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PROTEOMICA E METALOMICA COMPARATIVAS EM FOLHAS DE
ARABIDOPSIS THALIANA TRANSGENICA E NAO TRANSGENICA

Resumo

Tendo em vista que a prética da transgenia reflete uma realidade mundial no
setor agricola, o principal objetivo desse trabalho de Dissertacdo € avaliar
algumas espécies de proteinas diferenciais entre folhas de Arabidopsis thaliana
ndo transgénica (NT) e transgénica (T), ambas irrigadas com solu¢do de Selénio
(Se), frente a uma condicdo controle. De maneira a investigar as diferencas entre
as folhas NT e T, usando como parametros efeito da transgenia e estresse
oxidativo induzido por Se, um estudo protedmico comparativo foi desenvolvido
por meio da metodologia 2-D DIGE, variante da técnica de separacao por 2-D
PAGE, que oferece vantagens, tais como na detectabilidade das proteinas de
baixa abundidncia e precisdo para andlise quantitativa entre as intensidades
diferenciais dos spots proteicos, resultando, com efeito, um mapa protedmico
mais representativo destas folhas. Quatro grupos de plantio foram combinados
para andlise comparativa: NT x T, NT x Se-NT, Se-NT x Se-T ¢ T x Se-T.
Embora nao tenha sido detectadas espécies de proteinas diferencias no grupo T x
Se-T, para os outros, 68 proteinas diferenciais foram detectadas, usando um
fator de regulacao > 1,5 baseado no teste ¢ para p < 0,05. Dentre este total, 27
proteinas diferenciais foram identificadas por ESI-QTOF-MS/MS. Estas
proteinas estdo classificadas quanto as fungbes metabodlicas, energéticas, de
transducdo de sinal, doencas/defensa vegetal, e algumas delas estdo envolvidas

na Glicélise, Fotossistema I e II, e combate a ERO (espécies reativas de
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oxigénio). Adicionalmente, o imageamento por ablacdo a laser foi feito para
avaliar a distribuicdo de Se e Enxofre (S) em folhas dos grupos diferentes,
corroborando com alguns resultados obtidos, principalmente as proteinas
envolvidas na Glicolise. A partir destes resultados é possivel concluir que o
vetor inserido também confere a planta a resisténcia ao estresse oxidativo, no
qual o Selénio adicionado foi o efeito mais influente comparado com o efeito da

transgenia.

Palavras-chave: transgenia, Selénio, espécies de proteinas diferenciais.
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COMPARATIVE PROTEOMICS AND METALLOMICS IN
TRANSGENIC AND NON TRANSGENIC ARABIDOPSIS THALIANA
LEAVES

Abstract

In view of the techniques related to transgenesis show the global reality in the
agricultural sector, the main goal of this Thesis work is to evaluate some
differential protein species in non-transgenic (NT) and transgenic (T)
Arabidopsis thaliana leaves, both they irrigated with Selenium (Se) solution
against control condition. In order to estimate the differences between NT and T
leaves, using as parameters the transgenesis effect and the oxidative stress
induced by Se, a comparative proteomic study was performed using 2-D DIGE
methodology, a variant technique of separation by 2-D PAGE that offers ideal
advantages, such as detectability of low abundant proteins and accuracy to
quantitative analysis among differential intensities of protein spots, resulting in a
more representative proteomic map of these leaves. Four plant groups were
combined to comparative analysis: NT x T, NT x Se-NT, Se-NT x Se-T e T x Se-
T. Although differential protein species from T x Se-T group were not detected,
for the others, 68 differential protein species were detected, using regulation
factor > 1.5, which was based in ¢ test to p < 0.05. Among them, 27 differential
proteins were accurately identified by ESI-QTOF-MS/MS. These proteins are
classified regarding functions as metabolism, energy, signal transduction,
diseases/vegetal defense and some of these were involved in the Glycolysis
pathway, Photosystem I and II, and combat the ROS (reactive oxygen species).
Additionally an imaging by laser ablation was done to evaluate the Se and

Sulfur (S) distribution in leaves of different groups corroborating with some
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obtained results, mainly those proteins involved in the Glycolysis pathway.
From these results, it is possible to conclude that insert vector confers resistance
to the T plant regarding oxidative stress where the added Se was the effect more

influential than compared with transgenesis effect.

Keywords: transgenesis, Selenium, differential protein species.

XViii



2-D DIGE:

2-D PAGE:

35S:
ACN:

Bisacrilamida:

BME:
BSA:
CBBG:

CIA:
CHAPS:
CTAB:
DMF:
DNA:
DnTP:
DTT:
EDTA.:

ESI:

Lista de acronimos

do ingl€s, Two-Dimensional Differential In-Gel
Electrophoresis  (Eletroforese  Diferencial em  Gel
Bidimensional)

do inglés, Two-Dimensional  Polyacrylamide  Gel
Electrophoresis (Eletroforese Bidimensional em Gel de
Poliacrilamida)

promotor 35S

acetonitrila

N,N’-metilenobisacrilamida

B-mercaptoetanol

do inglés, Bovine Serum Albumin (Soro de Albumina Bovina)

do inglés, Coomassie brilliant blue G-250 (azul de
Coomassie)

cloroférmio e dlcool isoamilico
3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]- 1 -propanosulfonato
brometo de hexadeciltrimetilamonio

N, N-dimetilformamida

do inglés, desoxyribonucleic acid (dcido desoxirribonucleico)
“desoxirribonucleotideo trifosfato”

ditiotreitol

do ingl€s, ethylenediaminetetraacetate
(etilenodiaminotetracetato)

do inglés, electrospray ionization (ionizagao electrospray)

XiX



ERO:
HCI:
ICP-MS:

IEF:

IPG:

LA:
MeCN:

micro-SPE:

MM:
MS:
MS/MS:

m/z:

NCBI:

espécies reativas de oxigénio
acido cloridrico

do inglés, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
(Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente
Acoplado)

do inglés, isoelectric focusing (focalizacdo isoelétrica)

do inglés, immobilized pH gradient (gradiente de pH
imobilizado)

do inglés, laser ablation (ablagdo a laser)
cianeto de metila

do inglés, micro Solid Phase Extraction (microextracdo em
fase sélida)

massa molar

do inglés, mass spectrometry (espectrometria de massas)
espectrometria de massas em sequéncia

razao massa/carga

do ingles, National Center for Biotechnology Information
ndo transgeénico

pares de base

do inglés, Polymerase Chain Reaction (Rea¢do em Cadeia de
Polimerase)

potencial hidrogenidnico
ponto isoelétrico
do inglés, phenylmethylsulfonyl fluoride (fluoreto de

fenilmetilsulfonila)

XX



PVP:

TOF:
Tris:

UPLC:

UV:

polivinilpirrolidona

quadrupolo

radio frequéncia

parametro de “Mathieu”, aplicado em Volt

do ingl€s sodium dodecyl sufate; docecil sulfato de s6dio
transgénico

tampao “tris-acetato-EDTA”

DNA de transferéncia

N, N’, N, N’-tetrametilenodiamina

do inglés, trifluoroacetic acid (acido trifluoroacético)
“indutor de tumor”

do inglés, time of flight (tempo de vdo)
tris-hidroximetilaminometano

do inglés, Ultra Performance Liquid Chromatography
(Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia)

ultravioleta

XXi



XXii



Lista de tabelas

Tabela 1: Condicdes dos Grupos de Arabidopsis thaliana ndo-transgénicas
(NT) € transgenicas (T) ..ceeeeueeeeeiiiie ettt ee e

Tabela 2: Esquema da metodologia 2-D DIGE. Marcacdo feita em cada
amostra com os respectivos fluoréforos, antes da separagdo por 2-D PAGE

Tabela 3: Condicdes para separacdo por 2-D PAGE com metodologia 2-D
DIGE ... ettt ettt e et e e e e e

Tabela 4: FEluicdo por Gradiente em sistema UPLC acoplado a
ESPECIrOMELIIa A€ MASSAS ..eeeuvveeeriiieeeeiiieeeeiieeeetteeesireeeestreeessreeeeesreeesnaseeeens

Tabela 5: Dados da quantificacdo do teor proteico de folhas de Arabidopsis
thaliana de cada réplica de extracdo, na qual foi utilizada a juncdo para as
etapas de separacao eletroforétiCa .........oevvvieiriiiieeniiee e

Tabela 6: Parametros instrumentais otimizados para o ICP-MS .....................

APENDICE A — Tabela com a caracterizacdo das espécies de proteinas
identificadas, considerando os grupos NT x T, mostrando as diferencas na
abundancia usando um fator de regulacao de 1,5 (50% da variacao) ...............

APENDICE B — Tabela com a caracterizagdo das espécies de proteinas
identificadas, considerando os grupos NT x Se-NT, mostrando as
diferencas na abundancia usando um fator de regulacdo de 1,5 (variacao de
SOT0) e ettt sttt et

APENDICE C - Tabela com a caracterizacio das espécies de proteinas
identificadas, considerando os grupos Se-NT x Se-T, mostrando as diferengas
na abundancia usando um fator de regulacao de 1,5 (50% da variacao) ...........

XXiii

32

39

41

44

50

74

89

91



XXiv



Lista de figuras

Figura 1: Arabidopsis thaliana nao transgénica (Col-0) no estdgio inicial de
floracao, a0s 57 dias de CUItIVO .....cccueeiirriiiiiiiiiieeeiee e

Figura 2: Transformagao da planta mediada por
AQrobacterium tUMEACIENS .............ceeeeeuueeeeeeeeiiiieeeeeeseieeeeeeessrareeesesssasreeeeeens

Figura 3: Amplificacdo exponencial das moléculas de DNA por PCR ...........

Figura 4: Estrutura molecular dos fluoréforos Cy2, Cy3 e Cy5 que possuem
distintos comprimentos de onda fluoreSCente ...........cceeevvveeeercieeeeriiieeeeieeenne

Figura 5: Esquema da metodologia 2-D DIGE como extensdo da técnica 2-D
PAGE cONVENCIONAL ......cooiiiiiiiiiiieiiieeiie ettt

Figura 6: Esquema do funcionamento do sistema do espectrometro de
massas molecular tipo ESI-QTOF-MS/MS ......ooooiiiieeeee e

Figura 7: Esquema do vetor pPCAMBIA 2300 contendo a regido t-DNA para a
Arabidopsis thaliana, que se situa entre as bordas R e L, e a regido fora do
t-DNA para a Agrobacterium tUmMefaciens .............ccccouuveueeeeeeeeeeniiieeeiieeeenen

Figura 8: Parte do cultivo de Arabidopsis thaliana T e NT mostrando os
grupos organizados de maneira alternada (cada grupo composto por 12
plantas) € apis 57 dias de CUItIVO ....ccccvieieeciiiiieiieeeciee e

o L. - - L, . . 1
Figura 9: Gréfico da quantifica¢do de dcidos nucleicos (em ng uL."") baseada
na razao entre as absorbancias maxima € Minima .........c.ccccevveeeriieeerrcneeesenneennns

Figura 10: Gel de Agarose 1% (m/v) mostra confirma¢do da modificagdao
genética em DNA de plantas T, baseado nos primers de nptll e pRT100,
onde: 1 kb ladder (Invitrogen®) que varia de 100 a 4000 pb, 1: DNA da
planta NT, 2: DNA da planta T, 3: vetor pCAMBIA 2300 contendo 35S +
poliA, A: primers para sequéncia nptll (<700 bp), B: primers para a
sequéncia pPRTI100 (R 1100 DP) ceeeereeeeiiieeeiee ettt e

XXV

11

13

20

21

23

31

32

46



Figura 11: Grafico da curva de calibra¢do baseada em padrao BSA ...............

Figura 12: Gel 2-D DIGE das proteinas de folha obtidas dos grupos NT x T.
Em azul, espécies de proteinas do grupo NT, e, em vermelho, do grupo T

Figura 13: Gel 2-D DIGE das proteinas de folha obtidas dos grupos NT x
Se-NT. Em azul, espécies de proteinas do grupo NT, e, em vermelho, do
GIUPO SE-INT ..ottt e ettt e e et e e e st ae e e e sbeeeeaneeeens

Figura 14: Gel 2-D DIGE das proteinas de folha obtidas dos grupos Se-NT x
Se-T. Em azul, espécies de proteinas do grupo Se-NT, e, em vermelho, do
GIUPO SE-T ottt e e e s st e e e s s aeee s

Figura 15: Via da Glicdlise dividida em 2 fases, nas quais a espécie
identificada Fructose-bisphosphate aldolase participa da 1° fase e a espécie
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase B subunit, da 2* fase ................

Figura 16: Diferencas fenotipicas mostram que 12 plantas Se-NT

apresentaram baixa massa fresca (39,78g) a comparado com 12 plantas NT
(53,092) ettt ettt et ettt

Figura 17: Esquema de um cloroplasto, organela pertencente a célula
vegetal, mostra a dependéncia dos Fotossistemas I e II com o Ciclo de
Calvin. Justifica para os grupo Se-NT a alta abundancia das espécies de
proteinas responsaveis pela produg¢dao de ERO’s, e baixa producdo de massa
organica relativa 2 RUBISCO .........cccccooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e

Figura 18: Esquema das linhas projetadas para ablacdo a laser em folha de
Arabidopsis thaliana N30 tranSZENICA SECA ......eevuveeriureerureenieeenieeenieenreeenaeeens

Figura 19: Intensidade de a) SO" obtida da folha NT do grupo controle; b)
SeO" obtida da folha NT do grupo controle; ¢) SO obtida da folha NT do
grupo tratado com Selénio; d) SeO" obtida da folha NT do grupo tratado com
Selénio; €) SO obtida da folha T do grupo controle; f) SeO" obtida da folha
T do grupo controle; g) SO™ obtida da folha T do grupo tratado com Selénio;
h) SeO" obtida da folha T do grupo tratado com Selénio .............cceevevereerennnn.e.

XXVi

52

53

53

55

56

59

75



SUMARIO

INTRODUQCAO ......coooooiiieeeeeeeeeeeeee e 1

CAPITULO I — Deteccdo da transgenia em folhas de Arabidopsis thaliana
por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e obtencdo de um mapa
protedmico das folhas transgénicas e ndo transgénicas para andlise
comparativa por Eletroforese em Gel Diferencial Bidimensional (2-D DIGE) 5

1 REVISAO DA LITERATURA .....cooootiiiiriiniinecieeieeessesssesessssee s 7

1.1 Arabidopsis thaliana: uma planta modelo...........cocceeiriiiiiiiiiiiiniieeeeee. 7

1.2 Impactos da manipulagdo ZENELICA ........coeceieieiiieiiniiieeeniieeeeiee e 9
1.2.1 A técnica de PCR ...ooouiiiiiiiiiiee e 12
1.3 EStUAOS PrOLEOIMICOS ...vveeeeuerieeeiiieeeeiieeeeiieeeesteeeesnreeeenneeessssneeesssseeesnnsseess 14
1.3.1 ANAliSE PrOtEOIMICA ...uvveeeeiiiieeeiiieeeeiiieeeiireeeeereeeeerareeeeseteeeeeereeeennns 16
1.3.1.1 A técnica 2-D PAGE ......ccccooiiiiiiiiiceceeeeeeeeeeee e 18
1.3.1.2 Andlise quantitativa por 2-D DIGE ...........ccccccoiiiiiiiiniiiiieene 19
1.3.1.3 Identificacdo das proteinas por espectrometria de massas ............ 22
2OBJETIVOS ...ttt ettt s 25
3 PARTE EXPERIMENTAL .......ccoooiiiiiiiieeee et 26
3.1 EQUIPAMENLOS € ACESSOTIOS ...uvvvieeeeriiiirieeeeeriiirieeeeesiiiteeeeessnannreeessssnnssneeeeens 26
3.2 Softwares € bancos de dados ...........cceeeeeiiiiiiiiiiie e 27



3.3 Reagentes € SOIUGCOES .....ccuvveeeieiiiiiiieeeeeiiitee e e e et e e e e eesiare e e e e eearreeeeeennnneas 28

3.4 Material VEZEtal ..........eeiiiiiiiiiiiiieee e 29
3.5 CondicOes dO CUILIVO ..ocouuviiiiiiiieeeiiieeeeiee ettt e e e ee e 32
3.6 Amostra de DNA das folhas T € NT ....cccccooiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeee, 33
3.6.1 Preparo da amOSIa ......ceeeeivieeeeiiiieeeiiiee ettt 34
3.6.2 Quantificacdo do teor de 4cidos nucleicos totais ..........cceeeeveeeeruveeennse 35
3.6.3 Amplificacdo da sequéncia ZENICA .........eeevvvreeeriiieeeniiiieeeeiiee e 35
3.6.4 Separacdo da sequéncia génica amplificada e detecgao ..................... 36
3.7 Amostra de proteinas das folhas T e NT ......coocociiiiiiiiiiiiieee, 36
3.7.1 Preparo da amOSIIa ......eeeeeveeeeeiiiieeeiieeeeieee e et e e eieee e e e eaeee e 36
3.7.2 Quantificac@o do teor de proteinas totais .......ccceeveeeerveeereiueeeeerrneeenns 38

3.7.3 Separacdo das espécies de proteinas por 2-D PAGE com extensao

da metodologia 2-D DIGE ........cccccoovoiiiiiiiiie e 39

3.7.4 Analise dOS SPOLS PTOLEICOS .....eeevureeriueeinieeeiiieeeiieenieeeeeeeree e e 42
3.7.5 Identificagdo por ESI-QTOF-MS/MS ......ccoooiiiiiiiiiieeeeeeeceee, 42

4 RESULTADOS E DISCUSSOES .......coooouiiimrimrrierineriieseieseisssiseseens 46
4.1 Deteccao da tranSZENIA ......c.veeeeeuveeeerireeeeeieeeesireeesseireeessereeeesnseeessesseeenssses 46
4.1.1 Dados de quantificacdo do teor de 4cidos nucleicos ...........ccccuueen..... 46
4.1.2 Amplificacdo da sequéncia baseada na transgenia .........c.ccceeeueeeennnee. 47
4.2 ANAlISE PrOLEOIMICA ...eeeuvveiruiieieiieeeiiee ettt ettt et e ettt e et e s e e e e eeaeees 48

XXViii



4.2.1 Dados de quantificacao do teor ProteiCo ..........cccveeeeeercuvrreeeeeersuvnneenn. 48

4.2.2 Deteccao e andlise de proteinas diferenciais ........ccccceeeeeecvveeeeeenennnen. 50
4.2.3 Proteinas diferenciais identificadas ...........ccooceervieiniieinieiniieenieennnn. 54
4.2.4 Eventos bioquimicos relacionados ..........ccceeeeviiiieiniiieeeniieee e 54
4.2.4.1 Via da GICOLISE ....ccocueiriuiiiiiiieieiiiieeeecete et 54
4.2.4.2 Ciclo de CalVIN ...cocueiiriiiiiiiiiiiieeiteeteeet et 56
4.2.4.3 Perturbacdo na homeostase 10N1Ca .......ccocuveeeeeieereeiiniieeeieee e, 57
4.2.4.4 Estresse OXIAAVO coovuveieieiiiieeiiiiie ettt 58
4.2.4.5 Defesa vegetal € OULIO €VENLOS .......eeeeruvvieeeriiieeieiiieeeiieeeeieee s 59

