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RESUMO

Técnicas de analise ndo-alvo tém sido sugeridasocamalise
complementar de seguranca em plantas geneticanmeodficadas
(GM), na deteccédo de efeitos inesperados. Nest&exton proteinas
apresentam interesse especial como ferramentaatiag@o de culturas
alimentares geneticamente modificadas, pois podem tsexinas,
antinutrientes ou alérgenos. No presente trabafttantas de oito
variedades brasileiras de milho, sendo quatro dades MONS810
(DKBYG 240, DKBYG 330, DKBYG 350, AGYG 6018) e quat
isolinhas ndo GM (DKB 240, DKB 330, DKB 350 e AG1®), foram
cultivadas lado a lado, por 10 dias, em condigOewientais
controladas. O experimento foi realizado em doissa2010 e 2011.
Parametros fisiolégicos (peso, comprimento dasaflielorofila e teor
de proteina total) foram comparados, foram obsewvaiferencas, mas
as diferencas ndo foram constantes entre todaariaslades MON810 e
isolinhas. Os perfis protedmicos das folhas foraalisados usando gel
de eletroforese bidimensional com posterior espetdtria de massa.
Para cada variedade foram extraidas proteinas deoomcontendo
cinco plantas, as extracdes foram feitas em tafaicem 2010 e em
2011. Cada um dos extratos originou um gel 2DBJiraindo seis géis
para cada variedade. Para analise protedbmica evosige spot
exclusivo aquele presente em todos os seis géisriedade e ausente
nos seis géis da sua correspondente. A varieda®Z4K apresentou 6
spots exclusivos, enquanto a variedade DKBYG 240 apteseapenas
1 spot exclusivo, quando comparadas entre si. A variedadB 350
apresentou 4pots exclusivos, enquanto DKBYG 350 apresentapdt
exclusivo, quando comparadas entre si. Ospbts foram identificados
por espectrometria de massa. As variedades AGYG é@KBYG 350
nao apresentarangpots exclusivos, quando comparadas com suas
isolinhas ndo GM. No presente estudo, as proterakisivas foram
observadas em duas das quatro variedades MON&i8, @oteinas sédo
especificas para cada variedade. Neste trabalhesarnga exclusiva de
spots ndo foi constante entre variedades MON810 e isadinimdicando



possivelmente que as diferengcas encontradas nfis pealiados néo
estéo relacionadas ao evento MON810.

Palavras-chave: Proteoma, MONS810, eletroforese bidimensional,
milho, OGM.
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ABSTRACT

Profiling techniques have been suggested as aangated approach in
the safety assessment of genetically modified plantorder to detect
unintended effects. Proteins are of special intdyesause they may be
toxins, antinutrients or an allergen. In the préseork, seedlings from
eight Brazilian maize varieties, four MON810 GM iedies and four
non-GM varieties (DKB 240, DKB 230, DKB 350, AG @)lwere
grown side-by-side for 10 days under controlled irmmmental
conditions. The experiment was conducted twice2®i0 and 2011.
Physiological parameters (aerial part weight, ma@af length,
chlorophyll and total protein contents) were corsparand some
differences were observed., Nevertheless, thederefices were not
constant between every MON810 and non-GM counterpagaf
proteomic profiles were analyzed using two-dimenaio gel
electrophoresis (2-DE) and mass spectrometry. Boh &ariety, three
leaf protein extractions were carried out in eaehrygenerating six 2-
DE gels per variety. The comparison between MON&@ its
counterpart was limited to qualitative differenagsfully reproducible
protein spots patterns. It was observed one exesgiot in all six 2-DE
maps of MON810 DKB 240, and 6 exclusive spots im-GM DKB
240. It was also observed one exclusive spot in MONDKB 350, and
4 exclusive spots in non-GM DKB 350. Eleven outwélve exclusive
spots were identified by mass spectrometry. CompgablKB 230 or
AG 6018, exclusive spots were not detected. In ghesent study,
exclusive proteins were observed in two out of IM@®NS810 varieties,
these leaf proteins are variety specific. The olekiprofiles seem to
support the fact that the differences should notdbated to MONS810
character.

Keywords. Proteome, MON810, two-dimensional gel electropheres
maize, GMO.
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INTRODUCAO

A producgdo mundial de graos, em 2009, atingiu #Hés de
toneladas (FAO, 2011) e segundo a Conab (2011 psilBatingira 161
milhdes de toneladas de grdos na safra 2010/204dte Nontexto, a
area mundial de cultivo de plantas geneticamentdifitedas (GM)
estd em crescimento continuo, e atingiu 148 millkdiediectares em
2010, sendo que 25 milhdes de hectares estdo rsil. BDamilho é a
segunda planta GM mais cultivada no mundo, ocupdbdmilhdes de
hectares em 2010, o que representa 29% do totalderas de milho.
No Brasil o cultivo de milho GM ocupa 7 milhdeshectares (JAMES,
2010).

A introducdo de sequéncias de DNA exdgeno no geragna
uma planta (transgenia) para conferir propriedadesejadas, pode
resultar, direta ou indiretamente, em efeitos piémcos nao
intencionais. Efeitos além daquele desejado pedb @gene foi inserido
representam uma das preocupacles levantadas sdpbcacdo de
técnicas de DNA recombinante para producao de atoeg(CELLINI
et al.,, 2004; CHASSY, 2004; RUEBELT a, b, c; RICROEt al.,
2011).

Em relacdo a avaliacdo de possiveis efeitos n&mditnais,
corporacdes internacionais tém formulado diretrizwsicas para
harmonizar estratégias de avaliacdo em escala Igldbarincipal
ferramenta para avaliacdo de seguranca de alim&@ibg o conceito
de Equivaléncia Substancial, formulado pela Orgadia para
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD) e®i3,19ue
compara, através de técnicas de analise-alvodeatiéess GM em relacéo
as variedades ndo GM consideradas seguras (KOK IPER] 2003;
METZDORFF et al.,, 2006; RICROCH et al.,, 2011). Taisalises
abordam compostos pré-determinados, de forma ®soladndo a
Equivaléncia Substancial um ponto de partida para abordagem mais
abrangente que avalie efeitos ndo intencionais (KQXIPER, 2003).

Técnicas de andlise ndo-alvo, como a transcripgimic
protedmica e metaboldmica, sdo ferramentas complanmes na
avaliacdo de seguranca de variedades transgéoiciscada técnica da
uma contribuicdo especifica para a compreensaalgliabsistema. Sao
técnicas com andlise ampla de perfil e permitemidasdsimultaneas e
a comparacdo de milhares de componentes sem aden#ficacdo
prévia (KUIPER et al.,2003; CELLINI et al., 2004HBSSY et al.,
2004; PICCIONI et al., 2009).
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Nas plantas GM, os produtos de transcricdo do igproeluzido
e, possivelmente, as rotas bioquimicas modificatlavés dele, podem
interagir regulando outros genes ou outras viagudibicas. Caso a
modificacdo genética altere as rotas metabdlicasx@ia producdo de
novas proteinas (como toxinas e alérgenos), o @raedo organismo
sera alterado. Portanto, a analise do perfil ddefiras (proteoma)
possibilita a deteccdo de possiveis efeitos ptgiatos (KOK E
KUIPER, 2003; CELLINI et al., 2004; ZOLLA et al.0a8).

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalh@dmparar o
proteoma das folhas de quatro variedades de milio ¢ntendo a
tecnologia Yield Gard (MONB810), com suas isolinhado GM,
utilizando eletroforese bidimensional (2 DE) com steoior
espectrometria de massa. O objetivo geral foi avadis diferencas
qualitativas da expressao de proteinas entre ‘ealésd GM e suas
isolinhas néo GM.

Este trabalho é parte do projeto de pesquisa “Rémdue
calibrantes para quantificacdo de OGM e andlisepdiieoma das
variedades GM e suas isogénicas”, que foi aprovado Edital
CNPg/MAPA/SDA n° 064/2008.



CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Cultivo do Milho

O milho ¢Zea mays) é uma espécie pertencente a tiiteydae,
familia Graminea (Poacea). O milho possui um histérico de mais de
oito mil anos nas Américas e é cultivado desde doge pré-
colombiano. E uma das plantas superiores mais acterizadas.
Hoje é a espécie cultivada que atingiu o mais devgrau de
domesticacdo e sO sobrevive na natureza quandeaddtpelo homem
(BAHIA e GARCIA, 2000; FORNASIERI, F. D., 1992).

O milho é o terceiro cereal mais cultivado no mynskendo
utilizado com destaque no arragoamento de animaisespecial na
suinocultura, na avicultura e na bovinocultura eieel Para a industria
as formas de comercializagdo costumam ser o fdeefoilho, milho em
gréos e o Oleo bruto. Na alimentacdo humana é cemienempregado
na formain natura, como milho verde, e na forma de subprodutos, como
pao, fuba, na composicdo de cereais matinais ec@iGIMILHO,
2010).

O maior produtor mundial de milho ainda é os EU&mMCc316
milhdes de toneladas previstas para safra 10/ktackndo que 1/3 de
sua producao destina- se para a industria do bingstivel. O Brasil é
o terceiro pais em producao, e atingira cerca daib®es de toneladas
na safra 10/11 (CONAB, 2011).

A cultura do milho ocupa posicdo de destaque emse
atividades agropecuérias do Brasil, na safra 1G&rEo em torno de 13
milhGes de hectares plantados (CONAB, 2011). Eadreaz0es de sua
importancia, destacam-se o seu cultivo na maiogis jgropriedades
rurais e seu valor de producéo relativamente bdixa.segunda maior
entre as culturas anuais, sendo superada apemasojel(EMBRAPA,
2011).

No estado de Santa Catarina a producdo do milhsaapmke
muito importante ainda é deficitaria, devido aoanges rebanhos de
aves, suinos e vacas leiteiras, que requerem grajubintidades de
gréos. A producéo no estado em 2010 atingiu 3,Bomd de toneladas
(EPAGRI, 2010).

O melhoramento genético representa, desde os plivsdda
agricultura, a forma mais usada e a mais sustdntéwe termos
econbmicos, sociais e ambientais, para o aumenpoadiutividade das
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culturas. No Brasil, até a década de 90 o SisterasilBiro de Pesquisas
Agropecudrias, através da Embrapa, dominava aacelet preservacao
de material genético das sementes de milho, bemo ceeu
melhoramento e lancamento de novas variedades (RASEt al.,
2006).

Atualmente, o melhoramento genético no Brasil, aléa
Embrapa, conta com empresas privadas produtorasedeentes,
inclusive de milho, que através de melhorament@mn selecionam
as caracteristicas agrondmicas necessarias pava pnadlutividade dos
gréos. Séo avaliadas as condicbes ambientais dioplaondices de
chuvas, temperaturas, ocorréncia de geadas, peedergpencas, época
de plantio, finalidade do uso da cultura, entreéasutaracteristicas, para
que variedades de milho chamadas “elite” sejamodisjlizadas aos
agricultores.

2. Culturas Geneticamente Modificadas

A producgéo de variedades geneticamente modificé@is)
baseia-se na transformacédo genética através dadonseo genoma da
planta de uma ou mais sequéncias de DNA, geralrisaledas de
espécies diferentes, de forma a garantir a expredsgs) gene(s) de
interesse. As caracteristicas genéticas modificadeplantas fornecem
novas propriedades, como resisténcia a doencaetdn tolerancia as
intempéries climaticas, aumento da qualidade eatlr wutricional de
culturas alimentares, tolerancia a herbicidasgeemiitros (ANKLAM et
al., 2002; CELLINI et al., 2004).

