou diferencas significativas
entre os meios SH 1X e SH 0,5X, exceto para clone CA que ndo mostrou
diferenca nas clorofilas. De modo semelhante, os clones M2, PA e RC néo
apresentaram diferenca significativa entre os meios de cultura para carotenoides.
Em geral, observou-se interacdo entre genotipos e os meios de cultivo com teor
de pigmentos fotossintéticos.

Comparativamente, 0s genotipos apresentaram menor variagdo no teor de
clorofilas e carotenoides no meio SH 1X quando comparado ao meio SH 0,5X. O
meio SH 0,5X induz incremento da producdo de pigmentos fotossintéticos,
especialmente do teor de clorofila, enquanto ndo foram observadas diferencas
significativas para clorofila b quando cultivadas em meio SH 1X. O baixo teor de
clorofila b e carotenoides também foi observado. Nao houve diferenca significativa
entre os clones de lentilha-d'agua para a razéo clorofila a/b quando cultivadas em
SH 0,5X, contudo, na comparacgéo entre os meios, apenas o clone Ul apresentou
diferenca significativa para este parametro. Em SH 0,5X, a razdo de clorofila a/b
entre os clones variou de 2,0 a 2,3 e em SH 1X foi observada maior variacéo,

entre 1,8 e 2,5 (Tabela 3).
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Tabela 3. Teor de clorofila a, b e total e carotenoides dos clones de Lemna aequinoctialis quando cultivadas em meio SH 0,5X ou 1X. Letras mindsculas
representam a diferenca de médias entre meios de cultivos (colunas) e letras mailsculas representam a diferenca de médias entre os clones (linha) pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

L. Clor a (mg.g™)** Clor b (mg.g")**  Clor total (mg.g™)** Ratio Clor a/b* Car (mg.g™)**
aequinoctialis SH 0,5X  SH 1X SHO5X SH1X SHO5X SH1X SHO05X SH1X SHO05X SH1X
Clone M1 0,54 0,13™ 0,247 0,07 0,78° 0,20 232 2,0°° 0,08 001"
Clone M2 0,41% 0,20" 0,19 0,08 0,59% 0,29"%¢ 2,24 2,5% 0,05%"%  0,04*
Clone U1 0,64% 0,19" 0,29%¢  0,08" 0,92% 0,27 2,2 25* 0,07%¢ 0,03
Clone U2 0,59%%¢ 0,21 0,30*® 0,00  0,89%° 0,30" 2,0 23" 0,10 0,04
Clone PA 0,36% 0,20" 0,17%* 0,09" 0,53% 0,29"¢ 2,1 2,3%%¢  0,03* 0,03
Clone AL 0,69* 0,18™° 0,34* 0,10" 1,04** 0,28 2,1 1,8% 0,05%P%  0,02"®
Clone RC 0,55% 0,20" 0,26*¢ 0,10 0,81°® 0,30"" 2,1 2,0%%¢  0,04*F 0,03
Clone DI 0,58%¢ 0,19" 0,28%¢ 0,09 0,87*°°® 0,28"" 2,1 22%8%¢  0,06°°  0,03"°

Clone CA 0,23%* 0,19 0,10%* 0,09** 0,33% 0,27*® 2,2% 2,18 0,04%°F 0,03*®

** Parametro apresentou interacdo significativa dos fatores (meios de cultivo vs. gendétipos) ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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453 A variacdo natural do conteido de pigmentos fotossintetizantes entre as
454  espécies de lentilhas-d’agua foi relatada anteriormente (Berg et al., 2002;
455 Costache et al.,, 2012). Contudo, aqui é relatada a variagcdo deste pigmentos a
456 nivel clonal na espécie L. aequinoctialis, o que pode estar associado a
457 manutencdo da taxa de crescimento e refletir o estado fotossintético da célula
458 vegetal. Esta relagdo ja foi relata para lentilhas-d'agua submetidas a estresse por
459 ambnio (Wang et al., 2014) e por inoculacdo de bactéria promotora de

460 crescimento (Suzuki et al., 2014).

461  3.2.3 Atividade especifica de SOD, APX e CAT do sistema antioxidante

462 O metabolismo celular produz espécies reativas de oxigénio (ROS) que em
463 niveis toxicos podem causar danos oxidativos a célula vegetal, que desenvolveu
464 um eficiente sistema de defesa antioxidante para a manutencdo do equilibrio
465 redox (You e Chan, 2015). A Tabela 4 mostra a atividade das enzimas SOD, APX
466 e CAT em clones de L. aequinoctialis cultivadas em meio SH 1X ou 0,5X.

467 Tabela 4. Atividade especifica de enzimas superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
468 (APX) e catalase (CAT), do sistema antioxidante em plantas; nos clones de Lemna aequinoctialis
469 cultivadas em meio SH 1X ou 0,5X. Letras mindsculas representam a diferenga de médias entre

470 meios de cultivos (colunas) e letras mailsculas representam a diferenca de médias entre os
471  clones (linha) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

L SoD™ _APXT CAT™
aéquinoctialis (U SOD.mg "~ proteinas) _ (umol.min".mg " proteinas) (umol H,O,.min".mg " proteinas)
SH 0,5X SH 1X SH 0,5X SH 1X SH 0,5X SH 1X
Clone M1 15,8 11,3"5¢ 242,8% 75,4"° 9,5% 4,0
Clone M2 34,6%%¢ 11,4°A8¢ 345,2% 259,1"¢ 13,2%°%" 9,8
Clone U1 67,1 10,7°8¢ 292,9%8¢ 139,6°¢ 18,5° 5,2°°P
Clone U2 35,1%%¢ 14,8°° 271,4°%¢ 320,5% 14,9°°° 8,3"8¢
Clone PA 29,7°° 8,6°°¢ 307,14 141,6°¢ 34,9 5,8°5¢P
Clone AL 16,1% 10,6™5¢ 264,3%¢ 276,5%° 11,5%°" 5,7°%¢
Clone RC 26,1%° 17,7 326,24 215,4"° 13,9%°¢ 12,0¢
Clone DI 26,9%° 15,2° 242,9% 140,0°° 9,9%" 9,05¢
Clone CA 37,9 7,1°¢ 150,0%° 75,1°° 23,8%° 3,3

472  * Parametro apresentou interacdo significativa dos fatores (meios de cultivo vs. genétipos) ao
473  nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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O sistema enzimatico antioxidante € constitutivamente ativo em células
vegetais onde as enzimas SOD, APX e CAT atuam na primeira via de defesa (Gill
e Tujeta, 2010), sendo observadas diferencas intrinsecas aos genétipos (p <0,01)
e interagdo do gendtipo com os meios de cultivo (p <0,01). No entanto, os clones
foram cultivados in vitro em condi¢cdes igualmente controladas e uniformizadas
para ambos os meios de cultura, sugerindo que as respostas do metabolismo
oxidativo para aclimatar lentilhas-d’agua estdo intimamente relacionadas ao
gendtipo. De fato, estudos relataram que a variacdo significativa na atividade
enzimatica entre clones esta mais associada aos genotipos do que a resposta das
condicbes ambientais (Caverzan et al., 2012). Por outro lado, em nosso estudo, o
meio SH 0,5X induziu um aumento na atividade das enzimas, quando comparado
ao meio SH 1X, exceto para os clones U2 e AL que apresentaram uma reducao
na atividade especifica de APX, porém esta diferenca foi significativa apenas para
o clone U2 (Tabela 4).

A eficiéncia do sistema enzimatico antioxidante estd, primariamente,
associada a modulacdo da CAT e/ou APX frente a ativacdo da SOD, que dismuta
0,. em H,0O,, ROS metabolizada e eliminada pela acdo da APX e CAT, uma vez
gue a acumulacéo de H,O, pode ser tdo prejudicial quanto o O,. (Mittler, 2002).
De fato, quando cultivadas em SH 0,5X os clones aumentaram a atividade da
enzima SOD e consequentemente induz o incremento da atividade aumentada de
enzimas APX e CAT, sincronicamente (Tabela 4). O ajuste das enzimas do
sistema antioxidante foi eficaz para suportar o aumento da taxa de crescimento
observada no meio SH 0,5X, sendo capaz de resolver o desequilibrio de ROS,

uma consequéncia do aumento da atividade metabdlica de células vegetais.
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Estes resultados sugerem refinada modulagéo das enzimas SOD, CAT e APX
nos clones de L. aequinoctialis, mesmo que tenha sido observado que cada
gendtipo apresentava um padrédo especifico de ativacdo do sistema antioxidante.
Estas acOes contribuem para melhorar a eficiéncia na regulagéo e desintoxicagéo
de ROS produzidas naturalmente na célula vegetal, proporcionando maior
protecdo contra danos oxidativo. Estes dados sdo consistentes com relatério
anteriores que demonstram que o aumento da atividade da SOD, induz atividade
aumentada das enzimas APX e CAT, que comandam a eliminagcdo de H,0,
evitando grandes danos oxidativo a célula da planta (Mettler, 2002).

As enzimas APX e CAT tém diferentes afinidades para H,0O,; a enzima APX
tem uma alta afinidade (uM) para esta ROS, enquanto a enzima CAT tem uma
baixa afinidade (mM) para a mesmo ROS (Mittler, 2002), mas o APX pode
eliminar H,O, em cloroplastos e outros compartimentos celulares, inacessiveis a
CAT (Foyer e Noctor, 2011). No entanto, a enzima CAT € essencial para manter o
balanco redox durante a fotorrespiracdo intensa em plantas C3 (Willekens et al.,
1997).

A lentilha-d'agua é uma planta C3 (Oukarroum et al., 2015), mas seu estilo de
vida aquéatico favorece a eficiéncia fotossintética, que suporta a alta taxa de
crescimento e consequentemente uma alta produtividade de biomassa potencial
para a industria bioenergética (Muradov et al., 2010). Os resultados mostraram
baixos niveis de CAT para as condi¢cdes avaliadas, mas em SH 0,5X a atividade
de CAT aumentou 6x e 5x nos clones CA e PA, respectivamente (Tabela 4), ao

mesmo tempo, esses clones apresentaram menor aumento de clorofila.

3.3Potencial do uso de lentilha-d’agua para tratamento complementar de efluente

da ETE Mangueira
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A andlise global dos parametros avaliados no meio SH 0,5X, utilizando o meio
SH 1X como referéncia, demonstrou a diversidade biologica dos clones de L.
aequinoctialis, o que pode influenciar seu potencial de aplicacdo para
fitorremediacdo de efluentes. Assim, os clones M2, RC e DI, clones foram
selecionados considerando a resposta de crescimento e a variacdo no teor de
amido induzidas no meio SH 0,5X, que influenciam o rendimento teérico para
producao de bioetanol. Por exemplo, M2 mostrou um aumento de cerca de 2x no
teor de amido, e apenas 17% de aumento na TCR; RC mostrou o maior aumento
(7,5x) no teor de amido e 57% de aumento na TCR; enquanto DI apresentou o
maior aumento de TCR (135%) e 40% no contetudo de amido (Tabela 2). Estes
clones foram avaliados quanto a capacidade para fitorremediacdo de efluente da
estacdo de tratamento de esgoto doméstico em Mangueira, Recife-PE, através da
reducdo da demanda quimica de oxigénio (DQO), de nitrogénio total (NT), de
nitrogénio amoniacal (NH4-N) e de fosforo total (PT). A habilidade natural de
colonizar as aguas residuais antropogénicas associada a capacidade de crescer
rapidamente e gerar grandes volumes de biomassa com potencial para bioenergia
devido ao seu alto teor de amido, com pouca ou nenhuma de lignina, torna a
lentilha-d'agua uma matéria-prima muito relevante (Cui e Cheng, 2015).

A Tabela 5 apresenta a caracterizacao inicial do efluente coletado na lagoa de
polimento da ETE Mangueira, o qual atende as exigéncias legais para os
parametros avaliados. Foi observado que o nitrogénio amoniacal (NH4-N)
representava 97,3% de NT (Tabela 5), que inclui ainda as concentractes
residuais de nitrato e nitrito. A proporcdo de P:N do efluente tratado foi de 0,350
ou cerca de 3:1 (N:P). A caracterizacdo afluente da ETE Mangueira (influente

UASB) néao foi obtida. No entanto, a DQO esta proxima do valor médio detectado
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por Silva et al. (2015), determinado a partir de 11 amostras coletadas em trés
meses de monitoramento, enquanto que os valores médios de NT, NH,N e PT
foram menores que os detectados neste estudo.

A concentracao residual e a eficiéncia de remocao/redugcao de DQO, NT, NH,.
N e PT e o rendimento de biomassa (RB) dos clones M2, RC e DI cultivadas
durante 19 dias no efluente tratado séo apresentados na Tabela 5. A eficiéncia de
reducao da DQO variou de 85,5% a 94,8%; para NT, a eficiéncia variou de 36,3%
a 39,3%; entre 37,1% e 40,3% para a reducao de NHy4-N; e, para PT, variou de
37,8% a 57,1%. Foi observado elevado rendimento em biomassa com média de
150 g.m?, representando ganho médio de 7.3 g.m?.d* para biomassa.

Os resultados mostram que hd manutencéo da propor¢cao de NH4-N (96%) em
relacdo a NT, observada para trés linhagens. A relagdo P:N observada nos clones
foi de 0,358 (M2), 0,282 (RC) e 0,236 (DI). O clone M2 apresentou menor
remocdo de fésforo e maior remocdo de nitrogénio, o0 que aumentou
discretamente a razédo P:N. Curiosamente, o M2 mostrou RB mais baixo seguido
de RC e depois DI, comportamento semelhante foi observado para a razdo P/N.
Em um estudo recente, observou-se que a variacdo da concentracdo de NT entre
1 a 5 mg.L™ ndo induziu significativamente o crescimento da lentilha-d'agua
(Zhang et al., 2014), mas a relacdo fosforo e nitrogénio sado parametros que
devem ser considerados nos estudos de modelagem do crescimento da lentilha-

d'agua para a fitorremediacéo (Frédéric et al., 2006).

Estes dados demonstram que os clones M2, RC e DI de L. aequinoctialis
foram capazes de crescer eficientemente em efluente da ETE Mangueira,
contribuindo para reducdo/adequacdo da demanda quimica de oxigénio e das

concentracdes de nitrogénio e fosforo total, produzindo quantidades relevantes de
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biomassa, podendo agregar valores sociais, econbmicos e ambientais aos
sistemas de tratamento de esgoto em operagao.
Tabela 5. Caracterizacdo do efluente da estagédo de tratamento de esgoto da Mangueira (Recife,

Brasil) antes e apo6s 19 dias de cultivo de clones de Lemna aequinoctialis e apresentagédo do

rendimento em biomassa (RB).

Efluente antes da Efluente apés crescimento de L. aequinoctialis

Parametro lentilha-d’agua Clone M2 Clone RC Clone DI
DQO (mg.L™) 160 12,6 23,2 8,4

NT (mg.L™) 44,6 27,1 27,7 28,4
NH4-N (mg.L™) 43,4 25,9 26,6 27,3
PT (mg.L™) 15,6 9,7 7,8 6,7

RB (g.m?) 21,1* 154,6+19.2 155,2+31.1 169,6+64.2

*Densidade de inoculacdo

A capacidade de remover eficientemente nitrogénio e fosforo e reduzir
DQO/DBO das &aguas residuais domésticas e suinas tém sido relatada para
lentilhas-d'agua (Priya et al, 2011; Xu e Shen, 2011; Mohedano et al., 2012a;
2012b). A aplicacéo potencial da lentilha-d‘agua, cultivada na agua da lagoa de
polimento da ETE Mangueira, para tratamento posterior de aguas residuais

domésticas foi demonstrada, contudo reconhecemos a necessidade de estudos

de modelagem em escala piloto antes da implantacéo do sistema in loco.

4. Conclusao

Neste trabalho ¢é demonstrada a relevante diversidade bioldgica
intraespecifica de clones de L. aequinoctialis intimamente relacionados, isolados
na regido metropolitana de Recife. Os clones apresentam baixa diversidade
genética para sequéncia atpF-atpH, contudo o cultivo in vitro permitiu, a partir da
avaliacdo de mudltiplas caracteristicas de interesse, demonstrar a plasticidade
fenotipica dos clones e selecionar adequadamente clones com potencial

biotecnoldgico de interesse, neste estudo, a capacidade para fitorremediacéo.
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Portanto, a selecdo de genotipos de lentilhas-d’agua deve considerar a
diversidade biolégica intraespecifica destas plantas, sendo o cultivo in vitro uma
alternativa compativel e economicamente viavel. Visto que, a plasticidade
fenotipica de L. aequinoctialis, aqui demonstrada, parece estar associada a um

refinado controle molecular da regulacéo da expressao génica.
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Resumo

Lemna aequinoctialis € membro da familia Lemnaceae, que agrupa as
menores angiospermas conhecidas. Popularmente conhecida com lentilhas-
d’agua, estas macrofitas aquaticas tém se destacado para pesquisa de biologia e
biotecnologia vegetal, em especial, como matéria-prima para bioenergia e para o
tratamento de aguas residuais. Neste estudo, foi avaliada a influéncia da adicédo
de 4gua de esgoto (SW) ao meio Schenk & Hildebrandt (SH) no crescimento, no
metabolismo e no proteoma de uma L. aequinoctialis nativa (clone M1). Adicao de
SW em SH (SH:SW) melhorou o crescimento da lentilha-d’agua, que incrementou
0 ganho de biomassa fresca em até 70 vezes. O teor de amido variou de 2,2% a
28,3%. O teor de clorofilas e carotenoides foi influenciado pelo tempo de cultivo.
O padrédo de atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e Catalase (CAT) e do acumulo de peréxido hidrogénio (H20,)
mostrou o estabelecimento de estresse oxidativo, exceto para L. aequinoctialis M1
cultivada em SH:SW. A andlise das proteinas diferencialmente acumuladas
apontou para modulacdo da fotorrespiracdo, do metabolismo de hormoénios, de

respostas a estresses e de vias de transducdo de sinal como 0s principais
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mecanismos moleculares associados a adaptacdo de L. aequinoctialis M1 para

colonizar 4guas residuais.

Palavras-chave: fitorremediacao, protedmica, tratamento de efluentes, amido

1. Introducdao

Lentilhas-d’agua tém sido amplamente investigadas na biologia e
biotecnologia vegetal. Estas pequenas macrofitas aquaticas apresentam
crescimento rapido e clonal que, associado ao elevado teor de amido, estimulam
0 desenvolvimento de estudos e pesquisas para exploragdo do potencial
biotecnoldgico (Zhao et al., 2012; Lam et al., 2014). Dentre os potenciais de
aplicacao, as lentilhas-d’agua se destacam como cultura para bioenergia (Cui e
Cheng, 2015), para bioproducdo (Stomp, 2005) e para tratamento de efluentes
urbanos e rurais (Kuraishi e Sharma, 2011).

