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RESUMO

Sob condi¢des de limitacdo hidrica no solo e com irrigacdo adequada, foram
estimados o crescimento da parte aérea e do sistema radicular, bem como o perfil
associado a capacidade fotossintética/trocas gasosas e protedmico de linhagens de
milho-pipoca pré-selecionadas para tolerancia a limitacdo hidrica do solo (L71,
tolerante a seca; e L61, sensivel a seca) durante a fase de maturacdo. O objetivo foi
identificar mecanismos relacionados a tolerancia a limitacéo hidrica do solo. As plantas
foram cultivadas em substrato composto por perlita e turfa em tubos de PVC de 150
cm de comprimento, sob duas condi¢6es hidricas: i) irrigada (WW), na capacidade de
lisimetro (CL - 100%); e ii) com estresse hidrico (WS). As plantas na condicdo WS
atingiram 45% da CL e foram mantidas nesse nivel por 10 dias. Independentemente
da condi¢éo hidrica, a linhagem L71 apresentou os maiores valores de biomassa seca
da parte aérea e do sistema radicular, sendo considerada o genétipo mais robusto. A
limitacdo hidrica imposta causou senescéncia precoce, degradacdo de clorofilas e
aumento de antocianina, com maior impacto na linhagem L61. As caracteristicas
relacionadas as trocas gasosas apresentaram diferencas entre as linhagens apenas
na condicdo WS. Na comparacdo entre as condi¢cbes hidricas, a maioria das
caracteristicas avaliadas apresentou menores redugfes proporcionais na linhagem
L71. Foram identificadas 1.838 proteinas, sendo 169 diferencialmente acumuladas
(DAPs) na linhagem tolerante e 386 DAPs na linhagem sensivel. As vias do
metabolismo energético, da fotossintese, da resposta ao estresse oxidativo e da
sintese proteica foram as principais diferencas entre L71 e L61. Portanto, os
resultados fornecem insights importantes sobre as mudancas nos perfis proteémicos
gue ocorrem na adaptacdo a limitacdo hidrica em milho-pipoca, fornecendo
informacgBes Uteis para o melhoramento visando a expressdo de superioridade
genotipica em condigcbes de déficit hidrico. Destaca-se as proteinas COPPG1
(cloropléastico de proteina de choque térmico de 25,3 kDa); RL10 (proteina ribossomal
60S L10); K7TFB6 (proteina responsiva a ABA); AOA1D6JY98 (homologo dTDP-
glicose desidratase csu219); AOA1D6MBH1 (L-ascorbato peroxidase); B4FRQ1
(Pentose-5-fosfato  3-epimerase); AOA1D6MB63 (Putativo aldeido desidrogenase
MIS1); AOA1D6N7I2 (mediador putativo da subunidade 37c da transcricdo da
polimerase Il de ARN); AOA1D6LENG6 (Succinato desidrogenase7) e AOA1D6KAX1
(Cytosolic triosephosphate isomerase) como potenciais biomarcadores para tolerancia
a seca em milho pipoca.

Palavras-chave: Estresse abidtico; protedbmica shotgun; fisiologia.
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ABSTRACT

Under drought conditions in the soil and with adequate irrigation, we estimate aerial
and root growth growth measures, the physiological and proteomic profile of two
popcorn inbred lines previously selected for drought tolerance — L71, drought-
tolerant; and L61, drought sensitive — without identification of mechanisms related to
drought tolerance. The plants were developed to grain filing in a substrate
composed of perlite and peat in a 150 cm long PVC tube, under two water
conditions (WC): i) irrigated (WW), at field capacity (CC — 100%); and ii) with water
stress (WS). The plants in the WS condition gradually reached 45% of CC and were
maintained for 10 days. Regardless of WC, the inbred line L71 presented the highest
values of aerial and root dry biomass, characterizing it as the most robust genotype.
Drought induced earlier senescence, degrading chlorophylls and increasing
anthocyanin values, with a more significant impact on L61. The characteristics
related to gas exchange expressed differences between the inbred lines only in the
WS condition. L71 showed the smallest proportional reductions in the comparison
between WCs for most of the evaluated characteristics. A total of 1,838 proteins
were identified, with 169 DAPs detected in the tolerant inbred line — 67 up and 54
down — and 386 DAPs in L61 — 123 up and 205 down. The pathways of energy
metabolism, photosynthesis, response to oxidative stress, and protein synthesis
accumulate the main differences between L71 and L61. Our results provide insights
into the changes in proteomic profiles that occur during drought adaptation in
popcorn, providing useful information for breeding aimed at expressing genotypic
superiority to water deficit. The proteins COPPG1 (25.3 kDa heat shock protein
chloroplast); RL10 (60S ribosomal protein L10); K7TFB6 (ABA-responsive protein);
AOA1D6JY98 (dTDP-glucose dehydratase homolog csu219); AOA1D6MBH1 (L-
ascorbate peroxidase); B4FRQ1 (Pentose-5-phosphate 3-epimerase);
AOA1D6MB63 (Putative aldehyde dehydrogenase MIS1); AOA1D6N7I2 (putative
RNA polymerase 1l transcription subunit 37c mediator); AOALD6LENG6 (Succinate
dehydrogenase7) and AOA1D6KAX1l (Cytosolic triosephosphate isomerase) as

potential biomarkers for drought tolerance in popcorn.

Keywords: Abiotic stress; shotgun proteomics; physiology.
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1 INTRODUCAO

As alteragdes nos fatores climaticos, especialmente o aumento da temperatura
e a concentragcdo de gases de efeito estufa, tém contribuido para a irregularidade e
escassez de chuvas, resultando em maior incidéncia e extenséo de periodos de seca
em todo o mundo (Osmolovskaya et al., 2018; IPCC, 2021; Seleiman et al., 2021). A
seca € o principal fendbmeno climatoldgico que afeta a produtividade agricola em todo
o mundo causando diversas perdas especialmente nas principais areas produtoras de
milho, como o leste da Asia, a Europa Ocidental e a América do Sul (IPCC, 2021).

No Brasil, em 2021, houve reducdo na safra estimada devido as perdas
causadas pela seca prolongada, que afetou, sobretudo, as culturas de segunda safra,
como o milho (Conab, 2021). O milho-pipoca (Zea mays Everta), um tipo especial de
milho, € uma cultura bastante afetada pela seca e cultivada principalmente na segunda
safra no Brasil (Lima et al., 2019; Kamphorst et al., 2021a). A pipoca é um alimento
bastante apreciado, associado sobretudo a momentos de lazer (Ogliari et al., 2007;
Kamphorst et al., 2021b). Com alto valor agregado, a cadeia produtiva da pipoca
movimenta um mercado de cerca de 1 bilhdo de dolares anualmente, nos EUA,
havendo elevada demanda pelo produto no Brasil (Kamphorst et al., 2022). Em
estudos com estresse hidrico, Lima et al. (2019), Kamphorst et al. (2020) e Kamphorst
et al. (2021a) constataram reducdes na produtividade e na capacidade de expansao
de pipoca, com magnitudes respectivas de 41,25% e 9,08%; 56,70% e 29,31%; e
55,30% e 28,75%, respectivamente. Considerando a importancia econdmica e
nutricional do milho-pipoca e a acdo degradante promovida por eventos de seca,
torna-se, necessaria a selecdo de gendtipos tolerantes a limitacao hidrica.

Do ponto de vista agronémico, a tolerancia a seca pode ser definida como a
razdo entre o rendimento da cultura produzido sob estresse em comparacdo com o
rendimento sob condi¢cdes ideais de cultivo (Mitra, 2001; Miti et al., 2010). Em

decorréncia dos estudos desenvolvidos por Lima et al. (2019) e Kamphorst et al.
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(2021a) foram identificadas linhagens com diferencas na adaptacdo a seca no solo,
sendo L71 classificada como tolerante e L61 categorizada como sensivel a limitacao
hidrica no solo.

A limitacdo hidrica acarreta uma série de mudancas morfoldgicas, fisioldgicas,
bioguimicas e moleculares, que podem ser observadas nas plantas cultivadas
(Osmolovskaya et al., 2018). Em nivel morfolégico, devido a diminuicdo do turgor,
ocorre a supressado da expansao celular, afetando significativamente o crescimento
aéreo e radicular, resultando em alteracbes, como a diminuicdo da altura, da
biomassa, modificacbes na arquitetura radicular, bem como maior precocidade da
senescéncia das plantas (Jaleel et al., 2009; Kaur et al., 2021; Pipatsitee et al., 2022).
Nas folhas ocorre o enrolamento, a diminuicdo da area fotossinteticamente ativa e o
fechamento estomatico (Kosova et al., 2018). Nas raizes ha reducdo na densidade e
no didmetro das células do cértex, ocasionando a ma absorcao de nutrientes (Hazman
e Brown, 2018; Song et al., 2022b).

Com relacao as alteracBes bioquimicas e moleculares, as principais variacdes
relatadas sdo o aumento ou diminuicdo de vias relacionadas com a biossintese e
degradacdo de proteinas, como a producdo de ROS, de carboidratos, de enzimas
fotossintéticas e de hormonios, a exemplo do acido abscisico (ABA) (Chen et al., 2019;
Kaur et al., 2021; Seleiman et al.,, 2021). Em milho algumas investigacdes tém
buscado associar respostas protedmicas a tolerancia a seca (Hu et al., 2015; Zhou et
al., 2015; Li et al., 2019; Ren et al., 2022; Schulze et al., 2021). Essas pesquisas tém
revelado que a toleréncia a seca esta vinculada a proteinas envolvidas na eliminagéo
de ROS (zZhou et al., 2015), na modulacdo da estrutura celular (Hu et al., 2015), no
metabolismo de producédo de carboidratos e de energia (Li et al., 2019), e na sintese e
renovacgao de proteinas (Schulze et al., 2021).

Sabe-se que o periodo de maior vulnerabilidade ao estresse hidrico ocorre nos
estadios de florescimento e enchimento de grdos, uma vez que a seca prejudica o
suprimento da assimilacdo de carbono e causa distarbios no metabolismo de
carboidratos (Jones et al., 1984; Correia et al., 2021). No estadio reprodutivo, ha uma
demanda dos fotoassimilados produzidos pelas folhas, designados por fontes, para
areas de metabolismo intenso como as espigas, denominadas por dreno, sendo que a
maior translocacdo acontece principalmente das fontes mais pr6ximas ao dreno e essa
relacdo impacta diretamente na produtividade(Borras and Otegui, 2001; Gamban and
Borras, 2010).

Ha cinco estudos envolvendo protedmica em milho-pipoca e, destes, dois

buscaram respostas aos estresses abiéticos por meio de caracteristicas
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morfofisiologicas e perfis de proteinas (Pinto et al., 2021; Khan et al., 2022). Nesse
sentido, Pinto et al. (2021), investigando o perfil protebmico usando a abordagem de
protebmica shotgun, identificaram rotas do metabolismo de carboidrato e da
glicose/gliconeogénese como processos regulados em resposta a toxidez por
aluminio. Por sua vez, Khan et al. (2022) identificaram proteinas envolvidas no
metabolismo energético, bem como no metabolismo do nitrogénio e na biossintese do
ascorbato associadas a eficiéncia no uso do nitrogénio em gendétipos de milho-pipoca
cultivados em ambiente sob estresse desse nutriente. Até o presente momento ainda
ndo haviam sido investigados os perfis e mecanismos envolvidos na tolerancia ao
déficit hidrico nesta cultura.

Diante de tal cenario, h4 a necessidade de compreender as principais vias
metabdlicas que regulam o crescimento e o desenvolvimento de genétipos de milho-
pipoca em condi¢cbes de déficit hidrico, o que favorecera sobrepujar o desafio do
desenvolvimento de germoplasma tolerante a seca e, consequentemente, impactar
favoravelmente a produtividade da cultura. Portanto, sob diferentes condi¢des hidricas
— seca e bem-irrigada — desenvolveu-se essa pesquisa com 0 objetivo de avaliar o
crescimento, a capacidade fotossintética, e a expressdo dos perfis protebmicos em
linhagens de milho-pipoca selecionadas previamente como contrastantes ao déficit
hidrico do solo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Milho-Pipoca

O milho é uma espécie alotetraploide, que se comporta como diploide, com
2n=2x=20 cromossomos e com cerca de 32 mil genes (Schnable et al., 2009).
Caracteriza-se por ser uma planta herbacea anual, pertencente a familia Poaceae,
subfamilia Panicoideae, tribo Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L., com ciclo
completo entre quatro a cinco meses (Paterniani e Campos, 2005).

As folhas séo superpostas e alternadas, presas a bainha que envolve o colmo e a
inflorescéncia. O sistema radicular é fasciculado (Goodman e Smith, 1987). E uma
planta monoica, apresentando flores unissexuadas no mesmo individuo. As flores
masculinas sdo dispostas em paniculas apicais e as flores femininas em espigas
laterais. A fecundacao cruzada é favorecida pela protandria (Goodman e Smith, 1987).
O milho é, portanto, uma planta alégama com praticamente 100% de reproducao
cruzada (Paterniani e Campos, 2005).

O milho-pipoca é um tipo especial de milho bastante apreciado em momentos de
lazer e com alto valor econdmico agregado (Kist et al., 2021). O milho-pipoca tem
como origem a América do sul e América Central, incluindo as Antilhas (Thomas,
1989), tendo sido utilizado pelos povos indigenas (Flint-Garcia, 2017). Trata-se de
uma cultura tipicamente americana que, segundo estudos arqueolégicos, tem enorme
valor cultural (Luz et al., 2005).

A origem do milho-pipoca, esta baseada em duas hip6teses, a primeira sustenta
gue este adveio do milho comum do tipo flint, uma vez que este possui uma baixa
capacidade de expanséo (Kantety et al., 1995); a segunda sugere que o milho comum
€ que teria se originado a partir do milho-pipoca, considerando-se que o mais antigo
exemplar de milho encontrado é do tipo pipoca (Takahashi et al., 1999; Fu et al.,
2010).

Em 2022 existem no MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento)
163 registros com a denominacao de espécie Zea mays L. var. everta (Sturtev.) L. H.

Bailey, cuja maioria (124) proveio de instituicbes privadas. Existe no Brasil uma lacuna
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de informacgbes sobre a produtividade de milho-pipoca, uma vez que as informagcdes
dessa espécie sao consideradas em conjunto com o milho. Até 2018 o Estado do Mato
Grosso era 0 maior produtor nacional, segundo o Anuario Brasileiro de Milho (Kist et
al. 2019). Para os proximos anos, existe a estimativa de crescimento do mercado
mundial de milho-pipoca, projetado para US$ 15.098 bilhdes, até 2023 (Dawande,
2018).

Na cultura do milho-pipoca a capacidade de expansdo, que esta diretamente
ralacionada com a qualidade do produto, € tdo importante quanto o rendimento de
graos (Sawazaki et al., 1986). Segundo o MAPA o valor minimo para a capacidade de
expansao de uma amostra-padrdo para comercializacdo de milho-pipoca é de 30
mL.g? (BRASIL, 2011). A capacidade de expansdo é afetada pela distribuicdo do
amido farindceo no endosperma, bem como pelo tamanho e formato dos graos (Fantin
et al., 1991; Sawazaki, 1995; Sawazaki, 2001).

As plantas de milho e milho-pipoca sdo muito parecidas, exceto pela capacidade
de expansao deste ultimo, porém o milho-pipoca apresenta menor altura, com colmo
mais fino, menor nimero de folhas, sistema radicular menos desenvolvido, pendao
normalmente maior, além de possuir a maturagédo e secagem dos gréos mais precoces
(Cruz et al., 2004). Todavia, de maneira geral, apresenta menor produtividade média
de gréos (Ziegler, 2001).

Com relagéo a fisiologia das plantas dessa cultura, os genétipos de milho-pipoca
tendem a ser mais sensiveis aos estresses bidticos e abidticos. Nesse sentido,
destaca-se, em maior intensidade, a ocorréncia de danos com o atague de pragas e
doencas fangicas, além do que a cultura mais € mais suscetivel ao acamamento
(Sawazaki, 2001) e ao déficit hidrico, o qual pode causar perda na produtividade de
até 55% (Kamphrost et al., 2018a).

2.2 O desafio da seca

A seca € um fenémeno natural imprevisivel, porém as mudancas climaticas tém
intensificado a ocorréncia e o impacto das secas em diferentes partes do mundo
(Mishra e Singh, 2010; Sheffield et al., 2012; Mukherjee et al., 2018; Haile et al., 2020).
A seca afeta diversos aspectos da sociedade e do meio ambiente em escala global,
com consequéncias generalizadas (Haile et al., 2020). As secas tém impactos
significativos na disponibilidade de agua, no meio ambiente, na producéo agricola, e
na saude humana (IPCC, 2021).
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Ao longo da ultima década a area total de terras afetadas pela seca aumentou
drasticamente em extensdo e frequéncia, resultando em uma perda agricola de
aproximadamente US$ 30 bilhdes em todo o mundo (Gupta et al., 2020). A seca
agricola é um perigo complexo (Dai, 2011; Mishra e Singh, 2010), que cria um
ambiente adverso no qual a umidade do solo se torna insuficiente para o crescimento
das plantas, causando falhas na produtividade das culturas, com consequente
inseguranca alimentar (Mao et al., 2017; Fahad et al., 2017). A condicdo de deficiéncia
hidrica acontece quando a disponibilidade de agua no solo diminui ou quando ocorre a
distribuicdo irregular ao longo do ciclo de desenvolvimento das culturas agricolas (Mir
et al., 2012).

