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APRESENTACAO

O E-book “Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é
composto por 32 capitulos. Nesse volume, sdo abordados distintos topicos nas
areas de biotecnologia, citologia, genética, saude humana, educacao, importancia
de condicbes ambientais que as espécies estao inseridas, bem como, potenciais
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenario atual de
mudancas ambientais correntes e avancgos tecnoldgicos € extremamente importante
0 uso adequado de técnicas em cada area. Interacoes entre espécies sao dificeis
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relagdo simbidtica
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relacdo. Estudos que
abordam essa tematica sdao muito relevantes para compreensédo da relacdao de
dependéncia ou ndo que os organismos estabelecem para se manterem em um
determinado ambiente.

O E-book também traz capitulos que abordam estratégicas didaticas para
alunos da educacgédo basica e da graduacéo. O ensino de ciéncias precisa ser cada
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de
aula, o uso de modelos confeccionados ou a prépria producdo de material manual
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saude humana se encontra em pauta trazendo o uso de células
tronco para recuperacao do tecido lesionado por queimadura, esse € um avanco
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saude
humana é a manipulacédo de produtos altamente comercializaveis, como acgai na
regiao amazobnica, o qual sugere a pasteurizacdo como tratamento térmico pelas
industrias produtoras.

As aplicacdes de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia,
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia
sao extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas.
Adicionalmente, analises citogenéticas, histoquimicas e toxicoldgicas fornecem
informacgdes que sdo relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capitulos desse livro com muita atencgao,
e desejamos que cada conteudo abordado aqui seja util na vida académica. A
linguagem acessivel e no idioma portugués facilita o acesso tanto para grupos de
pesquisas como para jovens pesquisadores da area cientifica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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RESUMO: O apoplasto é um compartimento
vegetal que compreende 0s espacos
intercelulares e a parede celular. Este espaco
possui grande importancia para a planta desde
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a defesa contra estresses bibticos e abibticos
a transporte de horménios e agua. O fluido
apoplastico (FA), o liquido do apoplasto, possui
substancias essenciais para o desenvolvimento
do vegetal. A obtencdo do FA é desafiadora,
porém sua investigacdo podera ajudar a
compreender as respostas de defesas da planta
e por outro lado, as respostas do patégeno em
sobrepor estas defesas na interagcdo planta-
patbgeno. Para tanto, faz-se necessario 0 uso
de protocolos especificos que evitem acumulo
de contaminantes e favoregca rendimentos
consideraveis para seu estudo. Sendo assim,
neste capitulo descrevemos uma metodologia
para obtencéo de FA de folhas de cacau livre
de contaminacéo citoplasmatica por meio de
infiltracdo a vacuo seguida de centrifugacao e,
extracdo de proteinas a partir do FA, por meio
de SDS-denso e fenol.

PALAVRAS-CHAVE: Folha, prote6bmica, cacau,
espaco intercelular

HOW TO ISOLATE APOPLASTIC PROTEINS:
A RESEARCH STRATEGY OF THE PLANT-
PATHOGEN INTERACTION
ABSTRACT: The apoplast is a vegetal
compartment that comprises the intercellular
spaces and the cell wall. This space is of

great importance to the plant from defense
against biotic and abiotic stresses to transport
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of hormones and water. Apoplastic fluid (FA) has essential substances for plant
development. Obtaining FA is challenging, but your research may help to understand
plant defense responses and pathogen responses to override these defenses in
plant-pathogen interaction. Therefore, it is necessary to use specific protocols that
avoid contaminant accumulation and favour considerable yields for its study. Thus, in
this chapter we describe a methodology for obtaining FA from cocoa leaves without
cytoplasmic contamination by vacuum infiltration followed by centrifugation and protein
extraction from FA by dense SDS-phenol.

KEYWORDS: Leaf, proteomics, cocoa, intercellular space.

11 INTRODUCAO

O apoplasto € um compartimento de extrema importéncia para o vegetal, que
compreende 0s espacos extracelulares, incluindo a parede celular (DIETZ, 1997;
DANIlet. al.,2005; SADAVA, et. al., 2009; AGRAWAL et. al., 2010). Este compartimento
desempenha diferentes funcdes desde transporte de hormdnios relacionados ao
desenvolvimento e crescimento a reconhecimento de invasores patogénicos, por
meio de proteinas presentes neste espaco (AGRAWAL et. al.,, 2010; DELANOIS
et al.,, 2014). O apoplasto esta envolvido em diversas respostas do ambiente,
como na sinalizacdo e reconhecimento de patégenos, assim faz deste espago um
sistema dinamico, sendo essencial na inducéo de uma cascata de respostas contra
importantes fitopatogenos (ZHANG et. al., 2009; LI et al., 2016).

O liquido que circunda o apoplasto é rico em substancias como agucares, agua,
ions, proteinas dentre outras, formando o fluido apoplastico (FA) e sua obtencao
ainda é desafiadora. Para extrair e investigar o conteudo apoplastico exige evitar a
contaminacgao citoplasmatica, ou seja, um protocolo ideal para que a contaminacao
com produtos intracelulares, devido o rompimento foliar parcial, seja insignificante.
Sendo assim, as proteinas apoplasticas ainda sao poucos caracterizadas (LEE et
al., 2004; DELANOIS et. al., 2014). Além do mais, a concentracdo de proteinas
no apoplasto é inferior a presente intracelularmente e, consequentemente torna o
processo de identificacdo ainda mais desafiador (QUIRINO et al., 2010).

