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RESUMO

Andlises amplas de perfil podem complementar a avalicdo de
culturas vegetais alimentares. A protebmica comparativa permite
observar diferencas entre o perfil de proteinas entre duas
culturas equivalentes, que diferem apenas pela expressdo de
uma caracteristica. Neste contexto, as técnicas de eletrophorese
bidimensional (2-DE) seguida de espectrometria de massa (MS)
foram utilizadas para avaliar variedades de feijdo geneticamente
modificado (GM) Embrapa 5.1 e genétipos de milhos mutantes
com diferentes teores de flobafenos. No primeiro trabalho, o perfil
de proteinas dos grdos de duas variedades de feijdo, Pérola e
Pontal, derivadas do evento Embrapa 5.1, foram comparadas
com suas contrapartes ndo-GM. Foram detectados 23 spots
diferencialmente acumulados entre Pérola GM e Pérola ndo-GM
e 21 spots diferencialmente acumulados entre Pontal GM e
Pontal ndo-GM. Entre o0s spots detectados como
diferencialmente acumulados, oito proteinas foram identificadas
em Pérola e quatro proteinas em Pontal. A funcdo das proteinas
identificadas nas variedades Pérola e Pontal ndo foram as
mesmas, indicando que a variabilidade observada ndo esta
relacionada a transformacdo genética. Além disso, aplicamos
andlise de componentes principais (PCA) aos dados obtidos por
2-DE e a variacdo entre as variedades foi explicada nos dois
primeiros componentes. No segundo trabalho, comparou-se os
proteomas dos gréos de dois genétipos de milho ndo comerciais,
P1-rr (R) e P1-ww (W) que apresentam alto e baixo contetdo de
flobafenos, respectivamente. A comparagdo por ANOVA resultou
em 55 spots diferencialmente expressos. Apés analise de MS,
oito proteinas foram identificadas. Aplicou-se PCA a
porcentagem de volume de 135 spots combinados em todos os
seis géis analisados, e foi observada a separagado dos perfis de
proteina dos dois genétipos de milho. Os resultados obtidos nos
dois estudos demonstram que a técnica 2-DE seguida por MS,
acompanhada de PCA, é aplicavel para andlise de grédos que se
diferenciam pela expressao de uma caracteristica, assim como é
possivel diferenciar cultivares GM e ndo GM.



Palavras-chave: protedbmica, eletroforese bidimensional, 2-DE,
PCA, Phaseolus vulgaris, Embrapa 5.1, Feijdo comum GM, Zea
mays,flobafenos, MS.



ABSTRACT

Profile analyses are complementary for crop food assessment.
The comparative proteomics allows observing differences
between the protein profiles between two equivalent cultures that
differ in a feature. In this context, two-dimensional electrophoresis
(2-DE) technique was used followed by mass spectrometry (MS)
to evaluate genetically modified (GM) common bean varieties
(EMBRAPA 5.1) and maize genotypes with different
phlobaphenes contents. In the present work grain proteome
profiles of two Embrapa 5.1 common bean varieties, Pérola and
Pontal, and their non-GM counterparts were compared by two
dimensional gel electrophoresis (2-DE) followed by mass
spectrometry (MS). Analyses detected 23 spots differentially
accumulated between GM Pérola and non - GM Pérola and 21
spots between GM Pontal and non-GM Pontal. Among them,
eight proteins were identified in Perola varieties, and four proteins
were identified in Pontal. Although, they were not the same
proteins in Perola and Pontal varieties, indicating that the
variability observed may not be due the genetic transformation.
Moreover, we applied principal component analysis (PCA) on 2-
DE data, and variation between varieties was explained in first
two principal components. In this study the grain proteomes of the
two genotypes of non-commercial maize, P1-rr (R) and P1l-ww
(W), with high and low flavonoid content, were also compared.
ANOVA comparison resulted in 55 spots differentially
accumulated. After MS analyses, eight proteins were identified.
PCA was applied in the volume percentage of the 135 matched
spots in all six gels. The multivariate analysis showed the
separation of protein profiles of the two maize genotypes using 2-
DE data. The results of both studies show that 2-DE followed by
MS, accompanied by PCA, is applicable for profile analysis of
grains that differ by one characteristic, and it is possible to
differentiate between GM and non-GM varieties.

Key words: Proteomics, 2-DE, Two-dimensional electrophoresis,
2-DE, PCA Phaseolus vulgaris, Embrapa 5.1, Commun bean,
GM, Zea mays, phlobaphens, MS.
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INTRODUCAO

A crescente utilizagdo da biotecnologia para melhoramento
e modificacdo de plantas utilizadas na produc&o de racdo animal
e na alimentacdo humana amplia a necessidade de estudos que
investiguem o metabolismo das novas variedades introduzidas
comercialmente e suas consequéncias tanto no meio ambiente
como para a saude humana.

Uma nova planta geneticamente modificada (GM) antes de
ser liberada para plantio e consumo é sistematicamente avaliada
a partir do conceito de “equivaléncia substancial’. Essa
abordagem sugere a utilizagdo de técnicas que investiguem
compostos alvos e que sejam aplicadas para comparar a planta
GM e a planta ndo-GM isogénica que tenha um histérico de uso
seguro. A avaliacdo de uma variedade GM deve indicar que a
insercdo do DNA recombinante para a aquisicdo de uma nova
caracteristica ndo traz consigo efeitos indesejados (ndo
intencionais), e ainda, se apresentar, que esses hdo causem
algum impacto a salide e ao meio ambiente.

Nesse sentido, analises amplas de perfli como
transcriptbmica, protebmica e metaboldmica tém sido
aprimoradas e propostas para complementar a avalicdo de
seguranca de novas plantas obtidas por melhoramento classico e
por modificagcdo genética. Tais analises s&o relevantes pois
medem simultaneamente e comparam centenas de componentes
moleculares, sem a identificacdo prévia desses, permitindo o
estudo das diferengcas encontradas entre a nova planta e sua
isolinha considerada segura.

As culturas GM séo plantas de facil propagacao e sao elas
mesmas eficientes sistemas bioloégicos para a elucidacéo
molecular dos processos genéticos e epigenéticos que envolvem
a expressdo de transgenes. Técnhicas de analise que avaliem
esses processos podem gerar conhecimento pratico sobre
gquestdes de biosseguranca, ou ainda, alimentar bancos de
informag@es para estudos futuros.

A protebmica é a ciéncia que engloba o estudo das
proteinas, incluindo abordagens nao-alvo, que permitem analisar
guantitativa e qualitativamente o conjunto de proteinas
(proteoma) de uma célula, tecido ou organismo. O proteoma
representa a expressdo funcional do genoma em determinado
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momento e pode refletir o estado fisioldgico de uma planta,
possibilitando a avaliacdo de resposta a fatores bidticos,
abioticos e alteracdes no genoma, como as mutacdes induzidas
e a transgenia.

Técnicas que fornecem o perfil de proteinas, como a
eletroforese bidimensional (2-DE), separam as proteinas
extraidas de uma amostra e sdo geralmente seguidas de uma
técnica de identificacdo das proteinas de interesse, como a
espectrometria de massa. A identificagcdo das proteinas, assim
como suas respectivas fungdes no metabolismo da cultura é feita
a partir dos dados obtidos sobre a estrutura priméaria dos
peptideos e/ou de aminoacidos, quando pesquisados em bancos
de dados. A analise de um proteoma depende do tratamento de
uma grande quantidade de dados obtidos e que precisam ser
analisados com o auxilio de ferramentas estatisticas. Neste
sentido, analises multivariadas, como Andlise de Componentes
Principais (PCA), podem ser (teis para o agrupamento e/ou
classificacdo das amostras.

Neste trabalho objetivou-se explorar a técnica 2-DE
seguida por MS como uma ferramenta de analise ampla
comparativa e para isso foram avaliadas variedades de gréos,
que diferem entre si pela expressdo de uma caracteristica. A
PCA foi utilizada como ferramenta de agrupamento das amostras
a partir dos dados de acumulo de proteinas. A abordagem
utiizada é sugerida como complementar as analises
direcionadas em avalicdes de seguranca para culturas GM, pois
fornece informacgdes sobre proteinas especificas.

O presente trabalho estad dividido em trés capitulos. O
primeiro capitulo apresenta uma revisdo bibliografica referente
aos estudos que foram desenvolvidos no doutorado e que seréo
apresentados nos CAPITULOS Il e Il

No segundo capitulo da tese € apresentada a analise
protedmica de duas variedades de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), Pérola e Pontal, contendo o evento Embrapa 5.1,
totalmente desenvolvido pela Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuarias e aprovado para plantio e comercializagcdo no
Brasil desde 2011. A andlise protedmica aplicada identificou
proteinas que foram diferencialmente acumuladas entre os graos
da variedade que recebeu a insercdo do DNA recombinante e
sua isolinha ndo transformada. Para tal, foram utilizadas as
técnicas de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
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(2-DE) e posterior espectrometria de massa (MALDI-TOF
MS/MS) para identificacdo de proteinas.

O terceiro capitulo é o estudo comparativo do proteoma de
duas variedades de milho (Zea mays) mutantes ndo comerciais,
P1l-ww e P1l-rr, utilizando as técnicas 2-DE seguida e
espectrometria de massa (MS) com identificacdo por peptide
mass fingerprint (PMF). As variedades de milho estudadas foram
desenvolvidas pelo Maize Genetics Cooperation Stock Center, e
diferem entre si na producao de flobafenos, classe de flavonéides
gue designa coloracdo roxa aos graos e ao sabugo do milho e
gue possuem acdo antioxidante quando ingeridos ha
alimentacdo. P1-rr é denominado milho roxo, e apresenta teor
aumentado de flabofenos e P1-ww é denominado milho branco,
por apresentar coloracao clara e teor reduzido de flobafenos.

A Analise de Componentes Principais complementou a
analise protedmica nos dois estudos apresentados. A ferramenta
estatistica multivariada avaliou a separacdo dos gendtipos, em
cada estudo, utilizando para isso os valores de prcentagem de
volume dos spots detectados nos géis 2-DE.

O apéndice A é o relatério do trabalho desenvolvido no
INRA (Institute National de Recherche Agroalimentaire) em Dijon
na Franca, durante quatro meses de doutorado sanduiche. Na
oportunidade, foram utilizadas técnicas de biologia molecular
para producdo da proteina EPSPS (5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase).
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OBJETIVO GERAL

Utilizar a técnica de eletroforese bidimensional (2-DE)
seguida por espectrometria de massa (MS) para comparar 0
perfil de proteinas de gréos geneticamente modificados (GM) de
feijdo Embrapa 5.1 com os grédos da variedade isolinha e ainda,
avaliar as diferencas entre os perfis de proteinas de dois
gendtipos mutantes de grédos de milho com diferente expresséo
de flobafenos, P1-ww e P1-rr.

Desse modo o objetivo geral foi demonstrar a abordagem
2-DE/MS como uma ferramenta na avaliacdo de gréos obtidos
por modificagdo genética ou outras técnicas de melhoramento.

Objetivos Especificos

- Aplicar a técnica de eletroforese bidimensional e
analisar os géis para avaliar o perfil de proteinas nos gréos dos
dois genétipos de milhos mutantes: Pl-ww e P1l-rr, que
apresentam baixo e alto teor de flobafenos, respectivamente.

- Analisar por espectrometria de massa, MALDI-TOF, os
spots de proteinas encontrados como diferencialmente
acumulados na andlise dos géis bidimensionais.

- Aplicar Analise de Componentes Principais (PCA) aos
dados obtidos na andlise protedmica dos gendtipos de milho e
avaliar a separacdo das amostras no diagrama relacionada as
diferencas entre os perfis de proteinas.

- Utilizar 2-DE para obter o perfil de proteinas de quatro
variedades de feijoeiro, Pérola, Pérola Embrapa 5.1, Pontal e
Pontal Embrapa 5.1. Comparar o perfii de proteinas das
variedades GM com suas respectivas isolinhas ndo-GM,
utilizando o programa ImageMaster.

- Analisar por espectrometria de massa, MALDI-TOF e
MALDI-TOF/TOF, os spots de proteinas encontrados como
diferencialmente acumulados na andlise dos géis bidimensionais.

- ldentificar proteinas através dos espectros de massa
obtidos por MS, em bancos de dados.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
11 PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS

A elucidacdo da estrutura do DNA em dupla hélice, em
1953 (WATSON E CRICK, 1953), permitiu avancos na utilizagdo
da biotecnologia para estudos de funcionamento dos organismos
vivos, melhoramento genético de plantas, utilizacdo de
microrganismos na producao industrial, entre outros. Esses
avancos permitiram o desenvolvimento de técnicas para a
realizacdo do processo conhecido como modificagcdo genética,
gue permite que genes individuais, componentes de um cédigo
de DNA, sejam modificados para expressar ou reprimir
caracteristicas importantes, tais como maturagdo de frutos
(KRAMER E REDENBAUGH, 1994), resisténcia a doengas
(ARAGAO et al., 1998) e tolerancia a herbicidas (BRANDAO,
BARBOSA E ARRUDA, 2010).

A producdo de uma planta geneticamente modificada (GM)
baseia-se em uma transformacdo genética através da insercao
de uma ou mais sequéncias de DNA no genoma receptor,
geralmente sequéncias isoladas de espécies diferentes, que
garantirdo a expressao do(s) gene(s) de interesse (ANKLAM E
NEUMANN, 2002). A transformacdo genética envolve o
isolamento do DNA, a definicdo da modificacdo do DNA e a
transferéncia do DNA recombinante para o genoma do
organismo alvo, que inclui a construcdo do inserto e a selecdo da
forma de transferéncia (MIRAGLIA et al., 2004). A insercdo de
um OGM contém pelo menos trés elementos:

- promotor, responsavel pela expressdao do gene
inserido/alterado;

- gene inserido/alterado que codifica uma caracteristica
especifica desejada;

- terminador, que sinaliza o término da transcricdo do
gene inserido/alterado.

A insercdo do transgene no genoma receptor pode ser de
forma direta ou indireta. No método indireto é utilizado um vetor,
como Agrobacterium tumefaciens (CHILTON et al., 1977) ou
Agrobacterium rhizogenes (CHILTON et al., 1982), que através
de um DNA de transferéncia intermedia a introducdo do gene de
interesse no organismo alvo. A transferéncia direta de genes é
realizada através de processos fisicos ou quimicos que
modificam a parede e/ou a membrana da célula receptora,



introduzindo o DNA exbégeno aleatéreamente. Um exemplo é a
técnica de bombardeamento de microparticulas, que através de
jatos de alta pressao, introduz nas células as particulas de ouro
ou tungsténio pré-revestidas do fragmento DNA de interesse
(FISK E DANDEKAR, 1993). Essa técnica foi utilizada na
insercdo do transgene no feijdo Embrapa 5.1, uma das plantas
estudadas neste trabalho (ARAGAO et al., 1998).

No Brasil, organismos geneticamente modificados (OGM)
sdo definidos como toda entidade biolégica cujo material
genético (DNA/RNA) foi alterado por meio de qualquer técnica de
engenharia genética, de uma maneira que ndo ocorreria
naturalmente (BRASIL, 2015b).

Termos e conceitos em biotecnologia moderna sao
importantes ferramentas que facilitam a comunicagéo cientifica, a
compreensdo de legislagdo e as recomendacdes internacionais
(SCBD, 2000):

e Modificacdo genética pode ser substituida pelos
termos Engenharia Genética (EG) ou Biotecnologia Moderna,;
é a aplicacéo de:

a) Tecnicas in vitro de acidos nucleicos, incluindo
acido desoxiribonucléico recombinante (DNAr) e injegéo direta de
acido nucleico em células ou organelas; ou

b) Fusdo de células que ndo da mesma familia
taxonémica, que ultrapassam as barreiras naturais reprodutivas
ou de recombinagao fisiolégica e que ndo sejam técnicas de
reproducéo e selegao utilizadas tradicionalmente.

¢ Organismos Geneticamente Modificados: é
frequentemente utilizado como sinbnimo de Organismos Vivos
Modificados (OVMs). Sao considerados OVM os organismos
vivos que possuam uma combinacdo nova de material genéticos
obtido através do uso de biotecnologia moderna.

e Cultura Geneticamente Modificada é a denominacéao
utiizada para as plantas geneticamente modificadas, também
conhecidas como transgénicas ou culturas biotecnoldgicas.
Podem ser férteis ou estéreis; os ultimos sdo incapazes de
reproduzir.

A primeira cultura geneticamente modificada foi liberada
para plantio, comercializacdo e consumo em 1994, nos Estados
Unidos da América, através da autoridade Animal and Plant
Health Inspection Service (APHIS), ligada ao departamento de
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Agricultura desse pais. A cultura em questédo é o tomate FLAVR
SAVR™, que apresentava inicialmente a supressdo da
transcricdo da enzima endogena poligalacturonase, retardando
assim o seu amadurecimento (KRAMER E REDENBAUGH,
1994).

No Brasil, 0 primeiro parecer técnico de liberacdo de uma
planta GM foi em 1998 e autorizou a comercializagéo e plantio da
soja Roundup Ready™ tolerante ao herbicida glifosato.
Atualmente existem libera¢cdes comerciais expressando mais de
uma caracteristica intencional, contendo dois insertos ao mesmo
tempo, como tolerancia a herbicida (TH) e resisténcia a insetos
(RI). As culturas transgénicas liberadas para plantio no Brasil
pela Comisséo Técnica Nacional de Bisseguranca (CTNBIo) séo
a soja, o milho, o feijdo, o algoddo e, mais recentemente, o
eucalipto (Tabela 1.1.1) (BRASIL, 2015b).