5 CONCLUSOES PARCIALIS ........coooonuiiiirmirrinneeneeesesssessssesesssssseee 61

CAPITULO II - Imageamento das folhas de Arabidopsis thaliana
transgénica e ndo transgénica e avaliacdo da distribuicdo de Selénio e
Enxofre via ablacdo a laser acoplado ao espectrometro de massas com fonte

de plasma acoplado indutivamente [LA®1)-ICP-MS] .......cccoceiviiiiiiiiniiieenns 63
6 REVISAO DA LITERATURA .........coooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e, 65
6.1 NULFICAO MINETAL .....ooiiiiiiiiiiiiii et et 65
6.1.1 O elemento SEIENI0 (S€) ....ccoeeevriiriiiiiieeeeeee e 66
6.1.2 Defesa vegetal. Espécies reativas de oxigénio (ERO) e o estresse
OXIAALIVO 1ttt ettt et ettt e et e e bt e e s bt e e be e e et e e 67
6.2 Estudos MEtalOmmICOS .....cccueeriiiiiiieiiiee ettt 69

XXiX



6.2.1 Imageamento da distribuicdo elementar. Desenvolvimento da

técnica de LAQ)-ICP-IMS ... s 70
T OBJETIVOS ...ttt ettt et et sns e 72
8 PARTE EXPERIMENTAL .......coooiiiiiiteeeeee e 73
8.1 EQUIPAMENTOS € ACESSOTIOS .eeeuvviieriiiieeeaiiieeeiieeeesiteeesnitteeessireeeessreeesnaneeeens 73
B2 SOFIWATES ...ttt e e e e e e e e e et aae e e e e e aaaaaeens 73
8.3 Amostra das folhas T € NT ....cccccerriiiiiiiiiiieee e 73
8.4 Condicdes da técnica LA1)-ICP-MS .......cooooiiiiiiiiieeeeeeeeee e 74
8.5 Tratamento de dados .........cceeeeuiiiiiieiiiiiieeee e 75
9 RESULTADOS E DISCUSSOES .......cocomiimiiiririisineeiesiesssseeesnones 76
0.1 Distribuic80 de S€ € S ....ooiiiiiiiieee e 76
9.2 Competicao Selénio/Enxofre e tolerancia vegetal ...........ccccoevceveeeeieeeennen. 79
10 CONCLUSOES PARCIALS .....ccooouiiiiririineeieeoneeesseseseesseesessesisesens 80
11 CONSIDERACOES FINAIS .......cooviiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 81
REFERENCTAS .......oooooiiiiiiiiiee et 82
APENDICE A ....oocoosiiiii et 89
APENDICE B .....cooooooiiiiiieiieeeie et 91
APENDICE € ....oooooi ettt 98

XXX



Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel

INTRODUCAO

Atualmente, as técnicas de modificacdo genética tém se mostrado cada
vez mais comuns, principalmente no setor agricola, cujo intuito € a constante
melhoria pelo custo-beneficio: culturas cada vez mais tolerantes ao estresse,
com mais rendimento na producdo e redug¢do pds-colheita, bem como
alternativas para industrias farmacéuticas e de energia sdo exemplos desta
realidade mundial. Alguns paises — tal como o Brasil — adotaram
comercialmente os produtos transgénicos para consumo humano e afins,
outros paises — como a Franca — ndo possuem esta circulacdo no comércio por
questdes polémicas, relacionadas aos organismos geneticamente modificados
(OGM). Neste contexto, esta dissertacdo de Mestrado visa apresentar uma
compreensdo clara dos efeitos endégenos e exdgenos utilizando abordagem
bioanalitica, por meio de estudo protedmico, baseado nas folhas de um
organismo vegetal tido como modelo — a espécie Arabidopsis thaliana —, cuja
intencdo € investigar as possiveis alteracdes no proteoma dessas plantas
levando as discussdes a respeitos dos eventos relacionados em suas
fisiologias.

A relevancia que conduziu este trabalho de dissertacio esta relacionada
as varias questoes que t€m surgido quanto ao comportamento vegetal, uma vez
que a informagdo genética € alterada de maneira que ndo ocorreria
naturalmente e baseado no fato de que os processos bioquimicos demandaram
muito tempo para se adaptar durante a Evolu¢do. Além do mais, o efeito do
ambiente externo € outro fator bastante influente, sendo determinante, no
desenvolvimento da maioria das plantas e, portanto, convém a avaliacio

comportamental fenotipica.
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Baseado nisso, este trabalho tem como hipdtese de que dado organismo
geneticamente modificado (OGM)/ transgénico pode ter tido seu equilibrio
alterado, tal como um conjunto de proteinas possivelmente comprometido. Se
for verdade, uma mudanga no mapa protedmico pode ser a evidéncia mais
visivel deste evento, uma vez que as proteinas sdo os produtos diretamente
ligados ao material genético do organismo que os contém. Nisto, o objetivo
deste trabalho de dissertacdo € versar as proteinas diferencialmente abundantes
entre folhas de Arabidopsis thaliana transgénica (T) e ndo transgé€nica (NT),
de maneira que a detectabilidade seja quantitativa e a identificagdo consolide
com as caracteristicas fenotipicas percebidas durante os cultivos, tendo, como
parametros, o efeito da modificacdo genética e o efeito do estresse oxidativo
induzido pela exposicdo ao Selénio entre a espécie natural e a linhagem
transgénica da planta.

No CAPITULO I foi realizado um cultivo a partir dos lotes de
sementes cedidas de Arabidopsis thaliana transgénica (T) e ndo transgénica
(NT) — uma planta frequentemente usada como organismo modelo em estudos
de botanica e biologia molecular —, cujo propdsito experimental € detectar as
proteinas diferenciais das folhas que, por hipétese, respondessem aos efeitos
da modificacdo genética e irrigacdo com Selénio. Para isto, foi inicialmente
investigada a detec¢do da transgenia por meio da técnica de PCR, para
sustentar sua ocorréncia nas plantas de sementes T cultivadas. Os estudos
protedmicos baseados nas folhas de Arabidopsis thaliana foram desenvolvidos
a partir da obtengao dos perfis eletroforéticos por meio da técnica 2-D PAGE
e, a partir deles, a metodologia 2-D DIGE foi utilizada como ferramenta para
andlise quantitativa destas proteinas, por meio da andlise das intensidades
diferenciais entre os spots proteicos, levando em consideracdo quatro grupos

comparativos distintos: Nao Transgénico x Transgénico (NT x T), Nao

2



Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel

Transgénico x Nao Transgénico tratado com Selénio (NT x Se-NT),
Transgénico x Transgénico tratado com Selénio (T x Se-T) e Nao Transgénico
tratado com Selénio x Transgénico tratado com Selénio (Se-NT x Se-T). A
identificacdo das espécies de proteinas diferenciais foi realizada por
espectrometria de massas molecular.

Baseado no mesmo cultivo de Arabidopsis thaliana T e NT, o
CAPITULO 1I objetivou, de maneira complementar, estudos metaldmicos
que mostrassem o comportamento dos elementos Enxofre (S) e Selénio (Se) a
partir da adicdo de Selenito de Sodio (Na,SeOs;), frente a uma condigdo
controle. Os experimentos requeridos para este propdsito foram baseados no
imageamento contendo a distribuicdo de S e Se em folha representativa para
cada grupo cultivado, por meio da técnica de ablacdo a laser acoplada a

espectrometria de massas elementar.



Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel




Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel

CAPITULO I

Deteccdo da transgenia em folhas de Arabidopsis thaliana por
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e obten¢do de um mapa
protedmico das folhas transgénicas e ndo transgé€nicas para andlise
comparativa por Eletroforese em Gel Diferencial Bidimensional

(2-D DIGE)
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Arabidopsis thaliana: uma planta modelo

Dentre as vdérias espécies de vegetais superiores estudadas, a
Arabidopsis thaliana (vide Figura 1), herbiacea da familia Brassicaceae — da
mesma familia que a mostarda —, possui caracteristicas vantajosas para
pesquisas relacionadas ao comportamento vegetal, tais como a facil adaptacdo
dos cultivos em lugares restritos, possui um ciclo de vida curto, apresenta alta
produtividade de sementes, e por conta disso, foi inicialmente estabelecida

como organismo modelo nos estudos de botanica (MEINKE, 1998).

Figura 1: Arabidopsis thaliana
ndo transgénica (Col-0) no
estdgio inicial de floragdo, aos
57 dias de cultivo

Fonte: obtida em Camera GE®
Healthcare, modelo X550
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Devido o seu genoma ser considerado pequeno, quando comparado a
varios organismos vegetais, foi a primeira planta com o0 genoma
completamente sequenciado, constituindo-se em c¢inco Cromossomos
(UNSELD, 1997) e 125 mega pares de base (mpb) (ARABIDOPSIS Genome
Initiative, 2000). Em virtude disso, ndo demorou muito para esta espécie
ganhar atencdo nos estudos em genética e biologia molecular até os dias
atuais, especialmente nos estudos em vegetais de Gendmica, TranscriptOmica
e Protedmica, que foram gradativamente acrescidos por conta de um conjunto
de plataformas e bancos de dados disponiveis para a espécie, tal como a TAIR
— do inglés, The Arabidopsis Information  Resource  (fonte:
www.arabidopsis.org), onde uma iniciativa de auxilio a coordenacdo de
pesquisa protedmica internacional em Arabidopsis thaliana foi estabelecida e
permitiu a identificacdo coletiva de 21.415 proteinas, sendo a MASCP — do
inglés, Multinational Arabidopsis Steering Committee Proteomics (fonte:
www.masc-proteomics.org) — a principal plataforma, assim contribuindo
continuamente como ferramenta favoravel para muitos pesquisadores (JOSHI

etal.,2011).

Gracas ao desenvolvimento e melhoramento das técnicas de
modifica¢do genética (REDEIL, 1975; LLOYD ef al., 1986; VALVEKENS et al.,
1988), com o tempo a espécie agregou um nimero significativo de linhagens
geneticamente modificadas. Isto tem facilitado a andlise das sequéncias de
genes exogenos e o efeito dos seus produtos nos estudos de comportamento do

vegetal, ilustrado pelas proteinas codificadas destes genes.

Sendo assim, as contribuicdes desta espécie vegetal como organismo
modelo tém permitido uma compreensdao para muitos outros oOrganismos

vegetais, que ainda ndo possuem bancos de dados completos.
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1.2 Impacto da manipulacdo genética

A manipulagdo da natureza, como pratica antiga desde o surgimento das
primeiras organizacdes humanas em civilizacdo, sempre foi mais pronunciada
na agricultura. Em prol da melhoria no custo-beneficio, tal pratica se
desenvolveu com o tempo, de maneira a obter aumento da produgdo, redugdao
pOs-colheita, aumento do valor nutricional dos alimentos, aproveitamento de
fertilizantes, tolerancia ao estresse, além de oferecer alternativas para as
industriais farmacéuticas e de energia, como exemplos respectivos, producao
de principios ativos medicinais e aproveitamento da biomassa para producao
de etanol de segunda geracdo (MA, DRAKE & CHRISTOU, 2003; HUBER,
IBORRA & CORMA, 2006).

O melhoramento genético foi a primeira atividade de manipulacdo, que
permitia a obtencdo de alelos favordveis em populag¢do animal ou vegetal, uma
vez que era disponivel uma variabilidade genética para tal progresso

(ALBERTS et al., 2002).

Atualmente, as tecnologias da informagdo baseadas no DNA sdo
fundamentais no avanco das ciéncias bioldgicas, pois elucidam muitos
principios bioquimicos que contribuem para diversas dreas, como dreas de
saude, biotecnoldgicas ou forenses. Sendo assim, as técnicas para clonagem
do DNA prepararam o caminho dos campos da Gendmica e Protedmica, uma
vez que um conjunto de ferramentas ndo convencionais possibilita a
transferéncia de informagcdo genética de um organismo — seja um
microrganismo, um vegetal ou um animal — para outro (ALBERTS ef al., 2002;

NELSON & COX, 2009). De maneira prética, € possivel fazer cortes
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especificos do DNA com endonucleases de restricio — também chamadas de
“enzimas de restricdo” —, selecionar moléculas de DNA capazes de
autorreplicacdo, produ¢do de DNA recombinante e inser¢ao deste ultimo no
maquinario de uma célula hospedeira. Um vetor de clonagem — ou “vetor de
expressao” — € uma sequéncia de DNA responsdvel por levar o gene de
interesse para transforma¢do de um organismo. Para tal, existem dois tipos
destes vetores: os plasmideos, que sdo moléculas circulares de DNA capazes
de se reproduzir independentemente do DNA cromossOmico, € as moléculas
de DNA viral (ALBERTS et al., 2002; NELSON & COX, 2009). Os mecanismos
de insercdo do gene de interesse, conhecido por “T-DNA” (DNA de
transferéncia), ao genoma de um organismo, ocorrem por transformagdes
diretas, como a biobalistica, eletroporacdo de protoplastos, microinjecdo de
DNA, por meio de lisossomos, e, também, indireta, mediada por
agrobactérias, em geral pela espécie Agrobacterium tumefaciens (POTRYKUS,

1991).

A transformacdo mediada por agrobactérias, em especial, é muito
aplicada em plantas, pois elas transferem naturalmente parte de seu genoma as
células vegetais no momento da infec¢cao, onde para cada tipo de planta existe
um modo de infec¢do, que € designada por meio de cinco subdivisdes do
género Agrobacterium (BECHTOLD et al., 1993; CLOUGH & BENT, 1998). As
agrobactérias da espécie Agrobacterium tumefaciens, uma vez transformadas
com o gene de interesse (DNA de transferéncia — T-DNA), sdo contidas em
solucdo a ser borrifada na etapa de florescimento da planta, e a transformacao
da planta finalmente ¢ dada por um processo de infeccdo que aparentemente é
vista na forma de calos na base do caule, conhecido como “doenca da galha”,
ou ainda, “galha da coroa” (TAIZ & ZEIGER, 2006). Este é o tipo mais comum

de modificacdo genética, pois no momento da infeccdo, a transferéncia dos
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genes presentes nos plasmideos ocorre horizontalmente nas plantas,
aproveitando o processo de divisdo celular desorganizado, semelhante a um

tecido tumoral (vide Figura 2).

Figura 2: Transformacdo da planta mediada por Agrobacterium tumefaciens.
Fonte: adaptado de Grifftihs et al., 2006

DNA
cromossémico
de planta

h T-DNA |
X

Plasmideo Ti | el ot
{ ]

A/A

“doenca
da galha”

CELULA VEGETAL
TRANSFORMADA

Fonte: adaptado de Grifftihs et al., 2006

Com estas ferramentas biotecnologicamente atrativas, algumas espécies
vegetais de importancia comercial também ja possuem linhagens transgénicas
disponiveis e sdo consumidas em alguns paises. Por exemplo, a soja, que tem
como primeiro pais produtor os Estados Unidos, seguido pelo Brasil, € uma
das principais fontes de proteinas vegetais, consistindo em 40% da massa
seca, e, também, possui um percentual muito expressivo de dleo vegetal,
consistindo em, aproximadamente, 21% da massa seca. Ela possui linhagens
transgénicas, na qual a mais comum é aquela oriunda do gene exdgeno que
codifica a enzima CP4 EPSPS, que oferece a propriedade de resisténcia ao

herbicida glifosato, tornando as culturas de soja mais resistentes ao estresse
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deste herbicida, contribuindo desta maneira para alta produtividade dos graos

no comércio (LUNDRY, 2008).

Embora o consumo humano de produtos transgénicos seja uma
realidade mundial, alguns paises ndo aderiram a este sistema, por motivos
polémicos, seja €tico ou porque que ainda ndo se asseguraram. Por conta
disso, muitos estudos t€ém se ramificado objetivando esclarecer muitos
aspectos comportamentais e adaptativos do novo organismo obtido apds a

modificagcdo genética.

1.2.1 A técnica de PCR

A técnica de PCR € baseada na amplificacdo exponencial de uma
sequéncia do gene de interesse, e, por conta desta propriedade, € uma
ferramenta poderosa por ser muito sensivel, visto que a partir de uma udnica
molécula de DNA na amostra € possivel a detec¢do da sequéncia (NELSON &

CoX, 2009).

Como a amplificagdo ocorre exponencialmente, em funcdo dos ciclos
aplicados, esta técnica possui grande variedade de procedimentos analiticos,
na qual a amostra de DNA € incubada junto com os reagentes necessarios para
a sintese e seu mecanismo consiste em trés etapas fundamentais: aquecimento,
resfriamento e replicagdo (ALBERTS et al., 2002). No aquecimento, as
moléculas de DNA da amostra t€m suas fitas separadas por conta do calor
aplicado no sistema. No resfriamento, a presenca de dois oligonucleotideos,
em concentracdes significativas na amostra, os faz como iniciadores — ou
“primers”, do inglés —, nos quais s@o hibridizados as respectivas sequéncias
complementares nas duas fitas de DNA. Na replicacdo, a presenca da enzima

12
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DNA polimerase inicia a sintese a partir dos iniciadores hibridizados, fazendo
o uso dos quatro desoxirribonucleotideos trifosfato para construcdo da cadeia
polimérica, tendo a fita de DNA da amostra como molde. Este ciclo inteiro é
repetido de maneira que os fragmentos de DNA sintetizados atuam como
molde para o proximo ciclo. Repetidos ciclos produzem o DNA predominante
idéntico a sequéncia de DNA da amostra original e, geralmente, sdo aplicados

de 20 a 40 ciclos (vide Figura 3).

Figura 3: Amplificagdo exponencial das moléculas de DNA por PCR.

Regido do DNA a ser

amplificada
r Moiéculas de
o I I I7 DNA originais
i ' ' ' ¥ [ I I | oy ol I | |
Forward l Reverse s[= s | ]
Primer (FP) Primer (RP)
i =m> —
¥ I I ] s — ] -p e
==
—ms sEe= - o —
5 [ I I ] B S S— — s
1 o — ———
] = | I

5 [ | I
¥ I 1 —
s 1 }——
| —J
5 [ | I

Primeiro ciclo, n=1
Amplificagéo:
21 =21=2moléculas de DNA sintéticas

Segundo ciclo, n=2
Amplificagdo:
2n = 22 = 4 moléculas de DNA sintéticas

Fonte: adaptado de Alberts et al., 2002

Quando a amostra de DNA ¢é clivada por enzimas de restricdo, para
liberacao da sequéncia desejada a ser amplificada, sua confirmacdao pode ser
feita na estimativa do tamanho baseado em pares de base (pb) por um
marcador padrdo, que consiste numa mistura de nucleotideos elucidados em
uma faixa de tamanho determinada. A separacdo feita por tamanho ¢é
tipicamente realizada em gel de agarose, polimero que possui em sua estrutura

secunddria cadeia linear de polissacarideos sem liga¢des cruzadas. O gel de
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agarose obtido é de rigidez considerdvel e inércia bioldgica relativa, sendo
grandemente empregado como matriz na separacdo por tamanho dos genes
amplificados por PCR. Os 4cidos nucleicos da amostra sdo negativamente
carregados, a corrida eletroforética em gel de agarose tem suas propriedades
elétricas dependentes do campo elétrico aplicado e o sentido da

eletromigracao € para o polo positivo, convencionalmente, o citodo.