O protocolo de infiltragdo-centrifugacdo para folhas de cacau (Theobroma
cacao) foi testado e otimizado por Pirovani et al. (2008). E uma metodologia, de uma
forma geral, simples, porém exige boas condi¢cdes experimentais para o sucesso da
obtencdo de FA com contaminacgdo citoplasmatica insignificante.

Theobroma cacao é uma planta lenhosa que originou-se na América do Sul
(MOTAMAYOR et al., 2002; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2018) e pode ser
dividida em trés grandes grupos de acordo com caracteristicas morfologicas,
genéticas e localizacdo geografica (FERREIRA et al., 2014).
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Suas améndoas s&o a principal matéria-prima para a produgao do chocolate
e, com isso possui grande importancia econémica e social, principalmente, para
o sul da Bahia, onde esta cultura teve seu apice no final do século XIX (COSTA;
SOARES, 2016). Em contrapartida, a producao das améndoas de cacau sofreu um
declinio drastico com a chegada do fungo Moniliophthora perniciosa, agente causal
da vassoura-de-bruxa (ROCHA, 2008; CALDAS; PERZ, 2013).

Entendendo a importancia e o papel do apoplasto para planta e conhecendo
as dificuldades em obter conteudo de um espaco subcelular, este trabalho tem
como finalidade entender como é feita a investigacao do conteudo apoplastico, mais
precisamente como obter proteinas presentes neste espaco. Sendo assim, propomos
de forma simples e reproduzivel, uma metodologia testada e validada para folhas
maduras de cacau.

2|1 O APOPLASTO

O termo apoplasto foi criado pelo cientista alemao Ernst Minch em 1930
para descrever o compartimento de transporte de agua no interior do vegetal
(SAKURAI, 1998). Mais tarde, descobriu-se que o apoplasto, além de transportar
agua, desempenha um importante papel na fisiologia e desenvolvimento do vegetal
por conter produtos relacionados ao desenvolvimento e a tolerancia a estresses
ambientais (AGRAWAL et. al., 2010).

De uma forma geral, a planta pode ser dividida basicamente em um
compartimento intracelular ou simplasto e extracelular ou apoplasto (De ALMEIDA,
2001) que constitui os espacos intercelulares e a parede celular (Figura 01) (DIETZ,
1997; DANI et. al., 2005; SADAVA, et. al., 2009; AGRAWAL et. al., 2010).

O apoplasto desempenha um papel importante e critico na interacao da planta
com o0 ambiente, pois a planta libera produtos essenciais neste compartimento como
proteinas, enzimas, metabdlitos e outras substancias constituindo assim, o fluido
apoplastico (FA) (ZHANG et. al., 2009; AGRAWAL et. al., 2010).

O FA flui constantemente no apoplasto facilitando o transporte de substéncias,
as quais podem ser constitutivamente expressas ou induzidas, como algumas
proteinas que sao produzidas somente como parte da imunidade inata da planta
(AGRAWAL et al., 2010; DELANOIS et. al., 2014). As proteinas extracelulares podem
estar soluveis no FA ou ligadas a matriz celular da planta (RAMANJULU et al., 1999;
SOARES et al., 2007).

Assim, o apoplasto esta envolvido em outras fungdes importantes para o vegetal
como regulacdo de crescimento, manutengcao da parede celular, rota de transporte,
homeostase, adesao célula a célula, trocas gasosas e em processos envolvidos

na defesa a estresse bidtico e abidtico e contra a dessecacdo (SAKURAI, 1998;
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SATTELMACHER, 2001; DELANOIS et al., 2014). Diante disto, a importancia do
apoplasto para a planta pode ser comparada com a importancia do interior do nosso
corpo, que consiste em sangue, linfa e fluido de tecido tonando um compartimento

essecial para o funcionamento das células (SACURAI, 1998).
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Figura 01: Representacao esquematica do apoplasto. A: Folha vegetal destacando
0s espacos intercelulares ou apoplasto. B: O apoplasto compreende o espacgo externo a
membrana plasmatica até a lamela média.

31 APOPLASTO E O RECONHECIMENTO DE PATOGENOS

As plantas estdo expostas a varios fatores bidticos na natureza, como a
diversas classes de microrganismos fitopatogénicos, tais como, nematoides, fungos,
bactérias e insetos. Assim, em func&o da incapacidade de locomocao, as plantas
evoluiram mecanismos de defesa para driblar e evitar a entrada de invasores,
contornando situacdes desfavoraveis e, com isso, garantindo a sua sobrevivéncia
(AGRIOS, 1997; PIETERSE et al., 2005; MELLO; SILVA-FILHO, 2002; MENOSSI et
al., 2008). Apesar das plantas serem incapazes de esconder ou escapar de ataques
de patdégenos e nao possuirem um sistema de defesa imune como os animais,
elas podem reconhecer a presenca de patdgenos e preparar respostas de defesa
que garanta o crescimento vegetativo diminuindo os danos causados pelo invasor
(OSBOURN, 2001; NURNBERGER et al., 2004; CHISHOLM et al., 2006; DALIO,
2013).

