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APRESENTAÇÃO

O E-book “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é 
composto por 32 capítulos. Nesse volume, são abordados distintos tópicos nas 
áreas de biotecnologia, citologia, genética, saúde humana, educação, importância 
de condições ambientais que as espécies estão inseridas, bem como, potenciais 
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenário atual de 
mudanças ambientais correntes e avanços tecnológicos é extremamente importante 
o uso adequado de técnicas em cada área. Interações entre espécies são difíceis 
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relação simbiótica 
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relação. Estudos que 
abordam essa temática são muito relevantes para compreensão da relação de 
dependência ou não que os organismos estabelecem para se manterem em um 
determinado ambiente.

O E-book também traz capítulos que abordam estratégicas didáticas para 
alunos da educação básica e da graduação. O ensino de ciências 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 própria produção de material manual 
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saúde humana se encontra em pauta trazendo o uso de células 
tronco para recuperação do tecido lesionado por queimadura, esse é um avanço 
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saúde 
humana é a manipulação de produtos altamente comercializáveis, como açaí na 
região amazônica, o qual sugere a pasteurização como tratamento térmico pelas 
indústrias produtoras.

As aplicações de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia, 
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia 
são extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas áreas.  
Adicionalmente, análises citogenéticas, histoquímicas e toxicológicas fornecem 
informações que são relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capítulos desse livro com muita atenção, 
e desejamos que cada conteúdo abordado aqui seja útil na vida acadêmica. A 
linguagem acessível e no idioma português facilita o acesso tanto para grupos de 
pesquisas como para jovens pesquisadores da área científica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvão
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RESUMO: O apoplasto é um compartimento 
vegetal que compreende os espaços 
intercelulares e a parede celular. Este espaço 
possui grande importância para a planta desde 

a defesa contra estresses bióticos e abióticos 
a transporte de hormônios e água. O fluido 
apoplástico (FA), o líquido do apoplasto, possui 
substâncias essenciais para o desenvolvimento 
do vegetal. A obtenção do FA é desafiadora, 
porém sua investigação poderá ajudar a 
compreender as respostas de defesas da planta 
e por outro lado, as respostas do patógeno em 
sobrepor estas defesas na interação planta-
patógeno. Para tanto, faz-se necessário o uso 
de protocolos específicos que evitem acúmulo 
de contaminantes e favoreça rendimentos 
consideráveis para seu estudo. Sendo assim, 
neste capítulo descrevemos uma metodologia 
para obtenção de FA de folhas de cacau livre 
de contaminação citoplasmática por meio de 
infiltração a vácuo seguida de centrifugação e, 
extração de proteínas a partir do FA, por meio 
de SDS-denso e fenol.   
PALAVRAS-CHAVE: Folha, proteômica, cacau, 
espaço 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.

1 |  INTRODUÇÃO

O apoplasto é um compartimento de extrema importância para o vegetal, que 
compreende os espaços extracelulares, incluindo a parede celular (DIETZ, 1997; 
DANI et. al., 2005; SADAVA, et. al., 2009; AGRAWAL et. al., 2010). Este compartimento 
desempenha diferentes funções desde transporte de hormônios relacionados ao 
desenvolvimento e crescimento a reconhecimento de invasores patogênicos, por 
meio de proteínas presentes neste espaço (AGRAWAL et. al., 2010; DELANOIS 
et al., 2014). O apoplasto está envolvido em diversas respostas do ambiente, 
como na sinalização e reconhecimento de patógenos, assim faz deste espaço um 
sistema dinâmico, sendo essencial na indução de uma cascata de respostas contra 
importantes fitopatógenos (ZHANG et. al., 2009; LI et al., 2016). 

O líquido que circunda o apoplasto é rico em substâncias como açucares, água, 
íons, proteínas dentre outras, formando o fluido apoplástico (FA) e sua obtenção 
ainda é desafiadora. Para extrair e investigar o conteúdo apoplástico exige evitar a 
contaminação citoplasmática, ou seja, um protocolo ideal para que a contaminação 
com produtos intracelulares, devido o rompimento foliar parcial, seja insignificante. 
Sendo assim, as proteínas apoplásticas ainda são poucos caracterizadas (LEE et 
al., 2004; DELANOIS et. al., 2014).  Além do mais, a concentração de proteínas 
no apoplasto é inferior a presente intracelularmente e, consequentemente torna o 
processo de identificação ainda mais desafiador (QUIRINO et al., 2010).  

