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Proteinas Expressas em Folhas de Soja
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Resumo - A aplicagdo de acido salicilico nos tecidos vegetais pode induzir
a sintese de proteinas relacionadas a patogénese em suas folhas, o que as
protege contra esse ataque biotico. O objetivo deste trabalho foi testar duas
técnicas de extragdo, concentracdo e purificacdo para separagao dessas
proteinas, baseadas inicialmente em coagulagdo térmica das proteinas
insoluveis, sendo uma delas finalizada com precipitagdo com alcool/acido
e a outra por ultrafiltragdo. A primeira € adequada para obtencéo de fonte
alimentar alternativa de proteina e a segunda para concentragao e purificagao
proteica em sistemas biologicos. Nos extratos obtidos por ultrafiltracao as
bandas de proteinas no gel de eletroforese ficaram menos difusas e mais
definidas e também foram observadas proteinas de baixa massa molecular.
Cinco proteinas expressas foram encontradas em folha de soja tratada
com acido salicilico e a massa molecular destas estava na faixa de 30,9 a
17,0 kDa. Resultados similares foram obtidos via cromatografia liquida de
alta eficiéncia usando separacéao por hidrofobicidade. Desta forma, o método
de extragdo com ultrafiltracao foi considerado mais adequado por permitir
melhor e maior visualizagao de bandas na faixa de massa molecular das
proteinas relacionadas a patogénese.

Termos para indexacao: acido salicilico, proteinas-PR, ultrafiltracao.
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Optimization of a Method for Molecular Analysis of
Expressed Proteins in Soybean Leaves

Abstract — The application of salicylic acid in plant tissues can induce the
synthesis of proteins related to pathogenesis in their leaves, which protects
them against this biotic attack. The objective of this work was to test two
techniques of extraction, concentration and purification for separation of these
proteins, initially based onthermal coagulation of insoluble proteins, one of them
being finished with alcohol/acid precipitation and the other by ultrafiltration.
The first is suitable for obtaining an alternative food source of protein and the
second for protein concentration and purification in biological systems. In the
extracts obtained by ultrafiltration, the protein bands in the electrophoresis
gel were less diffuse and more defined and low molecular weight proteins
were also observed. Five expressed proteins were found in soybean leaves
treated with salicylic acid and their molecular mass ranged from 30.9 to 17.0
kDa. Similar results were obtained via HPLC using hydrophobicity separation.
Thus, the extraction method with ultrafiltration is considered the most suitable
for characterization of proteins related to pathogenesis in soybean leaves.

Index terms: salicylic acid, PR-proteins, ultrafiltration.
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Introducao

Nas ultimas décadas tém sido observadas mudangas climaticas que
representam uma grande ameaca ao crescimento e produtividade de culturas
agricolas. Como consequéncia, acabam sendo gerados nas plantas estresses
tanto de natureza abidtica como bidtica. Quanto ao estresse bibtico, deve-
se ressaltar o estabelecimento de patdogenos nos vegetais, podendo ser
bactérias, fungos ou virus. Este estado de senescéncia pode gerar disfungdes
metabdlicas severas (Diaz-Mendoza et al., 2016). As plantas, de forma geral,
possuem mecanismo de defesa contra o patdgeno no seu interior, 0 que pode
causar a destruicédo do tecido foliar. Tal mecanismo induz, de forma sistémica,
a liberacao de fito hormonios, compostos fendlicos, fitoalexinas e proteinas
relacionadas a patogénese (proteinas-PR). A produgcédo endogena de
moléculas de baixa massa molecular em resposta ao estimulo do metabolismo
secundario da planta acontece, entdo, desde aquelas relacionadas aos
processos de redugao do oxigénio (hipdxia) até a producéo de diferentes fito
hormoénios tais como: acido abscisico, etileno, acido jasmbnico, jasmonoato
de metila e acido salicilico (AS), que agem como ferramentas de combate aos
microrganismos (Randhir et al., 2004).

