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RESUMO

Caracterizacao do proteoma de folhas de plantas de Eucalyptus grandis
sob déficit hidrico

O setor florestal € de grande importancia para a economia brasileira, sendo
responsavel por 91% de toda a madeira produzida para fins industriais e 6,2% do PIB
Industrial no pais. Entre as diversas espécies arboreas plantadas o eucalipto é a que
ocupa maior area, com mais de 5 milhdes de hectares, e esta disperso por quase
todo o territério nacional, mas principalmente em Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato
Grosso do Sul. Por conta dessa diversidade de paisagem necessita-se utilizar
variedades adaptadas a cada local, para que sejam as mais produtivas possiveis. Em
relacdo ao eucalipto a principal limitagdo para o seu crescimento é a agua. Assim,
identificar e compreender 0s mecanismos responsaveis pela resisténcia a seca
permitira o desenvolvimento de plantas tolerantes a seca e com maior produtividade.
A resposta a deficiéncia hidrica gera mudangas importantes nos processos
fisiolégicos e morfolégicos das plantas, tais como reducdo da dimensédo foliar e
biomassa. Neste sentido, a biologia molecular aparece como uma importante
ferramenta na identificagdo de genes, proteinas e vias metabdlicas, que regulam a
resposta da planta ao estresse. Nesse trabalho foi usada a protedmica quantitativa
label-free para a caracterizacdo do proteoma foliar de dois gendtipos de eucalipto
contrastantes, em resposta a restricdo hidrica e foi feita a analise dos parametro
fisiol6gicos. Dentro de cada gendtipo foi feito um grupo controle onde as plantas
permaneceram irrigadas. A comparacdo controle versus tratamento do genétipo
tolerante (CTXTT), resultou na quantificacdo de 1135 proteinas, entre elas Hsp70,
RPS1 e LHCB4.2. Os processos hioldgicos mais importantes para o tratamento foram
resposta ao calor, resposta ao estimulo de luz e resposta ao estresse. E para a
comparacdo do genétipo susceptivel, controle versus tratamento (CSxTS) foram
gquantificadas 1255 proteinas, entre elas VAR2, GR e AT4G02530 (CYP26-2), e entre
0S processos bioldgicos no tratamento destacam-se resposta ao estresse e resposta
a estimulos. Sendo assim, o proteoma refletiu a expressao das moléculas que
influenciam, mais diretamente, a bioquimica e o funcionamento celular, revelando que
ambos os gendtipos respondem diferentemente a influéncia do déficit hidrico.

Palavras-chave: 1. Eucalipto; 2. Protebmica Quantitativa Label-Free; 3. Déficit Hidrico



ABSTRACT

Characterization of plant proteome of Eucalyptus grandis under water
stress

Silviculture has been of great importance to Brazilian economy, accounting for 91% of all
wood produced for industrial purposes and 6.2% of the Industrial PIB in the country.
Among the several arboreal plant species planted in Brazil, eucalyptus occupies the
largest area with more than 5 million hectares, and is spread throughout most of the
territory, but mainly Minas Gerais, Sdo Paulo and Mato Grosso do Sul. Due to the
different landscapes it is necessary to use varieties adapted to each local, to assure the
greatest yields. The main limitation for eucalyptus growth is water. So discovering and
understanding the mechanisms responsible for drought resistance allows the
development of drought tolerant plants with higher productivity. As a response, water
deficit generates important changes in morphological and physiological processes in
plants as it causes the limitation of individual leaves size as well as biomass. In this
sense, molecular biology appears as an important tool to identify genes, proteins and
metabolic paths, which regulate the plant response to stress. To characterize the
proteome of the leaves of eucalyptus under drought stress of two contrasting genotypes,
it was used label-free quantitative proteomics and it was done the physiologics
parameters analyses. For each genotype was created a control group which was kept
irrigated. The comparison of the control versus treatment tolerant genotype (CTxTT)
were quantified 1135 proteins, among them Hsp70, RPS1 and LHCB4.2. The most
important biological processes were heat response, light stimulation response and
response to stress. And for the comparison of the susceptible genotype, control versus
treatment (CSxTS) were quantified 1255 proteins, among them VAR2, GR and
AT4G02530 (CYP26-2), and between the biological processes the most important ones
were response to heat and response to stimulus. Therefore, the proteome reflects the
expression of the molecules it influences, primarily the biochemistry and cellular
functioning, revealing that both genotypes respond differently to water deficit.

Key-words: 1. Eucalyptus; 2. Quantitative label-free proteomics; 3. Water Deficit



1. INTRODUCAO

Eucalyptus € um dos mais importantes géneros, pertencente a familia
Myrtaceae, sendo usado na industria de papel e celulose e de madeira
(LEONARDI et. al., 2015). H4A mais de 700 espécies desse género, que é
originario da Australia e Indonésia. Este € o0 género mais cultivado
mundialmente por causa de sua adaptabilidade a diferentes condicGes
climaticas e seu facil uso em programas de melhoramento genético, além
disso, proporciona um rapido retorno financeiro e uma alta produtividade com
custos reduzidos (PIRES et al., 1996; MARTINS et al., 2001; VELLINI, 2007,
LEONARDI et. al., 2015).

No Brasil, dos 851 milh6es de hectares menos de 1% é destinado a
plantacdo de florestas, o que corresponde a 7,84 milhGes de hectares de
florestas plantadas de eucalipto, pinus e outras espécies. Esse setor é
responsavel por 91% de toda a madeira produzida para fins industriais e 6,2%
do PIB Industrial no Pais, sendo o lider mundial em produtividade de madeira
(IBA, 2017). Além disso, em 2016 a producéo brasileira de celulose cresceu
8,1% em relacdo a 2015 tornando o Brasil o segundo maior produtor mundial
de celulose (IBA, 2017). Ainda de acordo com o IBA 2017, as planta¢bes de
eucalipto ocupam 5,7 milhdes de hectares de floresta plantada no Brasil em
mais de 15 estados, sendo os principais: Minas Gerais com 24%, Sao Paulo
com 17% e Mato Grosso do Sul com 15%, por isso a importancia em se
estudar este género.

A deficiéncia hidrica no solo e na atmosfera aliada a altas ou baixas
temperaturas e radiacdo sao 0s principais estresses que limitam a sobrevivéncia
e produtividade agronémica e florestal (BOYER, 1982; FLEXAS et al., 2002;
AREND e FROMM 2007; MARTINEZ-MEIER et al. 2008; CRAMER et al., 2011,
ZADRAZNIK et. al. 2013). Como resposta a deficiéncia hidrica, as plantas
sofrem mudangas importantes nos seus processos fisiolégicos (PIMENTEL,
2005) e morfologicos (CHAVES et al., 2004), havendo restrigdo ao acumulo de
biomassa (SILVA, 1998). Essa restricdo prejudica o crescimento inicial e também
em estadios mais tardios das plantas, pois causa limitagdo da dimensdo das
folhas individuais, do nimero de folhas, do nimero e taxa de crescimento dos

ramos e do crescimento do caule (OSORIO et al., 1998).



Neste sentido, a biologia molecular aparece como uma importante
ferramenta na identificacdo de genes, proteinas e vias metabdlicas, que regulam
a resposta da planta ao estresse, permitindo a compreensdo dos mecanismos
basicos envolvidos na resposta ao estresse hidrico nos niveis celulares e
moleculares (PRABU et al., 2011).

Umas das ferramentas da biologia molecular é a proteémica que refere-se
ao estudo do proteoma, ou seja, do conjunto de proteinas expressas pelo
genoma de uma célula sob determinado ambiente. Sendo assim, 0 proteoma
reflete a expressdo das moléculas que influenciam diretamente a bioquimica e o
funcionamento celular, auxiliando na compreenséo da resposta de plantas que
estdo sob condi¢des de estresses bidticos e abidticos, podendo ser um aliada em

programas de melhoramento vegetal (SILVA et.al., 2007).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Eucalipto

O eucalipto € uma angiosperma pertencente a familia Myrtaceae e ao
género Eucalyptus. O género possui mais de 700 espécies originarias
principalmente da Austrdlia, mas também tendo espécies da Nova Guiné,
Indonésia e Filipinas. Por sua capacidade em se adaptar a diferentes
condi¢cbes climaticas e por seu facil uso em programas de criacdo, além de
proporcionar um rapido retorno financeiro e uma alta produtividade com custos
reduzidos, é, atualmente, o género mais cultivado mundialmente (PIRES et al.,
1996; MARTINS et al., 2001; VELLINI, 2007; LEONARDI et. al., 2015).

No Brasil, as principais espécies plantadas sdo o Eucalyptus grandis,
Eucalyptus saligna, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus viminalis, hibridos de
Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla, Eucalyptus citriodora, Eucalyptus
camaldulensis (CENTRO DE INTELIGENCIA EM FLORESTAS, 2017).

E. grandis € a espécie de eucalipto mais cultivada no pais, pois tem
rapido crescimento, caracteristicas silviculturais desejaveis, propriedades
diversas da madeira, importancia econémica e variabilidade genética grande
(MIRANDA, 2012). Sua madeira € marrom-rosada e apresenta densidade baixa
sendo destinada em sua maioria para a producado de celulose e papel, painéis
de fibra e aglomerado, combustivel industrial, doméstico e produtos de serraria
(SOARES et al., 2003). Além disso, segundo o Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas (IPT) sua madeira também pode ser utilizada na construcao civil
leve (ripas, partes secundarias de estruturas, corddes, guarni¢des, rodapés,
forros, lambris, pontaletes, andaimes, tabuas, tacos e parquetes).

O E. saligna é plantado principalmente nos estados de Sao Paulo e
Parana. Sua madeira vermelha-clara € pesada e de boa qualidade, podendo
ser utilizada para diversos fins (FERREIRA, 1979). Suas folhas contém 1% de
Oleo essencial (LORENZI et al. 2003).

A madeira de E. urophylla apresenta densidade mediana (MOURA,
1986), e pode ser usada na producdo de carvao, biomassa, chapas,

aglomerados, painéis, celulose, postes e dormentes (MOURA, 2004).



Em E. viminalis a madeira pode ser utilizada para caixotaria, escoras de
construcdo, mourdes e lenha. A espécie € altamente resistente & geadas,
susceptivel a deficiéncias hidricas e apresenta boa capacidade de regeneragéo
por brotacGes das cepas. Por conta disso, € uma espécie com alto potencial
para regides com ocorréncia de geadas severas (FERREIRA, 1979).

O E. citriodora ou Corymbia citriodora € muito cultivada para
reflorestamentos e para extracdo de Oleo essencial das folhas para a industria
de perfumaria e desinfetantes (LORENZI et al. 2003). Sua madeira marrom é
dura e de facil manuseio, e segundo Reis et al. (2013), ela é utilizada na
produgdo de carvdo vegetal, cabos de ferramentas, cercas, cruzetas,
dormentes, lenha, mourdes, pontaletes, postes e serraria (vigas, caibros e
moveis). Além disso, o 6leo essencial extraido de suas folhas tem sido usado
na aromatizacdo de ambientes e producdo de desinfetantes, detergentes,
sabdes, mascarantes industriais, ceras, saponaceos, pedras sanitarias e como
matéria-prima para a industria de perfumaria e farmacos (VITTI et. al, 2003;
VIEIRA, 2004).

O E. camadulensis é utilizado para reflorestamento. Sua madeira é
avermelhada, dura e muito densa, sendo uma das madeiras com maior
durabilidade. Por isso, em estudos feitos em Sao Paulo a espécie demonstrou
ser util para serraria, postes, dormentes, mourdes, lenha e carvdo. Para

celulose e papel ndo € muito aceita (FERREIRA, 1979).
2.2. Estresse hidrico

A deficiéncia hidrica no solo e na atmosfera aliada a altas ou baixas
temperaturas e radiacdo sao 0s principais estresses que limitam a sobrevivéncia
e produtividade agronémica e florestal (BOYER, 1982; FLEXAS et al., 2002;
AREND & FROMM 2007; MARTINEZ-MEIER et al. 2008; CRAMER et al.,
2011; ZADRAZNIK et. al. 2013). Como resposta a deficiéncia hidrica, as plantas
sofrem mudangas importantes nos seus processos fisiolégicos (PIMENTEL,
2005) e morfolégicos (CHAVES et al., 2004). A primeira reacdo ao déficit hidrico
€ o fechamento dos estomatos (SILIM et. al., 2009; CARUSO et. al. 2002), para
assim, limitar a perda de agua e, consequentemente danos nos tecidos.

Durand et. al., 2011 viram que os efeitos do estresse hidrico em populus

foram o fechamento estomatico, a redugdo do potencial hidrico foliar, queda de
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folhas e inibicdo geral de crescimento. Eles mostraram que um dos principais
efeitos do estresse hidrico em folhas de populus foi a reducdo na quantidade de
proteinas relacionadas a fotossintese, como 4 ribulose-1,5-bisphosphat-
carboxylase/-oxygenase (rubisco) . Além disso, houve reducdo também no
metabolismo de carboidratos (fructose-bisphosphate aldolase e glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) e no metabolismo de proteinas (O-acetylserine
(thiol)lyase). Proteinas relacionadas a membrana celular também foram afetadas,
tendo aumentado suas expressoes (2 plastid-lipid-associated proteins e SHOOT
1). As proteinas do complexo water-splitting (proteinas do fotossistema Il como
D1, D2, CP43) sao conhecidas por serem boas indicadoras de seca, portanto
houve reducdo em abundancia dessas proteinas nas plantas sob estresse hidrico
e, ap0s a recuperacdo dessas plantas. Em relacdo aos dados fisiologicos, a
condutancia estomatica reduziu 77% e a taxa fotossintética 74% nas plantas sob
estresse hidrico.

Valdés et. al. 2013 em estudo com Eucalyptus globulus mostrou que as
plantas tolerantes sob estresse hidrico apresentaram queda parcial de folhas e
um sistema radicular mais complexo. Além disso, as sementes dessas plantas
apresentaram tamanho e pesos menores do que as sementes das plantas
sensiveis sob estresse. Segundo os autores, o estresse hidrico dos tecidos
vegetativos esta diretamente correlacionado com o grau de desidratacdo das
sementes maduras, sendo que tanto a dessecacdo das sementes quanto a
tolerAncia ao estresse dependem da acumulacdo de proteinas abundantes na
embriogénese tardia (LEA) , e nesse trabalho eles encontraram duas proteinas
RAB (RAB17 e RAB28), pertencentes a familia de proteinas LEA. Eles também
mostraram que nas plantas tolerantes sob estresse a quantidade de acido
abscisico (ABA) foi maior tanto nas folhas quanto nas raizes, mostrando estar de
acordo com o fato de nessas plantas o sistema radicular ter se apresentado mais
ampliado e de ter sido mantido o crescimento da raiz mesmo sob estresse.

Bedon et. al. 2012 em estudo com genoétipos contrastantes de
Eucalyptus viram que o estresse hidrico afetou todas as variaveis de
crescimento das plantas, como altura, biomassa e numero e area foliar.
Segundo os autores, o tratamento de nao irrigacado afetou a parte aérea de
ambos os gendtipos, de forma diferente. Em relagdo as proteinas envolvidas

com a resposta ao déficit de agua os autores identificaram proteinas
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relacionadas a modificacdo da parede celular, detoxificacdo celular e
osmoregulagéo.

Ainda segundo Bedon et. al. 2012, em relacdo as modificacdes da
parede celular eles identificaram a actina, que €& uma proteina essencial
durante a deposicéo de celulose da parede celular secundaria (WIGHTMAN &
TURNER 2008); a endoquitinase basica (EC 3.2.1.14), que o seu acumulo
pode ser em consequéncia de alteragBes na parede celular. Outra proteina
encontrada que estd relacionada a modificacbes da parede celular é a caffeic
acid/5-hydroxyferulic 3-Omethyltransferase (COMT, EC 2.1.1.68), que é uma
enzima que esta envolvida com a biossintese de lignina e que foi encontrada
em baixa quantidade no caule (BEDON et. al. 2012).

Ja para as proteinas identificadas no trabalho de Bedon et. al. 2012
envolvidas com detoxificacdo celular e osmoregulacdo sdo a disulfide-
isomerase (PDI; EC5.3.4.1) e a serine glyoxylate aminotransferase (SGAT,
EC2.6.1.45). SGATs sédo enzimas chaves da fotorrespiragcdo e catalisam a
reacao do glutamato e glioxilato para produzir 2-oxoglutarato e glicina. Duas
isoformas da enzima ADK 2 (EC 2.7.1.20, Adenosine 5-phosphotransferase 2,
ADK), catalisam a formagcdo de ATP e acredita-se que mantenham as
atividades de metilagdo durante o estresse salino (WERETILNYK et al. 2001).
Além disso, funcionam como osmodlitos para manter o turgor da célula e
estabilizar a conformacado da proteina e a estrutura celular quando sob estresse
hidrico (BARTELS & SUNKAR 2005), estando relacionada a osmorregulacéo; e
duas proteinas ATP sintase subunidade beta de cloroplasto e mitocéndria,
ambas com baixa abundancia durante o periodo de seca, assim como foi visto
por Lawlor & Tezara 2009, que mostraram que o déficit de agua altera a
producdo de ATP como consequéncia do acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) pelo fato de haver baixa assimilacdo de CO:2 e fotorrespiragao

devido ao aumento da energia de transducéo.
2.3. Prote6mica

A biologia molecular aparece como uma importante ferramenta na
identificacdo de genes , proteinas e vias metabdlicas que regulam a resposta da

planta ao estresse, permitindo a compreensdo dos mecanismos basicos
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envolvidos na resposta ao estresse hidrico nos niveis celulares e genéticos
(PRABU et al., 2011).

A protebmica refere-se ao estudo do proteoma, ou seja, do conjunto de
proteinas expressas pelo genoma de uma célula sob determinado ambiente.
Sendo assim, o proteoma reflete a expressdao das moléculas que influenciam
diretamente a bioquimica e o funcionamento celular, auxiliando na compreenséo
da resposta de plantas que estdo sob condi¢des de estresses bidticos e abidticos,
podendo ser uma aliada em programas de melhoramento vegetal (SILVA et.al.,
2007).

Estresses abidticos limitam bastante o crecimento e desenvolvimento de
plantas. E uma das estratégias para as plantas reagirem ao estresse é por meio
da aclimatacéo (LEVITT, 1980 e LARCHER, 2003). A aclimatacdo ao estresse é
mediada via mudancas profundas na expressdo génica, 0 que resulta em
mudanc¢as na composicao do transcriptoma, proteoma e metaboloma da planta
(KOSOVA et al., 2011). Gygi et al. 1999 e Bogeat-Triboulot et al. 2007 mostram
que as mudancas que ocorrem a nivel de expressdo génica ou no
transcriptoma nem sempre correspondem as mudancas a nivel de proteina, e
as proteinas, diferente dos transcritos, correspondem diretamente as respostas
das plantas ao estresse.