A producao de biomassa de lentilhas-d’agua é capaz de superar a maioria
das culturas terrestres, apresentando menor tempo de duplicagcdo de biomassa
(Muradov et al., 2010). Contudo, a necessidade da sele¢do de lentilhas-d’agua
com producdo de biomassa e taxa de crescimento, a partir de aguas residuais,
similares as obtidas a partir de meio de cultivos, é cada vez mais evidenciada (Yu
et al., 2014). Quando isto for alcangcado, o cultivo de lentilhas-d’agua em larga
escala a partir de &guas residuais podera agregar valor e mais beneficios
ecolégicos e ambientais aos sistemas convencionais de tratamento de esgoto
(Kuraishi e Sharma, 2011), tornando-o sua implementagdo mais rentavel e
economicamente sustentavel, contribuindo e estimulando a ampliagdo e

prestacdo deste servico publico em paises em desenvolvimento.
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Neste contexto, pesquisas com objetivo de identificar biomarcadores
funcionais associados ao maior crescimento e adaptacéo de lentilhas-d’agua em
aguas residuais sao de grande importancia. Neste estudo, avaliou-se a influéncia
da adicao de agua de esgoto (SW) ao meio de cultivo SH (Schenk e Hildebrandt,
1972) na taxa de crescimento, no rendimento em biomassa, na atividade
antioxidativas e na capacidade de remocdo de nitrogénio e fésforo de L.
aequinoctialis clone M1. Além disso, a expressao génica, em nivel traducional, de
L. aequinoctialis clone M1 foi avaliada a partir da técnica de eletroforese

bidimensional (2D-PAGE).

2. Material e Métodos

2.1Composicéo dos meios de cultivo

Foram coletados 20 L de efluente na saida da lagoa de polimento, ultima
etapa de tratamento da estacdo de tratamento de esgotos (ETE) da Mangueira,
Recife-PE. A amostra foi armazenada e transportada em um Unico galdo para
garantir a homogeneidade da amostra. No laboratério o efluente foi autoclavado a
120 °C, 1 ATM por 20 min, e apos arrefecimento a temperatura ambiente, 2 L foi
encaminhado a empresa Logica ambiental para determinag@o da concentracéo de
nitrogénio total (NT), nitrogénio amoniacal (NH,4-N) e fosforo total (PT), de acordo
com os métodos SMEWW 5220 D e 4500 (APHA, 2012). Paralelamente, foi
preparado meio SH 1X (Schenk e Hildebrandt, 1972), pH 5,8, suplementado com
sacarose 10,0 g.L™* e mio-inositol 1,0 g.L™.

Foram preparados trés meios:

e SH 0,5X: mistura de uma parte de meio SH 1X e uma parte de H,O

destilada autoclavada, pH 5,8;
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e SH:SW: mistura de uma parte de meio SH 1X e uma parte de efluente
autoclavado, pH 7,1,

e SW: apenas o efluente autoclavado, pH 7,2.

Ap6s autoclavagem, SW continha 44,6 mg.L™ de NT, 43,4 mg.L™> de NH4,-N e
15,6 mg.L™" de PT.

Foram distribuidos 50 mL dos meios de cultura em frascos de policarbonato
para micropropagacao (Ralm, ref. FC 001-2011) com capacidade para 250 mL,

gerando uma lamina d’agua com 2,5 cm de profundidade e 35 cm?de &rea.

2.2Clone e condi¢cdes de cultivo

Para os ensaios foi selecionado o clone L. aequinoctialis M1, coletado em
lagoa de polimento da ETE Mangueira, Recife-PE, que, de acordo com ensaios ex
e in vitro, realizados no laboratério, apresentou rapido taxa crescimento e
producao de biomassa a partir de meios de cultivos (in vitro) e agua de esgoto (ex
vitro) (Dados ndo mostrados). Para os ensaios de crescimento e producdo de
biomassa, foram inoculados 90 mg de plantas fresca e saudaveis (40-50 frondes),
representando a densidade de inoculagéo igual a 25,5 g de lentilha-d’agua fresca
por metro quadrado (g.m™).

O experimento foi conduzido por 21 dias em camara climatica, modelo SL-
205/1370/SOLAB, garantindo uniformidade ambiental: 25+2 °C; 16/8 h

claro/escuro; 60% umidade; 80 pmol.m™2.s™ luminosidade.
2.3 Crescimento, producéo de biomassa, teor de amido e rendimento em bioetanol

A taxa de crescimento relativo (TCR), obtida a partir do valor de logaritmo
neperiano (In) do tempo final (x1) e do tempo inicial (x) em dias (Equacgéao 1) e o

tempo de duplicagcéo (TD), que considera o valor de logaritmo neperiano de dois



95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

77

(In2) e o valor de TCR (Equacéao 2) foram calculadas a partir do peso fresco e do
nuamero de frondes usando a equacado simplificada para dois pontos, inicial (O dia)

e final (10 dias), conforme descrito por Ziegler et al. (2015):
TCR = (Inxy — Inxy)/(t1 — t0) [1]
TD =In2/TCR [2]

O rendimento em biomassa (RB = g.m™) foi estimado a partir do ganho real
de biomassa em peso fresco, considerando a area superficial de crescimento de
0,003524 m? Os parametros de crescimento e producdo de biomassa foram
monitorados por 21 dias, com coletas apés 24 h, 3, 6, 10, 15 e 21 dias.

O teor de amido foi monitorado apds 24 h, 3, 6, 10, 15 e 21 dias do inicio do
experimento. O teor de amido foi determinado por método colorimétrico descrito
por Appenroth et al. (2010). Resumidamente, o material vegetal foi macerado em
solucdo HCI 18% (p/v), incubado a 5 °C por 1 h sob agitagdo constante. Em
seguida o homogeneizado foi centrifugado a 5000 xg por 20 min. Uma aliquota do
sobrenadante foi adicionada de igual volume de solug&o de Lugol (0.5% Kl p/v e I,
0.25% p/v em H,0) para determinacdo da absorbancia a 530 and 605 nm. Os
valores obtidos foram aplicados nas equacfes descritas para determinacdo do
teor de amido.

A partir dos dados de rendimento em biomassa e teor de amido foi calculado
o rendimento tedrico em bioetanol, considerando as eficiéncias de hidrolise e de

fermentacéo descritas por Xu et al. (2012) para biomassa de lentilha-d’agua.

2.4 Pigmentos fotossintetizantes
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O teor de clorofila a, b e total e de carotenoides foi determinado pelo método
de extracado em acetona 80% descrito por Wang et al. (2014). Resumidamente, as
plantas foram maceradas na solugdo de acetona 80%, em seguida centrifugada a
1.500 xg por 5 min e o sobrenadante foi recuperado para determinacéo da
absorbancia a 663, 645 e 470 nm. Os valores de absorbancia foram utilizados

para calcular a concentragcéo dos pigmentos.

2.5Quantificacao de perdxido de hidrogénio e ensaio de atividade antioxidante

2.5.1 Quantificacdo de peréxido de hidrogénio

O teor de perdxido de hidrogénio (H,0O;) foi quantificado de acordo com
protocolo descrito por Alexieva et al. (2001). Amostras foram trituradas com acido
tricloroacético (TCA) 0,1% na proporcao de 1 g para 10 mL (p/v) e centrifugadas a
10.000xg durante 15 min, a 4°C. O sobrenadante (200 uL) foi transferido para
novo tubo e adicionado por 200 uL de tampéo de fosfato de potassio 100 mM (pH
7,5) e 800 uL de iodeto de potassio 1 M. As amostras foram mantidas em banho
de gelo e na auséncia de luz por 1 h. Apés esse periodo, foram removidos do gelo
e mantidos a temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo, seguido por

leitura em espectrofotdbmetro a 390 nm.

2.5.2 Atividade especifica de SOD, APX e CAT

As amostras congeladas em N, liquido foram maceradas e homogeneizadas
em tampdao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5; 1 mM EDTA; 3 mM DTT e 20%
PVPP, gelado, na propor¢cédo de 1 g de planta para 3 mL de tampao (p/v). O
extrato foi centrifugado a 10.000 xg, 4 °C por 30 min para recuperacao do

sobrenadante, que foi estocado a -20 °C até os ensaios de atividade enzimatica
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(Azevedo et al., 1998). O teor de proteinas totais soluveis foi determinado pelo
método de Bradford (1976).

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi
mensurada pela inibicdo da reducdo fotoquimica de nitroazul de tetrazélio (NBT)
em 3 mL de solucéo de reacado (tampéo fosfato 85 mM, pH 7,8, 75 uM NBT; 3 uM
riboflavin; 13 mM metionina; 0,1 mM EDTA) e 50 pl do extrato enzimético. A
solucéo foi incubada sob luz branca por 5 min, em seguida foi obtido o valor de
absorbancia a 560 nm. Os valores de atividade serdo expressos em U SOD.mg-1
proteina (Giannopolitis e Ries, 1977).

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi
mensurada a partir do monitoramento da taxa de oxidagao do ascorbato. O ensaio
enzimatico foi realizado em 650 yL de tampéo fosfato de potassio 80 mM, pH 7,5,
100 uL de ascorbato 5 mM, 100 uL de EDTA 100 mM, 100 uL de H,O, 1 mM e 50
ML do extrato enzimatico. Apds 60 s de reacdo a 30 °C o valor de absorbancia a
290 nm foi obtido (Nakano e Asada, 1981).

A atividade da enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pela
decomposicdo de H,O, em 1,5 mL de tampdao fosfato de potassio 100 mM, pH
7,5, e 60 pL de H,0, 0,1 M. A reacao € iniciada apos a adicao de 50 uL do extrato
enzimatico, apos 60 s de reacéo, foi obtida o valor A da absorbancia a 240 nm a
25 °C (Havir e Mchale, 1987). A atividade especifica de APX e CAT foi expressa

em nmol.min™.mg™ proteina.

2.6 Andlise protedmica

2.6.1 Extracéo de proteinas e quantificacédo

A andlise proteémica foi procedida com amostras de SH e SH:SW do 6° dia

de experimento, considerando que L. aequinoctialis M1 ja se encontrava
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aclimatada aos meios de cultivo, para permitir a analise de respostas associadas
ao crescimento nos meios avaliados. As proteinas totais foram extraidas, a partir
de 1 g de frondes de L. aequinoctialis M1, pelo método fenol (Hurkman e Tanaka,
1986) com modificacbes. Resumidamente, o material vegetal, ap0s breve
secagem em papel toalha, foi congelado em N, liquido e macerado, em seguida,
homogeneizado em tampao de extracao (Tris-HCI 500 mM, pH 7,5; Sacarose 0,7
M; KCI 0,1 M; EDTA 50 mM; PMSF 2 mM; B-mercaptoetanol 2%) e mantidos sob
agitacdo constante (70 rpm) por 30 min em banho de gelo. Apés incubacéo,
adicionou-se fenol saturado em Tris-HCL (pH 8,5) incubando-se novamente a 70
rpm em banho de gelo por 30 min. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
7.197 xg por 50 min a 4 °C, para recuperacdo do sobrenadante. As proteinas
foram precipitadas overnight a 4 °C em solucéo de acetato de amonio 100 mM em
metanol, gelada. Em seguida, foi centrifugada a 7.197 xg , 4 ° C, durante 1 h. O
precipitado de proteina foi lavado uma vez com solu¢éo de acetato de aménio 100
mM em metanol gelado, uma vez em metanol gelado e por duas vezes em
solucdo de acetona 80% gelada. ApGs a secagem, o sedimento foi solubilizado
em 600 pL de tampao ureial/tioureia (7M:2M). A quantificacdo da proteina foi
realizada com o método de Bradford (1976), com azul de Coomassie, com a curva
padrdo de albumina sérica bovina (BSA). Integridade das proteinas foi verificada

em SDS-PAGE em gel a 12%.

2.6.2 2D-PAGE

Focalizacéo isoelétrica (IEF) foi realizada na plataforma Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare Life Sciences), utilizando tiras de 13 cm e gradiente de pH 3-10
imobilizado, reidratadas com 250 ug de proteinas dissolvidas em solucdo de

reidratacao (ureia 7M, tioureia 2M, CHAPS 2%, DTT 2 mM, tampéao IPG pH 3-10
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1,0% (GE Healthcare Life Sciences) e 0,005% de azul de bromofenol). IEF foi
realizada a 15 °C em cinco etapas: i) 200 V — 150 V.h™; ii) 500 V — 500 V.h™ ; iii)
1.000 V — 1.000 V.h™* em gradiente; iv) 8.000 V — 14.500 V.h™* em gradiente; e, v)
8.000 V — 4.550 V.h"* com corrente (50 pA por tira). Apés focalizacdo as tiras
foram armazenadas -80 °C. Para eletroforese, as proteinas foram submetidas a
duas etapas consecutivas: reducao, as tiras foram submergidas em solugao de
equilibrio (50 mM Tris-HCI, pH 8,8; ureia 6 M; glicerol 30%; SDS 2%) contendo
ditiotreitol (DTT) 1%; e, alquilacdo, utilizando solucdo de equilibrio contendo
iodoacetamida (IAA) 2,5%. ApdGs equilibrio das fitas, a eletroforese foi realizada
em gel 12,5% (20x20 cm), a 15 ° C em duas etapas: i) 300 V em gradiente, 15 mA
e 30 W durante 20 min; e ii) 300 V, 30 mA e 30 W por até 2 h. Géis 2D-PAGE
foram corados com solucéo contendo 0,01 g.L™ Coomassie Brilliant Blue G-250

conforme descrito por Candiano et al. (2004).
2.6.3 Analise de imagens e selecdo de spots diferenciais

Imagens dos géis 2D-PAGE foram obtidas pela digitalizacdo de géis no
ImageScanner Ill (GE Healthcare Life Sciences) com o programa LabScan 6.0
(GE Healthcare Life Sciences), de acordo com recomendacdes do fabricante. As
imagens digitalizadas foram analisadas com o software ImageMaster 2D Platinum
v7.05 (GE Healthcare Life Sciences), admitindo SH como referéncia.
Interferéncias foram manualmente minimizadas e 0s spots que apresentaram
razao de variagdo da porcentagem de volume (%Vol.), denominada de ratio, = 1,5
para e ANOVA significativa (p < 0,05), por algoritmo proprio do software, foram

selecionados como diferencialmente acumulados.

2.6.4 Identificacdo de spots diferenciais por espectrometria
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Os spots diferencialmente acumulados foram manualmente excisados a partir
do gel mais intenso, seguida de digestao in gel utilizando tripsina de acordo com o
protocolo descrito por Shevchenko et al. (2006). Os peptideos foram extraidos em
solucdo contendo &cido trifluoroacético (TFA) 5% e acetonitrila 50%, os quais
foram concentrados em rotoevaporador a vacuo e armazenado a 20 °C até
andlise MS.

Para analise MALDI-ToF MS, os peptideos foram solubilizados em 10 pL de
solugcéo TFA 0,1%, em seguida, foram misturados na propor¢ao 1:1 com solucéo
de matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico 1%; acetonitrila 50%; TFA 0,3%) e
colocados numa placa MTP 384 target (Bruker Daltonics). A placa foi incubada a
temperatura ambiente até secagem das amostras e completa cristalizacdo da
matriz. Os espectros MS e MS/MS foram adquiridos no Autoflex 11l MALDI-ToF
(Bruker Daltonics) no modo manual através do software FlexControl™ (Bruker
Daltonics). Os parametros foram ajustados para o modo de reflexdo ibnica
positiva com uma tensao de aceleragcédo de 20 kV, admitindo: taxa de disparo de
100 Hz; faixa de massas de 700,0-5.000,0 Da; intensidade de laser 25-50%;
2.100-4.000 disparos acumulados por espectro. O equipamento foi calibrado
utilizando uma mistura peptidica [M + H]" ions para calibragdo padrdo de MALDI-
ToF/MS. Os arquivos peaklist.xml foram gerados a partir do programa
FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics). A identificacdo das proteinas foi realizada
utilizando-se a plataforma Mascot usando banco de dados local composto por
sequéncias de proteinas de Lemnaceae obtidos a partir de UniProt

(http://www.uniprot.org). Quando néo identificados no Mascot local, a identificagédo

foi realizada nas plataformas Mascot opensource (http://www.matrixscience.com/):

Peptide Mass Fingerprint, para dados MS; ou MS/MS lons Search, para dados
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MS/MS; a partir de banco de dados de sequéncias para Viridiplantae. Apenas

proteinas com e-value < 0,05 foram consideradas identificagdo positiva.

2.7 Andlise de ontologia génica

Para andlise de ontologia génica (GO), as sequéncias de aminoacidos das
proteinas diferencialmente acumuladas foram recuperadas, no formato
MULTIFASTA, na base de dados UniProtBETA

(http://beta.uniprot.org/uploadlists/). A sequéncia FASTA dos acessos Unicos do

NCBI foi recuperada a partir do banco de dados nr (n&o redundantes) e inseridos
manualmente no arquivo MULTIFASTA. Este arquivo foi utilizado para
mapeamento de termos de GO para processo biolégico no Mercator

(http://www.plabipd.de/portal/mercator-sequence-).

2.8 Andlises estatisticas

Os resultados quantitativos do bioensaio sdo representados pela média de
triplicatas com seu desvio padrdo, considerando delineamento experimental
inteiramente casualizado, com tratamentos em esquema fatorial 3x5, sendo trés
condi¢cbes de meio de cultivo (SH, SH:SW e SW) e seis tempos (1, 3, 6, 10, 15 e
21), considerado como tratamentos quantitativos. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), pelo teste F, e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 1% e 5% de significancia, com excec¢ao do tempo, ao qual o teste de
comparacdo de média ndo se aplica, sendo realizada a andlise de regresséo
polinomial, para verificacdo de adequacédo dos resultados experimentais aos
modelos linear, quadratico e cubico, com observacdo do valor do coeficiente de
determinacdo R?, em funcdo do tempo, utilizando o programa estatistico Assistat

7.7 beta (Azevedo e Silva, 2006).


http://beta.uniprot.org/uploadlists/
http://www.plabipd.de/portal/mercator-sequence-

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

84

3. Resultados e Discusséao
3.1Crescimento, teor de amido, producédo de biomassa de L. aequinoctialis clone

M1

L. aequinoctialis M1 foi capaz de crescer por trés semanas (21 dias) nos
meios: SH 0,5X, aqui representado genericamente por SH; no meio SH:SW;, e no
efluente (SW). O meio SH 0,5X foi admitido como controle, pois este meio é
capaz de induzir o crescimento de clones de L. aequinoctialis (manuscrito em
preparacdo). A analise conjunta destas condicBes permite avaliar as respostas
distintas de SH e SW e a resposta isolada da contribuicdo do efluente em SH:SW.
Lemna possui ampla faixa de pH 6timo com capacidade de manutencdo do
crescimento (Mkandawire e Dudel, 2007), portanto, a variacdo de pH entre os
meios de cultivo utlizados, parece nao ter interferido no crescimento e
desenvolvimento de L. aequinoctialis M1.