O patbgeno ao conseguir penetrar nos tecidos da planta estard sujeito ao
reconhecimento na membrana plasmatica (NURNBERGER et al., 2004) e para o
seu estabelecimento é preciso atravessar o apoplasto local onde, importantes
reagcdes e processos regulatérios ocorrem de forma natural ou sédo induzidas
devido ao reconhecimento do patégeno (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2018). Esse
reconhecimento ocorre por meio de sensores apoplasticos chamados de receptores
de reconhecimento de padroes (PRRs), que sao proteinas transmembranas
conservadas com dominio extracelular rica em leucina (LRRs) ou motivo de lisina
(Lysm) e um dominio de quinase intracelular (JASHNI et al., 2015; MARTINEZ-
GONZALEZetal.,2018). As PRRs se localizam geralmente na superficie damembrana
celular e reconhecem os padrbes moleculares associados ao patdégeno (MAMPs ou
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PAMPs), conhecidos como elicitores, tais como a quitina, um componente da parede
celular dos fungos ou flagelina bacteriana. Apds esse reconhecimento inicial, leva a
imunidade desencadeada pelo MAMP (PTI) acionando as defesas basais da planta
(BOLLER; FELIX, 2009; DELAUNOIS et al., 2014; JASHNI et al., 2015; MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2018), como mudancas na composicdo da parede celular e
acumulo de compostos antimicrobianos (DOEHLEMANN; HEMETSBERGER, 2013).
Algumas moléculas provenientes da prépria planta também podem ser reconhecidas
pelas PRRs desencadeando respostas imunes, as chamadas de padroes moleculares
associados a danos (DAMPs), como moléculas liberadas devido a danos na parede
celular. Patbgenos mais adaptados podem inibir a interacdo MAMP-PRR, secretando
proteinas efetoras e suprimindo ou comprometendo o MTI e com isso, facilitando
suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS). Por outro lado, essas moléculas
efetoras também podem estimular a imunidade desencadeada por efetor (ETI) em
plantas que possuem proteinas de resisténcia (R) resultando no segundo nivel de
defesa da planta (Figura 02) (DALIO, 2013; DOEHLEMANN; HEMETSBERGER,
2013; DELAUNOIS et al., 2014; JASHNI et al., 2015; BOLLER; FELIX, 2009).
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Figura 02: Reconhecimento do patégeno por meio de sensores apoplasticos do vegetal.

PRRs: Receptores de Reconhecimento de Padrdes; MAMPs: Padrbes Moleculares Associados

ao Patégeno; PTI: Imunidade Desencadeada pelo PAMP; ETS: Suscetibilidade Desencadeada
por Efetores; ETI: Imunidade Desencadeada por Efetor. Adaptado de Kazan e Lyons (2014).

41 PROTEINAS APOPLASTICAS

As proteinas presentes no apoplasto sdodificeis de serisoladas, pois é necessario
evitar a contaminacdo com compostos citoplasmaticos e a ruptura da parede celular.
Sendo assim, ainda sdo proteinas pouco caracterizadas em comparagdo com as

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 11




intracelulares (DELANOIS et. al., 2014). A abordagem prote6mica entra como uma
ferramenta chave para caracterizar as proteinas presentes no FA e fornece maior
entendimento nos processos de percepcao e regulacdo que ocorrem na interacao
entre planta-patdbgeno (AGRAWAL et al., 2010; DELANOIS et al., 2014).

A protedmica possibilita, além de caracterizar proteinas nhuma amostra, obter
informacdes sobre processos ou respostas celulares envolvidas em determinado
fendbmeno ou condig¢do bioldgica, incluindo a identificacdo simultdnea de um grande
namero de proteinas e, consequentemente de novos genes e vias metabdlicas,
as quais sao importantes para o entendimento da interacao planta-patégeno, por
exemplo (GUIMARAES; RICARDO, 2015).

Para isolar o FA varias metodologias foram desenvolvidas: perfusdo a vacuo
em discos de folhas de mamona, girassol e repolho (BERNSTEIN, 1971); aplicacao
de presséo em folhas de algodado utilizando uma camara de pressao umidificada
(HARTUNG et al., 1987); o método de eluicdo em ervilha (LONG; WIDDERS, 1990);
método de infiltracdo-centrifugacdo em folhas de tabaco por Klement, em 1965
(RATHMELL; SEQUEIRA, 1974). Este ultimo tem sido utilizado em alguns trabalhos,
como em folhas de Medicago truncatula (SOARES et al., 2007), Nicotiana tabacum
(DELANNOQY et al., 2008) e em Populus deltoides (PECHANOVA et al, 2010).

Ainfiltracao é realizada a vacuo com uma solugao apropriada, por isso 0 método
é também conhecido como VIC (infiltracdo a vacuo). E importante realiza-lo em boas
condicdes experimentais para evitar acumulos de interferentes intracelulares e/ou ndo
proteicos, como a forca centrifuga baixa que resulta em contaminacéo insignificante
e o tipo de solucédo de infiltracdo que melhore a solubilizagcdo das proteinas. Além
disso, o correto manuseio e armazenamento po6s recuperagcdo do fluido, séao
procedimentos essenciais e adaptaveis para os diferentes tecidos e espécies de
plantas (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2018). Como foi testado por Lohausa et
al. (2001) em diferentes espécies de planta (Vicia faba, Phaseolus vulgaris, Pisum
sativum, Hordeum vulgare, Spinacia oleracea, Beta vulgaris e Zea mays) e concluido
que as condi¢des de infiltracdo e centrifugacédo devem ser adaptadas para cada
espécie, como o tipo de solucdo e o tempo utilizado para a infiltracdo e também a
forca de centrifugacéo, para evitar a contaminacao citoplasmatica (LOHAUSA et al.,
2001).