Os impactos da seca foram registrados e devem se intensificar na maior parte da
Asia, dos Estados Unidos da América, da China, do Brasil e da Franca tornando a
agricultura extremamente desafiadora nesses paises (Daryanto et al., 2016). Assim,
pesquisas relacionadas com a mitigacdo dos danos causados pela seca nas mais
variadas espécies em diferentes regides agricolas sdo de fundamental importancia
para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel (Badr et al., 2020; de Lima et
al., 2021; Kamphorst et al., 2022).

O efeito da seca varia com o tempo e a intensidade do estresse no crescimento
e desenvolvimento da planta. Plantas sob seca respondem com alteracdes sistémicas
desde a morfologia, fisiologia, hormonios, proteinas e enzimas, coordenados pela
ativacdo dos genes (Khaleghi et al., 2019). Nao por acaso, melhoristas de plantas,
fisiologistas e biotecnélogos tém desenvolvido pesquisas para compreender as
respostas morfolégicas, fisiolégicas, agronbmicas e protebmicas das plantas sob
estresse hidrico (Pradawet et al., 2022; Song et al., 2022a; Zou et al., 2022; Chukwudi
et al., 2022; Chen et al., 2022; Brewer et al., 2022; Ren et al., 2022b; Kamphorst et al.,
2022). Com o avanc¢o da tecnologia, é possivel a identificagdo de genes, que sao
ativados em resposta ao estresse, através de redes complexas de transducéo de sinal
e sintetizam proteinas funcionais para melhorar a capacidade das plantas em tolerar o
estresse hidrico (Zhu et al., 2014).

O estresse hidrico no milho retarda o crescimento da espiga e,
consequentemente, a emergéncia do estigma, mais do que o crescimento do pendao
ou antese, resultando em um intervalo maior entre a antese e o espigamento (Bolafios
e Edmeades, 1996). A produtividade, sob estresse no florescimento, tem uma forte
dependéncia do nimero de graos por planta e o maior intervalo entre espigamento e

antese (Bolafios e Edmeades, 1996).
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O rendimento de gréos € uma caracteristica agronémica complexa, dependente
de diversos fatores, incluindo o crescimento vigoroso, a radiacdo solar a
disponibilidade de nutrientes e de agua adequada, constituindo-se, pois, em
caracteristica quantitativa, de dificil mensuracédo (Hallauer et al., 2010; Bruce et al.,
2002). No milho, a deficiéncia hidrica reduziu em 76% o rendimento de grdos (Cairns
et al., 2012), e em milho-pipoca foi observada uma reducado de 55% (Kamphorst et al.,
2018a).

2.3 Protebmica e tolerancia a seca em plantas

O “proteoma” pode ser definido como o conteudo total de proteinas de uma
célula que é caracterizado quanto a sua localizacdo, as interagfes, as modificacdes
pés-traducionais e turnover, em um determinado momento de desenvolvimento
vegetal (Aslam et al., 2017). O termo “protebmica” foi usado pela primeira vez por
Marc Wilkins, em 1996, para designar todas as proteinas de uma determinada célula,
tecido ou organismo (Wilkins et al., 1996). O proteoma é o resultado funcional dos
genes, sendo relativamente complexo e com uma analise desafiadora, devido a
enorme diversidade de propriedades, representando uma faixa dindmica em
guantidade, em tamanho molecular, em hidrofobicidade e hidrofilicidade (Pandey e
Mann, 2000). Como resultado é possivel a identificacdo de perfis de comportamentos
moleculares do metabolismo das plantas, que podem fornecer informacdes sobre
compreensdo de diferentes respostas biolégicas (Song et al., 2022a; Zou et al., 2022;
Chen et al., 2022; Ren et al., 2022b).

Andlises protebmicas tém sido aplicadas para elucidar 0os mecanismos
moleculares subjacentes ao estresse hidrico em diferentes culturas, como o milho, a
cevada, 0 arroz, o sorgo, a soja, o trigo e a batata (Wang et al., 2015; Agrawal et al.,
2016; Michaletti et al., 2018; Zenda et al., 2018; Boguszewska-Mankowska et al.,
2020; Ogden et al., 2020; Yahoueian et al., 2021). Nessas pesquisas foram
identificadas proteinas relacionadas as vias do metabolismo de carboidratos e do
nitrogénio, como triosefosfato isomerase, malato desidrogenase, a-manosidase, UDP-
acucar pirofosforilase, NADP-malica, fosfoglucomutase e UDP-glicose-6-fosfato
desidrogenase (Mohammadi et al., 2012; Schulze et al., 2021; Ren et al., 2022; Song
et al., 2022).

As raizes de plantas sob estresse hidrico utilizam o mecanismo de
bombeamento de prétons para os vacuolos e isso permite a entrada de agua de forma

mais eficiente (Mohammadi et al., 2012). Outro mecanismo observado foi a sintese e
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armazenamento em elevados niveis de osmdlitos e proteinas de canal de agua
transmembrana, como H+ do tipo vacuolar-ATPases e proteina de ligacdo a cation
associada & membrana plasmatica 1 (Ishitani et al., 1995).

Plantas sob o estresse hidrico apresentaram a cadeia fotossintética de
transporte de elétrons suprimida e a nivel proteémico foram observadas alteracdes
nas proteinas associadas ao fotossistema, especialmente em proteinas OEE,
componentes da manutencao e estabilidade do PSIl e PSI (Bazargani et al., 2011;
Ghabooli et al., 2013; VitAmvas et al., 2015). Como consequéncia, 0 excesso de
energia e de excitacdo dos elétrons foi redirecionado para a producdo de ROS e,
como respostas, houve a inducdo de neutralizadores de ROS durante o estresse
hidrico. Estes incluem a expressao de deidrinas, de glutationa S-transferases (GSTSs),
de superoxide dismutase (SOD), de peroxidases (POD), da ascorbate peroxidase
(APX), conforme observado a partir de estudos protedmicos realizados por
Mohammadi et al., (2012), Schulze et al., (2021), Ren et al., (2022) e Song et al.,
(2022).

2.4 Déficit hidrico em milho-pipoca na UENF

Em 2015 o programa de melhoramento de milho-pipoca da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro iniciou estudos objetivando identificar genétipos de
milho-pipoca eficientes no uso da agua e tolerantes ao estresse hidrico, devido a
frequéncia e severidade de seca nas regides Norte e Noroeste do Estado do Rio de
Janeiro (Oliveira-Junior et al., 2018), assim como em grande parte do Brasil (Cunha et
al., 2019).

Para tanto, o primeiro passo foi identificar genétipos tolerantes e/ou eficientes no
uso da agua no banco de germoplasma da UENF. Em conjunto, buscou-se identificar
caracteristicas que pudessem auxiliar na selecdo de genoétipos superiores em
condicdo de seca, para, entdo, finalmente definir estratégias de melhoramento a

serem aplicadas para obtencdo de ganhos com a selec¢éo.

O primeiro trabalho foi a caracterizacdo de 20 linhagens S; quanto ao potencial
para toleréncia e/ou eficiéncia no uso da 4gua, com base em avaliagdo a campo em
condicdo de déficit hidrico e de disponibilidade de agua na capacidade de campo
(Kamphorst, et al., 2018a; Kamphorst, et al., 2018b). Os ensaios avaliaram o potencial
produtivo das linhagens, isto é, o rendimento de grédos e seus componentes de

producado, além da capacidade de expansao, relacionando-os com a investigacao de
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caracteres morfoagronémicos, fisiologicos e radiculares associados a tolerancia a seca
(Kamphorst et al., 2018a; Kamphorst et al., 2018b). Ao avaliar o rendimento de grdos e
a capacidade de expansdo, detectou-se que houve reducdo de 55% e 29%,
respectivamente (Kamphorst et al.,, 2018a). O estresse hidrico também causou altas
perdas no volume expandido de pipoca por hectare (67,15%), na massa de 100 graos
(23,52%), no indice de verde (29,31%), na reducdo da temperatura do dossel
(87,15%), no aumento no angulo de raizes de suporte (24,54%) e no volume da raiz
da coroa (44,89%) (Kamphorst et al., 2019).

Paralelamente, foi investigada a possibilidade de se utilizar caracteristicas
auxiliares de facil avaliacdo para auxiliar na selecao indireta de gendétipos tolerantes a
escassez de agua no solo (Kamphorst et al., 2021; Kamphorst, et al., 2020;
Kamphorst, et al., 2020; Leite et al., 2021). Como resultado, descobriu-se que o
namero de gréos por fileira, o diametro da espiga, o comprimento da espiga e maiores
valores do indice de verde estdo associados a maior produtividade, favorecendo o uso
destas caracteristicas para selecado indireta (Kamphorst et al., 2020; Kamphorst et al.,
2020). Kamphorst et al. (2021) em trabalho andlogo com milho-pipoca sob estresse
hidrico, concluiram que o comprimento do pendéo e o indice de verde foram eficientes
para a selecdo indireta da produtividade de gréos, enquanto a prolificidade foi eficiente
para a selecao indireta para capacidade de expansdo. Inobstante, Leite et al. (2021)
realizaram a avaliagdo fenotipica em casa de vegetacdo das raizes e de
caracteristicas fisiolégicas em linhagens de milho-pipoca previamente selecionadas
como eficientes e ineficientes no uso da agua, bem como seus respectivos hibridos.
Os autores constataram gque o crescimento do sistema radicular, as trocas gasosas e a
eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il das linhagens eficientes foram maiores em
relacdo as linhagens ineficientes e que a associacao sinérgica entre caracteristicas
relacionadas a raiz e as associadas ao processo fotossintético revelou a importancia
de incluir avaliacdes fisiolégicas para detectar superioridade genotipica e relacionar a
heterose como resultado de processos bioquimicos. Por fim, em trabalho desenvolvido
em condicdo de campo, Leite et al., (2022) caracterizaram 50 linhagens de milho-
pipoca em ambiente com déficit hidrico e com agua na capacidade de campo, tendo
identificado o indice de verde (SPAD), massa média de 100 grdos e numero de gréos

por espiga sdo de interesse para a selecdo indireta de genotipos tolerantes a seca.

Um passo importante também foi investigar a heranca da tolerancia/eficiéncia no
uso da agua. Para tanto, foi utilizada a metodologia dialélica de Hayman, utilizando-se

de oito linhagens previamente selecionadas quanto a eficiéncia no uso da agua e seus
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28 hibridos, os quais foram avaliados em campo em condi¢do de estresse hidrico e
bem irrgada. Com base nos resultados, a sobredominancia foi o efeito génico
predominante para a expressdo da produtividade de grdos e seus componentes,
independente do regime hidrico aplicado. Nesse caso, ganhos genéticos podem ser
alcancados explorando a heterose. Para a capacidade de expansédo, os efeitos de
dominéancia e de aditividade foram predominantes, configurando heranca mista. Assim,
0s métodos de selecdo recorrente interpopulacional podem ser uma opcao promissora
para obter ganhos de selecdo visando a obtencdo de segregantes superiores para

serem utilizados em ambientes com escassez de agua (Lima et al., 2019).

Outrossim, no intento de investigar a heranga de caracteristica do milho-pipoca sob
diferentes regimes hidricos, Kamphorst et al., (2021) realizaram uma andlise dialélica
circulante com dez genitores de milho-pipoca e 15 hibridos sob duas condi¢cdes
hidricas. Concluiram que em ambas as condi¢des hidricas, os efeitos de dominancia
foram os mais importantes para a expressao do rendimento de grdos, do niumero de
graos por fileira, do comprimento da espiga, do didametro da espiga e do peso de 100
graos. Por sua vez, identificaram que para a capacidade de expansdao, prevaleceram
os efeitos aditivos. Os autores propalaram que os hibridos sdo recomendados para
programas de melhoramento que visam a adaptagdo das plantas as condi¢bes de
seca, vez que os efeitos da dominancia genética impulsionaram a expressdo da
maioria das caracteristicas relacionadas com a produtividade, especialmente sob

condicdes de limitagéo hidrica.

Buscando entender o impacto da heterose na expressao de caracteristicas em
milho-pipoca sob estresse hidrico Kamphorst et al. (2022) avaliaram os efeitos da
complementagdo alélica sobre o crescimento das plantas. Foram avaliadas
caracteristicas fotossintéticas, de transpiracdo e as caracteristicas das raizes de
quatro linhagens de milho-pipoca e seus hibridos, incluindo suas combinac¢des
reciprocas. Maiores efeitos de heterose foram observados para caracteristicas
relacionadas ao crescimento da planta, especificamente densidade de peso radicular
sob estresse hidrico. Caracteristicas relacionadas a densidade do peso radicular em
camadas mais profundas do solo foram beneficiadas marcadamente pela heterose,
mas ndo houve vantagens na inferéncia da conduténcia estomatica e do status hidrico
em geral. Efeitos de genes néo-aditivos foram predominantes no controle da maioria
das caracteristicas de crescimento e raiz estudadas, apoiando a conclusdo de que o

fendbmeno da heterose é especialmente favoravel em condi¢des de limitagdo de agua.
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Além disso, a escolha do genitor feminino é essencial para caracteristicas

relacionadas as trocas gasosas durante a reproducao visando maior resiliéncia a seca.

Todos esses achados culminaram no registro do hibrido UENF WSO01. A cultivar
UENF WSO01 é um hibrido simples que apresenta ciclo precoce, estimativa de média
de rendimento de gréos de 3,59 t ha' e de 33,11 mL.g* de capacidade de expanséo,
para ambientes com estresse hidrico avaliados em dois anos, sendo, assim,
recomendada para cultivo nas regides Norte e Noroeste do Estado do Rio de Janeiro
(Lima et al., 2021).

O advento da biologia molecular e, particularmente, o desenvolvimento de
tecnologias “émicas” de alto rendimento proporcionaram informacgbes valiosas sobre
as possiveis bases moleculares da tolerancia ao estresse hidrico. Neste aspecto, a
compreensdo dos mecanismos fisiolégicos e das vias metabdlicas envolvidas nesse
estresse abidtico, inequivocamente contribuird para a super-expressao de genes
relacionados com a adaptagdo a seca, favorecendo a obtencdo de gendtipos
superiores e, por conseguinte, impulsionar4d a pratica de uma agricultura mais

sustentavel.

24



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

Duas linhagens S; de milho-pipoca, sendo L71 tolerante a seca e L61 sensivel
a escassez de agua (Kamphorst et al., 2018; Kamphorst et al., 2021) foram utilizadas.
Essas linhagens foram avaliadas em condicdo de campo, considerando-se a maior
tolerancia expressa pela menor reducdo proporcional da razéo entre o rendimento de
graos em condicdo de seca no solo e em condicdo bem irrigada (Kamphorst et al.,
2020). Ambas as linhagens provieram da variedade de polinizagdo aberta BRS Angela
— EMBRAPA Milho e Sorgo, de ciclo tardio e adaptada a clima tropical (Vittorazzi et al.,
2018).

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo, na Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), entre os meses de outubro de 2019 a
janeiro de 2020, ocasido em que as plantas se encontravam em estadio fenoldgico de
enchimento de grdos (R3). As plantas desenvolveram-se em lisimetros, conforme
descrito por (Elazab et al., 2016), os quais possuiam 1,50 m de comprimento e 0,10 m
de didmetro e continham substrato composto por 80% de perlita e 20% de turfa. O
experimento foi arranjado em blocos completos casualizados com nove repeticbes e
duas condicdes hidricas (WC), isto €, estresse hidrico (WS) e bem regado (WW).
Cada repeticao foi composta por uma planta por lisimetro, as quais foram espacadas
em 25 cm entre si e em 94 cm entre linhas, semelhante ao espacamento de plantas

cultivadas em campo, perfazendo uma densidade de 42.553 plantas ha™.

A oferta de 4gua e a manutencdo das condi¢bes hidricas (WS e WW) foram
realizadas de acordo com o procedimento efetuado por Kamphorst et al. (2022). De
maneira geral, os lisimetros foram irrigados abundantemente com &gua antes da

semeadura, 0 quais foram deixados em repouso por 72 h para drenar o excesso de
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adgua e, em seguida, pesados. A capacidade de retencdo de agua de cada tubo (a
100% da capacidade de lisimetro) foi calculada por meio da diferenca entre o
substrato Umido (apds drenar o excesso) e 0 peso do substrato seco (antes da
saturacao, seco em estufa). O teor médio de dgua por tubo na capacidade de lisimetro
foi de 4,912 L (100%). Para estabelecer a condicdo WW, os tubos foram mantidos em
capacidade de lisimetro até as avaliac@es finais, em periodo de enchimento de graos.
Para tanto, a cada 2-3 dias os tubos foram pesados e depois reabastecidos com a
quantidade correspondente de agua para restaurar a capacidade de lisimetro. Em
condicdo WS, a irrigacao foi suspensa 15 dias apds a emergéncia das plantulas. Ao
atingir 45% da capacidade de lisimetro, o teor de agua foi mantido por mais 15 dias
até o momento das avaliagcdes. O aporte nutricional ocorreu por meio de solucao de

Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950).