A construcdo de OGM para expressar determinadaipeot
normalmente utiliza trés elementos basicos no tmske expressao: o
promotor, que controla a expressdo do gene recamign no
organismo; a regido codificadora, que codifica@gina recombinante
de interesse; e a regido terminadora, que deteronfirteal do processo
de transcricdo do gene recombinante. Além disste per adicionado
um gene marcador que serve para selecionar aaséuk, de fato,
foram transformadas (MARCELINO et al., 2003). Om@to promotor
mais utilizado é o PCaMV 35S, promotor derivado ufius
fitopatogénico do mosaico da couve-flor, e o eldmé@minador mais
utilizado é o TNOS, derivado do gene da nopalingase do plasmidio
Ti da bactériaAgrobacterium tumefaciens (MEYER, 1999; WOLF et
al., 2000).
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Alimentos GM foram introduzidos comercialmente 894,
nos EUA. A primeira cultura comercial de planta éotomate “Flavr
Savf™”, com introducéo de gene que confere atraso nalareeimento
(KOK e KUIPER, 2003). Desde entdo a adocéo de radtalimentares
GM tem aumentado continuamente em todo o mundalna¢mte s&o 24
culturas vegetais comercialmente aprovadas e adbiy em 29. A area
mundial de plantio passou de 2,8 milhdes de hectare1996, para 148
milhdes de hectares em 2010 (JAMES, 2010).

As primeiras culturas GM liberadas comercialmeifideam
desenvolvidas para conferir melhorias de ordem régnica, que
pretendem diminuir perdas nas lavouras e consegleminento na
produtividade. A soja é a planta GM com maior apgéwo comercial no
mundo, sendo que em 2010, 81% do total de lavaea®ja plantadas
foram GM (JAMES, 2010). Como exemplo, temos o aveRR, que
confere a soja tolerancia ao herbicida glifosato.

Duas novas linhas na engenharia genética estdoo send
atualmente exploradas para o setor de alimentadteeacdo de rotas
metabodlicas mais complexas usando mdltiplos genes feco em
caracteristicas que beneficiem os consumidoresui@aldesenvolvidas
neste sentido tém sido chamadas de culturas GMeglenda geracéo.
Essa nova geracdo de alimentos GM, beneficiaréo tast paises
desenvolvidos quanto os paises em desenvolvimgris, podera
contribuir com o aumento na oferta dos alimentosichd e também
com a diminuicdo da prevaléncia de desnutricdoquada por auséncia
de micronutrientes, que através da modificacaotgengodem ter seus
niveis elevados nos alimentos (KOK e KUIPER, 2@@EASSY, et al.,
2004). Como exemplo pode ser citado o “arroz daftague possui
como caracteristica alto teor de pro-vitamina A (¥&al., 2000).

Culturas GM estao sujeitas a diferentes legislagtesodo o
mundo para cobrir aspectos de seguranca e prosgdmnsumidor,
quando destinados ao consumo de humanos e aniExasse ainda a
preocupacao com o0s riscos ambientais, onde secdestuxo génico
com plantas silvestres (THOMSON, 2003; GOGGI et2106), como
ocorreu com espécies selvagens de milho no Méxcm foram
contaminadas com pélen de milho GM cultivado nosAHQUIST;
CHAPELA, 2001). Um efeito prejudicial da modificac@enética que
confere resisténcia a insetos esta relacionado aanorte de outros
insetos, além do inseto alvo, o que pode gerar wseqlilibrio
ecologico (THOMSON, 2003).
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Com relacdo a Biosseguranca e monitoramento de G(@&M,
escala global, pretende-se alcancar uma uniforéizagdos
procedimentos de andlise de riscos da liberacdauttaras GM, e
também a harmonizacdo na avaliacdo de riscos fe®rmties paises.
Nos ultimos anos, grupos de pesquisa relacionadogema, tém
debatido intensamente sobre a uniformizacdo e haragho para
analise e monitoramento de OGM. Neste contexto2@®8, ocorreu a
Primeira  Conferéncia  Global de Andlise de OGM
(www.gmoglobalconference.jrc.ec.europa.eu) e asudsbes foram
direcionadas aos seguintes temas:

1. Preservacgdo da identidade das variedades GM.

2. Distingdo entre as variedades GM autorizadas e @M n
autorizadas.

3. Deteccdo e quantificacdo da presenca de derivados d
OGM.

4. Avaliacdo de seguranca de novas variedades GM.

Em relacdo & avaliacao de seguranca de novas adesGM,
corporacdes internacionais tém formulado diretriz#sicas para
harmonizar estratégias de avaliacdo de seguramganghr em escala
global. A base comum é a Avaliacdo Comparativa égufanca das
novas variedades GM em relacdo as variedades adoweais que s&o
consideradas seguras (METZDORFF et al., 2006; KO#,e2008). E
necessario o estabelecimento de novas metodologiksn da
equivaléncia substancial, que colaborem para a a@gfo das
variedades GM em relacdo as variedades convensjomaifim de
identificar possiveis efeitos pleiotropicos (RUEBEIlet al 2006a).

No Brasil, o cultivo e a liberagdo comercial deiedades GM
dependem da aprovacdo da Comissdo Técnica Naciaokeal
Biosseguranca (CTNBIio) e do Conselho Nacional desf&iguranca
(CNBs). A Resolucdo Normativa n°® 3 da CTNBio disg@bre as
normas para liberacdo planejada no ambiente e tanliideracao
comercial. As questdes centrais a serem respondidagproposta
apresentada para a liberagcdo, pela empresa irdagssncluem
informacdes sobre a espécie a ser liberada, oivabjeéa modificacéo
genética, o contexto do local onde serd liberadagdificacdo genética
realizada e sobre estudos ambientais e de segujangealizados
(BRASIL, 2002).
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A primeira cultura GM liberada comercialmente naa$l,
pela CTNBio, foi a sojadRoundup Ready, em setembro de 1998. Tal
evento, desenvolvido pela empresa MONSANTO S.Aesgnta o gene
cp4-epsps, deAgrobacterium tumefaciens que codifica a enzima 3-
enolpiruvil-chiquimato-5-fosfatosintase  (EPSPS),spansavel pela
tolerancia ao glifosato (PADGETT& al., 1995).

No Brasil, atualmente existem 21 eventos GM aprosajlie
sdo destinados a producdo de alimentos para conswmano ou
animal, 15 eventos de milho e 6 eventos de sojafonme dados
oficiais publicados pela CTNBiIo (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 Eventos de soja e milho geneticamente modificados
aprovados para producgdo e comercializagdo no Brasil

Soja GM Evento aprovado
1998 soja RR® ou GTS 40-3-2
2009 soja CV127 ou BPS —CV127 -9
MON87701
2010 MON89788

evento A2704-12
evento A5547-127

Milho GM Evento aprovado
T25
2007 MON810
TC1507
GA21
2008 Bt11

Roudup ready 2 ou NK603

TC1507 x NK603
Bt1l x GA21
2009 MON89034

MIR162
MON810 x NK603
MONB89034 x TC1507 x NK603
MON88017
MON89034 x NK603
Bt11 x MIR162 x GA21

2010

Fonte: CTNBIo
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2.1 Milho geneticamente modificado

O milho é a segunda cultura GM mais difundida, depa soja,
com uma area global de aproximadamente 45 milh&esedtares em
2010, o que representa 29% do total de lavourasitie® do mundo
(JAMES, 2010). Segundo a empresa Celeres, repaggerda ISAAA
no Brasil, em 2008 eram 1,3 milhGes de hectarawilih® transgénico,
ja em 2010 as lavouras de milho GM ultrapassarari oslhdes de
hectares.

Existem diversas linhagens de milho transgénicoe qu
apresentam diferentes cassetes de expressdo ceenths sequéncias
de DNA recombinante introduzidas. As modificacdemnégicas do
milho que conferem resisténcia a pragas e tolex&aoi herbicida
glifosato sdo as mais comuns, e esses tipos ddicagdies geralmente
resultam na expressao dos transgetrgdA(b) e bar/pat (MATSUOKA
et al., 2002; CELLINI, 2004; JAMES, 2010).

A expressdo em milho do geoeylA(b), clonado da bactéria
Bacillus thurigiensis (presente naturalmente no solo), promove
resisténcia a insetos da ordem Lepidéptera. Derdrénsetos dessa
ordem, encontra-se a broca europeia do milBatrinia nubialis),
principal parasita do milho e responsavel pelagadwe 5 - 10% da
produtividade das areas cultivadas (BATS, 2003; ICHO, 2010).

O efeito inseticida ocorre provavelmente pela Bgaegspecifica
das proteinas cristalina<rfy) nos receptores intestinais do inseto,
causando vazamento de ions e dano osmético nass;éhié total
desintegracdo do mesentério e morte do inseto. Efgst toxico
seletivo ndo se estende aos outros organismos &metemham tais
receptores compativeis, o que confere a inérctaxdiaaCry em relagéo
aos outros insetos, seres humanos e animais (RAMREX al., 2003;
QUERCI e MAZZARA, 2004).

Vérias subespécies @acillus thurigiensis (Bt) sdo conhecidas
e efetivas contra diferentes tipos de insetos morgypresentam
diferentes genexy e produzem toxinas especificas. Os principais genes
utilizados em milho saorylA(b), crylA(c) e cry2Ab2, que codificam
toxinas efetivas aos insetos lepidopteros (BAT,32@DTNBIo, 2010).
As linhagens de milho GM MON810, Btll, MON89034 s o
cruzamentos que resultam delas, possuem gepéasseridos (CTNBIo,
2010).

O evento MONB8L10, representado na Figura 1.1, fiizado
como modelo de avaliagdo no presente trabalho @ek®nvolvido pela
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MONSANTO no Canada. Esse evento expressa o ggté(b) sob o
controle do promotor 35S CaMV (P35S) derivado dasvtlo mosaico
da couve-flor (CaMV) (YAMAGUSHI et al.,2003). O gewrrylA(b)
esta truncado, ou seja, a insercdo ocorreu de famgcw@mpleta na
linhagem MONS810 devido a perda da regido 3’ da ttogdo original
(HERNANDEZ et al., 2004).

A insercdo do fragmento de DNA recombinante foilizada
através da técnica de biobalistica, onde uma phatide metal,
geralmente ouro ou tungsténio, revestida com orfeago de interesse é
projetada com alta pressdo no tecido da plantaqaratinja o ndcleo
da célula. O fragmento de DNA contendo o0 gene ti#aase entdo se
integra ao DNA da planta (CELLINI et al., 2004).

Figura 1.1 Desenho esqueméatico do fragmento truncado de DNA
recombinante presente no evento MON810. P35S: paor86S CaMV

do virus do mosaico da couve-flor, hsp70 Int: Intde proteina de
choque térmico hsp70 de milhwylA(b): gene da proteina CRY1Ab de
Bacillus thuringiensis.

