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RESUMO

ROMANI, Isaac, Dr. Universidade Estadual de Maringa, Marco de 2014. Expressao
diferencial de proteinas em embrifes de linhagens de milho pipoca (Zea mays
L.) com elevada e baixa capacidade de expansédo. Orientadora: Adriana Gonela.
Conselheiros: Carlos Alberto Scapim, Claudete Aparecida Mangolin e Marise
Fonseca dos Santos.

O objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo sobre a expresséao diferencial
de proteinas em duas linhagens de milho pipoca, sendo uma delas com elevada
capacidade de expansdo (P11) e outra com baixa capacidade de expansao (P16),
por meio da abordagem protedmica Shotgun. Foram identificadas 1.189 proteinas
expressas em embrides que em sua maioria apresentaram fungcdo molecular de
atividade catalitica e que constituem em grande parte, componentes celulares do
citoplasma e das membranas celulares. As anotacdes funcionais revelaram 103
diferentes funcdes bioldgicas, alocadas em 26 grandes grupos funcionais, onde se
destacam proteinas ligadas as funges de processos metabdlicos. A analise destas
proteinas nas vias metabdlicas relevou que a grande maioria corresponde a vias
metabdlicas de carboidratos, aminoacidos e vias de biossintese. A expressao
diferencial dessas proteinas, durante o processo de embriogénese entre as
linhangens, revelou que 4, 127 e 30 proteinas diminuiram sua expressdo na
linhagem P11, P16 e em ambas as linhagens, respectivamente. Na linhagem P11,
ocorreu a diminuicdo da expressao de proteinas da via metabdlica de proteinas. Por
outro lado, na linhagem P16, houve reducéo na expresséao de proteinas relacionadas
ao metabolismo de DNA, RNA, proteinas e ciclo do &cido tricarboxilico. As proteinas
que diminuiram sua expressdo em ambas linhagens também apresentam funcdes
relacionadas ao metabolismo de proteinas, DNA, carbono e acidos graxos.
Observou-se que 9, 7 e 34 proteinas aumentaram sua expressao na linhagem P11,
P16 e em ambas, respectivamente. Dentre as proteinas que apresentaram aumento
na expressao tem-se: proteinas de armazenamento (vicilin, oleosin), proteinas que
se acumulam conforme avanca o processo de embriogénese (embryonic protein,
late embryogenesis abundant protein), proteinas de transporte (proteina e lipidios),
metabolismo do carbono e &cidos graxos. Considerando que em embrides a via
metabdlica de lipidios € importante para prover a sintese e armazenamento deste,

mediante buscas realizadas no Kegg — Search & Colors Pathways, foi possivel
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observar que 18 proteinas estdo associadas a via metabdlica de lipidios. Duas
isoformas de enoyl-reductase foram encontradas diminuindo sua expressao nha
linhagem P16 quando comparada a P11l. Embora, a identificacdo de proteinas
relacionadas a capacidade de expansdo ndo tenha sido consistente, este trabalho
fornece importantes direcionamentos para novas analises de proteoma diferencial
em embrides, endospermas e pericarpos de milho pipoca, que juntamente com
avaliacbes dos componentes quimicos das sementes, possibilitardo importantes

avancos nos programas de melhoramento genético desta cultura.

Palavras-chave: Milho pipoca, Zea mays (L.), protedbmica diferencial, capacidade de
expansado, embriogénese, iTRAQ.
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ABSTRACT

ROMANI, Isaac, Dr. Universidade Estadual de Maringa, August 2014. Differential
expression of proteins in embryos of maize popcorn lines (Zea mays L.) with
high and low expansion capacity. Adviser: Adriana Gonela. Committee Members:
Carlos Alberto Scapim, Claudete Aparecida Mangolin and Marise Fonseca dos
Santos.

The purpose of this work was to conduct a study on the differential expression of
proteins in two different lines of popcorn, one of them with high expansion capacity
(P11) and one with low expansion capacity (P16), through the Shotgun proteomics
approach. A total of 1,189 proteins were identified expressed in embryos that mostly
presented catalytic activity as their molecular function, and that largely constitute
cellular components of the cytoplasm and cell membranes. Functional annotations
revealed 103 different biological functions, allocated into 26 major functional groups,
where proteins linked to functions of metabolic processes stand out. Analysis of
these proteins in metabolic pathways revealed that the great majority correspond to
metabolic pathways of carbohydrates, amino acids and of biosynthesis. The
differential expression of these protein, during the process of embryogenesis
between lines, revealed that 4, 127 and 30 proteins decreased expression in line
P11, P16 and both, respectively. On line P11, there was a decrease in protein
expression of the metabolic protein pathway. On the other hand, line P16 showed
decreased expression of proteins related to the metabolism of DNA, RNA, proteins
and tricarboxylic acid cycle. Proteins that decreased their expression in both lines
also show functions related to the metabolism of proteins, DNA, carbon and fatty
acids. It was observed that 9, 7 and 34 proteins increased their expression on line
P11, P16 and both, respectively. Among proteins that exhibited increased expression
are: storage proteins (vicilin, oleosin), proteins that accumulate as the
embryogenesis process advances (embryonic protein, late embryogenesis abundant
protein), transport proteins (protein and lipids), carbon metabolism and fatty acids.
Given that in embryos the metabolic pathway of lipids is important to provide
synthesis and storage for itself, through searches performed on Kregg — Search &
Colors Pathways, It was possible to observe that 18 proteins are associated to the
metabolic pathway of lipids. Two isoforms of enoyl-reductase were found decreasing

their expression in line P16 when compared to P11. Although the identification of
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proteins linked to expansion capacity has not been consistent, this study provides
important directions for further analysis of differential proteome in embryo,
endosperm and the pericarp of popcorn kernels, which along with a chemical
assessment of seed components will enable important advances in genetic

improvement programs for this crop.

Keywords: Popcorn, Zea mays (L.), differential proteomics, expansion capacity,
embryogenesis, iTRAQ.
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1. INTRODUCAO GERAL

O milho pipoca (Zea mays L.) destaca-se por ser uma cultura utilizada
exclusivamente na alimentacdo humana. Classificado como um tipo especial de
milho, diferencia-se dos demais principalmente por suas sementes terem a
capacidade de estourar quando aquecidas a uma temperatura de aproximadamente
180°C, formando a pipoca (Sawazaki, 2001). Esta caracteristica é denominada
Capacidade de Expansédo (CE) e, quanto maior for, melhor sera a qualidade da
pipoca e, consequentemente, maior o seu valor comercial. Uma cultivar é
classificada com alta CE quando o indice de capacidade de expanséo (ICE) for
maior que 30 cm® g™ (Sawazaki, 2001).

A CE é uma caracteristica poligénica, com estimativas de herdabilidade
variando de 70% a 90% (Zanette, 1989; Pacheco et al., 1998; Coimbra et al., 2001;
Pereira e Amaral Junior, 2001). Essa capacidade esté relacionada a resisténcia do
pericarpo, associada a presenca de 6leo (Zinsly e Machado, 1987; Luz et al., 2005)
e umidade na semente(Song e Eckhoff, 1994 a,b; Luz et al., 2005). A CE pode ser
afetada pelos efeitos do gendtipo (Song et al., 1991; Kandala et al., 1994; Tian et al.,
2001), densidade da semente (Park e Maga, 2002), tamanho da semente (Song et
al., 1991), danos no pericarpo e endosperma (Park e Maga, 2002; Singh et al.,
2004), matriz e textura do endosperma (Bandel, 1987), tipo de amido (Mercier e
Feillet, 1975; Robbins Jr. e Ashman, 1984; Rooney e Serna-Saldivar, 1987; Zhang e
Hoseney, 1998), quantidade e tipo de proteinas que compdem o endosperma
(Wilson, 1987; Borras et al., 2006), condicdes de armazenamento (Park e Maga,
2002), temperatura do pipocamento (Song et al., 1991) e pelo equipamento de
avaliacao (Dofing et al., 1991; Machado, 1997).

Os programas de melhoramento da cultura visam, além da alta
produtividade, a obtenc&o de hibridos com alta capacidade de expanséo (Sweley et
al.,, 2012). As técnicas de biotecnologia podem ser utilizadas para auxiliar o
melhorista na obtencdo de cultivares em um tempo menor, atuando de forma mais
precisa na identificagdo e transferéncia de genes de interesse. Atualmente, a
protedmica pode ser utilizada auxiliando os programas de melhoramento genético.

A protedmica é uma metodologia de selecéo da biologia molecular que, além

de documentar, identificar e caracterizar proteinas, tem a funcdo de elucidar as suas



associacles e funcdes, além de quantificar com precisdo mudancas na expressao
de proteinas em reposta a uma variedade de alteracdes na expressdo das mesmas
(Di Cierro e Bellato, 2002; Elliott et al., 2009).

O progresso nos estudos protedmicos tem sido impulsionado pelo
desenvolvimento de tecnologias de separacdo de proteinas e peptideos, analises
em espectrometria de massas, marcacao isotopica para quantificacdo e andlise de
dados pela bioinformatica (Zhang et al., 2013).

A andlise protedbmica pode ser realizada por meio de duas estratégias. A
estratégia Bottom-up, que se refere a caraterizagcdo de proteinas a partir da
obtencado de peptideos por meio de uma reacéo de protedlise, também denominada
de Shotgun (Zhang et al., 2013), e a estratégia Top-down, cujo objetivo reside na
analise de proteinas intactas, visando a analise de modificacdes pds-traducionais e
0 estudo de isoformas.

Independente da ferramenta adotada, a proted6mica quantitativa, segundo
Elliot et al. (2009), pode ser classificada em dois tipos: a) absoluta, na qual se
determina mudancas na expressao da proteina em termos de uma quantidade ou
concentracdo exata de cada uma das proteinas presentes, e b) relativa, que
determina o nivel de expresséo de proteinas, baseado em uma amostra controle ou
comparativa.

Com o objetivo de aperfeicoar as analises quantitativas, no ano de 2004, foi
desenvolvida uma técnica de identificacdo de proteinas sem a utilizacdo de géis,
baseada em marcacdo isotépica. Essa nova técnica recebe o nome de iITRAQ
(Marcacéo isobarica para quantificacao relativa e absoluta) (Ross et al., 2004; Qin et
al., 2013).

Na cultura do milho, as andlises protedmicas tiveram inicio em 2001, com o
trabalho de Porubleva e colaboradores, que estabeleceram metodologias para a
analise protedbmica em folhas, utilizando sequéncia de genes e etiquetas de
sequéncias expressas (ESTs) para identificacdo destas proteinas na cultura.
Posteriormente, foram realizadas andlises referentes ao perfil proteico de raizes
secundarias do milho quando submetidas a estresse hidrico (Hochholdinger et al.,
2004 e 2005; Sauer et al., 2006) e oxidativo (Requejo e Tena, 2005) e expressao
diferencial frente a infestacao por patdogenos (George et al., 2011).

Atualmente, € bem visivel a aplicacdo da andlise proteémica em milho, no

que se refere a biotecnologia, como, por exemplo, no estudo realizado por Sun et al.
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(2013), que avaliou proteinas diferentemente expressas durante a embriogénese
somatica via cultura de tecidos e sua aplicacdo no melhoramento genético vegetal.
Outro estudo foi realizado utilizando a protedmica para avaliar as diferentes
proteinas expressas durante a germinacdo entre um hibrido e suas linhagens
parentais (Guo et al., 2013).

Posteriormente, Chen et al. (2002) avaliaram o perfil proteico de embrides de
milho comum em genotipos resistentes e suscetiveis a Aspergillus flavus e A.
parasiticus. Campo et al. (2004) avaliaram a expressdo de proteinas em embrides
apos infeccdo por Fusarium verticillioides.

O primeiro mapa proteémico do endosperma de milho foi obtido por Méchin
et al. (2004). Posteriormente, Grimaud et al. (2008) conduziram analises no
endosperma, objetivando a avaliacdo das vias de biossintese do amido. Liu et al.
(2009 a, b) analisaram as vias metabolicas relacionadas ao teor de 6leo.

Silva-Sanches et al. (2013) avaliaram o perfil proteico relacionado aos
estadios de desenvolvimento. Sun et al. (2013) analisaram proteinas diferentemente
expressas durante a embriogénese somatica e sua aplicacdo no melhoramento
genético vegetal. Por fim, Guo et al. (2013) utilizaram a protebmica para avaliar as
diferentes proteinas expressas durante a germinacdo entre um hibrido e suas
linhagens parentais e Robbins et al. (2013) analisaram o perfil proteico de pericarpos
de sementes de milho.

Tendo por base o descrito acima, constata-se que a protedbmica podera
auxiliar no entendimento das vias metabodlicas relacionadas a capacidade de
expansdao, principalmente no tocante aos fatores genéticos que atuam sobre a sua
expressdo. O presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo sobre a
expressdo de proteinas — protedmica quantitativa, em duas linhagens de milho
pipoca, uma com elevada capacidade de expansdo e outra com baixa capacidade
de expansao, em dois diferentes periodos de coletas apds a polinizagéo (15° DAP e
25° DAP), por meio da abordagem protedmica Shotgun.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos econdmicos da cultura

A cultura do milho pipoca (Zea mays L.) é utilizada exclusivamente para o
consumo humano e, por isso, tem-se observado uma maior preocupa¢cédo com a sua
qualidade (Rufatto et al., 2000). E uma cultura tipica do continente americano e
constitui-se em uma boa opcado econdémica para os produtores, por apresentar um
valor comercial maior que o do milho comum (Agrianual, 2013). Em um
levantamento realizado no més de junho de 2014, observou-se que o quilo do milho
pipoca na Ceasa de Campinas era de R$ 2,19; por outro lado, no mesmo periodo, o0
quilo do milho comum era de R$ 0,74 (Conab, 2014), confirmando assim a melhor
lucratividade para o produtor que opta pelo plantio de milho pipoca. Entretanto, s6 é
vantajoso plantar milho pipoca se a relacao de preco pipoca/milho comum for acima
de 2,5 e se o0 produtor tiver acesso as sementes de hibridos de pipoca que
apresente alta produtividade e qualidade (Zeamays, 2013).

O cultivo do milho pipoca no Brasil ocorre principalmente por meio do
sistema integrado entre a industria, que fornece orientacdo técnica e sementes
importadas, e os produtores. Esse sistema ocorre, por exemplo, no municipio de
Campos Novos do Parecis — MT, o qual se destaca como o maior produtor brasileiro
de milho pipoca, principalmente devido a acao das empresas Yoki e Agricola Ferrari,
gue estimulam o plantio de milho pipoca na regido, comprando a producdo e
fornecendo sementes importadas de hibridos americanos (Beling et al., 2013). Na
safra de 2011, foram plantados no municipio de Campos Novos do Parecis cerca de
15 mil hectares de milho pipoca, com produtividade de 3.200 kg ha™. Desse total,
7.500 hectares foram produzidos em contrato com a Yoki, 5.000 hectares em
contrato com a Agricola Ferrari e 2.500 hectares por produtores independentes, sem
contrato. A producdo dos 15.000 hectares foi de 48.000 mil toneladas, que
correspondem provavelmente a mais da metade do consumo anual de milho pipoca
no Brasil (Zeamays, 2013).

