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Resumo

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acucar e nas ultimas décadas,
os estudos envolvendo a cultura, principalmente relacionados a biotecnologia
e o melhoramento genético tém se acentuado. Uma ferramenta bastante

util para esses estudos é a protedmica. O sucesso dos estudos envolvendo

a proted6mica, e em especifico os que utilizam a eletroforese bidimensional
(2-DE), depende principalmente de uma eficiente extracdo das proteinas que
variard com a recalcitrancia do material e a remocao dos contaminantes. Nesse
aspecto, os tecidos da cana-de-aclcar possuem natureza altamente fibrosa
com grande rigidez e apresentam niveis elevados de enzimas oxidativas,
compostos fendlicos, carboidratos e outros metabdlitos que podem interferir
na 2-DE. Portanto, nosso objetivo foi testar trés protocolos de extracao
(1-TCA/Acetona; 2-TCA/Acetona modificado e 3-SDS/Fenol) de proteinas de
tecidos de folhas e raizes de cana-de-acucar que fosse compativel com a 2-DE
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e a identificacdo das proteinas por espectrometria de massas. O protocolo 3 foi
0 que resultou em um maior rendimento de extracdo, gerou géis com spots
bem definidos e sem interferentes para a espectrometria de massas. Além
disso, esse protocolo mostrou a mesma eficiéncia para tecidos de raizes e de
folhas, mostrando-se como mais indicado para os estudos de protedmica de
cana-de-agucar.

Palavras-chave: proteinas, fenol, eletroforese bidimensional, espectrometria de
massas.



Evaluation of Different
Methods of Protein Extraction
from the Leaf and Root Tissues
of Sugarcane for Proteomic
Studies

Abstract

Brazil is the biggest sugarcane producer in the world. In the recent decades,
studies involving this crop, mainly related to biotechnology and genetic
breeding, have increased in relevance. A very useful tool for such studies has
been the proteomics. The success of proteomics, in particular using
two-dimensional gel electrophoresis (2-DE), relies on an efficient method of
protein extraction that depends on the recalcitrance of the material and removal
of contaminants. Sugarcane tissues are a fibrous nature, high rigidity and
presents high levels of oxidative enzymes, phenolic compounds, carbohydrates
and other metabolites that may interfere in the 2-DE technique. Here, our goal
was to compare three different protein extraction protocols (1-TCA/Acetone;
2- Modified TCA/Acetone and 3- SDS/Phenol) from sugarcane leaf and root
tissues for using in 2-DE and Mass Spectrometry analysis. Among all methods
tested, protocol 3 resulted in higher extraction yield, produced gels with
high-quality spots and reproducibility. Moreover, no interference in the protein
identification by mass spectrometry was detected and this protocol was as
effective to extract protein from leaves and roots tissue, resulting in the most
suitable for proteomics studies of sugarcane.

Index terms: protein, bidimensional electrophoresis, phenol, mass spectrometry.
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Introducao

A cultura da cana-de-acucar é de grande importancia nas regioes tropicais e
subtropicais, sendo cultivada em mais de 90 paises. Além da producao de
acucar, a inddstria canavieira brasileira mantém o maior sistema de producao
de energia comercial de biomassa no mundo, através do etanol, do uso quase
total do bagaco que é utilizado em biorreatores na geracdo de energia elétrica e
ainda da possibilidade do desenvolvimento em curso da tecnologia para
producao do etanol de segunda geracao. A cana-de-agUcar também vem sendo
utilizada, e com possibilidade de expansao, em uma série de outros processos
tais como: producao de plasticos biodegraddveis, aclcares nao caléricos e
compostos de interesse pela indlstria quimica e farmacéutica (MENOSSI et al.,
2008).

A cana-de-aclcar pertence ao género Saccharum composto por hibridos, em
geral altamente polipléides ou aneupléides contendo em média 100 a 120
cromossomos, e esse nimero é bastante variadvel entre as cultivares comerciais
(D “"HONT, 2005). A complexidade de seu genoma inibiu por longo tempo
grandes investimentos no desenvolvimento da biotecnologia e ferramentas
genéticas para esta cultura, mas esta situacdo tem se revertido na Ultima
década a partir da publicacdo de seu genoma funcional em 2001, trazendo
avancos no conhecimento da cultura e culminando no seqiienciamento

total do genoma em curso. Uma das ferramentas auxiliares a biotecnologia

e ao melhoramento genético que vem sendo utilizada é a protedmica. Esta
ferramenta tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas, seus
niveis de expressao, suas funcdes, modificacGes pds-traducionais, interacdes
entre proteinas e seus mecanismos regulatérios em determinadas condicdes
fisioldgicas (CASH, 1998; GYGI et al., 2000). Para estes estudos, a
eletroforese bidimensional (2-DE) vem sendo considerada um dos métodos mais
eficazes e eficientes (SARAVANAN; ROSE, 2004).