O plantio de milho MON810 foi aprovado nos EUA e896 e
a comercializagdo em 1998, como alimento e racénadnNo Brasil o
MONS810 foi o primeiro evento GM de milho aprovadofato ocorreu
em 2007, porém foi oficialmente colhido em 2008 NIEZS, 2010).
Atualmente no Brasil sdo 19 eventos de milho GMowgulos pela
CTNBio para plantio e comercializagcdo, porém apdf@asventos foram
disponibilizados para os agricultores na safra Zid (CTNBio,
2010; EMBRAPA, 2011). Do total de 498 variedades rdgho
disponibilizadas para comércio, 136 sdo GM, restdta de cinco
eventos transgénicos para o controle de pragas @AONTC1507,
Btll, MON89034, MIR162) e de dois eventos que aor2sn
tolerancia a herbicidas (GA 21 e NK 603). Em algcesos, a variedade
apresenta resisténcia aos insetos e toleranciebiida (GA 21 x Bt11,
TC 1507 x NK 603, MON810 x NK603) (EMBRAPA, 201I)abela
2).
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Tabela 1.2Variedades de milho GM comercialmente disponiveis p
safra 2010/2011

Evento Caracteristica N° variedades
MON810 (YG) 50
TC 1507 (Herculex ) Resisténcia insetos 41
Bt 11 (Agrisure TL) lendonteros 17
MON 89034 pdop 4
MIR162 2
NK 603 (RR) Tole_ranC|a ao 13
glifosato
GA 21 x Bt11 Re?isténcia insetos
epdopteros

+
Tolerancia ao

MONS810 x NK 603 glifosato e/ou
glifosinato

TC 1507 x NK 603

136

Total 9
Fonte: Embrapa, 2011
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3 Avaliacdo de seguranca de alimentos geneticamente
modificados

Em muitos paises a producédo agricola esta se tivreata vez
mais diversificada, pois é crescente a demandacalasumidores por
alimentos mais seguros e nutritivos. Trés sistedagroducdo sao
comuns: (I) plantio tradicional de alta produtivdéa (Il) sistema de
cultivo orgéanico; (lll) cultivo de organismos geamente
modificados. A Ultima opcéo, cultivo de alimentos Gesta crescendo
em importancia nos EUA, Canad4, América do Sul m&porém na
Europa, existe uma alta rejeicdo dos consumidoosspeodutos GM
existentes no mercado, por desconfianca na seguedingentar destes
novos produtos (DAVIES, 2009).

Na producdo de culturas GM, a introducdo de sedpfrme
DNA ex6geno no genoma da planta para conferir prdpdes
desejadas, pode resultar direta ou indiretamentefeitos pleiotrépicos
nao intencionais, ou seja, efeitos além do desgjattoqual o gene foi
inserido. Os efeitos inesperados podem estar oelados as alteragdes
em genes ndo alvos como, por exemplo, genes réga&tou estar
relacionados as alteragbes metabdlicas provocatiapmduto do gene
inserido (CELLINI et al, 2004; CHASSY, 2004; RUEBELet al.,
2006a, b e c; RICROCH et al, 2011). A ocorrénca efeitos
pleiotrépicos € uma das preocupacfes levantadas sohplicacdo de
técnicas de DNA recombinante na producédo de alwse principal
guestdo a ser respondida é se a insercao do gemeolpncdo da
caracteristica desejada provoca algum efeito imedpe e em caso
afirmativo, qual o impacto provocado na saude deamos e animais
(RICROCH et al, 2011).

Com a finalidade de avaliar a seguranca alimergaculturas
GM, uma das diretrizes fundamentais, em escalafjlélo conceito de
“equivaléncia substancial” ou avaliagdo comparatde seguranca
(OECD, 1993; KOK e KUIPER, 2003). A Organizacdo goar
Cooperacédo e Desenvolvimento Econémico (OECD)ajuehte com a
Organizacao das Nacoes Unidas pela Agriculturaraehitacdo (FAO),
tém desenvolvido documentos de consenso para fasasude maior
interesse econdmico, apresentando a composicdo wrientes e
antinutrientes mais relevantes para tais cultiasdocumentos servem
de guia para as andlises composicionais compasatalturas GM
como soja, milho, trigo e beterraba, entre oufpossuem documentos
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formulados pela OECD, com a lista de compostos misia serem
analisados (CELLINI et al., 2004).

Baseando-se no conceito de ‘“equivaléncia substaneia
avaliacdo de seguranca € feita através de técnisasanalise
composicional, onde sé&o utilizadas abordagenstades para comparar
os alimentos (ou ragbes animais) derivados da dedee GM e suas
contrapartes derivados da linhagem isogénica, a damidentificar
diferengas. As abordagens orientadas avaliam cdogpespecificos e
costumam focar na composicdo centesimal, analisecahapostos
téxicos naturalmente presentes, fatores antinatréis, entre outros
compostos isolados (KUIPER et al. 2003; CELLINI at, 2004
METZDORFF et al., 2006; RICROCH et al.,2011). Amahte, as
ferramentas que avaliam a seguranca de culturasnGivem extensas
avaliacGes agronbmicas em varios locais e em difeseperiodos/anos
de cultivo (RICROCH et al., 2011).

Um namero de publicacdes, incluindo o trabalhdzedb pelas
empresas produtoras das culturas GM, mostram ava@uocia
substancial entre linhagens da mesma espécie Gd &N, através de
analises alvo. Por exemplo, Sanders e colabora(®68) encontraram
composi¢do semelhante de aminoacidos, acidos gre&loio e fosforo
nas variedades GM e ndo GM de milho. Em contrajzmrtve e
colaboradores (2000) analisaram a composi¢cédo d¢éecaides de arroz
GM, arroz dourado, e comparando com o arroz ndo &idontraram
elevada producdo de derivados inesperados dosecaiées [
caroteno, zeaxantina e luteina).

Como mencionado anteriormente, em relacdo a adaliae
seguranca das variedades GM, é necessério eswabaietodologias,
além da equivaléncia substancial, que complemeateamparacédo das
variedades GM em relagdo as variedades convensjonaifim de
identificar possiveis efeitos pleiotrépicos (RUEBElet al., 2006a;
RICROCH et al., 2011). A partir do ano 2000 estugassaram a
aplicar novas técnicas, para permitir, em teori@a ypesquisa mais
ampla de alteracbes nas culturas GM, em difereritess bioldgicos.
Sao chamadas técnicas de perfil, e incluem andlisetsanscriptoma,
proteoma, metaboloma, e perfil toxicoldgico. As ralagens de perfil
permitem medir e comparar simultaneamente milhdeesomponentes
sem sua identificacdo prévia, e por isso sao slagricomo
complementares as abordagens orientadas (KOK e ERJIR2003;
CELLINI et al., 2004; RICROCH et al., 2011).
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As técnicas transcriptbmica e protedbmica medem ooeptes,
de um organismo, que estdo sujeitos a constanézages, que podem
ser ciclicas, de desenvolvimento, ou respostasudamgas no ambiente.
As duas abordagens, de perfil de mRNA e proteimspectivamente,
fornecem informacgfes ‘“instantaneas” da célula, decou 6rgéo,
podendo revelar o funcionamento de componenteslacetu Ja a
metabolémica é a ferramenta que mede a composigid ¢m
metabdlitos de uma célula ou tecido, utilizandoaués de quimica
analitica. O metaboloma também reflete a composigéiavel em um
momento especifico do organismo (CELLINI et al.0£20 Técnicas de
perfil podem ser aplicadas para caracterizar viesbdlicas complexas
e suas interconectividades. Tais técnicas de parfibém podem ser
usadas de forma orientada, produzindo informagObse snutrientes
especificos ou outros metabdlitos. No entanto @itapte salientar que
antes de padronizar os métodos de perfil comoagp&ali de seguranca,
uma base de dados precisa ser construida, e oslangboecisam ser
validados e harmonizados em nivel mundial (DAVIEHR)9).

Na Ultima década alguns trabalhos utilizaram aeslde pefrfil
para avaliar culturas GM, comparando as diferemgdse variedades
GM e suas progenitoras ndo GM. Baker et al. (20@8hpararam
através de metaboldmica, trés variedades de triyp c®8m suas
isolinhas ndo GM, em dois locais diferentes, dwanés anos. Os
resultados demonstraram claramente que o ambieféoua o
metaboloma e que as eventuais diferencas entratokoe linhagem
transgénica estavam dentro da mesma faixa que feserdias
observadas entre as linhagens controle cultivadal®eais diferentes e
em anos diferentes.

Utilizando transcriptoma, Coll et al (2008 e 20@®gliaram
duas variedades de milho GM MONS810 e suas isolinaasoin vitro
guanto a campo. Os resultados mostraram expreffsfiendial de um
pequeno conjunto de sequéncias, quando do cuhiwdtro. Quando
avaliado o experimento a campo, as diferencas ademetiram. Os
resultados permaneceram dentro do intervalo dag&winatural.

No Brasil, Branddo e colaboradores (2010) utilizamnalise
protedmica para comparar sementes de soja GM e GEb
Encontraram diferenca na expressdo de 10 proteénasssaltaram a
grande importancia de eliminar a variabilidade expental,
padronizando os parametros que envolvem a aquidggiamagens dos
proteomas.
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Alguns trabalhos apresentando a comparacéo de GiMoe
nao GM utilizando analises de perfil estdo desrit® Tabela 1.3.
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Tabela 1.3Trabalhos ja realizados utilizando andlises dellgsfa comparacdo entre variedades de milho GKl e a

variedades ndo GM

Ferramenta Referéncia Variedades e tratamentos
Mudas cultivadag vitro, MON810 (gene CrylAb) - (variedades
T Coll et al. (2008) Aristis, Sancia, Tietar, Helen e PR33P66)
T Coll et al. (2009) Plantas a campo MONle? R(gggggAb)- (variedades Aristis e
T Coll et al. (2010) Plantas a campo MONslgg%egg 1ADb)- (variedades Helen e
p Coll et al. (2011) Plantas a campo MON810 ('?'?Sg)lAb) — (variedades PR33P66 e
p Albo et al. (2007) Plantas a campo MON810 (EAe?%/ 1ADb) — (variedades LA73 and
Sementes comerciais MON810 (variedade PR33P6&rdpas
P Zolla et al. 2008 diferentes + sementes de plantas cultivadas emradauo a lado
Manetti et al. (2006) MON810, plantas em camara de cultivo (variedade8).a7
S MONS810 (camara de cultivo, lado a lado)
M Piccioni et al. (2009) (background PR33P66)
T.P.M Barros et al. (2010) Duas linhagens GM (MONB81#&nd glifosato tolerante NK603) -

(variedade CRN 3505)
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4 Ferramenta de avaliacdo: Andlise protedmica

Ao contrario do genoma, que é constante para uango,

0 proteoma é altamente dindmico e depende do celolar, de
mudancas ambientais e € tecido especifico. Umaficegio genética,
como a insercdo de um fragmento de DNA, pode afetgenoma
através de uma mutacéo de insercdo, ou ainda pewde a regulacédo
génica, mudando uma via metabolica ou produzinda mova proteina,
deste modo, o proteoma também sera alterado (RUERELI, 2006;
ROSSIGNOL, 2006). A protebmica em vegetais é unmaalfeenta
eficaz para andlise do estado fisiolégico da plad& processos
especificos e também avaliagdo das respostas eedatnodticos e
abidticos, incluindo alteragbes no genoma. Métodtiszados na
obtencdo do proteoma pretendem separar, identiicguantificar as
proteinas de toda a planta ou de um tecido espediROSSIGNOL,
2006).

Proteinas sdo especialmente interessantes paraliacde de
segurancga, pois podem estar envolvidas ou resultayxe sintese de
toxinas, antinutrientes ou alérgenos. Véarios mé&toektdo disponiveis
para a comparacdo qualitativa e quantitativa ddeprma de plantas
(VAN WIJK, 2001; DAVIES, 2009). Até agora,a técaicde
eletroforese bidimensional (2DE) seguida de ideaiffio por
espectrometria  de massa (MS), ¢é a abordagem mplaraante
utilizada para comparar proteomas de plantas cofinaidade de
identificar proteinas diferencialmente expressadJHBELT et al.,
2006a; ZOLLA et al., 2008; BRANDAO et al., 2010)orPser
potencialmente 0til na deteccdo e avaliagdo ddosfénesperados, a
andlise protedbmica representa um passo analiticoplementar as
técnicas de avaliacdo para alimentos GM. Atravésataparacdo do
perfil de proteinas, a probabilidade de deteccamefdéos adversos
inesperados é ampliada, tanto em estudos com pl&ith como com
plantas de cultivo tradicional (KOK e KUIPER, 20@3LLINI, 2004;
DAVIES, 2009).