As condi¢cbes de temperatura, umidade e radiacdo solar foram mensuradas
durante toda a condug&o do experimento e encontram-se disponiveis na Figura 1. De
maneira geral, a média de temperatura foi de 29.90 °C, a umidade relativa foi de

66.50% e a radiagdo fotossinteticamente ativa foi de 564.50 PAR de pmol (m™2 s™).
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Figura 1. Médias de temperaturas (°C), umidade relativa (UR, %) e radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR, pmol m™2 s™), ao longo dos estadios fenoldgicos (VE)
do crescimento das plantas de milho-pipoca, respectivamente, antese masculina (VT)
e enchimento de gréos (R1 a R3)
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3.2 Caracteristicas morfoldgicas

Ao final do ensaio, no estadio R3, cerca de 90 dias apds o plantio, foi
guantificada a altura de plantas (PH). Em seguida, os caules (SB), as folhas (LB) e as
partes reprodutivas (espigas e penddes, ETB) foram separados, acondicionados em
envelopes de papel e armazenados em estufa a 70 °C, por 72 h e, ap0s, determinada

a biomassa seca (g) dessas estruturas.

3.3 Caracteristicas radiculares

Para mensurar as caracteristicas radiculares, as raizes foram divididas em
cinco seccdes iguais, cada uma com 0,30 m de comprimento, obtidas da superficie
superior dos tubos até a extremidade inferior: 0-30 cm (a), 30-60 cm (b), 60-90 cm
(c), 90-120 cm (d), e 120-150 cm (e). Inicialmente, as raizes foram lavadas e secas
com papel toalha. Para determinag&o do peso seco, cada secg¢éo de raiz foi colocada
em um envelope de papel e seca em estufa a 60 °C por 72 h. A densidade do peso

radicular (RWD; g m~3) da raiz foi determinada separadamente para cada seccéo,

conforme descrito por Elazab et al., (2012), utilizando-se a expressdo: RW Dy, = Rbsec ,

R? « L, em que RBsec corresponde a biomassa seca de raizes da secgédo de solo (g), R

€ o raio do tubo (0,05 m), e L é o comprimento da sec¢ao do tubo (0,30 m).

3.4 Pigmentos foliares e indice de balanco de N

O indice de clorofila (CC), de flavonoides (FC), de antocianinas (AC) e o indice
de balanco de nitrogénio (NBI) foram determinados no terco médio da folha anexa a
espiga, um dia antes da colheita, utilizando-se de medidor portatil Dualex® (FORCE-A,

Orsay, Franca).

3.5 Trocas gasosas e status hidrico
As trocas gasosas foram avaliadas entre 11:00 e 14:00 h, utilizando-se um

analisador de gas infravermelho portatil, modelo LI-6400 (LI- COR, Lincoln, NE, EUA),
equipado com uma fonte de luz (6400-40 LCF, LI-COR). Durante as avaliagcles, a
radiacdo fotossinteticamente ativa foi fixada em 1.500 pmol m=2 s, a concentracéo de
CO; foi de 400 umol mol™?, a umidade relativa esteve entre 55% e 60% e a
temperatura foi de 25 °C. A taxa fotossintética liquida (A, mol CO; m2s™), a
condutancia estomatica (gs, mol H.O m™ s™) e a taxa de transpiracdo (E, mmol H,O

m~2 s71) foram determinadas na folha abaixo da espiga principal de cada planta.
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Antes da irrigacdo, cada tubo foi pesado de modo a permitir a estimativa da
evapotranspiragdo cumulativa da planta (ET, dm? planta™), obtida pelo somatério da
quantidade total de &agua transpirada de cada planta. A superficie dos tubos
encontrava-se coberta com plastico para evitar a evapotranspiracdo do substrato. Com
base no peso da biomassa da parte aérea [(folha + caule + érgdos reprodutivos) (AB)]

e ET, a eficiéncia agronémica do uso da agua (WUEago; g kg™?) foi calculada por meio

~ AB
da expressao: WUEagro = T

3.6 Reducdao proporcional

A reducao proporcional (%) de cada caracteristica, dada a comparacdo entre as

condi¢bes hidricas (WCs), foi calculada por meio da expressao: 100 — [(:Ls) * 100],
ww

em que: Y € a média geral da caracteristica na condicdo WS e WW.

3.7 Analise estatistica
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Como

todas as estimativas apresentaram normalidade, utilizou-se da andlise de variancia
conjunta para efetuar as comparacdes entre linhagens (L), condi¢gbes hidricas (WC) e
interagdo linhagem e condi¢gdo hidrica (L*WC) (Tabela Suplementar S1). Estas
analises foram realizadas no programa GENES (Cruz, 2013) e o contraste entre as
linhagens no programa R (R Core Team, 2021). Efetuou-se, ainda, por meio de
contrastes (Nogueira, 2004), a comparacdo entre as linhagens em cada condi¢cdo
hidrica com o software SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

A reducédo proporcional (%) de cada caracteristica, dada a comparacao entre

as condicdes hidricas (WCs), foi calculada por meio da expressédo: 100 — [(:ﬂ) *
ww

100], em que: Y € a média geral da caracteristica na condicdo WS e WW.

3.8 Extracao de proteinas

A folha coletada para as analises protebmicas foi a mesma usada nas
avaliacbes das caracteristicas morfofisiologicas. Para a andlise protedmica foi
realizada a extragcdo de proteinas de trés réplicas biol6gicas de cada tratamento (WW
e WS), totalizando 12 amostras. Cada réplica biolégica consistiu de um conjunto de
folhas proveniente de trés plantas. As folhas foram maceradas em N liquido,

utilizando-se uma aliquota de 300 mg/réplica.
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As proteinas foram extraidas pelo método &cido tricloroacético (TCA)/acetona
(Damerval et al., 1986), com modificacbes. As amostras foram ressuspendidas em 1
mL de tampao de extracdo a frio contendo 10% (p/v) de TCA (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) em acetona com 20 mM de ditiotreitol (DTT) (GE Healthcare) e agitadas
por 5 min a 8 °C. A mistura foi mantida a -20 °C por 1 h e depois centrifugada a 16.000
g por 30 min a 4 °C. Os pellets resultantes foram lavados trés vezes com acetona fria
adicionando-se 20 mM de DTT e centrifugados por 5 min/lavagem. Os pellets foram
secos ao ar e ressuspendidos em tampéao contendo 7 M de ureia, 2 M de tioureia, 2%
de Triton X-100, 1% de DTT e 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (Sigma-
Aldrich), agitados em voértice por 30 min a 8 °C e centrifugados por 20 min a 16.000 g.
Os sobrenadantes foram coletados e as concentracbes de proteina foram
determinadas usando o kit 2-D Quant (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA).

3.9 Digestao de proteinas

Para a digestao triptica, foram utilizados 100 g de proteinas de cada amostra.
Primeiramente, as proteinas foram precipitadas usando um protocolo de
metanol/cloroférmio para remover qualquer contaminante das amostras, conforme
proposto por Nanjo et al., (2012). A digestdo de proteinas (1:100 enzima
tripsina:proteina, V5111, Promega, Madison, EUA) foi realizada usando o método
modificado de preparagdo de amostra auxiliada por filtro (FASP), conforme descrito
por Pinto et al. (2021). Os peptideos resultantes foram quantificados em um
espectrofotdmetro NanoDrop 2000c a A205 nm (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EUA).

3.10 Espectrometria de massa

As amostras foram injetadas em um espectrometro de massa de cromatografia
liquida ultrapura nanoAcquity (UPLC) conectado a um instrumento Q-TOF SYNAPT
G2-Si (Waters, Manchester, Reino Unido). As corridas consistiram em trés réplicas
biolégicas de 2 ug de amostras de peptideos. O processamento dos espectros e a
busca no banco de dados foram realizados utilizando o programa ProteinLynx Global
SERVER (PLGS) v.3.02 (Waters) e o banco de dados de proteinas Zea mays (ID:
UP000007305) disponivel no UniProtKB (www.uniprot.org). As analises de
guantificacéo label-free foram realizadas usando o programa ISOQuant v.1.7 (Distler
et al., 2014). Para garantir a qualidade dos resultados ap0s o0 processamento dos

dados, apenas as proteinas presentes nas trés corridas foram aceitas para andlise de
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acumulo diferencial ou ausente nas trés corridas, para o caso de proteinas unicas. As
proteinas foram consideradas up-acumuladas caso o valor de log2 fold change (FC)
fosse > 0,60 e down-acumuladas se o valor de log2 FC fosse < 0,60, de acordo com o
teste t de Student (bicaudal, p<0,05). aA analise de enriquecimento funcional foi
realizada utilizando o programa OmicsBox 1.2.4 (https://www.biobam.com/omicsbox) e
Metascape (Zhou et al., 2019).

Redes de interacdo foram construidas a partir das DAPs identificadas neste
estudo. O primeiro grau de interacdo foi recuperado pelo STRING (versdo 10.5)
(https://string-db.org). O escore minimo de interacdo requerida foi de 0,90 e a rede de
interacdo proteina-proteina resultante foi utilizada como input para realizacdo das

analises posteriores utilizando-se o Cytoscape ClueGo (versao 3.8.2).

4 RESULTADOS

4.1 Biomassa aérea

O contraste entre as linhagens na condi¢cdo hidrica WS para as caracteristicas
morfoldgicas, the stalk biomass (SB), ear tassel biomass (ETB), leaf biomass (LB) e
plant height (PH), apresentou diferengas significativas, enquanto na condicdo WW os
contrastes para PH, LB e ETB expressaram significaAncia (Fig. 2). Observaram-se
diferencas significativas em todas as caracteristicas na comparagdo entre as water
condition (WC). Nao houve significAncia na interacdo linhagens*condicdo hidrica

(L*WC) para as caracteristicas morfoldgicas avaliadas (Fig. 2).
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Figura 2. Estimativas de médias e desvios-padrédo de caracteristicas relacionadas a
biomassa seca para duas linhagens de milho-pipoca contrastantes a tolerancia a
limitac&@o hidrica do solo (L71 = tolerante, e L61 = sensivel).

Contraste entre linhagens, dentro de cada condi¢é@o hidrica (l), diferencas estatisticas
entre condicdo hidrica (Il), e a interagdo linhagem*condi¢&o hidrica (lll). *Nivel de
significancia de p < 0,01; ns = not significant.

4.2 Caracteristicas Radiculares

Na condicdo WS, para densidade do peso radicular (RWD) o contraste entre as
linhagens estudadas mostrou diferencas significativas, independente do estrato do
solo; e, dentro da condicdo WW, apenas os estratos d (90 a 120cm) e e (120 a 150cm)
apresentaram contrastes significativos (p < 0,01) (Fig. 3). RWDa apresentou

significancia em p < 0,01 para a interagao L*WC (Fig. 3).
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Figura 3. Estimativas de médias e desvios-padréo da densidade de peso radicular
(RWD) em relacéo a profundidade do solo (a = 0-30 cm, b = 30-60 cm, ¢ = 60-90 cm,
d = 90-120 cm, e e = 120-150 cm) para duas linhagens de milho-pipoca contrastantes
quanto a limitagdo hidrica do solo (L71 = drought-tolerant inbred line, and L61 =
drought-sensitive inbred line) cultivadas sob diferentes condi¢des hidricas no solo (WS
= water stressed, and WW = well-watered).

Contraste entre linhagens, dentro de cada condi¢do hidrica (l), diferencas estatisticas
entre condicdo hidrica (II), e a interagdo linhagem*condi¢do hidrica (lll). *Nivel de
significancia de p < 0,01; ns = not significant.

4.3 indice de Pigmentos

Na condicdo WS, o contraste entre linhagens mostrou que todos os pigmentos
foliares tiveram diferencas significativas; e, na condicdo WW, apenas FC (conteudo de
flavonoides) exibiu significancia (Fig. 4). Na comparagao entre as WC, apenas as
caracteristicas NBI (nitrogen balance index), CC (chlorophyll index), FC (flavonoids
index) e AC (anthocianin index) tiveram diferengas estatisticas (Fig. 4). Apenas o NBI

teve significancia para a interagéo L*WC.
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Figura 4. Estimativas de médias e desvios-padrado de caracteristicas relacionadas aos
pigmentos foliares (CC = indice de clorofila, FC = de indice flavonoides, AC = indice
de antocianinas e o NBI = indice de balango de nitrogénio para duas linhagens de
milho-pipoca contrastantes quanto a tolerancia a seca (L71 = tolerante, e L61 =
sensivel).

Contraste entre linhagens, dentro de cada condicao hidrica (), diferencas estatisticas
entre condicdo hidrica (ll), e a interacdo linhagem*condicdo hidrica (Ill). *Nivel de
significancia de p < 0,01; ns = not significant.

4.4 Trocas gasosas e andlise do status hidrico

No contraste entre as linhagens na condicdo WS, todas as caracteristicas de
status hidrico foram significativos; e dentro da condicdo WW apenas o contraste ET e
WUEagro expressaram significancia (Fig. 5). Em relacdo a comparacéo entre as WC,
todas as caracteristicas de status hidrico apresentaram diferengas estatisticas (Fig. 5).
A caracteristica gs foi a unica que apresentou significancia em p < 0,01 para a

interacao linhagens*condicado hidrica (Fig. 5).
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Figura 5. Estimativas de médias e desvios-padrao de caracteristicas relacionadas ao
status hidrico (A = net CO2 assimilation rate, gs = stomatal conductance, E =
transpiration, ET = cumulative transpiration, e WUEAgro = agronomic water use
efficiency para duas linhagens de milho-pipoca contrastantes a tolerancia a seca (L71
= tolerante, e L61 = sensivel).

Contraste entre linhagens, dentro de cada condi¢&o hidrica (l), diferencas estatisticas
entre condicdo hidrica (ll), e a interacdo linhagem*condicao hidrica (Ill). *Nivel de
significancia de p < 0,01; ns = not significant.

Observou-se que a limitagdo hidrica aplicada na linhagem tolerante a seca
(L71) causou reducdo de 44.49% para LB, 52.03% para SB, 66.50% para ETB,
22.37% para PH, 43.72% para RWDa, 33.78% para RWDc, 24.76% para CC, 0.44%
para FC, 33.25% para A, 43.30% para gs, 35.49% para E, 65.60% para ET; e, por
outro lado, incremento de 20.20% para WUEagro e de 52.50% para AC (Fig. 6 A).

Na linhagem sensivel a seca (L61) a limitacdo hidrica causou reducdo de
53.58% para LB, 66.79% para SB, 81.37% para ETB, 34.66% para PH, 66.16% para
RWDa, 57,60% para RWDc, 44.47% para A, 55.26% para gs, 48.67% para E, 81.86%
para ET, e 41.62% para CC; ao passo que houve um incremento de 47.50% para
WUEagro, 4.10% para FC e 61.80% para AC (Fig. 6 B).
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Figura 6. Reducao proporcional entre as médias obtidas na condicao WS e WW (%).
A) linhagem tolerante a seca (L71); e B) linhagem sensivel a seca (L61). Biomassa de
folhas (LB); biomassa de caules (SB); biomassa de partes reprodutivas (espigas e
penddes, ETB); altura de plantas (PH); densidade de peso radicular (RWD) em relacéo
a profundidade do solo (A = 0-30 cm, A = 30-60 cm, C = 60-90 cm, D =90-120 cm, e
E = 120-150 cm); indice de clorofila (CC); indice de flavonoides (FC); indice de
antocianinas (AC); indice de balango de nitrogénio (NBI); fotossintese liquida (A);
condutancia estomatica (gs); taxa de transpiragédo (E); transpiracdo cumulativa (ET);
na eficiéncia do uso da agua (WUEagro). As legendas das figuras a direita
correspondem as caracteristicas avaliadas.

4.4 Perfis protedmicos de linhagens contrastantes para o déficit hidrico

Na analise protedmica, um total de 1.838 proteinas foram identificadas. A
andlise de componentes principais (PCA, Figura 7A) revelou que as proteinas foram
agrupadas separadamente em nivel de gendtipo e de tratamento, mostrando as
diferencas entre os backgrounds genéticos destas linhagens. Na comparacgéo entre a
condicio WS e WW a andlise dos perfis protedmicos revelou 169 proteinas
diferencialmente acumuladas (DAPs) na linhagem tolerante (Figura 7B), das quais 67
foram up-acumuladas, 54 down-acumuladas, 20 Unicas na condicdo WW, e 28 Unicas
na condicdo WS. Na linhagem sensivel, foram detectadas um total de 386 DAPs
(Figura 7C), sendo 123 up-acumuladas, 205 down-acumuladas, 25 Unicas na condi¢éo

WW, e 33 Unicas na condigdo WS (Tabela Suplementar S2).
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Figura 7. Proteinas de milho-pipoca. A) Analise de componentes principais entre
condi¢des hidricas e gendtipos. B) Volcano plot da linhagem tolerante. C) Volcano plot
da linhagem sensivel.