Kosova et al., 2011 mostra que a resposta das plantas ao estresse € um
processo dindmico onde diversos estagios podem ser estabelecidos, como é
visto na Figura 1, e cada um desses estagios pode ser caracterizado por sua
composicdo protedmica Unica.

Em trabalhos como os de Abbasi et al. 2004, Yan et al. 2006, Gao et al.
2009 e Bohler et al. 2010 é visto que muitas proteinas de resposta ao estresse
mudam em relagdo a abundéancia, de acordo com mudancas no nivel de
tolerancia da planta sob estresse. Por exemplo, em plantas no estagio de
alarme as respostas ao estresse podem ser caracterizadas pela ativacdo de
diversos caminhos de sinalizacdo de inducé&o de estresse e pelo aumento de
estresse oxidativo. JA4 os estagios de aclimatacdo estdo associados com
sinteses De Novo de muitas proteinas protetoras, como chaperonas; ROS;

COR/LEA; PCs, e outros compostos, como antioxidantes e osmoprotetores.
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Sem estresse Sob estresse Em recuperagdo

Nivel de tolerdncia Alarme Aclimatagdo Manutengdo Exaustdo
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/
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Minimo

\ \
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Duragdo do estresse

Figura 1. Esquema da dindmica de resposta de plantas a estresses abiéticos. Cada
estagio de resposta ao estresse da planta corresponde a uma composi¢céo protedmica
diferente. (Adaptado de: Kosova et al. 2011).

hY

Inicialmente, a proteG6mica estava associada a identificagdo de um
grande numero de proteinas de uma célula ou organismo, por meio da
focalizacdo isoelétrica e géis bidimensionais (MEIRELES, 2007). Nesse
contexto, os primeiros estudos relacionados a protedmica surgiram na década
de 1970, quando pesquisadores iniciaram o0 mapeamento de proteinas de
alguns organismos e construiram os primeiros bancos de dados (O'FARREL,
1975; KLOSE, 1975; SCHEELE, 1975). No entanto, o termo “proteoma” surgiu
em 1994, para designar o conjunto de proteinas expressas pelo genoma de
uma célula, em um determinado ambiente (WILKINS et al., 1995; ANDERSON
e ANDERSON, 1996).

Uma das técnicas usadas em protedmica € a espectrometria de massas,
gue converte moléculas em ions em fase gasosa que serdo separados de
acordo com sua razdo massa/carga (m/z) (WILSON E WALKER, 2010). Os
espectrometros de massas possuem um sistema de entrada de amostras, uma
fonte de ionizagdo, um analisador de massas e um detector, sendo que esses
dois ultimos compartimentos estdo em um sistema de alto vacuo.

Dentre os tipos de fontes de ionizacdo usadas na analise de protedmica,
destacam-se duas, a ionizacdo por Eletrospray (ESI) e a ionizacdo a laser

assistida por matriz (MALDI). Ha também diversos tipos de analisadores de
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massas como o tempo de voo (TOF), orbitrap, hibridos quadrupolo-TOF, entre
outros.

A protedmica quantitativa baseada em espectrometria de massas tem
contribuido para o entendimento de processos biolégicos fundamentais
(AEBERSOLD E MANN, 2003). A partir dessa técnica € possivel quantificar as
diferencas existentes entre dois ou mais estadios fisiolégicos de um
determinado sistema biolégico ou entre dois ou mais gendtipos de uma mesma
espécie (BUDZINSKI et. al. 2013).

Dentre as técnicas de protebmica quantitativa, as mais utilizadas séo: a
quantificacdo com marcacdo isotépica de proteinas e peptideos e a
quantificacdo label-free (livre de marcacdo), em que € possivel fazer a
quantificacdo absoluta sem a necessidade de usar padrdes de referéncia
marcados com isétopos estaveis (BUDZINSKI et. al. 2013). Esta técnica de
identificacdo e quantificacdo sem a necessidade de marcacao isotdpica tem
crescido bastante na ultima década (NAHNSEN et al., 2013), e baseiam-se em
dois métodos: os que utilizam a intensidade do sinal de MS (espectro completo
— full scan) do peptideo intacto para a quantificacdo direta da proteina
equivalente (TIMM et al, 2008), e os que inferem na quantificacdo, de forma
indireta, baseados na contagem dos espectros obtidos para cada proteina
(ZANG et al, 2006). Os métodos que usam a intensidade do sinal de MS sdo
mais comumente utilizados para o0 caso de quantificacdo absoluta
(SCHWANHAUSSER et al, 2011). O High® ou Top® é um método alternativo de
quantificacdo (SILVA et al, 2006). Nesse caso, considera-se o sinal dos trés
peptideos mais intensos de uma proteina, assumindo-se que a intensidade do

sinal de MS desses peptideos seja aproximadamente a mesma.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi a analise do proteoma foliar de plantas de
eucalipto submetidas ao déficit hidrico, visando, assim, a compreensao global
dos mecanismos moleculares e fisioloégicos envolvidos nas respostas ao déficit
hidrico e dos mecanismos de tolerancia a esse estresse.

Para alcancar tal objetivo, foi realizado o processamento e a andlise
estatistica de dados fisiolégicos e de prote6bmica quantitativa, obtidos através
de trabalhos realizados previamente pelo grupo de pesquisa do Laboratério
Max Feffer de Genética de Plantas. Toda a parte experimetal foi realizada pelo

pos-doutor Leonardo Cesar Ferreira.
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4. METODOLOGIA

4.1. Caracterizacdo dos genotipos contrastantes

Foram selecionados dois gendétipos contrastantes do E. grandis Putiri,
um tolerante e um suscetivel, comparando a velocidade de murchamento das
folnas em funcdo da submissdo ao déficit hidrico. O material vegetal foi
fornecido pela empresa Suzano Papel e Celulose. Dentro de cada genotipo foi
feito um grupo controle, Controle Suscetivel (CS) e Controle Tolerante (CT),
onde as plantas permaneceram irrigadas (capacidade de campo), e um grupo
tratamento: Tratamento Suscetivel (TS) e Tratamento Tolerante (TT), que foi
submetido ao estresse hidrico, com 40% da capacidade de campo, condi¢éo
suficiente para manter o estado de murchamento, porém sem levar a necrose e
absciséo foliar. Para cada grupo foram feitas trés repetigcdes biolégicas (Figura
2).

As plantas foram mantidas a 40% da capacidade de campo, valor
escolhido a partir de avaliagdes visuais de murchamento. Para tanto, a mistura
substrato e vermiculita era coletada da superficie dos vasos, disposta em
placas de Petri, pesada para obtencdo da massa da mistura Umida e
posteriormente acondicionada em estufa a 105°C por 24h. Apds este periodo,
as placas foram novamente pesadas para obtencdo da massa da mistura seca.
Desta forma, a quantidade de agua presente no vaso foi obtida a partir de uma
regra de trés simples, a qual envolvia a massa de agua e a massa da mistura
seca presentes na placa de Petri e também as presentes no vaso. Assim, com
base na curva de retencéo, foi possivel obter o volume de agua a ser reposto
no vaso para que as plantas permanecessem a 40% da capacidade de campo.
Esta atividade era realizada trés vezes por semana para manutencdo deste

teor de agua.
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Figura 2. Fotos dos genétipos selecionados contrastantes quanto ao déficit hidrico.
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4.1.1. Medidas de trocas gasosas

A taxa fotossintética, condutédncia estomética e taxa de transpiracdo
foram avaliadas em folhas do terco médio de plantas de ambos 0s gendétipos,
nas duas condi¢des hidricas por meio de um analisador de gas infravermelho
(Licor, LI-6400). Para este trabalho foi utilizado apenas o valor de 1000 pumol
m? s de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR). As medicGes foram
realizadas no periodo da manha, entre 9 e 11h, no interior da casa de
vegetacdo e em condi¢cOes de céu aberto. A referéncia de CO: foi estabelecida
a 400 pumol molt e a referéncia de agua, entre 18 e 20 mmol molL. O fluxo de

CO: foi estabelecido a 350 pmol s.
4.1.2. Analise estatistica

Os resultados referentes as medidas de troca gasosa foram analisados
em delineamento inteiramente casualizado (DIC) usando o ponto de 1000 pmol
m~ s de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) medido em folhas de trés
plantas diferentes. Os resultados passaram pelos testes de normalidade de
Shapiro-Wilk e de homogeneidade de Levene, e foi feito o teste de TukeyHSD

a 5% de significancia pelo programa R (R Development Core Team 2017).

4.2. Caracterizacdo do proteoma foliar dos gendtipos contrastantes de

plantulas de E. grandis Putiri submetidas ao estresse hidrico
4.2.1. Coleta de material vegetal

Amostras de folha foram coletadas de ambos o0s genétipos
contrastantes, 0os quais apresentavam plantas bem-irrigadas (controle) e
plantas submetidas ao déficit hidrico (tratamento, 40 % da capacidade de
campo). Os tecidos foram embalados em papel aluminio, mergulhados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. No total foram coletadas doze
amostras biologicas, sendo seis para cada gendtipo. Dessas seis amostras,

trés séo controle e trés tratamentos.
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4.2.2. Extracao das proteinas

As proteinas foliares foram extraidas conforme o protocolo de Hurkman
&Tanaka (1986). Apos maceragcdo (2g de tecido foliar) em almofariz com
nitrogénio liquido, adicionaram-se 15 mL de tampdo de extracdo gelado
constituido de 0,7 M sacarose; 0,5 M Tris-HCI pH 7,5; 0,1 M KCI; 50 mM EDTA;
1 mM PMSF; 1% m/v PVPP e 2% v/v B-mercaptoetanol. Ap6s homogeneizacdo
das amostras em agitador por 30 min, com o0s tubos mantidos no gelo,
adicionaram-se 15 mL de fenol saturado em Tris-HCI pH 7,5, seguido de nova
homogeneizacdo em agitador por 30 min e com 0s tubos mantidos no gelo. As
amostras foram entdo centrifugadas a 10.000 x g por 30 min a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. Em seguida,
adicionaram-se 15 mL do tampéo de extracdo. Novamente as amostras foram
homogeneizadas em agitador por 30 min, com os tubos mantidos no gelo.

Apos centrifugacdo nas mesmas especificagdes acima, o sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e novamente 15 ml de tampao de extracéo
foram adicionados, porém agora sem a presenca da PVPP. Apos
homogeneizacdo em agitador e centrifugacdo nas mesmas especificacdes
anteriores, o0 sobrenadante foi coletado e dividido em dois tubos, nos quais se
adicionaram 30 mL de 0,1 M acetato de amdnio preparado em metanol 100% (-
20°C). Os tubos foram mantidos a -20°C para precipitacdo overnight das
proteinas. No segundo dia, os tubos foram centrifugados a 16.000 x g por 20
min a 4 °C, de modo que os pellets dos tubos iguais foram concentrados em
um Unico apenas. Apos esta etapa, adicionaram-se novamente 30 mL de 0,1 M
de acetato de amonio preparado em metanol 100% (-20°C), de modo que o0s
tubos foram mantidos por no minimo 1h a -20°C, seguido de centrifugacdo a
16.000 x g por 20 min a 4 °C e descarte do sobrenadante. Apds repeticdo deste
processo por mais duas vezes, adicionaram-se 30 mL de acetona 100%, os
tubos também foram mantidos por no minimo 1h a -20°C, seguido de
centrifugacéo a 16.000 x g por 20 min a 4 °C e descarte do sobrenadante.

Posteriormente, os pellets foram secos mantendo-se os tubos abertos
inseridos em potes fechados preenchidos com silica, os quais foram mantidos

overnight e camara fria a 4 °C.
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As proteinas foram ressuspendidas em tampdo de solubilizacdo
constituido de 7 M uréia, 2 M tiouréia, 10 mM DTT e 0,01% C7BzO.

4.2.3. Dessalinizacao

As amostras foram dessalinizadas em bicarbonato de aménio 50 mM pH

8,5 por meio de filtros Amicon Ultra 0,5ml 3K (Millipore®).
4.2.4. Quantificacdo das proteinas

As proteinas foram quantificadas conforme o método de Bradford
(BRADFORD, 1976) utlizando-se o kit comercial Protein Assay (BioRad,
catdlogo 500-0006). Aliquotas de 1 a 2 uL da amostra adicionadas de
bicarbonato de amonio 50 mM pH 8,5 gsp 20 uL e com 980 pL do corante
diluido em agua miliQ (1:4) foram incubadas por 5 min a temperatura
ambiente, tendo suas absorbancias medidas a 595 nm em espectrofotdmetro.
As concentracdes de proteinas (ug/pL) foram calculadas por comparacdo com

uma curva-padréo de albumina sérica bovina (BSA).
4.2.5. Digestéo triptica

Aliguotas das amostras contendo 50 pg de proteina foram submetidas a
digestao triptica conforme o protocolo de Murad et al. (2011). Apés adicdo de
25 pL da solucédo RapiGest SF (0,2%), as amostras foram mantidas a 80 °C por
15 min. Apés centrifugacdo (pulso), adicionaram-se 2,5 pL de 100 mM de
ditiotreitol (DTT), para a reducao das pontes de dissulfeto . ApGs agitacdo em
vortex, as amostras foram mantidas a 60 °C por 30 min e novamente
centrifugadas (pulso) apdés o resfriamento a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionaram-se 2,5 pL de 300 mM de iodoacetamida (IAA) para a
alquilacdo de cisteinas. ApoOs agitacdo em vértex, as amostras foram
transferidas para o escuro por 30 min, a temperatura ambiente. Posteriormente,
adicionaram-se 10 pL de solucdo de tripsina (Promega) em 50 mM de
bicarbonato de aménio. ApoOs agitacdo em vortex, procedeu-se a digestao
overnight a 37 °C. A proporcdo enzima:proteina foi de 1:100. O tempo de
digestdo foi padronizado em 14h. Apds a digestdo, adicionaram-se 10 pL de

5% (v/v) acido trifluoroacético (TFA) para hidrolisar o RapiGest SF. Apos
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agitacdo em vortex, as amostras foram incubadas a 37 °C por 90 min. Em
seguida, estas foram centrifugadas a 18.000 x g por 30 min a 6 °C, secas em

concentrador a vacuo e armazenadas a -80 °C.
4.2.6. Purificacao das amostras complexas

ApoOs ressuspensdo das amostras em 50 pL de solucdo 0,1% TFA
preparada em agua milliQ, estas foram subdivididas em cinco fra¢cdes de 10 pL
e purificadas por meio de colunas ZipTip Reversed-Phase C18 P10
(Millipore®). Apods a purificacdo, os peptideos de cada fracao foram eluidos em
10 pL da solucdo 0,1% TFA em 50% ACN e combinados em um Unico vial e

secas em concentrador a vacuo.
4.2.7. LC-MSE

As amostras foram ressuspendidas em 32 pL de Formiato de aménio 20
mM pH10 e 8 pL de Phosphorylase B (SwissProt P00489, padréao interno 100
fmol.uL!). Os peptideos foram sequenciados no espectrometro de massas
Synapt G2 HDMS (Waters, Manchester, UK), acoplado ao sistema Acquity
UPLC Mclass, com tecnologia 2D (Waters, Manchester, UK). A separacao foi
realizada com uma coluna de primeira dimensdo Acquity UPLC M-Class
peptide BEH C18 (5 pum, 300 um x 50 mm) (Waters, Manchester, UK) e uma
coluna analitica Acquity UPLC M-Clas peptide CSH C18 (1.7 pm, 75 pum x 150
mm) (Waters, Manchester, UK). As fases mdveis da primeira dimensao foram:
solucdo de formiato de aménio 20 mM pH 10 e acetonitrila. Ja na segunda
dimensdo os dois eluentes foram: A (100% agua contendo 0,1% de &cido
férmico) e B (100% acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico). Essa técnica
combina a separacdo das proteinas usando-se um pH 10, na separacdo da
primeira dimenséo e um pH 2 na segunda dimenséo, com auxilio de colunas de
fase reversa (GILAR et al.,, 2005). A eluicdo foi realizada usando-se cinco
gradientes binarios diferentes de 20 mM de formiato de amonio pH 10 e
acetonitrila, a um fluxo de 2uL.min!). A proporcédo de acetonitrila da primeira
fracdo até a quinta variou de 11,4 a 50%. Os peptideos eluidos da coluna da
primeira dimensao foram diluidos em linha com 0,1% de &cido férmico em

acetonitrila a um fluxo de 20 pyL.min* e capturados por uma coluna Trap 2D
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Symmetry. A separacdo, na segunda dimenséo, foi realizada com um gradiente
binario de 7 a 85% de acetonitrila, em 0,1% (v:v) de acido férmico durante 75
minutos, a um fluxo de 500 nL.min1L.

A aquisicao dos dados foi realizada em um espectrometro de massas do
tipo quadruplo-tempo de voo (Q-TOF) Synapt G2 MS, equipado com uma fonte
nanolockspray operando no modo positivo (Water, Manchester, UK), com ion
mobility. Para todas as analises, o espectrdmetro de massas operou no modo
“V”, com a cela de ion mobility ativada. O espectrobmetro de massas foi
calibrado com (Glul) fibrinopeptideo B (GFP) humana 1 pmol.uL?! e a mesma
solucéo foi empregada para o lock mass utilizando-se o ion de dupla carga com
uma amostragem a cada 30 segundos. Os experimentos foram realizados no
modo HDMSE (andlise independente de dados) que consiste na aquisi¢éo
alternada, entre espectros obtidos a baixa (3 eV) e alta (15-50 eV) energia de
colisdo, aplicadas ao modulo trap do T-wave CID, em presenca de gas argonio,
que produz ions precursores e produtos em sequéncia. O tempo de varredura

foi de 0,8 segundos em cada modo, no intervalo de m/z entre 50 e 2000.
4.2.8. Analise dos dados

O processamento dos espectros e a busca em bancos de dados
disponiveis foram realizados com auxilio do ProteinLynx Global Server v.3.1
(PLGS). A versdao do banco utilizada foi o Eucalyptus grandis v2.0
(https://genome.jgi.doe.gov/pages/dynamicOrganismDownload.jsf?organism=P
hytozome), depositado no Phytozome v.12. O banco de dados foi anexado ao
banco de dados original para avaliacdo da taxa de falsos positivos, definida a
uma margem de até 4%. Nessas analises, os parametros de processamento
utilizados foram: tolerdncia automatica para precursores e ions-produto;
minimo de ions fragmentos consecutivos (y*, b*) por peptideo igual a 3; minimo
de fragmentos consecutivos por proteina igual a 7; minimo de peptideos
(identificados pelos critérios anteriores), por proteina, igual a 2; apenas uma
clivagem perdida foi permitida; carbamidometilagdo de cisteina como
modificacdo fixa e oxidacdo de metionina como modificacdo variavel; taxa
maxima de descoberta de falso-positivos (FDR) a 4%.

