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RESUMO

AVALIACAO COMPARATIVA DOS PERFIS PROTEOMICOS E
METALOPROTEOMICOS DE SEMENTES DE SOJA (GLYCINE MAX (L.)
MERRILL) MODIFICADAS GENETICAMENTE

Autor: Herbert de Sousa Barbosa

Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

Este trabalho de pesquisa consiste na comparacdo entre dois tipos de
sementes de soja [Glycine max (L.) Merrill], transgénica e nao-transgénica, em
termos protedbmicos e metaloprotedbmicos, de modo a avaliar possiveis diferencas
existentes entre as amostras (Ex. diferenca de expressao protéica, concentracao
das espécies metdlicas e nao-metalicas ligadas as biomoléculas). Para isso,
inicialmente, as biomoléculas foram extraidas usando um tampdo extrator
especifico e, ap6s o tratamento adequado da amostra, separadas por meio da
técnica de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) e
caracterizadas por meio de técnicas de espectrometria de massas (MALDI-QTOF
e ESI-QTOF) e identificadas por meio de buscas em banco de dados relacionados
utilizando o programa Mascot, a partir dos dados gerados pelo espectrobmetro de
massas. Sendo assim, foram identificadas um total de 192 proteinas, sendo 13
proteinas na faixa de pH de 3 a 10 e 179 na faixa de pH de 4 a 7, sendo que esta
ultima faixa de pH mostrou melhor resolucdo dindmica na separacdo das
proteinas. A distribuicdo funcional das proteinas identificadas mostrou que a maior
parte (49%) destas estdo envolvidas em armazenamento de nutrientes e atividade
proteolitica, citando como exemplo deste grupo as proteinas glicinina e B-
conglicinina e suas subunidades. Para uma avaliagdo protebmica comparativa,
com o intuito de se avaliar possiveis diferencas quanto a expressao das proteinas
separadas entre as amostras avaliadas, foi utilizada a técnica de eletroforese em
gel diferencial bidimensional (2D-DIGE), a partir de dados como intensidade e
volume dos spots protéicos. Sendo assim, foram selecionadas um total de 04
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proteinas diferenciais entre as amostras, sendo que todas foram identificadas via
espectrometria de massas. Para uma avaliacdo metaloprotedmica comparativa,
um estudo para identificacao de ions metalicos e semimetalicos livres ou ligados a
proteinas foi realizado. Para isso, foi feita uma varredura semi-quantitativa de
espécies metalicas e semimetdlicas presentes nos extratos protéicos das
sementes de soja transgénica e nao-transgénica usando a técnica de ICP-MS,
sendo que os ions Na*, Mg*, Si*, K", Ti*, Mn*, Zn™ e Rb* foram mais detectados na
soja nao-transgénica. Ja o ion Cu® foi mais detectado nas sementes de soja
transgénica. Estes elementos diferenciais entre as amostras foram quantificados
via ICP-MS. Além disso, os spots diferenciais obtidos com a técnica de 2D-DIGE
foram avaliados quanto a presenca de cobre, ja que este elemento mostrou
diferencas em concentracbes em proteinas de soja, conforme trabalhos

recentemente publicados na literatura pelo nosso grupo de pesquisa.
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ABSTRACT

COMPARATIVE EVALUATION OF PROTEOMICS AND
METALLOPROTEOMICS PROFILES OF SOYBEAN SEEDS (GLYCINE MAX (L.)
MERRILL) GENETICALLY MODIFIED

Author: Herbert de Sousa Barbosa
Adviser: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

This research compairs two types of soybean [Glycine max (L.) Merrill],
transgenic and non-transgenic, in terms of proteomics and metalloproteomics in
order to evaluate possible differences among the samples (E.g. difference in
protein expression, concentration of metal species and non-metal bounded to
biomolecules). Therefore, initially, the biomolecules were extracted using a specific
extraction buffer and, after proper treatment of the sample, separated by the
technique of two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and
characterized by mass spectrometry techniques (MALDI-QTOF and ESI-QTOF)
and identified through searches related database using the Mascot program, from
the data generated by mass spectrometer. Thus, we identified a total of 192
proteins, 13 proteins in the pH range 3 to 10 and 179 at pH 4-7, and this latest
range of pH showed a better dynamic resolution in the separation of proteins. The
functional distribution of identified proteins showed that most (49%) of these are
involved in nutrient storage and proteolytic activity, citing as an example of this
group glycinin and p-conglycinin and their subunits. For an evaluation of
proteomics in order to evaluate possible differences in protein expression between
the samples, the differential gel electrophoresis (2D-DIGE) technique was used
based on data such as intensity and volume of proteins. Therefore, we selected a
total of 04 differential proteins between samples, all of them were identified by
mass spectrometry. For a comparative assessment metalloproteomics, a study for
identification of metal ions and semimetal free or bound to proteins was performed.

In this way, a semi-quantitative sweeping of semi-metal and metal species present
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in protein extracts of transgenic and non-trasngenic soybean seeds was carried out
using ICP-MS, and the ions Na*, Mg*, Si*, K*, Ti*, Mn*, Zn* and Rb" were detected
in seeds of non-transgenic soybean. The ion Cu® was detected in transgenic
soybeans seeds. These differentials elements between the samples were
quantified via ICP-MS. Moreover, the differential spots obtained with the 2D-DIGE
technigue were evaluated according to the presence of copper, since this element
showed differences in concentrations in soybean proteins, as recently published in

the literature by our research group.
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INTRODUCAO

Atualmente, a soja é considerada umas das principais fontes de proteinas
vegetais, pois, aproximadamente, 40% (massa seca) de todos os componentes da
semente sao proteinas [1]. Esta quantidade expressiva de proteinas, e também
um percentual consideravel de 6leo (aproximadamente 21%, também em massa
seca), tornam a soja um produto de grande importancia para o setor industrial,
pois varias aplicagcdes podem ser propicias, como, por exemplo, na fabricacao de
farinha protéica, que pode ser empregada nos mais diversos setores alimenticios.
Além destas aplicacdes, a soja € também apontada como uma fonte alternativa de
combustivel, ou seja, o biodiesel [2].

Nos ultimos anos, muitas variedades de soja tém sido desenvolvidas para
adaptacao em diferentes regides geograficas, com o intuito de gerar plantas com
maiores produtividade e qualidade. As plantagdes de soja geneticamente
modificadas ja ocupam, aproximadamente, 60 % da area mundial cultivada [3].
Neste contexto, a soja transgénica denominada Roundup Ready (RR)
desenvolvida pela empresa Monsanto (EUA), € um dos organismos transgénicos
mais amplamente comercializados [2].

Em anos recentes, varios trabalhos cientificos, versando sobre temas como
gendmica e protebmica, foram publicados na literatura, implicando em grandes
avancos nas mais diferentes areas do conhecimento, incluindo a quimica,
bioquimica, biologia, dentre outras. Tais estudos estabeleceram condicbes
favoraveis para consolidacdo de um amplo campo de estudo envolvendo
biomoléculas [4].

O proteoma de um organismo, objeto principal de estudos da proteémica,
se define como a totalidade de proteinas que sdo expressas por um genoma em
um dado momento e sob determinadas condi¢cdes. Cada célula de um mesmo
organismo contém o mesmo genoma, entretanto, os diferentes tipos celulares
expressam centenas de proteinas diferentes, e cada uma delas pode experimentar

numerosas modificagdes em resposta a um microambiente determinado [5].
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A introducado, eliminacdo e/ou substituicdo de genes pode modificar o
mecanismo de producado de proteinas, acarretando em algumas consequéncias:
sintese de novas substancias, auséncia de proteinas que eram sintetizadas antes
da modificacao genética e a sintese de uma grande quantidade de substancias ja
presentes no organismo [6]. Tais efeitos sdo conhecidos por gerar significativas
mudancgas no proteoma do organismo [7].

Uma das classes mais importantes de marcadores biolégicos, verificados
em diferenciacdes fisiolégicas ou em alteracdes de células ou tecidos bioldgicos,
envolve ions metalicos ou semimetalicos ligados a proteinas [8]. Dentro deste
contexto, ressalta-se que um numero significativo de proteinas e enzimas (ca. 30
%) contém espécies metdlicas ou metaldéides em suas estruturas [9,10] sendo
estas denominadas de metaloproteinas, ou proteinas ligantes de metal. As
metaloproteinas sao definidas como proteinas as quais suas fungdes séao
conferidas por sua ligacdo com o metal, como por exemplo: atividade catalitica,
implicagdo na reacdo de transferéncia de elétrons ou estabilizacdo da estrutura
terciaria ou quartenaria das proteinas. Ja as proteinas ligantes de metal apenas
complexam ions metalicos em condigdes termodinamicamente favoraveis e, neste
caso, o metal ndo possui uma fungéo especifica [4,8,11].

Como, até o presente momento, existem poucos estudos na literatura
envolvendo a busca de biomarcadores protéicos e/ou metaloproteicos para a
modificacdo genética em sementes de soja, a hipétese deste trabalho é que a
busca destes marcadores biol6gicos possa gerar indicios que auxiliem na
identificacdo de sementes de soja com alteracdes genéticas a partir da insercao
do gene hexdgeno oriundo do microorganismo Agrobacterium sp. Cepa CP4.
Além disso, outra hipotese deste trabalho é que as modificacdes genéticas em
sementes de soja podem gerar alteracbes ndo somente em nivel protedmico, mas,
também, em nivel metaloproteémico.

A identificacdo e quantificacdo de biomarcadores protéicos e/ou
metaloprotéicos exigem a aplicacdo de diferentes técnicas analiticas eficientes,
robustas e sensiveis. Neste sentido, o presente trabalho de Tese utilizou a
combinacao de técnicas de separacdo como a eletroforese bidimensional em gel
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de poliacrilamida (2D-PAGE) e eletroforese diferencial em gel de poliacrilamida
(2D-DIGE), com técnicas de espectrometria de massas em prote6mica (MALDI-
QTOF e ESI-QTOF) e metaloprotedbmica (ICP-MS) para a identificacdo de
possiveis biomarcadores correlacionados com o processo de modificacao genética
em sementes de soja.

Neste trabalho de Tese, os resultados obtidos foram divididos em dois
capitulos, para melhor distribuicdo e compreensdo dos dados gerados. No
Capitulo 1, foi feito estudo para obtencdo de um mapa protedbmico de referéncia
para sementes de soja transgénica, usando eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE) e espectrometria de massas. Além disso, com o intuito
de comprovarmos a modificacdo genética do organismo em estudo, foi feita a
identificagdo especifica da enzima CP4 EPSPS na semente de soja transgénica,
usando SDS-PAGE e espectrometria de massas.

No capitulo 2, foi abordado um estudo protebmico comparativo entre as
sementes de soja transgénica e nao-transgénica usando a técnica de eletroforese
diferencial bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-DIGE). Os spots com
diferengcas de expressdo entre as amostras avaliadas foram submetidos a
identificacdo por espectrometria de massas, tipo ESI-QTOF. Além disso, um
estudo metaloprotedmico comparativo foi feito entre as amostras avaliadas. Para
isso, foi feita uma varredura semi-quantitiativa de espécies metdlicas e
semimetélicas presentes nos extratos protéicos das sementes de soja transgénica
e nao-transgénica usando a técnica de ICP-MS. Aquelas espécies metélicas que
mostraram diferencas de intensidades entre as amostras foram quantificadas.
Além disso, com relacao aos spots diferenciais obtidos com a técnica de 2D-DIGE
entre as amostras, foi feita a determinacao de cobre nestes spots levando em
consideracao que este elemento ja ter sido encontrado como diferencialmente

expresso em trabalhos ja reportados na literatura pelo nosso grupo de pesquisa.






CAPITULO 1:
OBTENGAO DE UM MAPA PROTEOMICO DE SEMENTES DE
SOJA TRANSGENICA: APLICAGAO DAS TECNICAS DE 2D-

PAGE E ESPECTROMETRIA DE MASSAS
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1. OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo consistem na elaboracdo de um mapa
protebmico de referéncia para sementes de soja transgénica, como também
avaliar a distribuicdo funcional das proteinas identificadas. Para isso, foram
empregados a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) e
espectrometria de massas, dos tipos MALDI-QTOF e ESI-QTOF. Além disso, foi
feita a identificacdo da enzima CP4 EPSPS presente na semente de soja
transgénica, sintetizada a partir do gene hexégeno introduzido no genoma da
semente, usando as técnicas de SDS-PAGE e espectrometria de massas, tipo
ESI-QTOF para identificagdo, com o intuito de melhor evidenciarmos o processo
de modificacdo genética na semente de soja.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliogréfica referente a este capitulo aborda uma descricdo sobre
a amostra em estudo (sementes de soja), bem como aspectos com relagdo ao
processo de modificacdo genética. Em seguida, serado feitas consideragdes sobre
a separacao de proteinas empregando eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE) e sua identificacdo empregando espectrometria de
massas (MALDI-QTOF e ESI-QTOF), técnicas estas bastante empregadas em
estudos protedbmicos.

2.1 Soja: aspectos protebmicos

Por muitos anos, a soja [Glycine max (L.) Merrill] tem constituido a base das
dietas humana e animal em muitos paises orientais, sendo uma importante fonte

de acidos graxos e proteinas. Nos ultimos anos, seu uso tem aumentado em todo
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o mundo devido as suas qualidades nutricionais, propriedades funcionais,
abundancia, baixo custo e também devido aos desenvolvimentos tecnoldgicos
recentes que visam incluir proteinas de soja em uma grande variedade de
produtos comestiveis [12]. Tendo em vista a grande importancia do cultivo de soja
na economia mundial, aumentou-se, significativamente, os estudos cientificos por
parte de institutos de pesquisa e industrias de biotecnologia de modo a aperfeicoar
a qualidade dos seus nutrientes bem como aumentar sua resisténcia a varios tipos
de pestes [13].

Do total de proteinas presentes na semente de soja, glicinina e B-
conglicinina e suas sub-unidades sdo componentes predominantes nas sementes
de soja. Estas proteinas exercem a funcao de armazenamento e correspondem a
cerca de 70-80% do conteudo total de proteinas, sendo grandemente
responsaveis pelas propriedades nutricionais e fisico-quimicas da soja [14]. A B-
conglicinina, uma globulina 7S, é uma glicoproteina trimérica consistindo de trés
subunidades, a, o e B. A glicinina, uma globulina 11S, consiste de cinco
subunidades, G1, G2, G3, G4 e G5 [14].

Na literatura, sdo encontrados varios estudos protedmicos utilizando a soja
[12-15]. Boa parte destes estudos estdo focados no estudo das duas maiores
proteinas de reserva da soja, glicinina e B-conglicinina. Além disso, a comparagao
protebmica entre diferentes genétipos de soja também esta sendo bastante
avaliado. Alguns trabalhos envolvendo estes estudos, reportados na literatura,
serdo discutidos a seguir.

Natarajan et al [14] estudaram e compararam a composi¢cao protéica das
duas maiores proteinas de armazenamento presente em soja, B-conglicinina e
glicina, em gendtipos de soja nativa (Glycine soja) e cultivada (Glycine max). Para
isso, aplicaram eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE)
para separacao das proteinas em trés diferentes faixas de pontos isoelétricos (3-
10, 4-7 e 6-11) em combinacdo com espectrometria de massas e cromatografia
liquida (MALDI-TOF MS e LC-MS/MS) para identificacao das proteinas avaliadas.
Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram um elevado grau de diferenca

10
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entre os gendtipos avaliados, com relagdo as diferentes subunidades das
proteinas -conglicinina e glicinina.

Xu et al [15] realizaram a separacao e identificacdo de proteinas presentes
em folhas de soja empregando 2D-PAGE e espectrometria de massas (MALDI-
TOF MS e LC-MS/MS). Os autores usaram o programa Mascot para identificacao
das proteinas a partir de trés bancos de dados: NCBI, SwissProte EST. Com este
trabalho, os autores conseguiram identificar um total de 116 proteinas, sendo que,
deste total, mais de 50% correspondem a proteinas envolvidas no metabolismo
energético da planta.

Estes trabalhos mostram a importancia da realizacdo de estudos com a
soja, especialmente em nivel proteémico. Ressalta-se, ainda, que um processo
amplamente empregado na produg¢do da soja e que acarreta em mudancas no
proteoma deste vegetal € a sua modificacdo genética. A seguir, este processo
serd discutido.

2.2 Soja: modificacao genética

Atualmente, a soja transgénica mais conhecida e comercializada é aquela
denominada Roundup Ready (RR), a qual foi desenvolvida pela empresa
Monsanto (EUA). Em dados recentes, a soja Roundap Ready ocupou 77% do total
de 90 milhées de hectares plantados no ano de 2009 [16]. A escolha da soja
Roundap Ready é atribuida a simplicidade do uso, eficiéncia de custo para o
controle de ervas daninhas e compatibilidade com a conservacao da lavoura [17].

Neste caso, o processo de modificagcdo genética na semente de soja
consiste na insercdo do gene CP4 EPSPS (5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato
sintase) da bactéria do solo Agrobacterium sp. tipo CP4, o que torna a planta
resistente a herbicidas que possuem o glifosato (N-fosfonometil-glicina) como
principio ativo [7]. Este herbicida é considerado como n&o-seletivo, ou seja, além

de eliminar as ervas daninhas, ele também pode atacar as plantas de soja [18].
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Entretanto, o glifosato é considerado um herbicida ambientalmente seguro, pois
apresenta baixa toxicidade, pequena ou ausente mobilidade do solo para a 4gua e
persisténcia limitada.

A enzima Epsps esta envolvida na biosintese de aminoacidos aroméaticos e,
em uma das etapas desta sintese, catalisa a reagdao do shikimato-3-fosfato (S3P)
e fosfoenolpiruvato para 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato (Figura 1.1). No entanto,
o glifosato inativa este processo pela formacao de um complexo com a enzima,
Epsps-S3P-glifosato [7,19]. Diferentemente, a proteina CP4 EPSPS, presente na
soja transgénica devido a inser¢cao do gene bacteriano, € funcionalmente similar a
Epsps produzida pelas plantas nao-transgénicas, porém, esta possui uma menor
afinidade pelo glifosato [20].

CoO

CoO
CH;  ¢nzimaEpsps CH
o o 2
ol = oo
20,P0 oH ’0p0° COO 20,0 e oo
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Qo
fosfoenolpiruvato T'E OH
shikimato-3-fosfato E 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato
n 2
Q0C N PO;
SN
glifosato

Figura 1.1. Inibicao da enzima Epsps pelo glifosato. Figura adaptada de Ocana et
al[19].

Entre os procedimentos mais comumente empregados para a detecgcao de
organismos geneticamente modificados, destacam-se os métodos PCR
(Polymerase Chain Reaction) e ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), 0s
quais sao baseados na andlise de DNA e proteina, respectivamente. Estes
métodos sao bastante sensiveis e com baixos limites de deteccdo. No entanto, o
método PCR é relativamente caro e depende da integridade do DNA, o qual pode
ser degradado por aquecimento, atividade de nucleases e baixo valor de pH. O
método ELISA requer um anticorpo especifico para cada OGM e nao pode ser
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aplicado para produtos de soja processados devido a desnaturacao e degradacgao
das proteinas, apés o processamento da soja [7,19].

Sendo assim, uma grande alternativa a estes métodos seria a aplicacao de
métodos de eletroforese em gel juntamente como a técnica de espectrometria de
massas. Neste contexto, Ocafna et al [19] utilizaram a técnica de SDS-PAGE
juntamente com espectrometria de massas para identificar a enzima CP4 EPSPS
em sementes de soja e milho modificadas geneticamente. Para isso, os autores,
inicialmente, fizeram um pré-fracionamento dos extratos protéicos usando
cromatografia por exclusdo de tamanho e por troca ibnica. As fracdes foram,
entdo, separadas por SDS-PAGE, e a banda correspondente a massa da enzima,
bem como as fracbes cromatograficas, foram digeridas e caracterizadas por
MALDI-TOF MS e nanoLC/nanoESI-QTOF MS. A identificacao da enzima foi feita
usando o programa Mascot a partir de busca no banco de dados do NCBI.

Sendo assim, métodos baseados em eletroforese em gel (SDS-PAGE e
2D-PAGE) tem sido bastante aplicados em estudos protedmicos, seja na
elaboracdo de mapas protedbmicos bem como na identificacdo de proteinas
especificas. Estes métodos serdo descritos a seguir.

2.3 Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE)

A eletroforese em gel € uma técnica de separacao baseada na migracao de
espécies carregadas em um determinado meio, sob a influéncia de um campo
elétrico continuo. Na eletroforese, as propriedades mais importantes das proteinas
utilizadas sado a sua massa molar, a sua carga e a sua conformacéao [21]. Neste
contexto, cabe enfatizar que a aplicacao da eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida neste trabalho de tese é bastante conveniente, pois a mesma
possui elevada resolucdo e ampla faixa dinamica, permitindo uma separagao

eficiente das proteinas do organismo em estudo [22]
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A poliacrilamida € uma matriz de gel muito comum devido as suas
caracteristicas intrinsecas como, por exemplo, ser um material quimicamente
inerte, transparente e estavel em extensas faixas de pH, temperatura e forca
idbnica. A poliacrilamida é formada pelo processo de copolimerizacdo entre a
acrilamida e a bis-acrilamida (N,N-metilenobisacrilamida) [21].

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida é amplamente
empregada para separacdao de proteinas, presentes em diferentes sistemas
biolégicos, pois combina duas técnicas distintas no processo de separacdo: a
focalizacao isoelétrica e a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) [23]. Na primeira dimensao, a focalizacao
isoelétrica tem como objetivo separar as proteinas de acordo com os seus pontos
isoelétricos (pl), sendo este o pH no qual uma molécula apresenta uma carga
liquida igual a zero. Além disso, a proteina com um determinado pl ira migrar pelo
gel com gradiente de pH até que sua carga liquida seja nula; neste ponto, o pl da
proteina € igual ao pH do gradiente [21,23,24]

Na SDS-PAGE, é utilizado um surfactante para desnaturar as proteinas
antes da aplicagdo do campo elétrico. Seu principal objetivo é utilizar o SDS para
transferir carga negativa para as proteinas, mascarando suas cargas intrinsecas,
de modo que elas possuam formas similares e razdes massa/carga parecidas e,
desta maneira, seja capaz de separar as proteinas de acordo com as suas
massas molares [22,24,25]. Portanto, a técnica 2D-PAGE separa as proteinas
pela combinacdo de duas propriedades diferentes: na primeira dimensao, a IEF
separa as proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico e, na segunda
dimensao, a SDS-PAGE separa as proteinas de acordo com suas massas
molares [23,24].

Para que o processo de separacao empregando a técnica 2D-PAGE tenha
resultados satisfatérios, o preparo de amostras constitui-se como etapa
determinante para a obtencao de uma boa resolugdo na separacao das proteinas.
Para isso, as proteinas presentes no sistema biol6gico em estudo devem ser

desnaturadas, desagregadas, reduzidas e solubilizadas [25]. Devido a grande
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diversidade de proteinas em uma amostra, um procedimento deve ser otimizado
em laboratério, de modo a garantir boa resolu¢do na separacgao protéica [24].

Em estudos protedmicos, apds a separacdo das proteinas aplicando a
técnica de 2D-PAGE, os spots protéicos obtidos sdo submetidos a caracterizacao
com o uso da técnicas de espectrometria de massas, o qual sera discutida a
seqguir.