Ja as proteinas-PR sdo macromoléculas alternativas que o metabolismo
secundario produz, também no combate a patogenicidade. Ja foram descritas
na literatura a presenca de 17 familias de proteinas-PR, sendo a primeira
delas expressa em folhas de tabaco (PR1), com massa molecular de 14-
17 kDa (Vattem et al., 2005). As cadeias de proteinas-PR, de forma geral, sao
cadeias polipeptidicas que podem variar de 10-70 kDa (Breen et al., 2017).

A aplicacao de acido salicilico exdgeno, tanto no solo como nas folhas,
€ uma pratica que vem sendo utilizada no combate a patogenicidade. Esta
tecnologia mostra que pode haver uma queda de aproximadamente 37%
do percentual de incidéncia de doengas (PDI) em tomates contaminados
com Fusarium e tratados com acido salicilico. Neste caso, este indice foi
quantificado pelo aumento (cm) da parte aérea e sistema radicular, bem como
pelo numero de folhas em resposta. O acumulo de compostos fendlicos (acido
salicilico) nas células deste fungo limita o desenvolvimento dos mesmos, por
funcionarem como um ataque quimico, causando a destruicdo da membrana
plasmatica e mitocondrial do mesmo (Al-Surhanee, 2022).
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A aplicagao exogena do acido salicilico pode induzir a sua sintese nos
tecidos vegetais devido ao aumento da atividade de enzimas especificas e
devido a formagao de metil salicilato. Dentre estes fatores deve ser destacado
o estimulo concomitante da produgao de proteinas-PR. Deste modo, ha um
aumento de resisténcia da planta contra o ataque de patogenos. Silva et al.
(2008) monitoraram e evidenciaram a agao efetiva da presenca de possiveis
fragBes proteicas referentes as proteinas de defesa em um tratamento com e
sem adicao de acido salicilico.

Em folhas, a fragdo proteica soluvel que € chamada de fragdo branca
é predominantemente composta pela rubisco, uma enzima chave da
fotossintese. A presenga dessa enzima no gel da eletroforese, através de
suas cadeias polipeptidicas correspondentes, confirma que a fragdo branca
soluvel foi devidamente extraida das folhas (Santamaria-Fernandez; Libeck,
2020).

Avaliar niveis baixos de proteinas em uma matriz complexa requer
um procedimento eficiente de retirada de interferentes. Mesquita (2012)
descreveu um método classico de extracao e purificagédo de proteina de folhas
de soja. Neste método as proteinas soluveis e insoluveis sofreram uma etapa
de clean up usando acido tricloroacético (TCA) e acetona. O residuo dessa
extragao foi entdo retirado com etanol. Junto com a adigdo desses reagentes
ocorre a lise celular por meio da utilizagdo concomitante do nitrogénio liquido.

Verifica-se, portanto, que o fator limitante na analise proteémica € uma
extracdo adequada e o preparo dos extratos proteicos. No preparo desse tipo
de amostra, também ha necessidade de reagentes que atuam na quebra das
ligacbes dissulfeto, ligacdes de hidrogénio, ligagdes hidrofobicas e inibidores
de proteases, que sao altamente demandados tais como DTT (ditiotreitol),
PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila) e TRITON X100 (surfactante ndo iénico
que possui uma cadeia hidrofilica de 6xido de polietileno). Além da toxicidade
(respiratoria, dérmica e ocular), ha necessidade continua de nitrogénio
liquido, onerando o método (Mesquita, 2012).

No método proposto por Santamaria-Fernandez e Lubeck (2020),
inicialmente modificado neste estudo, foi utilizada uma extracdo mecanica,
seguida por coagulacao térmica e precipitagcdo com uma mistura de alcool/
acido para eliminagao das fibras e debris celulares, resultando na obtencao
de proteinas soluveis e purificadas. Uma segunda modificagdo inserida
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neste método incluiu uma etapa de purificagédo via ultrafiltragdo. Esta ultima
estratégia metodologica permitiu que fosse feita uma boa caracterizagao das
proteinas expressas.