O protocolo de infiltração-centrifugação para folhas de cacau (Theobroma 
cacao) foi testado e otimizado por Pirovani et al. (2008). É uma metodologia, de uma 
forma geral, simples, porém exige boas condições experimentais para o sucesso da 
obtenção de FA com contaminação citoplasmática 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 três grandes grupos de acordo com características morfológicas, 
genéticas e localização geográfica (FERREIRA et al., 2014).
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Suas amêndoas são a principal matéria-prima para a produção do chocolate 
e, com isso possui grande importância econômica e social, principalmente, para 
o sul da Bahia, onde esta cultura teve seu ápice no final do século XIX (COSTA; 
SOARES, 2016). Em contrapartida, a produção das amêndoas de cacau sofreu um 
declínio drástico com a chegada do fungo Moniliophthora perniciosa, agente causal 
da vassoura-de-bruxa (ROCHA, 2008; CALDAS; PERZ, 2013).

Entendendo a importância e o papel do apoplasto para planta e conhecendo 
as dificuldades em obter conteúdo de um espaço subcelular, este trabalho tem 
como finalidade entender como é feita a investigação do conteúdo apoplástico, mais 
precisamente como obter proteínas presentes neste espaço. Sendo assim, propomos 
de forma simples e reproduzível, uma metodologia testada e validada para folhas 
maduras de cacau.   

2 |  O APOPLASTO

O termo apoplasto foi criado pelo cientista alemão Ernst Münch em 1930 
para descrever o compartimento de transporte de água no interior do vegetal 
(SAKURAI, 1998). Mais tarde, descobriu-se que o apoplasto, além de transportar 
água, desempenha um importante papel na fisiologia e desenvolvimento do vegetal 
por conter produtos relacionados ao desenvolvimento e à tolerância 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 espaços 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 crítico na interação da planta 
com o ambiente, pois a planta libera produtos essenciais neste compartimento como 
proteínas, enzimas, metabólitos e outras substâncias constituindo assim, o fluido 
apoplástico (FA) (ZHANG et. al., 2009; AGRAWAL et. al., 2010).

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

Assim, o apoplasto está envolvido em outras funções importantes para o vegetal 
como regulação de crescimento, manutenção da parede celular, rota de transporte, 
homeostase, adesão célula a célula, trocas gasosas e em processos envolvidos 
na defesa a estresse biótico e abiótico e contra a dessecação (SAKURAI, 1998; 
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SATTELMACHER, 2001; DELANOIS et al., 2014). Diante disto, a importância do 
apoplasto para a planta pode ser comparada com a importância do interior do nosso 
corpo, que consiste em sangue, linfa e fl uido de tecido tonando um compartimento 
essecial para o funcionamento das células (SACURAI, 1998).

Figura 01: Representação esquemática do apoplasto. A: Folha vegetal destacando 
os espaços intercelulares ou apoplasto. B: O apoplasto compreende o espaço externo à 

membrana plasmática até a lamela média.

3 |  APOPLASTO E O RECONHECIMENTO DE PATÓGENOS

As plantas estão expostas a vários fatores bióticos na natureza, como a 
diversas classes de microrganismos fi topatogênicos, tais como, nematoides, fungos, 
bactérias e insetos. Assim, em função da incapacidade de locomoção, as plantas 
evoluíram mecanismos de defesa para driblar e evitar a entrada de invasores, 
contornando situações desfavoráveis e, com isso, garantindo a sua sobrevivência 
(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 patógenos e não possuírem um sistema de defesa imune como os animais, 
elas podem reconhecer a presença de patógenos e preparar respostas de defesa 
que garanta o crescimento vegetativo diminuindo os danos causados pelo invasor 
(OSBOURN, 2001; NÜRNBERGER et al., 2004; CHISHOLM et al., 2006; DALIO, 
2013).

O patógeno ao conseguir penetrar nos tecidos da planta estará sujeito ao 
reconhecimento na membrana plasmática (NÜRNBERGER et al., 2004) e para o 
seu estabelecimento é preciso atravessar o apoplasto local onde, importantes 
reações e processos regulatórios ocorrem de forma natural ou são induzidas 
devido ao reconhecimento do patógeno (MARTÍNEZ-GONZÁLEZ et al., 2018). Esse 
reconhecimento ocorre por meio de sensores apoplásticos chamados de receptores 
de reconhecimento de padrões (PRRs), que são proteínas transmembranas 
conservadas com domínio extracelular rica em leucina (LRRs) ou motivo de lisina 
(Lysm) e um domínio de quinase intracelular (JASHNI et al., 2015; MARTÍNEZ-
GONZÁLEZ et al., 2018). As PRRs se localizam geralmente na superfície da membrana 
celular e reconhecem os padrões moleculares associados ao patógeno (MAMPs ou 
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PAMPs), conhecidos como elicitores, tais como a quitina, um componente da parede 
celular dos fungos ou fl agelina bacteriana. Após esse reconhecimento inicial, leva à 
imunidade desencadeada pelo MAMP (PTI) acionando as defesas basais da planta 
(BOLLER; FELIX, 2009; DELAUNOIS et al., 2014; JASHNI et al., 2015; MARTÍNEZ-
GONZÁLEZ et al., 2018), como mudanças na composição da parede celular e 
acúmulo de compostos antimicrobianos (DOEHLEMANN; HEMETSBERGER, 2013). 
Algumas moléculas provenientes da própria planta também podem ser reconhecidas 
pelas PRRs desencadeando respostas imunes, as chamadas de padrões moleculares 
associados a danos (DAMPs), como moléculas liberadas devido a danos na parede 
celular. Patógenos mais adaptados podem inibir a interação MAMP-PRR, secretando 
proteínas 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 proteínas de resistência (R) resultando no segundo nível de 
defesa da planta (Figura 02) (DALIO, 2013; DOEHLEMANN; HEMETSBERGER, 
2013; DELAUNOIS et al., 2014; JASHNI et al., 2015; BOLLER; FELIX, 2009).