2.4 Espectrometria de massas em proteémica: MALDI-QTOF MS e ESI-QTOF
MS

Atualmente, a espectrometria de massas, juntamente com a bioinformatica,
tornaram-se essenciais em estudos protedmicos, devido ndo apenas a sua
sensibilidade, mas, também, ao conteludo total de informacdes que podem ser
obtidas. A técnica de MALDI-QTOF-MS apresenta-se como uma das mais
aplicadas para a caracterizacdo de proteinas apls realizar a separacao das
mesmas pela técnica de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-
PAGE), uma vez que esta ténica exige que as proteinas sejam previamente
isoladas. Basicamente, a técnica utiliza o feixe de um laser para fornecer energia
as moléculas, proporcionado sua dessorcao, levando-as para a fase gasosa em
sua forma i6nica [26,27].

No procedimento de andlise, a amostra € misturada com excesso de uma
matriz organica acida que absorva a energia do laser incidente (geralmente utiliza-
se um laser de Ny altamente energético). A absorcédo da energia do laser causa a
evaporagado da matriz, sendo que o analito, resultante na fase gasosa, torna-se
ionizado via mecanismos de transferéncia de prétons em fase gasosa. Os ions
formados sao, entao, conduzidos até o detector por meio da aplicacdo de uma ddp
[26-28].

Além da fonte de ionizacdo do tipo MALDI, outra técnica utilizada para
identificacdo de proteinas € a ionizagdo por eletrospray (ESI). Esta técnica tem

como principio transferir os ions existentes em uma solugéao para a fase gasosa.
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Esta versatilidade tem aumentado significativamente a gama de substancias
capazes de serem determinadas, possibilitando, por exemplo, que polipeptidios
possam ser analisados sem que haja sua decomposicdo. A ionizacdo por
electrospray envolve a formacdao de um spray eletrolitico, que gera pequenas
gotas carregadas, e, destas, sdo liberados os ions. E necessaria uma fonte de alta
tensao (1,0 a 7,0 kV) que esteja em contato com a solugao contendo os eletrélitos.
Esta solucdo é bombeada através de um microcapilar (d.i. 50 a 100 ym) com uma
velocidade de fluxo da ordem de 1 a 20 pL/min ou menores. Quando um potencial
positivo é aplicado na solucdo, os ions positivos tendem a se afastar para uma
regiao menos positiva, isto é, em direcdo ao contra-eletrodo. Conforme a
densidade de carga aumenta na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o
contra eletrodo aumenta provocando uma deformacéo na gota que esta presa na
ponta do capilar. A gota ganha forma de um cone e permanece “presa” ao capilar
até o momento em que a densidade de carga na superficie da gota e o aumento
da repulsédo entre os ions vencam a tensao superficial, ocorrendo a liberacao de
pequenas gotas com alta densidade de carga [29].

No espectrémetro de massas, a determinacdo das relacbes massa/carga
pode ser feita utilizando tanto um analisador por tempo de véo (TOF), bem como
um analisador tipo quadrupolo, possibilitando que ions especificos sejam
selecionados e sujeitos a fragmentacdo para posterior obtencao de um espectro
de ions precursores. Em um quadrupolo, os ions sao selecionados aplicando, nas
barras do quadrupolo, voltagens RF/DC, possibilitando que ocorra a inversao de
polaridade entre as barras. Com isso, 0 quadrupolo passa a atuar como um filtro
de massas, permitindo apenas que 0s ions que apresentam estabilidade neste
campo possam ser selecionados. Em analisadores tipo TOF, os ions séo
separados e analisados ao longo de um tubo de tamanho especifico de acordo
com suas diferentes velocidades. No modo Q-TOF, os ions sao inicialmente
selecionados no quadrupolo, fragmentados em uma célula de colisdo e as massas
dos fragmentos dos ions sao determinados pelo segundo analisador TOF [26-28].

Anterior a analise no espectrometro de massas, realiza-se, primeiramente,

a digestao proteolitica das proteinas (geralmente usa-se tripsina), sendo que os
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peptideos formados sao, entdo, misturados com uma matriz, em analises usando
ionizagdo do tipo MALDI. Assim, obtém-se um espectro caracteristico para a
proteina em questdo, numa espécie de “impressao digital” da macromolécula.
Apbs a obtencdo dos espectros dos fragmentos das proteinas, é feita a
identificagdo das mesmas a partir de buscas em bancos de dados utilizando
algoritmos especificos para identificacdo de proteinas [30]. Este processo exige
conhecimento prévio dos tratamentos aplicados ao longo do preparo da amostra,
seja na etapa de separacao eletroforética ou durante a digestdo proteolitica das
proteinas, incluindo, por exemplo, a enzima utilizada para realizar a digestao, bem

como o0s agentes de redugao e alquilacao aplicados.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos utilizados

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento dos experimentos
descritos neste capitulo sédo listados a seguir. Eles se encontram disponiveis no
Grupo de Espectrometria, Preparo de Amostras e Mecanizagcdo (GEPAM),
localizado no Instituto de Quimica, Unicamp. Os Espectrdmetros de massas, para
identificacdo das proteinas, encontram-se disponiveis no Laboratério Dalton de
Espectrometria de Massas, no Instituto de Quimica, Unicamp, bem como no
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), localizado no Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, SP. Estes equipamentos foram utilizados
dentro da Rede Proteoma do Estado de S&o Paulo.

e Agitador de tubos (Phoenix, BR)

e Balanca analitica, modelo 260 (Mettler, EUA);

e Espectrofotdmetro UV/Visivel, modelo B582 (Micronal, Brasil);

e Espectrémetro de massas do tipo MALDI-QTOF (Waters Q-Tof Premier,
Inglaterra) e ESI-QTOF (Waters Q-Tof Ultima, Inglaterra);

e Estufa (Quimis, Brasil);

e Mesa agitadora, modelo Q225M (Quimis, Brasil);

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

e Scanner, modelo ImageScanner™ Il (

GE Healthcare, Suécia);

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

e Sistema para eletroforese 2-D PAGE, modelo Ettan™ Daltsix (GE
Healthcare, Suécia);

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

e Speed Vac modelo SPD1010-115 (Thermo Electron Corporation).
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e Vidrarias de uso rotineiro em laboratério.

3.2 Reagentes e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada (= 18,2
MQ), a partir de sistema de purificacdo Milli-Q. Os reagentes utilizados sdo pureza
analitica, provenientes das empresas Amersham Biosciences (Suécia), BioAgency
(Brasil), J.T. Baker (EUA) e Merck (Alemanha), e serédo listados a seguir. As

vidrarias usadas sao de uso rotineiro na area de bioanalitica.

e 3-[(3-Colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) -
Ca2HssN20O-S - 614,88 g/mol (USB);

e Acetado de amdnio, CoH/NO; - 77,08 g/mol (Mallinckrodt);

e Acetona, C3HgO - 58,08 g/mol (Synth);

e Acetonitrila, grau HPLC, C2H3N — 58,1 g/mol (Synth);

e Acido acético glacial, CoH4O5 - 60,05 g/mol (J. T. Baker);

e Acido cloridrico, HCI - 36,5 g/mol (Merck);

e Acido trifluoroacético, CoHF30, — 114,03 g/mol (Merck);

e Acido fosférico, HsPO, - 98,00 g/mol (Synth);

e Acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), C1oH;NO3; — 189,17 g/mol (Sigma-
Aldrich);

e Acrilamida, CsHsNO - 71,08 g/mol (USB);

e Agarose (BioAgency);

e Albumina de soro bovino (Merck);

e Anfélitos de pH 3-10 (Amersham Biosciences);

e Azul de Bromofenol, C19HoBrsNaOsS - 691,94 g/mol (BioAgency);

e Azul de coomassie G-250, C47H50N3NaO7S; - 854,03 g/mol (J. T. Baker);

e Bicarbonato de aménio, (NH4)HCO3; — 79,06 g/mol (Mallinckrodt);
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e Cloreto de potassio, KCI - 74,55 g/mol (Merck);

e Ditiotreitol (DTT), C4H1002S; - 154,24 g/mol (Amersham Bioscienses);

e Dodecil sulfato de sodio (SDS), C12H25NaO4S - 288,28 g/mol (Synth);

e Etanol, C2HgO - 46,07 g/mol (J. T. Baker);

e Eter de petroleo, p.e. 35-60 °C (Mallinckrodt);

e Fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF), C;H7FO,S - 174,19 g/mol (Sigma-
Aldrich);

e Glicerol, C3HgO3 - 92,09 g/mol (Amersham Biosciences);

e Glicina, CoHs02N — 75,07 (Amersham Biosciences);

e |odoacetamida, C2H4INO - 184,96 g/mol (Amersham Biosciences);

e Metanol, CH4O - 32,04 g/mol (J. T. Baker);

e N,N -metilenobisacrilamida (bisacrilamida), C;HicN2H> - 154,17 g/mol
(Amesham Biosciences);

e N,N’,N,N -tetrametiletilenodiamina (TEMED), C¢H1gN2 - 116,20 g/mol (J. T.
Baker);

e Oleo mineral (Amersham Biosciences);

e Padrao protéico de massa molar (Amesham Bioscience);

e Persulfato de aménio, NoHgS20s - 228,20 g/mol (Mallinckrodt)

e Sulfato de aménio, NoHgSO4 - 132,14 g/mol (J. T. Baker)

e Tiouréia, CH4N.S - 76,12 g/mol (Amesham Bioscience);

e Tripsina (Sigma-Aldrich);

e Tris-hidroximetilaminometano, C4H{1OsN - 121,14 g/mol (Amersham
Biosciences);

e Uréia, CH4N20O - 60,06 g/mol (Amesham Bioscience);
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3.3 Procedimento Experimental

3.3.1 Amostras de soja

As amostras de sementes de soja transgénica (MSQOY 7575 RR) e nao-
transgénica (MSOY 7501) foram gentilmente cedidas pela Prof2. Dra. Siu Mui Tsai
(CENA/USP - Piracicaba, SP), sendo estas previamente adquiridas da empresa
Monsanto — Brasil [31]. A soja transgénica utilizada neste trabalho & aquela
denominada Roundup Ready, cujo processo de modificagdo genética consiste na
insercao do gene CP4 EPSPS da bactéria Agrobacterium sp. tipo CP4, o qual
confere resisténcia da planta a herbicidas que contenham glifosato como principio
ativo.

Como neste trabalho as amostras em estudo incluem organismos
geneticamente modificados € informado o numero de registro do Certificado de
Qualidade em Biosseguranca: 240/2007, publicado em 24 de julho de 2007.

3.3.2 Extracao das proteinas de soja

O procedimento de extracdo das proteinas foi feito de acordo com o método
proposto por Sussulini et al [32]. As sementes de soja foram congeladas em
nitrogénio liquido e maceradas com o auxilio de um almofariz e um pistilo. Para
cada 100 mg de soja moida, adicionou-se 1 mL de éter de petréleo, e, entdo, o
solvente foi deixado em contato com a amostra durante 15 minutos, sob agitagao.
O solvente foi removido com o auxilio de uma pipeta e a amostra foi novamente
macerada com nitrogénio liquido. Este processo foi repetido por mais duas vezes.
A seguir, as proteinas foram extraidas da amostra pela maceracao desta com 1
mL de uma solugdo contendo Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,8), cloreto de potassio
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1,5 mmol L, DTT 10 mmol L, PMSF 1,0 mmol L e SDS 0,1 % (m/v). O extrato
protéico obtido foi, entdo, agitado por 10 min em banho de gelo, e os materiais
insollveis foram removidos por centrifugacdo durante 5 min, a 5000 ge a 4 °C. O
sobrenadante, contendo as proteinas, foi coletado em tubos do tipo Eppendorf e
armazenado a -20 °C.

3.3.3 Separacao das proteinas por 2D-PAGE

Antes da obtengdo do gel de eletroforese bidimensional, com o intuito de
remover possiveis interferentes no processo eletroforético (como sais e
surfactantes anidnicos), o extrato protéico foi submetido a uma etapa de
precipitacdo das proteinas, empregando solucdo de acetato de aménio 0,1 mol.L™
em metanol durante 12 h, a -20 °C. O precipitado protéico foi coletado por
centrifugacdo a 5000 g (4 °C) por 10 min e, em seguida, lavado duas vezes com
solucdo gelada de acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol, duas vezes com
acetona gelada, na concentracdo de 80 % (v/v) e uma vez com etanol a 70 %
(v/v), também gelado.

Para a obtencao dos géis de eletroforese bidimensional, o precipitado
protéico foi ressolubilizado em tampao que consistiu de uma solugéo de uréia 7
mol L™, tiouréia 2 mol L™", CHAPS 2 % (m/v), anfélitos 0,5 % (v/v) em pH variando
de 3 a 10 e azul de bromofenol 0,002 % (m/v). Em seguida, foi feita a
centrifugacdo da solucdo resultante por 2 min a 5000 g, de modo a remover
qualquer residuo sélido que ainda permanecesse na amostra. O precipitado
protéico foi quantificado usando o método de Bradford [33].

A primeira dimensao do processo eletroforético foi executada empregando-
se uma fita de 13 cm, sendo que esta fita continha um gel de poliacrilamida onde o
gradiente de pH foi formado pela presenca de anfolitos. Neste trabalho, foram
utilizadas duas faixas lineares de pH: 3 a 10 e 4 a 7. Antes da focalizacao

isoelétrica, foram aplicados 250 uL da amostra ressolubilizada, contendo 300 g
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de proteinas para fitas de 3 a 10 e 500 ug de proteinas para fitas de 4 a 7, em um
aparato sobre o qual a fita foi colocada. Esta foi reidratada a temperatura ambiente
por 12 h. Apos este periodo, a fita foi levada ao sistema focalizador e o programa
com quatro etapas foi aplicado: (1) 500 V até 500 Vh, (2) 1000 V até 800 Vh, (3)
10000 V até 11300 Vh e (4) 10000 V até 3000 Vh, para fitas de 3 a 10, e, em fitas
de 4 a 7, o programa adotado foi o mesmo, com excec¢ao da ultima etapa, onde foi
aplicado 10000 V até 2000 Vh.

Ao término da focalizacao, a fita foi equilibrada em duas etapas. Na primeira
delas, foram usados 10 mL de solugcdo contendo uréia 6 mol L, SDS 2 % (m/v),
glicerol 30 % (v/v), Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,8), azul de bromofenol 0,002 %
(m/iv) e DTT 2 % (m/v). Esta etapa é denominada de redugdo e tem como
finalidade manter as proteinas em suas formas reduzidas [23]. Na segunda etapa,
foi utilizada uma solucado de composicao similar, porém, o DTT foi substituido por
iodoacetamida 2,5 % (m/v). Esta etapa é denominada de alquilacdo e tem como
finalidade alquilar os grupos tidis das proteinas, prevenindo que elas sejam
reoxidadas durante o processo eletroforético [23]. Cada uma das etapas durou 15
min e foi feita sob leve agitacao.

Ap6s o equilibrio da fita, foi feita a segunda dimensdo do processo
eletroforético (SDS-PAGE). Para isso, a fita foi aplicada em um gel de
poliacrilamida 12,5 % (m/v) previamente preparado em placa de 180 x 160 x 1,5
mm. Foi colocado sobre o gel, ao lado da fita, um pedagco de papel de filtro
contendo 8 uL de um padrao de massa molar contendo as proteinas B-fosforilase
(97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbdnica (30,0
kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa). A fita e o papel
de filtro foram vedados com uma solugédo quente de agarose 0,5 % (m/v), de modo
a garantir o contato destes com o gel de poliacrilamida. A corrida eletroforética foi
executada em duas etapas: (1) 90 V, 25 mA gel” e 100 W, durante 30 min e (2)
250 V, 25 mA gel' e 100 W, durante, aproximadamente, 5 h. Apds o término desta
etapa, as proteinas foram fixadas no gel, durante 1 h, empregando-se uma
solucdo contendo acido acético 10 % (v/v) e etanol 40 % (v/v). Em seguida, as

proteinas foram reveladas empregando-se o corante Coomassie coloidal, que
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consistiu em uma solucédo de sulfato de amdénio 8 % (m/v), acido fosfoérico 1,6 %
(v/v), CBB G-250 0,08 % (m/v) e metanol 25 % (v/v). O corante ficou em contato
com o gel durante 48 h e, depois, foi removido por lavagens com agua
desionizada.

O gel obtido foi escaneado e sua imagem foi analisada pelo programa de
tratamento de imagens ImageMaster 2D Platinum, versdo 6.0, que permite obter
uma estimativa dos pontos isoelétricos e das massas molares das proteinas

separadas, bem como calcular o numero de spots obtidos no gel de eletroforese.

3.3.4 Digestao proteolitica e identificacao das proteinas por Espectrometria

de massas

Inicialmente, os spots de proteinas a serem caracterizados por
espectrometria de massas foram recortados do gel de poliacrilamida e cada um
deles foi colocado em um pocinho de uma placa, denominada Zip Plate (Millipore),
na qual foi feita a digestao triptica. A digestao triptica foi feita com o uso de um kit
especifico (In-Gel Digestzp Kit) que, além de digerir a proteina, purifica os
peptideos obtidos.

Para as andlises por MALDI, as amostras resultantes da digestéao triptica
foram aplicadas em uma microplaca de MALDI, e esta foi deixada a temperatura
ambiente por alguns minutos, de modo que o volume das gotas fosse reduzido por
evaporacdo (método dried droplef). A matriz CHCA (4cido o-ciano-4-
hidroxicinamico) foi preparada adicionando 10 mg de acido em uma mistura de
agua/acetonitrila 1:1 (v/v) contendo TFA 0,1 % (v/v) e, entdo, 2 uL desta solugéao
foi adicionada a 2 uL. amostra. A amostra foi aplicada na placa de MALDI e deixou-
se secar a temperatura ambiente.

As caracterizagcdes das proteinas foram feitas empregando dois modos de
obtencdo de dados: em um Unico estagio, usando MALDI-MS e em modo
sequencial, usando MALDI-MS/MS e ESI-MS/MS. Para as analises por MALDI, os
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espectros foram adquiridos no equipamento Q-Tof Premier (Waters Co.). As
medidas foram feitas no modo ion positivo, com fonte de ions nitrogénio, no modo
“V”, empregando os seguintes parametros: frequéncia do laser — 200 Hz, faixa de
massa 800-3000 Da, com o minimo de 40 contagens para a obtengdo dos
espectos MS/MS, e estes com o0 minimo de 10 contagens para registro.

Para as analises por ESI, os peptideos obtidos foram secos, e
posteriormente, ressuspensos em solugdo de acido férmico 0,1 % (v/v). Os
espectros foram adquiridos em um equipamento Q-Tof Ultima (Waters Co.). Uma
aliquota de 5,0 uL dos peptideos resultantes foram, inicialmente, separados por
um RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters) em uma coluna C18 de fase reversa (75
gm x 100 mm) acoplado no espectrémetro de massas com uma fonte de nano-
electrospray a um fluxo de 0,6 pL.min". Os peptideos foram eluidos em um
gradiente de 2-90% de acetonitrila em acido férmico 0,1% (v/v) por 20 min. Os
espectros de massas foram adquiridos no modo “top three”, no qual um espectro
no modo MS é adquirido seguido por espectros de massas no modo MS/MS dos
trés picos mais abundantes detectados.

A identificacdo das proteinas foi feita utilizando os dados gerados pelo
espectrébmetro de massas juntamente com o programa Mascot. Os espectros
obtidos no formato “pkl” foram processados por meio do programa Mascot Distiller,
os quais foram convertidos no formato “mgf’, compativel para o processo de
identificagdo. As buscas foram feitas em bancos de dados n&o-reduntantes,
usando os seguintes parametros: bancos de dados MSDB e NCBI, os quais
contem proteinas gerais e com seqiéncias nao-idénticas, e Glycine Max, o qual é
especifico para proteinas de soja; um sitio de clivagem; digestdo com tripsina;
carbamidometilacdo como modificacdo fixa; oxidacdo em metionina como

modificacao variavel e erro, em massa, de 0,1 Da.
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3.3.5 Identificacao da enzima CP4 EPSPS por SDS-PAGE e espectrometria de
massas

Antes da obtencdo do gel de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) e
com o intuito de remover possiveis interferentes no processo eletroforético (como
sais e surfactantes anidnicos), o extrato protéico foi submetido a uma etapa de
precipitacdo das proteinas, empregando solucdo de acetato de aménio 0,1 mol.L™
em metanol durante 12 h, a -20 °C. O precipitado protéico foi coletado por
centrifugacdo a 5000 g (4 °C) por 10 min, e, em seguida, lavado duas vezes com
solucdo gelada de acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol, duas vezes com
acetona gelada, na concentragdo de 80 % (v/v) e uma vez com etanol a 70 %
(v/v), também gelado.

Para a obtencdo do gel de eletroforese unidimensional, o precipitado
protéico foi ressolubilizado em tampao dissociante composto por Tris-HCI pH 6,8,
10 % (m/v) de glicerol, 20 % (v/v) de SDS, 5 % (v/v) de B-mercaptoetanol e 0,001
% (m/v) de azul de bromofenol. Como padrao protéico, utilizou-se uma mistura,
disponivel comercialmente, composta de 7 proteinas purificadas: B-galactose de
E. Coli (116,0 kDa); albumina bovina (66,2 kDa); ovalbumina (45,0 kDa); lactato
desidrogenase (35,0 kDa); enzima de restricdo endonuclease Bsp98| de E. coli
(25,0 kDa); B-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,4 kDa). Para aplicacao no
gel, o padrao foi submetido a aquecimento em banho com agua a 95 °C por 5 min,
para promover a desnaturacdo das proteinas.

O gel de eletroforese unidimensional, para a separacdo das proteinas,
consistia de um gel concentrador de 1,5 cm com concentracdo de 3,5 % (m/m) de
acrilamida e tampao Tris-HCI a 1,0 mol L™ pH 6,8 e outro gel separador a 10 %
(m/m) de acrilamida e tampao Tris-HCI a 1,5 mol L™ pH 8,8. Apés polimerizacdo
completa, diferentes valores em massa de proteinas totais (25, 50, 75 e 100 ug)
foram aplicadas na regido superior do gel concentrador. A voltagem aplicada na
corrida eletroforética bem como o modo de revelagcdo das proteinas no gel foi o

mesmo como descrito anteriormente.
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Ap6és a conclusao da revelacao das bandas, o gel obtido foi digitalizado e as
bandas obtidas analisadas pelo software Gel-Pro Analyser 3.0 para estimativa da
massa molar de cada banda. A banda correspondente a massa de 47 kDa
(enzima CP4 EPSPS) foi recortada, reduzida, alquilada e submetida a digestao
enzimatica usando duas enzimas de clivagem: tripsina e quimiotripsina.

