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Resumo

A aprovacéo das plantas geneticamente modificadas é precedida de varios
anos de investigacao intensiva de forma a garantir a sua seguranga para o
homem e ambiente. Recentemente demonstramos que o stress da cultura
in vitro parece ser o fator que mais influencia as diferencas proteémicas
encontradas entre as plantas geneticamente modificadas (GM) e os seus
controlos. Neste trabalho tentamos avaliar quantas geragdes sdo necessa-
rias para os efeitos da “memoria” desse stress serem apagados. Tentdmos
também comparar a relevancia das alteracdes provocadas pelo stress
da cultura in vitro quando comparadas com as provocadas por outros
stresses ambientais. Para tal seguimos trés linhas de arroz durante oito ge-
racbes apos a transgénese combinando técnicas de andlise transcritomica
e protedmica. Na geragédo F6 as plantas foram sujeitas a stress salino. Os
resultados deste trabalho demonstraram que: (a) as diferengas promovidas
durante a modificagdo genética sao maioritariamente diferengas fisiol6gi-
cas de curta duragéo, que atenuam ao longo do tempo; (b) os stresses am-
bientais podem causar mais alteracdes protedmicas/trascritomicas que a
engenharia genética. Com base nos dados obtidos questionamos quais os
ensaios que sao realmente relevantes e quais aqueles claramente excessi-
vos na avaliagao do risco das plantas GM para a satde humana e animal,
plantas e ambiente.

_Abstract

The approval of genetically modified (GM) crops is preceded by years of
intensive research to demonstrate safety to humans and environment. We
recently showed that in vitro culture stress is the major factor influencing
proteomic differences of GM vs. non-GM plants. This made us question
the number of generations needed to erase such "memory". We also won-
dered about the relevance of alterations promoted by transgenesis as
compared to environment-induced ones. Here we followed three rice lines
throughout eight generations after transgenesis combining proteomics
and transcriptomics, and further analyzed their response to salinity stress
on the F6 generation. Our results showed that: (a) differences promoted
during genetic modification are mainly short-term physiological changes,
attenuating throughout generations, and (b) environmental stress may
cause far more proteomic/transcriptomic alterations than transgenesis.
Based on our data, we question what is really relevant in risk assessment
design for GM food crops.

_Introdugéo

As preocupacdes com a biosseguranca das plantas geneti-
camente modificadas tém levado os governos a implemen-
tar regras rigidas para avaliar 0s seus potenciais riscos antes
destas serem colocadas no mercado (1), Esta avaliagéo do
risco € baseada na comparagao entre as plantas genetica-
mente modificadas e 0s seus controlos e pretende assegurar
a seguranc¢a no que diz respeito a satde humana e animal,
as plantas e ambiente.

Recentemente evidenciamos que o fator que parece mais in-
fluenciar as diferencas encontradas entre uma planta geneti-
camente modificada e 0s seus controlos é o stress da cultura
in vitro imposto durante a transformagéo da planta (2-3). E im-
portante referir que a cultura in vitro é uma metodologia nao
controversa, comummente utilizada no melhoramento de plan-
tas por exemplo para obtengao de plantas livres de pragas e
de doencas causadas por bactérias, fungos e, particularmen-
te, por virus. Demonstramos também que essas diferengas
(causadas pelo stress da cultura in vitro) séo potencialmente
memorizadas ao longo das geracOes, levando-nos a questio-
nar a relevancia das diferencas encontradas entre as plantas
GM e os seus controlos quando da avaliagao do risco (2).

Se, de facto, as diferengas encontradas entre as plantas GM e
seus controlos forem maioritariamente alteracdoes fisioldgicas
de curta duracéo, deverdo desaparecer ao longo das gera-
coes. Se for este 0 caso sera de questionar quantas geragoes
serao precisas para que as plantas GM eliminem a memoria
do stress da cultura in vitro. E sabido que o extenso processo
que precede a comercializagao das plantas GM implica o seu
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cultivo por varios anos apods a modificagao genética e antes
da entrada no mercado. Sera este periodo suficiente para a
perda de todos os sinais epigenéticos induzidos pelos pro-
tocolos de engenharia genética?

