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Resumo

VICTORIO, V.C.M.V. Caracterizacdo do perfil proteico de trigo comum em fungédo da
aptidao tecnolégica do grdo: uma abordagem protedmica.

RESUMO

O trigo (Triticum aestivum) € um alimento basico de grande importancia nutricional e
econbmica, sendo amplamente consumido e empregado em diversos produtos
alimenticios. A aptiddo do trigo para producao de bolos, biscoitos e massas esta atrelada
principalmente a fracdo proteica deste cereal. As proteinas de reserva conferem
propriedades viscoelasticas, enquanto as proteinas metabdlicas incluem enzimas que
garantem o enovelamento adequado das proteinas de reserva. Sendo assim, o teor e 0
perfil proteico impactam na aptiddo tecnolégica do grdo que, por sua vez, define a
orientacdo final de uso do trigo. A espectrometria de massas (MS) oferece uma
abordagem original para identificar proteinas diferenciais associadas a aptidao
tecnologica. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os diferentes perfis proteicos de
farinhas de trigo com aptiddes tecnoldgicas contrastantes, aplicando protedmica
comparativa nao dirigida com base na cromatografia liquida de ultra performance
acoplada a espectrometria de massas de alta definicdo com abordagem independente
de dados. A identificacdo das proteinas diferencialmente abundantes revelou
subunidades de glutenina e de pequenas proteinas de choque térmico como possiveis
marcadores das farinhas de alta forca do gluten, bem como puroindolinas e proteina de
maciez do grdo como possiveis marcadores das farinhas de baixa for¢a do glaten. Por
predicdo de dominios e avaliacdo da anotacdo funcional, foram reveladas diferentes
funcdes proteicas e maior diversidade de processos biolégicos nas amostras de maior
forca do glaten. A analise quimiométrica foi consistente com os demais resultados
distinguindo e agrupando essas amostras com as de fendtipo hard. Conclui-se que 0s
perfis proteicos diferentes permitiram a distin¢cdo entre as amostras de alta for¢a do gluten
daquelas de baixa forca do gluten. Com resultados abrangentes, que podem ser
aplicados em programas de melhoramento do trigo, esta tese permitiu avangar na
compreensao do perfil proteico atrelado a aptiddo tecnoldégica e ainda apresenta
informacdes inéditas sobre o perfil proteico do trigo brasileiro.

Palavras-chave: ontologia genética, predicdo de dominios, proteoma do trigo,
guimiometria.



Abstract

VICTORIO, V.C.M.V. Characterization of common wheat protein profile as a function of
grain technological aptitude: a proteomic approach.

ABSTRACT

Wheat (Triticum aestivum) is a staple food of great nutritional and economic importance,
being widely consumed and used in various food products. The aptitude of wheat to
produce cakes, cookies and pasta is mainly linked to the protein fraction of this cereal.
Storage proteins confer viscoelastic properties, while metabolic proteins include enzymes
that ensure the correct folding of storage proteins. Thus, the protein content and profile
impact the technological aptitude of the grain, which defines the final orientation of wheat
use. Mass spectrometry (MS) offers an original approach to identify differential proteins
associated with technological aptitude. The objective of this work was to characterize the
different protein profiles of wheat flours with contrasting technological aptitudes, applying
non-targeted comparative proteomics based on ultra-performance liquid chromatography
coupled to high-definition mass spectrometry with data-independent approach. The
identification of differentially abundant proteins revealed glutenin subunits and small heat
shock proteins as possible markers of high gluten-force flours, as well as puroindolines
and grain softness protein as possible markers of low gluten-force flours. By domain
prediction and functional annotation evaluation, different protein functions and greater
diversity of biological processes were revealed in samples of higher gluten-force. The
chemometric analysis was consistent with the other results, distinguishing and grouping
these samples with the hard phenotype ones. The different protein profiles allowed the
distinction between the samples of high gluten-force from those of low gluten-force. With
comprehensive results, which can be applied in wheat breeding programs, this thesis
allowed the better understanding of the protein profile linked to technological aptitude and
also presents new information about the protein profile of Brazilian wheat.

Keywords: domain prediction, chemometrics, genetic ontology, wheat proteome.
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Introducéo

INTRODUCAO

A ampla utilizac&o do trigo na dieta humana esta relacionada as suas caracteristicas
viscoelasticas Unicas que permitem seu emprego em Varios produtos, incluindo massas,
pdes e outros produtos de panificacdo (BEKES, 2012; VENSEL et al., 2014). Essa
versatilidade faz do trigo uma matriz alimenticia de grande importancia econdmica e
nutricional cuja producdo mundial ultrapassa 700 milhdes de toneladas (Mt) por ano. No
Brasil, a estimativa da producéo de trigo para o ano de 2022 é de aproximadamente 7,9
Mt, o que o faz ser o terceiro cereal em produ¢do no pais, atras apenas do milho (112
Mt) e do arroz (10,6 Mt). No entanto, a demanda de trigo, estimada em 12,7 Mt, € muito
superior a producdo e 0 pais necessita importar o cereal para garantir seguranca
alimentar a populacdo (CONAB, 2022a).

Produzir trigo de forma competitiva e sustentavel tem sido um dos principais
desafios da agricultura brasileira, ndo somente no que tange técnicas de cultivo
adequadas, mas também na obtencdo de bons rendimentos e aptiddo tecnoldgica
(PIRES et al., 2011). A aptidao tecnoldgica define a orientacéo industrial de uso do trigo
(PIRES et al., 2011) e esta relacionada com o teor e a qualidade de suas proteinas. Em
grdos maduros, as proteinas metabdlicas (albuminas e globulinas, A/G) ou néo-
prolaminas, compreendem de 15 a 20 % do total de proteina do gréo. S&do compostas por
proteinas monoméricas fisiologicamente ativas ou estruturais, representadas
principalmente por enzimas metabdlicas, reguladoras e protetoras (GOESAERT et al.,
2005; HILL et al., 2008; SAULNIER, 2012). Enquanto que as proteinas de reserva ou
prolaminas representam 80-85%, sendo compostas por subunidades monoméricas,
gliadinas, capazes de formar pontes dissulfeto intramoleculares, e polipeptideos de
gluteninas, formados por subunidades de alta e baixa massa molecular, estabilizados por
pontes dissulfeto intermoleculares (WIESER, 2007).

Ambas as fragOes proteicas, prolaminas e ndo-prolaminas possuem propriedades
que sdo determinantes para a aptidao tecnoldgica do trigo. A relacdo das proteinas de
reserva (prolaminas) com a qualidade da farinha ha tempos tem sido estudada
(AGHAGHOLIZADEH et al., 2017; BARAK et al., 2013; PAYNE, 1987; POPINEAU et al.,
1994a). Enquanto as gliadinas fornecem plasticidade/viscosidade, as gluteninas

contribuem para a forca e elasticidade das massas de farinha de trigo e uma relacao
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gliadina/glutenina adequada é importante para a qualidade da proteina do glaten na
panificacdo (BARAK et al., 2013; GOESAERT et al., 2005). Ressalta-se que, a presenca
de subunidades especificas dessas proteinas pode ser mais importante do que a
quantidade total delas (LIU et al.,, 2012). Por exemplo, na panificacdo, uma maior
guantidade de subunidades de glutenina de alta massa molecular (high molecular weight
- glutenin subunits, HMW-GS) levou a um melhor volume do pado e menor firmeza do
miolo (BARAK et al., 2013).

No que tange as proteinas metabdlicas, determinadas proteinas podem impactar na
aptidao tecnolégica do grdo pela funcdo que exercem. Foi relatada a participacdo de
chaperonas e isomerases, como a proteina dissulfeto isomerase (PDI), no enovelamento
adequado das proteinas de reserva (KIMURA et al.,, 2015; OSIPOVA et al., 2012).
Enquanto PDI participa do enovelamento tridimensional e assegura que as pontes
dissulfeto acontegcam corretamente (DONG et al., 2012; OSIPOVA et al., 2012), proteinas
de choque térmico (heat shock proteins, HSPs) atuam no reenovelamento de proteinas
e as proteinas de choque térmico de baixa massa molecular (small HSPs) ligam-se e
sequestram proteinas com enovelamento incorreto (MOGK et al., 2019). Outras proteinas
dessa fracdo, as puroindolinas (PINs), sdo conhecidas por influenciar a dureza do grao
alterando a textura do endosperma (PAULY et al., 2013), bem como podem afetar o
comportamento agregativo de proteinas de reserva (GENEIX et al., 2020; LESAGE et al.,
2012).

No Brasil, analises fisico-quimicas e reoldgicas sdo amplamente empregadas para
avaliacdo da aptidao tecnoldgica do trigo e objetivam caracterizar as propriedades do
gréo, da farinha e o comportamento da massa por meio de analises como, por exemplo,
alveografia e farinografia (AACCI, 2010). No entanto, aspectos como o teor de proteina
total, relacéo gliadina/glutenina, presenca de ligagbes cruzadas por pontes dissulfeto
intermoleculares, porcentagem de massa extraivel do macropolimero de glutenina
subunidades de gliadinas e gluteninas sado os principais fatores investigados para
compreensao do papel das proteinas na aptidao tecnoldgica do trigo, principalmente para
panificacdo (LANGENKAMPER; ZORB, 2019).

Sabe-se que a andlise de proteinas € uma tarefa complexa devido as inUmeras

possibilidade de combinagbes aminoacidicas e pela complexidade das interacdes
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proteicas e enzimaticas (SOUZA et al., 2017). A analise das proteinas de reserva do trigo
apresenta dificuldades adicionais devido as limitacdes dos bancos de dados disponiveis
e a presenca de conjuntos de proteinas homoélogas (AGHAGHOLIZADEH et al., 2017).
Neste sentido, abordagens protedbmicas com base em técnicas sensiveis e confiaveis,
revelam-se como importantes ferramentas de analise das proteinas do trigo (BROMILOW
et al., 2017b; VICTORIO et al., 2018). A espectrometria de massas (Mass Spectrometry,
MS) é a principal ferramenta para andlises protedmicas em larga escala por apresentar
alto rendimento de identificacdo e expressdo de proteinas e também por fornecer
informacBes detalhadas sobre interacbes proteina-proteina e modificacbes pos-
traducionais (CUNSOLO et al., 2014; DISTLER et al., 2014; FERREIRA et al., 2014).

A caracterizacdo de amostras complexas € facilitada pela utilizacdo de métodos
conhecidos como aquisi¢ao independentes de dados (Data-Independent Aquisition, DIA),
onde todos os ions gerados na fonte sédo transmitidos até a célula de colisdo, que alterna
entre baixa e alta energia, gerando dados de massa exata de precursores e fragmentos
simultaneamente (DISTLER et al., 2014; GEROMANOS et al., 2009; SOUZA et al., 2017).
Esses métodos podem ainda ser complementados pela espectrometria por mobilidade
ibnica (lon Mobility Spectrometry, IMS) que permite a separacdo adicional de ions que
apresentam a mesma relacdo massa/carga (DISTLER et al., 2016; SOUZA et al., 2017).

Recentemente, estudos baseados em abordagens Omicas demonstraram a
existéncia de diferentes perfis proteicos e de compostos bioativos e alergénicos em
amostras de trigo brasileiro de diferentes aptidées tecnoldgicas (ALVES et al., 2018;
SANTOS et al.,, 2022; VICTORIO et al., 2018). Mais especificamente, ferramentas
protebmicas foram aplicadas com sucesso no estudo das proteinas metabdlicas,
mostrando que as farinhas classificadas como fortes em relacdo a forca do gluten
apresentaram perfil proteico diferente daquelas de menor forca do glaten (VICTORIO et
al., 2018). Visando contribuir neste campo de pesquisa, este trabalho teve como ponto
de partida o estudo, por meio de abordagem protedmica, do perfil proteico de farinhas de
trigo em funcéo da aptid&o tecnologica das amostras.

Esta tese de doutorado faz parte do projeto de pesquisa “Metabolémica e

“Aa

proteOmica de alimentos”, cujo foco é a aplicacdo de ferramentas “émicas” para gerar

resultados inovadores na andlise de alimentos e estid atrelado a linha de pesquisa
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“Processamento, qualidade, valorizacdo de alimentos, coprodutos e residuos” do
Programa de Pds-Graduacdo em Alimentos e Nutricdo (PPGAN). Seguindo essa linha,
duas hipéteses nortearam este trabalho: i) existem diferencas no perfil proteico que
explicam as diferentes aptidées tecnoldgicas do trigo; ii) a caracterizacdo do perfil
proteico de farinhas de trigo pela utilizacdo de abordagem protedmica pode revelar
possiveis marcadores proteicos relacionados a aptidao tecnologica do trigo.

Neste contexto, o objetivo central deste trabalho foi caracterizar os diferentes perfis
proteicos de farinhas de trigo com aptiddes tecnoldgicas contrastantes, aplicando
protedmica comparativa ndo dirigida com base na cromatografia liquida de ultra
performance (Ultra Performance Liguid Chromatography, NanoUPLC) acoplada a
espectrometria de massas de alta definicdo (High Definition Mass Spectrometry, HDMS)
com abordagem independente de dados.

Assim, alguns objetivos especificos puderam ser definidos: i) Revelar os diferentes
perfis proteicos de amostras de farinha de trigo comum evidenciando as proteinas que
contribuem para a aptidao tecnoldgica e uso final da farinha; ii) Identificar e quantificar
proteinas do gliten em amostras agrupadas por diferentes aptiddes tecnoldgicas
distinguindo os perfis proteicos; iii) Revelar e avaliar o perfil proteico de amostras de
farinha de trigo com forca do gluten contrastantes (farinhas integrais e refinadas) e de
farinhas refinadas de linhagens quase-isogénicas com fenétipos diferentes; iv)
Apresentar e comparar métodos de aquisicdo de alta definicio em NanoUPLC-MS/MS
gue permitem caracterizacdo das proteinas do trigo.

Com esta pesquisa, buscou-se aprimorar o conhecimento sobre a aptidao
tecnoldgica do trigo com base na expresséao diferencial e na categorizacdo funcional das
proteinas das diferentes amostras de farinha de trigo.

Este manuscrito € composto por 7 capitulos divididos em 3 partes principais. A
primeira parte foi destinada a revisao bibliografica direcionada aos temas que embasam
a producao cientifica obtida com esta tese. Os primeiros pontos abordados (capitulo 1)
versam sobre a importancia e padrao de qualidade do trigo, bem como sobre a estrutura
do gréo, suas fracdes proteicas e o impacto destas na aptidao tecnolégica do grao. No
capitulo 2 estdo apresentadas as tematicas ligadas a analise das proteinas de trigo e de

outros cereais utilizando abordagem protedmica: principais desafios encontrados para
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analise das proteinas do trigo, apresentacdo da técnica de cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a espectrometria de massas de alta definicdo (do inglés, UPLC-
HDMS), apresentacdo das estratégias e métodos em MS, como o uso da abordagem
DIA, IMS e os diferentes métodos MSE que permitem alavancar a andlise da complexa
fracao proteica do trigo e a utilizacdo da abordagem protedmica em cereais.

A segunda parte trata da producdo cientifica gerada a partir das andlises
experimentais conduzidas durante o desenvolvimento da tese. Neste sentido, estado
apresentados trés artigos originais. O primeiro (capitulo 3), foi publicado na revista
Journal of Proteomics (Fl:4.044; Qualis unico CAPES A1) e intitula-se NanoUPLC-MSE
reveals differential abundance of gluten proteins in wheat flours of different technological
qualities. Neste artigo foi aplicada a técnica hifenada nanoUPLC-MSE em busca da
melhor compreensdo das proteinas de reserva do trigo em amostras de diferentes
aptiddes tecnoldgicas, previamente classificadas pela for¢a do glaten em fraca, média e
forte. Os resultados apontaram a distincdo do perfil proteico das amostras de mais baixa
forca do gluten em comparacdo ao das amostras com elevada forca do gluten. Além
disso, o trabalho mostrou a efetividade da aplicacdo de nanoUPLC-MSE para
caracterizacdo do gluten, contribuindo para a consolidacao das pesquisas ho campo da
aptidao tecnoldgica do trigo e trazendo informacdes inéditas principalmente sobre o trigo
brasileiro.

Compde o capitulo 4, o artigo intitulado Untargeted proteomics unravels the protein
profile of wheat flours in contrasting gluten-force genotypes and near-isogenic lines
differing by Pinb-D1 allele, que sera submetido a revista Food Chemistry (FI:7.514; Qualis
unico CAPES Al). Neste trabalho, foram analisadas amostras brasileiras de farinha de
trigo integral e refinada com caracteristicas contrastantes em termos de forga do glaten,
além de duas amostras de origem francesa de farinha de trigo refinada que diferiam pelo
alelo Pinb-D1, que codifica puroindolina B, conferindo textura hard ou soft ao grao. Como
principal resultado, as amostras apresentaram diferentes perfis proteicos apontando
marcadores especificos de amostras contrastantes. Maior expressao de gliadinas, LMW-
GS, HMW-GS e small HSPs (do inglés, small heat shock proteins) foi verificada em
amostras de alta forca do gluten, enquanto as amostras de baixa for¢ca do glaten

expressaram mais PINA, PINB2 e GSP (do inglés, grain softness protein). Finalmente, as
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amostras que apresentavam alta forca do gluten e fenétipo hard foram agrupadas e
separadas de seus pares com caracteristicas contrastantes por analise quimiométrica.
Assim, o trabalho apontou proteinas que podem ser usadas como possiveis
biomarcadores para reconhecimento de aptidao tecnoldgica.

Por fim, o artigo que compde o capitulo 5 foi publicado como um capitulo no livro
Nutricdo em foco: uma abordagem holistica, volume l1ll, Editora Conhecimento Livre, com
o titulo: Comparagcdo de dois métodos de espectrometria de massas aplicados para
melhor caracterizacdo das proteinas do trigo: HDMSE x UDMSE. Neste trabalho foram
analisadas duas amostras de trigo brasileiro com aptiddes tecnolégicas contrastantes por
nanoUPLC acoplada a espectrometria de massas. Foram comparados dois métodos DIA,
o de alta definicédo - High Definition MSE (HDMSF) e o de ultra definicédo - Ultra Definition
MSE (UDMSE), que utiliza o sistema de mobilidade idnica onde os ions dos peptideos sdo
separados em funcao de sua conformacéo tridimensional. Os resultados evidenciaram a
superioridade do método UDMSE em termos da cobertura de sequencias proteicas, em
virtude da melhor eficiéncia na fragmentacdo. Ao fornecer novas perspectivas para
avaliacdo da aptiddo tecnoldgica do trigo, este trabalho contribuiu com a pesquisa e a
inovacdo na cadeia produtiva do cereal.

No intuito de articular os dados apresentados nos capitulos de producdao cientifica,
foi adicionado na terceira parte deste trabalho, um capitulo de discusséo (capitulo 6) que
une os principais resultados encontrados para melhor entendimento do perfil proteico de
amostras de farinha e, consequentemente, da aptiddo tecnoldgica do trigo. Por fim, o
capitulo 7 foi dedicado as consideracdes finais deste trabalho.

A seguir, é apresentada a estrutura da tese (Figura 1).
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Revisao Bibliografica - Capitulo 1

CAPITULO 1 -0 TRIGO
1.1 Produgé&o e consumo;
1.2 Padréo de qualidade do trigo e da farinha de trigo no Brasil
1.3 Estrutura e composicéo quimica do gréo;

1.4 Proteinas do trigo e seu impacto na aptidao tecnoldgica do gréao

1 OTRIGO
1.1 PRODUCAO E CONSUMO

O trigo €é um cereal pertencente a familia botanica Poaceae,
a subfamilia Pooideae a ao género Triticum. Os tipos de trigo de maior interesse
comercial sdo o trigo comum (Triticum aestivum), espécie hexaploide (AABBDD), mais
utilizada na panificacao, producéo de bolos, biscoitos, massas e produtos de confeitaria,
e o trigo duro (Triticum durum), espécie tetraploide (AABB), especialmente destinada ao
preparo de massas alimenticias (SERNA-SALDIVAR, 2010; SHEWRY, 2009). O trigo &
amplamente utilizado na alimentagcdo humana na forma de gréo laminado ou na forma de
farinha. Além do uso nos produtos citados, pode ser usado como agente espessante em
molhos, sopas, pudins e recheios de tortas (BOREM; SCHEEREN, 2015).

A possibilidade de aplicacdo em diversos produtos alimenticios e 0 amplo consumo
mundial (de mais de 769 Mt) fazem do trigo um alimento basico de grande importancia
econdmica e nutricional. A produ¢cdo mundial do cereal, considerando os anos de
2020/21, foi em torno de 773 Mt, com aumento de 4,6% na producdo nos ultimos 5 anos
(ABITRIGO, 2022) e a estimativa de producao para 2022 é de 790 Mt (FAO, 2022).
Paises como Canada, Estados Unidos, india, Russia e Ucrania e a Unido Europeia
possuem a producéo maior do que o consumo, enquanto no Brasil a producgao representa
apenas cerca de 51% da demanda (tabelal) (ABITRIGO, 2022).
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Tabela 1. Producéo e consumo de trigo em 2020/21.

Local producao (Mt) consumo (Mt)
Brasil 6,300 12,200
Canada 35,183 10,000
China 136,000 140,000
Estados unidos 49,691 21,380
india 107,592 103,017
rassia 84,000 41,500
Ucrania 25,500 8,100
unido europeia 135,800 118,500
total mundial 773,663 769,320

Fonte: Servico Agricola Estrangeiro - Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. 16/02/2021
(ABITRIGO, 2022).

No Brasil, o cultivo de trigo € direcionado para a espécie T. aestivum, sobretudo por
imposicdes edafoclimaticas (solo, clima, temperatura e foto exposicdo), sendo
classificado como uma cultura de inverno. Apesar de ser uma cultura de baixa
necessidade hidrica, a estiagem e a baixa precipitacdo diminuem o rendimento, bem
como geadas na fase reprodutiva e altas temperaturas, também sdo prejudiciais
(CONAB, 2022b). Contudo, os esforcos dos programas de melhoramento genético e as
melhorias nos sistemas de producéo tém proporcionado aumento do rendimento do trigo
(BOREM; SCHEEREN, 2015). Com isso, segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), o trigo é o quarto grdo em termos de produc¢ao no pais, ficando
atrds apenas da soja (leguminosa;125,47 Mt) e dos cereais milho (112,34 MT) e arroz
(10,56). A producéo de trigo esta estimada em cerca de 7,98 Mt para 0 ano de 2022 e,
diferente do que ocorre para outros graos, a demanda do trigo supera a sua producao.
Dessa forma, para suprir o consumo de cerca de 12,7 Mt, em 2022 esta prevista a
importacéo de 6,5 Mt de trigo (CONAB, 2022a).

No Brasil, 0 melhoramento de trigo € realizado por empresas publicas (ex. Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA e Fundagdo Estatal de Pesquisa

Agropecuaria do Rio grande do Sul - FEPAGRO) e privadas (ex. OR Melhoramento de
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Sementes e Biotrigo Genética). Os principais objetivos do melhoramento de trigo séo a
avaliacao e a identificacdo de novos materiais com genes de caracteristicas importantes
de resisténcia, de adaptacao, de produtividade e/ou aptiddo tecnoldgica de uso (BOREM;
SCHEEREN, 2015).

1.2 PADRAO DE QUALIDADE DO TRIGO E DA FARINHA DE TRIGO NO BRASIL

No Brasil, os parametros de qualidade do trigo sdo definidos pelo Regulamento
Técnico do Trigo estabelecido pela Instrucdo Normativa (IN) n° 38 (BRASIL, 2010) do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) que classifica o trigo em
grupos, classes e tipos. Quanto aos grupos, sdo dois: | — trigo destinado diretamente a
alimentacdo humana e Il — trigo destinado a moagem e outras finalidades. O trigo do
grupo |l é classificado em classes, segundo parametros apresentados na tabela 2. Os
trigos das classes Melhorador e P&o séo indicados para a fabricacédo de paes industriais,
massas alimenticias secas e biscoitos tipo cracker; os trigos das classes Pao e Doméstico
sdo destinados a producdo de paes caseiros e uso doméstico; enquanto os trigos das
classes Basico e Outros usos sao indicados na producao de biscoitos e bolos. Quanto ao
tipo, o trigo pode ser tipo 1, 2, 3 e fora de tipo, considerando limites maximos de tolerancia

de impurezas, matérias estranhas e defeitos.

Tabela 2. Classes do trigo do Grupo Il destinado a moagem e outras finalidades.

Classes Forca do Gluten Estabilidade Numero de Queda
(Valor minimo (Tempo expresso (Valor minimo
expresso em 104J) em minutos) expresso em seg.)

Melhorador 300 14 250
Pé&o 220 10 220
Domeéstico 160 6 220
Basico 100 3 200
Outros usos Qualquer Qualquer Qualquer

Fonte: Instrucdo Normativa do MAPA n° 38 (BRASIL, 2010)
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A IN38 (BRASIL, 2010) estabelece alguns conceitos como: trigo - gréaos
provenientes das espécies Triticum aestivum L e Triticum durum L; estabilidade - o tempo,
em minutos, que uma massa mantém estavel suas caracteristicas viscoelasticas, quando
submetida ao processo de amassamento; forca do gluten - o trabalho mecéanico
necessario para expandir a massa até a sua ruptura, expressa em Joules (J); niumero de
queda (Falling Number) - medida indireta da atividade da enzima alfa-amilase,
determinada em trigo moido com valor expresso em segundos e peso do hectolitro (ou
peso hectolitrico) - a massa de 100 (cem) litros de trigo, expressa em quilogramas (kg).
Para avaliar a qualidade do grao sdo usados parametros fisicos, como peso de mil graos
e peso do hectolitro (PH) bem como parametros fisico-quimicos como nimero de queda,
umidade, teor de proteinas e cinzas.

Para fins de comercializagcédo o peso do hectolitro (PH) é o parametro mais utilizado
em varios paises, pois representa uma avaliacdo indireta da qualidade dos graos
(COSTA et al., 2008), onde impurezas e grdos malformados influenciam e reduzem a
qualidade. Ja o peso de mil grdos, € um parametro que classifica o trigo pelo seu
tamanho. O tamanho excessivo ndo € bem visto pelas industrias por impor dificuldades
de regulagem de equipamentos de limpeza e moagem e graos pequenos podem passar
pelas peneiras de limpeza, em ambos os caso, gerando perdas (GUTKOSKI et al., 2008).
Além se der influenciada pela qualidade do produto, a definicdo do preco do trigo sofre
influéncia de diversos outros fatores como a frustacédo da safra por condic¢des climaticas
adversas, os precos dos produtos associados (como o milho), a relacdo cambial e a
disponibilidade de trigo nos paises vizinhos (Argentina, Uruguai e Paraguai). Para além
desses fatores, a inocuidade e a aptidao tecnolégica também contribuem para defini¢cdo
do preco do cereal (BOREM; SCHEEREN, 2015).

Para nomenclatura do trigo, no Brasil, ndo sao utilizados os termos “soft” e “hard”
como acontece em outros paises. Em geral, na América do Norte essas duas
terminologias séo usadas para T. aestivum e o termo “durum” para T. turgidum ssp.
durum. No entanto, em alguns paises da Europa o termo “soft” refere-se ao T. aestivum
e o termo “hard” ao T. turgidum ssp. durum. Eles apresentam diferentes textura do

endosperma que afetam o uso preferencial da farinha. Em geral, a farinha de trigo mole
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(soft) é usada para bolo e biscoito, farinha de trigo duro (hard) para pao e sémola de trigo
durum para massas (PAULY et al., 2013).

Os parametros de qualidade da farinha foram estabelecidos pelo Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade da Farinha de Trigo de que trata a IN n°® 08 (BRASIL,
2005). Segundo a INO8, farinha de trigo € um produto elaborado com graos de trigo
(Triticum aestivum L.) ou com graos de outras espécies de trigo do género Triticum, ou
combinagdes por meio de trituracdo ou moagem e outras tecnologias ou processos. A
farinha de trigo integral tem as mesmas especificagdes, mas a partir do processamento
completo do gréo limpo, contendo ou ndo o gérmen. As farinhas sado, entdo, classificadas

em tipos conforme a tabela 3.

Tabela 3. Limites de tolerancias para farinhas de trigo.

Tipos Teor de  Granulometria  Teor de Acidez Umidade
Cinzas (b.s. Proteinas Graxa (mg fo
maximo) (b.s.; min.) de KOH (maximo)

/100g)
(méx)

Tipo 1 0,8 95% do 7,5% 100 15%

produto deve

Tipo 2 1.4 passar em 8,0% 100 15%

peneira com
abertura de
malha de 250
pm.
Integral 2,5 - 8,0% 100 15%

Fonte: Instrugdo Normativa 08 (BRASIL, 2005). (b.s.) base seca.

A taxa de extracao utilizada para moagem dos gréos afeta a composicédo quimica
da farinha e corresponde ao grau de separacéo do endosperma e, consequentemente ao
rendimento. Assim, uma separacéo eficiente e limpa do endosperma do farelo durante a
moagem é importante para o rendimento e, quanto mais fragcbes da camada aleurona
permanece junto ao endosperma, maior € o teor de cinzas da farinha (HEMERY et al.,
2007; Jl et al., 2020).
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1.3 ESTRUTURA E COMPOSICAO QUIMICA DO GRAO

O trigo € um cereal com inflorescéncia do tipo espiga, onde as flores crescem ao
longo de um eixo. Botanicamente, trigo € uma monocotileddnea por apresentar um s6
cotilédone na ocasido da germinacdo (SERNA-SALDIVAR, 2010). Em termos de
composi¢cdo quimica, os grdos de trigo sdo compostos por carboidratos (65-75%,
representados por amido e fibras), proteinas (7-12%), lipidios (2-6%), agua (12-14%) e
micronutrientes (HEMERY et al., 2007). O gréo de trigo é chamado de cariopse e é
essencialmente composto pelo gérmen, envelopes externos (farelo) e endosperma
(SURGET; BARRON, 2005) (Figura 2).

Sulco
Endosperma S
Amilaceo™ | TR . CamadaAleurona
Camada Hialina
pt Testa ARG
—— Células tubulares Pericarpo
__ Células cruzadas | interno
Germe Pericarpo externo

Figura 2. O grao de trigo e suas diferentes camadas. Adaptado de Surget e Barron (2005).

Cada tecido possui uma estrutura e composicao diferente: o gérmen (3 % do grao)
é rico em lipideos, vitaminas do complexo B e minerais; os envelopes externos (pericarpo
e testa) sdo ricos em fibras alimentares, e possuem a maior parte das vitaminas, minerais
e compostos fendlicos (HEMERY et al., 2007). O endosperma constitui-se da camada
aleurona e do endosperma amilaceo. Este Ultimo representa cerca de 80-85% do gréo,
apresentando células repletas de granulos de amido incorporados em uma matriz
proteica, formada essencialmente por proteinas de reserva (SAULNIER, 2012). A
camada aleurona compde cerca de 7 % da massa seca do gréo de trigo, contém a maior
parte das vitaminas do complexo B e cerca de metade do conteddo mineral total.
Comparada com as camadas mais periféricas, a camada aleurona também possui um

alto teor de proteinas e, estas, apresentam melhor equilibrio de aminoacidos do que o
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proteinas do endosperma, principalmente por possuirem niveis mais altos de lisina
(HEMERY et al., 2007).

Considerando a composi¢cdo quimica, a retirada do gérmen € interessante para a
producao de farinha com maior estabilidade no armazenamento, uma vez que a presencga
de lipidios e de enzimas hidroliticas e oxidativas do gérmen podem causar rancidez a
farinha. Adicionalmente, para moagem dos grdos, pode ser realizado um pré-
processamento com retirada das camadas mais externas, de forma a tornar o processo
mais eficiente, melhorar a qualidade dos produtos e separar fracdes de interesse.
(HEMERY et al., 2007).

1.4 PROTEINAS DO TRIGO E SEU IMPACTO NA APTIDAO TECNOLOGICA DO
GRAO

De acordo com a solubilidade, as proteinas do trigo foram classificadas por Osborne
(1907) em quatro classes: albuminas sollveis em agua, globulinas em solucdes salinas,
gliadinas em solucdes alcoolicas e gluteninas em acidos ou bases diluidas. Mais tarde,
outra classificagdo foi proposta por Shewry et al. (1986), considerando o grau de
polimerizagdo (determinado pelas pontes dissulfeto intermoleculares) e o teor de
aminoéacidos sulfurados das proteinas de reserva, conhecidas genericamente no trigo
como prolaminas: as gliadinas sdo prolaminas monoméricas e as gluteninas sao
prolaminas poliméricas, constituidas de subunidades de baixa e alta massa molecular,

gue formam agregados estabilizados por pontes dissulfeto (Figura 3).
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Figura 3. Composi¢éo das proteinas do trigo: aproximacao entre as classificagbes de Osborne (1907) e
Shewry (1986).

1.4.1 Proteinas metabdlicas

As albuminas e globulinas s@o proteinas metabdlicas conhecidas como n&o-
prolaminas e, em cereais, encontram-se no farelo do grdo e também nas células da
camada aleurona que constituem o endosperma (KHAN et al., 2015). Estas proteinas
compreendem de 15 a 20% do total de proteina do grédo e séo, principalmente enzimas
com massa molecular em torno de 25 kDa, podendo variar de 60 a 70 kDa (GOESAERT
et al., 2005). Nutricionalmente, sdo ricas em aminoacidos essenciais como triptofano,
metionina e lisina (KHAN et al., 2015).

As albuminas sao a—amilases, inibidoras de proteases e outras enzimas com
diferentes funcées fisiologicas (TOMIC et al., 2015). Na avaliacéo feita por Gao et al.
(2009), em duas amostras de trigo, a distribuicdo funcional de A/G mostrou que as
proteinas foram mais associadas ao metabolismo de carboidratos (30%), seguido de
estresse/defesa (22%), proteinas de reserva (15%) e sintese/montagem/degradacgéo de
proteinas (7%). Khan et al. (2015) avaliaram a fracao albumina de 14 variedades de trigo
e verificaram que a massa molecular variou 8 a 72 kDa e suas funcdes biologicas
principais foram relacionadas com a quebra do amido. Victorio et al. (2018) avaliaram a

fracdo A/G em amostras de trigo agrupadas por aptiddo tecnoldgica e encontraram a
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distribuicdo nas funcdes moleculares de ligacédo (45%), acdo enzimatica de hidrolases,
transferases e oxido redutases (29%), proteinas de ligacao i6nica (9%), estrutural (4%),
transporte (4%) e reguladora (3%).

As puroindolinas, proteinas desta fracdo, parecem apresentar fungéo bioldgica de
defesa nas plantas. Mas elas sdo conhecidas por influenciar na textura do endosperma
do gréo, estando ligadas a base molecular da dureza do trigo (PAULY et al., 2013). PINs
sdo proteinas bésicas e ricas em cisteina que aparecem em duas isoformas no trigo,
puroindolina A (PINA) e puroindolina B (PINB). (LULLIEN-PELLERIN; MARION, 2002).
PINA e PINB possuem 10 residuos de cisteina. Os genes (Pina-D1 e Pinb-D1) que
codificam estas proteinas fazem parte do locus Ha do brago curto do cromossomo 5D.
Mutacdes nestes genes resultam em alteracdo na textura do endosperma. Para o gene
Pina-D1 a mutacdo mais comum é uma mutacdo nula (Pina-D1b), enquanto para Pina-

D1 existem varias (Pina-D1b-g) todas resultando em grédos duros (PAULY et al., 2013).
1.4.2 Proteinas de Reserva

As gliadinas e gluteninas sado consideradas proteinas de reserva, pois suas funcdes
sdo armazenar nutrientes e fornecer nitrogénio durante a germinacdo das sementes
(FEILLET, 2000). Elas sao caracterizadas por serem insolUveis em agua e por possuirem
alto teor de prolina e glutamina (VAN DEN BROECK et al., 2015). Essas proteinas
correspondem a 80-85% do contetdo proteico total do grdo e sdo encontradas
principalmente no endosperma amilaceo (GOESAERT et al., 2005). Estao divididas em
dois grupos de acordo com sua habilidade em formar polimeros através de pontes
dissulfeto intermoleculares entre subunidades proteicas (DAHESH et al., 2014). Estas
ligacdes fazem com que essas proteinas estejam envolvidas com a aptiddo tecnoldgica
do trigo (LUTZ et al., 2012). As gliadinas, soluveis em alcool, conferem viscosidade e
extensibilidade a massa e as gluteninas, insoltveis em alcool, relacionam-se com forca
e elasticidade (VENSEL et al., 2014; WIESER, 2007). A insolubilidade em agua e a
possibilidade de associagbes covalentes e nédo-covalentes s&o propriedades que
permitem a essas proteinas serem isoladas como uma massa coesa, o gluten (SHEWRY,
2009), que proporciona viscoelasticidade a massa e boa retencéo de gas, o que constitui

um importante papel na funcionalidade de panificacdo (BEKES, 2012).
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- GLIADINAS

As gliadinas podem ser divididas em o/ -, y- e w-gliadinas (Figura 2), com base na
mobilidade em gel de eletroforese. Por possuirem pontes dissulfeto intramoleculares,
apresentam-se como mondmeros, sendo a/B- e y-gliadinas encontradas em maiores
proporcdes do que wl,2-, w5-gliadinas. Este fato esta relacionado com o gendtipo da
variedade e com as condi¢des de crescimento do trigo (WIESER, 2007). Os genes que
codificam as gliadinas estéo no braco curto dos cromossomos 1 e 6 dos genomas A e B
e seus lécus sdo chamados Gli-1 e Gli-2, respectivamente (JOPPA et al., 1983).

Cada tipo de gliadina tem como caracteristica dois dominios diferentes: o N-
terminal com sequéncias repetitivas ricas nos aminoacidos glutamina, prolina,
fenilalanina e tirosina e o C-terminal que nao € repetitivo e contém as cisteinas (WIESER,
2007). Em geral, a-gliadinas contém seis residuos de cisteinas e y-gliadinas possuem
oito podendo fazer, respectivamente, trés e quatro ligacdes intramoleculares (Figura 4),

enquanto w-gliadinas ndo possuem cisteinas (LUTZ et al., 2012).
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Figura 4. Estruturas das a- e y-gliadinas com liga¢des dissulfeto intramoleculares apresentadas por Wieser
(2007).

Apesar da separacéo das gliadinas como mondmeros e gluteninas como polimeros,
algumas gliadinas contém numero impar de cisteinas decorrentes de mutagdes de
aminoacido pontuais (LUTZ et al., 2012). As cisteinas livres fazem com que essas
gliadinas também sejam capazes de formar pontes dissulfeto intermoleculares, agindo
como terminadores de cadeia. Elas tém estrutura de gliadina, mas funcionam como
gluteninas (MUCCILLI et al., 2010; VENSEL et al., 2014).
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- GLUTENINAS

As gluteninas sao divididas em subunidades de alta massa molecular (High-
molecular-weight glutenin subunits - HMW-GS) e de baixa massa molecular (Low-
molecular-weight glutenin subunits - LMW-GS). Apresentam-se como polimeros porque
possuem cisteinas livres que possuem grupamentos tidis (SH), podendo fazer,
adicionalmente, pontes dissulfeto intermoleculares (MUCCILLI et al., 2010; ROMBOUTS
et al., 2013; VENSEL et al., 2014). Devido a natureza polimérica, a massa molecular das
gluteninas pode variar de 500.000 a mais de 10 milhdes de Daltons (Da) (LUTZ et al.,
2012; WIESER, 2007; WRIGLEY, 1996), tornando-as insoliveis mesmo em tampdes
desnaturantes como o dodecil sulfato de sddio (SDS), necessitando de reducdo e
sonicacéao para solubilizacéo (VENSEL et al., 2014).

Assim como as gliadinas, as LMW-GS, possuem um dominio N-terminal repetitivo
rico em prolina e glutamina e um C-terminal ndo repetitivo homélogo ao das a/8 -, y-
gliadinas (WIESER, 2007). As LMW-GS contém seis residuos de cisteina em posi¢cées
homélogas as de a/8 -, y-gliadinas, com trés ligacdes intramoleculares, e dois residuos
adicionais responsaveis pelas ligacdes intermoleculares (LUTZ et al., 2012; MUCCILLI et
al., 2010). Estas subunidades de glutenina podem ser classificadas como extensoras ou
terminadoras de polimeros (MUCCILLI et al., 2010) (Figura 5) e sdo codificadas por
genes localizados no braco curto dos cromossomos 1 dos genomas A, B e D, cujos I6cus
séo Glu-A3, Glu-B3 e Glu-D3 (LEW et al., 1992).
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Figura 5. Esquema proposto para as estruturas tipicas de LMW-GS por D’ovidio & Masci (2004). As
cisteinas sao designadas por numeros ou de acordo com o sistema de letras proposto por Kohler et
al.(1993). SH ou asterisco representam as cisteinas que formam pontes dissulfeto intermolecular. S,
peptideo sinal, N, N-terminal, REP, dominio repetitivo e C-TER, dominios C-terminal.

As HMW-GS séo codificadas por genes do braco longo dos genomas A, B e D. Seus
l6cus sdo chamados Glu-Al, Glu-Bl e Glu-D1 (LEW et al., 1992; SHEWRY; HALFORD,

2002). Elas podem ser do tipo x (x- HMW-GS) ou do tipo y (y-HMW-GS), sendo as do
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tipo-x as que possuem maior massa molecular relativa (83.000< Mr <88.000) comparada
com as do tipo-y (67.000< Mr <74.000). Estruturalmente, as HMW-GS possuem dois
dominios néo repetitivos, denominados N- e C- terminais separados por um dominio
central repetitivo (SHEWRY; TATHAM, 1990). Muitas variedades de trigo possuem quatro
ou cinco HMW-GS, quando possuem quatro, duas sdo do tipo x e duas do tipo y e quando
possuem cinco, trés sao do tipo x e duas séo do tipo y (KASARDA, 1989). As x-HMW-
GS possuem quatro ou cinco cisteinas, diferindo das y-HMW-GS que possuem sete
(LUTZ et al., 2012).

1.4.3 Impacto das proteinas metabdlicas e de reserva na aptidao tecnolégica do

grao de trigo

A maior parte dos cereais é consumida em alimentos processados e, por isso, 0
impacto de suas proteinas nas propriedades funcionais do processamento de alimentos
deve ser considerado (SHEWRY; HALFORD, 2002). No caso do trigo, o conteudo
proteico, inclusive, exerce forte influéncia na determinacdo do preco do cereal baseado
no argumento de que mais proteina proporciona maior qualidade de cozimento, por
exemplo, maior volume de pdo (LANGENKAMPER; ZORB, 2019). As propriedades
Unicas da massa feita com a farinha que permitem que o trigo seja processado em
inimeros produtos de panificacdo (BEKES, 2012; SHEWRY, 2009) constituem uma
vantagem do uso do cereal sobre as outras culturas (SHEWRY, 2009).

No que tange a funcdo das proteinas metabdlicas que pode impactar na aptiddo
tecnoldgica do trigo, estudos mostram que chaperonas e isomerases estao relacionadas
ao enovelamento adequado das proteinas de reserva sintetizadas no reticulo
endoplasmatico (KIMURA et al., 2015; OSIPOVA et al.,, 2012). A glicoproteina PDI,
pertencente a familia da tiorredoxina, possui massa molecular de 60 kDa (OSIPOVA et
al., 2012) e atua assegurando que o enovelamento tridimensional e as pontes dissulfeto
ocorram corretamente (DONG et al., 2012; OSIPOVA et al., 2012), podendo dar origem
a polimeros de glutenina regulares, culminando em maior qualidade do glaten (LIU et al.,
2012). Proteinas da familia de proteinas de choque térmico (heat shock proteins, HSPs),
como HSP60, HSP70, HSP9O, realizam atividades de reenovelamento de proteinas de

forma dependente de adenosina trifosfato (ATP), enquanto small HSPs ligam-se e
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sequestram proteinas com enovelamento incorreto de forma independente de ATP. Small
HSPs nédo exibem atividade de reenovelamento e degradacdo e atuam de forma distinta
das outras chaperonas por impedirem que proteinas mal enoveladas formem grandes e
insolaveis agregados proteicos (MOGK et al., 2019). Outra proteina dessa fragéao,
calreticulina, atua como ligante de Ca2+ no enovelamento proteico (JIA et al., 2008),
cooperando com HSP70 e PDI no sintese de proteinas do glaten no reticulo
endoplasmatico (LV et al., 2021).

Adicionalmente, ja foi demonstrado que puroindolinas também interagem com as
proteinas do gluten, afetando o comportamento de agregacao de gliadinas em solucao
(GENEIX et al., 2020) e que, na auséncia de PINA, houve aumento do tamanho dos
polimeros de proteinas de reserva (LESAGE et al., 2012). Sabe-se que, juntas, PINA e
PINB afetam a maciez do gréo de trigo e, consequentemente, o rendimento da moagem,
o rendimento de quebra da farinha e o amido danificado (HEINZE et al., 2016; LULLIEN-
PELLERIN, 2020). Quando ambas estdo presentes, o grao apresenta fenotipo mole e,
neste caso, ha uma reducdo na resisténcia mecanica do grdo (LULLIEN-PELLERIN,
2020; MA et al., 2020). Na auséncia de PINA (alelo Pina nulo) o grao apresenta fenétipo
duro (LESAGE et al.,, 2012; PAULY et al., 2013), enquanto que, quando ha super
expressado do alelo Pina-Dl1a ha uma reducao significativa na dureza do grdo (GENEIX
et al., 2020).

PINs também influenciam na porosidade do endosperma e, consequentemente,
diminuindo a vitreosidade. A vitreosidade € uma propriedade fisica relacionada ao
rendimento da quebra da farinha na moagem, quanto maior a vitreosidade, maior a
energia necessaria para quebrar os gréos. Graos portadores de genes PIN do tipo
selvagem (Pina-D1a e Pinb-D1a) apresentam menor vitreosidade, enquanto valores mais
altos estdo associados ao alelo com mutagdo Pinb-D1b ou Pinb-D1d (LULLIEN-
PELLERIN, 2020). Assim, a transformagdo em variantes do alelo Pinb pode ser
considerada uma importante estratégia para o melhoramento de trigo (MA et al., 2020).

No sentido da relacdo entre as proteinas de reserva e a aptidao tecnoldgica da
farinha, a quantidade e a distribuicdo da massa molecular dos polimeros de glutenina
foram ha tempos correlacionados com a qualidade em testes tecnologicos e de

panificacdo (PAYNE et al., 1987). Combinando resultados de abordagens genéticas (que
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estudam o polimorfismo das proteinas do gluten e formas alélicas e seus aspectos na
qualidade de processamento) e de abordagens bioquimicas e biofisicas (que mostram a
capacidade de formar complexos poliméricos), a importancia das HMW-GS foi
evidenciado (SHEWRY, 2009). Sabe-se que muitos estudos tém como foco essas
proteinas (BARAK et al., 2013), mas cabe ressaltar que uma mistura apropriada das
fracOes de gliadina e glutenina € essencial para as propriedades viscoelasticas da massa
e qualidade do produto final (WIESER, 2007). Barak et al. (2013) mostraram que
variedades de trigo com composi¢ao semelhante em HMW-GS, mas que possuiam razédo
gliadina/glutenina diferentes, apresentaram propriedade reoldgicas diferentes.

Esta bem estabelecido que gendtipos de aptiddo tecnolégica superior sdo
associados a ndo somente um alto teor de HMW-GS, mas principalmente com o tipo de
subunidade codificada pelos cromossomos, sdo elas a subunidade 1Ax e o par de
subunidades 1Dx5+1Dy10 codificadas pelo cromossomo 1D, quando comparadas com
outras subunidades alélicas, tais como as 1Dx2+1Dyl12, 1Dx3+1Dy12 e 1Dx4+1Dy12
(SHEWRY; HALFORD, 2002). Segundo Costa et al. (2013), em programas de
melhoramento genético, as HMW-GS do alelo 1 (Glu-Al) e alelo 5 + 10 (Glu-D1), assim
como as LMW-GS do alelo ¢ (Glu-A3) e alelo b (Glu- B3) sédo preferidas para o
desenvolvimento de variedades com forca do gluten e extensibilidade adequadas para
produtos assados. Outro estudo apontou que as subunidade de HMW-GS que mais
influenciaram na aptiddo tecnolégica das amostras de trigo foram Dyl10, Dy3 e Dx5,
enquanto HMW-GS 1Bx17 e LMW-GS foram as subunidade que mais influenciaram a
qualidade do pdo (AGHAGHOLIZADEH et al., 2017).