A deteccdo da sequéncia amplificada ocorre a partir da intensidade da
fluorescéncia por conta dos raios UV incididos no gel de agarose, contendo, a
priori, brometo de etidio (EtBr), um composto aromatico que se intercala nos
acidos nucleicos da amostra e, algumas vezes exposto aos raios UV, exibe o

efeito da fluorescente, proporcional a quantidade amplificada.

1.3 Estudos protedmicos

As proteinas sdo macromoléculas biologicas bastante abundantes,
constituindo a maior parte de massa seca da célula. Elas desempenham
fungdes celulares em diversos processos bioldgicos, além das suas
propriedades como “blocos construtores” que, de longe, governam a
morfologia e o aspecto fisiolégico, uma vez que sdo traduzidas em
determinadas condi¢cbes ambientes. Suas caracteristicas, marcadamente
versateis, sdo devidas aos niveis de organizacdo molecular, descritos por
unidades monoméricas de aminodcidos (aa) ligados covalentemente por meio
de ligacdes peptidicas. A influéncia das ligacOes de hidrogénio e dissulfeto,
ligacdes i0nicas, fatores cooperativos externos como o meio geralmente
aquoso, a diversidade de mudangas poés-traducional, propriedade de se

conjugar a grupos prostéticos e ainda interagir temporariamente com outros
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elementos disponiveis no meio em que estdo contidas, permite, assim, a
origem de suas estruturas tridimensionais complexas e, funcionalmente, mais
variaveis que se pode conhecer. Em virtude, as proteinas em seu estado nativo
(estrutura em que possui funcionalidade biologica) desempenham um
maquindrio cooperativo no organismo, que regula diversas funcgdes vitais,
como funcdes energéticas, metabdlicas, regulatorias etc (ALBERTS et al.,

2002; NELSON & COX, 2009).

As proteinas estdo diretamente associadas ao genoma, pois sd0 OS
produtos finais dos genes ativos. Baseado nisto, os estudos que visam apenas a
busca pelas informag¢des da constituicdo genética de um organismo e suas
sequéncias responsaveis por caracteristicas na aparéncia, fazem jus ao
“gendtipo”. Quando um organismo sofre transformagdes na aparéncia durante
o seu desenvolvimento temporal e dependentes dos fatores intrinsecos e
condicOes ambientais, estes estudos fazem jus ao “fenétipo”, que se refere,
praticamente, ao reflexo das modificacdes pds-traducionais das proteinas na
aparéncia. Em outras palavras, o fendtipo de um organismo € definido pelo
seu gendtipo com resposta aos fatores externos. Esta definicdo constitui o
“dogma central da biologia molecular”, e, dentro desta importancia, os estudos
bioquimicos € protedmicos estao bastante envolvidos. Neste contexto, os
estudos bioquimicos visam detalhar, de maneira pontual, as informacgdes de
uma proteina de interesse, desde a sua caracterizacao estrutural e funcional até
suas mudancas pos-traducionais e interacoes, seja com outra proteina, ions ou
metabdlitos, para elucidar seus efeitos no organismo. Ao passo que os estudos
protedmicos visam obter informacdes das espécies de proteinas que
constituem uma regido do organismo em estudo, seja uma organela ou um
tecido, para que, em simbiose com os estudos bioquimicos, venham a elucidar

os eventos biologicos (ALBERTS et al., 2002).
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1.3.1 Anélise protedmica

Com as propriedades fisicas e quimicas elucidadas a respeito da
estrutura das proteinas, a realizagdo dos estudos protedmicos se aprimorou em
técnicas instrumentais e preparo de amostra. Os critérios sdo empregados de

acordo com o objetivo proposto.

Para obten¢do do mapa visual protedmico, a técnica de Eletroforese
Bidimensional em Gel de Poliacrilamida (2-D PAGE) é a estratégia de
separagdo mais eficiente em termos de se permitir observar uma grande
quantidade de espécies de proteinas resolvidas em um mesmo gel. Para este
propdsito, € necessdrio averiguar o preparo adequado da amostra, que é
absolutamente essencial para obten¢do de bons resultados na separacdo

eletroforética.

Matriz de propriedades complexas, tal como mistura de espécies de
proteinas de uma amostra, requer protocolos de preparacdo tipicamente
determinados de maneira empirica. Para os estudos protedmicos, uma das
metas € o desenvolvimento de estratégia de preparacdo da amostra proteica em
que seja possivel visualizar tantas espécies quanto possivel. A exigéncia da
técnica 2-D PAGE para o preparo da amostra é o uso de tampdo extrator
composto por agentes que desnaturem com eficiéncia as espécies,
conservando suas propriedades de carga idnica originais. Uma das estratégias
para desnaturacdo proteica bastante usada € adicao de agentes redutores para o
rompimento das ligagdes de dissulfeto, tal como DTT. Outros agentes sao
necessdrios para: (a) inibir a acdo de proteases — que sdo liberadas durante a

extracdo —, que podem ser empregados PMSF e EDTA; (b) favorecer
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solubilidade de maneira a evitar que as proteinas desnaturadas se agreguem,
no qual pode ser empregada Ureia ou Tioureia; (c) permitir a eficiéncia da
extracdao, que pode ser adicionado KCI para atuar na forca i6nica do meio.
Além disso, sdo requeridas etapas adicionais para purificagdo da amostra, as
quais envolvem precipitacdo proteica (efeito salting out), podendo ser
realizada com adi¢do de solvente orgénico, tal como acetona, ou combinado
com sal organico, tal como acetato de amdnio, além de etapas de lavagem do
precipitado com as proprias solugdes precipitantes usadas. Maldonado et al.
(2008) avaliaram trés condicdes de extracdo de proteinas em Arabidopsis
thaliana para aplicacdo na técnica 2-D PAGE: (i) TCA-acetona, (ii) fenol e
(iii) TCA-acetona-fenol, nos quais os resultados mostraram que, mesmo
empregando-se reagentes distintos, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes na producdo de proteinas entre os métodos com as condi¢des
propostas, entretanto a condi¢do iii proporcionou melhores resultados, em
termos de focalizacdo do spot, spots resolvidos, intensidade do spot, spots
unicos detectados e reprodutibilidade. Silva et al. (2010) desenvolveram seis
protocolos de extracdo de proteinas em folhas de girassol (Helianthus
annuus L.) e os resultados mostraram que o método mais eficiente fez o uso
do fenol como reagente ‘“chave” para extracdo e, para precipitacdo das
proteinas, o acetato de amoOnio em metanol. Ambos os trabalhos mostraram a
influéncia dos reagentes nao apenas na efici€éncia da extracdo, bem como seus
efeitos diretos no sistema eletroforético, sendo, portanto, necessario o uso de
etapas adicionais na extracdo a purificagdo. Entretanto, o uso de vdrias etapas
pode ocasionar a perda seletiva das espécies e, logo, devem ser empregadas

em quantidades minimas.
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1.3.1.1 A técnica 2-D PAGE

Esta técnica de separacdo € dita bidimensional, porque compreende em
dois parametros: a separacao feita por ponto isoelétrico (pl) e a separacgao feita
em fun¢do do tamanho (Da). Na primeira dimensdo, a focalizagado isoelétrica é
feita em um gradiente de pH imobilizado em gel comercial, onde a
eletromigracdo de grupos de proteinas, que diferem nas caracteristicas i0nicas
e ionizdveis em funcdo do campo elétrico aplicado, encontram seus
respectivos pI’s no gradiente. Na segunda dimensao, estando as espécies de
proteinas idealmente desnaturadas e solvatadas por moléculas negativamente
carregadas, a separacdo € baseada na eletromigracdao dependente do tamanho,
o qual é frequentemente associado a massa molar das espécies, e do campo
elétrico aplicado, onde o sentido da eletromigracdao é para o pdlo positivo

(catodo).

Esta técnica de separagcdo foi proposta inicialmente por Tiselius (1933
apud HAMES, 1990), quando trabalhava com proteinas de soro sanguineo em
solucdo, e teve problemas devido a rdpida difusdo das proteinas em meio
aquoso, motivo que limitara a resolu¢do. Laemmli (1970) propds a técnica o
uso da poliacrilamida como suporte, variando em func¢do das massas molares
das proteinas. Esta técnica € denominada SDS-PAGE, que resolvera o
problema da difusdo, se comportando como um tipo de material inerte e
estavel as proteinas, além de suas faceis visualizagdes por ser transparente
(JUNIOR, 2001). O’Farrel (1975) prop0s e adaptou separagdo por gradiente de
pH, resultante da poliacrilamida contida em um tubo cilindrico na presenca de
anfolitos, de maneira que a separacao das espécies de proteinas fosse realizada

de acordo com seus pl’s: o problema consistia na focalizacdo dos pl’s, que
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atualmente foram resolvidos com o uso de fitas que apresentam os anfolitos

imobilizados, refletindo o gradiente de pH.

Em virtude dos principios em que € feita a separacdo por 2-D PAGE,
ela tem se tornado uma das técnicas mais populares, sendo amplamente usada
em métodos de separacdo e fracionamento de misturas proteicas
(DEUTSCHER, 1990), porque, além de fazer o uso de um procedimento eficaz,
possui vantagens na realizacdo de andlises simultineas em um mesmo gel,
com resolucdes adequadas, principalmente quando o fracionamento €
incorporado a outras técnicas, como espectrometria de massas (CHERRY,

1988).

1.3.1.2 Analise quantitativa por 2-D DIGE

A metodologia 2-D DIGE ¢é tipicamente usada para os estudos
protedmicos que buscam espécies de proteinas diferenciais entre duas
amostras analisadas comparativamente (MAROUGA et al., 2005). E baseada na
marcacdo de uma mistura de espécies de proteinas com moléculas de
propriedade fluorescente antes da separagdo eletroforética (vide Figura 4), de
forma que cada fluoréforo tem seu comprimento de onda fluorescente distinto
(TONGE et al., 2001). Os fluor6foros sdao baseados em cianina (Cy, do inglés:
cyanine), que € um nome nao sistematico de uma familia de corante sintético
pertencente ao grupo polimetina. Dentre algumas metodologias de andlise, o
método “minimal dyes” é baseado na marcacgdo das proteinas de maneira que
uma molécula de corante seja ligada covalentemente. Uma vez que se tem
determinada amostra proteica marcada com o fluor6foro Cy3 e outra amostra

marcada com o fluoréforo Cy5, a deteccdo das proteinas podem ser resolvidas
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no mesmo gel, de maneira comparativa direta. O fluor6foro Cy2 atua como
um padrdo interno, composto por uma mistura 1:1 das amostras a ser
analisadas, que atua como normalizador dos valores de abundancia das

espécies.

Figura 4: Estrutura molecular dos fluoréforos Cy2, Cy3 e Cy5 que
possuem distintos comprimentos de onda fluorescente

T2 0 Crfm L0
5@01 % o { :
gt @ e S

Fonte: Adaptado de Tonge et al., 2001

2-D DIGE consiste em uma extensdo da técnica 2-D PAGE
convencional (vide Figura 5), e esta metodologia comparativa oferece
vantagens para as limitacoes da técnica: a sensibilidade dos fluoréforos
oferece uma ampla faixa dinamica e baixos limites de deteccao, permitindo,
inclusive, a detectabilidade de espécies de proteinas de baixa abundancia;
elimina o efeito de matriz e problemas com a reprodutibilidade; quando feita
quadruplicatas que combinem as marca¢des na amostra, reduz o efeito

biologico.
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Figura 5: Esquema da metodologia 2-D DIGE como extensdo da técnica 2-D
PAGE convencional

| Focalizagdo Isoelétrica | | Separagido por tamanho |
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| Metodologia 2-D DIGE |

Fonte: Adaptado de University College London (www.ucl.ac.uk)

Estudo protedmico comparativo, feito por meio da metodologia 2-D
DIGE em sementes de soja transgénica [Glycine max (L) Merrill], revelou que
havia diferencas entre os proteomas destas amostras com o lote original de
sementes ndo transgénicas, onde quatro espécies de proteinas foram detectadas
como diferencialmente abundantes. Para esta analise, foi usado fator de
regulacdo > 1,5, com significincia estatistica baseada no teste ¢ de Student,
para p < 0,05. Os resultados da identificacdo por espectrometria de massas
corroboraram com o0s testes enzimaticos, revelando estresse oxidativo em
nivel de semente na linhagem transgénica (BARBOSA et al., 2012). De
maneira continua, folhas de soja, de plantas oriundas dos mesmos lotes de
sementes transgénica e ndo transgénica, foram estudadas com a mesma
metodologia, de maneira que o resultado da andlise por 2-D DIGE revelou 47
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espécies de proteinas diferenciais, usando fator de regulagdo > 1,8 com a
mesma significincia estatistica e corroborando, também, com os testes

enzimaticos para estresse oxidativo (ARRUDA et al., 2013).

1.3.1.3 Identificagdo das proteinas por espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica instrumental muito sensivel
que requer pouco material e permite determinar a massa exata das espécies de
proteinas, intactas ou clivadas enzimatica ou quimicamente (AEBERSOLD &
MANN, 2003). Uma vez que as informagOes obtidas sdo organizadas, tornam-
se bastante uteis para definir bancos de dados em conjunto com estudos
gendmicos. Deste modo, os métodos espectrométricos se tornam criticamente
importantes para o campo de proteomas, nos quais sao feitos grandes esforgos
para identificar e caracterizar todas as proteinas codificadas no genoma de um
organismo, incluindo suas modificacdes pds-traducionais (Matrix Science —

Mascot Search, fonte: www.matrixscience.com).

Dentre os diversos métodos comumente usados em anélise protedmica,
o método ESI-QTOF-MS/MS tem atencdo especial (vide Figura 6). Este
método consiste na separacdo prévia dos peptideos das proteinas digeridas por
cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas. Uma vez que sao
ionizados por uma fonte de ionizacdo por electrospray (ESI), os ions
carregados positivamente — ou duplamente carregados — sdo transferidos para
um quadrupolo, que atua como um “filtro” de massas, por meio da geracao de
um campo eletrostético oscilante nos eixos x € y, onde os ions com certa razao
m/z de oscilagdo estdvel atravessam para o eixo z. Estando estes peptideos

ainda ionizados, defronte, encontram um campo elétrico forte o suficiente para
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separd-los por diferenca de velocidades, que estd em fun¢do das respectivas
massas e cargas dos peptideos. As informacgdes que se mostram no detector
sd0 suas razdes m/z com suas respectivas intensidades. Para se obter
informacdo das sequéncias nos peptideos (DOMON & AEBERSOLD, 2006), é
necessdrio o uso de espectrometria de massas em sequéncia (MS/MS): o
primeiro separa os peptideos obtidos apds a digestdo da proteina selecionada e
permite analisar cada peptideo ao seu tempo. Este peptideo €&, depois,
fragmentado por colisdo com atomos de um gas de alta energia, de maneira
que as clivagens sdao feitas, preferencialmente, nas ligacOes peptidicas,
gerando uma fragmentacio em série, cada um se diferenciando por um Unico
aminodcido. O segundo espectrometro separa estes fragmentos e exibe suas
massas. Cada aminodcido possui uma massa molar caracteristica e, portanto, a
sequéncia deles pode ser deduzida com base na diferenca de massa. A
mudanca poés-traducional pode ser detectada quando a massa do aminodcido a
qual estd ligada se apresenta aumentada, e, também, pode ser deduzida com
base na diferenca de massa entre a massa observada pelo espectrOmetro e a

massa tedrica do aminoacido.

Figura 6: Esquema do funcionamento do sistema do espectrometro de massas molecular
tipo ESI-QTOF-MS/MS

ESI Analisador Célula de Analisador
quadrupolo colisdo tempo de véo Detector

o © o0 [ NeX-] o [~} ] o @ O e o

ms= % %e %0 0o o e ce 0% oo N
Massas dos
Gas de alta peptideos
energia

4 e e ] ] ]

Ms/MS = S5 ® o ° ° \_l_l_l_'_

Sequénciade
um peptideo

Fonte: Adaptado de Domon & Aebersold, 2006
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Com as informac¢des do MS, a busca em banco de dados de sequéncias é
analisada de maneira que combine com as massas teoricas calculadas para os
peptideos clivados com a enzima usada, e as informacoes do MS/MS mostram

as sequéncias parciais de aminoacidos.

24



Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel

2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Detectar a ocorréncia de transgenia nas folhas de Arabidopsis thaliana
referentes ao lote de sementes transgénicas cedidas e realizar andlise
proteOmica quantitativa das proteinas diferencialmente abundantes entre as
folhas ndo transgénica e transgénica, combinando com condi¢des distintas de

exposicao ao Selénio, empregando a metodologia 2-D DIGE.

Objetivos especificos:

v" Otimizar as condi¢des da técnica de PCR;

<

Definir primers para detec¢do da transgenia por PCR.

v’ Adaptar protocolo de extracdo de proteinas e otimizar condi¢des da
técnica de 2-D PAGE para metodologia 2-D DIGE,;

v" Investigar proteinas com intensidades diferenciais, a partir de

significancia estatistica com base no teste # de Student, para p < 0,05;

v" Identificar as proteinas diferenciais por espectrometria de massas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos e acessorios

D N N N N NN AN AN

<

Agitador de tubos (Phoenix, Brasil);

Balanca analitica (modelo 260, Mettler, EUA);

Coluna cromatogréfica analitica (modelo BEH130 C;g, 100 mm x 100
um 1.d., particulas de 1,7 um, Waters, Inglaterra)

Cromatégrafo (nanoAcquity® UPLC, Waters, Inglaterra)

Concentrador (SpeedVac® Savant, modelo SPD131DDA, Thermo
Scientific, EUA);

Espectrofotdmetro para 4cidos nucleicos, UV (Nanodrop® 2000,
Thermo Scientific, EUA);

Espectrofotometro UV-Visivel (modelo B582, Micronal, Brasil);
Espectrometro de massas tipo nanoESI-QTOF (Waters Synapt HDMS,
Inglaterra);

Estufa (Quimis, Brasil);

Fitas de gel imobilizado pH 4-7 (Amersham Biosciences)

Mesa agitadora (modelo Q225M, Quimis, Brasil);

Misturador vortex, (modelo M-37600, Thermolyne, EUA);

Placa aquecedora (Quimis, Brasil)

Pré coluna cromatogrifica (Symmetry® Cjs, 20 mm x 180 pm d.i.,
particulas de 5 um, Waters, Inglaterra)

® . . L, .
Scanner (modelo ImageScanner™ II, Amersham Biosciences, Suécia);
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v

v

Scanner (modelo Ettan® DIGE Imager, Amersham Biosciences,
Suécia);

Sistema de purificacdo Milli-Q (modelo Quantum® cartridge, Millipore,
Franca);

Sistema eletroforético 2-D PAGE (modelo Ettan® Daltsix, GE
Healthcare, Suécia);

Termociclador para PCR (Mastercycler® Nexus Gradiente, Eppendorf,
Brasil)

Ultracentrifuga (modelo Bio-Spin-R, BioAgency, Brasil)

Vidrarias de uso rotineiro em laboratorio.