O Diagrama de Venn mostra proteinas diferencialmente acumuladas
identificadas nas linhagens de milho-pipoca entre as diferentes condi¢ges hidricas que
foram cultivadas (Figura 8A).

A andlise de enriquecimento de ontologia génica (GO) categorizou as DAPs em
diferentes termos (Figura 8B). Em ambas as linhagens foram observados mais termos
enriguecidos em processos biolégicos e componentes celulares relacionados ao
cloroplasto (Figura 8C).

A analise de enriquecimento das vias KEGG foi realizada para investigar as
funcbes bioldgicas das DAPs. A principal via mapeada na linhagem sensivel foi a
“ribossomo”, enquanto na linhagem tolerante as vias mais representadas foram
“metabolismo de carbono” e “metabolismo de glutationa” (Figura 8C). Mapa de calor
baseado nas vias do KEEG de proteinas diferencialmente acumuladas compartilhadas

em ambas as linhagens (Figura 8D).
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Figura 8. Proteinas diferencialmente acumuladas identificadas nas linhagens de
milho-pipoca entre diferentes condi¢cdes hidricas. A) diagrama de Venn, as regifes
sobrepostas indicam como DAPs compartilhados. As proteinas Unicas estao
destacadas e incluidas no total de proteinas DAPS. Tws: tolerante em WS; Tww:
tolerante em WW,; Sws: sensivel em WS; Sww: sensivel em WW. B) Enriquecimento
de ontologia génica (GO) dos 20 principais termos GO das DAPs usando o banco de
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dados Metascape Arabidopsis thaliana. C) Mapa de calor do enriqguecimento das vias
KEGG. D) Mapa de calor das DAPs em milho-pipoca baseado nas vias do KEEG
compartilhadas em ambas as linhagens.

Na andlise funcional, foi encontrada uma aquaporina (AOA1D6HYRG;
Aquaporin PIP2-1) que foi up-acumulada na linhagem sensivel e unchanged na
linhagem tolerante, além de uma annexin (AOA1D6HKP7) down-acumulada na
linhagem sensivel e unchanged na linhagem tolerante. Também foram identificadas
duas proteinas relacionadas ao acido abscisico (ABA), uma down-acumulada na
linhagem sensivel (ABA amadurecimento por estresse de &acido abscisico3,;
AOA1D6EB22) e a outra up-acumulada na linhagem tolerante (ABA- proteina
responsiva; K7TFB6) (Tabela SuplementarS2).

A linhagem sensivel apresentou 74 DAPs ribossomais, as quais,
majoritariamente foram down-acumuladas. A analise de enriquecimento e interacao
dos processos biolégicos para a comparacdo ST/SC quanto as proteinas down-
acumuladas e unicas em SC revelou interagcdo dos processos de biogénese dos
ribossomos, montagem de grandes subunidades ribossémicas, biogénese do
complexo ribonucleoproteico, montagem de ribossomos e biogénese de grandes
subunidades ribossémicas. Como proteinas compartiihadas foram observadas:
B4FKI3 (proteina ribossomal 60S L23a), AOALD6KWHL1 (proteina ribossomal 60S L10-
3), AOALD6GFPS8 (proteina ribossomal 40SS28), e AOALD6L1G4 (proteina ribossomal
30SS23) (Figura 9).
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Diversas DAPs foram relacionadas com a defesa ao estresse oxidativo. Na
linhagem sensivel foram observadas 22 DAPs, sendo 14 down-acumuladas, 4 up-
acumuladas e 4 unicas. Na comparacdo ST/SC a andlise de enriquecimento e
interagdo dos processos biolégicos para as proteinas down-acumuladas e Unicas em
SC identificou a interagdo entre processo catabdlico de peroxido de hidrogénio,
processo catabdlico de alfa-aminoacidos, processo metabdlico de espécies reativas de
oxigénio e processo metabdlico de perdxido de hidrogénio. Dentre esses processos
biol6gicos, pode-se destacar o processo metabdlico de espécies reativas de oxigénio e
0 processo metabdlico de perdxido de hidrogénio, que tiveram como proteinas
B4FHN3 (L-ascorbato peroxidase), AOA1D6QGHS (peroxidase), B4FVT1 (peroxidase)
e K7V8KS5 (peroxidase) down-acumuladas (Figura 9).

Ja na comparacdo Tws/Tww a analise de enriqguecimento e interacdo dos
processos biolégicos para as proteinas up-acumuladas e Unicas em Tws, identificou-
se a interacdo dos processos resposta ao peroxido de hidrogénio e resposta ao ion
cadmio, destacando o processo ao peréxido de hidrogénio, que apresentou como
proteinas COPPG1, AOA1D6N712 e BAF9E8 como up-acumuladas (Figura 10).
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Figura 10. Rede de interacdo proteina-proteina de proteinas selecionadas sob
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Foram detectadas proteinas envolvidas na fotossintese, no Ciclo de Calvin e no
ciclo TCA. Na linhagem sensivel foram observadas 47 DAPs. A rede de interacdo na
comparacdo ST/SC dos processos biolégicos para as proteinas down-acumuladas e
Unicas em SC revelou a interacdo de proteinas down-acumuladas entre as vias: ciclo
do &cido tricarboxilico, captacdo de luz da fotossintese, geracdo de metabdlitos
precursores e energia, montagem do fotossistema Il, cadeia de transporte de elétrons,
resposta celular a intensidade da luz e reacdo a luz da fotossintese. Destacam-se
entre as proteinas down-acumuladas: AOA1D6F553 (proteina de ligacdo a clorofila a-
b), K7UCS1 (subunidade N do centro de reacdo do fotossistema |), COP7G8 (proteina
de reparo do fotossistema 1), AOALD6L8E2 (Subunidade 7 do complexo citocromo b-
cl), B4AFG53 (malato desidrogenase) e B4FID6 (isocitrato desidrogenase) (Figura 9).

Na linhagem tolerante foram detectadas 29 DAPs. A rede de interagdo mostrou
proteinas up-acumuladas compartilhadas entre ciclo do &cido tricarboxilico, respiracao

aerdbica, processo biossintético do monofosfato de ribonucleosideo, processo
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metabdlico da glicose 6-fosfato, processo metabdlico do gliceraldeido-3-fosfato. Dentre
as DAPS up-acumuladas, podemos citar AOALD6LENG6 (Succinato desidrogenase?)
B4FRQL1 (pentose-5-fosfato 3-epimerase), AOALD6KAXL (triose fosfato isomerase), e
AOAL1DG6IHT2 (succinato-CoA ligase) (Figura 10).

5 DISCUSSAO

5.1 O estresse hidrico afeta o crescimento e sintese de proteinas

O processo de tolerancia ao estresse hidrico € complexo e, como resposta, as
plantas desenvolveram mecanismos adaptativos a niveis fisiol6gico, bioquimico e
molecular para lidar com essa condigdo (Kosova et al., 2018; Osmolovskaya et al.,
2018; Wang et al., 2019; Song et al., 2022). A linhagem tolerante a seca apresentou 0s
maiores valores para as caracteristicas morfolégicas como altura de planta, maior
biomassa e maior crescimento radicular (RWD) em comparagdo com a linhagen
sensivel, o que a torna o genétipo mais robusto em condi¢cdes de estresse hidrico
(Figuras 2 e 4). O maior desenvolvimento da parte aérea e das raizes é importante
para a adaptacdo das plantas a ambientes propensos a seca e esta diretamente
relacionado com maiores rendimentos de gréos (Ali et al., 2015; Li et al., 2021). A
linhagem tolerante investe no crescimento das raizes e no aumento do contetdo de
biomassa como estratégia para miticas os efeitos da seca, e garantir maior absorcao

de agua.

Em nivel protebmico, observamos que as linhagens diferiram na acumulagéo
de proteinas relacionadas ao acido abscisico (ASR Abscisic acid, stress, ripening 3 e
K7TFB6), proteina annexin (AOA1D6HKP7) e uma Aquaporin PIP2-1 (AOA1D6HYRS6).
ASR foi down-acumulada na linhagem sensivel. De acordo com trabalhos anteriores,
as ASR atuam no mecanismo de prote¢do contra 0 estresse abiotico como o déficit
hidrico em varias espécies vegetais (Philippe et al., 2010; Hu et al., 2013; Li et al.,

2017). Outro fator, é que o acumulo de ABA durante o estresse hidrico pode, por
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muitas vezes auxiliar na manutencdo do crescimento da parte aérea e das raizes
(Sharp et al., 2002). O aumento do acumulo de ABA em direcdo a ponta da raiz é
necessario para manter o alongamento da raiz primaria em baixos potenciais de agua
(Saab et al., 1990; Sharp et al.,, 1994). Além disso, a manutencdo do alongamento
radicular pelo ABA é conferida por suas funcdes reguladoras na homeostase ibnica,
ajuste osmatico e extensibilidade da parede celular (Yamaguchi & Sharp, 2010). A
linhagem tolerante apresentou proteinas relacionadas ao ABA up-acumulada e o
crescimento radicular nessa linhagem foi maior em relacdo a linhagem sensivel que
apresentou proteinas relacionadas ao ABA down-acumuladas.

Observou-se na linhagem sensivel uma aquaporina PIP2-1 (AOA1D6HYR6) up-
acumulada. As aquaporinas controlam o movimento da agua através da abertura de
canais nas membranas (Feltrim et al., 2021). Esse resultado mostra que a linhagem
sensivel estd buscando reduzir a resisténcia hidraulica no xilema através das
aquaporinas e liberando todos os caminhos para facilitar a entrada de agua nas
células.

Muitas proteinas ribossomais tiveram seu acUmulo reduzido na linhagem
sensivel, bem como as envolvidas na maquinaria de traducdo, como o fator de
iniciacao (EIF6, B4FKDS5), subunidade alfa complexa associada ao polipeptideo
nascente (B6SU89), e o fator de elongagdo (AOALDG6LAWO e AOA1DG6I3L1). A
exposicdo de plantas a ambientes com restricdo hidrica resulta em alteragbes na
transcricdo e na tradugcdo génica, com enzimas desempenhando um papel critico
durante os processos de crescimento (Schippers and Mueller-Roeber, 2010; Lei et al.,
2015). O decréscimo no acumulo de proteinas ribossomais esta diretamente
relacionado com severo estresse hidrico em folhas de milho comum, implicando em
diferentes fungbes na resposta da tolerancia ao estresse (Li et al., 2021).

Os resultados aqui obtidos revelam que a maquinaria da tradugéo e da sintese
de proteinas é afetada pelo estresse hidrico em folhas de milho-pipoca, podendo
afetar a regulacdo de demais proteinas envolvidas no processo de sinalizacdo em
resposta ao estresse. Contudo, sugere-se que a linhagem tolerante realiza processos
fisico-bioquimicos de forma mais eficiente do que a linhagem sensivel, favorecendo

uma melhor performance frente ao stress.

5.2 O sistema antioxidante equilibra ROS na tolerancia a seca
Quando as plantas estdo sob estresse hidrico, ocorre o acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que desequilibra a relacdo entre a geragdo e a

detoxificacdo desses compostos (Miller et al., 2010). Para controlar a superproducéo
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de ROS, as plantas possuem um mecanismo antioxidante composto tanto por enzimas
guanto por compostos nao-enzimaticos, que permite equilibrar a sintese de ROS
durante o estresse hidrico (Gill e Tuteja, 2010).

O mecanismo nado-enzimatico de eliminacdo de ROS pode envolver o uso de
antioxidantes, como flavonoides e antocianinas (Moustaka et al., 2018; Ferreyra et al.,
2021), que promovem a homeostase celular. Esses compostos atuam como
neutralizadores de ROS, regulando a homeostase hidrica e minimizando os danos
foto-oxidativos por meio da absorcdo de luz (Hughes et al.,, 2010; Moustaka et al.,
2018; Agati et al.,, 2020). No experimento investigado aqui, independentemente da
linhagem, a condicdo de estresse hidrico (WS) causou um aumento nos indices de
flavonoides e antocianinas, o que resultou em uma reducao do indice de clorofila,
especialmente na linhagem sensivel (Figura 4). Ambas as linhagens utilizaram o
mecanismo ndo-enzimatico para mitigar os ROS.

O mecanismo enzimatico de protecdo contra 0 estresse oxidativo € operado
por diversas enzimas, incluindo superdxido dismutase (SOD), peroxidases (POD e
GSH-Px), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa transferase (GSTs) (Laxa et al.,
2019). Foram observadas diferencas no acumulo diferencial de proteinas relacionadas
a defesa contra o estresse oxidativo nas linhagens entre as condigbes hidricas
avaliadas, tais como: B8A1P1l (Glutationa peroxidase), B4FHN3 (L-ascorbato
peroxidase), B4FVT1 (Peroxidase), B6TIS2 (Superéxido dismutase [Cu-Zn]) e SODM1
(Superéxido dismutase [Mn]), que foram down-acumuladas na linhagem sensivel,
enquanto B6TM55 e AOALD6MBH1(L-ascorbato peroxidase) foram up-acumuladas, e
K7TID5 (Peroxidase) foi Unica no tratamento na linhagem tolerante (Tabela
Suplementar S2).

Em plantas de milho avaliadas em condi¢cdes de estresse hidrico, tem sido
observado um aumento da regulagéo dessas enzimas (BeneSova et al., 2012; Zenda
et al., 2018). Em gendtipos de milho sensiveis a seca, a catalase (CAT) e a ascorbato
peroxidase (APX) aparecem como down-acumuladas (BeneSova et al., 2012),
enquanto Wang et al. (2005) relataram que a APX e a superodxido dismutase (SOD)
podem ser potenciais biomarcadores para o melhoramento de plantas tolerantes ao
estresse hidrico.

De acordo com os resultados protedmicos obtidos neste estudo, observou-se a
down-acumulacdo da ascorbato peroxidase (APX) na linhagem sensivel, o que pode
levar a aceleracdo da senescéncia das folhas e a promocdo da degradacdo da
clorofila. Isso sugere que o estresse hidrico afeta 0 mecanismo enzimético de

eliminacdo de ROS na linhagem sensivel. A andlise proteémica também mostrou que
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a linhagem tolerante possui um mecanismo mais robusto de eliminacdo de ROS em
condicbes de estresse hidrico, que envolve a ativacdo dos sistemas antioxidantes

enzimatico e nao-enzimatico.

5.3 Estresse por seca altera a fotossintese e o metabolismo bioenergético

A fotossintese é um processo que converte CO2 em compostos organicos e
desempenha um papel fundamental no crescimento das plantas. Ao avaliar as
proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs) sob estresse hidrico, foi possivel
identificar proteinas envolvidas nas reagfes primarias da fotossintese, como o Ciclo de
Calvin e o Transporte de Elétrons.

A linhagem tolerante apresentou proteinas up-acumuladas importantes para a
manutencdo do Ciclo de Calvin, como a B6U3H3 (CP12-1), B4AFRQ1 (pentose-5-
fosfato 3-epimerase) e AOA1D6KAXL (triose fosfato isomerase citosdlico) (Alcaligenes
et al., 1992; Hayano-Kanashiro et al.,, 2009; Lépez-Calcagno et al., 2017). Essas
informagfes sdo consistentes com as estimativas de trocas gasosas obtidas neste
estudo, onde a linhagem tolerante apresentou valores mais elevados de taxa
fotossintética (A), condutancia estomatica (gs) e taxa de transpiragdo (E) (Figura 6).
Isso sugere que a linhagem tolerante possui uma maior capacidade de manter o Ciclo
de Calvin e o transporte de elétrons durante o estresse hidrico.

A linhagem sensivel apresentou reducdo no acumulo de proteinas, como
AOA1D6F553 (proteina de ligacdo a clorofila a-b), K7UCS1 (centro de reacdo do
fotossistema 1), COP7G8 (proteina de reparo do fotossistema Il), e PSBQL1 (proteina
intensificadora de evolucdo de oxigénio 3-1). A reducdo dessas proteinas suprime
tanto a absorcao de luz quanto a transferéncia de elétrons entre os fotossistemas | e |l
(Han et al., 2013; Cui et al., 2019), o que afetaria ainda mais o processo fotossintético.
Esta inferéncia é apoiada pela reducdo ocorrida nas estimativas de A, gs e E, que
tiveram suas magnitudes diminuidas significativamente sob estresse hidrico na
linhagem sensivel (Figura 6). Resultados semelhantes foram observados em
genotipos de milho comum avaliados sob condicdo de estresse hidrico (Xin et al.,
2018; Zenda et al., 2018; Kim et al., 2019; Li et al., 2021). Os resultados aqui obtidos
contribuem com a assertiva da hipotese de que o estresse hidrico suprime a captacao
de luz e a transferéncia de elétrons, causando danos estruturais nos PSI e PSII,
sobretudo no gendtipo sensivel a seca (Figura 6).