Tabela 1.1.1 Culturas geneticamente modificadas aprovadas no
Brasil, nlmero de eventos e caracteristicas modificadas

Planta Caracteristica N” eventos

aprovadas

Soja 6

Milho TH, Rl ou as duas caracteristicas 29

Algodéo 12
o Resisténcia ao virus do mosaico

Feijao o 1

dourado do feijoeiro
Eucalipto Aumento volumétrico de madeira 1

TH: Tolerancia a herbicidas; RI: Resisténcia a insetos.
Fonte: adaptado site da CTNBio

As cuturas biotecnolégicas podem ser classificadas pelo
tipo da caracteristica expressa. As plantas GM de primeira
geragdo contém eventos que expressam a caracteristica de
tolerancia a herbicidas (glifosato, glufosinato e oxinyl) e/ou
resisténcia a doencas causadas por insetos (formas das
proteinas Cry derivadas do Bacillus thuringiensis) e sdo a maioria
das culturas autorizadas atualmente (BOUIS, CHASSY E
OCHANDA, 2003). Uma nova geracao de plantas GM tem sido
desenvolvida por pesquisadores e/ou empresas, e apresentam
caracteristicas como tolerancia ao estresse abidtico, incremento
nutricional, alteracdo da qualidade do produto ou melhora do
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potencial de rendimento no cultivo. Incluem plantas consideradas
funcionais (Tabela 1.1.2).

Tabela 1.1.2 Exemplos de plantas da nova geracao das Culturas
GM

Alvo da

o Cultura  Caracteristica da insercéo Referéncia
modificacdo

Incremento de pré vitamina
- caroteno Arroz A; prevencgdo do raquitismo
e mortalidade infantil

(YE, X. D. et al,
2000)

Incremento de folato;
prevencdo de defeitos no (STOROZHENKO

Folato Arroz tubo neural (formacdo etal., 2007)
embrionaria)
Incremento de 100x na
Acido oleico Soja producdo de é&cido oléico (WAGNER et al.,

em soja; Auxilia no controle  2011)
da pressdo sanguinea

Aumento da expresséo de

antocianinas — aumentou o (BUTELLI et al.,
tempo a vida de ratos com 2008)

cancer de préstata

Antocianinas Tomate

Reducédo do potencial de
formacdo de acrilamida;

Carboidratos; limta a formagdo de
Fosfoenol Batata aclcares redutores pela (ISAAA, 2015)
Peroxidase degradagcdo do  amido;

reducdo da atividade de
Fosfoenol peroxidase;

A estimativa das Nacdes Unidas sobre o crescimento
populacional para as préximas décadas, de que seremos em
torno de 10 bilhdes em 2050, posiciona desafios sobre como
produzir alimentos suficientes para suprir a demanda mundial
(UN, 2015). Os produtores de diversos paises buscam o
aumento da produtividade de gréos cultivados e assim, a cada
ano cresce o plantio de monoculturas geneticamente modificadas
(GM) (JAMES, 2015).

Segundo o levantamento do International Service for the
Acquisition of Agro-Biotech Applications (ISAAA) a area mundial
ocupada pelo plantio de plantas biotecnolégicas em 2014 foi de
181.5 milhdes de hectares (JAMES, 2015) (Figura 1.1.1).
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EuA-73,1
Brasil- 42,2
Argentina « 24,3
india-11,6
Canada - 11,6
China- 3,9
Paraguai - 3,9

* Area total: 181.5 milhdes de ha em 28 paises
Fonte: ISAAA, 2016

Figura 1.1.1 Paises com maior area (milhdes de ha) de cultivo de
plantas geneticamente modificadas

A é&rea do cultivo de plantas geneticamente modificadas
em 2014 atingiu 42,2 milhdes de hectares no Brasil,
posicionando o pais em segundo lugar entre os que cultivam
transgénicos. Por exemplo, 93% da area total de soja plantada
em 2014 foi de cultivares transgénicas, para o milho (safras de
inverno e verdo) a proporc¢ao foi de 82% e para o algoddo, 68%
(JAMES, 2015).

1.2 FEIJAO COMUM  (Phaseolus  vulgaris L)
GENETICAMENTE MODIFICADO EMBRAPA 5.1

O feijdo é uma leguminosa cultivada em aproximadamente
100 paises e totalizou uma producéo de 26 hilh6es de toneladas
em 2014, envolvendo um grande nimero de géneros e espécies
(FAOSTAT, 2015). O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) é
consumido por bilhdes de pessoas principalmente na América
Latina e Africa, e representa uma importante fonte vegetal de
proteinas, carboidratos complexos, ferro, vitaminas
(principalmente do complexo B) e fibras (CARVALHO, J. L. et al.,
2015).

O feijoeiro comum pertence a familia Fabaceae
(leguminosae); ao género Phaseolus e espécie Phaseolus
vulgaris L, e é um dos plantios de elevada relevancia
socioecondmica para o Brasil, cultivado principalmente para
obtencdo de graos, verdes ou secos, para consumo humano
(FARIA et al., 1996; BRASIL, 2011b).
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O Brasil é um grande produtor e consumidor de grdos de
feijdo, majoritariamente das espécies Phaseolus vulgaris L e
Vigna unguiculata (L) Walp (BRASIL, 2008). Dados de consumo
per capita indicam que o brasileiro consome em média 16,5
kg/ano, confirmando que o feijdo é um alimento de consumo
frequente, que o torna um elemento de representacao cultural do
nosso pais (MAPA, 2011).

Na safra 2014/15 as 5 regibes brasileiras totalizaram uma
producao de cerca de 3,2 milhdes de toneladas, sendo a Regido
Sul a maior produtora com 950,2 mil toneladas, seguida pela
Regido Centro-Oeste que produziu em torno de 788,7 mil
toneladas (BRASIL, 2015a) (Tabela 1.2.1).

Tabela 1.2.1 Producao feijdo total no Brasil 2014/2015 (12, 22 e
32 safra)

Regides Safra 2014/15_
(producdo em mil t)
Sul 950,2
Centro-Oeste 788,7
Sudeste 706,6
Nordeste 661,6
Norte 78,3
BRASIL 3.185,4

Fonte — CONAB, 2015.

Nas regides de clima tropical em que o feijoeiro comum é
produzido muitos fatores desfavoraveis sdo responsaveis por
perdas potenciais, entre eles doengas, insetos, secas e baixa
fertilidade do solo. Nesse contexto, a doenca do virus do
mosaico dourado do feijoeiro (VMDF) representa uma restricdo
para a produtividade na América Latina (BONFIM et al., 2007;
CARVALHO, J. L. V. et al., 2015).

O VMDF é um virus do género Begamovirus (familia
Geminiviridae), transmitido as plantas de feijoeiro através da
mosca branca (Bemisia tabaci) (Figura 1.2.1b). A ag&o sobre o
feijoeiro foi evidenciada no inicio da década de 70, em lavouras
do Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, durante os plantios da
seca, onde a doenca foi responsavel por uma reducdo de
produtividade significativa devido ao surgimento e disseminagéo
do biotipo B da mosca branca (FARIA et al., 1996) .

Os sintomas da doenca do VDMF no feijoeiro incluem
lesbes em forma de mosaicos amarelados nas nervuras das
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folhas, diminuicdo no crescimento da planta e deformacédo das
vagens (Figura 1.2.1a) (ARAGAO E FARIA, 2010). Paises da
América do Sul e Central, México e Estados Unidos tém suas
lavouras afetadas pela doenca do VDMF principalmente durante
0 verdo, periodo em que as populacdes de mosca branca sao
maiores. No Brasil, a infeccdo por VMDF vem sendo agravada
pela expanséo da producéo de soja em areas de cultivo de feijao,
manejo que provoca o aumento gradativo nas populacdes de
mosca branca (Figura 1.2.1b) (ARAGAO et al., 2013).

As medidas para evitar a infec¢do por VMDF sado focadas
no controle da mosca branca, principalmente através da
aplicacdo sistémica de inseticidas, porém com baixa raz&o custo
beneficio. A baixa eficacia desse controle se deve ao potencial
do virus em desenvolver resisténcia ao inseticida e além disso,
0s produtos utilizados causam prejuizos ao meio ambiente. Por
outro lado, pesquisadores realizaram uma extensiva triagem no
germoplasma do feijdo comum para resisténcia ao VMDF, o que
nao gerou genotipos com resisténcia ao virus (ARAGAO et al.,
1998; BONFIM et al., 2007; ARAGAO et al., 2013).

Vagens Folhas de
deformadas eijoeiro
pela afetadas
infec¢éo do pelo VMDF
VMDF
Vagens
sadias

a) Ataque da Mosca Branca (Bemisia Tabaci) em folhas de soja e folhas de
feijoeiro b) Sintomas da infeccdo por VMDF nas vagens e nas folhas do

Figura 1.2.1 Imagem da mosca branca (Bemisia tabaci) em folhas e
sintomas do virus do mosaico dourado no feijoeiro.

Com o objetivo de minimizar as perdas nas lavouras de
feijdo provocadas pelo VMDF, pesquisadores da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) desenvolveram
um feijoeiro GM contendo o evento Embrapa 5.1, que é capaz de
inibir a reproducdo viral quando infectado, reduzindo ou evitando
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0 surgimento dos sintomas da doenca do mosaico dourado
(Figura 1.2.2) (BONFIM et al. 2007).

O feijoeiro GM foi aprovado para plantio e comercializacdo
no Brasil em 2011, pela Comissdao Técnica Nacional de
Biosseguranca, porém ainda ndo ha o registro de colheita. O
feijdo transgénico EMBRAPA 5.1 é um marco nacional, pois é a
primeira cultura GM aprovada comercialmente que foi totalmente
desenvolvida e produzida na Améria Latina por uma empresa
publica (BRASIL, 2011).

A: 1- planta ndo - GM apresentando
L. sintomas graves;

P 2- planta GM apresentando sintomas
leves

3- planta GM sem sintomas;

B: setas indicando o comeco da
mancha amarela na folha;

C: progresso da mancha em toda a
folha

GM : geneticamente modificado; Fonte : (BONFIM et al. 2007)

Figura 1.2.2 Plantas de feijoeiro GM e ndo GM inoculadas com o virus
do mosaico dourado.

O evento Embrapa 5.1 possui a construgdo AAC1hpRNA
que tem por objetivo silenciar o gene especifico AC1 rep do
VMDF. O gene rep é responsavel pela producdo de uma proteina
essencial para a replicacdo do genoma do VMDF, provavelmente
abundante no ciclo inicial da infecgdo da planta. Sendo assim,
seu silenciamento leva ao comprometimento da geragdo de
Nnovos virus, e por isso a planta se torna resistente (BONFIM et
al., 2007).

O cassete AAC1hpRNA expressa um RNA-grampo
(hpRNA), com regides de dupla fita (dAsRNA), composto de um
fragmento de 411 pb do gene rep (BONFIM et al.,, 2007). O
dsRNA é processado por uma enzima RNAse em pequenos RNA
interferentes, desencadeando uma sequéncia de degradacao de
RNA mensageiros especificos, em um processo conhecido como
RNA de interferéncia (RNAI); a sequéncia complementar de
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RNAmM quando clivada leva ao silénciamento génico (RAMON et
al., 2014).

A caracterizacdo molecular do feijoeiro Embrapa 5.1
confirmou a presenca do transgene em um Unico locus, 0 que
corresponde a duas copias intactas do cassete AACLhpRNA e
trés copias intactas do gene AtAhas, todos flanqueados por
sequéncias do genoma do feijoeiro. O gene AtAhas produz uma
subunidade ndo ativa da enzima acetohidroxiacido sintase
(AtAHAS) e foi utilizado para permitir a selegcdo dos eventos de
transformacédo. Quando analisada por Southern blot, a estrutura
dos transgenes permaneceu estavel em oito geracdes de
autopolonizacdo e apés retrocurzamentos com a variedade
comercial ndo geneticamente modificada. O siRNA foi detectado
nos gréo de feijdo, nas folhas em maior quantidade e néo foi
detectado em gréos cozidos por 10 minutos (ARAGAO et al.,
2013).

1.3 MILHO (Zea mays)

Zea mays L. ssp. mays conhecido popularmente como
milho é um dos mais importantes cereais cultivados no mundo,
movimentando ao ano bilh6es em dlares. O milho pertence a
familia das gramineas (Poaceae) e é originario da regido
Mesoaméricana, sendo o0 teosinte seu ancestral selvagem.
Estudos genéticos da domesticacdo do milho estimam que sua
separacado do ancestral teosinte datam de 6.000 a 9.000 anos
atras (MATSUOKA et al., 2002).

Dados da FAO (Organizagcdo das Nacdes Unidas para
Alimentos e Agricultura) colocam o milho domesticado como a 3°
maior comodity produzida em 2015, atingindo 1 bilhdo de
toneladas produzidas na safra 2015 no mundo (USDA, 2016). No
Brasil, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), a producao total de milho na safra 2015 foi de 84,7
milhdes de toneladas, tornando o Brasil o 3° produtor mundial,
atras dos Estados Unidos e China (BRASIL, 2015a).

A principal utilizacdo do milho é para composi¢éo de ragédo
animal, o que o torna indispensavel para a cadeia de
produtividade de alimentos. Também é matéria-prima em setores
como induastria textil, industria farmacéutica e biocombdustiveis
(PECHANOVA et al., 2013).
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Apesar de uma porcdo reduzida ser destinada para
alimentacdo humana direta, o milho é matéria-prima para
produtos como cereais matinais, biscoitos, além de sua farinha
ser utilizada para preparacdes domésticas. Na sua composicéao
nutricional, o milho possui cerca de 79% de carboidratos, 12% de
proteinas e 6,5% de lipideos, representando uma importante
fonte de nutrientes (DAMODARAN, PARKIN E FENNEMA,
2010). Ainda, o milho se destaca como uma fonte de
carotendides, como a Iluteina e a zeaxantina, compostos
envolvidos na prevengdo de doencas cardiovasculares e de
Degenracdo Macular (MESSIAS et al., 2014).

Além do papel econbmico nas diferentes cadeias
produtivas, o milho tem sido utilizado em pesquisas de genética,
desde os estudos iniciados em 1869 por Gregor Mendel. Na
época, estudos com o milho corroboraram com os resutados
obtidos no mais renomado estudo genético de reprodugdo em
ervilhas (Pisum). O milho possui ciclo de desenvolvimento curto,
sdo plantas grandes e adequadas para analises fenotipicas,
possuindo vantagens para analises genéticas de mutantes
morfoldgicos, incluindo coloragdo dos graos e formato (COE,
2001).

Vérias caracteristicas, tais como uma colecdo significativa
de estoques de mutantes, colocou o milho como um dos
sistemas genéticos mais conhecidos que serve de modelo para
estudos de biologia das plantas, que vdo desde o
desenvolvimento vegetal até epigenética. Um progresso
consideravel foi adquirido nas pesquisas com milho a partir da
disponibilidade da sequéncia genémica da linha B73, bem como
0 acesso das informag8es genéticas em bases de dados publicas
(PECHANOVA et al., 2013).

As mutacBes ja identificadas na semente do milho
fornecem importantes informacdes sobre a sintese de amido,
composicdo das proteinas de estoque e a biossintese de
carotendides. O estudo dos pigmentos antocianinas nas
sementes de milho permitiram a elucidagdo e a andlise de
elementos transponiveis, que passaram a ser utilizados para o
isolamento de genes via marcagao transposon.

Elementos transponiveis ou transposons sao sequéncias do
DNA que se transpde de um sitio do genoma a outro e carregam
informagdes genéticas, que podem produzir diferentes fenétipos
através da alteracdo da expressdo de genes. Esses elementos



contém sequéncias repetidas invertidas de 10 pb,
aproximadamente, que flanqueiam sequéncias codificadoras e
que sdo reconhecidos pela transposase, enzima codificada por
outros elementos transponiveis. Os transposons se ligam as
sequéncias repetidas invertidas e se integram aos elementos
transponiveis no sitio alvo (BUCHANNAN, B. B. ; et al 2000)

O sistema de transposon Ac/Ds descoberto no milho é uma
estrutura que contém o elemento autdnomo ativador (Ac) e o néao
autbnomo dissociador (Ds). O elemento ativador codifica
produtos que sdo necessarios para transpor o gene, e o element
Ds é uma familia de elementos que é reconhecido por
transposases codificadas por Ac (FEDOROFF, WESSLER E
SHURE, 1983).

No sentido de saber mais sobre a transposicdo do
elemento Ac no processo de mutagdo por transposon,
pesquisadores utilizaram diferentes posi¢cdes de insercdo do
elemento Ac no gene P do milho. Esse gene esta envolvido na
formacdo de pigmentos vermelho-marron derivados dos
flavondides, entdo os estudos de mutagdo genética nesse locus
dao origem a diferentes fenétipos de coloracdo em milhos devido
aos diferentes teores de pigmentos (ATHMA, GROTEWOLD E
PETERSON, 1992).

1.3.1 Milhos P1-ww e P1-rr

Os dois fenodtipos de milho (Zea mays) utilizados nesse
estudo, P1-ww 107H e P1-rr 107B, sdo mutantes oriundos da
variedade 107, contendo diferentes teores de uma classe de
flavonoides, os flobafenos. Essas sementes de milho foram
desenvolvidas e cedidas pelo Maize Genetics Cooperation Stock
Center (University of Illinois, Urbana, EUA).