Os peptideos obtidos foram secos, e posteriormente ressuspensos em
solucdo de acido formico 0,1 % (v/v). A obtencédo dos espectros de MS/MS bem
como o modo de identificacdo das proteinas foram semelhantes a aqueles
descritos no item anterior (3.3.4), com excecao do tempo de corrida na obtencgao
dos espectros, os quais foi de 40 minutos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao das proteinas por MALDI-QTOF-MS e ESI-QTOF-MS

Em um trabalho recentemente publicado por Brandao et al, 2010 [34], foram
avaliados os perfis eletroforéticos entre amostras de soja transgénica e nao
transgénica, usando a técnica de 2D-PAGE e andlise das imagens dos géis
obtidos. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o nimero de spots
protéicos presentes na faixa linear de 4 a 7 foi maior (369 + 46) em comparacao
com a faixa linear de 3 a 10 (217 = 41) para sementes de soja transgénica,
concluindo que esta faixa mostrou melhor resolugdo na separacao das proteinas.
Neste sentido, para este capitulo, um maior nimero de spots para a faixade 4 a 7
foram selecionados e submetidos ao processo de identificacdo em relacao a faixa
de 3 a 10, onde, nesta faixa, em especifico, foram selecionados spots,
preferencialmente localizados na faixa de pH de 7 a 10, para o processo de
identificacdo por espectrometria de massas.

No presente trabalho de Tese, empregando a técnica de 2D-PAGE como
componente de separacao e espectrometria de massas, do tipo MALDI-QTOF e
ESI-QTOF como componente estrutural, foi possivel identificar um total de 192
proteinas de sementes de soja transgénica, sendo que, deste total, 179 proteinas
foram identificadas para a faixa de pH de 4 a 7 e 13 proteinas para a faixa de 3 a
10. A tabela com todas as proteinas identificadas esta localizada nos anexos
desta tese. Estes resultados evidenciam que o perfil de distribuicdo das proteinas
das sementes de soja esta diretamente mais localizado em faixa de pH de 4 a 7
[34]. Os mapas proted6micos nas duas faixas de pH podem ser visualizados na
Figuras 1.2.

Relacionado ao processo de identificacdo usando o programa Mascot, a
busca em banco de dados de varios spots gerou a identificacao de, pelo menos,
mais de uma proteina. Sendo assim, o critério de corte utilizado para a selecao da
possivel proteina relacionada ao spot foi aquela que mostrou maior pontuagéo
(score).
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Figura 1.2. Proteinas identificadas para sementes de soja transgénica: na faixa de
pl de 3 a 10 (A), correspondendo a um total de 13 proteinas identificadas e na
faixa de pl de 4 a 7 (B), correspondendo a um total de 179 proteinas identificadas.
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Um ponto importante a se considerar quando o objetivo é a elaboragcao de
um mapa protedmico relaciona-se com o percentual de eficiéncia obtido no
processo de identificacdo. Neste trabalho, foi obtido um percentual de 49 %
relacionando-se o numero de spots detectados no gel de eletroforese
bidimensional e spots identificados em banco de dados. Este valor percentual
obtido neste trabalho apresenta uma boa eficiéncia quando comparado com
estudos similares, envolvendo soja, publicados na literatura. No trabalho de Xu et
al [15], foi obtida uma eficiéncia de 46 % na identificacdo de proteinas de folhas de
soja usando eletrotroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) e
espectrometria de massas (MALDI-TOF-MS e LC-MS/MS). Melhores resultados
foram obtidos no trabalho de Brechenmacher et al [35] no estabelecimento de um
mapa protedbmico de referéncia para células presentes nas raizes capilares de
plantas de soja, obtendo-se uma eficiéncia de 57 % usando 2D-PAGE e
espectrometria de massas. Entretanto, ressalta-se que, neste trabalho, o nimero
de spots detectados no gel foi de 1165, o que pode acarretar em maiores
possibilidades no processo de identificacao.

Os resultados de identificacdo obtidos neste trabalho mostram a grande
eficiéncia na utlizacdo conjunta das técnicas de 2D-PAGE como componente de
separacdo e espectrometria de massas como componente estrutural no
estabelecimento de mapas protedmicos de referéncia. Entretanto, o nimero de
proteinas identificadas poderia ser maior, levando em consideragdo algumas
limitagbes associadas a técnica de 2D-PAGE, tais como restricdo de faixa de
massa molécular na separacao (proteinas de alta e baixa massa molécular),
proteinas muito acidas ou basicas, proteinas hidrofébicas e com baixa abundancia
[21,36,37].

Sendo assim, a utilizagdo da técnica de 2D-PAGE em conjunto com
metodologias baseadas em cromatografia multidimensional associadas a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) podem fornecer resultados bastante
interessantes no estabelecimento de mapas proteomicos de referéncia em

amostras biolégicas complexas [38].
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De forma a melhor avaliarmos o conjunto de proteinas identificadas neste
trabalho, foi feita uma classificagcdo funcional das proteinas de sementes de soja
transgénica, a qual sera abordada no topico a seguir.

4.2 Avaliacao funcional das proteinas identificadas.

As proteinas identificadas foram classificadas de acordo com suas atividade
bioldgicas em categorias, de acordo com o trabalho de Bevan et al [39], e sé@o
mostradas na Figura 1.3. Em seguida, serdo discutidas as principais classes de
proteinas identificadas neste trabalho.

B Metaholismo (5%)

B Energia (4%)

= Crescimento/divisdo celular (18%)

® Proteinas de armazenamento (50%)

® Transportadoras (6%)

m Metabolismo secunadario (1%)
Transducao de sinais {1%)

= Doenca/defesa (4%)

Nio-classificada/Classificacao desconhecida (11%)

Figura 1.3. Distribuicdo funcional das proteinas de soja transgénica identificadas.

4.2.1 Armazenamento e atividade proteolitica

Neste estudo, 50 % (96 spots) das proteinas identificadas estdo
relacionadas com fungdo de armazenamento e atividade proteolitica. Nesta

classe, incluem-se as proteinas majoritarias glicinina e B-conglicinina e suas sub-
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unidades, as quais sdo componentes predominantes nas sementes de soja e
representam as principais proteinas de reserva da soja [14].

A proteina 11S globulina, comumente conhecida como glicinina, é a
proteina de reserva predominante entre as globulinas da soja [14]. A glicinina
nativa € um hexamero de massa molar estimada entre 320 e 360 kDa, composto
de diferentes combinagdes de 5 subunidades: G1 a G5, sendo que cada uma das
subunidades, as quais apresentam massa molar entre 58-69 KDa, pode ser
dissociada, dentro de condicdes redutoras, em cadeias polipeptidicas acidas (A:
31-45 kDa) e basicas (B: 18-20 kDa), os quais sao ligadas por meio de pontes
dissulfeto internas. As cinco subunidades identificadas e seus constituintes
polipeptidicos caracterizados séo: A1aB2 (G1), A1bB1p (G2), A2B1a (G3), AsB4 (G4)
(Figura 1.4) e AsA4Bs (G5) [40,41]. Neste trabalho de tese, todas as cinco
variedades foram identificadas, sendo um total de 20, 03, 09, 06 e 11 spots para
as subunidades G1, G2, G3, G4 e G5 respectivamente.

A B-conglicinina, uma globulina 7S, € uma glicoproteina de massa molar
que varia entre 140 e 170 kDa. E um trimero composto por trés subunidades: o
(57-72 kDa) (Figura 1.4), a (57-68 kDa) e B (42-52 kDa) [40,42]. Todas estas
subunidades foram identificadas neste trabalho, sendo um total de 16, 01 e 09

spots para as subunidades a, a e B respectivamente.

(a) (b)

Figura 1.4. Estrutura tridimensional da proteina: (a) glicinina sub-unidade AsB4
(G4); (b) sub-unidade a da B-conglicinina [79].
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Entretanto, neste ponto, destaca-se que, devido ao elevado percentual para
esta classe de proteinas, pode haver certa limitacdo na resolucdo dindmica de
separacao das proteinas presentes, ja que, possivelmente, podem haver perdas
na detecgdo de proteinas pouco abundantes presentes nas sementes de soja
trangénica [43].

Outras proteinas pertencentes a esta classificacao funcional pertencem a
duas classes de inibidores da protease: Kunitz e Bowman-Birk. Com relacao a
inibidor tipo Kunitz (Kti), foi possivel identificar um total de 05 spots (1, 25-27 e
158). Esta proteina possui massa molar de aproximadamente 21 kDa, e atua
como inibidor da atividade da enzima tripsina [44]. A proteina do tipo Bowman-Birk
estd inserida dentro de uma classe de inibidores de proteases o qual
compreendem varias proteinas relacionadas, sendo que estas sdo especificas
para tripsina, quimiotripsina e elastase [44]. Desta proteina, foram identificados 05
spots (4-6, 117 e 164).

4.2.2 Crescimento/Divisao Celular

Apbs as proteinas de armazenamento, a segunda classe funcional de
proteinas mais abundantes sdo as proteinas envolvidas no processo de
crescimento/divisdo celular, o qual corresponde a 18 % (34 spots) do total de
proteinas identificadas. Nesta classe, a principal proteina é a late embryogenic
abundant protein (LEA), sendo esta bastante acumulada nos ultimos estagios de
embriogenese da semente [45]. Além disso, esta proteina esta relacionada a
processos de resposta ao estresse osmoético e na deficiéncia de agua resultante
dos estagios de dessecacao da semente [45,46].

As proteinas do tipo LEA estdo inseridas dentro de um grupo de familias
com diversas estruturas e funcdes [46]. Sendo assim, duas proteinas e suas sub-
classes foram identificadas neste grupo: late embryonic abundant protein (11
spots: 08, 48, 52, 94, 96, 97, 115, 118, 129, 167 e 168) e seed maturation protein
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(14 spots). Desta proteina, foram identificadas 09 variedades, sendo elas: PM 22
(spot 24), PM24 (spot 33), PM25 (spot 34), PM31 (spots 12 e 14), PM 32 (spots
154 e 157), PM 34 (spot 53), PM36 (spot 38), 35 KDa seed maturation protein
(spots 58, 60 e 138) e 51 kDa seed maturation protein (spot 163).

Outra proteina pertencente ao grupo de proteinas tipo LEA é dehydrin
(spots 46, 47, 49, 50, 113, 125, 128 e 161). Esta proteina estd envolvida em
mecanismos de resposta ao stress abidtico, como desidratacdo e baixas
temperaturas [46,47]. Ainda dentro desta categoria funcional, outra proteina
identificada é a Class Il acidic endochitinase precusor (spot 124). Esta proteina
pertence a familia das Chitinases e é especificamente expressa durante o estagio

de desenvolvimento da semente de soja [48].

4.2.3 Metabolismo/Energia

Cerca de 17 proteinas identificadas (9%) estdo envolvidas em processos
metabodlicos/energéticos. De forma geral, estas proteinas participam no
metabolismo de carboidratos e degradacdo de polissacarideos [46]. Como
exemplos, pode-se citar: Agglutinin (spots 37, 41, 42, 44 e 173), Triosephosphate
isomerase (spot 51), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (spots 55 e
118), Cytosolic malate dehydrogenase (spot 59), Cytosolic glutamine synthetase
(spot 74), Beta-amylase (spots 84 e 131), Enolase (spot 108) e Formate
dehydrogenase (spots 119 e 120).

Outra proteina pertencente a esta categoria funcional é a lipoxygenase
(spot 95) (Figura 1.5), uma enzima ligante de ferro que catalisa a hidroperoxidacao
de lipidios [46]. Esta enzima estd envolvida em varios aspectos da fisiologia da
planta como crescimento e desenvolvimento, resisténcia a pestes e resposta a

ferimentos na planta [46].
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4.2.4 Transporte

Aproximadamente 6 % (12 spots) se relacionam com proteinas de
transporte. Nesta categoria funcional, apenas uma enzima foi relaciona, sendo ela
a sucrose-binding protein (spots 93, 98, 101-109, 133 e 190). Esta enzima é
responsavel pelo transporte de sacarose, durante o estagio de desenvolvimento
da semente [46]. Além disso, esta enzima também pode atuar como reserva de
nutrientes para a planta [46].

4.2.5 Doenca/Defesa

Cerca de 4% (08 spots) correspondem a proteinas envolvidas dentro desta
categorial funcional, sendo que a maior parte dos spots detectados pertencem a
enzima Alcohol dehydrogenase (spots 54, 56, 57 e 132). Esta enzima é ligante de
zinco e esta envolvida na atividade catalitica de reacdes de oxido-reducao [46].
Outra enzima pertencente a esta classe é a Mn-Superoxide dismutase (spot 165)
(Figura 1.5), sendo esta uma metaloenzima antioxidante atuando em mecanismos
de defesa da planta contra espécies reativas de oxigénio (ROS) [49].

Outras proteinas pertencentes a esta classe sao: In 2-1 protein (spot 39),
18.5 kDa class | heat shock protein (spot 137), e glutathione S-transferase (spot
169).

Figura 1.5. Estrutura tridimensional da proteina: (a) lipoxygenase-3; (b) Mn-
Superoxide dismutase [79].
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4.2.6 Transducao de sinais / Metabolismo secundario

Apenas uma proteina foi relacionada a categoria funcional de transdugéo de
sinais, a enzima Nucleoside diphosphatase kinase (spot 114). Esta enzima, ligante
de ATP e magnésio, estd envolvida em reacdes bioquimicas de nucleotideos,
principalmente na transferéncia de fosfato, usualmente de moléculas de ATP, para
substratos secundarios [46]. A enzima Isoflavone reductase homolog 2 (spots 61 e
62) foi classificada na categoria de metabolismo secundario, e estd envolvida na
biosintese de isoflavonoides, sendo que estes compostos possuem importante
papel na planta, durante os estagios de crescimento, desenvolvimento, nodulagéo
e na defesa contra microorganismos e estresse abiotico [50].

4.2.7 Nao-classificada / Classificacao desconhecida

Dentro da categoria de proteinas nao-classificadas, foram identificadas um
total de 21 proteinas. Destas, € dado destaque as proteinas Gly m Bd 30K
allergen (spots 30 e 31) e Allergen Gly m Bd 28K (spots 45 e 116). Estas proteinas
sdo conhecidas por serem as mais alérgicas em individuos que mostram elevada
sensibilidade ao consumo de derivados de soja [51]. Além destas, foram
identificadas as proteinas Hypothetical protein related (spots 121 e 139),
PreproMP73 related (spot 122) e unknown (spots 140, 144, 145, 147-150, 152,
153, 155, 156, 166, 171 e 178). A proteina glycine-rich RNA-binding protein (spots
142 e 150) foi inserida na categoria classificagdo desconhecida. Esta proteina é
assim denominada por exibir uma elevada concentragéo de glicina no C-terminal

da proteina [52].
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4.3 Identificacao da enzima CP4 EPSPS

A partir do mapa protebmico estabelecido para a semente de soja,
esperava-se que a enzima CP4 EPSPS pudesse ter sido identificada, mostrando
assim que o organismo em questdo passou pelo processo de modificacao
genética. Na literatura, foi encontrado apenas um trabalho relacionado a utilizacao
da técnica de 2D-PAGE e espectrometria de massas para identificagcdo da enzima
CP4 EPSPS em sementes de soja, tipo Roudap Ready. No trabalho de Kim et al
[7], o perfil eletroforético do gel 2D-PAGE obtido para sementes de soja
transgénica mostrou-se bastante diferente em relacdo ao gel obtido neste
trabalho, em termos de procedimento de extracdo, massa de proteinas aplicada
no gel e, principalmente, em termos de numero de spots protéicos identificados no
gel, impossibilitando uma comparagéo com os resultados obtidos nesta tese.

Para a identificacdo da enzima, os autores fizeram um gel 2D-PAGE da
enzima CP4 EPSPS purificada do microrganismo Escherichia coli clonada como
controle. Levando em consideracao o gel obtido neste trabalho e com os valores
do pl e a massa molécular da enzima, que sao 5,1 e 47,0 kDa, supbe-se que sua
possivel posicao no gel, (Figura 1.6) seria correspondente a regidao onde estao
localizadas spots bastante intensos de sub-unidades da glicinina (spots 71,72 e
73). Cabe ressaltar que possiveis modificagdes pds-traducionais podem ter
contribuido na diferenca de posicdo do spot em ambos os géis, ja que estas
modificacoes podem alterar os valores de pl e/ou massa molécular em relagdo aos

valores teéricos .
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Figura 1.6. Possivel localizacdo do spot no gel 2D-PAGE, (pl 4-7) correspondente
a enzima CP4 EPSPS, de acordo o gel obtido neste trabalho.

Sendo assim, supde-se que a elevada concentracao destas sub-unidades
protéicas possa ter sido fator limitante para a identificacdo da enzima usando a
tecnica de 2D-PAGE e MALDI-QTOF MS.

Para a identificacdo da enzima CP4 EPSPS, foi feito um gel de eletroforese
unidimensional (SDS-PAGE) aplicando-se diferentes massas de proteinas de
sementes de soja solubilizadas em tampéao dissociante. O perfil eletroforético do
gel obtido pode ser visualizado na Figura 1.7. A partir deste gel, foi selecionada
uma banda de ca. 47 kDa e, posteriormente submetida a digestdo proteolitica
usando duas enzimas de clivagem: a tripsina, com especificidade de clivagem em
ligacdes peptidicas contendo os aminoacidos lisina e arginina, e a quimiotripsina,
com especificidade de clivagem em ligagdes peptidicas dos aminoacidos
fenilalanina, tirosina, triptofano e leucina. A opc¢ao pela escolha das duas enzimas
foi para aumentar a probabilidade de identificacdo da enzima usando a técnica de
ESI-QTOF MS.
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Figura 1.7. Perfil eletroforético obtido para a semente de soja transgénica usando
diferentes quantidades em massa de proteinas. Em destaque (vermelho) a banda
protéica cortada e submetida a digestdo enzimatica e posterior analise por ESI-
QTOF MS.

Com este procedimento foi possivel identificar a enzima CP4 EPSPS,
utilizando as duas enzimas avaliadas, ou seja, a tripsina e a quimiotripsina. Dentre
as duas enzimas de clivagem, a tripsina mostrou os melhores resultados, em
termos de pontuacdo, bem como no percentual de cobertura. Ressalta-se que esta
metodologia empregada mostra-se simples e bastante eficiente, j& que, em
trabalho semelhante reportado na literatura [19], houve a necessidade de pre-
fracionamento da amostra usando duas colunas cromatograficas (excluséo por
tamanho e troca ibnica). Neste trabalho, o gel de SDS-PAGE foi feito diretamente
com o extrato de proteinas e a banda correspondente a massa da enzima foi
digerida diretamente, sem necessidade de pre-fracionamento para obtencao do
gel. A sequénica de aminoacidos para a enzima CP4 EPSPS, identificada usando
a enzima tripsina, estd mostrada na Figura 1.8, onde foram destacados, em
vermelho, os peptideos identificados.
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1 MLHGASSRPA TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL ASGETRITGL

51 LEGEDVINTG KAMQAMGARI RKEGDTWIID GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
101 TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM GRVLNPLREM GVQVKSEDGD
151 RLPVTLRGPK TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI TTVIEPIMTR
201 DHTEKMLQGF GANLTVETDA DGVRTIRLEG RGKLTGQVID VPGDPSSTAF
251 PLVAALLVPG SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED
301 VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL
351 RVKESDRLSA VANGLKLNGYV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL GNASGAAVAT
401 HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VTVDDATMIA TSFPEFMDLM AGLGAKIELS
451 DTKAA

Figura 1.8. Sequéncia de aminoacidos da enzima CP4 EPSPS usando a enzima
tripsina na etapa de digestdo enzimatica. Em vermelho, sdo destacados os
peptideos identificados por ESI-QTOF MS (Banco NCBI - Glycine max).

Como pode ser visto na Figura 1.8, a clivagem da proteina se da nas
ligacdes peptidicas contendo os aminoacido lisina (K) e arginina (R). A Figura 1.9
mostra a sequéncia de aminoacidos da enzima CP4 EPSPS utilizando
quimiotripsina como enzima de digestdo. Como pode ser visto na Figura, a
clivagem das ligacbes peptidicas ocorrem nos aminoacidos fenilalanina (F),
tirosina (Y) e, principalmente, em leucina (L). Além disso, poucas sequéncias

peptidicas foram identificadas usando esta enzima de clivagem.

1 MLHGASSRPA TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL ASGETRITGL
51 LEGEDVINTG KAMQAMGARI RKEGDTWIID GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
101 TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM GRVLNPLREM GVQVKSEDGD
151 RLPVTLRGPK TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI TTVIEPIMTR
201 DHTEKMLQGF GANLTVETDA DGVRTIRLEG RGKLTGQVID VPGDPSSTAF
251 PLVAALLVPG SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED
301 VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL
351 RVKESDRLSA VANGLKLNGV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL GNASGAAVAT
401 HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VTVDDATMIA TSFPEFMDLM AGLGAKIELS
451 DTKAA

Figura 1.9. Seqiéncia de aminoacidos da enzima CP4 EPSPS usando a enzima
quimiotripsina na etapa de digestdo enzimatica. Em vermelho, sdo destacados os
peptideos identificados por ESI-QTOF MS (Banco NCBI - Glycine max).
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A Figura 1.10 mostra os espectros de MS/MS dos peptideos relativos a
enzima CP4 EPSPS. Além disso, a Tabela 1.1 mostra dados, como razdo m/z
observados nos espectros de MS/MS, e, a partir destas, as massas experimentais
e calculadas pelo progama Mascot relativos aos peptideos que foram utilizados
para a identificacdo da enzima CP4 EPSPS. A somatéria dos scores individuais de
cada peptideo corresponde ao score total para identificacdo da enzima junto ao
banco de dados.
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Tabela 1.1. Sequéncia de peptideos, obtidos pelo Mascot, usados na identificacao
da enzima CP4 EPSPS por ESI-QTOF MS (Banco NCBI - Glycine max, enzima
tripsina).

m/z Massa Massa Score Sequéncia
observada experimental calculada
356,2377 710,4608 710,4439 22 VLNPLR
395,7168 789,4191 789,4055 32 EMGVQVK
403,2268 804,4390 804,4229 17 IELSDTK
418,2110 834,4073 834,3840 10 AMQAMGAR
432,2354 862,4562 862,4509 25 SSGLSGTVR
436,7231 871,4316 871,4400 35 GVTVPEDR
436,7611 871,5076 871,5127 46 LSAVANGLK
465,7571 929,4997 929,5004 41 VPMASAQVK
474,7486 947,4827 947,5076 50 TPTPITYR
558,2818 1114,5490 1114,5618 86 LAGGEDVADLR
453,2421 1356,7044 1356,6997 44 SEDGDRLPVTLR
680,3288 1358,6430 1358,6289 90 SFMFGGLASGETR
779,9091 1557,8036 1557,8250 117 ITGLLEGEDVINTGK
549,6180 1645,8322 1645,8285 72 GLGNASGAAVATHLDHR
728,4029 2182,1868 2182,1667 77 TGLILTLQEMGADIEVINPR
789,7845 2366,3317 2366,3243 105 SAVLLAGLNTPGITTVIEPIMTR

De modo a confirmar a origem do gene que foi utilizado no processo de
modificacdo genética para sintese da enzima CP4 EPSPS na semente de soja
transgénica, também foi feita busca em um banco de dados geral (NCBI),
contendo sequéncias do organismo Agrobacterium sp. Os resultados mostram a
identificacdo da enzima neste organismo, corroborando o fato do gene ter sido
originado da bactéria do solo Agrobacterium sp. Os resultados de identificacao,

para ambos os bancos de dados, podem ser vistos na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Identificagdo da enzima CP4 EPSPS na semente de soja transgénica
usando SDS-PAGE e espectrometria de massas, tipo ESI-QTOF.