No Brasil, o estabelecimento de parametros econdmicos relacionados a
cultura do milho pipoca esbarra na escassez de dados sobre a area semeada,
quantidade produzida, compradores de graos e produtores de sementes. Portanto,

essa informalidade do mercado de milho pipoca dificulta o acesso a indices
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econdmicos e mercadoldgicos (Pereira Filho et al., 2013). As informacdes obtidas
normalmente referem-se a dados levantados pela midia por meio de entrevistas com
produtores e diretores de sindicatos rurais, divulgados em anuarios, revistas

agricolas e jornais (Zeamays, 2013).

2.2. Caracteristicas morfologicas e agronémicas

O milho pipoca pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoide, tribo
Maydeae, género Zea, espécie Zea mays L. (Hoseney et al.,, 1983). Portanto,
pertence a mesma espécie botanica do milho comum, sendo classificado como um
tipo especial de milho (Sawazaki, 2001). Para fins de registro de cultivares no
Ministério da Agricultura, o milho pipoca é considerado uma subespécie de Zea
mays, sendo denominado de Zea mays L. var. everta (Sturteu) L.H. Bailey
(Sawazaki, 2001).

Quando comparado ao milho comum, o pipoca apresenta caracteristicas
peculiares, tais como: tamanho de pendao, precocidade e prolificidade, podendo
serem obtidas até seis ou mais espigas por planta; plantas mais baixas, com mais
folhnas e colmos delicados; crescimento mais lento, produzindo espigas menores;
maior suscetibilidade ao acamamento, pragas e doencas; menor produtividade e
maior producdo de poélen (Zinsly e Machado, 1987; Ziegler e Ashman, 1994).
Apresenta ainda sementes pequenas e duras, as quais possuem capacidade de
estourar quando aquecidas a aproximadamente 180°C (Sawazaki, 2001).

A capacidade de expansao (CE), caracteristica mais importante para o
consumidor, pode ser calculada por meio da relagéo entre o volume de pipoca e 0
volume de sementes ou ainda a relacdo entre o volume de pipoca e o0 peso de
sementes (Alexander e Greech, 1977). Segundo Fantini et al. (2006), o fenbmeno
da expansdo ocorre quando o vapor de agua se infitra no endosperma duro,
amolecendo-o e tornando-o gelatinoso a uma temperatura acima de 150° C. Quando
o0 amido gelatinoso atinge uma temperatura entre 180-190° C, o pericarpo estoura. A
pressdo de vapor expande através de pequenos orificios em cada granulo de amido,
ocorrendo a formacgéo de uma espuma sélida e branca.

Segundo Borras et al. (2006), a expanséao € o fator de qualidade mais critico
do milho pipoca. Guadagnin (1996) apud Tissot et al. (2001) citam que, quanto maior

a capacidade de expansado, maior serd a maciez das pipocas. Para Ziegler (2001), o



volume de expanséo e o numero de sementes de milho pipoca ndo expandidos sao
considerados os dois fatores de qualidade mais estudados em pipoca.

Muitos estudos tém demonstrado a influéncia de inUmeros fatores sobre a
capacidade de expansdo, como, por exemplo, efeitos genotipicos, densidade e
tamanho da semente, danos e condi¢cdes de armazenamento da semente. Segundo
Fachin et al. (1993), a capacidade do milho pipoca em se expandir sob aquecimento
€ explicada pela resisténcia do pericarpo associada a presenca de Oleo e de
umidade na semente.

O volume de expansdo tem evidenciado ser uma caracteristica quantitativa
(trés a cinco genes de efeitos principais) com elevada herdabilidade (Ziegler, 2001).
O principal componente de variacdo genética da capacidade de expansdo em milho
pipoca relaciona-se aos efeitos genéticos aditivos, havendo, também, em alguns
casos, a contribuicdo dos efeitos de dominancia e os efeitos epistaticos ndo sendo
significativos (Pereira e Amaral Junior, 2001).

Entender os parametros fisico-quimicos correlacionados a capacidade de
expansdo € de grande importancia, pois a partir dessas informacdes é possivel
contribuir de forma mais efetiva para a condu¢do dos programas de melhoramento

da cultura, como, por exemplo, a selecéo de genitores (Sweley et al., 2012).

2.3. Caracteristicas fisico-quimicas de sementes de milho pipoca associadas a

capacidade de expanséao

b

Varias caracteristicas fisico-quimicas estao relacionadas a capacidade de
expansdo. Zinsly e Machado (1978; 1987), Song e Eckhoff (1994 a, b) e Luz et al.
(2005) atribuem a capacidade de expansdo do milho pipoca a umidade. Nas
analises realizadas por Luz et al. (2005), em trés genoétipos de milho pipoca, com
relacdo ao efeito da umidade, que variou de 9% a 21%, foi possivel concluir que
13% é a melhor porcentagem de umidade para que se consiga atingir a maxima
capacidade de expanséo.

Lyerly (1942) e Park e Maga (2002) citam que as propriedades fisicas da
pipoca, como tamanho da semente, forma e densidade afetam o volume de
expansdo. Segundo Willier e Brunson (1927), o volume de expansdo aumenta
enquanto o tamanho da semente diminui, fato este comprovado por Song et al.

(1991). Esses autores observaram que sementes menores, curtas e redondas



apresentam maiores volumes de expansao. Por outro lado, uma correlacdo negativa
foi observada entre o peso de mil sementes e a capacidade de expansao (Ertas et
al., 2009; Sweley et al., 2012).

A esfericidade da semente é outro fator que pode interferir na capacidade de
expansado, podendo ser uma correlagdo positiva (Ertas et al., 2009; Sweley et al.,
2012). A esfericidade da semente é calculada por meio da relacdo do diametro
meédio geométrico (raiz cubica do comprimento multiplicado, largura e espessura) de,
no minimo, 30 sementes da amostra em estudo, avaliadas aleatoriamente e com
auxilio de um paquimetro digital. As sementes mais esféricas possuem grande
estabilidade estrutural devido a uma menor area em relacdo ao volume,
proporcionando maior potencial de energia antes que o estouro ocorra (Sweley et
al., 2012).

Zinsly e Machado (1978; 1987) atribuem a capacidade de expanséo do milho
pipoca a resisténcia do seu pericarpo e Park e Maga (2002) e Singh et al. (2004)
relacionam também a existéncia de danos no pericarpo e no endosperma como
fatores que podem interferir sobre a CE.

A presenca de 6leo na semente e o perfil de acidos graxos sédo fatores que
influenciam a capacidade de expansédo (Zinsly e Machado, 1978, 1987; Park et al.,
2000; Luz et al., 2005). Park et al. (2000) relataram que a composicdo quimica é um
importante fator para determinar a capacidade de expanséo. Os autores observaram
elevados niveis de acidos linoleicos e oleicos, porém ndo estabeleceram em seu
trabalho nenhuma relacao entre a composicao de 6leos e a capacidade de expanséo
do milho pipoca.

Sementes de milho comum apresentam entre 4 a 6% de 6leo (Liu et al.,
2009b) e, desta fracdo, 85% encontra-se no embrido (Liu et al., 2009b; Alonso et al.,
2010). Entretanto, em milho pipoca, Park et al. (2000) citam que o conteudo de 6leo
total esta entre 3,8 — 4,6%.

Vance e Huang (1988) e Rolletschek et al. (2005) observaram que os lipidios
em sementes de milho comum acumulam-se principalmente no embrido e nas
células do aleurona, bem como nas células do endosperma adjacentes a camada de
aleurona.

Nas sementes de milho comum, as reservas lipidicas sdo sintetizadas e
armazenadas em organelas simples, chamadas de corpos lipidicos (oilbodies).

Essas pequenas organelas esféricas sao constituidas por um nucleo de triacilglicerol
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(TAG) envolto por uma Unica camada de fosfolipidios e proteinas. Quatro grandes
polipeptideos estdo associados aos corpos lipidicos de milho e um deles é o L3, que
corresponde a 30% das proteinas dos corpos lipidicos (Vance and Huang, 1988).
Posteriormente, essas proteinas associadas aos corpos lipidios passaram a ser
designadas como oleosinas (Tzen et al., 1990; Ting et al., 1996).

Borras et al. (2006), estudando linhagens de milho pipoca, observaram que o
perfil de acidos graxos compreendia: acido linoleico (56,9 — 63,4%), seguido de
acido oleico (23,3 — 29,7%), acido palmitico (9,1 — 12,1%) e acido estearilico (1,2 —
1,9%). Mais importante foi a correlacdo positiva observada entre a capacidade de
expansdo e os valores de &cido oleico e linoleico (acidos graxos insaturados),
enquanto que a correlacdo da capacidade de expansdo com 0s acidos graxos
saturados foi muito baixa.

Sweley et al. (2012), avaliando sementes de hibridos de milho pipoca,
observaram em sua composicdo de &cido graxos, a presenc¢a do acido linoleico em
maior quantidade, seguido do acido oleico e palmitico, enquanto o acido estearilico,
o linolénico e os demais contabilizaram menos de 2%. Em contrapartida, os autores
observaram correlacdo negativa entre &cido oleico e acido linoleico com a
capacidade de expansao.

Mittelmann et al. (2006) descreveram que o teor de 6leo nas sementes de
milho € um carater quantitativo, sendo controlado por um grande niamero de genes e
a variancia genética aditiva parece ser o principal componente no controle deste
carater.

A expansdo do endosperma estd também fortemente relacionada a textura
da sua matriz, pois a mesma é composta quase totalmente por amido duro (Bandel,
1987), sendo esse tipo de amido um dos caracteres que permite o pipocamento
(Robbins Jr. e Ashman, 1984; Rooney e Serna-Saldivar, 1987). Assim, a
composi¢cado do amido também pode ter um papel importante sobre as propriedades
de expanséo do milho pipoca (Mercier e Feillet, 1975; Zhang e Hoseney, 1998).

Da mesma forma que a textura do endosperma € influenciada pela presenca
de amido, ela também esta associada a quantidade e ao tipo de proteinas que o
compde (Wilson, 1987). Segundo Park et al. (2000), o conteudo de proteinas totais
em sementes de milho pipoca estd entre 8,1-10,5%. As principais proteinas
encontradas no endosperma sSdo as zeina e gluteina, as quais estado

significativamente correlacionadas ao volume de expanséao (Borras et al., 2006).
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2.4. Embriogénese em milho

Segundo Lee et al. (2002) e Vernoud et al. (2005), a embriogénese é
definida como a soma de todos 0s processos de crescimento e diferenciacdo, que
vao da fase de zigoto unicelular a embrido maduro — estrutura multicelular altamente
organizada.

A totalidade do processo de embriogéne no milho comum €, para Lee et al.
(2002), dividido em cinco etapas: divisdo celular, alongamento celular, deposicdo de
reservas, maturacao e dessecacao. No periodo proximo ao 20° DAP observa-se que
a expressdo de enzimas metabodlicas é mais intensa, a divisdo e a diferenciagdo
param e 0s processos de armazenamento e dessecacdo se iniciam, sendo todas
essas alteracdes correlacionadas as mudancas nos niveis de acido abscisico (ABA).

Lee et al. (2002) e Liu et al. (2008) observaram mudancas drasticas na
expressdo génica entre o 20° e 25° DAP nos embrides de milho comum. Mudancas
na expressao génica apos 25° DAP foram muito pequenas. Foi observado que a
primeira fase € um periodo em que sdo ativados os precursores da biossintese,
sintese de DNA e diviséo celular. A segunda fase envolve a biossintese e deposicao
de reservas, tais como armazenamento de proteinas, 4cidos graxos e amido.

A embriogénese em Z. mays, segundo Vernoud et al. (2005), é dividida em
trés grandes fases (Figura 1). A primeira fase é dada pelo desenvolvimento e
morfogénese, na qual se inclui a diferenciacédo celular para formar todos os 6érgaos
do embrido com duracdo até o 15° DAP. A segunda fase compreende o periodo de
maturacdo e crescimento do embrido e também o acumulo de reservas, como
proteinas e 6leos, permanecendo o embrido nesta fase desde o 15° DAP até o 45°
DAP. Durante a terceira fase, que se inicia a partir do 45° DAP, observa-se o
processo de desidratagédo do embrido que entra em dorméncia, preparando-se para
a separacao da planta mae.

Segundo Sanchez-Martinez et al. (1986), uma importante etapa no estudo
dos mecanismos moleculares relacionados ao desenvolvimento da plantas é a
caracterizacdo das proteinas diferentemente expressas durante os diferentes
estadios de maturacao.

A organogénese em embrides de milho corresponde a formacdo de trés

lobos (posterior, distal e anterior), os quais estdo evidentes apdés o 10° DAP e que



segue até o 30° e 40° DAP e a maturacao final e desidratagcdo nos proximos 50° a
60° DAP (Sanchez-Martinez et al., 1986).

A realizacdo de estudos protedbmicos sobre o desenvolvimetno do embrido
de milho pipoca é de extrema importancia para a caracterizacdo de proteinas
envolvidas no processo de embriogénese, da mesma forma que outros processos

metabdlicos de interesse, como a via de lipidios e de carboidratos.
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Figura — 1 (A) Desenvolvimento da semente de milho comum, em quem pode ser
observado o desenvolvimento do tegumento, nucelo, endosperma e embrido; (B)
Embriogénese em milho comum, nos diferentes estadios de zigoto, proembrido
inicial e tardio, transicao, fase coleoptilar inicial e tardia, estadio 1 e maturacéo, em
uma escala de tempo dada em dias apdés a polinizagdo (DAP) (Adaptado de Vernoud
et al. 2005).

2.5. Prote6bmica e obten¢cdo das amostras

Segundo Di Ciero e Bellato (2002), a protedmica indica as proteinas
expressas em um genoma ou tecido. Contudo, enquanto 0 genoma representa a
soma de todos os genes de um individuo, o proteoma nao € uma caracteristica fixa,
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ms se altera conforme o estado de desenvolvimento ou mesmo sob condi¢des nas
quais um individuo se encontra. Elliott et al. (2009) citam que um dos principais
objetivos da protedmica € quantificar com precisdo as alteracfes na expressao de
proteinas em reposta a uma variedade de mudancgas na expressdo das mesmas.
Portanto, a protedmica engloba esforcos para identificar e quantificar todas as
proteinas de um proteoma, incluindo expressdo, localizagdo, suas interacoes,
modificacdes pos-traducionais, assim como, quantifica-las em funcdo do tempo,
espaco e tipo de célula ou tecido (Zhang et al., 2013; Wang et al., 2014).

O estudo de proteinas € necessario, pois a caracterizacdo dos genes nao
pode prever adequadamente a dindmica das proteinas. Assim, a protedmica é um
meétodo direto para identificar, quantificar e estudar as modificacdes pos-traducionais
das proteinas em uma célula, tecido ou mesmo organismos (Di Cierro e Bellato,
2002; Silva e Silva et al., 2007).

Di Cierro e Bellato (2002) sugerem a protebmica como metodologia de
selecdo da biologia molecular que, além de documentar, identificar e caracterizar
proteinas, tem a principal funcédo de elucidar as suas associacdes e funcdes. Para
Liu et al. (2009b), a analise protedmica é uma poderosa ferramenta para visualizar e
comparar uma mistura complexa de proteinas de um individuo frente a uma resposta
biologica especifica.