Os flavondides sdo metabdlitos secundarios aromaticos
das plantas e que desempenham importantes funcées biolégicas,
entre elas, absorcdo de UV, resposta ao ataque de patdégenos,
resposta as baixas temperaturas e a deficiéncia de nutrientes
(LEA et al, 2008 ;PETRONI, PILU E TONELLI, 2014).

Mais de 6000 diferentes flavondides ja foram relatados e
subdivididos em diferentes classes incluindo flavonéis, flavandis,
flavonas e antocianinas, de acordo com o grau de oxidacdo do
anel aromético (SCHIJLEN et al, 2004). O tipo, quantidade e



localizacdo do flavonoide varia de acordo com as espécies
vegetais, o estagio de desenvolvimento dos tecidos e pode ser
modulado por sinais ambientais, como luz, temperatura e
nutricdo (LEPINIEC et al, 2006).

O consumo humano de alimentos que contenham classes
especificas de flavonéides pode reduzir os riscos de doencas
cardiovasculares, cancer e obesidade. Nesse sentido, o
desenvolvimento de alimentos isogénicos modelo e
nutricionalmente idénticos, exceto pelo tipo e quantidade da
molécula bioativa especifica (flavonoide), representa uma
importante ferramenta para estudos nutricionais (PETRONI, PILU
E TONELLI, 2014).

O extenso conhecimento sobre a regulagdo da via dos
flavondides no milho e sua utilizacdo em estratégias de
melhoramento proporcionam o desenvolvimento de plantas
funcionais modelo que permitam estudos sobre o metabolismo, a
producao e até mesmo o consumo das mesmas (TSUDA, 2012).

Os flobafenos sdo uma classe de flavondides derivados
das flavonas, C-glicosil-flavonas, que possuem coloragéo
vermelho-marrom e no milho sdo encontrados nos orgéos florais,
espiga e no pericarpo (revestimento mais externo do gréo); sao
constituidos por polimeros de apiferol e luteoferol, que sé&o
derivados da narigenina e eriodictiol, respectivamente,
produzidos pela atividade da enzima di-hidroflavonol 4-redutase
(DFR) (PETRONI, PILU E TONELLI, 2014).

Os flobafenos, assim como outros flavondides, séo
metabdlitos secundarios que desempenham um importante papel
na defesa da planta contra diferentes tipos de stress. Por
exemplo, um estudo comparou a contaminagcao por micotoxina
Fumonisina B1 em diferentes genoétipos de milho, com diferente
acumulo de compostos da classe de flavonoides, previamente
infectados por fusarium. Observou-se a redugcdo na
contaminacdo por Fumonisina B1 em graos de milho P1-rr com
alto teor de flobafenos no pericarpo, em relacdo a milhos
contendo altos teores de antocianinas e antocianidinas. Os
resultados demonstram a atividade anti-fungica dos flobafenos
em plantas (PILU et al. 2011).

A via de formacd@o de flavondides e seus pigmentos
derivados é amplamente conhecida, inclusive sua regulacdo
através da acdo de genes responsaveis pela expressdo de
fatores de transcricdo myb. O acumulo de flobafenos no milho é
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regulado por um fator de transcricdo R2R3-MYB, produzido pelo
pericarp color 1 (pl) gene. Diferentes alelos do pl gene,
produzidos por mutagdo via transposon, permitem diferentes
padrbes de pigmentacao para os tecidos (sabugo e pericarpo) do
milho (STYLES E CESKA, 1989; GROTEWOLD et al.1994). O
gene pl do milho, que regula a sintese de flobafenos, representa
um excelente sistema genético para o estudo da regulagao
génica especifica em um tecido (LOIDL et al. 1996).

Os diferentes padrdes fenotipicos do gene pl sao
especificados pelo P1, que designa o locus, seguido de duas
letras, a primeira letra especifica a cor do pericarpo e a segunda
letra especifica a cor da espiga. A letra "r" representa a cor
vermelha e a letra "w" cor amarelo-branco. Por exemplo, o P1-rr
apresenta pericarpo e espiga vermelhos e o P1-ww apresenta
pericarpo e espiga brancos (Figura 1.3.1.1) (ZHANG, CHOPRA E
PETERSON, 2000).

Figura 1.3.1.1 Gréos de milho dos fenétipos P1-ww e P1-rr

Os milhos P1-rr e Pl-ww foram obtidos por mutacdes
induzidas, utilizando transposon. A alteracdo do genoma de uma
planta através de uma técnica de mutacao por transposon pode
representar insergfes e subsequentes excisbes em regides
regulatérias de um gene, o que pode alterar os padrdes de
expressao genética e assim a codificacdo de novos transcritos e
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um diferente padrdo na producdo de proteinas (GIRARD E
FREELING, 1999).

1.4 AVALIACAO DE CULTURAS BIOTECNOLOGICAS

O cultivo de variedades GM é realizado ha mais de duas
décadas e um consenso sobre os riscos de sua utilizagdo ainda
ndo foi atingido. O aumento no consumo de produtos alimenticios
derivados de plantas GM levanta questionamentos dos
legisladores, pesquisadores e consumidores a respeito dos
possiveis impactos das plantas geneticamente modificadas
(PGM) na saude humana e animal, no meio ambiente e na
agricultura (DAVIES, 2010; GARCIA-CANAS et al., 2011; GONG
E WANG, 2013).

Para avaliar a seguranca de PGM, uma das diretrizes
fundamentais em escala global é o conceito de “equivaléncia
substancial” ou avaliacdo comparativa de seguranga. A
Organizacdo para Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico
(OECD), a Organizacdo das Nac¢Oes Unidas pela Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e a Organizacao Mundial da Saude (OMS),
desenvolvem documentos de consenso para as culturas de maior
interesse econdmico. As publicacdes sdo a referéncia para as
andlises composicionais comparativas que se realizam entre a
planta GM e a n&do-GM mais proxima considerada segura,
chamada contraparte convencional (KOK E KUIPER, 2003;
OECD, 2006; GARCIA-CANAS et al, 2011). A andlise
composicional comparativa € uma parte importante da avaliagdo
de seguranca de alimentos GM e, em muitos casos, testes em
animais também sé&o sugeridos (RICROCH, 2013).

Segundo a OMS as andlises de seguranca propostas para
culturas alimentares GM incluem (OMS, 2014):

- efeitos diretos a saude (de toxicidade);

- potencial alergénico;

- componentes especificos com considerado potencial
toxico ou nutricional;

- estabilidade do gene inserido;

- efeitos nutricionais associados com a modificacédo
genética;

- quaisquer efeitos imprevistos que podem resultar da
insercdo do gene.
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O cultivo de plantas GM é precedido da avaliacdo de um
dossié pelas agéncias reguladoras de cada pais. Para a
concessao de liberacdo de plantio, comércio e consumo das
plantas GM a agéncia reguladora geralmente exige uma analise
composicional de compostos e nutrientes especificos, além de
informacbes técnicas sobre a modificacdo genética e o0s
possiveis efeitos diretos e indiretos da insercdo do DNA
recombinante. Desse modo 0s riscos potenciais e os impactos na
saude humana, animal e no meio ambiente séo avaliados (OMS,
2003; CELLINI et al.,, 2004; RUEBELT, LIPP, et al., 2006;
RICROCH, BERGE E KUNTZ, 2011).

No Brasil a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIo) e o Conselho Nacional de Biosseguranca (CNBs) séo
0S responsdveis por avaliar os dossiés apresentados pela
empresa desenvolvedora da cultura GM e assim emitir os
pareceres de liberacdo, se for o caso. A Lei 11.105 de 2005 (Lei
de Biosseguranca) dispfe sobre as normas para liberagédo
comercial de OGM e as normas para avaliacdo da seguranca
alimentar de plantas GM. As questfes centrais a serem
respondidas pela empresa desenvolvedora na proposta
apresentada para a liberacdo, incluem informacdes sobre a
espécie modificada, sobre a modificacdo genética e o objetivo
pela qual ela foi realizada, o contexto do local onde serd liberada,
e resultados de estudos ambientais e de seguranca ja realizados
(BRASIL, 2005).

Tecnologias e intervengbes que envolvem sistemas
biol6gicos complexos, como a insercéo de fragmentos de DNA
recombinante na planta, implicam incertezas sobre riscos
potenciais oriundos de efeitos inesperados desconhecidos.
Alteracbes nao intencionais ou indesejadas s&do aquelas
ocorridas no fenétipo, na resposta fisioldgica ou na composi¢céo
da planta GM que séo observadas significativamente em relagédo
a contraparte ndo-GM (a partir da qual a GM é derivada), e que
nao incluem o efeito desejado pela modificacdo (CELLINI et al.,
2004; PAUWELS et al., 2015).

Os efeitos ndo intencionais podem resultar da integracao
do gene inserido e/ou integracéo bioldgica da proteina codificada
por ele, os quais podem ser previstos pelo conhecimento do local
de insercao do gene no DNA, pela funcdo do transgene e as vias
metabdlicas as quais ele se relaciona. No entanto, o processo de
integracdo do transgene e a cultura de tecidos durante a
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transformacdo podem induzir alteracbes genbmicas nao
intencionais e nao previsiveis, como delecdes e insercdes, que
podem gerar efeitos secundarios ou pleiotrépicos (KUIPER et al.,
2001; CELLINI et al., 2004; GARCIA-CANAS et al., 2011).

No conceito de equivaléncia substancial as analises
comparativas direcionadas abragem a avalaicdo de nutrientes
essenciais como proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e
outros compostos nutricionais/antinutricionais, modificados ou
ndo intencionalmente, e que possam afetar o valor nutricional e a
seguranca da nova cultura desenvolvida. No entanto, o uso de
abordagens analiticas direcionadas a compostos alvo é
guestionado por apresentar limitacdes, jA que ndo analisa
substancias  toxicas  desconhecidas e  anti-nutrientes,
principalmente em plantas sem histérico de uso seguro
(MILLSTONE, BRUNNER E MAYER, 1999 ;KUIPER et al.,
2001).

Nesse contexto, um estudo compilou dados ja publicados
sobre andlises composicionais comparativas, que avaliavam
cultivares de milho GM e de soja GM. Foram utilizados os
resultados obtidos com sete variedades de culturas GM, em um
total de nove paises e em onze diferentes estacfes de
crescimento. Os autores concluiram que a contribuicdo da
biotecnologia moderna tem sido negligenciavel na variacao
composicional da planta GM em relacdo a sua equivalente
convencional. As diferengas encontradas permaneceramm
dentro da variabilidade natural da cultura convencional, o que
ndo permite utilizar tais resultados para  distinguir
agronomicamente as plantas GM das ndo GM (HARRIGAN et al.,
2010).

Outro estudo comparou a composi¢do em nutrientes e anti-
nutrientes de duas variedades comerciais de feijdo Embrapa 5.1
e suas isolinhas n&do-GM, depois do cruzamento e
retrocruzamento. Os resultados demonstraram que as plantas
GM cultivadas a campo foram substancialmente equivalentes as
plantas ndo-GM cultivadas nas mesmas condi¢des. Além disso, a
variagdo encontrada no teor de alguns componentes nutricionais
estava dentro dos limites observados em cultivares
convencionais cultivadas em diferentes locais e estacbes
(CARVALHO, J. L. et al., 2015).

Mesmo que alguns estudos tenham identificado efeitos n&o
intencionais em plantas GM utilizando abordagens direcionadas
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(HASHIMOTO et al., 1999; YE, X. et al., 2000), a estratégia de
comparar componentes especificos restringe as possibilidades
de detectar outros efeitos ndo intencionais imprevisiveis, que
possam resultar direta ou indiretamente da modificagéo genética.

1.4.1 Tecnologias “Omicas” como ferramentas
complementares na avaliacdo de plantas

Sistemas complexos como plantas inteiras requerem testes
mais elaborados do que os habitualmente utilizados na analise
de compostos simples para avaliagdo de seguranca de
alimentos. Técnicas tradicionais como analises que pesquisam
compostos alvos para partes da planta e estudos em animais
para avaliacdo toxicoldégica sdo pouco sensiveis ou ainda
necessitam de alternativas mais diretas (DAVIES, 2010;
RICROCH, BERGE E KUNTZ, 2011; GONG E WANG, 2013).

Tem-se verificado 0 aumento no nimero de tecnologias
disponiveis para melhoramento vegetal para que se obtenha
caracteristicas desejadas no genoma das plantas. No passado,
alguns casos foram relacionados como potenciais riscos a
seguranga alimentar, como batatas brancas com alto teor de
glicoalcaldides (VANGELDER, VINKE E SCHEFFER, 1988). No
melhoramento classico de plantas, que fundamenta-se na
diversidade genética das espécies, questbes de seguranca
alimentar ndo sdo sistematicamente abordadas antes da
introdugdo no mercado de novas variedades, a menos que
existam indicagbes de que a composicdo do vegetal €
significativamente alterada. Apenas um numero limitado de
espécies de alimentos vegetais € rotineiramente analisado
guanto aos anti-nutrientes e substancias especificas (KOK, E. J.,
KEIJER, J., et al., 2008)

Debates sobre o procedimento padrédo para a liberacdo de
novas variedades de plantas alimentares no mercado
apresentam a necessidade de estudos que avaliem a seguranca
alimentar dessas culturas (KOK, E. et al., 2008; VAN DIJK et al.,
2009; VAN DIJK et al., 2014)

Neste contexto, as tecnologias chamadas “6micas”, como a
metabolémica, trancriptdmica e protedmica sdo ferramentas que
auxiliam a identificar alterac6es ndo intencionais no metabolismo
das plantas obtidas por melhoramento classico ou através de
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biotecnologia moderna. Assim, diversos institutos de pesquisa na
Europa tém utilizado técnicas amplas de perfil para investigar a
deteccdo de efeitos ndo esperados em plantas utilizadas como
alimento (HUGAS et al., 2007; VAN DIJK et al., 2009; DAVIES,
2010; RICROCH, 2013; VAN DIJK et al., 2014).

Abordagens amplas de perfil podem medir
simultaneamente milhares de componentes sem indentifica-los
previamente, e permite relaciona-los ao seu possivel papel
metabdlico na planta contribuindo para a compreenséo global do
sistema. Por essas razbes as tecnologias "0micas" tém sido
sugeridas como complemento na avaliagdo de seguranca de
novas plantas utilizadas para consumo (CELLINI et al., 2004,
CHASSY, 2010; DAVIES, 2010; VAN DIJK et al., 2014).

Trabalhos utilizando abordagens amplas de perfil ja
provaram ter capacidade de detectar alteragcbes em plantas
utilizadas em alimentos (ALBO et al., 2007; ZOLLA et al., 2008;
VAN DIJK et al., 2009; BATISTA E OLIVEIRA, 2010; COLL et al.,
2011; RICROCH, 2013).

Na dltima década alguns trabalhos utilizaram analises de
perfil para avaliar culturas GM, comparando as diferencas entre
variedades GM e suas progenitoras ndo-GM. Utilizando analise
transcriptdbmica e proteébmica, Coll e colaboradores (COLL et al.,
2010; COLL et al., 2011) avaliaram duas variedades de milho GM
MONS810 e suas isolinhas, tanto in vitro quanto a campo. Os
resultados de transcriptoma mostraram expressao diferencial em
um pequeno conjunto de sequéncias, nas andlises do cultivo in
vitro. Quando avaliado o experimento a campo, as diferencas no
transcriptoma ndo se repetiram e os resultados permaneceram
dentro do intervalo de variagdo natural. Em relagdo ao proteoma
de gréos de duas variedades MON810 e suas isolinhas, o pefrfil
de proteoma foi virtualmente idéntico, com somente 10 proteinas
diferencialmente expressas, proteinas especificas para cada
variedade.

Utilizando dados de transcriptémica, um estudo comparou
os perfis de seis diferentes variedades de batatas, comparadas
em diferentes épocas e locais de plantio. O objetivo foi avaliar um
método de analise multivariada como classificador das
variedades, servindo como um modelo de avaliacdo de riscos
(VAN DIJK et al., 2014).
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1.4.2 Anélise Protedmica

Proteinas sdo macromoléculas biolégicas presentes de
forma abundante na natureza, pois compdem todas as células e
estdo presentes em todas as suas partes. Essas moléculas
existem em uma grande variedade de tamanho, podemos
encontrar desde um pequeno peptideo a um grande polimero
com alto peso molecular, em uma simples célula por exemplo.
Além disso, as proteinas apresentam grande diversidade de
funcdo biolégica e sdo o importante produto final da expressao
da informacao genética (NELSON E COX, 2000).

A partir da década de 90 os avancos na quimica de
proteinas permitiram que a funcdo génica pudesse ser melhor
compreendida, principalmente, das analises de sequéncias de
nucleotideos. Desde entdo estudos em larga escala das
proteinas expressas pelos genomas comecgaram a ser realizados
e o termo "protedmica" passou a ser utilizado (WILKINS et al.,
1997).

A revolugdo gendmica dos anos 2000 foi marcada pelo
sequenciamento do genoma completo de organismos, como por
exemplo da Arabdopsis thaliana (INITIATIVE, 2000). Desde
entdo as técnicas de transcriptémica e protedmica, que estudam
respectivamente RNAmM e proteinas resultantes da expressao
génica, passaram a ser aprimoradas e utilizadas (OLIVEIRA,
COORSSEN E MARTINS-DE-SOUZA, 2014).