Resumidamente, a técnica protedmica envolve:

. Eletroforese bidimensional (2DE) em gel de poliaanida,
para separar as proteinas presentes em um tecioidmaira dimensao
separa as proteinas por ponto isoelétrico e a dagor massa
molecular. A imagem gerada contém as proteinasamges e aparecem
como pontos, comumente chamadogs;
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. Andlise de imagem, através deftware, para permitir a
comparacéo entre diferentes perfis proteicos;
. Espectrometria de massa (MS) para determinar sidéele das

proteinas de interesse.

A grande vantagem sobre outras técnicas de sepatagéalta
resolugdo obtida na separagdo. A matriz de pdhacida onde séo
separadas as proteinas permite, dependendo doardgocbloracéo, a
deteccdo das proteinas com sensibilidade elevadas eroteinas
selecionadas podem ser facilmente extraidas paraterjuy
caracterizacao e até mesmo sequenciamento (CELRUQH).

Algumas limitagbes também sao atribuidas a técnica
protedmica, como a perda de proteinas hidrofobkiga resolucéo de
polipeptideos grandes ou pequenos demais, difideklgpara obter
reprodutibilidade da técnica de eletroforese eragho dos géis. Com
relacdo a pouca reprodutibilidade, para a compardeddados obtidos
em diferentes laboratoérios € necessaria a padg#tzpara as técnicas
de extracdo da amostra e para o0s procedimentosletdaf@ese
(CELLINI, 2004; RICROCH et al., 2011). Complemerdan Davies
(2009) ressalta que cuidados devem ser tomados gsmegurar a
reprodutibilidade dos géis, como evitar a variag@o eficiéncia da
coloracao dos géis. E ainda, ressalta a restrigBcadalises devido as
poucas informacdes sobre proteinas e peptideoslasmtos bancos de
dados disponiveis para acesso.

Com objetivo de validar a andlise protedmica coercafmenta
para avaliacdo de efeitos inesperados em plantas Raidbelt et al.
(2006a), validaram os parametros de precisdo, ibduktde,
sensibilidade e linearidade da técnica 2DE. Corstade foi proposta a
possibilidade de analise de novas proteinas, pasdiusao, além de
alteracbes na massa molecular, no ponto isoelérita quantidade de
uma proteina. Em outro estudo os mesmos autoresia@ph a analise
protedmica por 2DE para comparar doze diferentesedades de
Arabidopsis thaliana. As plantas foram cultivadas sob as mesmas
condicbes ambientais e apresentaram variabilidatieral em termos
qualitativos (presenca/auséncia) e quantitativosterfsidade de
expressao) (RUEBELT et al., 2006b).

A fim de avaliar a aplicabilidade da andlise prot@@a para
investigar efeitos pleiotrépicos provocados pelaeipdo de gene
exdgeno, Ruebelt e colaboradores (2006c) analisai@@a linhagens
transgénicas dérabidopsis thaliana por 2DE, onde os proteomas de
suas sementes foram comparados aos de suas isoli@baGM. A
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modificacdo genética das linhagens Alethaliana utilizou trés genes
diferentes, dois deles capazes de alterar umdbiaaimica endégena e
um deles ndo envolvido na alteracdo de rotas miatabp e trés
promotores diferentes. N&o foram encontradas aliem néo
intencionais no proteoma das sementes analisadaeremtas
guantitativas entre agots de linhagens GM e nao GM cairam na faixa
de valores encontrados em estudo preliminar quéamu as linhagens
nao GM deA. thaliana, entre si, ou ainda, estavam relacionadas ao gene
inserido. Apesar de concluir que a andlise protedrdiuma ferramenta
complementar eficaz na deteccdo de efeitos nandioteais, 0s autores
deixam claro que € necessaria uma andlise cribsalados levando em
consideracao a variabilidade analitica e experiatetibs proteomas
(RUEBELT et al., 2006c).

Para validar a andlise protedbmica como ferramenta
complementar as andlises composicionais, Anttonerolaboradores
(2010) avaliaram sete variedades de milho conveatiem seis locais
diferentes da Alemanha, durante duas temporadasecuativas. Eles
mostraram que além do gendtipo do milho, diferelutesis e épocas de
plantio influenciaram os perfis protedmicos de fasubstancial.

Zolla e colaboradores (2008) compararam 0 protea®a
sementes de uma variedade de milho MON810 comsalialia ndo
GM, por duas geragOes diferentes. Encontraramedifer na expressao
de 43 proteinas das sementes de milho MON810, @duiam que as
sementes de milho GM responderam de forma diferasteariacdes
ambientais, devido aos rearranjos no genoma prdescpela insercao
do gene. Em contrapartida, também utilizando progoAlbo et al.
(2007) e Coll et al. (2011) compararam grdos des dizmiedades de
milho GM e suas respectivas isolinhas ndo GM, eltivos a campo.
Os géis de eletroforese foram considerados muiteeklbantes e poucos
spots apresentaram variagoes.

Barros e colaboradores (2010) utilizaram analises
transcriptdbmica, protedmica e metabolémica para pesar duas
variedades de milho GM (Bt e RR) com suas respesiisolinhas ndo
GM. Os autores avaliaram trés locais diferente&ednos consecutivos
de plantio. O estudo protebmico constatou duas ejras
diferencialmente expressas na variedade de milho BRL em
comparacgdo com a variedade ndo GM. O que tambémeaquara duas
proteinas na comparag¢éo do milho Bt com o milho @&b O estudo
concluiu que o ambiente e as diferentes épocaaiktigocexerceram
forte influencia sobre a variacdo entre os proteoraaalisados.
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Também destacou que para o aperfeicoamento dacdédei analise
seria necessaria uma organizacédo dos dados olgidomnados com as
interacbes entre ambiente e gendtipo, e que asemde perfil para
avaliar riscos devem ser consideradas caso a odso,forma
exploratéria, e ndo como um método de rotina.
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CAPITULO 2
ANALISE PROTEOMICA DE QUATRO VARIEDADES

BRASILEIRAS DE MILHO MONB810 E SUAS ISOLINHAS NAO
GM

Artigo submetido adournal of Agricultural and Food Chemistry
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ANALISE PROTEOMICA DE QUATRO VARlEDADI%S
BRASILEIRAS DE MILHO MONS810 E SUAS ISOLINHAS NAO
GM

Geisi Mello Balsamb Gabriela Claudia Cangahuala Inocéntdean
Borges Bertoldg Hernan TerenZj Ana Carolina Maisonnave Arfi

'Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimenentro de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Santari@a, Rod. Admar
Gonzaga, 1346, 88034-001, Florianépolis-SC, Bra&lentro de
Biologia Molecular Estrutural, Departmento de Bionica,
Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil

Resumo

Técnicas de analise ndo-alvo tém sido sugerida® @arardagem para
detectar efeitos indesejaveis em plantas GM. Seawmente oito
variedades de milho, sendo quatro variedades MONBKBYG 240,
DKBYG 330, DKBYG 350, AGYG 6018) e quatro variedadedo
geneticamente modificadas (DKB 240, DKB 330, DKB)3BG 6018)
foram cultivadas lado a lado, por 10 dias, em a@eli ambientais
controladas, em dois anos, 2010 e 2011. Paranfitiol®gicos (peso,
comprimento das folhas, teor de clorofila e praebotal) foram
comparados e foram observadas diferencas, mateasngias ndo foram
constantes entre todas variedades MONS810 e isslinfbs perfis
protedmicos das folhas foram analisados utilizaneletroforese
bidimensional (2DE) com posterior espectrometriandssa. Para cada
variedade foram extraidas proteinas depaot contendo a parte aérea
de cinco plantas, as extraces foram feitas enicatp para cada uma
das repeticdes bioldgicas (2010 e 2011). Cada gexivatos originou
um gel 2DE, totalizando seis géis para cada vatiedRara andlise
protebmica considerou-spot exclusivo aquele presente em todos os
seis géis da variedade e ausente nos seis géimdmespondente. A
variedade DKB 240 apresentogts exclusivos, enquanto a variedade
DKBYG 240 apresentou apenassdot exclusivo, quando comparadas
entre si. A variedade DKB 350 apresentogpdts exclusivos, enquanto
DKBYG 350 apresentou gpot exclusivo, quando comparadas entre si.
Dos 12 spots identificados como exclusivos, 11 foram analisagos
espectrometria de massa (MALDI — TOF). As variedad@YG 6018 e
DKBYG 350 néo apresentaragpots exclusivos, quando comparadas
com suas isolinhas ndo GM, que também ndo apreaentapots
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exclusivos. No presente estudo, as proteinas éxatusforam
observadas em duas das quatro variedades MONS8tHs eroteinas
foram especificas para a variedade em que foramngadas. Neste
trabalho a presenca exclusivagpets ndo foi constante entre variedades
MON810 e isolinhas, indicando que possivelmente didsrencas
encontradas nos perfis avaliados ndo estdo reltasnao evento
MONS810.

Palavras-chave: proteoma, MONS810, eletroforese bidimensional,
milho, OGM.
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1. Introducéo

O primeiro evento de milhoZéa mays) geneticamente
modificado (GM) aprovado comercialmente no BraslapCTNBio
(Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca) e @aaselho
Nacional de Biosseguranca foi o evento MON810 (BRABResolucéo
CNBS 2008). Essa cultura GM contém a inser¢cdo deA DN
recombinante que comanda a expressdo da endotciitiética
CrylA(b), conferindo resisténcia aos insetos lepiddgste
especialmente a broca européia do mil@strinia nubialis), principal
parasita do milho e responsavel pela reducdo de %0% da
produtividade das &reas cultivadas (HERNANDEZ g2@03; BATS,
2003).

Um elemento transgénico Unico de aproximadamer@ekB,
contendo o generylA(b), esta presente no genoma do milho MON810.
Este elemento aparece truncado, ndo possuindoneston e parte do
genecrylA(b), por perda da extremidade 3’ do cassete gwessao
(HERNANDEZ et al.,2003). O gerwylA(b) presente no MON810 esta
sob controle de um forte promotor constitutivo,38 (Matsuoka et al.,
2002; Margarit et al., 2006).

Depois do MONB810, outros eventos de milho GM foram
aprovados no Brasil nos ultimos anos: T25, Btl11907, GA21,
NK603, Roundup Ready 2, MON89034, MON88017 e MIR162
eventos combinados TC1507 x NK603, MON810 x NK603,
MON89034 x TC1507 x NK603, MON89034 x NK603 e Btkl
MIR162 x GA21 [ttp://www.ctnbio.gov.br/index.php/content/view/
14785.htm). A Resolucdo Normativa Brasileira n°® 5 da CTNBio
(BRASIL, 2008) descreve as regras para liberacdoOdganismos
Geneticamente Modificados (OGM) e seus derivados
(http://www.ctnbio.gov.br/index.php/content/view/BZ8htm). o
procedimento para aprovacdo de novos OGM se baseiavaliacdes
comparativas de seguranca. Avalia-se um dossiénglie informacdes
relacionadas ao OGM, como caracterizacdo molecutaralise
composicional, avaliacdo dos riscos para saude tang animal,
avaliagdo de riscos ambientais e plano de monitmém

Em diferentes orientagbes internacionais para sali
composicional de novas plantas GM, a abordagenh @ma@omparacdo
da planta modificada com sua isolinha ndo GM (quesid no mercado
e é considerada segura) cultivadas lado a laddlifenentes locais e em
subsequentes periodos de plantio. Neste contextintefessante
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investigar se 0 nimero atual de experimentos a cgrgronizado por
decisbes regulatdrias ndo possa ser substituidenpa@onjunto limitado
de experimentos em condi¢des controladas (KOK. e2@08). Existe a
preocupacdo de que a insercdo de fragmentos de @blnbinante
possa provocar efeitos indesejaveis e inesperadondp assim, técnicas
de perfil ttm sido sugeridas como uma abordagenplernentar para
deteccdo de efeitos ndo intencionais em plantag/AWATTONEN et
al., 2010). Técnicas de andlise ampla de perfiiggeca, transcriptoma,
protedmica e metaboldmica) podem fornecer uma visdis completa
sobre possiveis mudancas na fisiologia da planta,pgderiam passar
despercebidas ao focar apenas compostos isoladdlPER et al.,
2003). Entretanto, € necessaria uma investigaghifisativa antes que
essas técnicas resultem em informacdes validadasfemadas (KOK
e KUIPER, 2003).