O objetivo deste trabalho foi propor um método de extragéo das proteinas-
PR de folha de soja mais eficiente, econémico e ecologicamente viavel.

Material e Métodos

Amostras

Folhas de soja em senescéncia
(Figura 1), oriundas de plantas de
plantio comercial em Itapeva-SP, foram
submetidas a dois tratamentos visando a
extragcdo das proteinas: com aplicagéo de
acido salicilico (AS) exogeno e o controle,
sem aplicagao do AS.

Figura 1. Folhas de soja /
em senescéncia.

Método de extracao das proteinas-PR expressas

O primeiro método avaliado neste trabalho foi baseado na técnica de
Santamaria-Fernandez e Lubeck (2020) modificado (Figura 2), que foi
utilizada para efeito de comparagao. Foram utilizados 2 gramas de folhas
de soja em senescéncia e 100 mL de agua. Realizou-se a homogeneizagao
(processamento mecanico) em ultra processador da marca Ninja BL 492Br30
1200 W em dois ciclos de 70 segundos. O material celular processado foi
filtrado em algod&o. O filtrado sem fibras foi submetido a tratamento térmico

Foto: Alexsandro Araujo dos Santos
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a 60 °C por 1 minuto e, logo apos, foi mantido por 12 horas sob refrigeragéo.
Foi entdo centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente O
sobrenadante obtido foi utilizado para realizar a purificagcao da fragao proteica
branca (soluvel) com adi¢cao de etanol PA 95% / acido acético de 5% (v/v)
em agua. A fragc&o proteica foi obtida seguindo o mesmo procedimento de
centrifugagdo descrito anteriormente. O precipitado foi ressuspendido em
400 pL de agua destilada (Figura 2).

O segundo método avaliado neste trabalho (Figura 3) consistiu em
adicionar uma etapa extra de purificagao por ultrafiltraggdo em membrana
de 100 kDa em microtubos tipo Eppendorff, realizada apds a primeira
centrifugagdo no procedimento original de Santamaria-Fernandez e Libeck
(2020). Submetendo o conteudo do tubo a 10 ciclos de filtragdo utilizando
400 pL de agua destilada, o permeado foi entao liofilizado e ressuspendido
em 400 pL de agua destilada para avaliagdes por eletroforese SDS-PAGE
e por CLAE. Na Figura 3 podem ser observadas as etapas de extragao e
purificagdo da proteina-PR expressa realizadas pelo presente método.
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Figura 2. Etapas realizadas para extragéo e purificagdo da proteina-PR expressa
pelo método alcool/acido (Santamaria-Fernandez; Lubeck (2020) modificado.

1"

llustragdo: André Gomes
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Figura 3. Etapas realizadas para extragao e purificagdo da proteina expressa (PR)
pelo método com ultrafiltragdo como etapa extra de purificagao.
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Avaliacao dos extratos por eletroforese SDS-PAGE

Os extratos obtidos (com e sem aplicagdo de acido salicilico) foram
avaliados por meio da técnica de eletroforese SDS-PAGE. Foi utilizado o
sistema de eletroforese vertical (BioRad) e a metodologia de preparagao dos
geéis foi realizada conforme Laemmli (1970). A concentragdo de acrilamida
utilizada no gel de separacao foi de 12% e no gel de empilhamento de 8%.
A corrida eletroforética foi realizada inicialmente em cuba grande, durante 7
horas e depois em uma cuba pequena durante 3 horas, sob uma tensao de
100 V. Os marcadores de baixo peso molecular foram obtidos utilizando-se
0s seguintes padrdes de proteinas (em kDa): fosforilase B 105,20; albumina
de soro bovino 84,17; ovalbumina 50,44; anidrase carbdnica 36,81; inibidor
de tripsina de soja 29,06 e lisozima 20,49. As proteinas dos geéis foram
coradas com o reagente de cor “Coomassie blue R250”, durante 12 horas,
e descoradas com uma solugdo de metanol/acido acético/agua destilada
(40:10:50), por meio de trés lavagens com duragao de meia hora.

