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DE SUBSTANCIAS HUMICAS SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO MILHO.
Orientadora: Sylvia Morais de Sousa Tin6co. Coorientadores: Roberto Willians Noda

e Ubiraci Gomes de Paula Lana.
RESUMO

O uso de bioestimulantes tem crescido nos dUltimos anos e aumentado a
produtividade de culturas importantes, como o milho. Os bioestimulantes a base de
substancias humicas (SH) alteram o metabolismo das plantas de diferentes
maneiras, no entanto os mecanismos de acdo ainda sdo pouco conhecidos.
Portanto, este trabalho teve como objetivo identificar os mecanismos de agédo de um
bioestimulante comercial a base de SH derivadas de leonardita no crescimento e
desenvolvimento de plantulas de milho. As plantulas de milho foram crescidas em
solucao nutritiva por sete dias (aclimatacéo), apés o periodo metade do experimento
foi suplementado com o bioestimulante enquanto o restante manteve-se sem o
bioestimulante (controle) por mais sete dias. Inicialmente a raiz e a parte aérea
foram coletadas separadamente, o RNA extraido e as bibliotecas sequenciadas na
plataforma Illumina HISeq 2500 Paired-End 2x150pb gerando um total de 264,3
milhdes de leituras, das quais 92,8% foram mapeadas em posi¢cdo Unica no genoma
de referéncia de milho B73 (versdo AGPv4). Pela analise de transcriptbmica
identificou-se um total de 370 genes diferencialmente expressos (DEGSs) na raiz e
809 na parte aérea pela comparacdo das plantas tratadas versus controle (FDR
<0,05). Os genes superexpressos na raiz foram associados a processos metabdlicos
de aminoacido e cetona, catabolismo de quitina, mecanismos de transporte de cobre
e ferro ibnicos, enquanto 0s genes superexpressos na parte aérea foram associados
a processos fotossintéticos, sinalizacdo e biossintese de diferentes horménios
vegetais. Foram identificados agrupamentos de genes regulando as mesmas
funcdes biolégicas em ambos tecidos, sendo esses relacionados a protecdo contra
os diferentes estresses bidticos e abidticos, metabolismo de lipidios, sintese e
degradacdo de componentes de parede celular, biossintese de metabdlitos
secundarios, resposta e transporte de nitrato. Por outro lado, o bioestimulante
reprimiu genes ligados a resposta de alta intensidade de luz (fotoinibicéo), resposta
ao estresse salino e resposta ao calor. O bioestimulante induziu a superexpressao

de genes ligados a desenvolvimento do sistema radicular como, 0s genes
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transportadores de basipeto de auxina ZmLAX3 (parte aérea) e ZmPIN9 (raiz), além
da superexpressdo do gene relatado pela translocacdo de nitrato, fitormonios,
peptideos e aminoacidos, o ZmMNTR1.1 em ambos tecidos, porém nao houve
acumulo de macro e micronutrientes, com excecdo de manganés na raiz. O
bioestimulante levou a um aumento da superficie radicular e consequentemente a
uma maior biomassa da planta seca. A atividade da H*-ATPase de membrana
plasmatica foi 2,6 vezes superior nas plantas tratadas com bioestimulante que
também apresentaram maior acidificacao rizosférica do que o controle. Além disso,
houve aumento de transcritos codificadores de expansinas e xiloglucano
relacionados ao mecanismo de crescimento acido, que € desencadeado por acido
indol-3-acético (AlA) nas plantulas tratadas com o bioestimulante, o qual apresentou
AIA em sua composicdo. As andlises moleculares, bioquimicas e fisiol6gicas
realizadas auxiliaram na compreensao dos mecanismos de acao do bioestimulante a
base de SH.

Palavras-Chave: auxina; hidroponia; Leonardita; H*-ATPase; raiz; transcriptoma;

Zea mays.
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ABSTRACT

The use of biostimulants has grown in recent years and increased the productivity of
important crops, such as maize. Humic substances-based biostimulants (HS) alter
plant metabolism in different ways, however their mechanism of action is still poorly
understood. Therefore, this work aimed to identify the mechanisms of action of HS-
based commercial biostimulant derived from leonardite in the growth and
development of maize seedlings. The maize seedlings were grown in nutrient
solution for seven days (acclimatization), after the period half of the experiment was
supplemented with the biostimulant while the rest remained without the biostimulant
(control) for another seven days. Initially, the root and the shoot were collected
separately, the RNA extracted and the libraries sequenced on the lllumina HISeq
2500 Paired-End 2x150pb platform generating a total of 264.3 million reads, which
92.8% were mapped in a unique position in the B73 maize reference genome
(AGPv4 version). Transcriptome analysis identified a total of 370 differentially
expressed genes (DEGS) in the root and 809 in the shoot by comparing treated
versus control plants (FDR <0.05). The overexpressed genes in the root were
associated with metabolic processes of amino acid and ketone, chitin catabolism, ion
and copper transport mechanisms, while overexpressed genes in the shoot were
associated with photosynthetic processes, signaling and biosynthesis of different
plant hormones. Clusters of genes have been identified regulating the same
biological functions in both tissues, which are related to protection against different
biotic and abiotic stresses, lipid metabolism, synthesis and degradation of cell wall
components, biosynthesis of secondary metabolites, response and nitrate transport.
On the other hand, the biostimulant repressed genes linked to the high intensity light
response (photoinhibition), salt stress response and heat response. The biostimulant
induced the overexpression of genes linked to the development of the root system,
such as the auxin basipet transporter genes ZmLAX3 (shoot) and ZmPIN9 (root), in
addition to the overexpression of the gene reported to be involved in the translocation
of nitrate, phytohormones, peptides and amino acids, ZmNTR1.1 in both tissues,

however there was no accumulation of macro and micronutrients, with the exception
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of manganese in the root. The biostimulant led to an increase in the root surface area
and consequently to a greater plant biomass. Plasma membrane H*-ATPase activity
was 2.6-fold higher in plants treated with biostimulant which also showed higher
rhizospheric acidification than the control. In addition, there was an increase of
transcripts encoding expansins and xyloglucan related to the acid growth mechanism
that is triggered by indole-3-acetic acid (IAA) in seedlings treated with the
biostimulant which presented IAA in its composition. The molecular, biochemical and
physiological analyzes carried out helped to understand the mechanisms of action of

the HS-based biostimulant.

Keywords: auxin; hydroponics; Leonardite; H*-ATPase; root; Zea mays;

transcriptome.
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1. INTRODUCAO

O milho é um dos cerais mais cultivados e consumidos no mundo. Com o
crescimento da populacdo mundial e o aumento da demanda por alimentos ha a
necessidade do desenvolvimento de novas tecnologias e praticas que permitam
elevar a produtividade agricola de forma sustentavel e segura, além de minimizar os
impactos gerados por estresses bidticos e abidticos (Wang et al. 2013). Nesse
contexto, os bioestimulantes vegetais sdo uma alternativa para promover o
rendimento das culturas e reduzir o uso de agroquimicos proporcionando maior

custo-beneficio aos produtores.

Os bioestimulantes sdo produtos derivados de compostos organicos naturais
ou de microrganismos, capazes de atuar diretamente no metabolismo das plantas,
melhorar processos fisiolégicos, contribuir para a absor¢do de nutrientes, induzir
resisténcia aos estresses bioticos e abioticos e aumentar a produtividade (Olaetxea
et al. 2015; Canellas et al. 2015; Bulgari et al. 2015; Halpern et al. 2015; Yakhin et al.
2017; Van Oosten et al. 2017). Além de atuarem de forma direta, promovem outros
beneficios as culturas de forma indireta melhorando a estrutura do solo, reduzindo
sua compactacdo, garantindo mais carbono no solo, e ainda contribuem na
manutencdo da microbiota da rizosfera (Pascale et al. 2017). Apesar dos beneficios
promovidos pelos bioestimulantes, esses ainda ndo possuem uma regulamentagao
definida. Os bioestimulantes ndo sado defensivos agricolas por ndo oferecem
protecdo direta as plantas contra pragas e patdogenos e ndo sdo fertilizantes
agricolas, o que gera incompatibilidade com as legislacfes vigentes (Caradonia et al
2019). Mesmo sem uma definicdo regulatoria clara as pespectivas de otimizacado das
culturas impulsionam o mercado global de bioestimulantes, que estimou uma
movimentacdo para setor de 2,6 bilhdes de ddlares para 2019. Uma projecdo até
2025 estima uma taxa crescimento anual de 11,24%, levando o mercado a atingir
4,9 bilhdes de dodlares (Marketsandmarkets.com 2019). Nesse mercado, 0s
principais produtos disponiveis sdo os derivados de substancias humicas (SH),
extratos de algas, proteinas hidrolisadas (PHs) e aminoacidos (AA) e bactérias

promotoras de crescimento de planta (BPCP) (du Jardin 2015; Calvo et al. 2014).

As SH podem ser extraidas de diversas fontes de material orgéanico
humificado, sendo a leonardita uma delas. A partir dessas extra¢des, sdo formulados
os humatos comerciais (Little et al. 2014; Conselvan et al. 2017). Os humatos
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melhoram absorcdo e transportes de nutrientes nos vegetais, otimizam as reacoes
bioquimicas do ciclo de Krebs, aumentam a producdo de ATP, elevam a atividade
das H*-ATPases de membranas, estimulam a sintese de clorofila, carboidratos e
acidos nucleicos (Nardi et al. 2017; Nardi et al. 2002; Canellas & Olivares 2014;
Pizzeghello et al. 2001; Celik et al. 2011), o que pode resultar no aumento do
sistema radicular, area foliar, maior biomassa e aumento da produtividade das
culturas. Os efeitos dos humatos podem ser comparados aos causados por
reguladores de crescimento de planta, como os modulados pela auxina (Muscolo et
al. 1998; Quaggiotti et al. 2004, Zandonadi et al. 2007). Embora esses estudos
relatem que os efeitos das SH possam superar os efeitos causados pelos hormoénios
vegetais, 0s mecanismos de a¢do das SH sdo pouco conhecidos, sendo necessario
0 uso de ferramentas da biologia molecular para melhor compreensdo sobre os

modos de acao das substancias humicas nos vegatais.

Estudos fisiolégicos aliados as tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo sao ferramentas poderosas para o entendimento mais profundo dos
mecanismos e redes moleculares. A técnica de RNA-Seq permite a avaliacdo da
expressdo de milhares de genes simultaneamente e auxiliam na caracterizacao de
processos celulares, tais como sinalizacdo celular, absorcdo e transporte de
nutrientes, biossintese de horménios, modulados por diferentes tratamentos (Liu et
al. 2015; He et al. 2016; Trevisan et al. 2017).

Nesse contexto, uma abordagem fisiolégica e molecular pode ajudar a
compreender melhor os mecanismos de acdo dos humatos comerciais, e auxiliar no
estabelecimento dos processos regulatérios dos bioestimulantes a base de

substancias humicas.
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2.1. IMPORTANCIA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae e € um dos cerais mais
cultivados em todo o mundo devido ao seu alto potencial produtivo e facilidade de
adaptacao a diversas condicfes ambientais (Khan et al. 2018). A producdo mundial
de milho em 2019 ultrapassou 1 bilhdo de toneladas, sendo os Estados Unidos,
China e Brasil, seus maiores produtores, 0s quais produziram respectivamente 34%,
24% e 8% do volume mundial (FAO 2019).

O milho € um cereal de alto valor econémico, pois € matéria prima para uma
variedade de produtos, sendo grande parte da sua producdo destinada a
alimentagcdo animal e humana (Ranum et al. 2014). Em termos nutricionais, o milho
contém cerca de 72% de amido, 10% de proteina e 4% de Oleo, sendo fonte de
diversas vitaminas e nutrientes (Serna-Saldivar et al. 2019; Khan et al. 2018). Na
industria, os graos de milho podem ser processados em uma variedade de produtos
alimenticios, incluindo cereais matinais, salgadinhos, adocantes, 6leos, bebidas,
dentre outros (Serna-Saldivar et al. 2019). Na ultima década, a utilizacdo do milho
para producdo de etanol combustivel aumentou significativamente, sendo que nos
Estados Unidos cerca de 40% da sua producdo é destinada a industria alcooleira
(Ranum et al. 2014).

Devido a sua alta importancia econdmica e nutricional, caracterizar o genoma
do milho auxilia nas abordagens de melhoramento genético desta cultura. Neste
contexto, no ano de 2002 lancou-se o projeto de sequenciamento do genoma do
milho (Chandler & Brendel 2002) e em 2009 foi langada a primeira versao completa
do genoma de referéncia do milho (linhagem B73) (Schnable et al. 2009),
apresentando mais de 32 mil genes distribuidos nos dez cromossomos e
possibilitando desde entdo estudos gendmico e transcriptbmico nesta espécie
vegetal. Atualmente, esta disponibilizada a verséao 4 da linhagem B73, sequenciada
com a tecnologia single-molecule real-time sequencing (SMRT), a qual fornece maior

precisdo para as pesquisas basicas e aplicadas (Jiao et al. 2017).

Apesar dos avancos biotecnologicos e programas de melhoramento do milho,

as mudancas climaticas globais, como o aumento gradativo da temperatura do
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planeta, baixos indices de precipitacdes dentre outros fatores, sdo desafios para os
produtores (Cairns et al. 2012). Estresses bidticos e abidticos impactam diretamente
na producdo desse cereal, uma vez que h& alto investimento metabdlico a fim de
mitigar os danos e garantir a sobrevivéncia da planta em detrimento do crescimento
e da produtividade (Atkinson & Urwin 2012). Estresses bidticos provocados por
patégenos, herbivoros e ervas daninha, podem reduzir cerca de 30% a
produtividade da cultura do milho, enquanto os estresses abidticos como seca,
salinidade, frio, geada e alagamento, a reducdo na produtividade da cultura pode ser
superior a 65% (Wang et al. 2013).

Diante dos impactos negativos promovidos pelos fatores bi6ticos e abidticos,
torna-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias e estratégias de cultivo
das culturas visando suprir a alta demanda de alimento, tendo em vista a estimativa
do crescimento da populacdo mundial que devera ultrapassar 9 bilhbes de pessoas
até 2050 (ONU 2019).

2.2. MERCADO E REGULAMENTACAO DOS BIOESTIMULANTES VEGETAIS

Com o aumento da demanda na produc¢éo de alimento ha uma intensificacdo
do uso de areas agricultaveis, com demanda de agua, energia, agroguimicos e
outros insumos agricolas (Garnett et al. 2013). Diversas estratégias e ferramentas
biotecnolédgicas tém sido desenvolvidas para garantir a producdo de alimentos de
forma mais eficiente, visando minimizar impactos ambientais e mitigar o uso de
recursos naturais ndo renovaveis, como a extragdo de matéria prima para fabricacéo
de fertilizantes quimicos. Algumas dessas estratégias incluem a comercializacédo de
culturas transgénicas, cultivares melhoradas e aplicacdo de bioprodutos (Moose &
Mumm 2008).

Os promotores de crescimento ou bioestimulantes vegetais trazem uma
nova perspectiva para agricultura moderna. Esses compostos melhoram processos
fisiologicos dos vegetais, contribuem para a absorcdo de nutrientes, aumentam a
produtividade, conferem toleréncia a estresses bidticos e abidticos, beneficiam as
culturas indiretamente como, por exemplo, o fornecimento gradual de carbono no
solo modificando sua estrutura, contribuindo para a reducdo da compactacéo, além
de atuarem na manutenc&o da microbiota da rizosfera (Calvo et al. 2014; Yakhin et
al. 2017).
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O uso de bioestimulantes tem aumentado nos ultimos anos, principalmente
nas culturas de alto valor econémico, como, arroz, trigo, milho e cevada. O mercado
global de bioestimulantes ja contabiliza aproximadamente 2,6 bilhdes de dblares em
2019 e uma projecdo até 2025, estima uma taxa crescimento anual de 11,24%,
levando o mercado a atingir 4,9 bilhdes de ddlares (Marketsandmarkets.com 2019).
A Europa representa 42% do mercado mundial de bioestimulantes, sendo esse setor
impulsionado pela alta demanda por alimentos organicos (Caradonia et al 2019;

Marketsandmarkets.com, 2019).

Os Dbioestimulantes estdo classificados atualmente em defensivos ou
fertilizantes agricolas, porém ndo atuam na protecdo direta de plantas contra pragas
e patdégenos e ndo sdao fertilizantes (La Torre et al. 2016; Conselvan et al. 2017,
Barone et al. 2019). Fertilizantes sdo produtos cuja funcéo principal € fornecer macro
e/ou micronutrientes as plantas e neste contexto, a definicdo de bioestimulantes &
incompativel com a legislagdo atual de fertilizantes, pois, 0s bioestimulantes
promovem o crescimento das plantas por outros meios (Caradonia et al 2019). A
composicdo desses produtos pode apresentar multiplos componentes, sendo que,
muitos destes ndo sdo caracterizados. Assim, a bioatividade ocorre de forma
combinada e ndo por meio de componentes isolados (Caradonia et al 2019; Yakhin
et al.,, 2017). Por serem obtidos de diversas fontes organicas, a maioria dos
bioestimulantes possui uma composi¢cdo complexa, o que gera dificuldades para
determinar seus mecanismos de acdo, dificultando a definicdo legal dessas
substancias (Conselvan et al. 2017; La Torre et al. 2016). O uso de equipamentos
analiticos avancados, ferramentas de bioinformética e biologia molecular podem
ajudar a compreender os mecanismos e modos de acdo dos bioestimulantes e

auxiliar nas adequacdes das legislagdes atuais de fertilizantes (Yakhin et al. 2017).

Em paises da Unido Europeia e nos Estados Unidos, os bioestimulantes sao
inseridos no mercado com a mesma legislacdo para defensivos agricolas e/ou
fertilizantes quimicos (du Jardin 2015). No Brasil, os bioestimulantes se enquadram
na legislacdo de fertilizantes nas categorias de inoculantes e biofertilizantes
(Caradonia et al 2019) sob o Decreto n°® 4.954 de 14 de janeiro de 2004 (Brasil
2004). Uma Instrucdo Normativa de n® 25 de 23 de julho de 2009 (Brasil 2009) foi
publicada para complementar o Decreto n° 4.954 de 2004 ampliando o registro de
produtos de origem organica que passaram a ser enquadrados nas classes de

fertilizantes organicos simples, mistos, compostos, organominerais e biofertilizantes
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destinados a agricultura. No entanto, a legislacdo brasileira ndo contempla o termo

“bioestimulante”.

Foram criadas associagOes por empresas de bioestimulantes na Europa, o
“‘European Biostimulants Industry Council” (EBIC), e nos EUA a “Biostimulant
Coalition”, com intuito de gerar didlogos entre empresas, 0rgaos governamentais,
agricultores e a comunidade cientifica e intensificar os esforcos para a
regulamentagcdo dos bioestimulantes (La Torre et al. 2016; Caradonia et al 2019).
Novos regulamentos para os bioestimulantes podem garantir o desenvolvimento do
mercado nacional e internacional, assegurando o mesmo padrao de qualidade e a
concorréncia justa entre as empresas fabricantes desses produtos, além de evitar
confusdes no intercambio internacional. Por exemplo, Brasil e india consideram os
bioestimulantes como biofertilizante o que gera inconsisténcia no mercado
internacional, uma vez que termos diferentes sao utilizados para designar a mesma
substancia, dificultando negociacdes entre os paises e a expansao do mercado
(Caradonia et al 2019).

2.3. SUBSTANCIAS HUMICAS COMO BIOESTIMULANTES VEGETAIS

Apesar dos bioestimulantes ndo terem uma divisado especifica no regulamento
de fertilizantes, organizagdes internacionais, como a EBIC e a comunidade cientifica,
reconhecem oito principais categorias de bioestimulantes: substancias hdmicas
(SH), extratos de algas, proteinas hidrolisadas (PHs) e aminoacidos (AA) e bactérias
promotoras de crescimento de planta (BPCP) (Halpern et al. 2015). Compostos
inorganicos, quitosana e outros biopolimeros, além de fungos, como Trichoderma
spp também sao considerados bioestimulantes (Pascale et al. 2017; du Jardin 2015;
Calvo et al. 2014).

As substancias humicas (SH), ndo possuem uma definicdo clara de suas
estruturas bioquimicas, sendo, portanto, classificada conforme sua solubilidade em
meio acido ou alcalino. Estudos mais detalhados sobre as estruturas bioquimica das
SH categorizam-nas como associa¢gfes supramoleculares de moléculas organicas
de massa molecular pequena que se mantém unidas por forcas de atragdo fraca
conforme as ligacdes de Van der Waals (Piccolo 2002). As SH sao resultantes da
transformacéo e decomposicéao fisica, quimica e microbiologica de residuos vegetais

e animais. Ocorrem naturalmente no ambiente, particularmente em solos através de



7

sedimentos em processo de fossilizacado (Tahiri et al. 2016). Essas substancias
podem ser obtidas de diversas fontes de matéria organica, sendo uma delas a
leonardita, nomeada em homenagem ao geélogo Dr. Arthur Gray Leonard (1865 —
1932) pelo seu trabalho nas reservas de lignito em Dakota do Norte, EUA (Ghabbour
et al. 2007).

As substancias humicas (SH) constituem o produto final da decomposicédo de
residuos organicos e representam a maior parte da matéria organica na agua, no
solo e nos sedimentos. Aminoacidos, pectinas, carboidratos, aclUcares e outros
compostos também sdo precursores de SH. As SH sé&o divididas em acidos humicos
(AH), &cidos fulvicos (AF) e huminas. Acidos himicos e &cidos fllvicos representam
a fracdo solavel em solugéo alcalina e huminas a fragdo insoltvel (Pefia-Méndez et
al. 2005). A bioatividade das SH, pode ser ampliada a partir de interacbes com
acidos organicos presentes na rizosfera (Canellas et al. 2008). A estrutura
macromolecular e a natureza polimérica das SH foram revisadas apés a publicacédo
de informacdes obtidas usando diferentes métodos, como cromatografia de exclusdo
por tamanho de alto desempenho (Piccolo 2002), ressonancia magnética nuclear
(Simpson, 2002), espectroscopia de massa (Piccolo & Spiteller, 2003; Saiz-Jiménez
et al. 2006) e uma abordagem matematica (Peuravuori 2005). De acordo com esses
novos dados, a SH e sua fracdo soluvel alcalina, os AH devem ser consideradas um
complexo supramolecular contendo varios compostos heterogéneos, que possuem
uma massa molecular relativamente baixa, mas estdo associadas dinamicamente a
interacdes hidrofobicas e ligacbes de hidrogénio (Sutton & Sposito 2005). Além das
SH modularem vias hormonais, também contribuem para o aumento da
produtividade das culturas indiretamente, uma vez que podem modificar a estrutura
do solo, por meio da redugcéo da compactacao e retencdo de umidade (Muscolo et
al. 2007; Schiavon et al. 2010; Calvo et al. 2014).

2.4. BIOESTIMULANTES COMERCIAIS DERIVADOS DE LEONARDITA

Produtos derivados de Leonardita, também denominado de humatos
comerciais, podem ser formulados como granulos e po soltvel de liberagéo lenta,
liguidos de aplicacdo direta no solo ou semente, ou como spray foliar (Rose et al.
2014). Sendo que os bioestimulantes derivados de Leonardita sdo ofertados no

mercado h& mais de cinco décadas como insumo agricola (Burdick 1964; Tabela 1).
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Recentemente, a crescente demanda por alimentos organicos, saudaveis e seguros
impulsionou o mercado de humatos comerciais. Em relagdo aos insumos agricolas
convencionais, 0os humatos podem apresentar vantagens econémicas promovendo

maior produtividade com elevada qualidade das culturas.

O uso de humatos comerciais de Leonardita tem apresentado resultados
positivos significativos, tanto em condi¢bes controladas, quanto em condi¢cdes de
campo. Por exemplo, dois produtos comerciais 0 AGRO-LIG® e 0 ENERSOL® foram
capazes de aumentar em duas vezes as raizes de emergéncia, resultando em maior
peso das raizes (Sanders et al. 1990) e no aumento de até 75% na producao de
cenouras (Daucus carota L.). O produto AGRO-LIG promoveu aumento de 99% na
producdo de batata (Solanum tuberosum L.) em experimentos de campo com uma
dose de 600 kg ha* (Ekin 2019). Um produto comercial de Leonardita, fornecido por
uma empresa brasileira, a NUTRIPLANT®, aplicado por imersdo das plantulas e
pulverizagéo foliar em cebola (Allium cepa L.) aumentou a biomassa dos bulbos, o
teor de amido, de acucares soluveis e de proteina (Bettoni et al. 2016). O
bioestimulante granulado, o K-HUMATE® em solos calcarios, com a dosagem de 15
kg hal, reduziu em cerca 25% o uso de fertilizantes inorganicos NPK na producéo
de milho no campo, além de aumentar a producdo de grédos e a absorcdo de
nutrientes (lbrahi & Ali 2018). Doses do humato comercial, BLACKGOLD® que
variou de 0 a 80 mg L, sendo essas dosagens equivalente ao acido humico
presente no humato, aumentou a area de superficie total e o peso seco total de
plantulas de milho crescidas em solucdo nutritiva sob condi¢cdes controladas na
concentracédo de 10 mg L de AH (de Oliveira & de Sousa 2016). Ja4 o BLACKJAK®
lancado recentemente no mercado de bioestimulantes promoveu maior absorcéo de
macro e micronutrientes, aumentou o comprimento total radicular, raizes finas e o
namero de ramificagbes em plantulas de beterraba sacarina (Beta vulgaris L.)

cultivadas em solucao nutritiva sob condi¢des controladas (Barone et al. 2019).

Apesar dos resultados positivos alcangcados com humatos comercias de
Leonardita em varias culturas, alguns produtos apresentam inconsisténcias. Por
exemplo, seis produtos comerciais de leonardita ofertados por trés fabricantes
diferentes apresentaram uma drastica variacdo nos teores de acido humico (13,9% a
82,3%). Quando a dosagem recomendada foi aplicada em duas espécies de
pastagem, a alfafa (Medicago sativa L) e azevém (Lolium multiflorum Lam),

cultivadas em estufa, cinco dos seis produtos comerciais, ndo aumentaram 0
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crescimento da parte aérea e a biomassa das raizes (Little et al. 2014). Um humato
conhecido comercialmente como Leonardite Plus® ndo aumentou o crescimento e a
producado de frutos nas culturas de laranja doce (Citrus sinensis L.) e lim&o (Citrus
limon (L.) Burm. f.), quando aplicado via solo no terceiro e quinto ano apds o plantio
nas doses recomendadas (818 kg ha' e 511 kg ha') (Nemec & Lee 1992). Em
camara de crescimento, casa de vegetacdo e no campo, 0 bioestimulante K-
HUMATE®, aplicado em doses crescentes (0 a 6 L ha'), ndo melhorou a microbiota
do solo e ndo aumentou o desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular do

trigo (Triticum aestivum L.) (Van Tonder 2008).

As variagOes apresentadas por humatos, considerando a fonte de extracéo,
origem da matéria prima, concentracdo de SH, dosagem, espécie, tipo de solo e vias
de aplicacdo precisam ser consideradas, uma vez que recomendacdes
generalizadas no uso bioestimulantes a base SH podem resultar em efeitos
negativos, gerando incertezas para o mercado (Rose et al. 2014; Lyons & Genc
2016). Normalmente, os rotulos dos produtos apresentam informacées muitos
generalizadas (Tabela 1), sendo recomendadas doses Unicas para diversas culturas,

0 que aumenta o risco de insucesso dos produtos.



Tabela 1 - Principais bioestimulantes comerciais de substancias himicas derivados de Leonardita.
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Produto Empresa Pais Beneficio Recomendacdo Site

ACTOSOL® ARCTECH INC. EUA Melhora a estrutura do solo, aumenta Diversas culturas http:/Awww.arctech.com
atividade da microbiota do solo, absorcéao de factosol.html
nutrientes, biomassa, toleréncia a estresses
biodticos e abidticos.

AGRO-LIG® MINERALS EUA Aumenta a absorcao de nutrientes, melhora Diversas culturas https://www.mineralstec

TECHNOLOGIES a estrutura do solo, a qualidade e o h.com/technologies-
INC. rendimento das culturas. solutions

BIOSCI BIOSCI INC. EUA Melhora a qualidade do solo e das culturas; Diversas culturas https://biosci.com/biosci

HUMATES® aumenta absorcdo de nutrientes, o -humates/
crescimento radicular e o vigor.

BLACKGOLD® FORTGREEN BRASIL Aumenta o] enraizamento, maior Diversas culturas http:/Amww.fortgreen.co
disponibilizacdo de nutrientes no solo. m.br/produto/12-

Black+Gold.html

BLACKHEART GEOAGRO ITALIA ITALIA Melhora a absorcdo de nutrientes pelas Diversas culturas https:/AMww.geoagroitali

ACIDE SL® raizes, promove o desenvolvimento radicular a.it/nutrizione/biostimol
(acdo semelhante a auxina), melhora a anti/blackheart-acide-sl-
fertilidade do solo. estratti-umici-liquidi-da-

leonardite/
BLACKJAK® SUMI AGRO FRANCA Promove a liberagdo gradual de nutrientes, Diversas culturas https://www.sumiagro.fr

[continua]

manutencdo da rizosfera, modula a
biossintese de proteina e &cidos nucleico,
maior crescimento radicular.

[/stimulation/biostimulan
t/blackjak



[continuacéo]

DIEHARD™
HUMATE SP

DISPER
HUMIC 85%
GS

ECO 80® GEL

ENERSOL®

EXCALIBUR®

FITOHUMICO

75 P.S.

FUL-HUMIX®

[continua]

HORTICULTURAL
ALLIANCE INC.

DISPER

TECNOBAC LTDA

MINERALS

TECHNOLOGIES
INC.

FERVALLE

GRUPO DUWEST

BIOAG INC.

EUA

ESPANHA

CHILE

EUA

ESPANHA

PERU

EUA

Melhora sobrevivéncia, enraizamento,
disponibilidade de nutrientes, fitossanidade,
gualidade do solo; aumenta da acumulacao
de clorofila, agtcar e aminoacidos.

Melhora as propriedades fisicas, quimicas e
microbiolégicas do solo, proporcionando
maior disponibilidade de 4gua e nutrientes.

Melhora a estrutura do solo, absorcdo de
nutrientes, manutencao da microbiota.

