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Introdugao

O morango (Fragaria ananassa, Duch) é um fruto
muito apreciado em todo o mundo. E uma cultura
em expansao no Brasil por existir alta demanda de
mercado e boa aceitagdo do produto (SPECHT;
BLUME, 2009).

Apesar da alta produtividade, um dos maiores
desafios para os produtores esta na minimizacao
das perdas por doengas que acometem os frutos,
tanto no cultivo como no periodo pds-colheita.
Nesse sentido, visando prolongar a vida util do fruto
apos a colheita, estratégias agricolas alternativas
tém sido desenvolvidas, com o intuito de promover
maior resisténcia do fruto a patégenos, sem o uso
extensivo de pesticidas. O uso de agentes indutores
da resisténcia sistémica adquirida (RSA) tem sido
uma das estratégias de sucesso (MAZARO et al.,
2008). Nesse mecanismo, sinalizagdes bioquimicas
promovem alteragdes na biossintese de proteinas de
defesa vegetal, tornando o fruto mais resistente ao
ataque por patégenos (AMIL-RUIZ et al., 2011), e,
assim, prolongando a vida util do produto.

Dentre as analises quimicas capazes de avaliar
tratamentos realizados em campo, encontra-se a
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analise de perfil proteico comparativo, que pode

ser realizada de diversas formas, compreendendo
técnicas de eletroforese uni- e bidimensionais. As
técnicas unidimensionais, tais como a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), séo de

facil execugao e baixo custo, sendo uteis quando
aplicadas em triagens iniciais, onde o grande niumero
de amostras ¢€ limitante para o uso de técnicas
protedbmicas mais elaboradas, como a eletroforese
bidimensional de proteinas (BIANCO et al., 2009).

Uma das etapas mais importantes na realizacao de
diferentes tipos de eletroforese € a preparacao da
amostra, pois amostras insoluveis ou molecularmente
agregadas geram resultados insatisfatérios. Tecidos
vegetais, especialmente frutos e folhas, apresentam
como maiores dificuldades o baixo percentual
proteico e a coextragao de pectinas e compostos
fendlicos com as proteinas, dificultando o processo
de migragao destas ultimas no gel de eletroforese
(BARRACLOUGH et al., 2004; ZHENG et al., 2007).

Desta forma, este comunicado apresenta uma
adaptacao metodoldgica para a extragao de proteinas
do fruto e da folha do morango visando a analise do
perfil proteico por eletroforese SDS-PAGE.
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Extracao de Proteinas e Preparo das
Amostras

As amostras de frutos e folhas de morangueiro
(Fragaria ananassa, Duch), com aparéncia saudavel,
foram adquiridas em mercado local (Rio de Janeiro)
e mantidas congeladas (- 20 °C) até seu uso no
laboratorio. Os frutos foram selecionados de acordo
com o grau de maturagao, determinado com base

na coloracdo. Neste estudo, os morangos estavam
totalmente vermelhos. Os frutos e folhas foram
separadamente homogeneizados em blender, por 30
segundos. A 2g de cada material foram adicionados
12 mL de tampao de extragdo (Quadro 1) para o
fruto e 20 mL para a folha. Em seguida, os materiais
foram incubados por 8 minutos a 90°C e depois
centrifugados a frio (4 °C), a 8000 g por 15 minutos.
Ao sobrenadante foi adicionado 25mL de solugao de
precipitagéo (Quadro 1) e as amostras foram mantidas
a -20°C, por 90 minutos. Apos nova centrifugacao
(130009, 15 min, 4 °C) o precipitado foi lavado 3
vezes com 7,5 mL de solugdo de lavagem (Quadro
1) e resfriado a -20°C por 60 minutos em 35mL desta
solucdo. O material foi entdo novamente centrifugado
(ZHENG et al., 2007). O precipitado proteico foi

seco com ar comprimido e, previamente a aplicacao
da amostra no gel de eletroforese, o material foi
ressuspendido sob vigorosa agitagédo por 3h, em
200pL de uma solugao de ureia (7M) e tioureia (2M).
Em seguida, foram adicionados 100uL de tampéao

de amostra (Quadro 1). O método de extracédo das
proteinas e preparo das amostras esta representado
na Figura 1.

Quadro 1. Solugdes usadas na extracédo de proteinas
de frutos e folhas de morangueiro.

SOLUCAO TAMPAO DE EXTRAGCAO
Reagente Concentragao
SDS 2%(piv)
Glicerol 20%(viv)
Tris-HCI 40 mM, pH 8,5
DTT 60 mM
SOLUCAODE PRECIPITACAO
Reagente Concentragao
TCA 10%(p/v)

DTT 20 mM

q.5.p. Acetona fria

SOLUCAODE LAVAGEM
Reagente Concentragao
DTT 20 mM

q.5.p. Acetona fria

TAMPAO DE AMOSTRA

Reagente Concentragéao
Tris-HCIpH 6,8 0,0625M
Glicerol 10%

SDS 2%
Mercaptoetanol 5%

Azul de bromofenol | 0,025%

Eletroforese de Proteinas em SDS-PAGE

Foi utilizado o sistema de eletroforese vertical
(BioRad) e a metodologia de preparagao dos géis,
conforme Laemmli (1970). A concentragao de
acrilamida usada no gel de separagao foi de 12% e no
gel de empilhamento, 8%. A corrida eletroforética foi
realizada em cuba grande, durante 7 h, sob a tensao
de 100V.