E importante destacar que normalmente muitas proteinas que sdo secretadas
para o espaco extracelular por meio do sistema Reticulo Endoplasmatico-Golgi,
possuem peptideo sinal (PS). Porém, sabe-se que muitas proteinas nao dependem
de um PS para ser transportadas na via secretora. Esse transporte é conhecido como
secrecéo proteica ndo convencional (UPS: Unconventional Protein Secretion) (DING
et al., 2012). Acredita-se que mais de 50% de proteinas sem PS sdo secretadas e
possivelmente muitas delas que estao relacionadas a defesa/estresse no vegetal,
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possuem atividade tanto intracelulares quanto extracelulares. Portanto, trabalhos
que visam a extracdo de proteinas do apoplasto podem apresentar uma falsa
contaminacao citoplasmatica (AGRAWAL et al., 2010). Diante disto, a extracdo de
FA exige protocolos otimizados e cuidados metodologicos para cada espécie vegetal
a ser estudada. Além disso, torna-se muito importante conciliar a técnica da biologia
molecular com a bioinformatica por meio da predicao de localizacdo das proteinas

para verificar a credibilidade dos resultados obtidos pds extracéo.

5 | Theobroma cacao X Moniliophthora perniciosa

Theobroma cacao € uma planta lenhosa tropical que se originou na América
do Sul (MOTAMAYOR et al., 2002; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2018). E uma
espécie preferencialmente aldgama (ALMEIDA; VALLE, 2007; FERREIRA et al.,
2013) classificada na familia Malvaceae (ALVERSON et al., 1999).

A cultura do cacau possui grande importancia econémica e social para o
Brasil e para o mundo. As améndoas de cacau sao utilizadas para a produg¢ao do
chocolate e uma gama de produtos, como o cacau em pd, manteiga de cacau, licor
de chocolate, sorvetes e produtos de panificacdo (FERREIRA et al, 2013; BEG et al.,
2017; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2008). O cacau também possui aplicacoes
cosméticas e farmacéuticas (BEG et al., 2017). Além disso, na Republica Dominicana,
bebidas de chocolate sdo utilizadas no tratamento de dores de garganta, anemia e
doencas gastrointestinais; no Panama alguns indios acreditam que a utilizacéo de
bebidas de chocolate evita a incidéncia de doencas cardiacas e de cancer (BEG et
al., 2017). Além disso, sua casca é uma fonte rica de vitamina D. Por isso, a ingestao
de chocolate (principalmente amargo) é recomendada de forma balanceada (BEG et
al., 2017; GOYA et al, 2016; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2018).

No Brasil, o cultivo de cacau impulsionou no século XVII, tendo o apice no
século XX quando liderou a producdo mundial. No sul da Bahia, local de uma
importante faixa de Mata Atlantica, o cacaueiro encontrou condi¢gdes climaticas e
solos ideais para a expansao do cultivo. O plantio de cacau no sul Bahia ocorre em um
sistema denominado Cabruca, cultivo de cacau implantado no sub-bosque de forma
descontinua e circundado por vegetacao natural possibilitando o sombreamento por
diferentes arvores da Mata Atlantica original (ROCHA, 2008; LOBAO et al. 2004).

No final do século XIX, a cacauicultura foi considerada uma importante
atividade econémica que proporcionou o desenvolvimento e riqueza para regiao e
o crescimento do Estado baiano por mais de um século (COSTA; SOARES, 2016).

Embora o estado da Bahia seja ainda considerado o maior produtor de cacau
do Brasil, essa cultura enfrentou diversos ciclos criticos desde a década de 1930
quando o pais passou por uma série de crise econémica (CALDAS; PERZ, 2013).
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Apesar do sul da Bahia ter liderado o cultivo de cacau nos anos de 1976 a 1987
(BENJAMIN, 2016), sua producéo caiu drasticamente quando iniciou a principal
crise enfrentada pelo cacau no estado com a chegada da vassoura-de-bruxa (VB),
registrada pela primeira vez em 1989 no municipio de Uruguca. A doenca, causada
pelo fungo Moniliophthora perniciosa, acarretou uma queda chegando a causar
perdas de até 90% na producao de améndoas e também ameacando a estabilidade
ecolbgica devido a substituicdo de cacauais por pastagens e, consequentemente
perda de arvores nativas presentes no sistema cabruca (ROCHA, 2008; CALDAS;
PERZ, 2013).

A chegada da VB ao sul da Bahia caracterizou-se por uma rapida disseminacgéo,
ja que o fungo encontrou condigcdes ambientais favoraveis tornando-se responsavel
pela maior doenca ocorrida na cacauicultura do estado (PURDY, et al. 1996;
OLIVEIRA; LUZ, 2005; ROCHA, 2008). Em pouco tempo, a doenca se espalhou
para regiao causando importantes danos, como detectado no municipio de Uruguca
que enfrentou uma queda em 1990 equivalente a 75% de area cultivada e 70% de
producédo. Danos estes, que contribuiram para transformar o Brasil de exportador
para importador de cacau (MEINHARDT et al., 2008; CALDAS; PERZ, 2013).