Para a identificacdo e quantificacdo proteica, as intensidades dos

espectros obtidos foram calculadas por método estequiométrico, em detrimento
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ao padrdo interno de concentracdo conhecida conforme a linearidade do
método, por andlise de MSE e normalizado pela fungdo de “auto-normalizagao”
do proprio software. Somente as proteinas identificadas em pelo menos duas
das trés réplicas bioldgicas foram consideradas para as analises posteriores.
Além disso, a quantificacdo de cada proteina foi normalizada, dividindo a sua
concentracéo, em fmol, pela concentracéo total da amostra.

As andlises estatisticas, foram realizadas no programa on-line
MetaboAnalyst (XIA et al., 2011). Foi realizada transformacao logaritmica (log2)
e escalonamento por Pareto, que utiliza a raiz quadrada do desvio padréo para
fazer o escalonamento de cada variavel encontrada em Andlises de
Componentes Principais (PCA) (VAN DEN BERG et al., 2006). A PCA néo leva
em consideracdo os grupos analisados (teste estatistico ndo supervisionado),
mas sim as caracteristicas de cada individuo e cada componente principal
(CP), o qual é constituido a partir da combinacgdo linear das variaveis originais.
Ela permite a observacéo da tendéncia de separacao/formacgédo de grupos nas
amostras analisadas e permite também que amostras discrepantes (outliers)
sejam identificadas (SENGUPTA et al., 2011).

Paralelamente as analises descritas acima foi realizado Teste-t de
Student, para cada uma das comparacdes, também no MetaboAnalyst (XIA et
al., 2011). O critério de selecdo das proteinas diferencialmente expressas foi
baseado no p-valor<0,05 do Teste-t. Para a etapa de anotacao e categorizacao
funcional foi utilizado o arquivo de anotacdo do genoma de E. grandis
(Egrandis_297_v2.0.annotation_info.txt) fornecido pelo website Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). A descricdo geral das funcbes
das proteinas foi baseada no processo biolégico do Gene Ontology (GO). O
enriguecimento das categorias GO e identificagcdo dos termos GO mais
representativos foi realizado pelo aplicativo BINGO (verséo 3.0.3), presente na
plataforma Cytoscape 3.4.0 (CLINE et al.,, 2007), utilizando a distribuicdo
hipergeométrica como teste estatistico e um FDR de 0,05. Para a compreensao
de funcdes bioldgicas complexas e identificacdo de vias metabdlicas, foi
utiizada a plataforma REVIGO para filtrar os termos GOs e excluir as
redundancias.

Para a etapa de construcdo das redes de interacdo proteina-proteina foi

utilizado o software String (versdo 10.5), em que as interacdes incluem
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associacOes diretas (fisicas) e indiretas (funcionais). Além disso, ele pode ser
usado em interface front-end, ndo havendo a necessidade, portanto, de ter
esse software no computador (SZKLARCZYK et al. 2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Medidas de trocas gasosas

Os gendtipos susceptiveis e tolerantes foram caracterizados quanto a
taxa fotossintética, condutancia estomatica e taxa de transpiracado por meio do
analisador de gés infravermelho (infrared gas analyzer - IRGA) (Licor, LI-6400).
Para o presente trabalho apenas o valor de 1000 pumol m2 s de radiacéo
fotossintética ativa (PAR) foi utilizado.

A Tabela 3 apresenta os valores das medidas de trocas gasosas para
todos os tratamentos. Descreve também os resultados obtidos a partir da

estatistica de variancia realizada.

Tabela 3. Médias dos valores obtidos para a Taxa fotossintética (umol CO, m2 s1),
condutancia estomatica (mol H.O m2 s?) e taxa de transpiracdo (mmol H,O m?2 s?)
nos genotipos de E. grandis Putiri contrastantes.

Ta‘nxa’ . Teste Condutancia Teste Taxa de Teste
fotossintética ‘s de - de
Amostra (mol CO; m-2 de estomatica (mol Tuke Transpiracao Tuke
H 51 2 Tukey H,0 m?s) 5 ¥ (mmol H,0 m?2s?) 3 ¥
CT 16,99 a 0,485 a 5,427 a
T 6,71 b 0,045 c 1,168 bc
(& 9,88 b 0,324 b 4,873 ab
TS 0,54 c 0,011 c 0,291 C

Segundo o teste de Tukey para a fotossintese, os genétipos TT e CS
nao apresentaram diferenca estatistica entre si. O gendétipo CT apresentou
valor superior aos demais tratamentos, enquanto que o gendétipo TS
apresentou o menor valor. Isso revela que em ambos 0s genétipos as menores
taxas fotossintéticas ocorreram entre os tratamentos sob estresse hidrico (TS e
TT). Em relacdo a conduténcia estomatica, os genétipos TS e TT nao diferiram
estatisticamente entre si e, ainda, apresentaram 0s menores valores quando
comparados a todos os tratamentos, indicando assim que em plantas TSe TT
esteja ocorrendo fechamento estomatico. Tal fato € esperado uma vez que 0s
genotipos encontram-se sob estresse, e acaba por corroborar com as menores
taxas fotossintéticas observadas, as quais podem estar sendo influenciadas

pela limitacdo de entrada do CO2. J& o gendtipo CT apresentou o maior valor
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para essa medida, indicando que sob disponibilidade hidrica adequada a planta
€ capaz de manter seus estébmatos abertos.

As respostas dos gendtipos para taxa fotossintética e condutancia
estomatica foram similares e isso é explicado por Whitehead & Beadle (2004),
pois como as folhas de plantas do género Eucalyptus apresentam alta
capacidade de fixacdo de carbono, € natural a observacdo de fortes relacdes
lineares entre a fotossintese e a condutancia estomatica. Sanchez-Rodriguez
et al. (2011), também mostraram que o fechamento estomatico devido ao
estresse hidrico diminui a concentracéo intercelular de COz, limitando assim, a
fotossintese.

Para a taxa de transpiracdo, os genotipos CT e CS nao diferiram
estatisticamente entre si, para os gendtipos CS e TT também nao houve
diferencas estatisticas, assim como para os tratamentos TT e TS. De acordo
com a Tabela 3, ambos 0s genotipos tenderam a apresentar maiores taxas de
transpiracdo nas plantas bem-irrigadas (CS e CT). Em relacdo as plantas
submetidas ao estresse hidrico, os valores observados no genétipo tolerante
foram ligeiramente maiores que os do suscetivel. No trabalho de Costa e Silva
et al. (2004) os autores avaliaram clones de Eucalyptus globulus contrastantes
em relagdo ao estresse hidrico e observaram que houve maior transpiragdo em
ambos os clones sob condi¢des de boa irrigacéo (controle) e sob condi¢cbes de
estresse hidrico, ambos os clones apresentaram menor transpiracdo, assim

como observado no presente estudo.

5.2. Caracterizacdo do proteoma foliar dos genétipos contrastantes de

E. grandis Putiri submetidos ao estresse hidrico
5.2.1. Comparacéao CT xTT

Foi realizada a analise comparativa dentro do gendtipo tolerante e um
total de 1135 proteinas foram quantificadas. A Figura 3A revela que, 370
proteinas foram identificadas como Unicas para o tratamento sob irrigacdo
(CT), enquanto 142 proteinas Unicas foram identificadas nas folhas das plantas
sob estresse hidrico (TT). Por sua vez, 623 proteinas compartilhadas foram
encontradas em folhas de plantas dos dois tratamentos. Foi realizado um teste

estatistico univariado (teste t) com as proteinas comuns. A partir desse teste
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foram encontradas 34 proteinas mais expressas no TT e 11 que tiveram sua
expressdo diminuida no tratamento em relacdo as plantas controle.

Pela analise do PCA (Figura 3B) foi possivel observar uma tendéncia de
separacdo entre os dois grupos de estudo. A soma dos dois primeiros

componentes principais da PCA explica 71,4 % da variancia dos dados do

modelo.
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Figura 3. A) Diagrama de Venn que mostra o nimero de proteinas comuns entre 0s
tratamentos (CTXTT). Além do grafico que indica o numero de proteinas com diferenca
estatistica (p<0,05). B) PCA Scores Plot da comparagéo entre os 2 grupos de estudo
(CTXTT). O conjunto de dados obtidos para as repeticdes bioldgicas das plantas CT é
representado pela cor vermelha, o das plantas TT pela cor verde.

De forma separada, as proteinas do TT foram categorizadas em
processo biolégico usando o Cytoscape. A redundancia de tais processos
biologicos foi eliminada com auxilio do software Revigo e, em paralelo, foram
construidas as redes de interacdo proteina-proteina no software String, como
pode ser visto na Figura 4. As interacdes proteina-proteina ocorrem de forma
bastante especifica e desempenham um papel fundamental em muitos
processos celulares, por isso a importancia na construcdo dessas interacdes
(Pedreira, 2012).
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Figura 4. A) Interacdo proteina-proteina, das proteinas exclusivas para o tratamento
do gendtipo TT. Em destaque a proteina Hsp70. B) Interacdo proteina-proteina das
proteinas mais abundantes no tratamento na comparagédo com o controle (p<0,05). Em
destaque a proteina RPS1. C) Interacdo proteina-proteina das proteinas com
abundéancia diminuida no tratamento em relagdo ao controle (p<0,05). Em destaque a
proteina LHCBA4.2. As proteinas que ndo interagiram estédo dispostas na parte superior
da figura. A linha azul clara representa as interacdes conhecidas de base de dados
curada, a linha rosa representa as interacdes determinadas experimentalmente, a
linha verde representa interagdes entre genes vizinhos, enquanto que a linha vermelha
€ para fusbes de genes e a azul escura para co-ocorréncia de genes, a linha amarela
representa textmining, a linha preta co-expressao e a linha cinza representa proteinas

homdlogas.
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O estresse hidrico induz varias respostas fisioldgicas e bioguimicas na
planta. Uma variedade de genes que respondem a seca tem sido descrita
(INGRAM E BARTELS, 1996). Os genes induzidos durante condi¢cdes de
estresse hidrico funcionam ndo somente na protecdo da célula a seca, pela
producdo de proteinas importantes, mas também na regulacdo de genes
envolvidos na via de transducdo de sinal como resposta ao déficit hidrico.
Desse modo, o produto desses genes € classificado em dois grupos: um
contém fatores de transcricdo envolvidas na regulacdo da transducéo de sinal;
e 0 outro inclui proteinas que atuam no mecanismo de tolerancia ao estresse,
como proteinas que formam o canal de passagem de agua através da
membrana (aquaporinas), enzimas requeridas para biossintese de varios
osmoprotetores, proteases para o “turnover” de proteinas, enzimas de
desintoxicacdo e proteinas que protegem macromoléculas e membranas.
Incluidos nessa ultima classe estdo os chaperonas moleculares (SHINOZAKI E
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).

Dentro da rede de interacdo exclusiva para o tratamento do gendtipo TT
(Figura 4A) destacam-se as proteinas de choque térmico (Hsp - Heat shock
proteins) que sdo importantes para o desenvolvimento celular e viabilidade em
muitos organismos. Dentro desse grupo de proteinas ha a Hsp70.

A Hsp70 é uma chaperona que interage com outras chaperonas e faz a
troca de polipeptideos nascentes ou desdobrados. Ela controla a atividade de
proteinas regulatérias como heat-shock factors, que s&o os fatores
transcricionais dos genes Hsps (MORIMOTO, 1998). Em plantas, membros da
familia Hsp70 sdo expressos em resposta a estresses ambientais ou abioticos
como calor, frio, seca etc. (GUY AND LI, 1998; SUNG et al., 2001). Como a
planta esta sob estresse, espera-se que ela produza proteinas em resposta ao
estresse, nesse caso estresse a seca.

As chaperonas compreendem véarias familias altamente conservadas de
proteinas ndo relacionadas que assistem a correta montagem de outros
peptideos, sendo essenciais para a célula em condicdes normais de
crescimento e em periodos de estresses (FELDMAN E FRYDMAN, 2000).
Binding Protein (BiP) € um chaperona do reticulo endoplasmatico (RE) que
pertence a familia de proteinas relacionadas ao estresse, denominada Hsp70.

Durante o processo de translocacdo co-traducional de proteinas secretorias,
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BiP associa-se com proteinas recém-sintetizadas, prevenindo interacfes
improdutivas de intermedidrios de dobramento e subsequente agregacéo,
atuando também no fechamento do poro de translocagcdo, na extremidade
voltada para o lumem (HAMMAN et al.,, 1998; HAIGH E JOHNSON, 2002).
Como outras Hsp70, a proteina BiP € regulada pela atividade de ATPase
(HARTL, 1996; PEDRAZZINI e VITALE, 1996), que € estimulada por peptideos
sintéticos (BLOND-ELGUINDI et al., 1993)

Ja na interacdo com as proteinas mais abundantes para o genoétipo TT
(Figura 4B), a proteina 30S ribosomal protein S1 (gene RPS1) se destacou,
pois compde o ribossomo cloroplastico, sendo responsavel pela sintese de
proteinas do cloroplasto, incluindo proteinas relacionadas a transcricdo e
traducdo e aquelas relacionadas ao aparato fotossintético (YAMAGUCHI et al.
2000; BIERI et al. 2016). Essa proteina aumenta a eficiéncia da inicializacdo da
traducao pelo fato dela fazer a ponte entre 0 mRNA e a subunidade ribossomal
30S (SUBRAMANIAN, 1983; BONI et al. 1990). Ela possui dois dominios e
cada um é responsavel por uma funcao diferente: o dominio NHz-terminal esta
envolvido com a ligagdo da proteina com a subunidade ribossomal 30S,
enquanto que o dominio COOH-terminal é responsavel pela ligacdo entre o
MRNA e o ribossosmo durante o inicio da tradu¢cdo (SUBRAMANIAN, 1983;
WITTMAN-LIEBOLD et al. 1983). O fato de esta proteina estar sendo mais
expressa em plantas tolerantes sob deficiéncia hidrica pode indicar que estas
estdo lancando mao de mecanismos para protecdo de seu aparato
fotossintético, além de uma possivel busca pela manutencdo da eficiéncia
fotossintética. Aléem dessa proteina, outras proteinas como a NACA2, GRXC2
também séo de grande importancia nessa rede de interacdo proteina-proteina.

Para a interacdo das proteinas diminuidas em relacdo ao controle
(Figura 4C), a LHCB 4.2 é uma proteina do complexo LHC (light-harvesting
complex), funcionando como um receptor de luz, capturando e levando a
energia de excitacdo para o fotossistema ao qual estd associado. A LHCB4 e a
LHCB5 mediam a ligacdo do complexo LHCII-S e formam uma estrutura
complexa do PSII, chamada C2S2 (BOEKEMA et al., 1999), que é encontrada
em plantas crescendo sob muita luz (MOROSINOTTO et al., 2006; FRIGERIO
et al., 2007). De Bianchi et al. 2011 em um estudo com Arabidopsis mostraram

que a proteina LHCB4 exerce papel central no complexo antena, do
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fotossistema 1l (PSII), pois 0s organismos que ndo a possuiam apresentaram
maior sensibilidade a fotoinibicdo. Além disso, ela é determinante para a
macroorganizacdo do PSIl e para fotoprotecdo. Isto pode indicar que sob
estresse o fotossistema estd sendo afetado o que pode estar modificando a
abundéancia da proteina no tratamento. Outras proteinas igualmente
importantes presente nessa rede de interacdo proteina-proteina sdo a LHCAZ3,
LHCBA4.3, VAR1, entre outras.

A Figura 5 mostra a distribuicdo das classes de proteinas exclusivas do
genotipo Tolerante, que descreve a distribuicho do numero de proteinas
envolvidas em cada processo biologico revisado pelo softawe Revigo (Anexo
1).
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E possivel observar (Figura 5) que os processos biolégicos com o maior
namero de proteinas envolvidas foram: processo metabdlico, resposta a
estimulo, processo biossintético de &acido carboxilico, processo metabdlico
celular, resposta ao calor, resposta a ions metélicos e resposta ao estresse.

Para o processo bioldgico “processo metabdlico” muitas das proteinas
encontradas tém atuacdo no cloroplasto. Um exemplo é a proteina isomerase-
disulfidica LQY1 que forma um complexo com a proteina HHL1, na
manutencdo da atividade do PSII sob alta luminosidade, regulando a reparacao
e remontagem dos complexos do PSII (LU et al. 2011; JIN et al. 2014).

Dentre as proteinas para o processo de resposta a estimulos o gene a
Heat shock protein 90-1 (Hsp90-1) esta envolvida com a resposta contra
bactérias, arsénico e temperatura elevada (GHANDI et al. 2016; SVOZIL et al.
2015). No caso do eucalipto, talvez essa protepina esteja envolvida com
resposta a seca.

Para o processo biossintético de acido carboxilico, dentre as proteinas
ha a proteina carreadora de carboxilato de biotina da acetil coA carboxilase
(Biotin carboxyl carrier protein of acetyl-CoA carboxylase 1 - BCCP1) que € um
componente do complexo acetilcoenzima A carboxilase, isto &, esta envolvida
na biossintese de acidos graxos (THELEN et al. 2001).

Dentre as proteinas para o processo de resposta ao calor ha a proteina
GolS1. Oligossacarideos da familia rafinose (RFO) tem sua biossintese iniciada
pela formacgédo do galactinol e da UDP-galactose pela galactinol sintase (GolS)
(PETERBAUER e RICHTER, 2001). Nao se sabe ainda qual o papel das RFO
na tolerancia ao déficit hidrico, mas em Arabdopsis thaliana a super expressao
das proteinas GolS1 e GolS2 gera um acumulo de galactose e rafinose e as
torna mais tolerantes aos estresses hidrico e salino (TAJI et al. 2002;
NISHIZAWA et al. 2008). Enquanto o gene AT1G17880 codifica a proteina
BTF3, que é um fator de transcricdo que possui papel em varios processos de
estresses biodticos e abidticos (LI et al. 2009 e WANG et al. 2012). Segundo
Kang et al. 2013, esta proteina € também responsavel pelo inicio da transcricdo
da RNA polimerase I, além de estar envolvida na apoptose celular, regulacéo
do inicio da traducgdo, crescimento, desenvolvimento, entre outras fungdes.
Ainda, segundo os autores plantas sob estresse hidrico que tiveram a proteina

silenciada apresentaram baixas taxas de sobrevivéncia, conteldo de agua
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relativo e alta taxa de perda de agua, sugerindo que o silenciamento dessa
proteina prejudica a tolerancia a seca.