Nome da Proteina Banco Score Acesso MM (kDa)/pl Cobertura
NCBI (%)
CP4 EPSPS NCBI 868 (27) 0i|18266432 47699/5,13 40
(Glycine max)
5-enolpyruvylshikimate- NCBI 573 (53)) 0i|8469107 47673/5,13 34

3-phosphate synthase (Agrobacterium
sp)

Score minimo para identificacéo
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

Com os resultados apresentados neste capitulo, foi possivel caracterizar e
identificar, usando eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE),
espectrometria de massas (MALDI-QTOF e ESI-QTOF) e banco de dados
relacionados (MSDB, NCBI e Glycine Max), um total de 192 proteinas de soja,
sendo que 179 proteinas foram identificadas para a faixa de pH de 4 a 7. Esta
faixa mostrou melhor resolucado na separacao das proteinas. Foram identificadas
13 proteinas na faixa de 3 a 10. No total, foi obtida uma eficiéncia de 49% de
proteinas identificadas em relagdo ao numero de spots detectados no gel de
eletroforese, dado este com boa eficiéncia em comparagéo a estudos semelhantes
publicados na literatura.

Estes resultados permitiram estabelecer um mapa protedmico de referéncia
para sementes de soja transgénica, tipo Roundap Ready, constatando a grande
eficiéncia da técnica de 2D-PAGE como componente de separacdo e da técnica
de espectrometria de massas como componente estrutural em estudos
proteémicos.

De acordo com a avaliacao funcional das proteinas de soja, observou-se,
como esperado, que a maioria das proteinas identificadas estéo relacionadas com
a categoria de funcdo de armazenamento e atividade protéica (96 proteinas),
seguido de crescimento/divisao celular (34 proteinas), metabolismo/energia (17
proteinas), transporte (12 proteinas), doenca/defesa (08 proteinas), metabolismo
secundario (02 proteinas) e transducéo de sinais (01 proteina). Ressalta-se um
consideravel numero de proteinas relacionadas com a categoria néao-
classificadas/classificagdo desconhecida, totalizando um total de 22 proteinas.

Ressalta-se, ainda, a identificacdo da enzima CP4 EPSPS presente na
semente de soja transgénica utilizando as técnicas de SDS-PAGE e
espectrometria de massas. Com este resultado obtido, é possivel afirmar, de
maneira inequivoca, que 0 organismo em questdo passou pelo processo de
modificacao genética. Além disso, destaca-se a simplicidade do método aplicado,
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onde nao houve a necessidade de pré-fracionamento da amostra, utilizando
procedimentos cromatograficos, no qual a identificacao foi possivel usando duas
enzimas de clivagem, a tripsina e a quimiotripsina.
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1. OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo consistem em uma avaliagdo protedmica e
metaloprotedbmica comparativas entre as amostras de soja transgénica e nao-
transgénica. Para isso, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel diferencial
bidimensional (2D-DIGE), no intuito de se obter possiveis spots com diferencas
quanto a expressao das proteinas entre as amostras. Apos identificacdo, as
proteinas que apresentaram alteragdes na sua expressao, foram caracterizadas
por espectrometria de massas e identificadas a partir de buscas em bancos de
dados relacionados com o auxilio do programa Mascot. Além disso, foi feito um
estudo para identificacao de ions metélicos e semimetalicos livres ou ligados a
proteinas. Para isso, foi feita uma varredura semi-quantitativa de espécies
metalicas e semimetalicas presentes nos extratos protéicos das sementes de soja
transgénica e ndo-transgénica usando a técnica de ICP-MS. Além disso, naqueles
spots diferenciais obtidos com a técnica de 2D-DIGE, foi feita a quantificacdo de
cobre nestes spots, considerando que este elemento ja foi encontrado como
diferencialmente expresso em trabalhos ja reportados na literatura pelo nosso

grupo de pesquisa.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliogréfica referente a este capitulo aborda uma descricdo sobre
protedmica comparativa usando eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE),
justificando a escolha pela técnica de eletroforese diferencial bidimensional em gel
de poliacrilamida (2D-DIGE) para este trabalho de tese. Em seguida, aspectos
relacionados a interacao metal-proteina seréao discutidos. Por fim, sera comentada

a aplicacao da técnica de ICP-MS em estudos metaloprote6micos comparativos.
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2.1 Eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE) para estudos proteémicos
comparativos

Os estudos das alteracbes protéicas em organismos bioldgicos, quando
estas sao expressas em géis de poliacrilamida, sao feitos por meio de avaliagdes
minuciosas das imagens destes géis. O resultado deste trabalho pode fornecer
informacdes relevantes para estudos protebmicos comparativos [53]. Neste
contexto, uma das principais aplicacdes destes estudos esta relacionada com a
obtencgéo de possiveis biomarcadores em sistemas bioldgicos [54].

Dentro do cenéario de estudos protedmicos comparativos, a eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) é a plataforma de separacgéo
mais aplicada, pois sua alta resolucdo possibilita uma elevada eficiéncia na
separacao protéica, permitindo, assim, a identificagcdo de possiveis spots protéicos
com diferencas de expressdo nos géis avaliados [54,55]. No entanto, a
comparacao entre géis, o qual é feita pela comparacédo das imagens digitalizadas
destes géis, mostra-se como uma atividade bastante ardua, que exige elevada
atencao por parte do analista [53].

Além disso, outra questdo envolvida nestes estudos proted6micos usando
analise comparativa de imagens de géis 2D-PAGE, situa-se na alta variagdo que
existe entre os géis obtidos, o que acarreta na reprodutibilidade insuficiente dos
géis, como também na dificuldade em fazer quantificacoes exatas das proteinas
resolvidas nos géis [56]. Estas variacoes podem ser atribuidas ao método de
preparo da amostra empregado, variagdes naturais quando se considera amostras
bioldgicas, variacbes relacionadas ao sistema eletroforético empregado, etc.
[563,57,58].

Neste contexto, uma alternativa promissora a estas limitacdes consiste na
utilizagdo da técnica de eletroforese diferencial em gel bidimensional (2D-DIGE).
Esta técnica baseia-se no uso de corantes fluorescentes, os quais possibilitam
comparacoes protedbmicas quantitativas exatas entre duas amostras, os quais sao

resolvidas no mesmo gel, minimizando, assim, os problemas acima mencionados
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[59]. Além disso, destaca-se a grande sensibilidade destes corantes, o que
possibilita a deteccdo de proteinas pouco abundantes, quando comparado a
outros corantes usados na deteccao de spots protéicos [60].

A seguir, serd feita uma breve discussdo sobre a técnica de eletroforese

diferencial em gel bidimensional.
2.2 Eletroforese diferencial em gel bidimensional (2-D DIGE)

Na técnica 2-D DIGE, misturas complexas de proteinas sdo marcadas com
corantes fluorescentes antes da separacdo eletroforética, a partir da ligacao
covalente destes com as proteinas, permitindo a detecgdo e quantificacdo de
diferencas na abundancia de proteinas em um Unico gel, 0 que minimiza os
problemas de reprodutibilidade. Nesta técnica, a analise quantitativa das proteinas
¢ feita pela excitacdo dos diferentes corantes (Cy2, Cy3 e Cy5) em comprimentos
de onda especificos e a intensidade de fluorescéncia pode ser comparada,
permitindo a quantificacao de cada proteina presente no gel [61, 62]. A Figura 2.1

mostra a estrutura quimica destes corantes.

T2 20 t@»m
m %L> W,‘fbx-

Cy2 4

Figura 2.1. Estrutura quimica dos corantes Cy2, Cy3 e Cy5, usados na técnica de
2-D DIGE. Figura Adaptada de Tonge et al. 2001 [62].

Os corantes fluorescentes sofrem reacao de substituicado nucleofilica com o
grupo €-amino dos residuos de lisina para formar uma amida. Os corantes sdo

positivamente carregados para compensar a carga da lisina, que € perdida
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durante a reacdo de marcacado. Além disso, aproximadamente de 1-3% das
proteinas sdo marcadas pelos corantes, sendo que cada proteina é marcada por
uma unica molécula de corante, onde as demais proteinas permanecem
desmarcadas. Esta técnica fluorescente possui uma ampla faixa dindmica, de
quatro a cinco ordens de magnitude, permitindo que todas as proteinas
visualizadas sejam exatamente quantificadas [62, 63].

Para a andlise quantitativa das proteinas, é utilizado um padrao interno,
que € marcado por um corante (em geral, o Cy2) e aplicado ao gel de eletroforese,
juntamente com duas amostras a serem analisadas (marcadas com Cy3 e Cy5). O
padrao interno consiste em uma mistura de quantidades iguais de proteinas das
duas amostras e, portanto, ele contém todas as proteinas que estdo presentes em
cada uma das amostras avaliadas [59, 63]. Neste sentido, cada proteina possui
um sinal Unico no padrao interno, que é utilizado para a comparag¢ao quantitativa
direta dentro de cada gel e para normalizar os valores de abundéancia para cada
proteina ao comparar géis diferentes, removendo, assim, possiveis variacoes
experimentais gel-a-gel.

Em um estudo recente, Alvarez et al. [64] utilizaram a técnica de 2-D DIGE
para detectar proteinas de raizes de Brassica juncea expressas diferencialmente,
em resposta a tratamento com cadmio, ja que esta planta exibe um grande
potencial na remediagcdo de solos contaminados com metais potencialmente
toxicos. Para isso, as plantas foram germinadas em camara de crescimento e,
apds 13 dias de germinacao, foi adicionado solucdo de CdCl, 250 umol/L. As
proteinas extraidas das raizes das plantas controle foram marcadas com o corante
Cy5 e as plantas tratadas com cadmio foram marcadas com o corante Cy3. O
padrao interno foi marcado com o corante Cy2, consistindo de uma mistura
equivalente das amostras controle e tratada com cadmio. Em seguida, as
amostras foram misturadas para a etapa de separacdo por eletroforese
bidimensional. Como resultados, foram identificados 69 spots diferencialmente
expressos em resposta ao tratamento com cadmio, onde 43 spots foram sub-
expressos e 26 spots foram sobre-expressos. Estes spots protéicos foram,

posteriormente, identificados usando a técnica de nano-LC-MS/MS.
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O processo de modificacao genética em organismos biol6gicos vem sendo
cada vez mais discutido na literatura, pois a introducao de genes exdgenos,
possivelmente, pode alterar a expressao de genes enddgenos e/ou a producao de
metabdlicos. Neste sentido, Carli et al [65] investigaram possiveis alteragdes no
proteoma de folhas de plantas transgénicas a partir da insercdo de genes
ex6genos que expressam anticorpos recombinantes direcionados a agir contra
proteinas virais, usando a técnica de 2D-DIGE. Como referéncia, as plantas nao-
transgénicas também foram utilizadas no trabalho. Os autores sugerem, como
hipotese, que a modificacdo genética nas plantas ndo causa efeitos pleitrépicos
nas mesmas, validando a protecao mediada por anticorpos como ferramenta para
gerar organismos resistentes ao ataque de virus. Para isso, duas amostras de
plantas foram utilizadas neste trabalho: tomate (Lycopersycon esculentum cv.
Micro-Tom), expressando o anticorpo scFv (G4) que age contra uma proteina do
virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) , e a planta Nicotiana
benthamiana, o qual expressa o anticorpo scFv (B9) que atua contra uma
glicoproteina presente no virus do tomateiro. Os genes, os quais codificaram os
anticorpos, foram clonados a partir do vetor pBl usando o organismo
Agrobacterium como mediador da transformacao. Apds extracao das proteinas, as
amostras foram marcadas com os corantes Cy3 e Cy5, onde o corante Cy2 foi
utilizado na marcacdo de todas as amostras. Seis replicatas biol6gicas foram
feitas para cada amostra de planta.

Como resultados, 10 proteinas da planta de tomate e 08 proteinas da planta
Nicotiana benthamiana foram diferencialmente expressas, em termos de volume,
onde o fator de regulacao foi de 1,5 a um nivel de confianca de 95% (p < 0,05, de
acordo com o teste f de Student). Todos os spots foram identificados por MALDI-
TOF MS e uLC-ESI-IT-MS/MS. Os autores sugerem que este numero limitado de
proteinas expressas diferencialmente pode estar relacionado aos eventos de

transformacao.
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2.3 Metais associados a proteinas

fons metalicos sdo componentes vitais para a quimica da vida [66]. Um
significante numero de proteinas e enzimas (ca. 30%) contem espécies metdlicas
ou semimetalicas em suas estruturas, sendo que 40% destes elementos
desempenham atividades cruciais nas atividades biolégicas de proteinas,
principalmente atuando como cofatores nestas proteinas [11]. Isto mostra que
estudos envolvendo metais e proteinas tem sido extensivamente desenvolvidos
para elucidar a essencialidade biolégica e toxicidade destas espécies metalicas
em nivel molecular, sendo estas informagdes bastante necessarias em diversos
campos de pesquisa, tais como a bioquimica, biologia, medicina, farmécia,
nutricdo, agricultura e ciéncias ambientais [11,67].

Levando em consideracdo as definicbes recentemente propostas na
literatura, o metaloma pode ser entendido como a entidade de espécies metalicas
e semimetalicas, na forma livre ou complexada, presentes em um sistema
bioldgico, onde deve ser definida a sua identidade e/ou concentragdo. Sendo
assim, a metalémica corresponde ao estudo do metaloma, como também as
interacdes entre ions metalicos e outras espécies metalicas com genes, proteinas,
metabolitos, e outras biomoléculas em sistemas biolégicos [66].

Dentro de um estudo metalémico, quando se busca a composi¢ao
elementar de um sistema biologico, é possivel avaliar a presenca de espécies
metalicas e semimetalicas livres, sendo este estudo denominado de iondmica,
como também a determinacao destas espécies complexadas a proteinas, ou seja,
a metaloprotedmica [66]. Estas duas ultimas abordagens em estudos metalémicos
foram avaliadas neste trabalho de Tese.

O estudo metaldmico pode fornecer importantes informacdes sobre um
determinado sistema biol6gico, tais como: (i) como o elemento (metal ou
semimetal) esta distribuido dentro dos compartimentos celulares de um dado tipo
de célula; (i) seu ambiente de coordenacao, ou seja, em qual biomolécula esta
incorporado ou em qual bioligante esta complexado, e (iii) a concentracao das
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espécies metalicas individuais [68]. O monitoramento de mudancas do metaloma
em funcédo do tempo e/ou a exposicdo a um estimulo externo pode ser referido
como metalémica comparativa [68].

Assim, para compreensdo dos fendmenos que envolvem as interacoes
entre metais e proteinas, deve-se fazer uso de uma gama diversificada de
técnicas analiticas. Desta forma, a etapa inicial de um estudo metalémico consiste
na separacdo das proteinas, o qual podem ser utilizadas técnicas como
eletroforese em gel, eletroforese capilar ou cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Em seguida, é feita a caracterizacao estrutural das proteinas aplicando técnicas
de espectrometria de massas, tais como a ionizagcao/dessorcéao de matriz induzida
por laser (MALDI), bem como a ionizacdo por electrospray (ESI). E, por fim,
técnicas destinadas a identificagdo e quantificagdo de ions metalicos e
semimetalicos ligados as proteinas, que incluem a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de absorcdo atdbmica
com atomizacao eletrotérmica (ETAAS), fluorescéncia de raios-X com radiacao
Sincrotron, dentre outras [66-68].

2.4 Espectrometria de massas em metaléomica: ICP-MS

Atualmente, a técnica de ICP-MS tem se consolidado como uma das mais
empregadas na area de espectrometria atbmica para determinacdes de metais
e/ou semimetais ligados a biomoléculas. Esta técnica constitui-se como uma
ferramenta complementar aos estudos prote6micos quando o objetivo é identificar
e quantificar diferentes elementos ligados em metaloproteinas e proteinas ligantes
de metal [11].

Dentre as principais vantagens desta técnica, pode-se citar sua ampla faixa
linear dinamica (até oito ordens de magnitude), baixos limites de deteccéo para
muitos elementos sendo esta caracteristica fundamental quando se pretende

avaliar espécies inorganicas ligadas a proteinas, minimo efeito de matriz, bem
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como a possibilidade de se fazer analises multielementares, essencial neste tipo
de estudo, uma vez que as etapas de preparo das amostras sdo complexas e
demandam um tempo relativamente longo [69]. Levando em consideracdo esta
ultima caracteristica, em uma unica varredura, é possivel avaliar de forma
qualitativa a maior parte dos elementos presentes na tabela periddica. No modo
quantitativo, a precisdo e exatiddao obtidas sdo comparaveis as obtidas com as
técnicas monoelementares [70].

Apébs a separacao das proteinas por 2D-PAGE, os spots protéicos podem
ser analisados por ICP-MS, a partir de dois caminhos: (i) em solucao, onde os
spots protéicos sao digeridos aplicando a técnica de decomposicao assistida por
radiagdo microondas, e a solugédo resultante € introduzida no equipamento via
sistema nebulizador; e (ii) em in situ, onde o spot protéico é diretamente analisado
pela técnica de LA-ICP-MS [11]. Neste ultimo caso, um pulso de laser é incidido
sobre a superficie do spot com posterior ejecao de material na forma de vapor e
matéria particulada, que serado, entdo, conduzidos para o ICP com auxilio do fluxo
de gés carregador [71,72].

Em trabalho recentemente publicado, Mataveli et al [73] avaliaram os
efeitos da modificagcdo genética na composicao elementar em sementes de soja
transgénicas Roundap Ready e nao-transgénicas, em termos de nivel elementar
total nas sementes, fracionamento por extracdo sequencial e em digestao
gastrointestinal simulada. As amostras foram analisadas usando a técnica de ICP-
SF-MS e cromatografia por exclusdo de tamanho acoplado ao ICP-MS. A anaélise
das sementes de soja digeridas por radiagdo microondas mostrou diferencas
estatisticamente significativas no conteudo de Cu, Fe e Sr entre as amostras de
soja, sendo que o nivel destes elementos foi maior na soja transgénica. Além
disso, as fragdes bioacessiveis dos elementos Cu, Fe, Mn, S e Zn foram maiores
nas sementes de soja transgénica.

Sussulini et al (2010) [74] aplicaram estratégias metaldmicas para avaliar
diferengas no perfil metaldmico do soro sanguineo entre individuos saudaveis
(grupo controle) e pacientes com transtorno afetivo bipolar (tratados com litio ou
com outras drogas com excecao do litio). Para isso, foram utilizadas as técnicas
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de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) para separacao
das proteinas, MALDI-TOF MS/MS para identificacdo das biomoléculas e LA-ICP-
MS para a identificacdo das espécies metalicas ligadas a estas proteinas
presentes nos géis. Como principais resultados, os autores detectaram diferencas
entre 0s grupos avaliados, em termos de metais ligados as proteinas. Foram
detectados Na, Mg, Zn, Ca e Fe como metais ligados as proteinas em todos os
grupos. Mn foi encontrado somente no grupo controle. Co foi encontrado nos
grupos controle e pacientes bipolares tratados com litio. K e Ti foram encontrados
somente nos grupos de pacientes bipolares e P foi encontrado nos grupos controle
e pacientes bipolares nao tratados com litio. Este trabalho demonstra que
estratégias metaldbmicas empregando a combinacdo de LA-ICP-MS com MALDI-
TOF-MS/MS apresentam dados complementares para observar possiveis
diferencas em termos de metais ligados a proteinas de soro, entre individuos

controle e pacientes com transtorno bipolar tratados ou ndo com litio.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material e equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento dos experimentos
descritos neste capitulo séo listados a seguir. Eles se encontram disponiveis no
Grupo de Espectrometria, Preparo de Amostras e Mecanizacdo (GEPAM),
localizado no Instituto de Quimica, Unicamp. Os Espectrémetros de massas
moleculares, para identificacdo das proteinas, encontram-se disponiveis no
Laboratorio Dalton de Espectrometria de Massas, no Instituto de Quimica,
Unicamp, bem como no Laboratério Nacional de Biociéncias, localizado no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, SP. Estes
equipamentos foram utilizados dentro da Rede Proteoma do Estado de Sao Paulo.
Levando em consideragdo que muitos dos equipamentos utilizados neste capitulo
ja foram listados no item 3.1 (Capitulo 1), aqui serdo somente listados os
equipamentos adicionais.

e Scanner, modelo Ettan™ DIGE Imager (GE Healthcare, Suécia);

e Espectrébmetro de massas com fonte de plasma indutivamente
acoplado, ICP-MS (Perkin Elmer, EUA);

e Forno de Microondas tipo cavidade, modelo DGT 100 Plus (Provecto
Analitica, Brasil);

e Placa aquecedora (Quimis, Brasil);
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3.2 Reagentes e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada (= 18,2
MQ), a partir de sistema de purificacao Milli-Q. Os reagentes utilizados foram de
pureza analitica, provenientes das empresas Amersham Biosciences (Suécia),
BioAgency (Brasil), J.T. Baker (EUA) e Merck (Alemanha), e serdo listados a
seqguir. As vidrarias usadas sdo de uso rotineiro na area de bioanalitica. Levando
em consideragdo que muitos dos reagentes utilizados neste capitulo ja foram
listados no item 3.2 (Capitulo 1), aqui serdo somente listados os reagentes

adicionais.

e Acido Nitrico, HNO; - 65,0 g/mol (Merck);

e Corantes fluorescentes CyDye™ DIGE Fluors (GE Healthcare);
e Lisina, CgH14N,O, — (146,19 g/mol) (Sigma);

e N, Ndimetilformamida (DMF), C;H;NO — 73,09 g/mol (Sigma);
e Péroxido de Hidrogénio, H2O5 - 30 % (m/m) (Merck);

e Solucéo padrdao multielementar (Merck);

e Solugao padrio de zinco (1000 mg L), grau ICP (Merck);

e Solugdo padrao rédio (1000 mg L), grau ICP (EMD™).

3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Amostras de soja

As amostras utilizadas sédo as mesmas ja descritas no capitulo 1, item 3.3.1.

3.3.2 Extracao das proteinas de soja

O procedimento de extracdo das proteinas foi 0 mesmo ja descrito no
capitulo 1, item 3.3.2.
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3.3.3 Preparo dos extratos de soja para analise por 2D-DIGE

Para a analise por 2-D DIGE, realizada na faixa de pH entre 4 e 7, com o
intuito de remover possiveis interferentes no processo eletroforético (como sais e
surfactantes anidnicos), o extrato protéico foi submetido a uma etapa de
precipitacdo das proteinas, empregando solucdo de acetato de aménio 0,1 mol.L™
em metanol durante 12 h, a -20 °C. O precipitado protéico foi separado por
centrifugacdo a 5000 g (4 °C) por 10 min e, em seguida, lavado duas vezes com
solucdo gelada de acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol, duas vezes com
acetona gelada, na concentracéo de 80% (v/v) e uma vez com etanol a 70% (v/v),
também gelado [3].

Apbs esta etapa, o precipitado foi ressolubilizado em um tampao que
consistiu em uma solucédo de uréia 7 mol L™, tiouréia 2 mol L', CHAPS 2% (m/v) e
Tris-HCI 40 mmol L™ (pH 8,8). Em seguida, realizou-se a centrifugagéo da solugéo
resultante por 2 min a 5000 g, de modo a remover qualquer residuo sélido que

ainda permanecesse na amostra.