O proteoma de um organismo, tecido ou célula é o
conjunto de proteinas que reflete a expressdo dos genes em
determinado estado de funcionamento desse organismo. O
controle dessa expressao génica ocorre desde a transcricdo do
MRNA até as modificacdes pds-traducionais das proteinas, como
glicosilacéo, fosforilacdo, carboxilagéo, entre outras (WILKINS et
al., 1997).

O genoma representa o perfil de sequéncias de DNA e é
constante para um organismo; ja o proteoma é altamente
dindmico pois depende do ciclo celular, de mudancas ambientais
e é tecido especifico (RUEBELT, LEIMGRUBER, et al., 2006).
Portanto, é provavel que um genoma possa dar origem a um
ndmero infinito de proteomas (GRAVES E HAYSTEAD, 2002).

Identificar todas as proteinas codificadas por um genoma é
uma realizacao longa e dificil de se realizar. Porém é possivel
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acessar bancos de informacBes protedbmicas de diferentes
organismos, que sdo cada vez mais completos devido a
compilacdo de dados obtidos de diferentes estudos realizados
por diferentes pesquisadores e em varios paises. Os novos
conhecimentos sobre a expressédo génica e sua implicacdo na
producao de proteinas estao relacionados as vias de sinalizacdo
celular, conjuntos de proteinas reguladoras, modificagcbes pds
traducionais e informacdes sobre estados fisioldégicos de células
e organismos (PICARIELLO ET AL., 2012; OLIVEIRA,
COORSSEN E MARTINS-DE-SOUZA, 2014).

A protedbmica em vegetais € uma ferramenta eficaz para
andlise do estado fisioldgico da planta, de processos especificos
e também avaliac@o das respostas a fatores bidticos e abidticos.
As proteinas sdo especialmente interessantes para a avaliagdo
de seguranga, pois podem estar envolvidas ou resultarem na
sintese de toxinas, antinutrientes ou alérgenos (CELLINI et al.,
2004; VALDES et al., 2013).

O perfil de proteinas de um organismo pode ser alterado
por influéncia de modificacdes genéticas induzidas, como a
insercdo de um fragmento de DNA, uma mutacdo ou um
cruzamento entre variedades vegetais. Tais modificacdes afetam
a regulacdo génica, podendo modificar vias metabdlicas ou
produzir novas proteinas. A analise dos perfis de proteina de
plantas GM pode fornecer informagcdes sobre os produtos de
transcricdo do gene introduzido e também as vias bioquimicas
modificadas através dele, ja que esse pode interagir regulando
outros genes ou outras vias bioquimicas (CELLINI et al., 2004;
RUEBELT, Lipp, et al., 2006; DAVIES, 2010).

Através da comparacdo do perfii de proteinas, a
probabilidade de deteccdo de efeitos adversos inesperados é
ampliada, tanto em estudos com plantas GM, como com plantas
obtidas por melhoramento classico. No contexto das culturas GM
a andlise protebmica pode representar um passo analitico
complementar ao conceito de equivaléncia substancial (KOK E
KUIPER, 2003; KOK, E. J., LEHESRANTA, S. J., et al., 2008;
VAN DIJK et al., 2014).

Véarios métodos estdo disponiveis para a comparagao
qualitativa e quantitativa do proteoma de plantas, eles pretendem
separar, identificar e quantificar as proteinas de toda a planta ou
de um tecido especifico (ANDERSON E ANDERSON, 1998;
CANOVAS et al., 2004; ZHANG et al., 2013).
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A técnica de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2-DE PAGE) seguida da identificagdo por
espectrometria de massa (MS) é uma abordagem utilizada para a
comparacao do perfil de proteinas, com a finalidade de detectar e
identificar proteinas diferencialmente  expressas (RUEBELT,
LEIMGRUBER, et al., 2006; BRANDAO, BARBOSA E ARRUDA,
2010; VALENTIM-NETO et al.,, 2015; BALSAMO et al. 2015;
WANG et al., 2015).

1421 Eletroforese Bidimensional (2-DE)

Amplamente utilizada para a separagdo de proteinas a
partir de extratos proteicos purificados, a eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2-DE PAGE) foi descrita
como uma técnica de alta resolucdo de separacédo de proteinas
em 1975 (O'FARRELL, 1975).

A técnica 2-DE PAGE possui a capacidade de separar com
alta resolugcdo um grande nimero de proteinas de uma amostra
complexa, possibilitando analises de expressao génica por meio
da comparacao dos padrdes protéicos. Outra vantagem € que a
matriz de poliacrilamida que separa as proteinas permite,
dependendo do método de coloracéo, a deteccdo das proteinas
com sensibilidade elevada e ainda, proteinas selecionadas
podem ser retiradas do gel para sequenciamento, identificacdo e
caracterizacdo, por isso € uma técnica qualitativa e quantitativa
(CANOVAS et al.,, 2004; CELLINI et al., 2004; OLIVEIRA,
COORSSEN E MARTINS-DE-SOUZA, 2014).

A primeira etapa da técnica 2-DE é a separacdo das
proteinas solubilizadas sob um gradiente elétrico em tiras com
gradiente de PH imobilizado, onde elas se separam em funcao
do seu ponto isoleletrico (PI), que corresponde ao valor de pH no
gual o somatorio de todas as suas cargas parciais € igual a zero.
Apls a IEF, é feita a etapa de eletroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE), que separa
as proteinas desnaturadas pela sua massa molecular (MM).
Apés a corrida, os géis passam pela etapa de coloracdo que
permite a visualizacdo de pontos que correspondem as
proteinas. A coloracdo com Comassie Brilliant Blue (CBB) é
frequentemente utilizada por sua reprodutibilidade, por possuir
deteccdo minima de 10 ng de proteina, e ainda a vantagem de
ser compativel com técnicas de extracdo dos peptideos para



andlise em espectrdmetro de massas. As intensidades dos spots
corados no gel podem ser correlacionadas com a quantidade da
proteina através de programas de informatica que analisam
estatisticamente as imagens dos géis 2-DE (GORG, WEISS E
DUNN, 2004; OLIVEIRA, COORSSEN E MARTINS-DE-SOUZA,
2014).

A validacdo da técnica 2-DE deve ser um pré-requisito
para que esta seja uma andlise recomendada, pelas agéncias
regulamentadoras, na avaliagdo da seguranca de alimentos
(RUEBELT, LEIMGRUBER, et al., 2006). Para a obtencdo de
géis 2-DE de alta qualidade todas as etapas da técnica precisam
ser padronizadas de acordo com as amostras que serdo
analisadas. Iniciando pelo método de extragcdo de proteinas, que
interfere diretamente na primeira etapa da técnica, a
isoeletrofocalizagdo. Para a extragdo de proteina, o tecido
vegetal e as células séo inicialmente rompidos por técnicas como
a sonicacdao, trituragdo com auxilio de nitrogénio liquido, entre
outras. Durante a quebra dos tecidos e células a integridade da
proteina extraida pode ser ameacada pela presenca de enzimas
proteoliticas e sais, compostos que devem ser removidos ou
inibidos. A realizacdo de todas as etapas em baixas
temperaturas e a utilizacdo de inibidores de proteases previnem
a degradacdo protéica. Os sais sdo removidos através da
precipitacdo com acido tricloroacético (TCA) ou outros solventes
organicos, evitando assim que interfram na separacéo
eletroforética (DAMERVAL et al., 1986; GORG, WEISS E DUNN,
2004).

O protocolo de extragcdo de proteinas usa diferentes
tampdes para amostras especificas. O conjunto de proteinas
primeiramente € precipitado para eliminar interferentes da
amostra e permitir sua concentragdo. Além disso, as proteinas
sdo desnaturadas, desagregadas, reduzidas e solubilizadas,
etapas que rompem as intera¢cdes moleculares, permitindo a boa
separacdo dos spots no gel. Isso é importante principalmente
gquando a amostra é uma matriz complexa, como um tecido
vegetal, que pode conter baixos niveis de proteina e alta
concentragdo de interferentes como pigmentos, fendlicos,
enzimas oxidativas e proteoliticas e carboidratos (DAMERVAL et
al., 1986; THIELLEMENT, 2006).
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Figura 1.4.2.1.1 Esquema da técnica de eletroforese bidimensional em
gel de poliacrilamida

A etapa de precipitagdo a - 20°C com acido tricloroacético
(TCA) 10% em acetona, seguida pela etapa de solubilizacdo das
proteinas em altas concentracdes de uréia (8 — 9,5 M) ou uma
combinacao de uréia (7 M) com tiouréia (2 M), tém sido utilizada
para obtencdo de extratos proteicos totais em tecidos vegetais
(DAMERVAL ET AL., 1986; DE LA FUENTE et al., 2011,
VALENTIM-NETO et al, 2015). Na presenca de altas
concentracbes de agentes caotrépicos (desnaturantes), como
ureia e tioureia, a solubilizacdo de proteinas de membrana se
torna eficiente. A ureia é responsavel pela ruptura das ligacGes
de hidrogénio, promovendo o desdobramento e a desnaturacéo
de proteinas, enquanto a tioureia desfaz interacfes hidrofébicas
(GORG, WEISS E DUNN, 2004).

A utilizacdo de detergentes nos tampdes de solubilizacéo,
como o] 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-
propanossulfonato (CHAPS) e o dodecilsulfato de sdodio (SDS),
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reduz as interacdes hidrofobicas e impede a agregracédo protéica
e a precipitacdo do solubilizado. Os agentes redutores
adequados para isoeletrofocalizacédo (IEF), como ditiotritol (DTT)
e tributilfosfina (TBP), quebram as pontes dissulfeto intra e inter-
moleculares, favorecendo a desnaturacdo protéica e assim
contribuem para melhor solubilizacdo de proteinas no extrato, e
consequentemente melhor qualidade de separacdo dos spots
nos géis finais (DAMERVAL et al.,, 1986; GORG, WEISS E
DUNN, 2004)

A andlise protedbmica por 2-DE PAGE como instrumento de
comparagdo exige uma metodologia padronizada. Os principais
parametros sao especificidade, precisdo e linearidade. Para a
andlise protebmica, o significado de especificidade esta
relacionado & capacidade de detec¢cdo de uma proteina no
proteoma, o que reporta principalmente ao método de coloracéo
do gel (CANDIANO et al., 2004; ANTTONEN et al., 2010).

A técnica 2-DE j& demonstrou ter poder discriminatério
para pequenas diferencas entre cultivares. Um estudo comparou
o perfil de proteina de batatas cultivadas em dois diferentes
sistemas de producdo, organico e nao organico. Utilizando
Analise de Componentes Principais (PCA) aos dados obtidos por
2-DE, foi encontrada diferenca apenas em relacdo as praticas de
fertilizacdo nas batatas (matéria organica x fertilizante mineral),
onde foram observadas diferencas significativas no acumulo de
160 proteinas (LEHESRANTA et al., 2007).

No Brasil, um estudo apresentou a analise protedmica
comparativa entre sementes de soja Roundup Ready GM e néo-
GM. Os resultados demontraram diferenca significativa no
acumulo de 10 proteinas, porém relataram a importancia de
eliminar a variabilidade experimental, padronizando os
parametros que envolvem a aquisicdo das imagens dos géis 2-
DE (BRANDAO, BARBOSA E ARRUDA, 2010).

Em 2011 nosso grupo comparou o proteoma da folha de
quatro variedades de milho GM (MON810) e de suas isolinhas
ndo-GM. Proteinas exclusivas foram observadas no proteoma
de dois pares das variedades avaliadas (MON810 e ndo-GM) e
ndo foi possivel relacionar estas diferencas ao carater GM, uma
vez que nos outros dois pares de variedades ndo foram
observadas proteinas exclusivas (BALSAMO et al., 2011).
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1.4.3 Espectrometria de Massa — MALDI TOF e MALDI
TOF/TOF

A espectrometria de massas tem sido utilizada como uma
importante ferramenta em protedmica, na andlise da massa
molecular de peptideos e de proteinas. As proteinas de uma
amostra sdo separadas, como por exemplo por eletroforese
bidimensional, e depois sao clivadas na forma de peptideos. A
clivagem geralmente é realizada por enzimas purificadas como a
tripsina, que cliva proteinas especificamente na extremidade C
terminal dos residuos de arginina e lisina.

A técnica de espectrometria de massa chamada Matrix
Assisted Laser Desorption / lonization — Time of Flight (MALDI-
TOF) baseia-se em um processo em que 0s peptideos séo
adicionados de uma matriz que os protona (geralmente um acido
organico) permitindo sua ionizacdo. Os peptideos entdo
absorvem a energia emitida por um laser (light amplification
stimulated energy radiation) e desencadeam um processo de
dessor¢cdo, o que possibilita a passagem da amostra do estado
sélido para o estado gasoso. As particulas sdo entdo aceleradas
por um campo elétrico dentro de um tubo de vacuo, e entdo é
medido o tempo que uma particula carregada leva para atingir
uma placa detectora, que se situa a uma distancia conhecida. Os
ions acelerados atingem uma velocidade no campo de "v6o" em
funcdo da massa molecular e da carga que possuem, e assim
obtemos a razdo massa/ carga (m/z) (STEEN E MANN, 2004).

Os espectrébmetros de massas diferem em relacdo aos
analisadores da razdo massalcarga (m/z) dos peptideos
ionizados. O analisador TOF detecta o tempo que uma particula
carregada leva para atingir uma placa detectora, que se situa a
uma distancia conhecida (STEEN E MANN, 2004).

MALDI-TOF MS é comumente utilizada para analise
peptide mass fingerprint, que é a comparacdo da massa dos
peptideo obtida no espectro com a massa de peptideos de uma
proteina em uma base de dados. Embora a técnica se ajuste a
muitos casos, 0 sequenciamento de peptideos € um método de
identificagdo de proteinas mais especifico e sensivel (STEEN E
MANN, 2004; OLIVEIRA, COORSSEN E MARTINS-DE-SOUZA,
2014).

O método MALDI-TOF MS/MS possui vantagens de alto
rendimento em funcdo da quantidade de peptideo analisada e
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elevada sensibilidade. A Ultima esté relacionada a capacidade de
dissociacéo induzida das moléculas provocada por uma coliséo
de alta energia com uma gas inerte. A analise da sequéncia de
aminodcidos obtida por MS/MS pode fornecer resultados mais
precisos sobre os peptideos e sobre a possivel identidade de
uma proteina da qual ele seja parte.

1.5 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A técnica protedmica 2-DE permitem a andlise simultanea
de centenas de variaveis, chamadas spots, que representam 0s
dados de acumulo de proteinas, resultando em um grande
volume de dados. Nesse contexto, ferramentas estatisticas que
analisam simultaneamente todos as varidveis sdo necessarias,
pois permitem o manuseio eficaz dos dados, desde a coleta até o
pré-processamento, que facilitam comparacBes diretas entre
conjuntos de dados. Além disso, essas ferramentas extraem 0s
componentes de interesse através do processamento e da
exploracdo dos dados e permite a apresentacdo dos dados
complexos sob uma forma de facil compreensdo usando
estratégias visuais (SCHOLZ et al., 2004, LEHESRANTA et al,
2007).

Ferramentas de analise estatistica comuns, como ANOVA
(Analise de variancia), servem para examinar o nivel de variagdo
do acumulo de uma determinada proteina, o que é possivel com
um determinado numero de amostras. Porém, os géis 2-DE
apresentam uma grande quantidade de spots, e quando o
objetivo € uma comparacao de todas essas variaveis entre duas
amostras, as abordagens estatisticas multivariadas permitem a
geracdo de hipoteses apds essa analise multivariada, ao invés
de se trabalhar com hipéteses dirigidas (GOTTLIEB et al., 2004 ;
ENGKILDE et al., 2007).

Analises multivariadas sdo ferramentas que permitem a
avaliacdo da grande quantidade de dados originados por
andlises amplas de pefil pois fornece graus de liberdade
suficientes para suportar o volume de dados gerados. A andlise
de componentes principais (PCA) é uma analise geralmente
utilizada para se ter uma visdo geral do conjunto de dados e para
se verificar o estabelecimento de possiveis conexfes entre os
dados (ENGKILDE et al., 2007).
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As variaveis possivelmente correlatas sao transformadas
em um numero menor de variaveis ndo correlatas, chamadas
componentes principais (PC). Essas variaveis ndo sdo medidas
diretamente, mas sédo expressas como uma combinacdo linear
de um conjunto de varidveis. Essa combinacdo pode ser
visualizada através de gréaficos (score plots ou diagramas de
dispersao) onde os eixos originais sdo substituidos por eixos de
componentes principais, e dependem dos valores atribuidos para
cada amostra e para cada variavel. O primeiro PC cobre tanto o
guanto é possivel da variacdo do conjunto de dados, e cada
componente subsequente cobre tanto quanto possivel do
restante da variagdo. Deste modo, a maioria da variagdo é
contida no primeiro componente, e progressivamente menos
informacado sera contida quanto maiores forem os componentes.
Os diagramas de disperséo indicam a posicdo das amostras ao
longo dos componentes principais. Amostras com maior
similaridade em um determinado PC, estardo mais préximas no
grafico, e indica que sdo similares em funcdo das variaveis
originais (ENGKILDE et al., 2007; GOTTLIEB et al., 2004).
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B INTROCDUCTICN

Common bean {Phaserlis wilgaris L) is an important vegetal
source of nutrents, mainly proteins, carbohydrates, fibers,
minerals, and vitamins, for milions of people worldwide
Consumption of beans in Latin America represents a significant
contribution to human nutrition, mainly te people of restricted
ecenemic conditions. They are consumed as a whole,
representing a source of iron, phospheorus, magnesium, and
other minerals! In addition to its nuwitiona properties,
commen bean has been desaibed as a functional food, mainly
for its antioxidant capacity®™ In Brazil, 3.34 million tens of
beans were produced in 2014/2015, mestly grown on small
farms and with average yield of 1024 kg ha " Production of
commen bean in Latin America is often affected by gelden
mosaic disease, resulting in yield losses from 40 to 100%. This
pest is caused by bean golden mosaic vims {BGMV)
transmitted by the whitefly Bemisia fabeci Gen,, and its main
symptom is the yellow-green masaic of leaves.”