Figura 02: Reconhecimento do patógeno por meio de sensores apoplásticos do vegetal. 
PRRs: Receptores de Reconhecimento de Padrões; MAMPs: Padrões Moleculares Associados 
ao Patógeno; PTI: Imunidade Desencadeada pelo PAMP; ETS: Suscetibilidade Desencadeada 

por Efetores; ETI: Imunidade Desencadeada por Efetor. Adaptado de Kazan e Lyons (2014).

4 |  PROTEÍNAS APOPLÁSTICAS

As proteínas presentes no apoplasto são difíceis de ser isoladas, pois é necessário
evitar a contaminação com compostos citoplasmáticos e a ruptura da parede celular. 
Sendo assim, ainda são proteínas pouco caracterizadas em comparação com as 
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intracelulares (DELANOIS et. al., 2014). A abordagem proteômica entra como uma 
ferramenta chave para caracterizar as proteínas presentes no FA e fornece maior 
entendimento nos processos de percepção e regulação que ocorrem na interação 
entre planta-patógeno (AGRAWAL et al., 2010; DELANOIS et al., 2014). 

A proteômica possibilita, além de caracterizar proteínas numa amostra, obter 
informações sobre processos ou respostas celulares envolvidas em determinado 
fenômeno ou condição biológica, incluindo a identificação simultânea de um grande 
número de proteínas e, consequentemente de novos genes e vias metabólicas, 
as quais são importantes para o entendimento da interação planta-patógeno, por 
exemplo (GUIMARÃES; RICARDO, 2015). 

Para isolar o FA várias metodologias foram desenvolvidas: perfusão a vácuo 
em discos de folhas de mamona, girassol e repolho (BERNSTEIN, 1971); aplicação 
de pressão em folhas de algodão utilizando uma câmara de pressão umidificada 
(HARTUNG et al., 1987); o método de eluição em ervilha (LONG; WIDDERS, 1990); 
método de infiltração-centrifugação em folhas de tabaco por Klement, em 1965 
(RATHMELL; SEQUEIRA, 1974). Este último tem sido utilizado em alguns trabalhos, 
como em folhas de Medicago truncatula (SOARES et al., 2007), Nicotiana tabacum 
(DELANNOY et al., 2008) e em Populus deltoides (PECHANOVA et al, 2010).

A infiltração é realizada a vácuo com uma solução apropriada, por isso o método 
é também conhecido como VIC (infiltração a vácuo). É importante realizá-lo em boas 
condições experimentais para evitar acúmulos de interferentes intracelulares e/ou não 
proteicos, como a força centrífuga baixa que resulta em contaminação insignificante 
e o tipo de solução de infiltração que melhore a solubilização das proteínas. Além 
disso, o correto manuseio e armazenamento pós recuperação do fluido, são 
procedimentos essenciais e adaptáveis para os diferentes tecidos e espécies de 
plantas (MARTÍNEZ-GONZÁLEZ 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 concluído 
que as condições de infiltração e centrifugação devem ser adaptadas para cada 
espécie, como o tipo de solução e o tempo utilizado para a infiltração e também a 
força de centrifugação, para evitar a contaminação citoplasmática (LOHAUSA et al., 
2001).