3.2 Softwares e bancos de dados

AN

<N X X X

2D Platinum® 6.0 (GE Healthcare);

Banco de dados NCBInr (Matrix Science Ltd — fonte:
WwWw.matrixscience.com);

DeCyder® 2-D Differential Analysis v.7.0 (GE Healthcare);

DIGE® Imager Scanner Ettan (GE Healthcare)

LabScan® (GE Healthcare)

ProteinLynx® Global Server v.2.2. (Waters);

Sistema MASCOT v.2.2. (Matrix Science Ltd — fonte:

WWWw.matrixscience.com)
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3.3 Reagentes e solucoes

AN N N N N U N N N N Y N N N Y N N N N N

<X

Acetato de amo6nio, C;H;NO, — 77,08 g mol! (Mallinckrodt);
Acetona, CsHsO — 58,08 g mol™ (Synth);

ACN, grau HPLC, C,H;N - 58,10 g mol’! (Synth);

Acido acético glacial, C,H,0, — 60,05 g mol! (J. T. Baker);

Acido fosférico, H;PO, —98,00 g mol™ (Synth);

Acido cloridrico, HCI — 36,50 g mol! (Merck);

Acrilamida, C;HsNO — 71,08 g mol™ (USB);

Agarose (BioAgency);

Anfolitos pH 4-7 (Amersham Biosciences);

Azul de bromofenol (BioAgency);

Bicarbonato de amodnio, (NH4)HCO; — 79,06 g mol” (Mallinckrodt);
Bisacrilamida, C;H(N,H, — 154,17 g mol! (Amersham Biosciences);
BSA, padrdo usado do Kit® 2D Quant (Amersham Biosciences);
CBBG (T. J. Baker);

CHAPS, C3,H5sN,0;S — 614,88 g mol ' (UBS);

Cloreto de potassio, KCl — 74,55 g mol™ (Merck);

Corantes fluorescentes (CyDye® DIGE Fluors, Amersham Biosciences)
DMF, C;H;NO — 73,09 g mol™ (Sigma)

DTT, C4H (0,5, — 154,24 ¢ mol! (Amersham Biosciences);

Etanol, C,HsO — 46,07 g mol™ (J. T. Baker)

Fitas de focalizacdo isoelétrica, gradiente de pH 4-7 (Immobiline®,
Amersham Biosciences)

Glicerol, C3HgO; — 92,09 g mol™’ (Amersham Biosciences);
Iodoacetamida, C,H4,INO — 184,96 ¢ mol (Amersham Biosciences);
Kit® 2D Quant (Amersham Biosciences)
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v Kit® de calibracio de baixa massa molecular, mistura de seis proteinas
padrdao — 14,4 kDa, 20,1 kDa, 30,0 kDa, 45,0 kDa, 66,0 kDa, 97 kDa
(Amersham Biosciences);

v Kit® de calibracdo, mistura de padrio 4cidos nucleicos — 100 pb a

4000 pb (Invitrogen®)

Kit® de fluoréforos para sistema Ettan® DIGE (CyDye DIGE fluors,

<

minimal dyes, Amersham Biosciences);

Kit® para PCR (GoTaq Flex, Promega)

Lisina CcH14N,0O, — 146,19 g mol™! (Sigma);

Metanol, CH,O — 32,04 g mol' (J. T. Baker)

Oleo mineral (Amersham Biosciences)

Persulfato de amonio, N,HgS,0, — 228,20 g mol! (Mallinckrodt)
PMSF, C;H,FO,S - 174,19 ¢ mol™! (Sigma-Aldrich)

SDS, C,H,5sNaO,S — 288,28 g mol! (Synth);

TEMED, C¢H,¢N, — 116,20 g mol' (J. T. Baker)

TFA, C,HF;0, — 114,03 g mol™ (Merck);

Tioureia, CH4;N,S — 76,12 g mol™ (Amersham Biosciences)
Tripsina (Sigma-Aldrich)

Tris, C;H;,OsN - 121,14 ¢ mol™ (Amersham Biosciences)
Ureia, CH4N,0 — 60,06 g mol” (Amersham Biosciences)

AN N N NN Y U U N U N RN

3.4 Material vegetal

As sementes transgénicas (T) e nao-transgénicas (NT) da espécie
Arabidopsis thaliana foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Carlos

Henrique Indcio Ramos (IQ/UNICAMP, Campinas, SP, Brasil), oriundas do

29



Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel

trabalho de Gongalves et al. (2012), cujo ec6tipo originario das plantas NT €
Columbia (Col-0). Ambas as sementes NT e a cepa GV3101 (Agrobacterium
tumefaciens), utilizada para transformacao das plantas, foram originalmente
obtidas pelo Prof. Michel Vincentz (CBMEG/UNICAMP, Campinas, SP,
Brasil).

O lote de sementes de Arabidopsis thaliana transgénica cedidas para
esta Dissertacdo foi obtido de plantas transformadas com agrobactérias da
espécie Agrobacterium tumefaciens. As caracteristicas do plasmideo Ti —
“indutor de tumor”, que origina a doenca de galha ja descrita na secdo 1.2 —
destas bactérias € representada pelo vetor pPCAMBIA 2300, que possui 8742 pb
e pode ser visualizado na Figura 7. Além da vantagem desta espécie de
agrobactéria transferir horizontalmente a sequéncia de interesse para o genoma
da planta transformante, este vetor € caracterizado por mecanismos de
transferéncia rotineiros bem elucidados (fonte: www.cambia.org). A sequéncia
de interesse que é transferida ao genoma é T-DNA (DNA de transferéncia),
que representa a regido entre as bordas R e L. O T-DNA ¢€ caracterizado por
sequéncias promotoras, neste caso, a sequéncia 35S, que € responsavel pela
regulacdo da expressdo do gene para a planta inteira e é baseado em fragmento
de gene viral (virus do mosaico da couve-flor). O gene de interesse usado foi o
nptll, que oferece resisténcia ao antibidtico canamicina, em plantas. As
regioes do plasmideo Ti fora do T-DNA, atuam como origem de replicagao,

estabilidade e indutores de catélise necessarios para a agrobactéria hospedeira.

30



Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel

Figura 7: Esquema do vetor pCAMBIA 2300
contendo a regido t-DNA para a Arabidopsis
thaliana, que se situa entre as bordas Re L, e a
regido fora do t-DNA para a Agrobacterium

tumefaciens
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Fonte: www.cambia.org

Nas etapas de clonagem foram usados outros vetores, que aqui destaca-
se o vetor pRT100, que € responsdvel pela inser¢do do promotor 35S

mencionado.

Os primers (oligonucleotideos iniciadores), construidos a partir do T-
DNA, foram comprados da empresa IDT (do inglés, “Integrated DNA
Technologies™). A etapa de clonagem envolveu o vetor pGEM-T Easy
(Promega), e para a subclonagem, os vetores pRT100 e pCAMBIA 2300 (fonte:

www.cambia.org).
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3.5 Condi¢oes do cultivo

O tratamento do cultivo de Arabidopsis thaliana T e NT segue na
Tabela 1 e o manejo do cultivo pode ser representado pela Figura 8, onde as
amostras de folha foram voltadas para extracdo do DNA e extracao proteica, a
ser visto neste capitulo (secdao 3.6 e 3.7, respectivamente), € também foram

voltadas para imageamento elementar, a ser visto no proximo capitulo.

Tabela 1: Condi¢des dos Grupos de Arabidopsis thaliana nio-transgénicas (NT) e
transgénicas (T)

Grupo ¥ Irrigacio
NT (controle) Agua ultrapura
Se-NT (tratado com Selénio) Solugdo 30 pmol L' de Na,SeO; "
T (controle) Agua ultrapura
Se-T (tratado com Selénio) Solucao 30 umol L' de Na,SeOs3 b)

a) cada grupo continha 12 plantas; b) massa de Na,SeO; acumulada ao final do cultivo: 0,88 mg

Figura 8: Parte do cultivo de Arabidopsis thaliana T e NT
mostrando os grupos organizados de maneira alternada (cada
grupo composto por 12 plantas) e apds 57 dias de cultivo.

...Grupo Controle Grupo Controle...

Grupo tratado com Selénio
N e —————

Fonte: Obtido de CAmera GE® Healthcare, modelo X550
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A priori, as sementes NT e T foram incubadas em &4gua ultrapura
(> 18 MQ cm, Millipore, Bedford®, USA) a 5°C por dois dias, para o processo
biologico conhecido por “vernalizacdo”. Em media, quatro sementes foram
plantadas por vaso, onde cada continha cerca de 80 g de terra. A composi¢ao
da terra era uma mistura 1:1 de substrato (Tropstrato HT Hortalicas, Vida
Verde®) e vermiculita expandida (Terra Master®), ambos previamente
autoclavados. Os vasos foram irrigados com a mesma fonte de 4dgua
deionizada, o suficiente para o desenvolvimento das plantas durante 10 dias. O
cultivo foi mantido em uma casa de vegetacio (LGE — IB/UNICAMP) a
temperatura regulada na faixa de 21 a 24 °C, em fotoperiodo de 12h-luz/12h-
escuro. Apos 10 dias do inicio do cultivo, em cada vaso, foi mantida a planta
mais desenvolvida, e descartada adequadamente as demais. A irrigacdo das
plantas foi feita trés vezes por semana em dias alternados. O periodo do
cultivo foi de 57 dias. Uma vez que o cultivo foi encerrado, as folhas frescas
foram coletadas adequadamente, pesadas (grupos: NT com 53,99 g, Se-NT
com 39,78 g, T com 56,63 g e Se-T com 54,75 g), lavadas com dgua ultrapura

e armazenadas em refrigerador a -80°C.

3.6 Amostra de DNA das folhas T e NT

As amostras de folhas NT e T usadas foram aquelas do grupo
“controle”, no qual foi tratado com 4agua ultrapura (> 18 MQ cm, Millipore,

Bedford®, USA).
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3.6.1 Preparo da amostra

O protocolo de extracdo foi adaptado de Zeng & Yang (2002), cujas
modificagdes foram propostas por Provost et al. (2007). A solug¢do extratora
era baseada em 100 mmol L' de Tris-HCI pH 8,0 e composta por 25 mmol L™
de EDTA, 2 mol L' de NaCl, 0,05% (m/v) de Espermidina, 2% (m/m) de
PVP, 0,2g de CTAB, BME 2% e 10 mg de RNAse.

A extracdo de DNA de folhas NT e T foi baseada em 1,0 g das
respectivas amostras moido com nitrogénio liquido em almofariz. A solugao
extratora foi pré-aquecida a 65 °C. O material moido foi transferido para seus
respectivos microtubos, € em cada um foi adicionado 1,0 mL de solucdo
extratora, seguido de uma agitacdo por efeito vortex durante 15 s. A mistura
foi incubada a 65 °C por 10 min, com breve agitacdo (vortex) em 3 intervalos
deste tempo. Foi adicionado a mistura 1,0 mL de CIA na propor¢do de
24:1(v/v) e foi feita mistura por inversdo durante 1 min. Transferiu-se para
centrifugacdo em 10000 g por 10 min, a 4°C. A fase aquosa (superior) foi
coletada e transferida para outro microtubo, devidamente gelado. Para
precipitacdo do teor de DNA, foi adicionado 600 pL de isopropanol. A
amostra foi incubada a -20 °C. Foi centrifugada em 10000 g por 20 min, a 4 °C
e realizada duas etapas de lavagem: uma com 400 pL de etanol 70% (gelado)
e outra com etanol absoluto. O pellet foi seco a 70°C por 10 min e a
ressuspensdo foi feita em 20 puL. de 4gua ultrapura (> 18 MQ cm, Millipore,

Bedford®, USA).
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3.6.2 Quantificacao do teor de acidos nucleicos totais

A concentracdo do material foram avaliadas com espectrofotometro
Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific) usando uma aliquota de 1 pL, cujo o

branco foi a mesma fonte de d4gua deionizada.

3.6.3 Amplificacdo da sequéncia génica

Os primers utilizados para PCR foram dos vetores nptll e pRT100 e a
mistura para PCR consistiu em 2 pL de tampdo (GoTaq Flex, Promega),
0,8uL (concentracio final — 2mmol L") de MgCl, 25 mmol L', 6 uL
(concentracao final — 0,8 mmol L'l) de DnTP 10 mmol L'l, 1,0 uL
(concentracdo final — 1 umol L") de forward primer 10 pmol L™, 1,0 uL
(concentracdo final — 1 pmol L) reverse primer 10 umol L', 0,2 L de BSA,
1,0 uL (100 ng) de DNA da amostra (100ng puL™), 0,2 pL de polimerase
(GoTaq Flex, Promega) e dgua deionizada em quantidade suficiente para 10

uL. O termociclador foi estabelecido segundo a sequéncia:

I 1 ciclo: em 94 °C por 5 min (desnaturacéo);

I) 35 ciclos: em 94 °C por 45 s (desnaturagio),
em 50 °C por 45 s (anelamento),
em 72 °C por 3 min (extensio);

II) 1 ciclo: 72 °C por 7 min.
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3.6.4 Separacgdo da sequéncia génica amplificada e deteccao

A separacao foi realizada em gel de agarose 1% (m/v) em 100 mL de
solucdo tampdo TAE, contendo 4 uL de brometo de etidio (10 mg mL™). A
ordem de diluicdo para obtencdo do tampdo foi 10 vezes, a partir de uma
solucdo TAE estoque, composta por: 2 mol L™ de tris, 57,1 mL de 4cido
acético e 0,05 mol L' de EDTA. As condi¢des de separagdo foram 90 V e
100W. O marcador utilizado na corrida foi uma mistura de 12 padrdes entre
100 pb a 4000 pb (Invitrogen®), e a deteccdo foi realizada em exposicdo 2

radiagio UV (A = 265 nm, Biosystems®).

3.7 Amostra de proteinas das folhas T e NT

As amostras de folhas NT e T usadas foram aquelas do grupo
“controle”, no qual foi tratado com 4gua ultrapura (> 18 MQ cm, Millipore,
Bedford®, USA), e do grupo tratado com Selénio (vide Tabela 1). As
extracOes foram feitas em duplicata para cada grupo (NT, Se-NT, T, Se-T).

3.7.1 Preparo da amostra

Como ponto de partida, o protocolo para extracao foi adaptado de
Delaplace et al. (2006), e o procedimento foi desenvolvido com base em 1 g
de amostra de folhas frescas NT e T. A amostra foi moida em um almofariz
com nitrogénio liquido, e a ela foi adicionado 4,0 mL de solucdo extratora a

base de 0,5 mol L™ de Tris-HCI pH 7,5. Esta solucdo era composta por 0,7
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mol L' de Sacarose, 50 mmol L' de EDTA, 0,1 mol L' de KCI, 10 mmol L!
de tiouréia, 50 mmol L' de DTT, 2 mmol L' de PMSF. O material foi
macerado vigorosamente por 15 min. O extrato foi transferido para uma
ultracentrifuga (modelo Bio-Spin-R®, BioAgency, Brasil) cuja rotacdo foi
12857 g por 10 min, a 4 °C, a fim de decantar o material particulado. O
sobrenadante foi coletado, e a ele foi feita uma extracdo por particdo,
adicionando-se 5,0 mL da solugdo extratora saturada com Fenol. O extrato foi
agitado em misturador vortex (modelo M-37600®, Thermolyne, EUA) por 10
min, e a decantagdo foi obtida por centrifugacdo nas mesmas condi¢oes
citadas. A fase fendlica (superior), que continha as proteinas, foi coletada.
Duas etapas de lavagem foram realizadas na fase coletada e a solu¢do usada
consistiu na adicao de 5,0 mL de solu¢do extratora original (sem fenol). A
agitacdo em vortex e decantacdo por centrifugacido foi realizada no fim de

cada etapa e, em todas elas, coletada a fase fendlica (superior).

Para precipitacdo das proteinas, foi adicionado 5,0 mL de solugdo 0,1
mol L' de acetato de amonio em metanol, previamente gelada, para cada mL
do extrato final obtido. Agitou-se de forma branda em misturador vortex e a
precipitacdo foi submetida a -20 °C, por 24 h. A decantacdo do material
precipitado foi feita por centrifugacdo com rotagdo de 1157 g por 10 min, a
4°C. Foram realizadas trés etapas de lavagem do precipitado: duas
consecutivas com a solucdo de 0,1 mol L' de acetato de amdnio em metanol,
e, a ultima, com a solucdo de acetona 80% (v/v). Estas solucdes eram
devidamente geladas (-20 °C) e o procedimento seguido foi o mesmo das
etapas de agitacdo e decantacdo mencionadas, descartando o sobrenadante em

cada etapa. O precipitado final foi seco com gds nitrogénio.
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A ressuspensdao do precipitado foi feita em 300 upL de solugdo
apropriada a base de dgua ultrapura (> 18 MQ cm), composta por 7 mol L' de
uréia, 2 mol L' de tiouréia, 2% (m/v) de CHAPS, 0.5% (v/v) de anfélitos
(Amersham Biosciences ™) e 20 mmol L' de Tris em pH 8,8 (sem agente
redutor), na qual a amostra foi agitada em aparelho vortex e centrifugada para

retirada do material insoluvel, indesejado da etapa de quantificacao.

3.7.2 Quantificacdo do teor de proteinas totais

A quantificacio foi realizada por meio do kit® 2D Quant (GE
Healthcare, Suécia), que oferece a determinagdo exata da concentragdo do teor
proteico em pouco volume da aliquota. Esta vantagem leva ao bom
aproveitamento das amostras, que sdo posteriormente analisadas por técnicas
eletroforéticas de alta resolucdo, neste caso, a técnica 2-D PAGE,

empregando, como extensdo, a metodologia de anélise quantitativa 2-D DIGE.

O padrio que acompanha este kit consiste em 2,0 mg mL™ de BSA,

cujas massas estabelecidas para a curva de calibracdo estd na faixa de 0 a 50
ug.

Os reagentes que acompanham o kit s3o: uma solugdo precipitante, uma
solucdo co-precipitante, solu¢des colorimétricas A e B e uma solucio de fons
cobre livre (Cu™). A particularidade do ensaio é baseada na ligacio especifica
dos fons cobre com as proteinas, cuja absorbancia méxima ocorre no

comprimento de onda A = 480 nm e decresce com a concentracdo da proteina.