Uma forma de mitigar o efeito do stress hidrico é a partir dos agucares
produzidos na fotossintese, que servem como moléculas sinalizadoras e estruturais,

funcionando como osmodlitos e contribuindo para o crescimento vegetal (Dinakar et al.,
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2012; Thalmann e Santelia, 2017; AbdElgawad et al., 2020). Nos resultados do
presente trabalho, observou-se que a linhagem sensivel apresentou proteinas down-
acumuladas envolvidas no metabolismo de carboidratos e no ciclo do citrato (ciclo
TCA), enquanto a linhagem tolerante apresentou proteinas up-acumuladas nessas
vias. O ciclo TCA é composto por um conjunto de oito enzimas(Zhang e Fernie, 2018)
e, nos resultados aqui obtidos foram foi observada a acumulacdo diferencial de
proteinas deste ciclo. Na linhagem tolerante constatou-se a expressdo da succinato-
CoA ligase, da succinato desidrogenase e da malato desidrogenase como up-
acumuladas. Na linhagem sensivel, observou-se a presenca da isocitrato
desidrogenase e da malato desidrogenase como down-acumuladas. Resultados
semelhantes foram observados em milho comum sob estresse hidrico para a proteina
succinato desidrogenase (Yang et al., 2014) e malato desidrogenase (Riccardi et al.,
2004). Sob estresse hidrico a succinil Co-A ligase, a succinato desidrogenase e a
malato desidrogenase foram up-acumuladas em gendétipos de arroz tolerantes a seca
(Agrawal et al., 2016). Resultados observados por Rocha et al., (2010) concluiram que
0 acumulo de succinato desidrogenase impulsiona a producdo de ATP e essa é uma
resposta valiosa para mitigar os efeitos danosos do estresse hidrico nas células.

Embora nado totalmente, as vias da glicélise/gliconeogénese compartilhem a
maioria das reacfes enzimaticas, e estas estdo sujeitas a multiplos niveis de controle
(Plaxton, 1996). A regulacdo de etapas especificas e irreversiveis permite que as
células ajustem rapidamente o metabolismo relacionado ao desenvolvimento vegetal,
em decorréncia de mudanca no ambiente (Plaxton, 1996). Nessas vias observou-se no
presente trabalho a expressédo da AOA1D6J820 (GAPAL), que atua como mediadora
de respostas metabdlicas para que as plantas expressem maior tolerancia a seca (Li
et al.,, 2019), a qual foi down-acumulada na linhagem sensivel. Por sua vez, a
AOA1D6MA411 (PPDK), que é uma das enzimas mais importantes na fotossintese de
metabolismos C4, catalisando a fosforilacdo reversivel do piruvato para fosfoenol
piruvato (Edwards et al., 1985), foi up-acumulada na linhagem tolerante.

Com base nos perfis protedémicos observados nesta pesquisa, postula-se que a
linhagem tolerante apresenta uma magquinaria mais eficiente de regulacdo do
metabolismo bioenergético e das vias da glicélise/gliconeogénese; por consequéncia é
possivelmente mais evidente a presenca de um robusto aparato fotossintético na
linhagem tolerante, a qual produz mais energia, o que lhe confere uma melhor
estratégia adaptativa para suportar o ambiente adverso causado pela escassez

hidrica.

45



6 CONCLUSOES

Nossos resultados morfofisioldgicos sugerem que, para a maioria das
caracteristicas avaliadas, a linhagem tolerante a seca (L71) teve menores reducdes
proporcionais na comparacéo entre as WC estudadas, e caracteriza-se como genaétipo
mais robusto, independente da condig&o hidrica aplicada.

Em relacdo a condicdo WW, e em comparacdo com a linhagem tolerante, a
comparagdo das mudangas na composi¢do do proteoma em WS revela nUmeros mais
elevados de proteinas diferencialmente acumuladas entre as condi¢cdes de WW e de
WS na linhagem sensivel. Neste gendtipo sensivel, este resultado pode indicar a
ocorréncia de disturbios mais profundos na homeostase celular. A andlise prote6mica
validou os dados relacionados as trocas gasosas, teores de pigmentos das folhas, e
demonstrou que a linhagem tolerante a seca apresentou: (i) um sistema antioxidante
eficiente e enzimas de eliminacdo de ROS, (ii) proteinas da fase fotoquimica e do
Ciclo de Calvin/Benson como up-acumuladas, e (iii) proteinas up-acumuladas
importantes no ciclo TCA e na glycolysis/gluconeogenesis, o0 que favorece o
metabolismo de carboidratos na condi¢éo de limitacao hidrica.

Os resultados fornecem excelentes insights sobre as mudancas protedmicas,
capacidade fotossintética/trocas gasosas e de crescimento em genotipos
contrastantes na resposta ao déficit hidrico. Destaca-se as proteinas COPPG1
(cloropléastico de proteina de choque térmico de 25,3 kDa); RL10 (proteina ribossomal
60S L10); K7TFB6 (proteina responsiva a ABA); AOA1D6JY98 (homdlogo dTDP-
glicose desidratase csu219); AOA1D6MBH1 (L-ascorbato peroxidase); B4FRQ1
(Pentose-5-fosfato  3-epimerase); AOA1D6MB63 (Putativo aldeido desidrogenase
MIS1); AOA1D6N7I2 (mediador putativo da subunidade 37c da transcricdo da
polimerase Il de ARN); AOA1D6LENG (Succinato desidrogenase7) e AOA1D6KAX1
(Cytosolic triosephosphate isomerase) como potenciais biomarcadores para tolerancia

a seca em milho pipoca..
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Tabela S1 — Resumo das analises de variancias. Interacdes linhagens por condigbes hidricas (LxXWC) para os caracteres agronémicos,
morfoldgicos, fisioldégicos e de arquitetura de raizes, em linhagens de milho-pipoca sob condi¢cdes bem irrigadas (WW) e de estresse hidrico
(WS). Fotossintese liquida (A); condutancia estomatica (gs); taxa de transpiracao (E); transpiracdo cumulativa (ET); na eficiéncia do uso da
agua (WUEagro); biomassa de folhas (LB); biomassa de caules (SB); biomassa de partes reprodutivas (espigas e penddes, ETB); altura de
plantas (PH); indice de clorofila (CC); indice de flavonoides (FC); indice de antocianinas (AC); indice de balanco de nitrogénio (NBI); densidade
de peso radicular (RWD) em relacao a profundidade do solo (A = 0-30 cm, A = 30—-60 cm, C = 60-90 cm, D = 90-120 cm, e E = 120-150 cm).

FV

RWDE

Genotipos
Ambiente
Gen X Amb
Rep
Residuo
Média

390158.47 ns
18073154.90 *
911662.14 *
210234.03
114597.08

225675.67 ns 215771.08 ns 60969.48 *
1228447.11 *
156330.62 ns 37797.19 ns

933784.00 * 161480.74 *

1540.56 ns

134399.91

67297.87 *
451.49 ns
3350.67 ns

3952.24
2611.68
70.83

FVvV

WUEagro

Genétipos
Ambiente
Gen X Amb
Rep
Residuo
Média

1566.1806 *
1760.50 * 0.0032ns 2167.0576 *
0.00202 ns 98.373 ns 0.0049ns 64.3471ns

237.5708 ns
379.3405 *
0.000136 ns
0.00079028

o I e

13.29*

57.10*

17.27 *
0.87
1.29
5.66

*: significancia a 1% de probabilidade, respectivamente, pelo Teste F. ns = ndo significativo
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Tabela S2. Proteinas diferencialmente acumuladas em linhagens de milho-pipoca contrastantes para o déficit hidrico. Sww = Sensivel no

ambiente WW; Sws = Sensivel no ambiente WS; Tww = Tolerante no ambiente WW; Tws = Tolerante no ambiente WS.

. t-test log? Fold Change Acumulacéo Diferencial
Acesso Descrigao
Sws/Sww  Tws/Tww  Sws/Sww Tws/Tww Sws/Sww Tws/Tww
B6TKK2 0,027 0,267 1,35 -0,73 uP UNCHANGED
B6TNMO [Acyl-carrier-protein] S- 0,001 0,398 1,20 0,17 uP UNCHANGED
malonyltransferase
[Fructose-bisphosphate aldolase]-
COP715 lysine N-methyltransferase 0,008 0,116 0,72 0,29 UP UNCHANGED
chloroplastic
B4FT23 14-3-3-like protein 0,013 - -0,42 - UNCHANGED  UniqueTws
B6U284 14-3-3-like protein 0,031 0,976 0,98 0,00 upP UNCHANGED
AOA1DBJIXF4 17.4kDa C;)"’r‘;tse'inheat shock 0,003 0,006 1,73 061 uP uP
B4F9ES 17.4 kDa C'srsoste"i'nheat shock 0,088 0,041 0,61 0,69 UNCHANGED uP
K7VIN5 20 kDa chaperonin chloroplastic - - - - - UniqgueTww
COPPG1 25.3 kba heat shock protein 0,097 0,004 0,78 0,97 UNCHANGED upP
chloroplastic
AOAIDGECM4  2-OX0glutarate dehydrogenase E1 ) ;47 0,025 0.45 069  UNCHANGED uP
component
B4FUZ5 30S ribosomal proteinS2 0,046 0,064 0,86 0,14 uUpP UNCHANGED
AOA1D6L1G4 30S ribosomal protein523 0,001 0,126 -1,89 0,47 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
RR17 30S ribosomal protein527, 0,000 0,782 2,84 -0,05 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
B6SZS2 30S ribosomal protein 54, 0,005 0,656 1,16 -0,17 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
B6T7B2 30S ribosomal protein 54, 0,000 0,144 2,21 -0,67 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
AOALDEGX60 3-5 -exorlbonuc_lease family . . ) ) ) UniqueTww
protein
AOA1D6E501  3-isopropylmalate dehydrogenase 0,001 0,014 0,68 0,49 uUpP UNCHANGED

6S
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AOA1D6J6Z7 40S ribosomal proteinS20-1 0,003 0,209 -1,56 0,41 DOWN UNCHANGED
AOA1D6PJ49 40S ribosomal proteinS20-1 0,004 0,537 -1,59 0,19 DOWN UNCHANGED
RS11 40S ribosomal proteinS21 0,000 0,599 -2,83 -0,10 DOWN UNCHANGED
AOA1D6MDL2 40S ribosomal proteinS22 0,491 0,031 0,33 0,64 UNCHANGED UP
B4FMLS8 40S ribosomal proteinS23 0,001 0,362 -2,66 -0,19 DOWN UNCHANGED
B4FBS3 40S ribosomal proteinS24 0,004 0,630 -1,48 0,06 DOWN UNCHANGED
B6SII7 40S ribosomal proteinS25 0,004 0,131 -1,71 0,23 DOWN UNCHANGED
B6TVNO 40S ribosomal proteinS26 0,989 0,016 0,00 0,74 UNCHANGED UP
B6TG61 40S ribosomal proteinS26 0,000 0,003 -1,61 0,22 DOWN UNCHANGED
B4FID1 40S ribosomal proteinS27-1 0,001 0,268 -1,40 0,09 DOWN UNCHANGED
AOA1D6GFP8 40S ribosomal proteinS28 0,000 0,209 -2,62 -0,18 DOWN UNCHANGED
AOA1D6L7J3 40S ribosomal proteinS28 0,000 0,191 -2,39 -0,18 DOWN UNCHANGED
AOA1D6GF42 40S ribosomal protein S2-1 0,333 0,001 0,34 1,05 UNCHANGED uP
COPCQ6 40S ribosomal protein S2-1 0,569 0,010 0,20 0,63 UNCHANGED UP
B4FMD3 40S ribosomal protein S23-2 0,000 0,228 -1,22 -0,71 DOWN UNCHANGED
B4FG22 40S ribosomal protein S25 0,011 0,204 -3,96 0,34 DOWN UNCHANGED
K7TT73 40S ribosomal protein S3-1 - - - - UnigueSww -
B6UG10 40S ribosomal protein S3a 0,003 0,025 -1,85 0,27 DOWN UNCHANGED
AOA1D6LBD6 40S ribosomal protein S4 0,000 0,573 -2,53 -0,15 DOWN UNCHANGED
RS4 40S ribosomal protein S4 0,000 0,286 -3,08 -0,22 DOWN UNCHANGED
AOA1DG6I1F4 40S ribosomal protein S4-3 - 0,398 - 0,24 UnigueSww  UNCHANGED
AOA1D6K9K9 40S ribosomal protein S4-3 - - - - - UniqueTws
AOA1D6E3W9 40S ribosomal protein S7 - - - - UniqueSws UniqueTws
AOA1D6N2WO 40S ribosomal protein S7 0,295 0,003 -0,64 0,83 UNCHANGED UP
AOA1DENC83 50S ”bgsl‘;r:(‘)‘";‘)'lgg‘t’itcei” L13 - 0,093 - -0,70 UniqueSww  UNCHANGED
AOA1DENC89 50S ribosomal protein L13 0,001 0,586 2,22 -0,12 DOWN  UNCHANGED

chloroplastic
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50S ribosomal protein L15

B4FUZ9 : 0,004 0,584 -1,53 0,09 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
RK16 50S ribosomal protein L16 0,017 0,665 -1,50 -0,07 DOWN UNCHANGED
AOA1DBLAC2 50S ribosomal protein 18 0,001 0,843 -1,96 -0,05 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
RK23 50S ribosomal protein L23, 0,001 0,517 1,26 0,14 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
K7W1Y2 50S ribosomal protein L27 0,006 0,204 4,13 -0,36 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
B4G1J8 50S ribosomal protein L.3-1 0,003 0,941 2,15 -0,02 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
B6UCFO 50S ribosomal protein L6 0,004 0,085 -1,98 0,62 DOWN UNCHANGED
AOA1D6P9ZS8 508 ribosomal protein L6 0,006 0,199 41,00 -0,28 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
AOALD6HNM4 50S ribosomal protein L9, 0,000 0,088 41,99 -0,20 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
5_
methyltetrahydropteroyltriglutamat i )
B6UF55 o~ homocysteine S. 0,000 0,304 1,57 0,20 DOWN UNCHANGED
methyltransferase
5_
BSALRS methyltetrahydropteroyltriglutamat - ), 0,388 -0,73 0,15 DOWN UNCHANGED
e--homocysteine S-
methyltransferase
RL10 60S ribosomal protein L10 0,000 0,021 -2,61 0,67 DOWN UP
AOA1DBKWH1 60S ribosomal protein L10-3 0,000 0,157 1,82 0,44 DOWN UNCHANGED
B6T1H5 60S ribosomal protein L12 0,160 0,001 -0,28 0,93 UNCHANGED uP
COHFM4 60S ribosomal protein L13a-1 0,003 0,190 -1,58 1,04 DOWN UNCHANGED
AOA1D6L550 60S ribosomal protein L13a-1 - 0,013 - -2,51 UnigueSww DOWN
AOA1D6IB46 60S ribosomal protein L14-1 0,001 0,797 1,76 -0,06 DOWN UNCHANGED
B6T8W9 60S ribosomal protein L17 0,025 0,684 -2,17 -0,05 DOWN UNCHANGED
B6SJO8 60S ribosomal protein L18 0,007 0,170 -1,80 0,81 DOWN UNCHANGED
B6SJC8 60S ribosomal protein L18 0,011 0,115 -1,43 -1,10 DOWN UNCHANGED
B4FU90 60S ribosomal protein L18a 0,000 0,672 2,90 0,09 DOWN UNCHANGED
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AOA1D6MCXO0 60S ribosomal protein L18a-2 0,000 0,503 -3,06 -0,16 DOWN UNCHANGED
B4F9R4 60S ribosomal protein L2 0,007 0,123 -2,20 -1,17 DOWN UNCHANGED
B4FKI3 60S ribosomal protein L23a 0,001 0,226 -2,68 -0,38 DOWN UNCHANGED
B4FEE3 60S ribosomal protein L27 0,047 0,483 -0,65 -0,24 DOWN UNCHANGED
B4FTA3 60S ribosomal protein L27 0,002 0,076 -5,02 -1,70 DOWN UNCHANGED

AOA1D6MBF3 60S ribosomal protein L28-1 0,044 0,426 -1,52 0,22 DOWN UNCHANGED

AOA1D6M728 60S ribosomal protein L30-2 0,016 0,782 -0,61 -0,07 DOWN UNCHANGED
B6SJBO 60S ribosomal protein L31 0,000 0,289 -4,88 -0,18 DOWN UNCHANGED
B4FBM9 60S ribosomal protein L3-1 0,002 0,440 0,83 0,13 UP UNCHANGED
B4FI53 60S ribosomal protein L32 0,028 0,153 -0,92 -1,88 DOWN UNCHANGED
B6T8S6 60S ribosomal protein L33-B 0,011 0,255 -1,91 -0,39 DOWN UNCHANGED
B4FHM5 60S ribosomal protein L37a 0,000 0,434 -3,70 -0,18 DOWN UNCHANGED