A analise protedmica em plantas é uma ferrameitazepara
andlise do estado fisiolégico, de processos espexife também
avaliacdo das respostas a fatores bidticos e etsotiincluindo
alteracbes no genoma (ROSSIGNOL, 2001). Assim, alisan do
proteoma de tecidos de interesse é um método diectovestigacédo de
possiveis alteracdes imprevisiveis devido a insergib DNA
recombinante.

Véarios métodos estao disponiveis para a compapgdiativa
e quantitativa do proteoma de plantas (VAN WIJKQORODAVIES,
2009). Até agora, a técnica de eletroforese bidaoaal (2DE)
juntamente com a espectrometria de massa (MS) &radlabordagem
mais amplamente utilizada para comparar proteoragslahtas com a
finalidade de identificar proteinas diferencialnentexpressas
(RUEBELT et al., 2006; ZOLLA et al., 2008; BRANDA@ al., 2010).
Apesar das desvantagens, como baixa eficiénciagmesar proteinas
hidrofébicas e capacidade limitada de detectaramtificar proteinas de
baixa massa molecular, a abordagem 2DE possui eganantagens
para analise de proteomas, como robustez, paratelésa capacidade
de analisar proteinas completas em alta resollRA8I(LOUD et al,
2010).

Andlises protedmicas baseadas em 2DE foram utdizadra
comparar proteinas expressas em graos de variedbdddILHO
MONS810 cultivados em campo (COLL et 2011; BARROS et al.,
2010) e também de variedades de milho MON810 eultie em camara
de cultivo, com condi¢des controladas (ZOLLA et 2008). Apesar da
comparacédo de transcriptoma de folha entre milhd\BI® e ndo GM
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ter sido realizada (COLL et al, 2008), ainda nacro publicados
estudos sobre o proteoma de folha de milho MON810.

No presente estudo, a técnica de eletroforese ébidiional foi
utilizada para comparar os perfis protéicos dahafl de quatro
variedades de milho MON810 com as quatro varied&tdimhas néo
GM. Foram selecionadas variedades importantes cigfaente para a
regido Sul do Brasil e 0 experimento foi conduzido sala de cultivo,
com condi¢des controladas.

2. Material e métodos
2.1.Material vegetal

Muitas variedades “elite” de milho contém o gene W80,
porém no presente trabalho, foram selecionadasrsesnde milho que
apresentam maior importancia comercial na regidadsuBrasil. As
sementes certificadas das seguintes variedades: 2KB DKB 330,
DKB 350, AG 6018 e das suas respectivas variedades810,
DKBYG 240, DKBYG 330, DKBYG 350 e AGYG 6018 foranedidas
pela distribuidora Agroceres (Rio do Sul — SC) cnorizag¢édo do Dr.
Don Mittanck (Monsanto Co., St Louis, EUA). As senss foram
analisadas ponested PCR, conforme descrito em Dinon et al. (2008),
para confirmar sua identidade MON810.

Segundo a produtora de sementes Dekalb, variedizdeslho
sdo consideradas “elite” por possuirem perfil geaétjue expressem
caracteristicas agronémicas diferenciadas, pewnitinaior rendimento
e qualidade nos gréos obtidos. Sendo os fatoresdgtegminam o
desempenho dos plantas: condi¢des climaticas,dmede plantio, tipo
do solo e destinacao pés-colheita.

O DKB 240 é um hibrido precoce (maturacdo em 6Q dids),
com altissimo potencial produtivo em todas asualés, ideal para
plantio do cedo e normal, seus gréos sdo ideagsghanentacdo animal.
DKB 330 é uma variedade superprecoce (maturaca®Crmias) no
florescimento e na colheita, tendo alta produtidelana safrinha e é
ideal para plantios pOs-cereais de inverno. Sefigsgsdo ideais para
alimentacdo animal e silagem do grdo Umido, a dltipermite a
compactacdo e estocagem dos grédos na propried&d.360 é um
hibrido precoce, com performance superior no vpder um sistema
radicular que permite superar os estresses hidrimaporcionando
6tima produtividade nos plantios de época norntatdio. Os gréos sdo
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semiduros alaranjados e a finalidade de uso éganantacdo animal.
O hibrido AG6018 possui caracteristicas muito skergbs ao DKB
350, como ciclo precoce, plantio de verdao, em épocaal e tardia, foi
desenvolvido pela empresa Agroceres produtorarderges.

Para avaliacdo dos parametros fisiolégicos e anpfistedmica
foram utilizadas as oito variedades. O experimdatorealizado em
duas repeticbes bioldgicas, uma em 2010 e outra2@ti. Para
minimizar as diferengas ocasionadas pela variaoiidda metodologia,
as amostras MON810 foram cultivadas, coletadaspapaelas e
analisadas, em todos o0s experimentos, em paralaipad isolinhas.

As sementes foram germinadas por trés dias emaestef
germinacdo, na auséncia de luz e a 25 °C, em sedioihm
transferidas, de forma totalmente casualizada, psementeiras
contendo terra adubada, onde permaneceram poratOedi sala de
cultivo com 14h de luz (50 — 100 pmoFrs?) e temperatura 25 °C
(Figura 2.1). Ap6s dez dias de crescimento, o congmto da parte
aérea das plantas (folha média) foi medido, asafottas plantas foram
coletadas, pesadas, imediatamente congeladas ergémiip liquido e

transferidas para freezer com temperatura de -8€© momento das
andlises.

Figura 2.1 Foto das plantas de milho, em sala de cultivo,diez apés
o plantio.
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2.2 Determinacéo do teor de clorofila (a+h)

A determinacdo do teor de clorofila das folhas dt®
variedades foi feita conforme Lichtenthaler (198%K)folha de cada
planta congelada foi triturada em cadinho com gérgo liquido até
atingir a consisténcia de p6 fino. Quatro volumescetona 80% a 4 °C
foram adicionados a amostra. Apds serem transfefdaa tubos de
microcentrifuga de 2 mL, as amostras foram homdgadas e
posteriormente centrifugadas a 500§, 20 min, a 4 °C. Recuperou-se 0
sobrenadante para leitura de densidade dtica (D.@m
espectrofotdbmetro Hitachi U2910. As analises fofaitas em triplicata,
em 2010 e 2011. Para obtencédo do teor de clorofitd, mediu-se a
D.O. nos comprimentos de onda 663 nm (clorofilaea47 nm
(clorofila b) e os célculos foram feitos confornseeguacoes:

Ca (MQ/ML)= 12,25 Ag3— 2,79 Az
Cp (Mg/mL)= 21,50 As47— 5,10 A3
G (Mg/mML)= G+Cp

2.3 Determinacéo de proteina total

Para extracdo da proteina total da parte aéreapldasas,
utilizou-se o método descrito por Carpetiere et(24105), com algumas
modificacdes.

Para cada variedade, em 2010 e 2011, foi realiaaghdracao
de proteina total da parte aérea de trés planddsgdoais, com massas
conhecidas. As amostras foram trituradas em cadarhonitrogénio
liguido até que atingissem a forma de pé fino. Asostras foram
transferidas para tubos de microcentrifuga de 2enadicionadas de 4
volumes de tampao de extra¢do (500 mM Tris/HCInBO EDTA, 100
mM KCI, 2% B-mercaptoetanol, 1 mM PMSF). Ap6s homogeneizagéo
as amostras foram centrifugadas a 1555§) A° C por 20 min, para
obtencdo de um sobrenadante limpido. O teor deipeototal soltvel
foi determinado através da D.O. em 595 nm, utililoan
espectrofotdbmetro (Hitachi U2910), com reativo Eirot Assay
(BioRad"), usando como padréo a albumina sérica bovina JBSA
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2.4 Andlise  Protedmica: géis de eletroforese
bidimensional

2.4.1 Extracdo de proteina total soltvel

A extracao foi feita conforme método descrito paufebert et
al. (2007), com algumas modificagcbes. Para cadeagia foram
utilizadas folhas de cinco plantas para compor pool. Para cada
variedade em cada ano, foram feitas ®&gacdes, totalizando seis
extratos por variedade.

As amostras foram trituradas em nitrogénio liquatibobtencéo
de po6 fino. Foram adicionados 3 volumes de tampdexttacédo | (500
mM Tris/HCI, 50 mM EDTA, 100 mM KCI, 700 mM sacam2%-
mercaptoetanol, 1 mM PMSF) sobre a amostra, quidosferida para
tubos Nalgere de 50 mL. Os tubos permaneceram por 30 min a 4 °C,
em agitacdo. Em seguida adicionaram-se 10 mL d# famponado pH
6-7, e as amostras foram centrifugadas em veloeidadl5550 x, a 4
°C, 30 min. A fase fendlica foi recuperada e aal&ionaram-se 3
volumes de tampdo de extragdo | e foi repetida m@triteggacao.
Novamente a fase fendlica foi recuperada e adidomule 4 volumes de
acetato de aménio 0,1 M/metanol a -20 °C, os tpeomaneceram por
18h no freezer, a -20 °C.

Apés a precipitacdo das proteinas, foi feita arfagacéo das
amostras a 15550 g, a 4 °C, 30 min. O sobrenadante limpido foi
descartado e o precipitado restante foi lavadovegss com 3 mL de
acetato de aménia 0,1 M/metanol a -20 °C e porléivou-se com
acetona a -20 °C. O precipitado foi seco a 4 °Costepormente
ressuspendido em 800 pL de solucédo de solubilizé&#db uréia, 2 M
tioureia, 3% p/v CHAPS, 40 mM Tris-HCIl, 20 mM DT2% IPG
Buffer pH 3 — 10).

Para quantificacdo de proteina das amostras flizaad 2D
Quant Kit (GE, Healtcare) e as leituras de D.O., 480 nm, foram
feitas em espectrofotbmetro Hitachi U2910. O padpdara a
quantificacdo foi albumina sérica bovina (BSA), @qwempanha o 2D
Quant Kit.

2.4.2 Separacdo das proteinas por eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2DE)
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A eletroforese bidimensional foi realizada confoiiadla et. al.
(2008), com modificagbes. Para cada um dos seiqtest de cada
variedade, foi preparado um gel bidimensional, semee em todas as
etapas a amostra MONB810 foi preparada paralelané&ste isolinha
nao GM.