Aumenta o sistema radicular, a parte aérea,
a absorcdo de nutrientes e a produtividade;
induz a tolerancia a estresses abioticos.

Estimula o desenvolvimento da parte aérea,
influéncia o metabolismo enzimatico e
hormonal das plantas, melhor absorcdo de
nutrientes.

Melhora a absor¢cdo de nutrientes, aumenta
o tamanho dos frutos; estimula processos de
desenvolvimento e formagéo de raizes.

Aumenta de absorcdo de nutrientes do solo,
atividade celular, crescimento radicular,
manutencdo da microbiota, sequestra ions
indesejaveis do solo.

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas
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https://horticulturalallian
ce.com

http://disper.info/en/ga
ma/disper-humic-85-gs-
2/

http:/Amww.tecnobac.cl/
eco80gel.html

https:/Awww.mineralstec
h.com/technologies-
solutions

https:/iwww.fervalle.co
m/pt/excalibur/

http://drokasa.pe/index.
php?seccion=producto

s_detalle&id producto=
273&cat=35

https:/Aww.bioag.com/
products/ful-humix/



[continuacéo]

HUMATE
PLUS®

HUMIC

HUMIC DG™

HUMIC FH®

HUMILIG
25 PLUS

HUMIPOWER
SOLUBLE®

[continua]

PROACTIVE
AGRICULTURE
INC.

ADLER AGRO

THE ANDERSONS
INC.

AGRIFERTIL

JILOCA
INDUSTRIAL, SA

LEMDAX LTDA

EUA

ESPANHA

EUA

BRASIL

ESPANHA

BRASIL

Melhora a estrutura do solo (aeracdo e
estabilizac&o de agregados),
biodisponibilidade de nutrientes a logo prazo,
aumenta teor de clorofila, fotossintese,
proteinas, fibras e acucar.

Melhora as propriedades do solo e aeracao,
aumenta a absorcdo de nutrientes e
formacao de raizes.

Melhora a eficiéncia de nitrogénio e fosforo,
melhora desenvolvimento radicular, melhora
a estrutura do solo e retencdo de agua.

Retém e facilita a absor¢cdo de nutrientes,
estimula a microbiota do solo, favorece a
fotossintese, a sintese de acidos nucleicos,
a germinacao de sementes e 0 crescimento
radicular.

uso de
atividade

Aumenta a disponibilidade e
nutrientes pela planta, maior
vegetativa e produtiva das culturas.

Estimula a sintese de auxina; aumenta a
biodisponibilidade de nutrientes do solo;
retencdo de agua e nutrientes no solo;
melhora a estrutura do solo.

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas
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http://www.proactiveag.
com/humates

http://adleragro.com/pr
oductos/familia-acidos-
humicos/humic/

https://andersonshumat
es.com/products/

http:/Amww.agrifertil.com
.Jbriturfa-liquida.php

https:/iwww.acidoshumi
cos.com/acidos-
humicos/humilig-25-
plus/

https://lemdax.com.br/|
oja/substancias-
humicas/



[concluséo

HUMISOL™

HUMITA.15

NUTECH

HUMICOS Y
BIOLOGICOS
S.AS

HUMITEC® WG TRADECORP

HUMUS
LIGHT®
LEONARDITE

K-HUMATE®

NATURVITAL®
PLUS

PERLHUMUS®
GRANULES

PROMISOL

OMNIA
FERTILIZANTES

DAYMSA

HUMINTECH

EUA

COLOMBIA/

EQUADOR

BRASIL

ESPANHA

BRASIL

ESPANHA

ALEMANHA

Melhora a estrutura do solo, retencdo de
agua e disponibilidade de nutrientes.

Melhora a absorcdo de nutrientes, promove
a manutencdo da microbiota, melhora a
germinacao de sementes e 0
desenvolvimento radicular

Melhora a disponibilidade de nutrientes,
maior enraizamento, aumento da biomassa e
maior area de superficie

Melhora estrutura do solo, promove
manutencdo da microbiota, retengdo de
agua, aumenta a disponibilidade de
nutrientes, maior enraizamento

Melhora a estrutura do solo, melhora a
eficiéncia dos nutrientes na planta, maior
enraizamento e produtividade das culturas

Melhora a estrutura do solo, retencdo de
agua no solo, aumenta a absorcdo e
eficiéncia dos nutrientes

Reduz a lixiviagdo de nutrientes, melhora a
tolerancia a estresses, aumenta a biomassa,
promove o desenvolvimento radicular

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas

Diversas culturas
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http:/Aww.nutechag.co
m/humisol.html

https://humicosybiologi
cos.es.ti/HUMITA-.-
15.htm

http://tradecorp.com.br/
?product=humitec-wg

https:/Aww.promisol.co
m/producto/40/catalogo
facondicionadores-
especificos-para-
suelo/humuslight-
leonardita

https://iwww.omniabrasil
.com.br/produtos/via-
solo/k-humate/

https://daymsa.com/pro
ducto/naturvital-plus-2/

https://iwww.humintech.
com/es/agricultura/prod
uctos/granulados-
productos/perlhumus-
granules.html
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Estima-se que estejam disponiveis comercialmente mais de 200 produtos
derivados SH no mercado. No entanto, existe uma grande variedade de métodos e
processos de extracdo de humatos, que podem resultar em produtos com diferentes
composicdes, mesmo sendo produzidos pela mesma empresa e com a mesma
matéria prima. Muitas empresas ainda protegem seus métodos de extracdo como
segredo industrial, o que gera dificuldade na padronizacdo entre os fabricantes
(Lyons & Genc 2016). Um estudo com dez produtos comerciais a base Leonardita,
utilizando o método padréo de analise de solos “International Humic Substances
Society (IHSS) standard method” identificou uma variacdo na porcentagem de acido
humico de até cinco vezes menos do que o informado pelo fabricante (Fataftah et al.
2001). Estas variacbes no produto final dificultam a recomendacdo para uma
variedade de culturas, solos e condicbes de cultivo (Yakhin et al. 2017; Lyons &
Genc 2016).

2.5. MECANISMOS DE PROMOGCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL DAS SH

Compostos com atividade bioestimulante desencadeiam diferentes processos
moleculares, bioguimicos e fisiolégicos nas plantas. Os efeitos das SH nas plantas
sdo variaveis e dependem da fonte de extracdo e dose, podendo causar: (i) aumento
da eficiéncia de aquisicdo de nutrientes, por meio da sintese de proteinas
transportadoras de membrana (Nardi et al. 2017), (i) aumento da cinética das
reacOes bioquimicas no ciclo de Krebs (ciclo TCA), devido a maior produgédo de ATP
(Nardi et al. 2007, (iii) estimulo da atividade enzimatica na membrana plasmatica e
parede celular (Canellas & Olivares 2014), (iv) aumento da concentracéo de clorofila,
(v) e maior sintese de aminoécidos, carboidratos, proteinas e acido nucleicos
(Pizzeghello et al. 2001, Celik et al. 2011).

Os estimulos causados pelas SH podem ser comparados aos causados por
hormbnios vegetais, como auxinas, giberelinas (GA), citocininas (CK),
brassinoesteroides (BR), etileno (ET), acido abscisico (ABA) e acido jasmonico (JA)
(Barone et al. 2019; Casadesus et al. 2019; Tahiri et al. 2016; Mora et al. 2014,
Morard et al. 2010). Sinais exdégenos fornecidos pelas SH alteram vias metabdlicas e
provocam alteracdes anatdmicas no sistema radicular, acelerando, por exemplo, o
processo de diferenciacdo e divisdo celular em células de raizes laterais,

favorecendo o alongamento de raizes e surgimento de pelos radiculares (Canellas
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2014; Muscolo et al. 2013; Schmidt et al. 2007) resultando em maior biomassa da
planta em menor tempo (Eyheraguibel & Morard 2008). As SH podem apresentar
beneficios aos vegetais em diversos estagios de desenvolvimento da planta.
Inicialmente, acelerando o processo de germinacédo de sementes (Masciandaro et al.
2002), e posteriormente, aumentando a area radicular e foliar durante o estagio
vegetativo (Eyheraguibel & Morard 2008), induzindo a floragdo, aumentando a
guantidade, tamanho e peso, nas fases reprodutiva e de maturacdo (Lima et al.
2014; Kovshov & Iconnicov 2017; Olivares et al. 2015; Azcona et al. 2011; Ferrara &
Brunetti 2010).

2.5.1. Citocinina

Predominantemente sintetizadas nas raizes, as citocininas sdo consideradas
a principal classe de horménios envolvidas no desenvolvimento da parte aérea.
Atuam no processo de diferenciacdo, divisdo e alongamento celular, na formacéo do
meristema apical do caule e na organogénese. Dessa forma, o hormonio, coordena
a expanséo da folha e senescéncia foliar, o desenvolvimento de flores e sementes,
além de atuar no processo de germinacdo de sementes e absor¢do de nutrientes
(Zalabdk et al. 2013). A citocinina regula a distribuicdo do nitrogénio, através
modulacdo da expressdo do gene da familia NRT (Nitrate Transporter) ligado ao
transporte de nitrogénio inorganico (Hirose et al. 2008; Mora et al. 2010; Zanin et al.
2018), que apods acdo enzimatica, € incorporado em diversos compostos organicos,
como, aminoacidos, nucleotideos e proteinas (Xu et al. 2012). A acdo das citocininas
nos vegetais, nao se limita apenas na nutricdo das plantas e no desenvolvimento da
parte aérea, mas tem um papel importante no desenvolvimento do sistema radicular,
atuando na proliferacao de raizes e no processo de iniciacao de raiz lateral (Zanin et
al. 2018; Wybouw & Rybel 2019).

As SH podem fornecer sinais exdégenos semelhante aos efeitos bioldgicos
causados por citocininas. Plantulas de pepino (Cucumis sativus L. cv Ashley),
cultivadas em solugdo nutritiva e tratadas com &acidos humicos extraidos de
leonardita, tiveram aumento na biomassa da parte aérea, na concentracdo de nitrato

(NO3) e na concentracao de citocinina nas folhas (Mora et al. 2010). J& o tratamento
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com o bioestimulante BLACKJAK® em beterraba sacarina alterou sua morfologia
radicular, sendo essa alteracdo atribuida a modulacao da expressdo de um gene da
via biossintética de citocinina (Barone et al. 2019). Em geral, a atividade de
citocinina nas SH estdo associadas a regulacdo dos genes que codificam as
enzimas denominadas LONELY GUY (LOG) e ISOPENTENIL TRANSFERASE (IPT)
(Barone et al. 2019; Pizzeghello et al. 2013; Hwang et al. 2012; Mora et al. 2010),
gue catalisam a reacdo de ativacdo da citocinina. Fracdes de SH extraidas de turfa
(material féssil organico de origem vegetal, semelhante a leonardita) também
modulam a expressdo do gene que codifica a enzima CITOCININA OXIDASE
DESIDROGENASE (CKX), envolvida na degradacdo da citocinina, principalmente
guando ocorre regulacdo positiva mediada por auxina, promovendo o0

desenvolvimento radicular em milho (Zanin et al. 2018).

2.5.2. Giberelina

A classe de horménio denominada giberelina (GA) modula varios processos
ligados ao desenvolvimento da parte aérea, incluindo alongamento do caule,
expansdo das folhas, desenvolvimento de flores e sementes, além de influenciar
processos de germinacdo (Ito et al. 2018). Sinais exdgenos promovido por SH
podem regular a transcricdo de genes dependente da sinalizacdo de giberelina
(Barone et al. 2019).

Uma proteina denominada DELLA atua como regulador negativo da
sinalizacdo de GA, atuando como repressora do crescimento vegetal. As proteinas
DELLA inibem outras proteinas responsaveis por regular a transcricdo de genes
envolvidos no crescimento da planta, as denominadas PHYTOCHROME-
INTERACTING FACTORs (PIFs), pertencentes a subfamilia de fatores de
transcricio bHLH. No entanto, um receptor de GA, chamado GIBBERELLIN-
INSENSITIVE DWARF (GID), ligado a GA, interage com o0s repressores DELLA,
sendo que essa ligacdo permite que as proteinas DELLA sejam recrutadas pela
proteina F-box em um complexo de ubiquitina ligase E3 (SCFSL-YVCID2) para
poliubiquitinagdo, resultando na sua degradacdo pelo proteassoma 26S. A

degradacdo de DELLA induzida por GA-GID permite reprogramacédo transcricional
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de genes responsivos a GA, resultando no melhor desenvolvimento da planta, como
aumento da biomassa da parte aérea (Ito et al. 2018; Hedden & Sponsel 2015; Sun
2010; Murase et al. 2008).

2.5.3. Acido indol-3-acético (AlA)

O &cido indol-3-acético (AlA) é o mais estudado entre as auxinas e mais
predominante nas plantas e € conhecido por regular o crescimento e
desenvolvimentos dos vegetais em trés aspectos principais, divisdo, alongamento e
diferenciacdo celular (Teale et al. 2006). Desse modo, na raiz o AlA regula a
formacao da raiz embrionaria, raizes laterais e de emergéncia, enquanto, na parte
aérea, o hormoénio regula a formacdo de flores e folhas, atuando também na
distribuicdo dessas folhas ao longo do caule (filotaxia), além de coordenar os
processos de senescéncia e abscisdo foliar e floral (Weijers et al. 2018; Li et al.
2016; Teale et al. 2006).

As SH séo dotadas de atividade semelhante ao AIA. A sinalizacdo exdgena
fornecida por SH, além de promover efeitos bioldgicos similares a auxina, atuam na
translocacao do AIA enddgeno (Trevisan et al. 2010). Sintetizado principalmente nas
folhas jovens (Zhao 2010), necessita ser transportada para diversos tecidos e
orgados vegetais que sdo locais alvos da acdo do fitorménio. As SH otimizam o
transporte de AIA, modulando a transcricAo de genes que codificam proteinas
transportadoras do hormonio (Tahiri et al. 2016). O influxo de AIA é facilitado por
membros das familias permeases AUXIN RESISTANT1 (AUX1) (Marchant et al.
1999) e LIKE-AUX1 (LAX1) (Swarup & Péret 2012), e o efluxo por membros das
familias PIN-FORMED (PIN) (Carraro et al. 2006) e P_GLYCOPROTEIN ABC
transporter (Geisler & Murphy 2006).

A sinalizacdo por AIA influencia a expressdo de um conjunto grande e
diversificado de genes em uma via dependente do hormoénio, a TRANSPORT
INHIBITOR RESISTANT 1 (TIR1). Na auséncia de auxina, proteinas repressoras
AUX/AIA, se ligam a um fator de transcricdo, denominado Auxin Response Factors
(ARFs), inibindo os ARFs de se ligarem a promotores de genes que sao induzidos

pela auxina (Mockaitis & Estelle 2008). A proteina TIR1 e a Auxin F-box Binding
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(AFBs), (TIR1/AFB), sao receptoras de auxina e componentes do complexo
ubiquitina E3 ligase, denominado SCF. Quando os complexos SCFTRVAFE g3g
ativados pelo AlA, ubiquitinam as proteinas AUX/AIA, promovendo sua degradacao
pela proteassoma 26S (Figura 1). Com a remocédo da AUX/AIA dos ARFs, os fatores
de transcricao ficam livres, formam dimeros ARF/ARF e se ligam a uma regiao
promotora conservada dos genes, denominada de Elementos de Resposta a Auxina

(AuxRE: TGTCTC), modulando genes responsivos a auxina (Wang & Estelle 2014,
Grones & Friml 2015).

Em milho, foram identificados 36 genes que codificam os fatores de respostas
a auxina (ZmARFs) (Wang et al. 2012). Além de membros desta familia serem
regulados por auxina enddégena e exogena, alguns também sdo regulados por
microRNAs (Xing et al. 2011). Membros de ZmARF na presenca de auxina induzem
a expressao de genes que codificam enzimas de remodelacdo de parede celular,
expansinas, canais idnicos e ATPase de membrana plasmatica que desencadeiam o
processo de expanséo celular (Perrot-Rechenmann 2010) (Figura 1).
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Figura 1 - Mecanismo de expansao celular induzido por auxina exégena presente em SH. O
esquema representa os efeitos na parede celular e membrana plasmatica promovidos pela
acao da auxina. A auxina é reconhecida por uma proteina receptora (ABP1) que interagem
com outras proteinas de membrana plasmatica. Isso ativa a bomba de prétons ATPase,
provocando acidificacdo (H*) no apoplasto e, por conseguinte, ativacdo das expansinas que
favorecem o afrouxamento da rede polissacaridica da parede celular (celulose, hemicelulose
e pectina). A atividade da H*-ATPase também induz a hiperpolarizagdo da membrana
plasmatica, levando a ativagdo de canais i6bnicos como o de potassio (K*), sendo os ions,
essenciais para geracdo um gradiente eletroquimico, atuando na captacdo de agua para o
meio intracelular e manter a pressdo de tugor no vacuolo, contribuindo no processo de
expansdo celular por aumento do volume interno. A atividade da bomba de H*, ainda,
garante o influxo de nitrato para o citoplasma da célula, onde NO3™ se acopla ao H*, e ambos
passam pelo de transportador de NOs. Além dos efeitos ndo transcricional induzido pela
auxina, também modulam a expressédo de genes que codificam ATPase de membranas,
canais idnicos, proteinas condutoras de agua (aquaporinas), transportadores de nitrato,
enzimas que atuam na remodelagem (expansinas), e outros componentes da parede
celular. Esquema adaptado de Perrot-Rechenmann (2010).

A sinalizacdo mediada por auxina tanto enddégena quanto exégena, promove
a ativagdo ndo transcricional das H*-ATPases. A auxina é percebida por uma
proteina receptora (ABP1), que interage com a proteina CBP1 e outras proteinas
desconhecidas de membrana. Essas interacdes provocam ativacdo das H*-ATPase
de membrana plasmatica que acarretam numa rapida acidificacdo por extrusao de
protons (H*) no apoplasto, favorecendo ac¢des enziméticas (expansinas) que
promovem um relaxamento da parede celular, gerando condicdes para o
alongamento celular de acordo com a teoria do crescimento de acido (Rayle &
Cleland 1992; Canellas 2014; Perrot-Rechenmann 2010). A atividade das H*-
ATPases nado apenas favorece o processo de alongamento celular, como também,
tem um papel importante no influxo de nutrientes. O influxo de NOs", por exemplo,
consiste num transporte acoplado dependente de prétons H*. Portanto, o aumento
da extrusdo de protons H* pela ATPase de membrana plasmatica possui uma
relacdo direta com a absor¢cdo do nitrogénio pelos vegetais (Sorgona et al. 2011;
Mora et al. 2010).

Além da ativacao das H*-ATPases por auxina, o horménio induz a expressao
de uma familia multigénica (MHA) que codificam as H*-ATPase de membrana
plasmatica na via SCFTRVAFE (Perrot-Rechenmann 2010). Esta mesma via é
responsavel pela biossintese de canais de ions como potéassio (K*) (Philippar et al.

1999), célcio (Ca?*) e sbédio (Na*) (Sze et al. 1999). Modulam a expressado de genes
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relacionados a transportadores de NOgs™ e canais condutores de agua, conhecidos
como aquaporinas (Péret et al. 2012). As proteinas PIPs s&o aquaporinas de
membrana plasmaticas, enquanto as TIPs sdo aquaporinas de tonoplasto
(Kaldenhoff et al. 2008). A atividade dessas proteinas condutoras, principalmente de
tonoplasto, facilita o influxo de agua e manutencédo da presséo de turgor no vacuolo,
sendo esse processo essencial para o alongamento e crescimento celular (Perrot-
Rechenmann 2010) (Figura 1).

2.6. TRANSCRIPTOMICA PARA ANALISE FUNCIONAL DE PLANTAS TRATADAS
COM BIOESTIMULTANTES

Os mecanismos de acdo dos bioestimulantes de SH ainda n&o foram
completamente elucidados. E comum identificar a presenca moléculas similares aos
horménios vegetais nos extratos humicos como AIA (Muscolo et al. 1998; Quaggiotti
et al. 2004; Zandonadi et al. 2007), citocinina (Zhang & Ervin 2004) e giberelina
(Conselvan et al. 2017) e relacionar seus efeitos na planta. No entanto, alguns
bioestimulantes ndo apresentam esses hormonios, sendo, porém, capazes de alterar
0 metabolismo de plantas, aumentando seu rendimento (Elena et al. 2009; Jannin et
al. 2012). Dessa forma, as interacfes planta-SH vao além da sinalizacdo por
moléculas com estruturas semelhantes aos hormdnios vegetais presentes nos
bioestimulantes. Portanto, é necessario aumentar a compreensdo do modo de agéo

dos humatos a nivel bioguimico e transcricional (Xu & Geelen 2018).

O sequenciamento shotgun do transcriptoma (RNA-Seq) usa sequenciamento
de ultima geracdo (NGS — Next Generation Sequencing), sendo atualmente uma
ferramenta que possui vantagens na identificacdo de genes diferencialmente
expressos (DEGs), pois considera o processo de splicing alternativo. Esta
abordagem permite compreender as variagdes fenotipicas entre os tratamentos em
uma amostra biolégica em um determinado momento (Costa-Silva et al. 2017; Wang
et al. 2009).

Entre as tecnologias NGS, uma das plataformas mais utilizadas é a Illumina
(lumina Inc., EUA). Dados gerados por esta plataforma garantem leituras de
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tamanhos uniformes, além de baixa taxa de erro e maior precisdo na deteccdo
DEGs (Lahens et al. 2017; Qualil et al. 2012). Esta tecnologia baseia-se no uso de
fluorescéncia para leituras das bases em uma sequéncia de nucleotideos (Lahens et
al. 2017). Para o sequenciamento na plataforma HiSeq, utiliza-se PCR de fase
sélida. Essa abordagem consiste na clonagem in vitro dos fragmentos de cDNA em
uma lamina de vidro que possui oito canaletas, sendo possivel sequenciar até doze
bibliotecas em cada canaleta. Sao fixados oligonucleotideos (adaptadores) em cada
uma das canaletas, ancorando-se a extremidade 5 na superficie da lamina de vidro,
deixando livre a extremidade 3’ para o inicio da reacdo de sequenciamento dos
fragmentos do cDNA, que s&o imobilizados por hibridizacdo. Para isso, o cDNA é
previamente fragmentado de forma arbitraria e adaptadores universais sao inseridos
em ambas extremidades dos fragmentos. Além disso, codigos de barra séo
incorporados em cada uma das bibliotecas para posterior identificacdo. No primeiro
ciclo de amplificacdo dos fragmentos imobilizados, sdo adicionados nucleotideos
para sintese da segunda fita complementar, no ciclo de anelamento, forma-se uma
estrutura denominada de “ponte”, na qual ocorre também a extensdo da fita
complementar. No ciclo de desnaturacdo, as fitas sdo separadas e linearizadas.
Esse ciclo se repete varias vezes conforme o tamanho das reads, gerando assim
centenas de cépias do fragmento, formando clusters do sequenciamento. Nos ciclos
de amplificag&o, terminadores marcados com fluoréforos que produzem quatro cores
diferentes sdo utilizados, garantindo que a cada etapa somente um nucleotideo é
incorporado. A cada incorporacao o nucleotideo é detectado o sinal de fluorescéncia
por um dispositivo de leitura que interpreta qual € o nucleotideo que representa
fluorescéncia capturada. Dessa forma, 0 sequenciamento ocorre em paralelo em
todos os clusters concomitantemente (Morozova & Marra 2008; Shendure et al.
2011).

De modo geral, para analise da expressao diferencial utilizando-se RNA-Seq
sdo comumente adotadas cinco etapas: (i) as amostra de RNA s&o fragmentadas
em pequenas sequéncias de cDNA (DNA complementar) e sequenciadas em uma
plataforma de alto rendimento; (ii) os fragmentos gerados (reads) sao mapeados no
genoma ou transcriptoma; (iii) os niveis de expressao para cada gene ou isoforma
sdo calculados; (iv) os dados sdo normalizados, por exemplo, usando métodos
estatisticos e conjuntos de algoritmos, permitindo a identificacdo de genes
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diferencialmente expressos (DEGs) e (v) finalmente os dados produzidos séo

avaliados a partir de um contexto biolégico (Costa-Silva et al. 2017).

O sequenciamento na plataforma Illumina/HiSeq foi utilizado para avaliar o
perfil transcricional de plantulas de pepino (Cucumis sativus) tratadas com capsulas
de proteina hidrolisadas, um bioestimulante obtido partir de tecido conjuntivo de
animais (Wilson et al. 2015). Neste estudo, foram encontrados um total de 620
DEGs, sendo que 455 genes foram regulados positivamente com o bioestimulante.
Esses genes foram associados a sintese de proteinas, fotossintese, metabolismo de
hormoénios, metabolismo secundario, remodelacdo de parede celular, sinalizacéo,
transporte, fatores de transcricdo e inducdo de tolerancia a estresse biotico e
abiodtico. A plataforma Illumina também foi empregada para analisar o transcriptoma
de plantulas de milho tratadas com um bioestimulante a base de proteina hidrolisada
derivada de couro bovino (Trevisan et al. 2017). O estudo identificou um total de
1006 DEGs, sendo que 563 genes foram regulados positivamente. O tratamento
com o bioestimulante ativou vias ligadas ao estresse oxidativo (tolerancia a estresse
abidtico), respostas de sinalizacdo a estimulos exdgenos e enddgenos, tolerancia a
estresse bidtico, diversos fatores de transcricdo, transportes de nutrientes,
biossintese de componentes e enzimas de parede celular (celulose, hemicelulose,
pectina e expansinas). A andlise do transcriptoma usando RNA-Seq (lllumina)
mostrou em ambos experimentos que os bioestimulantes alteram o padrdo de
expressao de genes relacionados a diversos processos fisioldgicos e metabdlicos

nas plantas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a variacdo do nivel de transcritos e inferir sobre os mecanismos
de acdo possiveis de um bioestimulante comercial a base de SH derivado de

leonardita durante o crescimento inicial de plantulas de milho.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do bioestimulante a base de SH sobre o crescimento, a

nutricdo e o metabolismo de plantas de milho crescidas em condi¢cdes controladas;

Caracterizar rotas metabodlicas e genes envolvidos na sinalizacdo e

translocacdo de horménios afetados pelo bioestimulante a base de SH;

Verificar o papel do bioestimulante & base de SH na regulacdo das da
enzima marcadora H*-ATPase de membrana plasmética e nos transcritos

relacionados ao horménio auxina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CRESCIMENTO DE PLANTAS DE MILHO E TRATAMENTO COM
BIOESTIMULANTE

Sementes do genoétipo de milho L521274/CMSM033 da Embrapa Milho e
Sorgo foram esterilizadas com NaClO a 0,5% (v/v) por 10 min, lavadas e imersas em
agua deionizada por 4 horas para pré-embebicdo. Apdés a germinagcdo por quatro
dias em rolos de papel sob condigbes controladas, plantulas uniformes de
aproximadamente 5 cm foram selecionadas e transferidas para um sistema flutuante
contendo solucdo nutritiva modificada de Hoagland meia forca com pH 5,65 (Liu et
al. 1998). A solucao foi trocada a cada trés dias durante todo experimento. Apos a
aclimatacao das plantulas em soluc¢éo nutritiva por sete dias, metade do experimento
recebeu suplementacédo com 54,4 pL L* do bioestimulante comercial BLACKGOLD®
(equivalente a 10 mg L* de acido himico - AH), sendo denominado B+ (de Oliveira
& de Sousa 2016). Este produto a base de SH é derivado do mineral leonardita
fabricado pela FORTGREEN, foi previamente avaliado em milho em condi¢bes de
hidroponia (de Oliveira & de Sousa 2016). A outra metade do experimento
permaneceu apenas na solucdo nutritiva (controle, denominado B-). As plantulas
foram mantidas na camara de crescimento por mais sete dias com temperatura
diurna de 27 + 3 °C, noturna de 20 + 3 °C sob luz fluorescente (330 mmol fétons m—
s™!) com fotoperiodo de 12 horas e aeracdo continua. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com trés repeticbes com 36 plantulas cada. As plantulas
coletadas foram utilizadas para os experimentos de analise de expressao génica
(4.2), fenotipagem (4.3) e atividade enzimatica da H*-ATPase de membrana
plasmatica (4.4).



25
4.2. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

4.2.1. Extracdo de RNA, Construcado de Biblioteca e Sequenciamento em
Larga Escala (RNA-Seq)

O RNA total foi extraido da parte aérea e da raiz de cinco plantas de milho
tratadas com bioestimulante (B+) e controle (B-) com o kit de extracdo RNeasy Plant
Mini (Qiagen, Alemanha) e tratado com 10 U de DNase | RNase-free enzyme
(Qiagen, Alemanha), seguindo as instru¢gdes do fabricante. A qualidade do RNA foi
avaliada utilizando espectrofotbmetro UV Nanodrop (Techno Scientific, EUA) e
guantificado com o fluorimetro Fluorometer Qubit® 2.0 (Life Technologies, EUA). A
gualidade do RNA foi confirmada com o sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, EUA) no Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho
(LaCTAD), Universidade Estadual de Campinas, Brasil, onde as bibliotecas foram
preparadas usando desnaturacéo e diluicdo para andlise no sequenciador HiSeg® e
GAlIIx (utilizando 15 pM de amostra por lane), TruSeq® RNA Sample Preparation v2
e cBot (lllumina, EUA). As 12 bibliotecas foram sequenciadas em um sequenciador
lllumina HiSeq 2500 System (llluminaTM) RNA STRANDED Médulo RAPID — Paired-
End 2x150pb, com cobertura de cerca de 50M reads por amostra, sendo cada

repeticdo sequenciada em lanes diferentes.

4.2.2. Processamento de Reads e Expressao Génica Diferencial

A analise de qualidade das leituras foi realizada utilizando o software FastQC
Ver. 0.11.4 (Andrews 2010), em seguida, o software Trimmomatic Ver. 0,39 (Bolger
et al. 2014) foi usado para remover bases de baixa qualidade e adaptadores em
cada biblioteca. Os parametros para esta etapa foram: PE, indicando que as
sequéncias estdo no formato paired-end; ILLUMINA-CLIP para remover possiveis
sequéncias de adaptadores; SLIDINGWINDOW 4:15 para remover as bases com
gualidade abaixo de 15 em uma janela de 4 bases; LEADING 3 e TRAILING 3 para

cortar bases com baixa qualidade em ambos os lados das leituras; e o MINLEN 60
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para manter leituras com pelo menos 60 bases, descartando quaisquer reads

menores apos a limpeza.