Assim, percebe-se que ha cada vez maior necessidade de entendimento da fracéo
de proteinas do trigo para melhor entendimento da influéncia que exercem na aptidao
tecnologica do trigo. Cabe ressaltar que todo o estudo a ser realizado, esta ainda mais

acessivel com o progresso das ferramentas proteémicas (LIU et al., 2012)
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CAPITULO 2 — ANALISE DAS PROTEINAS DE TRIGO E DE OUTROS CEREAIS
POR ABORDAGEM PROTEOMICA

2.1 Desafios para analise protedmica do trigo
2.2 Cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas
2.3 Estratégias e métodos em espectrometria de massas

2.4 Abordagem protedmica em trigo e outros cereais

2 ANALISE DAS PROTEINAS DE TRIGO E DE OUTROS CEREAIS POR
ABORDAGEM PROTEOMICA

2.1 DESAFIOS PARA ANALISE PROTEOMICA DO TRIGO

O fracionamento baseado na solubilidade das proteinas do trigo, proposto por
Osborne (1907), foi o ponto de partida para analise destas proteinas. Esta divisao
apresenta desvantagens como a sobreposicdo entre as fracdes de proteinas e o
conteudo de proteinas que permanece sem extracdo, por isso, estabelecer e melhorar
técnicas de extracdo € o primeiro grande desafio em abordagens prote6micas
(LANGENKAMPER; ZORB, 2019), uma vez que o método influencia os resultados
(XHAFERAJ et al., 2020). Como tentativa de superar os problemas de fracionamento,
tem sido proposto o desenvolvimento de métodos que utilizem apenas uma solucao para
extrair o maior numero de proteinas de graos, como por exemplo, a utilizacédo de solucéo
a base de SDS ou o uso de &cido tricloroacético em acetona gelada (LANGENKAMPER;
ZORB, 2019). Sabe-se que, dependendo do protocolo utilizado, diferentes classes de
proteinas podem ser extraidas (XHAFERAJ et al., 2020) e que a escolha de qual método
sera utilizado depende de questdes individuais inerentes aos objetivos da pesquisa a ser
realizada. Assim, quando se busca por proteinas menos abundantes, pode ser
necessario utilizar uma técnica de extracdo mais especifica (LANGENKAMPER; ZORB,
2019).

No que tange a extracdo das proteinas do gluten, para separar as gliadinas das

gluteninas € necessario utilizar um solvente capaz de romper ligacbes de hidrogénio,
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como ureia, mas para separar os polimeros de glutenina em unidades individuais &
necessario o uso de agentes redutores, como 2-mercaptoetanol ou ditiotreitol (em inglés,
Dithiothreitol, DTT) (SHEWRY, 2009). Por possuirem muitas ligacfes covalentes, para
solubilizar os polimeros de glutenina de maior tamanho, pode ser necesséria a utilizacéo
de ultrassom (sonicacao) (ALTENBACH et al., 2016). No entanto, mesmo protocolos em
varias etapas nao alcancaram resultados efetivos na separacéo destas proteinas, como
no caso de utilizagdo de extracdo em dois passos utilizando 2-propanol e DTT
(XHAFERAJ et al., 2020).

Para a etapa de digestédo, as principais enzimas utilizadas em analises protedmicas
sao tripsina e quimotripsina. A primeira é especifica para clivagem C-terminal de residuos
de lisina e arginina e a segunda € menos especifica e cliva, em nivel C-terminal, tirosina,
fenilalanina, triptofano e leucina, somente se ndo estiverem antes de residuos de prolina
(FIEDLER et al., 2014). Sabe-se que as proteinas de reserva do trigo possuem baixo
namero de residuos basicos, além de serem ricas em prolinas (P) e glutaminas (Q) e
apresentarem sequéncias repetidas (PxQ) que sdo altamente complexas podendo tornar
a digestéo ineficiente com producédo de peptideos grandes que sdo mais dificeis de
identificacdo por MS (AGHAGHOLIZADEH et al., 2017; CLAVIJO et al., 2017; VENSEL
et al., 2011). Uma alternativa para melhorar a digestdo das proteinas de reserva do trigo,
€ a utilizacdo de tripsina/Lys-C que possui maior eficiéncia do que a tripsina na clivagem
em sitios de lisina e ja foi relatado maior quantidade de peptideos identificados apo6s
digestdo com tripsina/Lys-C do que com quimotripsina em analise das proteinas do trigo
(VINCENT et al., 2022).

Passando para a etapa de identificacéo, esfor¢os foram executados na construgéo
de banco de dados visando melhorar a analise das proteinas do trigo. O primeiro banco
de dados de sequéncias de proteinas de gluten de trigo de cédigo aberto com curadoria
manual foi criado por Bromillow et al. (2017a) e inclui 630 sequéncias discretas de
proteinas. Trata-se do GluPro V1.0 que possui formato FASTA permitindo aplicacéo de
métodos protedOmicos para deteccdo e quantificacdo de proteinas do glaten.
Adicionalmente, Clavijo et al. (2017) identificaram 105 genes de gluten completos ou
parciais que permitiram a anotacéo adicional de 33 genes e a correcdo manual de 21

modelos de genes. Em 2018, foi lancada a referéncia de genoma do trigo, RefSeq v.1.0,
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pelo Consorcio Internacional de Sequenciamento do Genoma do Trigo (International
Wheat Genome Sequencing Consortium, IWGSC) que conta com acesso completo a
sequéncia ordenada de todos os 21 cromossomos de trigo (IWGSC et al., 2018). O
RefSeq v.1.0 foi entdo, utilizado como genoma de referéncia para a criacdo do
WheatGmap, que conta com mais de 3500 informacdes sobre o sequenciamento de trigo
hexaploide, incluindo o sequenciamento do genoma inteiro, de exoma inteiro e
transcriptoma (ZHANG et al., 2021). A montagem completa e robusta do genoma do trigo
é fundamental para o processo de melhoramento do cereal (CLAVIJO et al., 2017).
Considerando que a identificacdo de proteinas por espectrometria de massas é
dificultada pela alta similaridade entre as sequéncias primarias das subunidades das
proteinas de reserva do trigo e pelo alto nimero de isoformas (LANGENKAMPER; ZORB,
2019), a publicacdo do genoma de referéncia totalmente anotado contribuira para superar
os limites na pesquisa, principalmente quando aplicadas abordagens protedmicas.
Abordagens protedmicas com base em técnicas que utilizam cromatografia liquida (LC)
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucao (HDMS) capazes de separar até
mesmo peptideos de mesma m/z (i.e. sistema de mobilidade i6bnica) e métodos de andlise
independentes de dados (DIA), revelam-se como importantes ferramentas para a

identificacdo e a quantificacdo das proteinas do trigo.

2.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA PERFORMANCE ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

De maneira breve, a cromatografia liquida é uma técnica de separacdo de
componentes de uma amostra por meio de uma interacdo diferencial desses
componentes entre uma fase mével (solventes) e uma fase estacionéaria (coluna). Em
comparacao a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), a cromatografia liquida
de ultra performance (Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC), possui
capacidade de trabalho em altas pressdes (acima de 100 MPa - 15000 psi) devido ao tipo
e colunas utilizadas. Além disso, na UPLC o tamanho das particulas que compdem as
colunas é menor (<2 um). Os cromatogramas obtidos por UPLC apresentam melhor
resolucao e separacéo e maior sensibilidade, além do menor tempo de analise e consumo
de solvente (MALDANER; JARDIM, 2009; TALEUZZAMAN et al., 2015).
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A espectrometria de massas (Mass Spectrometry, MS) é uma técnica analitica
utilizada para a identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas em suas formas
ionizadas, através da medicao de suas razfes massa/carga em fase gasosa (m/z). Esta
ferramenta tem se tornado cada vez mais (til no estudo de sistemas biol6gicos
complexos, e tem ajudado na identificacdo, quantificacdo e mapeamento de importantes
moléculas funcionais (AEBERSOLD; MANN, 2016; KRUVE et al., 2015). A MS € uma
ferramenta essencial para anélises protedmicas em larga escala (DISTLER et al., 2014)
e, por ser uma técnica capaz de fornecer informacdes moleculares especificas, tais como
identificacdo da sequéncia de peptideos, vem sendo utilizada para identificar e distinguir
proteinas oriundas de diferentes cereais (FIEDLER et al., 2014).

As duas técnicas acopladas LC-MS, tém sido utilizadas com sucesso em analises
protedmicas néo direcionadas que almejam caracterizar o proteoma e subproteoma (ex.
proteinas metabolicas) do trigo (AFZAL et al., 2021; VICTORIO et al., 2018). E importante
ressaltar que etapas precedentes a analise precisam ser realizadas (ALVES et al., 2017).
De maneira geral, essas etapas compreendem reducédo e alquilacdo dos extratos
proteicos, que objetivam facilitar o processo de digestado por meio da clivagem das pontes
dissulfeto e alquilagdo dos grupamentos tidis. A tripsina é a protease mais comumente
utilizada para digestdo de proteinas e costuma gerar peptideos em uma faixa de massa
de 500 a 3.000 Da, facilitando a separacdo cromatografica. Além disso, os peptideos
tripticos possuem boa ionizacdo e fragmentacdo devido a presenca de residuos C-
terminais de lisina ou arginina que sdo protonados de forma eficiente em condicdes
acidas (GILLET et al., 2016). No entanto, para digerir as proteinas de reserva do trigo,
outras enzimas tém sido preferencialmente utilizadas para resolver o problema da falta
de sitios de clivagem tripticos (ex: lisina), sdo elas a tripsina/Lys-C (VINCENT et al.,
2022), atermolisina e a quimotripsina (VENSEL et al., 2011). Assim, a escolha da enzima,
dos reagentes redutores e alquilantes é muito importante e tém sido associada a uma
melhora na identificacdo das proteinas do glaten, pois permitem uma melhor distingdo
entre as proteinas homologas (DUPONT et al., 2011; FERREIRA et al., 2014;
ROMBOUTS et al., 2013).
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2.3 ESTRATEGIAS E METODOS EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Em prote6mica do tipo shotgun, também conhecida como bottom-up, as proteinas
sdo digeridas em peptideos pela acdo de enzimas proteoliticas e a massa
espectrométrica dos peptideos é mensurada (GILLET et al., 2016). Para analise livre de
gel, os peptideos sao analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa sequencial (LC-MS/MS), em geral, utilizando aquisicdo dependente de dados
(data-dependent acqusition, DDA) onde ha a selecao dos ions precursores mais intensos
com base na abundéancia relativa e estes sdo fragmentados em série. Esse tipo de
meétodo possui limitagdes como selecdo de ions irreproduziveis, sub-amostragem e longo
ciclo instrumental (DISTLER et al., 2014).

Visando diminuir os problemas supracitados, espectrometros de massas mais
recentes possuem maior resolucdo e velocidade de sequenciamento, além de ter
precisdo de massa melhorada. Adicionalmente, estratégias imparciais de aquisicao
denominadas independente de dados (data-independent acquisition, DIA) também foram
criadas para superar as limitacbes do DDA, fazendo fragmentacdo simultanea de
multiplos ions precursores sem considerar intensidade ou outra caracteristica, permitindo
obtencdo de resultados mais abrangentes (SOUZA et al., 2017). Em métodos com a
estratégia DIA, todos os ions gerados na fonte sédo transmitidos até a célula de coliséo,
que alterna entre baixa e alta energia, enviando alternadamente precursores e
fragmentos ao analisador. Os resultados desses métodos sdo abrangentes e
reprodutiveis porque ocorre a fragmentacao simultanea de multiplos ions precursores,
independentemente da intensidade ou de outra caracteristica. Dessa forma, séo obtidos
dados de massa exata de precursores e fragmentos ao mesmo tempo, tornando-os ideais
para andlise de amostras complexas por permitirem ampla cobertura de faixa dindmica
(DISTLER et al., 2014; DISTLER et al., 2016; GEROMANOS et al., 2009).

Esses métodos que alternam entre duas condi¢cdes de energia de colisdo sao
denominados MSE. Neles, os dados LC-MS sé&o coletados em todo o experimento e o
alinhamento baseia-se no fato de que o perfil cromatografico dos ions precursores &
semelhante aos dos seus ions precursores (GEROMANOS et al., 2009). O método de
alta definicdo denominado High Definition MSE (HDMSF) é um método MSFE acrescido do

sistema de espectrometria por mobilidade idnica (lon Mobility Spectrometry, IMS) que
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permite que os ions dos peptideos sejam separados pela sua conformacéo ao passarem
por uma fase gasosa, sendo o tempo de aceleracdo proporcional e dependente da
mobilidade através do gas. Essa dimenséo adicional de separacdo reduz interferéncias
e melhora a capacidade maxima do sistema, aumentando a seletividade do alinhamento
dos precursores com seus produtos, pois a fragmentacdo ocorre depois do sistema IMS
(DISTLER et al., 2014; DISTLER et al., 2016; SOUZA et al., 2017).

O método conhecido como Ultra Definition MSE (UMDSE) é um método otimizado
no qual a energia de colisdo é especifica para o tempo de aceleracdo, pois h4 uma rampa
de energia de colisdo de acordo com os dados obtidos na IMS. Dessa forma, a eficiéncia
de fragmentacao é melhorada, aumentando a intensidade de desempenho MS/MS para
sequenciamento de peptideos (DISTLER et al., 2014; DISTLER et al., 2016; SOUZA et
al., 2017). Por exemplo, Distler et al.(2014), demonstraram que o uso de UDMSE
melhorou a eficiéncia de fragmentacdo em 105% em comparacdo com métodos sem
mobilidade i6nica. O método foi utilizado recentemente para andlise da fracdo A/G do
trigo revelando ampla faixa dinamica (logi0>5), identificacdo de 5.894 proteinas
(considerando todas as amostras) e média de 8 peptideos/proteinas (VICTORIO et al.,
2018).

2.4 ABORDAGEM PROTEOMICA EM TRIGO E OUTROS CEREAIS

A espectrometria de massas tem sido utilizada com sucesso para analise de
proteinas de cereais. Nesta secao serdo apresentadas informacdes sobre os trés cereais
mais produzidos e consumidos no Brasil: milho, arroz e trigo. Recentemente, uma
abordagem protebmica comparativa foi realizada para avaliacdo do milho brasileiro.
Técnicas complementares de eletroforese bidimensional e protedmica bottom-up (livre
de gel) usando NanoUPLC-MS/MS foram utilizadas para a identificacdo das proteinas
diferencialmente abundantes (differentially abundant proteins, DAP) envolvidas em
diferentes vias metabdlicas. Os resultados mostraram diferentes perfis proteicos entre as
cultivares de milho biofortificado (que apresenta proteinas de melhor qualidade em
termos de aminoacidos essenciais) e a amostra hibrida comercial. Estes resultados
podem auxiliar em estratégias de melhoramento genético para cultivares de milho com
melhor desempenho nutricional e agronémico (DOS SANTOS-DONADO et al., 2021).
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Andlise por LC-MS/MS também foi aplicada para analise de grdos de milho imaturos
em avaliac&o de proteinas com determinada modificacdo pos-traducional (ubiquitinacao).
Apés a identificac@o de proteinas ubiquitinadas, a classificacdo por ontologia genética e
a analise de enriquecimento de vias foram realizadas e os resultados podem servir de
base para compreensdo dos papéis fisiolégicos das proteinas, além de fornecer
informacédo de como o sistema de ubiquitinacédo regula o desenvolvimento de graos de
milho (FAN et al., 2021). Ainda, a analise proteémica por métodos DIA em gréos de milho
revelou que as alteracdes no proteoma causadas pelo estresse hidrico foram altamente
correlacionadas com o desenvolvimento do grdo e acumulo de amido que se relaciona
com o rendimento e qualidade do milho (GUO et al.,, 2021). Adicionalmente, a
comparacao do proteoma de milho hibrido com linhas parentais por LC-MS/MS permitiu
uma visdo ampla da diversidade de proteinas, revelando maior diversidade na amostra
hibrida. De fato, a classificacdo ontologica e a identificacdo de vias metabdlicas sao
ferramentas que podem ajudar a tracar com clareza os processos realizados por
sementes e plantas em sua adaptacdo e sobrevivéncia (OSAWA-MARTINEZ et al.,
2021).

Para analise de arroz, LC-MS/MS foi aplicada em folhas de duas linhagens quase-
isogénicas, obtidas da Embrapa Arroz e Feijdo, para comparacdo do perfil proteico de
amostras apresentando fendétipo resistente ou susceptivel & Magnaporthe oryzae. A
determinacdo de DAP e a classificacdo por ontologia genética mostraram que os perfis
proteicos foram notavelmente diferentes durante a infeccdo inicial, demonstrando
singularidades na regulacdo do proteoma entre as duas linhagens (susceptivel e
resistente), que podem ser usadas em programas de melhoramento genético com
desenvolvimento de culturas mais resistentes a patogenos (TAVORA et al., 2021).
Estudos protedbmicos tém sido também realizados, a partir dos gréos, para avaliar
alteragcOes proteicas durante o armazenamento (ZHAO et al., 2021), ou ainda como no
caso da aplicacdo de protedmica comparativa para avaliar o efeito da germinacdo e do
enriqguecimento com selénio na qualidade do arroz marrom (LI et al., 2018a). O uso de
tecnologias de irrigacdo no processo de enchimento do grédo de arroz (LI et al., 2018b)
ou da luminosidade e expressdo genética na resisténcia ao estresse (LIU et al., 2020)

também tém sido avaliados por técnicas protedbmicas por LC-MS/MS. No campo da
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qualidade tecnoldgica, além dos parametros de sabor e propriedades fisico-quimicas do
arroz cozido (qualidade culinaria), amostras de arroz de diferentes qualidades foram
avaliadas por ferramentas prote6micas para estudo do efeito de altas temperaturas sob
a expressao de proteinas durante o desenvolvimento da cariopse (LIN et al., 2005) e
acompanhamento do perfil proteico do endosperma de sementes em diferentes dias apos
a floracao (KIM et al., 2009).

A aplicacdo de analises proteémicas em trigo tem sido realizada amplamente para
avaliar as alteragGes no proteoma da planta que vao desde o estudo da fertilizagdo com
nitrogénio (LANDOLFI et al., 2021; LIU et al., 2021) ou do estresse hidrico (MEHRI et al.,
2020), até a busca por contaminacao de trigo em outros graos e deteccdo de glaten em
alimentos (COLGRAVE et al, 2015; FIEDLER et al., 2014). Considerando a
alergenicidade do trigo e a aptidao tecnologica do grdo, foi realizado em estudo
protedmico com ambas as fracdes proteicas do trigo (prolaminas e ndo-prolaminas),
revelando que amostras com menor forca do gluten apresentaram maior expressao de
peptideos e proteinas relacionados com a doencga celiaca (DC) e outras alergias, bem
como maior quantidade de epitopos associados a DC do que amostras com mais alta
forca do gluten (ALVES et al., 2018). Avaliando graos em desenvolvimento, outro estudo
com alvo no proteoma de cultivares com forca de glaten contrastantes, revelou maior
abundancia de precursor de triticina e LMW-s GS na cultivar com maior for¢ga de glaten
(GUO et al., 2012).

Analisando subproteomas do trigo por LC-MS/MS, foram realizados estudos
focados nas proteinas do glaten para entendimento da formacdo de polimeros
(FERREIRA et al.,, 2014), das modificagbes do perfil proteico ao longo do
desenvolvimento dos grdos (LIU et al., 2012), além de trabalhos voltados a
alergenicidade que analisaram epitopos relacionados com a DC ou ainda quantificaram
o gluten usando material de referéncia (SCHALK et al., 2018; VAN DEN BROECK et al.,
2015). Em termos de aptiddo tecnologica, a caracterizacdo das proteinas do glaten
revelou que a amostra de maior for¢a do gluten apresentou maior razao glutenina:gliadina
do que a amostra com forca de glaten contrastante. Além disso, a razdo HMW:LMW-GS
foi maior em cultivares com melhores parametros quimicos e farinograficos
(AGHAGHOLIZADEH et al., 2017).
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As proteinas metabdlicas (fracdo A/G) foram abordadas para o entendimento de
alteracdes causadas pelo estresse térmico (HURKMAN et al., 2009; LAINO et al., 2010),
de possiveis consequéncias funcionais dos diferentes perfis proteicos ao longo do
desenvolvimento dos graos (ARENA et al.,, 2017; DONG et al., 2012), almejando
caracterizar proteinas especificas dessa fracdo, como ALPs (ZHANG et al., 2020), para
busca de alérgenos (ALVES et al., 2018; LARRE et al., 2011) e para analisar amostras
com aptidao tecnoldgica contrastantes (GAO et al., 2009; VICTORIO et al., 2018). Apesar
da relacdo destas proteinas com a qualidade tecnoldgica do trigo ser menos reportada
na literatura, estes trabalhos mostram que proteinas metabdlicas sao diferencialmente
expressas em farinhas de diferentes aptidées tecnoldgicas.

A seguir, sao apresentados os trabalhos desenvolvidos nesta tese para contribuicao
no campo de pesquisa da aptidao tecnoldgica do trigo.
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HIGHLIGHTS
Gluten proteins of wheat were characterized by a nanoUPLC-MSE method.
Wheat flours grouped by technological quality present different protein abundance.
Functional domains cluster grouped flours of the highest technological quality.
PCA distinguished groups of different technological qualities.
PCA data are in line with protein abundance profile.

GRAPHICAL ABSTRACT

Clean up Protein

1D SDS-PAGE  Gluten (Amicon 3 kDa) ™= guantification
R ¢ Protein
AW Y £ extration Digestion step Pool by
QAN

C (Lys-C Trypsin) pr— technological quality
Wheat flour - acqu

from nine

genotypes " M J

After
albumin/globulin
depletion

Graphical abstract 1. Summary of NanoUPLC-MSF analysis of wheat flour.
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ABSTRACT

Gluten proteins contribute to the rheological properties of dough. Mass spectrometric
techniques help to understand the contribution of these proteins to the quality of the end
product. This work aimed to apply modern proteomic techniques to characterize and
provide a better understanding of gluten proteins in different wheat genotypes (Triticum
aestivum). Nine Brazilian wheat flours classified by rheological gluten force were used to
extract the proteins. Extracts were pooled together by technological qualities in low (LW),
medium (MD), and superior (SP). Peptides were analyzed by nanoUPLC and mass
spectrometry multiplex method (MSFE). Collectively, 3,545 peptides and 1,297 proteins
were identified, and 116 proteins were found differentially abundant. Low molecular weight
glutenin subunits (LMW-GS) were found up-regulated only in SP samples. Proteins
related to wheat grain hardness, such as puroindoline-A, were found in significant
concentration in LW samples. After domain prediction, LW presented a different pattern
with a lower abundance of functional domains, and SP presented chaperones, known to
be involved in adequate folding of the storage proteins. NanoUPLC-MSE was efficient in
analysing and distinguishing the proteomic pattern of wheat flours from different qualities,
pointing out the differentially abundant gluten proteins and providing a better
understanding of wheat flour quality.

Keywords: foodomics; protein abundance profile; SDS-PAGE; storage proteins; wheat

quality.

Significance: Common wheat is one of the most important staple food sources in the
world. The improvement and comprehension of wheat quality has been a major objective
of plant breeders and cereal chemists. Our findings highlighted the application of a modern
proteomic approach to obtain a better understanding of the impact of gluten proteins on
the technological quality of different wheat flours. The obtained data revealed different
abundances of wheat quality-related proteins in superior quality flours when compared
with samples of low rheological properties. In addition, multivariate statistical analysis
clearly distinguished the flours of different qualities. This work contributes to the

consolidation of research in the field of wheat technological quality.
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1 INTRODUCTION

Gluten is a polymeric network formed after the addition of water and mechanical
force in cereals as wheat, barley and rye. In wheat, it is composed of proteins named
gliadins and glutenins (WIESER, 2007). Gliadins are monomeric alcohol-soluble proteins
stabilized by intramolecular disulphide bonds. Glutenins are polymeric alcohol-insoluble
proteins, capable of forming additional intermolecular disulphide bonds. These polymers
are formed by monomeric subunits, divided into two categories based on its molecular
weight: low and high molecular weight glutenin subunits (LMW and HMW-GS) (SCHERF
et al., 2015; WIESER, 2007; WRIGLEY, 1996). These proteins are also called storage
proteins and comprise 80 to 85% of the wheat grain's total protein content. They contribute
in different ways to the rheological properties of dough. As known, gliadins confer viscosity
and extensibility while glutenins improve dough strength and elasticity (WIESER, 2007,
WRIGLEY, 1996). Although HMW-GS amount and type are associated with technological
and bread-making quality, allowing stronger dough formation, an appropriated
glutenin/gliadin ratio has an important role in the wheat's rheological properties of dough
(SHEWRY; HALFORD, 2002). Studies demonstrated that wheat cultivars with similar
HMW-GS content showed different rheological properties according to different
glutenin/gliadin ratios (BARAK et al., 2013). Highest polymeric/monomeric ratio was
observed in a modern genotype of durum wheat of higher quality when compared with
lower quality genotypes (DE SANTIS et al., 2020).

Besides the technological aspect, gluten proteins are also involved in food allergies
and intolerances, such as celiac disease (CD) (PRESUTTI et al., 2007). The high proline
content of these proteins may reduce its susceptibility to protease activity in the digestive
process. Consequently, it leads to the fattening of intestinal villi flattening and
malabsorption of nutrients (SHEWRY; TATHAM, 2016). A gluten-free diet is essential to
avoid CD-related symptoms. For this reason, it is imperative to detect the presence of
these proteins to ensure food safety (ALVES et al., 2017; ALVES et al., 2019). It has been
recently shown, by proteomic approaches, that lower quality wheat flour samples had
higher amounts of immunogenic peptides abundance than better quality samples (ALVES
et al., 2018; DE SANTIS et al., 2020).
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A proper extraction of protein is critical for gluten analysis. The complex structure of
the gluten network and the food matrix composition are obstacles to achieve a very
efficient extraction (XHAFERAJ et al., 2020). Due to the amounts of conserved cysteine
residues the presence of disulphide bonds, the solubilization of gluten proteins is hinder,
mainly in glutenin fraction, which comprises large polymer aggregations with molecular
weight from 100 kDa to over 1,000 kDa (WIESER, 2007; WRIGLEY, 1996). Gliadins and
glutenins are also known for their high proline and glutamine content, as by its low content
of lysine, arginine and histidine (WIESER, 2007). In addition to that, both fractions are
extremely heterogeneous and complex, presenting repetitive motifs, what makes its
analysis by conventional proteomics techniques challenging. The polymeric nature of
gluten proteins and their heterogenicity defy obtaining highly purified extracts with just one
group of proteins (LEXHALLER et al., 2019). Factors such as incomplete information on
protein sequences and not complete sequenced genomes limits the protein identification.
The complex and highly homologous sequences of gluten proteins require careful
interpretation of ion data for accurate sequence assignment (AGHAGHOLIZADEH et al.,
2017; MARTINEZ-ESTESO et al., 2016). Elucidating important aspects of protein
composition that are closely related with dough quality is one of the main objectives of
wheat proteome studies (SKYLAS et al., 2005).

In this context, the improvement of mass spectrometry (MS) techniques enables a
better understanding about these proteins. Some studies have shown that data
independent acquisition (DIA) MS enhances complex samples analysis and allows wide
dynamic range coverage (DISTLER et al., 2014; GEROMANOS et al., 2009; SOUZA et
al., 2017; VICTORIO et al., 2018). DIA approaches alternate low and high energy in the
collision cell to analyze all ions generated in the source, and then precursors and
fragments reach the analyzer quasi-simultaneously. Results of these methods are more
comprehensive due the fragmentation, regardless from the signal intensity (BROMILOW
etal., 2017b; DISTLER etal., 2014; SOUZA et al., 2017). By using proteomic approaches,
is possible to associate the protein composition of wheat with its technological quality.
Metabolic proteins, such as albumins and globulins, were analyzed by ultra-definition
mass spectrometry (UDMSE) and were differentially abundant in wheat flours of different

technological qualities. Proteins of this fraction involved in the gluten protein folding
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process, named puroindolines and chaperones, were found up-regulated in superior
quality extract and down-regulated in the lower ones (VICTORIO et al., 2018). Gluten
fraction study also showed differences between cultivars. For the glutenin fraction, Dy10
subunit was not found in the low-quality cultivar and had high percentage in higher quality
cultivars. The content of x-HMW-GS and y-HMW-GS seems to be correlated with wheat
quality. When analyzing flat bread, x-HMW-GS was determinant for its quality. It was
demonstrated that higher amounts of y-gliadins decrease the quality of wheat, what is
inversely correlated to higher contents of a/B-gliadin. By comparing glutenin/gliadin ratio,
superior quality flour presented the greatest values, while inferior quality flour presented
the lowest one (AGHAGHOLIZADEH et al., 2017). For that matter, advanced proteomics
methods lead to a high capacity of protein detection, being important for wheat research
(AFZAL et al., 2020).

In this context, this work presents a nano ultra-performance liquid chromatography
(nanoUPLC) coupled to mass spectrometry analysis using DIA method in order to identify
and quantify gluten proteins from nine wheat genotypes grouped by different technological
qualities. The method was effective to analyze wheat storage proteins and allowed a clear

distinction between genotypes, providing a better understanding of the wheat flour quality.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 PLANT MATERIAL

Wheat (Triticum aestivum) flours from nine Brazilian genotypes of different
technological qualities were analyzed. Samples were provided by OR Melhoramento de
Sementes Ltda. (Passo Fundo, RS, Brazil) in collaboration with the University of Passo
Fundo (UPF). The seeds were cropped during 2014/2015, with normal harvesting and
management of seeds. The technological qualities classification was based on gluten
force (PELEGRIN et al., 2016), previously determined by alveograph and farinograph
methods, using tenacity, extensibility and stability of dough, mass development time and
water absorption as parameters, respectively (Table 1). The flours were grouped as low
(LW) quality (Campeiro, ORS25, ORS27); medium (MD) quality (Marfim, ORS1401,
ORS1402), and superior (SP) quality (Ametista, Guabiju, Jadeite 11).
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Table 1. Technological quality characterization of different Brazilian wheat genotypes
according to rheological and physico-chemical parameters, harvest 2014/2015.

Genotype Commercial TQ \ E FN P L P/L WA
Classification* (Joules)  (min) (s) (mm) (mm) (%)

ORS 25 Basic Low 137.7 7.3 334.0 49.3 92.3 0.5 53.6
+41.2 +3.1 +184 +£105 +172 00 1.7

Campeiro Basic Low 115.3 6.7 286.3 32.0 157.0 0.2 49.2
+125 +1.4 +14.1 2.6 +155 00 0.6

ORS 27 Domestic Low 161.5 8.8 309.0 58.5 103.0 0.6 57.5
+23.5 +0.8 +46.0 +15 +140 01 =05

ORS 1401 Bread Medium 258.3 19.3 356.8 91.9 83.9 1.1 59.7
+65.5 +9.0 +47.1 +£234 +3.7 +04 6.2

ORS 1402 Basic Medium 206.7 114 348.0 70.3 102.7 0.7 58.7
* 56.6 2.2 +420 +£178 +150 £0.2 6.5

Marfim Bread Medium 310.7 17.7 348.8 71.0 149.7 0.5 55.8
+56.3 4.7 +24.8 £75 +9.5 +00 0.7

Jadeite 11 Improver Superior 418.3 14.9 371.3 114.7 91.9 1.3 61.5
+10.7 +1.9 +25.3 55 +21.3 04 0.8

Ametista Improver Superior 437.3 20.9 347.3 134.3 80.8 1.7 62.2
+33.5 +5.3 +484 +£131 +£186 04 0.2

Guabiju Bread Superior 255.3 13.3 376.7 138.0 101.3 1.4 63.8
+15.6 +1.3 +45.1 £6.0 +6.5 +00 0.8

Technological quality (TQ), gluten force (W), stability (E), falling number (FN), tenacity (P), extensibility (L),

water absorption (WA). *Commercial Classification according to Brasil (2010).

2.2 PROTEINS EXTRACTION

The protein extraction was performed as described in Alves et al. (2018). One
hundred milligrams of each flour were extracted with 1 mL of buffer (80 mM Tris-HCI, 40
mM iodoacetamide, pH 8.0). The samples were briefly vortexed and then incubated in
shaker (200 rpm, 60 min, 25 °C) (TE-420, Tecnal, Brazil). After centrifugation (10,600 x
g, 10 min, 20 °C) (Heraeus Megafuge 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific,
Germany), the supernatants containing albumins and globulins were discarded. The
remaining pellets were resuspended in PBS buffer (0.5% SDS, 2% [-mercaptoethanol,
pH 7.4) and incubated in shaker overnight (200 rpm, 25 °C). After centrifugation (10,600
X g, 15 min, 4 °C), the supernatants were washed and concentrated using a 3 kDa buffer
exchange filter (Amicon, Millipore, Ireland). Three washing steps were performed using
ammonium bicarbonate (NH4HCO3) buffer (50 mM, pH 8.5), followed by centrifugation
(14,000 x g, 60 min, 8 °C). Protein content was determined by Bradford method (1976)

using bovine serum albumin (BSA) as standard. Samples were diluted 10 times and 20
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uL was aliquoted in triplicate. The reaction time was 5 min after the addition of 1 mL of
Bradford reagent (Sigma-Aldrich). The absorbance was measured at 595 nm in a

spectrophotometer (UV-2700, Shimadzu, Japan).
2.3 SAMPLE PREPARATION FOR NANOUPLC-MSE ANALYSIS

Prior to the digestion step, protein extracts were diluted in ammonium bicarbonate
(50 mM, pH 8.5) to reach the concentration of 1 ug.uL. The extracts were pooled together
according to the technological quality classification, grouping 20 uL of each sample. Then,
three pools with 60 pL of final volume followed to the digestion step. For protein digestion,
25 yL of 0.2% RapiGEST SF (Waters Corp., Milford, MA) were added in each sample
containing 60 ug of protein, followed by vortexing and incubation at 80 °C for 15 min. After
centrifugation (14,000 x g, 10 min, 4 °C), 2.5 pyL of 100 mM dithiothreitol (DTT) (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) prepared in NH4HCOs (50 mM, pH 8.5) were added to each
sample. The samples were vortexed and incubated at 60 °C for 30 min followed by
centrifugation (14,000 x g, 10 min, 4 °C). Then, 2.5 pyL of 300 mM iodoacetamide (IAM)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) in NH4HCO3 (50 mM, pH 8.5) were added and samples
were homogenized and incubated in the dark at 20 °C for 30 min. Afterwards, trypsin/Lys-
C (Promega, Madison, USA) in NH4HCO3 (50 mM, pH 8.5) was added at a 1:60
enzyme:protein ratio. The samples were briefly vortexed and centrifugated for 30 s and
digested overnight at 37 °C under stirring. After digestion, 10 pyL of 5% v/v trifluoroacetic
acid (TFA) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) were added to stop the digestion. The samples
were incubated at 37 °C for 90 min without stirring, centrifuged (14,000 x g, 90 min, 4 °C),
the supernatants were transferred to new vials and centrifuged again (14,000 x g, 90 min,
4 °C). The supernatants were transferred to total recovery vials (Waters, USA), identified
and placed in ultra-freezer (-80 °C) (IULT 335 D, Indrel, Brazil) until data acquisition.

2.4 NANOUPLC-MSE ANALYSIS

Tryptic peptides were analyzed using a nanoACQUITY UPLC system (Waters Corp.,
Milford, MA) coupled to Synapt G2-S high-definition mass spectrometer (HDMS) (Waters
Corp., Manchester, UK) equipped with hybrid analyzers such as a quadrupole followed by
an orthogonal acceleration time-of-flight (Qg-oaTOF) geometry. To ensure that all
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samples were injected with the same amount on column, prior to analysis, stoichiometric
measurements based on scouting runs of the integrated total ion account (TIC) were
performed to ensure standardized molar values across all conditions. The LC/MS runs
were carried out in triplicate for each sample. The chromatographic system was equipped
with a nanoEase BEH130 C18 (5 um, 180 um x 20 mm) trap column (Waters Corp., USA)
and a nanoAcquity HSS T3 C18 (1.8 um, 100 pm x 100 mm) reversed-phase column
(Waters Corp., USA). Mobile phase A consisted of water and mobile phase B consisted
of acetonitrile, both with 0.1% (v/v) formic acid. The peptides were separated using
chromatographic methods with the following gradient: 7 to 40% of mobile phase B in 90
min, followed by a cleaning column gradient of 40 to 85% of B for 1 column volume (cV);
maintained in 85% of B for 2 cV; then from 85 to 7% of B in 1 cV. The flow rate was 600
nL.mint. The analytical column temperature was maintained at 55 °C and the sample
manager temperature was 8 °C. The lock mass was derived from an auxiliary pump using
a flow rate of 250 nL.min! at a concentration of 200 fmol.uL™! of [Glu']-Fibrinopeptide B
human (Glu-Fib) to the reference MUX sprayer of the NanoLockSpray source.

For all measurements, the mass spectrometer was operated in the resolution mode
with a typical m/z resolving power of at least 35.000 FWHM. All analyses were carried out
using nano-electrospray ionization in the positive ion mode nanoESI(+) and a
NanoLockSpray ionization source (Waters Corp., Manchester, UK). The lock mass
channel was sampled at a frequency of 30 s. The ion source block temperature was set
to 70 °C and capillary voltage was set to 2.7 kV. lons were acquired with m/z between 50-
2000, scanning time of 0.5 s, cone voltage of 30 V. The time-of-flight analyzer of the mass
spectrometer was calibrated with a MS/MS spectrum of Glu-Fib. The final instrument
calibration was obtained by the specific y* and b* fragments derived from the double
charged precursor ion [M + 2H]?* = 785.8426 GFP signal. Samples were acquired by MSE
multiplex mode, applying simultaneously low and high fragmentation energy (15-55V) at

T-wave collision-induced dissociation cell filled with argon gas.
2.5 DATA PROCESSING

In order to identity and quantify peptides and proteins, MS quantitative data
packages were processed with the use of dedicated algorithms (GEROMANOS et al.,
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2009). The MS data were processed and searched using the Progenesis QI for
Proteomics (QIP) (Nonlinear Dynamics, UK). The UNIPROT protein repository release
2017_02 (http://www.uniprot.org, 136,884 entries) with database annotations for T.

aestivum was used. The database used were reversed “on-the fly” during the database
queries by the use of ProteinLynxGlobalServer (PLGS) (Waters Corp., Manchester, UK)
and appended to the original database to assess the false discovery rate (FDR) during
identification (NEVES et al., 2017). The parameters for database searching were tryptic
peptides with a maximum of one missed cleavage, carbamidomethylation of cysteine as
fixed modification and oxidation of methionine as variable modification. The parameters
set as default were peptide mass error tolerance of 10 ppm, fragment mass error tolerance
of 20 ppm and maximum FDR of 4%.

The samples were compared in pairs to obtain a volcano plot (SP vs. LW, MD vs.
LW and SP vs. MD) and the following filters were used: minimum of one unique peptide
and two peptide count, coefficient of variation (maximum absolute CV of 0.3), max fold
change (>1.5, log2 = +0.6) and ANOVA (p < 0.05). Only coexisting proteins in both
conditions and proteins that were present in the 3 of 3 replicates (3/3) were considered to

compare the conditions.

Functional domains were predicted for uncharacterized proteins that were
differentially abundant using the following databases InterPro 67.0 (15* March 2018,
EMBL-EBI, http://www.ebi.ac.uk/interpro/) (FINN et al., 2017) Pfam 31.0 (March 2017,
16712 entries, EMBL-EBI, http://pfam.xfam.org/search#tabview=tab0) (FINN et al., 2016)
and Prosite (Release 2018_03 of 28-Mar-2018 contains 1806 documentation entries,
1309 patterns, 1214 profiles and 1234 ProRule, https://prosite.expasy.org/) (SIGRIST et

al., 2010). The searches were made with default parameters. The predominant domain

for each protein code was chosen.

26 1D SODIUM DOCEDYL SULFATE POLYACRYLAMIDE GEL
ELECTROPHORESIS (1D SDS-PAGE)

The electrophoresis gel was performed as described by Morel (1994). Laemmli
buffer system (1970) was used with 10.3% acrylamide gels. The gel was run at 40 mA for
4 h 30 min at 18 °C. The samples were extracted using a solution containing 2% SDS and
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40% glycerol and 20 pL of each sample was loaded in the wells. The gel was incubated
overnight in 15% trichloroacetic acid, rinsed for 5 min with tap water and stained in 12.5%

trichloroacetic acid with 0.14% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250.
2.7 STATISTICAL ANALYSIS

ANOVA was given by the Progenesis QIP and the coefficient of variation (CV) was
calculated for replicates of each variable. A heat map representing protein abundance

was carried out using MetaboAnalyst 4.0 (Xia Lab, http://www.metaboanalyst.ca/) for

annotated proteins as well as for uncharacterized proteins after domain prediction.
Principal component analysis (PCA) was performed with Progenesis QIP and
implemented in order to assess the distinction between groups of different technological

quality.
3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 NANOUPLC-MSE RESULTS

Collectively, 3,545 peptides and 1,297 proteins were identified with average of 3
peptides per protein. After applying the minimum of two peptides at identification level and
maximum absolute CV of 0.3 at quantitation level as filters, on average for all replicates
and conditions, 3,070 peptides and 743 proteins were obtained with FDR of 0.6 % and
1.1 %, respectively (see supplementary data, S1). In order to verify if samples could be
compared, data were plotted in a dynamic range graph (Fig.1). Dynamic ranges of
different samples presented the same trend indicating that the quantitative distribution of
intracellular protein was similar between them. In general, samples of complex biological
systems present dynamic ranges of 3 orders of magnitude (logiomax = 3) (SOUZA et al.,
2017). In this study, dynamic ranges of detected proteins presented more than 6 orders
of magnitude (logi0> 6) showing this proteomic approach was efficient to identify proteins
in complex samples. The results are according to previous studies applying nanoUPLC-
UDMSE to analyze wheat metabolic proteins, in which more than 5 orders of magnitude
were found (VICTORIO et al., 2018).
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Trying to overcome the challenge of fractioning the gluten proteins, the enzymes
trypsin plus Lys-C were used, and the data processed by the Progenesis QIP showed that
more than 70% of the identifications were made without missed cleavages and more than
20% with only one missed cleavage (see supplementary data, S2).
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Fig. 1. Dynamic range of wheat flour samples, low (LW), medium (MD) and superior (SP) quality
classification. The rank of identified proteins is plotted in the x axis and y axis is represented by the log of
abundance quantified proteins.

Considering only proteins that appear in 3 of 3 replicates of each sample and without
other filters, 384 proteins were identified and quantified in this work (see supplementary
data, S1). Most of them (~78%) are not yet described in the protein databank, according
to their biological function. Factoring only the annotated proteins, 46 presented highest
mean abundance on SP sample, highlighting HMW-GS Dx5 (UNIPROT accession:
P10388), HMW-GS (PC256 Fragment and P02861), alpha/beta-gliadin (P04724 and
P04727), LMW-GS (B2Y2Q6, B2Y2S6, Q8W3V4, Q6SPZ3, QO0M61, B2BZD1, B2Y2Q1,
P10385 and QO0OM56), gamma-gliadin B (P06659), protein disulphide-isomerase (PDI)
(AOA1D5Y681), gamma-gliadin (A1EHE7), alpha-gliadin (AOAOE3Z7G8 fragment),
gamma-gliadin B-1 (P04729 and M9TG60), and alpha-gliadin (I10IT65). For MD sample,
25 proteins presented highest mean abundance and can be found gamma-gliadin
(P21292 and Q94G92), PDI (AOA1D5XQQ1), puroindoline-B (B1GXL6) and LMW-GS
1D1 (P10386). On LW sample, were found 15 proteins, being the main HMW-GS DY10
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(P10387), alpha-gliadin (J7HTQ9), alpha/beta-gliadin (P04726), gamma-gliadin
(M9TGF7), puroindoline-B (Q10464) and puroindoline-A (P33432). PDIs and
puroindolines are metabolic proteins of wheat. While the first ones are related with storage
protein folding (KIMURA et al., 2015), the others promote a positive impact on baking
(OSIPOVA et al., 2012). In agreement with our data, PDIs were found up regulated in
higher quality wheat samples when compared with lower quality samples in a study
performed with metabolic proteins. In this study, puroindoline-A also was found up
regulated in LW samples (VICTORIO et al., 2018). It is worth mentioning that some PDI
isoforms may no longer be detectable in the endosperm when the protein synthesis
decreases at grain maturity (SKYLAS et al., 2005).

3.1.1 Protein profile cluster of nanoUPLC-MSE data

For better understanding the high-performance data provided by LC-MS, a principal
component analysis (PCA) was performed (Fig. 2). Considering identified and quantified
proteins as parameters it is possible to realize the distinction between groups of different
technological qualities. The first two principal components (PC) explain 70% of the
variation between samples. Also, it is possible to observe the separation of LW sample
from the MD and SP samples. In a work carried out with metabolic gluten proteins the
same pattern could be observed in the PCA (VICTORIO et al., 2018). A marked separation
among samples can be observed along PC1, corroborating another results with different
quality samples (DE SANTIS et al., 2020). Protein abundance profiles and domain

prediction data probably contribute for explain the samples discrimination found in PCA.
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Fig. 2. Principal component analysis (PCA) of wheat flour samples: low (LW), medium (MD) and superior

(SP) quality classification. Identified and annotated proteins are in gray and red.
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3.2 PROTEIN ABUNDANCE PROFILES OF SAMPLES COMPARED IN PAIRS

After applying the filters mentioned in 2.5 section, data were presented in volcano
plots (Fig. 3) to obtain an overview of differentially abundant proteins (DAP) by comparing
each two samples. In total, 116 DAP were found when compared SP x LW, MD x LW and
SP x MD. The comparison between SP and MD samples presented the highest number
of DAP (46), being 34 up-regulated and 12 down-regulated. For these samples, 102
proteins had unchanged abundance and 242 proteins were out of one or more filters.
When comparing SP and LW samples, 36 proteins were found differentially abundant (31
up-regulated and 5 down-regulated), 72 unchanged and 280 proteins were out of filters.
Finally, the comparison between MD and LW samples showed 34 DAP (28 up-regulated

and 6 down-regulated), 63 unchanged and 291 out of filters.
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Fig. 3. Volcano plots comparing the wheat flour samples in pairs, low (LW), medium (MD) and superior
(SP) (p < 0.05). The green dots represent up-regulated proteins (max fold change > 1.5), while red dots
represent down-regulated proteins (max fold change < -1.5), black empty dots the considered unchanged
proteins and gray empty dots were out of filters (minimum one unique peptide, two peptide count, CV of 0.3,

max fold change < 1.5, P < 0.05 and/or proteins in 3/3 replicates).
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Only 35% of DAP have been described according to their biological function in
protein databank (Table 2). Interestingly, low molecular weight glutenin subunits were up-
regulated only on SP flours. According to some studies, that points to the importance of
LMW-GS fraction to wheat quality (D'OVIDIO; MASCI, 2004; LIU et al., 2005). Other
proteins of gluten fraction as a/B-gliadins and y-gliadins were found in higher
concentration in SP samples. Some wheat proteins that do not belong to gluten fraction
also were found in the extracts. Puroindoline-A was found in major concentration in LW
sample. Puroindoline family is related with wheat grain hardness (HEINZE et al., 2016).
Two B-amylases and one trypsin inhibitor appear in major concentration in SP sample. A
heat map cluster was built for these proteins (see supplementary data, S3) showing that
SP sample presents different pattern from MD and LW samples, being the last ones
grouped together by the dendrogram. In a previous study, puroindolines were found in
gliadin extract, f-amylases were found in LMW-GS extract and a-amylase/trypsin inhibitor
were found in all gluten protein extracts. LMW-GS were also detected in all extracts
probably due to their polymeric nature and their molecular weight similar to a-gliadins.
This data confirms that obtaining pure extracts is a great challenge (LEXHALLER et al.,
2019).
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Table 2. Differentially abundant and annotated proteins.

