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COMPARACAO DE DUAS
SOLUCOES EXTRATORAS NA RESOLUCAOQ
DE CINCO SISTEMAS ENZIMATICOS
EM FOLHAS JOVENS DE CUPUACUZEIRO
(Theobroma grandifforum Schum)

Maria Rosa Costa'
José Maria Demetrio Gaia“®
Marli Costa Poltronieri’

INTRODUCAO

O Cupuacuzeiro (Theobroma grandifforum (Willd
Spreng) (Schum)) é uma espécie de grande importéncia no
contexto socioecondmico do Estado do Pard. Colecbes desta
espécie sao mantidas em banco de germoplasma da Embrapa
Amazénia Oriental, com a finalidade de conservar a diversi-
dade genética e disponibilizar gendtipos para programas de
melhoramento genético.

Uma das maneiras de se caracterizar colecdes de
germoplasma € através da eletroforese de isoenzimas. Esta
técnica consiste na migracao de moléculas ionizadas, de
acordo com suas cargas elétricas e pesos moleculares em

campo elétrico (Alfenas et al. 1991).

A etapa de extracdo das enzimas, utilizando solu-
cies denominadas de extratoras, € uma das mais importantes
da técnica de eletroforese, visto que o uso de métodos ina-
dequados compromete 0s passos subseqlentes.

Um dos maiores problemas encontrados na extra-
¢do de proteinas e enzimas de plantas € a presenca de com-
postos fendlicos, liberados durante a trituragdo do tecido.

'Eng.- Agr., M.Sc., Pesquisador da Embrapa Amazdénia Oriental, Caixa Postal 48,
CEP 66.017-870-Belém, PA.
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Métodos de extracdo devem ser desenvolvidos de modo a
separar especificamente fendis das proteinas e, ao mesmo
tempo, prevenir a oxidagao dos compostos fendlicos {Alfenas
et al. 1991).

A composi¢do da solucdo extratora e o tipo de te-
cido a ser utilizado devem ser previamente determinados,
para que se obtenha o méximo de atividade enzimatica no ex-
trato.

O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito de
duas solucdes extratoras na resolucdo de cinco sistemas en-
ziméticos, visando otimizar o protocolo de extracdo de iscen-
zimas de cupuaguzeiro.

METODOLOGIA

Foram utilizadas amostras de folhas jovens de 20
clones de cupuacuzeiro, coletadas no banco de germoplasma
da Embrapa Amazdnia Oriental, as quais foram acondiciona-
das em sacos de pléstico e colocadas em isopor com gelo. O
extrato foi obtido triturando-se manualmente 50 mg de tecido
foliar, em almofariz e pistilo previamente resfriados. Utilizou-
se 1 ml de solucdo tampéao de extracao, 70 mg de PVPP (po-
livinilpolipirrolidona) e nitrogénio liguido, suficiente para con-
gelar o tecido foliar. Em seguida as amostras trituradas foram
transferidas para tubos de Eppendorf (1,5 ml) e submetidas a
centrifugacao por 40 minutos, em rotacao de 15.000 rpm, a
4°C, para separar o extrato enzimatico do precipitado vegetal.
Apoés esta etapa, as amostras foram aplicadas em géis de po-
liacrilamida (vertical} e submetidas a eletroforese, sob condi-
¢coes de 16 mA e 250 V, a temperatura de 4°C durante 4 a 6
horas. As isoenzimas foram reveladas através de corantes
histogquimicos especificos, sendo utilizados 0s seguintes sis-
temas: Diaforase, Aspartato Amino Transferase, Menadiona
Redutase, Fosfatase Acida e Fosfoglucose Isomerase. Os sis-
temas tampao gel-eletrodo e de coloracao foram os citados
por Tsumura et al. (1990). As composicoes das solucoes
extratoras utilizadas encontram-se nas Tabelas 1 e 2.



TABELA 1. Composicao da solugdo extratora zero (0).

Componentes Quantidade

Trizma preset pH 7,5 7,54 g

EDTA 560 mg
Solugéo 1 H20 100 ml

Glicerol 126 g

Hz0 (q.s.p.) 250 ml
Solugédo 2 Tween 80 7.88 g

H20 (qg.s.p.) 250 ml
Solucéo 3 DTT 9,26 mg/ml
Solucao 4 NAD 6 mg/ml
Solugdo 5 NADP 6,6 mg/ml
B-mercaptoetanol 0,07 mi
BSA 12 mg

Fonte: Tsumura et al. (1990).

*As solugdes, o p-mercaptoetanol e o BSA foram misturados na proporgao:
14:6:6:2:2: 0,14:24 para 20 amostras.

TABELA 2. Composicao da solucado extratora um (1).

Componentes (concentracgdo final) Quantidade
Fosfato de sddio monobaésico dihidratado 06¢g
Sacarose (0,2 M) 79

PVP-40 (2,56 %) 2,56¢g

DTT (3mM) 50 mg
L-Acido ascérbico (5,7 mM) 100 mg
DIECA (trihidratado) 109, 514 mg
Bisulfito de sé6dio (2,6 mM) 130, 674 mg
Borato de sddio (2,5 mM) 50 mg
B-mercaptoetanol {0,2%) 0,2 ml

H20 (qg.s.p.) 100 ml

Modificado de Alfenas et al. 1991.