As leituras foram mapeadas utilizando-se o genoma de referéncia do milho cv.
B73, versdo 4 do banco de dados Ensembl versdo 36, pelo software STAR verséao
2.7.3 (Dobin et al. 2013) e contagem de leituras mapeadas pelo software HTSeq
versdo 0.11.1 (Anders et al. 2015). A analise de expressdo génica diferencial foi
realizada utilizando o software R Ver. 3.5.3 com o pacote edgeR Ver. 3.9 (Robinson
et al. 2010) do repositério Bioconductor
(http://bioconductor.org/packages/3.9/bioc/html/edgeR.html). O pacote edgeR foi
usado para a normalizacdo das leituras mapeadas por gene pelo total de leituras
mapeadas na biblioteca de sequenciamento, assumindo-se distribuicdo binomial

negativa (BN), modelo proposto por Robinson et al. (2010), descrito como:

Ygi ~ BN (Mjpg;, Dg4)
Em que,

- Y;; sdo dados relativos a contagem das reads mapeadas em um gene g na

biblioteca i;
- M; é o tamanho da biblioteca, equivalente ao numero total das reads alinhadas;

- Pgj é a abundancia relativa do gene g, do grupo experimental j, pertencente a

biblioteca i;
- @, € o coeficiente de variacado bioldgica do gene g

Adicionalmente, outras etapas foram executadas onde o software estimou as
dispersbes gene a gene pelo método de Dispersao por Maxima Verossimilhanca
Condicional (Smyth & Verbyla, 1996). Em seguida um modelo empirico de Bayes foi
aplicado para reduzir as dispersdes comum a todos genes, sendo calculadas as
dispersdes especificas para cada gene (Robinson & Smyth 2007). Finalmente, a
expressao diferencial foi avaliada para cada gene usando um teste exato, analogo
ao teste exato de Fisher (teste F), com adaptacOes para dados superdispersos
(Robinson & Smyth 2008). A partir do contraste entre os tratamentos B- e B+ e para
raiz e parte aérea os genes foram considerados diferencialmente expressos pelo p-
valor corrigido com o método da Taxa de Falsa Descoberta (False Discovery Rate -

FDR) < 0,05% (Benjamini & Hochberg 1995), sendo encontrados os valores log
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FoldChange (logFC), por meio da razdo de B+ / B- e transformados para escala
logaritmica de base 2 (log2FC), para representacdo dos genes superexpressos e

reprimidos.

4.2.3. Anotagado Funcional de Genes Diferencialmente Expressos

Para uma visdo geral da alteracdo transcricional, o conjunto de genes
diferencialmente expressos foram submetidos ao mapeamento de vias metabdlicas
usando o software MapMan Ver. 3.6 (Thimm et al. 2004) a base de dados KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes e Genomes). Os termos Gene Ontology (GO) foram
recuperados da anotacdo gerada por Wimalanathan et al. (2018), que apresenta
cobertura de 100% de anotacdo dos genes de Zea mays. Os termos GO foram
submetidos a analise de enriquecimento para a identificacdo de fatores sobre-
representados. Foi aplicado um teste exato de Fisher sobre uma tabela de
contingéncia (Tabela 2) e assumindo-se a distribuicdo hipergeométrica dos dados.

Tabela 2 - Representacdo de uma tabela de contingéncia de expresséo diferencial (DEG) e
fator de anotac&o para aplicacédo do teste exato de Fisher.

DEG Ndo DEG Total da linha
Fator anotacédo X a b a+b
Fator de anotacao: outro c d c+d
Total da coluna a+c b+d a+b+c+d=n

O teste exato de Fisher, é descrito como:

(@+b) (c+d)! (a+c) (b+d)
p= alblcldin!

O teste exato de Fisher para os termos GO foi implementado em um script
customizado usando software R Ver. 3.5.3, a sobre-representacdo de fator de
anotacdo foi identificada pelo valor p ajustado, usando método FDR < 0,01. A
representacao gréfica dos resultados da andlise de enriquecimento dos termos GO
foi gerada com o pacote o ggplot2 (Wickham 2016).
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4.2.4. Validacao dos Resultados da Analise de RNA-Seq Por gPCR

O RNA total foi isolado e tratado conforme relatado no item 4.2.1. A sintese
de cDNA foi feita com 1 pug de RNA total, oligonucleotidos randémicos e
transcriptase reversa com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A analise de
gPCR foi realizada no equipamento ABI 7500 FAST usando o gene da f-actina
como controle endégeno e os genes especificos descritos na Tabela 3. A reacéo
para o ensaio com SYBR Green foi composta por 125 ng de cDNA, reagente Fast
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, EUA) 1X, 1uyM de cada
oligonucletideo e agua ultra pura para volume final de reacdo de 10 uL. As
condicbes do termociclador foram: 95 °C por 20 segundos uma vez, seguida por 40
ciclos de 95 °C por 3 segundos e 60 °C por 30 segundos. Todas as reacdes foram
feitas com triplicata bioldgica e triplicata técnica para os genes alvo e endbégeno. A
expressdo relativa foi calculada pela diferenca dos ciclos (Ct) usando o método 224t
(Livak & Schmittgen 2001). Os valores meédios da expressdo relativa foram
convertidos em fold change através da raz@o entre tratamento (B+) e controle (B-)
para raiz e parte aérea, em seguida os valores de fold change foram transformados
para escala logaritmica de base 2 (log2FC). Para a correlacdo entre os resultados
de RNA-Seq e a expressao relativa do qPCR foram utilizados os valores de log2FC
de ambas analises, aplicando o coeficiente de correlacdo linear de Pearson

(Pearson 1909), descrito, como:

X G- x%) . (y — %)
 (n—1).5..5,

Em que,

- x° é a média do conjunto de dados da primeira variavel;

- S, € o0 desvio padrao do conjunto de dados da primeira variavel;
- y% é a média do conjunto de dados da segunda variavel;

- 5, € o desvio padrao do conjunto de dados da segunda variavel.

A significancia do coeficiente de correlacdo foi testada, via determinacdo do

valor p, sendo testadas as hipoteses nulas e alternativa. Esses testes foram
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executados usando o software RStudio Ver. 1.1.453 com o pacote ggpubr Ver. 0.2.4
(Kassambara 2017) do repositério CRAN (https://cran.r-
project.org/web/packages/ggpubr/index.html).

Além desses, foi calculado o coeficiente de determinacédo R2, com o programa

Microsoft® Excel® Versdo 1902 (Office 365 ProPlus), através do modelo matematico:

2 _ Z 6’ B }—,)2 — SQres
X -9 SQuot

Em que,
-y € oy estimado e y € a média de y;
- 5Q,.s € 0 somatorio dos quadrados dos residuos;

- SQ;:0: € 0 somatorio dos quadrados totais.

Os valores de expresséao de quatorze genes sendo seis desses expressos em
ambos tecidos, totalizando dez transcritos para raiz e dez para a parte aérea, foram

correlacionados para validacdo do RNA-Seq por gPCR (Tabela 2).

Adicionalmente, vinte e oito genes de milho relatados na literatura por
estarem envolvidos em diferentes processos relacionados aos mecanismos de agéo
de diferentes bioestimulantes foram selecionados para analise de expressao génica
por qPCR (Tabela 3). Os oligonucleotideos foram retirados da literatura ou
desenhados com o software Primer3Plus, (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi (Tabela 3).



Tabela 3 - Sequéncia dos oligonucleotideos para analise de gPCR.

GENE ACESSO OLIGONUCLEOTIDEO (5' - 3) REFERENCIA
PINla DQ836239 ggggigggéii_?géég’;@i;@%i? ((;C\éG Forestan et al. 2010
PIN1b DQ836240 S(T:g:/fg (C;: ((:3,2}3 CG Ail%izi(é%iéTgT%i% c Forestan et al. 2010
PIN1c EU570251 ;$é_|c_: ((::_S g (;T g‘lf“ g:_? :ACCﬁTCi%ﬁ;%%AGG Forestan et al. 2010
NRT2.1 AY129953 é;nggTGG%iig%'g;r%iisz Ter Sorgona et al. 2011
WHAL  Uogomd SAECTIECEICTCEBEATE Sorgona et a. 2011
MHAZ2 GRMzZM2G019404 gﬁiﬁgcégzziigﬁgiég G Pii et al. 2016
MHA3 AJ441084.1 _Craéf_l(_) g;gg‘TrggicTBiECC:;TGAAi% Sorgona et al. 2011
WHAG  AJS305341 CAGAACAAGACCGCCTTCAC Sorgona et al. 2011
LAX1 GRMzZM2G129413 gzggggiggigﬁlgizg':i% Zhang et al. 2014
LAX2 GRMZM2G149481 gﬁlg@ii?;igfgé;g%ﬁi\% Zhang et al. 2014
A3 GRMzmostoress  ICACCGTCTACATCATOCCG Vue etal. 2015
ARFS  GRWZMaGosasso  CCCAGAATGGCGTGCATGTC Zhang et a. 2014
ARF37 GRMzZM2G086949 ig;g?gﬁég:ég@igﬁig;g Zhang et al. 2014

[continua]
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[continuacao]

NAC1
HSCF1
BBM1
PLT1
PIN2
PINO
FMO
P450
PEP10
POXI
AASR1
PPR

cAMP

[continua]

GRMZM2G081930
GRMZM2G139082
GRMZM2G366434
GRMZM2G141638
JQ421085.1
GRMZM5G859099
Zm00001d004387
Zm00001d007924
Zm00001d029776
Zm00001d018619
Zm00001d023529
Zm00001d015377

Zm00001d038618

CGACCATGTGGCAGTACAGCTC
CAGTTGGTGCCTTGCCTCCTCA
TCTGGATCTGCTGGCTACGAGG
GTCAGCGCATGCACCTACTCCA
CTAACAACTGGAGCTCTCCT
AACCAGAACCTGAGCACGTC
GAGCAACCACTACATCGGCA
TGCAGACATCCTTCCGCCAC
TATTATCCGACGCAGGGCTA
TTACCGCAGGAGATGAGCTT
ATTCTCGATGCCGAAGATTG
GCTATGAACGTCCCTGAAGC
GGCCCATGTACCAGTACTCC
GTAGGCGTCCAGGTAGGACA
GACCTGCTGGACATCCTCAT
CCTTGATGTTCTCCCTGGTC
AGTACACCGCGCTCTACAGG
GCGACACCGAGTAGTTGAAA
GACGTGGTGCTCAAGGAGAT
AAGCAGTCGACGGAGAAGAG
GTCCCTCCCCGTGTGCTA
TGCATCACACGAGCGCATA
AGCCCAACATCTGCACCTAC
CTCCTCGAACACCTCCTCTG
CAAGTACGTCACGCAGCACT
CAGCCGGGCGAGTAGTAG

Zhang et al. 2014
Zhang et al. 2014
Zhang et al. 2014

Zhang et al. 2014

Forestan et al. 2012

Forestan et al. 2012
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[continuacao]

PCY
YSL2

MYB48

UMC2403
THI1
HSP20
PPL

HGT
ALAMY
EXO
PLAT
TPR
MNMG

SAUR54

[continua]

Zm00001d018744

Zm00001d025977

Zm00001d024547

Zm00001d002159

Zm00001d011183

Zm00001d021634

Zm00001d050635

Zm00001d048711

Zm00001d020350

Zm00001d044864

Zm00001d008730

Zm00001d050299

Zm00001d030034

Zm00001d016582

CCAAGGTGACGATGCTGTC
CAGGAGCAAGCAGGAGTGA
AGATCACGTCGCAAGAACCT
GTCCCTGTTGAACACCTCGT
GGAGGTGAATTCCTCTGGTG
AAGGAACCGTTTGTGCTCAG
GTGGATGGTGGCCATGAG
GTAGTTCCAGCGGCAGAGG
CTACGACCTGACGTCCTTCC
ATGTAGCGACGGGTCATCTC
CTTACCCAATGGAGGAGCAG
GGGATGAGAGGAGGGAGAAG
CATCTACGGCGAGAAGTTCC
GAATTGAGAGCCGTTGGTGT
GACAAGTCCAACCCCAGCTA
TCGAAGGAGTTGACGAGGAT
ACAAGGTCATGCAGGGCTAC
AAACCCCCAGTCGAAGAAGT
GGAAGCTCATGTTCCTCGTC
CGTACCAGAGGATGGAGACC
AGTGGGTCAGGGTGTACGAG
GGTCGCCGTAGTAGAAGGTG
AGCATCAAGCCGATCTCTGT
GTCTGTGTTGCAGGGACAAC
ACCCTCAAGCTCTCCCTCTC
CCGGTAGTACCAGGAGCAAG
AGGTCATGTGGGAGATGGAG
GCACGTGGTGGTAGCCTCTA
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[concluséao]

H3C2
CSU337
GHP

B-actina

Zm00001d025406
Zm00001d005146
Zm00001d002410

XM_008656735.2

TCCGCAAGTACCAGAAGAGC
AGGTCCGTCTTGAAGTCCTG
CACCAGCAGCAAGTCGTC
CACCACCAGGACGGACAC
GCTCCAAGGACACGTACCTC
CCCCTCCGAGATGAAGTAGA
TCCTGACACTGAAGTACCCGATTG
CGTTGTAGAAGGTGTGATGCCAGTT

33



34
4.3. FENOTIPAGEM

4.3.1. Caracterizacdo da Morfologia Radicular

Quatro plantulas de milho crescidas sob as condi¢cbes descritas no item 4.1
foram separadas em raiz e parte aérea, sendo o sistema radicular fotografado com
uma camera digital (Nikon D300S SLR). As imagens capturadas foram convertidas
para escala de cinza de oito bits usando um plug-in customizado ImageJ
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) e processadas usando o software RootReader2D (http:
/lwww.plant mineralnutrition.net/). As imagens foram importadas para o software
WIinRHIZO (Régent Systems, Canada) para analise de diversos parametros
radiculares, como comprimento total de raiz (CRT) (cm), area de superficie total
(AST) (cm?), diametro radicular médio (DM) (mm), area de superficie de raizes
superfinas (diametro entre 0,0 e 1,0 mm) (AS1), raizes finas (diametro entre 1,0 e
2,0 mm) (AS2) e raizes grossas (diametro maior do que 2,0 mm) (AS3) (cm?) (de
Sousa et al. 2012).

4.3.2. Determinacéo de Peso Seco e Macro e Micronutrientes

Apdés a obtencdo das imagens radiculares, as raizes e parte aérea foram
colocadas separadamente em sacos de papel e secos em estufa de circulagao
forcada a 65 °C por 72 horas em seguida pesados em balanca de precisdo. O peso
seco total (PST) foi calculado pela somatéria do peso seco da parte aérea (PSPA) e
0 peso seco de raiz (PSR).

As analises de macro e micronutrientes foram realizadas no Laboratoério de
Andlise Quimica de Plantas da Embrapa Milho e Sorgo. As amostras foram moidas
separadamente em um moinho Wiley Mill por 3 minutos. A determinacdo de macro e
micronutrientes foi feita por digestdo nitro-perclérica e andlise por espectrometria de
emissdo Optica por plasma acoplado ICP-OES (VARIAN, 720-ES, Australia). Para
determinacao do nitrogénio (N), foi usado um analisador elementar (LECO, FP-528,

USA), por combustdo, conforme o método Dumas (Dumas 1831). O conteudo de
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cada elemento foi calculado multiplicando-se a concentracdo do nutriente pelo peso

SECO.

4.3.3. Analise de Dados

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés
repeticbes com quatro plantas cada. Os resultados de caracterizacéo radicular, peso
seco e macro e micronutrientes obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo o programa computacional SISVAR versao 5.4 (Ferreira 2011) e as

médias comparadas pelo teste LSD (p<0,05).

4.4. ATIVIDADE ENZIMATICA DA H*-ATPase

4.4.1. Isolamento de Membranas

Vesiculas de membrana plasmatica foram isoladas do sistema radicular de
plantulas milho crescidas conforme descrito no item. 4.1. Para o isolamento das
vesiculas, seguiu-se o protocolo descrito por Zandonadi et al. (2007), sendo que
todos os procedimentos foram realizados a 4 °C. Trés réplicas bioldégicas compondo
10 g de raiz (peso fresco), foram homogeneizadas usando um almofariz e pistilo em
20 mL de tampéo gelado contendo sacarose 250 mM, glicerol 10% (m/v), PVP-40
0,5% (m/v), EDTA 2 mM, BSA 0,2% (m/v), KCI 150 mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM,
Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8. O homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de
gazes e centrifugado a 1.500 x g por 10 min. O sobrenadante foi centrifugado a
8.000 x g por 10 min e posteriormente a 100.000 x g por 40 min. O sedimento foi
ressuspendido em 1 mL da solugéo tampéo a 4 °C contendo glicerol 10% (v/v), DTT
1 mM, EDTA 1 mM e Tris-HCI pH 10 mM pH 7,5. As vesiculas foram utilizadas
imediatamente ou congeladas sob Nz liquido e armazenadas a -80 °C. As

concentracdes de proteina foram determinadas pelo método Bradford (1976).
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4.4.2. Determinacao da Atividade H*-ATPase

A atividade ATPésica foi determinada pela medida da liberacdo de Pi segundo
0 método colorimétrico classico descrito por Fiske & Subbarrow (1925). A reacéo foi
iniciada com a adicdo de ATP e interrompida através da adicdo de &cido
tricloroacético (TCA) gelado para uma concentracéo final de 10% (v/v). A revelacao
do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adicdo de 0,5 mL da mistura contendo
Molibidato de Amonio 2% em H>SO4 2% + Acido Ascoérbico 1% (100:1) e apés 20
minutos foi feita a leitura em um espectrofotébmetro (Shimadzu UV-2000, Japao) no
comprimento de onda de 750 nm. Nesta reacéo o fosfato foi incorporado dentro de
um complexo fosforo-molibdénio e reduzido com acido ascérbico para formar a cor
azul. O meio de reacdo foi composto por 10 mM de Mops [acido 3-(N-morfino)
propano sulfénico] -Tris pH 6,5, 3 mM de MgClz, 100 mM de KCl e 1 mM de ATP e
50 pg de proteina. Foi utilizado 0,2 mM de ortovanadato de sodio (NasVOa), de um
inibidor da ATPase do tipo P (De Michelis & Spanswick 1986). Em todos os
experimentos, a atividade hidrolitica da H*-ATPase foi medida a 30 °C, com ou sem
vanadato, e a diferenca entre essas duas atividades foi atribuida a ATPase do tipo
P.

4.5. DETERMINACAO DO pH RIZOSFERICO

As sementes da cultivar de milho L521274/CMSMO033 foram esterilizadas com
NaClO a 0,5% (v/v) por 10 min, lavadas e imersas em agua deionizada por 4 horas.
Ap6s a germinacdo por trés dias em rolos de papel, plantulas uniformes foram
imersas em solucdo do BLACKGOLD (10 mg L* de &cido himico) em solucédo de
AlIA a 1 uM (controle positivo) e em &gua ultrapura (controle negativo) por 60 min.
Apés esse periodo, as plantulas, foram colocadas em placa de Petri cobertas por
uma camada de 5 mm de meio nutritivo, contendo MS 4,41 g L, agar 1% (m/v) e
indicador purpura de bromocresol 0,04 g L!, com o pH ajustado para 6,8. A
alteracdo da cor purpura para amarela corresponde a regido acidificada pelas raizes.
As imagens foram capturadas apds 6 horas de incubacdo. Um experimento controle
foi realizado com vanadato (NasVOa, 500 pM), um inibidor da ATPase do tipo P. As
alteracdes de pH da rizosfera foram determinadas com eletrodo com elevada
sensibilidade (Zandonadi et al. 2010)
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4.5. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA)
DO BIOESTIMULANTE COMERCIAL BLACKGOLD®

Uma aliquota do bioestimulante comercial BLACKGOLD® foi diluida 1000
vezes com agua ultrapura e tratada com trimetilsilil-diazometano (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). As amostras foram analisadas em duplicata, incubadas a 4 °C por
3 h e lavadas duas vezes com agua. A concentracao de AlA foi determinada com kit
Phytodetek-IAA, Agdia, EUA, de acordo com as recomendagfes do fabricante. O
anticorpo monoclonal anti-AlA contido no kit possui alta especificidade para o AIA
metilado. A producdo e a caracterizacdo do anti-AlA monoclonal de alta afinidade

foram descritas por Mertens et al. (1985).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE DO TRANSCRIPTOMICA DE PLANTULAS DE MILHO SUBMETIDAS
AO TRATAMENTO COM BIOESTIMULANTE A BASE DE SH

As amostras de RNA apresentaram alta qualidade, sendo o RNA Integrity
Number (RIN) superior a oito (Tabela 4). A partir do RNA foram elaboradas doze
bibliotecas de RNAseq, correspondentes as amostras de raiz e parte aérea (B- e B+)
de plantulas de milho em triplicata biolégica, que foram sequenciadas na plataforma
lllumina e geraram um total de 264,3 milhdes de reads, com uma média de 22
milhndes de reads por biblioteca (Tabela 5), sendo essa distribuicdo homogénea.
Entre 91 a 94% das reads foram mapeadas em posicdo Unica no genoma de
referéncia do milho cv. B73, verséo 4.

Tabela 4 - Qualidade do RNA avaliada por Bioanalyzer, expresso em RNA Integrity Number
(RIN), das amostras de raiz e parte aérea tratadas com bioestimulante (B+) e controle
negativo (B-).

Samples B-repl B-rep2 B-rep3 B+repl B+rep2 B+rep3
RIN

Root 8.60 8.70 8.90 8.60 9.60 8.10

Shoot 8.70 8.30 8.70 9.10 9.00 8.90

Tabela 5 - Total de reads obtidos para cada biblioteca de raiz e parte aérea de plantulas de
milho submetidas aos tratamentos com bioestimulante (B+) e controle negativo (B-).

Samples Condition Input Uniquely mapped reads Multiple mapped reads

Root B- repl 28174387 25653528 (91.05%) 2163285 (7.68%)
B- rep2 18234340 16718751 (91.69%) 1392921 (7.64%)
B- rep3 27316111 24976823 (91.44%) 2122926 (7.77%)
B+ repl 20028192 18421777 (91.98%) 1491934 (7.45%)
B+ rep2 20376573 18755829 (92.05%) 1441200 (7.07%)
B+ rep2 25326062 23415689 (92.46%) 1742855 (6.88%)

Shoot B- repl 19944269 18748797 (94.01%) 1075839 (5.39%)
B- rep2 20432346 19192425 (93.93%) 1094566 (5.36%)
B- rep3 22216849 20876276 (93.97%) 1199800 (5.40%)
B+ repl 17620774 16457307 (93.40%) 995337 (5.65%)
B+ rep2 24946987 23364121 (93.66%) 1386928 (5.56%)
B+ rep2 19671662 18519222 (94.14%) 1056467 (5.37%)
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Para validacdo dos dados de RNA-Seq, quatorze DEGs modulados pelo
bioestimulante foram selecionados e analisados por gqPCR. Foi obtida uma
correlagao significativa (p<0,001) entre os dados de RNA-Seq e gPCR tanto na raiz
(r=0,91), quanto na parte aérea (r = 0,92), indicando a confiabilidade das analises
(Figura 2).
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Figura 2 - Correlacdo de Pearson entre as analises de RNA-Seq e qPCR dos genes
modulados no sistema radicular (A) e parte aérea (B) em plantulas de milho tratadas com
bioestimulante & base de substancias humicas e controle.
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A andlise do transcriptoma de milho mostrou alteragées significativas apds o
tratamento com bioestimulante a base de SH. Foram identificados um total de 1.179
DEGs em raiz e parte aérea (PA) a partir das comparacdes entre as plantas tratadas
e o controle (Raiz B- vs Raiz B+; PA B- vs PA B+), utilizando-se o parametro False
Discovery Rate (FDR) a 5%. A raiz apresentou 370 DEGs, sendo 341
superexpressos e 29 reprimidos. JA a parte aérea teve 809 DEGs, desses 660
superexpressos e 149 reprimidos (Figura 3). Uma comparacao entre os DEGs de
raiz e PA revelou que 64 genes diferencialmente expressos (5,4%) sao
compartilhados entre os tecidos, sendo 57 superexpressos e 7 reprimidos. De modo
geral, o tratamento com o bioestimulante levou a uma maior superexpressao dos

genes (80,1%) nas condicOes avaliadas.

Root Shoot
(370 DEGs) (809 DEGs)
284 up 57 up 603 up
22 down 7 down 142 down

Figura 3 - Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo de genes especificos e comuns a
raiz e parte aérea de plantas de milho submetidas ao tratamento com bioestimulante a base
de SH.

Para investigar a fungéo biologica dos DEGs em resposta ao bioestimulante,
foi realizada a anotacao funcional dos genes com enriqguecimento dos termos GO,
gue foram divididos nas categorias processos biologicos (A), funcdo molecular (B) e

componente celular (C) (Figura 4).



41

Na categoria processos biolégicos os 29 DEGs reprimidos identificados na
raiz (Figura 3) ndo agruparam dentro dos termos GO quando submetidos a anélise
de enriquecimento (Figura 4A), enquanto os transcritos superexpressos foram
agrupados em cellular amino acid metabolic process (GO:0006520), cellular ketone
metabolic process (G0:0042180), chitin catabolic process (G0:0006032),
intracellular copper ion transport (GO:0015680), iron ion transport (GO:0006826) e
nicotianamine biosynthetic process (G0:0030418). Os genes reprimidos
identificados na parte aérea foram agrupados em heat acclimation (G0:0010286),
response to salt stress (GO:0009651), protein folding (GO:0006457), response to
high light intensity (GO:0009644), enquanto 0S superexpressos agruparam em
chlorophyll  catabolic process (G0O:0015996), photosystem Il assembly
(G0O:0010207), protein targeting to membrane (GO:0006612), starch biosynthetic
process (G0:0019252), response to cold (GO:0009409), response to karrikin
(G0:0080167), response to hormone (G0O:0009725), indoleacetic acid biosynthetic
process (GO:0009684), jasmonic acid biosynthetic process (GO:0009695), jasmonic
acid mediated signaling pathway (GO:0009867), response to abscisic acid
(GO:0009737), response to ethylene (GO:0009723) (Figura 4A). DEGs
superexpressos tanto em raiz quanto na parte aérea foram agrupados em oxidation-
reduction process (63 e 106 DEGs na raiz e parte aérea, respectivamente), multi-
organism process, (43 e 77), response to wounding (22 e 38), defense response to
fungus (16 e 28), response to oxidative stress (14 e 22), hydrogen peroxide catabolic
process (14 e 20), cellular response to hydrogen peroxide (9 e 13), response to
nitrate (13 e 14) e nitrate transport (11 e 15) (Figura 4A).

N&o houve agrupamento para os DEGs reprimidos de raiz na categoria
funcdo molecular (Figura 4B). Entretanto, 0S genes superexpressos foram
agrupados em alpha-amylase activity (G0O:0004556), chitinase activity
(G0:0004568), chitin binding (G0:0008061), iron ion transmembrane transporter
activity (G0O:0005381), nicotianamine synthase activity (G0O:0030410) e
oxidoreductase activity (G0O:0016705). Os genes reprimidos na parte aérea
formaram apenas dois grupos, o inositol-3-phosphate synthase activity
(GO:0004512) e unfolded protein binding (G0O:0051082), enquanto 0S genes
superexpressos para funcdo molecular, forma agrupados principalmente em
glutathione  binding  (G0:0043295), linoleate  13S-lipoxygenase  activity
(GO:0016165), nitrite transmembrane transporter activity (G0O:0015113) e
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protochlorophyllide reductase activity (GO:0016630). Considerando os dois tecidos
analisado, houve agrupamento relativo a fungdo molecular nos termos heme binding
(32 e 43, DEGs em raiz e parte aérea, respectivamente), electron transfer activity (20
e 30,) iron ion binding (21 e 31), monooxygenase activity (12 e 13) e peroxidase
activity (13 e 19) (Figura 4B).

A andlise de anotacdo funcional de termos GO enriquecidos para
componentes celular ndo revelou nenhum agrupamento para os DEGs reprimidos na
raiz, no entanto, para os DEGs superexpressos, a analise agrupou em plasma
membrane (G0O:0005886), extracellular space (GO:0005615) e plasmodesma
(GO:0009506). Ja para os genes reprimidos na parte aérea houve agrupamento em
cytosol (GO:0005829) e o Golgi apparatus (GO:0005794), enquanto para 0S
superexepressos, os DEGs foram agrupados em cell wall (GO:0005618), chloroplast
thylakoid membrane (G0O:0009535), chloroplast envelope (G0O:0009941) e
chloroplast stroma (G0O:0009570) (Figura 4C).

A analise também identificou termos GO enriquecidos para DEGs
superexpressos em ambos tecidos, sendo eles extracellular region (34 e 65 DEGs
em raiz e parte aérea, respectivamente), plant-type cell wall (30 e 28), apoplasto (23
e 35) e vacuole (26 e 39) (Figura 4C).
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Figura 4 - Atribuicdo dos genes de raiz e parte aérea de milho submetido ao tratamento com
bioestimulante diferencialmente expressos a termos ontolégicos (GO terms) enriquecidos
nas categorias Processos Biolégicos (A), Funcdo Molecular (B) e Componente Celular (C).

Nas vias metabdlicas afetadas pelo tratamento com o bioestimulante & base
de SH, foram observados 65 pontos de um total de 425 DEGs mapeados na raiz
(15,3%). Ja na parte aérea foram obserados 125 pontos de um total de 895 DEGs
mapeados (13,9%). Tanto em raiz quanto em parte aérea destacaram-se as vias
relacionadas a cell wall, lipids, secondary metabolism e nitrate assimilation (NO3").
Na avaliagdo individual, as vias light reactions, photorespiration e tetrapyrrole,

destacaram-se na parte aérea (Figura 5).
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Figura 5 - Perfil de expressado dos genes diferencialmente expresso em raiz e parte aérea
de plantas de milho submetidas a tratamento com bioestimulante a base de SH
representada na plataforma Mapman. Todos resultados foram apresentados numa escala
log2 correspondendo o FDR 0,05% de significAncia. As cores vermelhas e azuis
representam oS genes superexpressos em raiz e parte aérea, respectivamente. As cores
verdes e amarelas representam 0s genes reprimidos em raiz e parte aérea,
respectivamente.