AOA1D6KKT1 60S ribosomal protein L38 0,002 0,239 -3,43 0,56 DOWN UNCHANGED
B4F8D2 60S ribosomal protein L4-1 0,008 0,050 -1,73 0,34 DOWN UNCHANGED
B4FVJO 60S ribosomal protein L4-1 0,000 0,331 -2,81 0,18 DOWN UNCHANGED
COP455 60S ribosomal protein L4-1 0,000 0,426 -2,77 0,12 DOWN UNCHANGED

AOALDBN4X3 60S "boﬁgmg:opg‘;tei” L5-1 0,011 0,363 -1,73 -0,39 DOWN UNCHANGED
K7VA99 60S "boﬁgmg:opgfei” L5-1 0,014 0,521 -0,95 -0,22 DOWN UNCHANGED

AOA1D6MY10 60S ribosomal protein L6 0,042 0,134 -0,99 -0,32 DOWN UNCHANGED
B4F9G6 60S ribosomal protein L6 0,005 0,522 -1,83 0,12 DOWN UNCHANGED
B4FTW5 60S ribosomal protein L7-1 0,005 0,113 -2,06 -0,45 DOWN UNCHANGED
B4FSG3 60S ribosomal protein L7-1 - - - - UniqueSww UniqueTws

AOA1D6KA25 60S ribosomal protein L7-2 0,003 0,899 -1,65 -0,03 DOWN UNCHANGED
B4F7Y1 60S ribosomal protein L7a 0,000 0,133 -2,52 -0,74 DOWN UNCHANGED
B6T769 60S ribosomal protein L7a 0,002 0,396 -2,61 -0,36 DOWN UNCHANGED
B6TH42 60S ribosomal protein L9 - - - - - UniqueTww
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K7W7M7 60S ribosomal protein L9-1 0,034 0,149 1,33 0,25 uP UNCHANGED
AOA1DG6E8V7 AAA domain-containing protein - - - - - UniqueTww
AOA1D6PNP7 AAA-type ATPase family protein - 0,074 - 0,56 UnigueSww  UNCHANGED

K7TFB6 ABA-responsive protein 0,067 0,009 0,95 0,64 UNCHANGED UP
AOA1DG6EB22 Abscisic acid stress ripening3 0,031 0,896 -1,42 0,02 DOWN UNCHANGED
AOAIDGNAS4 ~ Acetamidase/ E:’Jg;midase family 4 003 0,746 1,14 -0,14 DOWN  UNCHANGED
AOALDBNDP3 fggfﬁ%gg’éiéﬁf - - - - - UniqueTww
AOA1D6PJILO Aconitate hydratase 0,014 0,020 0,84 0,65 uP uP
AOA1D6N6H1 Actin-7 - - - - UniqueSww -

B6U7Y1 A"ti"ato;rg‘igg ﬁ?ﬁ,gf:t shock 5 003 0,719 0,69 0,11 uP UNCHANGED

B6T3Q3 hy drﬁg‘i@?ﬁ(;‘;ﬁ'ggﬂgm‘;/pm win  0.003 0,427 1,76 0,42 uP UNCHANGED

K7UH13 Adenosine kinase 0,000 0,453 -0,74 -0,20 DOWN UNCHANGED
AOA1D6GB10 Adenylate kinase - - - - UniqueSww UniqueTww
AOA1D6Q050 Adenylate kinase 5 chloroplastic 0,878 0,024 0,06 -0,69 UNCHANGED DOWN

BAFSA7 ADP,ATP carrier protein 0,009 0,335 0,90 -0,27 UP UNCHANGED
AOA1D6MOR1 AIR carboxylase 0,020 0,646 1,69 0,28 uP UNCHANGED

K7UR36 Alba DNA/RNA-binding protein - - - - - UniqueTws

COPAS9 Alba DNA/RNA-binding protein 0,023 0,023 0,73 0,75 uP DOWN

B4F8B4 A'do'ase'typsr;'g’i'nba"e' family 5 040 0,118 1,07 0,33 uP UNCHANGED
AOA1D6N765 Aldose reductase 0,001 - 0,75 - upP UniqueTws

B4FQR3 Aldose reductase 0,018 0,999 -2,57 0,00 DOWN UNCHANGED

COP4G2 Allene oxide synthasel 0,001 0,294 -2,05 -0,42 DOWN UNCHANGED

COPFG4 A'gﬂ‘;tr’gfgizys:gt'g‘;es 0,024 0,241 -0,89 -0,32 DOWN UNCHANGED
AOA1DBKPMY Alpha-aminoacylpeptide 0,041 0,779 0,75 0,11 DOWN UNCHANGED

hydrolase
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IAAT Alpha-amylase/trypsin inhibitor 0,046 0,554 -1,37 -0,15 DOWN UNCHANGED
AOA1D6F7Z2 Alpha-galactosidase - - - - UniqueSws -
AOA1DEMYU4 Alpha-galactosidase 0,014 0,276 0,72 -0,42 uP UNCHANGED
AOA1D6F5T1 Alpha-mannosidase 0,023 0,579 -0,78 -0,12 DOWN UNCHANGED
AOA1D6F5U8 Alpha-mannosidase 0,025 0,007 -0,74 -0,37 DOWN UNCHANGED
AOA1D6QHJ6 A'””:(i”G”Lmain” dd‘i;eng;ggﬂPSW“h 0,003 0,917 1,28 0,06 uP UNCHANGED
AOA1DBJSIO Amicr;%—tg;‘r:ﬁ]zsgrgfer?nam' 0,320 - -0,18 - UNCHANGED  UniqueTww
AOA1DBHKP7 Annexin 0,037 0,266 0,71 0,32 DOWN UNCHANGED
AOA1D6HYR6 Aquaporin PIP2-1 0,020 0,358 0,66 0,12 uP UNCHANGED

B7ZYV4 Arginine decarboxylase 0,001 0,006 -1,47 -1,59 DOWN DOWN

B4FAV4 Argininosuccinate lyase 0,002 0,360 0,74 0,13 UP UNCHANGED
AOA1D6FKGO Aspartic proteinase Al 0,026 0,125 1,71 0,30 UP UNCHANGED
AOA1D6MDO6 Aspartic proteinase Al 0,044 0,948 1,03 0,02 uP UNCHANGED
AOA1D6NRR2 Aspartic proteinase Al 0,003 0,183 -1,03 -0,16 DOWN UNCHANGED
AOA1DBM7L9 ASSim"atgg;‘ggi‘?nr)ed“aase 0,101 0,001 0,16 069  UNCHANGED uP
AOA1DGHS5I4 ATP synthase subunit 1 0,023 0,063 0,82 0,36 uP UNCHANGED
AOA1D6KZT3  ATPase 4 plasma membrane-type - 0,705 - 0,19 UniqueSws UNCHANGED
AOALD6KA96 ATP'dperf)’teer;‘?;?ct g%lf’r:‘i’ttease 0,009 0,087 1,02 0,32 uP UNCHANGED
AOAID6MRJ6  ATP-dependent DNA helicase 0,005 0,529 -1,07 0,24 DOWN UNCHANGED

K7TSU4 Beta-D-xylosidase 4 0,027 0,096 0,64 -0,64 uP UNCHANGED
AOA1D6JWK6 Beta-galactosidase - - - - - UniqueTww
AOA1DBMY44 Beta-glucosidase 17 0,002 0,013 0,82 0,79 uP DOWN
AOALD6KS38 Branched-chain-amino-acid 0,002 0,049 0,85 0,19 uP UNCHANGED

aminotransferase
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Calcium-binding EF-hand family

AOA1DBIW44 orotein 0,001 0,522 -0,91 -0,13 DOWN UNCHANGED
K7UU06 Ca'mOd”"?nch(’:tg('j“ 2, touch- 0,008 0,122 -1,09 0,22 DOWN  UNCHANGED
AOA1DEHWMO Calreticulin 0,037 0,123 -0,64 0,31 DOWN UNCHANGED
K7v2z8 Carbamoyl-phosphate synthase g 0,011 1,46 0,79 uP uP
(glutamine-hydrolyzing)
AOA1D6K4Y9 Carboxypeptidase 0,024 0,001 -1,95 -1,75 DOWN DOWN
AOA1D6ML29 Carboxypeptidase 0,009 0,011 -4,74 -2,45 DOWN DOWN
BAFBF2 Carboxypeptidase 0,459 0,002 0,12 0,61  UNCHANGED DOWN
AOA1D6ERU4 Carboxypeptidase - - - - UniqueSww -
AOA1D6NTJI2 Carboxypeptidase 0,111 - 0,27 - UNCHANGED  UniqueTww
B4G126 Carboxypeptidase 0,034 0,129 1,93 -0,20 UP UNCHANGED
AOA1D6PNQ4 Carboxypeptidase 0,009 0,561 -1,32 0,43 DOWN UNCHANGED
B6TQWO Carboxypeptidase 0,003 0,357 -0,67 -0,42 DOWN UNCHANGED
COPSL3 Carboxypeptidase 0,048 0,718 -0,67 -0,03 DOWN UNCHANGED
AOA1DPJP5 ~ Carotenoid 910(9'10))-cleavage 0,001 0,004 -1,29 -0,35 DOWN UNCHANGED
dioxygenase 1
AOALD6MLES Cell division control protein 48 ) ) ) ) UniqueSws )
homolog E
COPDC7 Chaperone protein ClpB1 0,004 - 0,79 - UP -
AOA1D6M6G1 Chaperonin 0,010 0,783 -1,22 0,12 DOWN UNCHANGED
AOA1D6Q5V6 Chaperonin 60 SUbu.mt alpha 2 - - - - UniqueSws UniqueTws
chloroplastic
AOA1DBLIS9 Chaperonin 60 subunit beta 2 0,018 0,306 1,07 0,32 uP UNCHANGED
chloroplastic
COP530 Chaperonin 60 subunit beta 2 0,010 0,883 1,30 0,04 uP UNCHANGED
chloroplastic
AOAID6QNK1 ~ Chaperonin 60 subunit beta 2 0,051 0,010 1,11 087  UNCHANGED UP
chloroplastic
CH61 Chaperonin CPN60-1, 0,017 0,037 0,72 0,14 uP UNCHANGED
mitochondrial
AOA1D6LMS5 Chitinase 0,003 0,100 -1,03 -0,64 DOWN UNCHANGED
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B4F9D5 Chitinase 0,015 0,396 2,32 -0,89 DOWN UNCHANGED
B6TTO0 Chitinase 0,027 0,129 -3,38 -0,49 DOWN UNCHANGED
AOA1DGHG33 Chitinase 1 0,631 - -0,37 - UNCHANGED  UniqueTws
AOA1DGEOF1 CHL-CPN10 0,000 0,441 0,69 0,25 uP UNCHANGED
B4FJG1 Chiorophyll a-b binding protein, 0,002 0,000 2,46 1,56 uP uP
chloroplastic
AOA1D6F553 Chlorophyll a-b binding protein 0,008 0,014 -1,01 -0,32 DOWN UNCHANGED
K7TXI5 Chiorophyll a-b binding protein, 4 4559 0,030 0,67 -0,36 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
AOA1DBKOS2 Chloroplast protein HCF243 0,044 0,009 0,89 -0,32 upP UNCHANGED
AOA1D6MS70 Ch'°r°p'a5tAprTOFt,‘:S“:ra“Spo”'”g 0,017 0,750 0,77 0,12 uP UNCHANGED
AOA1D6QRJO Citrate synthase 0,012 0,290 1,26 0,26 UP UNCHANGED
B4F938 Coproporphyrinogen oxidase 0,009 0,929 0,69 0,03 UP UNCHANGED
Q9ST25 Cortical cell-delineating protein 0,857 0,015 -0,03 -0,87 UNCHANGED DOWN
B6U3H3 CP12-1 0,693 0,007 0,17 0,99 UNCHANGED uP
B4FUR2 Cysteine-rich repeat secretory 0,001 0,012 1,21 -0,80 DOWN DOWN
protein 55
AOAID6L8E2 ~ CYtochrome b‘°17°°mp'ex subunit —, 402 0,759 2,19 -0,23 DOWN UNCHANGED
AOA1D6PTM4  Cytokinin-O-glucosyltransferase 1 0,562 0,017 0,17 -0,95 UNCHANGED DOWN
AOALD6FDU6  ERBB-3 BINDING PROTEIN 1 . . . - - UniqueTws
AOA1DEDWO7 D-3-phosphoglycerate 0,117 0,015 0,41 0,62 UNCHANGED uP
dehydrogenase
AOALD6IGA42 D-3-phosphoglycerate 0,855 - 0,03 - UNCHANGED  UniqueTws
dehydrogenase 3 chloroplastic
AOA1D6HQss ~ DEAD-box ATP-dependent RNA - 0,005 - 1,58 UniqueSws uP
helicase 34
B5AK47 Dhurrinase-like B-glucosidase 0,006 0,291 0,62 0,22 UP UNCHANGED
Dihydrolipoamide
AOA1D6QQE3 acetyltransferase component of 0,004 - -1,04 - DOWN UniqueTww

pyruvate dehydrogenase complex
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Dihydrolipoyllysine-residue

B6TFG5 ! 0,007 0,001 0,76 -0,88 DOWN DOWN
succinyltransferase
BX8 DIMBOA UDP- 0,024 0,208 0,91 0,18 uP UNCHANGED
glucosyltransferase BX8
AOA1DBNGUS DNA binding activity2 0,001 0,000 1,97 0,52 DOWN UNCHANGED
AOA1D6IAL2 DNA-(Apurinic or apyrimidinic 0,727 0,015 0,12 0,61  UNCHANGED DOWN
site) lyase 2
AOA1D6JY98 dTDP-glucose dehydratase 0,002 0,008 -1,36 1,74 DOWN uP
homolog csu219
AOA1DG6IQNS8 E1 ubiquitin-activating enzyme 0,004 0,318 0,72 0,12 UP UNCHANGED
B4AFTKO Early nodulin-like protein 9 0,032 0,762 0,87 0,05 UP UNCHANGED
B6TWN7 Elongation factor 1-alpha 0,021 0,210 1,29 -0,46 DOWN UNCHANGED
AOA1DG6I3L1 Elongation factor 2 - 0,401 - -0,29 UniqueSws UNCHANGED
AOA1D6LAWO Elongation factor 2 0,038 0,197 0,72 0,25 UP UNCHANGED
AOA1DG6LSP2 Elongation factor gammal 0,106 0,010 0,76 0,65 UNCHANGED UpP
AOA1D6F3N9 Elongation factor Ts, 0,001 0,019 0,84 031 uP UNCHANGED
mitochondrial
AOA1DG6LMX5 Endoplasmin-like protein 0,047 0,369 0,69 0,18 UpP UNCHANGED
B4F976 Enzyme of the cupin superfamily 0,009 0,080 -0,85 -0,37 DOWN UNCHANGED
AOA1D6GMN3 Heat shock 70 kDa protein 0,001 0,213 0,68 -0,20 uP UNCHANGED
AOA1D6FRI4 ERBB-3 BINDING PROTEIN 1 . . . - - UniqueTws
B4FKD5 Eukaryotic tffcr;z'f‘gon Initiation 0,012 0,438 1,36 0,44 uP UNCHANGED
AOA1DBHL76 Ferredoxin--nitrite reductase 0,008 0,979 1,12 -0,01 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
FRI2 Ferritin-2, chloroplastic 0,651 0,045 0,14 0,68 UNCHANGED UP
AOA1DGDVIG  Formylglycinamide ribonucleotide ) 5, 0,126 0,61 0,54 upP UNCHANGED
amidotransferase
B6U6G66 Fructokinase-1 0,000 0,146 -0,86 -0,19 DOWN UNCHANGED
AOALD6PPV6 Fumarate hydratase 1 - - - - UniqueSws ;
mitochondrial
AOA1D6DZA4 Germin-like protein 0,183 0,002 -0,72 -1,07 UNCHANGED DOWN
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B6T2X8 Gibberellin receptor GID1L2 0,001 0,096 1,04 0,42 UP UNCHANGED
AOA1DEHWJ4 Glucose-1-phosphate - 0,006 - 078 UniqueSws uP
adenylyltransferase
AOALD6L375 Glucose-1-phosphate 0,088 0,010 0,42 086  UNCHANGED  DOWN
adenylyltransferase
AOA1D6PZG9 Glucose-1-phosphate 0,071 0,001 0,89 0,95  UNCHANGED DOWN
adenylyltransferase
Q941P2 Glucose-1-phosphate - - - - UniqueSws UniqueTws
adenylyltransferase
Glucose-1-phosphate
AOA1D6FPJ1  adenylyltransferase small subunit - - - - UnigqueSww -
chloroplastic
COPFN4 Glucose-6-phosphate 1- 0,022 0,087 -0,77 -0,68 DOWN UNCHANGED
epimerase
G6PI Glucose-6-phosphate isomerase, ) 5g¢ 0,010 1,13 0,73  UNCHANGED uP
cytosolic
C4J3Y5 Glutamate decarboxylase 0,002 0,156 1,62 0,28 UP UNCHANGED
Glutamyl-tRNA(GIn)
GATA amidotransferase subunit A, 0,505 0,034 0,50 0,75 UNCHANGED UP
chloroplastic/mitochondrial
AOA1DG6KLS3 Glutaredoxin-C5 chloroplastic 0,000 0,305 -0,80 -0,12 DOWN UNCHANGED
AOALDGHW14 Glutaredoxin-dependent 0,009 0,721 -0,73 -0,08 DOWN UNCHANGED
peroxiredoxin
B4FRFO Glutathione peroxidase 0,045 0,001 -0,28 -0,84 UNCHANGED DOWN
Q6JAH6 Glutathione peroxidase - - - - - UniqueTws
B8A1P1 Glutathione peroxidase 0,009 0,033 -0,83 0,18 DOWN UNCHANGED
COP3RS8 Glutathione peroxidase 0,009 0,448 -0,83 0,14 DOWN UNCHANGED
GSTF1 Glutathione S-transferase 1 0,001 0,000 -0,77 -2,24 DOWN DOWN
AOAIDEJYM2 ~ Clutathione S-transferase L2 0,022 0,770 0,92 0,03 uP UNCHANGED
chloroplastic
B6SKAO Glutathione transferase 0,126 - -0,14 - UNCHANGED UniqueTws
AOA1DG6LSN2 Glutathione transferasel9 0,016 0,283 0,78 0,41 UP UNCHANGED
AOALDGH1I8 Glyceraldehyde-3-phosphate . . ) ) UniqueSws )

dehydrogenase
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Glyceraldehyde-3-phosphate