As medidas foram realizadas em triplicata, usando aliquotas de 5 uL.
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3.7.3 Separacdo das espécies de proteinas por 2-D PAGE com
extensao da metodologia 2-D DIGE

Um total de quatro grupos foi estabelecido para anélise quantitativa das
proteinas diferenciais: (1) NT x T, (2) NT x Se-NT, (3) T x Se-T e (4) Se-NT
x Se-T (vide Tabela 2). Cada grupo de géis foi preparado em quadruplicata.

Tabela 2: Esquema da metodologia 2-D DIGE. Marcagdo feita em cada amostra com
os respectivos fluoréforos, antes da separacdo por 2-D PAGE

Gel fluoréforo Cy3 ® fluoréforo Cy5 ® .

Grupo comparativo: NT x T

1 NT T NT +T
2 NT T NT+T
3 T NT NT+T
4 T NT NT+T

Grupo comparativo: NT x Se-NT

5 NT Se-NT NT + Se-NT
6 NT Se-NT NT + Se-NT
7 Se-NT NT NT + Se-NT
8 Se-NT NT NT + Se-NT

Grupo comparativo: T x Se-T

9 T Se-T T + Se-T
10 T Se-T T + Se-T
11 Se-T T T + Se-T
12 Se-T T T + Se-T
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Grupo comparativo: Se-NT x Se-T

13 Se-NT Se-T Se-NT + Se-T
14 Se-NT Se-T Se-NT + Se-T
15 Se-T Se-NT Se-NT + Se-T
16 Se-T Se-NT Se-NT + Se-T

a) 50 ug de amostra marcados com o fluoréforo; b) total de 50 ug (25 ug +25 ug) de amostras
marcados com o fluordforo como padrdo interno.

A metodologia 2-D DIGE consiste em marcar as amostras de proteinas
de acordo com o protocolo do fabricante para a marcacdo minima (GE
Healthcare). Para marcaco com corantes (CyDye® DIGE Fluor minimal, GE
Healthcare), baseados nos dados de quantificagdo do teor proteico, 50 pg de
cada amostra foi marcada com 400 pmol (0,8 pL) de corante, seguido da
incubacdo em gelo durante 30 min, no escuro. Para cada replicata, uma
amostra foi marcada com Cy3, a outra amostra com Cy35, e o padrido interno
com Cy2, também feitas marcagdes trocadas entre os corantes para corrigir
qualquer desvio introduzido pelas diferentes caracteristicas de fluorescéncia
na acrilamida nos diferentes comprimentos de onda de excitacdo de Cy3 e
Cy5. O padrao interno, marcado com Cy2, consistiu de uma amostra
combinada composta por quantidades iguais de cada uma das amostras
utilizadas para cada quadruplicata. O corante Cy2, em si, € considerado um
normalizador (LIN et al., 2012), aumentando a confianca estatistica para
quantificacdo entre os diferentes géis. As reacdes foram encerradas por meio
da adicio de 1mL de 10 mmol L™ de lisina, seguida por uma incubacio
durante 10 min adicionais. Cada amostra de proteina marcada foi diluida com

uma solucdo de reidratagdo.
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As condi¢des de separacdo em primeira e segunda dimensao seguem na
Tabela 3. A focalizacdo isoelétrica (separacdo eletroforética de primeira
dimensdo) foi realizada com fitas tipo Immobiline® (pH 4-7, 13 centimetros,
GE Healthcare), acumulando 14600 Vh. Na segunda dimensao, os géis finais
consistiam em poliacrilamida 12,5% [acrilamida 30% (m/v) com
Bisacrilamida 0,8% (m/v)] e as propor¢des dos reagentes de acordo com o

protocolo elucidado (GE Healthcare).

Tabela 3: Condi¢des para separacio por 2-D PAGE com metodologia 2-D DIGE

1° dimensdo: focalizacao isoelétrica (gradiente de pH 4 - 7)

Etapa 500 V 500 Vh
Gradiente 1000 V 800 Vh
Gradiente 10000 V 11300 Vh
Etapa 10000 V 2000 Vh

2° dimensdo: separacao por tamanho [em kDa”]
Parte I 90 Vv 15 mA (por gel) 100 W
Parte 11 200 V 30 mA (por gel) 100W

a) Gel com estimativa de tamanho das espécies de proteinas, a priori, otimizado, usando padrdo
de mistura proteica de baixa massa molecular, 14,4 kDa a 97,0 kDa (Amersham® kit, GE
Healthcare)

Para a deteccdo dos spots proteicos, os géis foram digitalizados com um
aparelno DIGE® Imager Scanner Ettan (GE Healthcare), para analisar as

diferencas no proteoma.
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3.7.4 Analise dos spots proteicos

Um analisador de imagem diferencial (DeCyder®, GE Healthcare) foi
usado para andlise de imagem na deteccdo de spots correspondentes entre os
géis, e normalizacdo com base no padrio interno combinado antes da
quantificacdo dos spots. Um fator de regulacdo de 1,5 (50% de variacao) foi
escolhido como também determinado pelo programa de anélise de imagem
DeCyder® D-2 versao 7.0 (GE Healthcare). A intensidade diferencial foi
considerada estatisticamente significativa com base no teste ¢ de Student, para

p <0,05.

3.7.5 Identificacao por ESI-QTOF-MS/MS

ApOs andlise da imagem, foram preparados géis 2-D PAGE, usando as

mesmas condi¢des da Tabela 3, e 500 ug de massa de amostra.

Para a digestdo dos spots proteicos, os géis foram cortados
manualmente e colocados em uma placa contendo resina de afinidade de
peptideos de micro-SPE, usando o kit® Montage In-Gel digestZP (Millipore,
Bedford, USA). A digestdo e protocolos de elui¢do a vacuo foram realizados
de acordo com as recomendagdes do fabricante. Foi feita a remog¢ao de corante
Coomassie, utilizando acetonitrila, seguido por digestdo com tripsina
(utilizando 166 ng de enzima para cada spot cortado) a 37 °C por 3 h. Em
seguida, uma etapa de limpeza foi feita, usando 130 uL de solucdo de
TFA 0,2% (v/v). Finalmente, os peptideos purificados foram eluidos a partir
da resina, utilizando 20 puL de 0,1% (v/v) de TFA 50% (v/v) com acetonitrila.

Para elui¢do a vdcuo, foi utilizado um Manifold® Multiscreen Vacuum
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(Millipore), e foi adicionado 50 uL de 4gua deionizada a solu¢do resultante de
peptideos purificados da etapa de digestao, referentes a cada spot proteico, nos
quais foram concentrados com concentrador (concentrador SeepVac® Savant,
modelo SPD131DDA, Thermo Scientific) at€ o volume final cerca de 20 uL.
A solucdo concentrada foi centrifugada a 17000 g por 10 min, e o

sobrenadante foi transferido para frascos apropriados para anélise por LC-MS.

As andlises dos peptideos presentes nos digeridos proteicos por LC-MS
foram realizadas em cromatégrafo UPLC (nanoAcquity®, Waters) acoplado a
um espectrometro (Synapt® HDMS, Waters), equipado com fonte de nanoESL
Tipicamente, 4,5 uL de amostra aquosa foram injetados pelo auto-injetor do
sistema nUPLC e direcionados a uma pré-coluna (Symmetry® Cis, 20 mm X
180 um d.1., particulas de 5 um, Waters), onde foram dessalinizadas por 3 min
com fluxo de 5,0 uL min”' de 97:3 H,O/MeCN com 0,1% dcido férmico (v/v),
sendo, entdo, transferidas para a coluna analitica (BEH130® Ciz, 100 mm x
100 um 1.d., particulas de 1,7 um, Waters) e eluidas com fluxo de 1,0 uL

min”', com um gradiente linear, estabelecido na Tabela 4.
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Tabela 4: Eluicdo por Gradiente em sistema UPLC acoplado a
espectrometria de massas

Tempo (min) % A? % BY
0 97 3
5 85 15
10 65 35
22 40 60
26 3 97
28 97 3
30 97 3
a) A = H,0 com dcido formico 0,1% (v/v); b) B = MeCN com dcido férmico
0,1% (v/v)

A deteccdo dos peptideos foi feita pelo espectrometro de massas de
forma online, configurado para operar em modo de aquisi¢do dependente de
dados (DDA), contendo uma func¢ao de MS (full scan de m/z 200 a 2000), trés
funcdes de MS/MS e uma funcgdo de padrdo externo de calibracdo (lockmass).
Os demais parametros do espectrOmetro de massas foram: voltagem do capilar
3,0 kV, voltagem do cone 30 V, temperatura da fonte 100 °C, fluxo do gés de
nanoESI 0,5 L h'', energias de colisio das celas Trap e Transfer
respectivamente em 6 e 4 eV, detector em 1700 V. Os espectros de MS (full
scan) € MS/MS (espectro de ions fragmentos por dissociacao induzida por
colisdo) foram adquiridos a uma taxa de 1 espectro s'. Previamente as
andlises, o instrumento foi calibrado com oligdmeros de &cido fosférico
[solu¢do de H3PO, 0,05% (v/v) em H,O/MeCN 50:50] de m/z 90 a 1960.
Arg6nio a uma pressio de 9,7 x 10~ mbar foi utilizado como gis de coliséo.
As corridas de LC-MS foram processadas pelo software ProteinLynx Global
Server v.2.2. (Waters) e analisadas via MASCOT v.2.2. (Matrix Science Ltd)
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por busca em banco de dados NCBI. Como parametros da busca foram
selecionados digestdo com tripsina com até um sitio de clivagem ignorado,
oxidacdo em residuos de metionina como modificacdo varidvel e tolerancia de

massa de peptideos e fragmentos, ambos em +0,1 Da.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Detecgao da transgenia

4.1.1 Dados de quantifica¢ao do teor de acidos nucleicos

A quantificagdo foi baseada na razdo entre absorbancia maxima
(em A = 260 nm) e minima (em A = 230 nm), e integrada até A = 280 nm. De
acordo com estas razdes, a busca em banco de dados com parametros relativos
aos 4cidos nucleicos foi feita no proprio software do equipamento, cuja
quantificacio foi expressa em ng uL’'(Figura 9). Com base nos dados de
quantificacdo, o DNA foi diluido para 100 ng uL' para posteriores etapas de

amplificagdo.

. . . ~ L . . -1
Figura 9: Grafico da quantificacdo de 4cidos nucleicos (em ng ulL™)
baseada na razdo entre as absorbancias mdxima e minima

# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc Unit AZ60 A280 260280 260/230 Sample Type Factor

1 Acesso 29/05/2018 11:57_|1449.9 Inglul 50,00
2 WtCont |Acesso |29/05/2013 11:57 |1471,6 |ngfyl 29,431 (13794 213 12,18 |DNA 50,00
3 Wt Trat Acesso 29/05/2013 11:58 | 850,9 ng/ul 17,018 8,002 213 2,16 DNA 50,00
4 Wi Trat |Acesso 29/05/2013 11:58 | 15471 \ng/pl 30,943 14515 213 213 DNA 50,00
5 H1 cont Acesso |29/05/2013 11:59 | 1564,9 |ng/l 131,299 |14763 212 21 DNA 50,00
i} H1 trat Acesso 29/05/2013 11:59 | 1672,0 ng/yl 133,438 (15729 (213 224 DNA 50,00
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Fonte: Obtido de equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
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4.1.2 Amplificagdo da sequéncia baseada na transgenia

A deteccao da transgenia foi realizada em amostras de DNA obtida de
folhas transgé€nicas. Os primers foram desenhados dentro da sequéncia
exogena inserida por t-DNA (Gongalves et al., 2012), sendo, assim, a
sequéncia de nptll (gene de resisténcia a canamicina em plantas) e pRT100,

presentes no vetor pPCAMBIA 2300, foram escolhidas.

Como controle negativo foi usado o DNA da amostra de folhas NT, e
como controle positivo, foi usado o proprio vetor de transformagiao por

Agrobacterium tumefaciens, o pCAMBIA 2300 (Gongalves et al., 2012).

Estes experimentos foram realizados com intuito de explicitar as
diferencas entre dos genomas das plantas NT e T, baseado na transformagao

realizada.

Os resultados mostraram que ambos os primers amplificaram a
sequéncia génica baseada no gene exdgeno, no qual os primers relativos a
sequéncia de pRT100 apresentaram amplificacdo menos intensa, comparado
com nptll (vide Figura 10), ao passo que o DNA das plantas NT apresentou
controle negativo, € o plasmideo pCAMBIA apresentou controle positivo,
como esperado. Estes resultados mostram de maneira evidente, que o DNA
das plantas T possui presenca de algumas sequéncias do t-DNA e, logo, a
autenticidade da planta T como “transgénica” para seguimento da analise

protedmica, que serd prosseguida neste capitulo.
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Figura 10: Gel de Agarose 1% (m/v) mostra confirma¢do da modificacdao
genética em DNA de plantas T, baseado nos primers de nptll e pRT100,
onde: 1 kb ladder (Invitrogen®) que varia de 100 a 4000 pb, 1: DNA da
planta NT, 2: DNA da planta T, 3: vetor pCambia 2300 contendo 35S +
poliA, A: primers para sequéncia nptll (=700 bp), B: primers para a
sequéncia pRT100 (= 1100 bp).

1kb 1A 2A 3A 1Kb 1B 2B 3B 1kb 1A 2A  3A 1Kb 1B 2B 3B

versdo 1 versdo 2

Fonte: Obtido de aparelho Biosystems, com exposi¢dao UV (265 nm)

4.2 Analise protedmica

4.2.1 Dados de quantificacdo do teor proteico

O uso do kit 2-D Quant ® para quantificacdo do teor proteico apresentou
curva de calibracdo com boa resposta linear, no caso Rz = 0,999 (vide Figura

11).
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Figura 11: Grafico da curva de calibragao baseada em padrao BSA.

1,000
0,900
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0,000

Absorbancia
y =-0,0087x + 0,899
R2 = 0,9995
massa (ug)
0 10 20 30 50 60

Fonte:

Obtido via Excel® (Microsoft)

A Tabela 5 mostra os dados da quantificacio de cada amostra. A

mescla das duas réplicas de extracdo de cada amostra foi também quantificada

e, a posteriori, foi destinada as duas separagdes eletroforéticas, uma voltada

para andlise por 2-D DIGE (vide secdo 3.7.3), e a outra voltada para

identificacdo das espécies de proteinas por espectrometria de massas (vide

secdo 3.7.5).
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Tabela 5: Dados da quantifica¢do do teor proteico de folhas de Arabidopsis thaliana de cada
réplica de extracdo, na qual foi utilizada a juncdo para as etapas de separacdo eletroforética

Grupo Réplicas de extracao Massa, ug (em S pL)
1 22,069
NT (controle) 2 16,552
mesclale?2 17,816
3 12,874
Se-NT (tratado com Selénio) ” 4 13,678
mescla 3 e 4 17,586
5 17,816
T (controle) 6 18,506
mesclaSe6 14,425
7 19,655
Se-T (tratado com Selénio) ” 8 18,621
mescla7e 8 18,736

a) cada grupo continha 12 plantas; b) massa de Na,SeOj; acumulada ao final do cultivo: 0,88 mg

4.2.2 Deteccao e andlise das proteinas diferenciais

A técnica 2-D DIGE foi usada para visualizar, quantitativamente, as
proteinas diferenciais em abundancia, por meio dos perfis proteicos das
amostras de folha NT e T de Arabidopsis thaliana, onde cada grupo de
comparagdo foi baseado em quatro replicatas bioldgicas, como pode ser visto

nas Figuras 12 — 14.

50



Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel

Neste estudo, as diferengas na abundancia entre proteinas, que sdo
relativas as intensidades resolvidas pelos fluoréforos, foram detectadas usando
um fator de regulacdo > 1,5 (variacdo de 50%), em que 68 proteinas foram
diferencialmente encontradas, com significincia estatistica baseada no teste

de ¢ para p < 0,05. Dentro deste total:

v 08 pertencem ao grupo NT x T: 01 mais abundante e 07 menos
abundantes para T em relacdo a NT;

v’ 27 pertencem ao grupo NT x Se-NT: 14 menos abundantes e 13
mais abundantes para Se-NT em relacdo a NT;

v' 33 pertencem ao grupo Se-NT x Se-T: 13 mais abundante e 20

menos abundante para Se-NT em relagdo a Se-T.

Entretanto, ndo houve diferencas estatisticamente significativas para o

grupo T x Se-T.

Depois de verificar estes resultados, € possivel concluir que a condi¢do
mais diferencial foi aquela onde o Selénio foi adicionado ao cultivo, quando
comparado com a transgenia em si, onde pequenas diferencas no mapa
protedmico — somente 08 proteinas diferenciais — foram obtidas comparando
plantas NT x T, as quais ndo foram tratadas com Sel€nio. Este resultado estd
em um caminho contrario aqueles obtidos por nosso grupo de pesquisa em
trabalho com soja transgénica (ARRUDA et al., 2013), onde mais de 70
espécies de proteinas foram diferencialmente encontradas quando comparadas
com a soja NT e T. Este fato indica que o comportamento em termos de
proteinas diferenciais € dependente da modificacdo genética que, naquele

caso, o objetivo da era produzir sojas resistentes ao herbicida glifosato.

A informagdo estatistica em relacdo ao teste de ¢ (para p < 0,05), bem

como a razdao do volume médio destes spots estdo descritos nas tabelas dos
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APENDICES A - C. Adicionalmente, os volumes médios mostraram

extremas diferencas entre as espécies de proteinas em cada grupo investigado.

Figura 12: Gel 2-D DIGE das proteinas de folha obtidas dos grupos
NT x T. Em azul, espécies de proteinas do grupo T, e, em vermelho, do

grupo NT.
Mw, 4 i 7
kDa .
97§ ’
66 T B O~ -
7o > 3 -4 99w "
s+ N - Ty s
SR RIPTC: TE gt < Ay—e |
. é '_-4,'a L‘...p. it‘ ¥
30 + b . g Sl
] .
e...‘? - s .' " * - .
- ‘ . .P -
< rha bR S
20+ ) - = 2
b« v .
] .' . - i s & & ‘é]
14 -+ i ! bl
0. - 4/__,:@& g . ‘

Fonte: Obtido do Scanner, modelo Ettan® DIGE Imager
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* Figura 13: Gel 2-D DIGE das proteinas de folha obtidas dos grupos NT
x Se-NT. Em azul, espécies de proteinas do grupo NT, e, em vermelho, do
grupo Se-NT.
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* Figura 14: Gel 2-D DIGE das proteinas de folha obtidas dos grupos
Se-NT x Se-T. Em azul, espécies de proteinas do grupo Se-NT, e, em
vermelho, do grupo Se-T.
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* Fonte: Obtido do Scanner, modelo Ettan® DIGE Imager
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4.2.3 Proteinas diferenciais identificadas

As Figuras 12 — 14 mostram a localizacdo dos spots analisados por
2-D DIGE, via programa analisador de imagem diferencial (DeCyder).
Daquelas proteinas diferenciais encontradas, 27 foram identificadas, das quais
03 correspondem ao grupo NT x T, 15 do grupo NT x Se-NT e 09 do grupo
Se-NT x Se-T (ver as tabelas nos APENDICES A — O).