3.3.4 Separacao das proteinas por 2D-DIGE

Para a separagao das proteinas por 2D-DIGE, o precipitado protéico foi
ressolubilizado em um tampao que consiste em uma solugdo de uréia 7 mol L7,
tiouréia 2 mol L', CHAPS 2 % (m/v) e Tris-HCI 40 mmol L™! (pH 8,8). Em seguida,
apos quantificacdo, um volume correspondente a 50 ug de proteinas de cada
amostra e 50 pug do padrao interno, composto por 25 ug de cada amostra, foram
marcados com os corantes CyDye™ DIGE Fluors. A reconstituicdo dos corantes
foi feita seguindo as instrucdes do fabricante. Os corantes Cy2, Cy3 e Cy5 foram,
entao, misturados com as proteinas, de modo que cada 50 ug de proteinas de
cada amostra fossem marcados com 400 pmol do corante selecionado. A reacao
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foi feita (em gelo) a 4 °C por 30 minutos. Foi adicionado 1 pL de lisina a 10 mmol
L™ por 50 ug de proteina para interromper a reagdo de marcagao com incubagio a
4 °C, em gelo, por 10 min no escuro. As amostras (padrao interno marcado com
Cy2 e duas amostras marcadas com Cy3 e Cy5) foram misturadas, e, em seguida,
o volume foi completado a 250 uL com tampao de rehidratacao, o qual é composto
por uréia 7 mol L™, tiouréia 2 mol L™, CHAPS 2% (m/v), anfélitos 0,5% (v/v) em pH
variando de 3 a 10, e azul de bromofenol 0,002% (m/v). O procedimento para
separacao eletroforética bidimensional em gel foi 0 mesmo como mencionado
anteriormente. As imagens dos géis foram obtidas por um scanner especifico para
detectar a fluorescéncia das amostras e padrao interno, e a andlise das imagens
foi feita com o programa DeCyder™ 2-D Differential Analysis Software v.7.0 (GE
Healthcare), que permite a deteccdo dos possiveis spots com diferenca de
expressao entre as amostras avaliadas. Com este procedimento foram feitas trés

replicatas para as amostras de sementes de soja.

3.3.5 Digestao triptica e identificacao das proteinas por Espectrometria de

massas

Para identificagdo das proteinas diferenciais, um gel 2D-PAGE preparativo
foi feito usando o mesmo procedimento descrito no capitulo 1. Da mesma forma, o
procedimento de digestdo enzimatica, analise por espectrometria de massas e
identificagdo das proteinas também foram seguidos. Ressalta-se que a
identificagdo das proteinas foi feita em espectrometro de massas do tipo ESI-
QTOF. Para isso, os peptideos foram secos, e posteriormente ressolubilizados em
solugéo de acido formico 0,1% (v/v).

Os espectros de massas contendo a lista com os picos dos peptideos foram
processados usando os seguintes parametros: bancos de dados NCBI (Glycine
Max) e NCBI geral, um sitio de clivagem; digestdo com tripsina;
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carbamidometilacggo como modificacdo fixa; oxidacdo em metionina como

modificacao variavel e erro, em massa, de 0,1 Da.

3.3.6 Decomposicao do extrato protéico das sementes de soja por radiacao
microonda

Para a decomposicdo assistida por radiagdo microonda dos extratos
protéicos das sementes de soja transgénica e ndo-transgénica, adicionou-se 5 mL
de HNOj3 sub-destilado concentrado e 1 mL de H>O» 30% (m/m) a cada frasco de
teflon. Foi dado um intervalo de tempo de espera de 20 min para pré-reacao,
antes do inicio da decomposicdo por radiacdo microondas. O programa de
decomposicado aplicado esta descrito na Tabela 2.1. Foram decompostas trés
replicatas para o branco de decomposicao bem como para as amostras. Apds a
decomposicao, os frascos foram removidos do forno microondas e esperou-se 0

resfriamento até a temperatura ambiente (pelo menos, 2 h).

Tabela 2.1 Programa aplicado para a decomposicao dos extratos protéicos das
sementes de soja por radiacdo microonda.

Etapa Tempo Poténcia
(min) (W)
1 2 330
2 5 330
3 5 460
4 4 590
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3.3.7 Identificacao e quantificacao dos ions livres no extrato protéico de soja
por ICP-MS

Para as andlises semi-quantitativas (TotalQuanty) por ICP-MS, os extratos
decompostos foram submetidos a aquecimento, em banho de areia, para
diminuicdo do volume até quase secura. Em seguida, as amostras foram filtradas
e os volumes finais ajustados para 10 mL, usando solugdo de HNO3 sub-destilado
1% (v/v). Para as medidas no equipamento, foi feita uma diluicdo de 50x nos
extratos das sementes, bem como no branco. A analise semi-quantitativa foi feita
em ftriplicata e as seguintes regides de razdo massa/carga foram avaliadas: 6-15,
19-39, 42-210 e 230-240, com voltagem no quadrupolo (RPq) igual 0,4 V. O
sistema de introducdo de amostras empregado consiste em um nebulizador
Meinhard® acoplado a uma camara de nebulizacdo cicldnica. As condicdes de
operacdo do equipamento sdo descritas na Tabela 2.2. O instrumento foi
otimizado a cada dia de trabalho (daily performance) para maxima sensibilidade
para os fons M* e minimos sinais para M** e MO* usando uma solugéo de 1 pg L™
contendo Mg, In, Ba, Ce, U e Ce e monitoramento das contagens de #*Mg*, ""°In*,
13SBa+’ 1388a++, 14OCe+, 156060* @ 28+,

Tabela 2.2 Condi¢gdes de operagao do equipamento de ICP-MS para anélise semi-
quantitativa.

Parametro Valor
Fluxo de gas nebulizador 0,92 L/min
Fluxo de gas auxiliar 1,1 L/min
Fluxo de gés do plasma 15 L/min
Voltagem das lentes 6,25V
Poténcia da radiofrequécia 1280 kW
Fluxo de injecdo da amostra 1,5 mL/min
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Aquelas espécies metalicas que mostraram-se como diferenciais, em
termos de contagens, entre as amostras foram quantificadas usando curvas de
calibragao cujos padrdes variaram de 0,1 a 50 ug L™ dos padrdes individuais dos
elementos quantificados. Sendo assim, foram quantificados os elementos 2*Mg*,
¥K*, BNa*, >°Mn*, 8cu*, ®Ni*, ®°Rb* e ®Zn*. Além disso, foi utilizado um padrao
interno de rédio ('*Rh*) para a normalizacdo dos resultados. Os dados de
quantificacdo obtidos para todos os elementos foram transferidos para uma
planilha do programa Excel para avaliacao estatistica.

3.3.8 Decomposicao dos spots protéicos diferencias obtidos pela técnica de
2D-DIGE por radiacao microonda.

Para a decomposi¢cdo em microonda dos spots protéicos diferenciais, foram
feitas quatro réplicas de géis para cada amostra, sendo que, para 0s spots
avaliados, foi feito um ‘pool” dos materiais digeridos de modo a aumentarmos a
eficiéncia na quantificagdo por ICP-MS. Para esta analise, foi utilizado o
procedimento proposto por Verbi et al [75]. Sendo assim, adicionou-se 4 mL de
HNO3; sub-destilado concentrado e 1 mL de H.O, 30% (v/v) a cada frasco de
teflon. Foi dado um intervalo de tempo de espera de 20 min para pré-reacao,
antes do inicio da decomposi¢cdo por radiagcdo microonda. O programa de
decomposicado aplicado é mostrado na Tabela 2.3. Foram decompostas trés
replicatas para o branco de decomposicao bem como para as amostras. Apos a
decomposicdo, os frascos foram removidos do forno microondas e esperou-se o

resfriamento até a temperatura ambiente (pelo menos 2 h).
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Tabela 2.3 Programa aplicado para a decomposicdo dos spots protéicos
diferenciais por radiacdo microonda.

Etapa Tempo Poténcia
(min) (W)
1 3 400
6 790
3 000

3.3.9 Quantificacao de cobre nos spots protéicos diferenciais por ICP-MS.

Para a quantifiacdo por ICP-MS, os spots decompostos foram submetidos a
aquecimento, em banho de areia, para diminuicao do volume até quase secura.
Em seguida, as amostras foram filtradas e os volumes finais ajustados para 5 mL,
usando solucao de HNO3; sub-destilado 1% (v/v). Para as leituras no equipamento,
realizou-se uma diluicdo de 10x nos extratos das sementes, bem como no branco.
Para a quantificacdo de %3Cu* foi utilizada uma curva de calibragéo cujos padrdes
variaram de 0,1 a 3 pg L. Além disso, foi utilizado um padrdo interno de rédio
('®Rh*) para normalizagdo dos resultados. Os dados obtidos foram transferidos
para uma planilha do programa Excel para avaliagao estatistica. As condigdes de
operacao do equipamento sdo as mesmas com descritas no item 3.3.7 e Tabela
2.2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Separacao por 2D-DIGE

A técnica de 2D-DIGE, associada a ESI-QTOF MS/MS foi utilizada para
visualizar a expressao dos perfis protéicos em amostras de soja transgénica e
nao-transgénica. A Figura 2.2 mostra o gel de eletroforese diferencial em gel
bidimensional (DIGE) de sementes de soja transgénica e nao-transgénica. Em
azul, estdo marcados os spots correspondentes as proteinas sub-expressas, ou
seja, mais expressas na soja nao-transgénica, e, em vermelho, estdo mostrados
0s spots correspondentes as proteinas sobre-expressas, ou seja, mais expressas
na soja transgénica. O fator de regulagéo foi considerado como sendo = 1,5 (50 %
de variacao), conforme determinado pelo programa de andlise de imagens
Decyder 2D software, e considerando diferencas estatisticamente significantes na
expressao (p < 0,05, de acordo com o teste t de Student).

De acordo com os dados obtidos pelo software, um total de 4 possiveis
spots protéicos foram diferencialmente expressos, levando em consideragao uma
variagdo de expressdao ao nivel de 50 % (1,5). Deste total, 2 foram sobre-
expressos, ou seja, foram mais expressos na soja transgéncia e 2 foram sub-
expressos no gel, ou seja, menos expressos na soja transgénica. Sendo assim,
estes 4 spots foram selecionados, retirados do gel, digeridos com tripsina e
analisados por ESI-QTOF MS/MS. A Tabela 2.4 mostra os resultados obtidos para
a identificacdo das proteinas. Ressalta-se que, em todas as proteinas

identifcadas, os valores de score foram estatisticamente significantes (p < 0,05).
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Figura 2.2. Analise por 2-D DIGE (faixa de pH entre 4 e 7) para sementes de soja
transgénica (7575 RR) e nao-transgéncia (7501). Em azul estdo marcadas as
proteinas sub-expressas e, em vermelho, as sobre-expressas. Os numeros sao
relacionados as identificaces das proteinas (Ver tabela 2.4).

Um ponto interessante a se destacar nesta técnica seria a quantidade de
spots que podem ser detectados. Neste Capitulo, empregando 2-D DIGE, foi
possivel identificar, aproximadamente, 780 + 83 spots no gel obtido. Entretanto,
levando em consideracdo que existe um Unico gel para ambas as amostras,
ressalta-se que o Decyder 2D software faz a selecdo automatica para ambas as
amostras, ou seja, a mesma quantidade de spots de uma amostra estara presente
na outra amostra, ndo permitindo uma selecdo manual mais acurada, como
realizado no trabalho de Brandao et al. [34]. Sendo assim, na técnica de 2D-DIGE,
a remog¢ao manual de um spot em uma amostra removerd este mesmo spot na
outra amostra. Como consequiéncia disso, a possibilidade de spots falsos positivos
estarem presentes nas amostras € significativa.

A Figura 2.3 mostra os spots protéicos obtidos com diferenca de expressao
neste trabalho. Nesta figura sdo mostradas as imagens dos spots, as quais

mostraram diferencas em sua expressao, levando em considercdo as trés
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replicadas avaliadas entre as amostras. A area dos spots esta delimitada em
amarelo. Os niveis de diferenciacdo de expressao entre 0os spots detectados como

diferencas de expressao podem ser visualizados na tabela 2.4.

Tabela 2.4. Niveis de diferenciacdo entre os spots com diferencas de expressao.

Spot Nivel
1 1,8910,14
2 1,63+0,39
3 3,34+1,79
4 1,51+0,06

Em comparacdao ao trabalho publicado por Brandao et al [34], foram
detectados um total de 07 proteinas diferenciais considerando a faixa de pl de 4 a
7 em sementes de soja transgénica em relagdo a soja nao-transgénica. A
diferenca obtida deste resultado com o resultado obtido neste trabalho de tese
pode estar relacionado com o modo de selecao dos spots nas duas técnicas
eletroforéticas.

Na técnica de 2D-PAGE, o programa de analise de imagens utilizado pelos
autores, apds a deteccado automatica dos spots, permite a aplicacdo da edicéao
manual, a fim de eliminar spots falso positivos, inserir spots falso negativos e
efetuar corre¢des quanto a delimitagdo das regides spots, sendo que estas devem
ser, aproximadamente, circulares ou elipticas [58]. Consequentemente, a edicao
manual acarretara em modificacées nos valores das intensidades e volumes dos
spots quando comparado com valores obtidos com o modo de deteccao

automatico.
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Figura 2.3. Spots com variagcdo de expressao entre as amostras de soja
transgénica (T) e nao-transgénica (NT). A area delimitada pelo software com
coloracdao amarela, mostra o spot com variacdo de expressao. No canto superior,
a direita, estd o numero do spot localizado no gel 2-D DIGE (Ver Figura 2.2).
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Neste trabalho de Tese, o programa DeCyder™ 2-D Differential Analysis
v.7.0 (GE Healthcare) foi utilizado para as analises comparativas das imagens dos
géis referentes aos corantes fluor6foros misturados as amostras de sementes de
soja transgénica e nao-transgénica. Este software utiliza um algoritmo de co-
deteccdo que detecta simultaneamente spots protéicos marcados em diferentes
imagens presentes em um mesmo gel. Esta co-deteccdo aumenta
significativamente a precisdao no estudo proteémico comparativo, ou seja, areas
equivalentes de cada imagem podem ser comparadas de forma mais exata
[76,77]. Sendo assim, a detec¢édo dos spots a partir do programa utilizado permite
apenas a selecdo automatica dos spots ndao sendo possivel nenhuma edicéo
manual, seja na adicao de spots ou quanto a regidao delimitada nos mesmos [76].

A vantagem deste modo baseia-se no fato de que, como duas amostras sdo
corridas no mesmo gel, a delimitacdo das areas dos spots correlacionados entre
as amostras € a mesma. Entretanto, uma possivel limitagdo deste modo de
selecao é que alguns spots podem ser delimitados de forma incorreta na imagem
do gel. Isto pode ser evidenciado observando-se o spot 1, onde a area delimitada
para o spot na soja nao-transgénica seria menor quando comparado a area que
seria delimitada manualmente. Além disso, no spot 3, a area delimitada para a
soja transgénica poderia ser maior, ja que ndao ha uma distincdo clara entre os
dois spots, como mostrado pela figura.

Desta forma, é possivel dizer que o niumero de spots diferenciais entre as
amostras analisadas poderia ser diferente (tanto para mais quanto para menos)
levando em consideracao a possivel edicdo manual dos spots detectados pelo
programa utilizado, seja na insercdo ou remocao de spots bem como na corregao

das areas delimitadas pelo software utilizado.
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4.2 Identificacao dos spots diferenciais por espectrometria de massas

A Tabela 2.5 mostra os resultados para a caracterizacdo dos spots que
apresentaram variacao de expressao (ca. 50 %), usando ESI-QTOF MS/MS.
Como resultados obtidos, todos os 4 spots foram identificados. Informagées como
sequéncia dos peptideos identificados, ponto isoelétrico e massa molar
experimental (estimado dos spots do gel de eletroforese), ponto isoelétrico e
massa molar teorico (baseado na proteina identificada), e seqtiéncia de cobertura
dos peptideos identificados sdo mostrados.

Tabela 2.5. Resultados obtidos para a identificacdo das proteinas com diferencas
de expressao entre as sementes de soja transgénica e nao-transgénica.

Spot ldentidade Acesso MM (kDa) Score  Cobertura Peptideos
da proteina pl sequenciados
Actin
(Fragment).- Q96445 SOYBN « K.SYELPDGQVITIGDER.F
1 [Glycine (MSDB) 37236/5.57  65(35) 9 K.LSYIALDYEQELETAR.T
max]
cytosolic K.GYFEDR.R
glutamine . R.DIVDAHYK.A
> synthetase 9 2,3(13;10384 39338/523 198 (54) 13 REEGGYEVIK.K
(Cucumis K.EHIAAYGEGNER.R
melo) K.SMREEGGYEVIK.K
glycinin
subunit G gil18635 : R.VFDGELQEGR.V
8 [Glycine (NCBI) 56299/589  91(54) 4 R.SQSDNFEYVSFK.T
max]
glycine-rich
RNA-bindin |
4 orotein ’ 9"5;(23%?67 15894/6,58 30 (27) 6 R.NITVNEAQSR.G
[Glycine ( )
max]

Score minimo para identificacao

A proteina do spot 1 foi identificada como a proteina Actin (Fragmento).
Esta proteina j4 havia sido identificada no mapa protedbmico estabelecido no
capitulo 1 e foi classificada na categoria de armazenamento. Esta proteina esta

envolvida em varios tipos de motilidade celular e estd amplamente expressa em
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todas as células eucariotas. Além disso, esta proteina tambem se liga a ATP e a
outras proteinas [46]. Ressalta-se, ainda, que esta proteina também foi detectada
como difencialmente expressa no trabalho de Brandao et al, 2010 [34], usando a
técnica de 2D-PAGE e analise de imagens.

A proteina do spot 2 nao foi identificada usando o banco de dados de soja.
Sendo assim, em busca feita no banco de dados do NCBI geral, esta proteina foi
identificada como cytosolic glutamine synthetase (Cucumis melo) e foi classificada
na categoria de metabolismo. E considerada com uma enzima ligante, sendo
bastante expressa em varios tipos de raizes, principalmente na parte capilar. Esta
enzima se liga a moléculas de ATP, participa na fixacdo de nitrogénio e na
biosintese da glutamina (acido 2-amino-4-carbamoilbutandico) [46].

A proteina do spot 3 refere-se a glycinin subunit G1 [Glycine max]. Esta
proteina, classificada na categoria de armazenamento, € uma sub-unidades de
uma das mais abundantes proteinas de armazenamento de soja, a glycinin. Esta
proteina € responsavel pelas propriedades nutricionais, fisico-quimicas e
fisioldgicas das sementes de soja [78].

A proteina do spot 4 foi identificada como glycine-rich RNA-binding protein
[Glycine max]. Esta proteina pertence a uma classe de proteinas ligantes de RNA
em plantas e esta envolvida na resposta celular ao ambiente e as condicbes de
desenvolvimento. Entretanto, sua relacdo com o metabolismo do RNA ainda
permanece desconhecida [46,52]. Sendo assim, esta proteina possui classificagéo
desconhecida.

Até o presente momento nao foi reportado na literatura nenhuma relacao
destas proteinas diferenciais, identificadas neste trabalho, com processos de
modificacdo genética em plantas.
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4.3 Avaliacao do perfil ionémico nos extratos protéicos por ICP-MS

A andlise iondmica foi feita a partir da semi-quantificacdo dos extratos
protéicos das sementes de soja transgénica e nao-transgénica por ICP-MS. As
quantificacoes feitas seguiram o padrdao das contagens das analises semi-
quantitativas.

De acordo com os resultados obtidos para a analise semiquantitativa,
verifica-se que os ions Mg*, Si*, K*, Ti*, Mn™, Zn" e Rb* foram mais detectados na
soja nao-transgénica. Ja o ion Cu® foi mais detectado nas sementes de soja
transgénica. Além disso, cabe ressaltar que os elementos Na, Mg e K estao
presentes em maiores concentragdes, 0 que corrobora o fato destes elementos
serem considerados macroelementos. Ja os elementos Si, Ti, Mn, Cu, Zn e Rb
estao presentes em concentragbes menores em comparagao aos macroelementos
citados. Vale salientar aqui que o branco utilizado neste estudo consiste da
solucdo de extracdo de proteinas utilizada sem a amostra para que qualquer
contaminacado vinda do sistema pudesse ser verificada e descontada dos sinais
analiticos dos elementos avaliados.

A partir dos elementos identificados como diferenciais entre as amostras,
foi feita a quantificacdo destes de modo a corroborar com os resultados
observados previamente nas analises semiquantitativas. Ressalta-se que os
elementos Si e Ti ndo foram quantificados pela indisponibilidade de padrées no
laboratério. As curvas de calibracdo construidas para os elementos diferenciais
apresentaram o6tima correlacéo linear, sendo que os parametros obtidos das séo
mostrados na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6. Parametros das curvas analiticas de calibragdo dos elementos
diferenciais obtidos por ICP-MS.

Metal a(s) b (s) R
Mg 0,0064 0,0311 0,9999
(0,0038) (0,0001)
K - 0,0011 0,074 0,9995
(0,0391) (0,0013)
Na - 0,0021 0,0476 0,9999
(0,0077) (0,0002)
Mn -0,0119 0,8388 0,9999
(0,0111) (0,0024)
Cu 0,0137 0,3598 0,9998
(0,0132) (0,0028)
Rb -0,0155 0,8423 1
(0,0035) (0,0007)
Zn -0,2972 0,2105 0,9999
(0,0128) (0,0013)

s é o0 erro da medida

Devido a diferenca de concentragdo obtida entre os elementos
diferenciais, os resultados foram divididos em duas tabelas. A Tabela 2.7 mostra a
concentracdo dos elementos Na, K e Mg e a Tabela 2.8 mostra a concentracao
dos elementos Mn, Cu, Rb e Zn.

Tabela 2.7. Concentracdes dos elementos Na, K e Mg nos extratos protéicos das
sementes de soja transgénica e nao-transgénica (média + desvio padrao)

Concentracdes /mg L™

Metal Limite de Limite de Soja Soja
deteccdo quantificacdo Transgénica Nao-Transgénica
Na 0,096 0,320 3,58 + 0,31 8,24 £ 1,50
K 1,388 4,625 38,24 £ 0,34 46,83 £ 0,84
Mg 0,041 0,136 4,89 + 0,06 5,88 £ 0,32
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Como pode ser visto na Tabela 2.7, os elementos Na, K e Mg estiveram
mais presentes na soja nao-transgénica, corroborando assim os dados de semi-
quantificacdo. Levando em consideracao proteinas catalogadas em banco de
dados que se ligam a metais [46], 0 elemento Mg mostrou maiores resultados. O
Mg é o cation divalente mais abundante no citosol da planta e é essencial para a
funcdo de varias enzimas, incluindo RNA polimerases, ATPases, fosfatases e
carboxilases [80]. Além disso foi identificada neste trabalho a enzima Nucleoside
diphosphatase kinase (spot 114), o qual é ligante de magnésio [46]. O estudo de
Duke et al [81] mostrou que a presencga de glifosato nas raizes e folhas de plantas
de soja pode reduzir a absorcao e o translocamento de Mg.

O elemento K é considerado um macronutriente essencial para o
crescimento e desenvolvimento da planta, participando na sintese de
polipeptideos no citosol celular, além de estar presente no fluxo osmético celular
[82]. Dos elementos avaliados quantitativamente, foi o que mostrou maior
concentragdo no extrato protéico das sementes. J&4 o elemento Na é considerado
como um elemento benéfico quando presente na planta, j& que sua auséncia nao
prejudica o crescimento e desenvolvimento da planta. Em alguns processos
celulares, este elemento pode substituir outros metais alcalinos monovalentes,

como K, principalmente no fluxo osmético celular [82].