É importante destacar que normalmente muitas proteínas que são secretadas 
para o espaço extracelular por meio do sistema Retículo Endoplasmático-Golgi, 
possuem peptídeo sinal (PS). Porém, sabe-se que muitas proteínas não dependem 
de um PS para ser transportadas na via secretora. Esse transporte é conhecido como 
secreção proteica não convencional (UPS: Unconventional Protein Secretion) (DING 
et al., 2012). Acredita-se que mais de 50% de proteínas sem PS são secretadas e 
possivelmente muitas delas que estão relacionadas a defesa/estresse no vegetal, 



Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capítulo 11 130

possuem atividade tanto intracelulares quanto extracelulares. Portanto, trabalhos 
que visam a extração de proteínas do apoplasto podem apresentar uma falsa 
contaminação citoplasmática (AGRAWAL et al., 2010). Diante disto, a extração de 
FA exige protocolos otimizados e cuidados metodológicos para cada espécie vegetal 
a ser estudada. Além disso, torna-se muito importante conciliar a técnica da biologia 
molecular com a bioinformática por meio da predição de localização das proteínas 
para verificar a credibilidade dos resultados obtidos pós extração.

5 |  Theobroma cacao X Moniliophthora perniciosa

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

A cultura do cacau possui grande importância econômica e social para o 
Brasil e para o mundo. As amêndoas de cacau são utilizadas para a produção do 
chocolate e uma gama de produtos, como o cacau em pó, manteiga de cacau, licor 
de chocolate, sorvetes e produtos de panificação (FERREIRA et al, 2013; BEG et al., 
2017; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2008). O cacau também possui aplicações 
cosméticas e farmacêuticas (BEG et al., 2017). Além disso, na República Dominicana, 
bebidas de chocolate são utilizadas no tratamento de dores de garganta, anemia e 
doenças gastrointestinais; no Panamá alguns índios acreditam que a utilização de 
bebidas de chocolate evita a incidência de doenças cardíacas e de câncer (BEG et 
al., 2017). Além disso, sua casca é uma fonte rica de vitamina D. Por isso, a ingestão 
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 ápice no 
século XX quando liderou a produção mundial. No sul da Bahia, local de uma 
importante faixa de Mata Atlântica, o cacaueiro encontrou condições climáticas e 
solos ideais para a expansão do cultivo. O plantio de cacau no sul Bahia ocorre em um 
sistema denominado Cabruca, cultivo de cacau implantado no sub-bosque de forma 
descontínua e circundado por vegetação natural possibilitando o sombreamento por 
diferentes árvores da Mata Atlântica original (ROCHA, 2008; LOBÃO et al. 2004). 

No final do século XIX, a cacauicultura foi considerada uma importante 
atividade econômica que proporcionou o desenvolvimento e riqueza para região 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 críticos desde a década de 1930 
quando o país passou por uma série de crise econômica (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 produção 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 município de Uruçuca. A doença, causada 
pelo fungo Moniliophthora perniciosa, acarretou uma queda chegando a causar 
perdas de até 90% na produção de amêndoas e também ameaçando a estabilidade 
ecológica devido à substituição de cacauais por pastagens e, consequentemente 
perda de árvores nativas presentes no sistema cabruca (ROCHA, 2008; CALDAS; 
PERZ, 2013).

A chegada da VB ao sul da Bahia caracterizou-se por uma rápida disseminação, 
já que o fungo encontrou condições ambientais favoráveis tornando-se responsável 
pela maior doença ocorrida na cacauicultura do estado (PURDY, et al. 1996; 
OLIVEIRA; LUZ, 2005; ROCHA, 2008). Em pouco tempo, a doença se espalhou 
para região causando importantes danos, como detectado no município de Uruçuca 
que enfrentou uma queda em 1990 equivalente a 75% de área cultivada e 70% de 
produção. Danos estes, que contribuíram 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 equilíbrio hormonal 
do cacau e causando sintomas como hipertrofia e hiperplasia. O início da infecção 
se dá pelos basidiósporos que são produzidos pelos basidiocarpos, que possuem 
forma de cogumelos rosados (Fig. 3A). Os basidiósporos dispersam pela ação do 
vento, principalmente em períodos com umidade alta. Em contato com tecidos da 
planta, principalmente tecidos jovens, os basidiósporos penetram por aberturas 
naturais, como os estômatos e inicia o processo de infecção e instalação da doença 
(MEINHARDT et al., 2008). Caracterizado como hemibiotrófico, o fungo M. perniciosa 
possui duas fases em seu ciclo de vida. A fase inicial (biotrófica) apresenta a formação 
de hifas monocarióticas com ausência de grampos de conexão e crescimento 
no apoplasto (Fig. 3B) do hospedeiro, consequentemente causando alterações 
como hipertrofia e hiperplasia, perda de dominância apical e formação de hastes 
anormais com aparência de “vassoura verde” (Figura 3C). A segunda fase, chamada 
de necrotrófica ou saprofítica, é caracterizada por micélio dicariótico e hifas com 
grampos de conexão 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 orgânica 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 biotrófi ca no apoplasto de meristema de cacaueiro 

representando a fase biotrófi ca (Adaptado de Ceita et al., 2007). C: Seta azul: estágio de 
vassoura verde da doença representando a fase biotrófi ca (Acervo do autor). D: Seta vermelha: 

necrose dos tecidos (vassoura-de-bruxa-seca) representando a fase necrotrófi ca (Acervo do 
autor).