Dentre as proteinas para o processo de resposta a estresse ha a
proteina alcool desidrogenase classe lll. Esta proteina € requerida para
aclimatacdo de plantas a altas temperaturas e para fertilidade. (LEE et al.
2008). Para o eucalipto, tagvez essa proteina esteja envolvida com a
aclimatagdo da planta a seca.

Ainda com os dados gerados no site Revigo, na Figura 6 estdo
representados os processos bioldégicos e o nimero de proteinas que tiveram

sua expressao diminuida em relagédo ao controle do gendtipo TT (Anexo 2).

Proteinas cuja abundancia foi reduzida em relacdo ao controle para o genétipo TT
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Figura 6. Descricdo dos processos biolégicos e a quantidade de proteinas que tiveram
suas abundancias diminuidas em relacé@o ao controle para o geno6tipo TT.

Entre os processos biolégicos com o maior numero de proteinas
envolvidas estdo: processo celular, processo metabdlico, processo metabolico
celular, resposta a estimulos abiéticos, resposta a estimulos e resposta ao
estimulo de luz (Figura 6). Dentre as proteinas do processo de resposta ao
estimulo de luz, a proteina FtsH é a maior protease de membrana do tilacoide

envolvida no processo de degradacdo de proteinas desses sistemas de
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membranas internas do cloroplasto (LINDAHL et al., 1996; NARBERHAUS et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2011).

Outra proteina presente ness processo € a PSII-S. O acumulo da PSII-S
€ regulado e restrito aos tecidos fotossintéticos. A funcdo da proteina PSII-S
pode ndo ser a obtencédo de luz, mas € necessaria para que ocorra a ligacéo
transitoria de pigmentos durante a biogénese ou turnover de proteinas ligantes
de clorofila. Essas funcdes podem ser essenciais para a coordenacdo entre
biossintese de pigmentos e ligacdo, assim como evitar efeitos toxicos de
moléculas nao ligantes de clorofila (FUNK et al. 1995).

JA4 a Figura 7 representa os processos biolégicos e o numero de

proteinas mais abundantes para o genoétipo TT (Anexo 3).
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Figura 7. Descricdo dos processos biolégicos e a quantidade de proteinas mais
abundantes no tratamento para o genétipo TT.

Dessa figura os processos bioldégicos com o maior nimero de proteinas
foram o de resposta ao estimulo de luz com 12 proteinas envolvidas e o de
resposta ao estresse com 11 proteinas.

Para ambos os processos, dentre as proteinas presentes ha a proteina
PRXIIF que ja foi previamente descrita no proteoma mitocondrial de
Arabidopsis (KRUFT et al., 2001). Sua sequéncia de aminoacidos € homadloga
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a de algumas peroxiredoxinas de bactérias e ela parece participar com o
sistema tioredoxina mitocondrial para reduzir o peroxido de hidrogénio da 4gua
(LALOI et al., 2001). Enquanto que a proteina CAT2 (peroxissomos e citosol) é
encontrada em tecidos fotossintéticos (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014) e
segundo Suzuki et al. 2016, sua expressao nao se alterou durante o estresse
salino, mas diminuiu em plantas sujeitas ao calor ou a uma combinacédo de

estresse salino e de calor.
5.2.2. Comparagdo CSx TS

Foi realizada a analise comparativa dentro do genétipo suscetivel e um
total de 1255 proteinas foram quantificadas e a figura 8A do Diagrama de Venn
revela que, 312 proteinas foram identificadas como Unicas para o tratamento
sob irrigacdo (CS), enquanto 199 proteinas unicas foram identificadas nas
folnas das plantas sob estresse hidrico (TS). Por sua vez, 744 proteinas
compartilhadas foram encontradas em folhas de plantas dos dois tratamentos.
Foi realizado um teste estatistico univariado (teste t) com as proteinas comuns.
A partir desse teste foram encontradas 59 proteinas mais abundantes no TS e
31 que tiveram sua abundancia diminuida no tratamento em relacdo as plantas
controle.

Pela andlise do gréfico de PCA, foi possivel observar uma tendéncia de
separacdo entre os dois grupos de estudo e a soma dos dois primeiros
componentes principais da PCA explica 55,7 % da variancia dos dados do

modelo (Figura 8B).
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Figura 8. A) Diagrama de Venn que mostra 0 niumero de proteinas sobrepostas entre
os tratamentos (CSxTS). Além do grafico que indica o niumero de proteinas com
diferenca estatistica (p<0,05). B) PCA 2D Scores Plot da comparacdo entre os 2
grupos de estudo (CSXTS). O conjunto de dados obtidos para as repeti¢cdes bioldgicas
das plantas CS é representado pela cor vermelha, o das plantas TS pela cor verde.

Na Figura 9 temos as redes de interacdes proteina-proteina para as

proteinas exclusivas do tratamento do genoétipo TS, para as proteinas mais

abundantes e para aquelas diminuidas em relacédo ao controle.
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Figura 9. A) Interacéo proteina-proteina exclusivas para o tratamento do genoétipo TS.
Em destaque a proteina VAR2. B) Interagdo proteina-proteina das proteinas mais
abundantes no tratamento na comparagdo com o controle (p<0,05). Em destaque a
proteina GR. C) Interacdo proteina-proteina das proteinas com abundancia diminuida
no tratamento em relacao ao controle (p<0,05). Em destaque a proteina AT4G02530.
As proteinas que nédo interagiram estdo dispostas no canto esquerdo superior da
figura. A linha azul clara representa as interagdes conhecidas de base de dados
curada, a linha rosa representa as interacbes determinadas experimentalmente, a
linha verde representa interacdes entre genes vizinhos, enquanto que a linha vermelha
€ para fusBes de genes e a azul escura para co-ocorréncia de genes, a linha amarela
representa textmining, a linha preta co-expressao e a linha cinza representa proteinas
homodlogas.

Dentro da rede de interacdo proteina-proteina com as proteinas

exclusivas para o tratamento do genétipo TS destaca-se a proteina VAR2
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(Figura 9A), que é uma subunidade do complexo FtsH do cloroplasto, que
medeia uma variedade de funcbes importantes para a biogénese e
manutengao do cloroplasto (CHEN et al., 2000; ZALTSMAN et al., 2005a; YU et
al., 2007). Esse complexo FtsH esta envolvido na degradacao de proteinas D1
do centro de reacdo do Fotossistema Il (LINDAHL et al., 2000; BAILEY et al.,
2002; SAKAMOTO et al.,, 2002; SILVA et al., 2003; CHEN et al., 2006;
YOSHIOKA et al., 2006). Além disso, o papel desempenhado pelo complexo
FtsH nos tilacéides é o controle de qualidade desse compartimento organelar,
atuando na degradacdo de proteinas mal dobradas ou danificadas por
oxidacdo. A observacdo da proteina VAR2 em destaque entre as proteinas
exclusivas do genoétipo TS corroboram a importancia do complexo FtsH no
mecanismo de reparo do PSIlI danificado por fotoxidacdo. Além do papel
cooperativo de proteases cloroplastidiais nos processos de degradacdo da
proteina D1 danificada, como também discutido por Kato e Sakamoto 2009 e
2012 que sugeriram um modelo para degradacéo da proteina D1 envolvendo a
participacdo das proteases FtsH e Deg (familia de endoproteases do tipo
serina-proteases), associadas perifericamente as membranas de cloroplastos
em A. thaliana e mostrou que fragmentos de D1 gerados por Deg podem ser
substratos do complexo FtsH. O fato da proteina VAR2 ser exclusiva para o
genatipo suscetivel mostra que a planta esta tentando manter seu crescimento,
para assim, aumentar sua superficie de absorcdo. Além dessa proteina, outras
proteinas como a GAPA-2, CAT, HA5, entre outras também sdo de grande
importancia nessa rede de interacdo proteina-proteina.

Para a rede de proteinas mais abundantes no TS encontra-se a
glutationa redutase (GR) (Figura 9B), que é uma flavo-proteina oxiredutase e
potencial enzima antioxidante do ciclo ascorbato-glutationa (ASH-GSH), onde
possui um papel importante no ciclo glutationa (GSH) na determinacdo de
tolerancia, sob vérios estresses, de plantas. E um dos componentes da
maguinaria de antioxidantes, protegendo as células contra danos oxidativos.
Em condi¢cbes de estresse, a GR ajuda na manutencéo do pool de glutationa
reduzida para o fortalecimento dos processos antioxidativos nas plantas. E sua
superexpressao protege as células de danos oxidativos provocados por
estresses abidticos (TRIVEDI et al. 2013). Tal fato indica que a planta esta

lancando mao de um mecanismo antioxidativo para tentar lidar com a situagao
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estressante. Outras proteinas importantes nessa rede de interacdo proteina-
proteina sdo: GAPA-2, HSP70, HSP101, VARZ2, entre outras.

J& para aquelas com abundancia diminuida no tratamento em relagéo ao
controle (Figura 9C), ha a proteina CYP26-2. A CYP26 é uma enzima do
citocromo P450 familia 26 com funcédo na determinacdo da exposicédo celular
ao acido retinoico (RA) através da inativacdo de 4cido retinoico em células que
ndo precisam dele (THATCHER e ISOHERRANEN 2010). O RA é uma
molécula sinalizadora importante na regulacdo da transcricdo de genes e do
ciclo celular (THATCHER e ISOHERRANEN 2010), além de reduzir a apoptose
e o estresse oxidativo (AHLEMEYER et al. 2001), o que demonstra que estas
plantas apresentam um desbalango em sua homeostase redox.

Com os dados obtidos pelo software Revigo foi construido o grafico da
Figura 10 com a descricdo dos processos biolégicos e a quantidade de

proteinas exclusivas do gendtipo TS pertencentes a cada processo (Anexo 4).
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Os processos biologicos da Figura 10 que se destacaram pelo maior
namero de proteinas foram: processo metabdlico, processo celular, processo
metabdlico celular, processo metabdlico primario, resposta ao estimulo de
temperatura, processo biossintético de vitaminas solUveis em agua, processo
metabdlico de hexose e resposta ao estresse.

Para o processo de resposta ao estimulo de temperatura a proteina de
estresse universal (USP) funciona como uma chaperona sob condi¢cdes de
choque térmico e estresse oxidativo. A atividade chaperona e o agrupamento
em complexos € regulado por oxirreducdo (JUNG et al. 2015), altamente
relacionada ao fato de estar presente com exclusividade ao genétipo suscetivel
sob a condicdo de déficit hidrico.

A correlacdo acima pode ser feita para o processo de resposta ao
estresse onde se observa a proteina Protease Cisteina (Cysteine protease).
Segundo Bray 2002, em arabidopsis sob estresse hidrico ha aumento na
producdo de mRNA correspondentes a protease cisteina. Em soja, essas
proteases sdo induzidas por estresse oxidativo e desempenham papel na
morte celular programada (SOLOMON et al. 1999). E possivel que em
arabidopsis esses genes sejam ativados devido ao estresse oxidativo
proveniente do estresse hidrico e tragam a morte celular. Essas proteinas
também podem ser importantes na quebra de proteinas armazenadas servindo
como uma fonte de aminoacidos para quando ndo houver mais estresse
(VIERSTRA 1996). Apés a lise dessas células que passaram pela morte
programada essas proteases podem ter funcdo de protecao das demais células
nao afetadas. J4 a proteina RS5 — Raffinose Synthase 5 é responsavel pelo
acumulo de rafinose nas folhas de Arabidopsis quando esta € exposta a uma
série de estresses abioticos, entre eles déficit hidrico, alta salinidade,
exposicao ao frio, entre outros (EGERT et al. 2013).

Na sequencia na Figura 11 estdo representados 0s processos biolégicos

e 0 numero de proteinas mais expressas para o genétipo TS (Anexo 5).
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Figura 11. Descricdo dos processos bhiolégicos e a quantidade de proteinas mais abundantes para o genétipo suscetivel (TS). Estao
representados no grafico os processos biolégicos que tiveram mais que 5 proteinas envolvidas.
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Da figura 11 se observa que 0s processos biologicos em destaque
foram: processo metabodlico, processo celular, processo metabdlico de
monossacarideos, processo metabdlico celular, resposta a ions metélicos,
processo metabolico primario, processo metabodlico de coenzimas e resposta a
estimulos.

Dentre as proteinas para o processo de resposta a ions metdlicos a
proteina isocitrato desidrogenase citosoélica (NADP) contribui para a producdo
de NADPH para promover a sinalizacdo redox ou homeostase em resposta ao
estresse oxidativo (MHAMDI et al. 2010).

Para o processo de resposta a estimulos, dentre as proteinas desse
processo, a proteina HCF136 - cloroplasto, fator de estabilidade do
fotossistema Il estd envolvida na resposta a seca para o girassol (CASTILLEJO
et al. 2008). Além disso, ela codifica um fator de estabilidade e/ou um fator de
montagem do fotossistema IlI. Individuos mutantes para esse gene sao
completamente desprovidos de qualquer funcionalidade do fotossistema 2
(MEURER et al. 1998). Enquanto que a proteina Ribose 5-phosphate
isomerase — R5PI que esta envolvida no ultimo passo do ciclo de Calvin, que &
uma importante fonte na reducdo de CO:2 e de metabdlitos intermediarios e sua
regulacao é através da luz (SHIN et al. 2007).

Dentre as proteinas para o processo de resposta a estresse a proteina
superéxido dismutase elimina radicais livres, normalmente produzidos dentro
das células e que sao toxicos para o organismo (KLIEBENSTEIN et al. 1998).
Segundo Attia et al. (2008), essa proteina € induzida por estresse oxidativo.

Para as proteinas que tiveram sua abundancia diminuida no tratamento
em relacdo ao controle para o gendtipo TS os dados sobre 0s processos

biol6gicos e o niumero de proteinas sédo apresentados na Figura 12 (Anexo 6).
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Figura 12. Descricdo dos processos bioloégicos e a quantidade de proteinas
diminuidas no tratamento em relacdo ao controle para o genétipo susceptivel.

Os principais processos biolégicos foram (Figura 12): resposta a
estimulos, resposta a ions metdlicos, resposta a quimicos e resposta ao
estresse.

Dentre as proteinas para o processo biolégico de resposta a estimulos a
proteina SGT1lb — Hsp90 é formada pela chaperona Hsp90 e pela co-
chaperona SGT1b. Segundo Wang et al. 2015, o aumento da temperatura
promove o rapido acumulo do co-receptor de auxina TIR1, o que depende da
chaperona Hsp90. Além disso, eles mostraram que a Hsp90 e a SGT1b
interagem com TIR1. Quando a Hsp90 € inibida ocorre a degradacao da TIR1,
causando defeitos em uma variedade de processos de crescimento mediados
por auxina em temperaturas mais baixas e altas. Eles ainda mostram que a
Hsp90 e a SGTL1 integram temperatura e sinalizacdo de auxina para fazer a
regulacdo do crescimento da planta em um ambiente em modificacdo. A
expressao diminuida da Hsp90 no tratamento pode revelar que a regulacéo do
crescimento da planta do genotipo susceptivel pode ser afetada.

Para o processo de resposta a ions metalicos, dentre as proteinas
envolvidas, a proteina peroxidase L-ascorbato 1 (APX1) tem funcdo na
remocao do peréxido de hidrogénio. Ainda faz parte da rede de genes de
oxigénio reativo (ROS) (DAVLETOVA et al. 2005). E para o processo de

resposta a estresse oxidativo, dentre as proteinas envolvidas, a proteina
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Thioredoxin M2 é uma co-chaperona redox ativada que esta envolvida na
resposta a estresse oxidativo (ISSAKIDIS-BOURGUET et al. 2001). Segundo
Zhang et al. (2015), sua super expressao confere resisténcia a NaCl e reduz o
peréxido de hidrogénio, além de estar envolvido na sinalizacdo de ROS. O
resultado € um excelente indicativo mediante a condicéo de estresse hidrico as
plantas do genotipo susceptivel tem dificuldade em estabelecer resisténcia a
falta de dgua, além de ter dificuldade de remog¢é&o dos ROS.

5.2.3. Comparagcédo CS x CT

Foi realizada a andlise comparativa entre os controles dos genotipos
susceptivel (CS) e tolerante (CT) e um total de 1282 proteinas foram
quantificadas e a Figura 13 do Diagrama de Venn revela que, 289 proteinas
foram identificadas como Unicas para o genoétipo CS, enquanto 226 proteinas
Unicas foram identificadas nas folhas das plantas do gendétipo CT. Por sua vez,
767 proteinas compartilhadas foram encontradas em folhas de plantas dos dois

controles.

Controle (CS)  Controle (CT)

Figura 13. Diagrama de Venn representando as proteinas uUnicas encontradas
em plantas controle dos gendétipos CS e CT, e proteinas compartilhadas entre
os dois gendtipos.

A partir do Diagrama de Venn da Figura 12 foi possivel distinguir as
proteinas, que sao por essa analise, consideradas como caracteristica de cada
um dos genotipos. Entender como essas proteinas se alteram mediante a
inducdo do estresse pode ser interessante. Isto pode ser obtido por meio da

comparagao TSXTT.
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5.2.4. Comparagdo TSx TT

Na comparacgdo entre os tratamentos dos genétipos susceptivel (TS) e
tolerante (TT), um total de 1116 proteinas foram quantificadas e a Figura 14 do
Diagrama de Venn revela que, 351 proteinas foram identificadas como Unicas
para o gendtipo TS, enquanto 173 proteinas Unicas foram identificadas nas
folhas das plantas do gendtipo TT. Por sua vez, 592 proteinas compartilhadas
foram encontradas em folhas de plantas dos dois tratamentos.

Déficit (TS) Déficit (TT)

Figura 14. Diagrama de Venn representando as proteinas unicas encontradas
em plantas tratamento dos genétipos TS e TT, e proteinas compartilhadas
entre os dois genotipos.