Because of the sodial and ecenemic impertance of this
legume, a genetically modifisd {GM) common bean event was
developed by the Brazilim Agricultural Research Corperation
{Embrapa). RNA interferennce {RNAI) was used to silence the
AC! viral gene, preventing the appearance of symptoms and
conferring resistance to BGMV." The Bmbrapa §1 event
contains an intron-hairpin censtruct develeped to induce post-
transcriptional ACH viral gene silencing, This event has been
approved for commercial cultivation and consumption by the
Brazilian Naticnal Technical Commission on Biosafety
{CTNBie) in 2011

Previous work disclosed the molecular characterization of
Embrapa 5.1, showing data about identification of the insertion,
number of copies, stability, and expression of the transgene ®
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The insert is not interrupting any gene, and it dees not code for
any nesw protein.
compositional comparative experiment that evaluated Embrapa
5.1 common bean and nen-GM counterpart, both cultivated
under field conditiens in three differsnt locations. A composi-
ficnal infermation databank was generated for common bean

Target analyses were used in recent

grains of five varieties grown in six different locations and five
years, The smdy demonstrated that the GM commen bemn
event was substantially equivalent to non-GM bean and that the
amomnts of nutritional components are within the range of
values observed for several commerdal bean vadeties”

Omics technelogies have the potential for enabling
comprehensive and quantitative assessment of metzbelic
changes i response to genetic modification.’ ™! These large-
scale prefilings, such as tansaiptomics, protecmics, and
metabelomics, have been used te compare GM plants and
their non-GM counterparts. >~

Advances in preteocmics teecls in combinatien with
bisinformatics, ncluding improved genstic information in
databases, provide data that may be helgful in studying effects
derived from genetic modification,™” plant stress re-
sponss,'®¥ and conventional genetic bresding®” Proteome
analysis by two-dimensional electopheresis {2-DE) and mass
spectrometry {MS) has been camied out to identify differ-
entially expressed proteins and te complement the awrent
targeted malytical approaches in GM crop assessment ™™
Differential protecmics using gelbased methods consist of
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ABSTRACT

The genetically modified (GM) common bean event Embrapa
5.1 was commercially approved in Brazil in 2011; it is resistant
to golden mosaic virus infection. In the present work grain
proteome profiles of two Embrapa 5.1 common bean varieties,
Pérola and Pontal, and their non-GM counterparts were
compared by two-dimensional gel electrophoresis (2-DE)
followed by mass spectrometry (MS). Analyses detected 23
spots differentially accumulated between GM Pérola and non-
GM Pérola and 21 spots between GM Pontal and non-GM
Pontal, although they were not the same proteins in Perola and
Pontal varieties, indicating that the variability observed may not
be due the genetic transformation. Among them, eight proteins
were identified in Pérola varieties, and four proteins were
identified in Pontal. Moreover, we applied principal component
analysis (PCA) on 2-DE data, and variation between varieties
was explained in first two principal components. This work
provides a first 2-DE-MS/MS-based analysis of EMBRAPA 5.1
common bean grains.

Keywords: common bean, proteome, 2-DE, MS/MS, PCA,
GMO.
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2.1 INTRODUCTION

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is an important
vegetal source of nutrients, mainly proteins, carbohydrates,
fibers, minerals, and vitamins, for millions of people worldwide.
Consumption of beans in Latin America represents a significant
contribution to human nutrition, mainly to people of restricted
economic conditions. They are consumed as a whole,
representing a source of iron, phosphorus, magnesium and other
minerals *. In addition to its nutritional properties, common bean
has been described as a functional food, mainly for its antioxidant
capacity .

In Brazil, 3.34 million tons of beans were produced in
2014/2015, mostly grown on small farms and with average yield
1024 kg ha™ °. Production of common bean in Latin America is
often affected by golden mosaic disease, resulting in yield losses
from 40 to 100%. This pest is caused by bean golden mosaic
virus (BGMV), transmitted by the whitefly Bemisia tabaci Gen.,
and its main symptom is the yellow-green mosaic of leaves °.

Because of the social and economic importance of this
legume, a genetically modified (GM) common bean event was
developed by the Brazilian Agricultural Research Corporation
(Embrapa). RNA interference (RNAI) was used to silence the AC1
viral gene, preventing the appearance of symptoms and
conferring resistance to BGMV. ’ The Embrapa 5.1 event
contains an intron-hairpin construct developed to induce post-
transcriptional AC1 viral gene silencing. This event has been
approved for commercial cultivation and consumption by the
Brazilian National Technical Commission on Biosafety (CTNBIo)
in 2011.

Previous work disclosed the molecular characterization of
Embrapa 5.1, showing data about identification of the insertion,
number of copies, stability, and expression of the transgene. The
insert is not interrupting any gene, and it does not code any new
protein.® Target analyses were used in recent compositional
comparative experiment that evaluated Embrapa 5.1 common
bean and non-GM counterpart, both cultivated under field
conditions in three different locations. A compositional
information databank was generated for common bean grains of
five varieties grown in six different locations and five years. The
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study demonstrated that the GM common bean event
substantially equivalent to non-GM bean and that the amounts of
nutritional components are within the range of values observed
for several commercial bean varieties.®

Omics technologies have the potential for enabling
comprehensive and quantitative assessment of metabolic
changes in response to genetic modification.’®™ These large-
scale profilings, such as transcriptomics, proteomics and
metabolomics have been used to compare GM plants and their
non-GM counterparts. ***°

Advances in proteomics tools in combination with
bioinformatics, including improved genetic information in
databases, provide data that may be helpful in studying effects
derived from genetic modification, ***’ plant stress response, #*°
and conventional genetic breeding.?’ Proteome analysis by two-
dimensional electrophoresis (2-DE) and mass spectrometry (MS)
has been carried out to identify differentially expressed proteins
and to complement the current targeted analytical approaches in
GM crop assessment.?>?? Differential proteomics using gel-based
methods consist of comparing the signal of an electrophoretic-
isolated protein spot among different samples. A relative
quantification is achieved through the gel image analysis.?®
Principal component analysis (PCA) is a multivariate analysis that
transforms observed variables into a new set of uncorrelated
variables, reducing the dimension through the design of principal
components (PC).?* PCA has been applied combined with
proteomics as a complementary tool to proteome profile
comparison.*>?>2

In our previous study, leaf proteomic profiles of two
Embrapa 5.1 common bean varieties, Pérola and Pontal, were
compared in PCA plots. Separation between leaf proteomic
profile of GM common bean variety and its near-isogenic
counterpart was observed only when they were compared in
pairs. Results showed higher similarity between GM variety and
its counterpart than between two common bean varieties®”.

The goal of this work was to compare grain proteome
profiles of two Embrapa 5.1 common bean varieties and their
non-GM counterparts by performing 2-DE proteomic analysis and
MS protein identification and to evaluate the grouping of
proteome profiles by PCA.



76

2.2 MATERIAL AND METHODS

Plant Material. Grains of Embrapa 5.1 common bean
(Phaseolus vulgaris L.) derived from varieties Pérola and Pontal,
both commercial varieties of Mesoamerican origin, and they non-
GM varieties were cultivated and provided by Embrapa Arroz e
Feijao (Rice and Bean Unit). The GM and non-GM near-isogenic
lines, derived from Pérola 10-5-6-1-2-18-18-1-1 and BRS Pontal
104-3.3.2.1.1.5.1.1.1, were grown side by side in a greenhouse
and harvested in 2011/2012 season in Embrapa Arroz e Feijao,
Santo Antbnio de Goias, Goias State, Brazil (GPS 16°30°'23.9"S
49°16’59.7"W). Twenty-three grains (around 5 g) were ground in
liguid nitrogen using analytical mill and stored at -80 °C until
protein extraction.

The presence of event Embrapa 5.1 was confirmed in all
samples by an event-specific qPCR assay for Embrapa 5.1 GM
common bean quantification®’.

7

Protein Extraction. Three protein extracts were prepared from a
pool of grains (5g) for each group, Pontal, GM Pontal, Pérola, and
GM Pérola. Samples were ground to a fine powder in liquid
nitrogen using a mortar and pestle; approximately 150 mg of
pooling grain was extracted with 0.5 mL extraction buffer (0.5 mol
L™ Tris-HCI, pH 8; 0.7 M saccharose; 100 mmol L™* EDTA; 1
mmol L™ PMSF; 0.1 g L'* CHAPS; 14 mmol L™ DTT; Roche
protease inhibitor) by homogenization in a vortex. After
centrifugation at 20000 g for 20 min at 4 °C, the upper phase was
precipitated with 2 mL of solution containing pure acetone, 1.25 g
L™* TCA and 8 mmol L™ DTT. Samples were kept for 1 h at -20
°C. Dried protein pellets were solubilized in 1 mL of DeStreak
rehydration solution (GE Healthcare). Protein concentration was
determined using 2-D Quant kit (GE Healthcare). Protein
extraction and 2-DE separation procedures were conducted in
parallel for GM and non-GM samples.

2-DE analyses. Isoelectric focusing was performed using Ettan
IPGphor 3 (GE Healthcare). Approximately 350 ug of total protein
was diluted in rehydration buffer containing 0.2 mL L™ IPG buffer
pH 4-7 (GE Healthcare), in total 250 pL. Samples were loaded on
13 cm IPG strips 4-7 linear gradient pH (GE Healthcare) and
incubated for 18 h at 25 °C.
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Strips were focused using following steps: 50 V for 30
min, 500 V for 60 min, 1000 V for 60 min, 4000 V for 60 min,
8000 V for 140 min, and 8000 V for 30 min until a total of 21 kWh
had been accumulated. After IEF, the strips were kept at -80 °C.
Before the SDS-PAGE procedure, proteins contained in the strips
were reduced for 15 min with 10 g L™ DTT in 5 mL of buffer
containing 50 mmol L™ Tris-HCI, pH 8.8; 6 mol L™ urea; 0.2 g L
SDS; 3 mL L™ glycerol; 2.5 mg L™ bromophenol blue. Proteins in
strips were immediately alkylated for 15 min with 25 g L™
iodoacetamide in 5 ml of the same buffer. SDS-PAGE was
performed in 12.5% polyacrylamide gel using SE 600 Ruby
System (GE Healthcare). Precision PlusProtein Standards (Bio-
Rad) were applied for estimation of protein molecular weight
between 10 and 250 kDa. Gels with protein spots were stained by
colloidal Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad) according to
the previously described protocol .

Image and Data Analysis. Gel Images were acquired using
Image Scanner System Il and LabScan 5.0 software (both GE
Healthcare). Image analysis was performed by ImageMaster
Platinum v.7.0 software (GE) using the following parameters for
spot detection: saliency = 100, area = 11 and smooth = 6.
Relative spot volumes (% vol) were compared among six gels,
each GM variety with its counterpart.

The spots were quantified by their relative volume (% vol),
defined as the ratio of individual volume of each spot to the sum
of all valid spots in the gel. Reproducible spots in three replicates
of each variety (GM and non-GM) and presenting significant
difference (ANOVA p < 0.05) were considered differentially
accumulated, and they were included in the spectrometric
analysis. A spot detected with percent volume > 0.05 in all three
gels of the counterpart was considered a spot detected only in
one group.

For PCA, 6 gels (3 GM and 3 non-GM of the same
variety) or all 12 gels were compared. All spots that matched in 6
gels or in 12 gels were selected and their relative volume
percentage (% vol) was log2 transformed and normalized. All
data were median-centred before the analysis. PCA was
ggerformed using R Language, package “stats”, function “prcomp”.
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Protein In-Gel digestion, MALDI-TOF MS and MALDI-
TOF/TOF analysis. Spots of differentially expressed proteins
were individually excised from gel and submitted twice to a
destaining procedure with a solution containing 50% acetonitrile
(v/iv) and 25 mM L™ NH,HCO; for 30 min at 25 °C. The solution
was replaced by pure acetonitrile and dried under vacuum.
Excised spots were kept on ice for 30 min with 20 ng pL™ trypsin
(Trypsin V5280 Promega) and then incubated at 37 °C for 18h.
After digestion, peptides were mixed 1:1 with MALDI matrix
solution (5 pg mL™* a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, 50%
acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid), laid in MTP 384 target
plate (Bruker) and dried at room temperature. Matrix-assisted
laser desorption-ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry was used to acquire data for protein identification of
tryptic-digested spots.

MS and MS/MS spectra were obtained by Autoflex Il
MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker), and that was carried
out with full automatic mode using FlexControl software. MS data
were acquired in a positive ion reflection mode with accelerating
voltage of 20 kV, and MS/MS analyses were performed in a
positive ion LIFT reflection mode. The following main parameters
were used: laser firing rate of 100Hz, mass range of 800 — 4000
Da; peak detection threshold for MS/MS of 1000 Da; mass
threshold 95 Da; laser intensity of 25 — 50%; 2000 — 4000 shots
accumulated for each spectrum; and intensity of 10* accumulated
for MS/MS precursors. The external calibration was performed
using a peptide mix [M+H]" ions of angiotensin |, angiotensin II,
substance P, bombesin and adrenocorticotropic hormone. Peak
lists were created using FlexAnalysis 3.0 (Bruker).

Database searching was carried out by MASCOT
software 2.4.00 (Matrix Science) using National Center of
Biotechnological Information (NCBI) and non-redundant P.
vulgaris database, downloaded from Phytozome Web site
(Phytozome v9.1), and non-redundant Viridiplantea database,
both publicly available. The following parameters were used for
searches: carbamidomethylation of cysteine as fixed modification,
methionine oxidation as variable modification; one trypsin missed
cleavage, search error tolerance was set from 80 to 200 ppm and
a peptide charge 1 H'. Protein identification was considered with
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expectation value < 0.05 (E-value < 0.05). Conserved Domain
Database (CDD), GeneOntology and, Universal Protein Resource
Knowledgebase (UniProtKB) databases were used to access
related biological function and protein family.

2.3 RESULTS AND DISCUSSION

Two different approaches were applied to 2-DE data for
grain proteome comparison of the two Embrapa 5.1 GM common
bean varieties and their counterparts, identification by MS of
differentially expressed proteins and PCA. Total soluble protein
was measured in protein extracts, and the mean values were
29.4 mg g* for non-GM Pérola, 35.5 mg g™ for GM Pérola, 28.3
mg g™ for non-GM Pontal, and 35.1 mg g™ for GM Pontal. Three
2-DE gels of Embrapa 5.1 common bean grain protein extracts
were compared with three 2-DE gels of non-GM counterpart, six
gels in Pérola analysis, and six gels in Pontal analysis (Figure
2.3.1). Total numbers of 256 matched spots between Pérola and
GM Pérola gels and 422 matched spots between Pontal and GM
Pontal gels were observed (Table 2.3.1), corresponding to 24, 30,
51, and 48 % of total number average of detected spots in Pérola,
GM Pérola, Pontal, and GM Pontal gels, respectively.

Table 2.3.1 Total spot number in 2-DE gels (Coomassie Blue
stained) of Pérola and Pontal Varieties Common Bean Grains

Pérola Pontal
2-DE Gel
GM non-GM GM non-GM
1 1001 1035 846 886
2 1120 921 900 907
3 1037 585 729 837
Total 1052 + 61 847 + 233 825 + 87 876 + 35

Matched spots
in 6 gels 256 422
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Figure 2.3.1 2-DE reference gels of Pérola, GM Pérola, Pontal, and
GMPontal varieties

When GM Pérola and Pérola gels were compared,
significant differences were found in the accumulation of 23
protein spots (Figure S2.1 and Table S2.1; Table 2.2), and 8 of
those were identified by mass spectrometry (Figure 2.3.2). GM
Pontal and Pontal gels presented 21 spots differentially
accumulated (Table Figure S2.1 and Table S2.1; Table 2.3.2),
and 4 protein spots were identified by mass spectrometry (Figure
2.3.2).

The proportion of protein spots identification in Pérola
varieties (35%) was higher than in Pontal varieties (19%). In a
pioneer common bean proteomic analysis, three extraction
methods were compared and protein spot identification from P.
vulgaris grain 2-DE gels using MS and MS/MS analysis was
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performed. The authors were able to identify up to 70% of 50
excised major gel spots.”® The percentage of protein identification
was lower in our results probably because of the low peptide
amount of the excised spots. Volume percentage (% vol) variation
of the differentially accumulated spots was acquired by
ImageMaster software using ANOVA, and data are presented for
identified proteins (Figure 2.3.3).

Table 2.3.2 Differentially Accumulated Spots in 2-DE Analyses
and Identified Proteins by Mass Spectrometry (MS or MS/MS)

Differentially n° of identified
accumulated spots?® proteins
Pérola Pontal Pérola  Pontal
down accumulated in GM 7 3 3
variety
up accumulated in GM 0 13 3 1
variety
Spot detected only in GM - 1 -
variety”
Spot detected only in non 1 1 -
GM variety”
Total 3 21 8 4

®Reproducible spots in triplicate of each variety and presenting
significant difference (ANOVA, p < 0.05) were considered differentially
accumulated. "Proteins detected only in one variety presented % vol 2
0.05.