4.2.4 Eventos bioquimicos relacionados

4.2.4.1 Via da Glicdlise

A anélise dos grupos NT e Se-NT revela que a maioria das proteinas
diferenciais desenvolve funcdes metabolicas, as quais sdo diferentes daquelas
encontradas no grupo NT x T, bem como fungdo energética. Neste sentido, a
Fructose-bisphosphate aldolase (At4g38970/F19H22_70) e Glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase B subunit podem ser exemplificadas, nas quais
sd0 mais abundantes no grupo Se-NT, comparado com o grupo NT. Estas
proteinas estdo envolvidas na glicolise, uma via catabdlica que estd dividida
em duas fases: uma fase “preparatéria”, que consiste em cinco etapas
envolvidas na fosforilacdo da glicose e na sua conversdao em gliceraldeido-3-
fosfato, e a outra fase € intitulada como “compensacdo”, que consiste em
cinco etapas, e estd envolvida na conversdo oxidativa do gliceraldeido-3-

fosfato em piruvato (vide Figura 15).

A Fructose-bisphosphate aldolase participa da primeira fase deste

processo e sua fungcdo € a clivagem da frutose-1,6-bisfosfato, formando
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gliceraldeido-3-fosfato e  dihidroxiacetona fosfato (DHAP), e a
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase B subunit participa da segunda
fase, cuja fungdo catalitica é a oxidacao e fosforilagdo do gliceraldeido-3-
fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato, sendo que o NADH ¢é formado nesta etapa.
Uma vez que estas enzimas atuam juntas na glicélise, pode-se supor que suas
abundancias nas plantas Se-NT t€ém sido estimuladas. Como exemplo, a
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase B subunit tem um residuo de
cisteina no seu centro catalitico, que pode ter sido substituido por uma
selenocisteina bioativa, uma vez que o S e o Se apresentam similaridade nos

tipos de ligagdes quimicas, cuja diferenga € o Se ser mais reativo que o S.

Figura 15: Via da Glicélise dividida em 2 fases, nas quais a espécie identificada Fructose-
bisphosphate aldolase participa da 1° fase e a espécie Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase B subunit, da 2* fase.

12fase: “preparagao” 22fase: “compensacio”

2 GLICERALDEIDO 2-FOSFATO

2 NAD*
1 GLICOSE
m Etapa 6: gliceraldeido-3-
to desidr
Etapa 1: fosfoglicomutase 2 fosfato desidrogenase
ADP ’

2 1,3 - BISFOSFOGLICERATO

GLICOSE 6-FOSFATO 2 ADP

ﬁ Etapa 7: fosfoglicerato quinase
Etapa 2: fosfoexose isomerase 2 W—'

2 3-FOSFOGLICERATO
FRUTOSE 6-FOSFATO

@ Etapa 8: fosfoglicerato mutase
ﬂ Etapa 3: fosfofrutoquinase
2 2-FOSFOGLICERATO
FRUTOSE1,6-BISFOSFATO Etapa 9: enolase
2
)\ Etapa 4: aldolase

2 FOSFOEMNOLPIRUVATO
{ \ 2 ADP

Etapa 10: piruvato quinase
Etapas %
> . 2 —

DIHIDROXICETONA +—— GLICERALDEIDO3-FOSFATO . .
FOSFATO (DHAP) 2 ACIDO PIRUVICO (PIRUVATO)

Fonte: Adaptado de TAIZ & ZEIGER, 2006.
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4.2.4.2 Ciclo de Calvin

RuBisCO, que esti envolvida na primeira etapa do ciclo de Calvin
(fixagdo do CO,), e Chaperonin Hsp60 atua no enovelamento da RuBisCO.
Ambas as proteinas foram abundantes no grupo NT, e estdo de acordo com
RuBisCO activase (RCA — At2g39730/T517.3), que é um membro da familia
dessas proteinas, apresenta atividade de ATPase, funcdo de chaperona e esta
associada em uma diversidade de respostas celulares. De fato, RCA
apresentou o mesmo fator de regulacdo que RuBisCO, igual a -1,74. Como
consequéncia da ligacdo do ATP em RCA, que contribui para o processo de
assimilacdo de CO,, essas proteinas podem ter influenciado o fendtipo, em
termos de massa organica, como observado durante o periodo do cultivo, uma
vez que as plantas foram mais bem desenvolvidas (vide Figura 16).

Figura 16: Diferencas fenotipicas mostram que 12 plantas Se-NT

apresentaram menor massa fresca (39,78g) a comparado com 12
plantas NT (53,99g).

NT Se-NT

Fonte: Obtido de CAmera GE® Healthcare, modelo X550
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4.2.4.3 Perturbagao na homeostase i0nica

Por outro lado, o grupo Se-NT apresentou uma baixa produgdo de
massa organica, devido, provavelmente, ao tratamento com Na,SeO;, por
conta do estresse salino relacionado ao Sédio. Quando os eletrélitos sao
adicionados na zona das raizes, eles aumentam a condutividade elétrica, que
tem relacdo com o efeito osmotico: quanto maior a condutividade, menor o
potencial osmatico. Isto quer dizer que o balango hidrico das plantas € afetado,
ou seja, o potencial hidrico também se torna baixo. Isto retarda o crescimento
celular, o que, de longe, mostra que as plantas crescem mais lentamente,

conforme observado no grupo Se-NT.

As andlises de genOmica e protedmica em Arabidopsis thaliana
revelaram que um conjunto de genes € regulado por estresse abidtico induzido
(XIONG et al., 2002), onde os resultados obtidos aqui corroboram com este
estudo, por meio da maior abundancia da Proteina 1 ligada a cdtion, que é
associada a membrana plasmatica (PCaP1) no grupo Se-NT. Tal proteina esta
envolvida na sinalizacdo intracelular por meio da interacdo com os
fosfatidilinositol fosfatos (PtdInsPs) e calmodulina (CaM - proteina que
modula o célcio), onde os PtdInsPs sdo ligados a membrana plasmatica (no N-
terminal) até que a Ca**— CaM atinja uma concentracio competitiva (IDE et
al., 2007; KATO et al., 2010). Embora a PCaP1 esteja em alta abundancia no
grupo Se-NT, sua contribuicdo no sistema ndo compensa com o estimulo
competitivo do Na,SeO;. Embora a presenca do Selénio seja mais influente
(vide 4.2.4.4), por conta de que sua concentracdo esta consideravelmente mais
elevada que o detectado em solos comerciais, em parte, o Na* pode ter tido
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certa toxicidade (vulnerdvel em plantas glicofitas), pois € responsivel por
inativar enzimas e inibir sintese de proteinas, ocasionando certa perturbacdo
na homeostase idnica, promovendo a saida de K' deslocando Ca®* para
membrana plasmatica. Uma vez que a proteina PCaP1 depende de Ca™, ela
produz uma regulacdo negativa no alongamento celular do hipocétilo das
plantas, devido a falta do cation (LI, 2011). Para o grupo Se-NT, este foi o

Caso.

4.2.4.4 Estresse oxidativo

Na andlise comparativa entre os grupos NT x Se-NT e Se-NT x Se-T, a
proteina de 33 kDa oxygen-evolving estd mais abundante no grupo Se-NT.
Esta proteina, e, também, a proteina Oxygen-evolving enhancer 1-2, estdo
relacionadas no Fotossistema II (PSII), que € o sistema da fotossintese
responsavel por oxidar a dgua em oxigénio (O,) (TAIZ & ZEIGER, 2000).
Estas espécies de proteinas mostram uma relacdo de regulacdo com as
espécies reativas de oxigénio (ERO), uma vez que o agente redutor
(ferredoxina) do Fotossistema I é forte o suficiente para reduzir O, em
superéxido (O%). A baixa abundincia de RuBisCO no grupo Se-NT poderia
ser um indicativo da presenca de ERO, e um estimulo para a regulacdo destas

proteinas (vide Figura 17).
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Figura 17: Esquema de um cloroplasto, organela pertencente a célula vegetal,
mostra a dependéncia dos Fotossistemas I e IT com o Ciclo de Calvin. Justifica para
os grupo Se-NT a alta abundancia das espécies de proteinas responsiveis pela
producao de ERQO’s, e baixa producao de massa organica relativa a RuBisCO.

CLOROPLASTO

CICLO DE
CALVIN

CO,+H,0

Reacdes luminosas Reacdes de carboxilacdo

Fonte: Adaptado de TAIZ & ZEIGER, 2006.

4.2.4.5 Defesa vegetal e outros eventos

Os grupos Se-NT x Se-T apresentaram a Isocitrate dehydrogenase, que
pode ser envolvida na resposta ao estresse oxidativo. Essa proteina estd
presente em alta abundancia no grupo Se-T, mostrando que as plantas
transgénicas estdo buscando por um novo equilibrio a fim de evitar as ERO.
Entretanto, quando comparado aos grupos T x Se-T, nenhuma proteina
diferencial foi obtida. E interessante enfatizar que as plantas do grupo Se-NT
apresentaram alta abundancia de glycine-rich RNA-binding Protein 7, que
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estd envolvida na resposta celular para o ambiente e as condi¢cdes de
desenvolvimento, indicando uma alta probabilidade de ocorréncia de estresse

em tais plantas.

Finalmente, € interessante também comentar que, no trabalho de Arruda
et al. (2013), foi realizado estudo protedmico comparativo em folhas de soja
de plantas NT e T, e resultados similares foram, também, obtidos.
Considerando apenas o efeito da transgenia da soja com o efeito da transgenia
induzido por Selénio na Arabidopsis thaliana, proteinas diferenciais em
comum foram identificadas, tais como Oxygen-evolving complex Protein 1,
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase (RuBisCO), Fructose-bisphosphate
aldolase 1, Phosphoglycerate Kinase 1 e N-glyceraldehyde-2-
phosphotransferase-like, que sugerem a planta transgénica uma tendéncia de

busca por um novo equilibrio.
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5 CONCLUSOES PARCIAIS

A partir dos grupos comparativos avaliados, 68 espécies de proteinas
foram diferencialmente encontradas, empregando-se um fator de regulacdo
> 1,5, com significancia estatistica baseada no teste ¢ de Student, para p <
0,05. Destas espécies, 27 foram caracterizadas e estdo envolvidas na via da
Glicodlise, Fotossistemas I e II e combate as ERO, e foram classificadas em
algumas categorias, tais como metabolismo, energia, transdugcdo de sinal e
doencga/defesa. Além das diferencas entre os proteomas de plantas nado
transgé€nicas e transgénicas, a producdo de proteinas se mostrou bastante
alterada para a planta ndo transgénica, que recebeu adi¢c@o de Selénio, ao passo
que as plantas transgénicas nao se mostraram significativamente alteradas com

a adi¢do deste elemento.
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CAPITULO II

Imageamento das folhas de Arabidopsis thaliana transgé€nica e nao
transgénica e avaliagdo da distribuicdo de Selénio e Enxofre via
ablagdo a laser acoplado ao espectrometro de massas com fonte de

plasma acoplado indutivamente [LA(1)-ICP-MS]
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6 REVISAO DA LITERATURA

6.1 Nutricao mineral

As plantas sdo organismos capazes de sintetizar seus Pproprios
componentes organicos a partir dos nutrientes inorganicos disponiveis no
ambiente, por isso sdo denominadas como “organismos autotréficos”. Por
conta disso, os estudos do modo como as plantas obtém o0s nutrientes e 0s
utilizam se relacionam a “nutricdo mineral” (TAIZ & ZEIGER, 2006). A
importancia destes estudos tem contribuido para agricultura moderna e a
protecdo ambiental, onde a produtividade dos cultivos depende da maneira
como os solos sao fertilizados e, portanto, ateng¢ao esta em avaliar por meio de
investigacOoes que elucidem a translocagdo dos elementos essenciais nos
tecidos vegetais por meio das rotas metabolicas (ATKINSON et al., 2010).

Um elemento ¢ dito “essencial” quando este compde a estrutura ou
metabolismo de uma planta, sendo que na sua auséncia, problemas severos sao
acarretados no desenvolvimento e reproducdo vegetal. Os elementos
essenciais sao frequentemente classificados quando as suas concentragdes no
tecido vegetal, em termos de “macro” e “micronutrientes”, exceto pelos
elementos Hidrogénio, Carbono e Oxigénio, que ndo s3o considerados
nutrientes minerais porque sao obtidos primariamente da dgua ou didxido de
carbono (TAIZ & ZEIGER, 2006). Alguns pesquisadores argumentam que esta
classificacdo € dificil de ser justificada do ponto de vista fisiolégico em
relacdo a necessidade nutritiva para cada espécie, pois existem tecidos
vegetais que possuem micronutrientes no mesmo nivel que macronutrientes,

como é o caso do mesofilo, que possui quase tanto ferro e manganés quanto
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Enxofre e Magnésio (BRUIINZEEL et al., 2011). Entdao MENGEL & KIRKBY
(1987) propuseram que os elementos essenciais fossem classificados em
quatro grupos basicos quanto ao papel bioquimico e funcdo fisiolégica, tais
como os nutrientes que fazem parte: dos compostos de carbono da
armazenagem de energia/integridade estrutural, da regulacdo nos potenciais
osmoticos/atuacdo como cofatores de enzimas e das reagOes envolvendo
transporte de elétrons.

Com base nisso, a andlise comparativa de plantios expostos € ndo
expostos aos nutrientes € uma maneira tipica de avalia-los nos tecidos vegetais
conforme os niveis de exposi¢cdo, classificados em faixas como deficiente,

adequado e toxico.

6.1.1 O elemento Selénio (Se)

O Se € um elemento que possui ocorréncia natural nas plantas, pois
possui a mesma similaridade nos tipos de ligacdo do Enxofre (S), no qual o
segundo € um macronutriente — mencionado na secao 6.1. O S estd presente
em dois aminoacidos (cisteina e metionina) e constitui varias coenzimas e
vitaminas (acetil coenzima A, S-adenosilmetionina, biotina, vitamina B,
acido pantoténico) essenciais no metabolismo (TAIZ & ZEIGER, 2006).
Portanto, assim como as plantas captam o S na forma de sulfato (SO,>; estado
oxidativo S°*) por meio de transportadores proprios presentes na membrana
plasmatica das raizes, de maneira equivalente, o Se é captado na forma de
selenato (SeO42'; estado oxidativo Se®) pelo mesmo mecanismo (BISWAL,
2003). Quando sdo presentes as espécies sulfito (SO5>*; estado oxidativo S*) e
selenito (SeOs>*; estado oxidativo Se**), o processo de captacdo é mais
complexo, onde € suposto que a captacao seja realizada por difusao, ou, entdo,
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que os transportadores responsaveis sejam Os mesmos inerentes aos ions
fosfatos (LI, 2008). Uma vez que sdo captados, o que ocorre € um processo
redox, que converte estas espécies a Sulfato e Selenato, respectivamente,
ambos mediados pela Glutationa (HAWKESFORD, 2007). Por conta dos
multiplos caminhos de transporte destas espécies, o Se, dosado em niveis
elevados e, devido a sua competicdo com o S, pode possuir uma estreita faixa
entre adequado e toxico, dependendo de sua espécie (NAVARRO-ALARCON et
al., 2008; VALDIGLESIAS et al., 2010). Este efeito é, possivelmente, resultante
da diferenca entre as massas molares dos elementos e, com efeito desta
seletividade, as diferencas de reatividade de cada elemento, por conta da
configuracdo eletronica nos raios covalentes, sendo os quais 104 pm para S e

117 pm para Se (WHITE, 2004).

6.1.2 Defesa vegetal. Espécies reativas de oxigénio (ERO) e o

estresse oxidativo

Os estresses bidticos e abidticos prejudicam o crescimento, 0O
desenvolvimento e a produtividade das plantas. Neste ponto, as plantas, como
organismos sésseis, tendem a desencadear mecanismos metabolicos
complexos para defesa, e as respostas disso sdo alteragdes na expressao
génica, no metabolismo celular, e variacdes na taxa de crescimento e producao

de biomassa (NEUMANN et al., 1989; WANG et al., 2004).

O estresse oxidativo estimula a biossintese de componentes
antioxidantes, contribuindo para um aumento de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (GARCIA et al., 2006). As enzimas que atuam na prote¢ao das células e

compartimentos subcelulares vegetais dos efeitos fitotoxicos das ERO,
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influenciam diversas reagOes envolvidas na sinalizacdo de defesa vegetal, ou
em mecanismos de sinalizacdo celular ou no estresse oxidativo. Assim, as
enzimas tém suas concentracoes e atividades modificadas em muitos

processos fisioldgicos envolvidos.

A consequéncia na sinalizacdo quimica apds o estresse que desencadeia
presenca das ERO € a modificagcdo na constituicdo de compostos moleculares,
onde comecam aparecer diversas substancias relacionadas a defesa quimica,
tais como aminodcidos nao proteicos, alcaldides, fendis, saponinas, lectinas,
proteinas inativadora de ribossomos (RIPs), quitinases, glucanases,
flavondides, inibidores de protease e alérgenos (BOWLES, 1990). Durante o
estresse, os principais pontos de producdo de ERO em células sdo nos
cloroplastos e mitocondrias, que sdo organelas com alta atividade de oxidacdo

metabdlica ou com fluxo de elétrons sustentado (MITTLER, 2002).

Nos cloroplastos, a formacdo de ERO esta relacionada com os eventos
da fotossintese. Algumas ERO sdo classificadas como radicais livres por
apresentarem elétrons desemparelhados na estrutura, como no fendmeno de
fotorrespiracdo em peroxissomos, que ¢ uma fonte de ERO na forma de

peréxido de hidrogénio (EAUX & TOLEDANO, 2007).

Além da exposi¢ao em niveis elevados de luminosidade, a producao de
ERO também € favorecida nos efeitos da seca, na presenca de metais
potencialmente toxicos, alta concentracdo de sais, extremos de temperatura,
radiagdo UV, poluicdo do ar e ataque de patégenos. O efeito final ndo depende
apenas do compartimento celular que estd sendo afetado, mas do tipo de ERO
que sdo produzidas (BREUSEGEM et al., 2001), onde as enzimas antioxidantes
mais comuns contra os efeitos fitotéxicos das ERO sdo a superdxido

dismutase (SOD), a ascorbato peroxidase (APX), a glutationa redutase (GSH),
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a peroxiredoxina (Prx), a catalase (CAT), a polifenol oxidase (PPO) e

metabdlitos, como a glutationa, o 4cido ascorbico, o a-tocoferol e carotenoides

(YU et al., 2007).