A anotacdo dos DEGs no Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) mostrou que as vias metabdlicas relacionadas aos DEGs superexpressos
tanto na raiz quanto na parte aérea estdo categorizadas como phenylpropanoid
biosynthesis: map00940 (13 e 14 DEGs de raiz e parte aérea, respectivamente),
amino sugar and nucleotide sugar metabolism: map00520 (6 e 4), starch and
sucrose metabolism: map00500 (3 e 7), mTOR signaling pathway: map04150 (5 e 8)
(Tabela S1) e thermogenesis: map04714 (4 e 7). Para os DEGs de parte aérea
superexpressos, duas vias foram destacadas, phenylalanine, tyrosine and

tryptophan biosynthesis: map00400 e a glutathione metabolism: map00480 (Figura
6).
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Estdo destacadas as vias biossintética de hormdnios vegetais, acido

jasmonico e &cido abscisico, moduladas pelo bioestimulante (Figura 7).
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Figura 6 - Anotagdo dos genes diferencialmente expressos em raiz e parte aérea de milho
submetidos ao tratamento com bioestimulante realizada no Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG).
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Os genes com maior diferencdo de expressao entre o tratamento e controle e
foram destacados na tabela 6. Entres esses, estdo 0s genes envolvidos na
degradacédo de amido (Zm00001d020350), um regulador de genes de crescimento
responsivo a brassinoesteréide (Zm00001d044864), um ligado ao desenvolvimento
embrionario (Zm00001d008730), um regulador de morte celular programada e
remodelamento de tecido em desenvolvimento (Zm00001d007464) em raiz
apresentaram maior expressao quando submetidos ao bioestimulante. Entre os
DEGs superexpressos na parte aérea e tratados com o bioestimulante, destacaram-
se, um membro de uma familia de proteina de resposta a infeccdo por fungo
(Zm00001d036366), um cofator (tiamina), responsavel por atividades enzimaticas
(Zm00001d011183), um membro de uma familia de proteina ligada a protecdo de
danos causado por calor (Zm00001d021634) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Genes diferencialmente expressos em plantulas de milho tratadas com o
bioestimulante a base de SH.

ROOT

Log2FC Gene ID

Function

2.8 Zm00001d020350 Alpha-amylase 1
2.5 Zm00001d044864 Protein EXORDIUM
2.5 Zm00001d008730 Seed gene 3
2.3 Zm00001d007464 KDEL-tailed cysteine endopeptidase CEP1
2.3 Zm00001d004387 Probable flavin-containing monooxygenase 1
2.3 Zm00001d049217 Senescence-specific cysteine protease SAG12
2.1 Zm00001d007924 Cytochrome P450 family 93 subfamily D polypeptide 1
2.1 Zm00001d032839 Uncharacterized protein
1.9 Zm00001d029776 Serine carboxypeptidase-like 34
1.9 Zm00001d020351 Alpha-amylase 1
1.8 Zm00001d049219 Senescence-specific cysteine protease SAG12
-2.1  Zm00001d021135 Phosphatidylethanolamine-binding protein24
-1.4  Zm00001d029596 Guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor
-1.4  Zm00001d009599 MYB-related transcription factor
-1.4  Zm00001d007637 ATP-dependent DNA helicase
-1.3  Zm00001d017134 ZCN16
-1.2  Zm00001d046453 DNA replication
-1.1  Zm00001d010634 Putative MYB DNA-binding domain superfamily protein
SHOOT
2.2 Zm00001d036366 Basic endochitinase B
2.1 Zm00001d011183 Thiamine biosynthesisl
1.9 Zm00001d021634 Hsp20/alpha crystallin family protein
1.8 Zm00001d044228 Thiamine biosynthesis2
1.6 Zm00001d048178 Polyol transporter protein 4
1.6 Zm00001d024522 Putative HLH DNA-binding domain superfamily protein
15 Zm00001d032850 Phosphate transporter protein2
15 Zm00001d053845 Uncharacterized protein
15 Zm00001d012292 Glucan endo-13-beta-glucosidase 14
Chloroplast post-illumination chlorophyll fluorescence increase
1.4 Zm00001d013781 protein
1.4 Zm00001d037779 Tonoplast intrinsic protein4
-2.3  Zm00001d002159 Wound induced protein
-1.5 Zm00001d041794 Uncharacterized protein
-1.2 Zm00001d021698 Receptor-like protein kinase RK20-1
-1.1  Zm00001d028180 Low phytic acidl
-0.9 Zm00001d038164 Methyl binding domain
-0.9 Zm00001d040362 Dof-type zinc finger DNA-binding family protein
-0.9 Zm00001d041684 Uncharacterized protein
-0.9 Zm00001d024547 Putative MYB DNA-binding domain superfamily protein
-0.9 Zm00001d004057 Cytochrome oxidase 2
-0.9 Zm00001d042880 Regulator of chromosome condensationl
-0.8  Zm00001d049543 Circadian clock associated1
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Além da anélise de RNAseq, foram avaliados genes candidatos, previamente
descritos por atuar em diferentes mecanismos do desenvolvimento de plantas de
milho (Forestan et al. 2010; Sorgona et al. 2011; Pii el al. 2016; Zhang et al. 2014;
Yue et al. 2015; Forestan et al. 2012), que formaram quatro grupos principais (Figura
8). Os genes, PIN9, P450, POXI, tiveram aumento significativo (p<0,05) da
expressao no sistema radicular, enquanto os genes NRT2.1 e PLT foram reprimidos
nesse tecido. Os genes cAMP, PPR, THI1, HSP20, FMO, GHP, AASR1, YLS2,
HGT, PPL e LAX3, aumentaram significativamente a expressdo na parte aérea das

plantas tratadas com o bioestimulante de SH.
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Figura 8 - Heatmap da expressdo de genes em plantulas de milho tratadas com
bioestimulante & base de SH. A direita ao centro encontra-se a escala de cores indicativa da
razao de expressao. Diferentes letras indicam diferenca significativa pelo teste t (p<0,05).
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5.2. CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE PLANTULAS DE MILHO TRATADAS
COM BIOESTIMULANTE A BASE DE SH

Plantulas de milho submetidas ao tratamento com o bioestimulante comercial
a base de SH (B+) mostraram maior sistema radicular do que o controle (B-) (Figura
9). A analise de variancia mostrou que o tratamento foi significativo para todas as
caracteristicas radiculares e de peso seco analisadas (Tabela 7). Os valores dos
coeficientes de variacdo (CV) foram de baixo a médio, inferior a 25%, indicando boa

precisdo experimental (Tabela 7).

Figura 9 - Plantulas de milho crescidas em solucéo nutritiva tratada (B+) e ndo tratada (B-)
com bioestimulante.

Todas as caracteristicas fenotipicas avaliadas tiveram aumento significativo
em resposta ao tratamento com bioestimulante (Figura 10). Nao houve diferenca no
conteudo de macro e micronutrientes na raiz e parte aérea das plantas submetidas
ao tratamento com bioestimulante, com excec¢édo do contetudo de Mn que foi superior

nas raizes tratadas com bioestimulantes (Tabela 8).
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Tabela 7 - Resumo das andlises de variancia para caracteristicas radiculares e peso seco de plantula de milho avaliado sob efeito do
bioestimulante. Comprimento radicular total (CTR) (cm), area de superficie radicular total (AST) (cm?), area de superficie de raizes superfinas com
diametro entre 0 e 1,0 mm (AS1) (cm?), area de superficie de raizes finas com diametro entre 1,0 e 2,0 cm? (AS2) (cm?), area de superficie de
grossas com diametro entre (AS3) (cm?), peso seco de raiz (PSR) (g), peso seco da parte aérea (PSPA) (g) e peso seco total (PST) (g).

Quadrado Médio

FV GL
CTR AST AS1 AS2 AS3 PSR PSPA PST
Tratamento 1 2487193,38** 450965,04** 37255,40** 106414,22** 8725,20** 0,0004** 0,0088** 0,0150**
erro 16 111267,70 14444,29 2248,78 5004,49 212,40 0,00001 0,0005 0,0007
Total 17
CV% 15,06 13,51 21,87 15,27 11,09 7,71 11,61 10,39
Média Geral 2214,35 889,80 216,86 463,27 131,38 0,057 0,20 0,263

** Significativo a 0,01 % de probabilidade pelo teste F.
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Figura 10 - Caracteristicas radiculares e massa seca de plantulas de milho apds sete dias de tratamento com bioestimulante (B+) e controle
negativo (B-). (A) Comprimento radicular total (cm), (B) area de superficie total (cm?), (C) area de superficie de raizes superfinas (cm?), (D) area
de superficie de raizes finas (cm?), (E) area de superficie de raizes grossas (cm?), (F) peso seco da raiz (g), (G) peso seco da parte aérea (g), (H)
peso seco total (g). As barras com letras diferentes diferem  estatisticamente pelo teste (LSD) (p<0,05).
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Tabela 8 - Conteddo de macro e micronutrientes de raiz e parte aérea (PA) de plantulas de milho apds sete dias de tratamento com

bioestimulante (B+) e controle negativo (B-).

Tratamento N P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
g.kg 1 mg.kg 1
Raiz B- 3,52a 4,31a 31,03a 4,44a 1,81a 4,52a 3,13a  654,95a 406,32b 82,99a
Raiz B+ 3,50a 4,57a 28,22a 3,49a 1,88a 4,30a 298a 671,42a 467,86a 76,98a
Fc 0,07ns 5,87ns 1,17ns 4,49ns 1,97ns 0,80ns 0,24ns 0,36ns 10,19* 2,25ns
CV 3,02 2,92 10,73 13,93 3,45 7,03 12,34 5,05 5,4 6,13
PA B- 4,56a 10,02a  46,44a 4,77a 2,11a 2,98a 2,43a 91,73a 85,60a 50,42a
PA B+ 4,54a 10,44a  45,19a 4,66a 2,19a 3,06a 1,68a 81,26a 96,83a 45,32a
Fc 0,06ns 0,46ns 0,19ns  0,08ns 1,25ns  0,39ns 7,42ns 1,24ns  6,26ns  2,65ns
CV 2,44 7,46 7,57 10,06 4,4 5,19 16,41 13,31 6,03 8,00

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem significativamente pelo teste LSD (*significativo ao nivel de 5%, ns = ndo

significativo).
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5.3. AUMENTO DA EXTRUSAO DE PROTONS H* EM RAIZES DE PLANTULAS DE
MILHO TRATADAS COM BIOESTIMULANTE A BASE DE SH

As plantulas de milho tratadas com o bioestimulante aumentaram 2,6 vezes a

atividade hidrolitica da enzima H*-ATPase (Figura 11).

As plantulas tratadas com o bioestimulantes foram capazes de acidificar maior
area na placa contendo o indicador acido-base purpura de bromocresol, provocando
alteracdo da cor purpura para amarela (Figura 12A). As raizes primarias tratadas
foram capazes de acidificar significativamente a rizosfera quando comparada com as
plantas que ndo receberam a suplementacdo com o bioestimulante (Figura 12B). O
imunoensaio mostrou que o produto comercial a base de SH BLACKGOLD® tem

uma concentragdo de 9570 pmoles/mL de acido indol-3-acético (AlA).
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Figura 11 - Efeito sobre atividade da enzima H*-ATPase de membrana plasmatica e
tonoplasto isolada de raizes de milho com sete dias apds tratamento com bioestimulante
(B+) e controle negativo (B-). Barra de erro com asteriscos indica diferenca significativa pelo
teste t (p>0,01).
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Figura 12 - (A) Acidificacéo rizosférica das plantulas de milho tratadas com bioestimulante
(B+) e controle (B-). (B) Medidas de pH obtidas a partir de 12, 24 e 36 mm de distancia da
raiz primaria e convertidos em concentracdo de H*. Os asteriscos (*) indicam diferenca
significativa pelo teste t (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Os bioestimulantes promovem o crescimento de plantas e podem induzir a
tolerancia a estresses bioticos e abidticos, contribuindo para uma agricultura
sustentavel de alto rendimento com menos insumos agricolas (Van Oosten et al.
2017; Yakhin et al. 2017). Apesar dos bioestimulantes estarem sendo cada vez mais
empregados na agricultura moderna, pouco se conhece sobre seus mecanismos de
acao (Wilson et al. 2015; Trevisan et al. 2017).

A técnica de RNA-Seq tem sido utilizada para compreender fenétipos em
diferentes condi¢cbes e respostas ambientais das plantas, permitindo a identificacédo
de genes e vias que induzem a tolerancias a estresses bidticos e abidticos,
sinalizagcdes hormonais, dentre outros processos que alteram a fisiologia e
morfologia e da planta (Lowe et al. 2017). A andlise dos transcritos de plantulas de
milho tratadas com bioestimulante a base de &cido humico permitiu a identificacdo
de 91 a 93% de reads unicamente mapeadas (uniquely mapped reads) no genoma
de referéncia do milho B73 (Tabela 5), indicando que as bibliotecas possuiam alta
gualidade. Taxas inferiores de reads unicamente mapeadas tém sido utilizadas
(Zheng et al. 2019), apesar de valores acima 90% estarem associados com
bibliotecas com elevada qualidade (Dobin; Gingeras 2016). Valores muito reduzidos
podem estar relacionados a ma qualidade de sequenciamento, contaminacao
exdégena de RNA ou DNA e problemas na preparacdo das bibliotecas ou no
processamento de dados (Dobin & Gingeras 2016).

A utilizacdo dos softwares STAR (Dobin et al. 2013) e edgeR resultaram na
identificacdo de 1.179 genes diferencialmente expressos (DEGS) na parte aérea e
na raiz das plantas de milho tratadas com o bioestimulante quando comparadas com
as plantas controle. Cada software utiliza algoritmos especificos, sendo que a
escolha depende da estratégia adotada em cada trabalho. O software STAR utiliza
um algoritmo que o torna um dos alinhadores mais rapidos entre os demais
softwares livres e possibilita a identificacdo de juncdo éxon-intron em até 90%.
Resultados de estudos comparativos com outros alinhadores sugerem que o
algoritmo STAR ¢é altamente conservador e, portanto, possui menor taxa de falsos
positivos em estudos transcriptomicos (Wang et al. 2014). A correlagéo significativa
entre os dados de expressado de RNA-Seq e PCR em tempo real, tanto para raiz (r =

0,91), quanto para parte aérea (r = 0,92), confirmaram a qualidade do experimento.



59

Na analise do transcriptoma, a maioria dos genes (66,8%) foram modulados
pelo bioestimulante exclusivamente na parte aérea, enquanto 27,4% foram
diferencialmente expressos apenas no sistema radicular e apenas 5,7% nos dois
tecidos. Embora o tratamento com o bioestimulante tenha sido realizado no sistema
radicular, os resultados indicam uma resposta sistémica e que houve resposta ao
tratamento em toda a planta. As analises estatisticas dos processos globais
pertimiram a identificacdo de genes diferencialmente expressos relacionados
principalmente as vias de biossintese e respostas a fitormbnios na parte aérea e
transporte de nutrientes no sistema radicular. Ja os processos compartilhados entre
os dois tecidos foram associados ao mecanismo redox, resposta a estresses

ambientais e ao nitrato.

A parte aérea das plantas de milho suplementadas com o bioestimulante
apresentaram aumento na expressao de genes codificadores lipoxigenases (LOXSs),
ZmLOX3 (Zm00001d033623) e ZmLOX10 (Zm00001d053675), que sao enzimas
associadas a producdo de acido jasménico (JA) (Ogunola et al. 2017). A atividade
das LOX desempenha papel fundamental no crescimento, desenvolvimento e defesa
das plantas, em resposta a uma variedade de estresses bi6ticos e abioticos.
Mutantes knockout para ZmLOX3 (lox3-4) exibem senescéncia precoce,
comprimento de raiz e altura da planta reduzidos em comparacdo com o tipo
selvagem (WT), sugerindo que o ZmLOX3 é necessario para o desenvolvimento
normal da planta. A interrupcdo de ZmLOX3 ndo s6 impactou o crescimento do
milho, como também aumentou cerca de duas vezes a infeccdo nas raizes por
nematoides (Gao et al. 2008). Ja o gene ZmLOX10 é relatado por atuar na
biossintese de compostos volateis em folhas verdes (green leaf volatile - GLV) e JA.
A interrupcdo da expressdo de ZmLOX10 (mutantes, lox10), acarretou drastica
reducdo nos niveis de GLV e JA e comprometeu a resisténcias ao ataque de
insetos, com reducdao significativa da biomassa das plantas de milho (Christensen et
al. 2013). Os resultados obtidos corroboram o papel do bioestimulante na
capacidade de induzir a sintese de JA nos vegetais (Casadesus et al. 2019). A
superexpressdo dos genes ZmLOX3 e ZmLOX10 nas plantas de milho
suplementadas com o bioestimulante pode levar ao aumento do desenvolvimento
radicular e da parte aérea, e com perspectiva de aumento da protecdo das plantas

contra o ataque de herbivoros e infec¢éo por patdogenos.
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Os transcritos NCED6 (Zm00001d051556) e NCED8 (Zm00001d017766),

precursores de ABA da familia 9-cis-epOxi-carotendide-dioxigenases, foram
superexpressos na parte aérea de plantas de milho apds tratamento com o
bioestimulante. Em tomate, o mutante nced com deficiéncia na via biossintética de
ABA, tem menor area de foliar, biomassa e menor condutancia hidrica nas raizes
(Nagel et al. 1994; Nitsch et al. 2012). O ABA enddgeno é capaz de coordenar a
sinalizacdo de outros hormonios de forma antagbnica, como por exemplo, 0 excesso
de etileno (ET) pode interferir na conducédo hidrica da raiz-parte aérea. No mutante
nced deficiente de ABA, as plantas de tomate com altura reduzida, apresentam alta
producado de ET, indicando o papel fundamental de ABA na atuacao de outras vias
hormonais e o desenvolvimento da parte aérea principalmente pela expansao foliar
(Nitsch et al. 2012).

Neste estudo, houve aumento da expressao dos genes ZmNIP1.2
(Zm00001d052261) e ZmPIP2.3 (Zm00001d051174), codificadores de aquaporina
no sistema radicular das plantas tratadas com bioestimulante (Péret et al. 2012).
Pepino tratado com SH teve aumento da expressdo de genes codificadores de
aquaporina (PIPs), devido elevacéo da concentracdo de ABA, sendo que inibidores
da via biossintética de ABA, interferiu negativamente nesse mecanismo (Olaetxea et
al. 2015). Por outro lado, plantas de arroz suplementadas com SH, apresentam
aumento significativo da expressao de OsPIP2.1 no sistema radicular e parte aérea,
independentemente da concentracdo de ABA, tanto em condi¢cdo normal quanto de
estresse hidrico (Garcia et al. 2014). Além disso, OsPIP2.1 esta envolvido no influxo
de agua para o vacuolo mediado por ABA (Lian et al. 2006). Alguns trabalhos
sugerem que o0s bioestimulantes induzem uma condicdo de “pré-estresse’,
melhorando a toleréncia constitutiva (Trevisan et al. 2017; Yakhin et al. 2017; Garcia
et al. 2016). Nesse sentindo, nossos resultados sugerem que 0s bioestimulantes
possam melhorar o desenvolvimento das plantas a partir da modulacédo de membros
familia NCED ligados a biossintese de ABA, potencializando mecanismos envolvidos

na condutancia hidrica.

Além atuar nas vias de biossintética ou de sinalizacdo de JA e ABA, o
bioestimulante avaliado foi capaz de aumentar a expressédo de genes de resposta
aos horménios brassinoesteréide (BR) e etileno (ET) na parte aérea das plantulas de
milho tratadas. Embora a auxina seja o regulador chave do crescimento vegetal, o

BR também atua em vias essenciais de crescimento e desenvolvimento (Ren et al.
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2019). A producédo de oOxido nitrico (ON) pode ser induzida pelo BR como um
mensageiro  secundario, atuando principalmente nos estdgios iniciais
desenvolvimento das plantas (Li et al. 2020). A presenca de ON é relacionada com o
crescimento do sistema radicular de planta milho (Gouvéa et al. 1997). Ademais,
acidos humicos (AH) induzem a producdo de ON na zona de emergéncia da raiz
lateral de plantula de milho, sendo o ON um regulador da formacdo da raiz
(Zandonadi et al. 2010). ON pode atuar juntamente com outros hormoénios, incluindo
o ET ou interagir com as espécies reativas de oxigénio (ROS) e regular respostas
fisiologicas e bioquimicas na planta (Li et al. 2020; Zandonadi et al. 2019). Os
bioestimulantes podem promover a homeostase dos horménios enddgenos, seja
interferindo em vias de biossintese das moléculas ou atuando em mecanismos de
transportes (Barone et al. 2019; Olaetxea et al. 2015; Zandonadi et al. 2010;
Casadesus et al. 2019). Os horménios JA, ABA, BR e ET ndo apenas modulam o
crescimento do sistema radicular das plantas, como também participam da ativacéo
dos sistemas antioxidantes, aumentando a resisténcia dos vegetais aos estresses
ambientais (Samota et al. 2017; McAdam et al. 2016; Tao et al. 2015; Fridman &
Savaldi-Goldstein 2013). A sinalizacdo mediada por esses horménios pode
desencadear a ativacdo de enzimas envolvidas no mecanismo redox, mantendo o
equilibrio entre o crescimento vegetal e a producdo de ROS (Bakalova et al. 2004;
Sharma et al. 2018; Alisof et al. 2019; Zhang et al. 2016).

Transcritos relacionados a sintese ou atividade da alfa e beta expansinas na
raiz de milho, apresentaram maior expressdo em plantas tratadas com
bioestimulante. Os transcritos codificadores de beta expansina 4 (EXPB4;
Zm00001d019560) e alfa expansina 11 (EXPA1l; Zm00001d035111) foram
superexpressos especificamente no sistema radicular. As familias alfa e beta
expansinas sao catalisadoras do crescimento acido, por serem ativadas com a
reducdo pH no apoplasto (pH<4,5). Membros dessas duas familias atuam na
separacao das microfibrilas de celulose e dos polissacarideos da matriz, provocando
o relaxamento da parede celular e com o afrouxamento desses componentes, a
pressdo de turgor do vacuolo contribui no processo de expansao e remodelamento
celular (Sampedro & Cosgrove 2005). O processo de expansao celular depende da
atividade da enzima xiloglucano endotransglicosilase. Neste trabalho, identificamos
0 gene ZmXTH (Zm00001d052651) superexpresso na raiz de plantas tratadas com

bioestimulante, que faz parte da via de biossintese da enzima xiloglucano
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endotransglicosilase, pois sua atividade € capaz de clivar e religar os polimeros de
xiloglucano, um constituinte essencial da parede celular primaria, participante da
construcdo da parede celular dos tecidos em crescimento. Outros genes da mesma
familia codificadores de expansinas e xiloglucano endotransglicosilase foram
identificados por RNA-Seq em raizes de plantulas de milho tratadas com outro
bioestimulante comercial (APR®) a base de proteina hidrolisada (Trevisan et al.
2017), indicando que diferentes bioestimulantes podem promover o melhor
desenvolvimento do sistema radicular, regulando a expressédo dos genes envolvidos

na atividade enzimatica de parede celular.

No presente trabalho, transcritos envolvidos na atividade das enzimas
peroxidases (EC 1.11.1.7), glutationa-ascorbato (EC 1.11.1.11), glutationa S-
transeferase (EC 2.5.1.18), catalase (EC 1.11.1.6), superoxido dismutase (EC
1.15.1.1) e tioredoxina (EC 1.8.1.9) foram superexpressos na raiz e parte aérea das
plantas de milho suplementadas com o bioestimulante. Essas enzimas, por meio de
transferéncia de elétrons, reduzem as espécies reativas de oxigénio (ROS), que tem
potencial de causar danos celulares (Mittler 2017). No entanto, a sinalizacdo das
ROS pode interagir com sinais hormonais e alterar fisiologicamente e

morfologicamente as plantas (Oracz & Karpinski 2016).

Um exemplo de interagdo entre fitormbnios e ROS foi demonstrada em
plantas de milho sob déficit hidrico, onde o aumento da producédo de ROS induziu o
sistema antioxidante mediado pelo aumento da producdo ABA, que
consequentemente inibiu a producédo de ET, garantido o desenvolvimento radicular
(Sharp et al. 2004). Em nosso estudo, o bioestimulante induziu vias do mecanismo
antioxidante, como o0s genes codificadores de peroxidase (POX), ZmPOX1
(Zm00001d018619) e ZmPOX42 (Zm00001d022456) e o Abscisic Acid Stress
Ripeningl (AASR1) (Zm00001d023529) na parte aérea das plantulas de milho. Os
genes ZmPOX1, ZmPOX42 e ZmAASR1 também tiveram os niveis de mRNA
aumentado em plantas de milho sob estresses hidrico, além de outros transcritos
envolvidos nas vias das enzimas superoxido dismutase e catalase (Jiang et al.
2019). Os bioestimulantes tém o potencial de interferir em vias hormonais, promover
homeostase das ROS e induzir mecanismos de protecdo contra estresses

ambientais, incluindo o estresse hidrico.

Além dos mecanimos antioxidante ativados pelo bioestimulantes nas plantulas

de milho, o tratamento estimulou vias ligadas a sintese metabdlitos secundarios,
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como fenilpropandide, em destaque a superexpressdo do gene ZmPAL1l
(Zm00001d033286) no sistema radicular. As SH aceleram o metabolismo de
carbono e nitrogénio (Quaggiotti et al. 2004; Nardi et al. 2007), que direta ou
indiretamente podem ativar a nivel transcricional genes envolvidos na sintese de
compostos secundarios (Schiavon et al. 2010). A expressédo PAL, que codifica uma
enzima precursora do metabolito fenilpropandide (Kurepa & Smalle 2019) foi
regulada por SH. Essa classe de composto secundério pode ter ativagdo
transcricional induzida por auxina (Lewis et al. 2011). Recentemente, um estudo
mostrou que o fenilpropandide eleva a sensibilidade da auxina em Arabidopsis,
sendo essa interagao entre o hormoénio e o metabolito aumenta a expanséo foliar,
portanto, acumulo de biomassa e o crescimento radicular (Kurepa et al. 2018). As
SH contém AIA ou fornecem efeito semelhante a auxina (Zandonadi et al. 2007,
Canellas et al. 2010). Além disso, as SH e bioestimulantes comerciais derivados de
subprodutos agroindustriais aumentam a expressdo do gene ZmPAL em milho
(Schiavon et al. 2010; Ertani et al. 2011b). Portanto, no presente trabalho, o
bioestimulante teve efeito em vias do metabolismo de fenilpropandide, que pode ter
sido através da transducdo de sinal de moléculas fornecidas pelas SH com

bioatividade semelhante a auxina, melhorando desenvolvimento das plantas.

Os genes ZMLAX3 e ZmPIN9, envolvidos no transporte de auxina, foram
superexpressos na parte aérea e na raiz das plantas tratadas com bioestimulante a
base de SH (Figura 8). O transporte polar de auxina regula processos fisioldgicos,
bioguimicos e genéticos contribuindo no crescimento e desenvolvimento do sistema
radicular (Forestan & Varotto 2012). O influxo de auxina € mediado pela familia das
proteinas AUX/LAX (Swarup et al. 2008). A expressdo do ZmLAX3 pode aumentar
na parte aérea de plantula milho por sinais exdgenos, aumentando a translocagéo
da auxina para as raizes e o desenvolvimento e a plasticidade do sistema radicular
(Yue et al. 2015). A elevada concentracao de nitrato (NOs’) aumenta a transcricdo do
gene ZmPIN9 e o transporte basipetal de auxina para células do periciclo, onde
genes responsivos ao fitorménio, como CYCB séo ativados, estimulando a divisédo
celular e o crescimento da raiz (Yu et al. 2015). Assim, o bioestimulante a base de
SH pode atuar de forma analoga aos hormonios, estimulando o crescimento

radicular.

O bioestimulante também aumentou a expressdo de genes ligados ao

metabolismo de NO3z™ na raiz e na parte aérea das plantulas de milho. O transporte
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de nitrato é mediado por duas familias transportadores NRT1 e NRT2 (Dechorgnat
et al. 2018; Criscuolo et al. 2012; Plett et al. 2010). Nesse estudo, a isoforma
ZmNRT?2.1 foi reprimida nas raizes das plantas tratadas com o bioestimulante e sem
efeito na parte aérea. Entretanto a analise do RNA-Seq revelou a superexpressao de
membros de uma familia de proteinas de transporte descrita como Nitrate
Transporter 1/Peptide Transportter (NRT1/PTR) nas plantas tratadas com
bioestimulante. O gene ZmNRT1.1 (Zm00001d024587) foi superexpresso na raiz,
enquanto 0 ZmMNRT1.1B (Zm00001d029932) foi superexpresso na parte aérea. Em
Arabidopsis, o gene NRT1.1 também chamando de NPF6.3 (Zhao et al. 2018; Léran
et al. 2013) tem sido o gene mais estudado dessa familia de transportadores,
caracterizado por possuir dupla afinidade ao nitrato, ou seja, atuando no transporte
de alta (HATS) e de baixa afinidade (LATS) de NOs. A dinamica fisiolégica do
NRT1.1 envolve a translocacdo do NOs™ da raiz para parte aérea, no entanto, sua
atividade nao é limitada apenas no transporte de NOs’, mas abrange o transporte de
outras moléculas, incluindo peptideos, aminoacidos, auxinas e acido abscisico
(Krouk et al. 2010; Tsay et al. 2007; Kanno et al. 2012; Buchner & Hawkesford
2014). Na parte aérea, o NRT1.1 exerce sua funcdo nas células guarda, controlando
a abertura e fechamento estomaticos, regulando a perda excessiva de agua. Na raiz,
a expressdo do gene NRT1.1 é crucial para o desenvolvimento da arquitetura
radicular, influenciando o desenvolvimento de raiz lateral promovido pela
homeostase de auxina regulado pela alta concentracdo de nitrato (Krouk et al.
2010). A atividade do NRT1.1 é demonstrada em plantas de milho crescidas em
condi¢des hidropbnicas e tratadas com SH devido ao acumulo de NO nas folhas
(Quaggiotti et al. 2004). J& em milho tratado com o bioestimulante APR® de proteina
hidrolisada a expressdo do ZmNRT1.1 nao foi alterada significativamente, sendo o
ZMmNRT2.1 mais expresso nessa condicao (Trevisan et al. 2019), indicando que
bioestimulantes podem induzir diferentes estratégias nas plantas para o mecanismo

de absorcao e realocacéo do nitrogénio.