Ao listar os IDs das 289 proteinas encontradas no CS na comparacao
CSXCT e confrontar com os 351 IDs das proteinas exclusivas encontradas no
TS na comparagdo da Figura 14, foi possivel identificar 117 proteinas que
foram expressas, para 0 genoétipo susceptivel somente quando a planta esteve
sob estresse. Essas proteinas foram analisadas no Cytoscape para gerar 0S
GO termos de cada proteina, depois esses dados foram revisados no software
Revigo para retirar a redundancia em relacdo aos processos biolégicos (Anexo

7). Com os dados obtidos foram feitos os graficos das Figuras 15 e 16.
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A Figura 15 mostra os processos bioldgicos que as proteinas uUnicas
para o genotipo susceptivel sob déficit hidrico estdo envolvidas, sendo os de
destaque: processo metabdlico, processo celular, processo metabdlico celular,
processo metabdlico primario, resposta a estimulos, processo metabdlico de
moléculas pequenas, processo biossintético celular, resposta a estimulos
quimicos e resposta a estresse.

Dentre as proteinas para o processo metabodlico a proteina TOPL,
segundo Moreau et al. (2013), media a sinalizacdo acido salicilico (SA)-
dependente e é necessaria para a resposta imune a patdégenos nao virulentos.

Para o processo celular, dentre as proteinas envolvidas, a proteina Clp,
segundo Zheng et al. (2002), esta localizada no estroma dos cloroplastos e,
apesar de ndo ser induzida rapidamente sob estresse a curto prazo, é uma
proteina constitutiva primaria que pode estar envolvida na aclimatacdo da
planta em diferentes condi¢des fisioldgicas.

Considerando agora o0 genétipo tolerante, das 226 proteinas
encontradas no CT e 173 no TT, foi possivel observar 105 proteinas uUnicas
para o genétipo tolerante que somente foram identificadas sob déficit hidrico.
Essas proteinas foram analisadas no Cytoscape para gerar os GO termos de
cada proteina, depois esses dados foram revisados no software Revigo para
retirar a redundancia em relacdo aos processos biolégicos (Anexo 8). Com os

dados obtidos foi feito o grafico da Figura 16.
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Figura 16. Proteinas exclusivas para o genotipo tolerante, apresentando a quantidade de proteinas envolvidas e a descricdo dos processos
bioldgicos.
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O grafico acima mostra que 0s processos biolégicos com o maior
namero de proteinas envolvidas sdo: processo metabdlico, processo celular,
processo metabolico primério, resposta a estimulos, processo metabdlico de
macromoléculas, processo metabolico de proteinas, resposta a quimicos e
resposta a estresse.

Para os processos metabolico e celular, dentre as proteinas envolvidas,
h& a proteina chaperona de choque térmico 70B (Hsp70B) que junto com as
demais chaperonas establiza proteinas pré-existentes contra a agregacdo e
media o dobramento de novos polipeptideos traduzidos. Essas proteinas
também ligam segmentos de polipeptideos apds danos induzidos por estresses
(ALTUNOGLU, 2016; MORIMOTO, 1998).

Dentre as proteinas para o processo metabdlico de proteinas a proteina
proteossomo 26S subunidade RPN12A estd envolvida na degradacdo ATP-
dependente de proteinas ubiquitinadas. Ainda ajuda a controlar a degradacgéo
de fatores que reprimem a sinalizacdo de citoquinina (RYU et al. 2009), além
de ser importante no balanceamento de expansao celular por meio de taxas de
proliferacédo celular durante o desenvolvimento (KUREPA et al. 2009; SMALLE
et al. 2002).

Para o processo de resposta a estresses, dentre as proteinas
envolvidas, ha a proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPC), e
segundo Guo et al. 2012, essa proteina interage com a membrana plasmatica
associada a fosfolipase D (PLD) para transportar o sinal do perdxido de
hidrogénio ROS em Arabdopsis thaliana. A remocéo da PLD impede a resposta
do estbmato ao 4cido abscisico (ABA) e ao peroxido de hidrogénio, sendo que
€ o peréxido de hidrogénio que promove a interacdo GAPC-PLD e a atividade
da PLD. Ainda segundo os autores, quando as proteinas GAPCs estdo
nocauteadas ha a diminuicdo da ativacao induzida por peroxido de hidrogénio e
ABA. Dessa forma, quando ndo houve a expressao do GAPC ou PLD as
plantas passaram a ser menos responsivas ao déficit hidrico do que as plantas
selvagens (GUO et al. 2012). Isso indica que as plantas do gendétipo tolerante
sob estresse estdo respondendo ao déficit hidrico, o que explica o fato desse
genotipo ser tolerante a esse estresse. Ja a proteina glycine-rich RNA-binding
(GR-RBP4) esta envolvida com resposta ao estresse em plantas, sendo que

seus niveis de mRNA aumentam sob exposi¢éo ao frio, déficit hidrico, lesdes,
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acido abscisico, infec¢des virais, radiacdo UV e a metais pesados
(SACHETTO-MARTINS et al., 2000). Segundo Kwak et al. 2005, a expressao
dessa proteina em relagdo ao déficit hidrico diferiram, sendo que para a GR-
RBP4 o alto estresse hidrico diminuiu sua expressao a um quarto ou um tergo

guando comparada as plantas sem estresse.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que por meio das medidas de trocas gasosas e das analises
de protedmica quantitativa foi possivel fazer a diferenciacdo dos genoétipos
contrastantes, sendo um suscetivel e um tolerante.

Em relacdo as medidas de troca gasosa as respostas dos genotipos
para taxa fotossintética e condutancia estomatica foram similares, sendo
maiores sempre no genotipo tolerante, isso € explicado pelo fato do gendtipo
tolerante possuir mecanismos para superar o déficit hidrico e, dessa forma,
continuar crescendo e produzindo. Para taxa de transpiracao os valores para o
genotipo tolerante também foram superiores do que para o suscetivel. Para 0s
trés parametros fisiolégicos analisados nesse trabalho os valores encontrados
para as plantas controles sempre apresentaram valores maiores do que 0s
tratamentos, 0 que € de se esperar ja que as plantas controles estdo sob
condicbes normais de irrigacdo, enquanto que as plantas tratamentos estédo
sob déficit hidrico.

Por meio da protebmica quantitativa label-free foi possivel observar que
houve diferencas de expressdo de proteinas entre os genoétipos. Para as
proteinas exclusivas de todas as comparacfes feitas, 0 maior nimero de
proteinas foi relacionado aos processos metabdlico e celular, indicando que
cada gendtipo, mesmo possuindo um arsenal proteico préprio, visa manter a
manutencdo de seus processos bioldgicos, garantindo assim sua
sobrevivéncia. Para as proteinas mais expressas nas comparacdes CT/TT e
CS/TS, o gendtipo tolerante apresentou um numero menor de processos
bioldgicos, com uma quantidade menor de proteinas envolvidas, sendo que o0s
principais processos foram resposta ao estresse e resposta a estimulos; ja para
0 gendtipo suscetivel houve um numero maior de processos bioldgicos
envolvidos e um maior niumero de proteinas, mas 0s principais processos
foram processos metabdlico, celular, metabdlico de monossacarideo e
metabalico celular. Neste sentido, € plausivel supor que a homeostase celular
é tao fortemente afetada em plantas suscetiveis culminando em alteragbes em
inUmeras vias metabdlicas com o objetivo de tentar lidar com a situacdo
estressante. Da mesma forma, para as proteinas diminuidas no tratamento em

relacdo ao controle nas comparacdes CT/TT e CS/TS, 0s principais processos
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biologicos também foram distintos entre os gendtipos. O gendtipo tolerante
apresentou mais proteinas envolvidas nos processos de resposta a estimulo de
luz, processo metabdlico e processo celular, jA& o gendtipo suscetivel
apresentou mais proteinas relacionadas a resposta a estimulos, resposta a
ions metalicos, resposta a quimicos e resposta a estresse, o fato desse
gendtipo apresentar expressdo diminuida em proteinas relacionadas a
respostas explica o porqué dele ser suscetivel ao déficit hidrico e talvez o
genatipo tolerante mantenha sua produtividade diante desta situagcédo, enquanto

0 suscetivel esteja apenas tentando se defender e sobreviver.
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Anexo 1

Anexo 1: Proteinas exclusivas categorizadas em cada processo biolégico encontradas

no gendtipo TT.

GO Revigo

PROTEINAS PERTENCENTES A CADA PROCESSO BIOLOGICO

G0:0008152

G0:0050896

G0O:0044237

G0:0006950

G0:0042221

G0:0009628

G0:0010035

G0:0010038

G0:0044281

G0:0042180

G0O:0009607

G0:0006082

AT3G03980|AT3G54890|AT5G17530|AT5G62180]AT5G61170|AT4G13430|A
T1G51510|AT4G35260|AT3G60370|AT1G01050|AT1G74310|AT5G43940|AT
5G20890|AT5G19220|AT5G16390|AT1G32470|AT2G17200|AT1G74920|AT1
G32550|AT2G32060|AT5G17920|AT4G16730|AT4G13940|AT3G12580|AT5G
12040|AT1G75690|AT3G03080|AT4G35830|AT3G63490|AT1G08830|AT1G3
2060|AT2G35500|AT5G47760|AT1G77090|AT5G17310]AT5G22060|AT5G48
570|AT1G68010|AT1G11840|AT4G34350|/AT3G48700|AT5G11880|AT4G139
30|AT1G79340|AT5G58290|AT5G57040|AT4G38630|AT3G52580|AT4G0194
0JAT2G47180|AT1G11530|AT5G64570|AT2G36880|AT5G36210|AT1G76760|
AT1G16030|AT5G35360|AT2G24270|AT5G02500
AT1G32060|AT5G19770|AT5G50850|AT3G54890|AT5G17310|AT1G17880|A
T1G23190|AT5G27470|AT4G09010|AT1G11840|AT4G13430|AT4G34350|AT
3G15360|AT3G61220|AT1G74310|AT4G13930|AT1G29880|AT1G60710|AT3
G48000|AT5G43940|AT4G17870|AT4G38630|AT5G52640|AT2G47180|AT2G
39730]AT5G17920|AT3G23600|AT2G43350|AT1G24020|AT1G16030|AT3G1
2580|AT5G52560|AT4G35830|AT5G59890|AT4G35770|AT1G56070|AT5G02
500|AT1G08830|AT3G12500|AT1G77490
AT2G35500|AT1G77090|AT3G54890|AT5G22060|AT5G48570|AT1G68010|A
T5G61170|AT4G13430|AT1G51510|AT4G34350|AT4G35260|AT3G60370|AT
5G11880|AT1G01050|AT1G74310|AT4G13930|AT5G58290|AT5G43940|AT4
G38630|AT5G20890|AT5G16390|AT3G52580|AT4G01940|AT1G32470|AT2G
17200|AT1G32550|AT2G32060|AT1G11530|AT5G17920|AT2G36880|AT4G1
3940|AT1G16030]AT3G12580|AT5G35360|AT1G75690|ATAG35830|AT3G63
490|AT5G02500|AT1G08830
AT1G32060|AT5G50850|AT5G17310|AT1G17880|AT4G09010|AT3G15360|A
T3G61220|AT1G74310|AT5G43940|AT4G38630|AT5G52640|AT2GA47180|AT
2G39730|AT5G17920|AT3G23600|AT2G43350|AT1G24020]AT1G16030|AT3
G12580|AT4G35830|AT5G59890|AT4G35770|AT1G56070|AT5G02500/AT1G
08830|AT3G12500|AT1G77490
AT5G17310|AT1G23190|AT5G27470|AT4G09010|AT1G11840|AT4G13430|A
T4G34350|AT3G15360|AT1G74310|AT4G13930|AT1G29880|AT1G60710|AT
3G48000|AT4G17870|AT4AG38630|AT5G52640|AT2G47180|AT5G17920|AT2
G43350|AT3G12580|AT5G52560|AT4G35770|AT5G02500|AT1G08830|AT3G
12500|AT1G77490
AT1G32060|AT5G19770|AT3G54890|AT5G17310|AT5G52640|AT2G47180|A
T1G17880|AT2G39730|AT5G17920|AT3G23600|AT2G43350|AT1G74310|AT
1G16030|AT3G12580|AT5G43940|AT4G35830|AT1G56070|ATAG38630|AT5
G02500|AT1G08830
AT5G17310|AT5G52640|AT2G47180|AT1G23190|AT5G27470|AT5G17920|A
T1G11840|AT4G13430|AT2G43350|AT1G74310|AT4G13930|AT3G12580|AT
1G29880|AT1G60710|AT3G48000|AT5G52560|AT5G02500/AT1G08830|AT3
G12500
AT5G17310|AT1G23190|AT5G27470|AT5G17920|AT1G11840|AT4G13430|A
T4G13930|AT3G12580|AT1G29880|AT1G60710|AT3G48000|AT5G52560|AT
5G02500|AT1G08830|AT3G12500
AT5G16390|AT2G35500|AT1G32470|AT5G17920|AT2G36880|AT4G34350|A
T4G35260|AT4AG13940|AT1G76760|AT5G11880|ATAG13930|AT5G35360|AT
5G43940|AT4G35830
AT5G16390|AT2G35500|AT4G34350|AT4G35260|AT5G11880|AT1G32470|A
T4G13930|AT5G35360|AT4G35830|AT5G17920|AT2G36880
AT1G32060|AT5G50850|AT1G24020|AT5G52640|AT3G12580|AT5G59890|A
T2G39730|AT4G38630|AT5G02500]AT1G08830|AT3G 12500
AT5G16390|AT2G35500|AT4G34350|AT4G35260|AT5G11880|AT1G32470|A
T4G13930|AT5G35360|AT4G35830|AT5G17920|AT2G36880



G0:0006979

G0O:0006952

G0:0009408

G0:0006457

GO0:0009617

G0:0046394
G0:0000302
GO0:0009657
G0:0010020
G0:0006102
G0:0006544
G0:0043572
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AT2G43350|AT3G15360|AT1G74310|AT3G12580|AT2G47180|AT4G35770]A
T4G09010|AT1G08830|AT1G77490
AT1G32060|AT5G50850|AT3G61220|AT1G24020|AT5G52640|AT5G59890|A
T2G39730|AT1G08830|AT3G12500
AT1G74310|AT5G52640|AT1G16030|AT3G12580|AT2G47180|AT5G43940|A
T4G38630|AT5G02500
AT5G20890]AT1G16030|AT3G12580|AT5G22060]AT5G48570|AT1G75690|A
T1G11530|AT5G02500
AT1G32060]AT5G50850|AT5G52640|AT3G12580|AT5G59890|AT2G39730|A
T1G08830
AT5G16390]AT2G35500/AT5G11880|AT5G35360]AT5G17920|AT2G36880

AT2G43350|AT1G74310|AT3G12580|AT2G47180|AT1G08830
AT4G01940|AT2G36250|AT1G65260|AT5G55280
AT2G36250|AT5G55280

AT4G35260|AT4G35830

AT1G32470|AT4G13930

AT2G36250|AT5G55280
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Anexo 2

Anexo 2: Proteinas diminuidas no tratamento em relacao ao controle categorizadas
em cada processo biolégico encontradas no genotipo TT.

GO Revigo PROTEINAS PERTENCENTES A CADA PROCESSO BIOLOGICO
G0:0009937 AT5G42270|ATEG56000/AT1G61520|AT3G53750|AT1G09340|AT2G40100/AT
' 2G34460|AT2G13360
_ AT5G42270|AT5G56000|AT1G61520|AT1G09340|AT2G40100|AT2G34460|AT
GO:0008152 =7 2ac’
60:0044237 ,;(T;ig;goz?o|AT5G56000|AT1661520|AT1G09340|AT2@40100|AT2@34460|AT

G0:0009628 AT5G42270|AT3G08940|AT1G09340|AT2G40100|AT1G44575
G0:0050896 AT5G42270|AT3G08940|AT1G09340|AT2G40100|AT1G44575
G0:0009416 AT5G42270|AT3G08940|AT2G40100|AT1G44575
G0:0015979 AT1G61520|AT2G40100

G0O:0009765
G0:0010304
G0O:0009853
GO0:0043467
G0:0010109
G0:0010196

AT1G61520
AT5G42270
AT2G13360
AT5G42270
AT5G42270
AT1G44575
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Anexo 3

Anexo 3: Proteinas mais expressas no tratamento categorizadas em cada processo
biolégico encontradas no gendtipo TT.

