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Resumo:

A expressao génica diferencial da cultura de calos de C. peruvianus pode
resultar na producdo diferenciada de compostos secundarios de interesse. A
5-Azacitidina € um agente desmetilante do DNA, que pode promover
alteracbes nas cadeias polipeptidicas detectaveis por SDS-PAGE. Os calos
de C. peruvianus foram cultivados em meio de cultura MS com 5-AzaC nas
concentragbes 50, 100, 150 e 200 mM. Nas condi¢cdes testadas neste
trabalho, a 5-AzaC parece nado ter efeito sob a expressdo dos genes
codificantes para cadeias polipeptidicas de calos de C. peruvianus coradas
com coomassie blue.

Introducao

Cereus peruvianus € uma espécie de cactos conhecida popularmente como
mandacaru. A cultura de calos desta espécie ja foi considerada um método
eficiente para a multiplicacdo clonal de plantas, obtendo rapida propagacéo
(OLIVEIRA et al. 1995). Esta cultura € uma via alternativa para a obtencéo
de varios compostos de interesse que sao produzidos pelas plantas desta
espécie, e representa um biorreator para a producdo de metabdlitos
secundarios relevantes. A expressao génica diferencial poderia resultar na
producéo diferenciada de compostos de interesse industrial. A metilacdo do
DNA tem sido associada com a alteragdo da expressdo génica em
numerosas especies vegetais, sendo que ela pode aumentar as variacdes
das caracteristicas quantitativas, pois muitos genes podem ser afetados
simultaneamente (JAIN, 2001). A 5-Azacitidina (5-AzaC) € conhecida como
um potencial inibidor da metilacdo do DNA, e seus efeitos tém sido
estudados em nivel molecular. As alteracbes nas sequéncias de DNA
codificantes para proteinas podem promover mudancas nas cadeias
polipeptidicas, e estas sdo detectadas por eletroforese como bandas de
migracdo diferenciadas. Neste trabalho a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato (SDS-PAGE) foi utilizada para avaliar o efeito
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do agente desmetilante 5-AzaC na expressao de proteinas totais da cultura
de calos de C. peruvianus.

Materiais e métodos
1. Manutencéao dos calos

Os calos foram cultivados em meio de cultura MS, com os reguladores de
crescimento 2,4-D e cinetina na concentracdo de 4 mg/L, e com 0 agente
desmetilante 5-AzaC nas concentracdes 50, 100, 150 e 200 mM. Os calos
foram repicados e transferidos para meio novo na mesma concentracao de
5-AzaC, quando necessario, e 0s setores oxidados ou contaminados foram
descartados.

2. Extracéo de proteinas e eletroforese SDS-PAGE

As amostras de calos (200 mg) cultivados nas diferentes concentracfes de
5-AzaC foram homogeneizadas com 20uL de solucdo de extracdo e no gelo.
Foram testadas 3 diferentes tampdes de extracdo: tampao salino (50 mM
Tris, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA, 5 mM MgCI2, pH 7,5); tampao sacarose
(700 mM sacarose, 500 mM Tris, 100 mM KCI, pH 8,0); e o tamp&o Fosfato
de sddio (Tampao Fosfato 1,0 M, pH 7,0, PVP-40 7,5%, B-mercaptoetanol
0,75%, 10% glicerol e silica 0,2 mg). As amostras foram centrifugadas a
12000 r.p.m. por 30 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes de cada amostra
foram separados em aliquotas de 35 L, para testar a eficacia de amostras
congeladas uma parte foi congelada, e a outra parte e misturada com 10puL
do tampdo das amostras (Tris HCI 0,24 M, pH 6,8, glicerol 20 %, B-
mercaptoetanol 2 %, SDS 2 %, e azul de bromofenol 0,01 %). Uma parte das
amostras misturadas ao tampao das amostras foi submetida a fervura em
banho-maria por 3 minutos. As amostras foram aplicadas no gel SDS-PAGE,
e foram testadas trés voltagens para a corrida 100, 150 e 170 V, a fonte foi
desligada quando o front do corante chegasse ao final do gel. Para a
coloragdo dos géis foi utilizado o método com Coomassie blue.

Resultados e Discussao

A melhor condicdo para a extracdo de proteinas de calos foi obtido com a
solugcdo preparada com Fosfato de sodio e demais reagentes conforme
descrito em materiais e métodos, estas amostras apresentaram melhor
definicdo das bandas no gel (Figura 1). As amostras fervidas em banho-
maria por 3 minutos apresentaram maior definicdo no gel do que as néo
fervidas (Figura 2). As amostras de calos cultivados em diferentes
concentragcbes de 5-Azac e em diferentes tempos de cultivo apresentaram
padrdes de bandas semelhantes nos geéis. A melhor condicdo de voltagem
foi a 170 volts. A 5-AzaC parece néo ter efeito sob a expressdo dos genes
codificantes para cadeias polipeptidicas de calos de C. peruvianus coradas
com coomassie blue (Figura 3). O coomassie blue detecta as proteinas mais
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abundantes, enquanto que as menos abundantes s&o visualizadas com a
coloracao de prata, esta Ultima é mais sensivel podendo detectar até 10 ng
de proteinas em uma banda (ALBERTS, et al. 2017).
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Figura 1. Gel SDS-PAGE com amostras de calos de Figura 2. Gel SDS-PAGE com amostras de
C. peruvianus maceradas com diferentes solugfes calos de C. peruvianus, em A- amostras
de extracdo. A- tampdo das amostras; B- tampédo ndo fervidas; B- amostras fervidas em
salino; C- tampao sacarose e D- tampao Fosfato de banho maria.

sadio.
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Figura 3. Gel SDS-PAGE de calos de C. peruvianus. Amostras de 1 a 9 sédo
congeladas e de 10 a 18 sdo recém-maceradas. 1- Controle; 2 e 3 - 50mM; 4
e5-100mM; 6 e 7 - 150mM; 8 e 9 - 200mM; 10- Controle; 11 e 12 - 50mM,;
13 e 14 - 100mM; 15 e 16 - 150mM; 17 e 18 - 200mM. As amostras impares
foram inoculadas em meio com 5-Azac por 35 dias e as amostras pares por
85 dias.

Figura 4 . Calos de C. peruvianus cultivados em meio MS com diferentes concentragdes de
5-AzaC. Em A 50mM.; em B 100mM; em C 150mM e em D 200mM. O * indica 40 dias apos
a inoculagéo.
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Os calos de C. peruvianus cultivados por 40 dias em todas as concentracdes
testadas de 5-AzaC apresentaram muitos setores oxidados (Figura 4). Estes
resultados indicaram que concentracdes acima de 50 mM de 5-AzaC podem
ser toxicas para os calos de C. peruvianus.

Conclusoes

- A melhor solugédo de extracdo para os calos de C. peruvianus foi a
preparada com tampao fosfato de sodio 1M, pH 7;

- As amostras de calos de C. peruvianus para eletroforese SDS-PAGE nao
podem ser guardadas congeladas e devem ser fervidas em banho-maria;

- As diferentes concentracdes de 5-AzaC e diferentes tempos de cultivo
testados neste trabalho parecem nao ter efeito sob a expressdo das cadeias
polipeptidicas de calos de C. peruvianus coradas com coomassie blue;

- Concentracbes menores que 50 mM de 5-AzaC devem ser testadas, as
maiores promoveram oxidagdes nos calos de C. peruvianus;

- A coloragdo com prata deve ser testada para os calos submetidos as
mesmas condi¢des.
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