O crescimento rapido e clonal, associado ao elevado teor de amido exibido
pelas lentilhas-d’agua sdo, sem duvida, as principais caracteristicas que
impulsionam estudos e pesquisas para exploracdo do potencial biotecnoldgico
destas relevantes plantas (Zhao et al., 2012; Lam et al., 2014). O monitoramento
do crescimento, da producdo de biomassa e do teor de amido (%) de L.
aequinoctialis M1 durante 21 dias de cultivo in vitro € apresentado na Figura 1.

A taxa de crescimento relativo (TCR) representa o incremento real de
crescimento entre 0s momentos de coleta, o que permite a observagédo da fase
exponencial e do esgotamento de crescimento. No 1° e no 21° dia nao foi
observada diferenca significativa para TCR entre 0os meios avaliados, o que
possivelmente estd associado a aclimatagdo do clone e ao esgotamento da

capacidade de crescimento, respectivamente. L. aequinoctialis M1 apresentou
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maximo crescimento em tempos distintos para cada meio, entre o 1° e o 3° dia
para SW, entre o 3° e 0 6° dia para SH:SW e entre 0 6° dia e 0 10° dia para SH,

atingindo TCR de 0,38, 0,46 e 0,48, respectivamente (Figura 1A).
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Figura 1. Monitoramento do crescimento, do teor de amido e da producéo de biomassa de Lemna
aequinoctialis clone M1 cultivada em SH (controle), em SH:SW e em SW durante 21 dias. A) Taxa
de crescimento relativo (dia'l); B) Teor de amido (%); C) Rendimento de biomassa (g.m'z). As
letras representam a diferenca de médias entre os meios, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Enguanto ns (ndo significativo) representa que nédo houve diferanga significativa entre as médias.

Na condicdo SH, L. aequinoctialis M1, exibiu a maior TCR, mas o clone

atingiu TCR muito aproximada em SH:SW j4 no 6° dia de experimento,
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demonstrando que, de fato, 0 meio SH, base destes dois meios, € um meio de
cultura otimizado para o cultivo de lentilhas-d’agua, fornecendo concentragdes
ideais de nutrientes (Yu et al., 2014). No entanto, SH 0,5X parece nao suportar o
crescimento de L. aequinoctialis M1 para além de 21 dias de experimento, quando
as plantas se apresentavam debilitadas (Figura S1A e S1D). Resultados
anteriores demonstraram que este meio é capaz de induzir o incremento do
crescimento e, consequentemente, da producdo de biomassa no cultivo in vitro
em comparacdo com o meio completo (SH 1X), estimulando a biossintese de
pigmentos fotossintetizantes e modulando a atividade das enzimas SOD, APX e
CAT do sistema antioxidante, mostrando-se adequado para selecdo de gendétipos
a partir da avaliagdo de multiplos critérios fenotipicos (manuscrito em

preparacao).

Figura suplementar S1. Aspecto das frondes de Lemna aequinoctialis clone M1 apos 21 dias de
cultivo em meio SH (A e D), SH:SW (Be E) e SW (C e F).

Surpreendentemente, em SH:SW as plantas apresentavam-se aparentemente
saudaveis ainda no 21° dia, onde, assim como em SH, havia sobreposicdo de

plantas devido a limitagdo de area de crescimento (Figura S1B e S1E), indicando
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gue de alguma forma a adi¢céo de efluente foi capaz de otimizar o crescimento de
da lentilha-d’agua. Estes problemas nao foram observados em SW que reduziu
drasticamente a TCR a partir do 3° dia (Figura 1), mas devido manutencéo da
plantas e do baixo crescimento, L. aequinoctialis M1 foi capaz de manter-se até o
21° dia, apresentando poucas plantas com clorose (Figura S1C e S1F).

O comportamento de crescimento observado influenciou fortemente a
produ¢do efou o acumulo de amido, sendo observadas respostas
diferencialmente significativas entre os meios desde o 1° até o 21° dia (Figura 1B).
Em SW, o acumulo de amido foi progressivamente induzido logo apés reducao da
TCR (3° dia), atingindo 21,5% de amido no 21° dia (Figura 1). Enquanto SH:SW e
SH atingiram 18,1% e 28,3% de teor de amido, respectivamente, ao 15° dia de
experimento, mas nestas condi¢fes o acumulo de amido ndo demonstrou padréo
de acumulo, especialmente em SH:SW, indicando, possivelmente, que o amido
ainda possuia papel ativo no metabolismo. O amido é sintetizado nos cloroplastos
durante a fotossintese, utilizando como substrato a ADP-glicose derivada a partir
do ciclo de Calvin-Benson, mas na auséncia de luz, principalmente, e para
balanceamento metabdlico, este amido é degradado para liberacdo de maltose e
glicose, principalmente, utilizadas para manutencdo do metabolismo heterotrofico
da planta (Stitt e Zeeman, 2012).

A producdo de biomassa de lentilhas-d’agua é capaz de superar a maioria
das culturas terrestres (Muradov et al., 2010). L. aequinoctialis M1 foi capaz de
acumular cerca de 1.600 g.m™ para SH, 1.900 g.m™ para SH:SW e 240 g.m™ para
SW em biomassa fresca (Figura 1C). Teoricamente, a partir da densidade de
indculo (25,5 g.m™?), o ganho de biomassa representaria até 65, 70 e 10 vezes

para SH, SH:SW e SW, respectivamente. O ciclo de crescimento de L.
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aequinoctialis M1 foi de 15 dias para SH e SH:SW, no qual atingiu taxa de
incremento maximo em biomassa de 90 e 115 g.mZdia® em peso fresco,
respectivamente. No entanto, em SW o ciclo de crescimento do clone foi de 10
dias, atingindo a taxa de incremento méximo em biomassa de 16 g.m™?.dia™. Em
um estudo similar, Yu et al. (2014) compararam o crescimento, o teor de amido e
a producéao de biomassa de L. aequinoctialis clone 6000 cultivada em meio SH 1X
e em agua de esgoto diluida em agua na propor¢cdo 1:1, atingindo biomassa
méxima de 150 g.m™ para 0 meio SH 1X ap6s 24 dias e 77 g.m? para agua de
esgoto apos 18 dias.

A Tabela 1 apresenta as equagdes ajustadas e seus respectivos coeficientes
de determinacdo (R? e de variancia (C.V.%) obtidos a partir da analise de
regressdo. Os parametros de TCR, Amido e RB apresentaram interacdo com
tempo de cultivo para os meios avaliados. A TCR de L. aequinoctialis M1 variou
em funcdo do tempo com ajuste polinomial de segundo grau para equacdo de
regressao, enquanto Amido e RB tiveram ajuste linear. Embora as equacgdes
ajustadas tenham sido significativas, os coeficientes de determinacdo da TCR em
SW (R%=0,49) e do Amido em SH:SW (R?=0,20) foram baixos, sugerindo que
estas variaveis, nestas condi¢des, sdo pouco influenciada pelo tempo (Tabela 1).

A TCR representa a capacidade de crescimento da lentilha-d’agua entre os
periodos de coleta, o que pode ter contribuido para a observacéo dos coeficientes
de determinacdo de até 0,72. De modo geral, os dados refletem o esperado,
como, por exemplo, os altos coeficientes de determinacdo de RB, fortemente
influenciada pelo tempo, dado o acumulo de biomassa, e o0s oscilantes

coeficientes de amido, dada sua funcdo metabdlica (Tabela 1). Em SW foi



366

367

368
369
370

371

372

373

374

375
376
377

378

379

380

381

382

383

384

89

observado o maior coeficiente de determinacgéo (R?=0,94) para amido, refletindo a

inducao crescente de amido apds a reducdo do crescimento.

Tabela 1. Equacbes ajustadas por andlise de regressdo e seus respectivos coeficientes de
determinacéo (Rz) e de variancia (C.V.%) para TCR, Amido e RB de L. aequinoctialis clone M1 em
1, 3, 6, 10, 15 e 21 dias de cultivo em fun¢&o do meio de cultivo.

Parametro Meio Equacao ajustada R C.V. (%)
SH y = -0,0026x°+0,0487x+0,108** 0,64 19,20

TCR SH:SW Y =-0,0028x°+0,0514x+0,133** 0,72 10,21
SwW y = -0,00006x°-0,0113x+0,266** 0,49 22.01

SH ¥ = 1,0566x+5,7494** 0,75 3,04

Amido SH:SW ¢ =0,2952x+8,5122** 0,20 2,88
SW y = 1,0622x-0,2351** 0,94 1,54

SH ¥ =91,97x-233,33** 0,95 13,27

RB SH:SW ¢ =106,49x-231,81** 0,93 5,80
SwW y = 12,15x+12,59** 0,94 7,57

ns — ndo significativo; ** — significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Com base os dados de teor de amido e biomassa acumulada foi possivel
calcular o rendimento teodrico para producdo de bioetanol a partir da biomassa

fresca de Lemna aequinoctialis M1 apos 15 e 21 dias de cultivo (Tabela 2).

Tabela 2. Rendimento teérico em bioetanol (L.ha™) a partir da biomassa Lemna aequinoctialis
clone M1 acumulada apés 15 e 21 dias de cultivo em meio SH, SH:SW e SW. As letras
representam a diferenca de médias entre 0s meios, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Rendimento tedérico em bioetanol

(RTEtOH)
15° dia 21° dia
SH 2017,2+62,4*  2207,3+64,3°
SH:SW  1698,2+21,5"  1398,7+18,2°
SW 169,2+5,0° 287,2+12,9°

Contudo, temos que considerar a tecnologia para producdo de bioetanol a
partir de biomassa de lentilhas-d’agua baseia-se na sua biomassa seca (Xu et al.,
2012). Assim, considerando que Lemna spp. retenha pelo menos 3% da sua
biomassa apés secagem (Mkandawire e Dudel, 2007), os dados revelam que
seria possivel alcancar a producdo anual de bioetanol, por tonelada, de até cerca
de 1400 L para SH e de 1200 L para SH:SW em ciclos de colheita de 15 dias, e

de até cerca de 140 L para SW, com colheita a cada 21 dias. Estas estimativas
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mostram-se compativeis com outros estudos (Xu et al., 2012; Yu et al., 2014) e
corroboram o relevante potencial de lentilha-d’agua para produgao de bioetanol.

No entanto, reconhece-se na necessidade de amplos estudos de
caracterizacdo e balanco energético desta producdo a partir da biomassa de
lentilhas-d’agua, o que certamente contribuira substancialmente para aplicagéo
fim de sistemas de fitorremediacédo de efluentes. Yu et al. (2014) evidenciaram a
necessidade da selecao de lentilhas-d’agua com produgao de biomassa e taxa de
crescimento em @4guas residuais similares as exibidas em meio SH 1X,
viabilizando o cultivo de lentilhas-d’agua em larga escala a partir de aguas
residuais, agregando valor e mais beneficios ecoldgicos e ambientais a sistemas
de tratamento de esgoto. Neste estudo, reforcamos o potencial do meio SH 0.5X
para induzir maior crescimento de L. aequinoctialis, exibindo TCR superiores as
observadas em meio SH 1X, a partir de estudos prévios no laboratério, e ainda,
ao incluir o meio SH:SW, foi possivel observar que este meios estimulou ainda
mais o crescimento do clone M1, quando comparado ao meio SH 0,5X, um
achado inédito que encoraja pesquisas de caracterizacdo e composicao de meios
alternativos e de baixo custo para producdo de biomassa de lentilha-d’agua em
larga escala.

Além disso, L. aequinoctialis M1 foi capaz de crescer a partir da agua de
esgoto da lagoa de polimento da ETE Mangueira, Recife, apresentando producao
de biomassa em torno de 250 g.m™ (Figura 1C) com relevante teor de amido
(21,5%) apos 21 dias de cultivo (Figura 1B). Além disso, a determinacédo da
concentracédo residual de NT, NH4-N e PT em SW apés cultivo de L. aequinoctialis
M1, mostrou reducéo de até 43,8% e 45,9% para NT e NH4-N, respectivamente, e

até 68,6% para FT. Estes dados demonstram que a lentilha-d’agua nativa pode
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contribuir positivamente em sistemas de tratamento de esgoto, como uma etapa
complementar. Embora em SH e, até mesmo, SH:SW, L. aequinoctialis M1 tenha
alcancado taxa de crescimentos e producdo de biomassa superiores a SW, o
custo elevado e os impactos ambientais destes cultivos, inviabiliza sua utilizagéo
para producdo de biomassa (Yu et al., 2014), mas se mostra muito atrativo para

bioproducgao (Stomp, 2005).
3.2Pigmentos fotossintetizantes

O teor de pigmentos fotossintetizantes em L. aequinoctialis M1 cultivada em
SH, SH:SW e SW sdo apresentados na Figura 2. Observa-se que quando
cultivada em SW, L. aequinoctialis M1 investiu na biossintese de clorofila e
carotenoides logo no 1° dia (Figura 2C), enquanto que no SH esta resposta &
observada apenas no dia 3 (Figura 2A). No entanto, em SH:SW, L. aequinoctialis
M1 foi capaz de ajustar o teor de pigmentos no 10° dia, quando incrementou a
biossintese de clorofila b (Figura 2B), o que, possivelmente, contribuiu para
manutencdo da fotossintese e da viabilidade das plantas para além dos 21 dias
de cultivo (Figura S1).

O teor de pigmento mostrou interagcdo com o tempo de cultivo (p < 0,01), que
afeta negativamente o conteddo de clorofilas e carotenoides, o que foi
corroborado pela andlise de regressao polinomial, que revelou ajuste linear
decrescente dos pigmentos em relacdo ao tempo, com valores altos de
coeficientes de determinacdo (R*>0,75), com excecdo da clorofila b em SH:SW
(R*=0,45), refletindo o incremento da biossintese deste pigmento no 10° dia de

cultivo, modulando seu contetdo nesta condi¢éo (Figura 2).
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Figura 2. Monitoramento do teor de pigmentos fotossintéticos e de carotenoides de Lemna
aequinoctialis clone M1 cultivada em SH (A), em SH:SW (B) e em SW (C) durante 21 dias. As
letras representam a comparacdo estatistica do mesmo parametro (clorofila a, b e total e

carotenoides) entre as condi¢des A, B e C.

3.3 Metabolismo antioxidante

A fotossintese € a principal fonte de energia e de componentes estruturais
para crescimento, reproducao e outras funcdes vitais de plantas. No entanto, a
fotossintese é também a principal fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Foyer e Shigeoka, 2011). Em plantas C3, como as lentilhas-d’agua, o H,0O, é

uma das principais moléculas oxidantes (Foyer e Shigeoka, 2011). Assim como
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outras ROS, o H,0, pode atuar como molécula de sinalizagdo ativando e
modulando a resposta de enfrentamento do fator de estresse, podendo contribuir
para a adaptacdo e/ou tolerancia do estresse na planta, contudo os niveis devem
ser controlados para manutencdo da homeostase redox da célula vegetal
(Triphaty e Oelmiuiller, 2012). Exigindo, portanto, mecanismos antioxidantes para
regular a producdo e os niveis de ROS eficazmente, mantendo equilibrio dos
niveis intracelulares de ROS.

A Figura 3 apresenta os niveis de H,0O, e a atividade especifica das enzimas
SOD, APX e CAT no clone M1 para os meios de cultivo avaliados, o que permitiu
observar padrdo de desequilibrio redox de L. aequinoctialis M1 cultivada em SH
(Figura 3A) e SW (Figura 3C), observando o incremento de 61,8% e 25,7% nos
niveis de H,0,, respectivamente, no 21° dia, em relacdo ao 10° dia. Este
incremento foi acompanhado pelas enzimas APX e CAT, enquanto a enzima SOD
reduz drasticamente sua atividade ap6s o 15° dia. Estes resultados podem estar
associados a debilitacdo das plantas no 21° dia, mais evidenciada em SH (Figura
S1A, S1D) e SW (Figura S1C, S1F). Diferentemente, em SH:SW, L. aequinoctialis
M1 apresentou leve incremento no teor de H,O, (15,2%) no 21° dia, em relacdo
10° dia (Figura 3B). De fato, L. aequinoctialis M1 crescendo a partir de SH:SW foi
capaz de manter a viabilidade para além de 21 dias e teores de pigmentos
fotossintetizantes mais elevados. Contudo, SH:SW apresentava limitacdo de
crescimento, devido a area, ja a partir do 6° dia (Figura 1A), que foi acompanhado

pela atividade de SOD (Figura 3B).
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Teor de peréxido de hidrogénio (H,O,) e atividade especifica das enzimas superéxido

dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) do metabolismo antioxidante em

Lemna aequinoctialis clone M1 cultivada em SH (A), em SH:SW (B) e em SW (C) durante 21 dias.

Letras mindsculas representam a comparacdo estatistica da atividade especifica da mesma

enzima entre as condi¢des A, B e C. Letras mailUsculas representam a comparagao estatistica do

conteudo de H,0, entre as condi¢des A, B e C.

Os dados de atividade enzimatica evidenciam relevante modulacdo da APX

em L. aequinoctialis M1 cultivada em SH, SH:SW e SW, sugerindo seu importante

papel para manutencdo do balanco redox de lentilhas-d’agua. No entanto, em
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plantas C3 é preconizada maior modulacdo da CAT devido a intensa
fotorrespiragdo apresentada nestas plantas (Willekens et al., 1997). Embora as
lentilhas-d’agua apresentem metabolismo C3 (Oukarroum et al., 2015), o estilo de
vida aquético favorece a eficiéncia fotossintética, sugerindo a reducdo da

fotorrespiracao e do papel da CAT durante o crescimento destas plantas.