M. perniciosa possui um potencial destrutivo, atacando o equilibrio hormonal
do cacau e causando sintomas como hipertrofia e hiperplasia. O inicio da infeccéao
se da pelos basidiésporos que sédo produzidos pelos basidiocarpos, que possuem
forma de cogumelos rosados (Fig. 3A). Os basididsporos dispersam pela acao do
vento, principalmente em periodos com umidade alta. Em contato com tecidos da
planta, principalmente tecidos jovens, os basidibsporos penetram por aberturas
naturais, como os estdmatos e inicia o processo de infecgcao e instalacdo da doencga
(MEINHARDT et al., 2008). Caracterizado como hemibiotréfico, o fungo M. perniciosa
possui duas fases em seu ciclo de vida. Afase inicial (biotrofica) apresenta a formacao
de hifas monocaribticas com auséncia de grampos de conexdo e crescimento
no apoplasto (Fig. 3B) do hospedeiro, consequentemente causando alteracbes
como hipertrofia e hiperplasia, perda de dominancia apical e formacéo de hastes
anormais com aparéncia de “vassoura verde” (Figura 3C). A segunda fase, chamada
de necrotréfica ou saprofitica, é caracterizada por micélio dicariético e hifas com
grampos de conexao o qual invade o meio intracelular levando a morte dos tecidos
e formando uma estrutura denominada de “vassoura seca” (Figura 3D), onde se
alimenta da matéria organica morta (EVANS, 1980; MEINHARDT et al., 2008).
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Figura 03: Fases de desenvolvimento do fungo Moniliophthora perniciosa. A:
Basidiocarpos (Acervo do autor). B: Hb: Hifa biotrofica no apoplasto de meristema de cacaueiro
representando a fase biotréfica (Adaptado de Ceita et al., 2007). C: Seta azul: estagio de
vassoura verde da doenca representando a fase biotréfica (Acervo do autor). D: Seta vermelha:
necrose dos tecidos (vassoura-de-bruxa-seca) representando a fase necrotréfica (Acervo do
autor).

6 | APOPLASTO DE Theobroma cacao

O apoplasto € o local interno onde ocorre o contato inicial entre planta e
patdgenos, sendo determinante para a colonizacdo ou ndao de seu hospedeiro
(SPERSCHNEIDER et al., 2018). O fungo M. perniciosa ramifica no apoplasto
de T. cacao no primeiro estagio da doenca, ou vassoura verde, caracterizando a
fase biotrofica ou parasitica (PURDY; SCHMIDT, 1996). Isso acarreta alteracdes
bioquimicas, como o aumento de alcaloides, compostos fendlicos e taninos para
tentar eliminar o fungo (SCARPARI et al., 2005). O fungo M. perniciosa permanece
em sua fase parasitica no apoplasto por cerca de 40 a 60 dias (CEITA et al., 2007),
sendo assim, pode-se considerar este espago como um campo de batalha molecular
devido as interacbes entre cacau- M. perniciosa e, portanto, a fase biotréfica do
fungo é um periodo determinante para o avang¢o ou ndo da instalacdo da doenca
(PIROVANI et al., 2008).

Para um maior entendimento da interacao M. perniciosa- T. cacao, muitos

estudos tém sido realizados, os quais envolvem a fase biotrofica da doenca. Por
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outro lado, o conhecimento sobre o0 apoplasto do cacau continua escasso. O primeiro
mapa protedbmico de M. perniciosa foi realizado em resposta ao FA de cacau. Dois
isolados do fungo (553, menos agressivo e 565, mais agressivo) e duas variedades
de cacau contrastantes para doenca VB (Catongo, genotipo susceptivel e TSH1188,
genatipo resistente) foram utilizados. As analises mostraram que constituintes do
FA induziram o remodelamento proteico de M. perniciosa de acordo com o seu grau
de agressividade (CAMILLO, 2013). Pirovani (2008), em sua tese de doutorado,
avaliou a germinacédo de esporos do fungo M. perniciosa na presenca do FA de
cacau de dois gendtipos contrastantes para doenca VB (Catongo e TSH1188) de
plantas controle (inoculados em agua) e de plantas infectadas pelo fungo as 72
horas apds a inoculacéo. A inibicdo da germinacdo para o fluido das plantas da
variedade Catongo controle foi de 23% e das plantas elicitadas foi de 1%. Por outro
lado, para o fluido da variedade resistente (TSH1188) houve uma inibicado de 13%
e 50% da germinacéo em plantas controle e elicitadas, respectivamente, indicando
acumulo de compostos de defesa presentes no apoplasto do genétipo resistente sob
interacdo com o patégeno (PIROVANI, 2008).

7 | EXTRACAO DE FLUIDO APOPLASTICO DE FOLHAS DE Theobroma cacao

A extracao de FA de folhas de cacau por meio do método VIC é feita atraves
do protocolo otimizado por Pirovani et al. (2008). Folhas maduras de cacau devem
ser coletadas, mantidas em camara fria em caixa térmica para evitar a dessecacao e
diminuir o estresse e assim, manter suas condi¢des fisioldgicas e, logo apbs serem
utilizadas para a extracéo do FA.

As folhas deverédo ser lavadas com &agua destilada e as nervuras centrais
retiradas com ajuda de um bisturi ou outro material cortante para facilitar a infiliragao.
ApoOs isto, as folhas entdo deverdo ser reunidas com as partes cortadas voltadas
para cima imersas em um becker contendo fosfato de potassio 10 mmol L' de pH
5,5 ajustado com acido ascérbico para evitar oxidacéo e levadas a um dessecador
para infiltracdo a vacuo, onde o ar do interior da folha sera retirado e substituido pela
solucao de infiltracdo e, com isso facilitara a solubilizacado das proteinas.

O véacuo aplicado devera ser de -100 kPa (1 bar) durante 3 minutos, alternando
com 2 minutos de pressao atmosférica. Esse procedimento precisara ser repetido 9
vezes, aproximadamente 27 minutos, ou até a emisséo total das bolhas.