Em qualquer estudo protedmico, a extracdo e preparo das amostras é a etapa
critica para a realizacdo da 2-DE (WANG et al., 2003; GORG et al., 2004;
CARPENTIER et al., 2005). As amostras de plantas requerem normalmente
condicdes drasticas de extracao devido a robustez da parede celular, grande
abundancia de metabdlitos secundarios (compostos fendlicos, pigmentos,
polissacarideos, terpenos e acidos organicos) (HERBERT, 1999), tecidos
recalcitrantes, idades das folhas e frutos que geralmente possuem altos nivies
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de compostos que podem interferir fortemente nos resultados dos géis da 2-DE
(WANG et al., 2003; GORG et al., 2004; CARPENTIER et al., 2005).

Varios métodos de extracdo de proteinas para 2-DE foram desenvolvidos e
adaptados para o uso em estudos de protedmica para uma série de diferentes
espécies de culturas importantes, tais como: arroz (oryza spp.) (DOOKI et

al., 2006; YAN et al., 2006; Yl et al., 2007), milho (Zea mays L.) (SAUER

et al., 2006; Ll et al., 2007), banana (Musa spp.), soja (Glycine max) (XU

et al., 2008), maca (Malus domestica L.), batata (Solanum tuberosum L.)
(SARAVANAN; ROSE, 2004), e colmos de cana-de-acucar (ASKARI et al.,
2006). Ja para tecidos de folhas e raizes de cana-de-acUcar (Saccharum spp.)
poucos protocolos adequados para extracao de proteinas sdo conhecidos, pois
os tecidos da cana possuem grande rigidez, uma natureza altamente fibrosa,
niveis elevados de enzimas oxidativas, compostos fendlicos, carboidratos e
outros metabdlitos que interferem na extracdo (ASKARI et al., 2006).

Devido a importéncia econémica da cana-de-acucar, a necessidade do
entendimento de seus processos fisiolégicos especificos e a caréncia de
estudos envolvendo o proteoma dessa cultura, o objetivo deste estudo foi
testar protocolos de extracdo de proteinas totais de tecidos de folhas e de
raizes de cana-de-agUcar para sua utilizacdo na 2-DE, visando a obtencdo de um
maior nimero de spots de proteinas, alta reprodutibilidade e maior resolucéo
dos geis. Foram comparados os trés métodos para a extracao de proteinas mais
comumente utilizados em tecidos vegetais: método 1 - acido tricloroacético/
acetona (DAMERVAL et al., 1986); método 2 - 4cido tricloroacético/acetona
modificado (SHEN; MATSUBAE, 2002) e o método 3 - fenol / SDS/acetato de
amonio (WANG et al., 2003).

Materiais e Métodos
Plantas e Reagentes

Foram utilizadas plantas de cana-de-aglcar, oriundas de gemas ap6s 60 dias
de crescimento. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, em vasos
de 10 L, com substrato comercial e irrigacdo manual. Para todos os métodos
testados as folhas e raizes foram coletadas separadamente, maceradas em
almofariz previamente resfriado com N2 liquido contendo PVPP 0,02 g/g
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de tecido. Aliquotas do material pulverizado (1 g) foram imediatamente
transferidos para tubos centrifuga de 10 mL e armazenados em freezer a -80 °C
até o uso.

Extracdao de Proteina

Foram testados trés diferentes métodos de extracdo de proteinas para os
tecidos de folhas e raizes de cana-de-acutcar. Cada procedimento de extracao
de proteinas foi realizado em trés replicatas bioldgicas.