6 |  APOPLASTO DE Theobroma cacao

O apoplasto é o local interno onde ocorre o contato inicial entre planta e 
patógenos, sendo determinante para a colonização ou não de seu hospedeiro 
(SPERSCHNEIDER et al., 2018). O fungo M. perniciosa ramifi ca no apoplasto 
de T. cacao no primeiro estágio da doença, ou vassoura verde, caracterizando a 
fase biotrófi ca ou parasítica (PURDY; SCHMIDT, 1996). Isso acarreta alterações 
bioquímicas, como o aumento de alcaloides, compostos fenólicos e taninos para 
tentar eliminar o fungo (SCARPARI et al., 2005). O fungo M. perniciosa permanece 
em sua fase parasítica no apoplasto por cerca de 40 a 60 dias (CEITA et al., 2007), 
sendo assim, pode-se considerar este espaço como um campo de batalha molecular 
devido às interações entre cacau- M. perniciosa e, portanto, a fase biotrófi ca do 
fungo é um período determinante para o avanço ou não da instalação da doença 
(PIROVANI et al., 2008).

Para um maior entendimento da interação M. perniciosa- T. cacao, muitos 
estudos têm sido realizados, os quais envolvem a fase biotrófi ca da doença. Por 
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outro lado, o conhecimento sobre o apoplasto do cacau continua escasso. O primeiro 
mapa proteômico 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 doença VB (Catongo, genótipo susceptível e TSH1188, 
genótipo resistente) foram utilizados. As análises 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 germinação de esporos do fungo M. perniciosa na presença do FA de 
cacau de dois genótipos contrastantes para doença VB (Catongo e TSH1188) de 
plantas controle (inoculados em água) e de plantas infectadas pelo fungo às 72 
horas após a inoculação. A inibição da germinação 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 inibição de 13% 
e 50% da germinação em plantas controle e elicitadas, respectivamente, indicando 
acúmulo de compostos de defesa presentes no apoplasto do genótipo resistente sob 
interação com o patógeno (PIROVANI, 2008). 

7 |  EXTRAÇÃO DE FLUIDO APOPLÁSTICO DE FOLHAS DE Theobroma cacao

A extração de FA de folhas de cacau por meio do método VIC é feita através 
do protocolo otimizado por Pirovani et al. (2008). Folhas maduras de cacau devem 
ser coletadas, mantidas em câmara fria em caixa térmica para evitar a dessecação e 
diminuir o estresse e assim, manter suas condições fisiológicas e, logo após serem 
utilizadas para a extração do FA. 

As folhas deverão ser lavadas com água destilada e as nervuras centrais 
retiradas com ajuda de um bisturi ou outro material cortante para facilitar a infiltração. 
Após isto, as folhas então deverão ser reunidas com as partes cortadas voltadas 
para cima imersas em um becker contendo fosfato de potássio 10 mmol L-1 de pH 
5,5 ajustado com ácido ascórbico para evitar oxidação e levadas a um dessecador 
para infiltração à vácuo, onde o ar do interior da folha será retirado e substituído pela 
solução de infiltração e, com isso facilitará a solubilização das proteínas.  

O vácuo aplicado deverá ser de -100 kPa (1 bar) durante 3 minutos, alternando 
com 2 minutos de pressão atmosférica. Esse procedimento precisará ser repetido 9 
vezes, aproximadamente 27 minutos, ou até a emissão total das bolhas.

Após a infiltração total das folhas, um aparato de suporte coletor deverá ser 
montado e o FA recolhido após centrifugação. Para preparar o suporte coletor, cada 
parte da folha terá de ser enrolada em um anteparo cilíndrico de borracha de 0,8 
cm de diâmetro x 9 cm de comprimento, presas com uma fita adesiva plástica e 
inseridas em um tubo falcon de 15 mL com a parte cortada voltada para baixo (Fig. 
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04). Vários aparatos poderão ser feitos; é preciso sempre mantê-los imersos em gelo 
logo após cada montagem.

Durante a construção do suporte coletor, um botão de plástico de 20 mm de 
diâmetro deverá ser encaixado dentro de cada tubo para impedir o deslocamento 
do anteparo de borracha para o fundo do mesmo (ver Fig. 04). Após montados, os 
tubos deverão ser levados à centrífuga para coleta do FA. A força centrífuga ideal 
a ser utilizada em folhas de cacau é de 3.000 a 3.500 g por 25 minutos, a 4ºC, pois 
com esta força centrífuga a contaminação intracelular é considerada insignifi cante e, 
portanto ideal para uso.