O proteoma reflete o estado atual de funcionamento do organismo sob
condicbes fisiologicas especificas, ou seja, a expressdo funcional do genoma,
destacando-se como uma ferramenta apropriada para se entender o funcionamento
dos genes, pois analisa o produto final do genoma (Rocha et al., 2005).

Houve uma substancial melhora das técnicas de separacdo e identificacdo
de proteinas que, juntamente com a expansdo do conhecimento genémico, levaram
a um aumento da aplicagdo dos métodos protebmicos para responder o0s
guestionamentos biolégicos (Isaacson et al., 2006). O progresso nos estudos
protedmicos tem sido impulsionado pelo desenvolvimento de tecnologias de
separacdo de proteinas e peptideos, analises em espectrometria de massas,
marcacgao quimica para quantificacdo e analise de dados pela bioinforméatica (Zhang
et al., 2013).

A qualidade da amostra € o fator mais critico de uma analise prote6mica, ou
seja, o procedimento de extracdo de proteinas tem grande importancia, sendo o

melhor método aquele que isola 0 maior nUmero de proteinas possivel, minimizando
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a degradacdo e a contaminagdo. Uma metodologia de extragdo simples pode nao
isolar o proteoma total, devido as diferentes propriedades bioguimicas das diferentes
proteinas, incluindo carga, tamanho, hidrofobicidade, suscetibilidade a protedlise e
interacdo com outros componentes (Isaacson et al., 2006).

O proteoma total é dificil de ser obtido a partir de plantas e este fato &
decorréncia da baixa quantidade de proteinas nas células vegetais e da abundancia
de proteases, enzimas oxidativas e compostos secundarios (Isaacson et al., 2006).
Desta forma, a escolha de uma metodologia adequada depende da natureza do
tecido do qual serdo extraidas as proteinas e do tipo de andlise que sera realizada.

No tocante a semente como material vegetal escolhido para o estudo,
Branlard e Bancel (2007) citam que a extracdo de proteinas, geralmente, é realizada
sem muitas dificuldades. Entretanto, para que se tenha sucesso em uma analise
protedmica, o primeiro fator a ser observado é que a semente ndo é um tecido
homogéneo. As diferentes estruturas formadas a partir da fertilizagdo, como
escutelo, endosperma, embrido, cotilédone, possuem uma composicdo bioguimica
diferente, a qual pode reduzir seriamente a extracdo de proteinas ou modificar a
diversidade proteica revelada, usando-se eletroforese bi-dimensional (Branlard e
Bancel, 2007). Outro ponto a ser observado é que as sementes frequentemente sdo
ricas em polissacarideos, lipidios e compostos do metabolismo secundério. Os
tecidos que apresentam esses constituintes, geralmente, sdo pobres em proteinas e
ricos em proteases, demandando certos cuidados, principalmente quanto a
solubilidade de proteinas, para que se tenha uma extracdo satisfatoria (Branlard e
Bancel, 2007).

Dependendo do tipo de semente e da espécie em estudo, é possivel que
nem todas as proteinas sejam extraidas. Assim, muitos critérios devem ser
observados na metodologia de extragdo uma vez que as proteinas ndo sao 0s
componentes mais abundantes das sementes e elas estdo frequentemente
agregadas ou ligadas a outros compostos, como, por exemplo, granulos de amido
(Branlard e Bancel, 2007).

Branlard e Bancel (2007) sugerem as metodologias de extracdo de proteinas
de Damerval et al. (1986) e Granier (1998) que podem ser utilizadas para todas as
sementes, incluindo as de milho. Um exemplo é o trabalho conduzido por Chen et al.
(2002), no qual foi avaliado o perfil proteico de embrides de milho comum em

genaotipos resistentes e suscetiveis a Aspergillus flavus e A. parasiticus. Utilizando
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um tampé&o de extragéo salino (50 mM Tris-HCI pH 8, 0,25 M NaCl e 14 mM de beta-
mercaptoetanol), os autores observaram diferengcas quantitativas e qualitativas na
expressdo de proteinas entre os genotipos de milho resistentes e suscetiveis aos
patogenos.

Méchin et al. (2004) realizaram um mapa protedmico do endosperma de
milho e, para tanto, utilizaram um tampdo de extracdo de proteinas contendo
acetona com 0,07% de beta-mercaptoetanol e 10% de acido tricloroacético (TCA).
Portanto, constata-se que existem diferentes metodologias de extracao de proteinas
para as sementes e a padronizacdo dessa etapa constitui um evento imprescindivel
para o sucesso de uma analise protedbmica. Frente a um novo tecido ou espécie,
essas metodologias devem ser avaliadas, com vistas a aumentar a eficiéncia na

extracao.

2.6. ProteGmica quantitativa

A andlise protedmica pode ser realizada frente a adocdo de duas
estratégias, quais sejam: “Bottom-up” e “Top-down”. A estratégia “Bottom-up” refere-
se a caraterizacao de proteinas por meio da liberacdo de peptideos a partir de uma
reacdo de protedlise. Quando esta andlise é realizada em uma mistura de proteinas
ela é designada de “Shotgun”, nome este cunhado pelo laboratério de Yates,
fazendo referéncia ao sequenciamento genémico “Shotgun” (Zhang et al., 2013).

A analise “Shotgun” para protedmica, indiretamente mensura as proteinas
por meio dos peptideos derivados da digestdo proteolitica de proteinas.
Subsequentemente, a mistura de peptideos é fracionada por cromatografia liquida e
analisada por espectrometria de massa. A identificacdo dos peptideos é realizada
pela comparacdo de espectros experimentais e tedricos. Os espectros tedricos sao
obtidos a partir de um banco de dados submetidos a digestéo in silico (Alves et al.,
2007; Lu et al., 2008; Zhang et al., 2013).

Segundo Matallana-Surget et al. (2010), a protedmica “Shotgun” consiste na
separacdo multidimensional (MudPIT) de uma mistura complexa de peptideos,
gerados a partir do tratamento por uma protease especifica, com posterior analise
por espectrometria de massa, sendo a seguir submetidos a pesquisa em banco de

dados.

13



Conforme Matallan-Surget et al. (2010), atualmente o conceito de analise
protedmica “Shotgun” expandiu e nao se refere apenas a uma metodologia isenta da
utilizacdo de géis para fracionamento de proteinas. Além da utilizacdo do
fracionamento por cromatografia liquida (LC) de troca catibnica — “strong cation
exchange” (SCX) ou fase reversa (RP), acoplado a um espectrometro de massas,
adota-se fracionamentos alternativos como o SDS-PAGE, focalizagdo isoelétrica e
varios tipos de cromatografia liquida para separacéo de proteinas e peptideos.

Os diferentes métodos acima citados estdo disponiveis, mas dependendo
dos objetivos do estudo protedmico devem ser considerados varios fatores como: a
origem e 0 numero das amostras, o numero de tratamentos a ser comparado, o tipo
de equipamento disponivel, assim como, o custo e o tempo necesséario (Elliott et al.,
2009).

A analise protebmica “Shotgun” é extremamente poderosa no que se refere
a quantidade de dados obtidos quando comparada com os dados dos géis 2-DE
(eletroforese bi-dimensional), assim, a utilizacdo de géis passa a ser uma
abordagem complementar. Por isso, atualmente, a protedmica “Shotgun” tem sido
extensivamente utilizada, ndo apenas para identificacdo, mas também para a
quantificacdo de proteinas (Matallana-Surget et al., 2010).

Outra metodologia utilizada é a analise “Top-down”, cujo objetivo reside na
analise de proteinas intactas, ou seja, essa técnica visa analisar as modificacdes
pos-traducionais e o estudo de isoformas. Contudo, esta forma de andlise apresenta
algumas limitagdes quando comparada a analise “Shotgun”, as quais residem
principalmente no fracionamento e ionizacdo das proteinas e fragmentacao em fase
gasosa (Alves et al., 2007; Zhang et al., 2013).

A protebmica quantitativa segundo Elliott et al. (2009), pode ser classificada
em dois tipos: absoluta e relativa. Na protedmica quantitativa absoluta determina-se
mudancas na expressao da proteina em termos de uma quantidade ou concentracao
exata (ng ou nmoles por grama de tecido) de cada uma das proteinas presentes. Em
contrapartida, na protebmica quantitativa relativa determinasse o nivel de expresséao
de proteinas baseado em uma amostra controle ou comparativa.

A quantificacao relativa consiste na introducao de um equivalente quimico de
marcacgao quimica que possibilita a comparacao quantitativa de diferentes proteinas

em diferentes amostras, assim, a marcagdo altera a massa de uma proteina ou
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peptideo sem afetar as propriedades de separacdo por cromatografia (Elliott et al.,
2009).

No ano de 2004 foi desenvolvida uma técnica de identificacdo de proteinas
para quantificacdo absoluta e relativa sem a utilizacdo de géis e que € baseada em
marcacao isotdpica, esta nova técnica recebeu o nome de iTRAQ (Etiquetas
isobaricas para quantificacdo relativa e absoluta) (Ross et al., 2004).

Ross et al. (2004) citam que a técnica € o resultado da combinacéo de uma
cromatografia liquida multi-dimensional seguida de analise por espectrometria de
massa, sendo eficiente porque analisa muitas amostras em uma Unica corrida, ndo
necessitando de géis que podem causar a perda de moléculas de tamanho pequeno
(<10 kDa) ou grande (>200 kDa).

Analises protebmicas que utilizam iTRAQ possuem a vantagem de reduzir
os ‘“viés” analiticos da técnica, causadas pelas diferentes hidrofobicidades,
abundancia, ou ponto isoelétrico, além de aumentar a sensibilidade e acuracia (Qin
et al., 2013).

Ross et al. (2004) foram os pioneiros na aplicacao do iTRAQ para amostras
de proteinas de cepas selvagens e mutadas de Saccharomyces cerevisiae
revelando expressao diferencial de proteinas. Os autores desenvolveram um
conjunto multiplexado de reagentes para a analise quantitativa em proteinas que
adiciona marcadores de massa isobaricos na regido N terminal e nas cadeias
laterais de lisina em uma mistura de peptideos digeridos (Figura 2).

S reagentes sao diferentemente marcados isotopicamente, mas todos os
peptideos derivados da marcacdo sao is6baros e apresentam o mesmo padrédo de
coeluicdo na cromatografia liquida, contudo, produzem diferentes sinais dos ions
repérteres quando submetidos a fragmentacdo por CID (Dissociacao induzida por
colisdo) os quais sao utilizados para identificar e quantificar individualmente cada
amostra de mistura de peptideos digeridos (Ross et al., 2004).

Conforme Qin et al. (2013), a técnica de iTRAQ ¢é aplicada principalmente na
pesquisa médica, e ha poucos relatos de sua aplicagdo em analises protedmicas de
plantas. Entre os trabalhos encontrados na literatura que utilizam a técnica do
ITRAQ para milho destaca-se o trabalho de Robbins et al. (2013) que utilizaram a
técnica em estudos protedbmicos em pericarpos de sementes e, Silva-Sanchez et al.
(2013) em estudos protedmicos da parte basal do endosperma de milhos mutantes e

selvagens relacionado a biossintese de amido.
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Figura 2 — A, o diagrama mostra os componentes quimicos da marcacao isobarica
multiplex. A molécula completa consiste em um grupo repérter (baseado ou derivado
de N-metilpiperazina), um grupo de equilibrio de massa (carbonil), e um grupo
peptideo-reativo (NHSester). A massa total do grupo repérter e equilibrio sao
mantidos constantes usando isétopos enriquecidos com atomos *C, N e 20,
evitando assim, problemas na separacdo cromatografica. O grupo repérter varia de
m/z (proporcdo entre massa e carga) de 114,1 a 117,1, enquanto que o grupo de
equilibrio tem massa variavel de 28 a 31 Da, de tal modo que a massa combinada
permanece constante (145.1 Da) para cada um dos quatro diferentes marcadores. B,
quando colocado para reagir com o peptideo, o marcador forma uma ligacdo amida
com qualquer grupo amino N-terminal ou com a lisina. Apos a fragmentagéo do
marcador com o peptideo, o grupo de equilibrio € perdido (perda neutra), enquanto a
carga € retida no fragmento do grupo repoérter (+0, +1, +2 e +3). C, ilustracdo da
marcacao isotdpica utilizada para se chegar a quatro combinagfes is6baras com
quatro massas diferentes no grupo reporter. Uma mistura de quatro peptideos
idénticos, porém, cada um com marcacao especifica, apresentando idéntico m/z em
MS (Espectrometria de massa). ApOs fragmentacdo por dissociacado induzida por
colisdo (CID), os quatro ions repérteres aparecem distintamente em MS/MS com
massas de (114 — 117 Da) (Adaptado de Ross et al., 2004).
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2.7. Analise protedmica em milho

O primeiro trabalho de protebmica em milho comum foi realizado por
Porubleva et al. (2001), cujo objetivo foi estabelecer o protocolo para a realizacao da
analise protedmica de folhas e identificacdo das proteinas por meio de sequéncias
de genes e etiquetas de sequéncias expressas (ESTs). Subsequentemente, Varios
estudos prote6micos foram conduzidos em milho.

Hochholdinger et al. (2004; 2005) e Sauer et al. (2006) realizaram estudos
protedmicos relacionados ao desenvolvimento das raizes secundarias de milho com
intuito de estabelecer relagbes com o estresse hidrico. Requejo e Tena (2005)
estudaram o perfil protéico de raizes de milho submetidas ao estresse oxidativo.
George et al. (2011) investigaram a expressdo diferencial em milho frente a
infestacdo por Spodoptera littoralis e Busseola fusca por meio da técnica de 2-DE
seguido de MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization).

Sun et al. (2013) utilizando cultura de tecidos associada a ferramentas como
a 2-DE e sequenciamento de proteinas por MALDI-TOF-MS, investigaram a
expressao diferencial entre calos embriogénicos e ndo embriogénicos na linhagem
H99 de milho procurando proteinas associadas ao processo de embriogénese
somatica.

Guo et al. (2013) estabeleceram a expressdo diferencial de proteinas em
radiculas de embrides de milho comum submetidas a germinacdo sem qualquer tipo
de pré tratamento e sementes pré tratadas pela embebicdo em agua por 24 horas,
entre o hibrido Zong3/87-1 e seus parentais objetivando também aprimorar a
compreensao das bases da heterose na espécie. O estudo de expresséao diferencial
foi realizado utilizando a técnica de eletroforese 2-DE, seguida de identificacdo de
proteinas por MALDI-TOF-TOF-MS.

Em sementes de milho, os estudos protedmicos iniciaram-se com o trabalho
de Chen et al. (2002) que avaliaram o perfil proteico de embrides de milho comum
em genotipos resistentes e suscetiveis a Aspergillus flavus e A. parasiticus. Neste
trabalho foi utilizada a técnica de focalizacdo isoelétrica seguida por anélise em
eletroforese 2-DE e sequenciamento das proteinas diferentemente expressas. Este
estudo possibilitou observar na linhagem resistente, maior expressédo de proteinas

como as globulins (1 e 2), LEA proteins (3 e 14), osmotic stress-related proteins
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WSI18, aldose reductase, heat stress-related protein HSP16.9, assim como a
glyoxalase |I.