Accession Description UNIPROT PC PU ANOVA -LogP Max fold  Logz
UNIPROT (9) (ANOVA) change
Superior vs. Low
AOA1D6B080  Auxin response factor 2 2 0.00 412 7.81 2.96
AlEHE7 Gamma-gliadin 4 2 0.00 2.98 2.39 1.26
AOA1D5ST37 Malate dehydrogenase 5 5  0.00 2.48 1.97 0.98
AOA1D5ZDV7 rRNA N-glycosidase 4 1 0.01 1.94 1.92 0.94
AOA1D5YFA6 Beta-amylase 1 3 0.00 3.81 1.73 0.79
4
B2Y2Q6 Low molecular weight 1 1 0.00 4.72 1.73 0.79
glutenin subunit 0
AOA1D5S7P5 Pyruvate  phosphate 6 4  0.00 3.39 1.72 0.78
dikinase
AOA1D6RTR9 WAT1-related protein 3 1 0.00 3.02 1.65 0.72
Q0Q5D9 Globulin 1 1 2 0.00 3.33 1.60 0.68
1
AOA1D6BQM 60S acidic ribosomal 5 5 0.00 3.27 1.51 0.59
7 protein PO
Q94G92 Gamma-gliadin 3 2 0.00 3.88 1.68 -0.75
P33432 Puroindoline-A 4 4 0.00 7.27 5.64 -2.49
Medium vs. Low
AOA1D6B080  Auxin response factor 2 2 0.00 2.43 2.14 1.10
AOA1D5ST37 Malate dehydrogenase 5 5  0.01 1.87 1.58 0.66
P21292 Gamma-gliadin 2 1 0.01 2.21 1.53 0.62
AOA1D5S7P5 Pyruvate  phosphate 6 4  0.00 2.53 1.51 0.60
dikinase
POCZ05 Avenin-like b2 4 2 0.03 1.50 1.69 -0.76
I0IT65 Alpha-gliadin 2 2 0.00 2.47 1.80 -0.85
P33432 Puroindoline-A 4 4 0.00 5.11 402 -2.01
Superior vs. Medium
AOA1D6B080  Auxin response factor 2 2 0.00 4.54 3.65 1.87
AOA1D6BR39 Glycosyltransferase 2 2 0.00 2.97 2.68 1.42
AOA1D6RTR9 WAT1-related protein 3 1 0.00 3.77 2.26 1.18
AOAOE3Z7G8 Alpha-gliadin 2 2 0.00 5.62 1.94 0.95
(Fragment)

AOA1D5ZDV7 rRNA N-glycosidase 4 1 0.03 1.57 1.91 0.94
Q0Q5D9 Globulin 1 1 2 0.00 3.03 1.89 0.92
1
AOA1DS5XXC7 Beta-amylase 1 2 0.00 3.47 1.88 0.91
4
P06659 Gamma-gliadin B 5 4 0.00 2.69 1.84 0.88
I0IT65 Alpha-gliadin 2 2 0.01 2.14 1.82 0.86
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Accession Description UNIPROT PC PU ANOVA -LogP Max fold  Log:
UNIPROT (p) (ANOVA) change
AlEHE7 Gamma-gliadin 4 2 001 2.20 1.79 0.84
AOA1DS5YFA6 Beta-amylase 1 3 0.00 3.25 1.68 0.75
4
AOA1D6BQM  60S acidic ribosomal 5 5 0.00 3.71 1.65 0.72
7 protein PO
AOA1D6BRM  Glyceraldehyde-3- 5 2 0.00 3.01 1.65 0.72
9 phosphate
dehydrogenase
P04727 Alpha/beta-gliadin 2 1 0.00 3.61 1.61 0.69
AOA1D5WNG Fructose-bisphosphate 7 1  0.00 2.50 1.60 0.68
5 aldolase
P04724 Alpha/beta-gliadin A-IV. 3 3  0.00 3.70 1.57 0.65
P81713 Bowman-Birk type 4 4 0.00 3.09 1.54 0.62
trypsin inhibitor
M9TG60 Gamma-gliadin 1 3 2 002 1.64 1.54 0.62
B2Y2Q1 Low molecular weight 9 1  0.00 3.53 1.52 0.60
glutenin subunit
P21292 Gamma-gliadin 2 1 0.00 3.83 1.70 -0.77
Q94G92 Gamma-gliadin 3 2 002 1.65 2.08 -1.05

Peptide count (PC), number of unique peptides (PU), negative logio ANOVA (-LogP (ANOVA)), logz max
fold change (Logz). Logz values equal or greater than 0.6 correspond to up-regulated proteins and equal or
lower than -0.6 correspond to down-regulated proteins.

3.2.1 Cluster of functional domains of differentially abundant and not described

proteins

A domain prediction analysis was carried out to obtain a better understanding about
the functionality of those 65% of DAP, which remain not described in terms of biological
function (see supplementary data, S4). A heat map cluster was built using the obtained
data (Fig. 4) and it is possible to observe that LW sample presents different pattern from
the others, with lower abundance of functional domains. MD and SP samples were
grouped together by the dendrogram, although data show different profiles between
samples. Interestingly, a heat shock protein HSP20 domain appears in higher abundance
in SP sample. HSP belong to chaperones family that play a role to adequate folding of
storage proteins and it can affect wheat flour quality by impacting the polymers formation
(KIMURA et al., 2015; OSIPOVA et al., 2012). Another member of this family (HSP70)
has already been reported to be up-regulated in SP and MD samples of wheat flour
(VICTORIO et al., 2018). SP sample also showed higher abundance of proteins involved
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in carbohydrate metabolism (sucrose synthase), chromatin organization (histone H1/H5)
and chromosome remodeling (RNA-binding). Sucrose synthase is important for sucrose
metabolism and their increased abundance may impair the starch biosynthesis by
decreasing sucrose level (MEHRI et al., 2020). While histones H1 act as linker proteins
that can confer a more condensed chromatin structure, RNA-binding proteins are involved
with rRNA- and mRNA- processing in the nucleus, also acting in the cytoplasm in RNA

transport, localization, storage and metabolism (FINNIE et al., 2011).

EE'LFFJEG

Peptidase family.
Uncharacterized.

class class
1
]

2 Low

Medium
Arac 1 Superior
Protein kinase. 1
Uncharacterized
WATHITRAF domain 0
Uncharacterized.7
Nuclease
Protein imeractio

B-block binding -1
Peroxisamal protei

Zinc finger.1
___ Hy:lrup ilic protei
________ 7inc finger.
Hsp70 pratein
Gliadin M-terminal
Protein interactio
Sucrose synthase
Histidine phosphat
Cupin 4
Uncharacterized .3
PUF.1

-2

Protease inhibitor

__ Lipalytic enzymes
| Hspl0 domain

| | Elbrélrzlectlrl type-l

Calmodulin-binding
G C K dornain
Uncharacterized &
Elongation factor
Gliadin M-terminal
Histone HL'HS
Ubl uitin peptidas
characterized. 1
Frmease inhibitar
Zinc finger
Serine protease
Cupin..
Unicharacterized. 4
NB-ARC dornain
Ab transparter
Protease inhibitor
PPR dornain
Lecitin domain
Ubiguitin farnily

Cupin

HLW-GS

Praotein imeractio
Protein kinase
Cupin.2

Cupin 1

Cupin.1
Uncharacterized .2
RMA hinding
DMA blﬂﬂll’}g
Peptidase family

T M1
Zml
£ M1

w wi o = = =
al - . o =] (=]
L] - ™~ " — i

Fig. 4. Heat map illustrating the clustering of functional domains from uncharacterized differentially
abundant proteins that were found in low (LW), medium (MD) and superior (SP) samples. The horizontal
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represents the variation of protein abundance. Highest quantities are represented by dark red and lowest
guantities by dark blue. PUF (protein of unknown function), GCK domain is related with intracellular signaling
pathways.
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3.3 GLUTENIN SUBUNITS CHARACTERIZATION BY ELECTROFORESIS

Protein profile of gluten proteins from wheat genotypes are presented in 1D SDS-
PAGE (Fig. 5). The HMW-GS are shown on top of the gel and the LMW-GS at the bottom.
Two genotypes were used as pattern (Bermude and Toback). For HMW-GS, we
numbered the bands based on Payne and Lawrence (1983), that previously identified
HMW-GS by SDS-PAGE. Bermude presents five bands (2*, 5, 6, 8 and 10) and Toback
presents three bands (2, 7 and 12). In agreement with other paper (PAYNE, 1987) the
analyzed genotypes showed two subunits coded by genes at Glu-D1 (5+10 or 2+12
alleles), one or two by Glu-B1 (7 allele) and one or none by Glu-Al (1 or 2* alleles). Most
of the genotypes analyzed on this study present subunit 5 as slowest band and 10 as
fastest band (ORS 25, ORS 27, ORS 1401, Marfim, Ametista and Jadeite 11). The 5+10
subunits have been related to good bread-making quality (COSTA et al., 2017; LIU et al.,
2009; PAYNE et al., 1981). Although, in this work, these data do not allow a distinction
from genotypes since these subunits were found in samples of all technological qualities.
Two genotypes (Campeiro — LW; and ORS 1402 — MD) presented the subunit 2* like
Bermude pattern and this band migrated slowest than the 5 subunit. Interestingly, one
genotype of superior technological quality (Guabiju) presented the 2 and 12 subunits as
the Toback pattern, however, this genotype of superior quality presented the subunit 1
slowest than 2. Although 2+12 have been correlated with smaller sedimentation volume
when compared with 5+10 subunits, the subunit 1 was reported as presenting strong
correlation with bread-making quality (LIU et al., 2005; PAYNE et al., 1981). HMW-GS
6+10 alleles, reported in best gluten technological quality samples (GRAZIANO et al.,
2019), were found only on Bermude pattern and HMW-GS 20 allele was not found. This
allele has been associated with negative dough properties when Triticum durum was
analyzed, so this result could be expected (GRAZIANO et al., 2019; SHEWRY et al.,
2003).

For LMW-GS, most of analyzed genotypes were observed in electrophoresis gel like
Toback pattern. Only two genotypes (Campeiro and ORS1401) showed changes in some
bands. These samples are different in terms of technological quality, belonging to low and
medium quality, respectively. In SDS-PAGE the allele identification is difficult because of

the banding pattern complexity of LMW-GS that present overlapped bands. For a better
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understanding of this fraction, two-dimensional gel electrophoresis (2-DGE) could be
applied (MOREL, 1994). This method allows to separate proteins in two independent
physiochemical parameters, considering their isoelectric point and molecular mass
(SKYLAS et al., 2005), providing provide a better LMW-GS separation. When using 2-
DGE to analyze a common wheat genotype 17 spots were resolved from the 43 identified
LMW-GS genes. Due LMW-GS gene family has high similarity of sequences with their

repeat sequence, each spot contained a large number of proteins (BEOM et al., 2018).
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Fig. 5. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis patterns of high molecular weight
glutenin subunits (HMW-GS) and low molecular weight glutenin subunits (LMW-GS) from wheat genotypes.
The numbers on the top of the figure represent the genotypes. The patterns are Bermude (1 and 12) and
Toback (2 and 13). The analyzed genotypes are Campeiro (3), ORS 27 (5) and ORS 25 (7) of low quality,
Marfim (4), ORS 1402 (6) and ORS 1401 (10) of medium quality and Jadeite 11 (8), Ametista (9) and
Guabiju (11) of superior quality. HMW-GS are labeled according to the nomenclature of Payne & Lawrence
(1983). Unknown bands are marked by an interrogation point.

4 CONCLUSIONS

A proteomic approach was applied to gluten proteins grouped by technological
guality to better understand their relationship with wheat flour quality. A wide protein

coverage was obtained and both abundance data and domain prediction demonstrated
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that low quality have different pattern when compared with higher quality flours. LMW-GS
was found up-regulated in superior quality sample and gliadins were found in all samples.
Although electrophoresis characterization of glutenin subunits did not allow a clear
distinction from genotypes, the extracts presented different protein patterns, as
demonstrated by the multivariate PCA. This work showed that nanoUPLC-MSE was
effective to characterized wheat storage proteins and allowed a clear distinction between
genotypes of different technological quality, providing a better understanding of the wheat
flour quality.
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Artigo original a ser submetido a revista Food Chemistry (Fl: 7,514; Qualis Gnico Capes Al).

ABSTRACT
Total protein extraction was carried out for three pairs of wheat (Triticum aestivum)
samples: whole wheat flours, refined wheat flours displaying contrasting characteristics in
gluten-force (GF) and near-isogenic lines refined flours differing by Pinb-D1 allele. Tryptic
peptides were analyzed by NanoUPLC-HDMSE. Proteomics data revealed that high GF
and hard-type wheat flours showed greater number of proteins, greater amount of up-
accumulated and exclusive proteins and even greater variety of biological process, when
compared with their respective pairs low GF and soft-type phenotypes. Some storage
proteins and small heat shock proteins were the best candidates for wheat specific
markers associated with the characteristics of high GF and hard texture, while PINA,
PINB2 and GSP can be considered as specific markers for the low GF and soft flours.
Untargeted comparative proteomics unveiled the wheat proteome of flours with
contrasting quality traits, contributing to the robustness of the research on wheat flour

quality field.

Keywords: comparative proteomics; chemometric analysis; differentially accumulated
proteins; functional annotation; technological quality; wheat proteome.
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CAPITULO 5 - COMPARACAO DE DOIS METODOS DE ESPECTROMETRIA DE
MASSAS APLICADOS PARA MELHOR CARACTERIZA(}AO DAS PROTEINAS DO
TRIGO: HDMSE X UDMSE

V.C.M. VICTORIO %2, M.C.B. SANTOS 2, C.T.S. D'ALMEIDA 2, A.F. MACEDO 23, G.H.M.F.
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Capitulo de livro. Frederico Celestino Barbosa. (Org.). Nutricdo em foco: umaabordagem holistica. 3%ed.
Piracanjuba-GO: Editora Conhecimento Livre, 2020, v. 3, p. 405-433. https://doi.org/1037423/200601222

RESUMO
O trigo € um dos cereais mais importantes do mundo para o consumo humano. No Brasil,
a pesquisa e a inovacao aplicadas a cadeia produtiva do trigo sao bastante desafiadoras.
A qualidade intrinseca do gréo trigo é determinada, principalmente, pela qualidade do
glaten que depende da composi¢ao das proteinas de reserva e do perfil polimérico das
gluteninas. Recentemente, a espectrometria de massas sequencial (tandem mass
spectrometry - MS/MS) foi aplicada para identificar e caracterizar proteinas de trigo. No
entanto, as proteinas do gluten apresentam alta homologia aminoacidica e séo dificeis
de serem discriminadas. Neste trabalho, a partir de ferramentas prote6micas foi proposto
caracterizar as proteinas de trigo a partir de dois métodos de aquisicdo: espectrometria
de massas de alta definicdio (HDMSF) comparada com espectrometria de massas de ultra
definicdo (UDMSE) aplicando-se baixa e alta energia para fragmentacdo e sistema de
mobilidade i6nica. Farinhas de trigo brasileiro (Triticum aestivum), oriundas de duas
variedades de qualidades tecnoldgicas contrastantes, foram submetidas a extracdo
sequencial, clean-up e digestdo proteica (LysC + Trypsin). Os peptideos foram
submetidos ao nanoUPLC acoplado ao espectrometro de massas Synapt G2-S HDMS.
Os dados foram processados no ProteinLynx Global Server v3.0 e a pesquisa foi
realizada em um banco de dados personalizado do UniProtKB 2015 03v. Nas analises

UDMSE, observou-se um aumento de 80% para identificacdo total de peptideos e
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proteinas. Embora, em média, 3 peptideos por proteina tenham sido identificados em
ambos os métodos, a cobertura da sequéncia peptidica foi notavelmente melhorada no
UDMSE. Analisando-se os fragmentos b e y, foi obtida uma melhora significativa em ions
com m/z superior a 1.200 em UDMSE. Entre os hits aceitos (probabilidade de 95%), as
proteinas sollUveis apresentaram o maior numero de identificacdo de proteinas (20),
seguidas pelas gluteninas insoltveis (8). Dentre as ultimas, foram identificadas proteinas
de interesse particular, como LMW-GS codificado no Glu-B3 locus e HMW-GS (1Ax1,
1Dx5, 1By9), proteinas fortemente associadas a qualidade da massa de trigo. Conclui-
se, portanto que o método de aquisicdo UDMSE foi melhor na identificacdo de diferentes
proteinas. Devido a melhor fragmentacéo, este método possibilitou uma maior cobertura
da sequéncia proteica em comparagédo ao método HDMSE.

Palavras-chave: Métodos MSE; Protedmica de Cereais; Qualidade Tecnologica.

ABSTRACT
Wheat is one of the most important cereals in the world for human consumption. In Brazil,
research and innovation applied to the wheat production chain are very challenging. The
intrinsic quality of the wheat grain is mainly determined by the quality of the gluten, which
depends on the composition of the storage proteins and the polymeric profile of the
glutenins. Recently, tandem mass spectrometry (MS/MS) has been applied to identify and
characterize wheat proteins. However, gluten proteins have a high homology in the amino
acid sequence and are particularly difficult to discriminate. In this work, proteomic tools
were applied to characterize wheat proteins using two acquisition methods: high definition
mass spectrometry (HDMSE) compared with ultra-definition mass spectrometry (UDMSF)
applying simultaneous low and high energy for fragmentation and ion mobility system.
Brazilian wheat flours (Triticum aestivum) from two varieties with contrasting technological
qualities were subjected to sequential extraction, clean-up and protein digestion (LysC +
Trypsin). The peptides were submitted to nanoUPLC tandem to the Synapt G2-S HDMS
mass spectrometer. The data were processed in ProteinLynx Global Server v3.0 and the
research was carried out in a customized database of UniProtKB 2015 _03v. In the UDMSE
analyzes, an increase of 80% was observed for peptide and protein total identification.
Although, on average, 3 peptides per protein were identified in both methods, peptide

sequence coverage was markedly improved in UDMSE. Analyzing fragments b and y, a
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significant improvement was obtained in ions with m/z greater than 1,200 in UDMSE,
Among the accepted hits (95% probability), soluble proteins had the highest number of
protein identifications (20), followed by insoluble glutenins (8). Insoluble glutenins of
particular interest were identified, such as LMW-GS encoded in Glu- B3 locus and HMW-
GS (1Ax1, 1Dx5, 1By9), which are strongly associated with the quality of the wheat dough.
A conclusion, it was verified that the UDMSE acquisition method improved the protein
identification due to the better fragmentation, this method allowed a greater coverage of
the protein sequence compared to the HDMSE method.

Keywords: MSE Methods; Cereal Proteomics; Technological Quality.
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1 INTRODUCAO

O trigo é amplamente utilizado para a producdo de massas e paes por apresentar
caracteristicas viscoelasticas Unicas (VENSEL et al., 2014). No Brasil, a produ¢éo do
cereal € inferior a demanda, havendo necessidade de importacdo para o abastecimento
do pais, com garantia de seguranca alimentar a populacdo. Dados da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2020) apontam que, para suprir a demanda interna,
foram importadas 748,2 mil toneladas de trigo no més de abril de 2020. A previsdo de
importacao prevista para a safra atual é de 7,2 milhdes de toneladas enquanto a produc¢éo
de trigo foi de 5,4 milhdes de toneladas.

Um dos principais desafios da agricultura brasileira tem sido a producao de trigo de
forma competitiva e sustentavel com técnicas de cultivo adequadas e obtencéo de bons
rendimentos e qualidade tecnoldgica (PIRES et al., 2011). A qualidade tecnolégica define
a orientacao industrial de uso do trigo e é determinada pela composicao e distribuicdo de
massa molecular das proteinas de reserva que formam o gluten (DHAKA; KHATKAR,
2015; PIROZI et al., 2008; POPINEAU et al., 1994a). No entanto, a qualidade tecnoldgica
comercial do trigo é definida mediante testes fisico-quimicos (peso do hectolitro, peso de
mil gréos, extracdo experimental de farinha, nimero de queda, etc.) e reoldgicos
(alveografia, farinografia, etc) (AACC, 2000) e ndo leva em conta parametros primordiais
que afetam a qualidade da massa como a composi¢ao proteica do glaten.

As proteinas dos cereais foram divididas por Osborne, em 1907, em quatro classes
de acordo com sua solubilidade, sendo as albuminas sollveis em agua, as globulinas em
solucbes salinas, as prolaminas (gliadinas) em solucbes alcodlicas e as glutelinas
(gluteninas) em acidos ou bases diluidas (DE BRIER et al., 2015). No trigo, estas duas
Ultimas sao classificadas como proteinas de reserva ou do gluten. Sabe-se que a
distribuicAio da massa molecular dos polimeros das proteinas de reserva e,
principalmente, as fragbes poliméricas insoliveis afetam positivamente a
viscoelasticidade do glaten e, portanto, sdo os principais contribuintes do potencial
tecnoldgico do trigo (DELCOUR et al., 2012; NAEEM; MACRITCHIE, 2005; POPINEAU
et al., 1994b).

A caracterizacdo e andlise destas proteinas é fundamental para melhor

compreensao da qualidade do trigo sendo necesséaria a utilizagdo de técnicas avancadas
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gue permitam elucidar a composic¢ao proteica a partir de técnicas sensiveis e confiaveis.
A abordagem protedmica como a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas € capaz de separar até mesmo peptideos de mesma m/z (i.e. sistema de
mobilidade ibnica) (WANG et al., 2013) e revelam-se como importantes ferramentas para
a quantificacao e identificacéo das proteinas do trigo (MARTINEZ-ESTESO et al., 2016).
Recentemente, essa abordagem foi aplicada para revelar a expressao diferencial de
proteinas metabdlicas (albuminas e globulinas) em farinhas de trigo de diferentes
qualidades tecnoldgicas (VICTORIO et al., 2018), bem como para decifrar peptideos
ligados a alergenicidade do trigo (ALVES et al., 2017; ALVES et al., 2018) utilizando
métodos MSE (espectrometria de massas multiplexada sequencial).

Os métodos MSF sdo estratégias de aquisicdo independente de dados (em inglés,
DIA). Os ions gerados na fonte séo transmitidos até a célula de colisédo, que alterna entre
baixa e alta energia, enviando alternadamente precursores e fragmentos ao analisador.
Dessa forma, sdo obtidos resultados mais abrangentes e reprodutiveis porque ocorre a
fragmentacdo simultdnea de mudltiplos ions precursores, independentemente da
intensidade ou de outra caracteristica (CHAPMAN et al., 2014; DISTLER et al., 2014;
GEROMANGOS et al., 2009; SOUZA et al., 2017). O método de alta definicdo denominado
High Definition MSE (HDMSEF) é o método MSE acrescido do sistema de mobilidade idnica
(em inglés, IMS). Neste método ha uma dimenséo adicional de separacao, visto que 0s
ions sd@o separados, de acordo com sua mobilidade, em gas inerte, baseados na carga,
massa, forma e tamanho. Assim sendo, séo reduzidas as interferéncias e ha uma melhora
na capacidade maxima do sistema (RIOS-CASTRO et al., 2020). A fragmentac&o ocorre
depois do sistema IMS aumentando a seletividade do alinhamento dos precursores com
seus produtos. O método de ultra definicdo, conhecido como Ultra Definition MSE
(UDMSE), é um método otimizado no qual é feita uma rampa de energia de colisdo de
acordo com os dados obtidos na IMS (energia de colisdo especifica para o tempo de
aceleragdo). Dessa forma, a eficiéncia de fragmentacdo é melhorada, aumentando a
intensidade de desempenho MS/MS para sequenciamento de peptideos (DISTLER et al.,
2014; DISTLER et al., 2016; SOUZA et al., 2017).

Dentro deste contexto, esse trabalho teve por objetivo comparar os resultados

obtidos da analise por cromatografia liquida de ultra performance e espectrometria de
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massas, pelos métodos HDMSE e UDMSE utilizando dois cultivares de farinha de trigo
brasileiro de qualidade tecnoldgica contrastantes. Com isso, almeja-se evidenciar
informacdes relevantes que permitam a melhor compreenséo da qualidade tecnologica

de farinhas de trigo, com impacto positivo na cadeia produtiva do cereal.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAL VEGETAL

As amostras de farinha de dois cultivares de trigo (Triticum aestivum) foram cedidas
pela empresa OR Melhoramento de Sementes Ltda de Passo Fundo-RS. As cultivares
foram provenientes da safra 2014/2015 e tiveram colheita e manejo normal de sementes.
As amostras possuem qualidades contrastantes: Campeiro (amostra 1), de classificacédo
fraca e Ametista (amostra 4), de classificagéo forte. A classificacéo foi baseada na analise
da forca do gluten e da estabilidade. Esta classificacdo é norteada pelos métodos da
AACC (American Association of Cereal Chemists) e pela Instrucdo Normativa MAPA
38/2010, que utilizam a determinacao da forca do gluten (J) pelo método de Alveografia,
utilizando como parametros tenacidade (P), extensibilidade (L), enquanto que a
estabilidade é medida em farindgrafo, conforme dados na tabela apresentada abaixo
(Tabela 1). As amostras foram armazenadas em recipientes herméticos a -20°C até o

momento das andalises.
2.2 REAGENTES QUIMICOS

Bicarbonato de aménio (NH4HCOs3) (PubChem CID: 14013), B-mercaptoetanol
(PubChem CID: 1567), albumina de soro bovino (BSA) (PubChem CID: 16132389),
reagente de Bradford (p/n B6916 Sigma-Aldrich), 1,4-ditiotreitol (DTT) (PubChem CID:
19001), iodoacetamida (IAM) (PubChem CID: 3727), dodecil sulfato de sddio (SDS)
(PubChem CID: 3423265), Tris-HCI (PubChem CID: 93573), acido trifluoroacético (TFA)
(PubChem CID: 6422), bem como acetonitrila (PubChem CID: 6342) e acido férmico
(PubChem CID: 284) para LC-MS foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO).
Surfactante RapiGest (p/n 186002118 Waters) e [Glul] -Fibrinopeptideo B humano (GFP)
(PubChem CID: 16172403) foram adquiridos de Waters Corp. (Milford, MA), enquanto
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tripsina/Lys-C (p/n V5071) de grau de espectrometria de massas para a digestdo

enzimatica foram compradas da Promega Corporation (Madison, WI).

2.3 ALQUILACAO E EXTRACAO SEQUENCIAL DAS PROTEINAS DE FARINHA DE
TRIGO

A extracdo sequencial foi realizada considerando a solubilidade das proteinas
segundo a classificacdo de Osborne (1907) com obtencédo de 4 extratos: albuminas e
globulinas (A/G -soluveis em Tris-HCI), gliadinas (Gli - etanol 70%), gluteninas solaveis
(GS - 2% SDS) e gluteninas insolaveis (Gl - 2% SDS, 20 mM DTT). Os procedimentos
foram realizados de acordo com Ferreira et al. (2014), onde foram pesados 100 mg de
cada amostra (balanca Shimadzu AUX220) em tubos eppendorfs identificados (1,5 mL,
Axygen) e acrescentou-se 1 mL de tampéao de 80 mM Tris-HCI pH 8 contendo 40 mM de
iodoacetamida (IAM). As amostras foram homogeneizadas em vortex, agitadas em
shaker (60 minutos; 200 rpm; 25 °C; Incubadora TE-420 Tecnal) e centrifugadas (10.600
xg; 10 min; 20°C; centrifuga refrigerada Megafuge 16R Centrifuge, Thermo). Os extratos
contendo A/G foram obtidos a partir de 650 pL recolhidos de cada sobrenadante e
congelados a -20 °C. O restante dos sobrenadantes foi descartado e os pellets
ressuspensos em 1 mL de etanol 70% (preparado com agua com grau de pureza LC-
MS). As amostras foram homogeneizadas (15 min; 200 rpm; 25 °C) e centrifugadas
(20.600 x g; 20 min; 20 °C). Os extratos contendo Gli foram obtidos a partir de 650 pL
recolhidos de cada sobrenadante e congelados a -20 °C. Os pellets foram ressuspensos
em 1 mL de 80 mM Tris-HCI (pH 8) com 2% SDS, homogeneizados (200 rpm; 60 min;
24,7 °C) e centrifugados (10.600 x g; 20 min; 20 °C). Para obtencdo dos extratos GS,
realizou-se o0 mesmo procedimento feito para os demais. Os pellets finais foram entéo
ressuspensos em 750 uL de 80 mM Tris-HCI (pH 8), 20 mMditiotreitol (DTT) e 2% SDS,
colocados em banho-maria (30 min; 60 °C; ALB 250 C Loja Lab), submetidos a sonicacao
com ponteira (15 s, 20% poténcia; Eco-Sonics; 500 Watts ) e centrifugados (10.600 x g;
20 min; 20 °C). Os extratos Gl foram obtidos como os demais e armazenados a -20 °C.

Todas as etapas foram realizadas sob protecdo da luz.
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2.4 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A guantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976). Albumina
de soro bovino (BSA) foi usada para a curva padrao, partindo da concentragcéo de 2
mg/mL com diluicBes seriadas até a concentracdo final de 0,0625 mg/mL. As curvas
padrées foram consideradas quando o R? foi superior a 0,98. Os extratos de proteinas
foram diluidos uma vez em agua e 20 UL de amostra ou de BSA foram pipetados em
eppendorf acrescentando-se 1 mL de reagente de Bradford (Sigma-Aldrich). O tempo de
reagao foi de 5 min sob protecéo da luz. As leituras foram realizadas em triplicata a 595
nm em espectrofotdbmetro (UV-2700, Shimadzu). Para verificacdo, a etapa de

quantificacdo proteica foi realizada antes e depois da etapa de clean-up.
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Tabela. 1. Caracterizacdo da qualidade tecnolédgica de duas cultivares de trigo brasileiro, segundo parametros reoldgicos

e fisico-quimicos.

Cultivares  Qualidade Classificacao

CAMPEIR  Domeéstico Fraca
O
AMETISTA Pao/ Forte
Melhorador

Forcado Estabilidad

glaten (J)

Numer Tenacidad Extensibilidad Absorcéo

o de e (mm) e (mm) de 4gua
gueda (%)
(s)
291 32 152 49
325,55 117 87 67,5
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2.5 ETAPA DE LAVAGEM (CLEAN-UP)

Foram utilizados filtros Amicon 3 kDa (Ultra Centrifugal Filters, Millipore)
previamente lavados com 500 pL de agua LC-MS e centrifugados (14.000 xg; 30 min; 4
°C). Apés descongelamento, as amostras foram centrifugadas (10.000 xg; 10 min; 4 °C)
e os filtros Amicon foram centrifugados invertidos para retirada da agua (1.000 xg; 2 min;
4 °C). Entéo, 500 pL de amostra foram colocados no filtro e centrifugados (14.000 xg; 30
min; 4 °C). Foram realizadas duas lavagens com 500 pL bicarbonato de aménio (50 mM,;
pH 8,5) e posterior centrifugagéo (14.000 xg; 60 min; 4 °C). Para recuperar o retido, os
filtros foram invertidos em novos tubos e centrifugados (1.000 xg; 2 min; 4 °C). O volume
recuperado aproximado de cada amostra foi anotado e as amostras foram diluidas em

bicarbonato de aménio até atingirem concentragao aproximada de 1 ug/uL.
2.6 DIGESTAO TRIPTICA

Uma aliquota de 50 puL de cada extrato proteico com concentracdo aproximada de
1 ug/uL foi colocada em eppendorf e foram adicionados 10 uL de 50 mM bicarbonato de
amonio pH 8,5 e 25 pL de solucdo 0,2% v/v RapiGest SF (Waters). As amostras foram
homogeneizadas, colocadas em banho-maria (15 min; 80 °C) e centrifugadas (14.000 x
g; 10 min; 4 °C). Em seguida, foram adicionados 2,5 pyL de 100 mM DTT (50 mM
NH4HCOs, pH 8,5) e, novamente, as amostras foram homogeneizadas, colocadas em
banho-maria (30 min; 60 °C) e centrifugadas (14.000 x g; 10 min; 4 °C). Apés adicéao de
2,5 pL de 300 mM iodoacetamida (50 mM NH4HCOs, pH 8,5) as amostras foram
vortexadas e deixadas no escuro (20 °C, 30 min). Foram adicionados 20 pL de Tripsina
Lys-C (Trypsin/Lys-C Mix, Mass Spectrometry Grade, Promega) preparada em 50 mM
NH4HCOs, pH 8,5 e homogeneizou-se. A etapa de digestao foi feita em overnight em
shaker (14 horas; sem agitacéo; 37 °C). Apos o overnight, foram adicionados 10 pL de
5% acido trifluoroacético, seguindo com incubacdo em shaker (90 min; sem agitacao;
37°C) e centrifugagao (14.000 x g; 30 min; 4 °C). Os sobrenadantes foram transferidos

para eppendorf de 600 puL e armazenados em ultrafreezer.

84



Producéao Cientifica — Capitulo 5

2.7 AQUISICAO EM 1D NANOUPLC-MSE

Aos vials (total recovery, Waters) foram adicionados 5 pL de hidréxido de aménio
(NH4OH, 1N) e quantidades diferentes de amostra e formiato de amoénio a 20mM
(NH4FO). Assim sendo, em cada vial obteve-se uma concentragcdo aproximada de
proteinas de 733 ng/ puL. Para as amostras de GLI, o volume final no vial foi de
aproximadamente 135-140 uL, 100 pL de amostra e 30-35 puL de 20mM NH4FO. Para as
demais amostras o volume final no vial foi de 150 pL, sendo 110 pL de amostra e 35 pL
de 20mM NH4FO.

A separacdo em NanoUPLC dos peptideos tripsinizados foi realizada usando um
sistema 1D simulado nanoACQUITY UPLC (Waters) equipado com uma pré coluna
Xbridge™ BEH130 Cis (5 um, 300 um x 50 mm, Waters), coluna Trap 2G nanoAquity
UPLC Cis (5um, Waters) e coluna de fase reversa nanoAquity BEH130 Cis (1,7 um, 100
pum x 100 mm, Waters). A coluna foi acondicionada com os seguintes parametros: capilar
(2,7 kV), sample cone (30 V), source offset (30 V), temperatura (70 °C), variagcdo de m/z
de 50 a 2000 e tempo de varredura de 0,5 s. Acoplado ao NanoUPLC utilizou-se o
sistema de espectrometria de massas do instrumento Synapt G2-S HDMS (Waters) com
quadrupolo, mobilidade i6nica e tempo de voo (time-of-flight - TOF). Todas as anélises
foram realizadas em modo resolucdo com nanoElestrospray em modo positivo
(nanoESI+). O analisador de TOF foi externamente calibrado com solu¢do equimolar de
Leu-Enk (Leucina Encefalina) e GFP (Glul-fibrinopeptideo B) de 200 fmol.LL. A relagdo
m/z do GFP usada na calibracdo foi de 785,8426 (LockMass) e da Leu-Enk foi de
556,2771 para célculo de VEFF. Lock spray source setup foi realizado com GFP.

2.8 ETAPA DE SCOUTING RUN

Para cada amostra foram realizadas corridas de prospecgao (scouting run)
objetivando normalizar a area total dos picos obtidos de proteinas totais injetadas na
coluna, bem como a quantidade de proteinas a ser injetada no instrumento. Foram
injetados 4 pL de cada amostra com vazdo de 500 nL.s? segundo em sistema 1D
simulado, numa coluna de 100 pm x 100 mm. O método utilizado foi o0 MSE (modo de
aguisicdo continuo com aplicacdo simultanea de baixa e alta energia na célula de
colisdo), 29 minutos de corrida em modo “resolution” e polaridade positiva. Foram
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adquiridos ions com massa entre 50 e 2.000 Da, com tempo de varredura de 0,5
segundos, em modo de dados continuo, rampa de colisdo de energia de 15 a 53 V e
voltagem do cone de 30 V. As amostras correram por 29 minutos com gradiente das fases
com gradiente de 3 a 45 % de fase movel B na primeira dimensédo com fluxo de 2.000
nL.min. Na segunda dimenséo o fluxo foi de 500 nL.min"! com gradiente de 7 a 85% de
fase movel B. A fase movel A era constituida de agua ultra-pura (grau LC-MS) com 0,1%
de &cido formico e a B de acetonitrila com 0,1% de &cido férmico. A coluna foi
reequilibrada até as condi¢des iniciais e a temperatura da coluna foi mantida em 55 °C.
A solucédo Lock Mass foi oriunda da bomba B (ASM) com fluxo constante de 200 nL.min"

! e limite superior de pressado de 10.000 psi.
2.9 METODOS HDMSE E UDMSE

ApOs as aquisicdes de scouting run, as amostras foram adquiridas pelo método
multiplexado de analise MS/MS HDMSE injetando 4 pL, onde os peptideos foram
analisados com sistema de mobilidade ibnica seguidos de aplicacdo simultanea de baixa
e alta energia de fragmentacgdo. A aquisigao foi de 0 a 29 minutos em modo “resolution”,
polaridade positiva, com ions de massa entre 50 e 2.000 Da. O tempo de varredura foi
de 0,5 segundos, rampa de transferéncia e colisdo de energia de 19 a 45 V e voltagem
do cone de 30 V. Os espectros gerados apds a aquisicdo pelo método HDMSE foram
processados no programa DriftScope (Waters) (Figura 1). A selecdo da area a ser
utilizada na aquisicdo por UDMSE foi padronizada para todas as amostras com 0s
seguintes critérios: a linha inferior da area seleciona partiu do ponto zero e foi até a marca
intercessora entre drift time 200 (eixo x) e relacdo massa/carga (m/z) 1850 m/z(eixo y) e
a linha superior iniciou em drift time 0 e 50 m/z e terminou em drift time 68 e 2000 m/z.
Esse método objetivou a retirada da faixa de sinais intensos correspondentes aos ions
monoprotonados, ndo caracteristicos em ESI.

Apods o tratamento dos espectros obtidos por HDMSE, foi entéo realizado o método
UDMSE com injecéo de 4 pL em triplicata, onde o instrumento selecionou apenas ions
com 2 ou mais cargas para serem fragmentados e analisados. A aquisicéo foi de 29
minutos em modo resolution, polaridade positiva, com ions de massa entre 50 e 2.000

Da e voltagem do cone de 30 V.
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Figura. 1. Exemplo de espectro obtido por HDMSE processados no programa DriftScope.

2.10 PROCESSAMENTO DE DADOS

Para identificacdo e quantificacdo de peptideos e proteinas foi utilizado o software
Progenesis QI for Proteomics (v 2.1 NonLinearDinamics, Waters), alimentado com o
banco de dados de proteinas de Triticum aestivum do UNIPROT KB release 2015-10,
publicado em 14.10.2015 (UNIPROT). A taxa de falsos positivos (false discovery rate -
FDR) permitida foi menor que 4%, e para combinacao de ions foram estipulados um ou
mais fragmentos por peptideo, trés ou mais fragmentos por proteina e um ou mais
peptideos por proteina. Para a identificacdo de proteinas, a exatiddo de massa aplicada
foi inferior a 10 ppm e score maior que 3. As analises foram baseadas em quantificacéo
sem marcadores quimicos ou derivatizantes (label free). Para cada espectro de
fragmentacao gerado por MS/MS, o software usa um algoritmo padrao estabelecido com
14 diferentes propriedades fisico-quimicas para confirmar a proteina e a identidade de
seus peptideos relacionados. Para comparacéo dos dados obtidos por HDMSE e UDMSE
o software utilizado foi o ProteinLynx Global Server v3.0, onde os ions moleculares
precursores foram associados com os fragmentos para identificacdo de proteinas com
base em seu tempo de retencdo de massa exata (EMRT), bem como o drift time.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da andlise dos extratos sequenciais foram realizadas as corridas de
prospeccgéo para andlise da é&rea total dos picos e célculo da injegdo do volume de
amostra. Esse procedimento é importante porque permite que as condi¢cdes sejam
comparadas umas as outras. As aquisicoes foram feitas com injecdo do volume maximo
permitido para o loop utilizado de 4 uL (Figura 2).
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Figura. 2. Cromatogramas das corridas de prospecc¢éo (scouting run) dos extratos sequenciais (AG, Gli,
GS e GI) das amostras Campeiro e Ametista em TIC (total ion count).

88



Producéao Cientifica — Capitulo 5

Em seguida, os extratos foram adquiridos no método HDMSE, utilizando o sistema
de mobilidade ibnica através da técnica de Travelling Wave lon Mobility Mass
Spectrometry (TWIM-MS) que € uma separacao ortogonal, onde uma nova dimenséo é
adicionada aos dados conferindo para cada valor de m/z um espectro de drift timel,
separando os ions pelas suas secdes de choque (MICHAELEVSKI et al., 2010; SOUZA
et al., 2017). Assim, os ions sdo diferenciados por tamanho, forma e carga, além da
massa. Nos cromatogramas obtidos por meio do método de HDMSE (Figura 3) foram
detectados picos majoritarios (TR 17-18,31 min, 23,42 min), presentes em todas as
amostras analisadas. A andlise dos espectros obtidos mostrou que esses picos
correspondem a compostos monoprotonados e alguns foram identificados como
contaminantes (i.e. polimeros oriundos do capilar usado na fonte NanoESI). Somado a
isto, sabe-se que peptideos se apresentam multicarregados principalmente quando
obtidos em fontes do tipo ESI. A partir disso, foi utilizado o software DriftScope (Waters)
que utiliza os dados de drift time, permitindo a detec¢éo e separacao de interferentes dos
demais componentes de interesse em misturas complexas. Foram entdo selecionados
apenas ions com 2 ou mais cargas para serem fragmentados e analisados, conforme
exemplo da Figura 1.

Nos cromatogramas obtidos por meio do método de UDMSE (Figura 4) é possivel
observar, claramente, a melhora dos sinais obtidos com este método. Os dados obtidos
nas aquisicdes em modo HDMSE e UDMSE foram processados no PLGS e comparados
entre si, sendo apresentados os espectros obtidos pelo método UMDSE (Figuras 5 para
AG e Gli e Figura 6 para GS e GI).

1Drift time (dt) € medido em milissegundos e corresponde ao tempo que ion leva para atravessar a cela de mobilidade iénica onde

é inserido 0 gas inerte, no caso o hélio (He) .
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Figura. 3. Cromatogramas das aquisi¢cdes por HDMSE dos extratos sequenciais (AG, Gli, GS e Gl) das
amostras Campeiro e Ametista em BPI (base peak intention).
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Figura. 4. Cromatogramas das aquisicdes por UDMSE dos extratos sequenciais (AG, Gli, GS e Gl) das
amostras Campeiro e Ametista em BPI (base peak intention).
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Comparou-se 0 numero de proteinas e de peptideos identificados para todos os
extratos analisados (AG, Gli, GS e GI) das duas variedades estudadas em ambos os
métodos HDMSE e UDMSE, sendo neste Ultimo considerada a média das triplicatas
(Figura 7). Houve um aumento significativo do numero de peptideos e proteinas
identificadas pelo método UDMSE, principalmente nos extratos AGs e Gls. O maior
namero de identificacdo de proteinas ocorreu nos extratos de proteinas solluveis
(albuminas e globulinas), seguido dos extratos de gluteninas insollveis. Quando apenas
os dados de peptideos e proteinas identificadas com intervalo de confianca acima de
95% foram considerados, observou-se um aumento de aproximadamente 60% nas
analises UDMSE (Figura 8).
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Figura. 7. Comparacado do numero de identificacdes de peptideos e proteinas em HDMSE e UDMSE nos

extratos Albuminas/Globulinas (AG), Gliadinas (Gli), Gluteninas Soliveis (GS) e Gluteninas Insoluveis (Gl).
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Figura. 8. Comparagdo do numero total de identificacbes de proteinas e peptideos identificados com
intervalo de confianga (IC) acima de 95%, em HDMSE e UDMSE,

Foi realizada andlise detalhada dos fragmentos b e y obtidos pelos métodos HMDSE
e UDMSE nos extratos AG (Figura 9) e Gli, Gs e Gl (Figura 10). E possivel observar que
houve melhora significativa da fragmentacdo dos precursores no método UDMSE,
principalmente em ions com m/z superior a 1.200. Assim como apresentado acima e
também ja observado desde o cromatograma e nos espectros resultantes, os extratos
com maiores numeros de identificacdo sdo os AG e GI. Este resultado é claramente
observado nas figuras abaixo que representam a distribuicdo de fragmentos b e y obtidos
nestes extratos quando comparados HDMSE e UDMSE. Embora, em média o nimero de
3 peptideos por proteina identificada tenho sido obtido em ambos os métodos, o que
denota a confiabilidade dos resultados em ambos os métodos, o que foi determinante foi
a melhora da cobertura de sequéncia no método UDMSE. Assim, é possivel atribuir que
0 aumento significativo de peptideos e proteinas identificadas, assim como da cobertura
de sequéncia, foi devido a uma fragmentacdo mais eficiente nas aquisi¢cdes pelo método
UDMSE.
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Figura. 9. Distribuicdo de fragmentacéo dos ions b (vermelho) e y (azul) obtidos nas corridas das amostras
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Figura. 10. Distribuicdo de fragmentagcédo dos ions b (vermelho) e y (azul) obtidos nas corridas das
amostras Gli (superior), GS (meio), Gl (inferior) da variedade Ametista em HDMSE (esquerda) e UDMSE
(direita).

A andlise global dos dados, ap6s identificacdo das proteinas realizada pelo software
Progenesis QI for Proteomics, mostrou que um total de 1800 proteinas foram
identificadas e quantificadas relativamente com uma média 3 peptideos por proteina,
entre elas, 300 proteinas foram concatenadas em todas as amostras e replicatas (Figura
11). Em relacéo a identificacéo de proteinas, 90% foram identificadas por até 6 peptideos
e 75% identificadas por até 3 peptideos, média do experimento (Figura 12).
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Figura. 11. Total de proteinas identificadas em conjunto em 2 de 3 replicatas e em 3 de 3 replicatas.
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Figura. 12. Proporcao (eixo y) do numero de peptideos identificados por proteina (eixo x, 1 a 18).

A relacao de proteinas identificadas nos diferentes extratos para as duas amostras
(1 e 4) esta apresentada pelo diagrama de Venn (Figura 13) evidenciando quantas sao
exclusivas para cada amostra e quantas sdao comuns entre elas. Os extratos AG1 e 4
apresentaram 112 proteinas comuns, com uma diferenca de mais de 50% de
identificacdo na AG4, onde foram identificadas 84 exclusivamente contra 39 em AGL.
Nas proteinas identificadas nas amostras Glil e Gli4 foram encontradas 14 proteinas

comuns, sendo que nenhuma foi identificada exclusivamente em Gli4, enquanto que Glil
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possui 35 proteinas ndo presentes em Gli4. Em relacdo ao numero de proteinas
identificadas nos extratos GS, 27 foram comuns aos dois extratos GS1 e GS4, 9
exclusivamente identificadas em GS1 e 16 em GS4. Para os extratos Gl, observou-se 66
proteinas comuns aos extratos GI1 e Gl4 e 29 exclusivas a GI1 e 17 a Gl4. Assim, é
possivel concluir gue em média os extratos das proteinas solUveis apresentaram o maior
namero de proteinas identificadas (120), seguido das gluteninas insolaveis (58),

gluteninas soluveis (25) e gliadinas (21).

Figura. 13. Diagrama de Venn com todas as proteinas identificadas nos quatro extratos sequenciais para

as duas variedades estudadas.

As principais classes de proteinas de reserva identificadas neste trabalho estéo
apresentadas na Tabela 2. As maiores abundéancias das proteinas identificadas foram
encontradas em ambos os extratos de gluteninas insoluveis (Gl1, Gl4) e as proteinas
mais abundantes corresponderam as subunidades de glutenina HMW. Nestes extratos,
proteinas particularmente interessantes foram tentativamente identificadas, tais como
subunidades de glutenina LMW codificadas no locus Glu-B3 e subunidades de glutenina
HMW (1Ax1, 1Dx2, 1Dy12, 1Dx5, 1Dy10, 1Bx7, 1By8 e 1By9), sendo que algumas delas,
como a 1Ax1, 1Dx5 e 1Dy10 sao fortemente associadas com variedades de trigo que
apresentam alta qualidade relacionadas a for¢a do gluten. Devido a homologia destas

proteinas ndo foi possivel discriminar a composi¢do das subunidades das variedades 1
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e 4. Este é um problema frequentemente associado na identificacdo das proteinas do
gluten (FERREIRA et al., 2014; ROMBOUTS et al., 2013; VENSEL et al., 2014) e requer
a continuacao dos estudos, principalmente no que tange a construgdo dos bancos de

dados.
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Tabela. 2. Lista das proteinas de reserva identificadas nos diferentes extratos.