G3PC3 . 0,820 0,045 -0,07 0,71 UNCHANGED UP
dehydrogenase 3, cytosolic
Glyceraldehyde-3-phosphate
AOA1D6J820 dehydrogenase GAPA1 0,004 0,008 -2,29 -0,52 DOWN UNCHANGED
chloroplastic
B6TZ71 Glycerol kinase 0,002 0,390 -0,80 0,36 DOWN UNCHANGED
COPGUS Glycerophosphodiester 0,004 0,179 -0,78 -0,43 DOWN UNCHANGED
phosphodiesterase
AOA1D6MA4Z8 Glycosyl hydrolase family protein - - - - - UniqueTws
AOA1D6GH64  Glycosyl hydrolase family protein 0,046 - 1,20 - UP -
AOA1D6NHS9 Glycosyltransferase 0,004 0,271 0,60 0,28 UP UNCHANGED
B4FLRO GrpE protein homolog 0,000 0,172 1,23 0,39 UP UNCHANGED
B6T828 Grx_C4-glutaredoxin subgroup | 0,012 0,781 -1,34 0,08 DOWN UNCHANGED
AOA1D6NHH6 GTP-binding nuclear protein - - - - UniqueSws UniqueTws
AOAIDBFQ35 . , Guanosine nucleotide 0,002 0,453 0,95 0,11 uP UNCHANGED
diphosphate dissociation inhibitor
Haloacid dehalogenase-like
AOA1D6K8X4 hydrolase domain-containing 0,001 0,399 1,45 0,18 UP UNCHANGED
protein Sgpp
AOA1D6GMN9 Heat shock 70 kDa protein 0,000 0,234 1,54 -0,28 uUpP UNCHANGED
HSP70 Heat shock 70 kDa protein 0,928 0,000 -0,02 0,72 UNCHANGED UP
AO0A1D6G8N5 Heat shock 70 kDa protein 0,011 0,000 0,80 0,86 UP uP
AOA1D6F848 Heat shock 70 kDa protein 14 0,001 0,050 0,85 0,28 UP UNCHANGED
AOALD6L092 Heat shock 70 kDa protein 6 0,002 0,034 0,61 0,38 uP UNCHANGED
chloroplastic
AOAID6MUF1 ~ Heatshock 70 kDa protein 6 0,001 0,036 0,78 0,42 uP UNCHANGED
chloroplastic
AOA1D6GK64 Heat shock 70 kDa protein 6 0,278 0,011 0,13 0,64  UNCHANGED DOWN
chloroplastic
C4JBB8 Heat shock 70 kDa protein 9 0,015 0,000 1,12 1,09 uP uP
mitochondrial
AOA1DG6KE28 Heat shock protein 70 - 0,031 - -0,21 UniqueSws UNCHANGED
AOA1D6KID1 Heat shock protein 90-2 0,043 0,171 1,23 0,50 UP UNCHANGED
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AOA1D6ES21 Heat shock protein 90-2 0,090 0,029 1,55 0,81 UNCHANGED UP
AOA1DG6ES20 Heat shock protein 90-2 - - - - UniqueSww -
AOA1D6MLW3 Helicase protein MOM1 0,017 0,064 -1,20 -0,55 DOWN UNCHANGED
AOALD6L3M2 Hgg’;’;ﬂpégﬁgn'?r’]\gAr;Egt‘gii;‘g 0,001 0,447 1,44 0,48 DOWN  UNCHANGED
AOA1D6LHKS8 Histone H2A 0,107 0,031 -1,29 0,69 UNCHANGED UP
B6SJU3 Histone H2A 0,012 0,551 -1,21 0,08 DOWN UNCHANGED
B6SIF9 Histone H2B - 0,134 - -0,12 UniqueSww UNCHANGED
H43 Histone H4.3 0,025 0,096 -0,76 -0,35 DOWN UNCHANGED
AOA1D6H1H6 Hydroxymethylbilane synthase - 0,004 - 0,85 UnigqueSww UP
B4FUK?7 Hydroxyproline-rich glycoprotein 0,046 0,329 -0,84 -0,48 DOWN UNCHANGED
B6T3S5 IMP dehydrogenase 0,037 0,187 -1,02 0,47 DOWN UNCHANGED
AOA1D6FMC2 Importin subunit alpha 0,029 0,016 0,81 0,44 UP UNCHANGED
AOA1D6MPPO Importin subunit alpha 0,247 0,010 1,00 0,94 UNCHANGED UP
AOA1D6Q7Z8 Inorganic diphosphatase 0,000 0,037 -0,66 -0,54 DOWN UNCHANGED
K7URV3 Inositol-1-monophosphatase 0,025 0,014 0,63 0,47 uUpP UNCHANGED
AOA1D6DUPS Invertase cell wall4 0,631 0,024 -0,20 -0,68 UNCHANGED DOWN
BAFID6 r;‘:ﬁg{gﬁs gjgzg{togi:‘i?jceh[(m% 0,001 0,058 -1,26 -0,59 DOWN UNCHANGED
B4FLJ3 Isocitrate dehydrogenase [NADP] 0,025 0,289 0,74 0,14 uUpP UNCHANGED
B4FFz2 Ketol-acid reductoisomerase 0,024 0,019 0,92 0,42 upP UNCHANGED
AOA1D6QQ59 KH domain-containing protein 0,017 0,488 0,75 0,32 UP UNCHANGED
AOA1D6EDJ9 Lactoylglutathione lyase - 0,000 - 0,79 UniqueSws UP
BAFIM6 ;‘?/gfg’lg‘étﬂgms I'g’rifgl r/1 0,001 0,430 -0,76 -0,22 DOWN UNCHANGED
AOA1DGILX2 L-ascorbate peroxidase - - - - UniqueSws UniqueTww
B6TM55 L-ascorbate peroxidase 0,000 0,000 0,57 0,70 UNCHANGED UP
AOA1D6MBH1 L-ascorbate peroxidase 0,000 0,000 -0,80 0,77 DOWN UpP
B4FHN3 L-ascorbate peroxidase 0,004 0,625 -0,66 0,10 DOWN UNCHANGED
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Lecithin-cholesterol

AOA1D6MGD1 . 0,003 0,295 -0,60 0,47 DOWN UNCHANGED
acyltransferase-like 1

AOA1D6MTQ6 Legumin-like protein 0,627 0,039 -0,16 0,72 UNCHANGED UP
B6SLE7 Legumin-like protein 0,020 0,126 -0,62 0,32 DOWN UNCHANGED

AOA1D6GRR?2 Leucine aminopeptidase 2 0,001 0,012 1,64 0,97 upP uP

chloroplastic

AOA1D6HBUS Leucine aminopeptidase 2 0,025 0,922 0,82 -0,04 uP UNCHANGED

chloroplastic

AOALX7YHM1 ~ LRRNT_2 %‘32}2;2'””‘&'“'”9 0,049 0,192 -0,69 0.29 DOWN UNCHANGED

LysM domain-containing GPI-

AOALDBIMW?2 anchored protein 2 0,016 0,180 -1,30 -0,42 DOWN UNCHANGED
B4FFV3 Malate dehydrogenase 0,006 0,009 0,92 0,93 UP UP
B6TNTS Protein-methionine-S-oxide 0,051 0,050 11,08 41,33 UNCHANGED DOWN

reductase
B4FG53 Malate dehydrogenase 0,019 0,076 -1,35 -0,44 DOWN UNCHANGED

AOA1DBFQNG Malic enzyme 0,382 0,017 -0,15 1,24  UNCHANGED DOWN

AOA1D6M271 Malic enzyme 0,034 0,405 0,62 -0,07 uP UNCHANGED
B4F8L0 protein VIPP1 chloroplastic 0,093 0,002 -0,86 -0,92 UNCHANGED DOWN
B7ZXD5 Methenyltetrahydrofolate 0,048 0,812 -0,95 -0,06 DOWN UNCHANGED

cyclohydrolase

AOA1DEMVES Methyl binding domain105 0,105 0,006 1,19 1,39 UNCHANGED uP
Q94108 Methyl binding domain106 0,034 0,118 1,12 0,63 uP UNCHANGED

AOALD6PIMA Mltochondrlal_ outer_ membrane 0,036 ) 0,61 ) DOWN )

protein porin 4
AOA1D6EVEG MO'mO'ygﬂf]ﬂS:Zgg cofactor 0,008 0,729 -1,09 0,11 DOWN UNCHANGED
AOA1DGJOS4  Monodehydroascorbate reductase ) 44 0,002 0,62 0,71 upP uP
5 mitochondrial
AOALD6JOS5 Monodehydro_ascorbat_e reductase . . ) ) ) UniqueTww
5 mitochondrial
AOA1DB6GM13 Myb-like dg:gf‘e”i‘rfoma'”'”g 0,568 0,030 0,14 1,12  UNCHANGED DOWN
AOA1D6PIG6 Myo"”oz'}fcr’]'thléggos'ohate 0,076 0,050 0,91 0,86  UNCHANGED DOWN



(A2

NAD(P)-binding Rossmann-fold

AOA1D6QPZ6 . ; 0,013 0,121 0,80 0,19 uP UNCHANGED
superfamily protein
B6SZK3 NAD(P)H-dependent 0,045 0,036 0,73 -0,62 uP DOWN
oxidoreductase
NDHK NAD(P)H-quinone oxidoreductase 44 0,002 3,22 1,21 uP DOWN
subunit K, chloroplastic
AoAlDeKxuo  VAD(P)-linked oxidoreductase 0,000 0,777 1,36 0,08 uP UNCHANGED
superfamily protein
GAPN NADP-dependent glyceraldehyde-  ; , 0,002 -0,18 121 UNCHANGED DOWN
3-phosphate dehydrogenase
MAOC NADP-dependent malic enzyme, g, 0,006 0,04 068  UNCHANGED uP
chloroplastic
B6SUS9 Nascent polypeptide-associated ) 0,607 0,66 0,13 uP UNCHANGED
complex alpha subunit-like protein
B6TBD4 Nascent polypeptide-associated ) 5 0,141 0,77 0,46 DOWN UNCHANGED
complex subunit beta
AOA1DG6EEX1 Natterin-4 - - - - UniqueSws -
AOA1DGNQFO Non-reducing end alpha-L- 0,040 0,505 3,24 -0,06 DOWN  UNCHANGED
arabinofuranosidase
CoP4pP5 Non-reducing end alpha-L.- 0,550 0,001 0,16 0,64  UNCHANGED  DOWN
arabinofuranosidase
AOA1DG6KJIX7 Nuclear transport factor 2A 0,317 0,009 -0,37 -0,82 UNCHANGED DOWN
AOA1D6JQBO Omega-amidase chloroplastic 0,006 0,244 0,94 0,70 upP UNCHANGED
AOA1D6G418 OMPdecase - - - - - UniqueTww
AOA1DBN1CY OMPdecase 0,035 0,015 0,73 0,75 uP uP
C41z294 Ornithine transcarbamylase 0,004 0,033 1,03 0,57 uUpP UNCHANGED
AOA1D6HHJI4 Ornithine transcarbamylase - - - - UniqueSws -
AOA1DBN932 Osmotin-like protein OSM34 0,046 0,457 -1,29 -0,28 DOWN UNCHANGED
PSBQ1 Oxygen-evolving enhancer protein 5,4 0,452 -0,83 -0,09 DOWN UNCHANGED
3-1, chloroplastic
PSBQ2 Oxygen-evolving enhancer protein - 5 0,973 -1,51 0,00 DOWN UNCHANGED
3-2, chloroplastic
B4FVP5 Pathogenesis related protein4 0,044 - -1,41 - DOWN -
PRMS Pathogenesis-related protein . . ) ) ) UniqueTws

PRMS
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Pentose-5-phosphate 3-

B4FRQ1 epimerase 0,089 0,000 -0,52 0,68 UNCHANGED UP
AOALX7YI07 Pept_C1 dgrr‘c’)?eiir‘rl'comai“i“g 0,763 - 0,21 - UNCHANGED  UniqueTws
AOA1D6PHHS Peptidase beta subunit 0,002 0,431 0,72 0,13 UP UNCHANGED
AOA1D6PHI1 Peptidase beta subunit 0,003 0,074 -0,76 -0,34 DOWN UNCHANGED

AOA1D6IIZ0 Peptidase M1 family protein - - - - UniqueSww -
AOA1D6KMO09 Peptidase M1 family protein 0,149 0,009 0,44 -1,25 UNCHANGED DOWN
AOA1D6KM18 Peptidase M1 family protein - - - - - UniqueTws
AOA1D6LN76  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 0,002 0,014 -0,87 -0,49 DOWN UNCHANGED
AOA1D6LN78  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 0,004 0,524 -0,79 -0,07 DOWN UNCHANGED
AOALDBM6TS Peptidyé’%’g’?' Eﬁg;ﬁgfaziocmerase - 0,019 - 1,21 UniqueSww DOWN
AOA1DBKNPS Peptidylprolyl isomerase 0,030 0,075 -0,87 -0,73 DOWN UNCHANGED

B4FUK2 Peptidylprolyl isomerase 0,011 0,312 -0,75 -0,28 DOWN UNCHANGED
B6SZG7 Peptidylprolyl isomerase 0,002 0,501 -0,98 -0,14 DOWN UNCHANGED
K7VILO Peptidylprolyl isomerase 0,002 0,123 -0,69 -0,64 DOWN UNCHANGED
AOA1D6IBS8 Peptidylprolyl isomerase - - - - UniqueSww -
AOA1D6LVFO Peptidylprolyl isomerase - - - - - UniqueTws
B4FR04 Peptidylprolyl isomerase 0,000 0,047 -1,19 -0,64 DOWN DOWN
AOA1D6H652 Peroxidase - 0,098 - -1,21 UniqueSww UNCHANGED
AOA1DG6ES530 Peroxidase 0,001 0,305 -3,15 -1,66 DOWN UNCHANGED
B4FKV6 Peroxidase 0,007 0,381 0,97 -0,46 upP UNCHANGED
AOA1DG6LESS5 Peroxidase 0,030 0,142 -1,60 -0,62 DOWN UNCHANGED
B6THU9 Peroxidase 0,014 0,147 1,02 -0,39 UP UNCHANGED
AOA1D6QGIO Peroxidase 0,028 0,100 -3,51 -1,99 DOWN UNCHANGED
B4FVT1 Peroxidase 0,004 0,741 -1,40 0,09 DOWN UNCHANGED
K7V8K5 Peroxidase 0,000 0,429 -1,27 -0,22 DOWN UNCHANGED
K7VH58 Peroxidase 0,003 0,835 -1,34 -0,04 DOWN UNCHANGED



v,

AOA1D6GUGO Peroxidase 0,167 0,040 -0,40 -0,65 UNCHANGED DOWN
AOA1DG6I6C2 Peroxidase 0,091 0,017 -0,53 -0,69 UNCHANGED DOWN
AOA1DG6II57 Peroxidase - - - - UniqueSww -
AOA1D6LS37 Peroxidase - - - - UniqueSws UniqueTws