3.4 Protebmica diferencial de L. aequinoctialis clone M1 crescida em meio SH:SW,

usando SH como referéncia

No 6° dia de experimento, L. aequinoctialis M1, exibia frondes saudaveis, nao
sendo identificados sinais aparentes de estresses e danos severos, apresentando
caracteristicas peculiares ao crescimento nos meios de cultivo. O protocolo de
extracdo de proteinas solUveis totais apresentou rendimento médio de 6,1 mg
proteinas.g™ de tecido vegetal de lentilha-d’agua, mostrando proteinas integras e
compativeis com eletroforese bidimensional.

A Figura 4 mostra 0os mapas protedmicos representativos de L. aequinoctialis
M1 cultivada em SH (Figura 4A) e SH:SW (Figura 4B), nos quais foram
detectados, em média, 214 e 215 spots, respectivamente. A analise comparativas
dos géis mostrou variacdo do r-value, para analise correlacdo das imagens, de
0,9090 a 0,9516 (inter-tratamentos) e de 0,9393 a 0,9757 (intra-tratamento),
permitindo a deteccdo das proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs). A
Figura 4C apresenta o diagrama de Venn para distribuicio das 58 DAPs
detectadas, que representam o proteoma diferencial de L. aequinoctialis M1 em

resposta a adicdo de SW ao meio de cultivo SH.
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499 Figura 4. Mapas protedmicos 2-DE (eletroforese bidimensional), distribui¢cdo e variacdo de acumulo das proteinas identificadas em Lemna aequinoctialis
500 clone M1. A) Gel 2D-PAGE para SH; B) Gel 2D-PAGE para SH:SW; C) Diagrama de Venn para o nimero de spots diferencialmente acumulados em SH:SW,
501 usando SH como referéncia; D) Variacdo do nivel de acumulacdo de proteinas identificadas, representada por porcentagem de volume (% Vol.) normalizada,
502 com classificacéo dos spots (up- e down-accumulados), incluindo spots comuns.
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Recentemente, dois estudos de analise protedmica de lentilha-d’agua foram
publicados, os quais investigam a indu¢do do acimulo de amido por exposi¢cédo de
Landoltia punctata ao déficit de nutrientes (Huang et al., 2014) e ao regulador
vegetal uniconazole (Huang et al., 2015), utilizando uma abordagem protedmica
de larga escala. Assim, este estudo € pioneiro ao investigar a protedmica de L.
aequinoctialis, utilizando a abordagem 2-DE, associada ao crescimento em agua

residual de estacao de tratamento de esgoto.

3.4.1 lIdentificacdo das proteinas diferencialmente acumuladas (DAPS)

Foram identificadas 36 (62,1%) DAPs responsivas a adicdo de efluente ao
meio SH, sendo 13 (68,4%) das proteinas induzidas (Tabela 3) e 23 (58,9%) das
proteinas inibidas (Tabela 4). A Figura 4D mostra o valor da porcentagem de
volume (%Vol.) das DAPs identificadas, incluindo as proteinas comumente
acumuladas por L. aequinoctialis M1, mas que foram diferentemente reguladas.

L. aequinoctialis M1 cultivada em SH:SW induziu seis vezes mais a expressao
de uma ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) comum a SH
(SpotID 166, Tabela 3), contudo outros produtos do gene RBCL também foram
detectados como exclusivos de SH (SpotID 84, Tabela 4) e mesmo de SH:SW
(SpotID 190, Tabela 3). RuBisCO é relatada como um dos interferentes da analise
do proteoma foliar por 2-DE, atribuido a sua relevante abundéncia e seus
diferentes estagios de ativacdo, capaz de distorcer a migracdo das proteinas
(Krishnan e Natarajan, 2009). A inducdo de RuBisCO, quando observados
reducdo de pigmentos fotossintetizantes (Figura 2) e manutencao da alta taxa de
crescimento (Figura 1), pode estar associada ao incremento da fotorrespiracao

para compensacao da fotossintese (Timm et al., 2016).
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Esta hipotese é apoiada pela indugéo (3x) da glicolato oxidase (GOX, SpotID
56, Tabela 3), uma enzima chave da fotorrespiracdo responsavel pela oxidacao
de glicolato, produto da hidrélise de fosfoglicolato (2PG), no peroxissoma,
gerando H,0O,, que é decomposto por catalase (Bauwe et al., 2012). A catalase-2
foi induzida (2x) em SH:SW (SpotID 169, Tabela 3), contudo a atividade CAT foi
ligeiramente menor nesta condicdo. Neste contexto, a proteina serina
hidroximetiltransferase 1 (SHM1, SpotID 193, Tabela 3) também induzida pode
atuar na modulacéo e controle da via fotorrespiratoria (Jamai et al., 2009).

Enquanto a proteina intensificadora da reacdo com O, tipo 2 (OEEZ2, SpotID
17 comum) e a subunidade alfa da ATP sintase (ATPA cloroplastidial, SpotID
106), de fotossintese, foram inibidas (Tabela 4), reforcando a possivel diminui¢cdo
do nivel de fotossintese em SH:SW. Entretanto, na analise de ontologia génica
(GO), a fotossintese aparece para ser regulada positivamente por L.

aequinoctialis M1 cultivada em SH:SW (Figura 5).

Regulacao negativa Regulacao positiva

MFotossintese Metabolismo de carboidrato ®Metabolismo secundério

M Metabolismo de horménio Resposta a estresse M Metabolismo redox
Metabolismo de nucleotideo ® Catabolismo de proteina MProcessamento de RNA

M Organizagdo da cromatina Processamento de proteina ®Sinalizagdo

M Organizacdo celular Transporte N&o descrito

Figura 5. Categorizacdo dos termos de ontologia génica para proteinas diferencialmente
acumuladas em Lemna aequinoctialis clone M1 crescida em meio SH:SW, usando SH como

referéncia.
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545  Tabela 3. Identificacdo de proteinas de Lemna aequinoctialis clone M1 induzidas para crescimento em meio SH:SW, usando SH como referéncia. Anotagéo
546  putativa a partir de MALDI-ToF/ToF MS e analisado via PMF e MS/MS lon Search (*) na plataforma Mascot.

SH:SW/SH Cobertura

SpotID . ANOVA Descricéo Score e-value  plea/plobs Mecal/Mobs Acesso
Ratio % seq.

Common proteins
41 2,3 0,00673 Proteina de ligagdo a mirosinase tipo 2 [Brassica napus] 83 29 2,2E-02 8.66/8.13 102318/34686 XP_013724788
47 2,3 0,01801 Eé?ytfﬁ?zi]de resisténcia a farmacos pleotropicos TUR? [Spirodela 50 13 3,8E-02 8.17/6.58  163221/37452 024367
56 3,2 0,02013 Glicolato oxidase [Wolffia australiana] 53 34 15E-02 9.06/9.61 40229/39691 H6U7Z6
166 6.7 0,01260 Rlbulpse-_1,5_-b|fosfato carboxilase/oxigenase (Fragment) [Lemna 117 38 6,7E-09 6.32/6.25 50060/54621 Q8WHIS

aequinoctialis]

169 1,9 0,00111 Catalase-2 [Arabidopsis thaliana] 73 32 2,3E-03 6.63/7.54 57237/55619 P25819

Proteins detected in only SH:SW medium
183 - 0,01618 Proteina serina/treonina quinase PRP4 [Arabidopsis thaliana] 64 19 2,2E-02 8.05/6.05 77746/28889 A8MR79
185 - 0,00117 Proteina ndo caracterizada [Zea mays] 64 16 3,5E-02 9.45/5.71 90401/35779 CoPCC2
187 - 0,01565 Actina [Volvox carteri] 63 33 1,8E-02 5.30/5.74 42017/40192 P20904
190 i 0,00099 Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Fragment) [Lemna 108 42 53E-08 6.32/6.98 50060/54144 Q8WHIS

aequinoctialis]
193 - 0,00079 Serina hidroximetiltransferase 1, mitochondrial [Flaveria pringlei] 60 33 3,6E-02 8.72/7.80 57127/56097 P49357
Fator de ribosilagdo de ADP da proteina AGD4 ativadora de

195 - 0,00521 GTPase [Arabidopsis thaliana] 76 20 1,0E-03 6.14/5.69 87950/67501 Q9SMX5
224 - 0,00026 Aleno oxido sintase [Lemna paucicostata] 53 30 1,6E-02 8.11/5.90 53012/46510 F2Q7G7
233 - 0,00784 Proteina ndo caracterizada [Zea mays] 65 84 2,7E-02 10.94/7.27 5686/59081 B6SQK4

547
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548  Tabela 4. Identificacdo de proteinas de Lemna aequinoctialis clone M1 inibidas para crescimento em meio SH:SW, usando SH como referéncia. Anotagdo
549  putativa a partir de MALDI-ToF/ToF MS e analisado via PMF e MS/MS lon Search (*) na plataforma Mascot.

SH:SW/SH o Cobertura
SpotiD Ratio ANOVA Descri¢éo Score % seq. e-value  plca/plobs Mcai/Mobs Acesso
Comum proteins
17 1,8 0,00210 Féﬁi‘i‘;ﬁ‘s‘%‘z?j]'i'cadora da reagao com O tipo 2, cloroplastidial -4 3 8,7E-04 8.20/4.87  28364/24342  XP_016901191
42 -1,7 0,02144 Hexosiltransferase [Saccharum hybrid cultivar] a7 42 5,0E-02 6.89/9.02 21601/35439 AOA059Q393
51 2,6 0,04567 ;g?g'n”a"’]‘ Atlg21780 contendo dominio BTB/POZ [Arabidopsis 60 24 4,3E-02 5.18/6.46  38053/38466 QOXHZS8
76 -2,6 0,01587 Fator de alongamento TuA, chloroplastidial [Nicotiana sylvestris]* 71 2 1,0E-05 6.34/5.95 52152/47760 Q40450
141 -2,6 0,00643 Tiorredoxina TTL1 com repeticdo TPR [Arabidopsis thaliana] 59 25 4,5E-02 9.03/5.75 76980/86122 Q9MAH1
150 -2,1 0,01133 Proteina nado caracterizada T14K23_10 [Arabidopsis thaliana] 63 38 2,5E-02 6.54/4.37 29295/19737 Q9IM3G6
Proteins detected in only one condition
7 - 0,03109 Proteina AT1G67910 [Arabidopsis thaliana] 62 56 3,6E-02 9.81/4.05 10105/19012 Q9Cov7
37 - 0,00584 Proteina F3F19.2 [Arabidopsis thaliana] 66 24 1,1E-02  8.18/9.53 45397/34534 Q9SAD5
77 ; 0,00022 [Pé%tgi':: Qfx%sgeoo contendo repeticdo pentatricopeptidica 80 15 41E-02 8.63/4.89  61599/48998  XP_ 003539074
84 ; 0,00814 :é%‘ﬂ%%i‘tiléﬁ;?'fc’“ato carboxilase/oxigenase (Fragment) [Lemna ¢, 32 3,4E-03 6.32/7.02  50060/51152 Q8WHIS
89 - 0,00001 GTP difosfoquinase RSH2, cloroplastidial [Oryza sativa] 60 14 3,8E-02 6.49/5.10 79953/51194 Q7XAP4
106 - 0,01885 Subunidade alfa da ATP sintase, cloroplastidial [Lemna minor] 51 34 2,6E-02 5.57/5.51 55053/58120 A9L981
108 - 0,01317 Subunidade beta da ATP sintase, mitocondrial [Oryza sativa] 58 40 5,6E-02  5.95/5.41 59012/58028 Q01859
124 - 0,00162 Apirase 2 [Arabidopsis thaliana] 59 21 4,6E-02 6.54/5.67 51966/66696 QI9SPM5
127 - 0,01023 Subunidade 1 do complex organelar relacionado abiogénesedo o, 35 3,9E-02 5.99/5.68  17481/71496 022929
lisossomo [Arabidopsis thaliana]

130 - 0,00187 Citocromo P450 [Saccharum hybrid cultivar] 48 18 3,9E-02 9.07/5.15 56825/78758 AOA059PZW5
142 - 0,00933 Proteina semelhante & agamous 26 [Arabidopsis thaliana] 64 23 1,9E-02 9.14/6.18 42109/89386 F4K1D2
143 ; 0,01671 E:ttl‘\’/;fe licenciamento MCM6 de replicagdo de DNA [Oryza 61 21 3,2E-02 5.55/4.99  93168/91461 BSAZX3
235 - 0,00243 tF;{fgig‘fdg']pOtet'ca AMTR_s00014p00234840 [Amborella 84 55 1,8E-02 10.45/5.57  12104/29228 ERN09173
237 - 0,00572 Proteina Rab2A de ligagéo a GTP [Saccharum officinarum] 48 52 4,1E-02  6.96/6.42 23289/37275 A2T1D9
239 - 0,00336 ;r;fg'n”aa]‘ F-box At5g56380 associada a FBD [Arabidopsis 59 22 47E-02 8.89/7.47  50670/58113 QIFM93
242 - 0,00080 Proteina semelhante & agamous 26 [Arabidopsis thaliana] 62 21 3,2E-02 9.14/7.11 42109/84141 F4K1D2
257 - 0,00050 Proteina homologa de triagem vacuolar 35 [Arabidopsis thaliana] 60 22 5,4E-02 5.03/4.37 42951/19149 QOWTD7
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A andlise GO é baseada no agrupamento de termos GO representativo para
diversas etapas de um determinado processo biolégico em categorias mais
genéricas. Por exemplo, proteinas de fotorrespiracdo, de fotosistema ou de
fixacdo de carbono sdo agrupadas na categoria fotossintese. Contudo, a analise
GO demonstra a plasticidade de L. aequinoctialis M1 para se reorganizar,
buscando promover sua adaptacéo a condicdo/meio de cultivo.

A analise GO demonstra que as categorias de resposta a estresse, de
metabolismo de nucleotideos, de processamento de RNA, de catabolismo de
proteinas e de organizacdo da cromatina foram exclusivamente reguladas
negativamente por L. aequinoctialis M1 cultivada em SH:SW (Figura 5). No total,
sete proteinas identificadas foram associadas a estas categorias GO, das quais
trés foram representadas apenas por uma proteina cada: i) resposta a estresse,
onde a GTP difosfoquinase RSH2 cloroplastidial (SpotID 89, Tabela 4), que é uma
provavel guanosina 3'-difosfato 5'-difosfato (ppGpp) sintetase, tem sido relatada
para estar envolvida na resposta rapida da planta a estresses biéticos e abioticos,
atuando na sinalizacédo de planta (van der Biezen et al., .2000); ii) metabolismo de
nucleotideos, a proteina apirase 2 (APY2, SpotlD 124, Tabela 4), que catalisa a
hidrolise de ligagbes fosfoanidrido de nucleosideos tri- e di-fosfatos, € capaz de
atuar na regulacdo do nivel de ATP extracelular, funcdo importante para
regulacdo da funcdo estomética de Arabidopsis thaliana (Clark et al., 2011); iii) e,
organizacdo da cromatina, processo desempenhado pelo fator de licenciamento
MCM6 de replicacdo de DNA (SpotID 143, Tabela 4), que participa do complexo
de manutencdo de mini-cromossomo (MCM2-7) possui atividade helicase e que

pode atuar sozinha como subunidade desenrolando estruturas secundarias de
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genes sensiveis a estreses, além de atuar na replicacdo e no reparo de DNA
(Tuteja et al., 2011).

Ainda em relacdo as categorias GO para processo biolégico exclusivamente
reguladas negativamente, a proteina At1g21780 contendo dominio BTB/POZ
(SpotID 51, Tabela 4), reprimida cerca de trés vezes em SH:SW, e a proteina F-
box At5g56380 associada a FBD (SpotID 239, Tabela 4) detectada apenas em SH
foram agrupadas em catabolismo de proteinas, sugerindo que possam atuar em
conjunto na modulacéo do processo a ubiquitinacdo e subsequente degradacéo
de proteinas-alvo. Enquanto a proteina semelhante a agamous 26, detectada a
partir de dois spots (AGL26, SpotID 142 e 242, Tabela 4), foi agrupada para
categoria GO de processamento de RNA. AGL26 é um membro tipo | da familia
de fatores de transcricdo MADS-box, ainda pouco caracterizada, mas que tem
sido demonstrado para ser positivamente regulado pela privagéo de nitrogénio em
tecido radicular (Gan et al., 2005).

Categoria GO exclusivamente regulada positivamente em SH:SW (Figura 5)
foi a de organizacao celular, representada pela proteina actina (ACT, Spot 187,
Tabela 3). Actinas sdo proteinas altamente conservadas, envolvidas com varios
processos de motilidade celular, expressas constitutivamente em todas as células
eucarioticas (http://www.uniprot.org/uniprot/P20904). Contudo, o mapeamento dos
termos de ontologia génica mostrou alta similaridade com actinas de Arabdopsis
thaliana envolvidas com respostas estimulos ambientais diversos como
fitohormonios e luminosidade, além de, atuar na divisdo celular através da
modulacéo do citoesqueleto, na maturacdo de sementes e no desenvolvimento de

raiz.
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De fato, até o 6° dia de cultivo, L. aequinoctialis M1 apresentava raizes bem
desenvolvidas apenas a partir de plantas crescidas em meio contendo SW (Figura
6B e 6C) quando comparadas ao meio SH (Figura 6A), que apresentava raizes
em desenvolvimento. No entanto, no 15° dia de cultivo as plantas crescidas em
SH ja apresentavam raizes bem desenvolvidas, de tamanho aproximado aos das
plantas crescida apenas em SW, contudo as plantas SW apresentavam fronde
caracteristica com duas raizes, enquanto as plantas crescidas em SH:SW

apresentavam raiz mais alongada (Figura 6D).

Figura 6. Plantas de Lemna aequinoctialis clone M1 cultivadas durante seis dias (A, B e C) e
plantas cultivadas por 15 dias (D). As plantas cultivadas em meio SH com raizes pouco
desenvolvidas (A). Plantas cultivadas em meio SH:SW e SW com raizes desenvolvidas (B e C,
respectivamente). Comparagdo da morfologia das frondes e raiz de plantas cultivadas em SH,
SH:SW e meio SW apo6s 15 dias de cultivo (D).

Neste contexto, a proteina de ligagdo a mirosinase tipo 2 (SpotlD 41, Tabela
3) foi induzida cerca de duas vezes mais em SH:SW. Esta proteina tem sido
descrita para atuar em diversos processos biolégicos, dentre eles o

desenvolvimento de estruturas radiculares e florais. Em Arabidopsis, proteinas de

ligacdo & mirosinase tipo 2 (MYR2) sdo mais abundantes em tecido radicular,
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onde podem atuar na regulacdo do crescimento radicular e na biossintese de
auxinas em raizes (Fu et al., 2016).