Caracterizacao do perfil proteico dos extratos

A caracterizagao do perfil proteico por hidrofobicidade na fragdo proteica
soluvel foi realizada utilizando um cromatégrafo liquido modular Jasco,
composto por detetor UV 2077 e bomba quaternaria PU 2089 plus, com a
técnica de cromatografia por hidrofobicidade que consiste no uso de uma
coluna BDS Hipersil C18 (100 x 4,6 mm e 2,4 ym). As amostras proteicas
(20 pL) foram injetadas manualmente na coluna através de injetor Rheodyne
7125 e eluidas com duas fases moveis: Fase A - agua ultrapura: 0,1% TFA
(acido trifluoroacético) e Fase B - acetonitrila UV/HPLC: 0,1% de TFA. Um
gradiente com rampa linear iniciando em 95% da Fase A (mais polar, mais
fraca) com taxa de mudanca para 80% de A em 15 minutos, 60% em 25
minutos, 50% em 28 minutos, 40% em 32 minutos, 30% em 34 minutos e 20%
de A em 36 minutos. A partir de 38 minutos o gradiente retornou as condi¢des
iniciais, assim permanecendo até o final da corrida em 40 minutos a fim de
equilibrar a coluna para uma nova corrida cromatografica. A temperatura do
forno foi de 30 °C e detecgao realizada a 216 nm.
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Resultados e Discussao

O método proposto por Santamaria-Fernandez e Lubeck (2020) é util para
semi-purificagdo das proteinas soluveis de folha de soja, que normalmente
sdo utilizadas para avaliagdao nutricional, onde proteinas estao presentes
em maior quantidade. A modificacdo realizada consistiu na extracao das
proteinas soluveis por meio do processamento mecanico, utilizando um
ultraprocessador tipo Ninja. No método classico descrito por Mesquita et
al. (2012) utiliza-se nitrogénio liquido, que € muito util para romper células
vegetais.

O meétodo de Santamaria-Fernandez e Lubeck (2020) foi entdo otimizado
para avaliagdo da fragdo de proteina expressa em resposta a patdogenos.
A fracado proteica verde (insoluvel) foi precipitada por coagulagao térmica,
retirando também os debris celulares (partes das paredes celulares resultante
do processamento mecanico). E a mistura etanol/acido acético foi utilizada
para obtencgao de extratos purificados, como visto na Figura 2.

Na Figura 4, pode-se visualizar o gel de eletroforese. Nas trés primeiras
amostras (trés primeiros pogos com volumes diferentes), Ta=30 pL, Tb=20 pL
e Tc=10 yL, ndo foram observadas bandas de proteinas. Essas amostras séo
do tratamento de folhas de soja que nao receberam o fito horménio AS. Por
outro lado, nas amostras tratadas com acido salicilico (T2a=30 uL, T2b=20 pL
e T2c=10 pL) observam-se duas proteinas expressas com massa molecular
de 30,9 e 29,8 kDa.

Como alternativa mais eficiente e tecnolégica ao método Santamaria-
Fernandez e Lubeck (2020) modificado, trocou-se, entdo, a etapa de
purificacdo (precipitacdo) da proteina com alcool/acido por uma purificagao
via ultrafiltracdo analitica em micro tubos, pois proteinas interferentes
em maior quantidade e maior tamanho (acima de 100 kDa) ficam retidas
na membrana de ultrafiltragcdo e as proteinas menores (de interesse) séo
permeadas. Bandas pouco difusas, poréem bem nitidas, foram observadas
em T3. O resultado mostrado na Figura 5 pode ser explicado pela etapa
de liofilizagcdo que concentrou outras moléculas n&o proteicas menores
que 100 kDa que podem ter interferido na nitidez das bandas e, portanto,
causado um perfil proteico apresentando difusdes. Entretanto, das cinco
proteinas expressas no tratamento com acido salicilico, duas entre as de
menores massas moleculares (18,2 e 17,0 kDa ) estavam também presentes
no tratamento sem aplicagdo de acido salicilico. Isso pode ser explicado
possivelmente devido a sintese enzimatica do metabolismo da planta em
resposta a produgao de AS enddgeno (Randhir et al., 2004).
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Eletroforese SDS-PAGE das folhas de soja
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Figura 4. Gel de eletroforese SDS-PAGE das proteinas da frag&o branca de folhas de
soja em senescéncia, que foram extraidas, purificadas e concentradas pelo método
Santamaria-Fernandez e Lubeck modificado, sendo Ta =30 pL, Tb=20 pL e Tc=10
ML (volume de amostra sem acido salicilico) e T2a=30 yL , T2b=20 pyL e T2c =10 pL
(volume de amostra com acido salicilico). MM= Massa molecular em kDa.
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extraidas, purificadas e concentradas
pelo método Santamaria-fernandez e