GO Revigo

PROTEINAS PERTENCENTES A CADA PROCESSO BIOLOGICO

G0:0050896

G0:0006950

G0:0009628

G0:0010035
G0:0010038
G0O:0006970
G0O:0009651
G0:0042742
G0:0045454
G0:0006642
G0:0046184
G0:0046166

AT5G49910|AT4G11650|AT3G52300|/AT5G23120/AT3G04790|AT3G06050]AT
4G35090|AT5G50250|AT4G09320|AT4G01050|ATAG04020|AT4G34110
AT5G49910|AT4G11650|AT3G52300|/AT3G04790|AT3G06050|AT4G35090|AT
5G50250|AT4G09320|AT4G01050|AT4G04020|AT4G34110
AT5G49910|AT4G11650|AT3G52300|AT4G35090|AT4G09320|ATAG04020|AT
4G34110

AT5G49910|AT5G23120|AT3G06050|AT4G35090|AT4G09320

AT5G49910|AT5G23120|AT3G06050|AT4G09320
AT4G11650|AT3G52300|AT4G09320|AT4G34110
AT4G11650|AT3G52300/AT4G09320|AT4G34110
AT4G11650|AT3G04790|AT4G01050
AT4G35090|AT2G35010

AT2G21170

AT2G21170

AT2G21170
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Anexo 4

Anexo 4: Proteinas exclusivas no tratamento categorizadas em cada processo
biolégico encontradas no gendétipo TS

GO Revigo

PROTEINAS PERTENCENTES A CADA PROCESSO BIOLOGICO

G0:0008152

G0:0009987

G0:0044237

AT1G08490|AT2G28470|AT1G15980]AT2G30950|AT3G56070|AT4G21580|A
T4G13430|AT1G01050|AT1G27680|AT1G49630|AT5G37850|AT1G74310|AT
3G48680|AT2G22240|AT4G33680|AT2G22360|AT3G10920|AT2G39810|AT4
G34700|AT1G32470|AT1G17650|AT2G32060|AT3G14290|AT3G58140|AT5G
37600]AT5G03290|AT4G13940|AT3G13470|AT5G12040|AT2G43750|AT1G7
4040|AT2G20690|AT5G15250|AT1G64770|AT5G17310|AT4AG08900|AT4G29
120|AT5G22060|AT1G66670|AT5G26780|AT4G35090|AT1G17220|AT5G254
50|AT5G08030|AT1G50200|AT5G54770|AT5G35530|AT4G13930|AT1G4997
0JAT3G52930|AT5G28840]AT2G02010|AT5G48300|AT5G61580|AT5G62790)
AT1G12900|AT4G29410|AT1G16300|AT3G08900|AT1G79750|AT2G24270|A
T3G02090|AT1G07320|AT4G13360|AT5G04800|AT5G40390|AT1G10370|AT
3G54890|AT3G26340|AT1G32200|AT4G26270|AT5G23250|AT3G01440|AT5
G08380|AT5G66140|AT1G02500|AT4G37560|AT4G15530|AT3G63520|AT5G
08530]AT1G07110|AT3G43190|AT1G65930|AT3G02780|AT3G06580|AT3G5
4660|AT3G52880|AT2G36460|AT1G31340|AT5G54600|AT1G74920|AT1G11
750|AT1G12840|AT1G11870|AT3G25920|AT1G22360|AT1G53520|AT1G799
30|AT3G12580|AT1G09640|AT3G63490|AT4G39090|AT5G48570|AT4G2289
0JAT4G34350|AT5G56350|AT2G24520|AT2G40490|AT1G53750|AT5G56630|
AT3G45310|AT1G50480|AT1G43670|AT1G69740|AT1G77120|AT5G35170|A
T5G18170|AT5G66150/AT1G05190|AT1G63770|AT2G47730|AT5G10160|AT
1G48830|AT1G79550|AT1G75350|AT3G45140|AT5G42800|AT3G63190
AT1G08490|AT1G15980|AT2G30950|AT3G56070|AT4G13430|AT1G01050|A
T1G27680|AT5G37850|AT1G74310|AT3G48680|AT2G22240|AT4G33680|AT
2G22360|AT3G10920|AT2G39810|AT4G34700|AT1G32470|AT1G17650|AT2
G32060|AT3G14290|AT3G58140|AT5G03290|AT4G13940|AT3G13470|AT2G
43750|AT1G74040|AT2G20690|AT5G15250|AT1G64770|AT4GO8900|AT5G4
0770|AT4G29120|AT5G22060|AT5G26780|AT4G35090|AT1G17220|AT5G25
450|AT5G08030|AT1G50200|AT5G54770|AT5G35530|AT5G10470|AT4G139
30|AT5G12250|AT3G52930|AT5G28840|AT2G02010|AT5G48300|AT5G6158
0JAT5G62790|AT1G12900|AT4G29410|AT1G16300|AT3G08900|ATSG07350)
AT1G79750|AT5G46800|AT5G55190|AT1G07320|AT5G04800|AT5G40390|A
T1G10370|AT3G54890|AT3G26340|AT1G32200|AT4G26270|AT3G01440|AT
5G66140|AT4G14960|AT1G02500|AT4G15530|AT3G63520|AT5G08530|AT1
G07110|AT3G43190|AT1G65930|AT3G02780|AT3G53730|AT5G23120|AT3G
06580|AT3G54660|AT3G52880|AT2G36460|AT1G31340|AT1G14900|AT5G5
4600|AT1G11750|AT1G12840|AT1G11870|AT3G25920|AT1G53520|AT1G79
930]AT1G50010|AT3G12580|AT1G09640|AT3G63490|AT3G12500|AT5G197
70|AT5G15450|AT5G48570|AT1G65260|AT4G22890|AT1G12410|AT4G3435
0JAT5G56350|AT2G24520|AT2G40490|AT1G53750|AT5G56630|AT1G50480)
AT1G43670|AT1G69740|AT3G12110|AT1G77120]AT5G35170|AT5G66150|A
T1G05190|AT2G47730|AT5G10160|AT1G48830|AT1G79550|AT1G75350|AT
3G45140|AT5G42800|AT3G63190|AT1G06950
AT1G08490|AT1G15980|AT2G30950|AT3G56070|AT4G13430|AT1G01050|A
T1G27680|AT5G37850|AT1G74310|AT3G48680|AT2G22240|ATAG33680|AT
2G22360|AT3G10920|AT2G39810|AT4G34700|AT1G32470|AT1G17650|AT2
G32060|AT3G14290|AT3G58140|AT5G03290|AT4G13940|AT3G13470|AT2G
43750|AT1G74040|AT2G20690|AT5G15250|AT1G64770|AT4GO8900|ATAG2
9120|AT5G22060|AT5G26780|AT4G35090|AT1G17220|AT5G25450|AT5G08
030]AT1G50200|AT5G54770|AT5G35530|AT4G13930|AT3G52930|AT5G288
40|AT2G02010|AT5G48300|AT5G61580|AT5G62790|AT1G12900|AT4G2941
0JAT1G16300|AT3G08900]AT1G79750|AT1G07320|AT5G04800|AT5G40390)
AT1G10370|AT3G54890|AT3G26340|AT1G32200|AT4G26270|AT3G01440|A
T5G66140|AT1G02500/AT4G15530|AT3G63520|AT5G08530|AT1GO7110|AT
3G43190|AT1G65930|AT3G02780|AT3G06580|AT3G54660|AT3G52880|AT2



G0:0044238

G0O:0050896

G0O:0009058

G0:0044281

G0:0044249

76

G36460|AT1G31340]AT5G54600|AT1G11750|AT1G12840|AT1G11870|AT3G
25920|AT1G53520|AT1G79930|AT3G12580|AT1G09640|AT3G63490|AT5G4
8570|AT4G22890|AT4G34350|AT5G56350|AT2G24520|AT2G40490|AT1G53
750|AT5G56630|AT1G50480|AT1G43670|AT1G69740|AT1G77120|AT5G351
70|AT5G66150]AT1G05190|AT2G47730|AT5G10160|AT1G48830|AT1G7955
0JAT1G75350|AT3G45140|AT5G42800|AT3G63190
AT1G08490|AT5G40390|AT2G28470|AT3G26340|AT2G30950|AT1G32200|A
T4G26270|AT3G56070|AT5G08380|AT5G66140|AT4G13430|AT1G02500|AT
1G27680|AT3G63520|AT1G49630|AT1G74310|AT1G07110|AT2G22240|AT4
G33680|AT2G22360|AT3G43190|AT1G65930|AT2G39810|AT3G02780|AT3G
06580|AT3G54660|AT1G32470|AT2G36460|AT1G17650|AT1G31340|AT5G5
4600]AT2G32060|AT3G14290|AT1G12840|AT1G11870|AT3G58140|AT3G25
920|AT1G53520|AT1G79930|AT3G13470|AT3G12580|AT1G09640|AT2G437
50|AT1G74040|AT3G63490|AT4G39090|AT5G15250|AT4G08900|AT4G2912
0JAT5G22060|AT1G66670|AT5G48570|AT5G26780|AT1G17220|AT4G34350)
AT5G56350|AT2G24520|AT5G08030|AT1G50200|AT1G53750|AT5G56630|A
T3G45310|AT1G43670|AT5G35530|AT4G13930|AT1G49970|AT3G52930|AT
5G28840|AT2G02010|AT5G35170|AT5G66150/AT1G05190]AT5G48300|AT1
G63770|AT5G61580|AT5G62790|AT1G12900|AT4G29410|AT1G16300|AT3G
08900]AT1G79750|AT5G10160]AT3G02090|AT1G48830|AT1G79550|AT1GO
7320|AT1G75350|AT3G45140|AT5G42800|AT5G04800|AT3G63190
AT1G08490|AT5G40390|AT3G54890|AT3G01280|AT3G04790|AT1G30580|A
T2G30950|AT1G17880|AT3G56070|AT4G22670|AT4G13430|AT4G14960|AT
1G02500|AT3G63520|AT5G37850|AT1G74310]AT1G60710|AT5G58070|AT2
G22240|AT4G33680|AT2G22360|AT1G65930|AT3G10920|AT2G39810|AT5G
23120|AT3G52880|AT1G31340|AT2G39730|AT2G47710|AT1G79930|AT1G5
0010|AT1G24020|AT3G12580|AT4G31990|AT4G32320|AT5G42740|AT2G43
750|AT3G12500|AT5G19770|AT4G39090|AT5G17310|AT5G15450|AT5G407
70|AT4G35090]AT1G23190|AT2G30970|AT4G34350|AT1G50200|AT1G5274
0JAT5G54770|AT1G50480|AT1G29880|AT4G13930|AT5G12250|AT1G77120|
AT5G18170|AT3G53990|AT5G51830|AT5G48300|AT5G52640|AT5G62790|A
T4G27670|AT2G47730|AT5G07350|AT5G63400|AT1G53540|AT3GA45140|AT
3G63190|AT1G07400|AT1G77490|AT1G04410
AT1G08490|AT5G40390]AT1G32200|AT4G13430|AT1G02500|AT1G27680|A
T5G37850|AT3G48680|AT2G22240|AT4G33680|AT3G43190|AT3G02780|AT
4G34700|AT1G31340|AT5G54600|/AT2G32060|AT1G12840|AT1G11870]AT3
G58140|AT3G25920|AT1G53520|AT1G09640|AT2G43750|AT1G74040|AT2G
20690|AT1G17220|AT4G34350|AT2G24520|AT2G40490|AT1G50200|AT5G5
4770|AT1G50480|AT5G35530|AT1G69740|AT5G28840|AT1G05190|AT5G48
300|AT5G62790|AT4G29410|AT3G08900|AT1G79750|AT5G10160|AT1G488
30|AT1G07320|AT1G75350|AT3G45140|AT5G42800|AT5G04800|AT3G6319
0
AT5G40390|AT4G26270|AT1G02500|AT5G37850|AT1G07110|AT2G22240|A
T4G33680|AT1G65930|AT3G06580|AT3G54660|AT1G32470|AT2G36460|AT
1G17650|AT1G31340|AT1G12840|AT1G11870|AT3G58140|AT5G03290|AT1
G53520|AT4G13940|AT2G43750|AT1G74040|AT2G20690|AT4G08900|ATAG
29120|AT5G26780|AT4G34350|AT5G56350|AT2G24520|AT5G08030|AT1G5
0200|AT5G54770|AT5G56630|AT1G50480|AT1G43670|AT4G13930|AT3G52
930|AT5G28840|AT2G02010|AT5G66150|AT5G61580|AT5G62790|AT1G129
00|AT1G16300]AT1G79750|AT5G10160|AT1G79550|AT3G45140|AT5G4280
0
AT1G08490|AT5G40390|AT1G32200|AT4G13430|AT1G02500|AT1G27680]A
T5G37850|AT3G48680|AT2G22240|AT4G33680|AT3G43190|AT3G02780|AT
4G34700|AT1G31340|AT5G54600|AT2G32060|AT1G12840|AT1G11870|AT3
G58140|AT3G25920|AT1G53520|AT1G09640|AT2G43750|AT1G74040|AT2G
20690|AT1G17220|AT4G34350|AT2G24520|AT2G40490|AT1G50200|AT5G5
4770|AT1G50480|AT5G35530|AT1G69740|AT5G28840|AT1G05190|AT5G48
300|AT5G62790|AT4G29410|AT3G08900|AT1G79750|AT5G10160|AT1G488
30|AT1G07320]AT1G75350|AT3G45140|AT5G42800|AT5G04800|AT3G6319
0



G0:0042221

G0O:0006950

G0:0019538

G0:0009628

G0:0010035

G0O:0010038

G0:0006807

G0O:0005975

G0:0034641

G0O:0009056

77

AT1G08490|AT5G40390|AT4G39090|AT5G17310|AT1G30580|AT5G40770]A
T4G35090|AT1G23190|AT2G30970|AT3G56070|AT4G22670|AT4G13430|AT
4G34350|AT1G02500|AT1G50200|AT1G50480|AT3G63520|AT1G74310]AT1
G29880|AT4G13930]AT1G60710|AT1G77120|AT2G22240|AT4G33680|AT5G
18170|AT1G65930|AT3G10920|AT5G51830|AT5G23120|AT3G52880|AT5G5
2640|AT5G62790|AT1G31340|AT4G27670|AT5G07350|AT5G63400|AT1G79
930]AT3G12580|AT4G31990|AT4G32320|AT5G42740|AT3G45140|AT2G437
50|AT1G07400]AT3G12500|AT1G77490|AT1G04410
AT5G40390|AT4G39090|AT5G17310|AT3G04790|AT5G15450|AT5G40770|A
T1G17880|AT4G35090|AT4G14960|AT1G02500|AT1G52740|AT5G54770|AT
3G63520|AT5G37850|AT1G74310|AT5G12250|AT1G77120]AT5G58070|AT2
G22240|AT4G33680]AT5G18170|AT2G22360|AT1G65930|AT3G10920|AT3G
53990|AT2G39810|AT3G52880|AT5G52640|AT4G27670|AT2G39730|AT2G4
7730|AT5G07350|AT2G47710|AT1G53540|AT1G79930|AT1G50010|AT1G24
020|AT3G12580|AT4G31990|AT4G32320|AT3G45140|AT3G63190|AT1G074
00|AT3G12500|AT1G77490|AT1G04410
AT1G08490|AT4G39090|AT5G15250|AT3G26340|AT2G30950|AT5G22060|A
T1G66670|AT5G48570|AT1G17220|AT3G56070|AT5G66140|AT1G50200|AT
1G53750|AT3G45310|AT1G49630|AT1G74310|AT5G35530|AT1G49970|AT2
G22360|AT2G39810|AT1G05190|AT1G63770|AT1G31340|AT5G54600|AT2G
32060|AT3G14290|AT4G29410|AT1G11870|AT3G58140|AT3G25920|AT1G7
9930|AT3G13470]AT3G12580|AT3G02090|AT1G48830|AT1G07320|AT1G09
640]AT1G75350|AT5G04800|AT3G63190
AT5G40390|AT5G19770|AT4G39090|AT3G54890|AT5G17310|AT5G15450|A
T5G40770|AT2G30950|AT1G17880|AT4G35090|AT4G14960|AT1G02500|AT
5G54770|AT3G63520|AT5G37850|AT1G74310|AT5G12250|AT1G77120|AT5
G58070|AT2G22240|AT5G18170|AT2G22360|AT1G65930|AT3G10920|AT3G
53990|AT2G39810|AT5G48300|AT5G52640|AT4G27670|AT2G39730|AT2G4
7730|AT1G53540|AT1G79930|AT1G50010|AT3G12580|AT4G31990|AT3G45
140|AT1G07400|AT1G04410
AT1G08490|AT5G17310|AT1G30580|AT5G40770|AT4G35090|AT1G23190|A
T2G30970|AT3G56070|AT4G22670|AT4G13430|AT1G02500|AT1G50200|AT
1G50480|AT1G74310]AT1G29880|AT4G13930|AT1G60710|AT1G77120|AT2
G22240|AT5G18170|AT1G65930|AT3G10920|AT5G51830|AT5G23120|AT3G
52880|AT5G52640|AT5G62790|AT4G27670|AT5G07350|AT5G63400|AT1G7
9930|AT3G12580|AT4G31990|AT5G42740|AT2G43750|/AT3G12500|AT1G04
410
AT1G08490|AT5G17310|AT1G30580|AT1G23190|AT2G30970|AT3G56070|A
T4G22670|AT4G13430|AT1G02500|AT1G50200|AT1G50480|AT1G29880|AT
4G13930|AT1G60710|AT1G77120|AT5G18170|AT1G65930|AT3G10920|AT5
G51830|AT5G23120|AT3G52880|AT5G62790|AT5G07350|AT5G63400|AT1G
79930|AT3G12580|AT4G31990|AT5G42740|AT2G43750|AT3G12500|AT1GO
4410
AT4G08900|AT4G29120|AT5G26780|AT1G02500|AT2G24520|AT2G40490|A
T1G50200|AT5G54770|AT1G69740|AT4G13930|AT3G52930|AT5G28840|AT
2G02010|AT4G33680|AT5G35170|AT5G18170|AT1G65930|AT3G02780|AT1
G32470|AT2G36460]AT1G17650|AT1G31340|AT1G11870|AT3G58140|AT5G
37600|AT5G12040|AT2G43750|AT1G74040|AT2G20690|AT3G63490
AT5G40390|AT2G28470|AT4G29120|AT4G26270|AT5G08380|AT4G13430|A
T4G34350|AT5G56350|AT5G08030|AT5G56630|AT1G27680|AT1G43670|AT
3G52930|AT1G07110|AT2G22240|AT3G43190|AT5G66150|AT5G48300|AT3
G06580|AT5G61580|AT5G62790|AT1G12900|AT2G36460|AT1G17650|AT1G
16300|AT3G08900|AT1G79550
AT4G08900|AT4G29120|AT5G26780|AT1G02500]AT2G24520|AT2G40490|A
T1G50200|AT5G54770|AT1G69740|AT4G13930|AT3G52930|AT5G28840|AT
2G02010|AT4G33680|AT5G35170|AT1G65930|AT3G02780|AT1G32470|AT2
G36460|AT1G17650|/AT1G31340|AT1G11870|AT3G58140|AT2G43750|AT1G
74040|AT2G20690|AT3G63490
AT1G10370|AT5G15250|AT3G26340|AT4G08900|AT2G30950|AT4G29120|A
T4G35090|AT4G26270|AT5G66140|AT5G56350|AT1G53750|AT5G56630|AT



