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RESUMO

A macieira (Malus x domestica Borkh.), uma das frutiferas mais importantes das
regibes de clima temperado, € caracterizada pela cessacdo de crescimento
visivel durante o inverno, processo este chamado de dorméncia. A dorméncia de
gemas permite que a planta sobreviva as baixas temperaturas e € determinante
para a eficiéncia na producado de macas. Entender o processo de dorméncia,
assim como seus mecanismos de controle, tornou-se fundamental para
contornar as perdas na producéo, seja por meio de técnicas de manejo ou pela
geracdo de variedades comerciais melhor adaptadas as regides de cultivo. A
enzima galactinol sintase (GolS) catalisa a primeira etapa da via de sintese de
oligossacarideos da familia da rafinose, cujo acumulo em resposta a estresses
abidticos é fato bem conhecido. Em trabalho anterior, nosso grupo mostrou um
acumulo de transcritos constrastante de quatro genes MdGolS durante o inverno,
sugerindo-se uma possivel funcdo adaptativa desses genes durante a dorméncia
de gemas em macieira. Pelo presente trabalho, tem-se como objetivo quantificar
0 acumulo de quatro proteinas MdGolS em gemas apicais da macieira Fuji
Standard visando confirmar os perfis transcricionais previamente obtidos.
Anticorpos policlonais capazes de reconhecer as quatro MdGolS foram
separadamente produzidos para emprego na técnica de Western blot. Analise
por Dot blot permitiu-nos mostrar que os quatro conjuntos de anticorpos sao
especificos para o seu respectivo peptideo, sem reacdes cruzadas. Cinco
protocolos de extracdo de proteinas foram testados e otimizados para a
obtencdo de maiores quantidades de proteinas de gemas fechadas de macieira.
Dois desses extratos foram escolhidos para realizar a técnica de Western blot.
Proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford e 20 pg foi
considerada a quantidade mais adequada para os ensaios. O anticorpo
MdGolS1 permitiu a deteccéo de sinais em ambos os extratos, mas nenhum no
tamanho esperado para a respectiva proteina, isto €, com aproximadamente 38
kDa. Os anticorpos MdGolS2, MdGolS3 e MdGolS4 ndo permitiram detectar
quaisquer sinais ou, ainda, sinais fracos que néo puderam ser relacionados com
o perfil transcricional previamente obtido. Estratégias alternativas, em nivel
proteico, para validar os niveis aumentados de transcritos de GolS anteriormente

observados sao discutidas.
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ABSTRACT

Apple tree (Malus x domestica Borkh), one of the world’s most important fruit
crops in temperate regions, is characterized by the cessation of visible growth
during winter, a process called dormancy. Bud dormancy allows plant survival
under low temperatures and it is crucial for the efficiency of apple production. The
knowledge about the dormancy process, as well as its control mechanisms,
became an essential approach to circumvent production losses either through
management techniques or by the generation of new commercial varieties better
adapted to each regional cultivation environment. The galactinol synthase (GolS)
enzyme catalyzes the first step in the synthesis pathway of the raffinose family of
oligosaccharides, whose accumulation in response to abiotic stress is well
known. A previous work of our group allowed us to show contrasting transcript
levels of four MdGolS during winter, suggesting a possible adaptative role for
some of these genes during bud dormancy. The present work aims to quantify
MdGolS protein accumulation in apical buds of the Fuji Standard apple tree
cultivar in order to verify and associate with transcriptional profiles previously
obtained. Polyclonal antibodies that recognize the four MdGolS produced to
perform Western blot assays. Dot blot analysis revealed that the four sets of
antibodies were specific to their respective peptides, without cross-reactions.
Five protein extraction protocols were tested and optimized for obtaining greater
amounts of proteins from apple apical buds. Two of these extracts were chosen
to perform Western blot assays. Total protein was quantified using the Bradford
method and 20 pg was found to be the most adequate for the assay. MdGolS1
antibody allowed the detection of signals in both extracts, but none in the
expected protein mass, i.e., approximately 38 kDa. MdGolS2, MdGolS3 and
MdGolS4 antibodies allowed us to detect only weak or no signals, that could not
be correlated to the transcript profile previously obtained. Alternative strategies
to validate the previously observed increased GolS transcript levels at the protein

level are discussed.
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1 INTRODUCAO