Descricao Numero de acesso UNIPROT (descri¢do) N° peptideos Score ANOVA (p) Extratos*
UNIPROT identificados  Progenesis

(Gnicos)
High AOAO060MZP1, AOAO59UHD1 (1Ax1), AOMZ38 (1Ax), 12 (10) 92,1589 2,89E-07 AG1,
molecular G3K725, (1Ax1.1), Q03872 (1Ax1l), QI19AE4 (A1), GS1, Gli1,
weight Q41553 (Ax2), Q8HOL2 (Ax type), Q8HOL5 (Ax type), Gl1
glutenin QI9SYYO0 (Al), T2HRF3 (A1) AGA,
LAl GS4, Glid,
OS=Triticum Gla
aestivum
GN=glu PE=4
Sv=1
Dy-type high EOW6G5 (1Dy12%), AOAQOH4SMF2 (1Dy12), 7(2) 59,5474 0,0001116 AG1,
molecular AOAOH4SR12 (1Dy12), A3RF25 (1By9), A3RF26 56 GS1, Gl1
weight (1By9), A4URY8 (1Dy12), A9QUS3 (1Dy12), A9YSK3 AGA4,
glutenin (D1-2), A9ZMG8 (1Dy10), D2CPI7 (1Dyl1), EAW506 GS4, Gl4
OS=Triticum  (1Dy12.), P10387 (DY10), Q670Q5 (1Dy10), Q8HOL3
aestivum (Dy type), Q8HOL6 (Dy type), VOTRL3 (1Dy)
GN=1Dy12*
PE=4 SV=1
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Descricéao
UNIPROT

HMW
glutenin
subunit 1By9
OS=Triticum
aestivum
GN=Glu-1By9
PE=4 SV=1

High-
molecular-
weight
glutenin
subunit Bx17
OS=Triticum
aestivum
GN=Glu-B1
PE=4 SV=1

1Bx high
molecular

weight

Numero de acesso UNIPROT (descri¢do)

Q03871 (1By9), AOA023GQGY (Y-type), AOAOBOAERS
(1By15), ASHMG2 (1By16), BSPSA6 (1By15), Q0Q5D8
(By8), Q4JHY1 (1By15), Q7X6E6 (A1-2), Q7X6P9 (Al-
2), Q7X8H1 (A1-2), Q7XZA5 (Al-2), Q7XZB4 (Al-2),
Q7XZB8 (A1-2), USYQV1 (By18), WOC8U3 (1By15)

Q18MZ6 (Bx17), AOYSK5 (B1-1), G4Y3YO0 (Bx7.1)

G4Y3Y1 (Bx7.2), Q42451 (B1-1b), Q45R38 (BX7)

Q1KL95 (1Bx), Q7X6V6 (B1l-1), Q7XAG6 (Bl-1),
Q7XAG7 (Bl-1), Q7XAHO (B1l-1), Q7XAH2 (B1-1),

N° peptideos
identificados

(Unicos)

7(2)

2(1)

3(1)

Producéao Cientifica — Capitulo 5

Score

Progenesis

71,3586

13,0559

14,9456

ANOVA (p)

0,0030110
12

0,0002485
42

5,85E-08

Extratos*

AG1,
GS1, Gli1,
Gl1

AG4,
GS4, Gli4,
Gl4

AG1,
GS1,Gl1

AG4,
GS4, Gl4

Gl1

Gl4
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Descricéao
UNIPROT

glutenin
subunit
OS=Triticum
aestivum
PE=4 SV=1

HMW
glutenin
subunit
OS=Triticum
aestivum
GN=1Dx2.2
PE=4 SV=1

Low
molecular
weight
glutenin
OS=Triticum
aestivum
PE=4 SV=1
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Numero de acesso UNIPROT (descri¢do) N° peptideos Score ANOVA (p) Extratos*
identificados Progenesis
(Unicos)
Q7XAH9 (B1-1), Q7XAJ1 (B1-1), Q8HOL4 (Bx TYPE),
WOCS8NS (1BX14)
Q8GV12 (1Dx2.2), AOAOH4APMTL1 (1Dx2.1t), A9YSK4 3 (2) 33,0704 1,95E-06 Gl1
(D1-1), B1B520 (D1), COSUC3 (1DX5), D0OIQO5 (DX5), Gla
D0OIQO7 (DX2), D7TREK2 (1DX5), E2CT66 (1DX1.5%),
G1lE6K7 (Dx5), J7G6L4 (1Dx2.2), QOQ5D2 (X-type),
Q1KL96 (1Dx), P10388 (DX5), Q38LF5 (DX5), Q59910
(1Dx2.2%), Q6R2V1 (1Dx2.1), X2JUAO (Dx5)
COKK80;A2IBV6;COKK81;COKK82;DOEVN9;DOEVP5; 5 (2) 28,8791 9,06E-06 AG1,
D7RFI3;F4YT78;F5A654;F8SGPO;F8SGP3;H6VLP8;H GS1, Gli1,

6VLQ1;H6VLQ2;HEVLQS5;I3XHPS;I3XHP9;I3XHQ1;13X Gl1
HQ3;K7WV92;P04730;P10386;P93791,P94021;Q00M

AG4,
59:Q0GNG0;Q0GQX0;Q0PW08:Q30DX5:Q30DX7;Q5 —
2NZ3:Q52NZ5:Q52NZ6:Q7DM83;R4JFK6:RIXUEL;R9 Gl
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Descricéao
UNIPROT

Low
molecular
weight
glutenin

subunit

OS=Triticum

aestivum
PE=4 SV=1

Numero de acesso UNIPROT (descri¢do)

XUV6;ROXUW4;ROYQY9;RI9YUBS;VOP6CS8;VIPGES;V
9P6Q7;VIP748;VOP7D2;X2IBS3

11XB60;A0A060NOC7;A8CA05;B2BZC4;B2BZD0;B2B
ZD1:B2BZD2;B2Y2Q6;B2Y2Q7;B2Y2R3;B2Y2R4;B2Y
2R5:B2Y2R6;B2Y2R8:B2Y2S0;B2Y2S1;B2Y2S2;B2Y2
S6;C3VN79;C3VN80;C5IXL3;C8KIL6;D3U318;D3U319
'D3U326;D3U328;D3UAL6;D3UAL7;D6RVY4;DBRVY7;
F8SGL2;F8SGL3;F8SGL4;F8SGL5;F8SGL6;F8SGL7;F
8SGL8;F8SGLY;F8SGM4;F8SGMS5;F8SGM7;F8SGMS;
F8SGMO9;F8SGN3;F8SGN4;F8SGN5;F8SGN6;F8SGN
9;F8SGQ3;11XB41;11XB51;Q00M55;Q00M56;Q0GNF9
:QOGNG1;Q0QBR3;Q0ZCA8;Q0ZCB0;Q3LGB3;Q4155
1;Q41552;Q571Q5;Q5MFN4;Q5MFQO0;Q5TLY8;Q5TLY
9;Q6J160;Q6J161;Q752V9;:Q8GU18;Q8H737;Q8W3W
3;Q8W3W4;Q8W3W5;Q8W3W6;Q8W3W8;Q8W3WO;
QB8W3X0;Q8W3X2;:Q8W3X3;Q8W3X4;Q8W3X6;Q9ZN
YO0;R4JAN5;R4JAN9;:R4JAQO;R4IB48;R4IB52;R4IB5
3;R4JB56;R4JB62;R4JBF1:R4JBF5;R4IBG2;RAIBKO:
R4JBK6:R4JDK6;R4JDM1;R4IDM5:R4IDN1;:RAIFA4;

N° peptideos
identificados

(Unicos)

7(2)

Producéao Cientifica — Capitulo 5

Score

Progenesis

77,4845

ANOVA (p)

2,70E-07

Extratos*

AGl,
GS1, Gli1,
Gl1

AG4,
GS4, Gli4,
Gl4
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Descricéao
UNIPROT

LMW

glutenin
OS=Triticuma
estivum
GN=Glu PE=4
Sv=1

Low-
molecular-
weight
glutenin
subunit
OS=Triticum
aestivum
GN=LMW-GS
PE=4 SV=1

Numero de acesso UNIPROT (descri¢do)

R4JFP9;R4JFQ3;RIXT50;ROXVAS;RIXVCI;RIXWGY;
U6BEQ9;U6BIP1;V6BPAS;VOP737;VOP785

KOI5SW1;B2Y2S3;K0HZJ2

R4JBH8;B3EY91;B8R6A0;C3VN74;C3VN75;C3VNT76;
C3VN77;D2DII1;D2DII3;D2DI17;D3U317;D3UAL5;F8S
GQ4;K7RDA5;M1GL80;M1GMA2;M1GP58;P10385;P9
3794;Q0PW11;Q19MN2;Q19MN3;:Q19N55;Q5MFG8;Q
5MFHO;Q5MFH2;Q5MFH3;Q6QGWO0;Q6SPY7;Q6SPY
8;Q6SPZ0;Q6SPZ1;Q6SPZ2;Q6SPZ3;Q8W3U9;Q8W3
V0;Q8W3V1;R4JAQ1;R4JAR7;R4JB19;R4IB27;R4JB3
4;R4JB50;R4JBES;R4JBI2;R4JBIS;R4ID42;RAIF25;R
4JFL5;R4V1P5;RIXT25;RIXT45;ROXUDO;RIXUF2:R9
XUF6;R9XUUO;RIXVI1:RIXVI8;RIXVB6;RIXWD5;R
IXWEQ:RIXWF9;X2J8E3:X2JAE7

Producéao Cientifica — Capitulo 5

N° peptideos Score
identificados Progenesis
(Unicos)

6 (1) 71,347
4(2) 19,4698

ANOVA (p)

1,57E-06

0,0001875
78

* Extratos onde as proteinas foram quantificadas, em negrito o extrato que apresentou maior abundancia.

Extratos*

AG1,
GS1, Gli1,
Gl1

AG4,
GS4, Gli4,
Gl4

AG1,
GS1, Gli1,
Gl1

AG4,
GS4, Gli4,
Gl4

105



Producéao Cientifica — Capitulo 5

4 CONCLUSAO

Os métodos multiplexos de analises utilizados nesse estudo provaram que a
aplicacdo da mobilidade ibnica nos métodos protedmicos por Espectrometria de
Massas favorece a separacdo de peptideos devido a melhor especificidade e
seletividade da andlise. Contudo a aplicacdo do método de aquisicido UDMSE foi
capaz de potencializar ainda mais a identificacdo de proteinas e peptideos quando
comparado ao método HDMSE. Isso esta diretamente relacionado com a eficacia na
eliminagcéo de ions monoprotonados indesejados e com o aumento da fragmentacéo
favorecida pela energia de colisdo quase-especifica a cada peptideo aplicada na
fragmentacdo. Embora ndo tenha sido possivel diferenciar as subunidades proteicas
entre as variedades estudadas, esse estudo fornece novas perspectivas de avaliagao
da qualidade tecnoldgica de farinha de trigo, contribuindo com a pesquisa cientifica e

desenvolvimento de inovacfes dentro da cadeia produtiva do cereal no Brasil.
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CAPITULO 6- DISCUSSAO

6 DISCUSSAO
6.1 PRINCIPAIS DESAFIOS ENCONTRADOS

O objetivo central deste trabalho foi caracterizar a fracao proteica de farinhas de
trigo para revelar os diferentes perfis proteicos de amostras com aptiddes tecnoldgicas
contrastantes, aplicando prote6mica comparativa ndo dirigida com abordagens DIA.

Realizar um estudo com abordagem prote6mica tendo como alvo as proteinas
do trigo apresenta inUumeros desafios que sdo decorrentes das diferentes etapas
necessarias, tais como extracao, digestao, identificacao e quantificacao das proteinas.
Iniciando pela etapa de extracdo, na segunda parte deste manuscrito, foram
apresentados dois trabalhos nos quais a extracdo foi realizada considerando a
solubilidade das proteinas segundo a classificacdo de Osborne (1907). No capitulo 3,
o alvo do trabalho foi a caracterizacdo das proteinas de reserva, por isso, foi realizada
a etapa de deplecéo das proteinas metabdlicas. Foi possivel observar a dificuldade
de obtencdo de um fracionamento efetivo das fracBes proteicas pois, mesmo apos
deplecdo, muitas proteinas metabdlicas foram identificadas na analise proteémica.

No capitulo 5, as proteinas foram fracionadas nas principais classes com
obtencao 4 extratos: albuminas/globulinas, gliadinas, gluteninas solaveis e gluteninas
insolaveis. Novamente verificou-se a dificuldade de fracionamento, ja que proteinas
de reserva foram identificadas em todos os extratos, no entanto, como esperado, com
maior abundéancia nos extratos de gluteninas insoliveis. A presenca de proteinas
metabdlicas nos extratos de proteinas de reserva e vice-versa, pode ser explicada
pelas diferentes interacdes proteicas existentes (FERREIRA et al., 2014; GENEIX et
al., 2020; KHAN et al., 2021; LESAGE et al., 2012; LV et al., 2021). A interac&o
proteica, principalmente por meio de ligagGes cruzadas do tipo covalente como as
pontes dissulfeto, modifica a solubilidade destas proteinas, fazendo com que
mondmeros (contendo apenas pontes dissulfeto intramoleculares) das proteinas de
reserva sejam solUveis e estejam presentes na fragdo das proteinas metabdlicas. Do

mesmo modo, a interagdo das proteinas metabodlicas com as proteinas de reserva por
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meio de ligacOes dissulfeto intermoleculares explica a presenca destas proteinas
mesmo apos a etapa de lavagem ou deplecéo

No capitulo 4, foi realizada uma extracao total de proteinas com utilizacdo de
uma solugdo tampéo que fosse apropriada para ambas as fracdes, prolaminas
(proteinas de reserva) e ndo-prolaminas (metabdlicas). Para isso, foi utilizado o
tampéo Tris-HCI com detergente (SDS), agente alquilante (IAM) e agente redutor
(DTT). Como esperado, foi possivel identificar proteinas de todas as fracdes em uma
Unica etapa de extracdo, sem impacto no numero de proteinas identificadas.

Seguindo com a etapa de digestdo e, objetivando superar a dificuldade em
conseguir peptideos de tamanho adequado para analise protedmica a partir das
proteinas do trigo, em especial das proteinas de reserva, que possuem muito residuos
de prolina e glutamina e poucos de lisina e arginina, gerando clivagens perdidas que
dificultam a identificacdo (VENSEL et al., 2011), foi testada a utilizacdo de duas
enzimas proteoliticas: tripsina e tripsina/Lys-C. A tripsina é especifica para clivagem
C-terminal de residuos de lisina e arginina e a tripsina/Lys-C melhora a eficiéncia
proteolitica nos sitios de lisina. Assim, conforme esperado, com o0 uso da tripsina/Lys-
C obteve-se um menor percentual de clivagens perdidas (Fig. 1), confirmando a maior
eficiéncia proteolitica em relacado a tripsina. Alguns estudos apontam que a utilizacao
de quimotripsina pode gerar maior identificacdo de peptideos quando comparado ao
uso de tripsina (FIEDLER et al., 2014; VENSEL et al.,, 2011), mas o uso de
tripsina/Lys-C gerou maior numero de proteinas identificadas quando comparada aos
extratos provenientes da digestdo com quimotripsina e Glu-C (VINCENT et al., 2022).
Apesar de ser mais especifica do que a quimotripsina, a tripsina/Lys-C continua sendo
0 padrao ouro em analises protedmicas e, por apresentar menor custo, é ideal para

analises em larga escala.
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Fig. 1. Percentual de clivagem perdida comparando extratos digeridos com tripsina (Trip) e tripsina/Lys-

C (Lys-C) em triplicata.

Diferentes métodos de aquisicdo independente de dados foram selecionados e
aplicados para superar os desafios inerentes da analise protedmica do trigo. O método
que apresentou os melhores resultados foi o UDMSE que apresentou maior
identificacdo de peptideos e proteinas (60%) com intervalo de confianca de 95%. Tal
resultado foi atribuido a significativa melhora na fragmentacao dos ions precursores
guando comparado ao método HDMSE. LimitacGes de acesso aos recursos técnicos
necessarios ndo permitiram a utilizacdo do método UDMSE em todos os experimentos
deste trabalho, no entanto os demais métodos que utilizam abordagem independentes
de dados, MSE (capitulo 3) e HDMSE (capitulo 4), este Gltimo com sistema de
mobilidade ibnica, mostraram-se bastante efetivos para identificacdo das proteinas do
trigo, comprovado pela faixa dindmica com mais de 6 ordens de magnitude (logio > 6)
(Fig. 2). Pelo método HDMSE foi obtido maior numero de identificacdo em cada
amostra (a partir de extratos totais de proteinas) quando comparado com o método

MSE (a partr de extratos de proteinas de reserva).
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Fig. 2. Faixas dinamicas obtidas com os métodos (A) MSE, para proteinas de reserva e (B) HDMSE,

para proteinas totais.

6.2 ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA CARACTERIZACAO DO PERFIL
PORTEICO DAS AMOSTRAS DE DIFERENTES APTIDOES TECNOLOGICAS

A comparacao dos resultados obtidos em cada andlise proteémica com o banco
de dados gerou uma lista de proteinas identificadas nas amostras. A principal
estratégia utilizada foi a determinacao e avaliacao de proteinas que se apresentavam
diferencialmente abundantes (DAP) nas amostras?. Para isso, as comparacdes foram
feitas em pares com a premissa de que a proteina deveria coexistir nas duas amostras
e ter sido quantificada nas trés replicatas de cada amostra. De modo a garantir a
confiabilidade dos resultados, foram aplicados critérios rigorosos considerando a
quantidade minima de peptideos exclusivos e de outros peptideos para identificagdo
e pontos de corte como: p <0,05, Logz da abundéancia £0,6 e CV <30%.

No entanto, uma grande parte das proteinas, em torno de 65% das DAP (capitulo
3), ndo possuiam anotacao funcional no banco de dados. Realizamos entdo, uma

predicdo de dominios, onde os codigos FASTA destas proteinas foram verificados em

2 Consideramos diferencialmente abundantes e diferencialmente acumuladas com o mesmo significado: proteinas que ap6s

aplicacéo de critérios rigorosos apresentaram-se superexpressas ou subexpressas nas amostras.
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trés bancos de dados de familia de proteinas (InterPro, Pfam e Prosite) em busca dos
dominios relacionados. Com isso, conseguimos obter um melhor entendimento da
provavel funcdo das proteinas. Essa estratégia teve grande impacto nos resultados,
principalmente visualizado na analise de mapa de calor, onde as amostras de alta e
meédia forca do gluten foram agrupadas, enquanto que no mapa de calor feito apenas
com os 35% das DAP que ja estavam anotadas, as amostras de média e baixa forca
do glaten foram agrupadas.

No capitulo 4, a categorizacdo por ontologia genética foi realizada para
caracterizar as proteinas identificadas e quantificadas. Nesta etapa, as proteinas
foram classificadas quanto a sua funcéo molecular, processo biolégico envolvido e o
componente celular de localizagédo. As informacdes obtidas também foram utilizadas
para melhor compreensdo dos processos bioldégicos nos quais DAP e proteinas
exclusivas estavam envolvidas. A partir dos dados obtidos, foi possivel caracterizar os
diferentes perfis proteicos das amostras com diferentes aptidées tecnolégicas. Uma
sintese dos resultados obtidos pelas abordagens protedmicas utilizadas neste
trabalho, bem como um indice de representacdes ilustrativas onde foram evidenciadas

diferencas no perfil proteico das amostras esta apresentado na Tabela 1.
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Tabela: 1. Resumo das abordagens protedmicas utilizadas para caracterizar

proteinas do trigo.

Informacgéo Artigo 1
(cap.3)
Alvo do estudo subproteoma

Fracao proteica Proteinas de

reserva
Tipo de extracao sequencial
Técnica utilizada NanoUPLC-MSE
Objetivo Comparar
amostras
agrupadas pela
aptidao tecnoldgica
Diferentes perfis de Fig. 3; Tabela 2
abundancia
diferencial
Lista de proteinas -
exclusivas
Diferentes dominios Fig. 4; Material
suplementar S3
Classificacéo =
biolégica das
proteinas
diferenciais
Anadlise Fig. 2

guimiométrica

Artigo 2
(cap.4)
proteoma
Proteinas
metabolicas e de
reserva
total
NanoUPLC-HDMSE

Comparar amostras
de diferentes
aptidoes
tecnolégicas
Fig. 3; Tabela 1;
material
suplementar S8-S10
Tabela 1

Fig.4

Fig.5

Artigo 3
(cap.5)
proteoma
Proteinas
metabdlicas e de
reserva
sequencial
NanoUPLC-HDMSE
e UDMSE
Comparar métodos
de analise
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6.3 PRINCIPAIS RESULTADOS

Na tabela 2 estdo apresentados o0s objetivos com 0s principais resultados

alcancados nesta tese.

Tabela: 2. Principais resultados ligados aos objetivos alcancados.

OBJETIVO
l. Revelar 0S
diferentes perfis

proteicos de amostras
de farinha de trigo
comum evidenciando
as proteinas que
contribuem para a
aptidao tecnoldgica e

uso final da farinha

. Identificar e
guantificar
do

amostras

proteinas
glaten em
agrupadas
por diferentes
aptiddes tecnoldgicas
distinguindo os perfis

proteicos

PRINCIPAIS RESULTADOS

LMW-GS,

encontradas superexpressas nas amaostras

y-gliadinas a-gliadinas
de alta for¢a do gluten;

GSP
superexpressas nas amostras de baixa forca

Puroindolinas e encontradas
do glaten;

LMW-GS, HMW-GS e small HSPs: possiveis
marcadores especificos das farinhas de alta
forca do glaten e de fenétipo hard;

PINA, PINB2 e GSP: possiveis marcadores
das farinhas de baixa forga do glaten;

1.297 proteinas identificadas e quantificadas
somando todas as amostras;

Faixa dinamica superior a 6 ordens de
magnitude;

116 proteinas diferencialmente abundantes
(DAP);

PCA agrupou amostras de alta forga do glaten
separadas das de baixa forca do glaten;
Mapa de calor das DAP separou a amostra de
alta forca do gliten das de média e baixa;
Mapa de calor ap6s predicdo de dominios
agrupou amostras de maior forca do glaten;
A caracterizacdo de proteinas do gluten em
amostras agrupadas por diferentes aptidées
tecnolégicas revelou possiveis marcadores

proteicos.

VALORIZACAO

Artigos
mencionados

abaixo.

1 artigo original
publicado, 1

poster
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OBJETIVO

[Il. Revelar e avaliar o
de

amostras de farinha

perfil  proteico
de trigo com forca do
gluten contrastantes
(farinhas integrais e
de
farinhas refinadas de

refinadas) e
linhagens quase-
isogénicas com

fenotipos diferentes

V. Apresentar e
comparar métodos de
aquisicdo de alta
definicéo

NanoUPLC-MS/MS

em
que permitem
caracterizacao das

proteinas do trigo

Discusséo — Capitulo 6

PRINCIPAIS RESULTADOS

Total de 973 proteinas identificadas e
guantificadas;

Faixa dindmica > 6 ordens de magnitude;
247 DAP com filtro e 273 sem filtro de CV.
Amostras de alta forca do gluten e fendtipo
hard de

proteinas, de DAP e maior diversidade de

apresentaram maior numero
processos bioldgicos quando comparados
com seus pares de baixa forca do glaten e
fendtipo soft;

Analise quimiométrica agrupou amostras de
alta forca do glaten e com textura hard;

A caracterizacdo do perfil proteico das

amostras revelou possiveis marcadores

proteicos relacionados a aptidao tecnoldgica.

Superioridade do método UDMSE em
comparacéo ao HDMSFE;

Total de 1.800 proteinas identificadas com os
dois métodos;

UDMSE melhorou em 60% a identificacdo de
peptideos e proteinas (intervalo de confianca
de 95%);
UDMSE

precursores, principalmente em ions com m/z

melhorou a fragmentacdo dos
superior a 1.200;

UDMSE potencializou a identificacdo pela
eliminacdo de ions monoprotonados e pela
melhor fragmentag&o com energia de coliséo
quasi-especifica a relacdo m/z de cada

peptideo.

VALORIZACAO

1 artigo original

em preparacéo

para ser
submetido

1 capitulo
publicado em
coletanea
nacional
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CAPITULO 7 — CONSIDERACOES FINAIS

O trigo € uma importante fonte de carboidratos e de proteinas na alimentacéo
humana. Além disso, o teor de fibras, vitaminas, minerais e compostos fendlicos
também dever ser considerado, uma vez que este cereal apresenta amplo consumo
mundial. A versatilidade de uso do trigo em diversos produtos como biscoitos, bolos,
massas, paes e outros produtos de confeitaria consolidam esse cenario e a aptidao
tecnologica do grao é justamente o fator que define o uso final do trigo.

Sabe-se que a aptidao tecnoldgica € influenciada pelas proteinas presentes no
grdao e grande esforco tem sido realizado ao longo de décadas no intuito de
caracterizar as proteinas e compreender a participacdo delas nas caracteristicas
tecnologicas. A maior parte dos estudos reportados na literatura, principalmente
envolvendo a caracterizagcdo do trigo brasileiro, basearam-se em analises fisico-
guimicas e reologicas, bem como na determinacéo da relacdo do teor proteico total,
da razdo entre as fracBes proteicas (metabdlicas e de reserva e entre suas
subunidades) e na forma com que as proteinas se agregam em polimeros.

Neste sentido, o estudo da determinacgéo do perfil proteico relacionado a aptidao
tecnoldgica do trigo € fundamental e desperta o interesse na aplicacdo de técnicas
altamente eficientes baseadas em métodos otimizados como os que séo utilizados em
analises protedbmicas atualmente. Diante do exposto, neste trabalho aplicou-se a
cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas de
alta definicdo usando métodos MSE para caracterizar de forma abrangente o perfil
proteico de amostras de farinha de trigo comum com diferentes aptidées tecnoldgicas.

Foi possivel diferenciar o perfil proteico das amostras com a analise de
abundancia diferencial, bem como com dados de categorizagéo biolégica de proteinas
disponiveis em bancos de dados. Verificou-se diferenca no perfil proteico tanto para a
fracdo de proteinas metabdlicas quanto das proteinas de reserva entre as diferentes
amostras classificadas previamente pelas caracteristicas reologicas. As amostras de
alta forca do gluten apresentaram um maior numero de DAP, diferentes dominios
funcionais e maior diversidade de processos bioldgicos do que as amostras com baixa

forca do glaten. Os achados confirmaram a primeira hipétese que norteou o trabalho
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de que existem diferencas no perfil proteico que explicam as diferentes aptiddes
tecnoldgicas das amostras.

A hipétese de que a caracterizacao do perfil proteico de farinhas de trigo pela
utilizacdo de abordagem protedmica pode revelar possiveis marcadores proteicos
relacionados a aptidao tecnoldgica do trigo também foi confirmada, pois algumas DAP
encontradas nas amostras foram indicadas como possiveis marcadores especificos
para determinada aptiddo tecnolégica, com LMW-GS, HMW-GS e small HSPs
apontadas como possiveis marcadores das farinhas de alta forca do glaten e de
fendtipo hard, bem como PINA, PINB2 e GSP como possiveis marcadores das
farinhas de baixa forca do gluten. Esses resultados contribuem tanto para os avancos
na area da quimica de cereais quanto no campo da melhoria do trigo.

As analises quimiométricas foram fundamentais para andlise e distingcdo de
amostras de diferentes aptiddes tecnolégicas corroborando os resultados encontrados
nas demais estratégias utilizadas. Foi possivel concluir que os perfis proteicos
diferentes permitiram a distincdo entre as amostras de alta for¢a do gluten daquelas
de baixa forga do glaten.

Este trabalho destacou métodos altamente eficientes que permitiram a
identificacdo e quantificacdo de proteinas do trigo, com especial atencdo para o
método UDMSE que mostrou superioridade em termos de fragmentacdo e
identificacdo de peptideos e proteinas quando comparado com o método HDMSE.
Juntos, os resultados apontaram que a abordagem utilizada foi capaz de gerar
resultados valiosos e abrangentes que permitiram avancar na compreensao do perfil
proteico atrelado a aptidao tecnoldgica.

Pela temética abordada e utilizacdo de técnicas excelentes para alcangar os
objetivos, conclui-se que esse trabalho € de grande relevancia em termos de estudos
na cadeia produtiva do trigo e tem sua importancia justificada.

Como perspectivas, buscando aprofundar o conhecimento sobre as proteinas
com impacto na aptidao tecnologica, principalmente no trigo brasileiro, o estudo de
cultivares provenientes de outras areas triticolas do pais buscando confirmar a
presenca das proteinas apontadas como possiveis biomarcadores de qualidade torna-
se interessante. No que tange as proteinas de reserva, o estudo da formacéo dos
polimeros ao longo do desenvolvimento do grdo nas amostras de aptiddes

tecnologicas contrastantes também é promissor.
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Uncharacte 123853 116988,4
Reversed S 9496,498 11074,62
Uncharacte 277238,6 281689,1
Uncharacte  10009,24 10759,56
Reversed S 644586,2 639010,9
Uncharacte 8459615 921,3838
Uncharacte 5083,958 5074,237
Uncharacte 21737,95 23534,15
Uncharacte 207260,5 204688,9
60S acidic | 211490,5 217402,6
Uncharacte 4370075 4432791
Uncharacte 33530,18  31693,4
Beta-amyl: 328449,5 340670
Uncharacte 285718,8 276130,4
Uncharacte 162560,1 175696,1
Reversed S 75734,7 732917
Uncharacte  7038,288 7560,175
WAT1-rela 131780,8 144229,1
Uncharacte 237311,6 273271,7
Uncharacte 1120546 1156331
Uncharacte 1253707 1224910
Uncharacte 222104,1 219125,1
Reversed S 2350202 2428375
Uncharacte 495771,1 487266,3
Uncharacte 4885907 4285,768
Uncharacte 8941619 898194,9
Uncharacte 18427,44 18765,67
Reversed S 373272,4 336060,5
Uncharacte 639557,5 595772
Uncharacte 512466 520615,2
Uncharacte¢ 1020861 1037470
Globulin 1 491739,2 486463,7
Reversed S 296125 296346,2
Uncharacte  3416,38 1700,382
Uncharacte 154634,7 158498,3
Uncharacte 1588,709 2147,378
Uncharacte  71634,96 72757,82
Pyruvate_ 298342 286265
Uncharacte 118436,2 120486,4
Uncharacte 122777,7 118530,1
Bowman-B 9467953 986173,4
Uncharacte  6504,862 6666,751
Uncharacte 111331,6 109744,1
Uncharacte 612537,5 589384,1
Uncharacte 138545,8 133025,4
PINB-2v1-: 49838,56 57558,37
Uncharacte 5159173  497,2791
Uncharacte 137013,3 138126,3
Uncharactc 698,8383 894,459
Reversed S 168665,7 177063
Uncharacte  5068,605 1800,849
Uncharacte  1209,269 2619,106
Gamma-gli 127149,1 147227,8
Uncharacte 1658035 1670363
Uncharacte 1222206 1300144
Glutenin_| 3636715 3641605
Uncharacte 29597,84  26402,7
Reversed S 69210,48 63086,21
Uncharacte 41353,64 40272,37
Alpha-amy 2944073 3004359
Uncharacte 188259,8 190002,3
Uncharacte 243690,8 252859,4
16.9kDacl 3820404 386824,9
Low molec 1597218 1635565
Auxin resp 2044,204 799,2637
Gamma-gli 430850,2 454934
Uncharacte 552254,1 560827,1
Xyloglucan 30698,14 29311,79
Uncharacte 372352,7 359438,2
Uncharacte 408767,6 410737,8
Uncharacte  140830,2 130965,7
Uncharacte  15381,6 16393,94
Uncharacte 500,0198  472,1469

270626,4
414181,8

70075,78
10471,93
199821,9
532996
16587,39
5549733
24583,36
47956,33
13520,21
234431
2457280
1130312
1874614
47574,7
289098,6
1916,415
73,41316
3692293
32813,55
192796,4
9968,517
1209,721
142392
467455,9
376701,2
633003,1
1158124
13548,23
19382,19
1071119
894694,7
1304,747
139581,5
9460,688
268640,4
11357,92
650572,3
769,8336
5255,971
28323,47
209322
231808,2
4747258
29965,46
306173,9
328204,9
208704,3
85888,24
7429,309
143947,2
2724559
1343746
1308147
208947,5
2535464
471029
4792,603
896318,4
19739,57
3219305
608782,3
504403,9
973514,7
441682
284946
1066,977
157243,5
3557,301
86079,9
268369,1
130316,7
110862,1
910255
6737,995
113702,8
540704,2
149744,4
65324,16
467,489
159458,7
1120,4
171409,5
3103,917
2154,249
173191,3
1820779
1436142
3436360
27795,41
77947,22
39147,21
2929531
198729
255677
4154257
1570043
459,5846
4311833
504788,9
27905,82
430603,6
387863,7
129087,8
13890,11
466,8546

265094,8
400311,6

74050,56
11396,77
198012,2
5464353
16396,54
509802,6
24926,96
49417,3
12089,16
230384,9
2398234
1120171
1838582
46867,16
279372
1862,44
62,42566
384706,6
32163,72
192106,1
10295,89
2154,555
134075,5
460377,2
359550,3
646147,2
1123999
13080,81
19352,73
1076450
8797769
1301,723
126807,6
10010,6
275856
10708,91
644723,1
845,7263
5138,056
24531,86
207090,5
2202338
4516708
31729,68
325097,8
296684,7
182320,2
78304,88
7342,591
139985,7
261013,1
1206874
1262255
2167256
2438013
4846888
4654,759
896225,1
18977,56
343754,5
614703,9
512495
1010615
473295
292472,4
2061,246
156792,2
2431,129
76824,23
2843254
123079,8
117390
947741,2
6636,536
111592,8
580875,3
140438,6
57573,7
493,5618
144866,1
904,5659
1723794
3324,457
1994,208
149189,4
1716392
1319497
3571560
27931,98
70081,3
40257,74
2959321
192330,3
250742,4
394763,7
1600942
1101,018
438989,1
539290
29305,25
387464,8
402456,4
133627,9
15221,88
479,6738

0,017892
0,024529
0,03003

0,051932
0,072959
0,00995
0,024555
0,018405
0,078818
0,059556
0,072781
0,117207
0,018473
0,021353
0,012212
0,019967
0,018383
0,037154
0,03158
0,193998
0,042301
0,020035
0,009315
0,037523
0,533475
0,065384
0,025489
0,041489
0,018984
0,038139
0,081151
0,001399
0,008562
0,01771
0,089248
0,091341
0,092066
0,024046
0,063103
0,008968
0,089598
0,019897
0,138768
0,011209
0,047452
0,044747
0,056182
0,053801
0,093416
0,1304
0,085308
0,036981
0,05077
0,078655
0,099328
0,033489
0,031832
0,038148
0,025936
0,069379
0,002252
0,035897
0,077153
0,036579
0,015816
0,032837
0,058113
0,022289
0,589722
0,01257
0,417299
0,104593
0,053039
0,051598
0,051444
0,040062
0,018001
0,017853
0,06312
0,060658
0,134485
0,049492
0,087321
0,23322
0,02484
0,494819
0,360251
0,154728
0,052792
0,082056
0,03279
0,057352
0,106572
0,027406
0,013407
0,029166
0,024995
0,045731
0,020562
0,757748
0,031458
0,055971
0,047642
0,097849
0,031496
0,047203
0,082745
0,037146

2055,064
1467406
152286,
795,5183
75801,29
47862,17
175607,9
2845395
275,3685
57760,13
2994,286
16451,06
61968,1
95737,74
1432314
753004,5
2578547
46577,02
301680,6
194,5111
5992,195
2511473
40409,86
142700,1
20450,59
173,4785
18330,38
283427,1
3151238
547995
1017099
24468,31
12654,51
829085,1
668595,5
1172,65
133456,6
234516
53380,08
48893,14
497515,4
39708,41
1904,492
1900,956
171168
154631,8
3371146
13567,33
196630,6
132358
170996,5
194454,3
5875,095
76875,37
141683,8
444414,1
1025692
143082,1
1896181
281405,8
11812,34
601052,2
4645,07
117527,8
320101,5
433035,6
639975,4
313637,7
132423,2
17348,27
134382
13212,33
15742,85
177804,4
118148,4
88011,19
726580,1
4450,663
161640,5
3831765
128386,1
63103,87
1500,559
185323,2
1102,745
111670,6
13318,6
1021,413
61771,08
996250,5
945056,8
2672357
13836,56
637115
50636,32
2044748
188401,9
182504,1
305381,2
1228135
140,0756
417828,1
327847,4
27217,89
331017,2
305503
50742
12987,53
975,6775

LW_002

166008,1

2001,033
1510231
1431385
763,6461
69360,4
47879,72
170133,7
304299,6
417,5241
65174,68
3483,244
18611,68
62641,2
98106,21
1337494
7217402
2550995
49556,13
291252,9
114,4774
2855,758
263075,8
417211
135864,1
21051,84
439,8825
19750,35
283683,2
3142425
554186
1025696
18509,62
12324,84
848566,5
624295,1
1107,698
139472,2
214238
68640,34
65923,43
504405
49527,94
3227,539
1390,951
1767183
143197
3160155
16628,46
183970,5
107533,1
149734,1
250865,3
5670,356
90477,46
148062,6
514544,
973196,2
143011,4
1708755
251681
8885,942
594146
6151,424
1572338
394049,7
4012015
582058,8
286380,4
169016,7
11288,4
1372734
16494,61
21638,15
155674,1
117677,3
95168,12
660229,8
4708,66
131998,7
351708,9
121188
74637,4
1108,023
184356,8
733,3276
131384,5
16354,75
582,273
57283,4
1016165
8752335
2556428
12421,37
61103,71
56501,13
2263535
231162,5
168807,7
3238184
1113187
43,70035
531756,7
364182,4
23309,27
341568,5
275061,8
73264,14
114973
773,1996

2303,758
1504619
153804,2
515,1462
71399,67
44494,82
179753,9
2975119
301,7366
63861,5
4005,546
16874,07
66618,52
103877,5
1380175
782946,7
2489784
48131,57
298547,7
162,9399
2907,823
260282
38958,26
139430,8
20841,45
99,70624
13440,27
296766,3
298832,8
564290,4
1050188
19547,96
13178,71
799827,8
638673,1
1288,951
131841,9
74547,39
83078,4
75853,57
507028
4441831
2735,955
861,921
180297,5
139948,8
3144443
15252,36
181945,2
107534
176068,4
2571506
5168,913
87174,93
133063,1
509959,1
1048977
144765,3
1734318
295685,1
9856,982
675672,2
6800,618
143972,6
421888,5
370202,5
543343,4
288995,8
160097,9
12331,08
131932,8
17400,36
25544,8
162046,3
117787,1
96326,26
714687,4
4877,701
145735,4
353160,8
125242,7
77593,6
1051,395
1929016
2835,779
137050,3
25238,88
1093,839
67948,88
1097565
883361,9
2459221
15707,82
60277,83
51605,16
2234961
231627,6
177079,3
336177,2
1084054
53,8067
512501,7
390416,4
23986,64
384499,6
2671473
68109,91
11691,79
798,4944

2119,952
1494086
149743
691,4368
72187,12
46745,57
175165,2
295450,4
331,5431
62265,44
3494,359
17312,27
63742,61
99240,49
1383328
752563,8
2539776
48088,24
297160,4
157,3095
3918,592
258168,3
40363,07
139331,7
20781,29
237,6891
17173,67
287958,9
309399,7
555490,4
1030995
20841,96
12719,35
825826,5
643854,6
1189,766
134923,5
174433,8
68366,27
63556,71
502982,8
44551,55
2622,662
1384,609
176061,3
145925,9
3225248
15149,38
187515,4
115808,3
165599,7
234156,8
5571,455
84842,59
140936,5
489639,1
1015955
143619,6
1779751
276257,3
10185,09
623623,5
5865,704
139578,1
378679,9
401479,8
588459,2
296338
153845,9
13655,92
1345294
15702,43
20975,27
165174,9
117870,9
93168,52
700499,1
4679,008
146458,2
362682,1
1249389
71778,29
1219,992
187527,2
1557,284
126701,8
18304,08
899,1749
62334,46
1036660
901217,4
2562669
13988,58
61697,68
52914,2
2181082
217064
176130,4
3217923
1141792
79,19421
487362,2
360815,4
24837,93
352361,8
282570,7
64038,68
12058,87
849,1239
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0,032028

0,076161
0,015578
0,038531
0,222004
0,045602
0,041699
0,027547
0,033982
0,228085
0,063544
0,144725

0,06614.
0,039428
0,042188
0,034329
0,040668
0,017888
0,030985
0,018005
0,256264
0,458323
0,024166

0,03424.
0,024539
0,014682
0,752864
0,192752
0,026492
0,029612
0,014808
0,016653
0,152727
0,033855
0,029706
0,035101
0,077184
0,029803
0,499309
0217228
0,214535
0,009768
0,110235
0,254993

0,37523
0,026128
0,052852
0,039251
0,101203
0,042443

0,12376
0,084373
0,147451
0,065213
0,083621
0,053411
0,080126
0,038208
0,006913
0,057108
0,081262
0,146345
0,072492
0,188522
0,144826
0,138918
0,078254
0,082644
0,050749
0,124027
0,237252
0,019872
0,140331
0,235252
0,068969
0,002091

0,04834
0,050503
0,045962
0,101285
0,048978
0,028883
0,106666
0,200511
0,024953
0,720813
0,105145
0,338428
0,307864
0,085908
0,051779
0,042368
0,041638
0,117845
0,029049
0,059415
0,054528
0,114359

0,03916
0,048161
0,066721
0,668817
0,125129
0,087081
0,084095
0,080394
0,071665
0,184266
0,067178
0,129929

MD_001

1390550
2800,339
52,42049
404399,3
426214,1
651,0348
18811,91
46422,68
270028,6

506420
2333,987
135144,4
27324,09
79954,97
21316,73
200048,1

1579020

1222576

1764314
67851,03

443986
1607,937
4419,255
4592437
22645,85
196336,6
15546,76

40081,4
413245,1
473575,9
695859,3
734276,8
5047,271
17812,17
920167,7
722832,5

2781,15
250427,8
1802,753
244041,9
30674,79
5726252
2469,221

16596,2
10563,24
131316,9
131351,2
3188111
30153,53
178368,9
198528,9
393543,9
88450,19

9118,21

67810,7

252133

1163262

1341885
1998935
2778223
3872296
14240,63

959068
9226,076
295430,4
905816,3
630307,9
708487,7
226926,4
195298,9
41631,11
130656,8
12421,38

40081,5
2355705
184058,7
1351005
576612,3
5120,163
188558,7
513346,4
174669,6
1231524
340,9195

224895
17314,44
209785,8
39983,27
10,92277
89222,69
1568855
1233297
2600367
21187,44
40374,61
46671,86
2645565
328647,3
2435002
4613936
1150744
2794,658
7614102
530361,1
35463,82
561031,3
346734,9
105121,7
18860,74
585,6631

MD_002

1594704
1582,439
33,92247
365103,2
404481,3
438,9605
21255,72

434116
2731739
512380
1732,641
113386,2
26287,89
76982,3
21956,65
180404,5

1655231

1247468

1687709
69015,39
450299,4
1651,713
5013,542
450722,3
23683,04
192752,7
16849,45

34048,39
406356,4
475679,9
695916,5
731861,9
5606,012
16718,29
951094,8
746928,8
2771,679
247247
1732,891
270749
24417,37
608228,8
1226,938
15359,67
7606,239
124749,2
140505,8
3151320
35018,59
203182,6
2028702
394651,6
75700,27
9308,104
61528,57
230496,7
954556,2
1388646
232204,5
3132921
4348777
16987,1
888222,4
7275,141
279192
865187,7
729850,1
808717
281877,4
208776,4
33512,69
1379315
12195,03
33960,56
275004,6
160707,3
147687,2
664280,3
5533,069
225170,8
605539,6
169202,2
1227272
476,2809
219428,4
24972,32
200506
43608,46

72739,77
1358946
1360960
2961553
18023,28

34987,81

45691,42
2962731

304751,5

209834,6

434988,8
1294922

3113,217

700489,2

612741,4

38756,68

544922,1

388515,7
107006,5

21447,13

604,6762

MD_003

1478923
3276,902
40,90022
345294,9
432560,5
1053,664
19790,33
41375,09
274501,3
524362,9
2182,644
138289,4
24662,47
72102,51
22719,85
196344,4

1604636

1249308

1714440
68365,01
467065,6
1640,182
4536,453
435598,8
24419,01
2045405

14908,5

36097,68
441081,1
4947753
7178255
676574,8
4779,383
18397,92
945505,3
738896
2550,898
2313359
1282,518
246905,5
28137,68
609850,2
692,3825
14517,11
10249,86
112409,7
128590,5
3271266
32671,38
200045,8
207227,9
417649,3
89020,27
9854,501
56630,51
256675,2
1168943
1365544
2124632
2968934
4162158
12919,17
962953,4
7697,315
254526,2
782101,3
686661,7
740119,7
2407751
200355,1
47668,02
131074,8
14712,7
38028,16
237934,6
185979,6
135104,3
603503
4897,706
207739,8
553014,8
182056,7
134057,3
374,9402
242107,8
16824,13
2134845
42084,38

87733,8
1657276
1306462
2756013
172496
4241154
4519534
2818068
341817,8
235369,8
493674,6
1199642
2974,696
782098,9
557065,1
37307,04
5647933
363635,5
111933,2

18787,4
517,8418

MD_AVE

1488059
2553,226
42,41439
371599,1
421085,3

714,553
19952,65
43736,46
272567,9
514387,6
2083,091

128940
26091,48
76346,59
21997,74
192265,7

1612962

1239784

1722154
68410,48
4537837
1633,278
4656,416
4485216
23582,63
197876,6
15768,24

36742,49
4202276
4813437
703200,4
714237,8
5144,222
17642,8
938922,6
736219,1
2701,242
243003,6
1606,054
253898,8
27743,28
596901,4
1462,847
15490,99
9473,116
122825,3
1334825
3203566
32614,5
193865,7
202875,7
401948,3
84390,24
9426,939
61989,93
246434,9
1095587
1365358
214853,7
2960026
4127744
14715,63
936747,9
8066,177
276382,8
851035,1
6822732
752441,5
249859,6
201476,8
40937,27
133221
13109,7
37356,74
249503,2
176915,2
139297,4
614798,5
5183,646
207156,4
557300,3
175309,5
126645,6
397,3802
2288104
19703,63
207925,4
41892,04
10,92277
83232,08
1528359
1300240
2772644
18820,11
39257,99
45852,88
2808788
325072,2
229568,2
463352,4
1215103
2960,857
747999,4
566722,6
37175,85
556915,6
366295,4
108020,5
19698,42
569,3937

130

3

DI

=
0,068803
0,34225
0,220244
0,080955
0,03497
0,436966
0,061644
0,058062
0,008428
0,017766
0,150157
0,105176
0,05142
0,05193
0,031933
0,054288
0,024044
0,012043
0,022577
0,00853
0,026285
0,013892
0,067602
0,026699
0,037775
0,030539
0,062737

0,083493
0,043751
0,024264
0,018012
0,045698
0,081986
0,048322
0,017553
0,016665
0,048233
0,042094
0,175809
0,057751
0,113444
0,035248
0,623174
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26,2987
11,3196
11,778
11,1631
21,633
56,7891
45,6905
208,3072
85,3416
38,4431
28,5178
155,7002
6,258
17,2875
6,4473
121,1058
63,2634
62,0681
11,2834
20,8031
11,632
20,8833
6,4061
32,9542
25,8264
7,2303
11,8075
10,7405
14,0821
6,018
13,2701
18,7295
48,451
10,0565
11,1255
27,277
12,3473
6,8373
50,034
48,9487
6,0676
5,0799
6,1165
17,7393
12,404
79,597
56813
6,0245
5,8349
20,2617
59928
92,9211
5,366
51281
5,4387
15,0364
5,6443
17,8895
5,7304
5,4707
12,0647
6,6355
19,4266
6,4202
12,0299
18,3062
16,6603
18,2708
89,2053
13,0514
24,0742
41,5223
206,2368
33,0867
54313
61,5605
12,933
33,814
101,619
16,0349
24,719
10,709
6,7564
12,6232
29,2012
63176
62,3741
209,0687
12,8449
23,3357
48,9152
13,3144
50,367
14,0263
28,3752
11,7688
34,8829
22,425
5,5533
5,3064
90,7435
12,344
13,3904
9,331
13,5098
5,681
55,8737
57539
10,2779
35,342
22,9351
18,1086
5,277
12,0522
29,0489
6,4483
13,2703
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0,001116
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0,001215
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0,001321
0,0014
0,001409
0,001416
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0,001544
0,001638
0,001644
0,001674
0,001693
0,001707
0,001718
0,001784
0,001812
0,001844
0,001853
0,001971
0,00201
0,00203
0,002053
0,00208
0,002109
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0,002251
0,002261
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0,002366
0,00249
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0,003244
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0,004161
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0,006816
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4,387399
3,426936
1,555045
1,358375

Infinity
1,441645
34,97696
1,681067
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Uncharacte
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Tubulin alg
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Uncharacte
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Uncharacte
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Reversed S
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Uncharacte
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453372,3
86906,69
31928,29
213380,7
554541,9
590329,3
654129,5
694197,2
128989,6
486,1565
122187,1
43720,81
78648,39
1387785
713288
39817,41
426956,7
1484646
26021,18
86188,17
543,362
150585,6
2323758
286407,2
39104,81
111593,4
294719,1
2103799
58169,34
5598,409
30542,74
286729,9
257334,9
300613,1
559,716
2022743
24152,79
458264
389131,2
374849,2
21960,23
37501,53
22610,44
152098,8
16084,62
114566,6
12,05821
3857,603
3202,257
118735,3
7631,628
194717,8
4494,643
126014,5
8923,571
58799,27
84124,4
177343,8
493992,1
328750,2
2818733
7691,993
84551,79
382,8036
29283,49
5212932
114895
331214,1
1616599
419464,5
158501
204157,3
1242552
98517,77
78455,25
61454,73
64462,78
113346,5
2373424
20996,67
77170,35
197641,1
47602,68
35848,98
153038,9
53456,11
3289385
1520737
87720,46
101292,9
3231619
42062,34
449670,5
160687,3
631937,3
13148,71
49555,17
58942,2
1558,132
20475,4
8714,065
265558,9
243,2126
42241,24
2019,445
32066,54
895433,1
53429,05
90479,15
106682,7
67415,86
13062,85
23986,6
3175,153
49377,89
248331,4
87762,9
62,09285