Embora, neste estudo a concentracdo de nitrogénio ndo tenha aumentada
nos tecidos analisados, houve aumento da expressdo das isoformas ZmGLNSG,
(Zm00001d028260, GS1-1) e ZmGLN4 (Zm00001d017958, GS1-3) na raiz das
plantulas de milho suplementadas com o bioestimulante. As isoformas da familia
GS1 sao associadas a reciclagem de reservas enddgenas de N no sistema radicular

de milho, assimilacdo de aménia NH4* proveniente dos processos de metabdlicos,
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além de atuar no transporte do nitrogénio (Prinsi & Espen 2015). Em arroz, o
mutante knockout gs1-1 reduziu drasticamente a taxa de crescimento e a producgao
de biomassa (Tabuchi et al. 2005). Enquanto a superexpressao no mutante ZmGS1-
3 aumentou em 30% a producdo de grédos de milho (Martin et al. 2006) Nossos
resultados sugerem que o bioestimulante foi capaz de acelerar o desenvolvimento
das plantulas milho no estagio vegetativo, melhorando a eficiéncia do uso interno de
nitrogénio, com a modulacdo dos mecanismos de transporte (NRT1.1), reciclagem

(GS1) e homeostase de auxina.

No sistema radicular das plantulas de milho tratadas com o bioestimulante,
um transcrito codificador da nitrato redutase (NR) (Zm00001d052139) teve aumento
de 1,1 vezes na expressdo em relacdo ao controle. O metabolismo do NOsz €
regulado pela atividade da NR, sendo essa induzida por AIA (Kolbert & Erdei 2008).
No entanto, em detrimento a esse metabolismo € gerado o gas ON, que, conforme
discutido anteriormente tem um papel importante no crescimento das raizes (Astier
et al. 2018). Estudos anteriores relatam que o balango entre a atividade da NR e a
producdo de ON coordena o crescimento de raizes primaria e laterais e 0s ajustes
finos na arquitetura radicular de planta de milho (Trevisan et al. 2011, 2014; Manoli
et al. 2014; Lopez-Arredondo et al. 2013). Além disso, o ON é capaz de regular
sintese de componentes do citoesqueleto e enzimas relacionada a expansao celular
como xiloglucano endotransglicosilase (Manoli et al. 2014; Yu et al. 2014). Portanto,
0 gene ZmXTH diferencialmente expressos pode sido regulado pela producdo de
ON mediada pelo bioestimulante de SH. A atividade da NR ndo € o unico
mecanismo para geracdo do ON, ha outro mecanismo ndo enzimatico dependente
da atividade da H*-ATPase (Galatro et al. 2020). A bioatividade de AH semelhante a
auxina aumenta a extrusao de prétons H* pela H*-ATPase reduzindo o do pH no
apoplasto e favorecendo a sintese do NO, sendo a aceleracdo do crescimento de
raiz lateral de milho atribuida ao ON (Zandonadi et al. 2010). Esses resultados
indicam o papel essencial do ON induzindo pelos AH no controle do

desenvolvimento radicular.

Nos ensaios bioguimicos foi observado que as enzimas H*-ATPases isoladas
das raizes das plantulas tratadas com o bioestimulante tiveram sua atividade
aumentada em 2,6 vezes. No entanto, ao nivel transcricional ndo foi verificado efeito
na expressdo dos quatro genes codificadores das H*-ATPase de membranas
(MHA1, MHA2, MHA3 e MHA4), embora sua atividade possa ser a estimulada ou
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inibida através de sinais exdgenos independetemente de sintese da proteina (Zorb
et al. 2005). Por outro lado, essa enzima apresenta pelo menos quatro isoformas,
isso permite a regulacdo em diferentes niveis incluindo a regulagédo poés-traducional
(Noubhani et al. 1996). As H*-ATPase podem sofrer rapida modulacdo pos-
traducional por meio de interacdes entre a parte C-terminal da enzima e seu sitio
ativo sendo esse processo regulado por fosforilagdo (Janicka-Russak 2011). As
plantas utilizam-se desse mecanismo em respostas a fatores ambientais e
hormonais a fim de estimular hiperpolarizacdo da membrana plasmética e o
aumento do bombeamento de prétons H* ativando transportadores e canais idnicos
para garantir a homeostase dos elementos essenciais para o0 metabolismo vegetal
(Zzhang et al. 2017; Noubhani et al. 1996). Nesse sentido, é possivel que o
bioestimulante de SH possa ter desencadeado uma regulacdo pos-traducional das
H*-ATPases, favorecendo o aumento das enzimas na membrana plasmatica. Além
disso, foi observado que o bioestimulante promoveu a extrusdo de prétons H* na
rizosfera, indicando alta atividade das H*-ATPases, semelhante ao controle positivo
com AIA na concentragdo 1,0 uM. A estimulacdo das bombas de protons H* por AIA
promove acidificacdo na regido do apoplasto, causando a ativacdo das expansinas,
alterando a plasticidade de seus componentes e gerando condi¢cdes para 0 processo
de expanséao celular e alongamento do sistema radicular, por meio do crescimento
acido (Hager et al. 1991; Rayle & Cleland 1992). Mecanismos semelhantes foram
observados com outras SH, que induziram o bombeamento de prétons (Quaggiotti et
al. 2004; Canellas et al. 2002). Além disso, o efeito das SH sobre as H*-ATPases
sdo semelhantes ou superiores aos promovidos por AIA exdégeno quando aplicados
nas concentracdes que variam entre 10° a 10'® M (Zandonadi et al. 2007). O
bioestimulante a base de SH avaliado neste trabalho apresentou uma concentragédo
de AIA na escala 10° mol L. Estudos anteriores detectaram a presenca de AIA em
SH por imunoensaio, sendo que o aumento da extrusdo de prétons é explicado pela
presenca do AlA nas substancias humicas (Quaggiotti et al. 2004; Trevisan et al.
2010).

O tratamento das plantulas de milho com o bioestimulante de SH estimulou na
raiz e parte aérea a superexpressao de genes codificadores de proteinas quinases
(PK) denominada de SnRK3 (CBL-interacting serine / threonine-protein kinase). A
familia dessas quinase também sao conhecidos como CIPKs (Chardin et al. 2017).

No presente estudo, a andlise de vias metabdlicas por meio do banco de dados
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KEGG, as SnRK3 foram atribuidas por interagir com outra quinase denominado
Target Of Rapamycin kinase (TOR kinase). As quinases SnRKs — TOR se interagem
e atuam em vias comuns entre si. A comunicacdo entre essas PKs coordenam a
transducao de sinais exdgenos enddgenos como, por exemplo, as ROS geradas por
diversos tipos de estresses ambientais e principalmente pelos hormdénios ABA e AlA,
assim mantém o desenvolvimento da planta em raz&o do balango nutricional e
energético (Jamsheer et al. 2019). Além da resposta hormonal e por estresses
ambientais, a familia SnRK3 / CIPK também recebe sinais de iénicos como o de
calcio (Ca?*), devido sua afinidade as proteinas CBLs que sdo dependentes de Ca?*
para ativacao (Tripathi et al. 2009; Tang et al. 2015; Hey et al. 2009; Pareek et al.
2017). A familia SnRK3 por meio de fosforilagdo promove aumento da atividade e
ou a biossintese de varios transportadores, enzimas e canais de membrana
plasmética das células, incluindo o transportador de nitrato NTR1.1 (Maierhofer et al.
2014), a bomba de prétons H*-ATPase (responsavel pelo influxo de nutrientes por
transporte acoplado dependente de protons H*) (Miranda et al. 2017) e canais
condutores de agua (aquaporinas), as proteinas PIPs (Kawa et al. 2020). As
guinases SnRKs ndo apenas recebem sinais hormonais exégenos, como também
atuam em vias de biossintese de horménios. A sintese de AIA, por exemplo, pode
ser modulada por membros dos fatores de transcrigdo bZIP ao serem fosforilados
pelas SnRKs (Weiste et al. 2017; Droge-Laser & Weiste 2018). No presente estudo,
a via biossintética de AIA pode ter sido mediada por SnRKs ativadas nas plantulas
de milho tratadas com o bioestimulante, uma vez que diversos membros da familia
bZIP foram diferencialmente expressos. Conforme discutido anteriormente, 0s
mecanismos de transporte e biossintese regulados nas plantulas tratadas, sugerem
que as PKs SnRK3 possam ser receptoras do sinal de SH e desencadear respostas
essenciais que envolvam o uso eficiente dos nutrientes e a aceleragcdo do

crescimento da planta.

N&o foi observada a superexpressao do gene ZmTOR nas plantulas de milho
tratadas com o bioestimulante. Em contraste, plantulas de milho crescidas em
solucdo nutritiva e suplementada com AH por quatorze dias mostraram aumento na
expressdo do gene ZmTOR na raiz e na parte aérea (Canellas et al. 2019). No
entanto, a estreita conexdo entre as PKs SnRKs e TOR requer uma analise
temporal, pois as SnRKs séo reguladoras positivos, enquanto a TOR é um regulador

negativo, ou seja, a atividade da SnRKs suprime a atividade de TOR em resposta a
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deficiéncia de acUcares e nutrientes. Ja em condicfes nutricionais e energética
favoraveis a atividade de TOR suprime atividade de SnRKs e estimula varias
respostas via fatores transcricdo, pelos quais genes ligados a divisao, diferenciagao
e expansao celular, transporte, metabolismo etc., sdo ativados (Tomé et al. 2014;
Soto-Burgos & Bassham 2017; Chen et al. 2017; Jamsheer et al. 2019; Fu et al.
2020; Figura S1). Além disso, a via TOR pode atuar a jusante da auxina e regular a
expressdo génica dos transportadores PIN, na sinalizacdo e redistribuicdo do
horménio, bem como na sua percep¢cdo em pontas de raizes, no controle do ciclo
celular nos meristemas, aindana modulacdo da sintese de glicose através da
fotossintese (Xiong et al. 2013). A inibicdo do gene AtTOR em Arabidopsis impede a
traducdo de proteinas relacionadas ao processo de crescimento, sendo reduzidos os
processos de diferenciacdo, divisdo e alongamento celular na zona meristematica,
enquanto a superexpressao de AtTOR tem efeito oposto (Deprost et al. 2007;
Montané & Menand 2013) no desenvolvimento de embribes, meristemas de raiz
primaria e lateral e no remodelamento do sistema radicular (Menand et al. 2002;
Margalha et al. 2019). O tratamento de plantas de Arabidopsis com substancias
hamicas aumenta expressdo do gene AtTOR e estimula de forma generalizada a
expressao génica em resposta a varios estimulos nutricionais, como ferro, nitrogénio
e sacarose (Trevisan et al. 2011). Tais resultados indicam que as substancias
hamicas possam se comportar de maneira semelhante a auxina na via de
sinalizacdo TOR, bem como, promover uma sinalizagdo na via da SnRKs

comportando-se como nutriente, acelerando o crescimento vegetal.

Em nossos estudos, identificamos a superexpressdo de duas outras PKs,
sendo a ZmMPK1 (Zm00001d047758) no sistema radicular e a ZmMPK3
(Zm00001d028711) na parte aérea das plantulas de milho tratadas com o
bioestimulante. Essas quinases sdo denominadas de Mitogen-activated protein
kinase (MAPK). A analise de vias metabodlicas do KEGG revelou que ZmMPK1 e
ZmMPKS3 também interagiu na via de sinalizagdo da quinase TOR, assim como as
guinase SnRKs. As MAPKs desempenham um papel essencial na regulacdo do
desenvolvimento, senescéncia, sinalizacdo de estresse e aclimatacéo, sendo a que
transducdo de sinais pode ocorrer através da sinalizacdo de diversos horménios
como AlA, ABA, JA, ET, BR e ON, indicando que essa familia quinase séo altamente
sensiveis a sinais exdégenos (Rodriguez et al. 2010; Smékalova et al. 2014; Lu et al.

2015). Em resposta a sinalizacdo, as MAPKs ativam (fosforilagdo) outras quinases,
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enzimas, proteinas do citoesqueleto e fatores de transcricdo (Jagodzik et al. 2018).
Além disso, as MAPKs fosforilam seus substratos e essas modificacbes pos-
traducionais contribui para a regulacdo de proteinas ligadas ao mecanismo de
resposta a estresses ambientais (Bigeard & Hirt 2018). A superexpressdo de
ZmMPK1 em Arabidopsis resulta no aumento da expressédo de genes precursores
de ABA (NCED), contribui para manter a biomassa e evita o aumento de ROS, além
de aumentar a taxa de sobrevivéncia das plantas sob estresse térmico e hidrico (Wu
et al. 2015). Ja a superexpressdo de ZmMPK3 € induzida pelos hormonios ABA e
ET exogenos em plantulas de milho e ativa vias relacionadas a multiplos estresses
abidticos (Wang et al. 2015). Plantas de Arabidopsis tratadas com SH ndo apenas
aumentaram a expressao da quinase TOR no estudo de Trevisan et al. (2011), como
também estimularam a superexpressao de MAPKSs, sugerindo que as SH coordenam
a interconexao de outras quinases na via da quinase TOR, o que resulta no controle
do crescimento das plantas em funcdo dos nutrientes e reservas energéticas
disponiveis e ao mesmo tempo ativando vias que induzem a tolerancia a estresses
ambientais. Este trabalho sugeriu que atividade semelhante a horménios presentes
no bioestimulante a base de SH possam ter aumentando a atividade das quinases
MAPKs nos tecidos das plantulas de milho tratadas com o bioestimulante que
desencadeou respostas em vias precursoras de hormonios, rotas essenciais de
controle do crescimento e desenvolvimento vegetal e vias com potencial de mitigar

efeitos de estresses abibticos.

O aumento da expressdo génica de varias PKs nas plantulas de milho
tratadas com o bioestimulante sugeriu que o bioestimulante pode aumentar os
transcritos das PKs, desencadear respostas sistémicas em processos fundamentais
do controle do crescimento vegetal, tais como a biossintese e transporte de
hormoénios (Weiste et al. 2017; Droge-Laser & Weiste 2018; Deng et al. 2017), uso
eficiente de nitrogénio (Maierhofer et al. 2014), extrusédo de protons (Yu et al. 2014),
além da ativacdo de rotas potencialmente envolvidas na reducdo dos estresses
ambientais (Jamsheer et al. 2019; Wu et al. 2015).

Além de aumentar significativamente a biomassa da parte aérea, raiz e total
em cerca de 25%, o bioestimulante a base de SH também estimulou o
desenvolvimento radicular, aumentando em cerca de 40% o comprimento e area de
superficie radicular total e sobretudo a area superficial de raizes superfinas. A

plasticidade do sistema radicular proporciona uma melhor adaptacdo ao meio,
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contribuindo para a resiliéncia da planta a diversos estresses ambientais (Freschet
et al. 2015; Kochian 2016). Alguns estudos testaram os efeitos de SHs extraidas de
leonardita para o desenvolvimento de plantulas de milho crescidas em hidroponia.
Conselvan et al. (2017) observaram aumento de 92% do comprimento e aérea de
superficie total do sistema radicular, enquanto Ertani et al. (2011a) relataram um
aumento da biomassa de 11% na parte aérea e 24% na raiz. Por fim, Sun et al.
(2016), encontraram aumento de 38% no comprimento radicular total das plantulas
de milho sob efeito das SH. As alteracGes fenotipicas promovidas pelas SHs
derivadas de leonardita corroboram com os resultados encontrados no presente
estudo. Além disso, SHs de varias origens tém mostrado efeitos positivos nos
processos de iniciacdo de raiz lateral, proliferacdo e alongamento celular, resultando
em maior comprimento radicular total e aérea de superficie total (Eyheraguibel et al.
2008). O melhor desenvolvimento do sistema radicular nas fases iniciais do estagio
vegetativo garante maior acesso ao solo, maximizando a absor¢cdo de &gua e
nutrientes da rizosfera, tornando as culturas potencialmente mais produtivas (Barone
et al. 2019). Além disso, um bioestimulante derivado de leonardita foi capaz de
aumentar em 74% a producao de grdos de milho quando comparado com controle
sem bioestimulante (Khaneghah et al. 2012; OIk et al. 2018).

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que o bioestimulante a base
de SH aumentou o sistema radicular e a biomassa da planta através de uma série
de sinalizacfes e interacdes ligadas principalmente ao mecanismo de crescimento
acido mediado pela alta atividade das H*-ATPase de membranas plasmaticas e por
efeitos semelhantes a resposta ao AIA presente nas SH. Além disso, o peffil
transcricional sugeriu que as atividades das expansinas, resposta ao nitrato e o
metabolismo e transporte dos hormdnios como auxina, acido jasmoénico, &cido
abscisico, brassinoesterdide e etileno podem ter contribuido para alteracdes
fenotipica observadas no sistema radicular e biomassa vegetal. Este estudo
prospectivo indicou diversas vias e genes relacionados a resposta ao bioestimulante
a base de SH e caracterizac¢des funcionais mais detalhadas ajudardo a compreender

melhor como ocorre estas interacdes.
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7. CONCLUSAO

As andlises moleculares indicaram que o bioestimulante a base de SH foi
capaz de alterar vias de sinalizagdo, biossintese e transporte dos horménios indol-3-
acético, acido jasmonico, acido abscisico, brassinoesterdide e etileno, de nitrato, do
metabolismo secundario e redox de plantulas de milho. Além disso, houve aumento
da atividade das H*-ATPases de membrana e maior extrusdo de prétons H*, que
resultaram no aumento do comprimento radicular total e peso seco das plantulas de
milho.  Os resultados obtidos nesse trabalho contribuiram para o melhor

entendimento dos mecanismos de acao de bioestimulante a base de SH.
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Figura S1 - Proteinas quinases SnRKs-TOR-MAPKs como principais reguladoras do
metabolismo e crescimento das plantas moduladas por bioestimulante de SH. A
ativacdo da SnRKs pelo bioestimulante, fosforilam proteinas essenciais para
aquisicdo de nutrientes e agua, como 0s canais id6nicos, o transportador de
nitrogénio NRT1, as aquaporinas do tipo PIPs, fatores de transcricdo (TFs) e
ATPase de membrana plasmatica e reprimir a atividade da quinase TOR. Em
condi¢gbes nutricionais suficientes, TOR € ativada, e torna-se um repressor das
SnRKs. A atividade de TOR permite o controle de processos fotossintético, assim
como, a sintese de acucares de a producdo de ATP. Em resposta a suficiéncia
energética e nutricional, TOR promove a ativacdo TFs ligado a processos
metabdlicos, transportes, diferenciacao, divisdo e expansao celular, assim acelera o
crescimento e desenvolvimento vegetal. As MAPKs moduladas pelo bioestimulante,
atua a jusante na via da quinase TOR, principalmente na ativacdo de TFs, além de
participar de cascatas de sinalizac6es que envolvem modificacdes pés-tranducionais
contribuindo na regulagdo de vias relacionadas a mecanismos de aclimatacdo a
ambiental.
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Tabela S1 — Protéinas quinases associadas a via da quinase TOR (KEGG) diferencialmente expressas na raiz e parte aérea das plantulas de
milho tratadas com o bioestimulante.

Tissue Acession Decription log2FC
Zm00001d047758 MAP kinasel 0.6848
Zm00001d041422 CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 4 1.2293

Root  Zm00001d035588 Serine/threonine-protein kinase 1.2304
Zm00001d018182 G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase 0.8925
Zm00001d020703 G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase 0.9665
Zm00001d011625 Putative WAK receptor-like protein kinase family protein 0.5371
Zm00001d020496 CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 5 1.1723
Zm00001d020497 CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 6 0.6090

Shoot Zm00001d024762 Putative CBL-interacting protein kinase family protein 0.3950
Zm00001d028711 MAP kinase3 1.0445
Zm00001d032155 CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 15 1.1288
Zm00001d033316 CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 4 0.8486
Zm00001d036771 Protein kinase superfamily protein 0.7202




Tabela S2 - Genes diferencialmente expressos (DEGS) na raiz de plantula de milho tratadas com bioestimulante de SH.

Gene Function logFC 1logCPM PValue FDR

Zm00001d020350 Alpha-amylase 1 2.779 0.625 0.000 0.000
Zm00001d044864 Protein EXORDIUM 2.518 1.361 0.000 0.001
Zm00001d008730 seed gene 3 2.454 0.506 0.000 0.000
Zm00001d007464 KDEL-tailed cysteine endopeptidase CEP1 2.337 0.662 0.000 0.001
Zm00001d004387 Probable flavin-containing monooxygenase 1 2.287 1.955 0.000 0.000
Zm00001d049217 Senescence-specific cysteine protease SAG12 2.282 2.752 0.000 0.023
Zm00001d007924 cytochrome P450 family 93 subfamily D polypeptide 1 2.099 1.927 0.000 0.000
Zm00001d032839 - 2.066 0.956 0.000 0.010
Zm00001d029776 Serine carboxypeptidase-like 34 1.913 3.137 0.000 0.006
Zm00001d020351 Alpha-amylase 1 1.855 5.073 0.000 0.000
Zm00001d049219 Senescence-specific cysteine protease SAG12 1.806 2.905 0.000 0.029
Zm00001d004671 - 1.800 2.960 0.000 0.013
Zm00001d034097 cytochrome P450 family 81 subfamily D polypeptide 8 1.791 4,259 0.000 0.008
Zm00001d012782 UDP-glycosyltransferase 88A1 1.755 1.658 0.000 0.011
Zm00001d022277 tolB protein-related 1.737 3.246 0.000 0.019
Zm00001d050635 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1.735 2.632 0.000 0.008
Zm00001d034763 Harpin-induced protein 1.680 0.649 0.000 0.027
Zm00001d036221 - 1.678 0.643 0.001 0.041
Zm00001d025699 Nucleotide binding protein 1.649 0.153 0.000 0.031
Zm00001d054067 Probable inactive linolenate hydroperoxide lyase 1.628 0.830 0.000 0.024
Zm00001d052963 - 1.610 1.458 0.000 0.032
Zm00001d035756 Leucine-rich repeat (LRR) family protein 1.602 4.804 0.001 0.040
Zm00001d048723 Tropinone reductase homolog 1.590 0.312 0.000 0.026
Zm00001d002042 Peroxidase 52 1.590 1.173 0.000 0.002
Zm00001d011649 UDP-glycosyltransferase 88A1 1.580 4140 0.001 0.040
Zm00001d016584 LITAF-domain-containing protein 1.564 1.417 0.000 0.003

[continua]
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[continuacao]

Zm00001d028389
Zm00001d018159
Zm00001d039408
Zm00001d003190
Zm00001d016947
Zm00001d048690
Zm00001d052322
Zm00001d021666
Zm00001d025703
Zm00001d041685
Zm00001d008210
Zm00001d050967
Zm00001d011932
Zm00001d036671
Zm00001d018847
Zm00001d009022
Zm00001d034461
Zm00001d009247
Zm00001d051149
Zm00001d039146
Zm00001d012088
Zm00001d030214

Zm00001d039958
Zm00001d007753
Zm00001d010385
Zm00001d032850
Zm00001d043442

[continua]

Alpha-amylase 1

Enoyl-CoA delta isomerase 2 peroxisomal

Endochitinase A

Serine carboxypeptidase-like 50

Prenylated Rab receptor 2

isocitrate lyasel

ABC transporter B family member 15

RALF

Germin-like protein subfamily 2 member 1

Isocitrate dehydrogenase [NAD] regulatory subunit 3 mitochondrial
Putative cytochrome P450 superfamily protein
3-oxo0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase family protein
NmrA-like negative transcriptional regulator family protein
Tryptophan synthase alpha chain chloroplastic

Rapid alkalinization factor 1

myb transcription factor39

Serine carboxypeptidase-like 50

(2)-3-hexen-1-ol acetyltransferase
glycosyl hydrolase family 10 protein / carbohydrate-binding domain-
containing protein

Eukaryotic aspartyl protease family protein
Protein UPSTREAM OF FLC

phosphate transporter protein2

carotenoid cleavage dioxygenase8

1.558
1.558
1.556
1.539
1.528
1.528
1.516
1.515
1.505
1.493
1.482
1.482
1.481
1.466
1.462
1.461
1.456
1.456
1.450
1.450
1.441
1.433

1.432
1.429
1.427
1.426
1.422

4.935
0.890
0.002
6.930
0.466
1.935
1.974
4.585
1.842
1.451
2.930
2.683
1.204
0.135
1.049
3.290
1.028
0.399
0.981
2.831
5.759
0.069

2.111
6.787
0.183
4.969
1.633

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.024
0.026
0.029
0.026
0.025
0.047
0.000
0.001
0.017
0.006
0.011
0.039
0.025
0.028
0.026
0.045
0.029
0.031
0.024
0.003
0.042

0.002
0.017
0.036
0.006
0.041
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Zm00001d018358
Zm00001d005819
Zm00001d019933
Zm00001d021329
Zm00001d013610
Zm00001d032438
Zm00001d030267
Zm00001d041571
Zm00001d017366
Zm00001d045063
Zm00001d018619
Zm00001d008853
Zm00001d006775
Zm00001d023529
Zm00001d012900
Zm00001d026576
Zm00001d027345
Zm00001d023856
Zm00001d031562
Zm00001d014121
Zm00001d042581
Zm00001d042022
Zm00001d039256
Zm00001d029202
Zm00001d035657
Zm00001d033496
Zm00001d036608
Zm00001d028282

[continua]

Protein TIC 55 chloroplastic

Copper transporter 5

Agmatine coumaroyltransferase

Osmaotin-like protein OSM34

AAA-ATPase

Eukaryotic aspartyl protease family protein
Ethylene-responsive transcription factor ERF053
Cytochrome P450 709B2

Peroxidase 1

Putative HLH DNA-binding domain superfamily protein
hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
abscisic acid stress ripeningl

Cell number regulator 10

Leucine-rich repeat (LRR) family protein

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM23-3
RALF

Ras-related protein RABA6Ga

Ent-cassadiene C2-hydroxylase
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily protein
Peroxidase 12

DUF1685 family protein

Electron transporter

Putative E3 ubiquitin-protein ligase XBAT31
nicotianamine synthase 3

Glycosyl hydrolases family 31 protein

Cytochrome P450 CYP74A19

1411
1.407
1.397
1.396
1.389
1.368
1.366
1.364
1.362
1.361
1.356
1.351
1.349
1.348
1.345
1.344
1.344
1.337
1.334
1.329
1.328
1.320
1.316
1.311
1.310
1.300
1.289
1.285

1.059
4.585
3.227
2.397
0.605
1.642
2.498
4.453
3.109
1.868
6.948
1.676
3.652
4.606
4.499
4.227
0.805
2.259
2.013
5.194
2.088
4114
1.576
2.173
4.430
1.745
0.745
4.266

0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000

0.040
0.002
0.018
0.000
0.036
0.010
0.010
0.008
0.018
0.034
0.002
0.011
0.045
0.000
0.044
0.050
0.026
0.048
0.044
0.015
0.026
0.003
0.048
0.013
0.043
0.028
0.034
0.035
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[continuacao]

Zm00001d031158
Zm00001d032620
Zm00001d042633
Zm00001d020780
Zm00001d008377
Zm00001d021732
Zm00001d042095
Zm00001d022480
Zm00001d052104
Zm00001d016948
Zm00001d014060
Zm00001d035588
Zm00001d018682
Zm00001d041422
Zm00001d013231
Zm00001d018965
Zm00001d027305
Zm00001d047944
Zm00001d038645
Zm00001d051896
Zm00001d019089
Zm00001d018738
Zm00001d025949
Zm00001d025807
Zm00001d029397
Zm00001d011650
Zm00001d048887

[continua]

pathogenesis related protein5

NDR1/HIN1-like 25

Dirigent protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B6U4J7]
glutathione transferase23

Putative alcohol dehydrogenase superfamily protein
Cellulose synthase-like protein D3

glutathione transferase29

Pentatricopeptide repeat-containing protein mitochondrial
Putative subtilase family protein

Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.2
Serine/threonine-protein kinase

0s079g0120600 protein

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 4
cytochrome P450 family 81 subfamily D polypeptide 8
Xylanase inhibitor protein 1

Silicon transporter

GDSL esterasellipase

Protein DOWNY MILDEW RESISTANCE 6

HIPL1 protein

pathogenesis related protein4

Vacuolar iron transporter homolog 1

UPF0481 protein

phospholipase D7

VIP1 protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B4FRS6]

1.280
1.277
1.273
1.263
1.256
1.255
1.247
1.237
1.235
1.235
1.231
1.230
1.230
1.229
1.229
1.226
1.214
1.213
1.202
1.201
1.195
1.189
1.184
1.181
1.180
1.175
1.172

7.271
1.818
3.845
3.767
4.082
3.440
2.076
0.538
5.289
2.184
2.510
1.456
1.058
3.993
3.984
2.496
6.299
4.143
3.208
3.884
4.729
6.068
2.389
1.438
4.338
4.156
2.678

0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.003
0.018
0.004
0.044
0.034
0.002
0.012
0.040
0.034
0.020
0.031
0.033
0.017
0.000
0.013
0.044
0.006
0.000
0.026
0.017
0.020
0.026
0.002
0.036
0.034
0.011
0.003
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[continuacao]

Zm00001d011739
Zm00001d027925
Zm00001d029474
Zm00001d046626
Zm00001d008329
Zm00001d019060
Zm00001d020707
Zm00001d028888
Zm00001d049189
Zm00001d048230
Zm00001d037751
Zm00001d052139
Zm00001d048021
Zm00001d030759
Zm00001d046491
Zm00001d036441
Zm00001d042114
Zm00001d003414
Zm00001d026042
Zm00001d052776
Zm00001d017840
Zm00001d032870
Zm00001d017613
Zm00001d015377
Zm00001d047736
Zm00001d024752
Zm00001d003245

[continua]

Putative MYB DNA-binding domain superfamily protein
Ethylene-responsive transcription factor RAP2-3
Scarecrow-like protein 29

Putative leucine-rich repat protein kinase family protein
Zinc inducible protein

deoxy xylulose synthase 2

Probable carboxylesterase 2

nicotianamine synthase2

DC2 protein

E3 ubiquitin-protein ligase ATL6

Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family

Nitrate reductase

allene oxide synthasel

Lectin-like receptor kinase 7

Putative alcohol dehydrogenase superfamily protein
zinc finger (C2H2 type) family protein