G0:0044262

G0:0042180

G0:0006082

G0:0006066

G0:0009266

G0:0044283

G0O:0006996

G0:0006091

G0O:0009607

G0:0019318

G0:0051704

G0:0044282

G0O:0044106

G0:0051186

G0:0009308

G0:0006952

G0O:0009617
G0:0044275

78

3G63520|AT3G52930|AT1G32470|AT3G52880|AT5G61580|AT1G12900|AT2
G36460|AT1G17650|/AT3G14290|AT1G16300|AT5G03290|AT2G47730|AT1G
79550
AT5G40390|AT4G29120|AT4G26270|AT4G13430|AT4G34350|AT5G56350|A
T5G08030|AT5G56630|AT1G27680|AT1G43670|AT3G52930|AT1GO07110|AT
2G22240|AT3G43190|AT5G66150|AT5G48300|AT3G06580|AT5G61580|ATS
G62790|AT1G12900|AT2G36460|AT1G17650|AT1G16300/AT3GO8900|AT1G
79550
AT1G65930|AT4G08900]AT1G32470|AT5G62790|AT5G26780|AT1G31340|A
T1G11870|AT3G58140|AT5G03290|AT4G34350|AT1G02500|AT1G50200|AT
1G50480|AT4G13930|AT5G28840|AT1G79750|AT5G10160|AT2G02010|AT3
G45140|AT2G43750|AT4G33680|AT1G74040
AT1G65930|AT4G08900|AT1G32470|AT5G62790|AT5G26780|AT1G31340|A
T1G11870|AT3G58140|AT5G03290|AT4G34350|AT1G02500|AT1G50200|AT
1G50480|AT4G13930|AT5G28840|AT1G79750|/AT5G10160|AT2G02010|AT3
G45140|AT2G43750|AT4G33680|AT1G74040
AT5G66150|AT5G40390|AT3G06580|AT4G29120|AT5G61580|AT5G62790|A
T1G12900|AT4G26270|AT2G36460|AT1G17650|AT1G16300|AT4G34350|AT
5G56350|AT5G08030|AT5G56630|AT1G43670|AT3G52930|AT1G07110|AT1
G79550|AT2G22240
AT3G53990|AT2G39810|AT5G15450|AT5G52640|AT4G35090|AT4G27670|A
T2G39730|AT2G47730|AT5G54770|AT1G53540|AT1G79930|AT1G74310|AT
3G12580|AT5G12250|AT4G31990|AT5G58070|AT2G22240|AT1GO7400|AT2
G22360
AT5G40390|AT1G31340|AT1G12840|AT1G02500|AT2G24520|AT1G53520|A
T5G54770|AT5G37850|AT5G28840|AT1G79750|AT5G10160|AT3G45140|AT
5G42800|AT2G22240|AT2G43750|AT4G33680|AT1G74040|AT2G20690
AT3G53730|AT5G23120|AT5G15450|AT5G40770|AT2G30950|AT1G65260|A
T1G14900|AT1G11750|AT1G11870|AT1G12410|ATAG14960|AT4G13940|AT
5G10470|AT3G12110|AT3G63190|AT1G06950
AT1G15980|AT1G64770|AT3G54890|AT5G61580|AT5G25450|AT1G12900|A
T4G26270|AT3G01440|AT1G16300|AT4G22890|AT5G03290|AT5G56350|AT
5G56630|AT5G08530|AT1G77120|AT1G79550
AT1G65930|AT3G10920|AT4G39090|AT3G01280]AT3G04790|AT5G52640|A
T2G39730|AT2G47730|AT1G52740|AT1G24020|AT3G12580|AT3G45140|AT
2G22240|AT3G63190|AT4G33680]AT3G12500
AT5G66150|AT3G06580|AT4G29120|AT5G61580|AT1G12900|AT4G26270|A
T2G36460|AT1G17650|AT1G16300|AT5G56350|AT5G56630|AT1G43670|AT
3G52930|AT1G07110|AT1G79550
AT1G65930|AT3G10920|AT4G39090|AT3G01280]AT3G04790|AT5G52640|A
T2G39730|AT2G47730|AT1G52740|AT3G12580|AT3G45140|AT2G22240|AT
3G63190|AT4G33680|AT3G12500
AT4G08900|AT1G32470|AT4G29120|AT5G61580|AT1G12900|AT4G26270|A
T2G36460|AT1G17650|AT1G16300|AT5G56350|AT5G56630|AT3G52930|AT
1G79550
AT4G08900|AT1G32470|AT5G26780|AT1G31340|AT1G11870|AT3G58140|A
T1G02500|AT1G50200|AT4G13930|AT2G02010|AT2G43750|AT4G33680|AT
1G74040
AT1G08490|AT1G65930|AT3G02780|AT3G54660|AT4G29120|AT2G36460|A
T1G17650|AT5G03290|AT2G40490|AT1G50480|AT5G37850|AT1G69740|AT
3G52930
AT4G08900|AT1G32470|AT5G26780|AT1G31340|AT1G11870|AT3G58140|A
T1G02500|AT1G50200|AT4G13930|AT2G02010|AT2G43750|AT4G33680|AT
1G74040
AT1G65930|AT3G10920|AT4G39090|AT3G04790|AT5G52640|AT2G39730|A
T2G47730|AT1G52740|AT1G24020|AT2G22240|AT3G63190|AT4G33680|AT
3G12500
AT1G65930|AT2G47730|AT3G10920|AT1G52740|AT4G39090|AT3G01280|A
T3G04790|AT5G52640|AT3G12580|AT2G22240|AT3G63190|AT2G39730
AT5G56350|AT5G56630|AT4G29120|AT5G61580|AT3G52930|AT1G12900|A



G0:0016052

GO0:0009657

GO0:0006979

G0:0044271

G0:0006732

G0O:0000302

G0:0006457

GO0:0006790

GO0:0006575

G0:0009658

G0O:0055086

G0O:0009117
G0:0015979
G0:0055114
G0O:0009642
G0:0022900
G0:0019684
G0:0009644
GO0:0042364
G0:0008654
G0O:0006800
G0:0044272
G0O:0009069
GO0:0006766
G0O:0019637
G0:0006740
G0:0033014
G0:0006544
G0:0043094
G0:0042744
G0O:0046173
G0:0010304
G0:0006102
G0:0006090
G0O:0071258
G0:0005986
G0:0019252
G0:0019406
G0O:0043335

79

T4G26270|AT2G36460|AT1G17650|AT1G79550|AT1G16300

AT5G56350|AT5G56630|AT4G29120|AT5G61580|AT3G52930|AT1G12900|A
T4G26270|AT2G36460|AT1G17650|AT1G79550|AT1G16300
AT5G23120|AT5G15450|AT5G10470|AT2G30950|AT1G65260|AT1G11750|A
T3G63190|AT1G11870|AT1G12410|AT1G06950
AT3G10920|AT1G74310|AT3G52880|AT3G12580|AT4G32320|AT4G35090|A
T2G22240|AT4G27670|AT1G07400|AT1G77490
AT1G02500|AT2G24520|AT3G02780|AT2G40490|AT5G54770|AT1G69740|A
T2G43750|AT4G33680|AT1G74040|AT2G20690
AT5G03290|AT1G65930]AT1G50480|AT3G54660|AT5G37850|AT4G29120|A
T3G52930|AT2G36460|AT1G17650
AT3G10920|AT1G74310|AT3G52880|AT3G12580|AT4G35090|AT2G22240|A
T4G27670
AT1G79930|AT3G13470|AT3G12580|AT5G22060|AT5G48570|AT3G56070|A
T2G22360
AT1G08490|AT4G13430|AT1G02500|AT5G54770|AT3G54660|AT1G31340|A
T2G43750
AT1G02500|AT1G53520|AT4G08900|AT3G54660|AT1G31340|AT5G42800|A
T1G12840
AT5G15450|AT5G10470|AT1G11750|AT3G63190|AT1G11870|AT1G12410|A
T1G06950
AT1G65930|AT1G02500]AT2G24520|AT4G29120|AT3G52930|AT2G36460|A
T1G17650
AT1G65930|AT2G24520|AT4G29120|AT3G52930|AT2G36460|AT1G17650

AT1G15980|AT1G64770|AT3G54890|AT3G01440|AT1G11750|AT4G22890

AT1G15980|AT1G64770|AT5G08530|AT5G25450|AT4G22890|AT4G21580
AT1G74310|AT3G12580|AT2G30950|AT2G22240|AT4G27670|AT5G18170
AT1G15980|AT1G64770|AT5G08530|AT5G25450|AT4G22890
AT1G15980|AT1G64770|AT3G54890|AT3G01440|AT4G22890
AT1G74310|AT3G12580|AT2G30950|AT2G22240|AT4G27670
AT5G54770|AT5G37850|AT5G28840|AT2G20690
AT4G34350|AT5G62790|AT1G32200|AT2G22240
AT3G10920|AT3G52880|AT2G30950|AT4G35090
AT4G13430|AT1G02500|AT5G54770|AT2G43750
AT1G32470|AT4G13930|AT5G26780|AT2G43750
AT5G54770|AT5G37850|AT5G28840|AT2G20690
ATA4G34350|AT5G62790|AT1G32200|AT2G22240
AT4G29120|AT3G52930|AT2G36460|AT1G17650
AT3G02780|AT2G40490|AT1G69740
AT1G32470|AT4G13930|AT5G26780
ATA4G34700|AT5G37850|AT3G48680
AT3G52880|AT4G35090

AT5G40390|AT2G22240

AT5G15250|AT2G30950

AT5G03290|AT1G65930

AT4G34350|/AT5G62790

AT4G14960|AT5G19770

AT5G40390|AT3G43190

AT1G27680|AT5G48300

AT5G40390

AT1G74310




80

G0:0001887 AT1G08490

G0:0015822  AT5G46800

G0:0000913 AT5G10470

G0:0018283 AT1G08490

G0:0018282 AT1G08490

G0:0071731  AT5G40770



Anexo 5: Proteinas mais expressas no tratamento categorizada em cada processo

Anexo 5

biolégico encontradas no gendtipo TS.

GO Revigo

PROTEINAS PERTENCENTES A ESSE PROCESSO BIOLOGICO

G0:0008152

G0O:0009987

G0O:0044237

G0:0044238

G0O:0050896

G0:0044281

G0:0042221

G0O:0006950

G0O:0009058

G0:0044249

G0:0009628

G0O:0010035

AT5G40390]AT1G10370/AT1G15980|AT1G64770]AT3G26340|AT2G309
50|AT1G66670|AT5G25450|AT4G34350|AT5G56350|AT1G50200|AT5G5
4770|AT1G50480|AT1G49630|AT5G08530|AT1G01050|AT1G43670|AT1
G74310|AT1G49970|AT3G52930|AT2G02010|AT4G33680|AT1G65930|A
T3G10920|AT3G54660|AT5G48300|AT3G52880|AT1G63770|AT5G6279
0JAT1G12900|AT1G17650|AT3G08900|AT3G25920|AT5G03290|AT2G47
730|AT1G79930|AT3G12580|AT5G10160]AT2G24270|AT1G09640|AT1G
79550|AT5G04800
AT5G40390|AT1G10370|AT1G15980|AT1G64770|AT3G26340|AT5G154
50|AT2G30950|AT5G25450|AT4G34350|AT5G56350|AT1G50200|AT5G5
4770|AT1G50480|AT5G08530|AT1G01050|AT1G43670|AT1G74310|AT3
G52930|AT2G02010]AT4G33680|AT1G65930|AT3G10920|AT3G53730]A
T5G23120|AT3G54660|AT5G48300|AT3G52880|AT5G62790|AT1G1290
0JAT1G17650|AT3G08900|AT3G25920|AT5G03290|AT2G47730|AT1G79
930]AT3G12580|AT5G10160]AT5GA46800|AT1G09640|AT1G79550|AT5G
04800|AT1G06950
AT5G40390|AT1G10370|AT1G15980|AT1G64770|AT3G26340|AT2G309
50|AT5G25450|AT4G34350|AT5G56350|AT1G50200|AT5G54770|AT1G5
0480|AT5G08530|AT1G01050|AT1G43670|AT1G74310]AT3G52930|AT2
G02010|AT4G33680]AT1G65930|AT3G10920|AT3G54660|AT5G48300|A
T3G52880|AT5G62790|AT1G12900|AT1G17650|AT3G08900|AT3G2592
0|JAT5G03290|AT2G47730|AT1G79930|AT3G12580|AT5G10160|AT1G09
640|AT1G79550|AT5G04800
AT5G40390|AT3G26340|AT2G30950|AT1G66670|AT4G34350/AT5G563
50|AT1G50200|AT1G49630|AT1G43670|AT1G74310|AT1G49970|AT3G5
2930|AT2G02010|AT4G33680|AT1G65930|AT3G54660|AT5G48300|AT1
G63770|AT5G62790|AT1G12900|AT1G17650|AT3G08900|AT3G25920|A
T1G79930|AT3G12580|AT5G10160|AT1G09640|AT1G79550|AT5G0480
0
AT1G65930|AT3G10920|AT5G40390|AT5G23120|AT3G01280|AT3G047
90|AT5G15450|AT5G48300|AT3G52880|AT2G30950|AT5G62790|AT2G4
7730|AT4G34350|AT1G50200|AT1G52740|AT5G54770|AT1G79930|AT1
G50480|AT1G74310|AT3G12580|AT4G31990|AT4G33680
AT1G65930|AT5G40390|AT3G54660|AT5G62790|AT1G12900|AT1G176
50|AT5G03290|AT4G34350|AT5G56350|AT1G50200|AT5G54770|AT1G5
0480|AT1G43670|AT3G52930|AT5G10160]AT2G02010|AT1G79550|AT4
G33680
AT1G65930|AT3G10920|AT5G40390|AT5G23120|AT3G52880|AT5G627
90|AT4G34350|AT1G50200|AT1G79930|AT1G50480|AT1G74310|AT3G1
2580|AT4G31990|AT4G33680
AT1G65930|AT3G10920|AT5G40390|AT3G04790|AT5G15450|AT3G528
80|AT2G47730|AT1G52740|AT5G54770|AT1G79930|AT1G74310|AT3G1
2580|AT4G31990|AT4G33680
AT5G40390|AT5G48300|AT5G62790|AT3G08900|AT3G25920|AT4G343
50|AT1G50200|AT5G54770|AT1G50480|AT5G10160|AT1G09640|AT4G3
3680|AT5G04800
AT5G40390|AT5G48300|AT5G62790|AT3G08900|AT3G25920|AT4G343
50|AT1G50200]AT5G54770|AT1G50480|AT5G10160|AT1G09640|AT4G3
3680|AT5G04800
AT1G65930|AT3G10920|AT2G47730|AT5G40390|AT5G54770|AT1G799
30|AT5G15450|/AT5G48300|AT1G74310|AT3G12580|AT2G30950|AT4G3
1990
AT1G65930|AT3G10920|AT1G50200|AT5G23120|AT1G79930|AT1G504
80|AT1G74310|AT3G52880|AT3G12580|AT4G31990|AT5G62790
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G0:0009056

G0O:0005975

G0:0044262

G0:0010038

G0:0006066

G0:0042180

G0:0006082

G0O:0005996

G0O:0051704

G0:0006091

G0:0009607

G0O:0009617

G0O:0009266

G0O:0006732

G0:0051186

G0:0006952

G0:0044282
G0:0044275
G0:0006508
G0O:0006996
G0:0016052
G0:0032787
G0:0022900
G0:0000302
G0:0009657
GO0:0055114
G0:0006979
G0:0006800
G0O:0055086
G0:0009644
G0:0009642
G0:0019682
G0:0009773
G0O:0046490
G0:0009404
G0:0006081
G0:0006102

AT5G03290|AT2G47730|AT1G10370|AT5G56350|AT3G26340|AT3G528
80|AT2G30950]AT3G52930|AT1G12900|AT1G17650|AT1G79550
AT5G40390|AT4G34350|AT5G56350|AT1G43670|AT5G48300|AT5G627
90|AT3G52930|AT1G12900|AT1G17650|AT1G79550|AT3G08900
AT5G40390|AT4G34350|AT5G56350|AT1G43670|AT5G48300|AT5G627
90|AT3G52930]AT1G12900|AT1G17650|AT1G79550|AT3G08900
AT1G65930|AT3G10920|AT1G50200|AT5G23120|AT1G79930|AT1G504
80|AT3G52880|AT3G12580|AT4G31990|AT5G62790
AT5G40390|AT4G34350|AT5G56350|AT1G43670|AT5G62790|AT3G529
30|AT1G12900|AT1G17650|AT1G79550
AT1G65930|AT5G03290|AT4G34350|AT1G50200|AT1G50480|AT5G627
90|AT5G10160]AT2G02010|AT4G33680
AT1G65930|AT5G03290|AT4G34350|AT1G50200|AT1G50480|AT5G627
90|AT5G10160]AT2G02010|AT4G33680
AT4G34350|AT5G56350|AT1G43670|AT5G62790|AT3G52930|AT1G129
00|AT1G17650|AT1G79550
AT1G65930|AT3G10920|AT2G47730|AT1G52740|AT3G01280|AT3G047
90|AT3G12580|AT4G33680
AT5G03290|AT5G56350|AT1G15980|AT1G64770|AT5G08530|AT5G254
50|AT1G12900|AT1G79550
AT1G65930|AT3G10920|AT2G47730|AT1G52740|AT3G01280|AT3G047
90|AT3G12580|AT4G33680
AT1G65930|AT3G10920|AT2G47730|AT1G52740|AT3G01280|AT3G047
90|AT3G12580
AT2G47730|AT5G54770|AT1G79930|AT5G15450|AT1G74310|AT3G125
80|AT4G31990
AT1G65930|AT5G03290|AT1G50480|AT3G54660|AT3G52930|AT1G176
50
AT1G65930|AT5G03290|AT1G50480|AT3G54660|AT3G52930|AT1G176
50
AT1G65930|AT3G10920|AT2G47730|AT1G52740|AT3G04790|AT4G336
80

AT5G56350|AT3G52930|AT1G12900|AT1G17650|AT1G79550

AT5G56350|/AT3G52930|AT1G12900|AT1G17650|AT1G79550
AT3G26340|AT1G49630|AT1G49970|AT1G63770|AT1G66670
AT3G53730|AT5G23120|AT5G15450|AT2G30950|AT1G06950
AT5G56350|/AT3G52930|AT1G12900|AT1G17650|AT1G79550
AT4G34350|AT1G50480|AT5G62790|AT5G10160
AT1G15980|AT1G64770|AT5G08530|AT5G25450
AT3G10920|AT1G74310|AT3G52880|AT3G12580
AT5G23120|AT5G15450|AT2G30950|AT1G06950
AT1G15980|AT1G64770|AT5G08530|AT5G25450
AT3G10920|AT1G74310|AT3G52880|AT3G12580
AT3G10920|AT3G52880|AT2G30950
AT1G65930|AT3G52930|AT1G17650
AT1G74310|AT3G12580|AT2G30950
AT1G74310]AT3G12580|AT2G30950
AT4G34350|/AT5G62790

AT1G15980|AT1G64770

AT4G34350|/AT5G62790

AT2G47730|AT1G10370

AT4G34350|AT5G62790

AT1G65930|AT5G03290
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GO:0006090 AT4G34350|AT5G62790

GO:0006740 AT3G52930|AT1G17650

GO:0006119 AT5G08530|AT5G25450

G0:0019406 AT5G40390

G0:0006122 AT5G25450

G0:0018131 AT5G54770

G0:0015822 AT5G46800

G0:0006419 AT1G50200

G0:0046677 AT4G34350

83
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Anexo 6

Anexo 6: Proteinas diminuidas no tratemnto em relacdo ao controle categorizada em
cada processo biolégico encontradas no genotipo TS.