Método 1. Extracdo TCA/acetona

O protocolo foi desenvolvido com modificacdes do método descrito por
Damerval et al. 1986. Ressuspendeu-se o material pulverizado em 10 mL
tampao contendo Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), B-mercaptoetanol 14 mM e PMSF
1 mM (Fluoreto de Fenilmetilsulfonil). Apdés 10 minutos de leve agitacao

em gelo, o material foi centrifugado a 10.000 g a 4 °C por 15 minutos e o
sobrenadante transferido para um novo tubo acrescentando-se 10 mL de
solucdo de 10% TCA em acetona e incubadas a -20 °C por 2 horas para a
precipitacdo das proteinas. Em seguida, o extrato protéico foi novamente
centrifugado a 10.000 g a 4 °C por 15 minutos e o precipitado lavado duas
vezes com solucao aquosa de acetona a 80% gelada. A cada etapa de lavagem
o precipitado foi agitado por 1 minuto e centrifugado por 15 minutos a 10.000
g a 4 °C. Apés esse procedimento, o precipitado foi seco e estocado a -20 °C
até o uso.

Método 2. Extracdo TCA/acetona modificado

O método 2 foi baseado na metodologia descrita por Shen et al. (2002) com
modificacdes. O material pulverizado foi ressuspendido em 10 mL de tampao
de extracédo contendo Tris-HCI 40 mM (pH 7,5), Polivinil polipirrolidona
(PVPP) 0,2% (m/v), sacarose 250 mM, EDTA 10mM, triton X-100 1%

(v/v), PMSF 1 mM e B-mercaptoetanol 2% (v/v). A amostra foi mantida sob
agitacao constante em gelo por 2 horas seguido de centrifugacdo a 12.000

g a 4 °C por 15 minutos, sendo o sobrenadante transferido para um novo

tubo e acrescentando-se mais 10 mL do tampéao de extracdo. Centrifugou-se
novamente a 12.000 g a 4 °C por 15 minutos e o sobrenadante foi novamente
transferido a um novo tubo ao qual foram acrescentados 10 mL de solucado

9
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10% de TCA em acetona. O material foi incubado a -20 °C por 12 horas. Em
seguida, o material foi centrifugado nas mesmas condicdes descritas acima
e lavado por trés vezes com solucdo de 10% de TCA/acetona e uma vez em
etanol 80%. O precipitado foi seco e armazenado a -20 °C.

Método 3. Extracdo com Fenol/SDS

O método foi desenvolvido adaptando-se protocolo descrito por Wang et al.
(2003). O material pulverizado foi ressuspendido em 10 mL de solucao
contendo PVPP 1% (m/v), B-mercaptoetanol 2% (v/v) e PMSF 1 mM em
acetona gelada e mantido sob homogeneizacdo constante em gelo por 2 horas.
Apds a centrifugacao por 12.000 g a 4 °C por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado cinco vezes com acetona gelada e seco
por liofilizacdo. Apés liofilizacao, o material foi lavado por quatro vezes com

10 mL de TCA 10% em acetona gelada e centrifugado por 12.000 g a 4 °C por
15 minutos. Para cada etapa de lavagem o material foi agitado por 30 segundos
em vortex, lavado duas vezes com 10% TCA em &gua, lavado duas vezes

em acetona 80% e uma vez em etanol 80% e novamente liofilizado. O
precipitado foi entdo ressuspendido em 10 mL de tampao de extracdo contendo
SDS-denso (sacarose 30%, SDS 2%, Tris-HCI 0,1 M e pH 8,0), PMSF 1 mM,
3-mercaptoetanol 2% (v/v). Apds agitacdo por 10 minutos a temperatura
ambiente, foi adicionado tampao tris-fenol saturado (pH 8,0) e o material

foi agitado novamente em gelo por 10 minutos. Posteriormente a amostra

foi centrifugada por 12.000 g a 4 °C por 15 minutos e a fracao fendlica foi
coletada e transferida para um novo tubo. As proteinas da fase fendlica foram
precipitadas adicionando-se cinco volumes de acetato de aménio

0,1 M em metanol e incubadas por 12 horas a -20° C. Em seguida o extrato

foi centrifugado por 12.000 g a 4 °C por 15 minutos. O precipitado recuperado
foi lavado duas vezes em acetato de amoénio 0,1 M em etanol, duas vezes

em acetona 80% e mais uma vez em etanol 80%. A cada etapa de lavagem

o precipitado foi ressuspendido e centrifugado por 12.000 g a 4 °C por 15
minutos. O precipitado final foi seco e armazenado a -20 °C até o uso.

Para todos os métodos, apds extracdo, as proteinas foram dissolvidas em
tampéao de solubilizacdo contendo 7 M de uréia, 2 M de tiuréia e 2% de
triton x-100. As amostras foram sonicadas trés vezes por 30 segundos e
centrifugadas. Apds ressolubilizacdo, as amostras foram armazenadas em
aliquotas a -80 °C até o uso.
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Quantificacdo de Proteinas

A concentracao de proteina foi determinada utilizando método descrito por
Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padréao.

