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RESUMO

A familia Cactaceae reune espécies adaptadas a ambientes secos, apresentando
expressiva diversidade biologica e metabdlica. Cereus hildmannianus destaca-se
pelo potencial ornamental, nutricional e farmacologico. O estudo do proteoma dessa
espécie € fundamental para compreender suas respostas fisioldgicas; contudo, a
extracdo de proteinas em cactaceas representa um desafio devido ao alto teor de
mucilagem e compostos interferentes. Este trabalho teve como objetivo estabelecer
e otimizar um método eficaz para a extragao de proteinas totais a partir de plantulas
de Cereus hildmannianus germinadas in  vitro. =~ Sementes  de trés morfologias
distintas (eretos, tortuosos e monstruosos) foram germinadas em meio Knudson C. e
as plantulas submetidas a extracdo proteica. O protocolo modificado (Teste 1)
utilizou 200 mg de tecido vegetal de C. hildmannianus homogeneizado em tampao
de extragao, seguido de precipitagao a —20 °C por 24 horas em solugao de TCA e
Acetona (1:1 v/v). Apés a precipitacao, o pellet foi lavado com acetona acrescida de
0,2% de DTT e solubilizado em tampao contendo ureia, Triton X-100 e DTT. A
analise por SDS-PAGE (12%) demonstrou que a metodologia removeu interferentes
de forma eficiente, garantindo extratos de alta qualidade com boa resolugdo de
bandas proteicas. Assim, o método adaptado provou ser eficaz para a extragao de
proteinas totais de plantulas da espécie, estabelecendo uma base sélida para
futuras analises protedmicas comparativas.

INTRODUGAO

A familia Cactaceae compreende cerca de 130 géneros e 1500 espécies,
destacando-se pela diversidade morfolégica, adaptagdo a solos pobres e baixa
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demanda de agua (Stivanin et al., 2025). O género Cereus tem grande relevancia
agricola e ornamental. A espécie Cereus hildmannianus K. Schum. & um cacto
colunar nativo do Sul e Sudeste do Brasil, com frutos comestiveis sem espinhos e
ocorréncia nos biomas Pampa e Mata Atlantica (Becker et al., 2020).

Entretanto, a extracdo de proteinas em cactaceas enfrenta obstaculos
técnicos devido a abundéncia de heteropolissacarideos complexos e compostos
fendlicos, que aumentam a viscosidade e dificultam a solubilizacdo proteica
(Fernandes et al., 2020). Diante disso, este trabalho buscou estabelecer um método
eficiente para a extragdo de proteinas totais de plantulas de trés morfologias de C.
hildmannianus obtidas in vitro.

MATERIAIS E METODOS

As sementes de Cereus hildmannianus foram submetidas a quebra de
dorméncia por imersdo em agua destilada por 24 horas. Em seguida, foram lavadas,
desinfestadas com hipoclorito de sodio e enxaguadas com &agua destilada
autoclavada. Posteriormente, em condigdes assépticas, foram inoculadas em meio
de cultura Knudson C. (1946) para germinacéo e obtenc&o de plantulas.

A extracdo total de proteinas foi realizada a partir de plantulas
de C. hildmannianus germinadas in vitro e de plantas adultas. Esse processo foi
dividido em duas etapas, fracionando-se em dois dias. Primeiramente, preparou-se o
tampéao de extragdo contendo sacarose, Tris-HCL (Tris Hidroximetil Aminometano e
acido cloridrico), EDTA (Acido etilenediaminetetraacético), PMSF (Fenilmetilsulfonil
Fluoreto), Triton X-100 e B-Mercaptoetanol. Apds isso, amostras das plantulas de C.
hildmannianus germinadas das sementes coletadas de plantas com trés diferentes
morfologias e de plantas adultas (eretas e monstruosas) foram maceradas em
nitrogénio liquido e pesadas em aliquotas de 200 mg por microtubo. Adicionou-se
1,5 mL de tamp&o a cada amostra, homogeneizando-se por alguns minutos em
agitador vortex.

As amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm por 30 minutos em
temperatura ambiente. No segundo dia, os materiais biolégicos foram lavados trés
vezes com solugdo de acetona/DTT (1,4-ditiotreitol) 2% e centrifugados a 15.000
rom por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido (aproximadamente 1 a
1,5 mL) e adicionou-se acetona e TCA (acido tricloroacético) (1:1 v/v; 3 g de TCA
para 3 mL de acetona). Logo em sequéncia, ocorreu a solubilizagdo do precipitado
em tampao contendo ureia, Triton X-100 e DTT e as amostras foram armazenadas a
-20 °C. A separacéao das proteinas foi realizada por SDS-PAGE, utilizando géis de
empilhamento (5%) e de separagao (12%), preparados com bis-acrilamida, Tris-HCI,
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SDS (dodeciil sulfato de sdédio), PSA (persulfato de amoénio) e TEMED (N'-
tetrametiletilenodiamina).

A eletroforese foi conduzida a 200 V por aproximadamente 3,5 h e
posteriormente, os géis foram fixados e corados com Coomassie Birilliant Blue R-250
para a visualizagao e avaliagcao do perfil proteico obtido.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O protocolo de extragcdo baseado em precipitagdo com TCA/acetona
demonstrou eficiéncia na recuperacao de proteinas totais de Cereus hildmannianus,
permitindo a visualizagdo de bandas definidas no gel de SDS-PAGE. Esse resultado
€ semelhante ao observado por Fernandes et al. (2020), que também verificaram
maior numero de bandas proteicas bem definidas no gel, utilizando o método de
extracdo com TCA/acetona em comparagao aos métodos de extragao com fenol.

Como adaptacdo do protocolo de extragcdo, o periodo de precipitagao foi
estendido de 2 horas para overnight a —20 °C, condigdo empregada em diferentes
protocolos de extragao proteica vegetal e que pode contribuir para a precipitagao
das proteinas (WU et al., 2014).

A analise do perfil proteico por SDS-PAGE revelou diferengas na intensidade
e definigdo das bandas entre as plantulas e as plantas adultas (Figura 1).
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Figura 1 — Amostras das plantulas de C. hildmannianus germinadas in vitro em meio Knudson (A).

Perfil eletroforético das proteinas extraidas de plantulas e plantas adultas de Cereus hildmannianus,

evidenciado por SDS-PAGE, 1 a 6 constam amostras de plantulas eretas; 7 a 9 sdo plantas adultas
da morfologia monstruosa e 10 a 13 referem-se a plantas adultas eretas (B).

+

Ao comparar as amostras, observou-se uma ordem crescente na intensidade
das bandas, partindo das plantulas eretas, que apresentaram menor intensidade,
seguidas pelas plantas adultas monstruosas, até as plantas adultas eretas, que
apresentaram maior intensidade. A menor densidade observada nas plantulas
sugere menor recuperagao proteica, podendo indicar que, para tecidos jovens
cultivados in vitro, o aumento da massa inicial de 200 para 300 mg pode favorecer a
obtencao de um perfil proteico mais representativo. Em contraste, os tecidos adultos
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apresentaram maior acumulo proteico, resultando em perfis de bandas mais densos
e nitidos.

CONCLUSOES

Com base nos testes realizados até o momento visando o estabelecimento de
um protocolo para extragdo de proteinas totais, diversos métodos mostraram-se
pouco eficazes, uma vez que requereram modificagcdes e apresentaram resultados
insatisfatorios, com baixa quantidade ou auséncia de bandas proteicas no gel de
SDS-PAGE. O protocolo de Fernandes et al. (2020) com adapta¢des apresentou, até
o momento, os melhores resultados para a extracdo de proteinas totais. Alteracdes
na quantidade de material vegetal utilizado em plantulas poderao ser consideradas
em extragcdes posteriores, visando a obtencdo de um perfil proteico mais
representativo.
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