- 226 Libeck modificado com ultrafiltragéo,
sendo T1 sem acido salicilico e T3

- 182 com acido salicilico. MM= Massa
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baixa massa molecular.
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Por exemplo, a proteina RUBISCO (majoritaria em folhas) tem
560 kDa e, em funcao de seu tamanho, nao permearia por essa membrana
de ultrafiltragao. Entretanto, caso nessa etapa de limpeza da amostra ela
permeasse, poderia ser observada na visualizagdo eletroforética, pois
o detergente dodecil sulfato de sédio iria destruir a sua conformagéo e a
transformaria em cadeias polipeptidicas. Deve-se lembrar de que a proteina
com fungdo enzimatica € constituida por oito cadeias polipeptidicas de
55 kDa e oito cadeias de 15 kDa. Portanto, foram encontradas cinco proteinas
expressas em soja tratada com acido salicilico e a massa molecular delas
encontra-se na faixa de 30 a 17 kDa. Quando se compara, por meio de
eletroforese, o método de precipitagao alcool/acido com o de ultrafiltragcéo,
verifica-se que o ultimo é mais eficaz, pois podem ser observadas mais
bandas de proteinas expressas.

Comointuitode confirmaros resultados, o mesmo permeado foi avaliado por
cromatografia liquida utilizando uma coluna C18 e resultados similares foram
obtidos. Cinco principais picos de proteinas separadas pela hidrofobicidade
s6 foram observados nas folhas de soja tratadas com acido salicilico (Figura
6). Dados similares, usando a técnica Laemmli (1970), mostraram a indugao
de resisténcia a ferrugem-asiatica (Phakopsora parachyrhizi) de genoétipos de
soja pela indugdo da expressao de cinco enzimas marcadoras: lipoxigenase,
peroxidase, fenilalanina aménia liase, quitinase e [(-glucanases. Estas
enzimas sao todas de baixa massa molecular com excec¢do da lipoxigenase
que traz amargor a soja. Todas as demais tém massa molecular em torno
de 30 kDa. As B-glucanases, especificamente, atuam sobre as glicanas que
estdo nas paredes celulares externas de bactérias e fungos (Almeida et al.,
2012).
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Figura 6. Cromatogramas da proteina purificada (por ultrafiltracdo) de folha de soja
em senescéncia. (A) plantas tratadas sem acido salicilico e (B) plantas tratadas com
acido salicilico. Setas indicam principais bandas encontradas.
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Conclusao

Os resultados mostraram que houve maior presenca de proteinas
expressas, na faixa de massa molecular referentes as proteinas-PR, nos
tratamentos onde houve aplicagdo de acido salicilico, evidenciada pela
analise eletroforética e comprovada pela analise cromatografica.

As proteinas permeadas na utrafiltragdo da fragdo proteica branca
das folhas de soja submetidas ao tratamento com acido salicilico
mostraram massas moleculares de 30,9; 29,8; 22,6; 18,2 e 17,0 kDa.
Todas apresentaram baixa massa molecular, como tem sido descrito para
as proteinas-PR. Conclui-se que o meétodo proposto deve ser utilizado
como padréao para o estudo de proteinas expressas em resposta a
patogenicidade e que a etapa de ultrafiltracao permite a visualizagao de
outras bandas na regiao das proteinas-PR.
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