Among the differentially expressed proteins, 12 were
identified in databases using MS and MS/MS approach (Table
2.3.2). Of the total, five proteins were identified in P. vulgaris
database, two proteins in Arabidopsis thaliana, and two proteins
in Oryza sativa japonica group; one was identified protein in Zea
mays, one protein in Triticum aestivum and one protein in
Solanum lycospericum databases (Table 2.3.3). Molecular
functions of the identified proteins were obtained using conserved
domains database (Table 2.3.3). A lectin (spot 763) was down
accumulated in GM Pérola. This protein can be active in stress
response, for example against larvae of bruchild pests.*
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Figure 2.3.2 Identified spots differentially detected between GM and
non-GM in Pérola and Pontal analyses. Those images were selected in
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83

Likewise, spot 52 was less accumulated in GM Pérola gels,
and it was identified as chain B-porcine pancreatic a-amylase,
belonging to Lectin superfamily with a-amylase inhibitor
function.”* Lectins and a-amylase inhibitors render bean seeds
less palatable; on the other hand, they provide protective
functions to plants due insecticidal properties.® Spot 77, less
accumulated in GM Pérola grains, was identified as a putative
ATP synthase from T. aestivum.*®* A protein serine/threonine-
protein kinase (spot 266) from A. thaliana database was less
accumulated in GM Pérola.

A lectin with antifungal activity from P. vulgaris was high
accumulated in GM Pérola (spot 246). The protein biological
function is a defence response to fungi, especially to
Mycophaerella arachidicola. This protein has a molecular function
of noncovalent and selective interaction with carbohydrate
including monosaccharides, oligosaccharides and
polysaccharides.®* Spot 258 had the highest % vol among
identified protein spots, and it was up accumulated in GM Pérola.
This spot was identified as a Lectin with a GeneBank accession
number identical to spot 246. Experimental values of molecular
weight were similar in both spots, but isoelectric point values
presented difference of 0.2 units. Discrepancies in pl could be
caused by post-translational modifications.?®

Spot 275 was up accumulated in GM Pérola, and it was
identified as a nicotianamine synthase from tomato (Solanum
lycopersicum). It is a sensor for the physiological iron status in
plants, and it is related to intracellular iron transport.®® A
glutathione S-transferase (GST) isoform detected only in GM
Pérola gels (spot 934) was identified in P. vulgaris database. The
GST superfamily in plants has been subdivided in 8 classes.*®
They are mainly involved in detoxification, secondary metabolism,
and response to stress situations, including response to pathogen
attack and oxidative stress.>"®

A heat shock protein (hsp) down accumulated in GM
Pontal beans (spot 71) was identified by PMF. This class of
proteins, chaperones, is involved in response to several adverse
situations as heat, cold, drought and metal ions. In addition to
stress response, some chaperones are recognized as crucial
protein stability sensors.*® Spot 148 was down regulated in GM
Pontal gels, and it was identified by PMF as an O. sativa



hypothetical protein. Spot 446 was also detected in lower amount
in GM Pontal grains; it was identified by PMF as ubiquitin —
conjugating enzyme-like (E2) of the O. sativa japonica group. E2
is involved in protein turnover regulation®’. Spot 533 was detected
in higher amount in GM Pontal grains and it was identified as
pyrophosphate-fructose  6-phosphate  1-phosphotransferase
(PFP) in the A. thaliana database. It is a regulatory enzyme that
participates in glycolysis and gluconeogenesis. In Arabidopsis
thaliana, PFP is involved in salt and osmotic tolerance.*

In this work, grain proteome profiles from GM and non-GM
common bean varieties showed differentially expressed proteins,
involved in different function categories. These proteins were
specific to the varieties comparison, so the variability observed
may not be due to the genetic transformation. This result is
consistent with previous works, which compared proteomes of
MON810 GM maize varieties **?*?? or wheat varieties.”” GM
wheat lines were produced using an RNAI to silence w-5 gliadin
expression, a major wheat allergen. Proteomic analysis of these
GM wheat lines revealed a decrease in the level of proteins other
than w-5 gliadins, and the same RNAI construct had different
effects in the four GM wheat lines*2.

It has been shown that proteomics analysis is an effective
approach to evaluate changes in proteins of transgenic plants
even as conventional genetic breeding plants.*® Profiling
techniques such as proteomics offer the possibilitX to evaluate
compositional changes broadly and non-selectively.**** However,
natural variability can be found due to crop management
practices, and also different local and season cultivation, as well
as interactions between genotype and environment.** The
consequences of genetic modification in GM maize were
evaluated by transcriptomic, proteomic, and metabolomic
analysis when GM and non-GM maize varieties were grown in
different locations, in different seasons, and under different
agricultural practices. PCA revealed that growing seasons and
different locations had a stronger overall effect than the genetic
mofication.™®

The grain nutritional compositions of Embrapa 5.1
common bean varieties and those of their non-GM counterparts
were compared by substantial equivalence analysis. The authors
concluded that different growth locations and distinct seasons can



85

have influence in chemical composition greater than that of the
genetic modification itself.® Embryo metabolic profiles of three
Embrapa 5.1 common bean varieties and their non-GM
counterparts were compared using high resolution magic angle
spinning nuclear magnetic resonance (HR-MAS NMR). PCA was
applied on data and suggested a natural grouping according to
GM or non-GM origin. Flavonoid content was higher in GM
embryo varieties, although they were within the range of natural
variability in common bean.*®
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In our grain proteome comparison, multivariate analysis was
applied for normalized volume percentage of matched spots, and
PCA plots were built using the first two principal components
(PCs). Three gels of GM Pontal and three gels of Pontal varieties
were compared by PCA and they presented 422 matched spots;
the first component (PC1) explains 33% of total variation and the
second component (PC2) corresponded to 22% (Figure 2.2.4a).
Grain proteomic profiles from GM Pontal and Pontal were clearly
separated by PC1. Three gels of GM Pérola and three gels of
Pérola were analyzed, and they presented 256 matched spots,
data set variation explained in the first and second components
was 35% and 27%, respectively (Figure 2.2.4 b).

Proteomic profiles from GM Pérola and Pérola were
separated only by PC2. A comparison mong 12 gels from four
common bean varieties was performed by PCA using the volume
percentage of 191 matches spots, presented in all gels (Figure
2.2.5). Two groups were clearly separated by the first component:
Pérola and GM Pérola from Pontal and GM Pontal. These results
are in agreement with our previous work about leaf proteome of
the same Embrapa 5.1 common bean varieties. We observed that
GM and non-GM leaf proteome profiles were separated by PCA
when Pérola and GM Pérola were compared separately from
Pontal and GM Pontal.”®

In conclusion, our study provided first grain proteomic
analysis with protein identification about the Embrapa 5.1 event.
Some differentially expressed proteins were observed between
GM and non-GM common bean grains (23 proteins for Pérola
varieties and 21 proteins for Pontal varieties), although they were
not the same proteins in Pérola and Pontal varieties. This
indicates that the variability observed may not be due to the
genetic transformation. If they were due to the transformation
event or the cassete introduced, the different proteins observed
would be expected to be the same, whether in the BRS Pontal or
Pérola genetic background.

Several studies presented evidence that GM plants are
nutritionally equivalent to their non-GM counterparts and can be
safely used as food and feed.*’ Validation works are needed
before omics technologies gain full recognition by regulatory
authorities.”® Our work contributed in this sense with new data
about proteomic analysis of GM common bean.
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Table S2.1 Normalized volume of differentially accumulated spots

in Pontal and Pérola 2-DE analyses.

Fold
Spot ID M Non GM Change Anova
71 2.0 2.1 14 1.5e-02
109 2.7 2.8 1.4 5.6e-03
112 1.4 2.0 1.4 4.26-02
148 2.9 2.4 1.7 6.9¢-03
154 3.5 2.8 1.4 3.6e-03
160 438 2.5 1.3 4.5-03
165 3.1 4.2 1.4 2.3e-03
194 1.6 1.6 15 3.4e-02
291 1.6 2.4 1.6 2.9e-02
Pontal 382 2.7 6.8 15 1.5e-02
Ang{;/ses 408 2.3 2.4 1.2 9.1e-03
446 12.3 2.3 11 5.9e-03
502 8.6 2.9 1.8 2.2e-03
510 3.0 6.8 15 2.1e-03
513 2.7 7.5 1.2 3.2e-03
533 1.7 1.7 1.8 2.7e-02
534 1.8 8.1 1.9 2.1e-02
535 5.6 81.9 1.9 1.3e-04
550 2.3 1.9 1.4 1.5e-02
639 1.9 45 2.8 1.3e-02
735 n.d. 4.6 - 3.2e-04
52 25.9 2.8 3.3 2.7E-03
77 2.3 1.6 1.4 2.4E-02
88 3.8 3.9 1.7 1.5E-03
116 3.9 15 1.3 3.5E-02
189 1.8 2.5 15 1.8E-02
40 2.9 10.2 1.7 2.3E-03
46 3.6 4.8 1.7 1.4E-03
58 2.1 3.6 15 9.4E-03
66 15.3 9.7 4.9 2.1E-05
75 2.3 3.6 1.8 6.6E-03
bérol 03 9.7 2.5 47 4.1E-03
Aﬁ;’y"’;es 310 22.3 5.3 12.8 1.7E-04
403 10.0 2.0 6.0 1.1E-02
673 7.7 2.7 2.2 2.9E-03
676 3.9 7.1 3.0 7.7E-04
701 3.0 1.4 1.7 4.3E-02
718 3.1 2.9 1.8 3.9E-03
741 n.d. 3.5 - 1.0E-03
749 n.d. 2.9 - 2.3E-03
763 n.d. 7.5 - 3.8E-05
894 n.d. 5.0 - 2.2E-04
934 5,7 n.d. - 1,3E-04
956 43 n.d. - 4,2E-04
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3 Proteome comparison of grains from two maize genotypes,
with colorless kernel pericarp (pl-ww) and red kernel
pericarp (p1-rr)

Geisi Melo Balsamo, Carla Souza de Mello, Ana Carolina
Maisonnave Arisi

ABSTRACT

Maize genotypes, P1l-rr (R) and P1-ww (W) have high and low
flavonoid content, respectively. Grain proteome profiles of these
maizegenotypes were compared. Two-dimensional gel
electrophoresis (2-DE) was performed from three soluble protein
extracts of each maize genotype and 55 proteins spots were
differentially expressed using univariate analysis. Differentially
expressed protein spots were analyzed by mass spectrometry —
peptide mass fingerprint (MS-PMF) and 8 of them were identified
on the Zea mays L. database. Additionally, grouping of proteomic
data was evaluated by principal component analysis (PCA) using
the 135 matched spots in all six analyzed gels. First component
(PC1) represented 46.5% of total variation and second
component (PC2) referred to 22.5%. This multivariate analysis
showed the separation of the two maize genotypes proteome
profiles using 2-DE data. The data presented in this study shows
that 2-DE complemented with PCA is applicable to food analysis.

Keywords: proteome, two-dimensional electrophoresis, Principal
Component Analysis, multivariate analysis, Zea mays.
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3.1 INTRODUCTION

Maize (Zea mays) is an important cereal cultivated for
food and feed purposes. Maize is widely studied because it has
global and wide economic and social relevance in addition to
important agronomic and genetic characteristics. Several
features, such as a significant collection of mutant stocks, placed
maize as one of the most systematically known genetic systems
and a model to study plant biology. Considerable progress was
acquired in maize biology research through availability of the
maize genomic sequence of the B73 line, as well as accessibility
of the genetic information in public databases ( Schnable, 2012,
Pechanova, Takac et al. 2013;)

Phlobaphenes (3-deoxyflavonoid pigments) are produced
in maize by flavonoid pathway modulated through transcriptional
regulation by pl gene. This gene encodes an R2R3-MYB
transcription factor (Jiang, Gu et al. 2004) which regulates gene
expression of phlobaphene pathway, resulting in red pericarp and
red kernel pigmentation (Grotewold, Drummond et al. 1994). The
P1 protein binds to promoters of flavonoid synthesis structural
genes, such as chalcone synthase, chalcone flavonone
isomerase, and dihydroflavonol reductase, which are encoded by
c2, chi and al genes, respectively (Sharma, Chai et al. 2012).
Alleles of the pl gene confer differential tissue-specific
expression of phlobaphenes accumulation in maize. They are
classified based on their pigmentation patterns of pericarp and
cob glumes, such as P1-rr (red pericarp and red cob glume) and
P1-ww (white pericarp and white cob glume) ( Styles and Ceska,
1989 , Robbins, Roy et al. 2013, Petroni, Pilu et al. 2014). These
flavonoid pigments are important secondary metabolites in plants
related to the response to pathogens, protection from UV
radiation, pollination process and response to stress (Petroni and
Pilu et al. 2014). In the context of the food science and food
applications, the human consumption of foods containing specific
classes of flavonoids have relevance to reduced risk of diet-linked
chronic diseases such a cardiovascular diseases, cancer and
obesity-linked diabetes. Therefore, knowledge about the flavonoid
pathway regulation can provide the pathway for the development
of functional food by breeding strategies (Tsuda, 2012).
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Profiling techniques such as transcriptomics, proteomics
and metabolomics have increasingly been suggested as non-
targeted approaches for evaluation of new plant varieties.
Proteomic analysis is a widely used profiling technique, which
investigates differences among proteome profiles of several
samples. Among the various methods available for qualitative and
quantitative comparison of proteomes (van Wik, 2001), two-
dimensional gel electrophoresis (2-DE) is a well-established
technique in plant science (Lee, Han et al. 2010, Balsamo,
Cangahuala-Inocente et al. 2011, Altenbach, Tanaka et al. 2014)
. 2-DE is a technique with great power of separation of proteins,
high robustness, parallelism and unique ability to analyze
complete set of proteins at high resolution (Rabilloud, Chevallet et
al. 2010). 2-DE coupled with mass spectrometry (MS) is a
genuine top-down analytical approach used in comparative (Dhar,
Gupta et al. 2012, Oliveira, Coorssen et al. 2014, Pomastowski
and Buszewski 2014; Sharma, Aggarwal et al. 2014).

Omics analyses generate huge amount of data, which
corresponds to a set of proteins simultaneously expressed in
determined biological sample. These data can be assessed by
univariate statistics such as t-test when the purpose is to evaluate
up- and down-accumulation of specific proteins. However, due to
the prevailing limited amount of gels on 2-DE analysis, this
univariate approach may lead to lack of degrees of freedom
(Engkilde, Jacobsen, & Sgndergaard, 2007). Multivariate
statistics approaches are effective because they reduce
complexity of data, predicting trends and being less affected by
data structure (Grove et al., 2008). Among multivariate analyses,
one of the most common methods for dimension reduction is
principal component analysis (PCA). This is an unsupervised
analysis used for transforming a set of observed variables into a
new set of uncorrelated variables, leading to dimension reduction
through design of new axes, called principal components (PC
)Janes & Yaffe, 2006). Proteomic analysis and PCA were
combined to discriminate seed proteome of two traditional maize
inbred lines contrasting in grain hardness (Pinheiro, Sergeant,
Machado, Renaut, & Ricardo, 2013), to compare transgenic and
non-transgenic plants (Geisi M. Balsamo, et al., 2011; Geisi
Mello. Balsamo, Valentin-Neto, de Mello, & Arisi, 2015; Barros et
al., 2010; Valentim-Neto et al., 2015; Zadraznik, Hollung, Egge-
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Jacobsen, Meglic, & Sustar-Vozlic, 2013) and to evaluate
common bean seeds (De La Fuente et al., 2011).

In this work, two maize genotypes having different
flavonoid pigmentation (P1-ww and P1-rr) were selected in order
to compare protein profiles using 2-DE. Statistical analysis were
performed by analysis of variance (ANOVA) and by PCA.
Differentially expressed proteins were identified by mass
spectrometry - peptide mass fingerprint (MS-PMF).

3.2 MATERIAL AND METHODS

Plant material

Seeds of low flavonoid content (P1-ww, W, white 107H)
and high flavonoid content maize (P1-rr, R, red 107H) were kindly
provided by Maize Genetics Cooperation Stock Center. Both
genotypes contain alleles of the pl maize gene: P1 — ww
specifies white (colorless) kernel pericarp and cob glumes, due to
lack of transcription of the pl gene and P1 — rr has red kernel
pericarp and red cob glumes, due to expression of the p1 gene.

Seeds of each genotype were placed separately on
moistened germination paper and maintained in chamber for 72 h
at 25 °C, with no light. Germinated seeds were transferred to soil
and plants were cultivated side by side in a growth chamber at 30
°C in 14h-light and 10h-darkness photoperiod, for 5 months.
Grains of each genotype were collected and kept at -80 °C until
2-DE procedures.

Protein extraction

Samples were prepared from a pool containing 5 g of
grains, for each variety. Grains were ground to a fine powder in
liguid nitrogen using analytical mill. Soluble total protein was
precipitated using TCA (trichloroacetic acid) — acetone method
with modifications (Damerval, Devienne, Zivy, & Thiellement,
1986). Approximately 300 mg of the each sample were
homogenized with 2 mL of pure acetone containing 125 g L™* TCA
and 1.25 g L™ Dithiothreitol (DTT).