Os marcadores de alto peso molecular foram obtidos
a partir dos seguintes padrées de proteinas (em kDa):
miosina 202,44; 3-galactodisdase 116,58; albumina de
soro bovino 98,08 e ovalbumina 47,11. Os marcadores
de baixo peso molecular foram obtidos a partir dos
seguintes padroes de proteinas (em kDa): fosforilase
B 105,20; albumina de soro bovino 84,17; ovalbumina
50,44; anidrase carbénica 36,81; inibidor de tripsina
de soja 29,06 e lisozima 20,49. As proteinas dos géis
foram coradas com o reagente de cor “coomassie blue
R250”, durante 12h, e descoradas com uma solugao
de metanol/acido acético/agua destilada (40: 10: 50)
por 3h.

| FRUTOS/FOLHAS |

Extragdo com tampao de lise
Incubagao 90 °C / 8 min
Centrifugacéo 8000g, 4 °C / 15 min

PRECIPITADO | | SOBRENADANTE

Precipitagéo cetonica
Incubagao -20 °C / 90 min
Centrifugacao 130009, 4 °C / 15 min

| PRECIPITADO | | SOBRENADANTE

3 Lavagens cet6nicas
Incubagéo -20 °C / 90 min
Centrifuaacido 13000a. 4 °C / 15 min

| PRECIPITADO | | SOBRENADANTE

Secagem
Ressolubilizagdo em solugdo ureia/tioureia
Tampéao de amostra

| AMOSTRA (sDS-PAGE) |

Figura 1. Esquema de extracdo de proteinas de frutos
e folhas de morangueiro e preparo da amostra para
aplicacdo em gel de eletroforese SDS-PAGE.

Dosagem de Proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas de acordo
com o método de Bradford (1976).
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Consideragoes

A maior dificuldade em realizar uma analise proteica
em tecidos vegetais € dada pelo baixo teor de
proteinas e pela alta concentragéo de substancias
interferentes, como polifenois e pectinas, muito
abundantes em frutos. Assim, especial atencao
deve ser dada as etapas de extragao das proteinas
do material bruto e do preparo da amostra a ser
analisada.

Durante a extracao das proteinas, deve-se atentar
para técnicas que rompam as células do vegetal,
liberando seu conteudo proteico intracelular. Com
isso, tem-se nao s6 um aumento no teor de proteinas,
como também na diversidade destas, gerando
analises comparativas mais fiéis. Logo apos a
extragao, € preciso preparar a amostra de maneira
adequada para que sejam preservadas as moléculas
extraidas, mantendo-as soluveis na solugao de
aplicagéo no gel de eletroforese.

Neste estudo recomenda-se a utilizagdo de uma
metodologia adaptada de estudos de frutos e tecidos
vegetais analisados por eletroforese bidimensional
(BARRACLOUGH et al., 2004; ZHENG et al., 2007).
Nesse sentido, a extragao proteica foi realizada
usando-se um tampao de lise celular contendo
dodecilsulfato de sédio (SDS) e ditiotreitol (DTT). O
SDS é um detergente anidnico desnaturante, que
rompe as interagdes ndo-covalentes das estruturas
terciaria e secundaria das proteinas. Ainda, como
apresenta carga negativa, carrega as proteinas
negativamente, superando as cargas intrinsecas das
mesmas. Ja o DTT age como um agente redutor,
que auxilia nesta desestruturagdo molecular, e deste
modo reduz os grupos sulfidrilas das cisteinas e
rompe as pontes dissulfeto dos dimeros de cistina
(CANAS et al., 2007).

Apods a extracdo a quente, os extratos proteicos
foram precipitados com uma solugéo contendo
acido tricloroacético (TCA) e DTT em acetona a
frio. Com esta etapa, os interferentes de baixa
massa molecular, como os polifendis, podem ser
eficientemente separados das proteinas. As etapas
de lavagem favorecem a desagregacao molecular
entre proteinas e estes interferentes. Por fim, as
amostras secas foram ressolubilizadas em uma
solugdo com agentes caotropicos, como a ureia

e tioureia, que auxiliam na desestabilizagdo das
estruturas terciarias e secundarias das proteinas e
promovem maior interagao entre as proteinas e o
meio, facilitando o processo de ressolubilizagao da
amostra.

Ao analisar o extrato proteico, pdde-se perceber que
o teor de proteinas observado nos frutos e folhas do

morangueiro aumentou consideravelmente, sendo
encontrados 12 e 10 % de proteinas, respectivamente.
Este dado é interessante, pois estas matrizes
apresentam normalmente, em média, 1% de proteina.
Desta forma, o processo de extragao de proteinas
proposto foi eficiente, pois aumentou em 10 vezes o
conteudo proteico identificado das amostras.

A analise de eletroforese em SDS-PAGE dos extratos
(Figura 2), obtida de acordo com o método proposto,
apresentou um rico perfil proteico nas amostras
testadas, totalizando 19 bandas identificadas, com
ampla faixa de massa molecular, variando de 98,53

a 20,88 kDa. Observou-se também o aparecimento
de bandas fortemente coradas nas regides de 41, 28,
28,59 e 27,75 kDa, mostrando intensa quantidade de
proteinas de baixa massa molecular.
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Figura 2 — Perfil eletroforético de proteinas de frutos e
folhas de morangueiro.

Padréo de proteinas de baixa massa molecular (1); extrato do
fruto (2); extrato da folha (3); padrédo de proteinas de alta massa
molecular (4). Geis corados com Comassie-Blue R250.



A metodologia proposta possibilitou a extracao

de proteinas de frutos e folhas de morangueiro

para serem aplicadas em gel de eletroforese
unidimensional, viabilizando uma analise de triagem
inicial em grandes amostragens, especialmente no
inicio do desenho experimental de tratamentos a
serem aplicados no campo.
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