Apoés a infiltracdo total das folhas, um aparato de suporte coletor devera ser
montado e o FA recolhido apés centrifugagcédo. Para preparar o suporte coletor, cada
parte da folha terd de ser enrolada em um anteparo cilindrico de borracha de 0,8
cm de didmetro x 9 cm de comprimento, presas com uma fita adesiva plastica e

inseridas em um tubo falcon de 15 mL com a parte cortada voltada para baixo (Fig.
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04). Vérios aparatos poderao ser feitos; &€ preciso sempre manté-los imersos em gelo
logo apds cada montagem.

Durante a construcdao do suporte coletor, um botdo de plastico de 20 mm de
diametro devera ser encaixado dentro de cada tubo para impedir o deslocamento
do anteparo de borracha para o fundo do mesmo (ver Fig. 04). Apés montados, os
tubos deverédo ser levados a centrifuga para coleta do FA. A forga centrifuga ideal
a ser utilizada em folhas de cacau é de 3.000 a 3.500 g por 25 minutos, a 4°C, pois
com esta forga centrifuga a contaminacao intracelular é considerada insignificante e,

portanto ideal para uso.

Anteparo cilindrico de
borracha de 0,8 cm de
didmetro x 9 cm
de comprimento

Tubo Falcon

Botao de 20 cm

de diametro
Fluido apoplastico

Figura 04: Aparato coletor do FA. Montagem do suporte coletor para centrifugacéo e coleta

do FA.

Diferentes forcas centrifugas (1.000 g a 4.500 g) foram utilizadas para testar
o volume do FA coletado, o rendimento proteico e os niveis de contaminacéo
intracelular, os quais foram demonstrados por Pirovani et al. (2008) um aumento
linear a medida que a forgca centrifuga aumentava, concluindo assim, que a forga
ideal para folhas de cacau foi de 3000 a 3.500 g.

Além disso, € preciso a obtencdo de um bom rendimento de FA que seja
suficiente para as etapas seguintes (Tabela 01). Ap6s a coleta, o FA podera ser
utilizado para extracéo proteica em anélise proteémica ou diretamente para anélise
de atividade enzimatica e bioensaio de germinacdo de esporos fungicos (Fig. 05);
estas duas ultimas analises, o FA devera ser coletado com a substituicdo do tampéao

fosfato de potassio por agua destilada, para nao interferir nos resultados finais.
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Quantidade Forga Quantidade Quantidade

de folha Centrifuga de FA de proteinas
(9) (xg) (mL) (ng/uL)
500 3500 100 4

Tabela 1: Influéncia da forgca centrifuga na quantidade de FA e proteinas presentes no FA.

Valores aproximados.

Infiltracdo com
Folhas e
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3500 g
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da nervura
czn tral Inflitragao
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FA bruto

Infiltracio 8 ™
com agua Centrifugagio \| Atividade
destilada imati

Por2s mif [_ 7| enzimatica
3500 g J\
—ee S

'/-Bioensaio de B
germinacao
de esporos

fungicos |

Figura 05: Diagrama resumindo a extracao de FA e o uso em analises.

7.1 Extracao proteica do fluido apoplastico de T. cacao

Aliquotas com um volume de 15 mL de FA foliar de cacau deverao ser
concentradas por liofilizacdo e ressuspendidas em 0,8 mL de tampé&o de extracéao
SDS-Denso (sacarose 30 %, SDS 2 %, Tris-HCL 100 mmol L' pH 8.0, 2-mercaptoetanol
5 %). As amostras precisaréao ser submetidas a sonicacao (3 pulsos de 8 s cada, com
10 s de intervalo entre pulsos) com amplitude de 50 % no processador ultrassénico
(Gex 130, 130 W) para facilitar na solubilizagao dos polissacarideos e assim, melhorar
a qualidade e o rendimento proteico. Logo ap6s a sonicag¢do, as amostras deverao
ser incubadas no gelo por 10 min. Logo em seguida, 0,8 mL de fenol saturado, pH
8,0, deverao ser adicionado nas amostras e mantidas por 30 min de incubagéo sob
agitacédo a temperatura ambiente. As amostras deverao ser centrifugadas a 5.000 g
por 10 min a 4 °C. A adicao do fenol propiciara a separacéo das proteinas de outros
conteudos interferentes. As proteinas concentrardo na fase fendlica (fase superior)
e devera ser extraida novamente com igual volume de tampao SDS-Denso. As fases
fendlicas de duas extracbes deverdo ser agrupadas e incubadas por 14 h com 5
vezes 0 volume de acetato de amdnio a 100 mmol L' em metanol a -20 °C para
precipitacdo das proteinas.

Pararecuperar as proteinas precipitadas, as amostras deverao ser centrifugadas
a 20.000 g por 5 min. a 4 °C. O precipitado proteico devera ser lavado trés vezes




com acetato de aménio a 100 mmol L' em metanol e duas vezes com acetona
100%. Por fim, o precipitado devera ser seco a temperatura ambiente e ressuspenso
em aproximadamente 600 uL de tampao de reidratacao (ureia 7 mol L, tioureia 2
mol L', CHAPS 2 % e azul de bromofenol 0,002 %) e estocado a -20 °C até o uso
(WANG et al., 2003 com modificacdes de PIROVANI et al., 2008).

As proteinas podem ser quantificadas pelo método 2D-QuantKit (GeHealthCare),
conforme as recomendacdes do fabricante, utilizando BSA (soro de albumina bovina)
como padrao. Apds a obtencdo de uma quantidade ideal de proteinas, elas deverao
ser resolvidas em eletroforese 1D e 2D.