Tabela 2.8. Concentrac6es dos elementos Mn, Cu, Rb e Zn nos extratos protéicos
das sementes de soja transgénica e nao-transgénica (média + desvio padrao)

Concentragdes / ug L™

Metal Limite de Limite de Soja Soja
deteccdo quantificacao Transgénica Nao-Transgénica
Mn 0,004 0,013 489115 66,9 + 8,8
Cu 0,037 0,124 73,2+t 4,6 453+3,3
Rb 0,006 0,018 1775+£4,6 221,3+0,5
Zn 0,591 1,968 186,4 £ 11,2 254,8 + 37,9
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Como pode ser visto na Tabela 2.8, trés elementos estiveram mais
presentes na soja nao-transgénica: Mn, Rb e Zn. Somente o elemento Cu mostrou
maior concentracao no extrato protéico da semente de soja transgénica.

O cobre é considerado um elemento essencial, que desempenha papel
estrutural e funcional em todos os organismos aerdbicos. Existe um grande
numero de enzimas que contem cobre ou proteinas que ligam a cobre e que
participam de diversas funcdes bioldgicas [82]. Em culturas de soja, a deficiéncia
de ions cobre causa necrose das folhas e, por outro lado, 0 excesso causa clorose
das mesmas [83]. Além disso, foi identificada neste trabalho, uma enzima ligante
de cobre, a glutathione S-transferase (spot 169).

O Mn é necessario em varios processos essenciais as plantas, onde, como
exemplo, cita-se sua participacao na desintoxicacao de radicais livres de oxigénio
(Mn-superéxido dismutase), sendo que esta enzima foi identificada neste trabalho
(spot 165) [82].

O Zn € um componente catalitico essencial de mais de 300 enzimas de
plantas, e, por isso, é o elemento cuja pesquisa em bancos de dados de soja gera
o maior numero de resultados de proteinas ligadas a ele [82]. Neste trabalho, nao
foi possivel identificar alguma metaloproteina ou proteina ligante de zinco. Como
exemplos destas em banco de dados de soja, pode-se citar a metaloenzima
Metalloendoproteinase 1, uma enzima que utiliza zinco como cofator, ligando-se a
um ion de Zn por subunidade de proteina [82].

Dos elementos quantificados e mostrados na Tabela 2.8, apenas o Rb nao
mostrou resultados em busca de banco de dados de proteinas que se ligam a este
metal. Sua atividade na planta ainda € desconhecida, entretanto sua absorcéo
pelas raizes da planta esta ligada com a deficiéncia de boro [82].

Com os resultados mostrados acima, é importante ressaltar que a
concentracao dos elementos avaliados nas sementes de soja transgénica e nao-
trasngénica é dependente de varios fatores, sendo que os principais incluem
caracteristicas do solo e composicao das fontes hidricas utilizadas. Estes fatores
podem influenciar no crescimento e desenvolvimento da planta [84]. Levando em

consideracao que estes fatores sao de consideravel controle em plantacdes de
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soja, seria possivel esperar que as diferencas encontradas nas concentracoes de
Mg, K, Na, Mn, Cu, Rb e Zn possam estar relacionadas ao processo de
modificacdo genética.

4.4 Quantificacao de cobre nos spots protéicos diferencias por ICP-MS.

A escolha do elemento cobre para a quantificagdo por ICP-MS foi feita
levando em consideracao que este elemento ja foi encontrado com concentracoes
diferentes nas amostras de soja transgénica e nao-transgénica em trabalhos
publicados pelo nosso grupo de pesquisa usando diferentes técnicas de
separacao de proteinas [3,73]. Além disso, ressalta-se a sua presenga como
ligante em varias proteinas e enzimas [82].

Para a quantificagdo de cobre nos spots protéicos diferenciais obtidos com
a técnica de 2D-DIGE, foi feito um “pool’ dos spots obtidos em quatro replicatas de
géis 2D-PAGE para ambas as amostras de soja, de modo a aumentarmos a
eficiéncia no processo de quantificacao, levando em consideracao a sensibilidade
da técnica empregada para este fim. A Tabela 2.9 mostra os parametros obtidos
para a curva analitica de calibracao por ICP-MS.

Tabela 2.9. Parametros da curva analitica de calibragdo e algumas figuras de
mérito para a quantificacao de cobre nos spots protéicos diferenciais.

Metal a(s) b (s) R LD LQ

(ngL™)  (po L™

Cu  -0,0083 0,3692 0,9999 0,0128  0,0427
(0,0042)  (0,0025)

s é o erro da medida
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Os resultados obtidos para a quantificacdo de cobre nos quatro spots
protéicos diferenciais sdo mostrados na Tabela 2.10. Ressalta-se que foi feita a
subtracdo das concentragdes de cobre dos spots protéicos e brancos dos géis
com a concentracado obtida no branco de decomposicdo (HNO3; e H.0O,). Além
disso, também foi feita a subtracdo da concentracdo de cobre dos spots protéicos
diferenciais com a concentracdo de cobre nos spots sem presenca de proteinas
(branco dos géis), selecionados no gel 2D-PAGE, para cada amostra. Este
procedimento foi realizado para descontar a concentracdo de cobre oriunda do
corante usado no processo de revelagdao dos géis, ja que a tendénica do metal
presente no corante é se distribuir por toda a regido do gel.

Como pode ser visto na Tabela 2.10, nao foi possivel quantificar os spots 1
e 2 para nos géis de soja transgénica, ja que os valores obtidos estavam abaixo
do valor obtido para a concentracdo de cobre nos brancos de ambos os géis.
Situacdo semelhante foi obtida para os spots 3 e 4 para os géis de soja nao-
transgénica. Para avaliarmos a influéncia da solugdo corante no valor de
concentracdo do branco dos géis, foi feita a quantificagdo desta solucao e o valor
obtido foi de 16,23 + 3,61 pg L. Sendo assim, pode-se verificar a grande
influéncia do teor de metal desta solugcdo na analise dos spots, ja que este valor
obtido é, em média, 18 vezes superior a concentracdo encontrada nos spots.

Tabela 2.10. Concentracdes de cobre para os spots protéicos diferenciais obtidos
com a técnica de 2D-DIGE.

Concentracdes / ug L™

Spot’ Soja Soja
Transgénica Nao-Transgénica
1 < C.B? 0,749 + 0,115
2 < C.B? 0,686 + 0,177
3 0,867 + 0,075 < C.B?
4 0,433 £0,036 < C.B?

'vide figura 2.2; °Concentracéo do branco dos géis.
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Sendo assim, de acordo com a Tabela 2.10, é possivel supor que a
concentracdo de cobre foi maior na soja nao-transgénica para os spots 1 e 2,
enquanto que a concentracao de cobre foi maior na soja transgénica para os spots
3 e 4. Este resultado mostrou certa tendéncia, de modo aleatério, com os
resultados obtidos com a técnica de 2D-DIGE, relativo as diferengas de expressao
destas proteinas, ja que dois spots (1 e 3) foram mais expressos na soja
trasngénica e dois spots (2 e 4) foram mais expressos na soja nao-transgénica.

Com relacdo a presenca de cobre nas proteinas diferenciais, a busca em
banco de dados mostrou que nenhuma destas proteinas identificadas se ligam a
cobre ou a outro metal qualquer [82]. Sendo assim, sua presenga pode ser
justificada por interacdes ibnicas destas proteinas com o metal.
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

Estudos envolvendo protedbmica comparativa em organismos biolégicos
usando a técnica de 2-D DIGE vém sendo cada vez mais abordados na literatura,
com o intuito de se obter possiveis biomarcadores que respondam a algum
estimulo externo. Neste capitulo, a técnica de 2-D DIGE foi utilizada para um
estudo protedbmico comparativo entre as sementes de soja transgénica e néo-
transgénica.

Como resultados, foi possivel identificar 4 proteinas com diferencas de
expressao entre as amostras avaliadas, levando em consideragdo um nivel de,
pelo menos, 50 % de variacao (1,5). Deste total, 2 foram sobre-expressas (spots 1
e 3), ou seja, foram mais expressas na soja transgénica e 2 foram sub-expressas
(spots 2 e 4) no gel, ou seja, menos expressas na soja transgénica. Ressalta-se
que as 4 proteinas com variacdo de expressao foram identificadas. Com isso, é
possivel constatar a grande eficiéncia na utilizagdo desta técnica para estudos
protedmicos comparativos.

Os resultados obtidos para a avaliagdo semi-quantitativa mostrou que os
ions Na*, Mg*, Si*, K*, Ti*, Mn*, Zn" e Rb" foram mais detectados na soja nao-
transgénica. Ja o ion Cu® foi mais detectado nas sementes de soja transgénica.
Destes elementos, Na, Mg, K, Mn, Zn, Rb e Cu foram selecionados para
quantificacdo e os dados obtidos mostraram concordancia com os dados obtidos
para a analise semi-quantitativa.

Em relacdo aos spots protéicos diferencias obtidos com a técnica de 2D-
DIGE, foi feita a quantificacdo de cobre, levando em consideracdo que este
elemento j& mostrou resultados diferenciais em amostras de soja em trabalhos
reportados na literatura pelo grupo de pesquisa GEPAM. Como resultados obtidos,
foi possivel quantificar cobre em dois spots protéicos (3 e 4) para a soja

transgénica e dois spots protéicos (1 e 2) para a soja nao-transgénica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos apresentados nesta Tese de Doutorado permitiram corroborar a
hip6tese formulada, a qual foi possivel constatar que o processo de modificacdo
genética em sementes de soja pode ocasionar alteracbes em nivel protéico e
metaloprotéico, aplicando-se as técnicas de 2D-DIGE no estudo proteémico
comparativo e ICP-MS no estudo metaloprote6mico comparativo. Além disso, foi
possivel identificar, com um método simples, a enzima alvo (CP4 EPSPS) do
processo de modificacdo genética.

No Capitulo 1, foi possivel caracterizar e identificar, usando eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), espectrometria de massas
(MALDI-QTOF e ESI-QTOF) e banco de dados relacionados (MSDB, NCBI e
Glycine Max), um total de 192 proteinas de soja, sendo que 179 proteinas foram
identificadas para a faixa de pH de 4 a 7 e 13 proteinas para a faixa de 3 a 10,
obtendo-se uma eficiéncia de 49% de proteinas identificadas em relagdo ao
namero de spots detectados no gel de eletroforese. Estes resultados permitiram
estabelecer um mapa protebmico de referéncia para sementes de soja
transgénica, tipo Roundap Ready, constatando a grande eficiéncia da técnica de
2D-PAGE como componente de separacao e da técnica de espectrometria de
massas como componente estrutural em estudos protedmicos.

De acordo com a avaliacao funcional das proteinas de soja, observou-se,
como esperado, que a maioria das proteinas identificadas estao relacionadas com
a categoria de funcdo de armazenamento e atividade protéica (96 proteinas),
seguido de crescimento/divisdo celular (34 proteinas), metabolismo/energia (17
proteinas), transporte (12 proteinas), doenca/defesa (08 proteinas), metabolismo
secundario (02 proteinas) e transducao de sinais (01 proteina). Além disso, foram
identificadas um total de 22 proteinas relacionadas com a categoria nao-
classificadas/classificacdo desconhecida.

Levando em consideragdo que a enzima CP4 EPSPS nao havia sido
identificada no mapa protedmico estabelecido para a semente de soja transgénica,
utilizou-se as técnicas de SDS-PAGE e espectrometria de massas para sua
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identificagdo. Com este resultado obtido, €& possivel afirmar, de maneira
inequivoca, que o organismo em questao passou pelo processo de modificacdo
genética. Além disso, destaca-se a simplicidade do método aplicado, onde nao
houve a necessidade de pré-fracionamento da amostra, utilizando procedimentos
cromatograficos, onde a identificacdo foi possivel usando duas enzimas de
clivagem, a tripsina e a quimiotripsina.

No Capitulo 2, foi feito um estudo protebmico comparativo entre as
sementes de soja transgénica e nao-transgénica aplicando-se, a técnica de 2-D
DIGE. Como resultados obtidos, foi possivel identificar 4 proteinas com diferencas
de expressao entre as amostras avaliadas, levando em consideracdo um nivel de,
pelo menos, 50 % de variacao (1,5). Deste total, 2 foram sobre-expressas (spots 1
e 3), ou seja, foram mais expressas na soja transgénica e 2 foram sub-expressas
(spots 2 e 4) no gel, ou seja, menos expressas na soja transgénica. Ressalta-se
que as 4 proteinas com variagao de expressao foram identificadas.

Para o estudo metaloprotedmico comparativo, foram obtidos resultados
para a avaliagdo semi-quantitativa, onde observou-se que os ions Na*, Mg®, Si",
K*, Ti*, Mn*, Zn* e Rb* foram mais detectados na soja ndo-transgénica. Ja o ion
Cu" foi mais detectado nas sementes de soja transgénica. Destes elementos, Na,
Mg, K, Mn, Zn, Rb e Cu foram selecionados para quantificagdo e os dados obtidos
mostraram concordancia com os dados obtidos para a analise semi-quantitativa.

Em relacdo aos spots protéicos diferencias obtidos com a técnica de 2D-
DIGE, foi feita a quantificacdo de cobre, levando em consideracdo que este
elemento ja mostrou dados de concentragao diferenciais entre amostras de soja
em trabalhos respotados na literatura pelo grupo de pesquisa GEPAM. Como
resultados obtidos, foi possivel quantificar cobre em dois spots protéicos (3 e 4)
para a soja transgénica e dois spots protéicos (1 e 2) para a soja nao-transgénica.

Finalizando, este trabalho de tese evidencia que uma abordagem
multidisciplinar é extremamente necessdria aos estudos proted6micos e
metaloproteémicos comparativos em organismos biol6gicos, 0os quais necessitam
da aplicacao de diversas ferramentas analiticas para a obtencdo dos resultados,

bem como uma conexdo entre diferentes areas cientificas, como a quimica
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analitica, a bioquimica, fisiologia de plantas e a biotecnologia, para que os
resultados obtidos possam ser melhores interpretados e aplicados.
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Proteinas identificadas em sementes de soja transgénica usando 2D-PAGE e espectrometria de massas.

S(;):It Proteina Acesso Score pslg\glt\ll Cobertura (%) Peptideos seqlienciados
1 trypsin inhibitor KTi1 (Kunitz) - soybean JQ1091 85 4,20 /17622 13 K ETCII::),D/.\[;\C;gSFF’,\:\IIETS/K G
2 Seed maturation protein PM41.- Glycine max (Soybean) Q9SWB2_SOYBN 54 4,46 /15103 17 K.TATTYESVEGGENR.T
119 20 K.CCTEMSELR.S
3 28S albumin precursor - soybean T05710 4,58 / 16351 K.ELINLATMCR.F + Oxidagao (M)
R.FGPMIQCDLSSDD.-
4 proteinase inhibitor (Bowman-Birk) D-Il precursor - TISYD2 146 4.58 /15344 48 R'SMPE%ESDQFEDDIEC'IQ;F?SEZQQO (M)
soybean K.SDQSSSYDDDEYSKPCCDLCMCTR.S
proteinase inhibitor (Bowman-Birk) D-II precursor - R.SMPPQCSCEDIR.L + Oxidagao (M)
5 soybean TISYD2 48 4.80/14400 24 R.CLDTNDFCYKPCK.S
. . I R.SMPPQCSCEDIR.L
6 Bowman-Birk type fgl’;féga;ﬁ;fehr'b”or D-Il precursor SOYCIIPIB 48 4,:86/15449 34 R.CLDTNDFCYKPCK.S
K.SDQSSSYDDDEYSKPCCDLCMCTR.S
Napin-type 2S albumin 1 precursor.- Glycine max K.WQQHQQESCR.E
7 (Soybean) Q9ZNz4_SOYBN 59 5,37 /11296 14 K GINLNPCEHIMEK.I
K.SLEAQQHLAEGR.S
8 embryonic abundant protein - soybean T07087 147 5,35/16166 24 K.EQLGTEGYQEMGR.K
R.KEQLGTEGYQEMGR.K
9 Glycinin A5A4B3.- Glycine max (Soybean). Q9SB11 SOYBN 63  541/14342 5 K L%ESSEEESLL?AEEEB% v
R.NGLHLPSYSPYPR.M
10 Glycinin A5A4B3.- Glycine max (Soybean). Q9SB11_SOYBN 102 5,86 /14342 8 K.LNECQLNNLNALEPDHR.V
R.VESEGGLIQTWNSQHPELK.C
11 Glycinin A5A4B3.- Glycine max (Soybean) QoSB11_SOYBN 63  6,37/15034 5 < nggéﬂhifmifgﬁg% v
- MDWIGAYR.G
R.VGDADDITSSLAHAHVDWR.E
R.ETDKAHIFR.A
12 Seed maturation protein PM31.- Glycine max (Soybean) Q9XET1_SOYBN, 87 5,83/17710 40 K.ILQISGER.V
K.EKEDQNDK.W
K.EDQNDKWHR.V
R.QCGSFLR.R
13 ubiquitin precursor - soybean (fragment) uasy 63  7,07/11974 25 K ISI'ZI)EKSI;(E:—ILI}’VDLS('DLR .
R.DWCDPSSPFTDLWDPR.R
14 Seed maturation protein PM31.- Glycine max (Soybean) Q9XET1_SOYBN 105 6,26 / 18949 24 R.VGDADDITSSLAHAHVDWR.E

R.SRDWCDPSSPFTDLWDPR.R
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15

glycinin chain A2B1a precursor - soybean

FWSYG1

90

7,05 /20497

K.LSAQYGSLR.K
K.NNNPFSFLVPPQESQR.R
K.NAMFVPHYTLNANSIIYALNGR.A + Oxidagao (M)

16

glycinin G1 precursor - soybean

S10851

106

6,76 / 20297

R.LSAEFGSLR.K
R.VFDGELQEGR.V
R.VLIVPQNFVVAAR.S
R.SQSDNFEYVSFK.T

17

glycinin chain A2B1a precursor - soybean

FWSYG1

71

6,56 / 20040

K.LSAQYGSLR.K
K.SQSDNFEYVSFK.T
K.NNNPFSFLVPPQESQR.R

18

glycinin chain A1aBx precursor - soybean

FWSYG2

60

6,35 /20497

R.VFDGELQEGR.V
R.VLIVPQNFVVAAR.S
R.SQSDNFEYVSFK.T

19

glycinin G1 precursor - soybean

S10851

107

6,18 /20577

R.LSAEFGSLR.K
R.VFDGELQEGR.V
K.FLVPPQESQK.R

R.VLIVPQNFVVAAR.S

20

glycinin chain A2B1a precursor - soybean

FWSYG1

53

5,94 /20417

K.LSAQYGSLR.K
K.SQSDNFEYVSFK.T
K.NNNPFSFLVPPQESQR.R

21

glycinin G1 precursor - soybean

S10851

52

5,77 /20417

R.LSAEFGSLR.K
R.VFDGELQEGR.V

22

Glycine G2 A2B1a subunit - Glycine max

AAA33963

89

6,88 / 23624

37

K.LSAQYGSLR.K
K.LSAQYGSLRK.N
K.NAMFVPHYTLNANSIIYALNGR.A
R.VFDGELQEGGVLIVPQNFAVAAK.S
K.SQSDNFEYVSFK.T
K.NNNPFSFLVPPQESQR.R

23

glycinin chain A2B1a precursor - soybean

FWSYG1

72

6,64 /24874

K.NNNPFSFLVPPQESQR.R
K.NAMFVPHYTLNANSIIYALNGR.A + Oxidagdo (M)

24

Seed maturation protein PM22.- Glycine max (Soybean)

Q9XER5_SOYBN

118

4,90 /19165

30

K.VPYSILMSLAK.D
K.VNDMAKPEASVTDVDFKR.V
R.NPYSTSIPICEINYSFK.S

25

trypsin inhibitor KTi1 (Kunitz) - soybean

JQ1091

145

4,61/21938

18

K.NKPLVVQFQK.F
R.DTVDGWFNIER.V
K.EICPLTVVQSPNELDK.G

26

trypsin inhibitor A (Kunitz) precursor - soybean

TISY

167

4,41 /20218

13

K.DAMDGWFR.L + Oxidagao (M)
K.GIGTIISSPYR.I
K.IGENKDAMDGWFR.L
R.NELDKGIGTIISSPYR.I

27

trypsin inhibitor A (Kunitz) precursor - soybean

TISY

189

4,28 /20417

22

R.CPLTVVQSR.N
K.GIGTIISSPYR.I
R.FIAEGHPLSLK.F
K.IGENKDAMDGWFR.L
R.NELDKGIGTIISSPYR.I
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28

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

FWSYBA

123

4,13/24199

R.QFPFPRPPHQK.E
K.GSEEEDEDEDEEQDER.Q
R.QEEEHEQREEQEWPR.K

29

Glycinin A5A4B83.- Glycine max (Soybean).

Q9SB11_SOYBN

119

4,18 /30828

K.HFLAQSFNTNEDIAEK.L
R.EQDQDQDEDEDEDEDQPR.K
R.EQDEDEDEDEDKPRPSRPSQGK.R

30

Gly m Bd 30K allergen - Glycine max (Soybean)

064458_SOYBN

81

4,25 /34900

K.EQYSCDHPPASWDWR.K
K.KEQYSCDHPPASWDWR.K
K.NSWGEDWGEDGYIWIQR.N

31

Gly m Bd 30K allergen - Glycine max (Soybean)

064458 _SOYBN

50

4,33 /34480

K.EQYSCDHPPASWDWR.K
K.NSWGEDWGEDGYIWIQR.N

32

Glycinin A5A4B83.- Glycine max (Soybean).

Q9SB11_SOYBN

143

4,32 /31968

13

K.HFLAQSFNTNEDIAEK.L
R.EQDQDQDEDEDEDEDQPR.K
K.QGQHQQEEEEEGGSVLSGFSK.H
R.EQDEDEDEDEDKPRPSRPSQGK.R

33

Seed maturation protein PM24.- Glycine max (Soybean)

Q9SELO0_SOYBN

66

4,46 / 31488

14

K.AATLQDAEGVASAEAR.N
R.NNPDATATPGGVAASVAAAAR.L

34

Seed maturation protein PM25.- Glycine max
(Soybean).

Q9SEK9_SOYBN

226

4,65/31015

50

R.NEQAGLVGHR.D
K.AVDQSDASAIQAAEVR.A
K.AATLQDAEGVACAEVR.N

R.NNPDATATPGGVAASVAAAAR.L
R.VLGQTQPGGAASVMQSAATR.N + Oxidagéo (M)
K.ENAITIGEALEATAQTVGQK.A
R.ITEAVGGQVVEQYVEATPVEAGR.S

35

Glycinin A3B4 subunit.- Glycine max (Soybean).