Proteins precipitation was carried out at -20 °C for 1 h.
After centrifugation at 10,000 g for 20 min at 4 °C, upper phase
was discarded and protein pellets were washed with pure cold
acetone containing 1.25 g L-1 DTT. Dried protein pellets were
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suspended in 700 pL of a solution containing 7 mol L-1 urea, 2
mol L-1 thiourea, 0.3 g L-1 CHAPS, 0.2 mL L-1 IPG buffer
solution, pH 3-10, and 0.15 g L-1 DTT. Tubes were maintained
for 30 min at room temperature and homogenized in vortex. After
centrifugation at 10,000 g for 30 min at 25 °C, supernatant was
purified using 2D Clean-up kit and protein concentrations were
determined using a 2D Quant kit (GE Healthcare). Three protein
extracts were performed from the same pool of grains, for each
genotype, representing technical replicates.

2-DE gel electrophoresis

Grain proteomic profiles were analyzed by Two-
Dimensional Gel Electrophoresis (2-DE). Isoelectric focusing
(IEF) was performed using 13 cm pH 3-10 linear IPG strips (GE
Healthcare), strips were rehydrated for 18h with a solution
containing 250 ug of total protein diluted in rehydration buffer
containing 0.2 mL L™ IPG Buffer pH 3-10 (GE Healthcare), totally
a volume of 250 uL. Strips containing samples were focused in
Ettan IPGphor 3 Isoelectric Focusing System (GE Healthcare)
under the following conditions: step of 500 V until 500 Vh, voltage
gradients of 1000 V and 8000 V until 14500 Vh, and a final step
of 8000 V until 17800 Vh, up to a total of 34000 Vh. After IEF was
completed, the strips were kept at -80 °C until required for the
second dimension. Prior to applying to SDS-PAGE, the proteins
in the IPG strips were subjected to reduction with 10 mg mL™
DTT in 5 mL of equilibration buffer (6 mol L™ urea, 50 mmol L™
Tris-HCI (pH 8.8), 3 mL L™ glycerol, 0.2 g L™ SDS and 2.5 mg L™
bromophenol blue), followed by alkylation with 25 mg mL*
iodoacetamide in the same buffer. The sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was carried out
in three independent runs containing one gel from each genotype.
Samples were named W1 and R1 in the first run, W2 and R2 in
the second run and W3 and R3 in the third run. The strips were
then loaded on top of 12.5% polyacrylamide gel; a molecular
weight marker 10-250 kDa (Precision Plus Protein Standards,
BioRad) was used. The second dimension SDS-PAGE gels were
run in a SE 600 Ruby System (GE Healthcare) under 15 mA per
gel for 30 min and 30 mA per gel for 3 h. The temperature was
kept at 10 °C using a MultiTemp 1ll Thermostatic Circulator (GE
Healthcare). Protein spots were visualized by staining the gels
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with 0.01 g L' Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad,
Herculer, CA, USA) according to protocol described previously
(Candiano et al., 2004)

Image and data analysis

Gels were scanned with an Image Scanner System Il and
analyzed with ImageMaster™ Platinum v.7.0 software (both from
GE Healthcare). The following parameters were used for spot
detection: saliency = 100, area = 11 and smooth = 6. The
intensity of each spot in one gel was normalized as a proportion
of the total protein intensity detected for the entire gel (relative
volume). Relative spots volumes (% vol) were compared and
analyzed. The gel containing higher number of detected protein
spots in each run was selected as reference gel for comparative
2-DE analysis. Gels were grouped by genotype for analysis of the
differentially expressed spots, considered by statistical difference
according to ANOVA (P < 0.05). Exclusive spots were those
present in three gels of one genotype and absent in the other
genotype. Data of univariate analysis obtained by ANOVA were
median-centered and matched spots among all gels were
selected and log2 transformed before multivariate analysis. PCA
was performed using R Language (R Core Team, 2013). The
function “prcomp” from “gdata” package was used.

MALDI-TOF MS analysis

Spots corresponding to proteins of interest were
individually excised from gel and submitted two times to
destaining procedure with a solution containing 50% acetonitrile
(AcN) and 25 mmol L* NH,HCO; for 30 min at 25 °C. The
solution was replaced by pure acetonitrile and dried under
vacuum. Excised spots were kept on ice for 30 min with 20 ng L’
! trypsin (Trypsin V5280, Promega), then incubated at 37 °C for
18h. After digestion, peptides were mixed 1:1 with MALDI matrix
solution (5 ug mL™ a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, 50% AcN
and 1 g L™ trifluoroacetic acid), laid in a MTP 384 target plate
(Bruker) and dried at room temperature. Mass spectrometry data
of tryptic-digested spots was acquired by Autoflex IIl MALDI-TOF
(Bruker) through matrix-assisted laser-desorption-ionization time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). MS was carried
out on manual mode by FlexControl™ software and spectra were
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acquired in a positive ion reflection mode with accelerating
voltage of 20 kV. The following main parameters were used: laser
firing rate of 100 Hz, mass range of 800.0 — 4,000.0 Da, mass
threshold 95 Da, laser intensity 25 — 65%, 2,000 — 4,000 shots
accumulated for each spectrum. External calibration was
performed using a peptide mixture [M + H]" ions of angiotensin |,
angiotensin 1l, substance P, bombesin and adrenocorticotropic
hormone. Peak lists were analyzed using FlexAnalysis 3.0
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Protein identification was
performed using Mascot and databases of Zea mays and Oryza
sativa protein sequences (http://www.uniprot.org;
http://www.phytozome.net). Only proteins with Expectation value
lower than 0.05 (E-value < 0.05) were considered positive
identification. Conserved Domain Database (CDD) (29),
GeneOntology® and Universal Protein Resource Knowledgebase
(UniProtkB) databases were used to access the family of
identified proteins using alignment in peptide sequence to related
with conserved domains.

3.3 RESULTS AND DISCUSSION

Three protein extracts of each maize genotype, low
flavonoid content maize grains (W) and high flavonoid content
maize grains (R), were prepared and protein concentration
ranged from 2.75 to 4.55 mg g, this low yield of soluble proteins
was obtained after using 2D Clean-up Kit.

Stained gels obtained by SDS-PAGE (Figure 3.3.1) were
subjected to comparative analysis on ImageMaster™, revealing
the total number of protein spots per gel of 525 + 51 and 538 + 38
for replicate gels of P1-ww and P1-rr, respectively (Table 3.3.1).
Gel similarities among replicate gels were analyzed using scatter
plots for matched spots among the same genotype (Table 3.3.1)
and between different genotypes in the same run (Table 3.3.2).


http://www.uniprot.org/
http://www.phytozome.net/
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Table 3.3.1. Total spot humber, matched spots, slope and correlation
coefficient (R? of scatter plots of 2-DE triplicates of colorless maize
grains P1-ww (W1, W2 and W3) and red maize grains P1-rr (R1, R2 and
R3).

Gel Total spots  Matched spots R’ Slope
W1* 595 444 - -

W2 474 404 0.95 0.93
W3 505 388 0.91 0.85
R1 533 361 0.95 1.12
R2* 587 455 - -

R3 495 423 0.94 0.95

*Reference gel

Table 3.3.2 Matched spots, slope and correlation coefficient (R?) of
scatter plots of 2-DE, comparing in each run, colorless maize grains P1-
ww (W1, W2 and W3) and red maize grains P1-rr (R1, R2 and R3).

RuUN Gel Total spot Matched R2 Slope
number spots

W1* 595

1 324 0.63 1.83
R1 533
W2 474

2 319 0.77 0.73
R2* 587
W3* 505

3 303 0.74 1.48
R3 495

* reference gel
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-
)

Figure 3.3.1 Representative 2-DE gels of protein extracts from maize
grains: P1-ww has low flavonoid content and P1-rr has high flavonoid
content.

Replicate gels of the same genotype had high correlation
(Table 3.3.1). Comparing P1-ww and P1-rr, the slopes of the
best-fit line varied from 0.73 to 1.83 and the correlation
coefficients of scatter plots ranged from 0.63 to 0.77 (Table
3.3.2). Correlation between P1-ww and P1-rr in the scatter plots
has shown low relationship in grain proteome profiles of different
genotypes.

The proteomic analysis by ImageMaster™ and univariate
analysis revealed 55 differentially expressed protein spots
between P1-ww and P1-rr maize: 11 overexpressed proteins and
14 exclusive proteins in P1-ww maize; 17 overexpressed proteins
and 13 exclusive proteins in P1l-rr maize (Table 3.3.3). The 55
spots were analyzed by mass spectrometry and proteins were
identified from their peptide mass fingerprint, and one identity
could be assigned to 8 of 55 spots (Figure 3.3.2, Table 3.3.4).
The comparison of spot volume percentage (%ovol) of 8 identified
proteins is presented in Figure 3.3.3.
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Figure 3.3.2. Identified protein spots differentially detected between P1-
rr and P1-ww using 2-DE analysis. Identified spots are indicated with
arrows. Images were selected in ImageMaster® software from one of the

three gels.
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Figure 3.3.3 Spot volume percentage (% vol) of identified proteins
calculated by ImageMaster software, using 2-DE gels data of P1l-ww

and P1-rr proteins extracts.
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Among the identified proteins in P1-rr, exclusive spot 366
was a hypothetical protein belonging to the DNA polymerase Il
(subunits gamma and tau) family. Another hypothetical protein
was also identified from exclusive spot 378, belonging to a family
of proteins of unknown function, containing a region with number
of highly conserved cysteine residues. Spot 44 was
overexpressed in P1l-rr, and it was identified as a protein mix
containing hypothetical protein and putative oxidoreductase.
Phlobaphene pathway is triggered by p1 gene in P1-rr maize and
this gene encodes a Myb transcription factor that binds to the
promoter of the al gene, which encodes NADPH reductase. This
enzyme belongs to oxidoreductase protein family and reduces the
flavanone C ring resulting in a flavan-4-ol, a phlobaphene
precursor (Grotewold et al. 1994).

Table 3.3.3. Spots differentially accumulated in 2-DE gels by
ImageMaster™ analysis and identified proteins by PMF of colorless
maize grains (P1-ww) and red maize grains (P1-rr).

Differential Number of protein Number of identified
accumulation* spots proteins
Overexpressed P1-ww 11 1
Overexpressed P1-rr 17 2
Exclusive P1-ww 14 3
Exclusive P1-rr 13 2
Total 55 8

*Reproducible spots in three replicates of each variety and
presenting significant difference (ANOVA, P < 0.05) were considered
differentially accumulated. Exclusive proteins presented %Vol = 0.05.

Protein spot 177 was overexpressed in Pl-rr and
corresponded to ribosomal large subunit pseudo uridine
synthase-like, the only protein which was actually identified in
Oryza sativa database instead of Zea mays database. Pseudo
uridine synthase catalyzes the isomerization of specific uridines in
an RNA molecule to pseudo uridine (5-ribosyluracil, psi) requiring
no cofactors.

Spots 93, 56 and 167 were detected only in P1-ww gels. MS
analysis enabled the identification of spot 56, exclusive in P1-ww,
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as 16.9 kDa class | heat shock protein involved in response to
stress and belonging to molecular chaperone multi-domains. A
trigger role by chaperones is in protein refolding after heat shock
and diverse forms of stress, including exogenous and
endogenous stress (Klein et al. 2014). Spot 167 was identified as
hypothetical protein of the Uridine Monophosphate Kinase
(UMPK) family due to ATP-binding specific site. A possible
function is the catalysis of the reversible phosphoryl transfer from
ATP to uridine or cytidine producing UMP or CMP.
Overexpression of spot 83 in Pl-ww was identified as
phosphometylpyrimidine  kinase / thiamin - phosphate
pyrophosphorylase. This enzyme catalyzes two consecutive
phosphorylation steps in the thiamine biosynthesis pathway and
leads to the synthesis of vitamin B1. Thiamine diphosphate (TDP)
is an active cofactor form required for enzymes present on
carbohydrate and amino acid metabolism in all living organisms
(Tunc-Ozdemir et al. 2009).

Principal Component Analysis (PCA) was performed with 135
matched spots datasets of all six analyzed gels. The volume
percentage of matched spots was log2 transformed and then
submitted to PCA. First component (PC1) represented 46.5% of
total variation and second component (PC2) referred to 22.5%
(Figure 3.3.4). The first principal component separated gels
between the two maize genotypes, W and R, whereas first and
second component did not separate gels from different runs (1, 2
and 3).
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Figure 3.3.4 Principal Component Analysis plot of 2-DE matched protein
spots (% vol) of P1-ww and P1-rr maize grains

2-DE is broadly used to measure the amount of protein spots in
diverse organisms, comparing different groups and its replicates.
PCA reduces the complexity of data and provides better
visualization of possible connections between the variables. The
basic idea is to reduce the dimension and find hidden structures
in a dataset in order to describe these structures (Gottlieb et al.
2004). The data presented here shows that PCA is applicable to
complement proteomic comparison of new plant genotypes.
Previous study with two common bean varieties discriminated leaf
proteome profiles of the genetically modified one and its
counterpart by PCA analysis, showing PCA as an effective tool to
compare proteomes of GM and non GM plant varieties (Balsamo
et al. 2015; Valentim-Neto et al. 2015).

Proteins identified by MS-PMF in this work were related to
responses to different kinds of stresses. Overall results
suggested a relation between the difference in phlobaphene
pathway, occurred in P1-ww and P1-rr genotypes, and proteins
involved in stress response. The pigmented pericarp expressed
by the P1-rr genotype was composed of several flavonoid
compounds and antioxidants that are involved in resistance to
maize fusarium diseases (Sampietro, Fauguel et al. 2013). A
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previous study investigated the behavior of P1-wr and P1-rr under
field conditions and natural fungal pathogen infection. Authors
suggest the potential role of flavonoid pigments in maize pericarp
in the reduction of Fusarium infection and fumonisin
accumulation, depending on environmental conditions (Venturini,
et al. 2015). Using RNA-sequencing, it was shown that the pl
gene was a modulator of several thousand maize genes, that
includes genes involved in primary metabolism and production of
other compounds (Morohashi et al. 2012). Regulator genes in
flavonoid pathway have been studied in the past, due its role in
maize stress response, in plants and therewith production of
bioactive pigments related to human health (Petroni et al. 2014;
Sharma et al. 2012; Tsuda 2012). Additionally, one
overexpressed protein identified in P1-rr has oxidoreductase
function, possibly related to phlobaphene pathway. Furthermore,
PCA analysis resulted in separation between the genotypes P1-
ww and P1-rr, using data from matched protein spots from six 2-
DE gels.

In conclusion, univariate analysis complemented by multivariate
analysis was useful to compare proteome profiles of two maize
genotypes with different pigmentation patterns, using 2-DE
approach.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho apresentou-se uma abordagem de analise
ampla e ndo direcionada como alternativa complementar as
comparacgfes atualmente utilizadas na avaliacdo de seguranca
de novas variedades vegetais. A analise protedbmica através da
técnica 2-DE/MS mostrou-se eficaz para detectar diferengas nas
variedades analisadas.

O objetivo de uma comparagéo entre perfis de proteina é
alcancado quando as etapas da técnica escolhida estiverem
adequadamente padronizadas. Um dos fatores limitantes na
técnica 2-DE é a reprodutibilidade, por isso uma rigorosa
padronizacdo deve ser feita desde a extragédo até a sele¢édo dos
parametros de identificagdo das proteinas no banco de dados. A
andlise dos géis de eletroforese e a manipulacdo adequada da
grande quantidade de dados gerados representa uma etapa
importante para a obtencdo de resultados confiaveis. Além disso,
a espectrometria de massa gera dados que nos direcionam aos
bancos de dados de proteinas, onde as informacdes precisam
ser bem avaliadas antes de serem aceitas.

O estudo do proteoma dos graos das duas variedades de
feijdo comum Embrapa 5.1, Pérola e Pontal, resultou no primeiro
artigo de protedmica 2-DE MS/MS com identificagao de proteinas
ja publicado para os graos desse evento GM. Os resultados da
analise do feijdo Embrapa 5.1 fornecem informagdes relevantes
que poderao auxiliar em estudos futuros sobre a avaliagao dessa
cultura alimentar.

O trabalho de analise protedmica que comparou os dois
fenotipos de milho com diferentes padrdes de pigmentagéo P1-
ww e P1-rr, permitiu observar o acumulo diferencial de proteinas
e identificar algumas delas. Além disso, as fun¢des das proteinas
identificadas relacionam-se principalmente a resposta ao stress,
resultados que sdo esperados ja que a via de produgdo de
flobafenos, alterada nos milhos estudados, esta ligada a defesa
da planta.

Além disso, a utilizacdo da analise de componentes
principais (PCA) demonstrou ser uma ferramenta estatistica util
para comparagao de graos de variedades vegetais através de
dados sobre acumulo de proteinas obtidos por eletroforese
bidimensional.
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APENDICE A — RELATORIO DE ESTAGIO DE DOUTORADO
Capes/COFECUB - BEX 11320/13-3

Projeto: Papel das proteinas alvo do Oxido Nitrico em plantas
submetidas ao estresse

Coordenador brasileiro: Hernan Terenzi

Coordenador francés: David Wendehenne

Periodo: 13/11/2013 — 01/04/2014

INTRODUCAO

O presente relatério descreve as atividades cumpridas no
estagio doutoral (Sanduiche) realizado no INRA (Institut National
de La Recherche Agronomique de Dijon), durante o periodo de 4
meses e 16 dias, 13/11/2013 — 01/04/2014.