A focalizacdo isoelétrica (IEF) de 450 pg de praeide
amostra foi realizada em tiras de 13 cm com graeliedio linear pH 3 —
10 (Imobiline DryStrip, GE). As tiras foram hidrdtes, durante a noite,
com 250 pL de solucao de reidratacéo (7 M uréM,tureia, 3% wiv
CHAPS, 2% v/v IPG Buffer pH 3 — 10, 0,002% azulldemofenol, 4
mM DTT) contendo 450 pg de proteina. Apés a hidéaa foram
introduzidas em sistema de focalizacao isoeléftieg) Ettan IPGphor
[l (GE) com o seguinte programa: gradiente 500t& aingir 500 Vh,
1000 V até 1000 Vh, 8000 V até 14500 Vh, 8000 V &TS00,
totalizando 33800 Vh, respeitando um limite de @ate de 50 mA/tira.

Finalizada a IEF as tiras foram estocadas a -8CatéCo
momento de realizar a segunda dimensé&o. Antesrdm splicadas no
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), as tiras foraatadas por 15 min
com solugdo de equilibrio (6M uréia, 2% SDS, 75 g-HCI pH 8,8,
29,3% glicerol e 0,002% azul de bromofenol) conteb@d mg/mL DTT,
seguido por 15 min de solucdo de equilibrio corde@8 mg/mL
iodoacetamida.

A eletroforese (segunda dimenséo) foi realizadacaba SE
600 Ruby (GE), em gel de 12% de poliacrilamida & thm de
espessura, utilizando marcador de massa molecBli&cigion Plus
Protei™ Standards, BioR&). Para manter a temperatura entre 10 e 15
°C utilizou-se o sistema de refrigeracdo Multitelthg(GE). A corrente
elétrica aplicada foi de 10 mA/gel por 1h, 20 mA/ger 1h e 30
mA/gel até finalizar a corrida. Os géis foram cosdom solugédo de
Comassie Brillant Blue G250 (Bio-Rad, Herculer, CAJSA)
(Mathesius et al. 2001).Em seguida os géis foramazenados em
sulfato de aménio 20%, 4 °C, até serem digitaligau sistema Image
Scanner Il com programa de computadainscan 5.0, ambos da GE.

Para andlise comparativa dos géis utilizou-se grprma de
computador ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE). Padetaccdo dos
spots foram utilizados os seguintes parametros do prograaliéncig
95, min. area> 11 e rugosidade 5. Osspots foram normalizados e
quando requerido, editou-se a forma e o tamanhonusnos Para
andlise protebmica fez-se a comparacao dos sess dgéivariedade
MON810 com os seis géis da isolinha. Considerogsse exclusivo
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aquele presente em todos os seis géis de uma adeied ausente nos
seis géis da variedade isolinha, e ainda com vohuperior a 0,05%.

2.4.3 Digestao dos spots e analises MALDI-TOF-MS

A digestédo das proteinas do gel de poliacrilamaladalizada
conforme Shevchenko et. al. (1996). As proteinasespondentes aos
spots exclusivos foram retiradas dos géis manualmentereferidas
para tubos de microcentrifuga de 2 mL. Em seguidi@iam processo
de descoloragdo em 400 pL de solucdo acetonitflp, 525 mM
NH4HCO;, por 30 minutos em temperatura ambiente. O protauio
foi repetido duas vezes. A solugdo foi substitufdae 200 pL de
acetonitrila pura, por 5 min e em seguida secacao/dAdicionou-se
solucédo de tripsina 20 ng/pL (Tripsina V5280, PrgmeMadison) em
bicarbonato de aménia 40 mM, acetonitrila 10%. Dedsso, os tubos
permaneceram durante a noite a 37 °C. Os peptidscsmostras foram
extraidos com 30 pL de é&cido trifluoracético 5%gtanitrila 50%. Em
seguida, o extrato foi seco a vacuo e solubilizaata acido
trifluoracético 0,1%.

Os espectros de massa foram obtidos em um sistelhdM
TOF/TOF Autoflex 1l Smartbean (Bruker)A identificacdo das
proteinas foi realizada pesquisando no banco desdsd@BIl-nr usando
0 programa MASCOTOs seguintes parametros foram utilizados para as
buscas no banco de dados: Taxonoiiaidiplantae ou Oryza sativa;
enzima: tripsina; modificagbes fixas: carbamidotagéio da cisteina;
modificagcbes variaveis: oxidacdo da metionina;réoleia das massas
dos peptideos: 300 ppm, carga peptided: A identificacdes foram
consideradas positivas quandosaore calculado pelo MASCOT foi
superior a 40 e a cobertura da sequiéncia de pegtfdiede no minimo
25%. Posteriormente a identificacdo, utilizando BIA procedeu-se a
pesquisa para proteinas homologasc@e apresentado nos resultados
refere-se aquele encontrado para a homologia conprageina
inicialmente identificada.

2.4.4 Repetibilidade da técnica 2DE

Para o ensaio de repetibilidade foram utilizadanesges de
milho ndo GM, variedade DKB 240. O cultivo das pdanfoi realizado
conforme descrito anteriormente. Com a parte adec@ plantas foi
feito umpool, e deste foram feitas trés extracbes em paraletdpone
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descrito acima. A partir de cada extrato protem@rh hidratadas trés
tiras, totalizando nove tiras para a isofocalizag@ada tira hidratada
correspondeu a um gel 2DE (Figura 2.2). Trés casrith cuba SE 600
Ruby (GE) foram realizadas simultaneamente, em cad#la obteve-
se um gel de cada extrato.

Foram comparados os padr6es dos nove géis atravésnero
total de spots detectados e do nimero de spotedugtpreis entre os
géis. Os coeficientes de variagdo (CV) foram calbo$, o desvio
padréo foi dividido pelo valor médio do numero gbets detectados
para cada extrato, multiplicado por 100. Os gréficke dispersao
(scatter plots) foram gerados pelo programa Image Master 2Drfelixti
7.0 (GE) e foram avaliados as inclinacdes das eetas coeficientes de
correlacéo @).

Teste de Repetibilidade

1

"pool" das folhas de
9 plantas DKB240

AN

EXTRATO 1 EXTRATO 2 EXTRATO 3

CORRIDA 1 )
Diferencas entre

CORRIDA 2 as corridas de

) eletroforese
CORRIDA 3

Diferencas entre extracoes

Figura 2.2 Esquema do delineamento experimental utilizado para
avaliar a repetibilidade da técnica 2-DE nas cdetiqutilizadas.
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2.5 Analise estatistica

Os dados de parametros fisioldgicos das planta® (ge& parte
aérea, comprimento de folha média, teor de praetoiais e teor de
clorofila) foram avaliados por andlise de varian@aOVA), seguida
por teste Tukey para comparacdo das médias. Aseuifas foram
consideradas significativas quando p<0,05. Os dé&wlasn analisados
através deoftware STATISTICA® 7 (StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA).

3. Resultados
3.1 Parametros fisiologicos
3.1.1 Peso e comprimento da parte aérea das plantas

Para analise dos parametros peso da parte aéomapeiroento
da folha média, foram calculadas as médias dossdabiiidos de dez
plantas, de cada uma das oito variedades. Foranpacadas as
variedades MON810 com suas isolinhas, nos dois dedep cultivo,
2010 e 2011 (Tabelas 2.1 e 2.2).

Na comparacdo do parametro peso entre as variediBs
240 foram observadas diferencas significativas, eold variedade
MON810 apresentou peso inferior em relacdo a isalirem 2010 e
também em 2011 (Tabela 2.1). Na comparacdo enteisgsempos de
coleta, observou-se diferenca significativa en@r&2e 2011 para o peso
da parte aérea das amostras DKB 240 MONS810 e tangzm as
amostras DKB 240, sendo os maiores valores obses\em 2010. Para
a variedade AG 6018, o peso da parte aérea dampIRON810 foi
superior em relagdo as isolinhas, no ano 2010mJ204.1 nao houve
diferenca de peso entre a variedade GM e a nao &Mplantas
cultivadas em 2011 ndo apresentaram diferenca de paquelas
cultivadas em 2010. Os resultados de peso da aé&me das variedades
MONS810 e sua isolinha, para DKB 330 e DKB 350, aficesentaram
diferencas significativas, em ambos os anos. Tambd&m foram
observadas diferencas de peso entre as plantagadak em 2010 e
2011.

Quando analisado o par&metro comprimento da folBdian
para variedades DKB 240, observou-se que em 2Q@00 k as amostras
ndao GM tiveram comprimento superior as MON810 (Talx2). Os
valores de comprimento da folha média das plangms @M foram
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iguais nos diferentes anos, 0 que também ocorrea @® amostras
MONS810. Para as variedades DKB 330, DKB 350 e A@86040
foram encontradas diferencas entre o comprimentpadte aérea das
plantas GM e ndo GM, em ambos 0s anos. Porém tomsta que as
plantas cultivadas em 2010 tiveram comprimento alleaf inferior as
plantas cultivadas em 2011.

Tabela 2.1 Peso (g) da parte aérea das quatro variedadesillie m
MONS810 e suas isolinhas ndo GM

2010 2011

GM GM
Variedade nao GM nao GM

MONS810 MONS810

DKB 240 0.45+0.05 0.36+0.04 0.36+0.03 0.27+0.08
DKB330 0.30+0.05 0.25+0.05 0.32+0.05 0.3085
DKB350 0.34+0.05 0.32+0.06 0.30+0.06 0.3285
AG 6018 0.29+0.06 0.37+0.04 0.32+0.04 0.35+0.0%

Valores de media £ Dfh=10)
Médias seguidas por letras diferentes apresentmed¢a significativa
nas linhas, para p<0,05, conforme teste de Tukey.

Tabela 2.2Comprimento da folha média (cm) das quatro vadedale
milho GM e suas isolinhas ndo GM

2010 2011
Variedade nao GM Mc();r\l:/zlno nao GM MCCJEI\'\I/|81O
DKB 240 34+3 28+ 7 33+ 7 302
DKB 330 21+2 20+ 4 26+ 72 28+ 72
DKB 350 21+ 8 21+ 3 26+ T 27+2
AG 6018 21+ 4 23+ 7 307 30+7

Valores de media + DFh=10)
Médias seguidas por letras diferentes apresentmed¢a significativa
nas linhas, para p < 0,05, conforme teste de Tukey.
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3.1.2 Teor de clorofila (a + b)

Os resultados do teor de clorofila para cada vadedoram
obtidos através da média dos valores obtidos pésaamostras, em
cada ano. Foram comparados os teores de clorcdita vdriedades
MONB810 com suas isolinhas, e ainda entre 2010 &(Z@bela 2.3). As
plantas MON810 da variedade DKB 240 cultivadas @dil2bbtiveram
teor de clorofila superior as isolinhas cultivadss 2010. Porém néo
houve diferenca nos teores de clorofila entre astat GM e ndo GM
cultivadas no mesmo ano. Para a variedade DKB 38 foram
observadas diferencas entre o teor de clorofilaptastas MON810 e
suas isolinhas, em ambos os anos. Porém constatqueso teor de
clorofila das plantas cultivadas em 2010 foi irderao das plantas
cultivadas em 2011. Foram comparados os resultagogeor de
clorofila das plantas MONB810 e suas isolinhas, 8 330 e DKB
350, e ndo foram observadas diferencas signifestiem ambos os
anos. Também néo foi observada diferenca no teoclatefila das
plantas cultivadas em 2010 e 2011.

Tabela 2.3 Teor de clorofila (a + b) (ugBF) das quatro variedades
MON810 e suas isolinhas ndo GM

2010 2011

) - GM N GM
Variedade ndo GM  \\5\810 ndo GM MONS10

DKB240 332+18 508+29° 629+218° 697 +12f
DKB 330 415+11%2 299 +60 775+38 703 +132
DKB 350 386 + 18 402 + 80 504 + 227 600 + 94
AG 6018 546 + 62 421 +132 568 + 132 475 + 130

Valores de média + DRPn=3). Médias seguidas por letras diferentes
apresentam diferenca sisgnificativa nas linhas pax 0,05, conforme
teste de Tukey. PF: peso fresco.