Q7GC77_SOYBN

56

4,64 /28738

R.SQQQLQADSHQK.I
K.HFLAQSFNTNEDTAEK.L
K.QGQHQQQEEEGGSVLSGFSK.H
R.KQGQHQQQEEEGGSVLSGFSK.H

36

glycinin chain A2B1a precursor - soybean

FWSYG1

47

4,84 / 29650

R.RFYLAGNQEQEFLK.Y

37

soybean agglutinin - soybean

1SBF

5,03 /33554

13

K.TSLPEWVR.I
- AETVSFSWNK.F
K.VDENGTPKPSSLGR.A
R.NSWDPPNPHIGINVNSIR.S

38

Seed maturation protein PM36 - Glycine max

AAD51624

89

5,18 /27963

16

R.WGNEAFGK.Y
R.HPLIISIR.D
K.YCQSLQNIANR.C
K.TWLAQDYLFVR.A

39

In2-1 protein.- Glycine max (Soybean)

Q9FQ95_SOYBN

130

5,27 / 30991

54

M.ASLGVRPVLPPPLTSISDPPPLFDGTTR.L
R.LYISYSCPYAQR.V
K.INLVPINLQDRPAWYK.E
K.VYPENKVPSLEHNGK.V
K.GDAVQQASPAFEYLENALGK.F
R.FQIVFAEVFK.H
K.LATWFEELNK.L
K.LNAYTETR.V
R.VDPQEIVDLFK.K
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40

glycinin G1 precursor - soybean

S10851

48
54

5,31 /34255

10

R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G
K.GIFGMIYPGCPSTFEEPQQPQQR.G

41

soybean agglutinin, fragment 2 - soybean

1SBD2

58

5,20/ 32357

22

K.TSLPEWVR.I
R.NSWDPPNPHIGINVNSIR.S

42

soybean agglutinin - soybean

1SBF

52

5,23 /33758

16

K.TSLPEWVR.I
R.ALYSTPIHIWDK.E
R.NSWDPPNPHIGINVNSIR.S

43

glycinin G1 precursor - soybean

S10851

91

5,47 / 34355

18

R.EQPQQNECQIQK.L
K.LNALKPDNR.I
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G
K.GIFGMIYPGCPSTFEEPQQPQQR.G
R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.FYLAGNQEQEFLK.Y
K.NLQGENEGEDKGAIVTVK.G

44

soybean agglutinin - soybean

1SBF

50

5,49 /31679

24

K.TSLPEWVR.I
K.VDENGTPKPSSLGR.A
K.QPNMILQGDAIVTSSGK.L + Oxidacdo (M)
R.NSWDPPNPHIGINVNSIR.S

45

Allergen Gly m Bd 28K (Fragment).- Glycine max

(Soybean)

Q9AVK8_SOYBN

69

5,57 /26013

K.LGFIYDDELAER.R

46

Dehydrin-like protein.- Glycine max (Soybean).

Q39805_SOYBN

79

5,73 /24389

42

K.QTDEYGNPVHAASVTYVATR.T
R.TAAGGYSDDINKQHDTTNAYGVDTGR.Q
R.HHGTTGVYGIDTDR.Q
R.QQHGTTGGYAGDTGR.Q
R.QHGNIGGPYYGTNTADTGTGPR.S

47

Dehydrin.- Glycine max (Soybean).

Q70EMO0_SOYBN

161

6,41 /26578

31

R.QQHGTTGGYAGDTGR.Q
K.HHGITGGYNDDTNR.H
K.QTDEYGNPVHAASVTYVATR.T
R.QHGNIGGPYYGTNTADTGTGPR.S

48

Lea protein.- Glycine max (Soybean).

Q7XAW0_SOYBN

129

6,47 / 29305

22

R.KVDEYGNVER.Q
R.DHGTTGVYGLNTDR.H
K.QHDATGVYPGIDIGR.D
K.QHDITGVYPEKDTGR.H

49

Dehydrin.- Glycine max (Soybean)

Q70EMO0_SOYBN

70

6,21 /29631

24

K.HHGITGGYNDDTNR.H
K.QTDEYGNPVHAASVTYVATR.T
R.QHGNIGGPYYGTNTADTGTGPR.S

50

Dehydrin.- Glycine max (Soybean)

Q70EL8_SOYBN

57

6,23 / 30991

36

R.HHGTTGVYGIDTDR.Q
K.QTDEYGNPVHAASVTYVATR.T
R.QHGNIGGPYYGTNTADTGTGPR.S
R.TAAGGYSDDINKQHDTTNAYGVDTGR.Q

51

Triosephosphate isomerase (EC 2.3.1.16).- Glycine max

(Soybean)

Q6GW08_SOYBN

79

6,29 / 30508

20

K.FFVGGNWK.C
K.VIACIGETLEQR.E
K.WVHDNVSAEVAASVR.I
K.SLLRPDFHVSAQNCWVR.K
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52

Lea protein.- Glycine max (Soybean).

Q7XAW0_SOYBN

47

6,35 /29941

19

K.EAVVGKPHHEEVYAK.E
R.TNERDEGYDLHDEANFK.Q

53

Seed maturation protein PM34.- Glycine max (Soybean)

Q9LLQ6_SOYBN

78

6,77 / 36651

28

K.FPPQQQQTQPGK.E
K.EHAMTPVPQFTSPDYKPSNK.L
K.EHAMTPVPQFTSPDYKPSNK.L Oxidagao (M)
K.IALVTGGDSGIGR.A
R.AVCNLFALEGATVAFTYVK.G
R.TNIFSYFFMAR.H
K.GAIVAYTR.G

54

Alcohol dehydrogenase 1 (Fragment).- Glycine max

(Soybean)

Q8LJR2_SOYBN

55

6,86 / 48245

R.ILFNSLCR.S
K.GTFYGHYRPR.T
K.SEESNLCELLR.I

55

Putative glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Q9FX54_ARATH

56

6,73 /43003

14

R.VPTVDVSVVDLTVR.L
K.LVSWYDNEWGYSSR.V
K.GILGYTEDDVVSTDFVGDNR.S

56

Alcohol dehydrogenase 1 (Fragment).- Glycine max

(Soybean)

Q8LJR2_SOYBN

96

6,66 / 45813

10

R.ILFNSLCR.S
K.GTFYGHYRPR.T
K.DHNKPVQEVIAEMTNGGVDR.A

57

Alcohol-dehydrogenase (Fragment).- Glycine max
(Soybean)

Q9ZT38_SOYBN

61

6,16 /47002

K.GQTPLFPR.I
K.FGVNEFVNPK.D
K. THPVNFLNER.T

58

35 kDa seed maturation protein.-
Glycine max (Soybean).

Q9ZTY1_SOYBN

86

6.10 /39991

20

K.EAVVGKPHHEEVYAK.E
R.AMDGDMEEEGVLHVER.R + 2 Oxidacéo (M)
R.TNERDEGYDLHDEANFK.Q
K.EQHQHDENKPGVIGSMFR.A + Oxidacéo (M)

59

Cytosolic malate dehydrogenase (EC 2.3.1.16).- Glycine

max (Soybean)

Q6RIB6_SOYBN

84

6,02 / 43527

28

R.VLVTGAAGQIGYALVPMIAR.G Oxidagao (M)
K.MELVDAAFPLLK.G Oxidacéo (M)
K.VLVVANPANTNALILK.E
R.ALGQISER.L
R.ELIADDAWLNGEFITTVQQR.G
R.KLSSALSAASAACDHIR.D
K.LSSALSAASAACDHIR.D

60

35 kDa seed maturation protein.- Glycine max
(Soybean)

Q9ZTY1_SOYBN

56

5,97 / 41667

15

K.EAVVGKPHHEEVYAK.E
R.TNERDEGYDLHDEANFK.Q
K.EQHQHDENKPGVIGSMFR.A

61

Isoflavone reductase homolog 2.- Glycine max
(Soybean)

Q9SDZ0_SOYBN

101

5,91 /40329

32

K.ILFIGGTGYIGK.F
K.AGHPTFLLVR.E
K.KFYPSEFGNDVDR.T
K.FYPSEFGNDVDR.T
K.AVFNKEEDIGTYTINSVDDPR.T
R.IYVPEEQLLK.Q
K.QIEESAPPVNVILSINHSSYVK.G
K.YITVDEYLNQFV.-
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62

Isoflavone reductase homolog 2.- Glycine max
(Soybean).

Q9SDZ0_SOYBN

73

5,70/ 39391

14

K.AGHPTFLLVR.E
K.FYPSEFGNDVDR.T
K.KFYPSEFGNDVDR.T
K.AVFNKEEDIGTYTINSVDDPR.T

63

Glycinin G1 precursor [Contains: Glycinin A1a subunit;
Glycinin Bx subunit] related cluster

TA439_3847

69

5,55 /39391

R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
K.NLQGENEGEDKGAIVTVK.G

64

glycinin chain A1aBx precursor - soybean

FWSYG2

54

5,47/ 38799

R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
K.NLQGENEGEDKGAIVTVK.G
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G

65

glycinin chain A1aBx precursor - soybean

FWSYG2

64

5,36 / 37757

R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G

66

glycinin G1 precursor - soybean

S10851

105

5,26 / 36631

10

R.FYLAGNQEQEFLK.Y
R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G
K.GIFGMIYPGCPSTFEEPQQPQQR.G

67

glycinin chain A1aBx precursor - soybean

FWSYG2

62

5,15/ 35864

R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G

68

glycinin G1 precursor - soybean

S10851

55

5,06 / 36631

10

R.FYLAGNQEQEFLK.Y
R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G
K.GIFGMIYPGCPSTFEEPQQPQQR.G

69

glycinin chain A2B1a precursor - soybean

FWSYG1

53

4,97 / 38216

K.EAFGVNMQIVR.N
R.RFYLAGNQEQEFLK.Y

70

Glycinin A5A4B83.- Glycine max (Soybean).

Q9SB11_SOYBN

156

4,66 / 38565

13

K.HFLAQSFNTNEDIAEK.L
R.EQDQDQDEDEDEDEDQPR.K
K.QGQHQQEEEEEGGSVLSGFSK.H
R.EQDEDEDEDEDKPRPSRPSQGK.R

71

Glycinin A3B4 subunit.- Glycine max (Soybean).

Q7GC77_SOYBN

82

4,86 / 44593

14

K.HFLAQSFNTNEDTAEK.L
K.FNECQLNNLNALEPDHR.V
K.QGQHQQQEEEGGSVLSGFSK.H
R.KQGQHQQQEEEGGSVLSGFSK.H
K.GAIGFAFPGCPETFEKPQQQSSR.R

72

glycinin G5 precursor - soybean

FWSYG3

83

5,00 /43527

10

K.HFLAQSFNTNEDTAEK.L
K.FNECQLNNLNALEPDHR.V
K.GAIGFAFPGCPETFEKPQQQSSR.R

73

Glycinin A3B4 subunit.- Glycine max (Soybean).

Q7GC77_SOYBN

74

5,08 / 44459

19

K.HFLAQSFNTNEDTAEK.L
K.FNECQLNNLNALEPDHR.V
K.QGQHQQQEEEGGSVLSGFSK.H
K.GAIGFAFPGCPETFEKPQQQSSR.R

R.VFYLAGNPDIEHPETMQQQQQQK.S + Oxidagao(M)

74

Cytosolic glutamine synthetase alpha (Fragment).-
Glycine max (Soybean)

Q94KI3_SOYBN

60

5,15 /45486

37

R.HKEHIAAYGEGNER.R
R.HETADINTFSWGVANR.G
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75

glycinin G4 precursor - soybean

S11004

4,86 / 54498

16

K.LNECQLNNLNALEPDHR.V
R.NGLHLPSYSPYPR.M
K.GALGVAIPGCPETFEEPQEQSNR.R
K.GALGVAIPGCPETFEEPQEQSNRR.G
K.QGQHQQEEEEEGGSVLSGFSK.H
K.HFLAQSFNTNEDIAEK.L

76

Glycinin A5A4B83.- Glycine max (Soybean).

Q9SB11_SOYBN

103

4,81 /54498

12

R.NGLHLPSYSPYPR.M
K.HFLAQSFNTNEDIAEK.L
K.LNECQLNNLNALEPDHR.V
K.GALGVAIPGCPETFEEPQEQSNR.R

77

Beta-conglycinin alpha prime subunit.- Glycine max
(Soybean).

Q4LER6_SOYBN

131

4,15/84770

14

K.LFEITPEKNPQLR.D
R.VPAGTTYYVVNPDNDENLR.M
R.QPHQEEEHEQKEEHEWHR.K

78

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

FWSYBA

79

4,70/
104626

10

R.SPQLQNLR.D
K.NPFLFGSNR.F
K.TISSEDKPFNLR.S
K.EQQQEQQQEEQPLEVR.K
R.VPSGTTYYVVNPDNNENLR.L

79

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

FWSYBA

303

4,84 / 76620

16

R.QFPFPRPPHQK.E
K.FFEITPEKNPQLR.D
R.QFPFPRPPHQKEER.N
K.EQQQEQQQEEQPLEVR.K
R.QEEEHEQREEQEWPR.K
R.VPSGTTYYVVNPDNNENLR.L
R.FESFFLSSTEAQQSYLQGFSR.N

80

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

FWSYBA

215

5,04 /59974

15

K.NPFLFGSNR.F
R.QFPFPRPPHQK.E
K.FFEITPEKNPQLR.D
R.QFPFPRPPHQKEER.N
K.EQQQEQQQEEQPLEVR.K
R.VPSGTTYYVVNPDNNENLR.L

81

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

FWSYBA

139

5,04 /59974

13

K.NPFLFGSNR.F
R.LITLAIPVNKPGR.F
R.KTISSEDKPFNLR.S
K.FFEITPEKNPQLR.D
K.EQQQEQQQEEQPLEVR.K
R.VPSGTTYYVVNPDNNENLR.L

82

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

FWSYBA

197

5,11 /59800

13

K.NPFLFGSNR.F
K.NKNPFLFGSNR.F
R.LITLAIPVNKPGR.F
K. TISSEDKPFNLR.S
K.FFEITPEKNPQLR.D
K.EQQQEQQQEEQPLEVR.K
R.VPSGTTYYVVNPDNNENLR.L

83

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

FWSYBA

151

5,16 / 59627

11

R.LITLAIPVNKPGR.F
K.FFEITPEKNPQLR.D
K.EQQQEQQQEEQPLEVR.K
R.VPSGTTYYVVNPDNNENLR.L
R.FESFFLSSTEAQQSYLQGFSR.N
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84

Beta-amylase - Glycine max (Soybean).

AMYB_SOYBN

86

5,36 /59110

10

R.HHAILNFTCLEMR.D + Oxidagéo (M)
K.EYLTVGVDNEPIFHGR.T
K.VENHAAELTAGYYNLNDR.D

85

Actin (Fragment).- Glycine max (Soybean)

Q96445_SOYBN

65

5,25 /51006

K.SYELPDGQVITIGDER.F
K.LSYIALDYEQELETAR.T

86

Actin (Fragment).- Glycine max (Soybean)

Q96447_SOYBN

103

5,34 / 50281

16

R.AVFPSIVGRPR.H
KIWHHTFYNELR.V
K.SYELPDGQVITIGSER.F
K.YPIEHGIVSNWDDMEK.I

87

Beta-conglycinin beta subunit (Fragment).- Glycine max
(Soybean).

Q50JD8_SOYBN

246

5,42 /55616

22

R.NFLAGEKDNVVR.Q
R.SRNPIYSNNFGK.F
K.QKQEEEPLEVQR.Y
R.KTISSEDEPFNLR.S
K.FFEITPEKNPQLR.D
R.SSNSFQTLFENQNGR.I
R.QVQELAFPGSAQDVER.L

88

Beta-conglycinin beta subunit (Fragment).- Glycine max
(Soybean).

Q50JD8_SOYBN

210

5,51 /55134

22

R.NFLAGEKDNVVR.Q
R.SRNPIYSNNFGK.F
K.QKQEEEPLEVQR.Y
R.KTISSEDEPFNLR.S
K.FFEITPEKNPQLR.D
R.SSNSFQTLFENQNGR.I
R.QVQELAFPGSAQDVER.L

89

Beta subunit of beta conglycinin (Fragment).- Glycine
max (Soybean).

022121_SOYBN

110

5,63 /55134

16

R.EDENNPFYFR.S
R.SRNPIYSNNFGK.F
K.VREDENNPFYFR.S
K.FFEITPEKNPQLR.D
R.SSNSFQTLFENQNGR.I
R.QVQELAFPGSAQDVER.L

90

Beta subunit of beta conglycinin (Fragment).- Glycine
max (Soybean).

022121_SOYBN

175

5,73 /54974

16

R.EDENNPFYFR.S
R.SRNPIYSNNFGK.F
K.VREDENNPFYFR.S
K.FFEITPEKNPQLR.D
R.SSNSFQTLFENQNGR.I
R.QVQELAFPGSAQDVER.L

91

Beta subunit of beta conglycinin (Fragment).- Glycine
max (Soybean).

022121_SOYBN

194

5,87 / 54656

16

R.EDENNPFYFR.S
R.SRNPIYSNNFGK.F
K.VREDENNPFYFR.S
K.FFEITPEKNPQLR.D
R.SSNSFQTLFENQNGR.I
R.QVQELAFPGSAQDVER.L

92

Beta subunit of beta conglycinin (Fragment).- Glycine
max (Soybean).

022121_SOYBN

207

5,99 /55134

16

R.EDENNPFYFR.S
R.SRNPIYSNNFGK.F
K.VREDENNPFYFR.S
K.FFEITPEKNPQLR.D
R.SSNSFQTLFENQNGR.I
R.QVQELAFPGSAQDVER.L
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93

Sucrose binding protein homolog S-64.- Glycine max
(Soybean).

Q9SP11_SOYBN

6,34 /57922

K.LLQGIENFR.L
K.FEEFFGPGGR.D

94

seed biotin-containing protein LEA - soybean

T07064

113

6,41 /74082

24

K.MATHFEHLAEQAK.E Oxidacéo (M)
K.ESDITAGKDTPQGSIEALQAGER.V
K.DTPQGSIEALQAGER.V
K.GGGTQKPIREEER.E
K.QAASETLNTTTQTAQEKSAQAK.N
K. ATAVGWAAAHFSAEK.T
K.AAAHVVEGAAGYAGHK.A
K.KPSQPQEAEERPSEGIGETVR.Q
R.QYAQKPKPSEGNPQK.E
K.EGTGSIVFTAIGETVSSAGEK.V

95

lipoxygenase-3 - soybean (fragments)

1BYT

48

6,37 / 93336

K.LLHPHYR.D
R.HASDEVYLGER.D
R.EFDSFDEVHGLYSGGIK.L

96

seed biotin-containing protein LEA- soybean

T07064

81

6,30 /74082

10

K.GGGTQKPIREEER.E
K.AAAHVVEGAAGYAGHK.A
K.DTPQGSIEALQAGER.V
K.EGTGSIVFTAIGETVSSAGEK.V

97

seed biotin-containing protein LEA - soybean

T07064

109

6,21 /74799

30

-MASEQLAR.R Oxidacéo (M)
K.MATHFEHLAEQAK.E Oxidagéo (M)
K.ESDITAGKDTPQGSIEALQAGER.V

K.DTPQGSIEALQAGER.V
R.ETHELGAHFESLADK.V
R.DVGKFEMR.T Oxidacéo (M)
R.EVIGRTEK.E
K.GGGTQKPIREEER.E

R.SAWEQISNYSDQATQGVK.E
K.QAASETLNTTTQTAQEKSAQAK.N

R.DKATAVGWAAAHFSAEK.T

K.ATAVGWAAAHFSAEK.T
K.AAAHVVEGAAGYAGHK.A
K.KPSQPQEAEERPSEGIGETVR.Q
R.QYAQKPKPSEGNPQK.E

98

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1730

94

6,16 /69924

R.AHTFVSPR.H
K.LLQGIENFR.L
K.RPTISNGYGR.L
K.HQCQQQQQYTEGDKR.V

99

glycinin G1 precursor - soybean

S10851

81

6,10 /63006

17

R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G
R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.LSAEFGSLR.K
R.ALIQVVNCNGER.V
R.VFDGELQEGR.V
R.VLIVPQNFVVAAR.S
R.SQSDNFEYVSFK.T
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100

Beta subunit of beta conglycinin (Fragment).- Glycine
max (Soybean).

022121_SOYBN

139

5,97 /63189

10

K.VREDENNPFYFR.S
R.EDENNPFYFR.S
R.SSNSFQTLFENQNGR.I
R.IPAGTTYYLVNPHDHQNLK.I
R.KTISSEDEPFNLR.S
R.SRNPIYSNNFGK.F
K.FFEITPEKNPQLR.D
K.QKQEEEPLEVQR.Y
R.NFLAGEKDNVVR.Q
R.QVQELAFPGSAQDVER.L

101

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1730

152

6,07 / 70601

11

R.AHTFVSPR.H
K.LLQGIENFR.L
K.RPTISNGYGR.L
R.LTEVGPDDDEKSWLQR.L
K.HQCQQQQQYTEGDKR.V

102

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1731

126

6,00 /69924

K.LLQGIENFR.L
K.RPTISNGYGR.L
K.ESFFFPFELPR.E
K.HQCQQQQQYTEGDKR.V

103

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1732

144

5,93 /70601

10

R.AHTFVSPR.H
K.LLQGIENFR.L
K.RPTISNGYGR.L
K.ESFFFPFELPR.E
K.HQCQQQQQYTEGDKR.V

104

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1733

62

5,85/70601

R.AHTFVSPR.H
K.ESFFFPFELPR.E
R.LTEVGPDDDEKSWLQR.L

105

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1734

111

5,70 / 70626

K.ESFFFPFELPR.E
R.HFDSEVVFFNIK.G
R.LTEVGPDDDEKSWLQR.L

106

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1735

56

5,68 /70262

R.AHTFVSPR.H
K.RPTISNGYGR.L
R.LTEVGPDDDEKSWLQR.L

107

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1736

67

5,55 /69589

R.AHTFVSPR.H
K.RPTISNGYGR.L
R.LTEVGPDDDEKSWLQR.L

108

Enolase (EC 2.3.1.16).- Glycine max (Soybean).