Estudos protedbmicos em sementes de milho comum foram conduzidos por
outros autores, como por exemplo Méchin et al. (2004), que estabeleceram um
mapa protedmico de referéncia para o endosperma de milho, utilizando para isso a
ferramenta de eletroforese em gel 2-DE seguido pela identificacdo de proteinas por
meio da analise via LC-MS/MS (Cromatografia liquida seguida de espectrometria de
massas).

Nesse mesmo ano, Campo et al. (2004) identificaram proteinas expressas
em embrides de milho comum frente a infeccdo fungica por Fusarium verticillioides.
Inicialmente, os autores utilizaram duas metodologias para extracdo de proteinas
desse tecido: uma metodologia utilizou um tampéo fosfato-citrato de pH 2,8 e, na
outra foi utilizado tampéo salino Tris-HCI de pH 7,5.

Subsequentemente, por meio da andlise em gel 2-DE, foram observados 36
spots de proteinas que apresentaram aumento de expressao durante a germinacao
de embries infectados, dos quais 23 spots foram observados quando a metodologia
utilizada para extracdo foi a utilizagdo de um tampao fosfato-citrato (pH 2,8) e, 13
spots foram observados com o uso do tampéao salino Tris-HCI (pH 7,5) (Campo et
al., 2004)

ApoOs o0 sequenciamento desses spots por meio de MALDI-TOF-MS, os
autores observaram que as proteinas relacionadas aos mecanismos de defesa
contra infeccdo fungica durante a germinacdo foram basicamente a fructose-
bisphosphate aldolase, glutathione transferase, putative glucan endo-1,3-beta-D-
glucosidase, adenosina kinase, glyceraldehyde 3-phosphate, late embryogenesis
abundant protein, superoxide dismutase, heat shock protein 17,2, initiation fator 5A,
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, catalase e globulin-2 (Campo et al., 2004).

Utilizando gel unidimensional SDS-PAGE seguido pela analise em LC-
MS/MS, Grimaud et al. (2008) realizaram estudo protedmico em sementes integras
com o objetivo de compreender a biossintese do amido em plantas de milho normal
e plantas de milho mutantes para a sintese de amido. Os autores identificaram a
presenca das proteinas starch synthase, starch branching enzyme e starch
phosphorylase internamente associadas aos granulos de amido, assim como outras

proteinas ja identificadas.
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Lu et al. (2008) analisaram o fosfoprotecoma em embrides de milho
submetidos ao processo de germinagcdo com o objetivo de identificar proteinas
fosforiladas, proteinas quinases e fosfatases. A obtencdo da amostra proteica deu-
se por meio da utilizacdo de um tampao de extracdo constituido de acido
tricloroacético (TCA) 10% em acetona associado ao agente redutor 2-
mercaptoetanol na concentracdo 0,07% e, apoOs solubilizacdo das proteinas
extraidas, digestéo triptica foi realizada. Assim, observa-se que este trabalho foi o
primeiro a utilizar a analise Shotgun para embriées de milho.

Lu et al. (2008), com intuito de enriquecer a analise mediante simplificacdo
da amostra biolégica, antes de realizar o sequenciamento dos peptideos obtidos
pela digestdo triptica, realizaram o fracionamento dos mesmos em oito partes
utilizando a técnica de troca catibnica (strong cation exchange — SCX). Nesse
estudo, os autores identificaram 776 proteinas, da quais 39 eram quinases, 16
fosfatases e 33 fosfoproteinas e que, de acordo com a anotacdo funcional, estas
proteinas estdo envolvidas no reparo do DNA, processo de transcricdo,
processamento do RNA, traducao de proteinas e ligacdo a outras proteinas.

Liu et al. (2009a) analisaram a expressao de proteinas em embrifes de duas
linhagens de milho comum, uma com elevado e outra com baixo teor de 6leo no
embrido, em diferente estadios de desenvolvimento apos a polinizacdo. Para tal fim
utilizaram como ferramenta o gel 2-DE, subsequentemente as proteinas com
expressao diferencial foram sequenciadas pela técnica de MALDI-TOF-MS. Os
autores obsevaram 620 spots de proteinas, sendo que destas 69 apresentaram
expressao diferencial na linhagem com elevado teor de 6leo. Apés a identificacdo
dos spots, constatou-se que a maioria das proteinas com expressdo diferencial
participa do metabolismo de carboidratos e proteinas, organizacdo do citoesqueleto,
resposta ao estresse e metabolismo de lipidios. As proteinas, enoyl-ACP reductase,
stearoyl-ACP desaturase, acetyl-CoA C-acyl-transferase tiveram maior expressao na
linhagem com elevado teor de 6leo (Liu et al., 2009a).

Utilizando as mesmas ferramentas proteémicas, Liu et al. (2009b) avaliaram
a expressao da proteina stearoyl-acyl carrier desaturase (SAD) em embrides de
duas linhagens de milho comum com elevado e baixo teor de 6leo no embrido nos
estadios de desenvolvimento de 15°, 25° e 35° dias apos a polinizacdo (DAP). Os
autores observaram a expressao da proteina SAD nas trés épocas avaliadas, tendo

aumento de expressao no 15° DAP na linhagem com teor de 6leo elevado.
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Huang et al. (2012) realizaram um proteoma diferencial para avaliar a
tolerdncia a dessecacdo em embribes de milho durante o desenvolvimetno da
semente e na germinacdo. Utilizando a técnica 2-DE, onze spots envolvidos como
tolerancia ao estresse foram identificados e, apds sequenciamento realizado por
MALDI-TOF-MS identificaram as seguintes proteinas: late embryogenesis abundant
(LEA) protein EMB564, OmpA/MotB family outer membrane protein, globulin 2,
putative cystatin, heat shock class I, NBS-LRR resistance-like protein RGC456, entre
outras. Os autores observaram que estas proteinas acumularam durante a
maturacdo de embrides tolerantes a dessecagdo, mas diminuiram sua expressao
durante a germinagéo.

Gong et al. (2013) realizaram um estudo protedmico para avaliar mudancas
de expressdo de proteinas em embribes de sementes de milho submetidos a
germinacao por “hydropriming-induce” utilizando a técnica de 2-DE seguida por
MALDI-TOF/TOF-MS. Este estudo revelou oito spots de proteinas com expressao
diferencial, dos quais cinco apresentaram aumento na expressao e trés diminuiram
sua expressdo nos embribes submetidos ao pré-tratamento de “hydropriming-
induce”. Essas proteinas foram identificadas como peroxiredoxin-5, 1-cys
peroxiredoxin, embryonic protein DC-8, cupin, globulin-1 e late embryogenesis
abundant protein (Gong et al., 2013).

Robbins et al. (2013) realizaram um estudo protedmico em pericarpo de
sementes de milho comum testando duas diferentes metodologias prote6micas; uma
delas utilizando gel 2-DE-DIGE (Eletroforese bi-dimensional diferencial), e outra
isenta de gel utilizando a técnica de iTRAQ para avaliar a expressao de proteinas
em um mutante Ufol-1 da via metabdlica de flavonodides.

A maioria das proteinas que foram identificadas estdo envolvidas com a
glicdlise, sintese de proteinas, modificacdo pds-traducional, biossintese de
flavonoides e lignina e a comparacdo entre as duas técnicas evidenciou que 61
proteinas diferentemente expressas foram reveladas utilizando-se a técnica de 2-
DE-DIG e 122 proteinas diferentemente expressas foram reveladas nos pericarpos
de semente de milho comum utilizando-se a técnica de iTRAQ (Robbins et al., 2013)

Silva-Sanchez et al. (2013) utilizaram a abordagem protedmica Shotgun de
proteinas expressas associadas ao uso da técnica de quantificacdo pelo uso do
ITRAQ revelado por LC-MS/MS visando com isso avaliar a expressao diferencial de

proteinas da parte basal do endosperma de um mutante miniaturel (mnl) para via
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metabdlica de carboidratos comparado com o selvagem Mnl. Um total de 2.518
proteinas foram identificadas na regido basal do endosperma, das quais, 131
tiveram expresséao diferencial entre os dois gendtipos. Em sua maioria as proteinas
estavam envolvidas no metabolismo de carboidratos, processos catabdlicos e
homeostasia celular.

Wang et al. (2014) analisaram o proteoma diferencial entre sementes de
milho com desenvolvimento normal e sementes nas quais foi induzida seca
artificialmente aos 40° DAP. Para tanto, as fracdes isoladas de embrido e
endosperma foram separadas e, apos a extracao de proteinas utilizaram gel 2-DE
para avaliar a expressao diferencial, seguido pelo sequenciamento por MALDI-TOF-
TOF-MS. Segundo os autores, um numero de 48 e 58 proteinas para embrido e
endosperma, respectivamente, foram identificadas nas sementes submetidas a seca
artificial, onde se observou grande nimero de proteinas relacionadas as reservas de

proteinas no embrido e proteinas de defesa no endosperma.
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CAPITULO |

PROTEOMICA QUANTITATIVA BASEADA EM ITRAQ® EM EMBRIOES DE
LINHAGENS DE MILHO PIPOCA COM DIFERENTES CAPACIDADES DE
EXPANSAO

RESUMO

Este trabalho objetiva realizar um estudo sobre a expresséao diferencial de proteinas
de embrides de duas linhagens de milho pipoca com elevada e baixa capacidade de
expansdo, por meio da abordagem prote6mica “Shotgun”, utilizando marcadores
isobaricos — ITRAQ®, no 15° e 25° dias apods a polinizacdo. Inicialmente, trés
metodologias para extracdo de proteinas foram avaliadas e concluimos que a
melhor metodologia para extracdo de proteinas de embrides de milho pipoca
quantitativamente e qualitativamente e por meio da utilizagdo de tampédo salino
(Chen et al., 2002). Observamos 1.189 proteinas altamente confidveis em embrides
de milho pipoca, das quais foi possivel identificar 13 diferentes funcdes moleculares,
sendo mais significativas as proteinas com funcao catalitica (37.9%). Da mesma
forma, identificamos 16 diferentes anotacdes para localizacdo celular e 103
diferentes funcdes biol6gicas para a totalidade de proteinas identificadas, sendo
mais significativas as proteinas com funcées em processos metabdlicos (32,5%).
Quantitatiavamente, foi possivel observar 161 proteinas que diminuiram sua
expressdo entre as linhagens P11,5°pap/P1115°pap, cOm  elevada e
P16,5°pap/P1615°pap COM baixa capacidade de expansdo. Destas, 4 e 127 proteinas
foram observadas exclusivamente na linhagem P11 e P16, respectivamente, e 30
proteinas foram comuns entre as linhagens de milho pipoca. Com relagcdo a
proteinas que aumentaram sua expressao, foi observado um total de 50 proteinas,
sendo 9 e 7 proteinas exclusivas na linhagem P11 e P16, respectivamente, e 34
comum a ambas as linhagens. Este trabalho é o primeiro a estudar a expressao
diferencial de proteinas em duas linhagens contrastantes quanto a capacidade de

expansao, utilizando a abordagem “Shotgun” para a analise protedmica. Dentre as
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caracteristicas de interesse para estudos sobre capacidade de expansdo, uma delas
€ o teor de 6leo e o perfil de &cidos graxos. Desta forma, subsequente a avaliagéo
das 1.189 proteinas observamos um total de 18 proteinas associadas as vias
metabdlicas de lipidios. As duas isoformas da enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADH] foram identificadas na via metabdlica de biossintese de acidos graxos e tiveram
uma diminuicdo na expressao em ambas as linhagens, sendo esta reducéo superior
na linhagem P16. Foram observadas duas isoformas de oleosins nao relacionadas a
via metabdlica de lipidio, mas com funcdo de armazenamento de lipidios que
aumentaram sua expressao conforme avancaram os dias da polinizagdo. As
informagdes obtidas permitirdo estabelecer novos direcionamentos para elucidar
outras questdes bioldgicas associadas a capacidade de expansao e expressao de

proteinas.

Palavras-chave: Protedbmica, Zea mays, milho pipoca, iTRAQ, capacidade de

expansao.
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QUANTITATIVE PROTEOMICS ITRAQ® BASED ON POPCORN LINES OF
EMBRYOS WITH DIFFERENT EXPANSION CAPACITY

This work aimed to conduct a study on the differencial expression of proteins in
embryo from two lines of popcorn, with high and low expansion capacity through
Shotgun proteomics, utilizing isobaric ITRAQ® tags, on the 15th and 25th day after
pollination. Initially three methodologies for protein extraction were evaluated, of
these, it was concluded that the best method for extracting proteins from popcorn
embryos is qualitatively and quantitatively using a saline buffer (Chen et al., 2002).
We observed 1,189 highly reliable proteins in popcorn embryos, of which it was
possible to identify 13 different molecular functions, the most significant being
proteins with catalytic function (37.9%), similarly we identified 16 different notes for
cellular localization and 103 different biological functions over the totality of identified
proteins, the most significant proteins being those with functions in metabolic
processes (32.5%). Quantitatively it was possible to observe 161 proteins that
decreased expression between lines P11,5"oap/P1115 pap,  With high and
P16,5"0ap/P1615 "0ap With low capacity for expansion. Of these, 4 and 127 proteins
were observed exclusively in lines P11 and P16, respectively, and 30 proteins were
common among both. With respect to proteins which increased their expression, a
total of 50 proteins were observed, 9 and 7 unique proteins to lines P11 and P16,
respectively, and 34 common to both lines. This work is the first to study the
differential expression of proteins in two contrasting lines regarding expansion
capacity utilizing the Shotgun approach for proteomic analysis. Among
characteristics of interest for study on expandability is the oil content and fatty acid
profile, this way, subsequent evaluation of 1,189 proteins displayed a total of 18
proteins associated with metabolic pathways of lipids. The two isoforms of enoyl-
[acyl-carrier-protein] reductase [NADH] were identified in the metabolic pathway of
fatty acid biosynthesis and were decreased in expression in both lines, the greater
reduction being in line P16. Two isoforms of oleosins were observed, not related to
the metabolic lipid pathway, but with storage function for lipids, that increased their
expression as pollination days progressed. The information obtained can establish
new directions and bring light to other biological issues associated with expansion
capacity and protein expression.

Keywords: Proteomics, Zea mays, pop corn, iTRAQ, expansion capacity.
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1. INTRODUCAO

O pipocamento, ou seja, a explosdo provocada pela expansao do amido sob
pressdo, é a caracteristica que torna o milho pipoca (Zea mays L.) diferente dos
demais tipos de milho, refletindo diretamente sobre a qualidade da pipoca
(Weatherwax, 1922). Por sua vez, a qualidade do milho pipoca e consequentemente
seu valor comercial sédo avaliados por meio da capacidade de expansao.