Eletroforese Bidimensional (2-DE)

A eletroforese bidimensional foi realizada utilizando fitas de gradiente de

pH imobilizado (Immobiline DryStrip®) de 13 cm, pH 4-7 (GE Healthcare,
Piscataway, NJ). Para cada fita, o equivalente a 800 ug dos extratos protéicos
de tecidos de folhas foi ressuspendido em 250 uL de tampao de reidratacéo
[uréia 7 M, de tiouréia 2 M, Triton X-100 0,4% v/v, CHAPS 4% m/v,
ditiotreitol (DTT) 1% m/v, tampéo IPG 1% v/v, Azul de Bromofenol 0,05% m/v
e tampao 4-7 (GE Healthcare). As fitas foram reidratadas por 14 horas a
temperatura ambiente. A focalizacao isoelétrica foi feita em aparelho IPGphor
IEF system (GE Healthcare). Apds a focalizacdo isoelétrica, as fitas foram
equilibradas por 15 minutos em tampao de equilibrio (Uréia 6 M, Glicerol 30%,
SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%, Tris-HCI 50 mM, pH 6,8) contendo

10 mg/mL de DTT seguido de 15 minutos em tampé&o de equilibrio contendo
25 mg/mL de iodoacetamida. Apds equilibrio, as fitas foram lavadas com

agua ultrapura e a segunda dimensao foi adquirida através de SDS-PAGE

12% utilizando sistema Amersham Hoefer SE600 system (GE Healthcare). As
condicdes de corrida foram: pré-corrida a 15 mA/gel por 30 minutos seguido
de corrida a 30mA/gel por 6 horas, a 15 °C. Os spots de proteinas foram
revelados utilizando Coomassie Brilliant Blue G-250 como corante e em seguida
digitalizadas em scanner de alta precisdo (GE Healthcare) e analisados com o
programa Image Master 2D platinum (v.7.0, GE).

Para confirmacao de qualidade do gel, alguns spots foram manualmente
recortados dos géis e enviados para andlise por Espectrémetria de Massas
MALDI-TOF-TOF MS/MS (Autoflex lll Smartbeam, Bruker Daltonics
Handelsregister, Bremen, Germany) no Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

11
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Resultados e Discussao

O sucesso do estudo do proteoma de qualquer organismo, utilizando a 2-DE,
depende primeiramente de uma eficiente etapa de extracdo. O resultado da 2-DE,
em termos de concentracado e qualidade do extrato protéico a ser resolvido no
gel vai depender, em grande parte, da escolha do método de extracdo adotado
para o tipo de tecido em estudo, pois este influencia diretamente na primeira
dimensao de separacdo, a focalizacdo isoelétrica (GORG et al., 2004).

Na Tabela 1, constam os dados de quantificacao de proteinas totais nos
extratos de tecido de folhas e de raizes de cana-de-acUcar, obtidos utilizando-se
os trés diferentes métodos de extracao previamente descritos. De acordo

com os resultados obtidos, os métodos 2 e 3 foram os que proporcionaram
maiores rendimentos na extracdo de proteinas totais de folhas. O método 3 se
mostrou, ainda, com a mesma eficiéncia para a extracao de proteinas de tecido
de folhas e de raizes. Os tecidos de raizes e folhas apresentam-se geralmente
tanto morfolégico quanto fisiologicamente distintos. Folhas apresentam como
principais estruturas para a fotossintese e em alguns processos de defesa,

os cloroplastos (HOWE; BROWSE, 2001), enquanto que em raizes possuem

os leucoplastos, (ITOH; FUJIWARA, 2010), que nao sdo pigmentadas e
apresentam-se como organelas de armazenamento. Além disso, folhas
apresentam normalmente barreiras extracuticulares, como ceras e tricomas
(VALKAMA et al., 2005), enquanto que as raizes interagem com o ambiente
diretamente via espaco apoplastico, que é separado do sistema vascular pelas
bandas de caspari (WAISEL et al., 2002). Apesar dos tecidos apresentarem
diferentes composicdes protéicas, o método 3 foi extremamente eficiente na
remocdo dos compostos interferentes de ambos.

Tabela 1. Rendimento de extracdo de proteinas de tecido de folha e raiz de cana-de-actcar
utilizando os 3 métodos de extracdo testados. Método 1: (acido tricloroacético/acetona).
Método 2: (4cido tricloroacético/acetona modificado). e Método 3: (SDS/fenol/acetato

de amonio). As quantificacdes foram realizadas utilizando método de Bradford e os
resultados estdo expressos na forma de média = desvio padrdo (n=3).