A macieira (Malus x domestica Borkh) € uma das frutiferas mais cultivadas
no mundo e a quarta mais importante economicamente, ficando atras apenas de
laranjeiras, videiras e bananeiras (TROGGIO et al., 2012). E uma planta de clima
temperado, pertencente a tribo Pyreae, da familia das Rosaceas, dentro da
ordem Rosales (CANTINO et al., 2007). Existem mais de 10 mil cultivares de
macas documentadas; poucas, porém, sao as que dominam a producdo mundial
da fruta (TROGGIO et al., 2012). As cultivares mais importantes pertencem aos
grupos Golden Delicious, Gala, Fuji e Red Delicious, que representam cerca de
70% da producdo mundial (FIORAVANCO et al., 2010). De acordo com a Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), em 2014 foram
produzidas 84 milhdes de toneladas de magéd no mundo; o Brasil, por sua vez,
ocupou a 112 posicao na producéao, com mais de 1,3 milh&o de toneladas (Figura
1).

Principais Produtores de Mac¢a no Mundo

= China
mEUA
™ Polonia
india
m Turquia
™ ltalia
m Chile
® Federagdo Russa
m Republica Islamica do Ira
= Franga
® Brasil
m Outros

Figura 1 Principais produtores de maga no mundo. Em 2014, a China sozinha foi responsavel
por cerca de 50% da producdo de macas no mundo. O Brasil ocupou a 112 posicdo, com 1,62%
da producéo. (Fonte: FAOSTAT, 2014)
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O cultivo de macéa no Brasil teve inicio na década de 1970, sendo que sua
producdo anual n&do ultrapassava mil toneladas. Por meio de pesquisas,
extensdo rural e incentivos fiscais, a regido Sul do pais passou a produzir macga
com maior qualidade e quantidade, tornando-se autossuficiente e exportando
parte da sua producdo (AUGUSTIN & DA CRUZ, 2015).

Grandes variacoes fenotipicas estao presentes entre cultivares de macieiras
como produtividade, caracteristicas do fruto, tamanho e arquitetura da planta e
resisténcia a estresses bioticos e abidticos (TROGGIO et al., 2012). Ao contrério
do que se observa no resto do mundo, em que as principais cultivares produzidas
sdo a Golden Delicious e a Red Delicious, no Brasil, as cultivares Gala e Fuji tém
maior importancia. Isso ocorre devido as qualidades organolépticas que essas
cultivares possuem, as quais agradam o paladar do consumidor brasileiro
(FIORAVANCO et al., 2010). A producdo de maca se concentra na regiao Sul do
pais, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, que
apresentam condi¢cdes climaticas mais propicias (RECH et al.,, 2014). A
produtividade de maca esta diretamente ligada ao processo de dorméncia, dado
gue um ciclo de dorméncia bem ajustado € fundamental para o alcance integral
do seu potencial genético (FALAVIGNA et al., 2015).

1.1 Dorméncia

Por serem sésseis, as arvores desenvolveram mecanismos que as permitem
antecipar e responder as mudancas ambientais pela modulacdo de seu
crescimento e desenvolvimento. Plantas de clima temperado possuem ciclos
anuais de crescimento e dorméncia. Devido a vulnerabilidade de células em
divisao ativa as baixas temperaturas, o desenvolvimento das plantas cessa antes
do inverno comecar e mudancas fisiologicas ocorrem para proteger seus
meristemas contra condi¢des rigorosas da estacdo (PETTERLE, KARLBERG &
BHALERAO, 2013). O processo de dorméncia é regulado por condigbes
ambientais como baixas temperaturas, seca e mudanca no fotoperiodo (ROHDE
& BHALERAO, 2007). Ao contrario da maioria das espécies lenhosas de clima

temperado, a macieira ndo € sensivel ao fotoperiodo, apenas as baixas
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temperaturas (HEIDE & PRESTRUD, 2005). Acredita-se que isso ocorra entre
plantas originarias da Asia Central, em que as variaces de temperatura, mais
do que a qualidade da luz, marcam as mudancas das estacdes (CAMPOY et al.,
2011).

De forma geral, a dorméncia vegetal € definida como a incapacidade de
iniciar o crescimento meristematico sob condicbes favoraveis (ROHDE &
BHALERAO, 2007). Ela pode ser dividida em trés estadios: (i) paradorméncia,
inibicdo do crescimento causada por outro 6rgao da planta; (i) endodorméncia,
inibicdo do crescimento por sinais internos da gema; e (iii) ecodorméncia,
inibicdo do crescimento por condicdes ambientais adversas (LANG et al., 1987)

(Figura 2).