4742538
77385,19
29604,52
221056,7
585643,4
609252,5
643711,8
677379
133208,4
1111,887
1241136
46896,17
76591,08
1384268
71949,92
39854,26
443715,1
1482312
27418,29
73722,36
637,923
154592,7
2335761
314287,5
4024517
111830,8
3075259
210405,4
57372
899,3166
39060,18
307758,6
264546,7
301393,1
551,9753
2124186
26098,77
45196,76
3807202
3718752
22686,77
41155,55
23137,59
159678,8
17411,72
108812,7
47,9165
3551,307
3516,163
126554,8
7959,141
188130,8
4878,536
133222,8
6839,605
60673,55
81601,01
158986
505187,9
342801,7
295545,1
7412,39
83804,2
343,172
29660,73
534279,6
1131556
316368,7
1590221
467215,9
153275,7
2072893
1223054
95465,65
64121,09
58174,91
63304,65
115752,9
232108,6
22998,7
75466,66
189066,3
51081,22
43818,47
154545,7
53691,47
336538,2
1586142
86932,04
110537,2
335382,8
45900,57
4887215
179602,6
646619
12830,4
49328,02
66093,72
856,0509
20350,56
9915,311
243329
299,5762
42479
1800,556
35303,03
913327,9
55841,59
90070,95
112878,4
71038,65
14451,92
26256,79
3230,472
45639,29
232000,6
93281,41
157,7924

461663,6
72936,4
30700,96
213634,3
611207,7
620319,7
598990
6154303
1273233
431,7842
120743,4
49856,21
74675,8
1282463
84767,48
35273,49
4137514
1417002
33281,21
61724,88
615,8531
146445,8
2824620
293775,1
36753,5
112744
3224095
198918,3
53885,3
801,3883
39793,95
296311,5
255746,4
278699,1
565,2833
197161,6
22956,08
44873,9
380911,8
358505,7
26690,86
38406,97
24976,19
166489,2
15262,69
99170,48
62,10843
3240,123
2355,711
123737
7242,687
207178,8
4515,235
141956,4
5924,185
65626,73
76077,58
188213,7
569729,7
3134373
274326,8
8504,326
88029,65
761,2245
24171,57
665394,3
1045339
3717225
1462510
457797,9
1431895
219321,3
1180836
91177,26
62149,6
55433,24
75164,53
137461,8
211665,1
23503,5
70575,17
2252435
440114
35832,51
146955
48866,43
347005,2
1909710
80534,42
98367,59
3220006
40375,81
3752251
2112332
668445,4
10934,02
52809,99
77204,07
921,143
19333,15
13585,2
239980,9
436,2217
50988,2
918,5819
43177,71
794474
69049,33
93468,89
103044,1
61350,37
13604,27
37713,68
3043,901
56242,12
351808,5
86438,9
189,418

463096,5
79076,09
30744,59
2160239
583797,7
606633,9
632277,1
662335,5
1298405
676,6094
122348
46824,4
76638,43
1351506
76015,4
38315,05
428141,1
1461320
28906,89
73878,47
599,0041
150541,4
2494713
298156,6
38701,16
112056,1
308218,1
206567,9
56475,54
2433,038
36465,62
2969333
2592093
293568,4
558,9915
203951,5
24402,55
45299,02
383587,7
368410
23779,29
39021,35
23574,74
159422,3
16253,01
107516,6
40,69438
3549,678
3024,71
123009
7611,152
196675,8
4629,471
133731,2
7229,12
61699,85
80601
174847,8
522969,9
328329,7
283915,1
7869,569
85461,88
495,7334
27705,26
573655,7
110861,5
339768,4
1556443
448159,4
151655,4
210256
1215481
95053,56
68241,98
58354,29
67643,99
122187
227038,7
22499,62
74404,06
203983,7
47565,1
38499,99
1515132
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337494
1672196
85062,31
103399,2
326848,4
42779,57
437872,4
183841
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12304,37
50564,39
67413,33
1111,776
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10738,19
249622,9
326,3369
45236,15
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3149,842
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0,090255
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0,046331
0,06263
0,023363
0,558581
0,01382
0,065528
0,025923
0,04426
0,099794
0,068749
0,035075
0,026276
0,13326
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0,082706
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0,03207
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0,043885
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0,012518
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0,048766
0,052683
0,045154
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0,072356
0,633868
0,086978
0,19845
0,032195
0,047124
0,049186
0,046645
0,059695
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0,057172
0,051061
0,08449
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0,044732
0,037883
0,072077
0,026385
0,465521
0,110668
0,138956
0,050048
0,084326
0,052948
0,056437
0,051322
0,038075
0,025954
0,038795
0,130414
0,051663
0,096663
0,10871
0,059764
0,058927
0,046013
0,092675
0,07432
0,119635
0,026524
0,05231
0,026878
0,124552
0,046331
0,061435
0,022682
0,066185
0,131684
0,138914
0,028305
0,097314
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0,046238
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96318,92
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5343,028
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1034,962
106841
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18729,7
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1175,445
6232,091
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2727296
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118838,6
188230,7
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105332,6
147269,4
176761
33140,87
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172986,2
27122,38
4984,209
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46343,59
222861,7
2253916
106308,8
77007,8
278103,1
50589,19
309388,7
59926,36
74333,28
11081,92
40449,61
67213,75
62,66793
9864,852
9723171
75254,28
3924,749
29674,77
206191,5
47358,52
700134,4
37693,54
82726,63
174805,6
70677,86
2675,181
73945,28
3684,362
40327,41
160352
68674,08
1551,052
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38403,24
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384424,6
267807,3
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495094,6
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35117,69
48803,24
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36650,08
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1528078
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1507,129
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1910285
261598,5
37709,98
86586,31
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145685,2
39075,38
252,5267
39379,78
2269234
207313,7
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237,8724
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18389,19
26631,01
3071035
2831395
13759,92
35991,55
9477,063
57814,84
10088,18
89115,4
100,4868
4820,184
1335,371
104262,1
5496,376
194793,6
942,0393
102510,5
810,7974
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60313,9
115720,1
3970433
242975,1
68322,12
13321,46
67833,69
7619,232
4407,259
487466,3
75496,26
293341,4
1115872
305037,8
112346,5
177685,6
944468,9
82690,05
43098,79
47592,77
84951,66
147745
172475,5
28654,34
59525,31
172801,3
35679,55
12564,63
127025,9
43679,02
264189,1
2372838
108520,1
71028,51
247086,1
63329,1
2729275
69678,5
103639
8399,336
31229,13
91195,46
817,6079
14102,23
11250,01
135255,5
3486,372
30376,34
20082,45
46698,97
601946,8
44152,23
75070,53
178111,1
67205,84
5302,952
57412,38
3116,074
34795,7
160837
77269,53
334,8332

3247922
47276,78
24463,94
133739,2
3997259
3774114
728592,8
484405,8
91802,25
932,6112
63042,37
42083,83
41829,57
921799,4
41803,05
34285,18
3101909
1485661
17860,9
34364,41
1364,198
96703,84
1886642
264439
40933,33
94626,56
2299334
140393,8
38484,15
195,0267
33566,96
196881
215074
213103,1
155,5684
136144,1
18599,88
28206,26
276150,1
276369,5
16583,25
33969,13
5926,257
54988,19
11229,46
85794,41
117,3611
4850,517
3167,899
111862,2
4308,098
195633,4
2306,027
91904,54
680,346
59979,05
63707,78
130048,2
423028,2
261798
56130,3
13441,95
60225,16
16841,02
10282,53
522689,6
80231,86
304923,8
1113407
3194555
100231,2
164626,1
883168,9
79618,13
48484,43
48341,65
77267,81
157085,8
167202,2
27908,69
59613,89
171562,9
34879,98
14105,23
1195384
42083,79
2724398
2380948
102116
69651,96
2292754
59869,7
3127192
127155,9
281357,4
8599,267
30686,62
84553,4
136,868
14030,31
9437,466
136944,7
3035,549
34727,96
5190,262
49752,18
601769,8
37299,09
72367,04
189207,2
67550,9
8372,953
48645,05
2713973
36768,5
188611,3
82776,21
1116,582

349478,7
44347,26
228306
136999,5
405627
307301,6
709015,5
5173794
96388,35
1005,655
73076
35967,53
41572,81
955326,7
46902,08
35455,42
3162055
1539377
17842,1
28973,15
1788,962
106665,1
1990402
256836,5
41387,59
93256,48
2347873
149963,3
40155,94
268,8334
36027,35
224636,2
2187385
220020,2
240,2557
147040,4
18634,73
29452,3
2982116
286059,2
14815,32
35937,5
6210318
46520,35
10451,79
84746,4
1480,508
5004,577
1628,933
98595,61
4798,338
199269,5
1427,676
100418,7
558,5872
59876,23
59330,66
110613,6
403370,3
265491,9
4772737
12227,73
58860,35
8545,232
6973,961
524803,7
67759,04
290331,6
1153205
287348,4
110472,1
176847,5
988408
80991,25
41554,45
46740,09
89184,01
150700,1
172146,2
29901,3
64407,15
172450,1
32560,64
10551,36
126978,8
4403547
2531635
2335901
105648,3
72562,76
251488,2
57929,33
298345,1
85586,92
153109,9
9360,175
34121,79
80987,54
339,048
12665,8
10136,88
115818,
3482,223
31593,02
77154,73
47936,56
634617
39714,95
767214
180708
68478,2
5450,362
60000,9
3171,47
37297,2
169933,4
76239,94
1000,822

0,084341

0,11608
0,116924
0,101373
0,060863
0,198108
0,028364
0,093071
0,047944
0,430754
0,123254
0,159554
0,177091
0,045571
0,098133
0,033356
0,035784
0,039085
0,047639
0,206779
0,344384
0,092386
0,080225
0,042057
0,094823
0,065428
0,049788
0,081892
0,059814
0,309365
0,083474
0,118793
0,062319
0,028727
0357551
0,110565
0,014204
0,122551
0,064468
0,039966
0,103989
0,054036
0,504706
0,369149
0,064482
0,058722

1,60463
0,058646
0,868795
0,170708
0,129377
0,035317
0,533799
0,076528
0,591438
0,003308
0,083307
0,202761
0,043088
0,092556

0,54145
0,163533
0,165269
0,921418
0431186
0,073243
0,260657
0,056166
0,057933
0,152162

0,08549
0,066863
0,134335
0,019282
0,188124
0,046174
0,162621

0,03673
0,027813
0,094652
0,130094
0,004488
0,145163
0,462731
0,058411
0,048873

0,10493
0,030445
0,030789
0,053892
0,098254
0,113723
0,073992
0,424463
0,731683
0,159658
0,160799
0,152889
1,227267
0,191536
0,096137
0,303402
0,127681
0,086649
1,451588
0,033515
0,089408
0,096887
0,070039
0,041746
0,027932
0,523221
0214117
0,153733
0,075167
0,095198
0,093222
0,615811

469710,5
63366,79
37947,34
144463,6

492752

464942
508484,4
372296,9
113343,9

97252,86
26819,25
43849,52
1148858
48431,73
52858,9
404190,2
1796597
24371,49
34682,66
556,3786
129826,8
3244710
218924,8
52338,83
86081,15
2837789
145536,8
47600,36
10339,93
23143,94
186529,7
260673,7
263289,4
630,3094
138383
18940,77
35853,46
369894,8
339274,6
16947,06
50163,18
5985,881
63636,38
11323,11
109584,6

3164,373
172,5703
164597,6
5339,285
232028
4082,728
107450,4
2608,111
72814,31
76520,06
197396,2
557641,7
245993,7
103403,8
12722,35
56737,37
27987,31
11637,26
827264,4
154540,8
384177,4
1198527
266964,7
1216815
212458,1
783509,8
74527,57
70558,34
49282,24
53470,23
182223,6
170602,7
26748,67
88697,18
164336
46634,51
28240,31
1473525
54442,91
279888,8
2185167
99163,03
84870,4
245021,8
53858,34
303977,5
70754,34
349889,4
6718,377
40924,18
108641,9
37,82553
16792,6
6076,432
201783,6
1706,586
46311,53
492,2447
60226,57
756439,4
75023
94970,94
250048,4
76192,85
14368,41
41051,85
4131,631
40551,78
3132353
91294,44
1583,909

509386,3
69030,8
38656,91
168670,1
552522,9
4944233
567228,9
438131
129777,8
13,93967
1140299
23379,56
39168,05
1361512
4244437
50085,11
486709,9
2083696
23001,99
43417,01
603,6921
144647,2
3037316
214321
52979,38
88956,08
261435,7
167412,2
56809,74
7540,369
19509,29
208076,1
279339,7
3138259
811,5966
153813
21148,94
41329,14
435112
400016,6
14630,89
44403,08
4435,544
4722597
14152,28
122138

3835,238
52,36524
161705,4
6395,397
227292,9
4313,736
1124284
8226,001
81355,5
75436,95
197565,1
4988583
248491,4
107869,3
17144,11
55893,63
15904,53
21360,81
738899
1343429
373486,1
1415647
222589,4
139361,4
232191,9
889964,2
84205,72
69501,12
46710,92
55915,49
157440,2
2038709
28805,87
108132,1
157644,3
53028,19
40507,82
168129
67119,15
246067,4
1975737
117994,6
111070,6
279387,1
55558,7
3449763
57805,32
374662,3
8441,079
4703545
103066,9

19253,17
3437,655
184092,6

336,903
38206,07
541,9356
48949,73

908712
54572,08
85093,58
147759,3
80970,85

16061,9
43392,05
5412,017
34028,86
250754,5
98631,27
609,5506

480129,9
71075,47
35344,47
151286,1
494144,2
498530,6
533336,2
384308,7
118114,6

99410,75
24476,65
34277,34
1233672
4988844
45952,44
4241219
1899550
25456,1
36927,83
746,6375
137925,5
3502546
182440,3
54767,92
92888,33
291571
150898,9
52005,41
11563,43
17436
192996,4
278597,5
282052,5
739,0039
137360,5
20975,18
36112,84
3960009
359101
16804,5
47531,83
568,425
58912,51
11768
113629,7

3414,694
34,49609
170934,5
5887,695
2402393
4627,957
113421,8
3311,503
71817,59
69032,51
2107459
580880,9
2238252
104156
16175,39
55176,73
29747,18
14679,42
862991
143380
409259,9
1305833
295053,4
129006,9
240665,6
801584
80251,1
76927,56
42534,61
55457,26
173290,5
179292,7
28690,21
95003,25
163984,3
46986
30432,29
156037,6
59727,95
249655,9
2266565
104111,1
97771,11
2539195
56379,26
3074395
77098,72
379883,8
6917,158
41787
121772,3

17592,74
5419,677
164568
2224,621
46884,27
243,6411
61669,63
776370,7
79858,25
92516,5
272444,8
79651,51
14816,96
52075,43
4426,603
39281,96
340191,5
95782,22
1838,019

486408,9
67824,35
37316,24
154806,6
513139,7
485965,3
536349,8
398245,5
120412,1
13,93967
103564,5
24891,82
39098,3
1248014
46921,51
49932,15
438340,7
1926614
24276,53
38342,5
635,5694
137466,5
3261524
205228,7
53362,04
89308,52
2789285
154616
521385
9814,579
20029,74
195867,4
2728703
286389,2
726,97
143185,5
20354,96
37765,15
400335,9
366130,7
16127,48
47366,03
5373,284
56591,62
12414,46
115117,4

3471,435
86,4772
165745,8
5874,126
233186,7
4341,473
111100,2
4715,205
75329,13
73663,17
201902,4
545793,6
239436,8
105143
15347,28
55935,91
24546,34
15892,49
809718,1
144087,9
388974,5
1306669
261535,8
130016,6
2284385
8250193
79661,47
72329,01
46175,92
54947,66
170984,8
184588,7
28081,58
97277,5
161988,2
48882,9
33060,14
157173
60430
258537,4
2142490
107089,6
97904,04
259442,8
55265,43
318797,8
68552,79
3681452
7358,872
43248,88
111160,3
37,82553
17879,51
4977,921
183481,4
1422,703
43800,62
425,9405
56948,65
813840,7
69817,78
90860,34
223417,5
78938,41
15082,42
45506,45
4656,75
37954,2
301393,8
95235,98
1343,826
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0,042289
0,058879
0,046738
0,080625
0,066481
0,037703
0,054979
0,088036
0,070212

0,088132
0,070586
0,122421
0,085776
0,084079
0,071529
0,09823
0,075495
0,050658
0,118296
0,155851
0,053983
0,071461
0,096815
0,023593
0,038263
0,05608
0,073741
0,088344
0,210131
0,144253
0,056448
0,038733
0,0892
0,125508
0,064377
0,06032
0,081801
0,081991
0,084601
0,080487
0,06088
0,153487
0,149276
0,122546
0,055661

0,097658
0,868347

0,02848
0,089918
0,028091
0,063036
0,028799
0,649115
0,069598
0,054935
0,037935
0,077457
0,056706
0,022739
0,151446
0,013966
0,306994
0312977
0,078891
0,070218
0,047209
0,083083
0,139697
0,068322
0,063358
0,069047
0,061083
0,055543

0,07375
0,023656
0,073407
0,093477
0,041158
0,101925
0,023249
0,073527
0,197892

0,06639
0,105365
0,071857
0,070029
0,091164
0,133811
0,068747
0,023266
0,071322
0,143441
0,043527
0,128073
0,076476
0,086395

0,070198
0,275965
0,101456
0,685563
0,110808
0375214
0,122299
0,101695
0,192253
0,0566
0,297523
0,031259
0,058174
0,12763
0,143985
0,091116
0,152224
0,038838
0,482555
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19,4046
45338
11,2507
27,8242
12,2145
6,3788
5,2286
5,5607
6,4646
41,6561
5,6025
12,271
6,6482
11,2644
15,1911
23,6781
5,137
68,2729
32,3156
25,9261
89772
13,478
65,319
6,2592
5,5897
50,4353
13,4526
11,6789
63,5199
17,0915
5,9587
6,0647
12,209
5,4306
13,8279
15,3394
5,5808
86,5301
10,3089
17,4623
59775
6,288
5,8944
6,069
12,3432
58,722
53,6697
51235
35,0518
46,3045
67,5624
11,7121
6,3598
19,5654
5,6487
95,3962
42,686
5,4446
10,4807
11,9822
13,032
4,5334
54,3467
5,4483
6,7535
49,3508
4,4994
63,8911
10,0788
12,1278
11,6462
11,5694
32,6784
11,5096
6,8091
4,293
39,1997
6,0281
6,1878
14,0754
89,7219
13,9813
14,9932
11,8758
11,353
33,0764
29,3317
25,5221
51,5812
16,6111
20,2008
17,2839
51835
6,7093
6,4015
25,9996
45,2337
5,6905
43,9447
20,166
6,0462
6,2045
5,7479
11,7942
5,4936
6,2332
13,6442
42,0647
5,5241
11,6651
13,483
6,0475
11,6272
17,0484
22,5907
6,9227
6,1945
6,5389

0,012664
0,012682
0,012927
0,013018
0,014117
0,014171
0,014531
0,01546
0,015934
0,016123
0,016636
0,016892
0,016977
0,017482
0,01756
0,018047
0,018116
0,019218
0,020368
0,02049
0,021441
0,022
0,022449
0,022511
0,023191
0,023559
0,024097
0,024161
0,024893
0,024972
0,025927
0,026169
0,027196
0,028028
0,028797
0,028924
0,029071
0,030132
0,031197
0,032006
0,0324
0,033253
0,033411
0,033501
0,03394
0,034403
0,034966
0,03518
0,035479
0,03712
0,03715
0,03812
0,039046
0,039178
0,040897
0,041165
0,041501
0,041943
0,043294
0,04336
0,044812
0,045272
0,046637
0,04696
0,047421
0,047478
0,047948
0,049007
0,050612
0,050828
0,051561
0,053269
0,054082
0,054697
0,055063
0,057274
0,057444
0,058959
0,058988
0,059419
0,059636
0,060002
0,060975
0,061828
0,061885
0,061992
0,062633
0,064398
0,064757
0,066408
0,066421
0,066713
0,067995
0,068276
0,071672
0,073968
0,076448
0,077067
0,077935
0,078965
0,079761
0,080232
0,083868
0,086324
0,086463
0,087387
0,090168
0,091188
0,091263
0,095121
0,098689
0,098863
0,098897
0,099361
0,100571
0,101662
0,101937
0,104639

2,101008
1,266821
1,91474
1,923819
1,258257
2,346034
2,615125
12,66229
1,194853
2,333436
7,824021
3,364963
1,222052
8,932544
1,30899
1,31363
2,458953
1,83817
1,76232
2,036716
1,264671
3,380897
1,356574
2,481052
1,670319
1,434237
1,660591
1,389483
5,705794
1,668903
1,573701
Infinity
7,824833
1,843838
2,133566
2,389947
15,93887
1,4219
1,267757
288,5484
1,224525
1,420862
1,187336
1,663258
1,789694
1,189135
1,312162
2,221806
1,693148
1,218012
2,48561
1,657571
42,84532
1,437511
1,45778
1,714998
1,199344
1,780435
3,818265
1,379062
1,178211
1,202871
1,760575
1,154437
1,34966
2,316306
3,354758
1,237516
1,26028
33,49705
4,89485
1,276795
1,8243
9,529848
1,439534
1,324673
1,239986
1,291393
2,446289
3,954748
1,160606
3,787049
1,237944
2,903073
1,448899
3,499513
3,193837
1,235903
1,376437
1,483603
1,156647
1,21663
2,423589
2,01549
4,448286
1,538235
1,233279
1,154164
1,647474
1,208154
1,355556
1,248381
Infinity

1,926469
1,163562
3,254187
1,653745
1,241838
1,445893
1,501662
1,124786
15,50906
1,220094
1,250804
1,157297
1,219666
1,930323
174,0282
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Uncharacte  3217,713
Uncharactc  216109,8
Uncharacte  21412,94
rRNA N-gly 23141,97
Reversed S 6748,257
Alpha/bet: 4400,716
Reversed S 1099,836
Uncharacte  116,8901
Reversed S 36564,23
Glyceralde 105909,5
Uncharacte  9029,842
Reversed S 163689
408 ribosol 19912,82
Uncharactc  5687,353
Reversed S 116825,6
Uncharacte  137533,9
Reversed S 8376,903
Gamma-gli 371977,5
Uncharacte  187689,3
Reversed S 368761,4
Uncharacte  92819,39
Uncharacte  717811,7
Gamma-gli 93070,79
Allergen C- 11727,88
Uncharacte  14184,29
Uncharacte  91689,02
Reversed S 114542,5
Uncharacte  27293,77
Fructose-b  1555,863
Uncharactc  189685,1
Uncharacte  39190,92
Uncharacte 31,42212
Uncharacte  12707,5
Uncharacte  77625,12
Alpha-gliac 130337,6
Uncharactc  2826,894
Uncharacte  10604,55
Glutenin_| 34304,29
Uncharacte  52346,45

3379,009
217506,9
23143,99
23843,41
6416,945
2898,759
903,6819
302,4987
39970,36
103774,9
11702
144406
21204,69
10224,24
1213912
123292,8
11145,82
375119,7
189363,8
380146,4
93807,48
749592,6
87999,45
13528,41
13937,33
90283,89
109081,8
26020,23
1764,445
198384,5
39042,06
105,5367
12080,59
85980,74
129710,7
3649,795
8967,784
33821,13
50279,47

Patatin OS=Triticum aestivum PE=

Reversed S 44128,53
Uncharacte  39524,91
Reversed S 283736,5
Uncharacte  46684,79
Uncharacte  15377,66
Glyceralde 76625,55
Uncharacte  268239,3
Uncharactc  103127,8
Avenin-like 8896,173
Formate d¢  308003,5
Uncharacte  2558,846
Uncharacte  120715,2
Uncharacte  541,1118
Reversed S 101173
Uncharacte  16552,91
Low molec  44743,26
Uncharacte  38936,3
Reversed S 9463,961
Uncharacte  11478,63
Reversed S 145127,2
Uncharacte  111129,1
Reversed S 151468,7
Uncharacte  111568,4
Uncharacte  24664,07
Uncharacte  473445,1
Uncharacte  13204,92
Uncharacte  100341,1
LMW-glute  522176,6
Uncharacte 118761
Glutamate  53,66295
Uncharacte  10166,79
Reversed S 44936,39
Glucose-1-  269254,8
Reversed S 3576,996
Uncharacte  7904,416
Uncharacte  65356,66
Uncharacte  68084,61
Reversed S 152237,4
Uncharacte  2643,642
Non-specif 29297,18
Uncharacte  989792,2
Uncharacte  37504,35
Uncharacte  81071,1
Reversed S 7818,151
Proteasom 193378,1
Uncharacte 7022,132
Uncharacte  24439,23
Uncharacte 42717,52
Uncharacte  316720,6
Uncharacte 335842
EC protein  103999,4
Uncharacte 1316972
Reversed S 31851,6
Uncharacte  16745,89
Uncharacte  1802,182
Reversed S 4614,867
Uncharacte  106790,4
Uncharacte 1095219
Uncharacte  157458,4
Uncharacte  178053,5
Uncharacte  12919,83
Uncharacte 116227

39579,61
56327,86
293385,6
50378,74
11689,58
86180,32
255812,1
102960,5
9245,964
299932,2
2166,028
137704,6

103199,3
15160,73
44204,46
39568,18
8532,205
11270,18
142579,1
1041739
154389
106319,6
24205,3
501620,5
13877,92
1023523
499997,8
1281162

12830,11
44097,06
302385,2
2468,546
7196,481
62761,07
63918,89
147022,4
4251,352
30787,94
1020076
38028,53
77366,42
7248,984
211071,7
5912,674
34051,25
49418,57
343535,7
3272257
102232,1
1359658
2444587
23556,61
2174,945
4480,524
1123222
1107682
161099,7
176516,5

10344,4
119184,3

3228,545
195287,1
22152,66
16238,74
6074,538
5007,518
782,3018
129,6916
36800,59

97734,2
8379,673
152363,8
19054,58

8056,75
1471211
118855,8
11165,39
406525,9
191575,8
354451,7
90316,63
927593,2
84820,68
12206,43
19673,34
84611,77
108171,4
23861,29

1988,26
213711,8
53015,79

16165,71
117564,6
131164,9
3985,266

6299,25
40840,63
45625,96
26,20724
37536,18
53437,01
315502,8
71247,98
20635,21
89019,72
252698,1
99457,16
11612,91
329926,2
2150,218
153594,8
366,7853

97162,6
14992,91
42407,97
46431,43
11091,62
11268,84
136160,6
99850,06
162359,5
108458,9
22074,19
604518,8
14119,91

93626,2
500363,1
116076,4

9093,67
40257,88
339640,1
2683,595
9463377
58779
63397,77
151692,6
3610,08
28772,64
948735
36696,52
91077,29
16054,2
2177169
8687,418
32845,42
41643,06
3251701
345884,5
92584,49
1499009
23454,02
17246,92
3416393
6686,906
114623
1187945
147225
164567,3
14962,28
136091,5

3275,089
209634,6
22236,53
21074,71
6413,247
4102,331
928,6065
183,0268
37778,39
102472,9
9703,839
153486,3
20057,36
7989,449
128446
126560,9
10229,37
384541
189543
367786,5
92314,5
798332,5
88630,31
12487,57
15931,65
88861,56
110598,6
25725,1
1769,523
200593,8
43749,59
68,4794
13651,27
93723,5
130404,4
3487,318
8623,862
36322,02
49417,29
26,20724
40414,77
49763,26
297541,6
56103,84
15900,81
83941,86
258916,5
101848,5
9918,35
3126206
2291,698
137338,2
453,9486
100511,6
15568,85
43785,23
41645,3
9695,927
11339,22
141289
105051
156072,4
108782,3
23647,85
526528,1
13734,25
98773,19
507512,5
120984,6
53,66295
10696,86
43097,11
303760
2909,712
8188,092
62298,91
65133,76
150317,5
3501,691
29619,25
986201,2
37409,8
831716
10373,78
207388,9
7207,408
30445,3
44593,05
3284754
336317,4
99605,34
1391880
26583,83
19183,14
2464,507
5260,766
1112452
1130282
155261,1
173045,8
12742,17
123834,3

0,027529
0,059365

0,03906
0,199421
0,052528
0,264626
0,172546
0,566384
0,050346

0,04138
0,181447
0,063135
0,053961
0,284024
0,127162
0,077105
0,156834

0,04968
0,010285
0,035007
0,019492
0,141627
0,046949
0,074683
0,203541
0,042165
0,031155

0,06745
0,122204
0,060644
0,183433
0,765294
0,161158
0,224762
0,005594
0,170914
0251994
0,107942
0,069656

0,083499
0,180529
0,054735
0,236073
0,282734
0,077354
0,031758
0,02035
0,149009
0,049648
0,101014
0,119725
0,271545
0,030566
0,055003
0,027927
0,099818
0,1336
0,010648
0,032702
0,054169
0,036119
0,024262
0,058441
0,131038
0,034521
0,046262
0,025026
0,052241

0,179847
0,057879
0,115923
0,202014
0,141641
0,053181
0,039438

0,01907
0231122
0,035299
0,036307
0,017937
0,085278
0,475007
0,060661
0,193776
0,171988
0,094486
0,041737
0,027767
0,061685
0,068397

0,17262
0,197872
0,342935
0,235118
0,036189
0,044524
0,046332
0,042663
0,181606
0,086548

Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum GN=TRAES_3BF1150C

Uncharactc  3606,223
Histone H4  3400,077
Uncharactc  7864,575
Uncharacte  214946,9
Uncharacte  36704,87
Uncharacte  1039,619
Reversed S 12096,09
Uncharacte  52746,16
Uncharacte  953,6661
Uncharacte  90900,08
Uncharacte 1367527
Uncharacte  542258,4
Reversed S 316742,1
Uncharacte  6664,984
Uncharacte 159,1402

3288,755
3405,225
7661,514
221746,8
32590,82
1510,243
12046,28
51326,92
3,384375
85451,99
1295372
537900,5
307715,7
5905,994
308,4295

3754,486
325095
7757,399
266527,3
32708,66
1877,376
12113,02
47979,44
1,221875
1029263
1329275
511493
263060,2
6373,526
404,6808

3549,821
3352,084
7761,162

234407
34001,45
1475,746
12085,13
50684,18
319,4241
93092,79
1330725
530550,6
295839,3
6314,835
290,7501

0,067027

0,02614.
0,013089
0,119553
0,068878
0,284563
0,002871
0,048289
1,719566
0,096045
0,027128
0,031378
0,097161
0,060632
0,425525

946,2602
173058,9
7241357
9820,335
7376,764
7451,418
320,2299
501,6759
41854,38
38335,57

2673,52
20835,29
17442,67
151378,6
133835,6
87281,62
2740,833
211890,2
75896,85
122859,2
81099,07
161605,5
61130,78
26616,96
15065,45
96639,49

48402,6
19071,88
12836,47
82311,17
31469,84
21204,21
3868,667
49784,12
42807,41
2610,156
2100793
32467,96
44538,52
7256,841
30597,84
33619,25

262615
59752,73

157106
96586,81
162311,7
23949,18

11837,1
230861,3
4667,444
98718,83
10709,02
98228,25
7889,742

15961,7
34028,67
5519,263
880,9217

78616,3

96182,8
182472,1
35286,98
21461,84

425093
8991,171
7949,715
341692,3
86029,76

311,959
39474,81
99575,8

11390,28
79585,63
66233,21
112243
1197,278
55674,98
920461,7
53069,35
80764,39
6517,647
1177208
571,7574
3031,767
34813,59
563474
181244,3
91065,2
1162682
4373,789
15551,25
452,1409
8716,467
76151,6
1104535
60707,97
160440,7
11093,85
99509,57
888,9569
733,3891
3460,057

106948
43834,66
2229,283
25243,32
50975,85
82,70999
79047,78

1039358
523382,1
254264,2
1491,411

34929,1

2107,673
166852
14547,84
10336,09
6302,109
9643,719
194,7382
3023,64
46063,96
27119,15
303,7343
32547,71
16920,69
24562,7
120915,7
112555,2
3148,102
2102199
102918,1
149918,3
74155,87
161562,1
78167,94
34619,11
21536,53
129760,1
86780,78
25667,89
3406,387
145999,2
23854,88
15667,02
249,2784
72909,75
39967,37
3455,23
1873488
30640,63
36495,29
116,5762
36914,27
39552,69
258106,6
55759,21
17597,52
93016,4
2113633
33434,5
16750,15
272433
6251,418
124964,6
8056,69
117780,6
12271,25
31576,13
37387,95
3608,865
985,7116
107892,9
86228,99
155474,9
77007,62
19890,07
535447,4
2716,493
14631,13
434398,3
107958,7
108,7414.
4368,555
34807,5
217011,2

12915,48
54389,26
56867,96
135537,5

595,126
150023,2
8282936
245037,3
64545,34
11255,46
153541,3
874,2294
3173314
31519,37
387887,6
305309,9
96023,79
1317889
18755,84
7511,938
1849,737
6230,166
100660,1
917234,7
119965,5
135798,8
9883,344
99961,82
5927,806
2465336
3125,597

175924,7
37029,11
2014,743
15621,43
46543,24

433,112
66176,42
1385170
439168,3
251144,7
5321,338
31497,74

1712,41
156531,8
13050,82
12707,44
6221,623
11777,48

550,304
3427,301
42683,25
66290,33
2813,852
83456,19
16015,14
26915,97
120908,1
102261,5
6591,219
351409,5
143844,3
268957,1
63729,63

562960
75378,42
31710,85
22080,61
145906,3
77989,69

25350,3
2716422
146962,8
28076,62
25,46936
3462,796
67569,94
100586,4
5415,037
14935,89

32388,
39180,24
188,6397
33053,58

36603,6
300680,9
59289,34
23081,55
86433,51
2312391
80137,83
10020,02
2813533
6169,937
127038,1
13851,09
73367,08
11878,51
29054,48

347788
7209,332
7042,558
120849,5
85072,68
143965,5
73069,23
20101,05
437859,1
6080,467
65747,29
454226,7
106843,8

1875,474
30213,32
182936,3
3021,775
9359,45
56925,73
51543,97
134696,8
2501,885
145711,9
800434
1269116
64499,91
18089,8
158144,5
4732,651
22658,49
41911,1
405015,5
305154,5
92715,35
1431715
15840,44
5490,372
6802,297
6391,94
93796,69
916154
125334,4
133455,1
11930,83
98116,16

2329,246
2990,753
7154,932
196776,4

33045,6
2157,287

13578,6
44603,29
3,692861
87332,54
1337592
419860,6
253868,8
4360,923
132,6766

1588,781
165480,9
1161334
10954,62
6633,499
9624,206
355,0907
2317,539
43533,86
43915,02
1930,369
45613,06
16792,83
67619,08
125219,8
100699,4
4160,051
257839,9
107553,1
180578,2
72994,86
2953759
71559,05
30982,31
19560,86
124101,9
71057,69
23363,36
6319,76
125091,1
27800,45
122989
2526914
63421,27
61120,4
3826,808
137454,6
31832,26
40071,35
2520,686
33521,9
36591,85
273800,8
58267,09
18796,56
92012,24
201638
45840,42
12869,09
261549,2
5696,266
116907,2
10872,27
96458,66
10679,83
25530,77
35398,47
5445,82
2969,731
102452,9
89161,49
160637,5
61787,94
20484,32
466133,2
5929,377
29442,71
410105,8
100277,4
108,7414.
2185329
34831,88
166507,7
3021,775
11221,74
63633,54
58215,05
127492,4
1431,43
117136,7
849729,8
141672,8
69936,54
11954,3
1431355
2059,546
9621,19
36081,35
4521257
263902,9
93268,11
1304095
12990,02
9517,853
3034,725
7112,858
90202,79
979307,9
102002,6
1432315
10969,34
99195,85
3408,381
1842,657
3192,136
7154,932
159883
37969,79
2133,771
18147,78
47374,13
1731716
77518,92
1254040
460803,7
253092,6
3724,557
22186,51

0,371665

0,05045
0,332336
0,140556
0,097225
0,224756
0,507837
0,684123
0,051224
0,459361
0,730665
0,729883
0,043013
1,072883
0,059587
0,126207
0,508474
0,314296
0,318076
0,430423
0,119772
0,784541
0,127702
0,130736
0,199512
0,202382
0,282956

0,15922
0,894681
0,296197
0,137228
0,893068
0,784713
0,190916
0,559683
0,376002
0,776338
0,032444
0,102192
1,627251
0,094987
0,081076
0,085419
0,037486
0,203706
0,055977
0,175949

0,65616
0,270549
0,103033
0,156579
0,135027
0,266793
0,230768
0,226994
0,328326
0,049813
0,330778
1,187839
0,211178
0,068506
0,123045
0,372805
0,041647
0,129504
0,529578
1,073871
0,146478
0,123173

0,93623
0,132947
0,362847

0,158977
0,218014
0,127745
0,103638
0,680932
0,454777
0,073929
0,683487
0,134082
0,486657
0,154608
1,126419

1,17354
0,147184
0214122
0,271253
0,027073
0,103555

0,58529
0,559154
1,099541
0,195578
0,140165
0,110743
0351587
0,104373
0,093844
0,009698
1,045365
0,522648
0,075694

0,294051
0,143685
0,051171

0,34325
0,068952
1,319822
0,137523
0,149465

0,11946
0,006711
0,535013
0,864313

3162,026
175388,6

22524,8
9411,545
4959,774
6985,578
826,2335
319,9327
46194,96
57123,11
16287,52
64271,57
19180,87
7453,398
162832,6
93532,28
8071,524
224005,8
1215495
212984,2
69733,81
254143,7
71865,31
32066,69
27399,83
127278,1
66254,86
30437,79

1141,04
206964,9
37383,16

22909,87
125806,4
67871,69
5724,03
8865,767
45521,76
46923,13
8,896595
39413,93
49854,3
329539
41129,76
102431
97006,21
254466,4
89495,98
7096,708
260869,4
4948,976
88681,54
8426,599
68565,34
13752,38
27405,61
4331437
6598,267
5386,895
133212,7
96822,37
185110,2
98019,64
21811,35
641244
10755,18
59204,51
484055,7
87798,51
707,1539
3498,711
41038,5
207200,7
10441,79
11973,57
77994,47
49365,43
190058
2653,107
84847,66
853411,1
68153,4
67887,49
34957,19
1794839
3582,995
932931
44133,04
4291836
3823004
101690
1606478
30219,43
12512,38
11949,35
4955,335
101769,8
944402,7
90552,44
147926,5
13578,63
133015,4

3253,831
2661,257

5379,19
284992,9
39418,37
1742,543
16096,78
42862,06
2995,665
98299,46
1185429
433889,1
283934,8
6998,763

78,8201

3793355
204690,5
20692,75
14482,16
5470,439
4894,214
867,7822
184,1059
42005,87
68391,39

11067,4
54806,92
22596,87
7698,131
153080,4
97873,82
6694,984
176591,9

134734
241414,2

80219,5
1994785
65143,57
14711,52
26079,85
125479,6
66006,79
34175,96
1071,686
206154,9
31972,03

14905,46
92376,31
68828,85
11576,38
8736,879
37598,09
56006,37
56,33789
43331,7
48771,56
3143954
25359,03
10256,3
104499,7
268516,8
101524,8
7660,888
238143,7
2561,846
59430,65
17199,35
71462,27
15546,55
30533,72
39585,82
4824,016
5620,463
127710,5
89616,41
184013,4
98492
24771,31
570787,2
8330,825
72464,99
486602,9
105168,5
397,8098
4372,654
50078,92
177818,8
7689,71
9858,866
84759,92
56418,5
160102,7
2766,038
34178,66
970824,5
47181,34
64632,79
16553,83
132797,6
2205,499
10565
4579535
374535
380346,7
117508,3
1464638
33541,05
12894,72
8397,924
3907,413
94246,39
992775,4
104634,1
177568,8
14637,66
100530

3980,823
3179,704
4059,056
1951733
44756,51
1807,091
17620,46
45684,55
2197,863
87581,68
1026546
490929,8
356967,8
7140,796
177,3949

3058,745
182083,2
23139,87
9133,373

5385,71
4676,265
716,7882
320,9408
47218,08
61285,67
17954,82

64328,9
19787,42
7558,379
1758216
97627,08
7070,304
226995,4
1268332
2212292
72775,82

254769

58992,9
37359,47
26353,15
129587,9
67544,18
32775,23
1110,086
213174,8
40556,01

21502,7
132632,9
65175,27
7703,108
8642,45
52667,05
49472,71
10,04147
40399,54
57350
3313463
38606,91
11008,6
97948,63
270762,1
92995,12
8044,467
270980,7
7609,728
100453
13273,19
69734,12
13754,83
28696,63
44464,65
6336,933
5277,043
134852,5
81545,1
194081,5
101799,8
22410,92
675332,1
11500,53
63156,33
500760,4
95027,33
692,5867
3561,801
42302,1
224999,1
10665,56
13528,68
84822,67
51799,57
143767,9
2824,705
142089,9
889804,7
722033
69035,47
38836,5
1944769
3860,534
8703,231
42883,04
4424708
411934,6
104436,7
1688690
30686,96
127328
12541,22
5009,373
105846,1
1018122
87539,03
156018,3
16392,37
133469,7

3356,496
2801,685

3708,73

313051
42498,03
2069,409
17691,71
46636,91
2863,658
97859,87
979710,4
450499,4
285162,3
7429,238
126,2489

3338,042
187387,4
22119,14
11009,03
5271,974
5518,686
803,6013
274,9931
45139,64
62266,72
15103,25

61135,8
20521,72
7569,969
1639115
96344,39
7278,937
209197,7
1277056
225209,2
74243,05
2361304
65333,92
28045,89
26610,94
1274485
66601,94
32462,99
1107,604
208764,9
36637,07

19772,68
116938,5
67291,94
8334,506
8748,365
45262,3
50800,73
25,09198
41048,39
51991,95
3250936
35031,9
10502,67
99818,17
264581,8
94671,95
7600,688
256664,6
5040,183
82855,07
12966,38
69920,58
14351,25
28878,65
42454,95
5919,739
5428,134
131925,2
89327,96
187735
99437,14
22997,86
629121,1
10195,51
64941,94
490473
95998,12
599,1835
3811,055
4447317
2033395
9599,02
11787,04
82525,69
52527,83
164642,9
2747,95
87038,73
904680,1
62512,68
67185,25
30115,84
168919,4
3216,342
9532,515
44270,47
415396,5
391527,2
1078783
1586602
31482,48
127133
10962,83
4624,04
100620,8
985100,1
94241,86
160504,5
14869,55
1223384

3530,383
2880,882
4382,325
264405,7

422243
1873,014
17136,32
45061,17
2685,729
94580,33
1063895
458439,4
308688,3
7189,599

127,488

132

0,119136
0,081938
0,057552
0,273506
0,051911
0,231039
0,097063
0,286234
0,061182
0,091507
0,237908
0,089654

0,08881
0,016219
0,069604

0,02531

0,09776
0,135169
0,051959
0,064948
0,072662

0,13443
0,098545
0,422424
0,026182
0,016159
0,012393
0,058175
0,031368
0,018396
0,118469

0216129

0,18423
0,028154
0,357169
0,012814
0,166537
0,092223
1,078663
0,049646
0,089854
0,028634
0,241819
0,041723

0,04089

0,03338
0,065354
0,062723
0,065523
0,501009
0,254936
0,338909
0,020844

0,07213
0,054434
0,060074
0,161811

0,03231
0,028357
0,085558
0,029422
0,020714
0,068043
0,084747
0,162553
0,104835
0,018349
0,090894
0,291308
0,127886
0,110081
0,117173
0,172652
0,156274
0,047552
0,068202
0,142591
0,031739
0,620287
0,066436

0,21485
0,033993
0,395278
0,190435
0,275576
0,099383
0,033002
0,086677
0,045208
0,078348
0,071436
0,057112
0,015095
0,204409
0,134343
0,058483
0,038021
0,096828
0,095461
0,095573
0,154391

0,111448
0,093077
0,201012
0,232886

0,06346
0,092427
0,052577
0,043566
0,159223
0,064125
0,101349
0,063994
0,135463
0,030509
0,386696
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REVERSE3¢
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REVERSE7:
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REVERSE6¢
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REVERSE9
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REVERSE3:
REVERSEE
REVERSEL(
REVERSE7¢
ADA1D5S9:
REVERSE7;
REVERSE2(
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REVERSE1L:
AOAIDSXG
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REVERSE6:
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REVERSEA(
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REVERSE2¢
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P82901;A0
AOA1DSYS(
REVERSEA$
AOA1DSZB!
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AOA1DS5Z9!
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AOA1D6C2!
REVERSE6¢
AOA1DS5SXI
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REVERSE9¢
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AOA1D6DS

WNNRRPNRLRRERENNWRERRARWONRBERNRENEN®ORRNRNNNNNRNRS SR RN W

o
©r ke ue NN

N
PWRRPWRERL,EUNRLRERARERENWOR S WR R ENBROR R RO

n
©

WWRWRERWENREPNWORRERENARNWNRL,,PWANRNRWR R RGO

5,4301
17,6623
10,5342

5,4867
64217
7,0554
6,8518
13,1671
53192
14,9376
12,4334
17,2477
12,5018
12,2262
11,5489
6,101
5,7791
57,9332
11,885
6,1083
11,6011
6,1942
15,3472
12,527
33,7187
12,2116
11,632
61,6321
17,0289
5,7652
23,2825
6,0301
19,3105
31,4594
86,8016
12,755
5,9789
4,947
12,1362
5,0216
6,2258
12,8674
12,6281
23,4865
97,8103
19,5984
12,0597
6,5786
55,1274
6,1846
5,6357
6,5592
50,3689
281,3139
6,1825
5,7556
6,5953
50,5004
6,1675
22,3785
19,4693
5,5438
6,4047
6,4879
17,6242
47,0474
6,4872
114,223
44,9513
17,3774
13,6584
11,7466
21,0544
62171
4,6973
11,2831
65,9112
5,8639
4,9566
31,5055
6,9916
56379
24,7358
6,434
78,5679
27,3514
6,0089
5,334
6,1327
39,0111
5,798
12,3309
6,1666
13,5861
33,5629
15,7821
7,1761
53778
17,8418
31,8081
12,3998
5,5827
28,8707
18,236
5,83
5,687
15,7593
17,1298
31,624
4,6074
11,4888
5,5379
17,8025
6,4981
18,942
6,3127
18,3203
17,5543

0,104971
0,105587
0,106149
0,109528
0,110693
0,112745
0,112946

0,11585
0,118906
0,123596
0,124044
0,126686
0,127806
0,129403
0,131876
0,133652
0,134491
0,134505

0,13465
0,135157
0,138019
0,141918
0,143153
0,148509
0,151164
0,156903
0,166747
0,168832
0,168906

0,17004
0,172793
0,175409
0,178642
0,183152
0,183204
0,183204
0,185457
0,188284
0,191801
0,192377
0,193732
0,195067
0,201705
0,202714
0,205922
0,206999
0,207395
0,208107
0,208918
0,212045
0214316
0,222413
0,227442
0,234282
0,234974
0,235363
0,236974
0,242249
0,250755
0,255246
0,261895
0,263806
0,265969
0,268557
0,268732
0,273934
0,274604

0,27593
0,277944
0,278585
0,278698
0,286456
0,287334
0,288827
0,295489
0,295915
0,297047
0,298948
0,299449

0,30595
0,308809
0,319947
0,320879
0,322738
0,332957
0,333917
0,334057
0,335183
0,340512
0,342343
0,346627
0,353901
0356375
0,364455
0371754
0,373789
0,380156
0,385699

0,39716
0,409011
0,419953
0,421875

0,42433
0,452517
0,470806
0,508573
0,512815
0,515238
0,519358
0,538307
0,544224
0,556906
0,560329
0,562917
0,586294
0,599698
0,607755
0,620144