NAC domain-containing protein 79

Probable purine permease 11

VAMP protein SEC22

Delta(12)-fatty-acid desaturase

L-type lectin-domain containing receptor kinase V.9
Protein LYK2

Pentatricopeptide repeat-containing protein
asparagine synthetase4

Peroxidase 64

Inactive LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase BIR2

1.169
1.166
1.166
1.163
1.147
1.144
1.143
1.138
1.134
1.132
1.131
1.131
1.123
1.115
1.111
1.107
1.105
1.105
1.104
1.100
1.099
1.097
1.096
1.087
1.086
1.086
1.081

1.032
5.806
0.891
2.015
2.743
4.938
1.244
6.258
2.821
2.053
2.477
2.598
5.956
2.605
2.768
4.947
3.691
3.383
1.977
2.949
6.103
1.245
4.248
2.133
6.029
3.834
2.704

0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000

0.028
0.008
0.040
0.040
0.031
0.000
0.036
0.007
0.036
0.041
0.022
0.022
0.019
0.040
0.006
0.033
0.019
0.002
0.028
0.019
0.028
0.044
0.023
0.018
0.014
0.048
0.026
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[continuacao]

Zm00001d024759
Zm00001d011275
Zm00001d041800
Zm00001d039947
Zm00001d044230
Zm00001d020947
Zm00001d029842
Zm00001d038873
Zm00001d015468
Zm00001d027700
Zm00001d006936
Zm00001d009936
Zm00001d012091
Zm00001d007705
Zm00001d014116
Zm00001d026163
Zm00001d021286
Zm00001d008595
Zm00001d005315
Zm00001d032459
Zm00001d028230
Zm00001d048411
Zm00001d005823
Zm00001d051478
Zm00001d005945
Zm00001d025437
Zm00001d017333

[continua]

Peptide chain release factor 1

DUF538 family protein

BTB/POZ domain-containing protein

Spermidine hydroxycinnamoyl transferase

DUF538 family protein

DNA-binding bromodomain-containing protein
Divalent ion symporter

plant/F18B13-26 protein

Zinc finger protein CONSTANS-LIKE 5

phosphate transporter protein9

Peroxidase 64

Basic endochitinase A

Pro-resilin [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:COP717]
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
phosphate transporter proteinl

extensin-like protein

Protein kinase superfamily protein

Pirin-like protein 2

Calcium-dependent lipid-binding (CaLB domain) family protein
cytochrome P450 family 87 subfamily A polypeptide 6
Sugar transport protein 13

Metal ion binding protein

Flavonoid 3-monooxygenase

Histone H4

Amino acid permease

Serine carboxypeptidase-like 34

1.081
1.080
1.077
1.066
1.064
1.064
1.064
1.063
1.060
1.057
1.054
1.052
1.052
1.048
1.048
1.046
1.038
1.036
1.034
1.031
1.029
1.028
1.020
1.020
1.017
1.013
1.012

6.658
3.685
3.360
5.228
2.919
3.677
5.124
2.157
2.942
8.851
2.266
3.744
6.668
2.141
4.784
5.849
2.615
3.125
4.458
3.102
4.977
2.300
5.386
5.029
4.209
3.211
3.448

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001

0.001
0.007
0.001
0.033
0.031
0.026
0.042
0.036
0.020
0.000
0.026
0.027
0.006
0.040
0.037
0.013
0.044
0.016
0.031
0.019
0.014
0.036
0.024
0.031
0.006
0.044
0.044
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[continuacao]

Zm00001d047639
Zm00001d010494
Zm00001d020740
Zm00001d046142
Zm00001d036835
Zm00001d008604
Zm00001d037849
Zm00001d019750
Zm00001d044153
Zm00001d023918
Zm00001d052744
Zm00001d048356
Zm00001d047830

Zm00001d009224
Zm00001d002897
Zm00001d027454
Zm00001d046263
Zm00001d028816
Zm00001d020703
Zm00001d039487
Zm00001d012090
Zm00001d026649
Zm00001d018529
Zm00001d044120
Zm00001d007830
Zm00001d048191
Zm00001d034745

[continua]

nicotianamine synthase6

Probable carboxylesterase 2

E3 ubiquitin-protein ligase ATL41
Peroxidase 67

Protein NRT1/ PTR FAMILY 8.1
Trans-cinnamate 4-monooxygenase

Calcium-dependent lipid-binding (CaLB domain) family protein

cytochrome P450 10

Purple acid phosphatase 10
Lipopolysaccharide-modifying protein
24-methylenesterol C-methyltransferase 2

kaurenoic acid oxidase2
Putative HLH DNA-binding domain superfamily protein
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B4FNT9]

peroxidasel4

Heavy metal transport/detoxification superfamily protein
Amino acid permease 6

Pathogenesis-related protein 10

G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase
1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthasel

opaque endosperm?7

Sterol 14-demethylase

Leucine-rich repeat extensin-like protein 6
Membrane protein

Cell number regulator 7

1.005
1.000
0.994
0.993
0.993
0.991
0.990
0.990
0.989
0.987
0.984
0.983
0.981

0.979
0.977
0.972
0.968
0.967
0.967
0.964
0.961
0.960
0.957
0.955
0.954
0.953
0.952

8.553
1.584
2.479
1.387
4.143
3.745
6.093
4.535
2.708
3.561
3.807
3.351
5.477

2.287
5.794
4.600
4.066
5.680
3.104
1.640
8.518
4.804
4.829
3.993
3.604
5.582
3.630

0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000

0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000

0.001
0.041
0.040
0.042
0.023
0.004
0.026
0.019
0.044
0.009
0.014
0.040
0.005

0.042
0.045
0.030
0.002
0.032
0.048
0.042
0.030
0.041
0.044
0.025
0.040
0.009
0.033
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[continuacao]

Zm00001d020400
Zm00001d047705
Zm00001d027996
Zm00001d032570
Zm00001d039698
Zm00001d007316
Zm00001d007604
Zm00001d014555
Zm00001d016919
Zm00001d042540
Zm00001d005594
Zm00001d052137
Zm00001d028360
Zm00001d011645
Zm00001d012909
Zm00001d020556
Zm00001d040581
Zm00001d014134
Zm00001d046357
Zm00001d012228
Zm00001d047441
Zm00001d002939
Zm00001d020938
Zm00001d033286
Zm00001d020595
Zm00001d034365
Zm00001d041726

[continua]

Probable cinnamyl alcohol dehydrogenase 6
Cyclase/dehydrase family protein

Alcohol dehydrogenase-like 2

soluble epoxide hydrolase

cytochrome P450 family 706 subfamily A polypeptide 5

Oligosaccharyltransferase complex/magnesium transporter family protein

Patatin-like protein 2

Tyrosine-sulfated glycopeptide receptor 1

Sugar transport protein 5

Linoleate 9S-lipoxygenase 1

Sugar transport protein 14

Probable tyrosine-protein phosphatase
NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily protein
Putative MYB DNA-binding domain superfamily protein
soluble epoxide hydrolase

WAT1-related protein

Peroxidase 2

Ent-cassadiene C2-hydroxylase
Beta-galactosidase

4%2C5-DOPA dioxygenase extradiol
NADPH:quinone oxidoreductase

C2 calcium/lipid-binding plant phosphoribosyltransferase family protein
bZIP transcription factor family protein
Phenylalanine ammonia-lyase 1

Ethylene response factor

Syntaxin 121

Protein DOWNY MILDEW RESISTANCE 6

0.951
0.950
0.950
0.949
0.949
0.942
0.940
0.938
0.936
0.934
0.933
0.932
0.932
0.929
0.929
0.927
0.925
0.922
0.921
0.921
0.919
0.919
0.917
0.912
0.911
0.906
0.904

4.854
2.874
5.528
4.999
4.956
3.487
2.957
5.104
4.214
8.114
4.366
3.928
7.088
1.983
3.553
3.300
6.126
6.202
6.193
4.463
4.739
4.229
3.538
5.703
6.872
2.932
5.700

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000

0.002
0.024
0.000
0.012
0.003
0.028
0.026
0.009
0.026
0.023
0.019
0.011
0.011
0.041
0.043
0.034
0.019
0.003
0.025
0.036
0.044
0.035
0.011
0.044
0.034
0.045
0.001
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[continuacao]

Zm00001d032858
Zm00001d010380
Zm00001d045519
Zm00001d038642
Zm00001d031510
Zm00001d016696
Zm00001d018182
Zm00001d023216
Zm00001d053394
Zm00001d044920
Zm00001d017249
Zm00001d020585
Zm00001d040248
Zm00001d011879
Zm00001d044604
Zm00001d024853
Zm00001d031677
Zm00001d020184
Zm00001d017714
Zm00001d002901
Zm00001d035111
Zm00001d028887
Zm00001d043650
Zm00001d042740
Zm00001d042541
Zm00001d010149
Zm00001d052651

[continua]

kaurene synthasel

Zinc finger CCCH domain-containing protein 23
Oligopeptide transporter 7

Protein SULFUR DEFICIENCY-INDUCED 1
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase
HXXXD-type acyl-transferase family protein
NAD(P)H dehydrogenase C1

ammonium transporter2

Histone H4

Laccase-7

Putative serine/threonine-protein kinase-like protein CCR3
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidasel5
MtN19-like protein

protein kinase-related

Protein NRT1/ PTR FAMILY 8.3

Peroxidase 12

Expansin-All

nicotianamine synthase9

Tryptophan aminotransferase-related protein 4
UDP-glycosyltransferase 91A1

lipoxygenase2

Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 5

0.901
0.899
0.899
0.895
0.894
0.893
0.893
0.890
0.888
0.887
0.886
0.881
0.876
0.873
0.870
0.868
0.867
0.867
0.864
0.862
0.860
0.854
0.851
0.850
0.849
0.847
0.846

4.999
4.445
3.198
2.766
3.797
3.791
2.827
6.201
8.819
4.587
3.058
4.725
4.768
5.032
4.812
2.337
4.929
4.440
3.438
6.327
2.537
6.806
4.042
3.080
8.716
2.717
4.505

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001

0.011
0.036
0.026
0.022
0.007
0.040
0.028
0.042
0.040
0.028
0.034
0.033
0.002
0.008
0.028
0.050
0.049
0.008
0.043
0.040
0.041
0.002
0.012
0.048
0.003
0.044
0.040
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[continuacao]

Zm00001d002820
Zm00001d018734
Zm00001d033152
Zm00001d040067
Zm00001d050011
Zm00001d038262
Zm00001d052335
Zm00001d040519

Zm00001d003760
Zm00001d031209
Zm00001d028260
Zm00001d020977
Zm00001d020569
Zm00001d052978
Zm00001d032318
Zm00001d007700
Zm00001d004843
Zm00001d003800
Zm00001d009296
Zm00001d015862
Zm00001d033446
Zm00001d052768
Zm00001d021410
Zm00001d019358
Zm00001d014971
Zm00001d022569
Zm00001d027892

[continua]

Vacuolar iron transporter homolog 1
Pathogenesis-related protein 1
Cytochrome P450 CYP71W7
Glycosyltransferase family 61 protein
Alpha carbonic anhydrase 7
Patellin-1

Peroxidase 67

Germin-like protein subfamily 2 member 1
Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein

benzoxazinone synthesis9

glutamine synthetase6

Transcription factor MYB36

ADP-ribosylation factor C1

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
abscisic acid stress ripening2
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
Pathogenesis-related protein PRMS

Zinc transporter 7

BTB/POZ domain-containing protein

Phytoene synthase chloroplastic

B12D protein

Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase PXL1
senescence associated gene 20

root-specific kinase 1

0.846
0.845
0.842
0.836
0.835
0.835
0.830
0.829

0.829
0.827
0.821
0.817
0.813
0.810
0.805
0.803
0.800
0.800
0.798
0.797
0.796
0.792
0.791
0.791
0.788
0.786
0.783

4.144
5.677
4.100
4.772
4.602
6.551
4.532
6.976

3.686
6.862
9.337
5.814
4.351
5.152
4.063
3.539
7.898
5.173
6.536
2.910
5.440
4.670
3.957
5.778
3.804
5.253
3.465

0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000

0.040
0.006
0.048
0.044
0.024
0.034
0.005
0.040

0.023
0.038
0.000
0.012
0.048
0.030
0.036
0.023
0.022
0.012
0.018
0.034
0.028
0.020
0.039
0.050
0.033
0.018
0.028
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Zm00001d045888
Zm00001d027645
Zm00001d018383
Zm00001d027489
Zm00001d040705
Zm00001d032946
Zm00001d020974
Zm00001d018037

Zm00001d008911
Zm00001d046378
Zm00001d037164
Zm00001d029706
Zm00001d013934
Zm00001d039695
Zm00001d006027
Zm00001d024587
Zm00001d038618
Zm00001d021596
Zm00001d043171
Zm00001d037384
Zm00001d013612
Zm00001d017125
Zm00001d003209
Zm00001d008925
Zm00001d039697
Zm00001d046004
Zm00001d018744

[continua]

Pollen-specific arabinogalacta protein BAN102
Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase PXL1
ribosomal protein L39

Nucleotide-diphospho-sugar transferase family protein
Peroxidase 64

Chitinase 1

Chitinase-like protein 1

NOD26-like membrane intrinsic protein2
sodium/calcium exchanger family protein / calcium-binding EF hand family
protein

Peptidase M20/M25/M40 family protein

glutathione transferase39

soluble epoxide hydrolase

S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily protein
bZIP transcription factor family protein

Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.3

Cyclic nucleotide-gated ion channel 4

adenosine 5'-phosphosulfate reductase-likel

WAT1-related protein

Anthocyanidin 3-O-glucosyltransferase

Tubulin beta-4 chain

Ankyrin repeat family protein

AAA-ATPase ASD mitochondrial

GDSL esterasellipase

Cytochrome P450 monooxygenase

HGA4

Putative cyclotide family protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:Q4KWL5]

0.778
0.777
0.773
0.768
0.765
0.763
0.763
0.762

0.757
0.751
0.747
0.746
0.743
0.727
0.725
0.724
0.724
0.723
0.722
0.721
0.721
0.716
0.716
0.712
0.711
0.709
0.702

3.795
3.949
5.324
2.999
3.978
5.818
5.827
8.056

6.795
6.108
5.824
5.090
5.638
4.932
4.588
6.023
5.358
6.319
7.324
4.484
5.962
3.869
5.215
5.070
5.198
6.199
5.069

0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000

0.033
0.045
0.033
0.034
0.036
0.018
0.024
0.040

0.033
0.007
0.044
0.034
0.022
0.004
0.014
0.026
0.001
0.002
0.045
0.028
0.036
0.040
0.046
0.045
0.024
0.043
0.019
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[continuacao]

Zm00001d025977
Zm00001d020623
Zm00001d020069
Zm00001d052673
Zm00001d010451
Zm00001d015618
Zm00001d037410
Zm00001d028814
Zm00001d028228
Zm00001d013529
Zm00001d047758
Zm00001d017429
Zm00001d013109
Zm00001d032883
Zm00001d037680
Zm00001d026695
Zm00001d018748
Zm00001d032873
Zm00001d033279
Zm00001d022228
Zm00001d041082
Zm00001d032618
Zm00001d052261
Zm00001d002035
Zm00001d036756
Zm00001d043988
Zm00001d036541
Zm00001d014062

[continua]

Metal-nicotianamine transporter YSL2

Copper transporter 5

Carotenoid cleavage dioxygenase

Chalcone synthase C2

GDSL esterasel/lipase

Probable cinnamyl alcohol dehydrogenase
Peroxidase 1

Pathogenesis-related protein 10 [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:Q29SB6]
multidrug and toxic compound extrusion3
Protein NRT1/ PTR FAMILY 2.9

MAP kinasel

Iron-phytosiderophore transporter yellow stripe 1
calcium-dependent protein kinase 10
Expansin-All

Vegetative storage protein 2

Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.10

Ustilago maydis induced11

Metal ion binding protein

Leucine-rich repeat extensin-like protein 6
Ribonuclease 1

kaurene synthase4

Secretory protein

Aquaporin NIP1-2

Endonuclease 2

chitinase chemb5

maize insect resistance?2

Leucine Rich Repeat family protein expressed; protein

0.699
0.698
0.697
0.695
0.695
0.691
0.691
0.690
0.689
0.688
0.685
0.683
0.677
0.676
0.674
0.671
0.670
0.669
0.667
0.656
0.655
0.654
0.654
0.653
0.652
0.646
0.645
0.639

5.825
6.408
5.586
5.428
5.054
6.837
3.384
5.915
5.340
4.842
6.068
6.975
4.169
3.881
4.516
4.308
4.933
5.763
6.303
6.679
6.880
5.342
5773
6.826
4.770
8.158
6.649
4.008

0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

0.013
0.041
0.044
0.028
0.041
0.036
0.048
0.041
0.014
0.035
0.042
0.001
0.046
0.024
0.048
0.045
0.006
0.035
0.015
0.019
0.032
0.014
0.034
0.019
0.015
0.044
0.026
0.033
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[continuacao]

Zm00001d017958
Zm00001d013914
Zm00001d030532
Zm00001d032036
Zm00001d019560
Zm00001d028948
Zm00001d021757
Zm00001d019327
Zm00001d040697
Zm00001d049028
Zm00001d042027
Zm00001d029141

Zm00001d050310
Zm00001d033531
Zm00001d044495
Zm00001d027995
Zm00001d038382
Zm00001d002447
Zm00001d054093
Zm00001d043653
Zm00001d004729
Zm00001d012257
Zm00001d046937
Zm00001d032517
Zm00001d047204
Zm00001d004728
Zm00001d033551

[continua]

Glutamine synthetase root isozyme 3
Membrane steroid-binding protein 1
Homeobox-leucine zipper protein ATHB-6
Probable carboxylesterase 8

beta expansin4

Calmodulin-7

UDP-glycosyltransferase 88A1

Metal transporter Nramp6
S-adenosylmethionine synthase 1
Chitinase 2

E3 ubiquitin-protein ligase MIEL1
Homeodomain leucine zipper protein CPHB-5%3B Putative homeobox
DNA-binding and leucine zipper domain family protein

F1IN21.17

senescence enhanced2b

Alcohol dehydrogenase-like 2
Wall-associated receptor kinase 2
Senescence-associated protein DIN1

Type | inositol polyphosphate 5-phosphatase 1
Aluminum-induced protein

Basic leucine zipper 9

Copper transport protein family

Protein LNK1

glycine rich protein4

Phosphoglycerate mutase-like family protein

0.637
0.632
0.625
0.621
0.616
0.613
0.610
0.604
0.601
0.580
0.562
0.561

0.560

0.525

0.523

0.463
-0.486
-0.494
-0.510
-0.515
-0.529
-0.531
-0.550
-0.559
-0.577
-0.581
-0.587

7.780
5.365
4.263
4.665
4.357
7.652
4.270
5.293
8.089
6.642
5.071
6.002

5.543
5.488
8.402
5.710
6.795
4.701
6.777
5.717
7.066
5.196
7.046
6.528
8.156
6.188
4.940

0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001

0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.011
0.048
0.025
0.012
0.037
0.044
0.044
0.021
0.034
0.024
0.042
0.043

0.037
0.034
0.041
0.049
0.045
0.048
0.034
0.033
0.045
0.044
0.027
0.034
0.022
0.033
0.027
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[continuacao]

Zm00001d048693
Zm00001d038460

Zm00001d047779
Zm00001d025707
Zm00001d024546
Zm00001d042880
Zm00001d024547
Zm00001d052532
Zm00001d049543
Zm00001d038527
Zm00001d039631
Zm00001d010634
Zm00001d046453
Zm00001d017134
Zm00001d007637

Zm00001d009599
Zm00001d029596
Zm00001d021135

ATA15 protein

Putative aminotransferase class Il superfamily protein
Whole genome shotgun sequence of line PN40024
scaffold_36.assemblyl12x (Fragment)

BTB/POZ and TAZ domain-containing protein 2
circadian clock associated?2

regulator of chromosome condensationl

Putative MYB DNA-binding domain superfamily protein
Major facilitator superfamily protein

circadian clock associated1

Putative MYB DNA-binding domain superfamily protein
glossy13

Putative MYB DNA-binding domain superfamily protein

ZCN16

Putative homeodomain-like transcription factor superfamily protein%3B

SANT/MYB protein
Guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor
phosphatidylethanolamine-binding protein24

-0.682
-0.720

-0.721
-0.777
-0.786
-0.854
-0.872
-0.910
-0.924
-0.949
-0.955
-1.081
-1.167
-1.348
-1.355

-1.411
-1.416
-2.089

5.703
6.405

3.341
4.902
7.996
4.501
4.964
6.325
9.303
3.296
2.997
3.371
2.410
2.094
3.173

0.304
-0.014
0.317

0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001
0.000
0.000

0.014
0.024

0.030
0.012
0.002
0.013
0.005
0.026
0.000
0.006
0.032
0.001
0.025
0.030
0.033

0.046
0.034
0.000

[concluséao]
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Tabela S3 - Genes diferencialmente expressos (DEGS) na parte aérea de plantula de milho tratadas com bioestimulante de SH.

Gene Function logFC 1logCPM PValue FDR

Zm00001d036366 Basic endochitinase B 2.202 -0.261  0.000 0.000
Zm00001d011183 thiamine biosynthesisl 2.085 5.486 0.000 0.000
Zm00001d021634 Hsp20/alpha crystallin family protein 1.890 0.923 0.000 0.000
Zm00001d044228 thiamine biosynthesis2 1.840 2.338 0.000 0.000
Zm00001d048178 Polyol transporter protein 4 1.648 0.166 0.000 0.000
Zm00001d024522 Putative HLH DNA-binding domain superfamily protein 1.570 2.218 0.000 0.013
Zm00001d032850 phosphate transporter protein2 1.500 0.066 0.000 0.002
Zm00001d053845 - 1.496 4.895 0.000 0.000
Zm00001d012292 Glucan endo-13-beta-glucosidase 14 1.489 0.800 0.000 0.000
Zm00001d013781 Chloroplast post-illumination chlorophyll fluorescence increase protein 1.424 3.917 0.000 0.000
Zm00001d037779 tonoplast intrinsic protein4 1.419 3.611 0.000 0.000
Zm00001d050082 Pectinesterase 1.398 0.368 0.000 0.016
Zm00001d022597 NEP1-interacting protein-like 1 1.397 1.101 0.000 0.021
Zm00001d021216 Protein DETOXIFICATION 50 1.392 0.066 0.000 0.002
Zm00001d053042 - 1.386 0.834 0.000 0.000
Zm00001d024798 - 1.370 0.658 0.000 0.007
Zm00001d048711 Hydroquinone glucosyltransferase 1.359 0.272 0.000 0.007
Zm00001d042113 Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family protein 1.337 1.655 0.002 0.049
Zm00001d045221 Thiol protease SEN102 1.289 1.174 0.000 0.000
Zm00001d051802 Nudix hydrolase 17 mitochondrial 1.283 1.785 0.001 0.037
Zm00001d007445 Adagio protein 3 1.276 2.655 0.000 0.000
Zm00001d035412 - 1.258 0.480 0.001 0.024
Zm00001d010204 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein 1.258 3.570 0.000 0.000
Zm00001d043318 Protein LURP-one-related 5 1.246 0.056 0.001 0.034
Zm00001d020358 Ubiquitin-protein ligase 1.243 0.174 0.000 0.007
Zm00001d043121 Osmotin-like protein OSM34 1.242 1.731 0.000 0.000
Zm00001d038274 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein 1.238 2.865 0.000 0.000

[continua]

109



[continuacao]

Zm00001d044230
Zm00001d045458
Zm00001d041784
Zm00001d033455
Zm00001d017225
Zm00001d004698
Zm00001d046975
Zm00001d036348
Zm00001d038203
Zm00001d040028
Zm00001d054067
Zm00001d045589
Zm00001d020496
Zm00001d011649
Zm00001d037383
Zm00001d031934
Zm00001d053554
Zm00001d053091
Zm00001d011079
Zm00001d018619
Zm00001d015720
Zm00001d052118
Zm00001d048342
Zm00001d032155
Zm00001d047709
Zm00001d017907
Zm00001d018738
Zm00001d041763
Zm00001d026259

[continua]

DUF538 family protein
Protein EXORDIUM-like 3
CCR-like

Protein P21

Serine/threonine-protein kinase-like protein CCR4

Putative RING zinc finger domain superfamily protein

Probable inactive linolenate hydroperoxide lyase
Scarecrow-like protein 6

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 5
UDP-glycosyltransferase 88A1
UDP-glycosyltransferase 72B1

Chlorophyllase-1

Peroxidase 52

Adagio protein 3

Subtilisin-chymotrypsin inhibitor-2A

Peroxidase 1

Zinc finger protein

Probable serine/threonine-protein kinase Cx32 chloroplastic
CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 15
Mitochondrial substrate carrier family protein
Protein TIC 20-v chloroplastic

pathogenesis related protein4
Cytokinin-O-glucosyltransferase 2

1.238
1.235
1.234
1.233
1.224
1.212
1.212
1.205
1.189
1.182
1.181
1.174
1.172
1.171
1.165
1.161
1.158
1.153
1.153
1.150
1.146
1.140
1.134
1.129
1.124
1.122
1.114
1.109
1.104

0.402
0.500
0.653
2.059
0.024
0.417
0.500
0.649
1.184
4.402
4.893
0.678
2.107
3.758
0.124
1.397
1.183
1.382
3.090
0.786
1.029
1.988
1.335
3.508
0.839
3.604
0.088
1.877
0.153

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

0.007
0.001
0.002
0.000
0.007
0.012
0.015
0.008
0.012
0.000
0.000
0.038
0.015
0.005
0.015
0.003
0.000
0.012
0.000
0.003
0.001
0.000
0.009
0.021
0.009
0.000
0.021
0.000
0.037
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[continuacao]

Zm00001d015799
Zm00001d022277
Zm00001d031158
Zm00001d027499
Zm00001d014149
Zm00001d050224
Zm00001d010201
Zm00001d028776
Zm00001d029923
Zm00001d017241
Zm00001d007935
Zm00001d022241
Zm00001d032495
Zm00001d032409
Zm00001d018652
Zm00001d014820
Zm00001d013551
Zm00001d022099
Zm00001d014790
Zm00001d013844
Zm00001d028711
Zm00001d035646
Zm00001d033098
Zm00001d041246
Zm00001d020780
Zm00001d017766
Zm00001d019228

Zm00001d035684

[continua]

Putative uncharacterized protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B6SPK8]

tolB protein-related

pathogenesis related protein5

Acyl-activating enzyme 11

HSP20-like chaperones superfamily protein
4-coumarate--CoA ligase 1

Transcription repressor MYB6

Thioredoxin superfamily protein

extensin-like protein

Two-component response regulator-like APRR1
Disease resistance response protein 206
DUF1997 family protein

Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily protein
Sugar transport protein 1

FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein
GDSL esterasel/lipase

glycine-rich protein

Nuclear transcription factor Y subunit B-3
Chaperone protein dnaJ 11

Methionine gamma-lyase

MAP kinase3

Putative DUF26 domain family protein
post-illumination chlorophyll fluorescence increase
Glycine-rich RNA-binding protein 7

glutathione transferase23
nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase8

ZIP zinc/iron transport family protein

Subtilisin-chymotrypsin inhibitor CI-1B%3B Subtilisin-chymotrypsin inhibitor
CI-1B isoform 1%3B Subtilisin-chymotrypsin inhibitor CI-1B isoform 2

1.100
1.095
1.094
1.090
1.087
1.086
1.085
1.079
1.079
1.075
1.073
1.066
1.061
1.058
1.054
1.053
1.052
1.051
1.050
1.050
1.044
1.034
1.033
1.026
1.022
1.021
1.015

1.009

2.896
0.078
4.191
1.346
-0.059
1.150
0.333
1.760
0.171
2.090
1.547
2.017
5.436
0.411
3.698
0.989
1.971
2.476
2.230
0.588
1.143
0.962
5.426
6.298
1.965
4.094
1.021

2.766

0.001
0.001
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000

0.036
0.037
0.000
0.010
0.047
0.008
0.020
0.001
0.046
0.002
0.002
0.016
0.018
0.019
0.000
0.002
0.024
0.002
0.004
0.012
0.004
0.037
0.000
0.000
0.002
0.000
0.010

0.020
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Zm00001d034564
Zm00001d040674
Zm00001d021358
Zm00001d039301
Zm00001d021746
Zm00001d020195
Zm00001d039833
Zm00001d031601
Zm00001d042096
Zm00001d010854
Zm00001d038403
Zm00001d050635
Zm00001d031449
Zm00001d034634
Zm00001d044671
Zm00001d042812
Zm00001d004437
Zm00001d014804
Zm00001d050320
Zm00001d011422
Zm00001d004389
Zm00001d034677
Zm00001d030969
Zm00001d050436
Zm00001d012325
Zm00001d028465
Zm00001d050323
Zm00001d018620
Zm00001d003311

[continua]

Probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 2
Undecaprenyl pyrophosphate synthetase
Vegetative storage protein PNI288
Octicosapeptide/Phox/Bem1p family protein
Spermidine hydroxycinnamoyl transferase
Receptor-like kinase-like

Glutathione S-transferase U16

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Lipoxygenase 2 chloroplastic

Heavy metal transport/detoxification superfamily protein
Protein LURP-one-related 8

Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein
THAUMATIN-LIKE PROTEIN 1

Eukaryotic aspartyl protease family protein
HXXXD-type acyl-transferase family protein

Putative cytochrome P450 superfamily protein
Probable flavin-containing monooxygenase 1

ribosomal protein L30 family protein

Probable WRKY transcription factor 74

DUF868 family protein

Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein
Putative cytochrome P450 superfamily protein
Peroxidase 1

Probable 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase AOP1

1.008
1.007
1.006
1.005
1.003
1.002
1.001
1.000
0.999
0.998
0.997
0.997
0.995
0.995
0.995
0.990
0.989
0.989
0.980
0.974
0.974
0.970
0.969
0.969
0.966
0.965
0.964
0.962
0.961

3.077
1.301
1.890
1.484
1.301
1.095
1.596
0.949
0.324
0.353
1.648
3.587
1.264
3.652
0.421
4.505
0.268
1.086
1.053
1.385
0.760
0.781
0.865
0.890
2.161
1.261
1.293
1.098
2.060