A capacidade de expanséao é influenciada tanto por fatores fisicos quanto
quimicos: umidade (Song e Eckholf, 1994a, b; Luz et al., 2005), densidade da
semente (Park e Maga, 2002), danos ao pericarpo e endosperma (Park e Maga,
2002; Singh et al., 2004), condicdes de armazenamento (Park e Maga, 2002),
temperatura do pipocamento (Song et al., 1991) e pelo equipamento de avaliacéo
(Dolfing et al., 1991; Machado, 1997), o teor e perfil de acidos graxos e resisténcia
do pericarpo, dado pelas concentracées de celulose e lignina (Zinsly e Machado,
1987; Luz et al., 2005), matriz e textura do endosperma (Bandel, 1987), tipo de
amido (Mercier e Feillet, 1975; Robbins Jr. e Ashman, 1984; Rooney e Serra-
Saldivar, 1987; Zhang e Hoseney, 1998) e quantidade e tipo de proteinas que
compde o endosperma (Wilson, 1987; Borras et al., 2006).

Os programas de melhoramento de milho pipoca visam, além da alta
produtividade, a obtencdo de hibridos com alta capacidade de expansdo. As
técnicas de biotecnologia podem ser utilizadas para auxiliar o melhorista na
obtencdo de cultivares em um tempo menor, atuando de forma mais precisa na
identificacdo e transferéncia de genes de interesse. Dentre as inUmeras ferramentas
biotecnoldgicas disponiveis, destaca-se a protedbmica.

Segundo Di Ciero e Bellato (2002), a protebmica indica as proteinas
expressas em um genoma ou tecido, porém, enquanto 0 genoma representa a soma
de todos os genes de um individuo, o proteoma ndo é uma caracteristica fixa. Ele se
altera conforme o estado de desenvolvimento ou mesmo sob condi¢cdes nas quais
um individuo se encontra. Elliott et al. (2009) citam que um dos principais objetivos
da protedmica € quantificar com precisao as alteracdes na expressao de proteinas

em reposta a uma variedade de alteracfes na expressao das mesmas.

35



Uma analise protebmica pode ser realizada com a adocdo de duas
estratégias: “Bottom-up” e “Top-down”. A estratégia “Bottom-up” refere-se a
caracterizacdo de proteinas por meio da liberacdo de peptideos a partir de uma
reacao de protedlise. Quando esta analise é realizada em uma mistura de proteinas
ela é designada de “Shotgun” (Zhang et al., 2013).

Outra metodologia utilizada é a analise “Top-down”, cujo objetivo reside na
analise de proteinas intactas, ou seja, essa técnica visa analisar as modificacdes
pos-traducionais e o estudo de isoformas. Contudo, esta forma de andlise apresenta
algumas limitagcbes quando comparada a analise “Shotgun”, as quais residem
principalmente no fracionamento e ionizacdo das proteinas e fragmentacao em fase
gasosa (Alves et al., 2007; Zhang et al., 2013).

A protedmica quantitativa, segundo Elliott et al. (2009), pode ser classificada
em dois tipos: absoluta e relativa. Na proteGmica quantitativa absoluta, determina-se
mudancas na expressao da proteina em termos de uma quantidade ou concentracdo
exata (ng ou nmoles por grama de tecido) de cada uma das proteinas presentes. Em
contrapartida, na protebmica quantitativa relativa, determina-se o nivel de expressao
de proteinas baseado em uma amostra controle ou comparativa.

No ano de 2004, foi desenvolvida uma técnica de identificacdo de proteinas
para quantificacdo absoluta e relativa sem a utilizacdo de géis, baseada em
marcacao isotépica. Esta nova técnica recebeu o nome de ITRAQ (Etiquetas
isobaricas para quantificacao relativa e absoluta) (Ross et al., 2004).

Analises protedmicas que utilizam iTRAQ possuem a vantagem de reduzir o
viés analitico da técnica, causado pelas diferentes hidrofobicidades, abundancia, ou
ponto isoelétrico, além de aumentar a sensibilidade e acuracia (Qin et al., 2013).

Os reagentes sdo diferentemente marcados isotopicamente, mas todos os
peptideos derivados da marcacdo sdo isbbaros e apresentam o mesmo padréo de
coeluicdo na cromatografia liquida. Os ions reporteres produzem diferentes sinais
guando submetidos a fragmentacéo por CID (Dissociacao induzida por colisédo), os
guais sao utilizados para identificar e quantificar individualmente cada amostra de
mistura de peptideos digeridos (Ross et al., 2004).

Entre os trabalhos encontrados na literatura que utilizaram a técnica do
ITRAQ para milho, destacam-se o trabalho de Robbins et al. (2013), que utilizaram a

técnica em estudos prote6micos em pericarpos de sementes, e de Silva-Sanchez et
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al. (2013), que realizaram estudos protedmicos da parte basal do endosperma de
milhos mutantes e selvagens relacionados a biossintese de amido.

Baseado no exposto acima, o presente trabalho teve como objetivo realizar
um estudo sobre a expressdo diferencial de proteinas de embrides de duas
linhagens de milho pipoca, uma com elevada capacidade de expanséo e outra com
baixa capacidade de expansdo por meio da abordagem proteGmica “Shotgun”,

utilizando marcacéo isobarica — iTRAQ, no 15° e 25° dias ap0s a polinizacao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Padronizacdo da metodologia de extracdo de proteinas de embrides de

sementes de milho pipoca

2.1.1. Material Vegetal

O campo experimental foi instalado na Fazenda Experimental de Iguatemi
(FEI), ligada ao Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Estadual de
Maringd (UEM), nas duas Ultimas semanas do més de outubro de 2011. Foram
utilizadas duas linhagens de milho pipoca: a linhagem P11, de elevada capacidade de
expansao, e a linhagem P16 de baixa capacidade de expansao, ambas pertencentes ao
Programa de Melhoramento de Milho da UEM. A finalidade da instalagdo desse campo
experimental foi realizar a multiplicacdo das sementes e obter geracdes avancadas de
autofecundacéo dessas linhagens. As parcelas de cada linhagem foram compostas por
duas linhas com 10 m de comprimento e espacamento de 0,90 m entre fileiras e
0,20 m entre plantas. Os tratos culturais foram realizados para a cultura, conforme
recomendado por Sawazaki (2001).

Aproximadamente 50 dias apds a implantacdo do campo experimental, iniciou-
se o periodo de autopolinizacdo, o qual prosseguiu até a primeira semana do més de
janeiro de 2012. Quinze dias apo6s a polinizacdo (DAP), as espigas foram coletadas
para a obtencdo das amostras.

As sementes das duas linhagens foram excisadas das espigas, separando-
se o0 embrido, endosperma e pericarpo. Os embrides foram acondicionados em
microtubos plasticos de 1,5 mL, sendo em seguida, instantaneamente, congelados
na presenca de nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados em freezer a -
90°C (Figura 1).

2.1.2. Avaliacdo de metodologias de extracao de proteinas de embrides

As amostras de embrides foram retiradas do freezer e pesadas em balanga
analitica de preciséo digital. Foram utilizadas as quantidades: 100 mg, 200 mg, 300

mg e 400 mg.
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Figura 1 — Preparo das amostras obtidas de sementes de milho pipoca para
posterior extracdo de proteinas: a) Espiga de milho pipoca da linhagem P11 (15°
DAP); b) retirada das sementes individuais da espiga com auxilio de um bisturi; c)
corte longitudinal realizado no pericarpo da semente; d) excisdo do embrido, e)
armazenamento do embrido em microtubos plasticos estéreis e adicdo de nitrogénio
liguido para congelamento instantaneo; f) tubo plastico contendo embrides
congelados; g) pericarpos das sementes congelados e h) endospermas das
sementes congelados.
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As amostras foram submetidas a extragcdo de proteinas, segundo as

metodologias de Damerval et al. (1986), de Chen et al. (2002) e de Wang et al.

(2003) (Quadro 1).

Quadro 1 — Metodologias avaliadas quanto a eficiéncia para a extracdo de proteinas

de embrido de milho pipoca

Damerval et al. (1986)

Chen et al. (2002)

Wang et al. (2003)

Amostra vegetal macerada em
almofariz na presenca de
nitrogénio liquido.

Adicdo do tampéo de extracdo

(acetona, 0,07% beta-
mercaptoetanol, 10% TCA).

Incubar a -20°C por 1 hora.
Homogeneizar em vértex por 10
min. (4°C)

Centrifugar a 30.000 g — 30 min
—4°C

Coletar o sobrenadante para
novo tubo

Precipitar com cinco volumes de
Acetona  + 0,07% beta-
mercaptoetanol (-20°C)

Armazenar em freezer -20°C

Amostra vegetal macerada em
almofariz na presenca de
nitrogénio liquido.

Adicdo do tampéo de extracéo
(0,25 M de NaCl, 50 mM Tris-
HCI pH 8, 14 mM beta-
mercaptoetanol).

Homogeneizar em vértex por 10
min. (4°C)

Centrifugar a 35.000 g — 20 min
—4°C

Transferir o sobrenadante para
novo tubo

Precipitar com cinco volumes de
Acetona (-20°C).

Armazenar em freezer -20°C

Amostra vegetal macerada em
almofariz na presenca de
nitrogénio liquido.

Adicdo de 2 mL do tampéo de
extragcdo “SDS/Fenol” (1 mL
fenol + 1 mL tampdo SDS,
constituido por 30% sacarose,
2% SDS, 0,1 M Tris-HCI pH 8 e
5% de beta-mercaptoetanol)

Homogeneizar e verter em tubos
plasticos do tipo Falcon

Vértexar (30 s)
Centrifugar a 10.000 g — 3 min —
4°C

Coletar a fase superior (fenol)
para novo tubo

Adicionar cinco volumes de 0,1
M acetato de amébnio em
metanol (gelado)

Armazenar em freezer -20°C —
30 min.

Centrifugar 10.000 g — 5 min. —
4°C

Lavar 2x com acetato de amonio
em metanol (gelado)

Lavar 2x com acetona (gelada)

Armazenar em Freezer -20°C

Subsequente a extracdo das proteinas de cada amostra, as mesmas foram

ressuspendidas em 1% SDS (sodio dodecil sulfato) em agua ultrapura Milli-Q®. A

quantificacdo foi realizada com o método BCA (&cido bicinconinico) descrito por

Smith et al. (1985). Para tal propésito, utilizou-se o padrdo BSA (albumina de soro
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bovino), 1 pg uL™. Foi adicionado as amostras 1 mL da solugéo de BCA e solucéo
de CuSO4 4% - 50:1, sendo as amostras mantidas em banho-maria por 30 minutos,
a 60°C. As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro a 562nm.

Utilizando-se os valores de absorbancia do padrdo, um grafico (curva
padrdo) de dispersédo foi construido no Microsoft Office Excel, obtendo, assim, o
coeficiente angular da reta. Inicialmente, foi tomada a absorbancia de uma amostra,
a qual foi dividida pelo coeficiente angular da reta, sendo esse valor posteriormente
dividido pelo volume inicial, que foi aliquotado para fazer a quantificacdo, dando uma
concentracdo em ug pL™.

Subsequente a quantificacdo de proteinas, o0s perfis proteicos
unidimensionais foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE, 12%. Foi aplicado no gel o volume de amostra correspondente a uma
concentragdo final de 10 pg. A este volume foi adicionado o mesmo volume de
tampao de amostra 2x (0,25 M Tris-HCL pH 6,8, 50% glicerol, 0,05% azul de
bromofenol). Foram utilizados 5 pL do padrao prestained collor plus protein ladder
10 kDa — 230 kDa (Biolabs).

As condigbes de eletroforese foram 70 volts por trinta minutos para o
empilhamento, seguido por duas horas e trinta minutos a 150 volts, para a
separacdo. Posteriormente, os géis foram fixados em solucdo de fixacdo (40%
metanol, 7% &acido acético), por 30 minutos, e corados com comassie brillant blue G-
250, por 1 hora. Apos este periodo, os géis foram descorados, utilizando-se solucéo
descorante  (40% metanol, 7% acido acético) e subsequentemente
fotodocumentados.

2.2. Protedmica quantitativa baseada em espectrometria de massa

Novo experimento foi implantado para a obtencdo das amostras definitivas,
as quais foram utilizadas na analise protedmica, conforme a metodologia descrita a

sequir.

2.2.1. Material vegetal

As linhagens P11 (elevada capacidade de expansao) e P16 (baixa
capacidade de expanséo) de milho pipoca. que se encontravam na oitava geracao

de autofecundacdo (S8), foram semeadas a campo na FEI/CCA/UEM na ultima
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semana do més de outubro de 2012. A multiplicagédo das sementes foi realizada em
campo experimental, constituida por parcelas contendo quatro linhas, duas para
cada linhagem, cada uma com 10 m de comprimento, espacamento de 0,90 m entre
fileiras e 0,20 m entre plantas. Os tratos culturais foram realizados para a cultura,
conforme o recomendado por Sawazaki (2001).

As linhagens foram autofecundadas na ultima semana de dezembro de 2012
por meio da cobertura dos penddes maduros com saco de papel tipo “kraft’. O pdlen
foi utilizado para o encobrimento da espiga da mesma planta.

Nos 15° e 25° dias apoés a polinizacdo (15° DAP, 25° DAP), trés espigas de
cada tratamento foram coletadas e levadas ao Laboratério de Gendmica e
Expressao, localizado no Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri),
UEM. As sementes de cada espiga foram excisadas das espigas e separadas
conforme descrito anteriormente no item 2.1.2. (Figura 1). A0 mesmo tempo em que
0 processamento decorria, os embriées foram congelados em nitrogénio liquido e

subsequentemente armazenados em freezer -90°C.

2.2.2. Preparo das amostras

A parte inicial do processamento das amostras ocorreu no Laboratério de
Genbmica e Expressdo — LaGEx/Nupagri/lUEM. A extracdo de proteinas das
amostras foi realizada conforme metodologia descrita por Chen et al. (2002).
Inicialmente, foi realizada a pesagem das amostras, utilizando-se 300 mg de
embrides por amostra, que foram colocados em almofariz para que se procedesse a
maceracao. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido até formar um po.
Em seguida, foi adicionado o tampao de extracdo, constituido por 0,25 M de NacCl,
50 mM Tris-HCI pH 8, 14 mM beta-mercaptoetanol e inibidor de proteases 0,07%
Pefabloc® (Sigma). As amostras foram transferidas para tubos falcon de 15 mL e
homogeneizadas com o auxilio de um vértex, por 10 minutos, a 4°C, e centrifugadas
a 35.000 g, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos
falcon de 15 mL, onde foi precipitado com acetona gelada (2,5 X). Posteriormente,

as amostras foram liofilizadas e armazenadas em freezer -90°C.

42



2.2.3. Quantificacao, digestéo e limpeza das amostras

A continuidade do procedimento para analise protedbmica das amostras
ocorreu no Laboratdrio de Quimica de Proteinas — Instituto de Quimica / UFRJ. A
ressuspensao das amostras foi realizada utilizando uma solucao contendo ureia 7 M
e tiouréia 2 M. Posteriormente, procedeu-se a quantificacdo das amostras,
utilizando-se o método fluorimétrico Qubit® Fluorometer 2.0 (Invitrogen). As
amostras foram diluidas em tampao bicarbonato de trietilaménio (TEAB) 200 mM
(1:10), procedendo-se a seguir a reducdo das mesmas com ditiotreitol (DTT) 10 mM
durante 1 hora, na temperatura de 25°C. As amostras foram entdo alquiladas com
iodoacetamida (IAA) 40 mM em temperatura ambiente no escuro.