19,91433
20,50724
1,202938
14,59044
3,216582
1,416072
1,159628
1,657669
1,39294
1,906989
4,055029
1,120933
4,869522
1,12553
1,335579
2,753338
19,78536
1,137177
1,357262
2,495294
26,37593
65,98115
1,220003
1,904287
1,49193
2,152115
1,3341
1,19508
1,365846
97,23055
1,848969
Infinity
1,429112
1,175329
1,784634
1,077072
1,661973
1,282284
1,623401
1,666766
3,68061
2,579238
14,72041
1,082369
1,918082
1,988459
1,720464
1,240797
1,117392
2,206072
Infinity
34,22403
1,137732
1,310635
35,21656
2,441654
1,281039
1,144411
1,333128
1,288551
6355,761
2,609037
14,03736
4,742302
4,654911
1,656218
3,611062
1,683249
1,288286
1,160036
1,405141
2,149884
2,030812
1,189324
1,217748
8,352133
1,056527
3,531169
1,478764
1,883794
1,685064
2,430035
1,106732
3,005362
1,564582
1,064086
1,754997
2,06867
2,289222
1,580896
2,723057
1,055538
7,657788
3,360767
1,07469
1,140238
1,373572
1,668422
1,054257
1,533487
1,562844
Infinity
1,137137
1,286205
1,224178
1,249028
1,242572
1,456701
2,013282
1,341028
1,110513
1,078427
1,089909
Infinity
1,369472
Infinity
1,125887
1,354332
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Uncharacte  3047,191
Reversed S 881,3995
Uncharacte  26932,38
Uncharacterized prote
Uncharacte  7389,206
Reversed S 551970,2
Aspartate :  60723,95
Uncharacte 51918,18
Uncharacte  10943,44
Alpha/bet: 72469,15
Uncharacte  1293,062
Uncharacte  294318,3
Uncharacte  859,9364
Uncharacte  62255,35
Uncharacte  354525,9
Reversed S 2304,342
Uncharacte  797,0133
Glucose-1-  595397,5
Uncharacte  38966,87
Uncharacte  10096,77
Uncharacte  14,48986
Reversed S 53,21508
Reversed S 27801,34
Uncharactc 411912,4
Uncharacte  43779,14
Reversed S 11834,11
Uncharacte  56776,88
Uncharacte  25031,04
Peptidyl-p1 141903,1
Reversed Sequence 73
Uncharacte  49847,86
Reversed S 71,51789
Uncharacte  5228,044
Histone HZ 159624,1
Oleosin OS 1401372
Reversed S 2655813
Uncharacte  5698,133
Reversed S 1106,856
Uncharacte  1372,397
Uncharactc 636,724
Reversed S 3983,737
Reversed S 1979,226
Reversed S 12307,31
Reversed S 36455,11
Uncharacte 133872
Reversed S 254002,4
Reversed S 16500,39
Uncharacte 130750,1
Uncharacte  196417,5
Uncharactc 9178,758
Uncharacte  36,02945
Reversed S 219,4577
Uncharacte  42653,36
Uncharactc 421574,6
Uncharacte  161,2695
Uncharacte  37172,2
Uncharacte  28847,52
Elongation 100718,3
Reversed S 16718,86
Reversed S 8401,029
Uncharacterized prote
Uncharacte  431,2601
Peroxidase 578,3495
Uncharacte  37637,22
Uncharacte  27558,07
Glutenin_| 3861,896
Uncharacte  2118,972
LMW-GS P 2372,346
Uncharacte  252979,3
Uncharacte  48206,33
Reversed S 23496,71
Reversed S 239559,9
Uncharacte  109439,3
Uncharacte  18132,62
Uncharacte  41912,37
Reversed S 36969,75
Uncharacte  121001,4
Glycosyltre  85,47977
Purple acic  2485,101
Uncharactc  4556,036
Uncharacte  52081,71
Reversed S 6196,941
Uncharacte  8985,254
Uncharacte 13710
Uncharacte  227767,9
Uncharactc  231808,6
Uncharacte  451,3916
Uncharacte  986,7915
Uncharacte  310,1577
Gamma-gli 76958,99
Reversed S 3419,223
Uncharacte 115804
Uncharacte  1415,547
Reversed S 6269,235
Uncharacte  119852,2
Uncharacte 37391,14
Histone HZ 26295,83
Reversed S 3611,186
Uncharacte  217190,5
Non-specif 145237
Uncharacte  25052,69

3278,952
1402,127
24549,42

128,984
7612,597
506392,3
63277,92
57307,46
11091,91
75496,97
1160,848
284279,7

1458,08
62964,67
3701138
524,4856
331,4651

612718
31281,46
9166,839
8,028726
89,28874
26878,79
423166,1
40482,67

11848,2
58376,56
23782,45
1581439
22,65397
50872,01

4242,421
187977,5
1496518
2729193
5698,413
1096,483
2092,103
681,0636
4154,067
1552,071
2226,083
36988,83
131350,2
265800,8
16358,79
137973,9
185311,9
7476,836

77,97408
4143552
438543,5
1032,416
33296,16
28425,64
100488
16869,11
8320,001
0,105212
715,4842
565,2051
38770,41
25096,02
3921,253
3562,123
2654,061
245324,1
47986,75
22804,2
223385,7
97758,61
19454,45
4155334
30756,73
1246433
813,8816
2192,593
4320,057
57854,78
3828,161
9574,037
12497,78
1831152
247204,5
450,1865
889,9611
332,7334
105279,1
3054,664
114830,8
16050,77
4824,603
1243204
43661,37
25172,
3124,435
218859,8
153285,4
25185,14

Reversed Sequence 48646

Uncharacte  48828,23
Uncharacte  15987,26
Uncharacte  21427,2
Uncharacte  15964,77
Uncharacte  94587,27
Reversed S 54912,85
Uncharacte  7200,982
Reversed S 1969,705
Uncharacte  17430,53
Uncharacte  5545,779
Reversed S 67608,61

Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1

Uncharacte  29317,02

47799,99
22654,64
22314,05

14792,4
91306,42
59673,54
6633,981
2128,712
17895,57
4763,601
66569,95

24464,79

Peroxidase OS=Triticum aestivum

DNA-direct  37348,47
Uncharacte 13413,72

36042,9
13804,59

3241,696
750,7896
23936,29
498,8404
4863,884
482584,5
62765,62
54398,01
11381,28

73955,5

1149,43
332850,8
820,1046
63565,52
413624,1
1723,412
339,1877
602035,1
41372,32
12179,11
17,23635

24099,26
527822,1
53207,37
9123,732
41826,08
23053,87
120765,1
116,1202
53614,77
67,39801
3137,327
182901,3
1320469
2648099
10297,62
1138,083
1173,085
1848,736
3814,697
2068,681
448,0836
38676,13
128323,3
307680,7
20123,42
118217,1
179350,1
12259,95

126,9262
38837,35
4234177
725,9375
24395,56
32986,23
92010,05

172429
7158,673
0,226109
457,2601
560,7009
46581,18

30229,6

3790,82
4448,913
2812,093
2733892
41409,88
31408,62
250395,8
90706,15
20247,79
42881,27
30927,59
135761,7
723,7054
1390,633

3996,72
53309,34

3004,44.
8455,879
12547,15
188905,7
240960,7
352,3492
761,2245

86,4441
110373,4

3655,52
126502,3
21444,71
6431,129
118108,8
45083,77
28238,56
3026,526
245339,7
153952,6
24105,46

48085,01
27357
24776,33
16774,64
99231,13
52918,3
10682,53
2062,756
16829,8
4596,753
56429,03

23721,29
181,5427
31330,14
21238,08

3189,28
1011,439
25139,36
313,9122
6621,896
513649
62255,83
54541,22
11138,87
73973,88
1201,113
3038163
1046,04
62928,52
3794213
1517,413
489,222
603383,5
37206,89
10480,91
13,25165
71,25191
26259,8
454300,2
45823,06
10935,35
52326,51
23955,79
140270,7
69,38707
51444,88
69,45795
4202,597
176834,3
1406120
2677702
7231,39
1113,807
1545,861
1055,508
3984,167
1866,66
4993,827
37373,36
131181,8
275828
17660,86
128980,4
187026,5
9638,514
36,02945
141,4527
40975,41
4278453
639,8742
31621,31
30086,46
97738,78
16943,62
7959,901
0,16566
534,6681
568,0852
40996,27
27627,9
3857,99
3376,669
2612,834
2572309
45867,65
25903,18
237780,5
99301,37
19278,29
42115,66
32884,69
1271355
541,0222
2022,776
4290,938
54415,28
4343,181
9005,057
12918,31
199929,6
239991,3
417,9758
879,3257
243,1118
97537,15
3376,469
119045,7
12970,34
5841,686
120760,5
42045,43
26568,86
3254,049
227130
150825
24781,1

48237,74
21999,63
22839,19
15843,94
95041,61

55834,9
8172,499
2053,724

173853
4968,711
63535,86

25834,37
181,5427
34907,17
16152,13

0,039023
0,340694
0,06296
0,833125
0,230534
0,068641
0,021703
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13,151
6,9295
13,5108
13,0312
10,2149
53336
0
6,1919
6,6243
6,3671
9,7329
6,9049
15,2082
20,4644
20,6328
54268
12,366
18,2789
11,9408
6,3355

12,253

0,624246
0,644343
0,655852
0,672423
0,679757
0,687541
0,710293
0,742529
0,748165

0,76634
0,771818
0,781982
0,783788
0,790008
0,792542
0,816787
0,829095

0,88483
0,998102

1,165095
1,791882
1,147079
17,66155

1,15062

1,11288
1,128363
1,113654
7,267966
1,169333
1,036218
1,016439
1,053068
1,041121
1,338155
1,080827
1,154134
1,133769
1,026168

Phosphogl
Uncharacte
Alpha-gliac
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Uncharacte
Reversed S
Uncharacte

22099,96
3167,601
6432,466
550,1887
178410,8
19007,65
26996,22
7104,106
169,6937

19093,2
12888,13
220307,9
60838,09
95616,95
109765,2
23432,82
2787,542
3284,246
4891,226

22913,71
3072,448
7201,286

715,066
145948,2
18812,65
29939,63
7814,438

52,3532
18828,24
12310,68

222792
54077,35
88981,71
120316,6
18251,95
2473,567
2504,495
3822,636

22699,14
2783,773
6986,203
378,6036
163736,2
16151,85
35835,73
6891,621
116,6336
19155,96
11559,74
234808,6
55445,61
84008,44
124745,5
25400,82
3212,901
3991,381
2417,674

22570,94
3007,941
6873318
547,9528
162698,4
17990,72
30923,86
7270,055
112,8935

19025,8
12252,85
225969,5
56787,02

89535,7
1182758
22361,86

2824,67
3260,041
3710512

0,018686
0,066451
0,057708
0,307038
0,099916
0,088684
0,145557
0,066474
0,520487
0,009143
0,054361
0,034319
0,062944
0,065047
0,065067
0,165138
0,131365
0,228138
0,334343
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Fructose-bisphosphate aldolase OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
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Serine/threonine-protein kinase OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV='

Fructose-bisphosphate aldolase OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
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Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
Protein disulfide-isomerase OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
Dirigent protein OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
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Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
rRNA N-glycosidase OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 S
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 S
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1

Serine/threonine-protein kinase 0S=Triticum aestivum PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=:
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Peroxidase OS=Triticum aestivum PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum GN=TRAES_3BF115300070CFD_c1 PE=4 SV=1
B-box transcription factor OS=Triticum aestivum GN=WCO1 PE=2 SV=1
GA20x-B4 protein OS=Triticum aestivum GN=GA20x-B4 PE=3 SV=1

Thaumatin-like protein OS=Triticum aestivum PE=2 SV=1
Serpin-Z2A OS=Triticum aestivum PE=1 SV=1
Reversed Sequence 2950
Reversed Sequence 3502
Reversed Sequence 5387
Reversed Sequence 16796
Reversed Sequence 26197
Reversed Sequence 31410
Reversed Sequence 31811
Reversed Sequence 36338
Reversed Sequence 41137
Reversed Sequence 54891
Reversed Sequence 54905
Reversed Sequence 61856
Reversed Sequence 62862
Reversed Sequence 66414
Reversed Sequence 67241
Reversed Sequence 73469
Reversed Sequence 84728
Reversed Sequence 96563
Reversed Sequence 123414
Reversed Sequence 124735
Reversed Sequence 135002
Reversed Sequence 135987

17114,74
2539,595
5347,421
28198,77

239205
2173831
39727,09
3601,605
2173,684
9845,041
11869,44
226220,6
44802,47
93394,52
231967,5
18997,28
1012,535
2617,087
4665,243

29483,45
10842,43
7236,427

594,844,
155494,9
13767,48
29950,11
9476,236
19,51047
25673,84
13448,46
226336,6
55348,95
86699,92
83425,64
17736,35
3105,135
3747,697
3674,017

30165,2
2787,598
8429,358

239,478
135368,9
14035,83

23856,9
7346,463
268,3241
25437,34
12771,95
226142,4

61624,5
78723,39
79393,77
25335,14
3736,594
4723,612
2508,418

25587,8
5389,874
7004,402
9677,697
176689,6
16513,87
31178,03
6808,101
820,5062
20318,74
12696,62
2262332
53925,31
86272,61
131595,6
20689,59
2618,088
3696,132
3615,893

0,287082
0,876399
0,221863
1,657492

0,31166
0,274102
0,256785
0,436845
1,436274
0,446448
0,062395
0,000432
0,157642
0,085136
0,660721
0,196827
0,544613
0,285219
0,298567

25673,1
3671,244
7992,251
459,8448
165661,2
14545,17
28289,02
7113,974
301,8625
21410,45
11805,57
2252085
53604,92
79946,32

100971

22572,4
2629,044

5113,12
2508,831

25910,69
4220,664
5891,009

1069,56
199217,7
17954,35
26052,61
8285,129
120,2301
23410,72
13517,26
211859,2
56625,32
94864,07
94135,34
19073,37
1979,595
2574,699
4857,461

27308,1
4282,382
4435,627

842,999
1967335

15998,2
28552,01
7346,495
306,2201
21921,33
12501,61
230655,2
54654,75
83187,52
99916,92
21351,08
2733,674
3276,038
3598,626

26297,29
4058,097
6106,296
790,8013
187204,1
16165,91
27631,21
7581,866
242,7709

22247,5
12608,15
2225743
54961,67

85999,3
98341,07
20998,95
2447,438
3654,619
3654,972
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0,033593
0,082906
0,292822
0,38972
0,099881
0,105826
0,049705
0,081779
0437226
0,046713
0,068274
0,04345
0,0279
0,091237
0,037423
0,08457
0,16692
0,358689
0,32157



WS5BVS55
WS5DWK3
WSEOL9;W
WSF5Q6
WSIA07

Bl w e e

4,976
6,9147
18,6412
4,6347
12,8656

Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Triticum aestivum PE=4 SV=1
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SEARCH("REV",A2,1)]
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g a3 a3 a IRV 4 S5 g3
2 5 d d Sz [ geee
AOA1D6RWI1 2303,758013  418139,211 424648,7254 0,859020638 2 3 00 0 00 0 O n=3 267 267
AOA1D6ARVE 1 00 0 0 00 0 O n=2 0
AOA1D5UOCO 10206,63455 10336,49386 9977,026107 0,017892363 1 3 00 0 0 0 0 O n=1 2
P33432 257932,1372 266725,9643 270626,3729 0,024528628 4 3100 0 0 4 0 FDR% 1,2 0,7 Peptide FDR%
AOA1D5YDS6;A0A1D5Z2L2;A0A1D6AIG8 392897,1046 393855,9167 414181,7961 0,030030356 1 3 00 0 00 0 O # reverses
AOA1D5VDY9;A0A1D5WPA6;WS5CSL3;A0A1D5X433;A0A1D6A1Q0;A0A1D6D)20;W5DT55;WSEEO0; W5FAYS 6 00 0 0 00 0 O total 2/3
064393 74323,45593 77752,44587 70075,77694 0,051932132 1 3 00 0 00 0 O total proteins
AOA1D5V8K8 11635,81564 12082,56519 10471,93278 0,072959188 1 3 00 0 0 0 0 o ffiltered 2/3 ; no revers
REVERSE29260 198301,2092 195913,5819 199821,9398 0,009949573 2 3100 11 0 2 total peptides 1089
AOA1D5XAR2;A0A1D5XAR1;A0A1D5XAR3 546478,1987 559831,6277 532995,9517 0,024555314 8 3100 0 0 8 0 AvePeptides/Protein 5
REVERSE10072 16048,61989 16553,60365 16587,38578 0,018404963 1 3 00 0 10 00 Peptideminimum
REVERSE74392 478038,1942 496396,3201 554973,3093 0,078817674 1 3 00 0 10 00 CV Maximum
AOA1D5VFB4 23644,32806 26553,18544 24583,35836 0,059556266 2 3100 00 2 0 30 %
AOA1ID5WMBO 53514,54489 46781,03133 47956,33435 0,07278114 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5XCE6;A0A1DSXCE7 12060,50629 10686,77505 13520,20633 0,117206877 1 3 00 0 00 0 O
AOA1DS5YIV7 230777,2613 225946,3631 234431,0258 0,018473082 2 3100 00 2 0
B2Y2Q6 2371463,011 2365960,144 2457280,201 0,021352828 10 3100 0 010 O
AOA1D5V8W1;A0A1D5V8W3;A0A1DSWM92 1104611,933 1125589,828 1130311,603 0,012212343 11 3100 0 011 0
MO9TGF7;P08453 1839904,448 1801226,934 1874614,043 0,019967253 3 3100 00 3 0
AOA1D5VA75;A0A1DSWCT3 45907,71242 47119,05646 47574,69963 0,018383224 1 3 00 0 00 0 O
W5D616 280573,8353 268443,4848 289098,576 0,037154277 2 3100 00 2 0
AOA1D5XF06;A0A1D5XF07;A0A1D5XF08;A0A1D5XF09;A0A1D5XI63; W5EI90 1799,755388 1871,149507 1916,414871 0,031579757 3 3100 00 3 0
AOA1D5WUQO;A0A077RPL8;A0A1DEDICE 49,44062505 64,42320004 73,41315736 0,193998078 3 3100 00 3 0
AOA1D5YEH0;A0A1DSYEH1;A0A1DSYEH2 401673,4995 383216,9474 369229,2919 0,042300599 12 3100 0 012 0
AOA1D55Z45 31524,87441 32152,75083  32813,5455 0,020035168 2 3100 00 2 0
AOA1D55QM9;A0A1D5SQNO;A0A1DSSDES 193447,4768 190074,3235 192796,4141 0,009314672 2 3100 00 2 0
AOA1DSUEAS 10722,00605 10197,14737 9968,516533 0,037522529 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6CC32;A0A1D6CC33;A0A1D6CC34;A0A1D6CC35;A0A1D6CC36 3434,18383 1819,758618 1209,721095 0,533475453 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6B080;A0A1D6B082;A0A1D6B08S 134914,842 124919,6418 142392,0384 0,065383948 2 3100 00 2 0
AOA1D5X6G4;16QQ39;A0A1D5X6G5 446832,1172 466843,6188 467455,9074 0,025488648 25 3100 0 025 0
W5DV70 349589,3192 352360,5726 376701,1564 0,041489395 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6BMD2 648147,8561 657290,6321 633003,1075 0,018984437 2 3100 00 2 0
P04724;P18573 1075882,74 1137989,712 1158124,164 0,038139401 3 3100 00 3 0
AOA1D5URU3 11865,80047 13828,41297 13548,22654 0,081150686 2 3100 00 2 0
AOA1D6RZK9 19347,05524 19328,93394 19382,18838 0,001399095 1 3 00 0 00 0 O
P17314 1071138,541 1087092,916 1071119,285 0,008562241 4 3100 0 0 4 0
AOA1D5SA86 881028,0729 863607,8183 894694,7465 0,017710385 2 3100 00 2 0
AOA1D5ZHG4;A0A1D6A3Q0 1416,358261 1184,064567 1304,746636 0,08924813 1 3 000 00 0 O
AOA1D5UESS 123852,9791 116988,4373 139581,5165 0,091340845 1 3 00 0 00 0 O
REVERSE10101 9496,498304 11074,618 9460,688122 0,092066325 1 3 00 0 10 00
AOA1D6A389;A0A1D6A391;A0A1D6A392;A0A1D6A393;A0A1D6A394;A0A1D6A395;A0A1D6A396;A0A1DS 277238,5936 281689,1289 268640,3517 0,024046403 3 3100 00 3 0
AOA1D6C415 10009,23893 10759,56316 11357,92398 0,063103339 1 3 00 0 00 0 O
REVERSE57083 644586,1667 639010,9207 650572,268 0,008968021 2 3100 11 0 2
AOA1D5SHP6;A0A1DS5SUL7 845,9615037 921,3837903 769,8335744 0,089597997 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5Z7G1 5083,958194 5074,237384 5255,971147 0,01989731 2 3100 00 2 0
AOAID5WAYO 21737,94964  23534,1495 28323,47472 0,138768139 2 3100 00 2 0
AOA1DS5TRCS;T1VZ18;T1VZZ1 207260,5019 204688,9161 209321,9506 0,011208597 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6BQM7;W5HPC1;A0A1D6C4Q5 211490,4506 217402,634 231808,1782 0,04745207 S 3100 00 5 0
AOA1D55346;A0A1DSWZY9 4370075,306 4432790,8 4747257,541 0,044747037 4 3100 0 0 4 0
AOA1D5VDP8 33530,18039 31693,39814 29965,45996 0,056182009 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5YFA6;A0A1DSYFA7 328449,5468 340670,0375 306173,9089 0,053801047 14 3100 0 014 0
AOA1D6CZ86;A0A1D6CZ87 285718,8416 276130,3823 328204,9346 0,093416052 2 3100 00 2 0
AOA1D5WIJ12 162560,1012 175696,0685 208704,3147 0,130400217 1 3 00 0 00 0 O
REVERSE124618 75734,70488 73291,69732 85888,24078 0,085307754 3 3100 11 0 3
AOA1D6RUMO;A0A1D6RUM1 7038,288082 7560,175179 7429,309392 0,036980904 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6RTR9;A0A1IDERTSO 131780,7887 144229,0525 143947,1789 0,050769739 3 3100 00 3 0
AOA1D5SVW4;P08488 237311,6266 273271,68 272455,88 0,078655442 13 3100 0 013 0
AOA1D5VVQ2;A0A1D6RSZ6 1120546,282 1156331,281 1343745,758 0,099328355 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6S9DO 1253706,849 1224910,065 1308147,139 0,03348909 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5SIN8;W4ZXB7;A0A1D55K30;A0A1D5SLT4;A0A1D5T2R7;A0A1D5T3X5;A0A1D5SYEP4;A0A1D5ZCTS;,  222104,085 219125,1159 208947,4674 0,031831669 2 3100 00 2 0
REVERSE114344 2350201,551 2428374,848 2535463,704 0,038148441 1 3 00 0 10 00
AOA1D5VCNO;A0A1DSWIES;AOA1DSWIFO 495771,1302 487266,2609 471028,9746 0,025935906 3 3100 00 3 0
AOA1D6RI99 4885,906871 4285,768261 4792,603209 0,069379123 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5ZZD7 894161,9191 898194,935 896318,3695 0,002251807 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5S561;P16315 18427,43652 18765,67049 19739,56795 0,035897393 1 3 00 0 00 0 O
REVERSE32775 373272,3585 336060,5399 321930,4894 0,077152686 2 3100 11 0 2
AOA1D5V5M8 639557,5458 595771,9895 608782,2709 0,036579239 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6COB3 512465,9506 520615,1633 504403,9445 0,015816053 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6D575;P83207 1020860,729 1037470,155 973514,7454 0,03283729 4 3100 0 0 4 0
Q0QsD9 491739,2469 486463,6559 441682,04 0,058112576 11 3100 0 011 0
REVERSE8438 296124,989  296346,162 284946,0101 0,022289187 2 3100 11 0 2
AOA1D5UQB7;A0A1D5UQB8 3416,380183 1700,381795 1066,977246 0,589721831 3 3 00 0 00 0 O
AOA1D5YCJ4 154634,7364 158498,2582 157243,4771 0,012570177 2 3100 00 2 0
AOA1D5WR93 1588,708657 2147,378474 3557,300669 0,417298678 4 3 00 0 00 0 O
AOA1D6A6D2 71634,96081 72757,82445 86079,89902 0,104593098 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5S7P5;A0A1D557P6;A0A1D557P7 298342,0261 286265,0179 268369,0694 0,053038971 6 3100 0 0 6 0
AOA1D5RZP4 118436,248 120486,3747 130316,6949 0,051597698 2 3100 00 2 0
AOA1D5X5C6;A0A1D5Z536;Q5EWZ1;W5AH12 122777,6705 118530,0567 110862,1246 0,051444222 3 3100 00 3 0
P81713 946795,3181 986173,4137 910254,9657 0,040061634 4 3100 0 0 4 0
AOA1D5SRL7 6504,862355 6666,750941 6737,994915 0,018001432 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D6B419 111331,5584 109744,0907 113702,7941 0,017852771 4 3100 0 0 4 0
AOA1D5YS5R2;WSEST8;A0A1D5Y5R3;A0A1D5Y5R4 612537,5284 589384,1382 540704,2188 0,063119889 22 3100 0 02 0
AOA1D5XII7 138545,8413 133025,4209 149744,4455 0,060657842 1 3 00 0 00 0 O
H6U7Y8 49838,5557 57558,37353 65324,16005 0,13448526 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5TGGO 515,9172526 497,2790527 467,4889737 0,049491685 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5RVBO;A0A1D5SR34 137013,279  138126,253 159458,7283 0,087320952 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5VWS6 698,8383107 894,4589555 1120,400299 0,23321978 2 3100 00 2 0
REVERSE28785 168665,6523 177062,9725 171409,5368 0,024839663 1 3 00 0 10 00
AOA1D6D852 5068,605268 1800,848986 3103,916661 0,494818687 1 3 00 0 00 0 O
AOA1D5ULV1 1209,269265 2619,106156 2154,248599 0,360250662 1 3 00 0 00 0 O
A1EHE7 127149,0504 147227,7841 173191,3162 0,15472768 4 3100 0 0 4 0
AOA1D5T499 1658034,792 1670362,914 1820779,003 0,052791836 2 3100 00 2 0
AOA1D5Y4V2;A0A1D5Y4V3 1222205,56 1300144,12 1436141,651 0,082056345 1 3 00 0 00 0 O
P10388;P08489;P02862 3636714,584 3641604,947 3436359,957 0,03279017 8 3100 0 0 8 0
AOA096UUO1 29597,84319 26402,69954 27795,40514 0,057351617 2 3100 00 2 0
REVERSE79719 69210,47643 63086,20908 77947,21601 0,106571606 1 3 00 0 10 00
AOA1D5SA64;A0A1D5SCA6 41353,64015 40272,37428 39147,20673 0,027405649 2 3100 00 2 0
P01083;A0A1D6BDS6;A0A1D6BDS7 2944072,554 3004358,879 2929531,42 0,013407076 9 3100 00 9 0
AOA1ID6AMXS 188259,7507 190002,2631 198729,0319 0,029165945 2 3100 00 2 0
AOA1D6AACS 243690,7685 252859,3703 255677,0004 0,024994858 1 3 00 0 00 0 O
Q41560 382040,3733 386824,8659 415425,7113 0,045731344 2 3100 00 2 0
B2Y2S6 1597217,629 1635565,139 1570043,183 0,020562499 5 3100 00 5 0
AOA1D5YTL4;A0A1DSYTL6;A0A1DS5ZFIS;W5F5KS;W5SFLVO 2044,204375 799,2637143 459,5846204 0,757748128 1 3 00 0 00 0 O
P21292 430850,1914 454933,9729 431183,2629 0,0314578 2 3100 00 2 0
AOA1D5XS09;A0A1D5XS10 552254,135 560827,1371 504788,8517 0,055971396 23 3100 0 023 0
AOA1D6RVI6 30698,13919 29311,78759 27905,81939 0,047642366 2 3100 00 2 0
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Nota
Capítulo 3. Material Suplementar S1 (cont.)
FDR com aplição de filtros. 
Dados de abundância nas replicatas em azul são referentes à amostra SP, em amarelo à LW e em verde à MD.


WS5FAG2

AOA1D5XGF5;P82900;A0A1D5Z0ES
AOA1D5TE41;A0A1D5TVBO;AOA1DSUPP9;A0A1DSUPQO

AOA1D5Y1Q7
AOA1D55U52;P42755;W4ZQKS;W5A4Z8;A0A1D5SCY5;A0A1D5SYE4;P04568;Q08000; WAZP51
Q8L5C6;A0A1D5XPZ7

AOA1D5V605

AOA1D6B7P2

AOA1D5YMH9

AOA1D65475

AOA1D5ST37;A0A1D5ST38;A3KLLA

Q10464

/AOA1D550Z9;A0A1D550Z8

AOA1D5Z1A0;A0A1D5Z1A1;A0A1D5Z199;A0A1D5ZZT9

ASA4L5;A7XUQS
AOA1D6RX06;A0A1D6RX08;A0A1D6RX09;A0A1D6RX12;A0A1D6RX13;A0A1D6RX10
AOA1D5XXC7;A0A1D5XXC8;A0A1D5XXCI;WSEKIO

AOA1D6SCS9

WS5F9Y7

W5AXS8
AOA1D5XGF3;A0A1D5XGF4;A0A1D6DBP9;A0A1DEDFKI;P93594;A0A1D5TQ62;A0A1D5TQ63
P16159

P01544;Q9T0P1;A0A1D5SHZ0

AOA1D5V1P3

REVERSE15679

AOA096UKH3

‘AOA0C4BJJ3;A0A1D5XC64;A0A1D5XIX6;A0A1D5YOEO;AOA1D5Y256;A0A0C4BJN1;A0A1D5XW51;A0A1D5X

AOA1D5YML1

Qoomé1

AOA1DSYIE7;AOA1DSYIES
AOA1D551Q3;A0A1D551Q4;A0A1D55MS2;A0A1D55MS3;A0A1D55MS4;A0A1D6RGM4
AOA1D5ZSF6

AOA1D5TKG5;W5BNJ7;W5C5N9

AOA1D5SKS6;A0A1D5SKS7

REVERSE5090

101T65;P04723
AOA1D654U0;A0A1D6CDM3;A0A1D6CDM4;A0A1D6CDMS; W5I774
AOA1D6D8Z1;P16850

REVERSE1342

AOA1D6A9AS

AOA1D6CWE4

AOA1D6AMZ6;A0A1D6B2K0;A0A1D6S7GY
AOA1D5VI14;A0A1DSWWG7;A0A1D5WWG8;A0A1DSWWH1;W5D739
AOA1D5RVA3;P01543

P32032

AOA1D6ABRS;A0A1D6ABRI

AOA1D5Z1F1

WSEG36

REVERSE71238

AOA1D5VS76
AOA1D5XJK8;A0A1D5XW56;W5DYF8;A0A1D6RW51;A0A1D5XW57;A0A1D5YF63;A0A1D5XW58
REVERSE14820

REVERSE127228

AOA1D5WZS9

AOA1D6CIRO

AOA1D5Z7U0

AOA1D5XQQ1

AOA1D5UVR6

AOA1D5YW63

REVERSE45615

AOA1D5TUSS

AOA1D5ZSB9

REVERSE59204

AOA1D6ALNS;AOA1D6B3W3;W5G6L7

AOA1D6AVWS

REVERSE1938

AOA1D6DEV4;A0A1D6DEV7

AOA1D5VHB3;A0A1D5WVE9;A0A1D5SWWO00;A0A1D6RTI5;A0A1D5VHB1;A0A1D5VHB2;A0A1D6DMG3;P12

AOA1D6CHZ0;A0A1D6CHZ1

REVERSE23485

AOA1D5T117

AOA1D5T2J1

AOA1D5RZF1;W5C1U0;W5EGU4;W5SE825
P93693;W5FZ62;A0A1D5ZBL7;Q41593;Q95T58;A0A1D5ZDP7
AOA1DS5XTT2

AOA1D5ZLD8

AOA1D6AQL4

W5AKY9;A0A1D5T267;A0A1D5T266
AOA1D5ZL98;A0A1D5ZDW1
AOA1D5YZP8;A0A1D5ZTP1;A0A1D6DEIS

B2BZD1

AOA1D6APP4

D2KFH1
AOA1D5Y681;A0A1D5Y683;Q93XQ7;A0A1D5X7C3;A0A1D5X7C5;P52589;Q7FYS2;A0A1D5XQQ0
AOA1D5Z579;A0A1D5X611;A0A1D5ZWHO

AOA1D5RVEO
AOA1D5WUS55;A0A1D5WU56;A0A1D5WUS57;A0A1DSWU60
AOA1DS5TRI4;A0A1D5UAIL;A0A1D5UYW7;A4K4Z3
AOA1D5TOL2
AOA1D5X8Y9;A0A1D5X8Z0;A0A1D5XQJ1;A0A1D5Y696; WSERSS
AOA1D6DAN1

Q6SPZ3;10ITS1

P10387

B1GXL6

AOA1D5YVKO;A0A1D5ZG58;A0A1D5ZGS2;A0A1D5ZGS3;A0A1D6A406;A0A1D6A407;A0A1D65260; W5FPN2

AOA1D5W9D9;A0A1DSWIED

WS5ACP2;W4ZT34;W5A558
AOA1D5S52A7;A0A1D552A6;A0A1D55)26;A0A1D5T356;A0A1D55)27
AOA1D6BR39
AOA1D5SDD4;A0A1D5SDD5;A0A1D55DD7;A0A1D5SDD8;A0A1D55DD6
AOA1D5UEO3

AOA1D6BIM3

AOA1D5V7H4

REVERSE57600

REVERSE47178
AOA1D5WWL8;P01085;W5DK32;A0A1DSWWL9;A0A1DSWX53
AOA1D5UW10
AOA1D5ZWY2;A0A1D5ZWY3;A0A1D6BH74;A0A1D6DIVO
AOA1D5WD68;A0A1D5WD66;A0A1D5WD69
AOA1D6BM26;A0A1D6CQB4;A0A1D6D827;A0A1D6D828
AOA1D5WVG4

P02861

W5GXK6

AOA1D6BF91

Q94G92;A0A1D6REQY

AOA1D5WDTS5;A0A1D5W859

372352,6896
408767,5975
140830,2176
15381,60162
500,0198416
453372,3084
86906,68666
31928,29484
213380,6653
554541,9309
590329,3418
654129,4697
694197,1625
128989,6499
486,1565317
122187,1231
43720,8128
78648,39312
1387785,389
71328,79585
39817,41398
426956,6988
1484646,214
26021,17802
86188,1665
543,2362155
150585,5517
2323757,959
286407,2275
39104,80765
111593,3751
294719,133
210379,91
58169,33704
5598,40869
30542,74013
286729,9425
257334,9263
300613,1379
559,7160007
202274,2852
24152,786
45826,39541
389131,2133
374849,2349
21960,23012
37501,53298
22610,43913
152098,8437
16084,61684
114566,5731
12,05821254
3857,602913
3202,256537
118735,3396
7631,628482
194717,7568
4494,643114
126014,4653
8923,571085
58799,27497
84124,4034
177343,7683
493992,0675
328750,2047
281873,2614
7691,99278
84551,78829
382,8035602
29283,49203
521293,2485
114895,0007
331214,0826
1616598,617
419464,4531
158500,9569
204157,2899
1242551,74
98517,76505
78455,24539
61454,72713
64462,77775
113346,4539
237342,3815
20996,67009
77170,35011
197641,1467
47602,67888
35848,98173
153038,9338
53456,10734
328938,4887
1520737,333
87720,45934
101292,9128
323161,9115
42062,34011
449670,4841
160687,2962
631937,3427
13148,70772
49555,16835
58942,20312
1558,131555
20475,39651
8714,065243
265558,9054
243,212642
42241,23828
2019,445156
32066,54432
895433,0712
53429,0459
90479,14817
106682,6947
67415,86011

359438,2313
410737,8477
130965,7334
16393,94194
472,1469379
474253,7554
77385,19425
29604,51839
221056,7191
585643,3503
609252,4953
643711,757
677378,9933
133208,45
1111,887393
124113,6063
46896,17438
76591,08071
1384268,168
71949,91807
39854,25585
443715,1428
1482311,528
27418,28866
73722,35916
637,9229989
154592,7439
2335761,101
314287,5353
40245,16563
111830,7674
307525,8609
210405,3563
57371,99694
899,3165584
39060,18145
307758,6019
264546,6922
301393,1424
551,9752995
212418,6174
26098,77497
45196,75689
380720,2153
371875,2106
22686,76814
41155,55284
23137,58692
159678,8495
17411,71776
108812,7115
47,91650012
3551,307066
3516,162535
126554,7996
7959,140519
188130,7788
4878,535727
133222,8035
6839,604845
60673,55258
81601,01079
158986,0052
505187,882
342801,681
295545,1034
7412,389848
83804,19989
343,1720276
29660,73271
534279,6124
113155,5559
316368,7059
1590221,193
467215,9008
153275,7375
207289,3415
1223053,8
95465,64735
64121,08945
58174,90933
63304,65333
115752,8626
232108,6192
22998,69889
75466,65695
189066,3049
51081,22268
43818,46996
154545,7058
53691,46627
336538,2368
1586141,941
86932,04374
110537,1654
335382,7809
45900,56772
488721,4814
179602,6034
646619,0207
12830,39652
49328,02056
66093,71702
856,0508788
20350,55822
9915,311024
243329,0321
299,576223
42478,9979
1800,555899
35303,02915
913327,8865
55841,58661
90070,9488
112878,3801
71038,64722

430603,5676
387863,7221
129087,7873
13890,10985
466,8546354
461663,5521
72936,40048
30700,96347
213634,2988
611207,7118
620319,7279
598990,0282
615430,3288
127323,2874
431,7841914
120743,3676
49856,2122
74675,80371
1282463,441
84767,47514
35273,48524
413751,3866
1417001,896
33281,20865
61724,88003
615,853108
146445,8244
2824619,596
293775,0848
36753,49747
112744,034
322409,4544
198918,2878
53885,2956
801,3882797
39793,95304
296311,4898
255746,3862
278699,0554
565,2833023
197161,5618
22956,08025
44873,90083
380911,7712
358505,6799
26690,86235
38406,96591
24976,19191
166489,151
15262,69207
99170,47894
62,10843263
3240,12253
2355,710886
123736,9932
7242,68712
207178,7929
4515,234956
141956,3803
5924,185034
65626,72629
76077,57685
188213,6837
569729,7134
313437,3284
274326,8216
8504,325835
88029,64729
761,2245015
24171,56503
665394,2673
104533,9083
371722,503
1462510,41
457797,8774
143189,5079
219321,2778
1180836,274
91177,25555
62149,595
55433,24122
75164,52821
137461,7526
211665,1311
23503,50201
70575,17144
225243,5439
44011,40158
35832,51254
146954,9646
48866,43025
347005,1933
1909709,786
80534,41859
98367,5948
322000,6349
40375,80877
375225,1135
211233,16
668445,4214
10934,01919
52809,98865
77204,07412
921,1443389
19333,1498
13585,20138
239980,8706
436,2217181
50988,20421
918,581891
43177,71486
794473,9606
69049,33398
93468,88523
103044,0555
61350,36789

0,097849333
0,031496477
0,047203157
0,082744947
0,037145603
0,022704162
0,09025467
0,037811606
0,020184798
0,048609208
0,024999776
0,046331354
0,062630389
0,023362746
0,558580608
0,013820176
0,065528429
0,02592326
0,044260397
0,099794024
0,068749437
0,035074766
0,026276415
0,133260187
0,165574498
0,082705655
0,027059933
0,114550505
0,048455612
0,046006063
0,005421503
0,044962101
0,032070473
0,040342615
1,126874714
0,141022482
0,035456148
0,018093608
0,043884736
0,01195638
0,038075611
0,064999959
0,010693641
0,012517996
0,023629572
0,107132388
0,048765869
0,052682813
0,045154188
0,066717724
0,072355835
0,633868117
0,086977878
0,198449887
0,032194624
0,047123661
0,049186452
0,046645012
0,059695178
0,212634898
0,057172473
0,051060969
0,084489666
0,078169478
0,044731529
0,037882776
0,072076816
0,026385449
0,465521217
0,110667772
0,138955856
0,050048344
0,084325776
0,052947987
0,056437039
0,051322052
0,0380748
0,025954362
0,038794602
0,130414016
0,051662836
0,096663012
0,10870967
0,059763599
0,058927324
0,046013409
0,092675072
0,074320463
0,119635044
0,026524404
0,052309537
0,026878086
0,12455239
0,046331118
0,061434931
0,022682459
0,066184684
0,131683746
0,138914011
0,028305351
0,09731393
0,038526259
0,136503782
0,348922347
0,03124493
0,236323239
0,055692471
0,304128372
0,11015187
0,368948936
0,155082609
0,073849195
0,141468859
0,020311259
0,046238499
0,073499616
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AOA1D5X4W1

REVERSE90489

AOA1D6CHEO;AOA1D6CHE2

AOA1D5V6I7

AOA1D6AZF2

AOA1D6BPP8;A0A1D6CRM1;W5HPLO

REVERSE45014

AOA1D6BRS0

AOA1D5VIX2;W5DIU6;A0A1D5VIX1

AOA1D6B2E2

AOA1D5ZDV7;A0A1DS5ZDY2

REVERSE111614

P04726

REVERSE92699

AOA1D5WSAO

REVERSE82133

AOA1D6BRM9;A0A1DEBRNO;C7CAX1

W5B8A7

REVERSE843
'AOA0C4BJ86;A0A1DSXE80;A0A1D5XUJ1;WSELE2
AOA1D6D361;A0A1D6D362;A0A1D6D363;A0A1D6D365;A0A1D6D366;A0A1D6D367
REVERSE25348
AOA1D5VPL6;A0A1D5VPL;A0A1D5VPMO;A0A1D5VPM2
REVERSE68704

P06659
AOA1D6CAES;AOA1D6C4EY;WSHXX0;WSH8Z0;A0A1D6BNS7;A0A1D6BNSS
REVERSE14418

WSEI9

WSH3A0

P04729;Q8W3V5

P81496;Q043691;Q043723

AOA1D6CV02
AOA1D6CWE1;Q2A784;A0A1D6CWE2;A0A1D6DGXS5;P0CZ10;P0CZ09
REVERSE63130
AOA1D6ACZ4;A0A1D5W4AW2;P12862;Q332R4
AOA1DSWNGS

AOA1D6BX91;A0A1D6BX90

AOA1D5ZL87;A0A1D5ZL88

AOA1D5SWHTS8

AOA1D5TNP7
AOA1D5V9F1;A0A1D5WKG1;A0A1DSWKG2
AOAOE3Z7G8;A0A1D6AIC3;K7XRA1;P02863;P04722;P04728;X2KVHI
AOA1D5X8X8

AOA1D5U4C8

P10386;P04730

AOA1D5SSB3

AOA1D6CFV3

REVERSE65571

AOA1D552W3

REVERSE22959

AOA1DS5RXN1

AOA1DSWEM4
AOA1D6ABM2;A0A1D6ATH7;A0A1D6ATHS;A0A1D6B4QS5;A0A1D6B4Q7;W5G5H3;W5GYXS5;A0A1D6BAQS;
AOA1D6AYX4
AOA1D5ZGRO;A0A1D5ZGR2;A0A1D5ZGR3;WS5FLA4
P0OCZ05;Q2A783
AOA1D5Y7B6;A0A1D6D1U6;WS5HFK6;W5IA32
AOA1D5RYQ8;A0A1D55806;A0A1D55807;Q9SAU8;A0A1D5WATS;A0A1D6DD48;A0A1D5Y2X9;A0A1DS5XSS!
WS5GFR6

WS5AK13

REVERSE43385

AOA1DS5SEV5;A0A1DSSEVE

B2Y2Q1

AOA1D5VPJ2

REVERSE80371

AOA1D5Z6NO

REVERSE6163

W5CDA6;W5CU29;W5D8P4

REVERSE109229
AOA1D5XVS4;A0A1D5XVS8;A0A1D5XVS7
AOA1D5YP21;A0A1D5YWY7;A0A1D5ZX19

WSDNB8

AOA1D6CBS3

AOA1D5X466

Q8w3v4

WS5BBJS

AOA1D5ZIQ1;A0A1D5Z1Q2

AOA077RTBO;A0A1D5VU95

REVERSE40639
AOA1D6BV11;A0A1D6D1B0;P30523;A0A1D6BV13;COKWES;W514Y2
REVERSE45973

AOA1D6S585

AOA1D6DII3

AOA1D5TK48

REVERSE60851

AOA1D5VV16

P24296,Q8GZB0
AOA1D6DIS2;A0A1D6RXD5;A0A1D6RXD7;A0A1D6RXD8;A0A1D6RXD6;A0A1D6RXDI
AOA1D5T3T7;A0A1D6RERO;A0A1D55109
AOA1D5SE57;W4ZQ59

REVERSE98744

AOA1D5VZZ0;A0A1DSWHX8;W5C3H4
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24395,55658
32986,23256
92010,04562
17242,89914
7158,672786
0,226108611
457,260053
560,700918
46581,17697
30229,60114
3790,819692
4448,912529
2812,093314
273389,1745
41409,87668
31408,62102
250395,7713
90706,153
20247,79362
42881,26588
30927,59206
135761,7361
723,7053544
1390,632713
3996,71994
53309,33622
3004,439574
8455,879442
12547,1478
188905,7164
240960,7018
352,3492384
761,2244978
86,44410102
110373,3572
3655,520164
126502,2569
21444,70901
6431,128715
118108,8493
45083,77016
28238,56165
3026,525956
245339,7266
153952,6442
24105,4623

48085,01452
27357,00369

24776,3258
16774,64051
99231,13303

0,002870919
0,048289236
1,719565636
0,096045435
0,027127699
0,031378028
0,0971612
0,060632392
0,425524545
0,039022659
0,340693774
0,062959861
0,833124538
0,230534315
0,068641166
0,021703167
0,049457863
0,019990052
0,020466592
0,066467154
0,084395359
0,341662037
0,010421849
0,080724928
0,598145435
0,544912054
0,014482665
0,141657293
0,147166434
0,356713984
0,357996462
0,073385912
0,140699884
0,144119349
0,143472425
0,174457381
0,041740158
0,133618765
0,952491293
0,037859954
0,041941857
0,248876443
0,085498386
0,062669009
0,016715669
0,367209759
0,019441115
0,31273304
0,651168388
0,042589878
0,147905114
1,280731549
0,031021166
0,021178068
0,102270178
0,120821312
0,077504553
0,046313832
0,251540191

0,507955812
0,047569281
0,021761706

0,69061065
0,207167834

0,08376253
0,050773765
0,015926327
0,087320887
0,516035706
0,293883216

0,01614195
0,118785093
0,092931591
0,016927097
0,348269061
0,085253688
0,056398905
0,084201115
0,184549226
0,057164876
0,095279693

0,05542681
0,016310025
0,107612353
0,060481059
0,733943068
0,280135558
0,065438582
0,055890312
0,381608066
0,062114179
0,053108322
0,121452138
0,032266136
0,135982624
0,128688351
0,560017805
0,184568773
0,089650212
0,054398413
0,799039279
0,151403779
0,026530734
0,097346939
0,058388241
0,096230849
0,069529154
0,032162199
0,023762123

0,011005208
0,259690873
0,075975658
0,062902758
0,041895809
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REVERSE65742 54912,85236 59673,53844 52918,30232 0,062160491
AOA1D5SXD3;A0A1D55XD4;A0A1D55XD5;A0A1D55XD6;Q03968; W4ZN68 7200,982332 6633,980824 10682,53486 0,268236625
REVERSE59562 1969,704695 2128,711966 2062,755917 0,038898829
AOA1D5XMK2 17430,52931 17895,57166 16829,80494 0,030734058
AOA1D6B7D4 5545,778968 4763,600686 4596,752947 0,101972272
REVERSE99407 67608,61201 66569,94895 56429,0272 0,097213943
AOA1D5RV86;A0A1D55939;WA4ZRV5