BANDEAMENTO IZOENZIMATICO

Para a enzima Aspartato Amino Transferase
(AAT), houve bandeamento indicando atividade enzimatica,
em todos os individuos analisados, nas duas solucdes extra-
toras utilizadas. As bandas de Aspartato Amino Transferase,
provenientes do tratamento com a solucao zero, foram mais
nitidas e de melhor resolucao (Fig. 1).

Géis corados para a enzima Menadiona Redutase
(MNR) apresentaram arraste utilizando a solucdc extratora
zero. Tal fato pode ser atribuido a ocorréncia de degradacao
de proteinas durante o processo de extracao (Alfenas et al.
1991). Para a solugdo extratora 1, a resolucdo foi um pouco
melhor, em relacdo ao arraste. As duas solugbes foram efici-
entes, com nitido bandeamento na maioria dos individuos
analisados (Fig. 2).

Para a enzima Diaforase (DIA), houve bandeamen-
to indicando atividade enzimética para a maioria dos individu-
os analisados, com as duas solugbes extratoras. Em relacado
ao arraste, a solucdo zero foi um pouco melhor (Fig. 3).

O bandeamento obtido com a solucao zero para a
enzima Fosfatase Acida (ACP) foi de atividade méaxima, indi-
cando eficiéncia no componente removedor de fendis presen-
tes no tecido vegetal. A nitidez do bandeamento com a solu-
cdo 1, foi menos eficiente, havendo presenca de bandas fra-
cas no gel (Fig. 4).

Géis corados para Fosfoglucose Isomerase (PGl)
com a solucdo extratora 1, formaram manchas que dificulta-
ram a visualizacdo das bandas, indicando baixa eficiéncia na
extracdao. Com a solugdo extratora zero houve bandeamento,
porém pouco nitido, com a presenca de bandas fracas e bai-
xa atividade enzimética (Fig. 5).



FIG. 1. Bandeamento isoenzimético para 20 amostras de
cupuaguzeiro utilizando dois tipos de solucdo de
extracdo (solucdo zero S.0-gel superior e solugdo um
S.1-gel inferior), em Aspartato Amino Transferase.
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FIG. 2. Bandeamento isoenzimatico para 20 amostras de
cupuaguzeiro, utilizando dois tipos de solugdo de

extracao (solugado zero -S.0 e solucdo um -S.1), para
Menadiona Redutase.
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FIG. 3. Bandeamento isoenzimatico para 20 amostras de
cupuaguzeiro utilizando dois tipos de solugdo de

extragdo (solucdo zero —S.0 e solugdo um -S.1), para
Diaforase.
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FIG. 4. Bandeamento isoenziméatico para 20 amostras de
cupuaguzeiro utilizando dois tipos de solugdo de
extracao (solugcdo zero— S.0 e solucdo um- S.1), para
Fosfatase Acida.
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FIG. 5. Bandeamento isoenzimdtico para 20 amostras de
cupuacuzeiro, utilizando dois tipos de solugdo de

extracdo (solugdo zero —S.0 e solugdo um -S.1), para
Fosfoglucose Isomerase.
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Os resultados obtidos estdao sumarizados na
Tabela 3.

TABELA 3. Avaliacdo da eficiéncia de duas solugGes de
extracao em cinco sistemas enzimaticos.

Bandeamento Atividade Resolugdo
Solugéo Enzima
extratora Pissante: Aussnts —oey Bendss o Regular
fortes fracas
Zero PGI X X
Um PGI X
Zero ACP X X X
Um ACP X X X
Zero AAT X X X
Um AAT X X X
Zero DIA X X X
Um DIA X X X
Zero MNR X X X
Um MNR X X X

PGl - Fosfoglucose Isomerase; AAT - Aspartatao Amino Transferase; MNR — Menadiona
Redutase; ACP - Fosfatase Acida; DIA - Diaforase.

Wilson & Hancock (1978) citam que o procedi-
mento de extracdo a ser utilizado depende da enzima a ser
analisada e do tecido vegetal. Mecanismos para diminuir a
interferéncia de fendis na extracao de proteinas tém sido dis-
cutidos por Loomis & Battaile (1966), Pierpoint (1966),
Anderson & Rowan (1967), Anderson (1968), Loomis (1969,
1974), King (1971) e Kelley & Adams {1977). Pode-se utili-
zar alguns aditivos ao tampdo de extracao para se obter um
extrato com qualidade, incluindo agentes complexadores de
fendis (borato de sédio, polivinilpirrolidona, albumina de soro
bovina), inibidores de polifenoloxidases (dietilditiocarbamato
de sédio, polivinilpirrolidona e polivinilpolipirrolidona), além de
agentes antioxidantes (mercaptoetanol, bissulfito de sodio,
DTT).
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Os resultados obtidos indicam que, de uma ma-
neira geral, a solucdo extratora zero foi a que apresentou
maior eficiéncia na extracao de enzimas em folhas jovens de
cupuacguzeiro, preservando sua atividade, proporcionando
melhor resolucdo de bandas na maioria dos sistemas enzima-

ticos testados.
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