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.002
0.001
0.001

0.001
0.021
0.006
0.001
0.031
0.018
0.003
0.005
0.021
0.038
0.001
0.000
0.011
0.001
0.024
0.000
0.041
0.003
0.043
0.017
0.009
0.041
0.007
0.034
0.001
0.003
0.047
0.034
0.024
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Zm00001d038280
Zm00001d033479
Zm00001d028820
Zm00001d011056
Zm00001d011679
Zm00001d019269
Zm00001d036014
Zm00001d051867
Zm00001d008397
Zm00001d012415
Zm00001d031421
Zm00001d044861
Zm00001d003865
Zm00001d016182
Zm00001d038191
Zm00001d046188
Zm00001d043650
Zm00001d048451
Zm00001d034017
Zm00001d032084
Zm00001d004664
Zm00001d029892
Zm00001d031562
Zm00001d002066
Zm00001d004387
Zm00001d033469
Zm00001d005312
Zm00001d001961
Zm00001d032576

[continua]

U-box domain-containing protein 29

Signal peptidase complex subunit 1
Chaperone DnaJ-domain superfamily protein
Phospholipase Al-llgamma

High affinity nitrate transporter 2.5
Pentatricopeptide repeat-containing protein
E3 ubiquitin-protein ligase XBAT33

Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 32

Nodulin-related protein 1

Putative aspartic protease family protein
Thylakoid lumenal 19 kDa protein

Expressed protein; protein

Peroxidase 52

Homeodomain-like superfamily protein
AT5g56980/MHM17_10

Tryptophan aminotransferase-related protein 4
Pentatricopeptide repeat-containing protein
Exhydrolase Il

Chaperone DnaJ-domain superfamily protein
Cytochrome P450 94B3
Metalloendoproteinase 1-MMP

Ras-related protein RABAGa

Protein IRX15-LIKE

Probable flavin-containing monooxygenase 1
Ferredoxin%3B Putative ferredoxin

Phenolic glucoside malonyltransferase 1
SAUR-like auxin-responsive protein family
Protochlorophyllide reductase C chloroplastic

0.958
0.957
0.957
0.955
0.954
0.952
0.951
0.950
0.948
0.945
0.943
0.933
0.932
0.932
0.932
0.930
0.930
0.926
0.924
0.922
0.920
0.916
0.914
0.913
0.911
0.911
0.911
0.911
0.910

1.631
1.384
3.381
1.793
1.201
0.868
3.515
1.949
3.917
1.086
4.089
1.112
0.808
1.970
1.141
2.719
2.889
1.966
6.384
4.553
1.699
2.330
2.879
1.116
1.847
2.597
2.794
0.462
4.825

0.001
0.002
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.002
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000

0.028
0.046
0.000
0.013
0.048
0.017
0.000
0.032
0.000
0.026
0.043
0.018
0.018
0.007
0.032
0.014
0.000
0.007
0.000
0.015
0.010
0.000
0.030
0.036
0.004
0.038
0.024
0.039
0.018
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Zm00001d052171
Zm00001d039607
Zm00001d033623
Zm00001d028616
Zm00001d024403
Zm00001d049407
Zm00001d028416
Zm00001d037242
Zm00001d051745
Zm00001d038860
Zm00001d018225
Zm00001d012322
Zm00001d024014
Zm00001d016952
Zm00001d020867
Zm00001d015817
Zm00001d008377
Zm00001d036539
Zm00001d004440
Zm00001d014193
Zm00001d028391
Zm00001d018220
Zm00001d040202
Zm00001d002000
Zm00001d035657
Zm00001d028957
Zm00001d005693
Zm00001d040066
Zm00001d048356

[continua]

Cell number regulator 1

UDP-glycosyltransferase 75B1

Lipoxygenase

Putative E3 ubiquitin-protein ligase XBAT31
OSJNBa0041A02.21 protein; protein

Polyphenol oxidase chloroplastic

ACRS8

Urea-proton symporter DUR3

Probable ubiquitin conjugation factor E4
AT5g56980/MHM17_10

Homeodomain leucine zipper family 1V protein
cytochrome P450 family 81 subfamily D polypeptide 8
Zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
DNA binding protein

Subtilisin-like protease SBT5.3

40S ribosomal protein S4-3

Putative alcohol dehydrogenase superfamily protein
Blight-associated protein p12

Root phototropism protein 3

Subtilisin-like protease SBT1.6

glutathione transferase24

SNF7 family protein

lipoxygenase6

Putative E3 ubiquitin-protein ligase XBAT31

F-box protein

Glycosyltransferase family 61 protein
24-methylenesterol C-methyltransferase 2

0.909
0.907
0.905
0.894
0.893
0.890
0.888
0.888
0.886
0.885
0.884
0.883
0.882
0.879
0.879
0.878
0.878
0.877
0.877
0.876
0.871
0.869
0.868
0.865
0.865
0.865
0.864
0.860
0.860

1.627
1.899
2.657
2.396
0.761
2.628
1.252
1.046
5.395
2.738
1.995
2.285
2.362
1.968
2.263
3.080
3.917
1.906
1.139
0.857
2.064
2.523
7.456
6.538
4.728
0.965
3.135
1.232
3.669

0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000

0.016
0.031
0.001
0.021
0.021
0.001
0.009
0.014
0.004
0.037
0.006
0.001
0.000
0.007
0.001
0.007
0.010
0.024
0.029
0.050
0.012
0.002
0.001
0.000
0.000
0.037
0.005
0.023
0.000
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Zm00001d037828
Zm00001d046682
Zm00001d032849
Zm00001d024204
Zm00001d047687
Zm00001d045203
Zm00001d051556
Zm00001d047685
Zm00001d029997
Zm00001d027946
Zm00001d033316
Zm00001d003190
Zm00001d039444
Zm00001d030762
Zm00001d033152
Zm00001d008340
Zm00001d002004
Zm00001d016708
Zm00001d012477
Zm00001d022326

Zm00001d040027
Zm00001d023856
Zm00001d011650
Zm00001d029801
Zm00001d008987
Zm00001d042216
Zm00001d018065
Zm00001d034301

[continua]

GDSL esterasel/lipase

Peroxiredoxin-5

RING/U-box superfamily protein

LHT1

Chaperone DnaJ-domain superfamily protein
Auxin-responsive protein IAA29
nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase6
Probable galacturonosyltransferase-like 7
chloroplast chaperonin 10
hydroxycinnamoyltransferasel
CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 4
Endochitinase A

UNE1

Cytochrome P450 CYP71W7
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
Peroxidase 16

Beta-fructofuranosidase%?2C cell wall isozyme
Laccase-13

Probable carboxylesterase 18

Bowman-Birk type wound-induced proteinase inhibitor WIP1

[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B4FYK1]
RALF

VIP1 protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B4FRS6]

glutathione transferasel4

Putative cytochrome P450 superfamily protein
Glutathione S-transferase 3

MTERF family protein

0.859
0.858
0.858
0.856
0.856
0.855
0.854
0.853
0.851
0.850
0.849
0.848
0.847
0.844
0.842
0.840
0.839
0.837
0.836
0.835

0.827
0.826
0.823
0.823
0.819
0.819
0.816
0.814

2.678
5.813
1.961
1.749
2.589
1.215
7.240
0.861
4.767
0.589
4.369
3.929
1.124
4.402
2.368
0.880
2.994
4.472
1.794
1.827

4.344
2.976
3.576
2.886
1.603
6.027
2.652
2.077

0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.002
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.002
0.001

0.044
0.021
0.002
0.007
0.012
0.020
0.000
0.026
0.000
0.039
0.000
0.002
0.046
0.038
0.001
0.037
0.028
0.001
0.043
0.003

0.000
0.016
0.021
0.005
0.033
0.007
0.044
0.037

115



[continuacao]

Zm00001d016674
Zm00001d029497
Zm00001d013598
Zm00001d042134
Zm00001d039790
Zm00001d020958
Zm00001d023707
Zm00001d007132
Zm00001d013230
Zm00001d031403
Zm00001d051463
Zm00001d012849
Zm00001d039908
Zm00001d018631
Zm00001d031639
Zm00001d043380
Zm00001d035003
Zm00001d045340
Zm00001d027511
Zm00001d039542
Zm00001d048634
Zm00001d028548
Zm00001d022057
Zm00001d018623
Zm00001d021813
Zm00001d012088
Zm00001d015377
Zm00001d054044

[continua]

Heat shock factor protein 2

Zinc transporter 2

Lipid binding protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B4G0Q2]
Amino-acid permease BAT1

Histone H3.2

Dihydroflavonol-4-reductase

Thioredoxin M-type%2C chloroplastic
Pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump 1
bentazon resistancel

Serine--glyoxylate aminotransferase

lipase class 3 family protein

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein

Ribosomal protein L26

Dirigent protein 11

ACR4

Protein CHLORORESPIRATORY REDUCTION 7 chloroplastic
ferredoxin2

Pyridoxal-5'-phosphate-dependent enzyme family protein
Catalase isozyme 2

Phospholipase Al-lgammal chloroplastic

DIBOA-glucoside dioxygenase BX6

maternal effect embryo arrest 59

hydroxyproline-rich glycoprotein family protein

Photosynthetic NDH subunit of lumenal location 3 chloroplastic

Pentatricopeptide repeat-containing protein
Catalase isozyme 3

0.814
0.813
0.813
0.812
0.810
0.810
0.809
0.806
0.805
0.804
0.803
0.802
0.801
0.801
0.799
0.798
0.797
0.795
0.794
0.794
0.791
0.788
0.787
0.784
0.783
0.783
0.777
0.777

1.748
4.784
2.359
1.087
3.885
3.362
7.160
1.302
1.878
3.062
1.705
1.691
4.345
5.225
1.332
4.139
7.537
3.323
6.535
7.586
6.340
3.992
2.548
5.517
4.393
8.132
5.075
8.627

0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.037
0.000
0.023
0.033
0.038
0.001
0.006
0.023
0.013
0.011
0.009
0.010
0.011
0.048
0.034
0.030
0.005
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.039
0.013
0.010
0.004
0.000
0.000
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Zm00001d020670

Zm00001d035683
Zm00001d020589
Zm00001d036370
Zm00001d042473
Zm00001d042090
Zm00001d020402
Zm00001d016016
Zm00001d052224
Zm00001d004875
Zm00001d051554
Zm00001d008210
Zm00001d034884
Zm00001d009446
Zm00001d013937
Zm00001d045843
Zm00001d013746
Zm00001d037118

Zm00001d025711
Zm00001d020808
Zm00001d052409
Zm00001d043167
Zm00001d037318
Zm00001d051206
Zm00001d041365
Zm00001d022437

[continua]

Homeobox-leucine zipper protein HAT3

Subtilisin-chymotrypsin inhibitor CI-1B%3B Subtilisin-chymotrypsin inhibitor
CI-1B isoform 1%3B Subtilisin-chymotrypsin inhibitor CI-1B isoform 2%3B

Subtilisin-chymotrypsin inhibitor CI-1B isoform 3
DUF581 family protein

Chitinase?2

Peptide transporter PTR2

UMP synthase

Probable cinnamyl alcohol dehydrogenase 6
Dynein light chain LC6%2C flagellar outer arm
Wound/stress protein

Two-component response regulator-like APRR9
abscisic acid 8'-hydroxylase2

Germin-like protein subfamily 2 member 1
Putative gamma-glutamylcyclotransferase

VIP1 protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B4FAQS5]
Protochlorophyllide reductase C chloroplastic
Aspartyl protease AED1

Anthocyanin biosynthesis regulatory protein PI1_B73%3B Purple plantl
Whole genome shotgun sequence of line PN40024
scaffold_66.assemblyl12x (Fragment)

Peroxidase 17

DUF309 domain protein

PsbP domain-containing protein 6 chloroplastic

Putative AMP-dependent synthetase and ligase superfamily protein
Serine carboxypeptidase-like 34

Bifunctional nuclease 1

Probable WRKY transcription factor 30

0.775

0.771
0.771
0.769
0.768
0.767
0.766
0.766
0.765
0.765
0.762
0.762
0.759
0.758
0.758
0.757
0.754
0.750

0.747
0.747
0.745
0.743
0.743
0.742
0.741
0.737

1.903

3.089
2.818
2.626
2.737
1.749
7.574
1.317
5.952
4.275
2.747
3.469
2.667
2.628
6.907
1.742
2.296
1.805

4.324
3.552
4174
4.746
1.774
4.698
1.701
1.454

0.001

0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.002
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001

0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.002

0.029

0.013
0.024
0.028
0.001
0.032
0.000
0.039
0.046
0.001
0.002
0.046
0.016
0.015
0.003
0.028
0.016
0.031

0.000
0.000
0.014
0.000
0.047
0.001
0.010
0.046
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Zm00001d018734
Zm00001d049545
Zm00001d005750
Zm00001d023216
Zm00001d018214
Zm00001d006511
Zm00001d027593
Zm00001d002758
Zm00001d044504
Zm00001d026414
Zm00001d021403
Zm00001d031273
Zm00001d045145
Zm00001d045519
Zm00001d039432
Zm00001d041951
Zm00001d033044
Zm00001d018530
Zm00001d042341
Zm00001d039880
Zm00001d023529
Zm00001d036771
Zm00001d028331
Zm00001d018247
Zm00001d031556
Zm00001d029438
Zm00001d027405
Zm00001d019177
Zm00001d006612

[continua]

Pathogenesis-related protein 1

RING/U-box superfamily protein

Transcription factor bHLH69

HXXXD-type acyl-transferase family protein

O-Glycosyl hydrolases family 17 protein
Glucose-6-phosphate/phosphate translocator 2 chloroplastic
proteasome component3

DeSl-like protein

High affinity nitrate transporter 2.7

2-Sep

indeterminatel domain7

RING/U-box superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
Oligopeptide transporter 7

Protodermal factor 1

Ring zinc finger protein

GDSL esterasel/lipase

Transcription factor TCP21

Lecithin-cholesterol acyltransferase-like 1

abscisic acid stress ripeningl

Protein kinase superfamily protein

Glucan endo-13-beta-glucosidase 7

Zinc finger protein

AIR12

RING-H2 finger protein ATL3

heavy metal associatedl

Chloroplast stem-loop binding protein of 41 kDa a chloroplastic

0.736
0.736
0.735
0.734
0.734
0.734
0.733
0.733
0.732
0.731
0.731
0.730
0.730
0.727
0.726
0.726
0.726
0.726
0.725
0.720
0.720
0.720
0.720
0.720
0.719
0.718
0.718
0.715
0.715

2.054
2.674
2.087
2.980
4.751
5.711
4.641
3.023
2.775
2.743
3.949
1.754
3.956
4.689
3.758
2.728
4.353
1.938
4.077
1.085
6.422
2.551
4.248
2.554
2.454
1.894
2.375
4.089
3.485

0.000
0.002
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.002

0.014
0.047
0.046
0.003
0.015
0.000
0.000
0.000
0.002
0.017
0.002
0.024
0.000
0.000
0.023
0.011
0.000
0.043
0.000
0.041
0.000
0.006
0.013
0.017
0.034
0.015
0.016
0.009
0.044
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Zm00001d010039
Zm00001d024030
Zm00001d045661
Zm00001d038250
Zm00001d016170
Zm00001d025900
Zm00001d045475
Zm00001d010798
Zm00001d017333
Zm00001d029502
Zm00001d030995
Zm00001d044839
Zm00001d020732
Zm00001d003035
Zm00001d047017
Zm00001d027599
Zm00001d012312
Zm00001d043174
Zm00001d010373
Zm00001d047340
Zm00001d007311
Zm00001d018206
Zm00001d005457
Zm00001d021965
Zm00001d016134
Zm00001d035815
Zm00001d038718
Zm00001d022420
Zm00001d050697

[continua]

Cellulase containing protein

Zinc finger protein CONSTANS-LIKE 16
HSP40/DnaJ peptide-binding protein

Peroxisome biogenesis protein 7

Putative GEM-like protein 8

Histone H3

oxidative stress 3

Serine carboxypeptidase-like 34
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase

Basic leucine zipper 25

Transcription factor PRE3

Probable carboxylesterase 2

Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein
Putative HLH DNA-binding domain superfamily protein
cytochrome P450 family 96 subfamily A polypeptide 1
Undecaprenyl pyrophosphate synthetase
Cytochrome P450 98A3

Stem glycoprotein

Allene oxide cyclase 3 chloroplastic

BHLH transcription factor

Nitrate reductase [NADH] 2

Peroxidase 52

iron-sulfur proteinl

hemoglobin2

Stress responsive protein

Histone H3.2

0.710
0.710
0.709
0.709
0.707
0.706
0.706
0.703
0.702
0.700
0.700
0.700
0.699
0.699
0.698
0.698
0.697
0.696
0.696
0.695
0.692
0.687
0.687
0.685
0.683
0.678
0.676
0.675
0.675

5.096
1.766
2.795
3.730
1.672
2.031
6.728
2.612
5.384
2.944
4.988
1.991
3.769
2.198
2.316
2.768
3.950
3.860
3.181
3.162
1.695
3.522
4.669
3.327
8.979
3.345
5.068
5.082
4.721

0.000
0.001
0.000
0.000
0.002
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.036
0.013
0.001
0.046
0.037
0.040
0.019
0.002
0.001
0.000
0.032
0.040
0.047
0.020
0.021
0.000
0.019
0.015
0.001
0.044
0.050
0.002
0.004
0.000
0.010
0.000
0.003
0.042
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Zm00001d018358
Zm00001d029932
Zm00001d013568
Zm00001d011985
Zm00001d013955
Zm00001d003472
Zm00001d040666
Zm00001d051799
Zm00001d052357
Zm00001d029736
Zm00001d031727
Zm00001d014733
Zm00001d041800
Zm00001d043232
Zm00001d010308
Zm00001d039786
Zm00001d020658
Zm00001d053138
Zm00001d049995
Zm00001d018037
Zm00001d016590
Zm00001d039188
Zm00001d046925
Zm00001d029720
Zm00001d016826
Zm00001d038925
Zm00001d028282
Zm00001d044104

[continua]

Protein TIC 55 chloroplastic

Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.3

Glycine-rich RNA-binding%2C abscisic acid-inducible protein
Transcription factor TCP11

Plant basic secretory protein (BSP) family protein
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

Nudix hydrolase 17 mitochondrial

Probable WRKY transcription factor 30

Bell-like homeodomain protein 3

Sorbitol dehydrogenase

zinc finger (C2H2 type) family protein

BTB/POZ domain-containing protein

Early nodulin-like protein 3

Gibberellin receptor GID1A

Lipase-like PAD4

Nitrate reductase

NOD26-like membrane intrinsic protein2

sugars will eventually be exported transporterl5hb

Putative leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein
Zinc finger protein CONSTANS-LIKE 5

ABC-type Co2+ transport system%2C permease component
proline-rich family protein

Cytochrome P450 CYP74A19

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein

0.674
0.673
0.671
0.671
0.670
0.669
0.668
0.668
0.666
0.666
0.665
0.665
0.665
0.664
0.660
0.658
0.657
0.656
0.655
0.655
0.653
0.651
0.649
0.648
0.646
0.645
0.644
0.643

3.841
5.077
8.497
3.012
1.729
1.880
3.318
2.890
1.764
3.960
4.287
3.766
2.763
2.432
1.799
4.676
2.422
4.269
6.989
5.540
2.078
2.437
7.269
4.427
5.988
2.305
4.138
3.363

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.021
0.001
0.000
0.004
0.028
0.030
0.029
0.043
0.038
0.001
0.002
0.031
0.036
0.031
0.043
0.000
0.017
0.000
0.002
0.000
0.027
0.024
0.041
0.007
0.000
0.020
0.002
0.002
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Zm00001d045625
Zm00001d011513

Zm00001d034415
Zm00001d035662
Zm00001d011461
Zm00001d051803
Zm00001d011241
Zm00001d044431
Zm00001d001820
Zm00001d051018
Zm00001d036035
Zm00001d012837
Zm00001d022053
Zm00001d014606
Zm00001d001784
Zm00001d048075
Zm00001d026651
Zm00001d042371
Zm00001d052397
Zm00001d030314
Zm00001d049632
Zm00001d038270
Zm00001d051923
Zm00001d042140
Zm00001d002353
Zm00001d029495

[continua]

abscisic acid stress ripening2

Putative RING zinc finger domain superfamily protein isoform 1%3B
Putative RING zinc finger domain superfamily protein isoform 2
Polynucleotidyl transferase ribonuclease H-like superfamily protein
Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein

Metallothionein-like protein 2C

Putative uncharacterized protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B6SMQ8]
Erwinia induced protein 2

Hsp20/alpha crystallin 121amily protein

Amino-acid 121amily121se BAT1

protochlorophyllide reductasel

B-box zinc finger protein 24

Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 121amily protein
Histone H2A

hydroxyproline-rich glycoprotein 121amily protein

Peroxidase 45

AT-hook motif nuclear-localized protein 5

Expressed protein; protein

Expressed protein; protein

glossy3

Proline-rich protein

F-box/kelch-repeat protein

Duplicated homeodomain-like superfamily protein

GDSL esterasel/lipase LTL1

Beta-1%2C3-glucanase

Orf protein

0.643

0.639
0.638

0.638
0.633
0.633
0.632
0.632
0.632
0.630
0.629
0.625
0.625
0.624
0.622
0.621
0.621
0.620
0.619
0.618
0.618
0.617
0.617
0.616
0.615
0.615
0.613

9.527

2.560
5.750

2.359
4.145
4.565
3.454
2.188
4.061
9.112
3.952
2.264
4.187
4.933
3.315
3.958
3.177
3.483
4.257
2.416
6.909
4.117
3.668
4.782
3.846
6.033
3.109

0.000

0.001
0.000

0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.002
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000

0.000

0.024
0.003

0.015
0.030
0.002
0.036
0.036
0.017
0.008
0.044
0.033
0.030
0.018
0.006
0.013
0.006
0.021
0.000
0.023
0.016
0.002
0.003
0.010
0.026
0.029
0.013
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Zm00001d038984
Zm00001d007382
Zm00001d048515
Zm00001d020497
Zm00001d042594
Zm00001d021450
Zm00001d051110
Zm00001d042027
Zm00001d016342
Zm00001d028348
Zm00001d011144
Zm00001d018200
Zm00001d032618
Zm00001d039387
Zm00001d011060
Zm00001d025953
Zm00001d014734
Zm00001d024885
Zm00001d016947
Zm00001d011813
Zm00001d024886
Zm00001d052384
Zm00001d022421
Zm00001d017840
Zm00001d012664
Zm00001d048709
Zm00001d028964
Zm00001d047436
Zm00001d010451

[continua]

photosystem | H subunitl

Transcription factor ICE1

Stress responsive alpha-beta barrel domain protein
CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 6
Anthocyanidin reductase

Cytokinin riboside 5'-monophosphate phosphoribohydrolase LOG5

GDSL esterasel/lipase LTL1

Peroxidase 53

DCD (Development and Cell Death) domain protein
SAUR12-auxin-responsive SAUR family member
Secretory protein

SOUL heme-binding family protein

Putative E3 ubiquitin-protein ligase XBAT31

Putative GATA transcription factor family protein
Arogenate dehydrogenase 1 chloroplastic

Putative WD40-like beta propeller repeat family protein
bundle sheath strands specificl

Zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
Glutathione S-transferase U10

hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
Delta(12)-fatty-acid desaturase

Putative RING zinc finger domain superfamily protein
benzoxazinless1

AAA-ATPase ASD mitochondrial

GDSL esterasel/lipase

0.612
0.612
0.612
0.609
0.608
0.606
0.606
0.605
0.604
0.604
0.603
0.603
0.603
0.601
0.601
0.601
0.600
0.600
0.600
0.599
0.599
0.597
0.597
0.596
0.595
0.595
0.594
0.594
0.592

9.525
2.794
6.172
4.282
3.197
3.487
3.639
4.866
4.338
4.002
5.382
3.479
3.200
5.919
2.604
3.739
3.460
4.317
2.653
8.363
4.479
3.089
7.478
6.901
2.557
2.885
3.141
4.682
4.747

0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000

0.032
0.032
0.000
0.025
0.021
0.005
0.033
0.000
0.001
0.004
0.039
0.021
0.037
0.003
0.025
0.037
0.011
0.019
0.044
0.001
0.001
0.040
0.008
0.017
0.023
0.043
0.005
0.001
0.017
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[continuacao]

Zm00001d016446
Zm00001d021839
Zm00001d008628
Zm00001d018161
Zm00001d049242

Zm00001d013561
Zm00001d030028
Zm00001d034969
Zm00001d045468
Zm00001d007896
Zm00001d042540
Zm00001d036036
Zm00001d021141
Zm00001d048021
Zm00001d033292
Zm00001d027613
Zm00001d039589
Zm00001d048366
Zm00001d020623
Zm00001d013934
Zm00001d018238
Zm00001d034007
Zm00001d032810
Zm00001d005895
Zm00001d011787
Zm00001d033150
Zm00001d003833
Zm00001d029913

[continua]

Cysteine proteinase 1

Remorin family protein
Gamma-glutamyltranspeptidase 3
Ferredoxin--nitrite reductase chloroplastic

glycosyl hydrolase family 10 protein / carbohydrate-binding domain-
containing protein

myc transcription factor7

Acyl-CoA N-acyltransferases (NAT) superfamily protein
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

O-Glycosyl hydrolases family 17 protein

Linoleate 9S-lipoxygenase 1

Histone H3

Ferredoxin

allene oxide synthasel

P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein
gigantea2

Expressed protein; protein

Copper transporter 5

soluble epoxide hydrolase

Thioredoxin-like 3-1 chloroplastic

Protein NDH-DEPENDENT CYCLIC ELECTRON FLOW 5
CHY-type/CTCHY-type/RING-type Zinc finger protein

EF hand family protein

Cysteine protease XCP1

Expansin-B4

0.592
0.591
0.591
0.590
0.589

0.588
0.588
0.587
0.586
0.585
0.584
0.583
0.580
0.580
0.579
0.579
0.578
0.578
0.577
0.577
0.577
0.576
0.575
0.575
0.574
0.573
0.572
0.571

8.348
3.522
3.397
3.604
3.130

3.882
3.817
3.112
2.809
3.876
8.325
6.602
4.427
4.679
4.222
3.159
6.331
3.790
6.261
4.543
2.551
5.446
5.203
6.248
5.081
5.911
3.418
3.526

0.000
0.002
0.000
0.001
0.000

0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001

0.000
0.047
0.019
0.031
0.020

0.024
0.029
0.034
0.038
0.046
0.030
0.012
0.014
0.015
0.001
0.047
0.002
0.038
0.001
0.000
0.017
0.003
0.000
0.030
0.039
0.000
0.004
0.039
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[continuacao]

Zm00001d016723
Zm00001d044033
Zm00001d007517
Zm00001d049375
Zm00001d043178
Zm00001d037550
Zm00001d019358
Zm00001d020030
Zm00001d007687
Zm00001d048561
Zm00001d035659
Zm00001d029353
Zm00001d039687
Zm00001d043168
Zm00001d014796
Zm00001d008305
Zm00001d045685
Zm00001d023699
Zm00001d027548
Zm00001d027477
Zm00001d026652
Zm00001d031662
Zm00001d022457
Zm00001d048368
Zm00001d015477
Zm00001d005822
Zm00001d020636
Zm00001d036541
Zm00001d033344

[continua]

Histone H3

TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 20
Subitilisin-like serine endopeptidase family protein
Zinc transporter 3

Probable sugar phosphate/phosphate translocator
peroxidase 5

B12D protein

Probable NAD(P)H dehydrogenase subunit CRR3 chloroplastic
Tropinone reductase homolog

p-protein

Metallothionein-like protein 2C

benzoxazinone synthesis12

Photosystem | reaction center subunit XI chloroplastic
MAR-binding filament-like protein 1-1 isoform 2
NEP1-interacting protein-like 1

TRAM LAG1 and CLN8 (TLC) lipid-sensing domain containing protein
glycine cleavage system protein H1

sterol methyl transferase2

DNA binding protein

Zinc finger protein CONSTANS-LIKE 15

peroxidase3

60S ribosomal protein L23

Protein ECERIFERUM 3

cytochrome P450 12

Cysteine proteinase 2

maize insect resistance?2

BTB/POZ domain-containing protein NPY2

0.570
0.570
0.569
0.569
0.569
0.568
0.567
0.564
0.563
0.562
0.562
0.561
0.560
0.559
0.557
0.557
0.557
0.556
0.556
0.556
0.555
0.554
0.554
0.553
0.551
0.551
0.551
0.551
0.550

5.418
4.587
3.991
3.040
4574
6.850
4.883
3.033
4.539
3.084
5.610
4.276
8.504
6.722
4.525
5.631
4.607
6.147
3.838
3.421
4.779
3.678
4.798
6.357
4.714
2.632
8.312
4.612
6.268

0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.002
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000

0.031
0.039
0.002
0.013
0.039
0.000
0.007
0.046
0.016
0.029
0.006
0.030
0.010
0.000
0.009
0.031
0.002
0.023
0.031
0.039
0.040
0.004
0.014
0.014
0.000
0.043
0.021
0.004
0.001
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[continuacao]

Zm00001d027749
Zm00001d048707
Zm00001d014315
Zm00001d020614
Zm00001d027539
Zm00001d026695
Zm00001d018383
Zm00001d020008
Zm00001d036175
Zm00001d048802
Zm00001d047492
Zm00001d003751
Zm00001d006159
Zm00001d046261
Zm00001d022449
Zm00001d046357
Zm00001d025977
Zm00001d028931
Zm00001d045302
Zm00001d039956
Zm00001d031168
Zm00001d011625
Zm00001d018082
Zm00001d034897
Zm00001d051174
Zm00001d022456
Zm00001d048705
Zm00001d032601
Zm00001d035409

[continua]

Sulfate transporter 3.1

benzoxazinone synthesis8

Lipid binding protein

ZIM-transcription factor 28

glutathione transferasell

Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.10

ribosomal protein L39

Indole-3-glycerol phosphate synthase chloroplastic
GDSL esterase/lipase APG

Glycine-rich domain-containing protein 1

Heavy metal transport/detoxification superfamily protein
NDR1/HIN1-like 1

Ycf49-like protein

Putative thaumatin domain family protein
Potassium transporter 2

Beta-galactosidase

Metal-nicotianamine transporter YSL2

galactinol synthasel

Zea nodulation homolog1
hydroxycinnamoyltransferase8

Glycine-rich RNA-binding protein 2

Putative WAK receptor-like protein kinase family protein
trehalose-6-phosphate phosphatase?7
Plastid-specific 30S ribosomal protein 1