A primeira etapa descrita no plano de trabalho, enviado a
Capes, acordado para a viagem, consistiu na otimizacdo da
producdo de duas proteinas recombinantes EPSP sintase de
tabaco (Nicotiana tabacum). O objetivo principal foi produzir as
proteinas e averiguar a atividade enzimatica para posterior
avaliagcdo da S-nitrosilagcdo de tais enzimas.

A 5-enol-piruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP sintase)
€ uma enzima envolvida na rota metabdlica do chiquimato,
precursor da biosintese dos aminoéacidos aromaticos (Tirosina,
Fenilalanina e Triptofano) e outros metabdlitos secundérios
(Fitoalexinas, acido salicilico, fenilpropandides,...), todos
envolvidos nas respostas de defesa de plantas (HERRMANN,
1995). A regulagdo da via chiquimato é bem conhecida em
plantas, porém a regulacdo pés-traducional das proteinas desta
via ainda n&o séo bem descritas.

Segundo Astier e colaboradores (2012) a EPSP sintase foi
identificada, através de espectrometria de massa, como uma
proteina S-nitrosilada envolvida na resposta de defesa a
criptogeina. A criptogeina é um elicitor das reagfes de defesa em
plantas que € produzido pelo microrganismo Phytophthora
cryptogea. Entre as rea¢gfes desencadeadas pela criptogeina em
plantas esta a sintese de oxido nitrico, que regula processos
biol6gicos através de modificagcdes quimicas em residuos de
aminoécidos, como a nitrosilacdo em proteinas do grupo tiél da
cisteina (S-nitrosilacéo).
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A S-nitrosilacao foi identificada na EPSP sintase de tabaco
(Nicotiana tabacum) por Astier e colaboradores (2012), e pode
elucidar o envolvimento do oxido nitrico na regulacdo desta
enzima em situagdo de estresse bidtico e, consequentemente, 0s
mecanismos de regulagcdo da producdo de metabdlitos
secundarios na via do chiquimato.

I. Desenvolvimento das atividades de pesquisa popostas no
cronograma

Na primeira parte do trabalho foram construidos os vetores
com as sequéncias de cDNA correspondentes as proteinas que
seriam expressas: NtEPSPS1 (1556 pb), NtEPSPS2 (1538 pb) e
AroA (1200 pb); e também foram executadas etapas de
subclonagem em sistemas E. coli e Saccharomyces cerevisiae,
utilizando as sequéncias em questdo. As sequéncias inicialmente
clonadas, para NtEPSPS1 e NtEPSPS2, corresponderam a
forma pre-madura das proteinas, ou seja, sequéncias que
codificariam as proteinas e que sdo expressas no citosol da
célula vegetal (DELLA CIOPPA et al., 1986).

Sem sucesso na expressao das enzimas com os modelos
executados em primeira instancia, as sequéncias para expressao
das proteinas NtEPSPS1 e NtEPSPS2 foram substituidas pela
forma madura, que expressa a proteina com atividade enzimatica
gque esta presente no cloroplasto. A diferenca entre as formas
pre-madura e madura sdo 72 aminoacidos, que correspondem ao
sinal de enderecamento da proteina pré-madura ao cloroplasto.

a) Expressdo de NtEPSPS1 e NtEPSPS2 em Saccharomyces
cerevisiae

Com a finalidade de verificar uma atividade EPSP sintase
nas proteinas NtEPSPS1 e NtEPSPS2, as sequéncias de cDNA
gque codificam a forma pre-madura das proteinas foram inseridas
em plasmidio pENTR (separadamente), que posteriormente
foram utilizados para transformar E. Coli (One Shot Chemically
Competent - TOPO®) utilizando pENTR Directional TOPO
Cloning Kit (PROMEGA®). O plasmidio utilizado para a
clonagem contém um fragmento que codifica 6 histidinas (6xHis)
e 3 glicinas no N terminal, entdo as sequéncias inseridas serédo
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expressas como proteinas-fusdo contendo uma cauda histidina.
As clonagens de NtEPSPS1 e NtEPSPS2, foram realizadas em
tempos diferentes. Apos a utilizagcao do kit para transformacao a
solugcdo contendo a E. Coli foi incubada em placas contendo
meio LB/Canamicina, por 24h & 37°C. A confirmagdo das
colonias transformadas foi realizada através do vetor contendo o
cDNA, por técnica de PCR convencional, utilizando Kit GoTaq
(PROMEGA®) e primers para amplificagdo M13 F/R. O resultado
foi observado por eletroforese em gel de agarose 1% corado com
Brometo de Etideo. Ndo foram observadas colonias positivas
para a transformacao com NtEPSPS1.

As colonias de E. coli transformadas com cDNA NtEPSPS2
forma pre-madura foram positivas. Foram incubadas 5 coldnias
(repicagem) separadamente em 3 mL de meio LB/kanamicina
liguido, 24h a 37°C. Uma quantidade de 600 pL do indculo foi
submetida a extracdo de plasmideo utilizando Qiaprep Miniprep
System Kit (PROMEGA®). Procedeu-se a clonagem em E. coli da
construcdo pENTR-EPSPS2 contida em um vetor para
expressdo em Saccharomyces cerevisiae, PDRGWfi, utilizando
LR Clonase Il Enzyme Mix.

A bactéria contendo o plasmideo foi incubada em placa
contendo meio LB/ ampicilina, 24h a 37°C. As colbnias foram
confirmadas para a presenca do plasmideo clonado através de
PCR convencional (Reagcdo em Cadeia da Polimarase — GoTaq
PROMEGA®). O resultado foi observado por eletroforese em gel
de agarose 1%, corado com Brometo de Etideo. As colbnias
positvas foram cultivadas em 3 mL de meio LB/ampicilina liquido,
24h 37°C. Procedeu-se a extracdo do plasmideo das bactérias
transformadas utilizando Qiaprep Miniprep System Kit
(PROMEGA®), e em seguida o extrato foi utilizado para a
transformacdo de células competentes de Saccharomyces
cerevisiae.

Apos a transformacdo com o vetor contendo a sequéncia
gue codifica a EPSP2 forma pré madura a levedura foi incubada
em placa contendo meio de cultura (agar, 2% de glicose, 6,7 g/L
de base nitrogenada para levedura sem aminoacidos, 0,77 g/L de
complemento de aminoacido sem uracil) por 48h, 30°C. Foram
positivas para a transformacéo 4 colonias verificadas por PCR
(GoTag — PROMEGA®), e entdo incubadas em 3 mL de meio
liquido de mesma composicéo, por 24h a 30°C sob agitacao.
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O in6culo de 3 mL foi transferido para 200 mL de meio de
cultura de mesma composicgdo, e incubado com agitagdo por 24h
a 30°C. Apos centrifugacdo 5 000 g por 10 minutos, a
temperatura ambiente, as leveduras foram ressuspendidas em 5
mL de tampdo para extragcdo de proteina total (Tris-HCI 25 mM,
EGTA 0,5 mM, PMSF 2 mM, DTT 1 mM). As células foram
rompidas em um equipamento de ruptura celular mecéanica por
alta pressao (2,5 atm) e, posteriormente centrifugadas a 16 000 g
por 15 minutos & 4°C. A concentragcdo de proteinas do
sobrenadante foi medida conforme BRADFORD (1976).

Todas as etapas descritas foram realizadas em paralelo
com a utilizagdo do plasmideo sem a sequéncia codificadora da
proteina, chamado empty.

Os extratos de proteina total solavel (15 pg) foram
submetidas a SDS-PAGE em gel poliacrilamida 12% . Apd6s a
eletroforese, o gel foi corado com Comassie Brillant Blue R 250
(Figura 1). Nao foram abservadas bandas diferentes entre os
extratos de proteina provenientes das 4 extratos de levedura
transformadas para NtEPSPS2, e a amostra empty. A massa da
proteina NtEPSPS2 estaria na regido dos 50 kDa.

4
mpty 3 2 1

Amostras de 1 — 4: replicatas do extrato de levedura contendo vetor de Expressdo
para NtEPSPS2; empty: extrato de levedura contendo apenas o vetor, sem a
sequéncia codificadora EPSPS2

Figura 1. SDS-PAGE - Gel de poliacrilamida 12% com 15 pg de
proteina solldvel obtida do cultivo de Saccharomyces -cerevisiae
transformada com pDRGWFi - NtEPSPS2 e empty.



125

Segundo DELLA CIOPPA e colaboradores (1986) o
precursor da EPSP sintase € produzido no citosol de células
vegetais, como nas células de Petunia hybrida, e possui um
peptideo transitério N terminal com 72 aminoacidos. Ou seja, a
proteina produzida na forma pré madura tem aproximadamente
55 kDa, ja a forma madura possui aproximadamente 47kDa e
apresenta atividade enzimética de EPSPS. A kDa ndo possui o
peptideo transitério N terminal e esta presente no plastideo de
células vegetais (cloroplasto).

Com o objetivo de observar a expressdo e testar a
atividade enzimética de EPSP sintase das proteinas NtEPSPS1
e NtEPSPS2, os plasmideos utilizados nas transformacfes
anteriores foram clonados novamente e todas as atividades
repetidas, porém, as sequéncias de cDNA das proteinas
prematuras foram substituidas pelas sequéncias de cDNA das
proteinas EPSPS maduras, ou seja, sem a sequéncia que
codifica o peptideo transitério (72 aa).

As atividades de clonagem, confirmacdo de transformacao
e expresséao de proteinas foram repetidas. O gel SDS-PAGE em
poliacrilamida 12% foi feito com 15 ug de proteina sollvel dos
cultivos de Saccharomyces cerevisiae contendo NtEPSPS1,
NtEPSPS2 e empty. O resultado positivo da esta apresentado no
gel corado com Comassie Brillant Blue R 250 (Figura 2).

Empty AROA E1 E2

50 kDa

=

1/

Figura 2. SDS-PAGE - Gel de poliacrilamida 12% com 15 pg de
proteina total solGvel obtida de Saccharomyces cerevisiae transformada
com pDRGWFi — Nt EPSPS1 (E1), pDRGWFi — Nt EPSPS2 (E2),
pDRGWFi — AroA e empty
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Na Figura 2 é possivel observar, comparando com o
marcador de massa molar na regiao de 50 kDa, que para 0s
extratos de NtEPSPS1 e NtEPSPS2 existe expresséo diferencial
em relagc&o ao extrato empty.

Utilizou-se a técnica de Western Blotting com anticorpo
anti-cauda de Histidina para a confirmacdo da expressdo das
proteinas EPSP Sintase, atividade apresentada no item ‘c’ do
presente relatério.

b) Expressédo de AroA em Saccharomyces cerevisiae

Utilizou-se uma abordagem por complementagéo de E. coli
mutante em um gene que codifica a EPSP sintase, chamado
AroA. O complemento foi clonado no mesmo vetor (S. Cerevisae
- pPDRGWfi) para para servir de controle nesse estudo. Apds a
transformacdo de E. coli , colbénias positivas foram multiplicadas
em 3 mL de meio liquido adequado e o plasmideo foi extraido
utilizando Qiaprep Miniprep System Kit (PROMEGA®). O
plasmideo pENTR - pDRGWfi contendo a sequéncia AroA foi
clonado em células competentes de S. Cerevisae. A sequéncia
foi inserida juntamente com um fragmento que codifica 6
histidinas (6xHis) e 3 glicinas no N terminal.

Apo6s a transformacdo da levedura com o vetor com a
sequéncia que codifica EPSP sintase (AroA), o microrganismo foi
cultivado em placa contendo meio de cultura 1,5% agar, 2% de
glicose, 6,7 g/L de base nitrogenada para levedura (sem
aminoacidos), e 0,77 g/L de complemento de aminoacido sem
uracil. A levedura foi incubada por 48h a 30°C. Foram
multiplicadas também col6nias transformadas com o plasmideo
pPENTR-pDRGWEFi vazio, para controle (empty).

Foram repivadas 5 colénias de cada placa e,
individualmente, foram produzidas pré-culturas em 5 mL de meio
liqguido (2% de glicose, 6,7 g/L de base nitrogenada para
levedura - sem aminoéacidos, e 0,77 g/L de complemento de
aminoacido sem uracil). Apds a incubacdo por 24h a 30°C,
foram centrifugados 3mL de cada tubo a 5 000 g por 5 minutos.
Ao precipitado adicionou-se 600 uL de TE (Tris-EDTA). Aplicou-
se o kit Pure Yeild Plasmid Miniprep System (Promega®) e PCR
(Kit GoTag - PROMEGA®) para confirmar a transformacéo e
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posteriormente enviar a sequéncia inserida para sequenciamento
génico.

Os 2 mL restantes do cultivo liquido foram adicionados a
200 mL do mesmo meio e incubados em agitacdo a 30°C, até
atingir DOggo = 1. As culturas foram centrifugadas a 5 000 g, 10
min a temperatura ambiente.O precipitado foi solubilizado em 5
mL de tamp&o para extragdo de proteina total (Tris-HCI 25 mM,
EGTA 0,5 mM, PMSF 2 mM, DTT 1 mM).

As células foram rompidas em equipamento de ruptura
celular mecéanica por alta pressédo (2,5 atm) e, posteriormente
centrifugadas 16 000 g, 15 minutos & 4°C. A concentracdo de
proteina do sobrenadante foi medida conforme BRADFORD
(1976).

A fracao soluvel de proteina (10 ug) foi submetida a SDS-
PAGE em gel poliacrilamida 12%. Apés a corrida de eletroforese
o gel foi corado com Comassie Brillant Blue R 250 (Figura 3).

Figura 3. SDS-PAGE - Gel de poliacrilamida 12% com extrato de
proteina solavel (10 pg) de Saccharomyces cerevisiae transformada
com pDRGWFi - Aroa e empty.

Observou-se uma banda distinta entre o extrato de
proteina obtido na cultura de leveduras transformadas PDRGWFi
— AroA e o extrato obtido do cultivo empty, na regido de 50 kDa.
A massa molecular tetrica para a proteina EPSPS — AroA é em
torno de 48kDa.
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C) Western Blotting com Anticorpo monoclonal anti HIS-
Tag para deteccéo da fracao sollUvel das proteina expressas
por Saccharomyces cerevisiae transformada (NtEPSPSI1,
NtEPSPS2 e AroA)

Apbs a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, os
polipeptideos foram eletro-transferidos em cuba de transferéncia
Umida para uma membrana de HPVDF (GE Healthcare, USA),
por 1 hora a 80V. Em seguida procedeu-se a deteccdo da
proteina expressa através da adicdo de anticorpo primario
monoclonal anti-Histidina (diluicdo 1:25 000 em Tris-Buffer Saline
acrescido de 5% de leite em pd desnatado). A membrana foi
incubada no anticorpo primério overnight, sob agitacdo a 4°C.
ApGs a lavagem com (Tris-Buffer Saline) TBS, a membrana foi
incubada com o anticorpo secundario e procedeu-se a revelacao
por quimioluminescéncia.

O resultado do Western Blotting esta apresentado na
Figura 4.

E2 E1 A E KDa

lll'f

Y-XI‘

[ )

Figura 4. Western Blotting anti His-Tag do extrato de proteina soltvel
total NtEPSPS1, NtEPSPS2, AroA e empty
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E possivel observar a expressdo das proteinas contendo a
porcdo His-Tag nas fragdes sollveis de NtEPSPS1, Nt EPSPS2
e AroA. O controle negativo € a fragdo de proteina total soltvel
extraida da cultura de levedura contendo o vetor empty, que nao
apresentou detec¢do da cauda His-Tag.

d) Purificacdo das proteinas em coluna HisTrap FF (GE
healhtcare) a partir do extrato de proteina soluvel total de
NtEPSPS1, NtEPSPS2 e AroA

As proteinas contendo 6 aminoacidos de Histidina (6xHis)
foram purificadas por cromatografia de afinidade. As fragbes
sollveis de proteina expressas em Saccharomyces cerevisiae,
nos 3 experimentos descritos anteriormente, foram eluidas
utilizando equipamento AKTA, em coluna contendo resina de
niquel-sepharose, HisTrap FF, (Ni Sepharose™ High
performance, GE Healthcare).

O tampéo utilizado para eluicdo foi Na+ Phosphate Buffer
(NaCl 500 mM, NaH2PO4/Na2HPO4 50 mM, PMSF 1mM) em
adicdo de um gradiente de Imidazol, que atingiu a concentragado
final de 50%. Foram coletadas 14 fracdes de 2 mL para cada um
dos extratos.

Para EPSPS1 e EPSPS2 o pico de absorbancia do
peptideo retido correspondeu, em ambas as elui¢des, a fracao 9.
Para eluicdo do extrato solivel AroA ndo foram observados
picos de absorbancia correspondente ao peptideo retido na
coluna.

As fracbes contendo a proteina purificada foram
armazenadas a — 20 °C para posterior execucdo do Western
Blotting, conforme item c deste relatorio.

ApOs a revelacdo por quimioluminescéncia, observou-se a
presenca de proteina, com o fragmento de 6 histidinas, nas
fracdes 9 de cada uma das amostras NtEPSPS1 e NtEPSPS2
(Figura 5).
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Figura 5. Western Blotting - anti His-Tag — das frag6es de proteina
purificada, NtEPSPS1 (fracdo 9) e NtEPSPS2 (fracéo 9)

Il. Fontes e Locais de desenvolvimento da pesquisa
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