7.1.1 SDS-PAGE 1D

As proteinas de FA deverdo ser separadas pelo peso molecular por meio
de uma corrida eletroforética em SDS-PAGE (Gel de Poliacrilamida na presenca
de Dodecilssulfato de So6dio) para a visualizagao das bandas e comprovacédo da
eficiéncia da etapa de extracao.

Uma massa de cerca de 20 ug de proteina de FA de cacau deverao ser
tratadas com B-Mercaptoetanol para quebrar as pontes dissulfeto e eliminar a
estrutura tridimensional dos polipeptideos. Apds o tratamento, as proteinas deverao
ser submetidas a uma corrente elétrica para separacéo eletroforética em um gel
de 8 x 10 cm a 12,5 % de acrilamida. Juntamente com as proteinas, um marcador
de peso molecular devera ser adicionado (cerca de 10 pL). Este marcador possui
proteinas com pesos moleculares de varios polipeptideos conhecidos, onde devera
ser utilizado como padréao para comparar com as subunidades visualizadas das
proteinas de interesse.

Apés cerca de 3h de corrida, o gel devera ser inserido em tampao de fixagcao
(40 % etanol, 10 % acido acético) durante 1h, corado durante 24 h em Coomassie
coloidal G-250 a 0,08 % (NEUHOFF et al., 1988) e, por fim, descorado em agua
destilada autoclavada por aproximadamente 2 dias. Apés descorado, a imagem do
gel devera ser obtida por meio de um digitalizador proprio, como o ImageScanner
II (Amersham, GE Healthcare). As bandas visualizadas (Fig. 06) correspondem a
diversas proteinas de acordo com seu peso molecular, onde as proteinas de menores
pesos migrardo mais rapidamente e as maiores mais lentamente, devido a maior
dificuldade em atravessar a malha do gel.

No exemplo da figura 06, ao comparar as proteinas de FA e de extrato total
(ET) de folhas de cacau infectadas e né&o infectadas, é possivel observar bandas
diferenciais e banda (seta preta) representando a subunidade da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase (Rubisco), uma proteina citoplasmatica abundante em extratos
foliares. Isto demonstra a eficiéncia do protocolo otimizado por Pirovani et al. (2008)
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e utilizado desde a extracdo de FA a extragdo proteica.

P4 3 3 4
97- —
66- —

<
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e
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Figura 06: SDS-PAGE. 1: Proteinas de FA de cacau saudéavel; 2: Proteinas de FA de cacau
infectado por M. perniciosa (estagio de vassoura verde); 3: Proteinas do ET de folhas de
cacau saudaveis; 4: Proteinas do ET de folhas de cacau infectadas por M. perniciosa (estagio
de vassoura verde). P: Marcador de peso molecular: Low Molecular Weight Marker de 14-
97 kDa (GE Healthcare). Seta preta: banda proeminente de aproximadamente 55 KDa
representando a subunidade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (Rubisco) caracteristicas
em extratos foliares. Adaptado de Pirovani et al., (2008).

7.1.2 Eletroforese Bidimensional

Apbs comprovagao da eficiéncia de extracdo proteica, as proteinas de FA
precisardo ser resolvidas em gel bidimensional (SDS-PAGE 2-D). Para tanto, as
proteinas deverao ser focalizadas, onde ha separag¢ao de acordo com 0s seus pontos
isoelétricos (pl) num gradiente de pH imobilizado e, logo apds separadas de acordo
com seus pesos moleculares.

Um tampéo de reidratacao 2-DE (ureia 7 mol L, tioureia 2 mol L', CHAPS 2
% e azul de bromofenol 0,002 %) contendo Ditiotreitol (DTT) com concentragdo 50
mmol L'e 0,5% de anfélito devera ser adicionado em cerca de 350 pg de proteina de
FA de cacau e o volume final devera ser ajustado para 250 uL utilizando tampéo de
reidratacéo 2-DE. As amostras deveré&o ser pipetadas em triplicata em suportes (strip
holder) para tiras de gel (strips) com gradiente de pH imobilizado. Em seguida, as
trés strip holder deveréo ser levadas para focalizacao isoelétrica em Ettan IPGphor Il]
(GE Healthcare) com as seguintes condi¢oes de corrida: 12 h a 20 °C de reidratacao,
500 V por 1 h, 1000 V por 1: 04 h, 8000 V por 2:30 h € 8000 V por 40 min. Apés a
focalizagcao, as strips deverao ser tratadas com 7 mL de tampao de equilibrio (ureia
6 mol L', SDS 2 %, glicerol 30 %, Tris—HCI 0,05 mol L', pH 8.8 e azul de bromofenol
a 0,002 %) contendo 10 mg mL" de DTT e mantidas sob agitacéo leve por 15 min.
Em seguida, esse procedimento devera ser repetido mais duas vezes, onde as strips
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precisarao ser tratadas por 15 min com tampao de equilibrio contendo 25 mg mL"
de iodoacetamida e lavadas por 15 min com tampao de corrida (Tris 25 mmol L' pH
8.3, glicina 0,19 mol L', SDS 0,1 %).