A auxina tem sido relatada para interagir sinergicamente ou de forma
antagonica com outros hormoénios vegetais para atuar como regulador mestre da
morfogénese e desenvolvimento das raizes (Saini et al., 2013). Aqui, os dados
apontam para atuacdo da auxina na modulagcdo da resposta de L. aequinoctialis
clone M1 a adicdo de SW ao meio SH, indicando que estudos complementares
sdo necessarios para compreender a atuacdo da auxina na regulacao das DAPs
associadas ao crescimento/desenvolvimento de tecido radicular em L.
aequinoctialis, como a tiorredoxina TTL1 com repeticdo TPR (SpotID 141, Tabela
4), que pode ser regulada pelos niveis de SOD, envolvida na resposta de
adaptacao ao ambiente, e a subunidade 1 do complexo organelar relacionado a
biogénese do lisossomo (BLOS1, SpotID 127, Tabela 4) inibidas em SH:SW. E
ainda a proteina homologa de triagem vacuolar 35 (SpotID 257, Tabela 4), que foi
descrita para modular o0 metabolismo de auxina pela desregulacao do acumulo de
transportadores especificos de auxina (Nodzynski et al., 2013).

Porém, proteinas responsivas a outros hormonios foram detectas: a proteina
de resisténcia a farmacos pleotrépicos TUR2 (SpotiD 47 comum, Tabela 3) e a
proteina aleno 6xido sintase (AOS, SpotID 224, Tabela 3), mais acumuladas em
SH:SW; e a citocromo P450 (SpotID 130, Tabela 3) negativamente reguladas em
SH:SW. Estes dados sugerem que L. aequinoctialis M1 modula fortemente o
metabolismo de horménio para manutencdo do crescimento e desenvolvimento
nos meios de cultivo. Citocromos P450 também foi anteriormente sugerido como
um potencial marcador para melhoramento/selecdo de plantas para

fitorremediacdo (Morant et al., 2003). Em lentilha-d’agua, citocromo P450
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demonstrou ser responsivo ao excesso de amonio em niveis téxicos (Wang et al.,
2016).

A inducéo da proteina de resisténcia a farmacos pleotropicos TUR2 e da AOS
em SH:SW pode ter contribuido significativamente para adaptacdo da lentilha-
d’agua para adigdo de SW ao meio de cultivo SH. Proteina de resisténcia a
farmacos pleotropicos TUR2 é um homdlogo do complexo transportador ABC
envolvido no efluxo dependente de ATP de diversos compostos citotdxicos,
induzido em lentilhas-d’agua durante condicbes adversas e em resposta a
hormonios, como a acido abscisico (Smart e Fleming, 1996). Enquanto, AOS,
uma enzima-chave da biossintese de &cido jasmonico, que pode atuar via de
biossintese de oxilipinas, moléculas sinalizadoras que regulam o crescimento, 0
desenvolvimento durante estresses abidticos (Savchenko et al., 2014).

A percepcao de um estimulo e a efetiva resposta molecular é mediada por
vias de sinalizacdo. Em plantas a transducéo de sinal € extremamente complexa,
por envolver diversas moléculas, incluindo horménios gasosos, mas sdo estas
vias responsaveis pela orquestracdo bioquimica e fisiolégica de todos os
processos biolégicos de plantas (Mulligan et al.,, 1997). Nesta categoria, ainda
foram detectadas o fator de ribosilacdo de ADP da proteina AGD4 ativadora de
GTPase (SpotlD 195, Tabela 3), uma ARF-GTPase, detectada apenas em
SH:SW, e a proteina Rab2A de ligacdo a GTP (SpotID 237, Tabela 4), detectada
apenas em SH. Estas proteinas sao descritas para atuar como proteinas
ativadoras, envolvidas na regulacéo de diversos processos biologicos atraves da
modulacdo de vias de transducéo de sinal, sugerindo sua atuacdo na resposta

especifica a condicéo de cultivo.
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Dentre as fungBes de vias transdutoras de sinais, esta a regulacdo de
expressao génica. L. aequinoctialis M1 mostrou diferentes proteinas para atuar na
modulacdo da expressdo, como a proteina At5g59600 contendo repeticdo
pentatricopeptidica (SpotlID 77, Tabela 4) e o fator de alongamento TuA
cloroplastidial (SpotID 76, Tabela 4) que foram inibidos. Além do fator de
licenciamento MCM6 de replicacdo de DNA e da GTP difosfoquinase RSH2
inibidas, discutidas anteriormente, reforcando que L. aequinoctialis M1 induziu
vias de resposta a estresse j4 a partir do 6° dia de cultivo em meio SH, o que
pode estar associado a deplecdo de nutrientes, justificando o incremento de
proteinas associada ao crescimento e desenvolvimento de tecido radicular. Além
disso, estes dados corroboram a caracterizagdo do sistema antioxidante (Figura
3), podendo o déficit de nutrientes esta associado ao incremento de H,O, e
desequilibrio do balanco redox observado.

Quanto ao metabolismo de carboidratos, a analise GO identificou apenas
duas proteinas: a proteina serina/treonina quinase PRP4 (SpotID 183, Tabela 3),
induzida; e a hexosiltransferase (Spot ID 42 comum, Tabela 4), reprimida 1,7
vezes em SH:SW. Na andlise de GO, a proteina serina/treonina quinase PRP4,
gue mostrou similaridade com precursor mitocondrial de SHM1, anteriormente
discutida, foi classificada para estar envolvida também na interconversédo da via
tetrahidrofolato do metabolismo one-carbon. Enquanto, hexosiltransferase
mostrou similaridade com uma galactinol sintase 2 (GOLS2), envolvida na
biossintese de oligossacarideos da familia rafinose que funcionam como
osmoprotetores (Taji et al., 2002).

O metabolismo de carbono de lentilhas-d’agua tem recebido uma atencgao

especial de pesquisas recentes, devido a sua capacidade de acumular elevada
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guantidade de amido compativel com a produgcdo de biocombustivel (Cui e
Cheng, 2015). Estudos de protedmica da lentilha-d’agua Landoltia punctata,
mostram que proteinas associadas ao metabolismo de carbono sdo pouco
ajustadas (Huang et al., 2014; Huang et al., 2015).

Por fim, seis proteinas desconhecidas ou pouco estuda foram detectadas,
guatro delas foram induzidas: a proteina ndo caracterizada T14K23 10 (SpotID
150 comum, Tabela 3), induzida cerca de duas vezes em SH:SW e as proteinas
ndo caracterizada (SpotID 185 e SpotID 233, Tabela 3) e proteina hipotética
AMTR_s00014p00234840 (SpotID 235, Tabela 3), detectadas apenas em SH:SW.
Enquanto, duas foram suprimidas em SH:SW: a proteina AT1G67910 (Spot ID 7,
Tabela 3) e a proteina F3F19.2 (SpotID 37, Tabela 3). O papel destas proteinas

continua obscuro para resposta de lentilhas-d’agua a SW.

4. Conclusodes

A adicdo de 4gua de esgoto (SW) ao meio de cultivo SH induziu maior
crescimento da lentilhas-d’agua, suportando a elevada produgdo de biomassa
como relevante teor de amido. O cultivo em meio SH:SW demonstrou que
estudos de meios alternativos podem viabilizar o equilibrio custo-beneficio para
implementacdo de sistemas de bioproducdo de lentilhas-d’agua. Lemna
aequinoctialis clone M1 pode ser potencialmente explorada em sistemas de
fitorremediacdo de efluentes, capaz de gerar biomassa para producdo de
bioetanol. O proteoma diferencial corroborou o potencial plastico de L.
aequinoctialis para adaptar-se aos meios de cultivo, regulando rigorosamente a
expresséo de genes de resposta. O desenvolvimento de tecido radicular parece

estar associado a resposta eficiente para adaptacao de L. aequinoctialis quando
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cultivada em efluente. A exploracdo dos processos bioldgicos regulados pode
contribuir para deteccao e selecdo de biomarcadores funcionais associados ao

cultivo de lentilhas-d’agua em efluente.
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6 DISCUSSAO GERAL

A importancia de lentilhas-d’agua para estudos de biologia e evolugédo de
plantas é indiscutivel. Atualmente, nove clones de lentilhas-d’agua coletadas a
partir de sete locais da regido metropolitana de Recife (Figura 1) estdo
estabelecidos in vitro no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Embora nenhuma coleta tenha sido
realizada em éarea de protecdo ambiental, a autorizacdo para coletas foi obtida

junto ao Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (Anexo A).

Figura 1 — Localizacdo e registros dos pontos de coleta de lentilhas-d’agua na regido
metropolitana de Recife, Pernambuco, Brasil. ETE: Estacdo de Tratamento de Esgoto; CCEN:
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza; UFPE: Universidade Federal de Pernambuco; ETB:
Estacéo de Tratamento Bioldgico.
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Fonte: O autor.

O estabelecimento das populacbes clonais de lentilhas-d’agua nativas

viabilizou os estudos aqui apresentados. Além disso, considerando que o
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potencial para fitorremediacéo de lentilhas-d’agua pode ser melhorado a partir do
uso de plantas nativas (Bergmann et al., 2000), este material contribuird para o
desenvolvimento de novos estudos.

Dentre as 37 espécies de Lemnaceae, as espécies do género Lemna tém
sido extensivamente utilizadas para pesquisas moleculares, por apresentar
facilidade de cultivo em laboratério, demonstrando seu potencial como organismo
modelo para fisiologia, ecotoxicologia e evolu¢cdo de plantas, o que justificou o
sequenciamento do genoma (Van Hoeck et al., 2015).

De fato, a publicacdo das primeiras interpretacdes do genoma de Lemna
minor langcou novos insights sobre seu potencial genético, mas também ressaltou
a complexidade do género Lemna. Por exemplo, a variagdo do tamanho do
genoma haploide de Lemna minor varia de 323 e 760 Mbp, reconhecendo a
necessidade de avancar na compreensdo das relagcdes de sua estrutura
gendmica e das familias génicas conservadas entre espécies de Lemna (Van
Hoeck et al., 2015).

Neste contexto, a relevante plasticidade fenotipica apresentada por clones
de uma mesma espécie de Lemna, mais especificamente Lemna aequinoctialis,
demonstrado no Capitulo |, eleva o nivel de complexidade deste género, sendo
observada relevante diversidade bioldgica em contraste com a baixa diversidade
genética dos clones de L. aequinoctialis. Assim, o capitulo | revela que
caracteristicas fenotipicas de interesse, como crescimento e capacidade de
fitorremediacdo, variam significativamente em nivel clonal, sugerindo que a
selecdo de ecotipos de lentilhas-dagua pode melhorar sua aplicacdo

biotecnoldgica.
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O meio SH é recomendado para o cultivo de lentilhas-d’agua fornecendo
concentragdes otimizadas de nutrientes (Yu et al., 2014). Entretanto, o capitulo |
relata pela primeira vez que meio SH 0,5X melhora o crescimento de lentilhas-
d’agua e que, comparativamente ao meio SH completo, permite a diferenciagédo
dos clones, contribuindo para a sele¢éo de potenciais genétipos para aplicacées
de interesse. A caracterizagdo preliminar in vitro foi relatada como um método
atraente de selecdo, que permite reduzir os custos e o0s problemas do
dimensionamento de experimentos em campo (Bergmann et al., 2000).

Dentre os clones caracterizados, L. aequinoctialis clone M1 mostrou-se
adaptado ao cultivo em &gua residual, exibindo elevadas taxas de crescimento,
inclusive em ensaios ex vitro a partir de esgoto diluido (dados ndo mostrados).
Por isso, L. aequinoctialis clone M1, foi selecionado para analise protedmica
(Capitulo 11).

No capitulo Il, surpreendentemente, a suplementacdo meio de cultivo SH
0,5X com agua de esgoto (SW) induz o maior crescimento de L. aequinoctialis
clone M1, suportando sua elevada producéo de biomassa a partir de um rigoroso
ajuste de seu metabolismo e sua fisiologia. O que justifica a escolha da
abordagem protebmica para investigacdo de mecanismos moleculares
associados a resposta global do organismo.

A andlise protedmica é considerada uma analise aberta que permite a
investigacdo das proteinas expressas em resposta a mudanca das condi¢cdes
ambientais, resultando num perfil de resposta protebmica intimamente
relacionado ao fendtipo observado para adaptacdo ou enfrentamento aos
estimulos ambientais. Visto que, a resposta protedmica reflete a capacidade das

plantas em lidar com a grande variedade de tensdes ambientais, sendo, em sua
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maioria, essencial para regulacdo da resposta ou do processo de adaptacgéo,
permitindo que as plantas se recuperem e sobrevivam ao estresse (Hakeem et al.,
2012).

De fato, o proteoma diferencial de L. aequinoctialis clone M1 crescendo na
presenca de SW (Figura 2), revelou os principais processos bioldgicos regulados
para manutencdo do crescimento e adaptacdo da lentilha-d’agua. Em geral,
lentilhas-d’agua s&o capazes de efetivar respostas de adaptacdo muito
rapidamente, por isso, acreditamos que a investigacao da regulacao de expressao
génica por fatores epigenéticos, micro-RNAs, e elementos de transposicdo de
lentilhas-d’agua pode contribuir significativamente para avangar na compreensao

de sua complexidade.

Figura 2 — Representacdo de modelo celular do proteoma diferencial de Lemna aequinoctialis
clone M1 crescendo a partir de meio contendo 4gua de esgoto (SH:SW), usando SH como
referéncia. (0) Proteina detectada apenas em meio SH:SW; (x) Proteina detectada apenas em SH;
(+) Proteina comum induzida em SH:SW (-) Proteina comum reprimida em SW.
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Além disso, este estudo corroborou o potencial de aplicacdo de lentilhas-
d’agua para melhorar a qualidade de efluente de estacado de tratamento de esgoto
doméstico, como um sistema complementar ou natural de tratamento de
efluentes, produzindo biomassa com potencial para bioenergia. Por exemplo, foi
demonstrado que a partir da biomassa de uma lentilha-d’agua nativa, cultivada
em efluente, é possivel atingir a producdo de 140 L.hat.ano™, com base no
cenario pouco otimista de apenas 3% de retencdo da biomassa ap0s secagem.
Este potencial pode ser aumentado em cerca de 10 vezes a partir cultivo em meio
alternativo. No entanto, estudos que viabilizem a producéo de bioetanol a partir de
biomassa fresca, além de reduzir custos de processamento e manejo da
biomassa, podem elevar significativamente esta producéo.

Atualmente, a adicdo de SW ao meio de cultivo esta sendo investigado no
Laboratério de Gendmica e Protedmica de Plantas por abordagem protedmica de
larga escala. Além disso, estd sendo concluida a investigagdo do proteoma
diferencial de L. aequinoctialis clone M1 para comparacdo de SH vs SW
(Apéndice A) e SW vs SH:SW (Apéndice B), que devido ao seu potencial para
registro de patentes serdo tecnicamente avaliados antes de sua ampla
divulgacgédo. Juntos, os trés trabalhos protedmicos revelaram 213 DAPS, que seréo
analisados por abordagens estatisticas multivariadas, integrando dados
bioguimicos e fisiologicos, para selecdo de potenciais biomarcadores funcionais
para selecao assistida ou melhoramento genético de lentilhas-d’agua.

Portanto, o desenvolvimento do projeto viabilizou o estabelecimento in vitro
de nove linhagens clonais de lentilhas-d’agua nativa, que contribuird para o
desenvolvimento de pesquisas estratégicas, bem como sua continuidade,

viabilizarad a integracdo de dados protedmicos, transcriptdmicos, gendmicos,
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bioquimicos e fisiologicos de lentilhas-d’agua. Futuramente, a integragao destes
dados, permitira a selecdo de genotipos, genes e proteinas adequados as suas

potenciais aplica¢des biotecnoldgicas.
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7 CONCLUSOES

e Os clones de Lemna aequinoctialis nativas da regido metropolitana de
Recife-PE apresentam baixa diversidade genética para sequéncia atpF-
atpH, mas relevante diversidade biol6gica em nivel clonal.

e O cultivo in vitro permite a avaliacdo de mudultiplas caracteristicas de
interesse para selecdo de gendtipos com potencial biotecnologico;

e Lentilhas-d’agua nativas podem ser utilizadas para melhoria da qualidade
de efluente de ETE Mangueira, como sistema complementar, com
relevante potencial para producéo de bioetanol.

e A adicdo de agua de esgoto (SW) ao meio de cultivo SH induziu maior
crescimento da lentilhas-d’agua, suportando a elevada produgao de
biomassa como relevante teor de amido.

e A analise protedbmica foi capaz de revelar os principais processos
biolégicos associados a resposta de L. aequinoctialis clone M1 cultivado na
presenca de efluente.

e O metabolismo de auxina parece atuar na modulacdo da resposta de L.
aequinoctialis clone M1 para adaptacéo ao meio contendo efluente.

e SW induziu o crescimento e desenvolvimento precoce do tecido radicular
de L. aequinoctialis clone ML1.

e O sucesso de L. aequinoctialis clone M1 pode estar associado a maior
acumulo de proteinas de defesa e resposta a estresses abibticos e ao
rigoroso controle do metabolismo oxidativo.

e A inducao da fotorrespiragcéo contribuiu para manutengédo do crescimento e
para a homeostase do balanco redox de L. aequinoctialis clone M1

cultivado na presenca de SW.
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APENDICE A — TABELA DE ANOTACAO DE TERMOS GO (GENE ONTOLOGY) E EC (ENZYME CODE) DE PROTEINAS

DIFERENCIAIS PARA COMPARACAO SW VS. SH

Protein identification

SH:SW Tag . "
SpotID Ratio ANOVA Score % seq. e-value plea/Plobs Mecal/Mobs expression GO terms associated Enzyme?~
coverage
Commom spots
15 -1,629 0,01717 80 33 4,70E-02 8.78/5.36 31429/26337 DOWN ND -
16 -7,264 0,00384 53 18 1,50E-02 4.69/3.76 56857/25645 DOWN C:chloroplast; F:protein binding Yes
25 -1,771 0,02333 60 28 4,8E-02 8.10/4.36 29202/33519 DOWN ND -

P:response to salt stress; P:seed development; C:Golgi
apparatus; C:nucleolus; C:vacuolar membrane;
F:glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (NAD+)
(phosphorylating) activity; F:glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (NADP+) (non-phosphorylating) activity;
C:chloroplast; P:response to heat; C:plasmodesma,;