As proteinas foram submetidas a reacédo de digestéo, utilizando-se tripsina
1:50 (Promega) e a interrup¢éo da reacao foi realizada pela adicdo de acido formico
em concentracgéo final de 1%. A limpeza e purificagdo das amostras foram realizadas
utilizando-se Macro Spin Columns™ C-18 (Harvard Apparatus). A ativacdo das
colunas foi realizada utilizando acetonitrila 100% (ACN), seguindo um periodo de
equilibracdo com acido trifluoroacético 0,1% (TFA). As amostras foram aplicadas em
suas colunas especificas, lavadas e eluidas em duas fases. A primeira eluigédo foi
realizada utilizando uma solucédo de acetonitrila 50% e &cido trifluoroacético 0,1%.
Posteriormente, solucbes de acetonitrila 70% e &cido trifluoroacético 0,1% foram
utilizadas para realizar a segunda eluicdo. Em ambas as elui¢cdes, os peptideos
foram coletados em um mesmo tubo plastico.

Apés digestdo e limpeza, os peptideos foram secos e, subsequentemente
ressuspendidos em tampdo TEAB 50 mM. Realizou-se a quantificagdo dos
peptideos com intuito de aliquotar 25 pg de cada amostra, as quais foram utilizadas

na proxima fase do experimento.

2.2.4. Marcacao dos peptideos

A marcacgdo isobdrica dos peptideos foi realizada utilizando-se iTRAQ®

(Etiquetas isobéaricas para quantificacdo relativa e absoluta - Sciex) 4 plex. Para
tanto, as amostras contendo 25 pg de peptideos foram organizadas de modo que
ocorresse 0 agrupamento de amostras de embrido e suas respectivas épocas de

coleta apds a polinizacéo.
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Assim, peptideos da linhagem P11;5pap foram marcados pelo ion reporter
de massa 114,1 Da; peptideos da linhagem P11,spap foram marcados pelo ion
repoérter de 115,1 Da e peptideos da linhagem P161sopap € P1625:pap fOoram marcados
pelos ions reporteres de 116,1 Da e 117,1 Da, respectivamente.

O preparo das marcagbes (114; 115; 116 e 117) foi realizado inicialmente
pela adicdo de 95 pL de etanol gelado. Posteriormente, foram adicionados 30 pL de
cada ion reporter nas suas respectivas amostras. Apos instantanea agitacdo em
vortex e spin em centrifuga, as amostras foram incubadas por 2 horas em
temperatura ambiente.

O término da marcacdo deu-se pela adicdo de 35 pL de tampao TEAB 50
mM. Ao término deste procedimento, as amostras foram concentradas em Speed-
Vac até volume final de 5 pL.

No Quadro 2, estdo disponibilizados os agrupamentos das amostras
marcadas com os isobaros iTRAQ® e suas respectivas replicatas biologicas (G1, G2
e G3).

Quadro 2 — Agrupamento das amostras para analise do proteoma quantitativo
utilizando-se a técnica de marcadores isobaricos - iTRAQ®

Replicata Marcadores Isobaricos

biologica 114 115 116 117
G1 P11 (15) Emb* P11 (25)Emb* P16 (15)Emb* P16 (25) Emb.*
G2 P11 (15) Emb* P11 (25)Emb* P16 (15)Emb* P16 (25) Emb.*
G3 P11 (15) Emb* P11 (25)Emb* P16 (15)Emb* P16 (25) Emb.*

* Linhagem (Dias apés a polinizagdo) Embrido.

2.2.5. Limpeza e pré-fracionamento das amostras apdés marcacdo isobarica

Apés a marcacdo, as amostras foram pré-fracionadas, utilizando-se uma
Macro SpinColumn™ de troca catiénica (SCX) Harvard Apparatus.

As amostras foram ressuspendidas em solucéo diluente de KH,PO4 10 mM
+ ACN 25% (pH 3, ajustado com acido fosférico). A hidratagédo das colunas foi
realizada com a solucao diluente por 10 minutos, em temperatura ambiente, seguida
de centrifugacdo a 100 rpm por trés minutos, sendo este passo de hidratacédo

repetido mais uma vez.
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A troca cationica iniciou-se pela adicdo da amostra na coluna, procedendo-
se a incubacgédo por 10 minutos, em temperatura ambiente, e posterior centrifugacao
a 100 rpm por trés minutos. O conteudo que passou pela coluna foi coletado e
novamente aplicado na mesma coluna. Apos centrifugacédo, o conteldo que passou
pela coluna foi coletado e transferido para um novo tubo, designado por “Flow-
Through” (FT).

A solucao diluente foi aplicada as colunas e o conteudo foi armazenado no
tubo FT. O primeiro fracionamento foi realizado pela adicdo de 300 puL de KH,PO,4 10
mM + ACN 25% + KCI 100 mM na SpinColumn. Apés a centrifugagcédo a 100 rpm por
trés minutos, o contetdo foi coletado e armazenado em novo tubo (designado
“100”). Na segunda etapa de fracionamento, adicionou-se 300 pL de KH,PO4 10 mM
+ ACN 25% + KCI 250 mM na SpinColumn. O conteudo foi coletado e armazenado
em novo tubo (designado “250”) apds centrifugagédo a 100 rpm por trés minutos. Por
fim, a terceira etapa de fracionamento ocorreu pela adi¢do de 300 pL de KH,PO,4 10
mM + ACN 25% + KCI 500 mM na SpinColumn. O centrifugado obtido a 100 rpm por
trés minutos foi coletado e armazenado em novo tubo (designado “500”).
Subsequentemente, todas as amostras (FT, “100”, “250” e “500”) foram
concentradas em Speed-Vac.

A limpeza dos sais residuais do processo da troca cationica foi realizada
utilizando-se Macro Spin Columns™ C-18 (Harvard Apparatus). A ativacdo das
colunas foi realizada utilizando acetonitrila 100% (ACN), seguido por um periodo de
equilibrio com acido trifluoroacético 0,1% (TFA). Um volume de 300 pyL de cada
amostra foi aplicado em suas colunas especificas, lavadas e eluidas em duas fases.
A primeira eluicdo ocorreu utilizando-se solucdo de acetonitrila 50% e acido
trifluoroacético 0,1%. Posteriormente, solu¢cbes de acetonitrila 70% e &cido
trifluoroacético 0,1% foram utilizadas para realizar a segunda elui¢cdo. Decorrido o
processo de dessalinizacdo, todas as amostras foram concentradas utilizando-se

Speed-Vac.

2.2.6. Espectrometria de massa

As amostras concentradas e contendo a mistura de peptideos marcados e
fracionados foram dissolvidas em 20 pL de éacido férmico 0,1% e 1 pg destes

peptideos foi carregado numa pré coluna C18 de fase reversa (2 cm de
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comprimento, 100 pm diametro interno), tendo como resina a ReproSil-Pur C15-AQ 3
pm. Posteriormente, os peptideos foram focalizados em uma coluna PicoFrit Self-
Pack (18 cm de comprimento, 75 pum de diametro interno — New Objective)
empacotada com o0 mesmo material.

As amostras foram analisadas em um sistema de EASY-nano LC (Proxeon
Biosystems) acoplado em sequéncia a um espectrometro de massa de alta
resolucao ESI-LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific).

Os peptideos foram eluidos usando um gradiente que partiu de 100% fase A
(0,1% de éacido férmico, 5% de acetonitrila) até 35% da fase B (0,1% de acido
férmico, 95% de acetonitrila), por 120 minutos; 35 — 100% da fase B, por cinco
minutos; e 100% da fase B por oito minutos, totalizando 133 minutos em um fluxo de
aproximadamente 250 nL min™. Apés cada corrida, a coluna foi lavada com 90% da
fase B e reequilibrada com a fase A.

Os espectros m/z foram obtidos em modo positivo com aquisicdo automatica
dado-dependente (DDA — “Data Dependente Acquisition”) dos espectros de MS
(espectrometria de massa) e MS/MS. Os espectros de MS foram obtidos em alta
resolucdo no analisador Orbitrap com resolucdo de 60.000 para 400 m/z
(massa/carga), faixa de massa de 400 a 1800 m/z, Automatic Gain Control (AGC) de
1x10° e maximo de tempo de injecdo de 500 ms. Os espectros de MS/MS foram
adquiridos por HCD (Dissociacdo colisional de alta energia) em alta resolucdo no
Orbitrap para os 10 ions mais intensos, com carga = 2, resolucao de 7.500 para 400
m/z, limite de sinal de 30.000, energia normalizada de colisdo de 40 e excluséo
dindmica de 30 s.

Uma solucéo de amoénia a 5% contida em um falcon de 15 mL, com a tampa
aberta, foi colocada préxima a regido do Eletrospray (agulha) para evitar o efeito de
aumento de carga ibnica, ocasionado pelo iTRAQ — 4 plex, fenbmeno este ja
previamente descrito por Thingholm et al. (2010) e Nogueira et al. (2013).

Os resultados obtidos foram armazenados em arquivos RAW.

2.2.7. Andlise dos dados

Os arquivos RAW foram visualizados no software Xcalibur v.2.1 (Thermo
Scientific), as pesquisas realizadas em bancos de dados e o0 processamento dos

dados foi conduzido utilizando o software Proteome Discoverer v.1.4, com O
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algoritmo Sequest concatenado ao banco de dados de Zea mays L., obtido a partir
do UniProt (Fonte Universal de Proteinas), baixado em janeiro de 2014,
apresentando 62.975 entradas.

As pesquisas foram realizadas com o0s seguintes parametros: acuracia do
MS de 10 ppm, acuréacia do MS/MS de 0,1 Da para HCD, digestdo com tripsina com
duas clivagens permitidas, modificacdo fixa de carbamidometilacdo na cisteina,
modificacdes variaveis de oxidacdo da metionina e causada pela marcacao isobarica
do ITRAQ-4plex (massa monoisotopica — 144,102) nos aminoacidos de lisina e
regides N-terminais.

O numero e grupos de proteinas e o numero de peptideos, assim como 0s
valores quantitativos de cada marcador foi estimado utilizando o software Proteome
Discovery por meio do algoritmo Sequest. A taxa de false discovery de 1% e um
peptide rank de um foram aplicados como limites de cortes.

O experimento consistiu em um total de 36 corridas no espectrometro de
massa, oriundas de trés replicatas biolégicas (G1, G2 e G3), quatro etapas de
fracionamento (100, 250, 500 e FT) e trés replicatas técnicas (corridas no
espectrometro de massa).

O estudo de proteinas com expressdo diferencial dentro das diferentes
comparacgdes estabelecidas pelo uso do marcador isobario iTRAQ utlizou as
diferentes intensidades dos picos para cada ion repérter (114; 115; 116; 117) para
comparar quantitativamente a expressao diferencial dos tratamentos: P11lisopap,
P1llssepap, Pl16i1spap € Pl6aspap, Qque corresponderam, respectivamente, as
marcacgOes 114, 115, 116 e 117.

O critério utilizado para escolha das proteinas com expresséao diferencial foi
estabelecido considerando apenas as proteinas com expressao diferencial superior
a 1,5x ou inferir a 1,5x ao se comparar dois tratamentos quaisquer, conforme Huang
et al. (2002).

A analise das proteinas com expressado diferencial entre as diferentes
comparacdes de tratamentos foi inicialmente realizada por meio da confecgdo dos
Diagramas de Venn e isso foi possivel mediante utilizacdo do aplicativo Venny
(Oliveros, 2007), disponivel em http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny.

Considerando que as analises sdo realizadas entre as razdes dos
tratamentos e devido ao posicionamento da linhagem P16 ser no numerador destas

raz0es (exceto para 115/114), observa-se que, ao afirmar que a proteina se
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expressou mais na linhagem P16, assume-se automaticamente uma redugcdo na
expressdo desta mesma proteina na linhagem P11, sendo o oposto também valido.

A classificacdo para funcéo biolégica, componente celular e funcdo molecular
de cada proteina identificada foi realizada pelas anotagcbes do Gene Ontology,
disponivel em AgBase versao 2.0 Mississippi State University
(http://agbase.msstate.edu), utilizando-se o banco de dado de Zea mays com ultima
atualizacdo em 16 de maio de 2014 e o numero de identificagcdo do Uniprot para a
realizacdo das buscas para cada proteina identificada (McCarthy et al., 2011).

As proteinas expressas nos embrides foram alocadas em vias metabdlicas,
utilizando-se o recurso Search & Color Pathways utilizando o KEGG Mapper (Kyoto
Encyclopedia de Genes e Genomas), disponivel em http://www.genome.jp/kegg/tool/

map_pathway2.html (Kanehisa et al., 2012).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Padronizacédo da extracdo de proteinas de embrido de sementes de milho
pipoca

Os resultados referentes a quantificacdo de proteinas (ug pL™) nas massas
iniciais de embrides de milho pipoca, obtidos pelo método BCA, para as trés
metodologias testadas encontram-se no Quadro 3.

A quantificacdo realizada pelo método BCA mostrou diferencas nas
concentracdes de proteinas, considerando as diferentes massas (g) de embrido para

as diferentes metodologias avaliadas.

Quadro 3 — Concentracdo de proteinas quantificadas pelo método BCA (em ug pL™),
extraidas de embrido de sementes de milho pipoca por diferentes metodologias

Concentragao de proteinas (g uL'l)

Massa (mg)* Damerval et al. (1986) Chen et al. (2002) Wang et al. (2003)
100 0,00 1,68 0,24

200 0,04 2,16 0,30

300 0,04 2,23 0,00

400 0,05 2,60 -

* Massa inicial de embrido de milho pipoca.

A extracao de proteinas dos embrides utilizando a metodologia de Damerval
et al. (1986) foi menos eficiente do que a metodologia de Wang et al. (2003). Em
contrapartida, a metodologia de Chen et al. (2002) foi superior as demais
metodologias, sendo observado um aumento na concentracdo de proteinas
concomitantemente com o aumento de massa inicial utilizada para extracéo.

Observou-se que a massa inicial de 100 mg de embrido extraida pela
metodologia de Chen et al. (2002) possibilitou a obtencdo de 1,68 pg pL™ de
proteinas. Quando foi utilizada a massa inicial de 200 mg de embrido, foi obtida uma
concentracdo de proteinas de 2,16 pg UL, demonstrando, assim, um incremento de
35,7% na concentracdo. Este incremento ndo foi observado para as massas de 300
e 400 mg, nas quais as concentracbes obtidas foram de 2,23 e 2,60 ug pL™,

respectivamente.
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O perfil eletroforético obtido evidenciou que massas iniciais de 300 e 400 mg
foram mais efetivas para a obtencéo de proteinas do embrido (Figura 2). Isso pode
ser visualizado quando se compara o numero e nitidez das bandas observadas entre
40 e 50 kDa para as massas iniciais de 300 e 400 mg em relacdo as massas iniciais

de 100 e 200 mg.