6.2 Estudos metaldmicos

A complexidade das proteinas permite as mesmas agregarem em suas
estruturas funcionais as espécies metdlicas. De fato, cerca de 30% das
proteinas possuem em suas estruturas espécies metalicas coordenadas (GAO et
al., 2007). O efeito dos ions metdlicos ligados as proteinas como um
“sinalizador” tem contribuicdo vital para atividade de enzimas e outras

proteinas, por meio de um tipo de elemento especifico.

Por conta disso, fazem-se necessarios estudos complementares aos
estudos gendmicos, protedmicos e metaboldomicos, que envolvam elementos
metélicos, ou inclusive metaldides, ligados a estrutura das proteinas ou livres
em equilibrio em solugdo. Caracterizar as espécies metalicas presentes em
metaloproteinas e compreender seu funcionamento dentro dos organismos
vivos compdem uma nova area de pesquisa, conhecida por Metaldmica
(BECKER & JAKUBOWSKI, 2009; LOBINSKI et al, 2006), proposta
inicialmente por Haraguchi (2004), que envolve os estudos de Gendmica,
Protedmica e outros. Os estudos metalomicos podem ser classificados quanto
a iondmica ou metaloprotedmica (MOUNICOU et al., 2009). A primeira visa
determinar os elementos metélicos e suas espécies, independentemente se
estdo livres em solucdo ou ligados a uma estrutura, seja uma proteina ou

metabdlito. A segunda visa relacionar seletivamente o metal/metaloide
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associado a uma espécie de proteina, além de se estender nos estudos de

conformacgdo proteica e funcional.

As técnicas instrumentais em Metalomica tém sido bem adaptadas aos
estudos protedmicos, permitindo uma abordagem complementar. Esta linha de
estudos metaldmicos tem crescido e estd contribuindo de maneira promissora
para muitas areas, tais como nas ciéncias da saiude ou em ciéncias forenses,
tendo em vista que, ainda, informacdes estdo desconexas na literatura,
refletindo em conclusdes bastante fragmentadas sobre a importincia das

espécies metdlicas/metaloides (HARAGUCHI, 1999).

6.2.1 Imageamento da distribuicdo elementar. Desenvolvimento da

técnica de LA(1)-ICP-MS

A técnica de ICP-MS, utilizada para identificacdo e quantificacdo de
elementos metélicos ligados as biomoléculas, tem sido uma ferramenta util,
porque possui vantagens no poder de resolucdo e baixos limites de deteccao e
quantificacdo. (LOBINSKI et al., 2006). Quando acoplado a técnica de ablagéo
a laser (LA), o ICP-MS se destaca em nao necessitar de procedimentos de
dissolucdo da amostra, uma vez que um pulso de laser energético sobre uma
amostra tanto sélida como liquida transfere o material particulado na forma de
plasma diretamente para espectrOmetro com o auxilio de gas carreador, tal
como argodnio (BECKER, 2009).

Embora problemas como o fracionamento e ionizacdo incompleta da
amostra seja tendéncias persistentes durante o processo de ablacdo, diversos
estudos voltados a metalobmica e que utilizam andlises em géis de

poliacrilamida e a técnica ablacdo a laser acoplada a técnica de espectrometria
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de massas com plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-MS) tem obtido bons
resultados, com metodologias exatas e precisas (BALLIHAUT et al., 2007). Os
autores realizaram estudo metaloprotedbmico que avalia a presenca do
elemento Selénio em padrdao contendo selenometioninas, com a finalidade de
quantificad-lo em bandas expressas em géis de poliacrilamida com diferentes
concentragdes de proteinas. Os resultados do estudo foram satisfatorios, nos
quais apresentaram curva analitica com resposta linear em funcdo da
concentragdo da proteina aplicada no gel, mostrando que a calibracdo externa
pode ser aplicada sem maiores problemas.

Com a mesma instrumentacdo LA(1)-ICP-MS € possivel desenvolver
estudos ionOmicos que avaliem a distribui¢do simultanea de varios elementos.
No trabalho de SILVA & ARRUDA (2013), Selénio e Enxofre foram
determinados em folhas de girassol (Helianthus annuus L.), ap6s a adicdo de
selenito de sédio frente a uma situacdo controle. Os resultados foram atingidos
com éxito, pois, além da precisdo obtida quantitativamente pela ablagdo, as
espécies monitoradas, baseadas em suas m/z (8086160+ e 32SI6O+), nao sofreram
interferéncias poliatdmicas, e a escolha da espécie '*C*, como padrio interno,
compensou possiveis flutuacdes da ablacdo, tornando-se, entdo, bastante util

para o imageamento e quantificacdo de Se e S na folha.
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7 OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar imageamento contendo a distribuicdo de Selénio e Enxofre
elementares em folha de Arabidopsis thaliana transgénica e ndo transgénica,

expostas, e ndo expostas, ao Selénio durante os cultivos.

Objetivos especificos:

v' Definir amostra de folha representativa para cada grupo de plantas;

v" Otimizar as condi¢Ges da técnica de LA(i)-ICP-MS;

v' Estabelecer padrio interno;

v’ Tratar os dados para obtengdo da imagem, baseados na rela¢do das

intensidades.
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8 PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Equipamentos e acessorios

v" ICP-MS (modelo ELAN® DRC-e, PerkinElmer, Shelton, EUA)
v’ Sistema de ablagéo a laser (New Wave UP 213)
v’ Estufa (Quimis, Brasil)

8.2 Softwares

v' Excel® (Microsoft)
v MatLab® (Mathworks)

8.3 Amostra das folhas T e NT

As folhas de Arabidopsis thaliana controle e tratadas com Se utilizadas
neste experimento foram aquelas colhidas do cultivo detalhado na se¢do 3.5
do CAPITULO I. As folhas foram secas até massa constante, a 38 °C em
estufa convencional. Em seguida, foram selecionadas folhas representativas

para cada grupo cultivado, e a distribui¢do de Se e S foi avaliada por LA(1)-

ICP-MS.
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8.4 Condigoes da técnica LA(1)-ICP-MS

Estas técnicas consistem em quadrupolo baseado no ICP-MS (modelo
ELAN DRC-e, PerkinElmer) com sistema de ablacdo a laser acoplado (New
Wave UP 213). As folhas foram fixadas em fita adesiva dupla-face (3M,
Brasil), e colocadas dentro da cAmara de ablacdo para andlise. As condicdes de
ablacdo utilizadas foram semelhantes aquelas publicadas por SILVA &
ARRUDA (2013), exceto para o padrdo interno, em que para este trabalho de
Dissertagio, a espécie "C* foi monitorada. As condi¢des otimizadas podem

ser visualizadas na Tabela 6.

Tabela 6: Parametros instrumentais otimizados para o ICP-MS

LAQ@G)-ICP-MS

Poténcia RF (W) 1000

Taxa de fluxo de gis carreador — Argonio (L min™) 1,1

Taxa de fluxo de gis auxiliar — Argénio (L min™) 1,8

Modo de leitura Pico esperado
Dwell time (ms) 50

Tempo de integracido para cada ponto (ms) 324

Detector do tempo morto (ns) 60

Sweeps 3

Condigdes para operagdo da cela de dinamica de reacao

Elemento Espécie monitorada Fluxo da vazao de RPgq (V)
Oxigénio (L min™)

Selénio 80ge!®0* 0,70 0,50
Enxofre 326160+ 0,70 0,50
Carbono Bct 0,70 0,50
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Parametros instrumentais para o sistema de ablacdo a laser

Comprimento de onda do Nd: YAG laser (nm) 213
Frequéncia (Hz) 15
Intensidade do laser (%) 45
Saida de energia média (mJ) 12
Fluéncia média (J cm®) 52
Velocidade de digitalizacio (um s 60
Diametro do feixe do laser (um) 55
Resolucio — eixo X (um) 19,44
Resolucio — eixo Y (um) 120

8.5 Tratamento de dados

A ablacdo foi realizada em linhas paralelas na drea de cada folha
representativa para cada grupo do plantio de Arabidopsis thaliana (vide

Figura 18).

Figura 18: Esquema das linhas projetadas para ablacdo a laser
em folha de Arabidopsis thaliana ndo transgénica seca.

Fonte: Obtido de Camera GE® Healthcare, modelo X550.
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A aquisi¢ao obtida foi do tipo intensidade x tempo, onde a intensidade
foi obtida em funcio do ndmero de contagens s, para cada espécie
monitorada (**Se'°0", *S'°0", °C™).

Os dados foram tratados por software Excel® (Microsoft), de maneira
que foi feita a diferenca entre os “zeros” de cada espécie e suas respectivas
contagens, para normalizar. A partir disso, foi calculada a razdo das
intensidades de *Se'°O*e °S'°0O* com a intensidade do padrio interno “C*.
Os dados obtidos desta razdo para as intensidades de cada espécie monitorada
(*°Se'°0*/*C* e 8'°0*/"°C") foram pareados segundo tamanho real das linhas
das folhas representativas, para obtencdo das suas respectivas distribui¢cdes nas
folhas. A determinacdo do tamanho real de cada linha foi obtida a partir das
varidveis de velocidade e tempo da ablacdo. As imagens foram geradas pelo

software MatLab®.

9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Distribuigdo de Se e S

As imagens obtidas para ambos os elementos monitorados podem ser
vistas na Figura 19, e cada folha utilizada para o mapeamento é mostrada no
canto superior direito. Elas foram adquiridas por meio da avaliacdo de Se
como SeO" (m/z 96) e S como SO' (m/z 48), a fim de evitar interferéncias
poliatdmicas (SILVA & ARRUDA, 2013). Além disso, o "“C* foi utilizado
como padrdo interno, para compensar as possiveis variacdes no processo de
ablacio (WU & BECKER, 2009), que podem estar relacionadas com a

heterogeneidade das amostras ou do proprio processo de ablagdo.
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A andlise das imagens revelam os niveis de S basal para as amostras de
folhas controle, independentemente se eles foram obtidos a partir de plantas
NT e T (vide Figura 19 “a” e “e¢”). Em termos de plantas controle, e
considerando a presenca de niveis de Se basal em plantas NT e T, parece que
uma maior quantidade de Se foi translocada para as folhas, quando se
considera plantas T (vide Figura 19 “b” e “f”). Este fato foi reforcado quando
se analisa as plantas tratadas com Se, devido a uma maior distribuicdo ao
longo da folha, quando comparadas as plantas T e NT (vide Figura 19 “d” e
“h”). Outra caracteristica importante ¢ o aumento na distribuicao de S para as
plantas tratadas com Se (vide Figura 19 “c” e “g” para as plantas NT e T,
respectivamente), indicando um mecanismo de defesa natural em substitui¢ao
de Se por S, uma vez que ambos os elementos possuem similaridade quimica
quanto aos tipos de ligagdes (SORS et al., 2005). De fato, a producdao de
algumas espécies de proteina foi ativada, como comentado anteriormente
(vide secdo 4.2.4), uma vez que elas apresentam residuos de cisteina em suas
constituicdes. Entdo, pode-se supor que a substitui¢do entre Se e S, com a
formacdo de seleno-aminodcidos, corrobora com os resultados mostrados na

Figura 19.
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Figura 19: Intensidade de a) SO* obtida da folha NT do grupo controle; b) SeO" obtida
da folha NT do grupo controle; ¢) SO* obtida da folha NT do grupo tratado com Selénio;
d) SeO" obtida da folha NT do grupo tratado com Selénio; e) SO obtida da folha T do
grupo controle; f) SeO™ obtida da folha T do grupo controle; g) SO* obtida da folha T do
grupo tratado com Selénio; h) SeO™ obtida da folha T do grupo tratado com Selénio.
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Fonte: Obtido por MatLab®, a partir do tratamento de dados por Excel®
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9.2 Competicdo Selénio/Enxofre e tolerancia vegetal

A assimilagdo de Enxofre por vegetais € realizada por varias vias
bioquimicas. Pode se destacar a sua ocorréncia natural em dois aminodcidos:
metionina e cisteina. O sulfato € a forma do Enxofre absorvido pelos vegetais
por meio do transportador H'-SO,”> a partir do solo. A assimilagéo do sulfato
requer a redugdo do sulfato a cisteina. Como envolve um processo oxidativo,
entdo, espécies de sulfito também podem ser incorporadas ao metabolismo,
sendo convertidas a sulfato, e, novamente, reduzidas a cisteina (TAIZ &

ZEIGER, 2006).

As folhas assimilam o sulfato de maneira mais ativa que as raizes, por
conta da fotossintese. Os fotossistemas proporcionam a ferredoxina reduzida e
a fotorespiracdo gera a serina, que pode estimular a producdo
de O-acetilserina. O Enxofre assimilado nas folhas € transportado para os
sitios de sintese proteica, sobretudo na forma de glutationa, que atua como um
sinal que coordena a absorcao do sulfato pelas raizes e assimilagdo desse ion
na parte aérea. A partir da disponibilidade de cisteina, a metionina ¢ um

aminodcido sintetizado a partir dela (TAIZ & ZEIGER, 2006).

De maneira complementar, o Selénio é um elemento que possui a
similaridade quimica do Enxofre (STADTMAN, 1990). Por conta disso, €
vidvel que se utilize das mesmas vias metabdlicas para a assimilacio do
Enxofre. Pode-se supor que o Selénio na forma adicionada aos cultivos
tratados como Selenito de Sédio (SeO;*) pode ter sido convertido em
Selenato (SeO,”") em processo de oxirreducio e posteriormente incorporado
na forma de selenocisteina e selenometionina (ANDERSON, 1993).

79



Dissertacdo de Mestrado Bruna Caroline Miranda Maciel

Os resultados sugerem que haja uma competicdo entre os dois
elementos, de maneira que a assimilacdo do Enxofre se apresentou de maneira
mais exacerbada comparada com as folhas ndo expostas ao Selénio. Além
disso, os resultados sugerem que a grande assimilagcdo de Selénio pelas plantas
transgénicas esteja cooperando para a suposta existéncia de um mecanismo de

tolerancia vegetal, por conta da alteracdo genética, em processo de adaptacao.

10 CONCLUSOES PARCIAIS

A partir dos resultados obtidos, foi evidenciada a potencialidade e
eficiéncia da técnica de imageamento por ablacdo a laser acoplada ao ICP-
MS, uma vez que pode ser visualizada uma absorcdo diferenciada entre as
plantas de Arabidopsis thaliana transgénica e nado transgénica. A folha
transgénica apresentou maior teor de Sel€nio, comparada com a folha nao
transgénica. Foi possivel notar uma competicdo entre os elementos Enxofre e
Selénio, no qual o excesso do dltimo promoveu a absor¢do mais pronunciada
do primeiro. Estes estudos metalomicos, de maneira adicional ao resultado das
proteinas diferenciais detectadas no CAPITULO 1, sustenta que os residuos de
cisteina podem ter sido substituidos por selenocisteina, como o exemplo da
enzima Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, que apresenta residuos
de cisteina em seu centro ativo e é responsdvel por catalisar na segunda fase
da Glicdlise o composto gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato,

tendo sido apresentada como proteina diferencial identificada.
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11 CONSIDERA COES FINAIS

A hipétese inicial deste trabalho era que a transgenia realizada em
Arabidopsis thaliana poderia oferecer diferencas na produgdo de proteinas,
quando comparadas com as plantas NT. Por conta da alteragdo genética das
plantas T, era suposto que elas estivessem em certo nivel de estresse por conta
da adaptacdo evolutiva, e a questdo importante, também, era se um estimulo
externo poderia provocar uma producio exacerbada das proteinas e/ou novas
espécies de proteinas ou, ainda, uma baixa producdo delas, quando
comparadas com as plantas NT. Os resultados da andlise proteOmica
mostraram que ha diferencas entre os perfis protedomicos das folhas NT e T, e
que se mostraram mais significativas ao efeito do estresse oxidativo induzido
por adicdo de Selénio nos plantios, no qual apenas as plantas NT responderam
a este estimulo e as plantas T mantiveram sua produ¢do de proteinas quase
constante. De maneira complementar, foi feito um estudo metaldémico, no qual
fo1 possivel observar a translocagdo do Selénio para as folhas, e a competi¢ao
entre este elemento e o Enxofre, de forma que uma quantidade maior de
Selénio foi encontrada na folha T, quando comparada com a folha NT. Estes
dados indicam que as diferencas na abundancia de proteinas entre as plantas
NT e T podem estar relacionadas com um mecanismo de desintoxica¢ao
vegetal, onde foi, a priori, mais influente para as plantas T. Estes resultados
obtidos permitem abrir novas possibilidades a respeito de outros aspectos nas
plantas, tais como estudos de nutri¢do, fisiologia e metabolismo, validando a
hipdtese de que a planta transgénica pode estar buscando um novo equilibrio
por conta da modificacdo genética, de maneira a ser mais tolerante ao estresse

abiotico.
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APENDICE A - Tabela com a caracterizacdo das espécies de proteinas identificadas, considerando os grupos NT x T,

mostrando as diferencas na abundancia usando um fator de regulacdo de 1,5 (50% da variagdo)

Numero de acesso a
proteina

Spot Nome da proteina
no gel

pI/MW (Da)
tedrico

pI/MW Mascot  Cobertura
(Da) score (%)
observado

Peptideos
pareados

Sequéncia dos peptideos Teste de ¢

pareados

Logaritmo
da razao do
volume
médio ¥

Categoria funcional: Metabolismo

1 Transketolase-like protein 5,80/81946

[Arabidopsis thaliana]

gi[7329685

3 Glutamine synthetase 6,43/47787

[Arabidopsis thaliana]

gi|15238559

5,78/78281 145 6 05

5,21/47301 433 20 22

89

K.TVTDKPTLIK.V
K.VITTIGYGSPNK.A
K.KYPEEASELK.S
K.TPSILALSR.Q
K.ESVLPSDVSAR.V

0,00044

R.VETLLNLDTKPYSDR.I
R.VETLLNLDTKPYSDR.I
R.VETLLNLDTKPYSDR.I
R.VETLLNLDTKPYSDR.I
R.VETLLNLDTKPYSDR.I
R.TIEKPVEDPSELPK.W
K.AAEIFSNK.K
K.SMREEGGFEVIK.K
R.EEGGFEVIK.K
R.EEGGFEVIKK.A
K.KAILNLSLR.H
K.AILNLSLR.H
K.AILNLSLR.H
K.AILNLSLR.H
K.AILNLSLR.H
K.AILNLSLR.H
K.AILNLSLR.H
R.HKEHISAYGEGNER.R
K.EHISAYGEGNER.R
K.EHISAYGEGNER.R
K.HETASIDQFSWGVANR.