B8AL1T1 Peroxidase 0,057 0,007 -1,43 -1,28 UNCHANGED DOWN
K7TID5 Peroxidase - - - - - UniqueTws
AOA1D6QGHS Peroxidase 0,006 0,043 -1,51 -0,75 DOWN DOWN
AOALDGKINS Pka-Ilkef ca_rbohydrr_:lte kinase ) ) . ) UniqueSws )
amily protein
B6UOMS PGR5 0,001 0,442 -1,24 -0,47 DOWN UNCHANGED
Phenazine biosynthesis
B6UOC2 PhzC/PhzF protein 0,295 0,027 0,35 0,71 UNCHANGED UP
A0A1D619U6 Phosphatase DCR2 0,090 0,001 -0,32 -0,69 UNCHANGED DOWN
Phosphoenolpyruvate
AOA1D6JWH6 carboxykinase (ATP) 0,048 0,984 0,63 0,00 uP UNCHANGED
Phosphoenolpyruvate
Q43267 carboxylase 0,026 0,052 0,79 0,34 uP UNCHANGED
CAPP1 Phosphoenolpyruvate 0,080 0,018 -0,86 -0,64  UNCHANGED DOWN
carboxylase 1
AOA1D6H614 Phosphoenolpyruvate 0,002 0,089 1,31 0,28 uP UNCHANGED
carboxylase2
Phosphogluconate
AOA1D6LIP2 dehydrogenase (NADP(+)- 0,000 0,069 -1,02 0,11 DOWN UNCHANGED
dependent, decarboxylating)
Phosphoglycerate mutase (2,3- ) ) ) i . ,
AOA1DGNS8I8 diphosphoglycerate-independent) UniqueSws UniqueTws

AOALDEMIA3 Phospholipase Al-lgammal 0,022 0,179 1,22 -0,57 DOWN UNCHANGED

chloroplastic

AOA1DGEARG Phospholipase C 0,016 - 1,51 - UP -

K7UCS1 PhOtOSyStin'u:]eif‘ﬁl“on center 0,001 0,197 4,19 -0,53 DOWN UNCHANGED
Photosystem | reaction center
PSAN subunit N, chloroplastic 0,000 0,158 -2,34 -0,51 DOWN UNCHANGED

(Fragment)
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AOA1D6GF65 Photosystem | subunit d1 0,002 0,384 -0,85 0,11 DOWN UNCHANGED
PSBH Phomsysm&‘o't'eriﬁaﬁ“on center 013 0,349 -0,60 -0,31 DOWN  UNCHANGED
Photosystem Il repair protein )

COP7G8 PSB27-H1 chloroplastic 0,001 0,244 1,53 0,40 DOWN UNCHANGED
AOA1D6HUV1 Plasma membrane ATPase - - - - UniqueSws -
AOA1D6MV35 Plasma membrane ATPase 0,212 0,009 0,28 1,04 UNCHANGED UP
AOA1D6DVJI7 Plasma membrane ATPase 0,029 0,000 0,80 1,31 UP UP
AOA1D6JGC6 Plasma membrane ATPase 0,062 0,000 0,51 -1,49 UNCHANGED DOWN

B6SSB9 Plastocyanin 0,009 0,005 -1,87 -0,57 DOWN UNCHANGED

B4FCL1 Plastocyanin - - - - UniqueSww -

B4FIN4 Plastoquinol--plastocyanin 0,244 0,008 -0,18 0,76  UNCHANGED DOWN

reductase
Plastoquinol--plastocyanin
B4FSD8 reductase 0,007 0,000 0,66 1,71 uUP uUP
p-loop containing nucleoside
AOA1D6DVF9 triphosphate hydrolase 0,025 0,039 -0,77 0,75 DOWN UP
superfamily protein
p-loop containing nucleoside

COPIH1 triphosphate hydrolase - - - - - UniqueTws

superfamily protein

K7THOO Polyamine oxidasel 0,077 0,008 -0,21 -0,89 UNCHANGED DOWN
AOA1D6HTS0 Polynucleotide phosphorylase 1 0,029 0,611 0,77 0,11 uUpP UNCHANGED

RGP1 Probable Uaz;:;aeb'ln‘)pyra”ose 0,004 0,306 1,13 -0,26 DOWN  UNCHANGED

Q42420 Protease inhibitor 0,007 0,714 -1,13 -0,16 DOWN UNCHANGED
AOA1DGESS5 Pmteasorzgrﬁgg?(pept'dase 0,094 0,002 0.21 064  UNCHANGED uP
AOA1DBESTO Proteasome endopeptidase 0,001 0,000 1,65 3,11 uP DOWN

complex
AOA1D6GK62 Proteasome subunit beta 0,001 0,042 1,03 -0,35 UP UNCHANGED
B4FCX3 Proteasome subunit beta 0,002 0,103 1,89 -0,20 UP UNCHANGED
B4FRQ7 Proteasome subunit beta 0,094 0,002 0,21 0,64 UNCHANGED UpP



9.

AOA1D6HCE4 Protein HHL1 chloroplastic 0,046 0,827 -0,93 0,08 DOWN UNCHANGED
B6SSB7 Protein kinase 0,035 0,610 -0,99 -0,21 DOWN UNCHANGED
AOA1DG6FCY6 Protein MEI2-like 1 - - - - UniqueSww UniqgueTww
AOA1D6KSBO Protein TIC110 chloroplastic 0,022 0,762 1,68 -0,13 UP UNCHANGED
B4FR72 Purple acid phosphatase 0,004 0,257 -0,86 0,21 DOWN UNCHANGED
AOA1DG6KE94 Purple acid phosphatase 0,087 0,041 -0,46 -0,74 UNCHANGED DOWN
AOA1D6EVQ6 Purple acid phosphatase 0,002 0,031 -0,67 -0,70 DOWN DOWN
AOA1DG6KKPO Putative 14-3-3 protein 0,337 0,000 -0,40 1,68 UNCHANGED UP
AOAlD6MB63  Utatve a'dehmesfehydroge”ase 0,000 0,007 2,02 1,25 DOWN uP
K7VD78 Putative Cha&%ﬂg?ne clbp family 0,011 0,021 1,54 1,19 uP uP
AOA1D6PUKO  Putative glyoxalase family protein - - - - UniqueSww -
AOA1DGFE75 ~ Putative homeobox DNA-binding ) 547 0,001 0,84 1,23 DOWN DOWN
domain superfamily protein ' ! ! '
Putative mediator of RNA
AOA1D6FRN7  polymerase Il transcription subunit 0,113 0,000 0,71 1,03 UNCHANGED UP
37¢
Putative mediator of RNA
AOA1DG6N7I2  polymerase Il transcription subunit 0,039 0,000 -1,04 1,24 DOWN UP
37¢
Putative mitochondrial-processing
AOA1D6JSS7 peptidase subunit beta 0,001 0,016 0,80 0,46 UP UNCHANGED
mitochondrial
AOALD6M1I2 Putative ribosomal protein S4 0,004 0,365 0,97 0,18 DOWN UNCHANGED
(RPS4A) family protein
BAEMLO Pyruvate dehydrogenase E1 ) ) . ) UniqueSws )
component subunit alpha
AOAIDGKKD1 ~ "Yruvate dehydrogenase E1 0,056 0,049 0,50 098 UNCHANGED  DOWN
component subunit beta
AOA1D6QF20 Pyruvate dehydrogenasel - - - - UniqueSws -
AOA1D6FQE4 Pyruvate, phosphate dikinase - 0,091 - -0,61 UniqueSww  UNCHANGED
AOA1D6M411 Pyruvate, phosphate dikinase 0,167 0,000 0,50 1,14 UNCHANGED UP
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Pyruvate, phosphate dikinase

PDRP1 ; X - - - - - UniqueTws
regulatory protein, chloroplastic
AOA1D6HD80  RAN GTPase-activating protein 2 0,000 0,084 0,66 0,14 UP UNCHANGED
B4FTT2 Regulator of chromosome 0,017 0,650 0,76 0,08 uP UNCHANGED
condensation2
AOALDEMKs0  Retrevirustrelated Polpolyprotein g 514 o300 0,66 0,25 uP UNCHANGED
K7TYJ1 Ribonucleoprotein 0,004 0,173 0,82 0,18 UP UNCHANGED
B6U471 Ribonucleoprotein A - 0,005 - 0,89 UniqueSws UP
AOA1D6KJU9 Ribosomal protein L17¢ 0,000 0,260 -3,27 -0,16 DOWN UNCHANGED
B4AFZV7 Ribosomal protein L19 0,021 0,247 -1,68 -0,20 DOWN UNCHANGED
B4FLS7 Ribosome-recycling factor, 0,000 0,313 1,71 0,18 DOWN  UNCHANGED
chloroplastic
AOALDBPX25 Ribosome-recycling factor, - 0,135 - -0,29 UniqueSws  UNCHANGED
chloroplastic
AOA1D6MFZ9 RING-H2 finger protein ATL3 0,006 0,922 -0,60 -0,02 DOWN UNCHANGED
RNA-binding (RRM/RBD/RNP .
AOA1D6QQBO motifs) family protein 0,000 - -0,96 - DOWN UniqueTww
B4FIE9 S-adenosylmethionine synthase - - - - UniqueSww -
AOA1D6N713 __Sedo heptulose-17- 0,000 0,303 0,61 0,10 uP UNCHANGED
bisphosphatase chloroplastic
SGAT __ Serine--glyoxylate 0,002 0,238 1,62 0,28 DOWN  UNCHANGED
aminotransferase (Fragments)
AOA1DG6PI99 Seryl-tRNA synthetase - 0,002 - -1,09 - DOWN
AOA1D6GWE1 Shepherd-likel 0,001 0,122 -1,06 0,38 DOWN UNCHANGED
B4FZzB8 Signal recognition particle 0,033 0,154 0,66 0,34 upP UNCHANGED
B6UG22 Small ””C'eaér:;bgguc'e"pmte'” 0,003 0,128 -1,65 0,33 DOWN UNCHANGED
AOA1D6JCS1 Sodium/hydrogen exchanger 2 0,001 0,292 -0,74 -0,11 DOWN UNCHANGED
AOA1D6EKR9 Spermidine synthase 2 0,241 0,006 0,17 0,76 UNCHANGED UP
AOA1X8LR70 Uncharacterized protein - - - - UniqueSww UniqueTww
BSA2L4 Starch synthase, 0,002 0,171 -1,38 -0,64 DOWN UNCHANGED

chloroplastic/amyloplastic



8.

B6TV55 Stem 28 kDa glycoprotein 0,040 0,103 -1,13 -1,50 DOWN UNCHANGED
AOAIDBEQYg  Sterile alpha motif (SAM) domain- ) ) 0,222 -0,98 -0,35 DOWN  UNCHANGED
containing protein
B6TF92 Stress responsive protein 0,045 0,144 0,92 0,81 UP UNCHANGED
AOA1D6H400 Subtilisin-like protease SBT5.3 0,002 0,271 -1,64 -0,25 DOWN UNCHANGED
AOA1D6LENG6 Succinate dehydrogenase? - - - - - UniqueTws
Succinate--CoA ligase [ADP-
AOA1DG6IHT2 forming] subunit alpha-1 - 0,002 - 1,13 UniqueSww UP
mitochondrial
AOA1D6NT44 Sucrose synthase 0,016 0,188 2,64 0,69 UP UNCHANGED
AOA1D6KFZz0 Sulfurtransferase 0,012 0,449 0,78 -0,11 UP UNCHANGED
B6TIS2 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 0,038 0,086 -0,84 -0,36 DOWN UNCHANGED
Superoxide dismutase [Mn] 3.1,
SODM1 mitochondrial 0,001 0,832 -3,24 0,11 DOWN UNCHANGED
AOA1D6KNU5 Temperature-induced lipocalin-1 0,151 - -0,14 - UNCHANGED  UniqueTww
Thiamine thiazole synthase 1,
THI41 chloroplastic 0,001 0,000 3,45 3,09 UP uP
THI42 Thiamine thiazole synthase 2, 0,001 0,002 2,54 3,02 uP uP
chloroplastic
B4FKWO Thioredoxin superfamily protein 0,011 0,046 -0,68 -0,69 DOWN DOWN
B4FS55 Thioredoxin-dependent 0,011 0,559 -0,73 -0,11 DOWN UNCHANGED
peroxiredoxin
B6THZ8 Threonine synthase 0,043 0,004 0,91 0,57 UP UNCHANGED
BAFHAO Thylakoid lumenal 17.4 kDa 0,000 0,090 -0,77 -0,27 DOWN UNCHANGED
protein chloroplastic
AOA1DG6EONS Thylakoid lumenal 29_kDa protein - - - - UniqueSww UniqueTww
chloroplastic
COPC61 Transaldolase 0,079 0,006 0,33 0,64 UNCHANGED UP
AOALDGEGY58 TranslatlonglIy_-controlle_d tumor . . ) ) UniqueSws UniqueTws
protein-like protein
AOALDEJVKe | 'anslocon of outer membrane of 4 5 g 0,117 0,62 0,33 uP UNCHANGED
chloroplast35
AOA1D6MLF8 Triose phosphate isomerase4 0,105 - -0,40 - UNCHANGED UniqueTww



6.

Triosephosphate isomerase

AOA1D6KAX1 cytosolic 0,038 0,008 0,59 1,38 UNCHANGED UP
AOAIXT7YIU4 tRNA'Sym—lp‘jgt“;i""ni”'Contai”ing - - - . UniqueSws .
B4FFM6 Tropinone reductase-like protein 0,001 0,006 -1,26 -0,62 DOWN DOWN
AOA1D6MR52 Tubulin beta chain - - - - UniqueSws -
AOA1D6FJZ1 Ubiq”m”'conj”%%“”g enzyme E2 - 0,002 - 41,10 UniqueSws DOWN
AoalDeiyp  UPiautin-eonjugating enzyme B2 g gy 0,029 1,14 11,04 DOWN DOWN
B6SXA8 Ubiquitin-fold modifier 1 0,015 0,953 -2,00 0,02 DOWN UNCHANGED
AOA1D6GLVS UDP-arabinopyranose mutase 3 0,012 0,680 -0,83 -0,09 DOWN UNCHANGED
AOA1D6PDI9 U%Egﬁ%ﬁ(ﬁgfﬁg'd - - - - UniqueSws UniqueTww
AOA1DG6FXNO Uncharacterized protein 0,008 0,299 -0,78 -0,41 DOWN UNCHANGED
AOA1X7YFH5 Uncharacterized protein 0,002 0,087 0,95 0,28 UP UNCHANGED
AOALX7YIGO Uncharacterized protein 0,008 0,029 1,20 0,49 UP UNCHANGED
AOA1X7YIH8 Uncharacterized protein 0,001 0,036 1,13 0,51 UpP UNCHANGED
AOA1D6LGAO Uncharacterized protein 0,017 0,296 -2,63 -0,49 DOWN UNCHANGED
AOA1D6NJIT2 Uncharacterized protein 0,049 0,106 -0,86 -0,40 DOWN UNCHANGED
AOA1X7YED4 Uncharacterized protein 0,009 0,549 -1,45 0,15 DOWN UNCHANGED
B4AFKA4 Uncharacterized protein 0,005 0,370 -2,04 0,25 DOWN UNCHANGED
B4FS10 Uncharacterized protein 0,000 0,182 -2,24 -0,58 DOWN UNCHANGED
B6SLN4 Uncharacterized protein 0,000 0,161 -1,78 -0,47 DOWN UNCHANGED
COPK59 Uncharacterized protein 0,036 0,706 -1,07 0,08 DOWN UNCHANGED
AOA1DG6INZ6 Uncharacterized protein 0,200 - -0,38 - UNCHANGED UniqueTws
AOA1D6QLD4 Uncharacterized protein - - - - UniqueSws -
B4F8Q2 Uncharacterized protein 0,015 0,005 -0,25 0,70 UNCHANGED UP
B4FV96 Uncharacterized protein - 0,006 - -0,79 - DOWN
B6TBJ2 Uncharacterized protein 0,001 0,032 -1,63 -0,87 DOWN DOWN
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AOA1DGIASS

B6T4R3

AOA1D6LZP8
B4FMY6
B4FVD5

AOA1D6G362

B4FHJ2
B4FC26
ZEAM

COHI51
AOA1DGFXI1

UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase
UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase

Vegetative storage protein 2
V-type proton ATPase subunit C

V-type proton ATPase subunit E3

WD-40 repeat-containing protein
MSI14

Xylose isomerase
Ypt homolog4

Zeamatin

Zn-dependent exopeptidase
superfamily protein

Ras-related protein RABD2c

0,018

0,059

0,023
0,000
0,042

0,048
0,022

0,036
0,044
0,005

0,322

0,000

0,275
0,330
0,147

0,113

0,906
0,093
0,409

0,71

-0,33

-0,87
0,75
-0,94

0,85
0,80

-1,43
1,25
0,70

-0,08

0,76

-0,67
0,18
-0,21

0,59

-0,03
0,61
0,19

upP

UNCHANGED

DOWN
upP
DOWN

UpP

UP
UniqueSws
DOWN

upP
UpP

UNCHANGED

UpP

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED




