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RESUMO

O déficit hidrico € um dos principais fatores limitantes da produtividade da cana-de-
acucar, comprometendo o desenvolvimento da planta e podendo ocasionar perdas
no canavial. A associagao de plantas com organismos simbiontes como fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) podem mitigar os efeitos do déficit hidrico, pela
modulacdo da expressdo de genes e o acumulo de proteinas e metabdlitos
especificos. Entretanto, relativamente poucas informacdes estado disponiveis sobre
0s mecanismos moleculares envolvidos nesta interacdo com FMASs e estresses nas
plantas. O objetivo deste trabalho foi analisar as alteracbes fisiologicas,
morfométricas e protedbmicas em raizes de cana-de-acucar associada a FMAs e
submetidas ao déficit hidrico. Variedades de cana-de-acucar (RB867515 e
RB041443) foram propagadas em vasos inoculados ou ndo com esporos de
Dentiscutata heterogama (FMADH) ou de Claroideoglomus etunicatum (FMACC).
Apbs quatro meses da inoculacédo, metade dos vasos foram submetidos ao estresse
por déficit hidrico por sete dias. Posteriormente, foi retomado o fornecimento de
agua para a realizacao de analises de reidratacdo. A analise proteémica diferencial
foi realizada utilizando as variedades RB867515 e RB041443 submetidas ao déficit
hidrico, inoculadas ou ndo pelo FMADH. As proteinas radiculares foram extraidas
por método fendlico, quantificadas pelo método de Bradford, e digeridas com
tripsina. Os peptideos obtidos foram submetidos a espectrometria de massas via
ESI-Q-ToF. Os espectros obtidos foram analisados no programa Progenesis QI
(Waters) para quantificacdo e identificacdo das proteinas diferencialmente
acumuladas (DAPs). As DAPs foram agrupadas por processo bioldgico e
analisadas quanto a interacdo entre elas. Ambas variedades apresentaram
alterac6es morfométricas e fisioldgicas, com destaque para variedade RB867515,
no qual os FMAs interagiram de forma mais eficiente. O FMADH interagiu de forma
mais eficaz com as variedades RB867515 e RB041443. Na variedade RB867515
foi identificado um total de 399 proteinas e, destas, 29 foram DAPs, das quais 5
foram do tratamento ndo-inoculado com FMADH e 24 do tratamento inoculado com
FMADH. Ja na variedade RB041443 foi observado 60 DAPs no tratamento néo-
colonizado e 22 na condi¢cdo colonizada. Dentre as proteinas identificadas,
destacam-se as proteinas GDH, PLY10, Protoclorofila redutase sub. N
independente de luz, SPINDLY, MDH citoplasmética e mitocondrial e desidratase
NAD(P)HX dependente de ATP. Os resultados obtidos podem auxiliar na
elucidacdo dos mecanismos de tolerancia da cana-de-acgucar ao déficit hidrico
associado a FMAs e no desenvolvimento de variedades mais tolerantes.

Palavras-chave: Saccharum; FMA; Proteoma; seca; espectrometria de massas



ABSTRACT

Water deficit is one of the main limiting factors of sugarcane productivity,
compromising the plant's development and possibly causing losses in the
sugarcane field. The association of plants with symbiotic organisms such as
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can mitigate the effects of water deficit, by
modulating gene expression and the accumulation of specific proteins and
metabolites. However, relatively little information is available on the molecular
mechanisms involved in this interaction with AMFs and plant stresses. The objective
of this work was to analyze the physiological, morphometric and proteomic changes
in sugarcane roots associated with AMF and submitted to water deficit. Sugarcane
varieties (RB867515 and RB041443) were propagated in pots inoculated or not with
spores of Dentiscutata heterogama (FMADH) or Claroideoglomus etunicatum
(FMACC). After four months of inoculation, half of the pots were subjected to water
deficit stress for seven days. Subsequently, the water supply was resumed to carry
out rehydration analyses. Differential proteomic analysis was performed using the
varieties RB867515 and RB041443 subjected to water deficit, inoculated or not by
FMADH. Root proteins were extracted by the phenolic method, quantified by the
Bradford method, and digested with trypsin. The peptides obtained were submitted
to mass spectrometry via ESI-Q-ToF. The spectra obtained were analyzed using the
Progenesis QI program (Waters) for quantification and identification of differentially
accumulated proteins (DAPs). The DAPs were grouped by biological process and
analyzed for the interaction between them. Both varieties showed morphometric and
physiological changes, with emphasis on variety RB867515, in which the AMFs
interacted more efficiently. FMADH interacted more effectively with the RB867515
and RB041443 varieties. In the variety RB867515, a total of 399 proteins were
identified and, of these, 29 were DAPs, of which 5 were from the non-FMADH
inoculated treatment and 24 from the FMADH inoculated treatment. In the
RB041443 variety, 60 DAPs were observed in the non-colonized treatment and 22
in the colonized condition. Among the proteins identified, the proteins GDH, PLY10,
Protochlorophyll reductase sub stand out. Light-independent N, SPINDLY,
cytoplasmic and mitochondrial MDH and ATP-dependent NAD(P)HX dehydratase.
The results obtained may help to elucidate the mechanisms of sugarcane tolerance
to water deficit associated with AMF and to develop more tolerant varieties.

Keywords: Saccharum; FMA; Proteome; dry; mass spectrometry
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar (Saccharum spp),
com area cultivada de aproximadamente 9 milhdes de hectares. Originaria do
sudeste da Asia, esta planta € encontrada principalmente em regifes tropicais e
subtropicais do mundo.

A cana-de-acUcar possui metabolismo do tipo C4 que confere a esta
monocotiledénea alta adaptabilidade aos tropicos e grande capacidade
fotossintética. A partir da biomassa da cana-de-acucar € extraido um caldo rico em
sacarose, do qual sdo gerados diversos produtos, principalmente acucar e etanol
de primeira geracdo. Além disso, sdo gerados diversos subprodutos do bagaco da
cana, como biogas, fibra para alimentacdo animal, bioeletricidade, bioplastico e
etanol de segunda geracdo. Esta alta diversidade de produtos e subprodutos
originados da cana-de-acUcar conjuntamente com a procura mundial por fontes
energéticas menos poluentes e renovaveis, tornam esta graminea umas das
principais cultivares do agronegécio brasileiro, representando para economia do
pais cerca de 2 % do Produto Interno Bruto (PIB).

Contudo, fatores ambientais e acfes antropicas podem comprometer a
produtividade e a expansao do cultivo de da cana-de-acUcar, por interferir no
desenvolvimento e crescimento da planta. Seca, salinidade, variacbes de
temperatura, alteracbes nos niveis de radiagdo ultravioleta, patdégenos e
inundagdes sdo alguns dos principais fatores que limitam a produgédo e
produtividade das culturas no mundo. No Brasil, cerca de 15 % do territorio é
formado por solos secos, degradados e em processo desertificagdo, consideradas
como &reas susceptiveis a desertificacdo (ASD), onde a maioria destas areas estéo

presentes na regiao Nordeste. Neste contexto, a seca se configura como uma das
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principais causas limitantes na expanséo e produtividade da cana-de-acucar, sendo
responsavel por grandes perdas na producéo.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo encontrados na grande
maioria de plantas terrestres, associados, normalmente, de forma mutualistica,
onde ocorre a transferéncia de acglUcares da planta para o fungo e alguns nutrientes
derivados do solo, geralmente fésforo (P), zinco (Zn) e compostos nitrogenados do
fungo para a planta. Os FMA podem agir de diferentes formas, melhorando a
nutricdo vegetal (biofertilizantes), interferindo na producdo de fito-hormonios
(biorreguladores) e mitigando os efeitos do estresse ambiental (bioprotetores). Os
FMAs aumentam a tolerancia da planta a estresse hidrico por atuarem de forma
direta e indireta na modulacdo de proteinas responsivas a danos oxidativos,
provenientes de EROs.

Dessa forma o presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta das
variedades de cana-de-acucar RB867515 e RB041443 a colonizacao por FMAs em
condicbes de estresse por déficit hidrico, utilizando parametros fisiolégicos,

morfométricos e moleculares.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1A CULTURA DA CANA-DE-ACUCAR E A SUA IMPORTANCIA
ECONOMICA

A familia Poaceae representa uma das principais familias dentre as
Angiospermas sendo responsavel por boa parte de alimentagdo humana e animal.
Abrangendo cerca de 780 géneros e mais 12.000 espécies (CHRISTENHUSZ e
BYNG, 2016), tem como principais representantes o milho, trigo, cevada, sorgo,
arroz, bambu e cana-de-agUcar.

A cana-de-agucar € uma graminea originaria do sudeste asiatico no qual foi
domesticada e disseminada por toda a regido asiatica (DANIELS e ROACH, 1987),
sendo uma das primeiras culturas a serem estabelecidas pela humanidade.
Pertencente ao género Saccharum, do qual € formado por seis espécies, S.
officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S. barberi e S. edule, com
destaque para as espécies S. officinarum e S. espontaneum, pois foram as que
mais contribuiram na geracdo das cultivares atuais (MORAIS et al. 2015).

A S. officinarum (2n=80) (D’HONT et al. 1996), também conhecida como
cana nobre, é uma espécie alopoliploide, que apresenta altos teores de sacarose
em seu colmo e baixo teor de fibras, sendo cultivada desde a Antiguidade,
contudo apresenta baixa tolerancia a patdgenos (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et
al. 2011a). Enquanto a S. espontaneum (2n=40-128) (D’HONT et al. 1996), uma
espécie altamente polimérfica como maior tolerAncia a estresses bidticos e
abidticos, possui baixo teor de sacarose (MING et al. 2010). O cruzamento
interespecifico destas plantas gerou um hibrido com alta teor de sacarose, maior
adaptabilidade a intensidade luminosa, altas temperaturas e a relativa tolerancia a

estresses bioticos e abidticos, principalmente escassez hidrica, caracteristicas de
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grande interesse para o setor sucroalcooleiro (MING et al. 2010; CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al. 2011A).

As variedades atuais de cana-de-acucar sdo hibridos poliploides com alta
variacdo cromossémica (2n=100-130), com genoma médio 19 Gb e 373,869 mil
genes (SOUZA et al. 2019). S&o plantas de grande porte com alta capacidade de
perfilhamento, formando grandes touceiras. Apresentam ciclo de vida semiperene,
sendo necessario um novo plantio apds algumas colheitas para garantir maxima
producdo (GOMEZ-MERINO et al. 2014). Além disso, possui sistema fotossintético
do tipo C4, o qual confere a planta maior eficiéncia fotossintética na utilizagéo do
gas carbdénico (CO;) (LANGDALE, 2011), bem como melhor utiliza¢éo da agua e do
nitrogénio (KELLOGG, 2013), resultando assim em maior produtividade.

Estas caracteristicas fazem com que a cana-de-aglcar seja a graminea mais
cultivada no mundo, estando presente em mais de 127 paises com cobertura de 22
milhGes de hectares (MORAIS et al. 2015). Anualmente s&o coletadas mais de 1
bilhdo de toneladas de cana-de-agUcar, superando até mesmo a producdo de
outros cultivares da familia, como milho, trigo e arroz (FAO 2019).

No Brasil, a cultura de cana-de-acucar foi estabelecida durante o periodo
colonial devido as condi¢cdes edafocliméticas favoraveis ao desenvolvimento e
producdo dessa espécie. Inicialmente, cultivada apenas na regido Nordeste e no
Estado de Sao Paulo, houve a partir da década de 1970 uma significativa expansao
devido a criacdo do programa ProAlcool. Este programa visava a producdo de
alcool etilico combustivel, que impulsionou a expansao dos canaviais, bem como a
melhoria na infraestrutura das usinas (MARIN e NASSIF, 2013). A implementacgéo
deste programa acarretou em menor dependéncia do petréleo, proporcionando o

desenvolvimento da agroindustria de biocombustiveis e de industrias automotivas
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com motores a alcool (JAISWAL et al. 2017), desta forma, favorecendo o
desenvolvimento econdémico e reduzindo os impactos ambientais. Atualmente, o
Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar (20%) com 8,6 milhdes de
hectares plantados (Figura 1), com safra 2020/21 de 665,1 milhGes de toneladas,
representando um aumento 3,5% em relagdo a safra anterior (CONAB 2020),
podendo atingir em 2029 um crescimento de até 38 % na producdo mundial (FAO

2019).

Figura 1 — Mapa da distribuicdo geografica das areas de cultivo da cana-de-acucar no Brasil.
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Do ponto de vista econémico, a cana-de-acUcar € uma das principais culturas
do agronegdcio brasileiro, sendo responsavel por 10 % do PIB do agronegdcio, que
corresponde a 2 % do PIB nacional (SIAMIG, 2019). Destaca-se no cendrio mundial
devido sua alta producdo de aculcar e etanol anidro, com producdo estimada de
41,8 milhdes de toneladas e 9,6 bilhdes de litros, que correspondem a 17,3 % e

26,2 % da producédo mundial, respectivamente (FAO 2019; CONAB 2020).



21

Além disso, durante o processamento da cana-de-aclUcar, sdo gerados

diversos subprodutos que podem ser utilizados na producdo de fertilizantes
(ZAKARIA et al. 2020), biogas (NOSRATPOUR et al. 2018), racao animal (IQBAL
et al. 2015), compostagem (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al. 2011b), bioplastico
(TELLES et al. 2011), bioeletricidade. Especialmente, a producdo de etanol de
segunda geragdo ou lignocelulésico, a partir da palha e do bagaco
(WOICIECHOWSKI et al. 2016), pode chegar a um incremento de 82 milhdes de
L.ano na producdo nacional (UNICA, 2013).
Esta diversidade de produtos e subprodutos, suas caracteristicas fisioldgicas e a
busca por menor impacto ambiental, sem comprometer a alimentacao
humana e animal, fazem com que a cana-de-agUcar seja considerada a cultura
de maior sustentabilidade dentre as demais culturas de matriz energética e
alimentar (LONG et al. 2015; KLINE et al. 2017).

Devido a grande relevancia da cana-de-acucar para o setor agricola, foram
criados cinco principais programas de melhoramento no Brasil, realizados pelas
instituicbes) RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroalcooleiro); i) IAC (Instituto Agronémico de Campinas); iii) CTC (Centro de
Tecnologia Canavieira); iv) CanaVialis (2003 - 2015); e v) Cana Vertix. Esses
programas de melhoramento genético visam gerar variedades de cana-de-agUcar
mais produtivas e mais tolerantes aos estresses bidticos e abiodticos nas regides de
cultivo do pais.

Dentre as variedades cultivadas, destacam-se a RB867515 (Figura 2A),
variedade mais plantada no Brasil com boa adaptabilidade e toleréncia a estresses

ambientais, e a variedade RB041443 (Figura 2B) com caracteristicas similares a
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RB867515. Na tabela 1 estido descritas as caracteristicas das variedades

supracitadas.

Figura 2 — Variedades de cana-de-aglcar. A: RB867515; B: RB041443.

Fonte: Ridesa (2010)

Apesar de diversas variedades de cana-de-acUcar serem produzidas,
principalmente pela técnica de cruzamento entre variedades (melhoramento
cladssico), a produtividade da cana-de-agucar representa apenas 20 % do seu
potencial tedrico-experimental (WACLAWOVSKY et al. 2010), dando condi¢des
para que novas abordagens sejam utilizadas para alcangar maior produtividade.

Dentre estas abordagens, surge a utilizacdo de ferramentas moleculares,
visando a identificacdo de marcadores moleculares funcionais. Entretanto, devido
alta complexidade e poliploidia do genoma das variedades atuais, 0

sequenciamento genético de cana-de-acUcar tem sido priorizado recentemente.



Tabela 1 — Caracteristicas agricolas das variedades de cana-de-agucar.
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Caracteristicas RB867515 RB111443
Produtividade agricola Alta Alta
Colheita Jul./Set. Set./Nov. e Dez./Fev.
Perfilhamento Cana planta Médio Bom
Cana soca Médio Bom
Brotacdo da soca Queimada Muito boa Boa
Crua Boa Boa
Fechamento de entrelinhas Bom Bom
Velocidade de crescimento Réapida Rapida
Porte Alto Alto
Habito de crescimento Ereto Ereto
Tombamento Eventual Eventual
Florescimento Eventual Baixo
Chochamento Médio Ausente
Maturacéo Média/Tardia Precoce/Média
Despalha Média Média
PUI Médio Longo
Exigéncia em ambientes Média restricao Média restricao
Teor de sacarose Alto Alto
Teor de fibra Médio Médio
Carvao Tolerante Resistente
Ferrugem marrom Resistente Resistente
Escaldadura Tolerante Resistente
Mosaico Tolerante Resistente

Fonte: O autor, adapatada da Ridesa (2010)

Outras técnicas foram utilizadas para compreender o intricado genoma e,
especialmente, o transcriptoma desta graminea, como mapas genéticos, analise
cromossOmica, etiquetas de sequéncia expressa - (EST — expressed sequence
tags) (VETTORE et al, 2001; THIRUGNANASAMBANDAM et al. 2018), e
sequenciamento do genoma cloroplastidial (CALSA JR. et al, 2004; CALSA e
FIGUEIRA, 2007) e mitocondrial (SHEARMAN et al. 2016). Recentemente, foi
realizado o sequenciamento completo do genoma de cana-de-acgucar (var. SP80-
3280) (SOUZA et al. 2019), no qual foram identificados genes principalmente
envolvidos com a sintese de carboidratos.

Outra abordagem é a compreenséo da microbiota associada as plantas, bem

como andlise de sua diversidade, visto que a associacdo das plantas com
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microrganismos pode contribuir com 0 aumento do crescimento, da produtividade e
da tolerancia as condi¢des edafoclimaticas adversas (MIRSHAD e PUTHUR, 2016)
e fitopatégenos (MEHNAZ, 2013). A simbiose entre plantas e microrganismos pode
também reduzir o uso de defensivos e adubacgéo quimica. Suas interagdes ativam
vias moleculares relacionadas a sintese de horménios (MOLLAVALI et al. 2018;
SUN et al. 2018), expressdo de genes e acumulo de proteinas envolvidas com a
tolerancia a estresses bidticos e abidticos (BERNARDO et al. 2017), bem como
envolvidos na obtengéo de agua e nutrientes (FERREIRA et al. 2018).

Portanto, o uso destas outras abordagens de forma associada pode
contribuir na identificagédo de marcadores funcionais relacionados a maior interagéo
das plantas com microrganismos benéficos e a maior tolerancia a estresses, sem
ocasionar maiores impactos ambientais, desta forma, promovendo a obtencéo de

novas variedades e impulsionando a produtividade dos canaviais.

2.2RESPOSTAS FISIOLOGICAS E MOLECULARES DAS PLANTAS SOB

ESTRESSE POR DEFICIT HIDRICO

As plantas, bem como os demais seres vivos, estdo expostas as diversas
condicBes edafoclimaticas, que podem ser muitas vezes consideradas adversas
para estes organismos. Salinidade, radiacdo ultravioleta, inundacao, variacdes de
temperatura, poluicdo e seca, sao alguns fatores abiéticos que podem comprometer
o desenvolvimento dos vegetais. Estima-se que 50 a 70% das perdas agricolas no
mundo € ocasionada por algum estresse abiético (MITTLER, 2006), e apenas 10 a
20% por patégenos (KREPS et al. 2002).

A seca € o estresse ambiental mais relevante no mundo (ALl e ANJUM

2016), podendo ser de origem natural, devido as condi¢cdes geoldgicas e climaticas,
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ou pela acédo antropica. A partir da década de 1950, com o rapido aumento da
temperatura terrestre e do acumulo de CO; atmosférico, e reducdo no nivel de
precipitacdo em todos os continentes (DAI, 2011), houve aumento gradativo das
areas de desertificacdo ou em processo de desertificagdo, com isso reduzindo as
potenciais areas de cultivo, comprometendo assim a producdo de alimentos
(GOHARI et al. 2013).

No Brasil, cerca de 15% do territério é formado por solos secos, degradados
e em processo desertificacdo, em areas consideradas susceptiveis a desertificagéo
(ASD; CGEE, 2016). A maioria das ASD esti presente na regido Nordeste e
corresponde a aproximadamente 74% de todo o territorio nordestino (Figura 3).
Nestas areas, plantas adaptadas a condi¢des adversas apresentam caracteristicas
morfoanatdmicas e fisioldgicas que garantem sua sobrevivéncia, desenvolvimento
e reproducdo. Entretanto, plantas exoticas, tendem a apresentarem maior
susceptibilidade nestas condi¢ces, gerando assim, perdas para os produtores.

Neste contexto, a seca se configura como uma das principais limitantes da
expansdo e produtividade da cana-de-acucar, sendo responsavel por grandes
perdas na producgéo (NOVA CANA, 2018a; NOVA CANA, 2021) e na produtividade,

principalmente na regido Nordeste (DIAS e SENTELHAS, 2018).
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Figura 3 — Mapa das Areas Susceptiveis a Desertificacdo no Brasil.
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Fonte: CGEE (2016).

2.2.1 Respostas Fisiologicas

As plantas, quando submetidas ao déficit hidrico, podem recorrer a um dos
trés eventos de resposta, classificados em escape, evitagéo e tolerancia. O escape
€ um mecanismo utilizado por algumas plantas, que ao perceber o estresse
encurtam seu ciclo de vida, acelerando os processos de florescimento, maturacéo
e producdo de sementes (YADAV and SHARMA, 2016). Os organismos que
utilizam os mecanismos de evitacdo quando submetidos ao estimulo estressor
tendem a gerar respostas de curto prazo como reducéo da area foliar, abscisédo

foliar e crescimento radicular como forma de evitar potenciais danos (FAROOQ et
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al. 2009; HOSSAIN et al. 2016). As plantas consideradas tolerantes sdo capazes
de manter sua homeostase com baixo potencial hidrico, além de utilizar os mesmos
mecanismos das plantas de evitacdo, apresentam alteracbes morfofisiologicas
como espinhos e pelos radiculares, além de realizar ajustes bioquimicos e
fisiologicos para suportar o estresse (AKHTAR e NAZIR, 2013).

Em condi¢cdes de déficit hidrico, as raizes sdo os primeiros 6rgdos a
perceberem o estresse, visto que ocorre a reducao do potencial hidrico, dificultando
absorcdo de agua (AHMAD et al. 2016). Adicionalmente, com o fechamento
estomatico para reduzir a perda de agua por transpiracdo, os gradientes de presséo
radicular sdo mantidos iguais ou superiores ao do solo. Com estas alteragoes,
diversos processos metabdlicos sdo ajustados, principalmente os relacionados a
fotossintese.

O fechamento estomatico ocasionado pela escassez hidrica reduz as trocas
gasosas, principalmente o influxo de diéxido de carbono (CO;), ocasionando
reducdo na concentragcdo deste gas no mesodfilo, estimulando atividade de
oxigenase da RuBisCO (ribulose-1,5-bisfosfato  carboxilase-oxigenase),
principalmente em plantas C3, reduzindo a eficiéncia fotossintética (LISAR et al.
2012). Em plantas C4, esta situagdo € mais rara devido a localizagédo dos tecidos
fotossintetizantes serem mais internos, mantendo o nivel de CO, mais alto préximos
aos sitios da RuBisCO (LOPES et al. 2011). Conjuntamente a isto, a reducdo dos
niveis hidricos, inibe a fotdlise da agua, acarretando reducdo na producdo de
NADPH e ATP, essenciais na fase quimica para sintese de carboidratos (BASU et
al. 2016). Além disso, o0 excesso de elétrons gerados pode ser dissipado em formas
alternativas, promovendo o aumento das espécies reativas de oxigénio (EROS),

como superoéxido (Oze-), peréxido de hidrogénio (H.0O.), radical hidroxila (OH-) e
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oxigénio singleto (O,) (CRUZ DE CARVALHO, 2008), ocasionado um segundo
estresse, 0 estresse oxidativo.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas produzidas
naturalmente e participam de diversos processos biologicos, principalmente
envolvidos com sinalizagdo, crescimento radicular, maturacdo e florescimento
(MABUCHI et al. 2018; CHOUDHARY et al. 2020). Contudo, o excesso de EROs
ocasiona diversos danos celulares, como desnaturacao proteica, peroxidagéo dos
lipidios, oxidag&o dos aminoacidos e danos ao DNA. Com o intuito de evitar acédo
danosa das EROs, os vegetais possuem dois mecanismos: 0s antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos responsaveis pelo processo de detoxificacdo. Dentre
as enzimas que compdem 0S mecanismos enzimaticos destacam-se a superoxido
dismutase (SOD), responsavel por converter O,- em H,O,, composto menos reativo,
e ascorbato peroxidase (APx) que catalisa a conversdo do peroxido de hidrogénio
em agua e oxigénio, eliminando os compostos toxicos. Além das enzimas, outros
compostos como carotenoides, polifendis, prolina, acido ascérbico, flavonoides e
isoflavonoides e antocianinas, conhecidos como antioxidantes n&o-enzimaticos,
agem como aceptores de elétrons, reduzindo os danos (ANJUM et al. 2016;
THABIT, 2019).

Além das modulacdes enzimaticas e ndo-enzimaticas, o déficit hidrico e
outros estresses desencadeiam nas plantas alteracbes hormonais, envolvidas em
diversos processos fisiolégicos e ajustes metabdlicos frente ao estresse em
questdo. Dentre os hormdnios vegetais, 0 4cido abscisico (ABA) é um dos principais
fitohormdnios envolvidos em resposta ao déficit hidrico, provavelmente, devido ao
fato de ser sintetizado principalmente nas raizes, primeiro 6rgdo a perceber o

estresse. O ABA ao ser translocado para as folhas, age induzindo o fechamento
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estomatico, comprometendo a transpiracao e diminuindo a eficiéncia fotossintética,
além disso, também atua nas raizes promovendo o crescimento radicular, com o
intuito de alcancar areas mais profundas do solo em busca de agua.

Além do ABA, outros horménios também estdo envolvidos em respostas ao
déficit hidrico, como acido jasmoénico (JA), etileno e citocininas. O JA esta
relacionado ao processo de sinalizacdo e no fechamento estomatico podendo agir
ou ndo de forma conjunto com ABA em plantas sob estresse. O etileno é um
hormdénio normalmente relacionado com inibicdo do crescimento, contudo em
plantas tolerantes a estresse tem sua sintese regulada positivamente e promove o
aumento no crescimento da planta, como também, participa do controle de abertura
estomatica. As citocininas (CKs) sdo um grupo de moléculas relacionadas com a
inducédo da divisdo mitotica, principalmente nas regides apicais. Durante o estresse
prolongado a concentracdo de CKs é reduzida promovendo o crescimento radicular,

desta forma, contribuindo na busca de agua no solo (HAI et al, 2020)

2.2.2 Respostas Moleculares

Fatores estressantes desencadeiam alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas,
bem como os ajustes metabdlicos nas plantas. Tais alteracdes sdo orquestradas e
reguladas por diversos mecanismos moleculares que tem sido alvos de diversos
estudos, visando principalmente o melhoramento genético vegetal.

Dentre os alvos estudados, os hormonios reguladores como acido abscisico,
etileno, &cido jasmonico e citocininas estédo entre os principais. O ABA é o principal
horménio responsivo ao déficit hidrico, e as oscilagdes nos niveis deste hormonio

nas plantas esta relacionado a regulacdo de fatores de transcricdo e receptores
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hormonais, envolvidos principalmente como as alteracfes fenotipicas nas raizes e
folhas (OSAKABE et al. 2014; BASU et al. 2016).

Os mecanismos de sinalizacdo relacionados ao ABA, podem ser de dois
tipos: os dependentes de ABA e os independentes de ABA. Com alteragdo nos
niveis de ABA nas plantas, os receptores do tipo PYR (Pyrabactin Resistance) e
PYL (Pyrabactin Resistance-Like) interagem com horménio e forma um
heterodimero com a fosfatase tipo 2C (PP2C), inibindo atividade da mesma sobre
a quinase SnRK2 [Snfl(Sucrose-non-fermentationl) related kinases subfamily 2]
(ZHANG et al. 2015). A autofosforilagcdo da quinase SnRK2 promove sua ativacgao,
gue passa a atuar sobre quinases citoplasmaticas, como as quinases dependentes
de calcio e os canais idnicos de Ca* e K*, além de ativar por fosforilacao fatores de
transcricdo do tipo ABF (ABRE binding factors), como bZIP, que medeiam a
expressao de genes com sequéncia promotora do tipo ABRE (ABA binding
responsive elements) (KLINGLER et al. 2010). Por outro lado, os genes
independentes de ABA, como aqueles que possuem sequéncia promotora do tipo
DRE (Dehydration responsive elements) sdo responsivos aos estresses abioticos,
como a escassez hidrica, mas ndo sao regulados pelo ABA, sendo ativados pelo
etileno que por sua vez € mediado pela proteina DREB (Dehydration responsive

elements binding).

2.3AS INTERACOES SIMBIOTICAS: PLANTAS-FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES

2.3.1 Fungos Micorrizicos Arbusculares

A maioria das espécies de plantas se encontram associadas a determinados
microrganismos, como os fungos, numa relacdo ecoldgica mutualistica do tipo

micorrizicos, ou seja, fungos associados a raizes de plantas, com etimologia de
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origem grega, mukes — cogumelo e rhiza — raiz. Mas essas relacdes ecoldgicas
estabelecidas entre plantas e fungos vai muito além da associacdo entre
organismos mutualistas, ela denota o resultado de competitividade e sucessao de
plantas evolutivamente beneficiadas, e dependentes dessas interagbes (MATHIEU,
2018).

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) pertencem a uma das 300
espécies do filo fungico de Glomeromycota e sdo simbiontes radiculares
obrigatérios onde se estima que estejam presentes em mais de 80% das espécies
de plantas terrestres (MAARJA, 2016). Sua morfologia caracteriza-se pela presenca
das hifas, que funcionam como prolongamentos das raizes das plantas, e no solo
realizam a obtencdo de compostos minerais e agua. A identificacdo dos FMAs
apenas é possivel com auxilio da microscopia, na qual é possivel visualizar a
presenca das hifas, vesiculas ou arbusculos. As vesiculas sdo corpos globosos que
podem estar localizados intra ou intercelular, e sdo estruturas ricas em lipideos, o
que indica se tratar de um 6rgdo de reserva. Os Arbusculos por sua vez sao
formados pela penetracdo de células das hifas na estrutura da membrana
plasmatica (IVANOV, 2019).

Os FMAs sao organismos biotréficos, que completam seu desenvolvimento
e ciclo de vida, num hospedeiro vivo, nesse caso a planta. Algumas caracteristicas
do sucesso da associacdo de FMA com plantas se deve ao fato da planta
reconhecer certos microrganismos que poder ser prejudiciais ou benéficos a planta,
assim, permitindo a simbiose apenas, dos que podem beneficia-las (SOUZA et al.
2010). A adesédo de FMA pelas plantas ocorre gracas a uma restruturacao

intracelular na rizosfera, com migracédo de organelas e microtubulos no interior da
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célula, abrindo assim, caminho para a entrada da hifa nos tecidos. (OPLDROYD,
2013).

A reproducdo de FMA esta diretamente ligada a organizacdo da variacao
genética desses organismos, discussdo esse que € amplamente debatida pela
comunidade cientifica. Os esporos assexuados contém centenas de nucleos e
abrigam sequencias polimorficas incomum de genes codificadores de RNAr, que
dificulta e confunde a composi¢do genética desses organismos. Compreender 0s
processos genéticos de sua reproducdo ajudam a: esclarecer os mecanismos pela
qgual a interacdo entre fungo-planta acontece; desenvolvimento de produtos

comerciais com fungos micorrizicos para melhoramento vegetal (PAWLOWSKA).

2.3.2 Interagéo Planta-FMA

7

A interacdo simbiodtica do tipo micorrizica arbuscular é considerada a
micorriza mais ancestral dentre todos os tipos de micorrizas conhecidos. Pode ser
encontrada em quase todas as latitudes e em praticamente todos os ecossistemas
terrestres, além de serem cosmopolitas (REDECKER et al, 2000).

Fungos micorrizicos Arbusculares (FMA) sdo encontradas na grande maioria
de plantas terrestres, associadas, normalmente, de forma mutualistica, onde ocorre
a transferéncia de agucares da planta para o fungo e alguns nutrientes derivados
do solo, geralmente Fésforo (P), Zinco (Zn) e compostos nitrogenados do fungo
para a planta. Algumas caracteristicas dessa simbiose podem melhorar o
desempenho da planta no ambiente, sendo eles: maior tolerancia ou resisténcia a
algumas doencgas; relacdes hidricas, como conducdo de &agua, melhorada;

mudanca no tamanho e espessura da raiz; estabilidade estrutural da planta;
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estrutura quimica da parede celular; ganho de biomassa (Figura 4) (LI, 2021;

BASYAL, 2020; JACOTT et al, 2017).
Figura 4 — Beneficios da interacao planta-FMA.
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Zona de deplecédodo patégenos metais pesados
radiculares

Foésforo
Fonte: JACOTT et al, adaptada (2017).

Os FMA podem agir de diferentes formas, melhorando a nutricdo vegetal

(biofertilizantes), interferindo na producdo de fito-horménios (biorreguladores) e

mitigando os efeitos do estresse ambiental (bioprotetores) (BEN-LAOUANE et al



34

2020; TOUBALI et al. 2020). Levando a um aumento de biomassa e do rendimento,
além de mudancas em diferentes parametros de qualidade (ANTUNES et al. 2012).

A importancia dos FMA tem sido reportada devido, principalmente ao fato
de conseguirem, de maneira mais eficiente, obterem nutrientes para a planta. Em
especial o fosforo (P), que é considerado o nutriente que mais limita a produtividade
vegetal nos tropicos, isso se deve a composi¢cado dos solos nessas areas, ricas em
aluminio e ferro, que formam ligacdes com fosforo complexando-o e impedindo que
seja absorvido pelas plantas (SOUZA, 2010). Os FMA sé&o altamente especializados
em absorver fosforo, gracas a transportadores de fésforo inorganico especializados,
localizados nas hifas. Em adi¢éo a esse fato, o arbusculo do FMA realiza a hidrolise
de fosfato e entdo, através de mediadores da propria planta, o fosforo é absorvido
(CARRINO-KIKER, et al. 2017). Vale salientar que o fosforo ndo é apenas

importante para a planta, sem essa fungdao haveria morte arbuscular, rompendo

assim a simbiose (JAVOT et al. 2007).

2.4ANALISE PROTEOMICA VEGETAL

As plantas, pela sua natureza séssil, estdo em constantes desafios
ambientais onde diversos fatores bidticos e abidticos interferem no desenvolvimento
vegetal, o que resulta em perda substancial de rendimento. Entretanto, as plantas
desenvolveram ao longo da evolugcdo estratégias de adaptacdo que envolvem
modificacdes em sua estrutura morfoldgica, bioquimica e principalmente molecular.
Tal conhecimento, impulsionado pelos avancgos tecnologicos dos ultimos anos,
tornou possivel a compreensédo de respostas moleculares de plantas a estimulos

ambientais.
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Isso s6 foi possivel gracas aos avan¢os no campo de estudo relacionado a
Protedmica, impulsionado pelas técnicas em espectrometria de massas, avangos
em sequenciamento, deposito em banco de dados e novas ferramentas de
bioinformética (KOMATSU, 2017). Portanto, como as proteinas regulam o
funcionamento celular, entender as modulacdes proteicas € essencial, do ponto de
vista molecular, devido sua proximidade ao fenétipo analisado.

O proteoma é entendido como o conjunto de proteinas de um determinado
organismo, 6rgao, tecido ou célula, em uma determinada condi¢do (tempo-espaco).
Atualmente a Analise Protedmica € considerada uma das principais areas da
Gendmica funcional e se ancora em diferentes técnicas e abordagens, como por
exemplo, uso ou ndo de géis de separacao, e espectrometria de massas associadas
a cromatografia liquida (LC-MS) (MUSTAFA, 2021).

Dentre as diferentes estratégias protebmicas que surgiram nas ultimas
décadas, todas tem em comum a busca por diferentes perfis de proteinas, avaliagdo
de modificagbes pos-traducionais e intera¢do entres os dados obtidos. Entretanto,
0 sucesso na exploracdo de proteinas depende de fatores essenciais, como
extracdo, quantificacdo, separacdo, visualizacdo e sua correta caracterizacgao.
Apesar dos avancgos, existem barreiras que dificultam o trabalho, como o tamanho
das proteinas, sua solubilidade, hidrofobicidade e abundancia (KOMATSU, 2021).

A analise de expressdo génica, nado reflete, necessariamente, a
complexidade das respostas moleculares observadas em plantas. Sendo assim,
nem sempre o padrdo de transcritos correlaciona-se com as proteinas expressas.
Desta forma, torna-se impossivel elucidar com clareza os aspectos moleculares
apenas levando em consideracdo os genes (GRAVES, 2002). Existem inumeros

mecanismos regulatorios que podem modificar, potencializar ou mesmo destruir um
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transcrito, antes mesmo de ser traduzido em proteina. Portanto, proteinas
identificadas por espectrometria de massas vém ganhando cada vez mais espaco
para o entendimento dos mecanismos moleculares (PAPPIREDDI, 2019).

2.4.1 Protedmica da interacdo Planta-FMA

Diversos trabalhos proteébmicos envolvendo a interacdo de plantas com
FMAs vem ganhando destaque no cenario atual, em partes, devido aos beneficios
gue alguns cultivares adquirem ao estabelecer esta associacdo. Porém, para
entendermos estes beneficios que alguns cultivares adquirem ao associar-se com
FMA é fundamental entender os mecanismos moleculares subadjacentes.

Os FMAs podem atual de maneira a potencializar, direta ou indiretamente, a
produtividade de diversas variedades de plantas. Foi possivel compreender, através
de analises protebmicas, como os FMAs interferem desde a eficiéncia da
fotossintese, aumentando a quantidade de clorofilas, como também auxiliando
plantas fitorremediadoras a serem mais eficientes (XI L, 2022).

Plantas com FMA podem ativar diversos mecanismos de contencdo de
estresses, como a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), transducéo
de sinais, fatores de transcricdo e metabolismo em geral. Estudos proteGmicos
indicam uma modulagéo positiva no acumulo de proteinas relacionadas a estresse
salino, quando associadas ao FMA (JIA T, 2019).

Os FMAs contribuem com o aumento da tolerancia das plantas ao estresse
por déficit hidrico, possuem atuacdo direta e indiretamente na modulagdo de
proteinas responsivas a danos oxidativos, provenientes de EROs, mais
precisamente em proteinas sequestradoras, além de estudos identificarem

proteinas de defesa da planta contra a patogénese (ZOU YN, 2020).
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Os FMAs modulam o proteoma de plantas em diferentes vias metabdlicas,
como observado por OLALDE-PORTUAL (2020) que identificaram modula¢cdes nas
vias fotossintéticas, metabolismo de carbono, fosforilacdo oxidativa e metabolismo
de enxofre, que denota uma ampla gama de mudancas fisiometabdlicas. Além
disso, potencializa a defesa contra outros patdégenos na planta, ativa sistemas de
contencgao, semelhante a um sistema “imune” e esta envolvido diretamente com a
producédo de acido jasménico (VANNINI, 2021).

Diversos estudos buscam compreender a resposta protedmica da cana-de-
acucar sob estresses abidticos e bioticos, no entanto o mesmo néo se aplica com
trabalhos envolvendo FMA associados a cana-de-acucar, o que dificulta a busca
por pesquisar direcionadas. Dessa forma o presente trabalho busca, de forma
inovadora, realizar a prospeccao e caracterizagdo de proteinas responsivas a FMA
em cana-de-agucar, sob déficit hidrico, haja vista o potencial biotecnoldgico

implicado na descoberta dos mecanismos moleculares envolvidos nessa interagéo.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Identificar proteinas diferencialmente acumuladas em cana-de-acucar inoculadas
com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e submetidas ao déficit
hidrico.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as respostas fisioloégicas de duas variedades de cana-de-acUcar
associadas a FMA em resposta a seca.

e Estabelecer o perfil protedémico total de raizes de duas variedades de cana-
de-acucar inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
submetidas ou ndo ao déficit hidrico.

e Identificar proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs) em duas
variedades de cana-de-acucar relacionadas a inoculacdo micorrizica em

resposta ao déficit hidrico.
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Destaques:

As diferentes variedades de cana-de-acucar interagiram de formas diferentes
com as espécies de fungo;

A presenca dos FMAs mitigou o estresse nas plantas;
Foram identificadas 29 proteinas diferencialmente acumuladas;

As proteinas indentificadas na condicdo submetida a déficit hidrico
colonizada por FMADH estdo relacionadas ao processo de crescimento
radicular, lignificacdo e respostas induzidas por hormdnios.
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RESUMO

O déficit hidrico € um dos principais fatores limitantes da produtividade da cana-de-
acucar, principalmente na regido Nordeste do Brasil. A associagdo simbi6tica de
plantas com microrganismos como os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
podem mitigar os efeitos do déficit hidrico através da modulacdo da expresséo de
genes e acumulo de proteinas e metabdlitos especificos. Neste trabalho foram
analisar as alteracdes fisiologicas, morfométricas e protedmicas em variedades de
cana-de-acucar (RB867515 e RB041443) associadas a FMAs e submetidas ao
déficit hidrico. As plantas foram propagadas em vasos inoculados ou ndo com
esporos de Dentiscutata heterogama (FMADH) ou Claroideoglomus etunicatum
(FMACG) e, quatro meses ap0s a inoculacdo, os vasos foram submetidos ao déficit
hidrico por sete dias. Em seguida, foi retomada a hidratacdo. Os dados fisiologicos
e morfométricos indicaram a variedade RB867515 com maior taxa de colonizacéo
por FMADH, e, nesta condi¢cdo, maior tolerancia ao estresse por déficit hidrico e
resposta de recuperacdo. A andlise protedmica, aplicada a plantas de RB867515
submetidas ao déficit hidrico e inoculadas ou ndo por FMADH, permitiu a
identificacao de 399 proteinas, das quais 29 mostraram acumulo significativamente
variavel entre tratamentos, sendo cinco mais acumuladas no controle n&o-inoculado
e 24 mais acumuladas em plantas inoculadas com FMADH. Dentre as proteinas
identificadas, destaca-se o receptor de acido abscisico PYL10, potencialmente mais
acumulado em resposta a micorrizagdo. Os dados obtidos poderdao auxiliar na
elucidacdo dos mecanismos de simbiose na interacdo cana-de-acucar X micorriza,
assim como de tolerancia ao déficit hidrico, uteis no desenvolvimento de novas
variedades.

Palavras-chave: Saccharum; FMA; Proteoma; Estresse abiético; LC-MS/MS.



RESUMO GRAFICO

Parametros RB867515 RB111443
FMADH FMACG FMADH FMACG
COmp.nmento t - - t
Radicular
COmpri_mento "+ . - +
Foliar
Largura Foliar ++ ++ + +
Colonizacao +++ +++ ++ ++
Carotenoides +4++ +++ + +
Teor R'elativo de - - . .
agua
Comprimento do -+ -+ + -
Colmo
. 3
P32112 1049046

P52576

Q38677 q7y13s A2XQES QUFGN1 Q7XTG7 Q9SN26 ASBPME

CEXKX L) ®

QBGWIS Qom302 Q7XBYS Q8RUZ7 QBH102

49

p

HSC70 HSP70

....... T ¢ Uil Crescimento RS
R Radicular IS

: Vaciolo
Simbiose

Plastidio \

—

Lignificagdo



50

INTRODUCAO

Os estresses abidticos configuram-se como 0s principais responsaveis por
ocasionar de 50 a 70 % das perdas na agricultura, conjuntamente com as acgoes
antropicas, interferindo na produtividade e na expansao das culturas (1). Dentre eles
destaca-se o estresse por déficit hidrico que se configura como um dos principais
fatores limitantes para a industria canavieira, sendo responsavel por grandes perdas
na producéo, principalmente na regido Nordeste.

O estresse por déficit hidrico interfere no desenvolvimento da planta por
prejudicar o crescimento das raizes, a assimilacdo de nutrientes, a captacéo de CO:
devido ao fechamento dos estdmatos, aumenta a producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que podem oxidar as membranas e as proteinas presentes nos
fotossistemas, com isso comprometendo a fotossintese (2).

Com o intuito de reduzir as perdas ocasionadas pelo déficit hidrico no setor
canavieiro, diversos cultivares foram desenvolvidos por meio do melhoramento
classico, como o cultivar RB867515 e RB041443, variedades consideras tolerantes
ao déficit hidrico. Contudo, com avanco nas mudancas climaticas, aumento nas
areas de desertificacdo no mundo e demora para obtencdo de novas cultivares por
meio do melhoramento classico, surge a necessidade de pesquisas envolvendo uso
de microrganismos, como FMAs, frente a estresses ambientais.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo microrganismos endofiticos
gue colonizam os tecidos vegetais e contribuem para o crescimento das plantas. Os
vegetais fornecem carbono para o desenvolvimento dos endofiticos, por
conseguinte esse simbionte promove melhor captacdo de agua e nutrientes (3),
como fésforo e nitrogénio (4), aumento na producao de metabdlitos secundarios (5),
confere defesa contra patégenos, ajustamento osmaético e tolerancia a estresses
abidticos (5, 6, 7). Esta tolerancia é, em parte, observada pelo aumento de enzimas
antioxidantes e de osmoprotetores em plantas submetidas a seca inoculadas com
FMA em relac&o a plantas nao inoculadas (6, 8).

A interacdo planta-simbionte em resposta ao déficit hidrico gera alteracdes
nos mecanismos de resposta das plantas, que podem ser analisadas por diversas

ferramentas moleculares. Dentre estas, destaca-se a andlise protedbmica, que visa
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identificar de forma quali-quantitativa proteinas diferencialmente acumuladas
(DAPs) presentes no proteoma de um organismo sob diferentes condicbes
biol6gicas, fornecendo assim descricbes detalhadas das modificacdes que a
interagdo endossimbidtica causa no metabolismo da planta (9, 10).

Apesar da literatura referente aos mecanismos moleculares da interagéo
planta-FMA néo ser abrangente, principalmente, quando associado ao déficit
hidrico, os beneficios ja descritos dessa interacdo incluem a ativacdo de vias
moleculares relacionadas com sintese de hormobnios (11, 12, 13), acumulo de
proteinas envolvidas com a tolerancia a estresses bioticos e abidticos, sobretudo,
enzimas antioxidantes como as peroxidases (14), assim como proteinas envolvidas
na obtencdo de agua e nutrientes (principalmente N e P), como aquaporinas e
fosfatases (15).

Portanto, além do entendimento das respostas moleculares associadas aos
beneficios da interacdo endossimbiotica, a analise proteémica pode contribuir na
identificacdo de marcadores funcionais relacionados a maior interacédo das plantas
com microrganismos benéficos e a maior tolerancia a estresses, promovendo assim
a obtencao de novas variedades e impulsionando a atividade canavieira. Diante do
exposto, o presente trabalho tem como objetivo analisar as alteracdes fisioldgicas e
protebmicas das raizes de cana-de-acgUcar associados a FMAs e submetidas ao

déficit hidrico.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
1. Material biol6gico e delineamento experimental

Foram utilizados segmentos de colmo de cana-de-acuUcar das variedades
RB867515 (tolerante a seca) e RB041443 gentiimente fornecidos pela RIDESA
(Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético). Os
in6culos de fungos micorrizicos arbusculares utilizados foram Dentiscutata
heterogama e Claroideoglomus etunicatum, gentilmente fornecido pelo Laboratorio
de Biologia dos Solos do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) (8°03'49.1"S
34°55'30.3"W).
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O experimento foi conduzido em casa de vegetacao no IPA. Segmentos de
colmo de cana-de-acucar das variedades RB867515 e RB041443, foram tratados
termicamente para desinfec¢cdo segundo conforme a metodologia de Tokeshi (16).
Em seguida, foram propagados em bandejas contendo subsolo de argissolo
vermelho-amarelo autoclavado. Ap6s dez dias do plantio, as plantulas brotadas
foram transplantadas para 72 vasos, cada um contendo 8 kg do mesmo subsolo
autoclavado. No momento do transplantio, 36 vasos foram inoculados com 200
esporos de FMA sendo 18 vasos com Dentiscutata heterogama (FMADH) e 18
vasos com Claroideoglomus etunicatum (FMACG). As plantas foram regadas com
solucdo de Hoagland (1/2 x) com auséncia de fésforo (17) e agua destilada em dias
alternados. Apos 110 dias do transplantio, metade das plantas foram submetidas a
supressdo de rega por 7 dias. Plantas controle permaneceram com irrigacao
constante, a 70% da capacidade de pote. Apds 117 dias de transplantio, foram
realizadas as medidas morfométricas de folhas e raizes, e estas foram coletadas
para as analises de fisiologia, colonizacdo por micorriza e andlise protedmica label
free.

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2x2x6, com seis tratamentos utilizando dois FMAs: 1- plantas irrigadas nao
inoculadas, 2- plantas irrigadas e inoculadas com FMA, 3- plantas submetidas ao
déficit hidrico ndo inoculadas, 4- plantas submetidas ao déficit hidrico e inoculadas
com FMA; 5 — plantas reidratadas n&o inoculadas e 6 — plantas reidratadas
inoculadas com FMA. Cada tratamento possuiu 3 repeticOes, totalizando 72

unidades experimentais.

2. Anédlises fisiolégicas e morfométricas

Para o teor relativo de agua (TRA) foram utilizados fragmentos radiculares
coletados e imediatamente pesados para obtencao do peso da massa fresca (PMF).
Em seguida, os fragmentos foram acondicionados em placas de Petri, com papel
filtro, contendo 10 mL de &gua destilada e deixadas em geladeira por um periodo
de 24 h. Apos este periodo, foram novamente pesados para obtencéo do peso da

massa targida (PMT). Por fim, foram colocados em estufa por dois dias para secar,
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e apos, foram pesados obtendo-se a massa seca (PMS). O TRA radicular calculado
conforme a formula de Barrs e Weatherley (18). A fim de certificar que as plantas
estavam sobre déficit hidrico, foi avaliado o teor hidrico no solo (THS) conforme a
metodologia de Robert et al (19).

Para andlise do teor de carotenoides radiculares foram utilizados 100 mg de
raizes da regido do terco médio, e os pigmentos foram dosados conforme a
metodologia Lichtenthaler (20).
As medidas morfométricas foram obtidas utilizando-se régua para mensuracdo do
comprimento e largura foliar, comprimento radicular e altura do colmo, e contagem
do numero de entrends. Para determinacdo da colonizacdo micorrizica (CM), as
raizes foram tratadas e coradas pelo método de Vierheilig et al (21) e analisadas
conforme metodologia de Giovannetti & Mosse (22).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5 % probabilidade, através do programa
estatistico GraphPadPrism 8 (GraphPad software, San Diego, CA, USA).

3. Andlise Protebmica
3.1. Preparacdo das proteinas e digestéo triptica

As proteinas soluveis totais radiculares da variedade RB867515 submetida
ao déficit hidrico e inoculacdo com FMDH foram extraidas pelo método fendlico de
Wang et al (2006) com modificagdes. Em seguida as amostras foram quantificadas
em fluordmetro Qubit 2.0 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific), de acordo com o
protocolo do fabricante e em seguida submetidas a eletroforese em géis SDS-PAGE
(12,5 % de poliacrilamida) para certificacdo da integridade das proteinas extraidas.
O processo de digestdo triptica (TrypsinGold,Promega,WI,USA) seguida de
dessalinizacdo em coluna C18Sep-Pack (Oasis) para extracdo em fase sélida foi

realizado conforme metodologia de Nascimento et al (2018).

3.2. Espectrometria de massas UPLC-MS e identificacdo das proteinas
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As amostras obtidas foram injetadas em cromatografo Nano ACQUITY
UPLC® (Waters Corp.) equipado com tecnologia de diluicdo online 2D e acoplado
ao espectrometro de massas ESI-Q-ToF Synapt G2S (Waters), do Instituto
Tecnoldgico Vale — ITV (Belém, PA, Brasil).

A primeira dimensao cromatografica foi realizada a partir de uma aliquota de
4.5 ug de cada amostra em coluna de fase reversa BEH C18 300 A, 5 uM 300 um
x 50 mm (XBridgeTM, Waters Corp.) e taxa de fluxo de 2 pyL.min. A segunda
dimensdo cromatogréafica foi realizada em coluna C18 de 100 ym x 10 mm
empacotada com particulas hibridas de superficie alterada (CSH) de 1,8 mm
(Acquity UPLC M-Class CSH C18, Waters Corp., Milford, MA). Os espectros de
massas foram obtidos em espectrometro Synapt G2-S equipado com fonte de
lonizacgao por eletrospray padréo (ESI, Waters) e operado no modo de resolucéo de
ions positivos para todas as medi¢des. Os espectros de massa foram adquiridos
em modo continuo em faixa de m/z 50-1200 Da, usando tensao capilar de 2,6 KV,
temperatura da fonte 100°C, tensédo de compensacao da fonte 100 V, fluxo de gas
do cone de 50 L.h! e cone tensdo de 40 V. O tempo de aquisicdo espectral em cada
ajuste de energia foi de 0,5 s. Foi usada solugédo a 0,2 yM Glu1-fibrinopeptideo
(785,8427 Da) como massa fixa, fornecida a uma taxa de fluxo de 0,5 yL.mint
usando bomba auxiliar do sistema de cromatografia liquida. A massa de bloqueio
foi amostrada a cada 30 s em varreduras de 0,1 s na mesma faixa de massa.

Para a identificacdo presumivel das proteinas, os dados brutos de MS foram
processados no software Progenesis QI for Proteomics (QIp) utilizando os bancos
de dados via Protein Lynx Global Server (PLGS) 3.0.2 (Waters Corp, Milford, MA,
EUA) e Uniprot (https://www.uniprot.org/). Foram utilizados o0s seguintes
parametros: i) modificacao fixa: carbamidometilagéo (C), ii) modificagbes variaveis:
oxidacédo (M) desaminacéo (N), amidacéo (C-terminal) e fosforilagao (STY), e iii)
taxa de falsa descoberta de peptideos (FDR) de 1%. A selecdo das proteinas para
validacao foi realizada com base no valor de ANOVA significativa maior que 95% (p
< 0,05) e logz(FC, fold change) na comparacdo entre plantas da variedade
RB867515 sob déficit hidrico inoculadas ou ndo com FMADH.
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3.3. Ontologia génica e interacao proteina-proteina (PPI)

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram
recuperadas do UniProt através da ferramenta Retrieve ID e submetidas a anélise
de distribuicdo de ontologia génica (GO) por processo biolégico no programa
OmicsBox/Blast2GO (https:/www.biobam.com/omicsbox/), utilizando as
ferramentas Blastp, InterProScan e GO-Slim (25). A distribuicdo de termos GO, ou
categorias funcionais, do conjunto das DAPs de cada tratamento foram utilizadas
em todas as comparacoes.

As analises de PPI foram realizadas usando StringApp na plataforma
Cytoscape (versao: 3.8.0) (26). No software foi importada a rede do banco de dados
STRING v. 11.0 (https://string-db.org/) utilizando os seguintes parametros: i) Banco
de dados: STRING: protein query, ii) Espécie: Arabidopsis thaliana, iii) cutoff:
confiangca média (0,4) e métodos de previsdo: vizinhanga conservada, coocorréncia,
fusdo, coexpressdo, experimentos, bancos de dados e mineracdo de texto.
Adicionalmente, foi importada a tabela com os dados log2(FC) dos tratamentos.
Cada tratamento foi identificado por duas cores diferentes e cada proteina mapeada
foi diferenciada conforme o logz(FC).

RESULTADOS

Os tratamentos hidricos (Irrigado, déficit hidrico e recuperacéo) e espécies
de FMA avaliados afetaram de forma distinta as variaveis fisioldégicas e de
desenvolvimento. Do ponto de vista fisiolégico, foi observado que houve reducéo
significativa do TRA nas raizes sob déficit hidrico em ambas as variedades e FMAs.
A variedade RB867515 demonstrou melhor capacidade de recuperacdo apos o
estresse em relacdo a RB041443 uma vez que houve reducédo do contetdo hidrico
da raiz durante o estresse e maior eficiéncia na recuperacao (Figura 1). A existéncia
do déficit hidrico nas plantas avaliadas foi comprovada a partir da analise do Teor
hidrico do Solo que apresentou reducdo nos tratamentos sob seca enquanto

aqueles irrigados mantiveram-se estaveis (Figura 2).
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O teor de carotenoides radiculares foi altamente responsivo a associacao
simbidtica entre as variedades de cana-de-agucar RB867515 e ambos os FMAs. O
FMADH foi estatisticamente similar a condi¢do irrigada enquanto sob recuperacao
nao apresentou resposta significativa. O FMACG por sua vez induziu producgao de
carotenoides nas trés condic¢des hidricas com resposta similar ao FMADH sob déficit
hidrico, porém, revelou indice superior com a planta em recuperacéo. Na variedade
RB041443 o teor de carotenoides se manteve constante exceto por uma reducao
significativa em FMADH sob déficit hidrico (Figura 3).

Considerando os parametros morfométricos de forma geral os FMAs
induziram alteracées morfoldégicas nas plantas uma vez que em ambas houve
desenvolvimento superior ao tratamento sem FMA. A variedade RB867515,
associada a ambos os FMAs, foi notadamente superior em relacdo a RB041443 na
avaliacao dos parametros comprimento radicular (Figura 4) e largura e comprimento
foliar (Figura 5). A variedade 1443 apresentou discreta superioridade quanto ao
namero de entrends (NE) e comprimento do colmo (CC) quando em associacao
com FMACG.

O Teste de Colonizacao Micorrizica (CM) demonstrou a forte influéncia da
presenca de FMA sobre ambas as variedades de cana-de-agucar, havendo maior
indice de multiplicacdo de esporos na associacao entre RB867515 e FMADH, em
relacdo a RB11443 com FMADH (Figura 6).

Com base nos dados fisiologicos, morfométricos e indice de colonizagao para
a andlise protedmica foi selecionada a variedade RB867515 de cana-de-acucar,
gue apresentou maior adaptacdo a colonizacdo e melhor desenvolvimento em
condicBes de déficit hidrico. Da mesma forma foi selecionado o isolado Dentiscutata
heterogama de FMA que demonstra maior adaptabilidade a simbiose com
RB867515 (Tabela 1).

Foram identificadas 29 DAPS na variedade RB867515 sob déficit hidrico,
sendo 5 identificadas na condicdo controle (ndo-colonizadas por Densticutata
heterogama) e 24 apds inoculagdo com DH (Tabela 2 e 3). A analise de ontologia

genica das DAPs identificadas revelou que as proteinas do tratamento nao-
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inoculado com FMADH e inoculado foram distribuidas em 16 e 30 categorias,
respectivamente (Figura 7).

Com relacdo a rede de interacdo proteina-proteina foi observado a presenca
de 5 clusters (Figura 8). No cluster A foi observado a presenca de duas isoformas
da Linoleico 9S-lipoxigenase (LOX), a LOX1(mais acumulada no tratamento com
FMA) e LOX2 (menos acumulada no tratamento com FMA) envolvidas com sintese
de acidos graxos. No cluster B foi observado a presenca de 6 proteinas relacionadas
a biossintese de carboidratos proteinas, Frutose-bisfosfato aldolase 3 e HSC70
(menos acumulados no tratamento com FMA), e Adenosilhomocisteinase, HSP70,
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 3 e Fator de traducdo IES5A (mais
acumuladas no tratamento com FMA). No cluster C foi observado apenas proteinas
mais acumuladas na presenca do FMADH, a Isoflavona reductase e Caffeoyl-CoA
O-metiltransferase que estdo relacionadas a biossintese de flavonoides e lignina.
No cluster D foi observado a interacdo entre duas proteinas plastidiais, a Leucina
aminopeptidase 2 e Factor de tradugcdo similar GUF1, envolvidas com a
metabolismo de proteinas. No cluster E foram agrupadas duas proteinas uma
plastidial, a glutamato desidrogenase - NADP(Fragmento) e a outra mitocondrial,

Arginase, relacionadas com metabolismo de aminoéacidos.

DISCUSSAO

O estresse por déficit hidrico é responsavel por reduzir de forma drastica a
produtividade das culturas. Isso ocorre por influenciar no metabolismo geral da
planta como fechamento dos estdmatos, aceleracdo da senescéncia e abscisédo das
folhas. Nesse sentido diversos mecanismos vém sendo estudados como forma de
reduzir estes efeitos, dentre eles 0 uso de microrganismos simbidnticos como 0s
fungos micorrizicos arbusculares. Os FMAs sao conhecidos por sua capacidade de
promover o crescimento das plantas, mesmo sob estresses bidticos e abidticos,
uma vez que eles atuam em nivel radicular auxiliando a absorcdo de agua e
nutrientes, incremento da atividade fotossintética, acimulo de osmoprotetores e

ativacao do sistema antioxidante (27, 28; 29).
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A exposicdo das plantas ao estresse hidrico desencadeia uma série de
respostas fisiolégicas e em seu desenvolvimento geral, visando desde a
conservacdo do contetdo relativo de &gua favoravel até a manutencdo dos
processos metabolicos (30). A partir a percep¢do do declinio do potencial hidrico
ocorre perda de turgor celular, seguido da reducdo de crescimento; limitagdes no
metabolismo de aminoacidos e proteinas com reflexo na divisdo celular, alteracdes
no funcionamento do aparato estomatico, reducéo das trocas de diéxido de carbono
(CO2), antecipacdo do processo reprodutivo e aceleragdo da senescéncia.
Também, baixos valores de potencial hidrico impedem o processo fotossintético,
tanto por prejuizo causado ao transporte de elétrons e a fotofosforilagdo aciclica,

como pelo fechamento dos estébmatos (31).
Analises fisioldgica e morfométrica

Os resultados obtidos demonstraram o forte impacto do déficit hidrico na cana-
de-acucar em ambas a variedades. Do ponto de vista fisiol6gico os parametros TRA
na planta e no solo confirmaram a condicdo de déficit hidrico devido a reducéo
destas medidas em todas as plantas em relagdo a condigéo irrigado. O TRA
radicular na variedade RB867515 e variedade RB041443 em todos os tratamentos
reduziu em média 23 % e 28 %, respectivamente, caracterizando um estresse
severo. Entretanto, foi observado que as plantas em todos os tratamentos
apresentam recuperacao dos status hidrico, principalmente aquelas que estavam
colonizadas pelos FMAs, evidenciando a capacidade de FMAs de mitigar os efeitos
dos estresses abioticos sobre as plantas por ocasionar alteracées no ajustamento
osmoético da planta como foi observado Mirshad e Puthur (6) em estudo com cana-
de-acucar sobre déficit hidrico colonizada com FMA.

Com relacdo aos teores de carotenoides, foi observado que apenas na
variedade RB867515 a interacdo dos FMAs promoveu o aumento do significativo
do teor de carotenoides radiculares. Situacdo ndo observada na variedade
RB041443 nas plantas colonizadas pelo FMAs em todos os tratamentos. O aumento
nos teores de carotenoides pode estar relacionado a sua atividade antioxidante,

desta forma, evitando a degradagédo de moléculas como proteinas e lipidios, pelas
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EROs. Além disso, os carotenoides sdo precursores de hormdnios como ABA,
principal horménio envolvidos em respostas ao déficit hidrico (32), e
estringolactonas, compostos que favorecem o crescimento secundario radicular e a
simbiose com micorrizas.

Considerando a anélise morfométrica observou-se reducdo em todos os
parametros avaliados (largura foliar, comprimento foliar, comprimento radicular,
nimero de entrends e comprimento do colmo) no tratamento sem FMA.
Comparativamente observou-se a impacto positivo da presenca de FMA auxiliando
a planta a melhor se adaptar as condi¢cdes estressantes e se recuperar apos o déficit
hidrico. Diversos estudos relatam que os FMAs promovem o desenvolvimento
vegetal devido a diversos mecanismos promotores de crescimento empregados por
estes microrganismos como producao de fitohormoénios e solubilizagcdo de minerais
(33, 34, 35).

Quanto as analises microbiolégicas do solo, observou-se que a densidade de
esporos (%) de FMAs foi maior no tratamento com C. etunicatum juntamente com o
estresse hidrico (0,81%) (T4). Essa alta densidade de esporos encontrada nesse
tratamento pode ter ocorrido possivelmente em funcdo da condicéo atipica em o
fungo C. etunicatum se encontrava, estimulando-o a se reproduzir. O indice de
colonizacgéao radicular (%) diferiu estatisticamente entre os tratamentos inoculados
com FMAs (T3 e T4), no qual no tratamento com C. etunicatum e estresse hidrico
(T4) a porcentagem de colonizacéao foi de aproximadamente 14,41% maior do que
a inoculacdo na auséncia do estresse (T3). Os resultados obtidos corresponderam
ao esperado, uma vez que os FMAs aumentam a sua esporulacdo e a sua
colonizagdo sob condicdes de estresse, com o intuito de buscar agua e nutrientes.
O micélio extra-radicular das FMAs capta agua diretamente nas pontas das hifas da
matriz do solo e, em seguida, transfere essa agua através do citoplasma do fungo
ou camadas da parede interna para a célula cortical da raiz, sem qualquer obstrucéo
da membrana (36). A 4gua dentro das hifas ndo é perdida por causa do paredes
hidrofébicas. Desta forma, esse micélio micorrizico desempenha um papel
importante na absorcédo e transferéncia de agua para o vegetal sob condicdes

adversas. Segundo Moreira e Siqueira (37), a restricdo de disponibilidade hidrica
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induz nos microrganismos associados a planta a manifestacdo de mecanismos de
adaptacdo, como a elevacao da esporulacdo e da colonizacao, pelo fato de estar
sob uma situacéo de estresse.

A variedade RB867515 em associacdo com o FMADH demonstrou melhor
adaptabilidade em relacdo as demais associacbes o que pode ser explicado pela
reconhecida tolerancia a seca desta variedade, no entanto, este € o primeiro estudo
gue revela sua receptividade a colonizagcdo com FMADH levando a planta a niveis

superiores de desenvolvimento nestas condi¢gbes (Tabela 1).

Analise protedmica

A andlise diferencial do proteoma das raizes de cana-de-agucar variedade
RB867515, associadas ou ndo ao FMADH e submetidas ao déficit hidrico,
demonstrou que varias proteinas foram responsivas aos tratamentos, revelando
possiveis mecanismos moleculares associados a melhor performance de
crescimento dessa variedade por meio da sua interacdo endossimbidtica com o
FMADH.

No cluster A observasse as proteinas linoleate 9S- lipoxigenase 2 (P29250) e
linoleate 9S-lipoxigenase 1 (P29114), que se diferenciam pela preferéncia no sitio
de oxidag&do, LOX1 atua sobre o carbono 9 e a LOX2 sobre o carbono 13. Estas
isoformas proteicas pertencem a familia das dioxigenases que estao envolvidas em
diversos aspectos da fisiologia vegetal, atuando no crescimento e desenvolvimento,
senescéncia e em respostas a fatores abidticos e, principalmente, biéticos como
fitopatdgenos, gerando respostas de hipersensibilidade na planta (38, 39). O maior
acumulo de LOX1 e reducdo LOX2 nas plantas micorrizadas pode estar relacionada
atividade oxilipinas (40) geradas por estas isoformas, pois estas moléculas podem
tanto contribuir como inibir a colonizacaol/infeccéo das plantas por fungos como foi
observado por (41) em sementes de amendoim infectadas por Aspergillus
parasiticus. Além disso, LOX esta envolvida com a producdo de acido jasmonico
(JA), horménio vegetal que contribui para o estabelecimento e interacdo da

simbiose com FMA (42, 43). Portanto, o maior acimulo de LOX1 na cana-de-acucar
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colonizada por FMADH deve estar regulando a processo simbidtico sem inibir a
colonizacado (44), situacao similar observada por Trindade et al (45), no qual
colonizagdo por FMA favoreceu atividade enzimatica da LOX em raizes de Piper

nigrum L. ‘Bragantina’.

O cluster B revelou uma rede tendo como DAP central a Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase 3, citoplasmatica (GAPDH) (Q43247), proteina envolvida nos
processos de glicélise e gliconeogénese, sendo de suma importancia para o
crescimento e desenvolvimento da planta. O acumulo desta proteina pode esta
relaciona a sua participagcéo para producdo de ATP para o crescimento radicular
induzido pelo déficit hidrico e pela colonizacdo do FMA como foi observado nas
analises morfométricas (Figura 4). Esta hipotese pode ser corroborada pela
interacdo desta proteina com a proteina Fator de tradugcdo elF5A (P80639), que
esta envolvida com o processo de xilogénese (46), formagéo dos vasos condutores
de xilema, e pelas proteinas plastidiais 7-hidroximetil clorofila a redutase (Q7XTG7)
e protoclorofila redutase sub. N independente de luz (Q1KVX6) que estédo
relacionadas com crescimento radicular como foi observado por Nazir and Khan
(47), em raizes de Pinus thunbergii. Outra possibilidade estd relacionada com
oxidacdao reversivel dos grupos tiol da GAPDH pelo peréxido de hidrogénio (H202)
(48), uma espécie reativa de oxigénio naturalmente produzida, mas que tem sua
producdo aumentada em condi¢Bes de estresse, principalmente ao déficit hidrico.
No qual, a GAPDH funciona com uma molécula receptora do H20, evitando a
degradacdo de outras moléculas (49). Esta hipOtese pode ser corroborada pelo
complexo multimérico da proteina GAPDH com a HSP70 (BiP4) (50) (Q75HQO0). A
HSP70 é uma chaperona envolvida com mecanismo de reparo proteico que pode
estar restaurando a conformacéo da GAPDH tornando-a funcional.

No cluster C observa-se a interacdo das proteinas isoflavona redutase (P52576)
e cafeoil-CoA O-metiltransferase (Q9SLP8). A cafeoil-CoA O-metiltransferase
(CCoAMT) é uma enzima de participa da via dos fenilpropanoides que incluem
flavonoides, isoflavonoides e lignina, e estao diretamente relacionados a estresses
abidticos (51) e aos processos simbidticos, favorecendo a coloniza¢do das plantas

pelos FMAs (52). Acumulo da CCoAMT pode estar relacionada ao processo de
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lignificacdo da parede celular para reduzir perda hidrica nas células radiculares,
esta hipotese pode ser corroborada pelo aumento no acumulo da proteina Adenosil-
homocisteinase (SAHH), cuja atividade afeta diretamente 0s processos de
lignificacdo da parede celular como foi observado por Bai et al (53) em colmos de
Panicum virgatum. A isoflavona redutase € uma enzima que participa da sintese de
fitoalexinas, que sdo compostos do metabolismo secundario das plantas, com
atividade antimicrobiana e antioxidante, envolvidos em resposta a estresses bidticos
e abioticos. A colonizagdo micorrizica naturalmente induz as plantas a producéo de
metabolitos secundarios, que provavelmente devem estar relacionados a regulacéo
da colonizacdo pela cana-de-acucar, como a reducdo dos efeitos deletérios do
déficit hidrico sobre as demais biomoléculas.

No cluster D foi observado a interagdo em as proteinas Leucina aminopeptidase
2 (LAP2) e Fator de traducéo similar a GUF1. O fator de traducéo similar a GUF1 é
proteina uma plastidial envolvida com o processo de traducéo, seu acumulo deve
estar relacionado a manutencéo da sintese proteica mesmo sobre efeito deletério
do déficit hidrico (54). A Leucina aminopeptidase € enzima responsavel por remover
a regido N-terminal de alguns aminoacidos, com énfase para leucina, participando
do processamento e turnover proteico. O acumulo desta proteina nas plantas
colonizadas pode estar relacionado acdo do JA, participando de mecanismo de
defesa (55). Além disso, LAP2 pode estar exercendo a funcédo de chaperona, em
virtude do estresse hidrico, como foi observado por Scratoon et al (56).

No cluster E uma plastidial, a glutamato desidrogenase - NADP(Fragmento)
(GDH-NADP) e a outra mitocondrial, Arginase. Arginase (AG1) esta envolvida com
0 metabolismo do nitrogénio e ciclo da ureia sendo responsavel pela conversao de
L-arginina em L-ornitina e ureia. Além disso, a AG1 esta participa da biossintese de
poliaminas, dentre elas a putrescina relacionada em resposta a estresses (57, 58).
A glutamato desidrogenase - NADP(Fragmento) assim como arginase participa do
metabolismo do nitrogénio convertendo L-glutamato em L-oxuglutarato. Atividade
GDH esté relacionada diretamente ao crescimento e desenvolvimento das plantas.
Pesquisas com plantas micorrizadas evidenciam aumento da atividade de GDH-

NADP em relacao as plantas ndo-micorrizadas, desta forma, favorecendo absorcao
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de nitrogénio pelas plantas. Além disso, plantas que apresentam alta atividade da
GDH-NADP possuem maior potencial hidrico e maior tolerancia ao déficit hidrico,
como foi relatado por Lightfoot et al (59) em milho que superexpressava o GDH-
NAPD.

Além das proteinas relacionadas ao interatoma, destacamos a proteina
Receptor de acido abscisico PYL10 mais acumulada no tratamento inoculado com
FMA. Esta proteina é um receptor de ABA, envolvida com respostas a estresse,
inibe a proteina fosfatase PP2C, permitindo que transcricdo de genes que regulam
inUmeras respostas na planta (60). Além disso, um estudo superexpressando o
gene PYL10 em arroz evidenciou aumento da tolerancia ao déficit hidrico e ao frio
nas plantas transgénicas em relacdo as plantas nao-transformadas, bem como a

inducéo de genes envolvidos em respostas a estresse, como DREB (61).

CONCLUSAO

De forma geral, a colonizacédo pelo FMADH induziu alteracfes no proteoma da
var. R867515 de cana-de-agcUcar submetida ao déficit hidrico, aumentando o
acumulo de proteinas relacionadas ao desenvolvimento da planta, ao crescimento
radicular, defesa (chaperonas), simbiose e lignificacdo (Figura 9), sendo estes
dados corroborados pelos dados morfometricos e colonizacéao.

Dessa forma, e corroborando com diversos estudos sobre o efeito benéfico do
FMA como bioinoculante, o presente trabalho demonstra que o FMADH foi mais
eficiente em colonizar a variedade RB867515 submetidas ao déficit hidrico, sendo
um isolado promissor em aplicacdes posteriores na resposta da cana-de-acucar sob

estresses biodticos e abidticos.
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Figura 9 — Modelo biolégico da interacéo entre FMADH e a variedade de cana-de-
acucar RB867515 na mitigacao dos efeitos deletérios do déficit hidrico. As proteinas
em vermelho referem-se as DAPs mais acumuladas no tratamento submetido ao
déficit hidrico colonizado pelo FMADH. As proteinas em verde referem-se as DAPs
mais acumuladas no tratamento submetido ao déficit hidrico ndo-colonizado pelo
FMADH. As setas inteiras referem-se as provaveis fungdes das proteinas no modelo
biolégico.
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Figura 1 — Analise de Teor Relativo de Agua (TRA) de variedades de cana-de-actcar (RB867515
e RB041443) submetidas a estresse por déficit hidrico. SFMA- Sem Fungos Micorrizicos
Acumulados (FMA); FMADH- FMA Dentiscutata heterogama; FMACG- FMA Claroideoglomus
etunicatum; 1S- Irrigagdo do solo; SS- Sem irriga¢do do solo
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Figura 2 — Avaliagdo do Teor hidrico do solo em variedades de cana-de-acUcar (RB867515 e
RB041443) submetidas a estresse por déficit hidrico e inoculagdo com Fungos Micorrizicos
Acumulados (FMA) dos tipos Dentiscutata heterogama (DH) e Claroideoglomus etunicatum (CG).
Legenda: ISFMA- Planta Irrigada e sem FMA; SSFMA- Planta sob déficit hidrico e sem FMA;
IFMADH- Planta irrigada e inoculada com FMADH; SFMADH- Planta sob déficit hidrico e
inoculada com FMADH; IFMACG- Planta irrigada e inoculada com FMA_ CG; SFMACG- Planta
sob déficit hidrico e inoculada com FMACG.
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Figura 3 — Avaliac@o do Teor de carotendides radiculares em variedades de cana-de-agUcar
(RB867515 e RB041443) submetidas a estresse por déficit hidrico e inoculagdo com Fungos
Micorrizicos Acumulados (FMA) dos tipos Dentiscutata heterogama (DH) e Claroideoglomus
etunicatum (CG). Legenda: ISFMA- Planta Irrigada e sem FMA; SSFMA- Planta sob déficit
hidrico e sem FMA; IFMADH- Planta irrigada e inoculada com FMADH; SFMADH- Planta sob
déficit hidrico e inoculada com FMADH; IFMACG- Planta irrigada e inoculada com FMA_ CG;
SFMACG- Planta sob déficit hidrico e inoculada com FMACG.
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Figura 4 — Avaliacdo do comprimento radicular em variedades de cana-de-agucar (RB867515 e
RB041443) submetidas a estresse por déficit hidrico e inoculagdo com Fungos Micorrizicos
Acumulados (FMA) dos tipos Dentiscutata heterogama (DH) e Claroideoglomus etunicatum (CG).
Legenda: ISFMA- Planta Irrigada e sem FMA; SSFMA- Planta sob déficit hidrico e sem FMA;
IFMADH- Planta irrigada e inoculada com FMADH; SFMADH- Planta sob déficit hidrico e
inoculada com FMADH; IFMACG- Planta irrigada e inoculada com FMA_ CG; SFMACG- Planta
sob déficit hidrico e inoculada com FMACG.
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Figura 5 — Avaliagao dos paramétros morfométricos em variedades de cana-de-agtucar (RB867515
e RB041443) submetidas a estresse por déficit hidrico e inoculagdo com Fungos Micorrizicos
Acumulados (FMA) dos tipos Dentiscutata heterogama (DH) e Claroideoglomus etunicatum (CG).
Legenda: ISFMA- Planta Irrigada e sem FMA; SSFMA- Planta sob déficit hidrico e sem FMA,
IFMADH- Planta irrigada e inoculada com FMADH; SFMADH- Planta sob déficit hidrico e inoculada
com FMADH; IFMACG- Planta irrigada e inoculada com FMA_ CG; SFMACG- Planta sob déficit

hidrico e inoculada com FMACG.
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Figura 6 — Colonizacéo micorrizica de variedades de cana-de-aclucar (RB867515 e RB041443)
com Fungos Micorrizicos Acumulados (FMA) do tipo Dentiscutata heterogama (DH) e
Claroideoglomus etunicatum (CG).
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Figura 7 — Categorizacao ontoldgica com base em processo biolégico de proteinas identificadas
na variedade de cana-de-aglcar RB7515 submetidas ao estresse por déficit hidrico em resposta

a colonizadas por Dentiscutata heterogama.
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Figura 8 — Interacdes proteina-proteina (base de dados STRING, confianca de 0,500) sob déficit
hidrico em raizes ndo micorrizadas (SSFMA) e micorrizadas com Dentiscutata heterogama
(SFMADH) de cana-de-agucar. Legenda: A rede de interacdes de vinte e quatro proteinas
identificadas, rendeu cinco clusters (A-E) baseadas em processos bioldgicos.
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Tabela 1 - Tabela de pontos das avaliagcdes morfométricas, fisiolégicas e colonizacdo. FMADH (Densticutata heterogama) e FMACG
(Claroideoglomus etunicatum).

Parametros RB867515 el
FMADH FMACG FMADH FMACG
Comprimento Radicular +++ ++ ++ F++
Comprimento Foliar ++ + ++ +
Largura Foliar ++ ++ + +
Colonizacéao +++ +++ ++ ++
Carotenoides +++ +++ + +
Teor Relativo de agua ++ ++ + ¥
Comprimento do Colmo ++ ++ + ++




Tabela 2 — Anotacdo presumivel das proteinas detectadas em raizes de cana-de-aclUcar RB867515 né&o-colonizadas por
Dentiscutata heterogama e submetidas ao déficit hidrico, selecionados com variacao significativa entre amostras colonizadas
ou ndo pelo FMA, identificadas através do software Progenesis 1Q.

Uniprot Protein Log 2 Anova Molecular Subcellular Biological
ID (FC) Mass localization Process
. : Cytoplasm BP, CP, L, PED,
P29250 Linoleate 9S-lipoxygenase 2 5.816449 0.026 97.35 RB, REX, RS
Endoplasmic CP, PMP, RC,
Q42434 Luminal-binding protein 5.683298 0.008 73.82 reticulum RS, S
Q7Y138 Probable protein phosphatase 2C 36 4.080573 0.006 42.59 Mitochondrion CPMP
Pentatricopeptide repeat-containin , .
Q9M302 protein At??g£8810 P ’ 3.272479 0.044 75.67 Mitochondrion
. Cytoplasm BP, CMP, CP, G,
Q5N725 Fructose-bisphosphate aldolase 3 1.951514 0.049 39.17 MOD, N,

Legenda: BP: Biosynthetic Process; CMP: Carbohydrate Metabolic Process; CP: Catabolic Process; CPMP: Cellular Protein Modification Process; G: Generation of
Precursor Metabolites and Energy; L: Lipid Metabolic Process; MOD: Multicellular Organism Development; N: Nucleobase-Containing Compound Metabolic Process; PED:
Post-embryonic Development; PMP: Protein Metabolic Process; RB: Response to Biotic Stimulus; RC: Response to Chemical; REX: Response to External Stimulus RS:
Response to Stress; S: Signal Transduction
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Tabela 3 - Anotacdo presumivel das proteinas detectadas em raizes de cana-de-aglUcar RB867515 colonizadas por
Dentiscutata heterogama e submetidas ao déficit hidrico, selecionados com variagdo significativa entre amostras colonizadas
ou ndo pelo FMA, identificadas através do software Progenesis 1Q.

Uniprot Protein Log 2 Anova Molecular  Subcellular Biological
ID (FC) Mass localization Process
049046  Arginase Exclusive 0.006 38.95 Mitochondrion BP, CEP
P52576 Isoflavone reductase Exclusive 0.001 35.6 Cytoplasm RS
7-hydroxymethyl chlorophyll a , ,
Q7XTG7 reductase Exclusive  0.03 52.95 Plastid CEP
Q8GWI5 Uncharacterized protein At4g18257 Exclusive  0.047 29.17 Nucleus
Probable UDP-arabinopyranose , BP, CCO, CMP,
Q8RU27 mutase 2 Exclusive 0.028 42.17 Cytoplasm CPMP. N
: Golgi
Q9SN26 Phytolongin Phyll1.1 Exclusive 0.003 28.76 apparatus T
. Endoplasmic
Q75HQ0 Heat shock 70 kDa protein BIP4 Exclusive 0.007  74.48 reticulum  CP, PMP, RC, RS, S
NADP-specific glutamate -
P28998 dehydrogenase (Fragment) 10.075150.044 58.04 Plastid CEP, MEP
Glyceraldehyde-3-phosphate CMP, G, N, RA, RC,
Q43247  dehydrogenase 3 8.205055 0.01 36.62 Cytoplasm RS
Q5BPM6 QWRF motif-containing protein 6 7.531824 0.005 49.42 Cytoplasm CC, CCO, PED, R
CIN1Y2 Translation factor GUF1 homolog 6.846973 0.05 77.62 Plastid TR
4.36 X
Q9SLP8 Caffeoyl-CoA O-methyltransferase 6.532955 10° 26.44 Cytoplasm BP, CEP, CR, L, SM
Senescence-specific cysteine protease CP, CDE, CDI, MOD,
A2XOES SAG39 6.146349 0.026 37.47 Vacuole PMP. RC. REN
RGG repeats nuclear RNA binding
09SQ56 protein A (Fragment) 4.94709 0.001 32.44 Nucleus RL
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Q8H102 Transcription factor bHLH128 3.763427 0.012 39.29 Nucleus BP, N
Probable long-chain-alcohol O-fatty- 3358601 0.036 5174 Endoplasmic
Q9FGN1 acyltransferase 11 ) ' ) reticulum L

P32112  Adenosylhomocysteinase 2.906176 0.0004 54.12 Cytoplasm N
Putative metallophosphoesterase Endoplasmic

QOWVZ1 At3g03305 2811386 0.0003 ~ 85.32 reticulum D, RB, REX, RS

4.88 :

Q6K669 Leucine aminopeptidase 2 267459 x10-° 6222 Plastid PMP
Light-independent protochlorophyllide .

Q1KVX6 reductase subunit N 2303291 0.01 64.66 Plastid BP, CMP, P
V-type proton ATPase catalytic subunit

038677 A isoform 2 2.214479 0.021 67.72 Cytoplasm BP, CCO, T
Eukaryotic translation initiation factor 7.09 x

P80639  5A 1.885535 105 17.73 Cytoplasm cCO

Q7XBY6 Abscisic acid receptor PYL10 1.659368 0.02 23.31 Cytoplasm  CPMP, RC, REN, S

P29114 Linoleate 9S-lipoxygenase 1 0.542189 0.008 96.51 Cytoplasm  BP, CP, L

Legenda: BP: Biosynthetic Process; CMP: Carbohydrate Metabolic Process; CP: Catabolic Process; CC: Cell Cycle; CDE: Cell Death; CDI: Cell Differentiation; CCO: Cellular
Component Organization; CEP: Cellular Process; CPMP: Cellular Protein Modification Process; CR: Circadian Rhythm; D: DNA Metabolic Process; G: Generation of
Precursor Metabolites and Energy; L: Lipid Metabolic Process; MEP: Metabolic Process; MOD: Multicellular Organism Development; N: Nucleobase-Containing Compound
Metabolic Process; P: Photosynthesis; PED: Post-embryonic Development; PMP: Protein Metabolic Process; R: Reproduction; RA: Response to Abiotic Stimulus; RB:
Response to Biotic Stimulus; RC: Response to Chemical; REN: Response to Endogenous Stimulus; REX: Response to External Stimulus; RL: Response to Light Stimulus;
RS: Response to Stress; S: Signal Transduction; SM: Secondary Metabolic Process; T: Transport, TR: Translation.
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RESUMO

A cana-de-acucar representa 70 % da producdo mundial de agucar, tendo o Brasil
como principal produtor. Devido a sua alta relevancia, diversas pesquisas foram
desenvolvidas para obtencdo de variedades mais tolerantes a estresses
ambientais. Associacao de plantas com organismos simbiontes, como FMA, pode
contribuir na absorgcdo de agua e nutrientes, e reduzir os efeitos deletérios de
estresses bidticos e abidticos. O trabalho objetivou analisar o proteoma de radicular
de cana-de-agucar colonizada por micorriza em resposta ao déficit hidrico. As
canas-de-acucar foram propagadas em vasos contento ou ndo esporos de
Dentiscutata heterogama (FMADH), quatro meses ap0s a inoculagéo as plantas
foram submetidas ao déficit hidrico por sete dias. Analise protedmica revelou 60
proteinas diferencialmente acumuladas na condi¢cdo submetida ao déficit hidrico
sem FMA, e 22 proteinas diferencialmente acumuladas na condi¢cdo submetida ao
déficit hidrico com FMA. Dentre as proteinas identificadas, destacam-se as
proteinas malato desidrogenase citoplasmatica e mitocondrial, a SPINDLY, a
desidratase NAD(P)HX dependente de ATP. Os dados obtidos podem auxiliar na
compreensao dos mecanismos de resposta de cana-de-acgucar submetida ao déficit

hidrico colonizadas por FMA.

Palavras-chave: Saccharum; FMA; Proteoma; Estresse abiético; LC-MS/MS.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar configura-se como uma das principais fontes de acucar e
etanol no mundo, tendo o Brasil como seu maior produtor. Por apresentar alta
relevancia no cenario econémico brasileiro, diversas pesquisas relacionadas ao seu
melhoramento por meio de cruzamento de variedades foram desenvolvidas visando
a obtencdo de cultivares mais produtivas e com maior tolerdncia aos estresses
bidticos e abioticos. Dentre estes cultivares destaca-se a RB041443, considerada
como tolerante a varios estresses bidticos e com alta produtividade.

A produtividade da cana-de-agucar representa apenas 20 % do seu potencial
tedrico-experimental, devido as condi¢des edafoclimaticas e agdes antropicas que
comprometem o crescimento e desenvolvimento da planta. Dentre as condi¢des
edafoclimaticas, a seca € um dos principais fatores ambientais que compromete a
produtividade das plantas, pois compromete diversas vias metabdlicas das plantas
gue podem ocasionar a morte do vegetal, sendo responsavel por grandes perdas
no setor sucroalcooleiro.

Associacao das plantas com microrganismos, como FMA podem contribuir
com reducado dos efeitos deletérios da seca sobre cana-de-acucar, pois regulam
vias metabdlicas favorecendo o desenvolvimento e tolerancia da planta a estresses.
Compreender os mecanismos de interacdo da cana-de-agicar com micorrizas em
resposta ao déficit hidrico pode auxiliar na identificacdo de marcadores funcionais
gue podem contribuir no melhoramento da cultura.

Desta forma, o presente trabalho visa analisar o proteoma radicular da
variedade RB041443 colonizada pela FMA Dentiscutata heterogama submetida ao
déficit hidrico. A cana-de-agUcar configura-se como uma das principais fontes de
acucar e etanol no mundo, tendo o Brasil como seu maior produtor (MONTEIRO et
al, 2018). Por apresentar alta relevancia no cenario econémico brasileiro, diversas
pesquisas relacionadas ao seu melhoramento por meio de cruzamento foram
desenvolvidas visando a obtencdo de cultivares mais produtivo e com maior
tolerancia aos estresses bidticos e abidticos. Dentre estes cultivares destaca-se a
variedade RB041443, considerada como tolerante a véarios estresses bidticos e com
alta produtividade.

Apesar de diversas variedades de cana-de-aclUcar serem produzidas,

principalmente pela técnica de cruzamento entre variedades (melhoramento
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classico), a produtividade da cana-de-acUcar representa apenas 20 % do seu
potencial tedrico-experimental( WACLAWOVSKY et al, 2010), devido as condi¢des
edafocliméticas e acdes antrépicas que comprometem o crescimento e
desenvolvimento da planta (DIAS and SENTELHAS, 2018). Dentre as condi¢des
edafocliméticas, a seca é um dos principais fatores ambientais que compromete a
produtividade das plantas, pois compromete diversas vias metabdlicas das plantas
podem ocasionar a morte do vegetal, sendo responsavel por grandes perdas no
setor sucroalcooleiro (REYES et al, 2020).

Associacao das plantas com microrganismos, como FMA podem contribuir
com reducado dos efeitos deletérios da seca sobre cana-de-acUcar, pois regulam
vias metabdlicas favorecendo desenvolvimento e tolerancia da planta a estresses
(BONFANTE and GENRE, 2015). Compreender os mecanismos de interagédo da
cana-de-agUcar com micorrizas em resposta ao déficit hidrico pode auxiliar na
identificacdo de marcadores funcionais que podem contribuir no melhoramento da
cultura.

Desta forma, o presente trabalho visa analisar o proteoma radicular da
variedade RB041443 colonizada pela FMA Dentiscutata heterogama submetida ao

déficit hidrico

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Material bioldgico e delineamento experimental

Foram utilizados segmentos de colmo de cana-de-agUcar da variedade
RB041443 gentilmente fornecidos pela RIDESA (Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroenergético). O ino6culo de fungos micorrizicos
arbusculares utilizado foi Dentiscutata heterogama gentilmente fornecido pelo
Laboratorio de Biologia do Solo do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA)
(8°03'49.1"S 34°55'30.3"W).

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao no IPA. Segmentos de
colmo de cana-de-acucar da variedade RB041443, foram tratados termicamente
para desinfeccdo segundo conforme a metodologia de Tokeshi (1997). Em seguida,
foram propagados em bandejas contendo subsolo de argissolo vermelho-amarelo
autoclavado. Apdés dez dias do plantio, as plantulas brotadas foram transplantadas

para 18 vasos, cada um contendo 8 kg do mesmo subsolo autoclavado. No
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momento do transplantio, 9 vasos foram inoculados com 200 esporos de FMA
Dentiscutata heterogama (FMADH). As plantas foram regadas com solucao de
Hoagland (1/2 x) com auséncia de foésforo (Hoagland E Arnon, 1938) e &agua
destilada em dias alternados. Apos 110 dias do transplantio, metade as plantas
foram submetidas a supressao de rega por 7 dias. Plantas controle permaneceram
com irrigacdo constante, a 70% da capacidade de pote. Apos 117 dias de
transplantio foram coletadas as raizes para analise prote6bmica. O delineamento
experimental foi do tipo inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x2, com seis
tratamentos: 1- plantas irrigadas n&o inoculadas, 2- plantas irrigadas e inoculadas
com FMA, 3- plantas submetidas ao déficit hidrico ndo inoculadas, 4- plantas
submetidas ao déficit hidrico e inoculadas com FMA; 5 — plantas reidratadas nao
inoculadas e 6 — plantas reidratadas inoculadas com FMA. Em cada tratamento
apresentava 3 repeticdes, totalizando 18 unidades experimentais.

2.1. Analise Protedmica
2.1.1. Preparacdo das proteinas e digestao triptica

As proteinas soluveis totais radiculares da variedade RB041443 submetida
ao déficit hidrico e inoculagdo com FMDH foram extraidas pelo método fendlico de
Wang et al (2006) com modificagdes. Em seguida as amostras foram quantificadas
em fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific), de acordo com o
protocolo do fabricante e em seguida submetidas a eletroforese em géis SDS-
PAGE (12,5 % de poliacrilamida) para certificacdo da integridade das proteinas
extraidas. O processo de digestéo triptica (TrypsinGold,Promega,WI1,USA) seguida
de dessalinizacdo em coluna C18Sep-Pack (Oasis) para extracdo em fase solida

foi realizado conforme metodologia de Nascimento et al (2018).

2.1.2. Espectrometria de massas UPLC-MS e identificacdo das proteinas

As amostras obtidas foram injetadas em cromatografo Nano ACQUITY
UPLC® (Waters Corp.) equipado com tecnologia de diluicdo online 2D e acoplado
ao espectrometro de massas ESI-Q-ToF Synapt G2S (Waters), do Instituto
Tecnologico Vale — ITV (Belém, PA, Brasil).

A primeira dimenséo cromatogréfica foi realizada a partir de uma aliquota de

4.5 ug de cada amostra em coluna de fase reversa BEH C18 300 A, 5 uM 300 um
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x 50 mm (XBridgeTM, Waters Corp.) e taxa de fluxo de 2 pL.min-1. A segunda
dimensdo cromatogréfica foi realizada em coluna C18 de 100 pm x 10 mm
empacotada com particulas hibridas de superficie alterada (CSH) de 1,8 mm
(Acquity UPLC M-Class CSH C18, Waters Corp., Milford, MA). Os espectros de
massas foram obtidos em espectrometro Synapt G2-S equipado com fonte de
ionizacdo por eletrospray padrao (ESI, Waters) e operado no modo de resolucao
de ions positivos para todas as medi¢ces. Os espectros de massa foram adquiridos
em modo continuo em faixa de m/z 50-1200 Da, usando tensé&o capilar de 2,6 KV,
temperatura da fonte 100°C, tensdo de compensac¢éao da fonte 100 V, fluxo de gas
do cone de 50 L.h-1 e cone tensao de 40 V. O tempo de aquisicdo espectral em
cada ajuste de energia foi de 0,5 s. Foi usada solugao a 0,2 uM Glu1-fibrinopeptideo
(785,8427 Da) como massa fixa, fornecida a uma taxa de fluxo de 0,5 pL.min-1
usando bomba auxiliar do sistema de cromatografia liquida. A massa de bloqueio
foi amostrada a cada 30 s em varreduras de 0,1 s na mesma faixa de massa.

Para a identificacdo presumivel das proteinas, os dados brutos de MS foram
processados no software Progenesis QI for Proteomics (QIp) utilizando os bancos
de dados via Protein Lynx Global Server (PLGS) 3.0.2 (Waters Corp, Milford, MA,
EUA) e Uniprot (https://www.uniprot.org/). Foram utilizados o0s seguintes
parametros: i) modificacao fixa: carbamidometilacéo (C), ii) modificacGes variaveis:
oxidacado (M) desaminacao (N), amidagao (C-terminal) e fosforilagdo (STY), e iii)
taxa de falsa descoberta de peptideos (FDR) de 1%. A selecdo das proteinas para
validagao foi realizada com base no valor de ANOVA significativa maior que 95%
(p < 0,05) e log2(FC, fold change) na comparacédo entre plantas da variedade
RB111443 sob déficit hidrico inoculadas ou ndo com FMADH.

2.1.3. Ontologia génica e interagcao proteina-proteina (PPI)

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram
recuperadas do UniProt através da ferramenta Retrieve ID e submetidas a anélise
de distribuicdo de ontologia génica (GO) por processo biolégico no programa
OmicsBox/Blast2GO (https://www.biobam.com/omicsbox/), utilizando as
ferramentas Blastp, InterProScan e GO-Slim (Mitchell et al., 2019). A distribuicdo
de termos GO, ou categorias funcionais, do conjunto das DAPs de cada tratamento
foram utilizadas em todas as comparacdoes.

As analises de PPI foram previstas usando StringApp do Cytoscape (verséo:

3.8.0) (Szklarczyk et al, 2016). No software foi importada a rede do banco de dados
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STRING v. 11.0 (https://string-db.org/) utilizando os seguintes parametros: i) Banco
de dados: STRING: protein query, ii) Espécie: Arabidopsis thaliana, iii) cutoff:
confianca meédia (0,4) e meétodos de previsdo: vizinhanca conservada,
coocorréncia, fusdo, coexpressao, experimentos, bancos de dados e mineracao de
texto. Adicionalmente, foi importada a tabela com os dados log2(FC) dos
tratamentos.

3. Resultados

Foram identificadas 81 DAPs, sendo 60 identificadas na condicdo n&o-
colonizadas por Densticutata heterogama e 22 na condic¢do colonizadas DH (Tabela
1 e 2). A andlise de ontologia génica por processo biologico das DAPs identificadas
revelou que as proteinas do tratamento nao-inoculado com FMADH e inoculado
foram distribuidas em 18 e 13 categorias, respectivamente (Figura 1). Dentre as
categorias obtidas, destacam-se na condicdo sem FMA, Processo Biossintético,
Resposta a quimicos, Resposta a estimulos abidticos e Organizacdo de
componentes celulares, enquanto na condicdo com FMA, destacam-se as
categorias Resposta a estresse, Processos de modificagdo proteica, Resposta a
estimulos abiéticos e Processo Biossintético.

Com relacao a rede de interacao das proteinas, na condi¢cdo ndo-colonizada,
foi observado a formacdo de seis clusters (Figura 2). Cluster A foi observado
proteinas relacionadas ao processo de crescimento e defesa, Cluster B foi
observado proteinas envolvidas com metabolismo proteico, Cluster C foram
agrupadas proteinas relacionadas ao processo de lignificacdo, Cluster D foram
agrupadas proteinas de defesa e metabolismo de aminoacidos, no Cluster E foi
observado proteinas relacionadas modificacdo pos-traducionais e no Cluster F
foram agrupadas proteinas relacionadas ao metabolismo de carboidratos.

Na rede de interacdo das proteinas da condicdo colonizada foram
observados trés clusters (Figura 3). No Cluster A foi observado proteinas
relacionadas ao metabolismo de lipidios, no Cluster B foi observado proteinas
relacionadas a metabolismo de carboidratos e no Cluster C foram agrupadas
proteinas relacionadas a sintese proteica.

As proteinas identificadas no cluster A foram relacionadas aos processos de
crescimento e defesa, dentre as proteinas presentes no grupo destacam-se as
proteinas malato desidrogenase 1 e 2 citoplasmatica. Estas proteinas participam

na sintese de oxalacetato e estdo envolvidas na manutencdo da homeostase
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celular (TOMAZ, 2010). Além disso, estdo envolvidas em respostas de defesa a
patogenos, estresses abidticos, como frio, salinidade (WANG et al, 2016) e
deficiéncia nutricional (WANG et al, 2015). O Maior acumulo destas proteinas na
condicdo estresse sem FMA, deve estar associado ao processo de crescimento
radicular (WANG et al, 2015) para que a planta consiga atingir horizontes mais
profundos no solo e obter agua. Além disso, o acumulo destas proteinas esta
relacionada a formacdo da parede celular, contribuindo para maior tolerancia da
planta por evitar ressecamento das raizes.

As proteinas identificadas no Cluster B foram relacionadas ao processo de
metabolismo de proteinas, dentre estas destaca-se a Glutationa S-transferase 1. A
GST1 é responsavel por oxidar a glutationa promovendo o processo detoxificagao
de inseticidas e EROs. Por participar do mecanismo detoxificagdo, a GST1
radicular de cana-de-agUcar deve estar contribuindo para uma maior tolerancia ao
déficit hidrico, pois estudo evidenciam a participacdo desta proteina em resposta a
diversos estresses, como a déficit hidrico (CICERO et al, 2015), salinidade
(KISSOUDIS et al, 2015), induzindo genes envolvidos com resposta a estresses
(SHARMA et al, 2014).

As proteinas presentes no cluster D sdo na sua maioria enzimas
relacionadas aos mecanismos de defesa e sintese de aminoacidos. Dentre as
proteinas presentes no cluster foram identificas varias proteinas relacionadas a
biossintese de metionina. Com destaque para a proteina S-adenosilmetionina
sintase 1(SAMS1), que foi a mais acumulada na condi¢cdo de déficit hidrico sem
FMA (FC = 3,27). A SAMS1 converte a metionina em S-adenosilmetionina,
precursora de diversas moléculas, como as poliaminas (SAUTER et al, 2013),
compostos relacionados aos processos de defesa a estresses ambientais,
principalmente ao déficit hidrico. Além disso, S-adenosilmetionina é precursora da
sintese de lignina pela CCoAOMT (BAI et al,2018), proteina também identificada
neste trabalho. Outra proteina identificada relacionada a metabolismo da metionina
foi a Adenosilhomocisteinase que converte S-adenosilmetionina em adenosil e
cisteina, percussor da glutationa, molécula envolvida com o0s processos
detoxificac&o celular.

O Cluster E agrupou as proteinas UDP-N-acetilglucosamina N-
acetilglucosaminatransferase SPINDLY (082422), e uma protease (Q9LJL3) com

acdo metalopeptidase. A proteina SPINDLY atua como um repressor na via de
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sinalizacéo da giberelina (GA) (OLSZEWSKI et al., 2010) para inibir o alongamento
do hipocdtilo, e nas vias do relégio circadiano de controle da floracdo, Estudos
evidenciam que o acumulo da proteina SPINDLY compromete a tolerancia das
plantas ao estresse hidrico, pois interfere na expressao de genes responsivos a
estresse com os DREBs (QUIN et al, 2011).

No Cluster F foram identificadas duas proteinas envolvidas com o ciclo das
pentoses fosfato, a 6-fosfogliconato desidrogenase descarboxilase 1 e 6-
fosfogliconolactonase 4 cloroplastidial. Ambas participam do processo de
conversdo da glicose 6-fosfato para ribose 5-fosfato. O maior acumulo destas
proteinas nesta condicdo deve estar relacionado ao processo de manutencéo da
homeostase celular por meio do equilibrio redox devido a reducdo dos H+ nos
compartimentos celulares (STINCONE et al, 2015), conferindo maior tolerancia nas
plantas em respostas a estresse ambientais (TIAN et al, 2021). Outra proteina
presente neste Cluster foi a proteina HMG-Y grupo A (HMGA), a qual parte de um
grande grupo de proteinas cromossomicas relacionadas com processos de
regulacdo génica (GROSSCHEDL, GIESE and PAGEL, 1994). A HMGA esta
envolvida com os processos desenvolvimento do endosperma induzindo o acumulo
de amido pelas plantas. Além disso, participar de diversos mecanismos de reposta
aos estresses abioticos, como resposta a temperatura (ZHANG et al, 2020) e ao
déficit hidrico (XU et al, 2021). O acumulo desta proteina nesta condicdo deve estar
relacionado a producdo de amido, visto que, amido é uma molécula osmoprotetora
evitando o ressecamento das raizes mediante o déficit hidrico. Esta hipétese pode
confirmada pela presenca da proteina 6-fosfogliconolactonase 4 cloroplastidial que
esta diretamente relacionada ao acumulo de amido nos plastidios em resposta a

estresses por temperatura (RIBEIRO et al, 2020).

Estresse com FMA

No cluster B foram agrupadas as proteinas: sub. beta 3 do componente E1
da piruvato desidrogenase cloroplastidial, a fosfoenolpiruvato carboxilase 2
(PEPC2) e malato desidrogenase mitocondrial (mMDH). A malato desidrogenase
€ uma proteina envolvida na conversao do malato em oxaloacetato no interior das
mitocondrias. O maior acumulo da mMDH deve estar relacionada ao crescimento
radicular das plantas, como foi observado Wang et al (2015) em plantas

transgénicas que superexpressavam o gene mMDH. Além disso, a colonizag&o por
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FMA também favorece a maior atividade da mMDH e da PEPC como foi observado
Kchikich et al (2021) em trés variedades sorgos micorrizadas.

No Cluster C foram identificadas proteinas relacionadas a sintese proteica.
Dentre as proteinas agrupadas neste cluster a proteina Fator de elongacdo 1
subunidade gama 2 (EF-1-gamma 2) € a proteina principal do grupo. A proteina EF-
1-gamma-2 forma conjuntamente com outras trés proteinas o complexo EF1 que
apresenta varias funcdes (SASIKUMAR et al, 2012). Além de patrticipar a sintese
proteica o os fatores de elongacdo podem se complexar com proteinas HSPs
evitando a desnaturacdo das demais proteinas celulares, principalmente em
condicOes de estresse, garantindo tolerancia a estresse como déficit hidrico e
salinidade (GAO et al,2019).

A proteina desidratase NAD(P)HX dependente de ATP foi a mais acumulada
na condicdo déficit hidrico com FMA. Esta envolvida no reparo do NADHX e
NADPHX em NADH e NADPH respectivamente, permitindo a sua atividade
(NIEHAUS et al, 2014; COLINAS et al, 2014). Estas duas moléculas participam
diversos processos biolégicos interagindo com elétrons livres e EROs produzidos
durante os processos metabdlicos. Além disso, estdo envolvidas em respostas a
estresses, como estresse oxidativo, salinidade e altas temperaturas (YING, 2008).
O maior acumulo desta proteina pode estar envolvido no aumento de EROs devido
ao déficit hidrico, sendo necessario maior disponibilidade das NADH e NADPH,
evitando a degradacgéo de diversas moléculas. Além disso, a presen¢ga do FMADH
pode ter contribuido neste maior acumulo, como foi observado por Lingua et al

(2012) em plantas colonizadas por FMA submetida a estresse por metal pesado.

5. Conclusao

Foi observado que as repostas moleculares das plantas submetidas ao
déficit hidrico ndo-colonizadas diferiram das respostas das plantas submetidas ao
déficit hidrico colonizadas.

As proteinas mais acumuladas na condi¢cdo sem FMA: malato desidrogenase
citoplasmatica e SPINDLY e as proteinas mais acumuladas na condicdo com FMA:
malato desidrogenase mitocondrial e desidratase NAD(P)HX dependente de ATP

séo possiveis marcadores funcionais.
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Tabela 1: Anotacdo presumivel das proteinas detectadas em raizes de cana-de-aclUcar RB041443 nao-colonizadas por

Dentiscutata heterogama e submetidas ao déficit hidrico, selecionados com variacao significativa entre amostras colonizadas ou nao

pelo FMA, identificadas através do software Progenesis I1Q.

Un:Brot Protein L(Iggc)z Molecular Mass BFI)(r)CI)OCgeISC:I
Q0JGZ6 Fructokinase-1 Exclusive 57260,5 BP, CCO, CMP, L
Q6YTO00 Proteasome subunit alpha type-7-A Exclusive 54832,38 CP, PMP
Probable 6-phosphogluconolactonase 4
Q69NG5 chloroplastic Exclusive 24432,88 CMP, G, N
A6XMY9 S-adenosylmethionine synthase 1 3,271318 35840,12 BP, CEP
023254 Serine hydroxymethyltransferase 4 2,07565 43273,96 BP, CR, CP, D, MOD, RA, RC
023865 Phenylalanine ammonia-lyase 1 1,80235 34675,73 BP, CEP, CP, MOD, RC, RL, RS, SM
024030 Proteasome subunit alpha type-7 1,70909 92294,2 CP, PMP
024047 Malate dehydrogenase cytoplasmic 1,556383 17967,38 G,RC
L-galactono-1_4-lactone dehydrogenase
047881 mitochondrial 1,290892 61860,84 BP, CEP, CMP
048905 Malate dehydrogenase cytoplasmic 1,105417 35889,08 G, RC
049499 Caffeoyl-CoA O-methyltransferase 1 1,10326 35932,93 BP, CEP,CR, L, SM
050003 60S ribosomal protein L12 0,998386 28594,52 TR
G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-
081833 protein kinase SD1-1 0,77429 41666,43 CEP, PMP, RB, RC, REN, REX, RS
082054 Caffeic acid 3-O-methyltransferase 0,754859 68171,79 BP, CEP, RC, REN, RS, SM
Probable UDP-N-acetylglucosamine--peptide N-
082422 acetylglucosaminyltransferase SPINDLY 0,750696 42633,75 BP, CCO, CDI, PMP, RC, REN, S
082549 Phospholipase D alpha 1 0,677925 226987 CP, L, PED, RA, RB, RC, REN, REX, RS, S
P09189 Heat shock cognate 70 kDa protein 0,665693 37346,69 CP, PMP, RA, RB, RC, REX, RS, S
P12329 Chlorophyll a-b binding protein 1_ chloroplastic 0,655983 43676,27 G,P,RL
P12653 Glutathione S-transferase 1 0,606695 121756,3 BP, CEP, RA, RB, RC, REX, RS
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P14717 Phenylalanine ammonia-lyase 0,586169 86104,32 BP, CEP, CP, MOD, RC, RL, RS, SM

P24825 Chalcone synthase C2 0,586051 105368,2 BP, SM

P26870 Ribosomal protein S11_ mitochondrial 0,58318 75902,45 CEP,N, TR

P49199 40S ribosomal protein S8 0,55862 76068,74 CEP, N, TR

P50433 Serine hydroxymethyltransferase_ mitochondrial 0,552466 29269,32 BP, CR, CP, D, MOD, RC, RL, RS

P52894 Alanine aminotransferase 2 0,548508 24049,74 BP, CEP, CP, RA, RS

P57751 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 1 0,543869 60214,19 CCO, CDE, CMP, G, MOD, N

P68173 Adenosylhomocysteinase 0,53397 43757,53 E, EP, PED,R

P93584 Actin-82 (Fragment) 0,504949 92958,35 CCO, PED

QODKY4 S-adenosylmethionine synthase 1 0,493296 29034,09 BP, CEP

Q0JBZ8 Hydroxycinnamoyltransferase 1 0,417353 66116,25 BP, CCO, MOD, SM

Q0ZIWO0 Protein TIC 214 0,416275 80451,06 CEP, T

Q1PENO Receptor-like protein 36 0,399927 27929,86 A, RA, RB, RC, REX, RS

Q20N36 Probable protein phosphatase 2C 78 0,399461 51565,95 CEP, MOD, PED, RA, RB, REX, RS

Q2QNE3 CASP-like protein 4C1 0,393537 23246,46

Q20NG7 ATP-citrate synthase alpha chain protein 3 0,366214 75382,86 BP,L,N

Q2TPW5 11S globulin seed storage protein Jug r 4 0,357499 32933,94 CCO, PED, R

Q3EAY9 Probable pectinesterase 30 0,353163 59112,04 CCO, CMP, CP, RB, REX

Q6H7M1 Fumarylacetoacetase 0,334647 24405,48 CDE, CP

Q626S1 Apoptosis inhibitor 5-like protein API5 0,330183 32075,29 CDE, MOD

Q8GUM2 Heat shock 70 kDa protein 9_ mitochondrial 0,325291 58429,62 CDI, CG, CP, MOD, PO,RC, RS, S

CCO, CDI, CG, CR, E, PED, PMP, PO, RC,

Q8LPD9 Phototropin 0,32514 43594,87 REN, RL, RMF, T, TRO, S
Monodehydroascorbate reductase 1_

Q8S3R1 peroxisomal 0,305502 26691 CEP, CP, RC

Q8VXG7 Phenylalanine/tyrosine ammonia-lyase 0,301963 71875,99 BP, CEP, CP, MOD, RC, RL, RS, SM

QI9FFY6 Protein ELC-like 0,296671 55971,94 CEP, TR

Q9FL99 F-box/FBD/LRR-repeat protein At5g44980 0,294655 39863,73

QI9FYS5 HMG-Y-related protein A 0,293212 53674,44 BP, CCO, D, PE, R
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6-phosphogluconate dehydrogenase__

Q9LI0o decarboxylating 1 0,281134 48894,65 CCO, CMP, CP, G, N, R, RA, RC, REN, RS
Presequence protease 1_
Q9LJL3 chloroplastic/mitochondrial 0,268989 47137,14 PMP
QILT76 Putative F-box/kelch-repeat protein At3g19410 0,261471 47675,22
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
QILTH7 homolog 12 0,241706 13869,97 BP, CEP, CMP, RB, RC, REX, SM
Pentatricopeptide repeat-containing protein
Q9M4P3 At4g16835 mitochondrial 0,233952 77358,44 N, PED, R
Q9M5P8 Alpha-soluble NSF attachment protein 0,224199 52090,79 CCO, TR
Q9MAHO Phosphoenolpyruvate carboxylase 1 0,219019 41824,48 CCO, G, MOD, TR
Q9SDS8 Transcription factor MYB8 0,215517 24386,18 CG, CMP, CR, F, L, RC, REN, RL, RS, SM
Q9SF92 Ras-related protein RABC2b 0,212048 61953,16 A, CDI, CG, PO, TR
Q9sIuU8 Probable protein phosphatase 2C 20 0,208768 53839,6 CEP, PMP, PO
CCO, CEP, CMP, CP, E, G, L, PED, R, RA,
Q9SN86 Malate dehydrogenase _chloroplastic 0,204465 52174,25 RB, REX, RS, TR
Q9SP37 Adenosylhomocysteinase 0,187799 27846,39 E, EP, PED, R
QISRQ5 BTB/POZ domain-containing protein At3g03510 0,185098 24694,77 CEP, PED, PMP, R, RA, TRO

Legenda: A: Anatomical Structure Development; BP: Biosynthetic Process; CC: Cell Cycle; CCO: Cellular Component Organization; CDE: Cell Death; CDI: Cell Differentiation; CEP:
Cellular Process; CG: Cell Growth; CP: Catabolic Process; CMP: Carbohydrate Metabolic Process; CR: Circadian Rhythm; E: Embryo Development; EP: Epigenetic Regulation of
Gene Expression; F: Flower development; G: Generation of Precursor Metabolites and Energy; L: Lipid Metabolic Process; MEP: Metabolic Process; MOD: Multicellular Organism
Development; N: Nucleobase-Containing Compound Metabolic Process; P: Photosynthesis; PED: Post-embryonic Development; PMP: Protein Metabolic Process; PO: Pollination; R:
Reproduction; RA: Response to Abiotic Stimulus; RB: Response to Biotic Stimulus; RC: Response to Chemical; REN: Response to Endogenous Stimulus; REX: Response to External
Stimulus; RL: Response to Light Stimulus; RMF: Regulation of molecular function; RS: Response to Stress; S: Signal Transduction; SM: Secondary Metabolic Process; T: Transport;
TR: Translation; TRO: Tropism.
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Tabela 2: Anotagdo presumivel das proteinas detectadas em raizes de cana-de-acUcar RB041443 colonizadas por Dentiscutata

heterogama e submetidas ao déficit hidrico, selecionados com variacdo significativa entre amostras colonizadas ou ndo pelo FMA,

identificadas através do software Progenesis 1Q.

Uniprot . Log 2 Molecular Biological
ID P (FO) Mass Process
Q94DD4 Sialyltransferase-like protein 1 Exclusive 14458,8 BP, CEP, PMP
Pentatricopeptide repeat-containing protein Atl1g79080_
A3KPF8 chloroplastic Exclusive 34764,45 N
C5Y210 ATP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate dehydratase 2,332056 73674,95 N
F4J0CO AAA-ATPase At3g28600 1,545584 45143,42 CEC, PED, R, RA, RB, RC, REN, RS
Probable pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase CCO, CDI, CG, E, N, PED, R, RB,
022899 DEAH3 0,989861 4592247 REX,
050046 Tryptophan synthase beta chain 2_ chloroplastic 0,974602 55100,05 BP, CEP
P41095 60S acidic ribosomal protein PO 0,943391 55301,68 CCO,RA,RC,RS, TR
P42732 30S ribosomal protein S13 _ chloroplastic 0,850471 39737,76 TR
P46487 Malate dehydrogenase mitochondrial 0,818049 65038,27 CMP, CP, G, L, RB, REX, RS
P53491 Actin (Fragment) 0,57822 61026,88 CCO, GR, PED
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta-3_ A, BP, CEC, CMP, CP, G, N, PO, RC,
Q20QM55 chloroplastic 0,538101 81921,93 REX, RL, RS
Q6YW46 Elongation factor 1-gamma 2 0,532892 36690,51 RC, RS
CDI, CG, CP, MOD, PMP, PO, RA,
Q62058 Heat shock 70 kDa protein BIP5 0,489426 42042,74 RB, RC, REX, S
Q7XTY9 Copper chaperone for superoxide dismutase chloroplastic 0,421474 96667,6 CH, MEP, RA, RS
Long-chain-fatty-acid--[acyl-carrier-protein] ligase AEE15
Q8W471 chloroplastic 0,400384 51834,88 BP, CEP, L, SM
Q9FV65 Phosphoenolpyruvate carboxylase 2 0,383623 44025,42 CCO,G,MOD, T
CCO, CP, PED, PMP, R, RA, RB, RC,
Q9SEI4 26S proteasome regulatory subunit 6B homolog 0,359518 83281,12 REX, RS
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Q9SR52 Urease 0,330804 72587,46 CEP, CP

QIXG77 Proteasome subunit alpha type-6 0,287539 111330,1 CP, PMP

Q67VC8 DNA polymerase lambda 0,213276 53808,62 BP, D, RL, RS
Q84MP7 Probable histone H2A variant 3 0,208608 19381,72 BP, D, RA, REX, RS
Q93wW34 Polyadenylate-binding protein RBP45C 0,202286 34491,73 CCO,N,RA, RS, T, TR

Legenda: BP: Biosynthetic Process; CCO: Cellular Component Organization; CEP: Cellular Process; CP: Catabolic Process; CMP: Carbohydrate Metabolic Process; D: DNA Metabolic
Process; G: Generation of Precursor Metabolites and Energy; L: Lipid Metabolic Process; MEP: Metabolic Process; MOD: Multicellular Organism Development; N: Nucleobase-
Containing Compound Metabolic Process; PMP: Protein Metabolic Process; RA: Response to Abiotic Stimulus; RC: Response to Chemical; RL: Response to Light Stimulus; RS:
Response to Stress; S: Signal Transduction; TR: Translation.



103

Gene Ontology for Biological Process of sugarcane

Cellular macromolecule metabolic process g
Multicellular organism development

Regulation of biological process

Transport

Generation of precursor metabolites and energy
Protein modification process

Response to biotic stimulus

Response to endogenous stimulus
Carbohydrate metabolic process

Secondary metabolic process
Nucleobase-containing compound metabolic process
Post-embryonic development

Response to external stimulus

Reproduction

Response to stress

Catabolic process

Cellular component organization

Response to Abiotic Stimulus

Response to Chemical

“H1|ll\lh|u“-|

Biosynthetic Process

o
&)

10

IRy
&)
N
o

25

msFMA mcFMA

Figura 1: Categorizacéo ontoloégica com base em processo biologico de proteinas identificadas na variedade
de cana-de-aglucar RB041443 submetidas ao estresse por déficit hidrico em resposta a colonizadas por
Dentiscutata heterogama.
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Figura 2. InteracOes proteina-proteina (base de dados STRING, confianga de 0,500) sob déficit hidrico em
raizes nao micorrizadas (SSFMA) de cana-de-aglcar. Legenda: A rede de interacdes de sessenta
identificadas, rendeu seis clusters (A-F) baseadas em processos biolégicos.
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Figura 3. Interagbes proteina-proteina (base de dados STRING, confianca de 0,500) sob déficit hidrico em
raizes micorrizadas com Dentiscutata heterogama (SFMADH) de cana-de-aclcar. Legenda: A rede de
interac6es de vinte e uma proteinas identificadas, rendeu trés clusters (A-C) baseadas em processos
biolégicos.



106

4 DISCUSSAO GERAL

A colonizacdo das variedades de cana-de-acucar pelas diferentes espécies de
fungos micorrizicos arbusculares promoveu alteracdes significativas nos diversos
parametros morfométricos. Acarretando o aumento no crescimento radicular e foliar nas
plantas colonizadas em relacdo as plantas ndo-colonizadas. Esta situacédo era esperada,
pois a simbiose FMAs promove maior absorcdo de nutrientes, facilitando a obtencdo de
moléculas complexadas presentes no solo, desta forma, conferindo maior desenvolvimento
para as plantas. No entanto, foi possivel observar que a interacdo entre as espécies de
FMA e as variedades de cana-de-acUcar diferiram entre si. A variedade RB867515
apresentou maior taxa de colonizacao em relacéo a variedade RB111443 para o isolado de
FMADH, enquanto para o isolado FMACG ambas apresentaram a mesma taxa de
colonizagdo. Além das diferencas com relacdo a colonizagdo, a RB867515 apresentou
maiores alteracbes morfométricas do que RB111443 quando colonizadas, inferindo que a
a interacdo com a variedade RB867515 seja mais eficaz do que a interagdo com a
variedade RB111443.

Com relacéo ao déficit hidrico foi possivel observar diversas alteracdes nas plantas
colonizadas em relacdo plantas ndo-colonizadas, como maior acumulo nos teores de
carotenoides. Este pigmento esta envolvido tanto na atividade antioxidante como na
producéo estringolactonas, um hormaonio que sinaliza e favorece a processo de colonizagao
pelos FMAs. Além disso, foi possivel observar mitigacdo do estresse nas plantas
colonizadas em relacdo as nao-colonizadas, devido a uma melhor recuperacéo das plantas,
principalmente na variedade RB867515, evidenciando que associagdo com os FMAs foi
bastante benéfica para a cana-de-acucar.

Com relacdo aos perfis proteicos analisados, foi possivel observar uma diferenca

significativa entre as variedades com relagdo a quantidade de DAPs por tratamento. No
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perfil proteico da variedade RB867515 houve maior quantidade de DAPs no tratamento
colonizado por FMADH, enquanto o perfil proteico da variedade RB111443 houve maior
guantidade de DAPs na condi¢do ndo-colonizada. Esta variacao pode indicar que variedade
RB867515 apresenta maior interagdo com FMADH para a regulacdo de genes envolvidos
com a resposta ao estresse hidrico, enquanto a variedade RB111443 aparentemente nao

necessita tanto desta interacdo para regular seus mecanismos de tolerancia.
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5 CONCLUSOES

A interacdo da cana-de-acucar com os fungos micorrizos arbusculares ocasionou as
alteracOes fisioloégicas e morfométricas em ambas as variedades, porém estas alteracdes
variam em funcéo das diferentes variedades e dos diferentes isolados de FMA.

A variedade RB867515 apresentou mecanismos de resposta que diferiam da
variedade RB111443 quando colonizadas pelo mesmo FMA.

A variedade RB867515 interagiu de forma mais eficaz com os dois FMAs do que a
variedade RB041443.

O fungo Densticutata heterogama foi mais eficaz na interacdo com as variedades de
cana-de-acucar.

As plantas colonizadas submetidas ao déficit hidrico apresentam diferencas
significativas em relagédo as plantas ndo-colonizadas submetidas ao déficit hidrico.

O proteoma radicular de cana-de-acgucar foi responsivo tanto ao déficit hidrico como
a interagcdo com o FMADH.

O proteoma radicular de cana-de-acucar diferiu entre as variedades quando
colonizadas pelos mesmo FMA.

As proteinas GDH, PLY10, Protoclorofila redutase sub. N independente de luz,
SPINDLY, MDH citoplasmatica e mitocondrial e desidratase NAD(P)HX dependente de ATP

sao possiveis biomarcadores funcionais.
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Universidade Catdlica de Pernambuco, UNICAP, Recife, Brasil

Atuacéao profissional

1. Universidade de Pernambuco - UPE

Vinculo institucional
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Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Mestrando , Carga
horéaria: 40, Regime: Dedicacéo exclusiva
Outras informagoes:

Aulas ministradas e carga horéaria: 1- Curso: Medicina/Bacharelado - Disciplina: Morfologia Funcional | (2015

- Aulas tetricas ministradas: Quimica dos nucleotideos, Comunicagdo celular e
Metabolismo de Célcio e Fosforo. Carga horaria: 6 h. 2- Curso: Ciéncias
Biolégicas/Bacharelado - Disciplina: Conceitos e Fundamentos de Biotecnologia -
Aulas tedricas ministradas: FMA e Bactérias - PBL, situag&o-problema e juri
simulado. Carga horaria: 6 h.

2. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo institucional

2017 - Atual

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Doutorando , Carga
horaria: 40, Regime: Dedicacéo exclusiva
Outras informacdes:

Aulas ministradas e carga horéaria: Curso de Graduagdo 1- Curso Ciéncias Bioldgicas/Bacharelado -

2011 - 2013

Disciplina IN569 - Semestre de verdo (Jan2018) Andlise Protedmica - Carga horaria:
30h; 2- Curso Ciéncias Biol6gicas/Bacharelado - Disciplina - Introdugdo a Genética
(Fev a Jun2018) - Aulas tedricas ministradas: Teoria CromossOmica da Heranga e
Padrdes de Heranca Mendeliana e Extensdes do Mendelismo - Aulas praticas
ministradas: Video/Discussdo Cientifica, Visualizacdo de células eucariéticas em
diferentes fases do ciclo celular , Atividade pratica sobre Teoria da Heranga (Estudo
Dirigido), Atividade préatica sobre Padrdes de Heranca, Resolugcdo de Exercicios/
Revisdo, Resolucdo da Prova, Extracdo de DNA e Estudo dirigido, Aula sobre
expressao génica — PCR em tempo real (Estudo Dirigido) e Genetikando. Carga
horaria: 20 h; 3- Curso Ciéncias Biologicas/Bacharelado - Disciplina - Introducéo a
Genética (Ago a Dez2018) - Aulas tedricas ministradas: Teoria Cromossdmica da
Heranca e Padrbes de Heranga Mendeliana e Extensées do Mendelismo - Aulas
praticas ministradas: ¢ Video/Discussdo Cientifica, Visualizagdo de células
eucariéticas em diferentes fases do ciclo celular , Atividade préatica sobre Teoria da
Heranca (Estudo Dirigido), Atividade pratica sobre Padrdes de Heranga, Resolugéo
de Exercicios/ Revisdo, Resolucéo da Prova, Extragdo de DNA e Estudo dirigido,
Aula sobre expresséo génica — PCR em tempo real (Estudo Dirigido) e Genetikando.
Carga horaria: 20 h; 4- Curso Ciéncias Biolégicas/Bacharelado - Disciplina IN569 -
Semestre de verdo (Jan2019) Analise Protedmica - Carga horaria: 30h;

Vinculo: Estagiario , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga
horaria: 20, Regime: Parcial
Outras informagoes:

Atuacdo na area de Genética no Estudo de Genoma e Proteoma de Plantas

3. Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE

Producéo

Vinculo institucional

2013 - 2014

Vinculo: Monitoria Voluntaria , Enquadramento funcional: Monitor ,
Carga horéria: 12, Regime: Parcial
Outras informagdes:

Monitoria Voluntaria da disciplina de Genética Geral pelo Departamento de Biologia.
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Producéao bibliografica
Artigos completos publicados em periddicos

1. TRAVASSOS VIEIRA, JOANE ISIS; FERREIRA-SILVA, JOSE CARLOS; APARECIDA
CAVALCANTE SILVA, FABIANA; NUNES PENA, ELTON PEDRO; CARVALHO FREITAS, LUCAS;
SILVA CHAVES, MAIANA; VIANA GRAZIA, JOAO GABRIEL; CARVALHO PEREIRA, LUCAS;
HENRIQUE DOS SANTOS FAGUNDES, RENAN; CALSA JUNIOR, TERCILIO; POMPEU DOS
SANTOS FILHO, JOSE; FIGUEIREDO FREITAS, VICENTE JOSE; LEMOS OLIVEIRA, MARCOS
ANTONIO

Proteomic Profile of Vitrified in Vitro-Produced Bovine Embryos (). CRYOLETTERS. , v.43, p.206 -
221, 2022.

2. PENA-MORENO, IRINA CHARLOT; PARENTE, DENISE CASTRO; DA SILVA, KAROLINI
MIRANDA; PENA, ELTON PEDRO NUNES; SILVA, FABIANA APARECIDA CAVALCANTE; CALSA
JUNIOR, TERCILIO; DE BARROS PITA, WILL; DE MORAIS JR, MARCOS ANTONIO
Comparative proteomic analyses reveal the metabolic aspects and biotechnological potential of
nitrate assimilation in the yeast Dekkera bruxellensis. APPLIED MICROBIOLOGY AND
BIOTECHNOLOGY. , v.105, p.1585 - 1600, 2021.

3. FERREIRA-SILVA, JOSE CARLOS; OLIVEIRA SILVA, ROBERTA LANE; TRAVASSOS VIEIRA,
JOANE ISIS; SILVA, JESSICA BARBOZA; TAVARES, LETHICIA SOUZA; CAVALCANTE SILVA,
FABIANA APARECIDA; NUNES PENA, ELTON PEDRO; CHAVES, MAIANA SILVA; MOURA,
MARCELO TIGRE; JUNIOR, TERCILIO CALSA; BENKO-ISEPPON, ANA MARIA; FIGUEIREDO
FREITAS, VICENTE JOSE; LEMOS OLIVEIRA, MARCOS ANTONIO

Evaluation of quality and gene expression of goat embryos produced in vivo and in vitro after
cryopreservation. CRYOBIOLOGY. , v.101, p.115 - 124, 2021.

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1. PENA, E. P. N.; LIRA, N. P. V.; Folha, REO; SOUZA, J. M.; Aimeida, RR; Pestana-Calsa,MC;
CalsaJr, T
Anélise In Silico Comparativa da HSP70 e HSP80 Expressas em Diferentes Orgédos de Cana-de-
Acucar In: | Congresso Nacional de Ciéncias Bioldgicas e IV Simpdésio Nordestino de Ciéncias
Bioldgicas, 2011, Recife.

Anais do | Congresso Nacional de Ciéncias Biologicas. , 2011.

2. SOUZA, J. M.; SOUZA, A. E. R.; PENA, E. P. N.; LIRA, N. P. V.; MANSO, t. C.; PACHECO, C.

M.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr, T

Caracterizacé@o In Silico de Genes de Expansina Presentes em Cana-de-Acgucar In: | Congresso

Nacional de Ciéncias Biologicas e IV Simpésio Nordestino de Ciéncias Biologicas, 2011, Recife.
Anais do | Congresso Nacional de Ciéncias Bioldgicas. , 2011.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. ROCHA, G. M. G.; DANTAS, T. F.; SILVA, F. A. C.; PENA, E. P. N.; LIMA, L. M.; Calsa Jr, T
ANALISE IN SILICO DAS PROTEINAS RUBISCO E YCF4 EM ALGODAO NATURALMENTE
COLORIDO SOB ESTRESSE POR RADIACAO UVB In: Il Simpo6sio Norte e Nordeste de
Bioinformatica, 2018, Recife.

Anais do Il Simp6sio Norte e Nordeste de Bioinformatica. , 2018.

2. PENA,E. P.N.; SILVA, F. A.C,; Calsa Jr, T
ANALISE PROTEOMICA QUANTITATIVA SHOTGUN DE CANA-DE-ACUCAR SOB DEFICIT
HIDRICO: UM ENFOQUE CLOROPLASTIDIAL In: VIII Jornada de P6s-Graduagdo em Genética,
2018, Recife.

Anais da VIIl Jornada de Pés-Graduacédo em Genética. , 2018.
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3. SILVA, R. R.; PENA, E. P. N.; SILVA, R. G. G,; LIMA, S. C.B. S,; SILVA, F. A.C,; Calsa Jr, T
VALIDACAO IN SILICO DA PROTEINA AFP3 (ABI FIVE BINDING PROTEIN 3) DE CANA-
DEACUCAR (SACCHARUM SPP.) EM RESPOSTA AO DEFICIT HIDRICO In: Il Simp6sio Norte e
Nordeste de Bioinformatica, 2018, Recife.

Anais do Il Simp6sio Norte e Nordeste de Bioinformatica. , 2018.

4. SANTANA, M. D. S. C.; OLIVEIRA, M. S.; PENA, E. P. N.; SILVA, F. A. C,; Calsa Jr, T
DIFFERENTIAL PROTEOME ANALYSIS OF PRICKLY PEAR (OPUNTIA STRICTA) IN RESPONSE
TO INFESTATION BY CACTUS SCALE (DIASPIS ECHINOCACTI) In: VI Simpdsio Brasileiro de
Genética Molecular de Plantas, 2017, Ouro Preto - MG.

Anais do VI Simpdésio Brasileiro de Genética Molecular de Plantas. , 2017.

5. PENA, E. P. N.; SOUZA, A.E.R,; SILVA,F. A.C,; Calsa Jr, T

SUGARCANE CHLOROPLAST-ENRICHED LEAF PROTEOME ANALYSIS UNDER WATER

DEFICIT In: VI Simpésio Brasileiro de Genética Molecular de Plantas, 2017, Ouro Preto - MG.
Anais do VI Simpdésio Brasileiro de Genética Molecular de Plantas. , 2017.

6. ROCHA, G. M. G.; OLIVEIRA, M. S.; PENA, E. P. N.; SILVA, F. A. C.; LIMA, L. M.; SANTOS, R.
C.;CalsaJr, T
ANALISE DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS SOLUVEIS
DE FOLHAS DE ALGODOEIRO COLORIDO In: XXI Encontro de Genética do Nordeste, 2016,
Recife.

Anais do XXI Encontro de Genética do Nordeste. , 2016.

7. PENA, E. P. N.; OLIVEIRA, M. S.: SOUZA, A. E. R.; SILVA, F. A. C.; Calsa Jr, T
IDENTIFICACAO DE PROTEINAS CLOROPLASTIDIAIS DE CANA-DE-ACUCAR ( SACCHARUM
SP.) SOB DEFICIT HIDRICO EM GEL SDS - PAGE In: XXI Encontro de Genética do Nordeste,
2016, Recife.

Anais do XX| Encontro de Genética do Nordeste. , 2016.

8. SILVA, R. G. G.; OLIVEIRA, M. S.; PENA, E. P. N.; Almeida, RR; SILVA, F. A.C.; CalsaJr, T
IDENTIFICACAO EM COLMO DE CANA-DE-ACUCAR DE PROTEINAS COM EXPRESSAO
DIFERENCIADA EM RESPOSTA A GLUCONACETOBACTER DIAZOTROPHICUS In: XXI
Encontro de Genética do Nordeste, 2016, Recife.

Anais do XXI Encontro de Genética do Nordeste. , 2016.

9. SANTANA, M. D. S. C.; PENA, E. P. N.; SILVA, F. A. C.: LIRANETO, A. C.; Calsa Jr, T
ISOLAMENTO DE PROTEOMA SOLUVEL DE PALMA FORRAGEIRA ( OPUNTIA STRICTA )
PARA ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL EM RESPOSTA A SECA E INFESTACAO POR
COCHONILHA - DE - ESCAMAS ( DIASPIS EHINOCACTI ) In: XXI Encontro de Genética do
Nordeste, 2016, Recife.

Anais do XXI| Encontro de Genética do Nordeste. , 2016.

10. LIMA, S. C. B. S.; SILVA, F. A. C.; PENA, E. P. N.; OLIVEIRA, M. S.; MELO, N. F.; ISEPPON,

A.M.B.;CalsaJr, T

ISOLAMENTO DO PROTEOMA SOLUVEL DE FOLHA E RAIZ DE S TYLOSANTHES SCABRA

VOGEL . PARA ANALISE DIFERENCIAL In: XXI Encontro de Genética do Nordeste, 2016, Recife.
Anais do XX| Encontro de Genética do Nordeste. , 2016.

11. SILVA, F. A. C.; SOUZA, A.E. R.; PENA, E. P. N.; Calsa Jr, T
PROTEOMICA DE CANA-DE-ACUCAR SUBMETIDA A ESTRESSE FOTOOXIDATIVO E SECA
VIA 2D - PAGE/MS In: XXI Encontro de Genética do Nordeste, 2016, Recife.

Anais do XXI Encontro de Genética do Nordeste. , 2016.

12. SILVA, F. A. C.; SOUZA, A. E. R.; SOUZA, J. M.; PENA, E. P. N.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr,
T
PHOTOOXIDATIVE STRESS TRIGGERING PROTEOME RESPONSE MECHANISMS IN
SUGARCANE In: 2nd Meeting of the Brazilian Proteomics Society jointly with the 2nd Pan American
HUPO Meeting, 2014, Bulzios.

Anais do 2nd Meeting of the Brazilian Proteomics Society jointly with the 2nd Pan American
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HUPO Meeting. , 2014.

13. PENA, E. P. N.; Folha, REO; SOUZA, J. M.; SILVA, M. F. L. T.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr, T
ANALISE COMPARATIVA ENTRE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA ISOLAMENTO DE
CLOROPLASTOS E EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS DE FOLHAS DE PINHAO-MANSO
(JATROPHA CURCAS) In: 652 Reunido Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia
(SBPC), 2013, Recife.

Anais da 652 Reunido Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia (SBPC). ,
2013.

14. SOUZA, J. M.; SOUZA, A. E. R.; PENA, E. P. N.; OLIVEIRA, R. S.; Pestana-Calsa,MC; Calsa
Jr, T
ISOLAMENTO DA PAREDE CELULAR E EXTRACAO DE PROTEINAS DE DIFERENTES
TECIDOS EM CANA-DE-ACUCAR In: 652 Reuni&o Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso
da Ciéncia (SBPC), 2013, Recife.

Anais da 652 Reunido Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia (SBPC). ,
2013.

15. SOUZA, J. M.; SOUZA, A. E. R.; Folha, REO; BARBOSA NETO, A. G.; PENA, E. P. N.; SILVA,
M. F. L. T.; OLIVEIRA, R. S.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr, T
OPTIMIZATION OF PROTOCOL FOR PURIFICATION OF CELL WALL PROTEOME OF LEAF IN
SUGARCANE In: : XI Reunido Regional Nordeste da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular SBBq e 4th International Symposium in Biochemistry of Macromolecules and
Biotechnology, 2012, Recife.

Anais da : Xl Reunido Regional Nordeste da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular SBBq e 4th International Symposium in Biochemistry of Macromolecules and
Biotechnology. , 2012.

16. SOUZA, J. M,; SILVA, M. F. L. T.; PENA, E. P. N,; OLIVEIRA, R. S.; SOUZA, A. E. R.; Pestana-
Calsa,MC; Almeida, RR; Calsa Jr, T
Otimizacéo da extracéo de proteinas totais de folha em cana-de-agucar (Saccharum spp.) para 2D-
PAGE In: V Simpésio de Inovac¢éo em Ciéncias Biologicas, 2012, Recife.

Anais do V Simpésio de Inovagdo em Ciéncias Bioldgicas. , 2012.

17. Folha, REO; BARBOSA NETO, A. G.; PENA, E. P. N.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr, T
Two-dimensional proteome mapping of physic nut (Jatropha curcas L.) chloroplast In: 58° Congresso
Brasileiro de Genética, 2012, Foz do Iguacu.

Anais da 58° Congresso Brasileiro de Genética. , 2012.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1. PENA, E. P. N,; SILVA, F. A. C.; SOUZA, A. E. R.; OLIVEIRA, M. S; Calsa Jr, T
ALTERAGOES FISIOLOGICAS E MOLECULARES NA FOTOSSINTESE DE CANA-DE-AGUCAR
SOB DEFICT HIDRICO In: lll Simpésio Nacional de Estudos para a Produgéo Vegetal no Semiarido,
2018, Campina Grande.

Anais do Il Simpdsio Nacional de Estudos para a Produgéo Vegetal no Semiéarido. , 2018.

2. ROCHA, G. M. G.; SILVA, F. A. C.; PENA, E. P. N.; LIMA, L. M.; Calsa Jr, T
ANALISE PROTEOMICA DIFERENCIAL DE GENOTIPOS DE ALGODAO NATURALMENTE
COLORIDO SUBMETIDO A RADIACAO ULTRAVIOLETA-B In: lll Simp6sio Nacional de Estudos
para a Producgédo Vegetal no Semiarido, 2018, Campina Grande.

Anais do Il Simp6sio Nacional de Estudos para a Producéo Vegetal no Semiérido. , 2018.

3.LIMA, F. C. S.; NEVES, J. C.; PENA, E. P. N.; SANTANA, D. E. S. L.; SOARES, A. F.
A ENDOMETRIOSE ENTRE MULHERES DAS COMUNIDADES SiTIOS SAO BRAZ E CORREGO
DA FORTUNA, RECIFE/PE: CONHECIMENTOS DO PUBLICO ACERCA DO TEMA. In: Xl
Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao (JEPEX), 2013, Recife.

Anais da Xlll Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo (JEPEX). , 2013.
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4. PENA, E. P. N.; Calsa Jr, T
“ANALISE PROTEOMICA CLOROPLASTIDIAL VIA 2D-PAGE ASSOCIADA A BIOSSINTESE DE
ACIDOS GRAXOS EM PINHAO-MANSO (JATROPHA CURCAS L.) EM RESPOSTA A SECA In:
XXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da Universidade Federal de Pernambuco (CONIC), 2013,
Recife.

Anais do XXI Congresso de Iniciag8o Cientifica da Universidade Federal de Pernambuco
(CONIC). , 2013.

5. SOUZA, J. M.; SOUZA, A. E. R.; PENA, E. P. N.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr, T
Analise comparativa da extracao de proteinas de parede celular utilizando dois protocolos em cana-
de-acucar In: XII Jornada de Ensino,Pesquisa e Extensdo da UFRPE, 2012, Recife.

Anais da Xll Jornada de Ensino,Pesquisa e Extensdo da UFRPE. , 2012.

6. PENA, E. P.N,; Calsa Jr, T
ANALISE PROTEOMICA CLOROPLASTIDIAL VIA 2D-PAGE ASSOCIADA A BIOSSINTESE DE
ACIDOS GRAXOS EM PINHAO-MANSO (JATROPHA CURCAS L.) EM RESPOSTA A SECA In:
XX Congresso de Iniciagdo Cientifica da Universidade Federal de Pernambuco (CONIC), 2012,
Recife.

Anais do XX Congresso de Iniciagao Cientifica da Universidade Federal de Pernambuco
(CONIC). , 2012.

7. PENA, E. P. N.; Folha, REO; PACHECO, C. M.; SOUZA, A. E. R,; LIRA, N. P. V.; Pestana-
Calsa,MC; Calsa Jr, T
Analise Cloroplastidial de Sorgo Relacionado & Sintese de Carboidratos para Produc¢éo de Bioetanol
In: XI Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao (JEPEX), 2011, Recife.

Anais do XI JEPEX. , 2011.

8. SOUZA, J. M.; PACHECO, C. M.; OLIVEIRA, R. S.; PENA, E. P. N.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr,
T
Comparacdo do Proteoma de folha e raiz de cana-de-acicar em condi¢cbes de salinidade In: I
Simpésio Pernambucano de Biologia Aplicada:biotecnologia aplicada na saude,producéo industrial
e conservacdo ambiental, 2011, Recife.

Anais do Il Simpdsio Pernambucano de Biologia Aplicada:biotecnologia aplicada na
saude,producdo industrial e conservacdo ambiental., 2011.

9. PENA, E. P. N.; Almeida, RR; SOUZA, J. M.; OLIVEIRA, R. S.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr, T
Parametros Quantitativos de Proteinas Totais de Folhas de Cana-de-Aclcar sob Estresse Hidrico
In: Il Simpésio Pernambucano de Biologia Aplicada:biotecnologia aplicada na saude,produgéo
industrial e conservacdo ambiental, 2011, Recife.

Anais do Il Simpdsio Pernambucano de Biologia Aplicada:biotecnologia aplicada na
salde,producéao industrial e conservacdo ambiental., 2011.

Apresentacéo de trabalho e palestra

1. PENA, E. P. N.; Folha, REO; SOUZA, J. M.; SILVA, M. F. L. T.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr, T
ANALISE COMPARATIVA ENTRE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA ISOLAMENTO DE
CLOROPLASTOS E EXTRA(;AO DE PROTEINAS TOTAIS DE FOLHAS DE PINHAO-MANSO
(JATROPHA CURCAS), 2013. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

2. PENA, E. P.N.; Calsa Jr, T

ANALISE PROTEOMICA CLOROPLASTIDIAL VIA 2D-PAGE ASSOCIADA A BIOSSINTESE DE
ACIDOS GRAXOS EM PINHAO-MANSO (JATROPHA CURCAS L.) EM RESPOSTA A SECA,
2013. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

3. PENA, E. P. N.; Calsa Jr, T

ANALISE PROTEOMICA CLOROPLASTIDIAL VIA 2D-PAGE ASSOCIADA A BIOSSINTESE DE
ACIDOS GRAXOS EM PINHAO-MANSO (JATROPHA CURCAS L.) EM RESPOSTA A SECA,
2012. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)
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4. PENA, E. P. N.; Folha, REO; PACHECO, C. M.; SOUZA, A. E. R.; LIRA, N. P. V.; Pestana-
Calsa,MC; Calsa Jr, T

Analise Cloroplastidial de Sorgo relacionado a Sintese de Carboidratos para Producdo de
Bioetanol, 2011. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

5. PENA, E. P. N.; LIRA, N. P. V.; Folha, REO; SOUZA, J. M.; Almeida, RR; Pestana-Calsa,MC;
CalsaJr, T

Andlise In Silico Comparativa da HSP70 e HSP80 Expressas em Diferentes Orgdos de Cana-
de-Acucar, 2011. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

6. PENA, E. P. N.; Almeida, RR; SOUZA, J. M.; OLIVEIRA, R. S.; Pestana-Calsa,MC; Calsa Jr, T

Parametros Quantitativos para Analise de Proteinas Totais de Folhas de Cana-de-AgUlcar sob
Estresse Hidrico, 2011. (Simpésio,Apresentacdo de Trabalho)

Orientacdes e Supervisdes

Orientacdes e supervisoes

Orientac8es e supervis@es concluidas
Trabalhos de concluséo de curso de graduacéo

1. Rodrigo Rocha da Silva. AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE DEFENSINA DE
LEMNOIDEAE EM RESPOSTA A INFECCAO POR PATOGENOS BACTERIANOS. 2020. Curso
(Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal de Pernambuco

Eventos

Eventos
Participacdo em eventos

1. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) VI Simpésio Brasileiro de Genética Molecular de
Plantas, 2017. (Simpésio)

SUGARCANE CHLOROPLAST-ENRICHED LEAF PROTEOME ANALYSIS UNDER WATER
DEFICIT.

2. XXl Encontro de Genetica do Nordeste, 2016. (Encontro) )
IDENTIFICACAO DE PROTEINAS CLOROPLASTIDIAIS DE CANA-DE-ACUCAR ( SACCHARUM
SP.) SOB DEFICIT HIDRICO EM GEL SDS - PAGE.

3. 1s tinternational Workshop on Cellular and Molecular Biology, 2014. (Outra)

4. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 652 Reunido Anual da Sociedade Brasileira para o
Progresso da Ciéncia (SBPC), 2013. (Congresso)

ANALISE COMPARATIVA ENTRE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA ISOLAMENTO DE
CLOROPLASTOS E EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS DE FOLHAS DE PINHAO-MANSO
(JATROPHA CURCAS).

5. GE Day/Microrray, 2013. (Outra)

6. 1 Jornada de Fisiologia Vegetal, 2013. (Outra)
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7. 16° Seminério Regional Sobre Cana-de-agUcar, 2012. (Seminario)

8. V SICBIO: Mini-curso: Purificagdo, Caracterizacéo e Atividades Biolégicas de Proteinas de
Origem Vegetal, 2012. (Simpésio)

9.V Simpdsio de Inovagéo em Ciéncias Biolégicas (SICBIO), 2012. (Simpdsio)
10. Xl Semana do Biolégo - UPE, 2012. (Congresso)

11. XI Semana do Biolégo - UPE : Minicurso: Leucemias, Linfomas e Anemias -Morfologia do
Sangue Periférico e Novas Técnicas Diagndsticas -, 2012. (Congresso)

12. XIl JEPEX, Minicurso: ABORDAGEM CELULAR E MOLECULAR DO CANCER DE MAMA:
ATUALIZACOES EM DIAGNOSTICOS E TRATAMENTO, 2012. (Congresso)

13. Xll Jornada de Ensino, Pesquisa e Extenséo (JEPEX), 2012. (Congresso)

14. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) | Congresso Nacional de Ciéncias Bioldgicas, 2011.
(Congresso) )

Andlise In Silico Comparativa da HSP70 e HSP80 Expressas em Diferentes Orgdos de Cana-de-
Aclcar.

15. Il SEMEIO ( Il Semana do Meio Ambiente), 2011. (Outra)
16. IV Simpésio Nordestino de Ciéncias Bioldgicas, 2011. (Simpésio)

17. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Xl Jornada de Ensino Pesquisa e Extenséo (JEPEX),
2011. (Congresso)
Analise Cloroplastidial de Sorgo relacionado & Sintse de Carboidratos para Produ¢do de Bioetanol.

Organizacéo de evento

1. PENA, E. P. N. )
SEMANA UNIVERSITARIA: INTEGRANDO E CONSOLIDANDO A UPE, 2015. (Congresso,
Organizacao de evento)

2. PENA, E. P. N.; SOUZA, J. M.; SILVA, M. F. L. T.; OLIVEIRA, R. S.
Il BioCiclo de Minicursos UFRPE, 2014. (Outro, Organizacdo de evento)

3. PENA, E. P. N.; SOUZA, J. M.; SILVA, M. F. L. T.; OLIVEIRA, R. S.
I BioCiclo de Minicursos UFRPE, 2013. (Outro, Organizacdo de evento)

4, Calsa Jr, T; BARBOSA NETO, A. G.; MANSO, t. C.; MARTINS, P. G. S.; SOUZA, A . E. R,
Almeida, RR; VILELA, R. D.; PENA, E. P. N.; SOUZA, J. M.; OLIVEIRA, R. S.; SILVA, M. F. L. T;
BEZERRA, J. M. N. A.; CAVALCANTI, R. F. N.; GOMES, N. O. C.

| Curso Teérico-Pratico em Analise Proteémica - | CTPAP, 2012. (Outro, Organizacao de evento)
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Bancas

Bancas
Participacéo em banca de trabalhos de concluséo

Graduacéo

1. Calsa Jr, T; SOUZA, A. E. R.; PENA, E. P. N.

Participacdo em banca de Heloisa Gongalves da Silva. DETECCAO MOLECULAR DA BACTERIA
LEIFSONIA XYLI SBSP. XYLI NA VARIEDADE DE CANA-DE-ACUCAR SP79-1011, 2020
(Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal de Pernambuco

2. PENA E. P.N,; Calsa Jr, T

Participagdo em banca de Rayssa Guedes Gomes da Silva. Proteémica diferencial de colmo de
cana-de-acgUcar (Saccharum spp.) sob fixagao biolégica de nitrogénio, 2018

(Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal de Pernambuco
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