35 -2,045 0,04216 66 27 1,1E-02 6.34/7.14 36921/37268 DOWN F:copper ion binding; F:NAD binding; C:apoplast; C:cytosol; Yes
P:gluconeogenesis; F:zinc ion binding; P:glycolytic process;
P:response to cadmium ion; P:response to hydrogen
peroxide; C:mitochondrial envelope; P:defense response to
bacterium; C:plasma membrane; P:response to sucrose;
C:peroxisome; F:DNA binding; P:response to redox state;
F:NADP binding; C:cell wall; P:oxidation-reduction process

C:chloroplast stroma; P:response to zinc ion; P:glyoxylate
cycle; P:response to salt stress; C:chloroplast thylakoid;

60 -2,606 0,04260 62 34 2,2E-02 6,06/6.52 47099/48302 DOWN F:isocitrate dehydrogenase (NADP+) activity; P:isocitrate Yes
metabolic process; P:tricarboxylic acid cycle; P:response to
cadmium ion; P:defense response to bacterium; C:plasma



66

67

70

73

84

-1,614

-1,881

-2,543

-2,232

-2,738

0,00563

0,00116

0,04443

0,04592

0,04858

73

62

61

131

59

44

37

32

42

22

3,9E-03

3,5E-02

3,2E-02

2,7E-10

4,7E-02

6.24/5.76

9.01/5.91

5.37/5.78

6.32/3.16

5.57/4.93

46537/50376

28560/50820

47343/54215

50046/56246

119174/63809

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

membrane; F:magnesium ion binding; C:peroxisome;
C:plasmodesma; F:copper ion binding; F:NAD binding;
C:mitochondrion; C:apoplast; P:NADP metabolic process;
C:cytosol

C:chloroplast stroma; P:response to zinc ion; P:glyoxylate
cycle; P:response to salt stress; C:chloroplast thylakoid;
F:isocitrate dehydrogenase (NADP+) activity; P:isocitrate
metabolic process; P:tricarboxylic acid cycle; P:response to
cadmium ion; P:defense response to bacterium; C:plasma
membrane; F:magnesium ion binding; C:peroxisome;
C:plasmodesma,; F:copper ion binding; F:NAD binding;
C:mitochondrion; C:apoplast; P:NADP metabolic process;
C:cytosol

ND

C:exon-exon junction complex; P:RNA splicing; C:nuclear
speck; C:Golgi apparatus; P:response to cadmium ion;
P:rRNA processing; P:mRNA processing; C:nucleolus;
C:vacuolar membrane; C:plant-type cell wall; P:translational
initiation; C:plasma membrane; F:ATP-dependent RNA
helicase activity; F:translation initiation factor activity; F:ATP
binding; C:plasmodesma; F:protein binding; P:response to
hypoxia; C:catalytic step 2 spliceosome; C:apoplast;
P:regulation of gene expression; P:RNA secondary
structure unwinding; C:cytosol

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

P:mitotic spindle organization; C:kinesin complex;
F:sequence-specific DNA binding; F:ATP-dependent
microtubule motor activity, plus-end-directed; P:microtubule-
based movement; P:cortical microtubule organization;
C:plasma membrane; P:regulation of cell proliferation;
F:microtubule binding; C:nucleus; F:ATP binding;
P:regulation of gibberellic acid mediated signaling pathway;
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Yes

Yes

Yes

Yes



85

96

149

165

-2,958 0,02591

-3,001 0,02127

-1,699 0,00895

-2,479 0,04617

63

59

80

63

20

25

15

29

3,6E-02

4,5E-02

4,1E-02

4,4E-02

9.03/5.78 63127/67300

9.03/5.77 76980/86859

8.63/4.85 61599/47835

8.34/5.28 68258/63631

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

P:unidimensional cell growth; P:cytoskeleton-dependent
intracellular transport; P:positive regulation of transcription,
DNA-templated; P:mitotic cytokinesis; C:spindle; P:cellulose
microfibril organization; C:cortical microtubule

C:apoplast; F:binding; C:intracellular part; P:defense
response to bacterium

P:response to salt stress; P:response to wounding;
P:response to unfolded protein; P:response to light stimulus;
P:auxin-activated signaling pathway; C:endoplasmic
reticulum membrane; C:chloroplast outer membrane;
P:response to oxidative stress; P:cellular response to heat;
C:cytosol; P:response to inorganic substance; P:metabolic
process; P:brassinosteroid mediated signaling pathway;
P:cell redox homeostasis; P:positive regulation of abscisic
acid-activated signaling pathway; C:nuclear envelope;
P:protein targeting to mitochondrion; F:phosphoprotein
phosphatase activity; P:abscisic acid-activated signaling
pathway; C:mitochondrion; P:chaperone-mediated protein
complex assembly; C:integral component of membrane;
F:Hsp90 protein binding; P:leaf vascular tissue pattern
formation; P:cellular response to cold

C:chloroplast; F:endonuclease activity; P:xylem and phloem
pattern formation; P:leaf development; C:mitochondrion;
P:sugar mediated signaling pathway; P:mitochondrial
mRNA modification

P:embryo development ending in seed dormancy; C:Golgi
apparatus; F:lipid binding; C:vacuolar membrane; F:protein
histidine kinase binding; C:microtubule; C:chloroplast
thylakoid membrane; F:GTP binding; P:clathrin-dependent
endocytosis; C:plasmodesma; F:GTPase activity; C:cytosol;
P:defense response to fungus; P:regulation of
establishment of cell polarity; P:pollen maturation;
P:peroxisome fission; P:xylem and phloem pattern
formation; P:trichome branching; P:response to cadmium
ion; P:root hair initiation; C:cell plate; C:plasma membrane;
C:phragmoplast; P:mitochondrial fission; P:cell plate
formation involved in plant-type cell wall biogenesis;
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No

Yes

Yes

Yes



170 -2,934 0,03735

59

21

4,6E-02

6.54/5.69 51966/67289

DOWN

C:peroxisome; C:cell cortex; C:mitochondrion; F:clathrin
binding; C:clathrin-coated vesicle

F:ATPase activity; F:guanosine-diphosphatase activity;
F:inosine-diphosphatase activity; C:Golgi membrane;
P:pollen germination; P:transport; C:plasma membrane;
F:ATP binding; C:extracellular space; C:trans-Golgi
network; F:calmodulin binding; C:endosome; F:uridine-
diphosphatase activity; C:mitochondrion; C:integral
component of membrane; C:cytoplasmic, membrane-
bounded vesicle; P:purinergic receptor signaling pathway

132

Yes

Exclusive spots
71 -

0,00485

101 - 0,00046

103 - 0,00007

67

63

64

30

38

30

7,2E-04

2,5E-02

3,0E-02

6.32/7.38 50046/56832

6.54/4.35 29295/19829

5.13/7.83 24183/23075

DOWN

DOWN

DOWN

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

ND

P:cellular response to sorbitol; P:stomatal closure;
F:phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate binding; P:cortical
microtubule organization; P:cellular response to copper ion;
C:vacuole; P:response to cytokinin; P:cellular response to
iron ion; C:anchored component of plasma membrane;
P:response to water deprivation; F:phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphate binding; F:phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate binding; P:response to cold; P:cellular
response to salt stress; C:chloroplast; C:plasmodesma,;
P:intracellular transport of virus; F:copper ion binding;
F:calcium ion binding; P:cellular response to molecule of
bacterial origin; P:positive regulation of microtubule
depolymerization; P:negative regulation of microtubule
polymerization; P:cellular response to magnesium
starvation; F:phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate binding;
C:cytoplasmic microtubule; P:defense response to
bacterium; P:N-terminal protein myristoylation;
F:microtubule binding; P:negative regulation of
unidimensional cell growth; F:calmodulin binding;

Yes

No



109

120

122

194

197

198

0,00702

0,03785

0,00024

0,00010

0,03711

0,00022

48

92

82

81

67

62

23

34

46

24

24

21

4,7E-02 8.82/7.47 68556/36910

2,4E-06 6.23/6.05 54402/55716

2,9E-02 4.99/7.52 22920/56482

3,3E-02 8.43/4.78 45935/26844

1,5E-02 9.02/5.97 63127/29539

5,0E-02 4.80/5.62 44829/29621

DOWN

DOWN

DOWN

UP

upP

upP

P:response to calcium ion; P:cellular response to
magnesium ion; P:cellular response to mannitol stimulus;
P:cellular response to potassium ion

ND

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

P:cellular response to sorbitol; P:stomatal closure;
F:phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate binding; P:cortical
microtubule organization; P:cellular response to copper ion;
C:vacuole; P:response to cytokinin; P:cellular response to
iron ion; C:anchored component of plasma membrane;
P:response to water deprivation; F:phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphate binding; F:phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate binding; P:response to cold; P:cellular
response to salt stress; C:chloroplast; C:plasmodesma,;
P:intracellular transport of virus; F:copper ion binding;
F:calcium ion binding; P:cellular response to molecule of
bacterial origin; P:positive regulation of microtubule
depolymerization; P:negative regulation of microtubule
polymerization; P:cellular response to magnesium
starvation; F:phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate binding;
C:cytoplasmic microtubule; P:defense response to
bacterium; P:N-terminal protein myristoylation;
F:microtubule binding; P:negative regulation of
unidimensional cell growth; F:calmodulin binding;
P:response to calcium ion; P:cellular response to
magnesium ion; P:cellular response to mannitol stimulus;
P:cellular response to potassium ion

ND

C:apoplast; F:binding; C:intracellular part; P:defense
response to bacterium

ND

133

Yes

No

No



200

207

208

214

215

216

217

219

0,00001

0,00589

0,00451

0,02012

0,00099

0,00000

0,02763

0,00071

67

94

61

65

61

67

61

60

18

33

18

21

40

24

17

31

7,6E-03

1,4E-06

2,9E-02

2,9E-02

2,9E-02

1,5E-02

3,3E-02

0,034

6.43/7.74

6.32/6.92

8.75/5.39

4.68/6.60

9.20/6.04

9.02/7.37

6.21/5.97

4.65/5.74

89645/29938

49976/32797

57713/34709

43791/39926

30999/40757

63127/40952

59633/42772

26346/42722

upP

uUP

upP

upP

upP

upP

upP

upP

F:ATP binding; C:cytoplasm; F:metal ion binding;
C:membrane; F:ADP binding; P:metal ion transport; P:plant-
type hypersensitive response

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

F:beta-gentiobiose beta-glucosidase activity; P:response to
salt stress; F:beta-L-arabinosidase activity; C:Golgi
apparatus; C:extracellular region; C:plant-type cell wall;
P:response to hormone; P:glycosyl compound metabolic
process; C:plastid; F:beta-galactosidase activity; P:alkaloid
biosynthetic process; P:carbohydrate metabolic process;
C:plasmodesma; F:glucan exo-1,3-beta-glucosidase
activity; F:beta-D-fucosidase activity; C:mitochondrion;
F:vomilenine glucosyltransferase activity; P:glucosinolate
catabolic process; C:cytosol; C:cytoplasmic, membrane-
bounded vesicle; F:raucaffricine beta-glucosidase activity;
F:scopolin beta-glucosidase activity

ND
C:extracellular region

C:apoplast; F:binding; C:intracellular part; P:defense
response to bacterium

P:negative regulation of catalytic activity; F:alpha-amylase
inhibitor activity; P:cellular response to abscisic acid
stimulus; C:cytoplasmic, membrane-bounded vesicle;
F:nutrient reservoir activity; P:seed maturation

C:PCNA complex; P:positive regulation of DNA repair;
P:leading strand elongation; P:error-prone translesion
synthesis; P:positive regulation of DNA replication;
F:chromatin binding; P:mismatch repair; C:nucleolus;
F:damaged DNA binding; F:DNA polymerase processivity

134

No

Yes

Yes

No

No

No

No



222

229

232

234

242

244

0,02368

0,00538

0,01813

0,00047

0,01285

0,04413

61

56

66

66

59

63

15

32

32

64

46

2,8E-02

8,2E-03

1,3E-02

1,2E-02

4,8E-02

1,7E-03

7.44/6.17

6.29/7.68

8.13/8.10

10.62/7.42

9.04/5.09

8.84/5.73

93479/43517

50052/55112

57535/56675

12612/59080

61576/94493

19976/15501

upP

UP

upP

UP

upP

UP

factor activity; F:protein binding; P:cellular response to UV;
C:cytosol; P:regulation of cell cycle

C:origin recognition complex; F:zinc ion binding; F:double-
stranded methylated DNA binding; P:transcription, DNA-
templated; P:DNA replication; P:double fertilization forming
a zygote and endosperm; P:regulation of transcription,
DNA-templated; F:chromatin binding; C:plastid; P:response
to sucrose; C:nucleus; F:ATP binding; F:protein binding

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

C:chloroplast stroma; F:pyridoxal phosphate binding;
C:cytosolic ribosome; C:chloroplast thylakoid; P:L-serine
metabolic process; P:photorespiration; P:pollen
development; F:poly(U) RNA binding; P:response to light
stimulus; P:response to cold; C:mitochondrial respiratory
chain complex I; C:plasmodesma; C:stromule; C:apoplast;
P:glycine decarboxylation via glycine cleavage system;
P:tetrahydrofolate interconversion; F:cobalt ion binding;
F:zinc ion binding; P:polar nucleus fusion; F:glycine
hydroxymethyltransferase activity; P:response to cadmium
ion; P:circadian rhythm; P:plant-type hypersensitive
response; C:plasma membrane; C:nucleus; F:protein
binding; C:mitochondrial matrix

ND
P:RNA processing

C:cytosolic ribosome; C:chloroplast ribulose bisphosphate
carboxylase complex; P:photorespiration; P:chloroplast
ribulose bisphosphate carboxylase complex biogenesis;
P:response to blue light; F:monooxygenase activity;
C:chloroplast thylakoid membrane; P:response to cold,;
C:thylakoid lumen; F:copper ion binding; P:response to far
red light; C:chloroplast membrane; C:apoplast; P:reductive
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No

Yes

Yes

No

Yes



251

268

269

271

272

0,03803

0,00003

0,00236

0,00558

0,00001

54

60

84

48

61

38

33

55

52

16

1,3E-02 9.15/4.87 25157/34738

4,9E-02 5.05/6.47 35152/105339

1,8E-02 10.45/5.57 12104/29228

4,1E-02 6.96/6.42 23289/37275

4,0E-02 9.95/6.01 36675/47289

upP

UP

DOWN

DOWN

DOWN

pentose-phosphate cycle; P:oxidation-reduction process;
F:ribulose-bisphosphate carboxylase activity; P:response to
red light

C:mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex,
catalytic core F(1); F:zinc ion binding; P:proton transport;
C:chloroplast thylakoid; C:Golgi apparatus; P:ATP
biosynthetic process; C:plastid envelope; C:plasma
membrane; P:response to stress; P:photosynthetic electron
transport chain; F:proton-transporting ATP synthase activity,
rotational mechanism; F:cobalt ion binding

ND

C:cytosolic ribosome; F:3-oxo-arachidoyl-CoA synthase
activity; F:3-oxo-lignoceronyl-CoA synthase activity; F:3-
oxo-cerotoyl-CoA synthase activity; P:response to osmotic
stress; P:response to wounding; C:extracellular region;
P:very long-chain fatty acid metabolic process; F:fatty acid
elongase activity; P:response to light stimulus; P:cuticle
development; P:pollen tube development; C:endoplasmic
reticulum membrane; C:nucleus; P:response to cold;
P:unidimensional cell growth; C:integral component of
membrane; P:fatty acid elongation; P:suberin biosynthetic
process; P:wax biosynthetic process

P:hyperosmotic salinity response; P:pollen development;
P:regulation of vesicle-mediated transport; C:vacuolar
membrane; P:intracellular protein transport; C:endoplasmic
reticulum membrane; C:exocytic vesicle; F:GTP binding;
C:chloroplast; C:endosome; C:plasmodesma; C:apical part
of cell; F.GTPase activity; C:cytosol; C:trans-Golgi network
membrane; F:kinase binding; C:endoplasmic reticulum-
Golgi intermediate compartment membrane; C:pollen tube
tip; P:pollen tube growth; P:small GTPase mediated signal
transduction; P:response to cadmium ion; C:cell plate;
C:plasma membrane; P:cell wall biogenesis; C:nucleus;
P:ER to Golgi vesicle-mediated transport; P:regulation of
pollen tube growth

ND

136

Yes

Yes

Yes



274

277

281

290

0,00345

0,00084

0,00132

0,00048

59

62

48

60

22

21

17

22

4,7E-02

3,2E-02

4,8E-02

5,4E-02

8.89/7.47

9.14/7.11

8.71/6.88

5.03/4.37

50670/58113

42109/84142

60076/41055

42951/19149

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

C:nucleus

C:nucleus; F:DNA binding; F:transcription factor activity,
sequence-specific DNA binding; P:transcription, DNA-
templated; P:embryo development ending in seed
dormancy; P:regulation of transcription, DNA-templated;
F:protein dimerization activity; C:plasma membrane

C:chloroplast stroma; P:photoperiodism, flowering;
C:heterotetrameric ADPG pyrophosphorylase complex;
F:ATP binding; P:glycogen biosynthetic process; C:glucose-
1-phosphate adenylyltransferase complex; P:starch
biosynthetic process; C:apoplast; C:amyloplast;
C:chloroplast envelope; F:glucose-1-phosphate
adenylyltransferase activity

C:late endosome membrane; C:retromer complex;
C.cytosol; F:protein transporter activity; C:Golgi apparatus;
P:endosome to lysosome transport; C:multivesicular body;
P:intracellular protein transport; P:retrograde transport,
endosome to Golgi
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No

No

Yes

No




APENDICE B — TABELA DE ANOTACAO DE TERMOS GO (GENE ONTOLOGY) E EC (ENZYME CODE) DE PROTEINAS

DIFERENCIAIS PARA COMPARACAO SW VS. SH:SW

138

SpotID

SW:SH-SW

Ratio

ANOVA

Protein identification

Score

% seq.
coverage

e-value

p |caI/p Iobs

McaI/Mobs

Tag

expression

GO terms associated

Enzyme?