3.1.3 Proteina total

Os teores de proteina total das plantas MON8100eGid,
cultivadas em 2010 e 2011, para as variedadessada$i, estao
apresentados na Tabela 2.4. Para as variedades2B8BDKB 330,
DKB 350 e AG 6018, ndo observou-se diferenca siatifa entre o
teor de proteina total das plantas GM e ndo GMamalmos os anos. Ndo
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foram constatadas diferencas entre plantas cuftsratbs diferentes
anos, 2010 e 2011.

Tabela 2.4 Proteina total (mg/g PF) das quatro variedadesnitieo
MON810 e suas isolinhas ndo GM

2010 2011

_ N GM 5 GM
Variedade ndo GM  \\5\810 nédo GM MONS10

DKB 240 6.74+0.97 7.96+284 8.37+186 10.6B65
DKB 330 7.89+041 997+188 954+157 7.9884
DKB350 845+1.10 6.84+191 756+085 8.7/893
AG 6018 7.30+2.03 8.86+1.45 791+246 8.16441

Valores de media £ Dfh=3)
Teste Tukey foi aplicado nas linhas, ndo foram etradas diferencas
significativas para p<0,05, em todas as variedd¥espeso fresco.

3.2 Analise protebmica
3.2.1 Repetibilidade da técnica de eletroforesarb&hsional

O ensaio de repetibilidade consistiu na comparalgamove
géis gerados a partir de trés extratos protéicanatana amostra e trés
géis bidimensionais de cada extrato. A repetililédos géis de um
mesmo extrato em diferentes corridas, e de exfpara extrato na
mesma corrida, foi verificada pelo nimero totakpets detectados em
cada gel, pelo numero de spots reprodutiveis astreplicatas (Tabela
2.5) e pela analise dos graficos de dispers@itér plots).

Para as comparacdes realizadas entre os géis dmesmo
extrato, utilizou-se o gel com maior nimero g®ts detectados e
melhor qualidade como parametro, chamadadgeleferéncia. A partir
do nimero dapots comuns entre os géis e o referéncia, e considerand
0 volume destespots, os graficos de dispersdo foram obtidos e as
respectivas inclinacdes da reta e os indices delagéio (R) foram
avaliados (Tabela 2.6).

Na comparacdo entre os géis do extrato 1, 0 nUtotab de
spots detectados variou de 444 a 526, sendo a médiaé@gédis 481 +
42 e o coeficiente de variagdo de 8,7%.5as comuns aos trés géis
foram 193 e os indices de correlagéo entre o referégel 1) e o gel 2,

e o referéncia e o gel 3 foram de 0,75 e 0,89 etis|amente. Para o
extrato 2, o total depots dos géis variou de 344 a 480, sendo a média
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entre os trés géis 421 + 69. Comparando-se ogé&i8s 222spots se
repetiram e os indices de correlacéo entre o referégel 1) e o gel 2, e

o referéncia e o gel 3 foram de 0,81 e 0,84, réispacente. Na
comparacédo dos géis do extrato 3 o numero totgbate variou de 378

a 544, sendo a média 449 * 85 e o coeficiente dac@ de 18,9%.
Nesse caso 104pots se repetiram nos trés géis e os indices de
correlagdo entre referéndigel 1) e o gel 2, e referéncia e o gel 3 foram
de 0,86 e 0,79, respectivamente (Tabela 2.6).

Para comparar a diferenca entre extratos, utilizaa os géis
referéncia de cada extrato como representativosie Ems géis de
referéncia dos diferentes extratos o nimero ta&apaks variou de 480
a 544, sendo a média de 517 + 33 e o coeficientariizcao de 6,4%. O
indice de correlacdo entre o extrato 1 e o extafoi de 0,79, entre
extrato 1 e extrato 3 foi de 0.69 e entre extratoeXtrato 3 foi de 0,87
(Figura 2.3). Para os nove géis o numero totajpdts variou de 344 a
544, sendo a média 450 + 30. Os resultados apaesamnna variagdo
relativamente baixa no niumero total ghets, visto que os coeficientes
de variacéo estao abaixo de 20%.

Tabela 2.5Resultado do ensaio de repetibilidade: deteccGopits e
comparacao entre 0s geis

Spoots Joots
detectados reprodutiveis

Gel Gel Gel

1 > 3 MD DP CV(%)
Extrato 1 526 473 444 481 42 8.7 193
Extrato 2 480 344 439 42169 164 222
Extrato 3 544 426 378 449 85 18.9 104
extrato - 450 30

extrato

MD = média, DP = desvio padréo, CV = coeficientevdgacao
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Tabela 2.6 Coeficiente angular e indice de correlacdo dosogsafde
disperséo do ensaio de repetibilidade

Comparacio Coeficiente  Indice de
parag angular  correlagéo ()

Extrato 1 referéncia x gel 2 1 0,75
referéncia x gel 3 0,91 0,89
Extrato 2 referéncia x gel 2 0,95 0,84
referéncia x gel 3 0,8 0,81
Extrato 3 referenc!a x gel 2 0,92 0,86
referéncia x gel 3 1,06 0,79

ElxE2 0,89 0,87

extrato -
E2 xE3 0,77 0,79

E1l = extrato 1, E2 = extrato 2, E3 = extrato 3
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Figura 2.3 Gréficos de disperséo referentes a comparacaoateopna
entre os diferentes extratos do ensaio de repetié, sendo a escala
expressa em volume dapots. A) referéncia E1 x referéncia E2; B)
referéncia E1 x referéncia E3; C) referéncia E&faréncia E3.

3.2.2 Comparagédo do proteoma de quatro variedadesiho
MONS810 e suas isolinhas

Neste estudo aplicou-se a abordageo@psta poor Coll (2010,
2011), para cada variedade foram realizados séssbiimensionais,
sendo trés das amostras 2010 e trés das amostras @0n padrées
totalmente reprodutiveis, o que limitou as difeeengualitativas. As
extracdes e todos os procedimentos foram realizsidmgdtaneamente,
entre a variedade GM e a isolinha ndo GM, parandimias variagdes
da técnica, como as ocasionadas por diferentesl@®mu no momento



57

da coloracdo (ZIVY, 2007; RUEBELT, 2006a). A congEo no
programa Image Master 2D Platinum 7.0 (GE) foiireala entre os seis
géis da variedade GM e 0s seis géis da variedan&NR& Considerou-
sespot exclusivo aquele presente em todos os seis géiarigalade GM
e ausente nos seis géis da sua isolinha, ou vise:v®evido aos
resultados do teste de repetibilidade, as difegeggantitativas entre o
proteoma das variedades GM e ndo GM néo foi awmliaghor isso nédo
foram analisados os graficos de correlacao.

Para cada variedade foi feita a média do numerspats dos
seis géis e o0s resultados estdo apresentados eta aB. O nimero
total despots em DKB 240 ndo GM foi de 466 + 79, e em DKB 240
GM foi de 401 + 99. Para as variedades DKB 330 Gfibe DKBYG
330 GM o numero total depots foi de 445 + 94 e 523 * 75,
respectivamente. A variedade DKB 350 ndo GM aptese672 + 32
spots, enquanto a isolinha GM apresentou 525 * 1§Wts,
aparentemente as variedades com maior nimespatiedentre todas
As variedades AG 6018 ndo GM e AG 6018 GM mostraaamenores
quantidades dspots, 328 + 142 e 330 * 14Pespectivamente.

Nas condigbes do experimento, a variedade DKB 8santou seis
proteinas exclusivas, enquanto a DKBYG 240 apresempenas uma.
Para a variedade DKB 350 quatro proteinas exclsisif@am
encontradas, enquanto uma proteina exclusiva egta@sente na
variedade DKBYG 350 (Figura 2.4). Na comparacaoeebKB 330 e
DKBYG 330 ndo foram detectadas diferencas qualéatiou seja, de
auséncia/presenca a@pots exclusivos. Assim como a variedade AG
6018 e sua respectiva isolinha MON810, que quandwparadas entre
si, ndo apresentaragpots exclusivos.

Todas as doze proteinas encontradas como exclufsikas
retiradas dos géis e analisadas por espectromidrianassa, e 0s
resultados estéo listados na Tabela 2.8. Na valieD&B 240 ospots
196, 255 e 267 apresentaram homologia com protéimasroz Qryza
sativa), 237 e 245 apresentaram homologia com proteinasilio Zea
mays) e para ospot 234 nao foi encontrada identificacdo dentro dos
parametros estabelecidos.sft 161, exclusivo na variedade DKBYG
240 apresentou homologia com uma proteina do mi@ovariedade
DKB 350 osspots exclusivos 255 e 287 apresentaram homologia com
proteinas do arrofyza sativa) e ospots 250 e 265 com proteinas do
milho (Zea mays). Na variedade DKBYG 350 gpot 192 apresentou
homologia com uma proteina do milted mays).
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Tabela 2.7Sots detectados gpots exclusivos nas quatro variedades de
milho GM (MON810) e nas quatro variedades ndo GM

ndo GM GM (MONB810/YG)
N° total de . N° total de .
exclusivod exclusivod
spoté spoté

DKB 240 466 + 79 6 401 £ 99 1
DKB 330 445 + 94 - 523+ 75 -
DKB 350 672 + 32 4 525 + 165 1
AG 6018 328 + 142 - 330 + 142 -

2 média + SD (n=6)° Foi consideradspot exclusivo aquele presente
em todos os seis géis da variedade GM e ausentseimgéis da sua
isolinha, ou vice-versa.

Do total de proteinas identificadas (exclusivas) %55
apresentaram homologia com proteinas ja identdisam milho Zea
mays). A propor¢do baixa € explicada pela baixa quadédae
informacdes sobre proteinas de milea mays) nos bancos de dados
atuais, devido ao fato de o genoma do milho sedagmainda nao

estar em dominio publico.
Nove das onze proteinas identificadas apresentacanologia

com proteinas putativas ainda ndo caracterizadassp@® 245,
encontrado como exclusivo para a variedade DKB 24fesentou
homologia com uma suposta epimerase/desidratase dépbndente e
0 spot 250,encontrado como exclusivo para a variedade [3%B,
apresentou homologia com uma fosfatase 2C (Tab@)a 2
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Figura 2.4 Géis bidimensionais representativos do proteoméolta

das variedades de milho MON810 (DKBYG 240 e DKBY®&)Be suas
isolinhas ndo GM (DKB 240 e DKB 350) com @gots exclusivos
marcados com circulo.