230
150

100

80
60

50

40

30

25

20

15

10

Figura 2 — Perfil proteico (SDS-Page 12% de 10 g de proteinas) obtido de embrides
de milho pipoca, mediante utilizacdo da metodologia de Chen et al. (2002). A seta
indica presenca de bandas entre 40 a 50 kDa.
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Desta forma, conclui-se que a extracdo de proteinas de embribes de milho
pipoca deve ser realizada conforme a metodologia de Chen et al. (2002), com massa
inicial de 300 mg, a qual utiliza um tampéao de extracao salino.

Branlard e Bancel (2007) citam que a extracdo de proteinas de sementes
geralmente é realizada sem muitas dificuldades. Entretanto, deve-se observar que a
semente ndo é um tecido homogéneo e elas frequentemente sdo ricas em
polissacarideos, lipidios e outros compostos, que sado resultantes do metabolismo
secundario e que podem interferir no processo de extracao.

As duas observacdes levantadas por Branlard e Bancel (2007) nao se
tornam tdo preocupantes neste trabalho, pois o material vegetal utilizado foi o
embrido e ndo a semente inteira, mesmo considerando que o embrido é formado por
diferentes tecidos. Ressalte-se ainda que a extracao foi realizada em embrides no
15° ou 25° DAP, periodos que precedem a deposicao de reservas em sementes de
milho (Campo et al., 2004; Jiménez-Lbpes et al., 2011).

A metodologia de extracdo utilizada deve ser escolhida conforme os
objetivos da anadlise prote6bmica que sera realizada (Isaacson et al., 2006). Este fato
pode ser observado no trabalho de Campo et al. (2004), no qual foram utilizadas
duas metodologia de extracdo: uma com o tampéo fosfato-citrato pH 2,8 e a outra
com o tampao Tris-HCI salino pH 7,5. O objetivo do trabalho destes autores foi
verificar o perfil protéico obtido, mediante utilizacdo dos dois tampdes de extracao,
em embrides de milho submetidos a germinacdo apdés infeccdo com Fusarium
verticillioides. Os autores observaram 36 spots de proteinas que apresentaram
aumento de expressao durante a germinagcao de embrides infectados. Desses spots,
23 foram observados quando foi utilizado o tampéo fosfato-citrato (pH 2,8) e 13
guando o tampado utilizado foi o Tris-HCI salino (pH 7,5).

Entre as proteinas extraidas mediante utilizacdo do tampéao fosfato-citrato,
destacaram-se: a fructose-bisphosphate aldolase, glutathione transferase, putative
glucan endo-1,3-beta-D-gluosidase, adenosine kinase, glyceraldehyde 3-phosphate,
late embryogenesis abundant protein e superoxide dismutase (Campo et al., 2004).
Por outro lado, a extracéo realizada com o tampéo Tris-HCI salino (pH 7,5) revelou
gue as proteinas heat shock protein, initiation factor 5A, peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase, catalase e globulina-2 foram diferencialmente expressas. Isso evidenciou

gue as diferentes metodologias e, consequentemente, 0s tampdes extraem
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proteinas de diferentes naturezas bioquimicas e isso, dependendo do objetivo da

pesquisa, deve ser considerado.

3.2. Proteinas extraidas de embrifes de milho pipoca

A andlise de variancia referente as proteinas extraidas dos embries das
duas linhagens de milho pipoca, nas duas épocas de coleta, evidenciou diferencas

estatisticas significativas a 1% de probabilidade pelo teste F (Quadro 4).

Quadro 4 - Andlise de variancia da concentracdo de proteina extraida de 300 mg de
embrido das linhagens P11 e P16 de milho pipoca em duas épocas de coleta (15°

DAP e 25° DAP) e desdobramento das interacdes Linhagem x Epoca

Fatores de GL SQ QM Fc Pr>Fc

Variacao

Linhagem (L) 1 1.669.548,0 1.669.548,0  13,028**  0,0069

Epoca (E) 1 7.470.252,0 7.470.252,0  58,293**  0,0001

LxE 1 1.251.948,0 1.251.948,0 9,769* 0,0141
L/El 1 15.000,0 15.000,0 0,117"° 0,7411
L/E2 1 2.906.496,0 2.906.496,0 22,680**  0,0014
E/LL 1 1.302.936,0 1.302.936,0  10,167* 0,0128
E/L2 1 7.419.264,0 7.419.264,0  57,895**  0,0001

Residuo 8 1.025.208,0 128.151,0

Total 11 11.416.956,0

CV - 20,66%

GL — Graus de liberdade; SQ — Soma de quadrado; QM — Quadrado médio; Fc — Valor de F
calculado; Pr>Fc — Probabilidade minima significativa; E1 — Epoca de coleta realizada no 15° DAP;
E2 — Epoca de coleta realizada no 25° DAP; L1 — Linhagem P11; L2 — Linhagem P16. * Significativo
pelo teste F (p<0,05); ** Significativo pelo teste F (p<0,01); "° N&o significativo.

A interacdo entre as linhagens e as épocas também evidenciou diferencas
estatisticas significativas com probabilidade minima de 0,0141 (Pr>Fc), indicando
diferenca na quantidade de proteinas extraidas dentro de uma mesma linhagem
para as duas épocas de coleta e/ou em uma mesma €poca de coleta para as
diferentes linhagens.

A analise de variancia também foi realizada para o desdobramento do fator
linhagem para as duas diferentes épocas de coleta e na época de coleta para as
diferentes linhagens. Assim, constatou-se que ndo existem diferencas estatisticas
significativas na quantidade de proteinas extraidas entre as linhagens de milho
pipoca no 15° DAP, sendo que a concentracdo média de proteina nas linhagens P11
e P16 para esta época de coleta foi de 894 ug 300 mg™ e 994 pg 300 mg?,
respectivamente (Figura 3).
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Contrapondo-se a situacdo anterior, foi possivel observar diferenca
estatistica significativa (Pr>Fc de 0,0014) na concentragcdo de proteinas extraidas no
25° DAP, sendo obtida uma concentracdo média de 1.826 pg 300 mg™ de proteinas
na linhagem P11, quando comparado a 3.218 pg 300 mg™ na linhagem P16 (Figura
3).
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Figura 3 — Concentracdo de proteinas extraidas dos embrides das linhagens de
milho pipoca P11 e P16 no 15° e 25° DAP, utilizando a metodologia de Chen et al.
(2002).

O desdobramento do fator época revelou diferencas estatisticas
significativas a 5% de probabilidade no 15° DAP e diferencas estatisticas a 1% de
probabilidade entre as linhagens P11 e P16. Observa-se, assim, para ambas as
linhagens, um incremento consideravel na concentracao de proteinas presentes em
300 mg de embrides no 25° DAP, ou seja, 0 processo de embriogénese propiciou
um aumento na quantidade de proteinas nesta estrutura, fato esse bem evidenciado

na linhagem P16 de milho pipoca.

3.3. Proteoma quantitativo baseado em espectrometria de massa

Inicialmente, os arquivos RAW obtidos das 36 corridas realizadas no
espectrometro de massa foram avaliadas quanto a reprodutibilidade dos
cromatogramas entre as trés replicatas técnicas, conforme o Quadro 2, para as
replicatas biologicas (G1, G2 e G3). Para isso, 0s arquivos foram visualizados no
software Xcalibur V.2.1 que possibilitou a analise conjunta dos cromatogramas.
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Na Figura 4, estéo disponibilizados os cromatogramas obtidos das replicatas
técnicas para o fracionamento de “250”, realizado com 250 mM de KCI (mais
informacgdes constam no material e métodos). Os valores observados sobre 0s picos
dos trés cromatogramas correspondem ao tempo de retencdo de determinados
peptideos. Pode-se observar a existéncia de variagfes inferiores a um minuto,
indicando elevada reprodutibilidade entre o0s cromatogramas das diferentes
replicatas técnicas para todas as etapas de fracionamento.

A analise conjunta das trés replicatas biolégicas de embrido utilizando o
algoritimo Sequest por meio do software Proteome Discovery, evidenciou a
identificacdo de 3.241 proteinas correspondentes a 917.520 espectros de peptideo
de partida - peptide spectrum matches (PSM) e a 223.142 peptideos.

A mesma analise foi realizada utilizando-se filtros de busca no software
proteome Discovery. Foram utilizados dois filtros para peptideos, sdo eles: confianga
do peptideo/confianca minima - elevada e ranqueamento do
peptideo/ranqueamento maximo — 12; e trés filtros para proteinas, sendo: niumero
minimo de peptideos — 2, contabilizar apenas o primeiro peptideo do ranqueamento
e contabilizar apenas peptideo na proteina de maior score.

Assim, foi possivel evidenciar a presenca de 1.189 proteinas altamente
confiaveis, correspondentes a 90.519 PSM e a 8.105 peptideos. Desse total de
proteinas (1.189), 83,85% corresponderam a 997 proteinas que apresentaram pH
entre 4 e 9 ou ponto isoelétrico

O numero de estudos relacionados a protedmica em embrides de milho é
reduzido. Entre eles, alguns estdo relacionados ao desenvolvimento
(embriogénese), estudos relacionados a germinacéo, resposta de defesa frente a
infeccdo fungica seguido por processo de germinacgao, entre outros. Até o momento,
nenhum trabalho de protedmica foi realizado em embrides de milhos especiais,
como o pipoca.

Segundo Zhang et al. (2013) o estudo de proteémica tem sido impulsionado
pelo desenvolvimento de tecnologias de separacdo de proteinas e peptideos,
analises em espectrometria de massas, marcacao isotdpica para a quantificacéo e
analise de dados pela bioinformatica. Assim, melhorias nas técnicas de separacéao e
identificacdo de proteinas e a expansdo do conhecimento gendmico estdo
possibilitando resposrtas a diferentes questionamentos biolégicos (Isaacson et al.,
2006).

54



VL_0000571_FCSN_G3 250 01 411012014 9:30:18 PM

RT: 0.00 - 120.02

35.36 NL:
100+ 69.71 123¢8
- 5367 Base Peak
80 46.15 59.20 MS
% i 5947 1SN 6
. 37.37 6751 37250 01
] 17238
40
] 72,69 80.68
20 SL0d
] 8381 9412
L0 182 hia o k524 10410
NL:
100
] 164E8
70.1
: 53.80 4 0.19 Base Peak
80 2797 wag | OB \/IM%JOOOSYB
: _fesn g3 2
60 50 02
40
20-
] 8240
] 0240 9430
|, 2656 10424
ry I
NL:
1.79E8
] 2810 Base Peak
80 1661 S
] 66 5971 7019 vl 0000575
: _fcsn g3 2
60 50 03
. 68.27
4 |
0: 7288 g1 37
20-
] 82.55
E i 7'10’/94'7@).28
0 20 30 40 5 60 70 80 9 100 110 120

Time (min)

Figura 4 — Cromatogramas obtidos pelo software Xcalibur V.2.1 para as replicatas
técnicas obtidas apés fracionamento de 250 mM KCI. Os cromatogramas de cor
preta, vermelha e verde correspondem, respectivamente, as replicatas técnicas das
replicatas bioldgicas de G1, G2 e G3 para embrido de milho pipoca. Os valores
sobre os picos indicam o tempo de retencao via cromatografia liquida dos peptideos.

A melhoria nas técnicas de separacdo e identificacdo de proteinas é
evidenciada na retrospectiva dos trabalhos de protedmica realizados com embrides

de milho comum. A maioria dos pesquisadores adota a ferramenta de 2-DE para
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avaliar a expressao diferencial de proteinas, como, por exemplo, Chen et al. (2002),
Campo et al. (2004), Wang et al. (2004), Liu et al. (2009a) e Gong et al. (2013).
Nesses trabalhos, o numero maximo de spots observados em um gel foi 1.500
spots, obtido por Chen et al. (2002). Por outro lado, 0 nimero maximo de proteinas
identificadas foi de 110 no 40° DAP, apds inducdo a seca artificial (Wang et al.,
2014), e somente um trabalho conduzido por Lu et al. (2008) sobre fosfoproteoma,
durante o processo de germinacdo de embrifes tolerantes a dessecacéo, utilizou a
abordagem “Shotgun” para analise protedmica.

A andlise prote6mica realizada pela abordagem “Shotgun” é extremamente
poderosa no que se refere a quantidade de dados obtidos, quando comparada com
os dados dos géis 2-DE e, por isso, esta abordagem tem sido extensivamente
utilizada, ndo apenas para identificacdo de sistemas proteicos, mas também para a
quantificacdo de proteinas (Matallana-Surget et al., 2010).

Observa-se que a resolucdo da técnica 2-DE para andlise protedmica
guantitativa ndo é tdo eficiente, quando comparada a outras técnicas, como a
abordagem “Shotgun” e a utilizagdo de marcadores isotopicos. Esta eficiéncia s6 é
possivel pela elevada resolucdo dos espectrdmetros de massa, marcagao isotopica
para quantificacdo e o surgimento de novos e mais poderosos softwares para
identificacdo de proteinas, isso também associado ao aumento de informacdes nos
bancos de dados de proteinas de Zea mays L. e ao sequenciamento gendmico da
espécie. Esse resultado € evidenciado pelo trabalho de Lu et al. (2008) que,
utilizando a abordagem protebmica “Shotgun”, associada ao fracionamento da
amostra por troca catidnica (SCX), seguida pelo sequenciamento por LC-MS/MS,
identificaram 776 proteinas com expressao diferencial.

Desta forma, evidencia-se a importancia desse trabalho no desenvolvimento
cientifico desta espécie, por ser o primeiro a adotar a abordagem de andlise
“Shotgun” na expresséo diferencial entre linhagens de milho pipoca que apresentam

diferentes indices para a caracteristica de capacidade de expansao.

3.4. Funcdo biologica, molecular e componentes celulares associados as
proteinas identificadas nos embrides

Visando a compreender as fungbes biolégica e molecular, assim como 0s
componentes celulares associados as 1.189 proteinas identificadas nos embrides de

milho pipoca, realizou-se buscas no Gene Ontology (GO) do AgBase Search
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(http://agbase.msstate.edu/index.html) do software AgBase v.2.0 — Mississippi State
University (McCarthy et al., 2011).

3.4.1. Funcdo molecular e componentes celulares

Na Figura 5, pode-se observar o conjunto de proteinas em percentual, obtido
a partir de buscas relacionadas a fungdo molecular e componente celular, na qual
cada proteina identificada no embrido foi anotada. No que se refere a funcéo
molecular, foram obtidas treze diferentes anotacbes. Da mesma forma, para a
categoria de componentes celulares, foram obtidas dezesseis diferentes anotacoes
que evidenciaram onde essas proteinas se encontraram alocadas nas células dos
embrides de milho pipoca.

Quanto a funcdo molecular das proteinas identificadas, as buscas revelaram
que, aproximadamente, 37,9% apresentaram a funcéo de atividade catalitica (Figura
5). E possivel observar, ainda, proteinas com funcdo molecular de ligacdo a
nucleotideos com percentual de 14,4%, ligacdo a ions metalicos (10,5%), ligacédo a
outras proteinas (8,9%), com atividade molecular estrutural (6,5%) e funcéo
molecular de ligagdo ao RNA (4,6%).