Folhas 13,33+0.72 17,26 +0.64 22,41+0,46
Raizes - 5,10+0.30 24,98+1,20
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A extracao de proteinas das raizes utilizando o método 1 (acido tricloroacético/
acetona) nao foi realizada, haja vista a baixa eficiéncia de extracao para tecidos
foliares. Pela mesma razdo os extratos de tecidos foliares obtidas pelo método
1 nado foram submetidas a 2-DE.

Analisando os constituintes dos diferentes métodos, observa-se que o método

1 é seletivo para proteinas sollveis, pois ndo ha a forca idnica média do tampao
Tris sem a adicdo de detergentes, portanto uma baixa recuperacao de proteinas
no extrato. O método 2 é seletivo para proteinas solliveis e aquelas de membrana
soliveis no detergente ndo idnico Triton X-100, com capacidade de solubilizacédo
moderada. O método 3 foi desenvolvido para, apesar da possibilidade de excluir
algumas proteinas que possam ser descartadas no primeiro sobrenadante,
solubilizar as proteinas restantes em condicdes mais severas, em razao do uso
do detergente idnico SDS. Portanto é de se esperar uma maior concentracao de
proteinas utilizando este método. No entanto, em estudos que utilizem a 2-DE,
deve-se considerar, além da concentracédo no extrato, uma série de outros fatores.
Entre eles, a compatibilidade com os agentes desnaturantes e dissociantes
utilizados (uréia e tiouréia), os graus de protedlise sofridas em cada método

de extracdo (WANG et al., 2003) e as particularidades dos constituintes

dos tecidos de cana-de-aclicar, como a sua rigidez e natureza fibrosa, niveis
extremos de enzimas oxidativas, carboidratos, compostos fendlicos e outros
metabdlitos interferentes (ALMARAJ et al., 2010), ou seja a determinacdo da
qualidade dos extratos para a 2-DE dos extratos necessitou ser testada.

Para analisar a qualidade dos géis, primeiramente os extratos foram separados
na focalizacao isoelétrica em uma faixa de pH 3-10. A qualidade na resolucédo
e separacdo dos spots foi muito baixa, estando as proteinas quase que

em sua totalidade localizadas na faixa de pH 4-7 (Dados ndo mostrados).
Almaraj et al. (2010) demonstram resultados similares para proteinas de colmo
de cana-de-acucar. Portanto, passou-se a adotar este intervalo de separacao
para as proteinas de cana-de-acucar.

O numero médio de spots de proteinas de tecidos de folhas presentes nos
géis e detectados pelo software Image Master 2D platinum (v.7.0) (ANOVA,

p < 0,01) utilizando o método 2 de extracao foi de 179 enquanto que para os
extratos do método 3 a média foi de 517 spots. J& nos géis com os extratos
de tecidos radiculares obtidos pelo método 3 foram detectados 633 spots.
Quando se observam os géis (Figura 1), além da diferenca no nimero de spots

13
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L &=

Figura 1. Separacdo de proteinas totais de tecidos de cana-de-actcar por eletroforese
bidimensional (2-DE). A) Proteinas de tecido de folhas de cana-de-aglcar extraidas
utilizando o método 2 (4cido tricloroacético/acetona modificado). B) Proteinas de tecido
de folhas de cana-de-acuUcar extraidas utilizando o método 3 (SDS /fenol/acetato de
amonio); C) Proteinas de tecido de raiz de cana-de-aclcar extraidas utilizando o Método 3
(SDS/fenol/acetato de amonio); Focalizacdo isoelétrica realizada em gradiente linear de pH
4-7. SDS-PAGE realizada em géis de 12% e os géis foram revelados utilizando Coomassie
Brilliant Blue G-250 como corante.
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de proteinas entre os extratos 2 e 3 (Figura 1A e 1B), verifica-se uma maior
resolucao das proteinas no gel e também a presenca de proteinas de alto
peso molecular quando utilizou-se o método 3 além de géis livres de manchas
e estrias com spots bem definidos e distribuidos por todo o gel. As mesmas
observacoes de nimero e qualidade na resolucao e distribuicao de proteinas
no extrato de tecidos de raiz utilizando o método 3 (Figura 1C) podem ser
inferidas.