Outra questao diz respeito a dimenséo das diferencas obser-
vadas quando comparadas com as diferencas que sabemos
muitas vezes acontecerem devido aos stresses ambientais.
De facto véarios estudos cientificos tém evidenciado que 0
stress induz alteracOes transcritdmicas e protedmicas nas
plantas e que essas alteragdes podem inclusivamente alterar
a sua potencial alergenicidade (47). As plantas que utiliza-
mos na nossa alimentacdo sdo maioritariamente cultivadas
em campo aberto e, inevitavelmente, sujeitas aos mais di-
versos tipos de stress ambientais. Apesar das estratégias da
agricultura moderna tentarem minimizar estimulos indeseja-
dos, alguns fatores séo imprevisiveis. Assim, potencialmente
qualquer consumidor pode consumir plantas que estiveram
sujeitas a periodos de stress ambiental durante o seu cultivo
ou durante os tratamentos pds-colheita.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo principal nao s6 perceber
como as alteracdes promovidas pelo stress da cultura in vitro
(que é inevitavel durante a producéo de plantas geneticamen-
te modificadas, e que provamos ser provavelmente o fator
com maior contribuicao para as diferengas encontradas entre
as plantas GM e os seus controlos) evoluem ao longo das ge-
ragdes, mas também avaliar se diferengas promovidas por
outros stresses ambientais ex vitro (neste estudo testamos a
salinidade) séo relevantes quando comparadas com as alte-
ragdes que as plantas GM podem apresentar quando compa-
radas com 0s seus controlos.

_Materiais e métodos

Neste trabalho combindmos a analise protedmica (Multiplex
fluorescence 2D gel electrophoresis acoplada a espectro-
metria de massa) e transcritdmica (microarrays - Affymetrix
RUSGene 1.1ST ArrayStrip) para comparar as trés linhas de
arroz em estudo (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponba-

re): um controlo convencional (C), uma linha transgénica (Ty)
e uma linha segregante negativa (NSp) descendente de uma
linha transgénica diferente (Tp) (figura 1a). Por definicdo, um
controlo convencional € uma linha o mais parecida possivel
com a linha transgénica. Neste caso, foi utilizada como con-
trolo a linha de arroz que deu origem a linha transgénica T,.
Um segregante negativo € uma linha homozigéticas que néo
contém o transgene (n&o transgénica), obtida por auto polini-
zacao de linhas transgénicas heterozigéticas, ou por poliniza-
¢do cruzada entre estas e as linhas controlo convencionais.
Dizem-se segregantes negativos pois sao linhas que “perde-
ram” o transgene devido a segregacdo mendeliana. Todas as
linhas foram analisadas até a geracdo F8 e sujeitas a stress
salino na geracéo F6 (figura 1b).

_Resultados

Neste trabalho confirmamos que o stress da cultura in vitro
parece ser o fator que mais influencia as diferencas encontra-
das entre as plantas transgénicas e 0s seus controlos, pro-
vocando alterac6es que persistem ao longo das geracoes e
que atenuam com o tempo. De facto, 0s nossos dados de
protedmica confirmaram que as linhas T4 e NSy, apresentam
0s seus proteomas alterados de forma similar ao longo das
geragdes ficando cada vez mais préximas da linha contro-
lo (figura 2). No ensaio de protedmica da geracédo F6 ja ndo
foi possivel distinguir as trés linhas em teste. Demonstramos
também que, tal como para a geracéo F3 (2) os spots dife-
renciadamente abundantes entre as linhas T4 € NSp vs. C na
geracao F5, correspondem a proteinas que podem ser rela-
cionadas com a resposta a stress.

Pudemos constatar também que o numero de transcritos dife-
renciadamente expressos entre as linhas C, Tq € NSp, ao longo
das geracoes é extremamente baixo face aos 45207 transcritos
analisados simultaneamente com o array em questao: 47, 17 e
29 transcritos diferenciadamente expressos nas geragoes F4,
F6 e F9, respetivamente. Os resultados de transcritomica refor-
caram também a ideia de que a geracéo F6 foi aquela onde as
trés linhas em teste se apresentaram mais similares. E, no en-
tanto, importante referir que, contrariamente ao esperado, na
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Figura 1: [ Linhas utilizadas (A) e representagdo esquemaética da estratégia experimental (B).
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humidade, agua e desinfestagbes periddicas das estufas),
algum fator ndo controlado pode ter sido responsavel pelas
diferencas observadas. Apesar desta pequena divergéncia
observada na geracdo F8, no geral 0s nossos resultados pa-
recem indicar que as alteracdes induzidas pela transgénese
s80 escassas e vao diminuindo ao longo das geragoes.