AOA1D5W323 29317,02497 24464,78802 23721,29004 0,117629877
AOA1D5SNPO 181,542656
AOA1D6DIE4;A0A1D6DIES;AOA1D6ESARE 37348,4735 36042,89925 31330,14059 0,09069288
AOA1D6DSH8 13413,71595 13804,59199 21238,07807 0,27296063
AOA1D6AGT9;A0A1D6BEX1;P12783;W5H4V7;A0A1D6AGT8;A0A1DEAXUI 22099,96368 22913,70905 22699,1441 0,018685518
AOA1D5URA1;A0A1DSRRC9;A0A1D5RUZ4;A0A1D5RYLO;A0A1D559K3;A0A1D5TOX9;A0A1D5T746;A0A1D5 3167,601255 3072,447914 2783,77256 0,066450781
J7HTO9 6432,465552 7201,286203 6986,203415 0,057708174
AOA1D5UPS9;A0A1D5UPTO;A0A1D5UPT1;A0A1D5UPT2 550,1886775 715,0659784 378,6036377 0,307037987
AOA1D5SD15;A0A1D55D16;A0A1D5SUT4;A0A1D5SUT5;A0A1D5YGGY;A0A1DSYGHO;A0A1D5ZB54;A0A1D! 178410,8183 145948,1773 163736,2461 0,09991607
AOA1D5TS27 19007,65494 18812,64591 16151,85215 0,088683868
AOA096UKUS5 26996,22186 29939,62767 35835,72916 0,145557349
AOA1D5V6V1 7104,106217 7814,438483 6891,62115 0,066474387
AOA1D5XPB2;A0A1D5XPB3 169,6936898 52,35320353 116,6336146 0,520486857
AOA1D5VFC5;A0A1D5VU68;A0A1D5WEY7;A0A1D5WEY8 19093,20111 18828,23555 19155,96047 0,009142786
AOA1D5VPJ3;P01084 12888,12844 12310,67995 11559,73644 0,054361369
AOA1DS5TSR5;A0A1D5TSR6 220307,8946 222791,9756 234808,62 0,034318853
AOA1D6CNS5;A0A1D6CNS6;A0A1D6CCDS 60838,0939 54077,35423 55445,60908 0,06294421
AOA1D654Q2 95616,94817 88981,71309 84008,442 0,065047211
AOA1D6A2T8;A0A1DSZWI6 109765,2387 120316,5656 124745,5169 0,065066837
AOA1D5WG42;A0A1D5WG43;A0A1D5WG44;A0A1D5WG46;A0A1D5WG47;A0A1D5WG48 23432,81521 18251,95091 25400,81898 0,165138386
AOA1D6AIDO 2787,542489 2473,566738 3212,901148 0,131365045
REVERSE111267 3284,246146 2504,494994 3991,381179 0,228137812
W4ZUK2;W5AB71;A0A1D5T345;W5AMI8 4891,226305 3822,635951 2417,674296 0,334342521




Accession

AOA1D6RWIL

AOA1D6ARVS

ADA1D5U0CO

P33432
AOA1D5YDS6;A0A1D5Z2L.2;AC
AOA1D5VDY9;A0A1DSWPAE;'
064393

AOA1D5V8K8

REVERSE29260
AOA1D5XAR2;A0A1DSXARL;A
REVERSE10072
REVERSE74392

AOA1D5VFB4

AOA1D5WMBO
AOA1D5XCE6;A0A1DSXCE7
AOA1D5YIV7

B2Y2Q6
AOA1D5V8W1;A0A1D5V8WS3;
MOTGF7;P08453
ADA1D5VA75;A0A1DSWCT3
W5D616
AOA1D5XF06;A0A1D5XFO7;AC
AOA1D5WUQO;AOAO077RPLS;/
AOA1DS5YEHO;AQ0A1DSYEHT; Al
ADA1D55745
ADA1D55QM9;A0A1D5SQNO;
AOA1DSUEAS

4_RO01

3
1390549,666
2800,338658
52,42049255

404399,274
426214,0699
651,0348488
18811,91298
46422,68328
270028,5854
506419,9523
2333,987212

135144,444
27324,08927
79954,97004
21316,73207
200048,0562
1579019,823
1222575,545
1764314,488
67851,02683
443985,9533
1607,937384
4419,254591
459243,6831
22645,85307
196336,6166
15546,75928

14_R002

1594704,344
1582,439209
33,92246871
365103,1698
404481,2515
438,9605451
21255,725
43411,59783
273173,9192
512380,0281
1732,641231
113386,2306
26287,89307
76982,30498
21956,6515
180404,5416
1655230,654
1247467,746
1687708,934
69015,39122
450299,4374
1651,713463
5013,542093
450722,3067
23683,04378
192752,747
16849,44955

4_R003

3
1478922,931

3276,90157
40,90022225
345294,9491
432560,5329
1053,663536

19790,3258
41375,09046
274501,3031
524362,9343
2182,643784
138289,3976
24662,46938
72102,50578
22719,84666
196344,4191

1604635,56
1249307,934
1714439,651
68365,01462

467065,581
1640,182322
4536,452635
435598,7876

24419,0073
204540,4741
14908,49753

ADA1D6CC32;A0A1D6CC33;A0A1D6CC34;A0A1D6CC35;A0A1D6CC36

AO0A1D6B080;A0A1D6B0O82;Al
ADA1D5X6G4;16QQ39;A0A1D
W5DV70

AO0A1D6BMD2
P04724;P18573
AOA1D5URU3

AOA1D6RZK9

P17314

AODA1D5SA86
AO0A1D5ZHG4;A0A1D6A3Q0
AOA1D5UESS

REVERSE10101
AOA1D6A389;A0A1D6A39L;Al
A0A1D6C415

REVERSES7083
AOA1D5SHP6;A0A1D5SUL7
ADA1D577G1

AOA1D5WAYO
AOA1DS5TRCS;T1VZ18;T1VZZ1
A0A1D6BQM7;WSHPC1;A0A]
AO0A1D55346;A0A1DSWZY9
AOA1D5VDP8
AOA1D5YFA6;AOA1DSYFA7
ADA1D6CZ86;A0A1D6CZ87
AOA1D5WJ12
REVERSE124618
AOA1D6RUMO;A0A1DERUM1
AOA1D6RTR9;A0A1DERTSO
AOA1D5SVW4;P08488
AO0A1D5VVQ2;A0A1D6RSZ6
ADA1D659D0
AOA1D5SIN8;WAZXB7;A0A1D
REVERSE114344
AOA1D5VCNO;AOA1DSWIES;A
AOA1D6RJ99

A0A1D52ZD7
ADA1D5S561;P16315
REVERSE32775
ADA1D5V5M8

ADA1D6C0OB3
ADA1D6D575;P83207
QoQsD9

REVERSE8438
ADA1D5UQB7;A0A1D5UQBS
ADA1D5YC)4

AOA1D5WR93

AOA1D6A6D2
AOA1D557P5;A0A1D5S57P6;AC
AOA1D5RZP4
ADA1D5X5C6;A0A1D5Z536;Q.
P81713

AOA1D5SRL7

A0A1D6B419
AOA1D5Y5R2;WSEST8;A0A1D
AOA1D5XIN7

HeU7Y8

AODA1D5TGGO
AOA1D5RVBO;A0A1D5SR34
ADA1D5VWS56
REVERSE28785

A0A1D6D852

AO0A1D5ULV1

ALlEHE7

40081,40068
413245,0915
473575,9243
695859,2562
734276,7974
5047,271152
17812,17452
920167,68
722832,5313
2781,149531
250427,8269
1802,753488
244041,8529
30674,79086
572625,2263
2469,221189
16596,19855
10563,24353
131316,9461
131351,1705
3188111,172
30153,53269
178368,8516
198528,9119
393543,9199
88450,18536
9118,2103
67810,69996
252132,9994
1163261,648
1341885,082
199893,4839
2778223,345
387229,588
14240,63385
959068,0078
9226,076316
295430,3813
905816,3275
630307,9207
708487,7474
226926,3844
195298,8533
41631,1059
130656,8058
12421,37809
40081,49668
235570,4611
184058,7228
135100,5457
576612,3078
5120,163103
188558,7242
513346,4021
174669,6112
123152,4108
340,9194907
224894,9883
17314,44121
209785,8032
39983,26861
10,92276666
89222,68611

34048,39053

406356,412
475679,9406
695916,5362
731861,8694

5606,01192
16718,29413
951094,7846
746928,7737
2771,678757
247247,0019
1732,890889

270749,034
24417,37038
608228,8278
1226,937643
15359,67076

7606,23949
124749,2306
140505,8266
3151319,657
35018,59161
203182,6115
202870,1531
394651,6096
75700,27252
9308,104249

61528,5711
230496,6585
954556,1528
1388645,863
232204,4584
3132920,542
434877,6861
16987,09524
888222,4386
7275,141084

279191,993
865187,7257
729850,1112
808717,0215
281877,3876
208776,4038
33512,68868
137931,4915
12195,03041
33960,56044
275004,5977
160707,3109
147687,2112
664280,2877
5533,069333
225170,7736
605539,5502
169202,1984
122727,2404

476,280941
219428,4121
24972,32315
200505,9853
43608,45769

72739,77012

36097,68372
441081,1488

494775,262
717825,4792
676574,8364
4779,383219
18397,92194
945505,2935
738895,9737
2550,897961
231335,8774
1282,518272
246905,4833

28137,6832
609850,2154
692,3824997
14517,11333
10249,86397
112409,7433
128590,4512
3271265,942
32671,38482
200045,7601
207227,9199
417649,2854
89020,27339
9854,501195
56630,51409
256675,1635
1168942,764
1365544,416
212463,1708
2968934,228
416215,7948
12919,16729
962953,3685

7697,31484
254526,1633
782101,3176
686661,6622
740119,6762
240775,0987
200355,0877
47668,01684

131074,821

14712,7044
38028,16271
237934,5955
185979,5742
135104,3231
603503,0181
4897,705961
207739,8046
553014,8118
182056,7314
134057,2611
374,9402189
242107,7984
16824,12636

213484,525
42084,38452

87733,79811

4_cv

=
0,068803397
0,342249903
0,220243799

0,08095514

0,034970309
0,436965863
0,061644247

0,05806206
0,008427659
0,017765608
0,150156508
0,105176455
0,051420461
0,051929536
0,031933243

0,05428752
0,024043776
0,012043319
0,022577015
0,008529571
0,026285188
0,013892381
0,067601835
0,026699013
0,037774886
0,030538593
0,062736787

0,083493452
0,043750732
0,024264452
0,01801151
0,0456983
0,081986407
0,04832159
0,017553005
0,016665049
0,048232594
0,042093677
0,175809377
0,057750629
0,113443653
0,035247743
0,623173709
0,067506661
0,171468117
0,078154145
0,046725678
0,019181256
0,074599579
0,069697911
0,021439273
0,033856972
0,089241738
0,040549689
0,090407483
0,05676365
0,111510281
0,017124401
0,07580784
0,059971201
0,05816676
0,141016372
0,044909834
0,127252509
0,074520877
0,074098087
0,073161285
0,068095847
0,114383053
0,033792636
0,173512423
0,030661237
0,106245289
0,083391006
0,08864196
0,079525475
0,052160533
0,07305198
0,062196341
0,088401767
0,08298172
0,03679842
0,050709791
0,177199364
0,051727602
0,231906668
0,032157105
0,043450566

0,10953775
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# reverses
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total proteins
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total peptides
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0,7 Peptide FDR%

2 Peptide minimum
0,3 CV Maximum
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AOA1D5T499
AOA1D5Y4V2;A0A1D5Y4V3
P10388;P08489;P02862
ADA096UU01

REVERSE79719
AOA1D5SA64;A0A1D5SCA6
P01083;A0A1D6BDS6;A0A1DI
AOA1D6AMXS

AOA1D6AAC8

Q41560

B2Y2S6
AOA1D5YTL4;AOA1D5YTL6;AQ
P21292
AOA1D5XS09;A0A1D5XS10
AOA1D6RVI6

W5FAG2
AOA1D5XGF5;P82900;A0A1D!
AOA1D5TE41;A0A1DSTVBO;A(
AOA1D5Y1Q7
AOA1D5SU52;P42755;,WA4ZQK
Q8L5C6;A0A1D5XPZ7
AOA1D5V605

AOA1D6B7P2

AOA1D5YMH9

AOA1D65475
AOA1D5ST37;A0A1D5ST38;A3
Q10464
AOA1D5S0Z9;A0A1D550Z8
AOA1D5Z1A0;A0A1D5Z1AL;A(
A5A4L5;A7XUQS5
AOA1D6RX06;A0A1D6RX08;A!
AOA1D5XXC7;A0A1D5XXC8;A!
AOA1D6S5CS9

W5F9Y7

W5AXS8
AOA1D5XGF3;A0A1D5XGF4;A
P16159
P01544;Q9T0P1;A0A1D5SHZ(
AOA1D5V1P3

REVERSE15679

AOA096UKH3
AOAO0C4BII3;A0A1D5XC64;A0,
AOA1D5YML1

QOo0M61
AOA1D5YIE7;AOA1D5YIE8
AOA1D551Q3;A0A1D551Q4;A
AOA1D5ZSF6
AOA1D5TKG5;W5BNJ7;W5C5|
AOA1D5SKS6;A0A1D5SKS7
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0,065971216
0,082625706
0,025865802
0,182798374
0,158682292
0,146673517
0,086119876
0,338082661
0,030523995
0,108734005
0,041439655
0,005646988
0,095807591
0,229253274
0,431737228
0,045298863
0,070718228
0,025707845
0,3006656
0,06953974
0,080616088
0,060525804
0,018676114
0,134804433
0,042085761
0,085439522
0,053687252

0,017559438
0,061593381
0,018677871
0,001615736
0,116210322
0,025435249
0,323511149
0,083849111
0,031660647
0,065839136
0,123697762

0,166881509

0,104963175
0,086821128

0,03359307
0,082906399
0,292822209
0,389719759
0,099880521
0,105825824
0,049705473

0,08177945
0,437226112
0,046713447
0,068273982
0,043450315
0,027899649
0,091236777

0,03742287

0,08457045
0,166920385
0,358689344
0,321569748
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SEARCH("REV",A2)]

K5 3 8 3
g < g g 3
g 3 s 3 s
AOALDERWI1 1733114462 1660080508 1628607405  0,0320283 n=3 207
AOALDGARVS n=2 0
AOALD5UOCO 2055064365  2001,032758  2303,758013  0,0761608 n=1 2
P33432 1467406281  1510231,156  1504619,39  0,0155779 FDR% 086 0,5 Peptide FDR%
AOALDSYDSG;AOAIDSZ2L2;  152286,1727  143138,5485 1538042147  0,0385310 #reverses
AOALDSVDY9;AOAIDSWPAI  795,5183132  763,6460542  515,1461792  0,2220039 total 2/3
064393 7580128993  69360,30641  71399,67051  0,0456017 total proteins
AOALD5VEKS 47862,17165 4787971733 4449481681  0,0416987 (fitered 2/3 ; no reverse)
REVERSE29260 1756078703 1701337331 1797539174  0,0275474 total peptides
AOAIDSXAR2AOAIDSXAR] ~ 284539,5354  304209,5063  207511,9413  0,0339822 Ave Peptides/Protein 5
REVERSE10072 2753685180  417,5240912 3017365609  0,2280848 2 Peptide minimum
REVERSE74392 5776012517 6517468321 6386150182  0,0635437 0,3 CV Maximum
AOALDSVFB4 2004,285684 3483243557 4005546423  0,1447253 30 %
AOALDSWMBO 16451,05946  18611,68212  16874,07407  0,0661396
AOALDSXCEG;AOAIDSXCE7 6196810228 6264120087 6661851962  0,0394281
AOALDSYIV7 95737,7448 9810621091 1038775253  0,0421880
B2v206 1432313551 1337493977 1380175477  0,0343290
AOAIDSVSW1;AOAIDSVBW 7530045217 7217402449 7829467344  0,0406685
MOTGF7,P08453 2578546,704  2550095,426  2489784,387  0,0178883
AOALDSVA7S5;AOAIDSWCT:  46577,02429  49556,1307 4813156565  0,0309852
W5D616 301680,6315 2012528753  298547,6747  0,0180055

AOA1D5XF06;A0A1D5XF07;  194,5110576 114,4774332 162,9398799  0,2562643
AOA1D5WUQO;A0A077RPLE  5992,194594 2855,757671 2907,823473  0,4583231
AOA1DS5YEHO;AOA1DSYEH1 ~ 251147,2783 263075,7824  260281,9709  0,0241657

AOA1D5SZ45 40409,8607  41721,10231  38958,26035  0,0342396
AOA1D5SQM9;A0A1DSSQN  142700,1234  135864,0937 139430,7657  0,0245392
AOA1D5UEAS 20450,59412  21051,83874  20841,44525  0,0146816

AOA1D6CC32;A0A1D6CC33;  173,4785164  439,8824625 99,70623684  0,7528639
AOA1D6B080;A0A1D6B082;  18330,37563 19750,35192 13440,27096  0,1927516
AOA1D5X6G4;16QQ39;A0A1  283427,1424 283683,178 296766,2816  0,0264917

W5DV70 315123,7504 314242,5292 298832,7529  0,0296116
AOA1D6BMD2 547994,9611 554186,0046  564290,3561  0,0148079
P04724;P18573 1017099,113 1025696,069 1050188,378  0,0166530
AOA1D5URU3 24468,31322 18509,62028 19547,95663  0,1527272
AOA1D6RZK9 12654,5055 12324,84496 13178,70877  0,0338547
P17314 829085,1432  848566,5007 799827,8091  0,0297062
AOA1D5SA86 668595,4721 624295,1009 638673,1087  0,0351013
AOA1D5ZHG4;A0A1D6A3QC  1172,649934 1107,697971 1288,951331  0,0771840
AOA1D5UESS 133456,5523 139472,1618 131841,9329  0,0298027
REVERSE10101 234516,0279 214237,954  74547,39096  0,4993088
AOA1D6A389;A0A1D6A391  53380,07584 68640,33649 83078,3975  0,2172278
AOA1D6C415 48893,14395 65923,43012 75853,56973  0,2145351
REVERSE57083 497515,3964 504404,9521 507028,0273  0,0097681
AOA1D5SHP6;A0A1D5SUL7 39708,40626  49527,93634 44418,3109  0,1102346
AOA1D5Z7G1 1904,492074 3227,539196  2735,955293  0,2549928
AOA1D5WAYO 1900,956271 1390,951208 861,920972  0,3752298

AOA1DSTRC5;T1VZ18;T1VZ,  171167,9958 176718,2882 180297,5384  0,0261278
AOA1D6BQM7;W5HPC1;A0.  154631,7954 143197,0231 139948,7848  0,0528522
AOA1D5S346;A0A1D5WZY9  3371146,267 3160155,357 3144443,287  0,0392513
AOA1D5VDP8 13567,32776 16628,46195 15252,36013  0,1012030
AOA1DS5YFA6;A0A1D5YFA7 196630,605 183970,4634 181945,2336  0,0424427
AOA1D6CZ86;A0A1D6CZ87 132357,9574 107533,1277 107533,9525  0,1237595
AOA1D5WI12 170996,4784 149734,0754 176068,4472  0,0843726
REVERSE124618 194454,3052 250865,335 257150,6217  0,1474510
AOA1D6RUMO;A0AID6RUN  5875,095314 5670,355747 5168,913202  0,0652129
AOA1D6RTR9;A0A1D6RTSO 76875,37114  90477,45937 87174,93342  0,0836213

= e IS b IS = AVE_Peptides
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DW LWL N LN WL W W W W W W W W Wl LWL LW LWL WwWwWw W W W W W W W WwWwWwwwwwwwwwwwo w ReplicatonCount
0O 0O 0O OO0 O0OO0OO0OOONOOOONOOOOOOOOOOO WOSO OO OO OO O ONOOOOOOOOOOO OO0 0000000000000 O0O0O0O0OOoOoNOOOOo o o o o Pept/Protein2/3Reverse

OO0 O O0O0O0OO0OOrRrOOOOROOOOHROOOOOOROOOOOOOOOOROORLOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOORSREKOROOOOOo o o oRevCountf

©C 0O 0000000 O0OrHROOOOROOOOOOOOOOOROOOOOOOOOOLOOOOOOOOO0OOO0OO0O0OO000O000O0O000O000O000O0O0DO0DOSROOOOoo oo oRevlunt23
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AOA1D5SVW4;P08488 141683,7873 148062,5792 133063,0787  0,0534115
AOA1D5VVQ2;A0A1D6RSZ6  444414,0886 514543,9691 509959,1336  0,0801264
AOA1D6S9DO 1025691,974  973196,2499 1048976,66  0,0382076
AOA1DS5SINS;W4ZXB7;A0A1  143082,0734 143011,3966 144765,3148  0,0069131
REVERSE114344 1896180,595 1708754,792 1734318,031  0,0571078
AOA1D5VCNO;AOAIDSWIES  281405,8372 251680,9653 295685,1357  0,0812624
AOA1D6RI99 11812,3434  8885,941599 9856,981715  0,1463449
AOA1D5ZZD7 601052,2235 594145,9575 675672,1706  0,0724918
AOA1D5S561;P16315 4645,069913 6151,424321 6800,617541  0,1885219
REVERSE32775 117527,8495 157233,8498 143972,6203  0,1448256
AOA1D5V5M8 320101,4766 394049,725  421888,4907  0,1389177
AOA1D6COB3 433035,6361  401201,4565 370202,4522  0,0782543
AOA1D6D575;P83207 639975,3658 582058,7853 543343,4077  0,0826445
Q0QsD9 313637,6513 286380,4201 288995,8029  0,0507493
REVERSE8438 132423,2399 169016,6787 160097,8506  0,1240267
AOA1D5UQB7;A0A1D5UQB:  17348,27494 11288,39739 12331,0841  0,2372521
AOA1DS5YCJ4 134382,0213 137273,447 131932,8036  0,0198720
AOA1D5WR93 13212,33051 16494,60804 17400,35567  0,1403305
AOA1D6A6D2 15742,85437 21638,15413 25544,80117  0,2352523
AOA1D5S7P5;A0A1D5S7P6;  177804,3564 155674,0893 162046,3459  0,0689694
AOA1D5RZP4 118148,3741 117677,2569 117787,102  0,0020912
AOA1D5X5C6;A0A1D5Z536;  88011,18876  95168,12086  96326,26452  0,0483400
P81713 726580,0835 660229,8421 714687,3949  0,0505033
AOA1D5SRL7 4450,663464  4708,660457  4877,701389  0,0459622
AOA1D6B419 161640,4733 131998,7311 145735,3904  0,1012854
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AOA1DS5Y5R2;WS5EST8;A0A!
AOA1DSXII7

H6U7Y8

AOA1D5TGGO
AOA1D5RVBO;A0A1D5SR34
AOA1D5VWS56
REVERSE28785
AOA1D6D852

AOA1D5ULV1

A1EHE7

AOA1D5T499
AOA1D5Y4V2;A0A1D5Y4V3
P10388;P08489;P02862
AOA096UUO01
REVERSE79719
AOA1D5SA64;A0A1D5SCA6
P01083;A0A1D6BDS6;A0A1
AOA1D6AMX5
AOA1D6AACS

Q41560

B2Y2S6
AOA1DS5YTL4;A0A1D5YTL6;/
P21292
AOA1D5XS09;A0A1D5XS10
AOA1D6RVI6

WS5FAG2
AOA1DS5XGF5;P82900;A0A1
AOA1DS5TE41;A0A1D5TVBO;
AOA1D5Y1Q7
AOA1D5SU52;P42755;,W4Z(
Q8L5C6;A0A1D5XPZ7
AOA1D5V605

AOA1D6B7P2
AOA1D5YMH9
AOA1D6S475
AOA1D5ST37;A0A1D5ST38;
Q10464
AOA1D550Z9;A0A1D55S0Z8
AOA1D5Z1A0;A0A1D5Z1A1;
AS5A4L5;A7XUQS
AOA1D6RX06;A0A1D6RX08;
AOA1D5XXC7;A0A1D5XXCS;
AOA1D6SCS9

WS5F9Y7

W5AXS8
AOA1D5XGF3;A0A1D5XGF4
P16159
P01544;Q9TOP1;A0A1D5SH
AOA1D5V1P3
REVERSE15679
AOA096UKH3
AOA0C4BIJI3;A0A1D5XC64;+
AOA1D5YML1

Qoome1
AOA1DSYIE7;A0A1DS5YIE8
AOA1D551Q3;A0A1D551Q4
AOA1DS5ZSF6
AOA1DS5TKGS;W5BNJ7;W5(C
AOA1D5SKS6;A0A1D5SKS7
REVERSE5090
10IT65;P04723
AOA1D6S4U0;A0A1D6CDM:
AOA1D6D8Z1;P16850
REVERSE1342
AOA1D6A9AS
AOA1D6CWE4
AOA1D6AMZ6;A0A1D6B2KC
AOA1D5VI14;A0A1D5WWG
AOA1D5RVA3;P01543
P32032
AOA1D6ABR8;A0A1D6ABRY
AOA1DS5Z1F1

WS5EG36

REVERSE71238
AOA1D5VS76
AOA1D5XIJK8;A0A1D5XW56
REVERSE14820
REVERSE127228
AOA1D5WZS9
AOA1D6CORO

AOA1D5Z7U0
AOA1D5XQQ1
AOA1D5UVR6
AOA1D5YW63
REVERSE45615
AOA1DS5TUSS

AOA1D5ZSB9
REVERSE59204
AOA1D6ALNS;A0A1DEB3W:
AOA1D6AVWS
REVERSE1938
AOA1D6DEV4;A0A1D6DEV7
AOA1D5VHB3;A0A1D5WVE!
AOA1D6CHZ0;A0A1D6CHZ1

383176,5477
128386,1191
63103,87193
1500,558744
185323,2198
1102,745057
111670,5683
13318,59571
1021,413039
61771,08393
996250,5434
945056,8272
2672356,765
13836,56469
63711,49877
50636,31604
2044748,032
188401,9283
182504,0758
305381,1641
1228135,125
140,0755735
417828,0927
327847,3546
27217,88735
331017,2402
305502,9742
50741,99627
12987,53053
975,6775407
382112,9543
47361,73844
19750,07021
152227,6728
432730,6989

276686,235

688411,101
572637,9336
96318,91633
1470,722313
80463,13885

30701,0545
34085,62753
1004529,097
50749,36733
35430,99563
309168,1185
1604390,956

16982,8878
30031,60852
2495,560334

116408,969
2174277,621
244472,0061
45519,45178
98556,56738
226306,7023

163810,972
42908,29892
358,9467563
35135,29507
250104,1584
233827,6586
221462,7883

327,326298
165727,0848
18915,11767
33519,62753
311381,3486
298668,5239
14102,80124
37851,83173
3227,632702
26758,03151
10037,73372
79329,40166
4223,676828
5343,028498
383,5280782
79662,55312
4590,539036
207381,4729
1034,961883
106841,0457
184,6181676
60001,77394
53970,31157
86072,47378
390039,5759
291702,5154
18729,69631
9919,796161
48522,19234
1175,445197

351708,8694
121188,0168
74637,39647
1108,023346
184356,7929
733,3276049
131384,5288
16354,75015
582,2730176
57283,40254
1016164,978
875233,4648
2556428,399
12421,36968
61103,71118
56501,1253
2263535,377
231162,4847
168807,7479
323818,4411
1113187,199
43,70035482
531756,6832
364182,4096
23309,26987
341568,5201
275061,8483
73264,14245
11497,30482
773,1996488
341530,9971
38403,24243
24277,78572
125031,7486
384424,5718
267807,2559
710042,6991
495094,5579
101043,8694
613,6303737
75722,49483
35117,69221
48803,24183
939651,5467
48153,82259
36650,0766
329257,5926
1528078,26
18682,51937
22523,42818
1507,128815
106882,467
1910285,26
261598,4623
37709,97833
86586,31468
248121,7615
145685,1569
39075,37762
252,526718
39379,78126
226923,4046
207313,7069
225494,5893
237,8723832
139250,0035
18389,18665
26631,01044
307103,4963
283139,4854
13759,92129
35991,54761
9477,062724
57814,83717
10088,18216
89115,39585
100,486781
4820,184385
1335,370672
104262,0687
5496,376169
194793,6485
942,0392872
102510,5
810,7974381
59647,86057
60313,90178
115720,0741
397043,2547
242975,1339
68322,12373
13321,45537
67833,68509
7619,231782

353160,8389
125242,6918
77593,60362
1051,394887
192901,5757
2835,778694
137050,2757
25238,88162
1093,838626
67948,88439
1097565,402
883361,9479
2459220,789
15707,81969
60277,82677
51605,16334
2234961,444
231627,5712
177079,3173
336177,2255
1084053,752
53,80670166
512501,7008
390416,4293
23986,64212
384499,6237
267147,314
68109,90597
11691,78926
798,4944104
324792,2081
47276,78498
24463,9397
133739,1551
399725,8579
377411,4449
728592,7759
484405,7564
91802,25
932,6111555
63042,36674
42083,83492
41829,57462
921799,3892
41803,04552
34285,18156
310190,8814
1485661,341
17860,89637
34364,40501
1364,197648
96703,83786
1886642,431
264439,0073
40933,33366
94626,56431
229933,3603
140393,81
38484,14748
195,0267403
33566,96143
196881,0414
215073,9972
213103,138
155,5684073
136144,1112
18599,8844
28206,25518
276150,0938
276369,48
16583,25031
33969,13413
5926,257407
54988,18742
11229,45903
85794,41127
117,3611441
4850,517284
3167,899308
111862,2094
4308,097994
195633,4185
2306,027397
91904,53582
680,3459674
59979,04549
63707,77878
130048,1626
423028,1668
261797,9877
56130,2966
13441,95112
60225,16426
16841,01795

0,0489783
0,0288833
0,1066660
0,2005109
0,0249530
0,7208129
0,1051453
0,3384280
0,3078643
0,0859078
0,0517788
0,0423682
0,0416382
0,1178454
0,0290487
0,0594153
0,0545278
0,1143587
0,0391602
0,0481605
0,0667205
0,6688166
0,1251287
0,0870809
0,0840949
0,0803940
0,0716647
0,1842656
0,0671785
0,1299292
0,0843407
0,1160803
0,1169237
0,1013728
0,0608633
0,1981081
0,0283640
0,0930705
0,0479436
0,4307538
0,1232535
0,1595545
0,1770909
0,0455712
0,0981330
0,0333556
0,0357836
0,0390845
0,0476385
0,2067787
0,3443845
0,0923860
0,0802247
0,0420569
0,0948232
0,0654282
0,0497877
0,0818920
0,0598136
0,3093654
0,0834735
0,1187928
0,0623189
0,0287266
0,3575513
0,1105647
0,0142042
0,1225505
0,0644684
0,0399660
0,1039894
0,0540358
0,5047059
0,3691487
0,0644820
0,0587218
1,6046305
0,0586463
0,8687949
0,1707084
0,1293771
0,0353175
0,5337989
0,0765279
0,5914377
0,0033084
0,0833066
0,2027614
0,0430885
0,0925558
0,5414503
0,1635332
0,1652695
0,9214182
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0,6561602
0,2705493
0,1030329
0,1565793
0,1350274
0,2667934
0,2307683
0,2269938
0,3283262
0,0498126
0,3307779
1,1878389
0,2111778
0,0685056
0,1230448
0,3728047
0,0416466
0,1295044
0,5295778
1,0738708
0,1464782
0,1231725

0,9362302
0,1329470
0,3628467

0,1589769
0,2180141
0,1277452
0,1036381
0,6809323
0,4547766
0,0739289
0,6834871
0,1340818
0,4866568
0,1546075
1,1264190
1,1735403
0,1471839
0,2141219
0,2712532
0,0270734
0,1035550
0,5852898
0,5591538
1,0995411
0,1955782
0,1401655
0,1107428
0,3515872
0,1043734
0,0938438
0,0096979
1,0453655
0,5226481
0,0756936

0,2940507
0,1436852
0,0511707
0,3432500
0,0689516
1,3198216
0,1375226
0,1494654
0,1194601
0,0067109
0,5350135
0,8643128

1,4835424
0,1056382
0,4394742
1,4011396
0,2794077
0,1294392
0,4308251
0,3183520
0,5164929
1,3017517
0,0139194
1,3106298
0,1118555
0,2234017
0,7358668
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REVERSE73559
AOA1D6B071
AOA1D6CM14;A0A1D6CAW
REVERSE39966
W4ZWQ1;W5AKV2;A0A1DE
WS5FN32;A0A1D5YUG2;W5I
AOA1D5XHK8
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AOA1D6SCD3;A0A1D65CD4
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AOA1D6BUY8;A0A1DEDDI7
AOA077RU09;A0A096UK77;
AOA1D5XQU5;A0A1D5XQU«
REVERSE9448
AOA1D6DKU4
REVERSE9622
AOA1D5SW23;A0A1D55W2
AOA1D6CDYS5;A0A1D6SCF2
REVERSE31755
REVERSE9847
REVERSE106807
REVERSE79905
AOA1D55923
REVERSE77889
REVERSE20796
AOA1D6C183;A0A1D6CII9;A
AOA1D6D384;A5A4L4;DOEV
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WSFFQ7

REVERSE121344
AOA1D5XG59;A0A1D5XG60
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AOA1D5XSJ4;A0A1D5XSI5;V
AOA1D6S714;A0A1D6S7I5
AOAID5SWNWS5;W5CHO1;W
AOA1D5UZW7;A0A1D5V1Q
REVERSE41108
REVERSE15487
AOA1D5Z7V1;A0A1DS5Z7VS;
AOA1D6BHXS5

AOA1D5RRB1

AOA1D5YQl4
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P10385
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QooMS6
AOA1D6BUF1;POCZ07;POCZI
AOA1D5YNMS8;WS5F9B5
REVERSE68711
REVERSE63042
AOA1D5YTB6;W5F6H2
AOA1D5ZW91

AOA1D6CAI6
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AOA1D6CFU7;P16851
AOA1D6C3W7
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AOA1D5STM3;WS5AFW9
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AOA1D5SU51;A0A1D55U50
AOA1D6CV87;A0A1D6CV8E8
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AOA1D6CDMS8;A0A1D6DKF¢
AOAQ77RTS1

AOA1D5WXF7
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REVERSE61547
AOA1DS5TCC2;A0A1DS5TCC3;
AOA1D5WRM1
REVERSE40091
AOA1D6S8R5;ROWEA6;A0A
AOA1D6C8D6
AOA080YUWS;A0A080YUX2
REVERSE24363
AOA1D6CLY9;A0A1D6BRX3;
P82901;A0A1D5XXC5;A0A1
AOA1D5YS68
REVERSE48646
AOA1D5ZBG9;A0A1D5ZBH1
AOA1D5WBU6
AOA1D57990

AOA1D6DS)7
AOA1D6C207;Q517K5
REVERSE65742
AOA1D5SXD3;A0A1D5SXD4,
REVERSE59562

2,572240069

601156,042
22292,72413
995,2492479
210,2955206
3678,313205
25799,73226
89756,62718
47550,10797
1361,870868
42380,24804
24600,71162
141587,6243
4815,944377
8923,592181
5560,696435
3467,694861
226454,9635
232057,2592
2737006,983
6211,043283
1308,120068
1387,005581

735,947678
9,751184598
9260,282366
4,270139117
35212,93608
16264,61153
26132,97778
5900,618354
135723,1472
175868,8811
3796,838405
505,4797037
7558,936499
38897,33641
564043,9596
400,5132355
732,3449263
19316,79893
101806,2093
13629,97007
4267,365928
1,785054924
1178,723497
18637,54561

1947,565487
927,6176142
27709,33693

980,154486
192566,6094
44036,67986
10762,48221
5102,004821
19349,20213
22906,47191
62234,11173

734562,082
124491,3562
154,0305716
2999,720759
11748,39531

6748,82046
670,8703873
9779,698946
717,3124223
24852,11484
248932,4479
25,26457465
15,06255622
1062,596979
19873,81792

131922,3063
1081,099886

47039,6645
123631,5517
43083,22126
54899,14122

300,862209
218788,6508
290446,3935

28512,8175

57772,46661
19820,47033

38324,945
6617,345819

39294,028
130921,8303
5565,114169
316,5870312

358,1459472
498374,1769
25171,38444
6861,528942
826,3960705
1861,102339
19577,87387
363087,6269
22047,35246
7690,582394
35915,73838
22398,68221
86058,04567
73,51139145

39199,8651
7515,791302
3074,913245

213828,196
1056118,684

2475937,43
2714,537548
1033,045318
2721,125395
1260,183245

675,352026
2459,261128
441,8883571
33438,31111
95397,42129
200279,1916
19114,39977
92616,74274
212772,3428
724,3733531

105,016124
300,1022759
37156,18214
560807,1045

18278,46613
27152,14401
89343,03332
20427,60096
7898,939643
0,071494591
2432,559442
1196,799705
11932,98628
70672,65259
2685,115285
5317,996558

447,394235
336160,3056
55750,44072
22252,33882
195344,9484
88322,24449
16368,81428
51947,48782

51683,9706
122721,8533

1646,255967
4453,55115
46179,6311

4542,370308

8573,504626

9794,489939

190544,4112

235746,2147

361,7782179

850,9235996

272,6714135

91604,61978

3198,845725

123259,4471

1341,538223

4455,922664

112883,2856

30880,63557

31196,86598

2913,337218

212193,7983

126182,7676

7092,329227
1366,17366
41183,7338

31385,98204

23310,48634

18855,91481
108879,036

56583,27912

28236,91787

2314,291595

170,1818866
492262,8399
38013,21081
8152,810138
11,88199753
63,54858398
19195,49752

349947,068
37589,55759
6191,177839
39370,97268
18625,39271
80450,52932
48,13153076
35347,19637

2523,726461
183232,1144
1113145,214
2489243,544
5990,399049
808,8207524
1755,024123
1017,587715
2562,320824
2724,133857
571,5768655
35714,17266
93514,57349
189731,1065
20726,72675
88468,68392
194939,7004
13889,89977

134,5853882
31991,42191
557396,2399
503,9109468

19841,5052
23988,98714
75817,00031
12945,05152
6365,906881
403,7947941
573,6240303
462,4086778
14001,42354

96305,6775
3375,458601
3552,752579
3229,219345
285466,6126
56566,97827
22288,90377

188281,988
95792,99113
16171,56013
39677,22961
37725,91454
127167,7652

1883,21814
1594,027869

3774,36476
43949,65167
3541,111699
7731,926634
12832,56558
167957,4184
215215,7522
397,7819882
770,9916446
334,3422127
73613,70237

2973,79993

121789,946
16406,88816
7402,042995
115313,3725
37944,48371

23386,7335
4308,242442
218703,6548
113083,0416
21995,55663

38554,77534
33681,67774
20455,52633
12581,77614
81415,37362
49437,73027
15558,60692
1963,488251

1,0051831
0,1153071
0,2937592
0,7148267
1,2151693
0,9677331
0,1722470
0,5760692
0,3597295
0,6508565
0,0824739
0,1381442
0,3290720
1,6680621
0,5923331
0,2114422
0,1569082
0,1069352
0,6159851
0,0572713
0,3938308
0,2381733
0,3525615
0,2611657
1,2232065
0,8001535
0,8762269
0,0343744
0,6602161
0,7038989
0,5335038
0,2477893
0,0948722
1,1223139
0,9276739
1,5910724
0,0997255
0,0059282
0,1616791
0,8192785
0,1678371
0,1460660
0,2640193
0,2951257
1,7201718
0,6796900
1,5206335
0,1127927
0,8665006
0,5418117
1,1043865
0,9512094
0,2683268
0,1345130
0,3604234
0,8323724
0,6213974
0,2073732
0,2201947
1,4503540
0,0179362
1,2003642
0,3831383
0,6639074
0,6859052
0,6886399
0,1183757
0,8100665
0,7031731
0,0728301
0,7854101
0,8452985
0,7894254
0,6048974
0,0515602
0,0435728
1,3979320
1,2113015
0,0480620
0,1642384
0,4496737
0,8112863
0,0174696
0,5597557
0,5718901

0,2273201
0,2625551
0,3508116
0,4824542
0,4579785
0,5713250
0,6905725
0,6964798
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4436,127257
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6728,355572
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8674,742572
41987,04128

2916,68041
17114,73788
2539,595255
5347,420907

28198,7689
239205,0151
21738,30639
39727,09215
3601,604983
2173,683971
9845,040824
11869,43547
226220,6474
44802,47199
93394,52413
231967,4629
18997,28139
1012,534928
2617,086568
4665,243247

20182,46721
5050,940281
56754,77185

69,28694

22098,10671
18388,92908
29483,45058

10842,4288
7236,426605
594,8440485
155494,9374
13767,47741
29950,10993
9476,235561
19,51047094
25673,84478
13448,46146
226336,5879
55348,95175
86699,92457
83425,63996
17736,34953
3105,134699
3747,696736
3674,016865

15614,38934
4967,957672
54494,80743

036,13956

29078,25134
15989,59069
30165,19895
2787,597528
8429,357841
239,4779896
135368,9449
14035,82855
23856,89833

7346,46273
268,3241009
25437,33948
12771,95153
226142,3889
61624,50143
78723,38587
79393,76656
25335,13527
3736,593736
4723,611513
2508,418245