Aquaporin PIP2-3

Peroxidase 42

benzoxazinone synthesisb

ABC transporter G family member 11

Abscisic stress-ripening protein 2

0.549
0.549
0.548
0.546
0.546
0.546
0.545
0.544
0.544
0.544
0.544
0.543
0.543
0.542
0.540
0.540
0.540
0.540
0.539
0.538
0.537
0.537
0.537
0.537
0.536
0.535
0.534
0.532
0.532

4.744
3.693
3.011
6.240
5.239
4.945
5.590
3.656
5.564
8.184
5.325
5.185
3.629
4.363
4.140
6.766
6.181
4.338
6.982
3.417
10.213
4.012
3.102
6.359
6.088
6.846
5.880
2.981
4.625

0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000

0.003
0.013
0.024
0.001
0.002
0.003
0.047
0.013
0.000
0.000
0.005
0.007
0.005
0.005
0.002
0.024
0.001
0.001
0.024
0.017
0.001
0.006
0.011
0.000
0.001
0.020
0.000
0.034
0.000
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[continuacao]

Zm00001d033543
Zm00001d001883
Zm00001d008929
Zm00001d053675
Zm00001d051194
Zm00001d053394
Zm00001d050182
Zm00001d045649
Zm00001d029257
Zm00001d044335
Zm00001d020371
Zm00001d033633
Zm00001d035308
Zm00001d027291
Zm00001d035002
Zm00001d034977
Zm00001d024963
Zm00001d005804
Zm00001d023901
Zm00001d044604
Zm00001d021906
Zm00001d017079
Zm00001d016691
Zm00001d014200
Zm00001d049267
Zm00001d022059
Zm00001d002966
Zm00001d012672
Zm00001d037778

[continua]

Integral membrane HPP family protein

GDSL esterasel/lipase

lipoxygenasel0

Arginine decarboxylase

Fiber protein Fb34

Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain
OHP2

Endoglucanase 11

Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein
Protein DOWNY MILDEW RESISTANCE 6
extensin-like protein

ferredoxin5

VAMP protein SEC22

Glutathione S-transferase GSTU6

Auxin-repressed protein

Histone H2A

Putative serine/threonine-protein kinase-like protein CCR3
Chlorophyll a-b binding protein

BTB/POZ domain-containing protein

Copper transport protein CCH

Expressed protein; protein

Acyl carrier protein

PLASMODESMATA CALLOSE-BINDING PROTEIN 2
Serine carboxypeptidase-like 35

protein; Pentatricopeptide (PPR) repeat protein-like
Acyl-CoA N-acyltransferases (NAT) superfamily protein

0.529
0.527
0.526
0.519
0.519
0.519
0.518
0.517
0.515
0.515
0.513
0.513
0.513
0.512
0.512
0.512
0.512
0.511
0.511
0.510
0.510
0.510
0.504
0.503
0.503
0.503
0.502
0.499
0.499

3.435
7.311
4.710
11.217
6.836
7.421
3.503
4.640
4.219
5.332
3.647
3.432
4.196
5.799
5.739
5.109
4.886
4.541
5.506
4.007
10.083
4571
9.806
3.638
6.100
5.432
3.463
5.394
2.948

0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.002
0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.001
0.000
0.001

0.033
0.000
0.021
0.008
0.021
0.037
0.020
0.043
0.001
0.023
0.013
0.028
0.023
0.042
0.006
0.017
0.017
0.002
0.043
0.034
0.043
0.002
0.000
0.010
0.048
0.005
0.027
0.021
0.037
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[continuacao]

Zm00001d031738
Zm00001d034890
Zm00001d047090
Zm00001d012981
Zm00001d038003
Zm00001d052595
Zm00001d053432
Zm00001d035981
Zm00001d003931
Zm00001d024294
Zm00001d030346
Zm00001d029898
Zm00001d017951
Zm00001d050214
Zm00001d040034
Zm00001d011510
Zm00001d028775
Zm00001d035907
Zm00001d043047
Zm00001d005114
Zm00001d028505
Zm00001d003712
Zm00001d048703
Zm00001d018388
Zm00001d024926
Zm00001d010825
Zm00001d006236
Zm00001d018282
Zm00001d004052

[continua]

photosystemI|2

Outer envelope pore protein 24A chloroplastic

Expansin-B4

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein

Ribulose bisphosphate carboxylase small chain%2C chloroplastic

iron-sulfur protein2

Aspartyl protease AED1

ACR4

Equilibrative nucleotide transporter 1
Hsp20/alpha crystallin family protein
Transcription factor UNE10

Nudix hydrolase 17 mitochondrial
ATPase 2 plasma membrane-type
Multicopper oxidase LPR2
Phosphoglycerate mutase family protein
Thioredoxin superfamily protein
Homeobox protein BEL1 homolog
Expansin-A2

Cytochrome b-c1 complex subunit 7-2
Phospholipase A2-alpha

abscisic acid stress ripening3
benzoxazinone synthesis4

Alginate regulatory protein AlgP
GDSL esterasel/lipase LIP-4

MYB31 transcription factor31
Subtilisin-like protease SBT1.4

60S ribosomal protein L35

0.499
0.498
0.497
0.497
0.497
0.497
0.496
0.496
0.495
0.491
0.491
0.491
0.491
0.488
0.488
0.487
0.486
0.485
0.485
0.483
0.482
0.482
0.480
0.480
0.479
0.477
0.477
0.476
0.475

5.782
4.507
5.076
4.645
5.397
10.562
6.661
4.293
3.612
4.579
5.396
3.785
3.220
3.181
3.375
3.844
4.071
3.892
4.286
3.297
3.496
4.990
6.153
4.886
3.335
3.163
3.082
4.920
6.136

0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.002
0.001
0.002
0.000
0.001
0.002
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.002
0.001
0.002
0.001
0.002

0.000
0.047
0.010
0.001
0.017
0.047
0.014
0.001
0.042
0.017
0.039
0.025
0.048
0.022
0.049
0.015
0.038
0.046
0.020
0.033
0.023
0.017
0.000
0.025
0.047
0.023
0.045
0.031
0.046
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[continuacao]

Zm00001d008826
Zm00001d030103
Zm00001d044666
Zm00001d046184
Zm00001d016185
Zm00001d048499
Zm00001d004768
Zm00001d038186
Zm00001d019855
Zm00001d016800
Zm00001d013741
Zm00001d011349
Zm00001d018825
Zm00001d003800
Zm00001d019059
Zm00001d018791
Zm00001d018781
Zm00001d048569
Zm00001d045972
Zm00001d025103
Zm00001d040519
Zm00001d026522
Zm00001d029203
Zm00001d038357
Zm00001d044970
Zm00001d007073
Zm00001d005813
Zm00001d047814
Zm00001d024291

[continua]

giganteal

Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 30
SMAD/FHA domain-containing protein
Peroxidase 52

Peroxidase 52

UDP-galactose/UDP-glucose transporter 4
Glycosyl hydrolase superfamily protein

Protein NRT1/ PTR FAMILY 3.1
Anther-specific proline-rich protein APG
BTB/POZ domain-containing protein NPY2
HXXXD-type acyl-transferase family protein
Protein kinase superfamily protein
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
Anther-specific proline-rich protein APG

Seed maturation protein

Zinc finger CCCH domain-containing protein 18
Glycosyltransferase family 61 protein

amine oxidasel

Germin-like protein subfamily 2 member 1
Oligouridylate-binding protein 1C

TRAF-like superfamily protein

Transcription factor bHLH104

Probable tyrosine-protein phosphatase

Serine carboxypeptidase-like 40

Protein TIFY 10B

Catalytic/ hydrolase

Putative leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein

0.475
0.474
0.473
0.472
0.472
0.472
0.472
0.470
0.470
0.469
0.468
0.467
0.467
0.467
0.466
0.465
0.463
0.462
0.462
0.458
0.455
0.454
0.452
0.451
0.450
0.450
0.449
0.449
0.449

8.052
4.123
5.090
4.406
5.096
3.958
4.692
4.048
4.624
4.190
6.066
3.823
3.840
5.012
4.946
3.538
6.148
6.123
4.239
4.060
3.687
4.416
3.664
4.918
6.463
5.669
5.177
4.613
5.277

0.000
0.001
0.002
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.002
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000

0.011
0.024
0.046
0.042
0.028
0.017
0.031
0.008
0.007
0.004
0.001
0.016
0.039
0.005
0.049
0.017
0.030
0.001
0.001
0.039
0.037
0.002
0.031
0.034
0.001
0.006
0.016
0.040
0.020
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[continuacao]

Zm00001d014811
Zm00001d031484
Zm00001d031657
Zm00001d017785
Zm00001d003304
Zm00001d029388
Zm00001d029254
Zm00001d027996
Zm00001d016943

Zm00001d047554
Zm00001d023593
Zm00001d027982
Zm00001d007718
Zm00001d013914
Zm00001d024763
Zm00001d038618
Zm00001d032808
Zm00001d028745
Zm00001d034022
Zm00001d039859
Zm00001d005094
Zm00001d046718
Zm00001d036521
Zm00001d034852
Zm00001d037164
Zm00001d046354
Zm00001d020717
Zm00001d039706

[continua]

DNL zinc finger family protein

PsbP domain-containing protein 3 chloroplastic

Probable inactive purple acid phosphatase 27
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

Bowman-Birk type bran trypsin inhibitor

Metacaspase-3

Solute carrier family 2%2C facilitated glucose transporter member 8
Alcohol dehydrogenase-like 2

Photosynthetic NDH subunit of lumenal location 2 chloroplastic

GRAB2 protein%3B Putative NAC domain transcription factor superfamily
protein

Amino acid permease 2

Protein DETOXIFICATION 27
benzoxazinone synthesis13

Membrane steroid-binding protein 1
HXXXD-type acyl-transferase family protein
Cyclic nucleotide-gated ion channel 4
Rhodanese-like family protein

Tubulin beta-4 chain

Metallothionein-like protein type 2
Bifunctional monothiol glutaredoxin-S16 chloroplastic
bZIP transcription factor 60

photosystemll

F3H9.20 protein

Peptidase M20/M25/M40 family protein
GATA transcription factor 20

abscisic acid 8'-hydroxylase4

Zinc finger%2C C3HC4 type family protein

0.448
0.447
0.445
0.445
0.444
0.444
0.442
0.442
0.440

0.437
0.437
0.434
0.434
0.434
0.433
0.433
0.432
0.429
0.428
0.427
0.425
0.423
0.422
0.419
0.418
0.417
0.415
0.413

4.763
5.396
4.674
3.802
6.699
6.813
4.286
4551
4.223

3.949
4.833
3.915
4.767
5.582
4.031
4.726
4.630
4.273
5.130
5.438
4.230
4.649
4551
5.893
5.025
5.397
5.734
3.826

0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.002

0.002
0.000
0.002
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.002
0.001
0.000
0.001
0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

0.014
0.027
0.003
0.037
0.020
0.006
0.017
0.030
0.044

0.048
0.018
0.047
0.032
0.001
0.038
0.002
0.008
0.046
0.032
0.001
0.039
0.001
0.049
0.010
0.015
0.001
0.001
0.026
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[continuacao]

Zm00001d040842
Zm00001d028172

Zm00001d018826
Zm00001d036098
Zm00001d028432
Zm00001d020438
Zm00001d011036
Zm00001d052475
Zm00001d023277
Zm00001d019534
Zm00001d022032
Zm00001d047396
Zm00001d024762
Zm00001d029290
Zm00001d042025
Zm00001d007417
Zm00001d031227
Zm00001d017746
Zm00001d044951
Zm00001d020727
Zm00001d025924
Zm00001d043984
Zm00001d028867
Zm00001d031494
Zm00001d012067
Zm00001d050457

Zm00001d008911

[continua]

12-oxo-phytodienoic acid reductase6

MD-2-related lipid recognition domain-containing protein / ML domain-
containing protein

Putative DUF26-domain receptor-like protein kinase family protein
Nuclear transcription factor Y subunit C-1
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 4
Legumin-like protein%3B Putative rmIC-like cupins superfamily protein
Cytochrome P450 90A1

Protein DETOXIFICATION 21

Serine carboxypeptidase-like 19
ribosome-inactivating protein2

Dual specificity phosphatase Cdc25

Putative CBL-interacting protein kinase family protein
Cytochrome P450 CYP709H1

Ubiquitin-fold modifier 1

ATP-dependent DNA helicase chloroplastic

Protein yippee-like

vitamin E synthesis4

WAT1-related protein

ARP protein (REF)

(+)-neomenthol dehydrogenase

Integral membrane protein-like

cAMP-regulated phosphoprotein 19-related protein
Putative L-ascorbate peroxidase 6

Transcription factor bHLH62

Protein DETOXIFICATION 27

sodium/calcium exchanger family protein / calcium-binding EF hand family

protein

0.412
0.411

0.409
0.408
0.407
0.404
0.403
0.403
0.402
0.401
0.397
0.396
0.395
0.394
0.394
0.394
0.392
0.392
0.384
0.383
0.382
0.382
0.379
0.378
0.378
0.377

0.374

4.226
6.475

4.608
5.267
4.563
6.065
4.488
6.780
4.658
4.741
5.013
5.209
4.454
6.621
5.697
4.589
4.284
6.054
4.226
6.613
4.033
4.364
4.616
6.206
5.550
4.602

6.268

0.002
0.000

0.000
0.002
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.000
0.002

0.000

0.043
0.006

0.013
0.046
0.030
0.004
0.019
0.041
0.010
0.007
0.039
0.002
0.020
0.009
0.012
0.034
0.036
0.007
0.038
0.036
0.038
0.036
0.045
0.027
0.014
0.047

0.013
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Zm00001d008367
Zm00001d002156
Zm00001d034932
Zm00001d046900
Zm00001d051883
Zm00001d039173
Zm00001d010445
Zm00001d021291
Zm00001d045478
Zm00001d008591
Zm00001d025401
Zm00001d019976
Zm00001d035157
Zm00001d011569
Zm00001d030109
Zm00001d034533
Zm00001d019312
Zm00001d039181
Zm00001d019899
Zm00001d005359
Zm00001d044208
Zm00001d016941
Zm00001d021177
Zm00001d013300
Zm00001d045497
Zm00001d002759
Zm00001d005726
Zm00001d028409
Zm00001d006340

[continua]

RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein
Silencing group B protein

Rhodanese-like domain-containing protein 8 chloroplastic
Grx_C4-glutaredoxin subgroup |

Divalent ion symporter

hypersensitive induced reaction3

Abscisic acid receptor PYL9

Two-component response regulator-like APRR9

Histone H1%3B Putative histone H1/H5 domain family protein
Octicosapeptide/Phox/Bem1p family protein

abscisic acid stress ripening5

phosphoglucosamine mutase family protein

Lysine histidine transporter 2

ATP synthase protein | -related

Probable inactive shikimate kinase like 2 chloroplastic
NEP-interacting protein 1

beta glucosidase aggregating factorl

RNA polymerase sigma factor sigC

Rhodanese-like domain-containing protein 9 chloroplastic
ATP-dependent protease Clp ATPase subunit

P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein
RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein

Histone H2A

Nudix hydrolase 8

Protein TIFY 6B

Chaperonin 60 subunit beta 4 chloroplastic
Molybdenum cofactor sulfurase family protein

0.373
0.373
0.371
0.370
0.369
0.368
0.366
0.365
0.362
0.361
0.359
0.355
0.354
0.343
0.343
0.342
0.340
0.337
0.337
0.336
0.336
0.334
0.333
0.331
0.329
0.326
0.325
0.313
0.311

5.996
4.964
6.447
4.930
6.704
7.714
4.736
6.125
5.793
5.353
6.145
5.156
6.272
6.836
6.967
5.285
7.498
4.632
6.646
7.141
5.531
5.166
5.690
6.142
5.163
5.747
5.743
4.852
6.421

0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.002
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.001
0.002

0.021
0.026
0.003
0.040
0.011
0.013
0.025
0.035
0.020
0.017
0.024
0.014
0.021
0.006
0.014
0.022
0.036
0.046
0.021
0.014
0.017
0.018
0.033
0.031
0.019
0.018
0.039
0.036
0.045
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[continuacao]

Zm00001d022274
Zm00001d026243
Zm00001d045706
Zm00001d033559
Zm00001d011929
Zm00001d047203
Zm00001d026586
Zm00001d011362
Zm00001d038021
Zm00001d048129
Zm00001d028531
Zm00001d033172
Zm00001d003857
Zm00001d037700
Zm00001d051306
Zm00001d002256
Zm00001d003401
Zm00001d005638
Zm00001d025617
Zm00001d032945
Zm00001d029378
Zm00001d045336
Zm00001d032460
Zm00001d019283
Zm00001d036989
Zm00001d043757

Zm00001d039966
Zm00001d005966

[continua]

pyruvate orthophosphate dikinase4

Multiple organellar RNA editing factor 2 chloroplastic
Restorer of fertility2

Costars family protein
Heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase
Lysine-specific histone demethylase 1

PsbP domain-containing protein 5 chloroplastic
ARM repeat superfamily protein

Metal transporter Nramp3

glycine-rich protein

Regulator of chromosome condensation (RCC1) family protein
calnexin homolog1

Heat shock protein 4

Hsp70-Hsp90 organizing protein 3

Starch synthase 3 chloroplastic/amyloplastic
14-3-3-like protein GF14-6

Retinol dehydrogenase 13

general regulatory factor2

Protein LNK1

Protein BPS1 chloroplastic

Calreticulin

RPGR ORF15 isoform

Nuclear pore complex protein NUP50A

Octicosapeptide/Phox/Bem1p (PB1) domain-containing protein /

tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein
Phosphatidylinositol 4-kinase gamma 7

0.308
0.301
0.299
0.294
0.292
0.290
0.290
0.284
-0.287
-0.293
-0.294
-0.296
-0.296
-0.298
-0.300
-0.300
-0.302
-0.306
-0.308
-0.310
-0.311
-0.312
-0.314
-0.315
-0.315
-0.319

-0.319
-0.320

8.007
5.685
7.386
5.295
5.796
5.745
5.641
5.558
5.577
5.566
5.106
5.769
8.392
7.554
7.039
6.207
8.679
5.935
8.697
4.734
8.666
5.668
5.844
8.976
5.895
7.161

4.957
4.969

0.001
0.002
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.002
0.001
0.001
0.001
0.002
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001

0.001
0.002

0.039
0.045
0.047
0.038
0.030
0.036
0.033
0.042
0.032
0.044
0.039
0.050
0.043
0.036
0.031
0.046
0.044
0.040
0.039
0.043
0.039
0.020
0.039
0.020
0.030
0.024

0.040
0.043
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Zm00001d015378
Zm00001d018043
Zm00001d010927
Zm00001d020602
Zm00001d033707
Zm00001d002396
Zm00001d043845
Zm00001d047469
Zm00001d020170
Zm00001d001785
Zm00001d019173
Zm00001d016512
Zm00001d031569
Zm00001d035139
Zm00001d044838
Zm00001d052855
Zm00001d040981
Zm00001d009597
Zm00001d047808
Zm00001d006008
Zm00001d032546
Zm00001d011805
Zm00001d014957
Zm00001d017448
Zm00001d047813
Zm00001d014863
Zm00001d008820

[continua]

Glycine cleavage system H protein 2 mitochondrial

Cullin-3B

Putative RNA polymerase Il subunit B1 CTD phosphatase RPAP2 homolog
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

Microsomal glutathione s-transferase

Calcium-transporting ATPase 9 plasma membrane-type

Glutamate synthase 1 [NADH)] chloroplastic

Putative nucleolar-protein-domain family protein

Sulfite exporter TauE/SafE family protein

C2 calcium/lipid-binding plant phosphoribosyltransferase family protein
Golgin subfamily A member 4

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP65

Peptidyl-prolyl isomerase

MA3 domain-containing protein

HVA22-like protein a

HSP protein%3B Putative heat shock protein 90 family protein
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

FtsJ-like methyltransferase family protein

initiator binding proteinl

Heat shock protein 90-2

Monothiol glutaredoxin-S17

Putative regulator of chromosome condensation (RCC1) family protein
Translationally-controlled tumor protein homolog

Vesicle-associated protein 2-1

Protein REVEILLE 7

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein

-0.320
-0.326
-0.326
-0.326
-0.327
-0.328
-0.329
-0.329
-0.329
-0.331
-0.331
-0.331
-0.333
-0.334
-0.336
-0.338
-0.339
-0.339
-0.339
-0.341
-0.342
-0.342
-0.345
-0.345
-0.346
-0.349
-0.349

5.198
5.204
4.646
4.450
6.578
6.523
7.742
5.647
7.346
5.745
5.040
5.381
8.783
6.342
4.403
9.202
5.907
4.788
4.948
9.130
4.804
5.001
8.550
5.101
4.585
4.843
4.285

0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.002
0.002

0.036
0.036
0.032
0.041
0.043
0.014
0.024
0.028
0.035
0.030
0.018
0.021
0.010
0.016
0.046
0.022
0.017
0.024
0.029
0.013
0.018
0.037
0.007
0.034
0.033
0.045
0.049
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Zm00001d048890

Zm00001d003157
Zm00001d015520
Zm00001d042596
Zm00001d030500
Zm00001d001959
Zm00001d006192
Zm00001d016081
Zm00001d002611
Zm00001d048693
Zm00001d017846
Zm00001d023629
Zm00001d033903
Zm00001d033273
Zm00001d017882
Zm00001d006790
Zm00001d043023
Zm00001d002823
Zm00001d043335

Zm00001d042074
Zm00001d005460
Zm00001d037052
Zm00001d047726
Zm00001d043295
Zm00001d039158

Zm00001d028603

[continua]

Acyl-coenzyme A oxidase

S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme S-adenosylmethionine
decarboxylase alpha chain S-adenosylmethionine decarboxylase beta chain

Chaperone protein ClpB4 mitochondrial
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

GTP cyclohydrolase | 1

Ypt/Rab-GAP domain of gyplp superfamily protein
Extra-large G-protein-like; protein

Copper chaperone for superoxide dismutase

ATA15 protein

Zinc finger BED domain-containing protein DAYSLEEPER
Putative DUF827 domain containing family protein

Zinc finger BED domain-containing protein DAYSLEEPER
Organic cation/carnitine transporter 7

KH domain-containing protein

Mitogen-activated protein kinase 16

Protein RETICULATA-RELATED 6 chloroplastic
Hsp70-Hsp90 organizing protein 3
Branched-chain-amino-acid aminotransferase 5 chloroplastic
Regulator of chromosome condensation (RCC1) family with FYVE zinc
finger domain

Calreticulin-2

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 11

DnaJ protein ERDJ3A

Myosin-binding protein 1

GRAS transcription factor (Fragment)
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:AOA060D1U6]

-0.353

-0.354
-0.355
-0.356
-0.357
-0.360
-0.360
-0.363
-0.365
-0.365
-0.368
-0.369
-0.369
-0.371
-0.372
-0.379
-0.380
-0.381
-0.381

-0.381
-0.381
-0.381
-0.382
-0.385
-0.386

-0.389

5.060

11.128
4.714
5.394
5.088
5.740
4513
4.523
4.226
7.702
5.299
4114
4.027
5.927
5.616
6.773
6.345
5.233
6.838

5471
7.138
6.091
4.935
5.496
4.242

4.818

0.000

0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

0.000

0.012

0.014
0.021
0.015
0.025
0.007
0.038
0.031
0.032
0.020
0.007
0.031
0.032
0.032
0.002
0.003
0.006
0.003
0.002

0.039
0.007
0.010
0.015
0.007
0.029

0.007
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Zm00001d006361
Zm00001d003265
Zm00001d025948
Zm00001d033797
Zm00001d049192
Zm00001d026445
Zm00001d038049
Zm00001d029611
Zm00001d047847
Zm00001d020898
Zm00001d004513
Zm00001d026573
Zm00001d015138
Zm00001d026334
Zm00001d032933
Zm00001d053726
Zm00001d017401
Zm00001d038806
Zm00001d039259
Zm00001d023735
Zm00001d042043
Zm00001d040263
Zm00001d013402
Zm00001d019479
Zm00001d021278
Zm00001d010478
Zm00001d012420
Zm00001d037604
Zm00001d013927

[continua]

Probable rRNA-processing protein EBP2 homolog
Topoisomerase-like protein

Putative translation elongation factor family protein
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
chaperone protein dnaJ-related

E3 ubiquitin-protein ligase MBR2

Lichenase-2%3B Putative O-Glycosyl hydrolase superfamily protein

Arabinosyltransferase RRA3
Serine/arginine-rich splicing factor SR45a
Heat shock protein 90-2

Bifunctional 3-phosphoadenosine 5-phosphosulfate synthetase 2

Methylthioribose kinase

Protein NETWORKED 1A

Myosin heavy chain-related protein
Hsp70-Hsp90 organizing protein 3
Chaperone protein ClpB1

DNAJ heat shock family protein
Nitrilase-associated protein

RNA-binding CRS1 / YhbY (CRM) domain protein
Glycogen synthase kinase-3 MsK-3
phytochromeA2

granule-bound starch synthaselb

B-box zinc finger protein 19

Peroxisomal adenine nucleotide carrier 1
Heat shock 70 kDa protein

Ethylene response sensor 1

Monothiol glutaredoxin-S17

-0.391
-0.393
-0.396
-0.398
-0.399
-0.399
-0.400
-0.404
-0.404
-0.408
-0.410
-0.410
-0.411
-0.412
-0.415
-0.418
-0.421
-0.421
-0.422
-0.432
-0.432
-0.437
-0.441
-0.443
-0.456
-0.457
-0.459
-0.460
-0.464

5.320
7.486
7.444
4931
5.388
5.699
6.544
3.826
7.705
7.675
6.103
6.788
9.132
5.387
7.344
5.388
7.238
5.029
4.015
6.998
5.123
7.131
4.792
8.009
5.261
5.347
6.953
3.958
5.395

0.000
0.000
0.000
0.001
0.002
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000

0.001
0.006
0.012
0.041
0.044
0.032
0.017
0.023
0.005
0.002
0.009
0.039
0.003
0.017
0.001
0.002
0.001
0.043
0.011
0.001
0.003
0.016
0.020
0.023
0.002
0.003
0.010
0.024
0.000
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Zm00001d003750
Zm00001d022243
Zm00001d037717
Zm00001d011890
Zm00001d047204
Zm00001d053642
Zm00001d017932
Zm00001d053799

Zm00001d046661
Zm00001d002325
Zm00001d038891
Zm00001d048201
Zm00001d021915
Zm00001d041491
Zm00001d007716
Zm00001d047479
Zm00001d048692

Zm00001d047779
Zm00001d015362
Zm00001d045455
Zm00001d009811
Zm00001d031332
Zm00001d048460
Zm00001d018470
Zm00001d047187
Zm00001d042245
Zm00001d013647

[continua]

Digalactosyldiacylglycerol synthase 1 chloroplastic
Serine/arginine-rich SC35-like splicing factor SCL33
Heat shock 70 kDa protein 14

cytokinin oxidase 3

Protein LNK1

EIN3-binding F-box protein 1

Agamous-like MADS-box protein AGL16

transglycosylase SLT domain containing protein expressed

Amino acid transporter-like protein%3B Amino acid transporter-like protein
isoform 1%3B Amino acid transporter-like protein isoform 2

Phosphoethanolamine N-methyltransferase 3
Inositol-3-phosphate synthase isozyme 1

Major facilitator superfamily protein

Nuclear transcription factor Y subunit A-7
Galactolipid galactosyltransferase SFR2 chloroplastic
Superoxide dismutase

Magnesium/proton exchanger

Whole genome shotgun sequence of line PN40024
scaffold_36.assembly12x (Fragment)
O-fucosyltransferase family protein
Inositol-3-phosphate synthase isozyme 1

Protein NETWORKED 4A

Heat shock protein 90-2

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 9
Carboxyl-terminal-processing peptidase 2 chloroplastic
HSP20-like chaperones superfamily protein

Dehydrin 13

-0.468
-0.469
-0.471
-0.479
-0.485
-0.493
-0.497
-0.505

-0.505
-0.506
-0.506
-0.508
-0.512
-0.520
-0.525
-0.526
-0.536

-0.537
-0.562
-0.565
-0.572
-0.591
-0.598
-0.600
-0.636
-0.690
-0.694

4.808
5.843
4.461
4.212
8.066
5.531
5.835
3.317

8.094
8.383
7.822
7.453
2.769
4.002
5.053
6.009
3.240

3.986
3.687
3.156
4.220
9.958
7.856
4.632
5.915
5.413
4.143

0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.002

0.000
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001
0.002
0.000
0.046
0.002
0.002
0.000
0.038

0.001
0.001
0.004
0.011
0.029
0.002
0.003
0.000
0.048

0.004
0.031
0.029
0.003
0.000
0.000
0.008
0.000
0.001
0.000
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Zm00001d022576
Zm00001d012110
Zm00001d034726
Zm00001d008399
Zm00001d011428
Zm00001d025202
Zm00001d037608
Zm00001d024546
Zm00001d012398
Zm00001d049543
Zm00001d042880
Zm00001d004057
Zm00001d024547
Zm00001d041684
Zm00001d040362
Zm00001d038164
Zm00001d028180
Zm00001d021698
Zm00001d041794
Zm00001d002159

SNF2 domain-containing protein CLASSY 1

DUF936 family protein

Cytidine/deoxycytidylate deaminase family protein

Putative NAC domain transcription factor superfamily protein
urophorphyrin methylase 1

Protein kinase superfamily protein

circadian clock associated2

Putative regulator of chromosome condensation (RCC1) family protein
circadian clock associated1

regulator of chromosome condensationl

cytochrome oxidase 2

Putative MYB DNA-binding domain superfamily protein
Dof-type zinc finger DNA-binding family protein

methyl binding domain

low phytic acidl

Receptor-like protein kinase RK20-1

Wound induced protein

-0.699
-0.703
-0.709
-0.750
-0.750
-0.752
-0.754
-0.758
-0.759
-0.831
-0.854
-0.879
-0.899
-0.901
-0.913
-0.920
-1.064
-1.201
-1.531
-2.350

1.806
2.092
2.433
2.592
1.532
1.450
1.992
8.160
4.443
8.867
4.535
1.901
5.260
2.697
1.564
2.654
7.524
4.860
2.897
-0.275

0.001
0.000
0.000
0.000
0.001
0.001
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.030
0.018
0.010
0.013
0.032
0.032
0.036
0.000
0.000
0.000
0.000
0.002
0.000
0.008
0.002
0.003
0.001
0.000
0.000
0.000

[concluséo]
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