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

do FA.

Diferentes forças centrífugas (1.000 g a 4.500 g) foram utilizadas para testar 
o volume do FA coletado, o rendimento proteico e os níveis de contaminação 
intracelular, os quais foram demonstrados por Pirovani et al. (2008) um aumento 
linear à medida que a força centrífuga aumentava, concluindo assim, que a força 
ideal para folhas de cacau foi de 3000 a 3.500 g.

Além disso, é preciso a obtenção de um bom rendimento de FA que seja 
sufi ciente para as etapas seguintes (Tabela 01). Após a coleta, o FA poderá ser 
utilizado para extração proteica em análise proteômica ou diretamente para análise 
de atividade enzimática e bioensaio de germinação de esporos fúngicos (Fig. 05); 
estas duas últimas análises, o FA deverá ser coletado com a substituição do tampão 
fosfato de potássio por água destilada, para não interferir nos resultados fi nais.  
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Tabela 1: Infl uência da força centrífuga na quantidade de FA e proteínas presentes no FA. 

Valores aproximados.

Figura 05: Diagrama resumindo a extração de FA e o uso em análises.

7.1 Extração proteica do fl uido apoplástico de T. cacao

Alíquotas com um volume de 15 mL de FA foliar de cacau deverão ser 
concentradas por liofi lização e ressuspendidas em 0,8 mL de tampão de extração 
SDS-Denso (sacarose 30 %, SDS 2 %, Tris-HCL 100 mmol L-1 pH 8.0, 2-mercaptoetanol 
5 %). As amostras precisarão ser submetidas à sonicação (3 pulsos de 8 s cada, com 
10 s de intervalo entre pulsos) com amplitude de 50 % no processador ultrassônico 
(Gex 130, 130 W) para facilitar na solubilização dos polissacarídeos e assim, melhorar 
a qualidade e o rendimento proteico. Logo após a sonicação, as amostras deverão 
ser incubadas no gelo por 10 min. Logo em seguida, 0,8 mL de fenol saturado, pH 
8,0, deverão ser adicionado nas amostras e mantidas por 30 min de incubação sob 
agitação à temperatura ambiente. As amostras deverão ser centrifugadas a 5.000 g 
por 10 min a 4 °C. A adição do fenol propiciará a separação das proteínas de outros 
conteúdos interferentes. As proteínas concentrarão na fase fenólica (fase superior) 
e deverá ser extraída novamente com igual volume de tampão SDS-Denso. As fases 
fenólicas de duas extrações deverão ser agrupadas e incubadas por 14 h com 5 
vezes o volume de acetato de amônio a 100 mmol L-1 em metanol a -20 °C para 
precipitação das proteínas.

Para recuperar as proteínas precipitadas, as amostras deverão ser centrifugadas 
a 20.000 g por 5 min. a 4 °C. O precipitado proteico deverá ser lavado três vezes 
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com acetato de amônio a 100 mmol L-1 em metanol e duas vezes com acetona 
100%. Por fim, o precipitado deverá ser seco à temperatura ambiente e ressuspenso 
em aproximadamente 600 μL de tampão de reidratação (ureia 7 mol L-1, tioureia 2 
mol L-1, CHAPS 2 % e azul de bromofenol 0,002 %) e estocado a -20 °C até o uso 
(WANG et al., 2003 com modificações de PIROVANI et al., 2008). 

As proteínas podem ser quantificadas pelo método 2D-Quant Kit (GeHealthCare), 
conforme as recomendações do fabricante, utilizando BSA (soro de albumina bovina) 
como padrão. Após a obtenção de uma quantidade ideal de proteínas, elas deverão 
ser resolvidas em eletroforese 1D e 2D.

7.1.1 SDS-PAGE 1D

As proteínas de FA deverão ser separadas pelo peso molecular por meio 
de uma corrida eletroforética em SDS-PAGE (Gel de Poliacrilamida na presença 
de Dodecilssulfato de Sódio) para a visualização das bandas e comprovação da 
eficiência da etapa de extração.

Uma massa de cerca de 20 μg de proteína de FA de cacau deverão ser 
tratadas com β-Mercaptoetanol para quebrar as pontes dissulfeto e eliminar a 
estrutura tridimensional dos polipeptídeos. Após o tratamento, as proteínas deverão 
ser submetidas a uma corrente elétrica para separação eletroforética em um gel 
de 8 x 10 cm a 12,5 % de acrilamida. Juntamente com as proteínas, um marcador 
de peso molecular deverá ser adicionado (cerca de 10 μL). Este marcador possui 
proteínas com pesos moleculares de vários polipeptídeos conhecidos, onde deverá 
ser utilizado como padrão para comparar com as subunidades visualizadas das 
proteínas de interesse.  