0,1730759
0,0692350
0,0816603

0,5951910

0,3249344
0,6698299
0,2870820
0,8763988
0,2218625
1,6574918
0,3116605
0,2741019
0,2567845
0,4368454
1,4362735
0,4464480
0,0623949
0,0004319
0,1576421
0,0851359
0,6607206
0,1968266
0,5446133
0,2852195
0,2985671
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VMayrinck
Nota
Capítulo 3, Material suplementar S1 (cont.)
Proteinas identificadas nas amostras em 3/3 replicatas.
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AORIDGCAIS 1 1 68597 221605 AGSES63  S9M3SL WK ST Uncharacerized 1000924 1075956 1135752 3 1070891 757679 000D 458934 659 3 3 273281 25 4ASTE 37299 01134437
AOAIDSWNWS 1 1 65953 0236974 0625299 1281039435 ST WK Uncharacterized 2884752 2842564 3298623 3 300846 252 4478371 250118 00863 193168 2715214 239889 3 3 27689839 257 44423204 54781595 01978401
BUKUS 1 1 6522 0710293 OMSS63 1128362673 WK MD Uncharacterized 299622 2993963 3583573 3 3092386 4490294 4501195 0145557 3972709 2995011 2wEI 3 3 2321 258 44413999 13734225 ODASTOSS
AOAIDGSTGAO 1 1 57556 0235363 0626261 2441654134 ST WK Uncharacterized 371722 3329616 2439556 3 3162131 248 449098 6550917 0207168 7323449 1827847 1984151 3 3 27110357 259 44331357 71120854 02623365
D60 11 SS9 00291 16M68  LEIOIEET7 MD ST Uncharacterized 1418429 13937 3 7 4202261 3242749 020350 2ms 3 3 26610541 260 44250502 696727
AAIDGAGTOA 4 3 249481 0624246 0204643  L165095292 MD ST Phosohoshvcera 2209996 2291371 2269914 3 2257094 271 435355 427497 O0IBGBH 1711470 208345 301652 3 3 26297295 261 44199111 88340686 00335931
psvies 2 2 Q7 G478 7466744897 MD WK Uncharacterized 2360433 2655319 2058336 3 2492696 56 00sas: 5. 3 3 2090480 262 dalsioe:
ADAIDSXC7AI 18 2 1557002 0001059 2974941  LSBILIE0S2 ST MD Beta-amviaseO! 4372081 468967 4985621 3 468244 221 467072 3068320 O0GSS28 01005 IIITEY 420838 3 3 24891819 263 43960566 1757.0238 00705864
OAIDGCHZA 1 1 64202 00035 2425644  49SIS20655 MD ST Uncharacterized 38 172 Telaks 3 asszma a2 207740 oagss2 17sads 7619232 6802 3 3 25630 260 439086 3069941
AOAIDSVIPS 1 1 112834 0001321 2879063  L6201S0647 ST WK Uncharacerized 2602118 2741829 3328121 3 2890689 25 4461001 3852138 013326 1698289 1868252 1786¢ 3 3 24276528 265 43851866 1229808 00506583
AOAIDSSZAS 2 2 10339 252606 5598268  L71ISS91S9 WK MD Uncharacterized 3152487 3215275 81355 3 36372 246 ASO7366 6444056 DX 5 4211 ez 3 3 23se2635 266 43725923 E9DEINII OIS
AOAIDSWBUS 2 2 18236 0AS2517 034365 128620528 WK ST Uncharacterized 1598726 2265464 27357 3 2199963 275 4342415 5713104 0259691 1982047 31598 336ELGE 3 3 2399959 267 43673552 14351232 00615934
ORIDSWZUA 1 1 SAMS3 OOI6% 132827  LISW36667 ST WK Uncharacterized 266407 202053 2207419 3 2360785 268 4373792 1382001 O0SMAA1 2146184 198007 2010105 3 70 3 68 43616875 15643373 00GRD
AOAIDSVECSAI 3 1 119394 076634 0115579  L169333374 MD ST Uncharacterized 190932 1915596 3 190258 28 1739088 0009143 SBASONL 2567384 2543734 3 n 3 204750 265 43472813 1092575 00467134
AOAIDGCYSS 2 2 10542 0106149 0974086 1202937995 ST WK Uncharacterized 293238 2054942 2393629 3 2513936 261 4. 152771 9% 2 836 1941157 3 56 3 2 89,71 a3
AOAIDGBE2 2 2 112507 0012927 1888499 914740028 ST WK Uncharacterized 2141208 2314399 2215266 3 223653 274 4347067 SGBS6S3 003906 7241357 1454784 1305082 3 00 3 219181 271 437683 12730007 0057552
AOIDSXCESAI 1 1 65957 4AOEQ7 635625 5272706633 WK ST Uncharacerized 1206051 106878 1352021 3 aDR2%6 116933 0117207 6 26012 Gesl8S2 3 a5 3 218773 72 a3wEL 70245929
ADAIDSWGA2) 2 2 105164 0B16787 OOSTESL  LOBR2ETE? ST WK Uncharacerized 2343282 1825195 2540082 3 2236186 273 4349508 3692802 0165138 1899728 1773635 2533504 3 69 3 20098952 273 4322197 17758908 00845705
ASGAC 1 1 66482 0016977 17705 1222052425 MD WK 40Sribosomalo| 1991282 2120469 1905458 3 2005736 277 4302274 1082314 0061 1744267 1692089 1601534 3 83 3 220721 274 43218 18225037 008BREI0S
AOAIDGAMZE# 2 1 123473 000203 2692607 1309519785 ST WK Uncharacerized 2415279 2609877 2295608 3 2640255 265 4387435 1566165 0065 189151 9 1859988 3 7 3 20354963 275 43086703 12278051 006031
SNIZAOAIL 5 1 616321 068832 0772545 1195080174 ST MD Uncharactericed 250304 2378245 2305387 3 23955, 6 43731 9909183 004174 2060071 23968 162539 3 5 3 a1 134 18562278 00926015
10765904723 2 2 132701 00DI7B4 2748655 1820573738 ST MD Aloha-aladinOS 3054274 3906018 3979395 3 366562 242 ASGISRA 514247 0141022 351353 3937978 3665 3 33 3 2009743 277 43016754 26893452 01442527
393 1 6a 8955 371131362 ST MD Whestwin205 | 7432346 7775245 7007578 3 7405056 190 4S69528 3845603 O0SIS3 7560120 693604 7197 3 73 3 19952655 2
AOAIDSTNPY 2 2 12209 002719 1565497 7824833409 MD WK Uncharactrized 127075 1208059 1616571 3 1365127 294 4135173 2200016 0161158 386866 2492784 346279 3 50 3 1972678 279 42960655 42734471 02161289
AONIDSVWSS 2 1 183367 0000273 3563926 2178241658 MD ST Uncharacerized GORE3E3 BIAdS9 11204 3 9626 023 . 3 54 3 94545 2 02319067
AOAIDSYIQZ 1 1 58143 0000641 3193027 1633520922 MD WK Uncharacterized 153816 1639394 1389011 3 1522188 291 4182468 1259534 0082745 198753 11973 EOLID 3 99 3 19698424 281 4204315 1514369 00769
AOIDSWZ 3 2 18542 0586294 0231883 136072024 ST MD Uncharacterized 2931702 246479 2373 3 9 4208 308893 011763 76 35 3 7 3 1886046 756045 31481308 01668815
ADAOSUUOL 2 1 11037 0000392 3406843  L996769741 ST WK Uncharacterized 2957, 27 2779541 3 2793198 25 44d6102 1601944 0OSTI2 1366 1202137 10782 3 89 3 18011 283 42746222 20863487 01108574
AoDGRZGS 1 1 30605 4887263 WK Uncharacterized 19347.06 1932893 19 3w e 707629 0001399 1265451 78 3 93 3 wenza 246567 a3
AOAIDSXMK2 2 2 114888 0584226 0264222  L110SI12748 WK ST Uncharacterized 1743053 1789557 16298 3 173853 284 4240182 5343200 0030734 2212294 2018247 1561439 3 74 3 17641737 285 42465413 SSB548BL 00316606
AOAIDSZWS1 1 1 62171 0288827 053933 119324334 ST MD Uncharacterized 1813262 1945445 2024779 3 1927829 279 428068 1DGES3A O0SSA27 2090647 16368E1 1617156 3 78 3 1620900 2 10 aa
AOAIDSTS 2 1 113649 0687541 0162701 111268023 ST MD Uncharacterized 1900765 1881265 1615185 3 17990, 5485 00BB6ES 2173831 13767, 5 3 8 3 16165506 287 42086001 17107704 01058258
AOAIDGABREA 1 1 60S76 Q00111 267549  L0SDA6GES ST WK Uncharacterized 2196023 2268677 266908 3 2377929 26 7. 72 1028 7SS esas 3 s 3 1s127482 288 4207566
105 21 123998 0419953 0376799 1562844213 ST MD Uncharacterized 2505269 2318514 2410545 3 247811 263 4394121 SEBSSIS 0023762 2851282 7092329 2199556 3 75 3 15856408 289 42002048 85128699 00536873
AOAIDSUEAS 1 1 5872 296606 SS8S7L 2018006639 WK ST Uncharacerized 1072201 1019715 5968517 3 1029589 33 3278 00375: osales 3 6 3 0 axs77es:
AOAIDSZIGL 2 2 113702 285605 4544893 5906591511 MD WK Uncharacterz 5074237 5255971 3 SI30S6 329 3710799 1022335 0OISE7 1904492 3227539 273595 3 a8 3 15490994 291 41900793 10457453 00675067
AOAIDGDEVEA 1 1 G635 00003 2468163 1950206171 MD ST Uncharacterized 7691993 741239 8504326 3 7869560 320 3895951 5672 2077 9:1979% 132146 144195 3 57 3 157283 29 4186035 2320284 0151046
7 11 SEN5 001663 177894 7824020616 MD WK Unchiracerized 9029842 11702 839673 3 313 3986944 1760731 0MBIA7 267352 3037343 2813852 3 19303688 359 3 1510326 293 41790703 35931891 02379084
AONIDSKAWL 3 1 181085 00U L9439 2767232952 MD WK Uncharacerized 1306285 1445192 1360427 3 1370635 7001 1 2675181 SI02952 2953 3 SASD36I9 3 76T 28SL7M5 05232211 0 160619 181695 3 15082421 294 4178ATIL oosa1737
AOAIDSSABL 1 1 G042 0079761 109821 1355555647 MD WK Uncharacterized 1291983 I 14 3 1274217 298 4105243 2314058 0B1606 1109385 OBE33A4 1193083 3 10969382 303 AOA0IS06 10294052 009383 1357663 1463766 1639237 3 14869553 295 41722979 1420132 00955733
aosi 11 48172 740605 410855 3161416204 MD ST Uncharacterized 4885907 4285768 4792603 3 9431 00693 30 3885902 856! 3 iomsos 8 163449 1 69571 1291907 3 1471562 295 46777 10
AOAIDSSEVSAC 1 1 56487 0040897 13831 L4STIE0I6T ST WK Uncharacerized 1655201 116073 1499291 3 1SS6885 290 4152256 8563392 O, 7889742 1227125 1187851 3 10679833 305 A028S64S 2420256 02269938 1375238 154655 1375483 3 14351251 297 A1S6BE9B 1035155 007213
xs0 11 GiB46 021045 OSTISTL 2206071849 MD WK Uncharacerized SI7A7S8 7476836 1225995 3 963514 314 398401 2020474 0251t B 703734 189 3 GLUOW2 325 37875 12319 1 asoa 3 98 41315780 1685573
ARG 1 1 5667 0508573 0293647 12490283 ST WK Uncharacterized 1596477 147924 16 3 1564394 269 4199863 9966275 O0G203 6617346 18ESSO1 WSBIB 3 I26ESOL2 295 41032909 G116 0ABSA2 13427052 1339286 1343276 3 117712 299 41276785 21679482 00016157
AONIDSWSZE 1 1 GI063 0135157 OSG916L 2495294165 MD WK Uncharacterized 1009677 17911 3 1048091 2438 0147165 9952092 S61S23 BIS2E1 3 SNG4 M2 17272589 381469: 267 1333391 142054 1319418 3 136211 41243807 11421204 00085769
AOAIDSWRSS 4 4 210893 0000172 376371 645804354 WK ST Uncharacierized 1588709 2147378 3557301 3 2431129 351 3. 14507 0417299 1321233 1649461 1740036 3 ISI2431 28 41959669 22035305 01403305 1242138 1219503 147127 3 13109704 301 41175929 13928443 01062453
AORIDSTFE 1 1 67093 0066276 1165734 201549042 ST WK Uncharacterized 1674589 2 2069 3 1908314 280 42629 ISE2 02 ISSS125 TSI SI0I2 3 SSUERS 33 1978 ossoise 1251238 19472 1272E 3 410258 19191081 00150953
AOAIDSVPIPO 6 1 735318 0771818 0112485 1036217528 WK ST Uncharacterized 1288813 1231068 1155974 3 1225285 301 4088237 6660816 0054361 1 46 1277195 3 12696616 294 4103688 7922041 00623949 1180557 1351726 1250161 3 12608145 303 41006512 BG0B0R29 0068274
DSVS76 2 1 12404 00029 2638653  1SSSD4S2d5 ST WK Uncharactericed 1608462 1741172 1526269 3 16253 5 4210934 1084360 ODGE7IE 1003773 122046 3 1065172 07 4091907 63512 ODGME2 1132311 WIS2E L7 3 4 40939273 2
AOAIDGOSHS 3 1 175543 0620144 0207508 13433723 ST MD Uncharacterized 1341372 1380459 2123808 3 1615213 286 420823 5 0272961 201668 1838893 1598959 3 12431733 296 A094SI7 B3VMAT2 O6GOR99 1141603 1511782 1120496 3 11926272 305 AO76S87 1035452 00BGR2IL
AOAIDGSSES 1 1 GE091 0OSS063 1259143 1439534469 MD ST Uncharacterized 790AA16 795481 563377 3 1GE0S2 317 3913183 1159 161 1139028 191548 95945 3 1278 301 4 30974 01585769 1197357 %8 2m6a 3 a7m0n 07140 62
AOAIDSSXDIA 5 1 1620 0519358 0284533 2013282062 WK ST Uncharacterized 7200982 6633981 1066253 3 8172499 318 3912355 2192164 0266237 556514 2829652 1SS861 3 164S35d6 285 42162695 11362366 06905725 1084528 7845145 109607 3 12622 307 ADSIGZ 36434472 03238111
AORIDSZ: 4 1 77542 003018 1886 1523876 ST WK rANAN-ehcosd 2310197 2384341 1623878 3 76 4303762 4202729 0193421 609 1270744 3 10954622 304 ADIS74 15397365 010559 SAILSAS 1:a7 3 11009025 aps7ass 0110353 0.
AOAIDSYWPA 1 1 GADIS 0071672 L1645 444828583 MD ST Uncharacerized 1802182 2174945 3416393 3 2464507 350 339173 8451652 0342935 4521409 1849737 6802297 3 034725 345 34RIG3 33368048 10995411 1194935 8307928 1250122 3 1096283 309 40399227 22409 02044089
OAIDSWEMA 1 1 123432 DO 146929 1789693858 WK MD Uncharacterized 1537766 11689 31 420119 4495704 02827 52 20m1ss 3 1796s: 4270783 382890 7056 56 Bs 3 0 40212095 i
AOAIDGCBS3 5 1 493508 0047478 1323504 2316305744 ST WK Uncharacterized 1320492 1387792 1411991 3 13713425 292 4. 471146 0034521 8991171 2716.493 608 3 5993769 326 37730091 31400666 05295778 107558 830825 1150053 3 10195513 311 4008409 16573119 0625531
AOAIDSSUSLA 3 1 247358 0320675 0453659  LISTI2MS MD WK Uncharacerized BS8S254 9574037 BSS&V9 3 900SOS7 315 3950486 5593417 ODG2L4 9779699 ESTASOS 7731927 3 GE9S0A34 315 1932718 0292621 OLIENST 9322566 990 3 o8 143 29373097 0030520
AOAIDSXOFLAC 4 2 293317 0062633 1203198 393837322 ST MD Uncharacterized 2443, 125 nwisa 3 251 44832 5236233 0ATI9N 031767 373314 2265849 3 96211902 312 3O 11200854 LU0 932931 10565 §03231 3 9SRSMO 313 39792075 4737462 00993835
AORDSWAYD 2 2 103 5 4540726 1770752848 ST WK Uncharacterzed 21737.95 2353435 47 3 2053185 250 43973 0420 DI76R 190095 L 3 138509 31013273 51950668 075298 1056124 7606233 1024986 3 1 928 16243373 01714681
AOAIDGRUMOS 1 1 63 40105 4397373 1692006666 MD WK Unchoracierized 7038288 756075 7429309 3 7342591 322 3865649 2715357 003S1 SE7S095 SG703%6 SIGR913 3 5571454 329 37459686 36333091 00652129 911821 9308104 9854501 3 OA269386 315 397307 38225943 0040597
AOAIDSUACE 1 1 SSM0B 0029071 1536547  ISSE7ALS WK ST Uncharacerized 10604SS 896778 629925 3 316 393702 2173158 02519 3 1873088 1 3 17asass 19 S181S94 10671131 07 . 3 083653 316 19019269 1121004 0DIE!
AOAIDSKSXS 1 1 153394 0028924 1536744 238994718 MD ST Unchiracerized 2826894 3649795 3985266 3 87318 340 3542452 5960332 070914 2610156 345523 541503 3 38268076 335 3SHBI66 14388859 03760016 572403 1157638 770308 3 B3MS064 317 ISI0670 2976827 0357160
AONIDGOKUS 1 1 SG7E9 0185457 0731757  L66197349 MD WK Uncharacerized SG98133 SESRAI3 1029762 3 723139 324 3859222 2655437 036721 6211083 27 990, 3 4970093 33 3696505 19581243 039IOB B 85735 767333 3 MEILINE I8 3971546 66614755 OORDSIS
AOAIDSSS6LPT 1 1 73348 0000105 3980466 3235342009 ST WK Unchiracerized 1842744 1876567 1973957 3 1897755 262 427824 6812049 OD3SE7 464507 6ISLA24 GROOSIE 3 SE6S7039 327 3766301 11058135 01885210 S26076 7275141 767315 3 BOGGATIA 315 35066678 10264413 01272525
AOAIDSTGI 1 1 5319 0116506 0924795 1392940138 ST MD Uncharacterized 1034344 1109191 138128 3 1113887 305 4D6SA1 226667 001999 1521412 O 22 3 1102 am oz as86.841 3 7990 0 35020088 7893959
POCZOSI2478: 4 2 350518 0035479 1450028 1693147974 WK MD Aveninlkeb20 8396173 9245964 1161291 3 991835 312 3996439 1477919 0149009 118371 1675015 1002002 3 12869069 292 41095478 34817234 02705493 7096708 7660888 8044d67 3 76006877 321 38B0RS0 47673895 00627231
105 2 2 114734 0742529 0129286  L113653563 MD WK Uncharacterized 70106 7814438 691620 3 7270055 323 361538 4€32725 ODGGA7A 3601605 % 7MedEs 3 19 383026 29740878 04 1 3 7smisssl 32 761
AOAIDGO3GLA 1 1 112644 001T4E 1757419  BI3S43999 WK MD Uncharacterized 5687353 10224, 75 3 798044 315 3502517 269194 0284024 151786 245627 X 3 7619081 182 48300603 72547393 10728835 74539 7691 TSS9 3 7569969 33 IEI0N4L 12277763 0016218
IDSUE03 2 1 117668 0007641 2116841  L&72046336 ST MD Uncharacterized 1314871 128304 1093 3 10437 4 7387 0057314 1108192 moazer 3 3 4304201 01596577 6718377 BAILOTS GOITASE 3 TSRATI7 324 3ses8liz 0280732
OAIDSVRGA 1 1 61045 0101937 09167 1930323234 MD WK Uncharacterized 66984 50599 6373526 3 6314835 328 3800362 3828835 006063 191411 52133 4360923 3 4SSV 339 35710746 19926882 0SI0IS 696763 714079 7429238 3 7189599 325 IESEIO 21934765 000
09 2 1 137001 06SSES2 083194 L147078732 WK MD Aloha-diadin Of 643246 7201286 3 e 26 s 7 00577 1 7236427 8425, 3 70084018 5371 15540143 02218625 7992, 91, 3 cwe2ess 326 i7ESTITE o 0292222
AOAIDSZZU 1 1 59928 00067 2573423  LSBG20S987 ST WK Uncharacerized 763L628 7959141 7242687 3 7611152 321 388145 3566653 OO7I24 4590539 5496376 43B09 3 A798377 335 I6RIONS 62079504 01203771 5390285 6395307 SEE95 3 574N 327 37680A% 187 00899176
PoaT26. 11 GIER 0OMIZL LM8K03 23603362 WK ST Aohafbetscla 4400716 298759 5007518 3 35 3613031 108558 26 745141 w774s 3 %0208 3 20630975 02247559 695S7R AE9A214 467626 3 SIS 8 3741857 12750335
AOAIDSZIENO 2 1 104807 0043294 1363569 3818265209 ST WK Uncharacerized 1147863 1127018 1126884 3 1133922 054583 1207394 0010648 8809217 9857116 7042 3 29697305 347 3472717 3275614 LISTENO SIGAI 5620463 S04 3 54816 320 373605 17538432 00323102
wseG3s 11 61165 00025 2647535 4387399068 ST MD Uncharacterized 2261044 2313759 2497619 3 2357470 26 L 2683 3 526257 3 620376 324 17931138 31A3E8 05047059 S98S. (5504 SGA2 3 SIA2M I I7NNB RATEG
AOAIDSSR 1 1 11327 0000222 3653189  L41833775 ST WK Unchiracerized GSO4862 6666751 6737.995 3 6636536 327 3821941 1194672 ODISO01 4450663 470866 4877701 3 AGIO00B4 336 36701538 21505762 00459622 SI20163 5533069 4897706 3 SISR661 331 3714633 32240382 00621963
AOIDSURU 2 2 121633 119605 4924093  AQSIS2S6E3 WK MD Uncharacterized 118658 3 10m08 LSI7 ODBLISI 2446631 1850362 1950795 3 20841963 267 43169386 0157272 SO727L SOOIz 4779383 3 SMA221 3} 37U 42175629 ODBIBGL
ADAIDSRYQBA 12 1 6725624 003715 1430044 2485610008 WK ST Uncharacerized 2558846 2166028 2150218 3 2291698 352 3360157 2314926 001014 4667444 6251418 6169: 3 Ses26e4 328 37555903 G9L9174S 01565793 4948976 261846 T609728 3 SO40IS3I 333 37024463 25051763 050008
DSWWLE: 7 2 507435 0009067 202543 2176398 ST MD Uncharacterized 714065 9915311 13852 3 1073819 1 257684 0236323 7371 125001 9437466 3 IDHGSED 03 A0S0 97AS2S5 OOSGLES O76A32 MITESS SHISETI 3 AIIS23 I A6N0AE 13ATHD 02759654
AOAIDGCHEOA 2 1 12052 0012027 1919855  L784077 MD ST Uncharacerized 3175153 3230472 3043901 3 3149842 345 3498269 958262 0030 116074 2713973 3 31714695 344 35012605 48756035 0157333 AI3LE3L S412017 4426603 3 46567504 3668083 67050154 0143984
ADIDSWUOD: 3 3 16805 19306 5713738 749138403 MD ST Uncharacteize TAING 3 6242566 383 1795363 1211046 0193998 5992195 2655758 290783 3 BS99 33 1593 9813 04SEI31 4419255 SO13S: 3 aSealse 336 1eoESIE 3147 76
AOAIDGEIDS 1 1 55379 0556506 025421 275 ST MD Unchiracteried 5545779 4763601 4596753 3 4968711 330 3696244 S066707 0101972 4436127 505094 A967OSE 3 ABIBAAIT 334 36G2896 33350775 006D A4SI007 AIS6BE 4412245 3 46073666 337 3663458 30334504 00656391
asu 1 5366 000279 2554393 3202661957 ST WK Uncharacterized 4434643 15235 3 971 332 366553 2159417 DDIGNS 104962 420353 206027 3 6762 367 1ISI6297 76209205 OSIIORI 4ORL78 33T AGLSST 3 AMLATM W IEEW1 273STOE 006304
AOAIDGCVETA 1 1 6434 032273 09115 3005361501 ST MD Unchiracterized 13710 1249778 1254715 3 191831 297 4111206 6360698 O0SII0B 7173124 79449 1283257 3 776146 317 3AVIOG09 6034966 OSIO06ES 4615144 4518407 I6LES 3 A9BA2IS 33D 363309 4673842 0108734
DSURALA 4 2 201634 05433 0150883 1791881763 WK ST Uncharactericed 3167601 072448 2783773 3 007941 47 347 9958 006645: 5 10842, 3 M98 3 373ISTEG A72367TE) OETGIR 7L 420560 262382 3 83220 33644219 00829060
ADAOTIRTEOAC 1 1 1L64R2 0051S61 1287678  A8%4BA9934 ST WK Uncharacterized 1016679 128301 6 3 1069686 308 4029256 1923794 OI7SEA7 3119606 436BSSS ISTSATA 3 21853204 353 33510 20459714 0932302 MSETI1 4372654 56LE01 3 3BIL0SS 341 3SBI0M53 48736065 0127886
wsoxz2 11 GAS2 0274604 0561293 3611062353 WK ST Uncharacterized 2118972 3562 3 aweses 4 175969 0369 2770934 7997 W7 3 121932 29 408K s 1043865 419251 29123 3 s SeoRd08 GIREIE 018EI0N
WAUQWSAB 2 2 124505 099810 1026167605 ST WK Uncharacerized 4891226 382263 2417674 3 3710512 337 3569434 124080 0334343 4665243 3674017 2508418 3 3615828 340 3562155 10795666 02985671 208831 457461 3BEH 3 IS4 M3 IS4 11753285 03215697
AOAIDSSTMIV 3 1 315055 D30S95 051435 WK MD Uncharacterized 4556036 43201 3 I3 aeuS2 20799 00649 117484 a 3 GESETIDA 1 3m334  A420807 0GEIN07 2955142 WA 6N 3 U 507 667
AOAIDGCYLA 2 2 117942 008632 1063867 1926468667 ST WK Unchiracerized 3606223 3288755 3154485 3 3549521 338 3550206 237.9334 001027 7333891 246533 2329246 3 1842657 360 3 9630611 05226481 SIEI 9083 335649 3 IS 35 Is4W0 3934sASL 01114482
AOAIDGERSO 3 1 194046 0OL664 1897424 2101007995 MD WK Uncharacerized 321713 339009 32855 3 3275089 344 35i523 9015968 0O2IS: 2 207673 1712 3 1seazens a1 43407 03716608 3162026 79335 3 6 352018 39767 191357
385 41 w047 0273934 0562355 163218114 ST WK Glutenn lowm 3861896 3921253 379082 3 385799 33 3586361 6530457 001697 G616 2685115 35AS9 3 2293972 351 33672435 1620047 0SAISIY 4214581 28069 214912 3 WAIWE 347 3510 10426714 0319414
AOAIDGOLYA 3 1 I0760 006199 1207666 3439513037 ST WK Uncharacterized 7022132 S912674 SESTAI8 3 5 139662 0193776 5717574 742254 4TR2SL 3 205956 357 33 1931 2095 2205459 36053 3 26325 M8 3507362 0275576
AOAIDSYTLEAC 1 1 55129 0000505 3297041 3738728859 MD WK Auxinresoonse | 2044204 7992 3 101018 361 3041754 834294 0757748 1400756 437 3 7010821 384 18966934 52066403 OGGSBISG 279465 3113207 297469 3 29608568 39 3471817 15973004 00539472
OAIDGEUYEA 3 2 193105 Q176642 0748017 142911229 ST MD Uncharacterized 52 ean w3 18 105527 02488 5 74313 2523725 3 2N M6 IANIWS 47416 056082 271280 038 3 29007046 a6BASIA 71216407 02421745
AOAIDSUFUS 1 1 54936 0086463 1063172  LIG3SGIESS ST MD Histone HaOS-1 3400077 3405225 3 392084 342 3525315 762264 002614 460057 3125597 2990753 3 31921355 343 3SOM0BIS 24162426 0075693 2661257 3179704 201685 3 28808R 351 34595255 2681435 00930
105 11 Gie7B 00SESES 129230 2446269354 ST WK Uncharacterized 2603642 4251352 361008 3 3540278 8093169 02312 197278 595126 25088 3 34T 7470675 05809323 2653, 3 27 ax 721713 0031739
AOAIDSZIHGHA 1 1 59537 177605 4751 2270396952 MD WK Eukarvotctrans 1416356 1184065 1304747 3 1301723 360 3114519 1164764 0089248 117265 1107698 1288: 3 1lg9j664 371 30754617 9183861 007718 278115 217LEI9 2550898 3 20012421 I3 3431seds 1302791 00482326
AoDSCRO 1 1 A75 0098363 1004965 1550905603 MD WK Unchracterized 9536661 3384375 1221875 3 319421 378 2504368 5492707 1719566 2. 3 mue w2 ss66 13198216 2995, asse 3 2685728 621 a7
AOAIDSSW23:# 2 1 121362 0191801 071715 1623401086 MD ST Uncharacierized 1372397 2092.103 1173085 3 1545861 358 3189171 483442 0312733 1387006 220125 1755020 3 1954385 358 32000001 68041 03525615 3096733 1992101 243 3 25095532 355 33995964 55560684 02213967
AOAIDGADO 1 1 5650 082909 00816  LISH13361 ST MD Uncharacterized 2787562 247356) 0 3 2masr 3450968 3700629 0131365 1012535 31 3 2087 3 2SS4 OSads131 2625, 5 273367 3 2074378 356 33U A0S 0166
wspss2 11 5581 0091263 1039707 1445893156 WK ST Unchiracerized 1039619 1510243 1872376 3 1475745 359 3169012 4199426 0284563 2229283 2014743 2157287 3 2138771 354 3301478 10918648 001707 174254 1807091 2069409 3 18730182 357 32725411 17311773 00924273
s 9 1 14223 02759 05502 1683907 ST WK LMW.GSP-310i 237236 2654061 2612093 3 2612834 7537 008254 9801545 42 29219 3 1552256 365 110934 14765205 09512094 1864589 20117 3 182016 358 12699835 1SL0R62 00BLIZES
11 Gises 0356375 04 7657767969 ST MD Uncharacterized 1415547 1605077 2 3 1297034 295 4112951 1036381 0799039 10811 1341538 1640689 3 GIJGSOBS 323 37977181 B7741323 139793 1189865 208183 1663207 3 16937451 359 3228848 50925087 03006656
11 S0N6 0192377 07157  LSGGTGEQTE MD WK Uncharacterized 636724 6810636 3 2 3023461 6873134 0651168 735947 wsss 3 1005723 37 2236 02611657 1655887 177 2140 3 1674388 561 92887008 00554
51 180843 189606 5723458 1189335 ST WK Uncharacterized 1799755 187115 1916415 3 186244 355 3270082 SBAIS4 003158 1945111 1144774 1629395 3 15730946 383 21967548 4031279 O, 607937 1651713 1640182 3 1632777 1 3 22690117 00138924
1 7034 24680 71 5267845132 WK ST Uncharacterized 8459615 9213838 3 ms763 36 292723 7577538 00A9S9R ass2794 3 wssiss 2 111208 011025 246921 235 3 32 31651989 SILG0TES 08231737
11 133008 0009408 2026523 1067064087 WK ST Unchiracerized 232126 2995762 4362217 3 3263369 377 2513666 992483 0304128 3924749 3486372 309554 3 822234 342 ISAISS66 AMAGL4BE 01276813 1706586 396903 2224621 3 14227034 363 31SIM4 O7538 0SES626
11 4955 029949 053677  LATTSAZ2 WK MD Purol acd oho: 2485101 219 20633 3 202776 350 a8 666514 028013 2999721 16 a 3 20800015 36 3306063 79VEI9 0IW3W 12153 162193 W2 3 1647
11 s. 35183 0474718 WK Uncharacterized 9867915 8899611 7612245 3 8793257 365 204415 113159 028688 1506256 8509236 7709916 3 54565927 36 27369215 46124498 0B452985 824346 1345907 1198025 3 11287889 365 3026127 25877854 02292533
7 1 635199 00289 1603918 5705794476 WK MD Fructose bisoho wis 198826 3 weas: 2162029 012221 6422 3 eaorses 32 51713 08SMGE1 114104 107 1008 3 1107603 366 3044345 34743664 00313683
11 P 6 0576716 2609037189 WK ST Uncharacterized 4312601 7154842 4572601 3 S3AG6EL 371 2728084 15713 0293883 1I7A723 2432550 57364 3 1304969 368 31445646 4814651 067969 1308443 BSLI02 4407166 3 367 367 20379373 43407062 05007525
11 67083 067223 0172357 1766155334 WK ST Uncharacterized SS01887 715066 3 s;9sa W0 273 1682023 0307038 283 5. 3 %7767 30 3972 18040703 165748 4598 2099 3 7908028 38 2890670 30819088 0TI
21 111255 0001971 2705975 3025817939 MD WK Unchiracierized 559716 SS19753 5652833 3 5589915 369 2747405 6683515 OOIOS6 3273263 2378724 155568 3 2402557 380 23806737 8590375 0375513 630309 BILSOG6 739009 3 72697 369 28615165 OL240761 01255083
2 2 Ile3 000409 2851048 298560922 WK ST Uncharacerized 5432362 637923 615853 3 27723 4954103 00821 36198 3 UBESEE 361 325260 03043805 SS63786 G061 TAGSS 3 260316 99psale Dssasil
21 132943 0000644 3191038 1770211043 WK ST Uncharacterized S00DI 3 496738 375 2680946 1781777 007146 9756775 7731996 7984 3 892387 33 2028971 11032602 01299292 SESG6I GOAGTS2 SIZBAIS 3 Se939371 371 27554127 456d6les 00801663
11 GAD 0265969 0575168 407362 WK MD PerowidsseOSel 5783495 SGS2051 507009 3 9170002 0036142 1863 1198 4624087 3 765547 20 30053 I 2063 IS5 07909 29964 3 4SLOTOOL 32 268302 20850159 04338
11 GO0 033057 047618 1754996646 MD WK Uncharacerized 4513916 4501865 3523492 3 4179758 376 2621151 5683744 O, 526057 3617782 397762 3 26160826 379 24176515 20546976 07854101 4208798 4492933 SOTASIS 3 4SO2IG2 373 26619277 43987336 0095
11 G127 030512 04G7EGR 2289222308 WK ST Uncharacerized 3101577 332734 85441 3 2031118 1361069 0SG0I8 1062597 2726714 3AMZ2 3 SSeSIE IS 2 3 34254 3063 2008 3 4311303 266132 1L oaazEn2
11 135098 000979 2008952 1811396922 WK MD Unchiracerized 2019445 180055 SIBSSI9 3 1579528 357 3198527 SB2765 0368049 2061915 2008245 5190262 3 77158728 166 ASSTIS 1119969 14SISES3 4922447 5196 2436411 3 425040M8 375 26203489 15081898 03752144
11 SE8 00002 3629965 3070088227 WK MD Uncharacterized 5159173 4972753 3 amsem 73 204272 0DASAT2 1500: 08023 1051, 3 1209093 W0 30863571 20452181 02005109 34053 03 7ASN2 3 3702 W6 25992082 704 177309
11 S507 00146 1810797 1266229198 WK ST Uncharacerized 1168901 3024987 1296916 3 L 2262515 1036635 066384 SOLETSH 302864 3427301 3 2317539 2 3360 IS64826 O6B41233 3199327 1841059 3209408 3 2499314 377 24393219 78712309 02862337
2 1 130350 0785165 016003 7267966373 WK ST Uncharacterized 196937 523532 11 3 128035 2 2052669 SA7S9SE 0520487 2173684 195104 3 B0SELE 4 294069 17BA7II 14362735 018625 1202303 3 78 23851967 10614578 04372261
2 1 125018 0127806 0893448 4869522322 ST MD Unchiracerized BS99364 145808 8201046 3 104604 363 3019548 357.3923 0341662 3320298 136249 8540220 3 LIS I8 2539559 713219 13106298 3120734 2442 13095 3 21481375 379 2330621 11483 0535747
11 G539 0106 090N 1740262219 WK MD Uncharacterized 1591402 3084295 AOAGH08 3 2907501 79 246352 1237213 0A2SS25 91 A4 1326766 3 22186505 263 176081 0864 L 177ama 12628 3 4632 49299081 3866
11 5839 000635 2579201 3497696888 ST MD Unchiracerized 3202257 3516163 2355711 3 302471 346 34G06B4 6002534 019845 3835281 1335371 3167899 3 16289327 362 320031 1415084 OS99 1725703 5236528 3449609 3 86472 381 19365016 75062207 08683460
11 sEE 110608 7959uS 56852 ST MD Uncharacterized | 10206 49 9977026 3 1017338 311 A007ASS 1820259 DOIVES2 2055064 2001033 23037 3 21199517 33676 16145718 Q0761608 S242049 I&2T D02 3 42414395 38 5133 9.34
XEL 11 57791 0134491 0871306 1978535908 ST MD Uncharactrized 7970133 33LA6SL 3391877 3 489222 374 2 6563 0544912 257224 3BA9 101 3 7696669 3B 22478915 17758392 10051831 1989313 4375727 10529 3 24726068 383 13931621 17133312 06929139
AOAIDSSODL 2 1 116011 Q1015 0860062 263759318 WK ST Uncharacterized 1048986 BOJET26 1723635 3 1325165 380 112227 4727047 0S4 2102955 26391 11882 3 M9SS3 377 253777 4247318 12151693 2017306 2081 SE0IH9 3 167IBA6T 1 a0
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Supplementary data S3
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S3. Heat map illustrating the clustering of differentially abundant and annotated proteins that were found
in low (LW), medium (MD) and superior (SP) samples. The horizontal axis presents replicates from
each sample and the vertical axis presents the proteins. Color gradient represents the variation of
protein abundance. Highest quantities are represented by dark red and lowest quantities by dark blue.
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AOA1DGA389

AOA1D6CZ86
AOALDGRWIL
AOALDSYIV7

A0A096UUO1
AOA1DSZ7G1

AOA1DSSVWA

AOALDSVCNO

AOA1DGDS75
AOADGRX06
AOA1DSTA99

AOA1DST2)1

AOAIDSRYQS.
AOA1DSUQB7
AOAIDSYEHO
AOA1DGCIRO
AOA1DGBX91

AOALDSVEW1

AOA1DSXS09
AOA1DST117
W5D616

AOADSRVEQ
AOA1DSRZP4

AOA1DSSZ45
AOAIDSWWL8
AOA1DSXOF1
AOAIDSWAYO
AOA1DEDLY4
AOADSZ6NO
AOALDSYTB6

AOA1DSSDDA
AOADSUEO3
AOA1DSS079
W5GFRE
AOA1DSSC67
AOA1DSYS68
AOA1DSVHB3
AOADGSAUO

AOA1DSV7H4

AOALDSWUQO

PROSITE
RICIN_B_LECTIN  Lectin domain of rii

in B chain

InterPro
Ricin B-like lectins (IPR035992)

pfam
No

Predominant domain
Lectin domain of icin B chain

PPR Pentatricopeptide (PPR) repeat profile Pentatricopeptide repeat (IPR002885) PP+M3:M24R repeat PPR domain
G DYNAMIN 2 i i indir (1PRO30381) Dynamin family Dynamin family
UBIQUITIN 2 Ubiquitin domain Ubiauitin domain (IPR000626) Ubiquitin family tin family
GTPase effector domain (IPRO20850) Dynamin GTPase effector domain  don't apply
HIS  Linker histone H1/HS globular (H15) domain Linker histone H1/HS, domain H15 (IPR00S818) linker histone H1 and HS family. Histone H1/HS
PROTEIN KINASE DOM  Protein kinase domain Protein kinase domain (IPRO00719) Protein kinase domain Protein kinase domain
Glycoside hdrolase, family 19, catalytic (IPRO00726) Chitinase class | don't apply
NO Plant calmodulin-binding domain
MATH/TRAF domain MATH/TRAF domain MATH domain MATH/TRAF domain
8T8 domain BTB/POZ domain BTB/POZ domain BTB/POZ domain
no High molecular weight glutenin subu HMW-GS
Adenosine and AMP deaminase cupin Cupin 1 (play arole in allergy, like 75 and 115 globulins)
B3 DNA-binding domain inding domain 83 DNA binding domain 83 DNA binding domain
Peptidase family A1 domain Peptidase family A1 domain Eukaryotic aspartyl protease Peptidase family AL
Saposin B type domain Saposin B type, region 2 Saposin protein domain Saposin B type
Cereal trypsin/alpha-amylase inhibitors famiy Bifunctional inhibi lipid transf inhit storage/LTP f Protease inhibitor/seed storage/LTP family
YTH domain (RNA binding) YTH domain YT521-8-like domain YTH domain (RNA binding)
Ankyrin repeat region circular (proteim-protein interaction) Ankyrin repeat-containing domain Ankyrin repeats Ankyrin repeats (proteim-protein interaction)
Ankyrin repeat PGG domain (Its function is not known) PGG (Domain of unknown function)  don't apply
No Amino acid transporter, transmembrane domain Amino acid transporter Amino acid transporter
c: b initiates both the ur cupin 1 cupin 1 (play a role in allergy, especial cupin 1
Carbamoyl-phosphate synthase subdomain cupin 1 cupin 1 (play a role in allergy, especial cupin 1
Zinc finger C2H2 type domain Zinc finger C2H2-type No Zinc finger C2H2 type domain
No No No No
No No No No
No No No No
‘small hydrophilic plant seed proteins No protein  Small hydrophilic plant seed protein
Heat shock hsp70 proteins fami No Hsp70 protein (The Hsp70s are an imk Hsp70 protein
No No i 22-kDa protein
No cupin 1 Cupin 1 (play a role in allergy, especial Cupin 1
No NB-ARC (a novel motif found in hared b NB-ARC domain NB-ARC domain (a novel si motif found in hared by plant and regulators of cell death in animals)
proteases, subtilase family, histidine active Peptidase S8 propeptide/proteinase inhibitor |9 Peptidase inhibitor 19 Serine protease/Peptidase inhibitor |9
Serine proteases, subtilase family, serine active Peptidase $8/553 domain (serine peptidase) Subtilase family Na aplicar
No No No No
Cereal trypsin/alpha-amylase inhibitors famiy Bifunctional lipid transf inhit storage/LTPf Protease inhibitor/seed storage/LTP family
Cytochrome P450 cysteine heme-iron ligand No Cytochrome P4s0 Cytochrome Pas(
Carbamoyl-phosphate synthase Cupin 1 Cupin 1 (play a role i allergy, especial Cupin 1
o No Protein of unknown function rotein of unknown function
Zinc finger RING-type Zinc finger, RING-type Zinc finger, C3HCA type Zinc finger, RING-type
No No No
AAA-protein family AAA+ ATPase domain ( cellular processes: membrane fusion, proteolysis an AAA proteins AAA+ ATPase domain ( cellular pr rane fusion, DNA replication)
Peptidase Md1 Peptidase family M1 Peptidase family Ma1
o No Late embryogenesis abundant proteir Protein of unknown function
Cereal trypsin/alpha-amylase inhibitors Bifunctional inhibi lipid tran: inhit storage/LTPf Protease inhibitor/seed storage/LTP family
o ranslation elongation factor (are responsible for two main processes durin Elongation factor Elongation factor
OTU domain (None of these proteins has a known biochemical function but low sequen OTU domain Peptidase C65 Otubain (i a highly spe ubiquitin iso-peptidase
No Bifunctional inhibi lipid transf helical doma Cys-rich Gliadin N-terminal Cys-rich Gliadin N-terminal
No GCK (involved in intracellular signalling pathways ) GCK domain (intracellular signalling £ GCK domain (intracellular signalling pathways)
Fibronectin type-Iil domain (It s involved in cell adhesion, cell morphology, thrombosis, Fibronectin type Iil domain Fibronectin type lll domain Fibronectin (itis involved in cell adh thromb
Oberon, PHD finger (is found in a wide variety of proteins involved in the re PHD - plant homeodomain finger prot PHD finger (is found in a wide vari ins i in ion of chromatin structt
No No
No No Histidine phosphats Famil
No upin 1 Cupin 1 (play a role i allergy, especial Cupin 1
Lipolytic enzymes. GDSL lipase/esterase GDSL-like Lipase/Acylhydrolase Lipolytic enzymes.
Late embryogenesis abundant proteir Protein of unknown function
F-box domain F-box domain FBD (its precise function is unknown, F-box domain (F-box domain mediates in interactions, Hlular transduction and regulation of the cell cycl
‘Small heat shock protein Alpha crystallin/Hsp20 domain Hsp20/alpha crystallin family Hsp20 domain
No Sucrose synthase Sucrose synthase Sucrose synthase
Glycosyl transferase Glycosyltransferases group 1 don't apply
No ERCC4 domain ERCCA domain (is a family of nuclease ERCC4 domain (is a family of nucleases)
No Bifunctional lipid transf helical ich Gliadin N-terminal Cys-rich Gliadin N-terminal
No F-box domain F-box domain (F-box domain mediate: F-box domain (F-box domain mediates i interactions, Hlular transduction and regulation of the cell cycl
No Tfc3, extended winged-helix domain (play a role in linking tauA, tauB, and T B-block bindi TFIIC (prot i
NO No No No
Protein kinase domain Protein kinase domain Protein kinase domain Protein kinase domain
Zinc finger C2H2 type domain Zinc finger C2H2-type No Zinc finger C2H2 type domain
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Victorio et al. Supplementary Table S1. List of identified and quantified proteins of the whole wheat flour (WWF) group, based on TOP3 quantification.

ACCESSION

P17314
P01085
AOA3B6JR20
Q4U1A4
P01084
J7THWD3
X2KYP9
AOATKOJNGE
W5D003
AOA3B6EKSH4
P01083
AOA3B6R7A6
AOA3B6U9PO
AOA3BGEEW7
AOA3B6UD25
Q2A784
P10388
AOA3B6LFC8
AOA3BENQQS5
A5A4L4
AOA3B6IYD4
AOATKOKORO
Q2A783
AOA3B5ZP43
P04730
P16159
D6QZM8
P93693
AOA3B6TZD9
Q4z8L8
P24296
AOA3B6GLT2
16QQ39
AOA3B6SNK2
AOA3BS5YPZ7
AOA3B6LV31
AOA3B6SUO1
AOA3B6JQP1
AOA3BBRKE1
D2KFG9
Q41593
AOA3B6B3H4
P10387
AOA3BSYTY7
AOA3B6TFZ6
Q84Ql5
Q8S4P7
AOA3B5ZRA1
AOA3B6RP58
AOA3B6ILV9
AOA3B6IJ76
P32032
AOA3BBT7X8
P01544
AOA3BEMYZ0
BBUKM9
AOA3B6KNF4
AOA3B5XV32
P16851
P06659
Q9ST58
AOA341YEF9
AOA3B6LUVS
AOA3B6BKQL2
Q03033
AOA3BGBJER7
AOA3B6PJQ3
AOA3B6QEZS
AOA3B5XVL2
Q94G92
D2KFH1
Q10464
P16347
A3KLL4
AOA3BBKPY9
Q5BHT9
P33432
AOA3BEMXN3
AOA3BBKBC7
Q93XQ7
AOA3B6ITUO
Q0Q5D9
AOA3B6DBZ8
A0A2U8JD37
P83207
AOA1D5ZL98
QewsQ2
AOA3B6IQT3
AOA3B6JLO6
HOAXB3
AOA3B6LF87
A1EHE7
AOA3BBJIN50
Q93wW25
AOA1D5UZW7
J7HTO09
10IT65
Q43659
LOGED8

DESCRIPTION (OMICSBOX)

alpha-amylase tetrameric inhibitor subunit CM3
dimeric alpha-amylase inhibitor
alpha-amylase tetrameric inhibitor subunit CM3
dimeric alpha-amylase inhibitor
Alpha-amylase inhibitor 0.53

alpha-gliadin

monomeric alpha-amylase inhibitor
alpha-gliadin

dimeric alpha-amylase inhibitor
beta-amylase, a-1,4-glucan maltohydrolase
monomeric alpha-amylase inhibitor

ALP

beta-amylase, a-1,4-glucan maltohydrolase
histone H2B.3

CSB_alpha gliadin 15

ALP

high molecular weight glutenin subunit 1Dx
alpha-amylase/trypsin inhibitor-like
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
avenin-like protein

beta-amylase, a-1,4-glucan maltohydrolase
alpha-gliadin

Avenin-like b1

118 globulin

low-molecular-weight glutenin subunit

avena alpha amylase trypsin inhibitor-2
Avenin-like b10

RecName: Full=Serpin-Z1B; AltName: Full=TriaeZ1b; AltNa

basic endochitinase C

class Il chitinase

Non-specific lipid-transfer protein 1

16.9 kDa class | heat shock protein 1-like
63 kDa globulin-like protein
alpha-amylase/trypsin inhibitor-like
gliadin-like avenin

protein synthesis inhibitor II-like
class Il chitinase

avena alpha amylase trypsin inhibitor-2
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1, cytosolic
gliadin-like avenin

Serpin-Z1A

histone H4

HMW glutenin subunit

glucose and ribitol dehydrogenase homolog
avena alpha amylase trypsin inhibitor-2
grain softness protein-1
alpha-amylase/trypsin inhibitor-like
glucose and ribitol dehydrogenase homolog
basic endochitinase A

63 kDa globulin-like protein

63 kDa globulin-like protein
Alpha-2-purothionin

farinin protein

beta purothionin

Globulin-1 S allele

Gamma gliadin-A3

Globulin-1 S allele

118 globulin

avena alpha amylase trypsin inhibitor
gamma-gliadin

Serpin-Z1C

Histone H2B.2

Globulin-1 S allele

SERPIN domain-containing protein
Elongation factor 1-alpha

63 kDa globulin-like protein
phosphoglycerate kinase, cytosolic
phosphoglycerate kinase, cytosolic
glucose and ribitol dehydrogenase homolog
Gamma gliadin-D4

Avenin-like a4

puroindoline b

alpha-amylase inhibitor

malate dehydrogenase, cytoplasmic
protein synthesis inhibitor II-like

grain softness protein

Puroindoline-A

endosperm transfer cell specific PR60 precursor
enolase

protein disulfide isomerase
trypsin/alpha-amylase inhibitor

19 kDa globulin

1-Cys peroxiredoxin PER1

Delta gliadin-D1

chymotrypsin inhibitor WCI

protein synthesis inhibitor II-like

1-Cys peroxiredoxin PER1

protein disulfide isomerase
gamma-interferon-responsive lysosomal thiol protein-like

RecName: Full=Serpin-Z2B; AltName: Full=TriaeZ2b; AltNa

enolase 2

Gamma gliadin-D3
trypsin/alpha-amylase inhibitor
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
elongation factor 1-alpha
alpha-gliadin

alpha-gliadin storage protein
15kDa grain softness protein
14-3-3-like protein A

REPORTED
PEPTIDES
13

SEQUENCE
COVERAGE
75,60
94,35
78,57
95,04
95,97
30,29
88,74
45,78
68,83
79,05
79,74
55,43
78,94
43,71
35,29
47,02
18,28
83,11
77,15
56,34
70,53
16,55
55,44
58,58
29,92
65,03
55,28
75,94
76,32
75,19
32,74
65,56
66,16
86,22
43,35
70,55
68,42
65,03
81,98
42,79
44,47
58,25
39,35
74,14
53,10
40,24
79,56
72,05
49,53
64,16
69,81
45,59
48,93
49,21
66,26
17,54
64,00
56,08
53,10
36,08
62,06
54,55
51,68
47,99
60,63
63,32
76,80
71,82
72,05
39,60
59,30
33,11
83,89
63,96
72,56
48,78
37,16
53,27
73,32
66,99
46,53
61,33
84,00
45,68
78,15
51,25
85,78
63,52
78,17
54,02
70,93
12,20
51,06
53,80
50,11
24,83
25,89
47,56
67,05

A1

1857308
1343154
850502
407532
451759
781428
938107
41775
885993
579095
13439
560729
1247150
787186
462033
604601
272220
273505
424779
413342
993449
62844
363960
784253
628601
684575
167430
563766
350149
537725
523555
346358
1158501
143333
880116
648521
259153
499646
584130
846783
20636
467900
1245943
276060
562443
424284
159845
194518
0
399935
288902
370156
656076
509147
559521
12845
915816
449736
679798
494265
196361
25444
557923
184894
689706
1024912
114346
163998
256714
515770
56977
574817
546272
330305
200014
205892
18540
398344
189347
96602
238998
196931
235358
347788
452633
136410
328186
269957
401615
182169
90925
1118114
497069
250297
291974
252118
366391
101733
139846

Al12

1220311
1340291
609935
431568
381845
336899
942493
32120
861347
556640
13502
482361
987498
568145
471342
447772
573653
406857
352394
408077
751570
64712
307556
694796
1261764
787332
145239
418065
422655
443387
349794
247361
830617
108140
794419
591622
212036
350091
306935
619434
16759
437525
1246192
198083
537295
501333
106983
140838
0
325794
252267
317165
507426
381902
445547
352683
763729
361072
460972
451596
181304
17404
476721
181709
503181
879836
100968
144811
168503
328671
36369
332975
443420
257086
146545
184915
13912
227379
193206
136873
186706
176870
129515
343770
511556
84516
196312
321788
186765
151547
92777
1361659
390788
239917
163216
221184
267393
100912
143059

A13

1141631
1297130
605259
451508
380520
528266
831802
88361
931814
491644
11916
416363
930228
583155
492185
540875
582599
372219
352137
426285
865351
53102
400501
667400
1333129
699834
164196
400225
326784
543062
296784
290514
769392
153189
916516
626630
237132
317200
391165
1027629
18830
500413
1128024
235031
490199
441042
126990
160506
0
317128
205877
210528
560833
226070
614546
449796
766069
327191
413320
461128
178420
18969
444714
220993
601969
806446
129067
185112
172714
359979
41488
280478
543948
312671
153711
218747
13577
219981
197289
125757
150325
188389
195094
382593
429667
83812
289349
281359
239189
191775
94738
1320135
319909
307990
253563
298709
275726
74014
186578

c11

1089508
1158692
534609
738257
258357
600530
637967
190932
668424
481299
11949
488924
918955
620724
264792
622214
545425
285651
335961
499413
901234
98765
601757
774411
1642460
648174
307720
474359
334571
469516
126435
196401
793671
129306
825773
452478
9673
284774
246895
730403
9408
544937
1045256
272058
400698
449054
153240
110803
71905
260310
172260
146537
594458
262459
382535
670413
718108
456026
303939
609513
324236
27519
604595
366322
498977
668299
37549
220216
135338
83396
327470
298073
388670
274367
155760
147754
514190
136556
195787
135966
310719
205017
142203
567327
365110
103646
214255
308186
144035
249143
86406
816778
34689
287045
244760
311118
127712
256777
183100

Cc12

1150698
1032345
555459
745532
244512
488227
727329
132390
659112
492642
13623
610580
938743
625990
235782
631046
557842
317937
320564
459164
930690
73743
605417
774228
1511733
707087
304861
483521
358275
467840
131782
201359
781131
133256
608548
588387
10175
272219
279563
802184
9833
562941
1070209
304936
401717
445833
158627
124134
75489
261880
186315
173691
531271
295292
477692
643869
858291
463694
290466
559439
348197
29089
550900
353127
526835
682516
41480
243269
158027
62094
278844
302632
433595
276352
163123
145861
554265
150048
209579
135496
359155
189816
149574
555592
408455
113917
208734
308337
155586
232681
93849
580856
40097
237259
271948
253547
116251
258732
190507

c13

1122086
1128455
526883
676160
255730
593681
743467
192772
705602
846575
13925
684978
980308
636731
324968
661501
651636
303978
325793
482686
890927
94019
652735
786049
1405853
858281
305714
473155
327114
437529
171404
184965
778264
131285
621483
453611
9746
292235
248216
676993
9940
565159
1074257
302130
418035
417576
1565715
122897
70523
271976
156665
150275
687365
261577
406778
671950
784233
472732
330898
576693
328456
28976
484858
390113
488843
679237
37805
221719
146241
46999
403886
304631
446548
266710
147037
140345
547874
150350
191103
113131
342825
181187
132795
568544
423954
113831
206484
249882
149952
249973
86968
837188
38274
291834
252409
352229
156702
268267
185397

AVE A1

1406417
1326858
688565
430203
404708
548864
904134
54085
893052
542459
12952
486484
1054959
646162
475187
531083
476157
350860
376437
415901
870124
60219
357339
715483
1074498
723914
158955
460685
366530
508058
390044
294744
919503
134888
863684
622258
236107
388979
427410
831282
18742
468613
1206720
236391
529979
455553
131273
165287
0
347619
249015
299283
574778
372373
539871
271775
815205
379333
518030
468997
185362
20606
493119
195865
598285
903731
114794
164640
199310
401473
44944
396090
511213
300020
166756
203185
15343
281901
193281
119744
192010
187397
186656
358050
464619
101579
271282
291035
275857
175163
92813
1266636
402589
266068
236251
257337
303170
92220
156495

AVE C1

11