Commom spots

17

22

23

29

1,5124

-5,2960

-1,8884

-2,1524

0,04355

0,03899

0,04088

0,04351

73

71

65

61

27

38

44

8,7E-04

7,1E-03

2,5E-02

3,1E-02

8.29/4.90

8.68/3.67

6.21/3.59

6.52/5.18

28364/24610

29869/25404

23736/25135

34221/29396

UP

DOWN

DOWN

DOWN

C:chloroplast stroma; C:chloroplast photosystem lI;
F:calcium ion binding; C:apoplast; C:chloroplast envelope;
C:photosystem Il oxygen evolving complex;
P:photosynthesis, light reaction; C:chloroplast thylakoid
lumen; F:poly(U) RNA binding; C:extrinsic component of
membrane; P:defense response to bacterium

P:root epidermal cell differentiation; C:Golgi cisterna
membrane; P:galactose biosynthetic process; P:pollen
development; F:protein dimerization activity; C:plasma
membrane; P:capsule polysaccharide biosynthetic
process; P:xyloglucan biosynthetic process; F:UDP-
glucose 4-epimerase activity; P:rhamnogalacturonan Il
biosynthetic process; C:mitochondrion; F:UDP-arabinose
4-epimerase activity; C:integral component of membrane;
C:cytosol; P:arabinose biosynthetic process;
P:rhamnogalacturonan | biosynthetic process; P:UDP-L-
arabinose biosynthetic process

P:protein transport; F:SNAP receptor activity; C:Golgi
apparatus; F:SNARE binding; C:vacuole; C:intracellular
organelle part; P:exocytosis; C:plasma membrane;
C:nucleus; P:vesicle fusion; C:bounding membrane of
organelle; C:integral component of membrane; C:cytosol;
C:SNARE complex

C:preprophase band; P:positive regulation of cell
proliferation; P:cytokinesis by cell plate formation;

No

Yes

No

Yes



46

52

-2,4840

-2,8256

0,00188

0,03693

83

50

29

13

2,2E-02

3,8E-02

8.66/8.15

8.17/6.62

102318/34425

163221/36966

DOWN

DOWN

P:pollen development; P:protein autophosphorylation;
P:regulation of meristem structural organization;
P:regulation of cyclin-dependent protein serine/threonine
kinase activity; P:hormone-mediated signaling pathway;
F:ATP binding; P:response to cold; P:unidimensional cell
growth; P:G2/M transition of mitotic cell cycle; C:cytosol;
P:histone phosphorylation; P:stomatal complex formation;
F:RNA polymerase |l carboxy-terminal domain kinase
activity; C:cyclin-dependent protein kinase holoenzyme
complex; P:regulation of meiotic nuclear division;
P:asymmetric cell division; P:DNA endoreduplication;
P:mitotic nuclear division; F:cyclin-dependent protein
serine/threonine kinase activity; C:plasma membrane;
P:cotyledon development; C:nucleus; C:cortical
microtubule, transverse to long axis; F:cyclin binding;
P:regulation of G2/M transition of mitotic cell cycle

C:proteasome regulatory particle, base subcomplex;
P:response to salt stress; P:response to wounding;
P:pollen development; P:response to jasmonic acid; P:cell
adhesion; C:vacuole; P:response to cytokinin; P:response
to auxin; P:response to cold; C:chloroplast; P:response to
heat; C:plasmodesma; P:glucosinolate catabolic process;
C:cytosol; F:carbohydrate binding; P:response to
misfolded protein; F:polyubiquitin binding; P:leaf
senescence; P:root hair elongation; P:response to
herbivore; P:defense response; P:cellular response to
DNA damage stimulus; P:nitrile biosynthetic process;
P:post-embryonic root development; P:proteasome core
complex assembly; P:response to sucrose; C:nucleus;
F:peptide receptor activity; P:proteasome-mediated
ubiquitin-dependent protein catabolic process; P:response
to abscisic acid; P:stamen formation; C:membrane;
P:vegetative to reproductive phase transition of meristem;
P:regulation of seed germination

F:ATPase activity, coupled to transmembrane movement
of substances; P:lead ion transport; P:response to ozone;
P:response to jasmonic acid; P:terpenoid transport;
P:abscisic acid transport; P:response to salicylic acid;
C:plasma membrane; P:response to ethylene; F:ATP
binding; P:drug transmembrane transport; F:protein

139

Yes



63

122

126

128

185

-1,9054

-2,2744

-4,0225

-4,4885

-4,1947

0,04123

0,04115

0,00543

0,01518

0,01045

91

59

63

69

86

38

22

20

48

38

3,7E-03

4,7E-02

3,6E-02

6,3E-03

9,8E-03

6.81/7.30

5.57/5.11

9.02/5.79

11.86/6.17

10.82/6.94

40993/39573

119174/63875

63127/67436

10926/66187

28441/39716

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

140

binding; P:defense response to oomycetes;
C:mitochondrion; C:integral component of membrane

ND -

C:chloroplast; P:RNA splicing; F:RNA binding; P:tRNA

processing; P:mRNA processing No

C:apoplast; F:binding; C:intracellular part; P:defense No
response to bacterium

C:mitochondrion No

C:chloroplast; F:RNA binding; F:protein binding;
F:structural constituent of ribosome; P:embryo
development ending in seed dormancy; P:cytoplasmic
translation; C:Golgi apparatus; C:cytosolic large ribosomal
subunit; C:nucleolus; C:vacuolar membrane; C:plasma
membrane

Exclusive spots

30

31

70

78

0,00004

0,00001

0,02539

0,00457

80

82

82

70

50

27

12

35

4,5E-02

3,0E-02

3,0E-02

3,8E-04

6.31/6.33

7.17/6.19

8.40/5.09

6.32/7.09

16796/29385

69758/30162

124874/43629

50060/45911

upP

UP

UP

upP

ND -

P:regulation of defense response by callose deposition;
P:regulation of root meristem growth; P:response to
ozone; C:Golgi membrane; P:jasmonic acid and ethylene-
dependent systemic resistance; C:plasma membrane;
C:endoplasmic reticulum membrane; F:nucleotide
binding; P:defense response to fungus, incompatible
interaction; C:nucleus; P:defense response to bacterium,
incompatible interaction; F:protein binding; P:defense
response to oomycetes; C:mitochondrion; P:cellular
response to UV; C:cytosol

No

ND -

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle; Yes
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;



82

85

88

109

111

155

159

160

0,00008

0,00882

0,00149

0,01610

0,03046

0,00172

0,00000

0,00007

80

87

76

84

66

63

61

62

15

35

31

40

35

38

45

38

4,1E-02

8,6E-03

7,7E-05

1,4E-05

9,0E-03

2,5E-02

3,0E-02

5,0E-02

8.63/4.82

6.17/5.31

6.32/7.09

5.57/5.51

5.95/5.43

6.54/4.39

11.78/5.61

9.04/4.90

61599/46672

33057/48598

49976/49750

55043/57015

59933/57041

29295/19644

12407/29661

29485/34508

upP

upP

upP

UP

upP

DOWN

DOWN

DOWN

F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

C:chloroplast; F:endonuclease activity; P:xylem and
phloem pattern formation; P:leaf development;
C:mitochondrion; P:sugar mediated signaling pathway;
P:mitochondrial mMRNA modification

ND

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

C:proton-transporting ATP synthase complex, catalytic
core F(1); F:ATP binding; P:ATP hydrolysis coupled

proton transport; F:proton-transporting ATPase activity,
rotational mechanism; P:ATP synthesis coupled proton
transport; C:chloroplast thylakoid membrane; F:proton-

transporting ATP synthase activity, rotational mechanism

P:ATP hydrolysis coupled proton transport; C:chloroplast
envelope; C:Golgi apparatus; P:response to cadmium ion;

F:poly(U) RNA binding; C:nucleolus; C:mitochondrial
proton-transporting ATP synthase, catalytic core;
C:chloroplast thylakoid membrane; F:proton-transporting
ATP synthase activity, rotational mechanism; F:ATP
binding; C:mitochondrial respiratory chain complex ;

F:protein binding; F:copper ion binding; C:cytosol; P:ATP

synthesis coupled proton transport

ND

C:chloroplast; F:structural constituent of ribosome;
C:cytosolic small ribosomal subunit; F:rRNA binding;

P:translation

C:thylakoid lumen; C:plastoglobule; C:chloroplast
thylakoid membrane

141

Yes

Yes

Yes

Yes

No

No



162

172

175

199

203

204

206

211

0,00995

0,00002

0,00294

0,00010

0,03687

0,00021

0,00001

0,00580

a7

143

64

81

67

62

67

55

20

52

48

24

24

21

18

19

5,2E-02

1,7E-11

2,0E-02

3,3E-02

1,5E-02

5,0E-02

7,6E-03

9,9E-03

8.94/5.84

6.14/6.82

11.86/6.03

8.43/4.78

9.02/5.97

4.80/5.62

6.43/7.74

6.32/6.92

37638/39235

51976/53675

10926/65524

45935/26844

63127/29539

44829/29621

89645/29938

50122/32979

DOWN

DOWN

DOWN

upP

upP

upP

UP

upP

C:chloroplast stroma; P:response to salt stress; P:embryo
development ending in seed dormancy; C:Golgi
apparatus; P:cold acclimation; C:vacuolar membrane;
P:response to cytokinin; C:chloroplast thylakoid
membrane; P:response to heat; C:plasmodesma;
C:cytosol; P:chloroplast-nucleus signaling pathway;
P:response to cadmium ion; P:response to reactive
oxygen species; C:plasma membrane; F:heme binding;
P:hydrogen peroxide catabolic process; C:peroxisomal
membrane; F:protein binding; F:metal ion binding;
C:chloroplast membrane; C:cell wall; C:mitochondrion;
C:integral component of membrane; P:cellular oxidant
detoxification; P:oxidation-reduction process; P:hydrogen
peroxide mediated signaling pathway; F:L-ascorbate
peroxidase activity

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

C:mitochondrion
ND

C:apoplast; F:binding; C:intracellular part; P:defense
response to bacterium

ND

F:ATP binding; C:cytoplasm; F:metal ion binding;
C:membrane; F:ADP binding; P:metal ion transport;
P:plant-type hypersensitive response

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity
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Yes

Yes

No

No

No

Yes



213

217

218

219

220

221

224

227

0,00444

0,02007

0,00096

0,00000

0,00125

0,02742

0,00069

0,02348

61

65

61

67

60

61

60

61

18

21

40

24

35

17

31

15

2,9E-02

2,9E-02

2,9E-02

1,5E-02

5,2E-02

3,3E-02

0,034

2,8E-02

8.75/5.39

4.68/6.60

9.20/6.04

9.02/7.37

4.82/5.06

6.21/5.97

4.65/5.74

7.44/6.17

57713/34709

43791/39926

30999/40757

63127/40952

42849/41719

59633/42772

26346/42722

93479/43517

upP

UP

upP

upP

upP

upP

UP

UP
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F:beta-gentiobiose beta-glucosidase activity; P:response
to salt stress; F:beta-L-arabinosidase activity; C:Golgi
apparatus; C:extracellular region; C:plant-type cell wall;
P:response to hormone; P:glycosyl compound metabolic
process; C:plastid; F:beta-galactosidase activity;
P:alkaloid biosynthetic process; P:carbohydrate metabolic
process; C:plasmodesma; F:glucan exo-1,3-beta- Yes
glucosidase activity; F:beta-D-fucosidase activity;
C:mitochondrion; F:vomilenine glucosyltransferase
activity; P:glucosinolate catabolic process; C:cytosol;
C:cytoplasmic, membrane-bounded vesicle;
F:raucaffricine beta-glucosidase activity; F:scopolin beta-
glucosidase activity

ND -
C:extracellular region No

C:apoplast; F:binding; C:intracellular part; P:defense

response to bacterium No
P:biological_process; C:nucleus; C:chloroplast; No
C:cytoplasm; C:cellular_component; F:molecular_function
P:negative regulation of catalytic activity; F:alpha-amylase
inhibitor activity; P:cellular response to abscisic acid No

stimulus; C:cytoplasmic, membrane-bounded vesicle;
F:nutrient reservoir activity; P:seed maturation

C:PCNA complex; P:positive regulation of DNA repair;

P:leading strand elongation; P:error-prone translesion

synthesis; P:positive regulation of DNA replication;

F:chromatin binding; P:mismatch repair; C:nucleolus; No
F:damaged DNA binding; F:DNA polymerase processivity

factor activity; F:protein binding; P:cellular response to

UV; C:cytosol; P:regulation of cell cycle

C:origin recognition complex; F:zinc ion binding; F:double-
stranded methylated DNA binding; P:transcription, DNA- No
templated; P:DNA replication; P:double fertilization



238

245

246

253

260

269

272

0,00084

0,01494

0,01269

0,03779

0,00504

0,00003

0,01633

66

72

59

54

68

60

64

64

26

38

40

33

19

1,2E-02

2,4E-04

4,8E-02

1,3E-02

5,9E-03

4,9E-02

2,2E-02

10.62/7.32

6.34/7.27

9.04/5.09

9.15/4.87

10.92/9.31

5.05/6.47

8.05/6.05

12612/58861

49178/50057

61576/94494

25157/34738

30315/34829

35152/105339

77746/28889

upP

upP

UP

UP

upP

UpP

DOWN
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forming a zygote and endosperm; P:regulation of
transcription, DNA-templated; F:chromatin binding;
C:plastid; P:response to sucrose; C:nucleus; F:ATP
binding; F:protein binding

ND -

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;

C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process; Yes
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate

carboxylase activity

P:RNA processing No

C:mitochondrial proton-transporting ATP synthase
complex, catalytic core F(1); F:zinc ion binding; P:proton
transport; C:chloroplast thylakoid; C:Golgi apparatus;
P:ATP biosynthetic process; C:plastid envelope;
C:plasma membrane; P:response to stress;
P:photosynthetic electron transport chain; F:proton-
transporting ATP synthase activity, rotational mechanism;
F:cobalt ion binding

Yes

C:chloroplast; F:structural constituent of ribosome;
P:cytoplasmic translation; C:mitochondrion; C:cytosolic
large ribosomal subunit; F:transferase activity; F:rRNA
binding

No

ND -

P:hyperosmotic salinity response; P:signal transduction;
P:response to other organism; P:positive regulation of
response to salt stress; P:protein autophosphorylation;
F:protein serine/threonine kinase activity; F:binding;
P:defense response; P:response to hormone; P:phyllome
development; P:meristem structural organization;
P:response to oxygen-containing compound,;
P:developmental process involved in reproduction;
P:response to oxidative stress; C:intracellular membrane-
bounded organelle; C:cytosol; P:response to lipid

Yes



274

276

277

278

281

286

201

0,00121

0,01587

0,00367

0,00116

0,00095

0,00529

0,00490

64

63

59

51

108

76

62

16

33

35

52

42

20

27

3,5E-02

1,8E-02

4,8E-02

2,4E-02

5,3E-08

1,0E-03

2,3E-02

9.45/5.71

5.30/5.74

4.82/5.00

4.88/6.66

6.32/6.98

6.14/5.68

4.88/5.24

90401/35779

42017/40192

42849/41740

19490/45637

50060/54144

87950/67501

53721/63934

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

ND

C:chloroplast stroma; P:response to salt stress;
P:response to wounding; C:nucleolus; C:vacuole;
P:response to cytokinin; P:response to auxin; P:cell
division; F:ATP binding; C:plasmodesma; F:copper ion
binding; P:response to far red light; C:apoplast; C:cytosol;
P:response to red light; C:chloroplast envelope;
P:response to high light intensity; P:root hair cell tip
growth; F:structural constituent of cytoskeleton; P:seed
germination; C:plasma membrane; C:cytoskeleton;
F:protein binding; C:cell wall; C:mitochondrion; P:actin
cytoskeleton organization

P:biological_process; C:nucleus; C:chloroplast;
C:cytoplasm; C:cellular_component; F:molecular_function

ND

F:nucleotide binding; F:magnesium ion binding;
C:chloroplast; P:reductive pentose-phosphate cycle;
P:photorespiration; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:ribulose-bisphosphate
carboxylase activity

P:phloem or xylem histogenesis; P:cytoskeleton
organization; P:activation of GTPase activity; P:embryo
development ending in seed dormancy; P:xylem and
phloem pattern formation; C:trans-Golgi network transport
vesicle; F:GTPase activator activity; F:phosphatidylinositol
binding; P:pollen development; P:endocytosis; C:plasma
membrane; P:leaf morphogenesis; P:response to auxin;
C:nucleus; C:endocytic vesicle; F:DNA binding; C:trans-
Golgi network; C:endosome; F:protein binding;
P:response to abscisic acid; F:metal ion binding;
C:cytosol; P:floral organ abscission

C:chloroplast stroma; C:cytosolic ribosome; P:embryo
development ending in seed dormancy; C:Golgi
apparatus; C:nucleolus; C:vacuolar membrane;
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No

No

Yes

No

No



308

316

0,00026

0,00763

53

65

30

84

1,6E-02

2,7E-02

8.11/5.90

10.94/7.23

53012/46510

5686/59081

DOWN

DOWN

146

P:chloroplast organization; P:response to cytokinin;
C:thylakoid; F:ATP binding; P:response to cold;
P:inflammatory response; P:response to heat; P:cell
death; P:systemic acquired resistance; F:copper ion
binding; C:stromule; C:apoplast; C:chloroplast envelope;
P:chaperone mediated protein folding requiring cofactor;
P:response to cadmium ion; P:protein refolding; C:plasma
membrane; P:mitochondrion organization; F:protein
binding; C:mitochondrial matrix; P:chaperone-mediated
protein complex assembly

F:oxygen binding; P:jasmonic acid biosynthetic process;
P:response to wounding; P:response to jasmonic acid;

F:allene oxide synthase activity; F:monooxygenase

activity; C:chloroplast thylakoid membrane; P:oxylipin

metabolic process; C:plastid inner membrane; No
P:epoxygenase P450 pathway; F:metal ion binding;

C:chloroplast membrane; C:mitochondrion; P:defense

response to fungus; C:plastoglobule; P:sterol metabolic

process

ND -
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ANEXO A — AUTORIZACAO DE COLETA DE MATERIAL VEGETAL

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéio e Informacgéo em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico

Numero: 49243-1 Data da Emissao: 12/05/2015 10:51

Dados do titular

| Nome: ADAUTO GOMES BARBOSA NETO CPF: 066.066.224-84

Observacdes e ressalvas

1

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

A autorizac&o ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades
forem realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacdo federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso;
I1) da comunidade indigena envelvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; 1ll) do Conselho de
Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em area indispensavel a seguranca nacional; 1V) da autoridade maritima, quando as atividades
de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploracdo de
depédsitos fossiliferos ou a extracdoe de espécimes fosseis; V1) do érgdo gestor da unidade de conservacéo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no Ambito do ensino superior.