GO Revigo

PROTEINAS PERTENCENTES A ESSE PROCESSO BIOLOGICO

G0:0050896

G0:0042221

G0:0006950

G0:0010035

G0:0010038
G0:0006952
G0:0006979
G0:0009734
G0:0000302
G0:0000060
G0:0010275

AT4G24770| AT5G19780|AT3G08940 | AT4G03520 | AT5G42790 | AT5G634
00|AT1G07890| AT2G44060 | AT5G63310| AT5G09650 | AT5G50250 | ATAG
11260

AT5G19780| AT4G03520|AT5G42790 | AT5G63400 | AT1G07890 | AT2G440
60| AT5G63310| AT5G09650 | ATAG11260

AT4G24770| AT4G03520|AT1G07890 | AT2G44060 | AT5G63310|AT5G096
50| AT5G50250 | AT4G11260

AT5G19780| AT5G42790 | AT5G63400 | AT1GO7890 | AT5G63310 | ATSG096
50

AT5G19780| AT5G63400|AT1G07890 | AT5G09650
AT4G24770| AT5G09650 | AT5G50250 | AT4G11260
AT4G03520|AT1G07890|AT5G63310

AT5G63310|AT4G11260

AT1G07890|AT5G63310

AT1G07140

AT5G13120
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Anexo 7

Anexo 7: Proteinas exclusivas do tratamento categorizadas em cada processo
biolégico para o genotipo suscetivel.

GO Revigo

PROTEINAS PERTENCENTES A CADA PROCESSO BIOLOGICO

G0:0008152

G0:0009987

G0O:0044238

G0:0044237

G0O:0050896

G0:0043170

G0:0019538

G0O:0044267

G0:0042221

G0O:0006950

AT2G35500|/AT3G03980|AT5G47760|AT5G22060]AT1G14810|AT5G42190|AT
1G11840|AT5G61170|AT4G13430|AT1G51510|AT3G60370|AT5G08410|AT5G
11880|AT2G01140|AT1G79340|AT5G03300|AT5G58290|AT5G57040|AT4G38
630|AT5G20890|AT1G64520|AT5G16390|AT4G26840|AT3G25220|AT4G0194
0|AT2G47180|AT2G17200|AT5G24490|AT3G14290|AT1G11530|AT3G02540|
AT5G64570|AT4G16730|AT5G36210|AT5G37640|AT1G76760|AT3G61110|AT
1G29990|AT1G16030|AT3G12580|AT2G24270|AT3G02090|AT1G75690|AT3G
14420|AT4G33010|AT3G10740|AT5G02500
AT2G35500|AT5G16880|AT2G36250|AT5G22060|AT1G65260/AT1G14810|AT
5G42190|AT5G61170|AT4G13430|AT1G51510|AT3G60370|AT5G08410|AT5G
11880|AT2G01140|AT5G03300|AT5G58290|AT4G17870|AT4G38630|AT5G20
890|AT1G64520|AT4G04950|AT5G16390|AT4G26840|AT3G25220|AT4G0194
0|AT2G17200|AT5G24490|AT3G14290|AT1G11530|AT3G02540|AT2G43350)
AT5G37640|AT1G76760|AT4G11740|AT3G61110|AT1G29990|AT1G16030|AT
3G12580|AT1G75690|AT4G33010|AT1G07700|AT5G09810|AT5G02500|AT3G
12500
AT2G35500|/AT5G22060|AT1G14810|AT5G42190|AT1G11840|AT5G61170|AT
4G13430|AT1G51510]AT5G11880|AT2G01140|AT1G79340|AT5G03300|AT5G
58290|AT4G38630|AT5G20890|AT1G64520|AT5G16390|AT4G26840|AT3G25
220|AT2G47180|AT2G17200|AT5G24490|AT3G14290|AT1G11530|AT3G0254
0|AT5G64570|AT5G36210|AT5G37640]AT3G61110/AT1G29990|AT1G16030]|
AT3G12580|AT3G02090|AT1G75690|AT4G33010|AT3G10740|AT5G02500
AT2G35500|AT5G22060|AT1G14810|AT5G42190|AT5G61170|AT4G13430|AT
1G51510|AT3G60370]AT5G08410|AT5G11880]AT2G01140|AT5G03300|AT5G
58290|AT4G38630|AT5G20890|AT1G64520|AT5G16390|AT4G26840|AT3G25
220|AT4G01940|AT2G17200|AT5G24490|AT3G14290|AT1G11530|AT3G0254
0|JAT5G37640|AT3G61110|AT1G29990|AT1G16030|AT3G12580|AT1G75690)
AT4G33010]AT5G02500
AT5G50850|AT1G17880|AT3G23830|AT5G27470|AT4G09010|AT1G11840|AT
4G13430|AT3G12490|AT1G60710|AT2G01140|AT3G48000|AT4G17870|AT4G
38630|AT1G64520|AT4G26840|AT2G47180|AT5G16970|AT5G62690|AT3G02
540|AT2G43350|AT1G16030|AT3G12580|AT5G59890|AT4G33010|AT5G0981
0|AT5G02500|AT3G12500
AT5G22060|AT5G42190|AT5G61170|AT1G51510|AT1G79340|AT5G58290|AT
4G38630|AT5G20890|AT1G64520|AT4G26840|AT3G25220|AT2G17200|AT5G
24490|AT3G14290|AT1G11530|AT3G02540|AT5G64570|AT5G36210|AT5G37
640|AT3G61110|AT1G29990|AT1G16030|AT3G12580]AT3G02090|AT1G7569
0|JAT3G10740|AT5G02500
AT5G20890|AT1G64520|AT4G26840|AT3G25220|AT5G22060|AT2G17200|AT
5G24490|AT3G14290|AT1G11530]AT3G02540|AT5G42190|AT5G61170|AT5G
36210|AT5G37640|AT3G61110]AT1G29990|AT1G16030|AT3G12580|AT1G79
340|AT3G02090|AT1G75690|AT5G58290|AT4G38630|AT5G02500
AT5G20890|AT1G64520|ATAG26840|AT3G25220|AT5G22060|AT2G17200|AT
5G24490|AT3G14290|AT1G11530|AT3G02540|AT5G42190|AT5G61170|AT5G
37640|AT3G61110|AT1G29990|AT1G16030|AT3G12580|AT1G75690|AT5G58
290|AT4G38630|AT5G02500
AT1G64520|AT2G47180|AT5G16970|AT5G62690|AT5G27470|ATAGO9010|AT
1G11840|AT4G13430|AT2G43350|AT3G12580|AT1G60710|AT2G01140|AT3G
48000|AT4G33010|AT5G09810|AT4G17870|AT4G38630|AT5G02500|AT3G12
500
AT1G64520|AT4G26840|AT5G50850|AT2G47180|AT1G17880|AT5G16970|AT
5G62690|AT3G23830|AT3G02540|AT4G09010|AT2G43350|AT1G16030|AT3G
12580|AT2G01140|AT5G59890|AT5G09810|AT4G38630|AT5G02500/AT3G12
500



G0:0010035

G0O:0009628

G0:0009056

GO0:0046686

G0:0006508

G0O:0006457

G0:0009057

G0O:0009408

G0:0009607

G0:0030163

G0:0006979
G0:0046394
G0:0045454
G0:0044272
G0:0000302
G0:0009642
G0:0051789
G0:0043248
G0:0048767
G0O:0051788
G0:0045493
G0O:0010383

86

AT2G47180|AT5G16970|AT5G62690|AT5G27470|AT1G11840|AT4G13430|AT
2G43350|AT3G12580|AT1G60710|AT3G48000|AT4G33010|AT5G02500|AT3G
12500
AT1G64520|AT4G26840|AT2G47180|AT1G17880|AT5G62690|AT3G23830|AT
2G43350|AT3G12490|AT1G16030|AT3G12580|AT5G09810|ATAG38630|AT5G
02500
AT1G64520|AT5G37640|AT2G01140|AT5G58290|AT3G14290|AT3G02540|AT
4G33010]AT5G42190|AT3G10740|AT5G64570|AT4G38630
AT4G13430|AT3G12580|AT1G60710|AT5G16970|AT5G62690|AT3G48000|AT
5G27470|AT4G33010|AT1G11840]AT5G02500|AT3G12500
AT1G64520|AT5G36210|AT5G37640|AT1G79340|AT3G02090|AT5G58290|AT
3G14290|AT3G02540|AT5G42190|AT4G38630
AT5G20890|AT3G25220|AT1G29990|AT1G16030|AT3G12580|AT5G22060|AT
1G75690|AT1G11530|AT5G02500
AT1G64520|AT5G37640|AT5G58290|AT3G14290|AT3G02540|AT5G42190|AT
3G10740|AT5G64570|AT4G38630
AT1G64520|AT4G26840|AT1G16030|AT3G12580|AT2G47180|AT4G38630|AT
5G02500
AT1G64520|AT5G50850|AT3G12580|AT5G59890|AT4G38630|AT5G02500|AT
3G12500
AT1G64520|AT5G37640|AT5G58290|AT3G14290|AT3G02540|AT5G42190|AT
4G38630
AT2G43350|AT3G12580|AT2G47180|AT2G01140]AT5G16970|AT4G09010

AT5G16390|AT2G35500|AT5G08410|AT5G11880|AT1G14810
AT4G04950|AT1G76760|AT1G07700
AT4G13430|AT5G08410|AT1G14810
AT2G43350|AT3G12580|AT2G47180
AT1G64520|AT3G12580|AT2G47180
AT1G64520|AT4G38630
AT1G64520|AT4G38630
AT5G09810|AT4G38630
AT1G64520|AT4G38630
AT3G10740|AT5G64570
AT3G10740|AT5G64570
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Anexo 8

Anexo 8: Proteinas exclusivas do tratamento categorizadas em cada processo
biolégico para o gendtipo tolerante.

GO Revigo

PROTEINAS PERTENCENTES A CADA PROCESSO BIOLOGICO

G0:0008152

G0:0009987

G0:0044237

G0O:0044238

G0:0050896

G0:0044281

G0:0044249

G0:0042221

G0O:0006950

AT5G19990|AT4G04640|AT3G58610|AT3G55260|AT4G26270|AT5G23250|AT
3G01440|AT3G56070|AT5G66140|AT4G37000|AT5G08570|AT4G15530|AT4G
17830|AT5G08530|AT5G37850|AT4G14880|AT5G22800|AT5G54270|AT4G24
620|AT4G34700|AT5G54600|AT3G04400|AT3G14290|AT3G58140|AT3G6147
0|AT3G03080|AT3G15730|AT5G54160]AT3G04770|AT5G15250|AT4G29120]
AT5G22060|AT4G02280|ATAG35090|AT3G02870|AT4G22890|AT5G04590|AT
5G08030|AT3G45310|AT5G56630|AT5G13980|AT5G28840|AT5G58290|AT3G
16950|AT5G57040|AT5G18170|AT5G35170|AT5G66150|AT5G16570|AT5G25
880|AT5G61580|AT4G29410|AT5G64570|AT5G65620|AT5G02780|AT5G1016
0|AT3G02090|AT3G45140|AT4G13360]AT5G42800|AT5G04800
AT5G19990|AT4G04640|AT3G58610|AT4G26270|AT3G01440|AT3G56070|AT
5G66140|AT4G14960|AT4G37000|AT5G08570|AT4G15530|AT5G08530|AT5G
37850|AT4G14880|AT5G22800|AT5G54270|AT4G24620|AT4G34700|AT5G54
600|AT3G04400|AT3G14290|AT3G58140|AT5G65360|AT3G61470|AT5G0256
0JAT3G15730|AT3G12500|AT5G54160|AT3G04770|AT5G15250|AT5G40770|
AT4G29120|AT5G22060|AT4G02280|AT4G35090|AT3G02870|AT4G22890|AT
5G04590|AT5G08030|AT5G56630|AT5G10470|AT5G12250|AT5G28840|AT5G
58290|AT5G03940|AT3G16950|AT5G35170|AT5G66150/AT5G25880|AT5G61
580|AT5G23060|AT4G29410|AT3G06720]AT5G07350/AT5G02780|AT5G1016
0|AT3G45140|AT5G42800|AT5G04800|AT5G09810
AT3G04770|AT5G19990|AT4G04640|AT5G15250|AT3G58610/AT4G29120|AT
5G22060|AT4G02280|AT4G35090|AT4G26270|AT3G02870|AT3G01440|AT3G
56070|AT4G22890|AT5G66140|AT4G37000|AT5G04590|AT5G08570|AT4G15
530]AT5G08030|AT5G56630|AT5G08530|AT5G37850|AT5G28840|AT5G5829
0JAT3G16950|AT4G14880|AT5G22800|AT5G54270|AT5G35170|AT5G66150)
AT4G24620|AT4G34700|AT5G25880|AT5G61580|AT5G54600|AT3G04400|AT
3G14290|AT4G29410|AT3G58140|AT3G61470|AT5G02780|AT5G10160|AT3G
45140|AT5G42800]AT5G04800|AT3G15730|AT5G54160
AT3G04770]AT5G19990|AT4G04640|AT5G 15250|AT3G58610|AT4G29120|AT
5G22060|AT4G02280|AT3G55260|AT4G26270|AT3G02870|AT3G56070|AT5G
66140|AT5G08570|AT4G17830|AT5G08030|AT3G45310|AT5G56630|AT5G13
980|AT5G28840|AT5G58290|AT4G14880|AT5G22800|AT5G35170|AT5G6615
0|AT4G24620|AT5G61580|AT5G54600|AT3G04400|AT3G14290|AT4G29410|
AT5G64570|AT3G58140|AT5G65620|AT5G02780|AT5G10160|AT3G02090|AT
3G45140|AT5G42800|AT5G04800|AT3G15730|AT5G54160
AT5G17330|AT5G40770|AT4G35090|AT3G02870|AT3G56070|ATAGO9010|AT
4G14960|AT4G37000|AT5G04590|AT3G17020|AT5G37850|AT5G60640|AT5G
12250|AT4G14880|AT5G18170|AT5G51830|AT5G23060|AT3G25800|AT4G27
670|AT3G18190|AT5G07350|AT2G47710|AT5G63400|AT3G46970|AT3G4514
0|AT5G09810|AT3G15730|AT3G12500
AT5G66150|/AT4G04640|AT3G58610|AT5G25880|AT4G29120|AT5G61580|AT
4G26270|AT3G02870|AT3G58140|AT5G08570|AT5G08030|AT5G56630|AT5G
37850|AT5G28840|AT5G10160|AT3G45140|AT3G16950|AT5G42800|ATAG14
880|AT3G15730|AT5G22800|AT5G54160
AT3G04770|AT4G04640|ATAG34700|AT3G58610]AT4G02280|AT5G54600|AT
3G04400|AT3G02870|AT4G29410]AT3G58140|AT5G37850|AT5G28840|AT5G
10160|AT3G45140|AT3G16950|AT5G42800|AT4G14880|AT5G04800|AT5G22
800|AT5G54160
AT5G51830|AT5G17330|AT5G40770|AT4G35090|AT5G23060|AT3G25800|AT
3G56070|AT4G27670|AT4G09010|AT3G18190|AT5G07350|AT5G63400|AT5G
60640|AT3G46970|AT3G45140|AT4G14880|AT5G09810|AT3G15730|AT3G12
500|AT5G18170
AT5G40770|AT4G35090|AT3G02870|AT4G27670|AT4G09010|AT4G14960|AT
4G37000|AT5G04590|AT5G07350|AT2G47710|AT3G17020|AT5G37850|AT5G



G0O:0010035

G0:0010038

G0:0009628

G0:0009056

G0O:0005975
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G0:0019853
G0:0019852
G0O:0090333
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G0:0000913
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60640|AT3G46970|AT5G12250|AT3G45140AT5G09810|AT3G12500|AT5G181
70
AT5G51830|AT5G17330|AT5G40770|AT4G35090|AT5G23060|AT3G25800|AT
3G56070|AT4G27670|AT3G18190|AT5G07350|AT5G63400|AT3G46970|AT4G
14880|AT3G15730|AT3G12500|AT5G18170
AT5G51830]AT5G17330|AT5G23060|AT3G25800]AT3G56070|AT3G18190|AT
5G07350|AT5G63400|AT3G46970|AT4G14880|AT3G15730|AT3G12500|AT5G
18170
AT5G40770|AT4G35090|AT3G02870|AT4G27670|AT4G14960|AT5G04590|AT
3G17020|AT5G37850|AT3G46970|AT5G12250|AT3G45140|AT5G09810|AT5G
18170
AT5G19990|AT5G15250|AT4G29120|AT5G61580|AT4G35090|AT4G26270|AT
3G14290|AT5G64570|AT5G66140|AT4G37000|AT5G08570|AT5G56630|AT5G
58290
AT5G66150|/AT4G24620|AT4G29120|AT5G61580|AT4G02280|AT3G55260|AT
4G26270|AT3G02870|AT5G64570|AT5G08570|AT5G08030|AT5G56630|AT5G
13980
AT3G58610|AT5G25880|AT5G28840|AT5G10160|AT3G45140|AT3G02870|AT
3G16950|AT4G14880|AT3G15730|AT5G22800|AT3G58140
AT3G58610|AT5G25880|AT5G28840|AT5G10160|AT3G45140|AT3G02870|AT
3G16950|AT4G14880|AT3G15730|AT5G22800|AT3G58140
ATA4G04640|AT3G58610|AT5G37850|AT5G28840|AT5G10160|AT3G45140|AT
3G02870|AT5G42800|AT4G14880|AT5G54160
AT5G66150|/AT5G08570|AT5G08030|AT4G24620|AT5G56630|AT4G29120|AT
5G61580|AT4G02280|AT4G26270|AT3G02870
AT5G08570|AT4G04640|AT3G61470|AT5G56630|AT5G08530|AT5G61580|AT
4G26270|AT3G01440|AT4G22890
AT5G19990|AT4G17830|AT3G45310|AT5G65620|AT3G02090|AT5G58290|AT
3G14290|AT5G66140
AT5G66150|AT5G08570|AT5G08030|AT5G56630|AT4G29120|AT5G61580|AT
4G26270|AT3G02870
AT5G66150|AT5G08570|AT5G56630|AT4G29120|AT5G61580|AT4G26270

AT5G08570|AT5G56630|AT4G29120|AT5G61580|AT4G26270|AT5G64570
AT5G04590|AT3G17020|AT5G12250|AT4G35090|AT3G02870|AT4G27670
AT5G19990|AT5G15250|AT5G58290|AT3G14290|AT5G64570|AT5G66140
AT4G04640|AT5G08530|AT5G25880|AT3G03080|AT4G22890
AT5G19990|AT5G15250|AT5G58290|AT3G14290|AT5G66140
AT4G04640|AT3G61470|AT3G01440|AT4G22890|AT5G54270
ATA4G04640|AT3G61470|AT3G01440|AT4G22890
AT5G40770|AT5G10470]AT5G09810
AT5G37850|AT5G28840|AT3G02870
AT5G66170|AT4G27700|AT4G14880
AT5G37850|AT5G28840|AT3G02870

AT5G28840|AT3G02870

AT5G28840|AT3G02870

AT5G23060

AT5G40770

AT5G10470
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