0,0059

-1,50

-1,63
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Categoria funcional: Classificacdo incerta

2 Unknown protein
[Arabidopsis thaliana]

gi[28058762

5,94/80368

5,72/77260

250

10

09

G
K.HETASIDQFSWGVANR.
G

K.NPYWFNR.D 0,014
K.VTTTIGYGSPNK.A
K.KYPEEASELK.S
K.SITGELPAGWEK.A
R.KTPSILALSR.Q

K.TPSILALSR.Q

K.TPSILALSR.Q
K.LPHLPGTSIEGVEK.G
K.ESVLPSDVSAR.V

-1,50

a) Uma razdo média positiva e negativa representa, respectivamente, um aumento ou uma reducio na abundancia das espécies de proteina das folhas T, comparadas com NT.
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APENDICE B - Tabela com a caracterizac¢io das espécies de proteinas identificadas, considerando os grupos NT x Se-NT,
mostrando as diferencas na abundancia usando um fator de regulacdo de 1,5 (variacdo de 50%)

Spot Nome da proteina Niimero de acesso pI/MW (Da) pI/MW Mascot  Cobertura Peptideos Sequéncia dos peptideos Teste de Logaritmo
no gel a proteina tedrico (Da) score (%) pareados pareados t da razdo do
observado volume
médio ¥

Categoria funcional: Energia

9 At2g39730/T517.3 2i|15450379 5,69/52412 5,43/48152 304 13 15 R.GLAYDTSDDQQDITR. 0,012 -1,74
[Arabidopsis thaliana] G

K.LVVHITK.N
K.NFLTLPNIK.V
K.NFLTLPNIK.V
K.NFLTLPNIK.V
K.VPLILGIWGGK.G
K.VPLILGIWGGK.G
K.VPLILGIWGGK.G
K.VPLILGIWGGK.G
K.VPLILGIWGGK.G
K.IFYWAPTR.E
K.IFYWAPTR.E
R.VYDDEVR.K
R.KFVESLGVEK.I

10 Oxygen-evolving enhancer  gi|15230324 5,92/35230 5,16/31359 458 43 19 K.RLTYDEIQSK.T 0,0074 +1,70
K.NAPPDFQNTK.L
K.FKEEDGIDYAAVTVQ
LPGGER.V
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
K.QLEASGKPESFSGK.F
K.QLEASGKPESFSGK.F

[Arabidopsis thaliana]
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11 Oxygen-evolving enhancer  gi|15230324
protein 1-2
[Arabidopsis thaliana]

12 33kDa oxygen-evolving gi[22571
protein

[Arabidopsis thaliana]

5,92/35230

5,68/35288

5,06/31359

5,08/35423

92

253

565

27

37

22

K.FLVPSYR.G
R.GSSFLDPK.G
R.GGSTGYDNAVALPAG
GR.G
R.GDEEELSKENVK.N
K.NTAASVGEITLK.I
K.NTAASVGEITLK.I
K.NTAASVGEITLK.I
K.SKPETGEVIGVFESLQ
PSDTDLGAK.V

K.RLTYDEIQSK.T
R.LTYDEIQSK.T
K.NAPPDFQNTK.L
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
K.QLEASGKPESFSGK.F
K.FLVPSYR.G
R.GGSTGYDNAVALPAG
GR.G
K.NTAASVGEITLK.I
K.NTAASVGEITLK.I

K.RLTYDEIQSK.T 0,025 +1,54

R.LTYDEIQSK.T
K.NAPPEFQNTK.L
K.NAPPEFQNTK.L
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
K.QLDASGKPDSFTGK.F
K.QLDASGKPDSFTGK.F
K.FLVPSYR.G
R.GSSFLDPK.G
R.GGSTGYDNAVALPAG
GR.G
R.GGSTGYDNAVALPAG
GR.G

6,3x10° +2,47
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Oxygen-evolving enhancer
protein 1-2
[Arabidopsis thaliana]

RuBisCO large subunit-
binding protein subunit beta
[Arabidopsis thaliana]

2i|15230324

2i|15222729

5,92/35230

6,21/64176

4,90/31499

5,38/61680

93

141

722

24

06

27

R.GDEEELVK.E
R.GDEEELVKENVK.N
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.SKPETGEVIGVFESLQ
PSDTDLGAK.V
K.SKPETGEVIGVFESLQ
PSDTDLGAK.V

K.NAPPDFQNTK.L 29x107° +1,69
R.VPFLFTVK.Q

R.VPFLFTVK.Q

K.QLEASGKPESFSGK.F

K.FLVPSYR.G

K.NTAASVGEITLK.I

K.LADLVGVTLGPK.G 0,023 -1,74
K.LADLVGVTLGPK.G
K.LADLVGVTLGPK.G
K.LADLVGVTLGPK.G
K.LADLVGVTLGPK.G
RIVNDGVTVAR.E
RIVNDGVTVAR.E
R.EVELEDPVENIGAK.L
K.VVAAGANPVLITR.G
K.VVAAGANPVLITR.G
K.ALVTELK.K
K.ALVTELKK.M
R.KGVVTLEEGK.S
K.GVVTLEEGK.S
R.GYISPYFVTDSEK.M
R.DLVGVLEDAIR.G
R.DLVGVLEDAIR.G
R.DLVGVLEDAIR.G
R.DLVGVLEDAIR.G
R.DLVGVLEDAIR.G
R.DLVGVLEDAIR.G
R.EEVGLSLDK.A
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K.LRVEDALNATK.A
R.VEDALNATK.A
K.NAGVNGSVVSEK.V
K.IFGYNAATGK.Y
K.YEDLMAAGIIDPTK.V

17 Chaperonin hsp60 2i|16221 5,66/61660 5,25/60268 359 18 10 K.GVEDLADAVK.V 0,059 -1,66
[Arabidopsis thaliana] K.SVAAGMNAMDLR.R
R.GISMAVDAVVTNLK.S
K.EGVITIQDGK.T
K.KISSINSIVK.V
K.VLELALK.R
K.DDTVILDGAGDKK.G
K.LPTANFDQK.I
KIGVQIIQNALK.T
K.AGIIDPLK.V

Categoria funcional: Metabolismo

2 Glyceraldehyde 3- 2i|336390 5,60/43175 6,05/47301 314 21 13 K.YDSMLGTFK.A 0,00045 +1,86
phosphate dehydrogenase B K.YDSMLGTFK.A
K.IVDNETISVDGK.L
K.VIITAPAK.G
K.VLDEEFGIVK.G
K.VLDEEFGIVK.G
R.AAALNIVPTSTGAAK.A
K.AVSLVLPQLK.G
K.AVSLVLPQLK.G
K.GLTAEDVNEAFR.K
R.VVDLAHLVASK.W
R.VVDLAHLVASK.W
R.VVDLAHLVASK.W

subunit
[Arabidopsis thaliana]

3 Cystine lyase 2i|15236533 5,89/47415 6,00/55231 348 28 12 R.NEILETSNTAEK.A 0,056 -1,97
[Arabidopsis thaliana] K.SAVAEYLNQGLPK.K
R.HYNFLPEK.N
K.NFEIDFDSVR.A
K.IMVVSDEVFR.W
K.IMVVSDEVFR.W
K.FSSIVPVVTLGSISK.G
R.TGWLTLHDLDGVFR.N
K.DKVEFGYSK.L
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K.EENLVVLPGIAFSQK.N
R.HSIDMETPVLEDALER.L
R.HSIDMETPVLEDALER.L

5 AT4g38970/F19H22_70 2i|16226653 6,79/43031 5,63/38706 669 32 30 K.RLDSIGLENTEANR.Q 0,041 +1,65
[Arabidopsis thaliana] R.LDSIGLENTEANR.Q

R.LDSIGLENTEANR.Q
K.KMVDVLVEQNIVPGIK.
\'%
K.KMVDVLVEQNIVPGIK.
\'%
K.MVDVLVEQNIVPGIK.V
K.MVDVLVEQNIVPGIK.V
K.MVDVLVEQNIVPGIK.V
K.MVDVLVEQNIVPGIK.V
K.MVDVLVEQNIVPGIK.V
K.MVDVLVEQNIVPGIK.V
R.TAAYYQQGAR F
R.TVVSIPNGPSALAVK.E
R.TVVSIPNGPSALAVK.E
K.EAAWGLAR.Y
R.TYDVAEK.V
R.ATPEQVAAYTLK.L
R.ATPEQVAAYTLK.L
R.ATPEQVAAYTLK.L
R.ATPEQVAAYTLK.L
R.ATPEQVAAYTLK.L
R.ATPEQVAAYTLK.L
R.ALQNTCLK.T
K. TWGGRPENVNAAQTTL
LAR.A
K. TWGGRPENVNAAQTTL
LAR.A
K. TWGGRPENVNAAQTTL
LAR.A
K. TWGGRPENVNAAQTTL
LAR.A
K.ANSLAQLGK.Y
K.ANSLAQLGK.Y
K.YTGEGESEEAK.E
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Strong similary to
gb|U20808 auxin-induced
protein from Vigna radiata
and a member of the zinc-
binding dehydrogenase
family PFj00107. ESTs
gb|T43674, gb|H77006 and
gbJAA395179 come from
this gene

[Arabidopsis thaliana]

Delta-aminolevulinic acid
dehydratase
[Arabidopsis thaliana]

Categoria funcional: Transducdo de sinal

Plasma-membrane
associated cation-binding
protein 1

[Arabidopsis thaliana]

Categoria funcional: Classificacd@o incerta

Putative protein
[Arabidopsis thaliana]

2i[4056456

2i|15222443

gi15235363

gi[3549670

5,65/32813

6,96/47125

4,99/24659

6,34/47133

5,53/36620

5,52/48152

4,97/32999

5,88/51432

96

396

117

188

286

33

31

18

14

02

06

09

K.LESNIVVPEIK.E 0,0013
K.LESNIVVPEIK.E
K.LESNIVVPEIK.E
K.VVAAALNPVDAK.R
K.ATDSPLPTVPGYDVAG
VVVK.V
K.VVALTGAVTPPGFR.F
K.VVALTGAVTPPGFR.F
K.VVALTGAVTPPGFR.F
K.VVALTGAVTPPGFR.F
R.FVVTSNGDVLK.K
K.KLNPYIESGK.V
K.LNPYIESGK.V
K.VKPVVDPK.G
R.VADAFSYLETNHATGK.
v

R.HGLVQEVAK.A 0,0094
R.AVGVNSIVLFPK.V

K.IEFPGSK.A
K.VSVFLPEEVK.T
K.EIPVEEVK.A

K. TEGTSGEKEEIVEETK.K
K.KGETPETAVVEEK.K
K.KEEATPAPAVVETPVK.
E

0,00012

K.LQAGYLFPEIAR.R 0,0045
K.YGNIEYMR.C

K.YGNIEYMR.C

R.EQLTQLVEFAK.K

K.YAGFTGVR.L

R.LGWTVIPK.K
K.KLLYSDGFPVAK.D
K.LLYSDGFPVAK.D

+1,56

-1,95

+2,44

-1,55
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K. THVVTTPGSGFGPGGEGF
VR.V

18 Unknown protein; 45415- 2i|12324985 5,64/44013 5,45/42764 279 16 11 K.NPGNALLEYR.G 0,064 -1,66
47304 K.LSVETLEALSK.L
[Arabidopsis thaliana] K.LSVETLEALSK.L

K.LSVETLEALSK.L
K.LSVETLEALSK.L
K.LSVETLEALSK.L

K. AVDPQLEVVNK.N
KIQDPSYVYR.W
R.LQAEIAMR.Q
R.VLAIDIDEER.N
R.VLAIDIDEERNPILAN.-

a) Uma razdo média positiva e negativa representa, respectivamente, um aumento ou uma redu¢do na abundancia das espécies de proteina das folhas Se-NT, comparadas com NT.
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APENDICE C - Tabela com a caracterizacao das espécies de proteinas identificadas, considerando os grupos Se-NT x Se-
T, mostrando as diferencas na abundancia usando um fator de regulacao de 1,5 (50% da variagao)

Spot Nome da proteina Numero de acesso pI/MW (Da) pI/MW Mascot  Cobertura Peptideos Sequéncia dos Teste de ¢ Logaritmo
no gel a proteina tedrico (Da) score (%) pareados peptideos pareados da razdo do
observado volume
médio ¥

Categoria funcional: Energia

3 Isocitrate dehydrogenase gi|15218869 6,13/46065 6,22/42811 228 17 13 K.YFDLGLPHR.D 0,027 +1,64

[Arabidopsis thaliana] K.YFDLGLPHR.D
K.VTIESAEATK.K
R.VTEFGLK.Q
R.HAFGDQYR.A
K. KWPLYLSTK.N
K.WPLYLSTK.N
K.TIEAEAAHGTVTR.H
K. TIEAEAAHGTVTR.H
K.LLDFTEK.L
K.DLALIIHGSK.L
K.DLALITHGSK.L
K.DLALITHGSK.L

5 phosphoglycerate kinase 1 2i|15230595 5,91/50197 5,16/52602 605 28 27 K.SVGDLTSADLK.G 7,7x10° +3,75
[Arabidopsis thaliana] K.SVGDLTSADLK.G

K.FSLAPLVPR.L
K.FSLAPLVPR.L
K.FSLAPLVPR.L
K.FSLAPLVPR.L
K.FSLAPLVPR.L
R.LSELLGIEVTK.A
R.LSELLGIEVTK.A
R.LSELLGIEVTK.A
R.LSELLGIEVTK.A
R.LSELLGIEVTK.A
K.LASLADLYVNDAFG
TAHR.A
K.ELDYLVGAVSNPK.
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phosphoglycerate kinase 1
[Arabidopsis thaliana]

gi[15230595

5,91/50197

5,09/52857

99

512

21

23

R
K.EELDYLVGAVSNPK.
R

K.RPFAAIVGGSK.V
K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.LELATELLAK.A
K.GVSLLLPTDVVVAD
K.F
K.GVSLLLPTDVVVAD
K.F
K.FAAGTEAIANK.L
K.GVTTIIGGGDSVAA
VEK.V

K.SVGDLTSADLK.G 0,0038
K.FSLAPLVPR.L
K.FSLAPLVPR.L
K.FSLAPLVPR.L
R.LSELLGIEVTK.A
R.LSELLGIEVTK.A
R.LSELLGIEVTK.A
R.LSELLGIEVTK.A
R.LSELLGIEVTK.A
K.LASLADLYVNDAFG
TAHR.A
K.LASLADLYVNDAFG
TAHR.A
K.EELDYLVGAVSNPK.
R
K.EELDYLVGAVSNPK.
R

K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.IGVIESLLEK.C
K.LELATELLAK.A

+2,47
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N-glyceraldehyde-2-
phosphotransferase-like
[Arabidopsis thaliana]

33 kDa oxygen-evolving
protein
[Arabidopsis thaliana]

2i|8885622

gi[22571

5,14/32003

5,68/35288

4,81/35605

4,90/36228

100

139

595

17

37

06

33

K.GVSLLLPTDVVVAD
K.F
K.FAAGTEAIANK.L
K.GVTTIIGGGDSVAA
VEK.V
K.VLPGVIALDEAIPVT
V.-
K.LIEGVPETLDMLR.A 3,9x 1073 -1,89
K.LIEGVPETLDMLR.A

R.LVFVTNNSTK.S

K.VYVIGEEGILK.E

K.IQPDFYTSK.I

K.ISDFLSPK.A

K.RLTYDEIQSK.T 3,5x 107 -1,81
K.RLTYDEIQSK.T
R.LTYDEIQSK.T
K.NAPPEFQNTK.L
K.NAPPEFQNTK.L
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
K.QLDASGKPDSFTGK.
F
K.QLDASGKPDSFTGK.
F
K.QLDASGKPDSFTGK.
F

K.FLVPSYR.G
K.FLVPSYR.G
K.FLVPSYR.G
K.FLVPSYR.G
R.GSSFLDPK.G
R.GGSTGYDNAVALPA
GGR.G
R.GGSTGYDNAVALPA
GGR.G



Dissertacdo de Mestrado

Bruna Caroline Miranda Maciel

10

33 kDa oxygen-evolving
protein
[Arabidopsis thaliana]

gi[22571

5,68/35288

4,96/34917

101

527

37

27

R.GDEEELVK.E
R.GDEEELVKENVK.N
R.GDEEELVKENVK.N
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.SKPETGEVIGVFESL
QPSDTDLGAK.V
K.SKPETGEVIGVFESL
QPSDTDLGAK.V
K.SKPETGEVIGVFESL
QPSDTDLGAK.V

K.RLTYDEIQSK.T
R.LTYDEIQSK.T
K.NAPPEFQNTK.L
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
R.VPFLFTVK.Q
K.QLDASGKPDSFTGK.
F
K.QLDASGKPDSFTGK.
F

K.FLVPSYR.G
R.GSSFLDPK.G
R.GGSTGYDNAVALPA
GGR.G
R.GGSTGYDNAVALPA
GGR.G

R.GDEEELVK.E
R.GDEEELVKENVK.N
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V

1,7 x 103

-1,69
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K.NTAASVGEITLK.V
K.NTAASVGEITLK.V
K.SKPETGEVIGVFESL
QPSDTDLGAK.V
K.SKPETGEVIGVFESL
QPSDTDLGAK.V
K.SKPETGEVIGVFESL
QPSDTDLGAK.V

Categoria funcional: Doenga/Defesa

11 proteasome subunit alpha  gi|15231824 4,70/26135 4,65/28972 227 29 06 R.GVNTFSPEGR.L 0,061 +2,15
type-5-B K.LGSTAIGVK.T

K.EGVVLAVEK.R

RITSPLLEPSSVEK.I

K.VTPNNVDIAK.V

K.VAPAYHLYTPQEVE

AVISR.L

[Arabidopsis thaliana]

13 glycine-rich RNA-binding 2i|15226605 5,85/16938 5,53/18429 327 49 11 R.ALETAFAQYGDVIDS 0,0047 -1,96
protein 7 KI
R.GFGFVTFK.D
R.GFGFVTFK.D
R.GFGFVTFK.D
R.GFGFVTFK.D
R.GFGFVTFKDEK.A
K.DAIEGMNGQDLDGR
S
K.DAIEGMNGQDLDGR
S
R.SITVNEAQSR.G
R.SGGGGGYSGGGGSY
GGGGGR.R
R.EGGGGYSGGGGGYS
SR.G

[Arabidopsis thaliana]

Categoria funcional: Classificacdo incerta

1 Unknown [Zea mays] 2i[219885633 5,10/71524 5,91/34242 333 15 13 R.VEITANDQGNR.T 0,00086 +1,58
K.DAGVIAGLNVLR.I
K.DAGVIAGLNVLR.I
R.IINEPTAAAIAYGLD
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K.K
R.ARFEELNMDLFR.K
R.FEELNMDLFR.K
R.FEELNMDLFR.K
R.FEELNMDLFR.K
R.FEELNMDLFR.K
R.FEELNMDLFR.K
R.VQQLLQDFFNGK.E
K.FELSGIPPAPR.G
K.IEDAIDAAISWLDAN
QLAEADEFEDK.M

a) Uma razdo média positiva e negativa representa, respectivamente, um aumento ou uma reducéo na abundéancia das espécies de proteina das folhas Se-T, comparadas com Se-NT.
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