E necessario a obten¢do de anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como de consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera
realizada a atividade

Este documento ndo abrange a coleta de vegetais hidrébios, tendo em vista que o Decreto-Lei n® 221/1967 e o Art. 36 da Lei n® 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtenc¢do de autorizag@o para coleta de vegetais hidrébios para fins cientificos..

A autorizacdo para envio ao exterior de material biologico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenga para importacdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

Este documento ndo é valido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extinc&o; b) recebimento ou envio
de material biolégico ao exterior; e c) realizacdo de pesquisa em unidade de conservacéo federal ou em caverna.

Este documento nédo dispensa o cumprimento da legislagéio que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informacdes em www mma.gov.br/cgen.

Taxons autorizados

[#] Nivel taxonémico [ Taxon(s)

1

| GENERO [Lemna

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa

n® 03/2014. Através do codigo de autenticacéo abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio

da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www_icmbio.gov br/sisbio).

Codigo de autenticagio: 86924914 HlHlH”lH‘l‘ll“‘"‘

| Pagina 1/1
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CURRICULO LATTES ATUALIZADO

Adauto Gomes Barbosa Neto
Curriculum Vitae

Dados pessoais

Nome Adauto Gomes Barbosa Neto

Filiacédo JOZEILDO GOMES BARBOSA e MARIA JOSE RAMOS DE SOUZA
Nascimento 23/11/1987 - CAMARAGIBE/PE - Brasil

Carteira de Identidade 6352120 SDS - PE - 15/09/2005

CPF 066.066.224-84

Endereco residencial RUA EXP. CONSTANTINO AVELINO DE SA, 242 - BL-C, CS-101
CAPIBARIBE - S&o Lourenco da Mata
54740-660, PE - Brasil
Telefone: 081 35254812
Endereco eletrdnico E-mail para contato : nettobiologo@hotmail.com
E-mail alternativo nettobiologo@gmail.com

Formacao académical/titulacao

2013 Doutorado em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: ANALISE PROTEOMICA E BIOTECNOLOGICA DE LEMNACEAS
PARA PRODUQAO PILOTO DE BIOMASSA E BIOETANOL
Orientador: TERCILIO CALSA JUNIOR

2011 - 2013 Mestrado em Biologia Celular e Molecular Aplicada.
Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil
Titulo: Andlise Protedmica de Dekkera bruxellensis associada a assimilagcdo de
nitrato e de amonio em aerobiose, Ano de obtencao: 2013
Orientador: Tercilio Calsa Junior
Co-orientador: Marcos Antdnio de Morais Junior
Bolsista do(a): Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2006 - 2010 Graduacao em Licenciatura Plena em Ciéncias Bioldgicas.
Universidade Catolica de Pernambuco, UNICAP, Recife, Brasil

Formacao complementar

2016 - 2016 Curso de curta duracdo em Protedmica como ferramenta analitica para
biosseguranca de plantas GM. (Carga horaria: 40h).
CENTRO BRASILEIRO-ARGENTINO DE BIOTECNOLOGIA, CBAB, Brasil

2013 - 2013 Curso de curta duracdo em Protebmica e Espectrometria de Massas. (Carga
horéria: 20h).
Instituto de Bioinformatica e Biotecnologia, I12BIO, Sao Paulo, Brasil

2013 - 2013 Curso de curta duracdo em Utilization of Nanoparticles In Proteomics And Pro.

(Carga horaria: 6h).
International Congress on Analytical Proteomics, ICAP, Brasil

Atuacéao profissional
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1. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo institucional

2014 - 2014 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Estagio & Docéncia

(Genética Humana) 2014.1 , Carga horaria: 6, Regime: Parcial
Outras informagoes:

Estagio a Docéncia (30 h) na Disciplina Genética Humana do Centro de Biociéncias (UFPE), sob
supervisdo da Profa. Dra. Mdnica Carvalho.

2014 - 2014 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Estdgio a Docéncia

(Genética Humana) 2014.2, Regime: Parcial
Outras informacgdes:

Estagio & Docéncia (30 h) na Disciplina Genética Humana do Centro de Biociéncias (UFPE), sob
supervisao da Profa. Dra. Ménica Carvalho.

2013 - Atual Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: ESTUDANTE DE
DOUTORADO - PPGG, Carga horéria: 40, Regime: Integral

2. Colégio Agricola Dom Agostinho lkas — CODAI/UFRPE

Vinculo institucional

2015 - 2015 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Tutor EAD
(Microbiologia Geral - 80 h) , Carga horéria: 10, Regime: Parcial

2014 - 2014 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Tutor EAD
(Microbiologia Aplicada - 80 h) , Carga horéaria: 10, Regime:
Parcial

2014 - 2014 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Tutor EAD
(Microbiologia Geral - 80 h) , Carga horaria: 10, Regime: Parcial

2013 - 2013 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Tutor Virtual
(Microbiologia Aplicada - 80 h) , Carga horéaria: 10, Regime:
Parcial

2013 - 2013 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Tutor EAD
(Microbiologia Aplicada - 80 h) , Carga horaria: 10, Regime:
Parcial

Projetos

Projetos de pesquisa

2013 - Atual

2011 - 2014

Analise protedbmica de lemnaceas associada a producdo de biomassa e
bioenergia

Analise protebmica da resposta ao estresse por radiagdo ultravioleta e seca em
cana-de-agucar (Saccharum spp.)

Prémios e titulos

2016

2013

2012

Jovem Geneticista: Genética, Evolugcdo e Melhoramento de Plantas (Mencéo
honrosa), XXI Encontro de Genética do Nordeste

Il JORNADA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA - PAINEL, DEPT.
GENETICA/CCB/UFPE

Premiacdo da 14* Jornada de Iniciacdo  Cientifica  (PIBIC
CATOLICA/CNPg/FACEPE) - Area: Ciéncias Biologicas, UNIVERSIDADE
CATOLICA DE PERNAMBUCO



150

2012 Premiacdo da 14* Jornada de Iniciacdo  Cientifica  (PIBIC
CATOLICA/CNPQ/FACEPE) - Area: Geral, UNIVERSIDADE CATOLICA DE
PERNAMBUCO

2011 Prémio Jovem Pesquisador, CCBS/UNICAP (I CONABIO)

2010 Il SIMPOSIO NORDESTINO DE CIENCIAS BIOLOGICAS, UNIVERSIDADE

CATOLICA DE PERNAMBUCO - CCBS

2009 Il SIMPOSIO NORDESTINO DE CIENCIAS BIOLOGICAS, UNIVERSIDADE
CATOLICA DE PERNAMBUCO-CCBS

Producéo

Producdo bibliogréfica
Artigos completos publicados em periddicos

1. Neto, Adauto Gomes Barbosa; PESTANA-CALSA, MARIA CLARA; DE MORAIS, MARCOS
ANTONIO; CALSA, TERCILIO. Proteome responses to nitrate in bioethanol production
contaminant Dekkera bruxellensis. Journal of Proteomics (Print). , p.104 - 111, 2014.

2. DUTRA, EMMANUEL D.; Neto, Adauto Gomes Barbosa; SOUZA, RAFAEL BARROS;
MORAIS JUNIOR, MARCOS ANTONIO; TABOSA, JOSE NILDO; MENEZES, ROMULO SIMOES
CEZAR. Ethanol Production from the Stem Juice of Different Sweet Sorghum Cultivars in the State
of Pernambuco, Northeast of Brazil. Sugar Tech. , p.316 - 321, 2013.

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1. LEITE, A. L.; SANTOS, F. J. A. L.; BARBOSA NETO, A. G.; BRASILEIRO, B. T. R. V. Analise
de intervencdo microbiolégica em unidade industrial produtora de bioetanol In: | CONGRESSO
INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, 2013, RECIFE. | CONGRESSO
INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS. , 2013.

2. SILVA, A. C. P.; LEITE, A. L.; SANTOS, F. J. A. L.; LIMA, M. C. S.; BARBOSA NETO, A. G,;
BRASILEIRO, B. T. R. V. Identificacdo das variagcdes alélicas de Saccharomyces cerevisiae na
fermentac&o industrial In: | CONGRESSO INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, 2013,
RECIFE. | CONGRESSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS. , 2013.

3. LIMA, M. C. S.; SANTOS, F. J. A. L,; LEITE, A. L.; BARBOSA NETO, A. G.; BRASILEIRO, B. T.
R. V. linfluéncia do reciclo de fermento na capacidade fermentescivel de melaco In: |
CONGRESSO INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, 2013, RECIFE. | CONGRESSO
INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS. , 2013.

4. CAVALCANTI, R. F. N.; BARBOSA NETO, A. G.; PESTANA-CALSA, M. C.; GUSMAO, N. B.;
SILVA, F. C. A,; CALSA JUNIOR, T. Plasticidade fenotipica de Rhodotorula aurantiaca na
presenca de combustiveis fosseis In: | CONGRESSO INTERNACIONAL DE CIENCIAS
BIOLOGICAS, 2013, RECIFE. | CONGRESSO INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS. ,
2013.

5. MANSO, T. C.; CAVALCANTI, R. F. N.; BARBOSA NETO, A. G.; CALSA JUNIOR, T. Predicdo
In silico da estrutura 3D da catalase de cana-de-acucar In: | CONGRESSO INTERNACIONAL DE
CIENCIAS BIOLOGICAS, 2013, RECIFE. | CONGRESSO INTERNACIONAL DE CIENCIAS
BIOLOGICAS. , 2013.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. BARBOSA NETO, A. G.; MORAIS, M. B.; CALSA JUNIOR, T. Avaliagdo da plasticidade
fenotipica de Lemna aequinoctialis (L.) para fitorremediacdo e producédo de bioenergia In: XXI
Encontro de Genética do Nordeste, 2016, Recife-PE. XXI Encontro de Genética do Nordeste. ,
2016.
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2. BARBOSA NETO, A. G.; MORAIS, M. B.; CALSA JUNIOR, T. Perfil protedbmico de Lemna
aequinoctialis (L.) cultivada em meio SH e efluente de estacdo de tratamento de esgoto In: XXI
Encontro de Genética do Nordeste, 2016, Recife-PE. XXI Encontro de Genética do Nordeste. ,
2016.

3. MORAIS, M. B.; BARBOSA NETO, A. G.; WILLADINO, L. G.; CALSA JUNIOR, T. Identificag&o
de proteinas de lentilha-d'agua (Lemna sp.) cultivada in vitro sob light-emiting diode (LED) In: XV
Brasilian Congress os Plant Physiology, 2015, Foz do Iguagu-PR. XV Brasilian Congress 0s
Plant Physiology/1st Brazilian-Israeli Plant Science Conference. , 2015.

4. MORAIS, M. B.; BARBOSA NETO, A. G.; VASCONCELOS, S. L.; WILLADINO, L. G.; CALSA
JUNIOR, T. Metabolismo oxidativo de isolados de lentilhas-d'agua (Lemna sp.) cultivadas in vitro.
In: XV Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo, 2015, Recife-PE. XV Jornada de Ensino,
Pesquisa e Extensdo (XV JEPEX). , 2015.

5. SOUZA, A. E. R.; SOUZA, J. M.; BARBOSA NETO, A. G.; SILVA, F. C. A,; Pestana-Calsa, MC;
CALSA JUNIOR, T. Cell wall proteomics in sugarcane under simultaneous ultraviolet-B radiation
and drought stresses. In: Brazilian Bioenergy Science and Technology Conference (BBEST), 2014,
Blzios-RJ. 2nd Brazilian Bioenergy Science and Technology Conference (BBEST)., 2014.

6. ALMEIDA, R. R.; BARBOSA NETO, A. G.; SILVA, F. C. A.; Pestana-Calsa, MC; CALSA
JUNIOR, T. Differential proteome analysis of sugarcane inoculated with nitrogen-fixing endophyte
Gluconacetobacter diazotrophicus In: Brazilian Bioenergy Science and Technology Conference
(BBEST), 2014, Blzius-RJ. 2nd Brazilian Bioenergy Science and Technology Conference
(BBEST)., 2014.

7. SOUZA, A. E. R,; MARTINS, P. G. S.; SOUZA, J. M.; BARBOSA NETO, A. G.; CALSA
JUNIOR, T. ldentificacdo de proteinas de parede celular e processos biol6gicos envolvidos na
cana-de-agUcar submetida a estresse de radiacdo ultravioleta B e seca In: 20° Encontro de
Genética do Nordeste, 2014, Campina Grande - PB. XX ENGENE. , 2014.

8. BARBOSA NETO, A. G.; SOUZA, G. H. M. F.; CALSA JUNIOR, T. Protein expression profile
associated with Glycolysis pathway in response to nitrate assimilation in Dekkera bruxellensis In:
20° Encontro de Genética do Nordeste, 2014, Campina Grande - PB. XX ENGENE. , 2014.

9. SOUZA, A. E. R,; SOUZA, J. M.; BARBOSA NETO, A. G.; SILVA, F. C. A.; PESTANA-CALSA,
MARIA CLARA; CALSA JUNIOR, T. Sugarcane cell wall proteome response to high ultraviolet-B
radiation stress In: 1st INPPO World Congress, 2014, Hamburg, Germany. 1st INPPO World
Congress on Plant Proteomics. , 2014.

10. BARBOSA NETO, A. G.; MORAIS, M. B.; CALSA JUNIOR, T. 2-DE profiling of duckweed
(Lemna sp. ) proteome exposed to light-emitting diode (LED) In: 20° Encontro de Genética do
Nordeste, 2014, Campina Grande - PB. XX ENGENE. , 2014.

11. BARBOSA NETO, A. G.; SILVA, V. C.; MORAIS JUNIOR, M. A.; CALSA JUNIOR, T.
Identification of reference proteins for Dekkera bruxellensis 2D-PAGE profiling using MALDI-
ToF/ToF In: 3rd International Congress on Analytical Proteomics, 2013, SAO PEDRO.
International Congress on Analytical Proteomics. , 2013.

12. BARBOSA NETO, A. G.; SILVA, P.K.N.; SILVA, V. C.; MORAIS JUNIOR, M. A.; CALSA
JUNIOR, T. Proteomics of Dekkera bruxellensis on nitrate In: 26th International Conference on
Yeast Genetics and Molecular Biology, 2013, Frankfurt, Germany. Yeast (DOI:10.1002/yea.2973).
Wiley, 2013. v.30. p.163 - 163

Apresentacéo de trabalho e palestra

1. BARBOSA NETO, A. G. Protebmica de Ileveduras, 2014. (Conferéncia ou
palestra,Apresentacéo de Trabalho)
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2. BARBOSA NETO, A. G.; SILVA, V. C.; Marcos Morais Jr.; Calsa Jr., T Identification of
reference proteins for Dekkera bruxellensis 2D-PAGE profiling using MALDI-ToF/ToF, 2013.
(Congresso, Apresentacéo de Trabalho)

3. BARBOSA NETO, A. G.; SILVA, P.K.N.; SILVA, V. C.; Marcos Morais Jr.; Calsa Jr., T
Proteomics of Dekkera bruxellensis on nitrate, 2013. (Congresso, Apresentacéo de Trabalho)

Producéo técnica
Demais produgdes técnicas

1. Neto, Adauto Gomes Barbosa
Biologia Molecular - Conceitos e Técnicas, 2014. (Outro, Curso de curta duragdo ministrado)

Orientacdes e Supervisdes
Orientacfes e supervisdes concluidas

Monografias de concluséo de curso de aperfeicoamento/especializacao

1. ANGELA FRANCISCA DA SILVA. Atividades antropicas e contaminacéo das aguas do rio
Capibaribe em S&o Lourenco da Mata-PE. 2014. Monografia (GESTAO AMBIENTAL COM
ENFASE EM ZONA COSTEIRA) - Fundacéo de Ensino Superior de Olinda

Iniciacdo cientifica

1. ADY LUNA LEITE. Avaliacdo da Capacidade Fermentescivel de Hidrolisados de
Substratos Amilaceos e Lignocelul6sicos para producédo de bioetanol (CO-ORIENTADOR).
2014. Iniciacéo cientifica (Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Catélica de Pernambuco

2. FELIPE JOSE ALDES DE LIMA SANTOS. Isolamento e Caracterizagcdo fisiologica de
leveduras com potencial fermentativo para producdo de bioetanol a partir de substratos
alternativos (CO-ORIENTADOR). 2014. Iniciacéo cientifica (Ciéncias Biol6gicas) - Universidade
Catdlica de Pernambuco

Eventos
Participacdo em eventos

1. XXI Encontro de Genética do Nordeste, 2016. (Encontro) Avaliacdo da plasticidade fenotipica
de Lemna aequinoctialis (L.) para fitorremediacdo e producéo de bioenergia.

2. V Jornada de P6s-graduacdo em Genética, 2015. (Encontro) Identificacdo de acessos de
lentilhas-d'agua isoladas na Regido Metropolitana de Recife-PE.

3. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 20° Encontro de Genética do Nordeste, 2014.
(Encontro) Protein expression profile associated with Glycolysis pathway in response to nitrate
assimilation in Dekkera bruxellensis.

4. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 3rd International Congress on Analytical Proteomics,
2013. (Congresso) ldentification of reference proteins for Dekkera bruxellensis 2D-PAGE profiling
using MALDI-ToF/ToF.
5. Avaliador no(a) 4* Jornada de Metodologia e Iniciagdo Cientifica UNINASSAU, 2013.
(Encontro) Avaliador de apresentacdo de poster de iniciacdo cientifica de estudantes de
engenharia ambientall.

6. Conferencista no(a) SIMPOSIO DE GENETICA E BIOTECNOLOGIA (SIGEBIO), 2013.
(Simposio) Palestra: Protebmica de leveduras.

Organizacéo de evento

1. BARBOSA NETO, A. G.; BRASILEIRO, B. T. R. V. | CONGRESSO INTERNACIONAL DE
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CIENCIAS BIOLOGICAS, 2013. (Congresso, Organizacdo de evento)

Bancas
Participacdo em banca de trabalhos de concluséo

Curso de aperfeicoamento/especializacao

1. BARBOSA NETO, A. G. Participacdo em banca de ANGELA FRANCISCA DA SILVA.
Atividades antrépicas e contaminacdo das aguas do rio Capibaribe em S&o Lourenco da
Mata-PE, 2014 (GESTAO AMBIENTAL COM ENFASE EM ZONA COSTEIRA) Fundagdo de
Ensino Superior de Olinda

2. BARBOSA NETO, A. G. Participagdo em banca de ARIANA MELO SALES. Controle da
qualidade do ar em ambientes hospitalares, 2013 (Especializacdo em Gestdo Ambiental)
Universidade de Pernambuco