Como esperado, confirmamos que o stress salino influencia
fortemente o proteoma/transcritoma do arroz. Encontrdmos
154 spots diferenciadamente abundantes com uma diferenca
de expressao superior a 1,5 (FC>1,5) e 372 transcritos diferen-
ciadamente expressos com uma FC>3 pelo menos numa das
comparacdes (C vs. Csal; NSp vs. NSpsal and Ty vs. Tasal).

“ A Microarrays '} 0

Cinquenta e sete dos 154 spots diferenciadamente abun-
dantes (37%) e 292 dos 372 transcritos diferenciadamente
expressos (78%) viram a sua expressao alterada nas trés
linhas como consequéncia do stress salino (figura 2).

_Discusséo e conclusdo

E verdade que, neste estudo, o impacto da engenharia genéti-
ca foi avaliado duas geracdes apos a transformagao das plan-
tas, e 0 impacto do stress salino foi avaliado imediatamente
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Figura 2:
ao longo das geragoes.
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Os diagramas de Venn apresentam o numero de spots diferenciadamente abundantes com uma diferenga 21,5 (Fold
change (FC) =1,5) e os transcritos diferenciadamente expressos com uma diferenga >3 (FC >3) em cada situagao.
Sempre que aplicado, apresentamos entre paréntesis a redistribuicdo destes spots/transcritos negligenciando a
FC. Para simplificacdo NSp=NS; T,=T; Trcpt=Transcritos; C*=Csal; T*=Tsal; NS*=NSsal; FDR=False Discovery Rate;

# =diferenciadamente.

apés a imposicdo do stress. No entanto, a regulamentagéo
respeitante a analise do risco das plantas GM obriga a que
estas plantas sejam submetidas a uma série de testes antes
de serem colocadas no mercado. A avaliacéo da estabilidade
genética da sequéncia inserida/modificada e a estabilidade
fenotipica da planta GM sao exemplos de testes que reque-
rem 5 geracOes de analises. Assim, as plantas geneticamente
modificadas que entram no mercado ja passaram por varias
geracOes apos a transgénese. Pelo contréario, todas as plan-
tas cultivadas (GM ou nao GM) séo inevitavelmente expostas
a diferentes stresses bidticos/abidticos (variagdes de tempe-

ratura, seca, raios ultravioletas, agentes patogénicos, etc.)
e consequentemente todos 0s consumidores ingerem inevita-
velmente plantas afetadas pelo ambiente. Porque se sabe que
as condigdes ambientais podem influenciar a producédo de
proteinas eventualmente téxicas/alergénicas 4-7), é provavel
que a toxicidade/alergenicidade das plantas possa variar de
acordo com as condicoes de crescimento/processamento
as quais foram sujeitas. De facto, de acordo com o software
AlgPred (8) que prevé a alergenicidade das proteinas com
base na sua sequéncia, 50% das proteinas que neste estudo
viram a sua abundancia alterada como resposta ao stress sao
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potenciais alergénios e 38% dos transcritos com expressdo
alterada pelo stress salino codificam para proteinas que
sado potenciais alergénios. Embora esta previsao, por si so,
ndo prove a alergenicidade € indicativa de que os estimulos
ambientais podem, de facto, ter impacto na alergenicidade de
uma dada planta.

Se efetivamente o ambiente por si s6 pode originar muito
mais alteracOes nas plantas que a engenharia genética, acre-
ditamos ser pertinente questionar o que é relevante e o que
¢ claramente excessivo na avaliacdo do risco das plantas
geneticamente modificadas. Os resultados pormenorizados
deste trabalho estdo compilados num artigo publicado em
2017 (9),
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