O método 2 (4cido tricloroacético/acetona) modificado tem sido amplamente
utilizado em anaélises 2-DE. Os métodos que usam o acido tricloroacético

sdo a primeira escolha para extracao de proteinas de diferentes 6rgaos e
tecidos vegetais, principalmente devido a sua facilidade de uso, rapidez, alta
reprodutibilidade e resolucdo dos spots de amplas faixas de massas moleculares
e de pH (WANG et al., 2003). Ha descricbes deste método para tecidos de
varias outras plantas (SAUER et al., 2006; YAN et al., 2006; LI et al., 2007;

Yl et al., 2007; XU et al., 2008; ASKARI et al, 2006; WANG et al, 2003).
Apesar das vantagens, a ressolubilizacdo das proteinas extraidas, por esse
método, tem-se mostrado dificil e pouco eficiente (PLOMION et al., 2006).
Saravanan et al. (2004), demonstram que os extratos obtidos de folhas, raizes
e flores de plantas tais como banana (Musa spp.), laranja (Citrus spp.), abacate
(Persea spp.) e tomate (Solanum spp.) utilizando o método 3 (SDS/fenol/
acetato de amonio) (acido tricloroacético/acetona modificado) continham mais
proteinas (mg/g peso fresco) do que o com o método 2 (4cido tricloroacético/
acetona modificado), além de gerar géis com proteinas melhor resolvidas na
2-DE, inclusive as de altas massas moleculares. O método 3 tem sido o método
preferencial para tecidos vegetais mais recalcitrantes (WANG et al., 2003) e
resultados similares tém sido encontrados para tecidos de gramineas como para
tecido radicular de milho (ISAACSON et al., 2006), colmo de cana-de-acucar
(ALMARAJ et al., 2010) folhas e raizes de cana-de-actcar do presente estudo,
portanto podendo-se padronizar o mesmo protocolo para extracdo de proteinas
dos diferentes tecidos de cana-de-acucar.

A remocao dos compostos contaminantes que se encontram no tecido
macerado é um dos passos cruciais para a protedmica utilizando 2-DE. A
remocdo desses compostos interferentes envolve sempre a utilizacdo de
solventes organicos como a acetona ou o 10% TCA em acetona (ZHOU et al.,
2002). Para as extracoes de tecidos de folhas e raizes de cana-de-acucar,
introduziu-se uma lavagem com metanol e uma lavagem com metanol na
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presenca de acetato de aménio, pois esse tem sido usado na retirada de
compostos fendlicos. Essa ultima neutraliza os residuos de TCA aumentando o
pH para uma faixa >7, facilitando a extracao das proteinas pelo fenol.

Para confirmar a qualidade dos extratos proteicos obtidos com o método 3,
apés a 2-DE, alguns spots foram aleatoriamente selecionados para identificacao
por espectrometria de massas do tipo MALDI TOF-TOF (Dados ndo mostrados).
A grande maioria dos spots gerou espectros de boa qualidade permitindo a
identificacdo da proteina, apesar de apenas as sequéncias geradas pelo projeto
genoma funcional da cana-de-aclcar (SUCEST) estarem disponiveis nos

bancos de dados, portanto a extracao utilizando o método 3 foi eficaz também
na remocao de possiveis interferente na aquisicao dos espectros de massa

que permitem a identificacao das proteinas nos estudos de protedmica da
cana-de-acucar.

Conclusoes

— Os métodos 2 e 3 de extracdo promovem bons rendimentos em quantidade
de proteina extraida para tecidos de folhas de cana-de-acucar.

— O método 3 é igualmente eficiente em termos de rendimento para extracédo
de proteinas de tecidos de folhas e de raizes de cana-de-acucar.

— A eletroforese de proteinas de tecidos de cana-de-actlcar é melhor resolvida
quando utilizado gradiente de pH de 4-7, sem prejuizo de perda de proteinas
com ponto isoelétrico fora destes limites.

— Os extratos obtidos com os métodos 2 e 3 produzem géis com boa
resolucao e livres de manchas e estrias com spots bem definidos, satisfatérios
para estudos de prote6mica.

— Os géis com os extratos obtidos com o método 3 apresentam os melhores
resultados em termo de rendimento, qualidade dos géis e nimero e distribuicao
de spots em amplas faixas de Peso Molecular.

— O método 3 é eficiente para a utlizacdo em estudos de protedmica que
utilizam a eletroforese 2D, especialmente na remocdo de contaminantes
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e interferentes, haja vista que foi possivel a identificacdo da proteina
correspondente a grande maioria dos spots analisados.
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