Cinco outras fun¢cdes moleculares também foram evidenciadas, mas estas
apresentaram percentual igual ou abaixo de 2%. Séo elas: funcbes moleculares de
atividade antioxidante, ligacdo ao DNA, atividade reguladora de enzimas, atividade
de transdutor de sinais e atividade de transporte. Nessa analise, foram obtidas
aproximadamente 11% das proteinas sem anotacédo para funcdo molecular.

Com relacdo as anotagbes para componentes celulares, iniciamente,
observou-se que 17,4% das proteinas ndo foram identificadas quanto a localizacao
celular, percentual este superior quando comparado as proteinas que ndo tiveram
notacdo em algum tipo de funcdo molecular (11%). Obsevou-se, também, que
24,9% das proteinas identificadas nos embrides de milho pipoca localizaram-se no
citoplasma da célula vegetal, da mesma forma que 19,4% das proteinas estédo
localizadas na membrana celular, 10,1% no citosol, 6,4% no nucleo, 5,3%
apresentam funcéo estrutural nos ribossomos, 3,2% das proteinas estéo localizadas
no vacuolo celular, 3% estao localizadas nas mitocondrias e 2,5% estdo localizadas

no limen das demais organelas e também no espacgo extracelular.
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Figura 5 — Anotacbes para fungdo molecular e componentes celulares, obtidas no Gene Ontology para as 1.189 proteinas
identificadas em embrido de milho pipoca utilizando a ferramenta AgBase Search do software AgBase 2.0.



Seis componentes celulares foram observados, nos quais as proteinas
identificadas em embrides foram alocadas. Contudo, foram obtidos percentuais
iguais ou inferiores a 2%, nos cromossomos, no citoesqueleto, no reticulo
endoplasmatico, em vesiculas endociticas, no complexo de Golgi e em

proteossomas.

3.4.2. Funcéo bioldgica

A analise funcional das 1.189 proteinas identificadas nos embriées das duas
linhagens de milho pipoca e nas duas épocas de coleta (DAP) foi realizada de
maneira mais minusciosa, com intuito de pormenorizar os dados obtidos e facilitar
sua interpretacao. Utilizando-se as anotagdes do Gene Ontology do AgBase, foram
obtidas 103 funcdes bioldgicas para a totalidade de proteinas identificadas e, destas,
797 apresentaram o numero de apenas uma funcéo biologica, segundo as buscas
realizadas no banco de dados de Z. mays atualizado em 16 de maio de 2014. As
392 proteinas restantes apresentaram numero variando de duas até oito diferentes
funcoes.

Os dados foram compilados de forma que as proteinas que apresentaram
duas ou mais fungBes tivessem apenas a sua primeira anotacdo funcional utilizada
para as demais analises. As 103 diferentes fun¢bes foram agrupadas em 26 grandes
grupos funcionais e, na Figura 6, estdo dispostos os resultados das funcdes
biologicas dessas proteinas. O grupo mais abundante, com 32,5% das proteinas,
compreendeu aquelas que apresentaram funcdes ligadas a processos metabdlicos;
0 segundo grupo, mais abundante, alocou 11,5% das proteinas que néo
apresentaram funcéo bioldgica identificada por este mecanismo de busca.

Apresentando func¢des relacionadas a traducédo e a regulacdo da traducédo
génica, foram encontradas 8,8% das proteinas, seguida por 8,5% de proteinas com
funcdo associada aos processos de oxirreducao, 5,5% que apresentaram anotacéo
funcional de resposta a estimulos, 3,6% apresentam funcbes associadas ao
transporte celular, 4,3% relacionadas a biossintese e resposta ao estresse e 2,4%
de proteinas associadas as funcbes de enovelamento de proteinas, fosforilacédo e
processos glicoliticos. Foram observadas ainda proteinas com fungdo biolégica no
ciclo do acido tricarboxilico correspondente a 1,4%, proteinas com funcbes
associadas a transcri¢cao génica (1,4%) e desenvolvimento do gametofito (1,2%).
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Figura 6 — Analise funcional das 1.189 proteinas identificadas nos embrides das linhagens P11 e P16 de milho pipoca, utilizandos
as anotacgfes do Gene Ontology do AgBase.



As demais proteinas identificadas ndo excederam o percentual de 1% e
estas corresponderam as funcdes de: biogénese do ribossomo, crescimento e
divisdo celular, defesa bacteriana, montagem dos nucleossomos, organizacdo do
citoesqueleto, polimerizacdo de proteinas, processamento de RNA, replicacdo do
DNA, resposta de defesa e sinalizagao celular.

Completando o percentual maximo de proteinas analisadas, 4,2% delas
apresentaram outras funcbes de pouca representatividade, ndo excedendo o
namero maximo de quatro proteinas para uma determinada funcdo. Entre as
funcbes desempenhadas por essas proteinas, observou-se: apoptose,
armazenamento de lipidios, assimilacdo de sulfatos, atividade antioxidante,
oxirredutase e peroxidase, biogénese de corpos lipidicos, biossintese de celulose,
glutationa, porfirina, riboflavina, fosfolipidio, lignina, pantotenato e glicolipidios,
defesa contra fungos, desenvolvimento da semente, do évulo e do sistema radicular,
germinacao da semente, ligacdo a ions metélicos, metilacdo, reserva de nutrientes,
respostas a anoxia, dessecacédo, ferimentos, acido abscisico, arsénio e estimulo
luminoso, transporte de aminoacidos, lipidios e oxigénio.

Liu et al. (2008), avaliando a expressao de genes durante o desenvolvimento
de sementes de milho, observaram, ao final do processo de desenvolvimento das
sementes, que 31% dos genes relacionavam-se a categoria funcional de
metabolismo e funcgéo relacionada a proteinas (sintese e enderecamento), seguido
por 14% dos genes associados a funcao de biogénese de componentes celulares e
10% as funcBes de transporte. Neste mesmo trabalho, os autores realizaram
analises para cada periodo de desenvolvimento da semente.

Embora os dados sejam para semente inteira e ndo apenas para o embriao,
foi possivel observar que no 15° DAP o0s maiores percentuais de proteinas
associadas a funcdes foram: 35% para funcbes metabdlicas, 16% para funcbes
relacionadas a proteinas, 14% dos genes associados a func¢des energéticas e 13%
para as funcOes de defesa celular e transporte celular. No 25° DAP, foram
observados maiores percentuais para fungdes de metabolismo (60%) e para funcdes
relacionadas ao metabolismo energético e ao transporte celular, ambos com 19%
(Liu et al., 2008).

Na Figura 7A, observa-se o desmembramento das diferentes funcdes
bioldgicas relacionadas aos processos metabdlicos correspondentes a 32,5%

conforme a Figura 6. Das 387 proteinas incluidas nesse grande grupo funcional,
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42,71% tiveram sua funcdo anotada em processos metabdlicos gerais, sem
nenhuma indicacdo sobre a qual processo metabdlico as mesmas pertencem. Em
contrapartida, 17,88% dessas proteinas tiveram funcéo atribuida ao metabolismo de
carboidratos e 17,19% foram associadas ao metabolismo de proteinas.

Proteinas associadas ao metabolismo de &cidos nucleicos e a &cidos graxos
foram identificadas com percentuais de 5,9% e 5,38%, respectivamente. Também
foram identificadas proteinas com funcdes associadas ao metabolismo do ATP
(4,69%), processos catabdlicos do GTP (4,34%) e metabolismo da pectina (1,91%).

O grupo funcional de resposta a estimulos, composto por 65 proteinas e
correspondente a 5,5% do total (Figura 6), foi desmembrado, permitindo observar
que 45,9% dessas proteinas corresponderam a funcao biologica de resposta ao ion
cadmio e 24,5% tem funcdes associadas a resposta ao frio, 17,3% apresentaram
anotacao funcional de resposta ao calor e 6,1% de resposta a hipoxia e ao peroxido
e hidrogénio (Figura 7B).

O grupo de resposta ao estresse, que correspondeu a 4,29% (Figura 6),
apresentou 51 proteinas, das quais, 61,84% apresentaram anotacao funcional de
resposta ao estresse salino, 21,05% com funcdo biolégica associada ao estresse
oxidativo e 17,11% com funcao associada ao estresse osmoético (Figura 7C).

Na Figura 7D, é possivel observar as diferentes funcdes atribuidas as
proteinas identificadas nos embrides de milho pipoca relacionadas ao transporte
celular: 30,16% das proteinas apresentaram funcéo de transporte de ions, 28,57%
funcdo de transporte de proteinas, 25,4% apresentaram funcdo associada ao
transporte intracelular e 15,87% das proteinas foram identificadas com funcéo
associada ao transporte de membrana.

Concluindo a andlise da Figura 7, observa-se em E o desmembramento das
funcbes relacionadas a biossintese, assim, 85,53% das proteinas foram associadas
a biossintese de aminoacidos e 14,47% a funcédo de biossintese da tiamina e do

tiazol.
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Figura 7 — (A) Analise funcional das 1.189 proteinas identificadas nos embrides das linhagens P11 e P16 de milho pipoca
utilizando-se as anotacdes do Gene Ontology do AgBase. Funcdes bioldgicas relacionadas a processos metabdlicos (B), resposta
a estimulos (C), resposta ao estresse (D), transporte (E) e biossintese (F).
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3.5. Anédlise das protéinas identificas em embribes de milho pipoca em
diferentes vias metabdlicas

As 1.189 proteinas identificadas nos embrides de milho pipoca foram
comparadas no banco de dados do Kegg para milho (Zea mays L.). Com base nessa
comparacao, foi possivel observar que 266 proteinas ndo tiveram coincidéncia
(matches), ou seja, ndo foram incluidas em nenhuma via metabdlica até 0 momento
para Z. mays. As 923 proteinas restantes tiveram coincidéncia com o banco de
dados e suas vias metabdlicas serdo abaixo discutidas.

Inicialmente, observou-se que das 923 proteinas com via metabdlica
elucidada, 93 delas (10,07%) eram proteinas ribossomais. As proteinas ribossomais
sdo importantes pelo fato de estruturarem o ribossomo, sitio da sintese de proteinas
nas células (Qin et al., 2013). O sequenciamento e sua compara¢ao nos bancos de
dados, seguido pela andlise no software Kegg — Search & Color Pathways, revelou
que 47 (50,54%) séo proteinas estruturais da subunidade 60S do ribossomo, e 36
(38,71%) sao proteinas estruturais da subunidade 40S do ribossomo. Um total de
trés proteinas (3,23%) foi simplesmente classificada como proteinas ribossomais e

sete (7,53%) foram classificadas como proteinas ribossomais hipotéticas (Figura 8).

Proteina
, ribossomal
Proteina . ‘-
) hipotética
ribossomal

(7,53%)

(3,23%)

Figura 8 — Composicdo diferencial das 93 proteinas ribossomais estruturais
encontradas em embrides de milho pipoca.

Na Figura 9, estéo disponibilizadas as proteinas expressas na via metabdlica
de formacao do ribossomo em embrides de milho pipoca. Observam-se nos quadros

destacados em azul as proteinas expressas: 27 estdo localizadas na subunidade
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maior do ribossomo (subunidade 60S) e 21 na subunidade menor do ribossomo
(subunidade 40S).
Excluindo-se as sete proteinas hipotéticas da via de formacédo do ribossomo
e as trés proteinas ribossomais de classificacdo inconclusivas, do total de 93
proteinas ribossomais. As 83 proteinas restantes ndo corresponderam ao total
evidenciado na Figura 9, que apresenta apenas 27 proteinas para subunidade maior
e 21 proteinas para a subunidade menor, totalizando 48 proteinas ribossomais. Isso
se deve ao fato de muitas proteinas serem encontradas em duplicatas em uma
mesma regido ribossomal, mas apresentando cédigo de acesso no Uniprot e,
obviamente, a sequéncia de aminodacidos diferenciada. Como exemplo, observa-se a
proteina ribossomal 60S L18 (ID: B6SJ08) e a proteinas ribossomal 60S L18 (ID:
B6SJCS).
As 830 proteinas restantes analisadas apresentaram-se relacionadas a

diferentes vias metabdlicas.
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Ribosomal p reieins

FF-Tu s10 L3 L4 123 La 510 122 53 RP-L16| 129
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Figura 9 - Proteinas expressas no embrido de milho pipoca relacionadas a via de
formacdo de ribossomos. Os quadros evidenciados em azul indicam proteinas
expressas em embrides de milho pipoca que foram identificadas no banco de dados
de Z. mays. ja existente.
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Na Figura 10, estdo representadas, de forma resumida, as vias metabdlicas
com as quais cada proteina encontrada no embrido de milho pipoca foi relacionada.

No presente trabalho, 425 proteinas observadas foram relacionadas as vias
metabdlicas gerais, correspondendo a 51,3%, parte mais representativa do gréfico
(Figura 10A). O segundo grupo mais representativo correspondeu a 200 proteinas,
relacionadas as vias metabdlicas de biossintese (24,2%). Pertencentes a diferentes
vias metabdlicas, 43 proteinas (5,3%) foram agrupadas em “outras”, grupo este que
sera discutido posteriormente.

O quarto grupo mais representativo foi o de proteinas associadas as vias
metabdlicas de degradacdo, correspondendo a 25 proteinas (3,1%). Além das
citadas acima, foram observadas proteinas associadas as vias metabdlicas
especificas de glicélise e gliconeogénese (3%), vias do &cido tri-carboxilico (2,6%),
vias de fixacdo de carbono (2,1%), vias de processamento de proteinas no reticulo
endoplasmatico, vias de transporte do RNA (1,7%) e vias associadas a formacéo de
proteossomas (1,6%).

Os grupos menos representativos estdo relacionados as vias metabdlicas de
fosforilacdo oxidativa, vias de formacédo dos peroxissomos e vias de mecanismo de
reparo, com 1,3%, 1,2% e 1,1%, respectivamente.

Na Figura 10B, esta representado o percentual de proteinas encontradas em
embribes de milho pipoca que estdo relacionadas a diferentes vias metabdlicas. A
analise destas proteinas no Kegg — Search & Color Pathways revelou que 32,4%
estdo associadas as vias metabolicas gerais: via metabdlica dos carboidratos,
compreendendo 62 proteinas (14,6%); via metabdlica do piruvato, com 20 proteinas
(4,9%); e proteinas associadas a via metabolica dos aminoacidos, com 41 proteinas
(9,7%), as quais foram distribuidas em percentuais menores para 0S seguintes
aminoacidos: alanina, aspartato, glutamato, arginina prolina, cisteina, metionina,
fenilalanina, glicina, serina, treonina e triptofano.

Foram identificadas 17 proteinas (4%) relacionadas com a via metabdlica
dos acidos carboxilicos: 14 proteinas (3,3%) relacionadas a via metabdlica do
glioxalato e dicarboxilato; proteinas com participacdo em vias metabdlicas da frutose
e manose (2,9%), via do amido e agucar (2,7%), vias metabdlicas de nucleotideos,
via das purinas e via da glutationa (2,5%), via de acidos graxos (2,2%), vias
metabdlicas das pirimidinas e inositol (1,4%), vias metabdlicas do ascorbato,
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aldarato e butanoato (1,3%) e, por fim, proteinas associadas a via metabodlica do

acido alfa-linolénico (1%), C5-branched e propanoato.
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