ApOs os tratamentos, as strips deverdo ser dispostas na parte superior de
géis de poliacrilamida a 12,5 % para segunda separag¢ao de acordo com 0s pesos
moleculares das proteinas (Figura 07). Juntamente com as strips, cerca de 10 uL
de marcador de peso molecular Low Molecular Weight Marker de 14-97 kDa (GE
Healthcare) devera ser adicionado num pedaco de papel filtro e selado com 1 % de
agarose (TRIS Base a 25 mmol L, glicina a 192 mmol L', SDS a 0,1 %, agarose
a 0,5 % e bromophenol blue a 0,002 %) para a corrida eletroforética. Deveréo ser
aplicadas as seguintes condicdes de corrida: 15 mA/gel por 15 min, 40 mA/gel por
30 min e 50 mA/gel por 4 h.

pl
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Figura 07: Perfil proteico bidimensional de FA cacau. A: Proteinas de FA do gendtipo
Catongo de cacau em condi¢des de campo. Ponto isoelétrico (pl) de 3-10 N&o linear. P:

Marcador de peso molecular 14-220 KDa. Acervo do autor.

Apos concluir a corrida eletroforética, os géis deverao ser transferidos para o
tampéo de fixacao (40 % etanol, 10 % acido acético) durante 1 h e em corados em
Coomassie coloidal (sulfato de aménio 8 %, acido fosférico 0.8 %, azul de coomassie
G-250 0.08 % e metanol 20 %) (NEUHOFF et al., 1988) por 7 dias sob agitagao suave.
Depois de obter os géis corados, eles deverdo ser descorados, por aproximadamente
0 mesmo periodo, com sucessivas lavagens utilizando dgua destilada autoclavada e
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conserva-los em acido acético a 7 %.

Assim como os géis 1D, as imagens dos géis 2D deverao ser digitalizadas. Em
seguida, as imagens deveréo ser levadas para um analisador como software Image
Master 2D Platinum 7.0 (GE healthcare), onde serdo detectados a quantidade dos
spots (pontos pretos), as massas moleculares e 0os pontos isoelétricos de cada spot.
Além disso, este software permite uma analise comparativa de niveis de expressao
entre materiais genéticos contrastantes para ajudar selecionar os spots que seréao
tratados e identificados, além de outras ferramentas que ajudam a melhorar a
qualidade da imagem.

No exemplo da figura 07, pode ser observado uma boa separag¢ao das proteinas
demostrado pela ampla distribuicdo dos spots em uma faixa de pH 3 a 10 e peso
molecular de 14 a 97 KDa.

7.1.3 Identificacdo das proteinas de FA de cacau

Para obter o mapa protedmico do FA de cacau por meio da identificacao por
espectrometria de massas, 0s spots de interesse deverao ser excisados com auxilio
de um bisturi e tratados por meio da digestéo triptica. A principio, os pedacos de géis
deveréo ser tratados com 200 uL de NH,HCO, a 25 mmol L, contendo acetonitrila
50% pH 8, por 24 h para descorar o gel. O sobrenadante devera ser descartados
e os fragmentos dos géis deverdo ser lavados com 200 uL de agua Milli-Q. O
sobrenadante devera ser novamente descartado seguindo da desidratacado do gel
por meio da adicdo de 100 pL de acetonitrila a 100 % por 5 min em temperatura
ambiente e deverdo ser levados para o secador centrifugo por, aproximadamente
20 min ou até completa secagem dos géis. Em seguida, os fragmentos dos géis
deveréao ser reidratados com a adicao de 4 uL de tripsina Gold (Promega) a 25 ng
uL" e incubados por 10 min a 4° C. Uma solugdo de NH,HCO, a 25 mmol L' devera
ser adicionado até cobrir os fragmentos e incubados novamente, por 16 h a 37° C
para a acao da tripsina. Em seguida, o sobrenadante devera ser transferido para
novos tubos de Eppendorf e realizado duas lavagens com 50 uL de acetonitrila a
50% contendo acido féormico a 5 %, sob agitacdo em vortex durante 30 min. Os
sobrenadantes referentes as duas lavagens deverao ser reunidos aos novos tubos.
Por fim, as amostras deverdo ser concentradas atingindo um volume de 15 a 20
ML em um secador centrifugo. As amostras entdo, deverdo ser transferidas para
“Vials” (Waters) e analisadas em um cromatdgrafo nanoAcquity (Waters, Milford, MA)
acoplado ao espectrémetro de massas Q-Tof micro (Waters) para a identificacdo dos
peptideos (VILLELA-DIAS et al., 2014).

Os espectros gerados apds analise no espectrometro de massas, deverao
ser analisados por meio do software ProteinLynx Global Server 4.2 (WATERS) e
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comparados com bancos de dados para busca da identidade das proteinas.

8 | CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo foi demonstrado a importancia do apoplasto para planta e como
investigar o conteudo do mesmo, a partir do protocolo otimizado por Pirovani et
al. (2008). Protocolo este, ideal para folhas de cacau, porém pode ser adaptavel
para outras espécies vegetais. Também foi demonstrado possiveis analises a
partir do FA, como a analise prote6mica. A obtencédo das proteinas apoplasticas,
ainda é desafiadora e, portanto, pouco caracterizadas, pois exige amostra livre de
contaminag¢ao de materiais intracelulares. Assim, é preciso entender a importancia
do tempo e da forga de centrifugagdo no momento de extragdo, sendo este um
dos principais requisitos para minimizar a contaminacao citoplasmatica. Por fim,
a metodologia discutida neste trabalho, possibilita a compreensao do conteudo
apoplastico de cacau e pode favorecer um maior entendimento sobre as respostas
moleculares do cacau frente a estresses bibticos e/ou abidticos e em condi¢cdes
normais.
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