Após cerca de 3h de corrida, o gel deverá ser inserido em tampão de fixação 
(40 % etanol, 10 % ácido acético) durante 1h, corado durante 24 h em Coomassie 
coloidal G-250 a 0,08 % (NEUHOFF et al., 1988) e, por fim, descorado em água 
destilada autoclavada por aproximadamente 2 dias. Após descorado, a imagem do 
gel deverá ser obtida por meio de um digitalizador próprio, como o ImageScanner 
II (Amersham, GE Healthcare). As bandas visualizadas (Fig. 06) correspondem a 
diversas proteínas de acordo com seu peso molecular, onde as proteínas de menores 
pesos migrarão 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 proteínas de FA e de extrato total 
(ET) de folhas de cacau infectadas e não infectadas, é possível observar bandas 
diferenciais e banda (seta preta) representando a subunidade da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase (Rubisco), uma proteína citoplasmática abundante em extratos 
foliares. Isto demonstra a eficiência do protocolo otimizado por Pirovani et al. (2008) 
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e utilizado desde a extração de FA à extração proteica.

Figura 06: SDS-PAGE. 1: Proteínas de FA de cacau saudável; 2: Proteínas de FA de cacau 
infectado por M. perniciosa (estágio de vassoura verde); 3: Proteínas do ET de folhas de 

cacau saudáveis; 4: Proteínas do ET de folhas de cacau infectadas por M. perniciosa (estágio 
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) características 

em extratos foliares. Adaptado de Pirovani et al., (2008).

7.1.2 Eletroforese Bidimensional

Após comprovação da efi ciência de extração proteica, as proteínas de FA 
precisarão ser resolvidas em gel bidimensional (SDS-PAGE 2-D). Para tanto, as 
proteínas deverão ser focalizadas, onde há separação de acordo com os seus pontos 
isoelétricos (pI) num gradiente de pH imobilizado e, logo após separadas de acordo 
com seus pesos moleculares.

Um tampão de reidratação 2-DE (ureia 7 mol L-1, tioureia 2 mol L-1, CHAPS 2 
% e azul de bromofenol 0,002 %) contendo Ditiotreitol (DTT) com concentração 50 
mmol L-1 e 0,5% de anfólito deverá ser adicionado em cerca de 350 μg de proteína de 
FA de cacau e o volume fi nal deverá ser ajustado para 250 μL utilizando tampão de 
reidratação 2-DE. As amostras deverão ser pipetadas em triplicata em suportes (strip 
holder) para tiras de gel (strips) com gradiente de pH imobilizado. Em seguida, as 
três strip holder deverão ser levadas para focalização isoelétrica em Ettan IPGphor III 
(GE Healthcare) com as seguintes condições de corrida: 12 h a 20 °C de reidratação, 
500 V por 1 h, 1000 V por 1: 04 h, 8000 V por 2:30 h e 8000 V por 40 min. Após a 
focalização, as strips deverão ser tratadas com 7 mL de tampão de equilíbrio (ureia 
6 mol L-1, SDS 2 %, glicerol 30 %, Tris–HCl 0,05 mol L-1, pH 8.8 e azul de bromofenol 
a 0,002 %) contendo 10 mg mL-1 de DTT e mantidas sob agitação leve por 15 min. 
Em seguida, esse procedimento deverá ser repetido mais duas vezes, onde as strips 
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precisarão ser tratadas por 15 min com tampão de equilíbrio contendo 25 mg mL-1

de iodoacetamida e lavadas por 15 min com tampão de corrida (Tris 25 mmol L-1 pH 
8.3, glicina 0,19 mol L-1, SDS 0,1 %). 

Após os tratamentos, as strips deverão ser dispostas na parte superior de 
géis de poliacrilamida a 12,5 % para segunda separação de acordo com os pesos 
moleculares das proteínas (Figura 07). Juntamente com as strips, cerca de 10 μL 
de marcador de peso molecular Low Molecular Weight Marker de 14-97 kDa (GE 
Healthcare) deverá ser adicionado num pedaço de papel fi ltro e selado com 1 % de 
agarose (TRIS Base a 25 mmol L-1, glicina a 192 mmol L-1, SDS a 0,1 %, agarose 
a 0,5 % e bromophenol blue a 0,002 %) para a corrida eletroforética.  Deverão ser 
aplicadas as seguintes condições de corrida: 15 mA/gel por 15 min, 40 mA/gel por 
30 min e 50 mA/gel por 4 h.