Q6RIB7_SOYBN

103

5,47 /60850

18

K.VNQIGSVTESIEAVR.M
R.AAVPSGASTGIYEALELR.D
R.IEEELGAEAVYAGANFR.T
K. TYDLNFKEDNNDGSQR.I
R.GNPTVEVDLTCSDGTFAR.A

109

62K sucrose-binding protein precursor - soybean

JQ1736

93

5,45 /69924

10

R.AHTFVSPR.H
K.LLQGIENFR.L
K.RPTISNGYGR.L
K.ESFFFPFELPR.E
R.LTEVGPDDDEKSWLQR.L
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Beta-conglycinin alpha prime subunit.- Glycine max

R.QQQEEQPLEVR.K
K.TISSEDKPFNLR.S

110 (Soybean). Q4LER6_SOYBN 77 5,21/73726 8 K LFEITPEKNPQLR.D
R.VPAGTTYYVVNPDNDENLR.M
R.QQQEEQPLEVR.K
. . . . K.LFEITPEKNPQLR.D
119 ~ Beta-conglycinin a'pz‘é“opgre”:;“b“””" Glycinemax o4 ERg SOYBN 166 5,17 /81568 12 K.VLFGREEGQQQGEER.L
Y ’ R.VPAGTTYYVVNPDNDENLR.M
R.QPHQEEEHEQKEEHEWHR.K
Beta-conglycinin alpha prime subunit.- Glycine max K.LFEITPEKNPQLR.D
112 (Soybean). Q4LERE_SOYBN 97 5,16/73020 5 R.VPAGTTYYVVNPDNDENLR.M
R.QQHGTTGGYAGDTGR.Q
. . R.HHGTTGVYGIDTDR.Q
113 Dehydrin.- Glycine max (Soybean) Q70EL8_SOYBN 73 6,07 / 29728 31 K.QTDEYGNPVHAASVTYVATR.T
R.QHGNIGGPYYGTNTADTGTGPR.S
) ) . ) K.LVTVDRPFAEK.H
114 Nucleoside d'ph°SpL‘q§§s(g('§'lizen;EC 274.8)Glycine  ngGvo4 SOYBN 151 6,37/17295 18 K.IGATNPAQSEPGTIR.G
Y R.KIIGATNPAQSEPGTIR.G
115 embryonic abundant protein - soybean JQ2273 79 6,29 /16309 11 K.SLEAQQHLAEGR.S
K.QGDVFVVPR.Y
116 Allergept Gly m Bd fg? (b':er:r?)mem) QUAVKS_SOYBN 146 6,93/24289 7 K.NKPQFLAGAASLLR.T
y ybean). R.DGPLEFFGFSTSAR.K
Bowman-Birk type proteinase inhibitor C-Il precursor
117 related cluster TA5957 3847 35 4,42 /16270 7 R.CLDTTDFCYKPCK.S
118 Late embryogenic abundant protein related cluster TA9647_3847 40 5,21 /20432 6 K.SLEAQEHLAEGR.S
K.EGQLASQYR.-
K.GEWNVAGIAHR.A
119 Formate dehydrogenase related cluster TA1261_3847 75 6,56 /51810 12 RINFLPGYHQAVK. G
K.GEDFPEQNYIVK.E
K.EGQLASQYR -
K.GEWNVAGIAHR.A
120 Formate dehydrogenase related cluster TA1261_3847 55 6,47 / 52374 12 RINFLPGYHQAVK. G
K.GEDFPEQNYIVK.E
) ) R.FLHVVYR.V
121 Hypothetical protein related cluster AW307413 43 5,77 1 34307 9 K. DPDGYAFELIQR.S
K.ELPYHLR.F
122 PreproMP73 related cluster TA28641_3847 118 5,40/ 25098 13 K.LTWANDDGTSTIR.L
K.EGSVFYIQSNLEAER.R
R.FYLAGNQEQEFLK.Y
123 Glycinin G1 precursor TA439 3847 37 4,86 /31500 5 R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G
124 Class Il acidic endochitinase precursor related cluster TA2420_3847 40 4,33/29139 3 R.YHDVLNYHSDQIK.D

107



125

Putative dehydrin (Fragment).- Glycine max (Soybean)

Q5K3Q9_SOYBN

49

6,43 /27691

21

R.QQHGTTGGYAGDTGR.Q
R.HHGTTGVYGIDTDR.Q
K.QHDTTNAYGVDTGR.Q

126

Beta-conglycinin alpha prime subunit.- Glycine max
(Soybean)

Q4LER6_SOYBN

153

4,53 / 82304

K.NQYGHVR.V
R.SQQLQNLR.D
R.QQQEEQPLEVR.K
R.EHPRPHQPHQK.E
K. TISSEDKPFNLR.S

127

glycinin chain A1aBx precursor - soybean

FWSYG2

81

5,65 /15022

R.VFDGELQEGR.V
R.VLIVPQNFVVAAR.S

128

Dehydrin related cluster

TA266_3847

49

5,53 / 19496

11

R.QQHGTTGGYAGDTGR.Q
R.HHGTTGVYGIDTDR.Q
K.QHDTTNAYGVDTGR.Q

129

LEA protein (Fragment)

Q4U4M1_ARAHY

56

5,22 / 22666

11

K.SLEAQEHLAEGR.S

130

glycinin chain A1aBx precursor - soybean

FWSYG2

49

5,57 / 38756

R.FYLAGNQEQEFLK.Y
R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.RPSYTNGPQEIYIQQGK.G

131

Beta-amylase - Glycine max (Soybean).

AMYB_SOYBN

103

5,32 /61399

R.DGYRPIAR.M
K.VSGIHWWYK.V
K.LSMFGVTYLR.L

132

Alcohol dehydrogenase 1 related cluster

TA1574_3847

56

5,69 /32277

K.GQTPLFPR.I
K.ILFNSLCR.T

133

Sucrose-binding protein 2.- Glycine max (Soybean).

Q84V19_SOYBN

109

5,19 /62068

R.AHTFVSPR.H
K.LLQGIENFR.L
K.FEEFFGPGGR.D

134

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

S20007

175

4,73 /52185

R.SPQLQNLR.D
R.EEQEWPR.K
R.KQEEDEDEEQQR.E
K.GSEEEDEDEDEEQDER.Q

135

beta-conglycinin alpha chain precursor - soybean

FWSYBA

260

5,07 /75813

R.SPQLQNLR.D
K.NPFLFGSNR.F
R.QFPFPRPPHQK.E
K. TISSEDKPFNLR.S
K.EQQQEQQQEEQPLEVR.K

136

Beta-conglycinin alpha-subunit
Glycine max (Soybean).

Q948X9_SOYBN

131

5,27 /30183

K.FFEITPEK.N
R.ESYFVDAQPK.K
K. TISSEDKPFNLR.S
K.EQQQEEQQEEQPLEVR.K

137

18.5 kDa class | heat shock protein related cluster

TA4152_3847

54

6,37 / 19268

R.VLQISGER.N
R.FRLPENAK.V

138

35 kDa seed maturation protein
Glycine max (Soybean).

Q9ZTY1_SOYBN

90

5,71 /31308

K.LWHSHAYEIK.S
K.FWCTWQVDR.G
R.QIETHHYCSR.L
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R.MGIDYEEER.K
R.MGIDYEEER.K + Oxidacéo (M)
139 Hypothetical protein PO456A01.21 related cluster TA3824_3847 75 6,68 / 28927 14 K.VFHFWQVDK.G
R.LWHSHLYEVK.S
R.DGQIYDHLLQSSAER.M

K.GYFEDR.R
R.DIVDAHYK.A
140 cytosolic glutamine synthetase (Cucumis melo) gi|113171384 198 5,31 /49752 13 R.EEGGYEVIK.K
K.EHIAAYGEGNER.R
K.SMREEGGYEVIK.K

R.VFDGELQEGR.V

141 Glycinin A1aBx 0i|225651 91 6,00/17928 4 R.SQSDNFEYVSFK.T

142 glycine-rich RNA-binding protein [Glycine max] gi|18643 242 5,08 / 17569 6 R.NITVNEAQSR.G

K.SPICQCK.A
R.ELMNLAIR.C
K.CCSEMSELK.S + Oxidagéo (M)
R.LGPMIGCDLSSDD.- + Oxidagao (M)
K.IMDNQSEQLEGK.E + Oxidaco(M)
K.EGKEEEEEGHMQK.C + Oxidagéo (M)

143 napin-type 2S albumin 1 precursor [Glycine max] gi|4097894 367 5,43 /14128 40

K.VEVEDGR.V
R.VLQISGEK.T
144 unnamed protein product [Glycine max] 0i|296510449 314 6,90 / 18893 26 R.FRLPENAK.M
K.EDVKVEVEDGR.V
K.AAMENGVLTVTVPK.E + Oxidacao (M)

K.MLLEAK.T + Oxidac&o (M)
K.FPAQSQK.T
K.GAIVAFTR.G
K.QVIDLVVK.E
145 unnamed protein product [Glycine max] 0i|218319206 475 6,69 /34675 R.GLSQQLASR.G
R.AVCLCFAK.E
K.EGATVAFTYVK.G
K.VALVTGGDSGIGR.A
K.EHVMNPLPQATNPDHK.A + Oxidagao (M)

RecName: Full=Beta-conglycinin, alpha' chain;

146 Flags: Precursor

0i|121286 40 4,88 /27934 1 R.NFLAGSK.D

147 unknown [Glycine max] 0i|255630413 40 5,60 / 25654 8 K. AAMENGVLTVTVPK.E + Oxidagao (M)

K.ITFECK.L
K.AKSDALFK.A
K.ITFLEDGETK.F
K.GDAQPNQDDLK.I
K.ALVTDADNVIPK.A
K.KITFLEDGETK.F
R.SVENVEGNGGPGTIK.K
K.AVEAYLLAHPDYN.
R.SVENVEGNGGPGTIKK.I
M.GVFTFEDETTSPVAPATLYK.A

148 unknown [Glycine max] 0i|255633070 602 4,68 /18078 60
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149

unnamed protein product [Glycine max]

gi[227247706

166

5,34 /19279

19

K.TFPENK.H
K.FLADGAAK.Y
K.HVPGFIER.A

R.FALLVEDLK.V

150

glycine-rich RNA-binding protein [Glycine max]

gi|5726567

171

5,31 /17506

20

R.GGDGGDGGWR.N
R.NITVNEAQSR.G
R.AFSQYGEIVETK.I

151

RecName: Full=P34 probable thiol protease; Flags:

Precursor

gi|129353

173

4,84 / 36411

K.GVITQVK.Y
K.KGVITQVK.Y
K.EESETLVSAR.V

152

unknown [Glycine max]

0i[255628279

365

7,05 /30493

34

R.LREVELK.H
K.HDPSPPSVK.A
R.MGIDYEEER K + Oxidagéo (M)
K.NGEPTTGTYLR.D
R.QCLIYDSPEK.K
R.DTATSAIQNFAPINK.I
R.EYMTGPVHGIHPLANGGGK.G + Oxidagao (M)

153

unnamed protein product [Glycine max]

0i[253775905

380

6,79 / 43557

30

K.GAIVAYTR.G
R.DTLEMIK.R + Oxidacéo (M)
R.GLALQLVSK.G
K.LLDYTSTK.G
R.DTLEMIKR.A + Oxidagdo (M)
K.JALVTGGDSGIGR.A
K.KFPPQQQQTQPGK.E
K.EEETAQFGAQVPMK.R + Oxidacdo (M)
K.EGSSIINTTSVNAYK.G

154

maturation protein pPM32 [Glycine max]

qil5733686

312

5,23 /24108

37

K.EYAYDTK.E
R.EADEMSESAK.E
K.TKEYAYDTK.E
K.ETMNEGYDR.A + Oxidagao (M)
K.QGVQGAWETAK.D
K. TEEVAASAGEALK.N
R.TNWTYDSAEAR.R
K.EKTEEVAASAGEALK.N

155

unnamed protein product [Glycine max]

qi[227247706

205

5,60/ 18893

19

K.TFPENK.H
K.FLADGAAK.Y
K.HVPGFIER.A

R.FALLVEDLK.V

156

unknown [Glycine max]

0i[255627799

5,18 /21537

K.LLVSDEAR.R
K.FVDTVTPQYKPK.F
K.LSTMTADEYFEK.H + Oxidacéo (M)

157

maturation protein pPM32 [Glycine max]

qil5733686

199

5,12 /22812

31

K.EYAYDTK.E
K.TKEYAYDTK.E
K.ETMNEGYDR.A + Oxidacéo (M)
K.QGVQGAWETAK.D
K. TEEVAASAGEALK.N
R.TNWTYDSAEAR.R
K.EKTEEVAASAGEALK.N
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158 trypsin inhibitor [Glycine max] gil9367042 57 5,04 /21786 6 K.WVAFVDNEIQK.A

K.CCTEMSELR.S + Oxidagao (M)
159 2S albumin pre-propeptide [Glycine max] gi|2305020 121 4,35 /15689 19 K.ELINLATMCR.F + Oxidagéao (M)
K.IMENQSEELEEK.Q + Oxidagéo (M)

K.LQSPDDER.K
K.LQSPDDERK.Q
K.QIVTVEGGLSVISPK.W
K.HFLAQSFNTNEDIAEK.L
K.QGQHQQEEEEEGGSVLSGFSK.H
R.VFYLAGNPDIEYPETMQQQQQQK.S + Oxidacéo (M)

160 glycinin [Glycine max] gi|18641 341 4,67 /28617 14

K.LPGVGGGNNNK.E
161 dehydrin [Glycine max] 0i|2270990 135 5,46 / 24108 21 K.EKLPGVGGGNNNK.E
R.DQHGNPVPLTDQYGNPVILTDER.G

R.VTAPAMR.K + Oxidacao (M)
K.LNALKPDNR.I
K.EAFGVNMQIVR.N + Oxidagao (M)
162 glycinin subunit G2 [Glycine max] gi|18637 261 6,00 / 34487 14 R.EQAQQNECQIQK.L
R.FYLAGNQEQEFLK.Y
R.RFYLAGNQEQEFLK.Y
R.NLQGENEEEDSGAIVTVK.G

K.LSEGLGFK.H
K.GYVGDAAQK.T
K.DYAGDAAQK.S
K.DYASDAAQK.T
K.EYVGDAAQK.T
K.DYVGDAAQR.S
K.DYASDAVQK.R
K.DYASDTAQR.T

K.DYASDATDAAK.K
K.EYAGDVALNAK.D
K.DYAGDAAQNVK.D
K.SKDYAGDAAQK.S
K.EASDYASETAK.K
K.DYASDTAQTSK.D
K.TKDYASDAAQK.T
K.VSDYATDTAQK.S
K.GAAEYASDAAQR.T
K.TKDYATDAAQK.T
K. TKDYVGDAAQR.S
K.DYATDTAQKSK.D
K.TKDYASDTAQR.T
K. TKDYASDATDAAK.K
K.SKEYAGDVALNAK.D
K.SKDYAGDAAQNVK.D
K.TKDYASDTAQTSK.D
K.DYASEASDVAQNTK.D
K.LQDIASEAGQYSAEK.A
K. TKDYASEASDVAQNTK.D

163 51 kDa seed maturation protein [Glycine max] 0i|414977 1056 7,00 /63520 45
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164

Bowman-Birk Proteinase Inhibitor

gi|157833497

80

R.CLDTNDFCYKPCK.S

5.70/13359 44 - DEYSKPCCDLCMCTR.S + Oxidagdo (M)

165

MnSOD [Glycine max]

0i|147945633

217

K.YASEVYEK.E
K.NVRPDYLK.N
K.ALEQLQDAIAK.K
R.LVVETTANQDPLVTK.G

6,84 /26677 17

166

unnamed protein product [Glycine max]

gi|296524578

180

K.VFFEER.F
K.IKNPNYK.G
K.ELPDPEAK.K
K.TAFEEAEK.K
K.LLSGDVDQK.K
K.LDCGGGYMK.L + Oxidacéo (M)
K.GIQTSEDYR.F
K.LLSGDVDQKK.F
K.APLIDNPDFK.D
K.KPEGYDDIPK.E
R.FYAISAQYPEFSNK.D
K. TEAGEDTKEEGVHDEL.-

4,40 /67840 25

167

late embryongenesis abundant protein
[Glycine max]

gil170010

920

R.AVGYLSGK.K
R.GVIGSMFK.A + Oxidag&o (M)
K.ELEQVNR.E
K.TAETAEVTK.N
K.RAVGYLSGK.K
K.RGVIGSMFK.A + Oxidacéo (M)
K.ENVSGAGETAR.R
K.AVQDTYENAK.E
K.VGEYADYASQK.A
6,68 /71808 41 K. AGEYTDYASQK.A
R.FDEEGVVNVER.R
K.LGELKDTASDAAK.R
K.MGEYKDYAAEK.A + Oxidagao (M)
K.EMASETAEATANK.A
K.VEESRPGAIAETLK.A
K.ENTKENVSGAGETAR.R
K.AADQIAGQTFNDVGR.F
K. THDIYDSATDNNNNK.T
R.DRDFGVVAEQQQQHHQEDQQK.R

112



168

LEA protein [Glycine max]

0i|1389897

529

K.SLTSIGEK.L
R.QSVVLETR.V
K.GLAASAGETAK.E
R.DVGKFEMR.T + Oxidacéo (M)
R.ESGGQVVAEK.G
R.VMVSGEDER.V + Oxidacéo (M)
K.DYTLQAAEK.A
R.GRESGGQVVAEK.G
K. AAELASMSAGAVK.G + Oxidagao (M)
K.SAGGTTASYVGEK.A
R.TTAVITCTLEK.G
K. AKDYTLQAAEK.A
K.VTDHAAANVVGNK.E
K. AAAHVVEGAAGYAGHK.A
K.MATHFEHLAEQAK.E + Oxidacéo (M)
K.DTPQGSIEALQAGER.V
R.ETHELGAHFESLADK.V
K.QAASETLNTTTQTAQEK.S
K.EGTGSIVFTAIGETVSSAGEK.V
K.KPSQPQEAEERPSEGIGETVR.Q

6,61 /80306 36

169

glutathione S-transferase GST 14 [Glycine max]

gi|11385443

317

K.IEEEIK.G
K.QYPLLPR.D
R.TALSSTFQG.-
K.MLVYFHSR.R + Oxidacao (M)
R.FWANFAEQK.L
K.LLSFFASPFGK.R
K.MLVYFHSRR.T + Oxidagao (M)
K.TSLLLQLNPVHK.K

6,31 /28063 28

170

glycinin subunit G2 [Glycine max]

gi|18637

191

R.VTAPAMR.K + Oxidagéo (M)
K.EAFGVNMQIVR.N + Oxidagao (M)
R.NLQGENEEEDSGAIVTVK.G

4,79 /30714 7

171

unknown [Glycine max]

gi[255637485

206

K.FSYPQQCER.K
R.NGFIYYVLPAIR.G
K.DTCPITVVQSPNPNSK.G

6,24 / 18580 18

172

2S albumin pre-propeptide [Glycine max]

gi[2305020

221

K.CCTEMSELR.S + Oxidag&o (M)
K.ELINLATMCR.F + Oxidacao (M)
K.IMENQSEELEEK.Q + Oxidagéo (M)

4,77 /16010 19

173

Chain A, Soybean Agglutinin Complexed With 2,6-
Pentasaccharide

qil6729836

240

K.TSLPEWVR.I
K. TTSWDLANNK.V
- AETVSFSWNK.F
R.TSNILSDVVDLK.T
R.ALYSTPIHIWDK.E
K.VDENGTPKPSSLGR.A
K.QPNMILQGDAIVTSSGK.L + Oxidacéo (M)

5,53 /35372 32
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174

glycinin [Glycine max]

gi|18641

191

4,63 /35758

12

K.LQSPDDER.K
K.LQSPDDERK.Q
K.HFLAQSFNTNEDIAEK.L
K.QGQHQQEEEEEGGSVLSGFSK.H
R.KQGQHQQEEEEEGGSVLSGFSK.H
R.VFYLAGNPDIEYPETMQQQQQQK.S + Oxidacéo (M)

175

glycinin [Glycine max]

gi|18642

222

4,78 / 24584

12

K.LQSPDDER.K
K.LQSPDDERK.Q
K.HFLAQSFNTNEDIAEK.L
K.QGQHQQEEEEEGGSVLSGFSK.H
R.VFYLAGNPDIEYPETMQQQQQQK.S + Oxidagéo (M)

176

RecName: Full=Beta-conglycinin, beta chain; Flags:
Precursor

gil121282

42

6,96 / 56823

R.SPQLENLR.D

177

RecName: Full=Beta-conglycinin, beta chain; Flags:
Precursor

gil121282

50

6,85 /55455

R.SPQLENLR.D

178

unnamed protein product [Glycine max]

gil218336143

337

6,60 /51098

31

R.GVMLSDGK.T + Oxidagao (M)
K.GQTPLFPR.I
K.INPAAPLDK.V
R.TDIPGVVEK.Y
K.ILFNSLCR.T
R.IGVDLLTNR.F
K.QFGVTDFVNPK.D
K.GTFYGHYRPR.T
K.SEESNLCELLR.I
R.ILGHEASGIVESVGK.G

179

malate dehydrogenase [Glycine max]

0i[5929964

454

6,39 /45950

54

K. TLCTAIAK.Y
K.ANLDDDVIK.A
R.LFGVTTLDVVR.A
R.TQDGGTEVVEAK.A
R.DDLFNINAGIVK.T
R.SEVVGYQGDEELGK.A
K.ALEGADVVIIPAGVPR K
K.VAVLGAAGGIGQPLSLLMK_L + Oxidaco (M)
R.KVAVLGAAGGIGQPLSLLMK.L + Oxidagao (M)
K.YCPHALVNMISNPVNSTVPIAAEVFK K + Oxidagao (M)
K.LNPLVSSLSLYDIAGTPGVAADISHINTR.S
K.ANVPVAGVNVPVVGGHAGITILPLFSQATPK.A

180

glycinin chain A2B1a precursor - soybean

FWSYG1

165

7,45/19314

K.NNNPFSFLVPPQESQR.R
K.NAMFVPHYTLNANSIIYALNGR.A

181

Basic 7S globulin - Glycine max

BAA03681

125

7,88 /15343

R.QLEENLVVFDLAR.S
K.INAYPSVDLVMDKPNGPVWR.I

182

Glycinin A1bB2-784.- Glycine max (Soybean).

Q852U4_SOYBN

151

8,49 /19039

K.NNNPFSFLVPPKESQR.R
K.NAMFVPHYNLNANSIIYALNGR.A

183

glycinin chain A5A4B3 precursor - soybean

FWSYG5

272

9,17 /19693

11

R.ISTLNSLTLPALR.Q
R.AIPSEVLAHSYNLR.Q
K.YEGNWGPLVNPESQQGSPR.V
K.NGIYSPHWNLNANSVIYVTR.G
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R.ISTLNSLTLPALR.Q
R.AIPSEVLAHSYNLR.Q

184 glycinin chain A5A4B3 precursor - soybean FWSYG5 285 9,38 /20100 11 K. YEGNWGPLVNPESQQGSPR.V
K.NGIYSPHWNLNANSVIYVTR.G
R.ISTLNSLTLPALR.Q
185 glycinin chain A5A4B3 precursor - soybean FWSYG6 121 9,73 /21122 8 R.AIPSEVLAHSYNLR.Q
K.YEGNWGPLVNPESQQGSPR.V
K.LHENIARPSR.A
R.ISTLNSLTLPALR.Q
186 Glycinin A3B4 subunit.- Glycine max (Soybean) Q7GC77_SOYBN 318 9,88/19314 14 R.QFGLSAQYVVLYR.N
R.AIPSEVLSNSYNLGQSQVR.Q
R.NGIYSPHWNLNANSVIYVTR.G
K.GAIIFGDAPNNMR.Q
187 basic 7S globulin precursor - soybean S06750 74 9,84 / 29411 9 K.GAIIFGDAPNNMR.Q + Oxidagao (M)
R.NTQGVAGLGHAPISLPNQLASHFGLQR.Q
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.- Glycine K.TLLFGDKPVTIFGHR.N
188 max (Soybean). Q2I0H4_SOYBN 92 7,24 /36815 8 K LVSWYDNEWGYSSR.V
K.LSAQYGSLR.K
189 glycinin chain A2B1a precursor - soybean FWSYG1 113 7,44 / 78920 7 K.SQSDNFEYVSFK.T
K.NNNPFSFLVPPQESQR.R
- . R.AHTFVSPR.H
190 Sucrose-binding protein precursor related cluster TA1389_3847 41 5,35/57373 2 K FEEFFGPGGR.D
Glycinin precursor [Contains: Glycinin A3 subunit;
191 Glycinin B4 subuni] TA389_3847 32 4,55 /37255 2 K.HFLAQSFNTNEDTAEK.L
192 glycinin G1 precursor - soybean S10851 126 7,56/ 38864 3 R.LSAEFGSLR.K

R.VFDGELQEGR.V
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