Tabela 2.8ldentificacdo das proteinas exclusivas
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Ne° de . MM MM
o o
Variedade SN ot acesso M'Aéiggr CO?;; ;cura Ic\:lona(te)?r:f dec?ss Origem Calc. Obs Cgllc Opt:s Nome da proteina
P NCBI (KDa)  (KDa) ' '
196 125534318 63 58 7 O.sativa  14.16 27 9.22 747 Proteinaputativanao
caracterizada
234 - - - - - - 24 - 7.04 -
237 219362787 55 33 7 Z mays  29.36 24 9.08 g7  Proteinaputativanao
caracterizada
DKB 240 Epimerase/desidratase
245 212722290 100 39 9 Z. mays 32 27 9.11 6.6 NAD — dependente
(putativa)
255 56784482 45 31 6 O.sativa  15.96 30 5.14 6.g7 Proteinaputativanao
caracterizada
267 49388308 64 38 5 O.saiva  24.4 40 5.15 .61 Proteinaputativanao
caracterizada
proteina putativa ndo
DKBYG 240 161 226508790 41 32 5 Z. mays 15.48 23 9.05 6.56 caracterizada
255 51535454 48 37 3 O.sativa  14.65 18 9.96 6.g7 Proteinaputativanao
caracterizada
proteina putativa ndo
DKEB 350 265 293331611 49 25 5 Z. mays 53.7 24 7.98 6.7 caracterizada
250 226491253 58 58 5 Z. mays 37.32 17 6.72 6.2 fosfatase 2C
287 55296384 41 25 3 O.stiva  20.12 34 10.79 37  Proteina putativa nao
caracterizada
proteina putativa ndo
DKBYG 350 192 293335549 55 28 9 Z. mays 48.38 33 8.41 8.75 caracterizada

n° spot:identificacdo daspot no gel de referéncia

MM calculado: massa molecular da proteina encontrada no MASCOT

MM observado: massa molecular da proteina observada no gehéidiional, pelo programa ImageMaster

Pl calculado: ponto isolelétrico da proteina encontrada no MASCOT

PI1 observado: ponto isoelétrico da proteina observada no geigdsional, pelo programa ImageMaster
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4. Discussao

O milho é um grdo de grande importancia econémaa
Brasil, e também para Santa Catarina, onde é palméente utilizado
como insumo na suinocultura e avicultura. A expgeetale producéo de
milho para safra 2010/11 no Brasil é de 56 milldesoneladas, e uma
area de plantio de 13 milhdes de hectares (CONABLR O milho GM
no Brasil € cultivado desde 2008, e no primeiro adoea de cultivo foi
de 1,3 milhGes de hectares. No ano seguinte, 208@&a plantada foi de
5 milhdes de hectares, 0 maior aumento que qualquera GM em
todos os paises (JAMES, 2010).

Neste trabalho, quatro variedades de milho MONS810,
importantes comercialmente na regido sul do Brasiim comparadas
com suas respectivas isolinhas, em dois periodosutfizo. Foram
analisados os resultados dos parametros fisioldgaios proteomas de
folha das oito variedades.

No presente estudo, como no trabalho de Zolla. ¢2@08), as
condicbes de cultivo do milho foram controladasrapaeduzir a
influéncia dos fatores ambientais, como variagadqueamtidade de luz e
intempéries do clima por exemplo, sobre o fendtipglanta. Somente
desta forma as diferencas nos resultados de pacd&nfisioldgicos e do
proteoma poderiam ser atribuidas a insercdo do gghéb. Porém, é
importante salientar que apesar de condi¢fes devacudontroladas,
jamais seremos capazes de ter plantas com as Gesdignbientais
exatamente iguais (Fraga et al., 2005).

As diferencas observadas entre amostras GM e naq&i
peso, comprimento da folha e teor de clorofila,ng@aocorreram, ndo
se mantiveram para todas as variedades analisamtaslois tempos de
cultivo. Assim, como as diferencas ndo foram corie® ndo foi
possivel relaciona-las ao carater MON810.

O teor de proteina total ndo se diferenciou, paahama
variedade, entre amostras GM e ndo GM. Também aidentontrada
diferenca no teor de proteina total de plantasivaalhs nos
doisperiodos. Portanto, nas condicbes experimedtste trabalho, o
evento MON810Ce os diferentes momentos de cultivo ndo parecem ter
influenciado o teor de proteina total das folhasnileo das variedades
analisadas.

Uma andlise protebmica comparativa exige uma métgizo
validada. Os principais parametros de validacdo esmecificidade,
exatiddo, precisdo e linearidade. Para andlise@mta, o significado
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de especificidade esta relacionado & capacidadetdetar uma proteina
no proteoma, o que reporta principalmente ao méttedooloracéo do
gel (ANTTONEN et al., 2010).

O teste de repetibilidade avaliou o impacto da itéci2DE
(etapas da eletroforese e coloracdo dos géis) pratedimento de
extracdo na variacdo do numero totalsgets. Entre géis da mesma
extragdo, o desvio padrdo (DP) foi de 42 es&%is e o coeficiente de
variacao foi de 8,7 a 18,9%, a variacao foi maigr g encontrada entre
as trés diferentes extracdes, onde o DP foi de 83ceeficiente de
variagdo foi de 6,4%. A variabilidade da técnicaE2@xasionou maior
variacao no numero total dpots do que a extracao propriamente dita.

Os resultados estdo de acordo com os obtidos pebdRue
colaboradores (2006a), que utilizaram sementés al@dopsis thaliana
para validar parametros de precisdo, repetibilidagmsibilidade e
linearidade da técnica 2DE. Os autores tambénrzandim coloracao
com Coomassie Brilliant Blue (CBB) e atribuiramaisagcdo do nimero
total de spots primeiramente a técnica 2DE, e depois a
preparacdo/extracdo da amostra. E ainda, sobrelseawisual das
imagens 2DE, problemas como a focalizacdo, sobiggmodespots no
gel, e o limite de deteccagpbts muito fracos) sdo grandes responsaveis
pelas variacdes do numero totalsgets (RUEBELT et al., 2006a).

Nos resultados obtidos na validacdo de repetiliida
observou-se uma variacdo grande na intensidadel%®&aspots entre
0s géis de extratos diferentes, o que foi detembténpara excluirmos a
andlise quantitativa dospots entre variedade GM e ndo GM. Tal
variagdo pode ser atribuida a variabilidade expertal da técnica,
como mencionado anteriormente, ja que a varialdiéidalanta — planta
foi eliminada através da utilizagdo de um urpool para as extracées

Alguns trabalhos utilizaram analise protedmica como
ferramenta para analisar diferencas de expresséprateinas entre
variedades GM e ndo GM em milho e outras planthegando a
conclusdes em alguns pontos divergentes. Porésteexiconsenso de
que fatores ambientais e variabilidade natural gramn mais alteracdes
no proteoma da planta do que a insercdo de um gewve no seu DNA
(Barros et. al., 2010; Batista e Oliveira, 2010jl@0 al., 20102011;
Zolla et al., 2008).Variedades de milho GM e ndo GMtivadas a
campo, em diferentes locais e por diferentes teatas, foram
comparadas através ferramentas de analise ampteeréle (Omicas).
Por exemplo, Barros e colaboradores (2010) comg@araduas
variedades de milho GM, uma RR e outra MON810, soas isolinhas,
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através de transcriptomica, proteébmica e metabgkn@ encontraram
diferencas na expresséo de 5 proteinas, na exprés®3b genes e nos
niveis de 15 metabdlitos. Neste caso, 0s autonm@isuiahm maior
responsabilidade pela variacdo aos fatores amksenta

No presente trabalho, para a variedade DKB 240ro€eimas
foram exclusivas para a isolinha ndo GM e 1 pratéhexclusiva para
MONS810, quando comparadas entre si. Para a vageD&® 350, 4
proteinas foram exclusivas para a isolinha ndo GM groteina foi
exclusiva para MON810. No presente estudo 11 prageéncontraram
homologia nos bancos de dados pesquisados, embweadelas ndo
tenham sua funcdo biologica ainda elucidada. Tafrolo se deve a
pouca quantidade de informagdes sobre proteinasilde nos bancos
de dados disponiveis para acesso publico. Poréiderdidade das
proteinas diferencialmente expressas encontradasnemnico par de
variedade (GM e ndo GM), ndo é de grande impordipaia discussao
de efeitos ndo intencionais em eventos de milho @Gb&ervando o
pequeno numero de proteinas encontradas como eduseria dificil
relacionar suas identidades a um processo biol@&sgpecifico, funcéo
molecular ou componente celular afetado (COLL e2&l10; 2011).

As outras duas variedades, DKB 330 e AG 6018, tamfbéam
comparadas com suas respectivas isolinhas MON810s eerfis
protedmicos na mesma variedade ndo apresentaraererdis
qualitativas. Tais resultados se assemelham a@oslEm experimento
de campo realizado por Coll e colaboradores (204d¢, analisaram
duas variedades MON810 com variedades ndo GM, en&#acam
perfis protedmicos praticamente idénticos, para &ko GM para a
mesma variedade.

Nas condicdes deste experimento, diferencas gtixdiaforam
observadas em duas variedades MON810, das quadisaalas. As
proteinas exclusivas sao especificas para cadedede, indicando que
as diferencas podem estar relacionadas ao fenétipoa variabilidade
da técnica, e ndo necessariamente ao carater MON810

No presente estudo ndo foi possivel localizar néss g
bidimensionais das variedades MONB810 a proteind Alry Resultado
esperado uma vez que o teor de proteina CrylAlemiesho tecido
foliar de MONB810 é em torno de 9.5 de peso fresco (ANZFA,
2000) e CrylAb representa menos que 0,001% deipaotetal em
MONS810 (ANZFA, 2000).
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5. Conclusdo

Os resultados obtidos sobre o proteoma das folbamitho
MONB810 estédo de acordo com estudos anteriores sopreteoma dos
gréos e transcriptoma das folhas de milho MON8WL6,apncluiram que
grdos MON810 e ndo GM tinham proteomas praticami@sticos
(COLL, et al.,, 2011) e o transcriptoma das folhagusu 0 mesmo
padrdo (COLL et al., 2008; COLL et al., 2009).

O presente estudo do proteoma das folhas MONS81§titton
uma analise exploratéria, indicando a importanaga esdtabelecer a
validacdo de abordagens de perfil ndo-alvo parasgjem utilizadas
como ferramenta em avaliagdo de seguranca parapiam.

Os dados obtidos pela andlise composicional quepamm as
variedades GM e as variedades ndo GM (considesmdpsas), atraves
de técnicas de andlise-alvo, ndo avaliam os efe@osintencionais e
inesperados (KOK e KUIPER, 2003). A avaliacdo fotiea tem o
potencial para reduzir a incerteza destas anaises-uma vez que
fornecem dados complementares e abrangentes samm@msicdo de
proteinas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através da metodologia 2DE utilizada, e nas coredicdo
experimento, foi possivel realizar a comparacaopdoteomas de folha
de quatro variedades de milho GM (MON810) e de @a@mhas nao
GM. Diferengas qualitativas foram observadas nasepmas de dois
pares das variedades avaliadas (MON810 e nao Gidp doi possivel
relacionar estas diferencas ao carater GM, uma@wexos outros dois
pares de variedades ndo foram observadas proterelssivas.
Complementando, a comparacdo dos parametros fgok também
ndo demonstrou diferencas consistentes relaciorzedisONS810.

Os resultados do estudo referentes a identificdge&qroteinas
exclusivas sdo preliminares, pois se pretende seglieos peptideos
das proteinas exclusivas para permitir uma ideatiio mais
especifica nos bancos de dados. Desta forma exéste possibilidade
de elucidacdo da funcéo biolégica de cada prot&foam o presente
estudo, destaca-se a necessidade de mais inforsnagbee proteinas
vegetais, mais especificamente o milho, disponipaldicamente nos
bancos de dados.

Para trabalhos posteriores dois pontos fundametiaiécnica
2DE devem ser resgatados, metodologias mais dfsiepara a
extracdo de proteinas foliares devem ser testadasnestodo de
coloracao devera ser aperfeicoado para maior hameatpele dos géis
bidimensionais. Tais medidas permitirdo maior cBsicia na
comparacédo dspots entre 0s géis.

Na mesma dire¢cdo dos estudos mencionados nesaéhtrab
presente estudo contribuiu de forma exploratéria pauso de técnicas
de analise de perfil, no caso a protebmica, comaarfenta
complementar as usuais analises composicionaisadedades GM a
fim de avaliar de modo amplo sua seguranca alimerambiental.
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