Figura 07: Perfi l proteico bidimensional de FA cacau. A: Proteínas de FA do genótipo 

Catongo de cacau em condições de campo. Ponto isoelétrico (pI) de 3-10 Não linear. P: 

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

Após concluir a corrida eletroforética, os géis deverão ser transferidos para o 
tampão de fi xação (40 % etanol, 10 % ácido acético) durante 1 h e em corados em 
Coomassie coloidal (sulfato de amônio 8 %, ácido fosfórico 0.8 %, azul de coomassie 
G-250 0.08 % e metanol 20 %) (NEUHOFF et al., 1988) por 7 dias sob agitação suave. 
Depois de obter os géis corados, eles deverão ser descorados, por aproximadamente 
o mesmo período, com sucessivas lavagens utilizando água destilada autoclavada e 
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conservá-los em ácido acético a 7 %.
Assim como os géis 1D, as imagens dos géis 2D deverão ser digitalizadas. Em 

seguida, as imagens deverão ser levadas para um analisador como software Image 
Master 2D Platinum 7.0 (GE healthcare), onde serão detectados a quantidade dos 
spots (pontos pretos), as massas moleculares e os pontos isoelétricos de cada spot. 
Além disso, este software permite uma análise comparativa de níveis de expressão 
entre materiais genéticos contrastantes para ajudar selecionar os spots que serão 
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 separação das proteínas 
demostrado pela ampla distribuição dos spots em uma faixa de pH 3 a 10 e peso 
molecular de 14 a 97 KDa.

7.1.3 Identificação das proteínas de FA de cacau

Para obter o mapa proteômico do FA de cacau por meio da identificação por 
espectrometria de massas, os spots de interesse deverão ser excisados com auxílio 
de um bisturi e tratados por meio da digestão tríptica. A princípio, os pedaços de géis 
deverão ser tratados com 200 μL de NH4HCO3 a 25 mmol L-1, contendo acetonitrila 
50% pH 8, por 24 h para descorar o gel. O sobrenadante deverá ser descartados 
e os fragmentos dos géis deverão ser lavados com 200 μL de água Milli-Q. O 
sobrenadante deverá ser novamente descartado seguindo da desidratação do gel 
por meio da adição de 100 μL de acetonitrila a 100 % por 5 min em temperatura 
ambiente e deverão ser levados para o secador centrífugo por, aproximadamente 
20 min ou até completa secagem dos géis. Em seguida, os fragmentos dos géis 
deverão ser reidratados com a adição de 4 μL de tripsina Gold (Promega) a 25 ng 
μL-1 e incubados por 10 min a 4º C. Uma solução de NH4HCO3 a 25 mmol L-1 deverá 
ser adicionado até cobrir os fragmentos e incubados novamente, por 16 h à 37° C 
para a ação da tripsina. Em seguida, o sobrenadante deverá ser transferido para 
novos tubos de Eppendorf e realizado duas lavagens com 50 μL de acetonitrila a 
50% contendo ácido fórmico a 5 %, sob agitação em vortex durante 30 min. Os 
sobrenadantes referentes às duas lavagens deverão ser reunidos aos novos tubos. 
Por fim, as amostras deverão ser concentradas atingindo um volume de 15 a 20 
μL em um secador centrífugo. As amostras então, deverão ser transferidas para 
“Vials” (Waters) e analisadas em um cromatógrafo nanoAcquity (Waters, Milford, MA) 
acoplado ao espectrômetro de massas Q-Tof micro (Waters) para a identificação dos 
peptídeos (VILLELA-DIAS et al., 2014).

Os espectros gerados após análise no espectrômetro de massas, deverão 
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 proteínas.
 

8 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

Neste capítulo foi demonstrado a importância do apoplasto para planta e como 
investigar o conteúdo do mesmo, a partir do protocolo otimizado por Pirovani et 
al. (2008). Protocolo este, ideal para folhas de cacau, porém pode ser adaptável 
para outras espécies vegetais. Também foi demonstrado possíveis análises a 
partir do FA, como a análise proteômica. A obtenção das proteínas apoplásticas, 
ainda é desafiadora e, portanto, pouco caracterizadas, pois exige amostra livre de 
contaminação de materiais intracelulares.  Assim, é preciso entender a importância 
do tempo e da força de centrifugação no momento de extração, sendo este um 
dos principais requisitos para minimizar a contaminação citoplasmática. Por fim, 
a metodologia discutida neste trabalho, possibilita a compreensão do conteúdo 
apoplástico de cacau e pode favorecer um maior entendimento sobre as respostas 
moleculares do cacau frente a estresses bióticos e/ou abióticos e em condições 
normais.
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