= e

Temperaturas extremas

Crescimento e Deficiéncia de nutrientes

diferenciacao CEEG o i
Ecodorméncia
Gema apical
Regulado
Gema axilar por fatores
ambientais
Nivel do solo
Gmda 7 :”H:l‘d'v‘..‘f;,‘ K inverno
raiz
Regulado por
fatores Regulado por fatores
fisiologicos fisiologicos dentro das
exteriores as estruturas afetadas
estruturas
afetadas
Paradorméncia Endodomeéncia
Dominancia apical Verdo Outono Resposta ao frio
Resposta ao fotoperiodo Resposta ao fotoperiodo

v

Figura 2 As quatro estacdes do ano e o correspondente tipo de dorméncia de gemas.
(Fonte: Adaptado de HORVATH et al., 2003)

A entrada da dorméncia € caracterizada pela interrupcdo do crescimento,
pela formacdo de gemas e pela senescéncia de folhas. Uma vez dormentes, as

plantas precisam ser expostas a periodos prolongados de frio, com temperatura
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igual ou menor a 7,2 °C. O cumprimento do requerimento de frio (RF) resulta na
entrada da ecodorméncia (LUEDELING & BROWN, 2011). A quantidade
necesséria de horas de frio (HF), sendo a forma de registro em unidades de frio
hibernal (UFH), para superar a endodorméncia € variavel entre espécies e
cultivares (HORVATH, 2009). Um exemplo € a cultivar Gala Standard, que
apresenta um requerimento médio de frio (800 UFH), e a sua mutante natural, a
cultivar Castel Gala, que apresenta baixo requerimento de frio (400 UFH)
(PALLADINI & PETRI, 1999; DENARDI & SECCON, 2005). Apés esse periodo,
com a entrada da planta na ecodorméncia, essa estara apta a reiniciar o seu
ciclo vegetativo e reprodutivo quando houver condicdes ambientais favoraveis
(JACKSON, 2003).

Apesar dos avancos de diversos grupos de pesquisa, pouco se sabe sobre o
controle do processo de dorméncia de gemas em macieira (FALAVIGNA et al.,
2015). No entanto, em diversos estudos sdo relatadas as variacdes no perfil de
expressdo de galactinol sintases (GolS) e o acimulo de aclUcares em plantas
expostas a estresses abibticos como o frio (COX & STUSHNOFF, 2001; TAJI et
al., 2002; DERORY et al., 2006; SANTAMARIA et al., 2011; FALAVIGNA et al.,
2014).

1.2 Galactinol Sintase

A galactinol sintase (GolS; EC 2.4.1.123) é uma enzima da familia das
glicosiltransferases 8 (GTs; EC 2.4.x.y.). GT8 é uma grande familia de enzimas
envolvida na sintese de diversos conjugados de acucares com caracteristicas
estruturais, de armazenamento de energia e de sinalizacao celular (SENGUPTA
et al., 2012). GolS catalisa a primeira etapa da sintese de oligossacarideos da
familia da rafinose (RFOs, do inglés, raffinose family oligosaccharides),
sintetizando galactinol e uridina-5-difosfato (UDP, do inglés, uridine-5-
diphosphate) a partir de UDP-galactose e mioinositol (NISHIZAWA et al., 2008)
(Figura 3).
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UDP-galactose

mioinositol

N galactinol sintase

UDP ‘—/4
galactinol
sacarose
— . ‘
L rafinose sintase
mioinositol 4_-—-/
rafinose

rafinose —
mioinositol ‘__/ estaquiose sintase

estaquiose

Figura 3 Rota de sintese de galactinol, rafinose e estaquiose. (Adaptado de NISHIZAWA et
al., 2008).

O papel de RFOs na tolerancia a estresses tem sido amplamente estudado
em sementes, principalmente na tolerancia a dessecac¢ao e na longevidade em
estado desidratado (DOWNIE et al., 2003). Ainda, o aciumulo de RFOs esta
associado a condicdes de estresses abidticos como frio, calor e seca em
diversas espécies (SENGUPTA et al., 2015). O mecanismo exato de atuacao de
RFOs ainda é desconhecido. Supde-se que esses sdo capazes de proteger as
células vegetais contra danos oxidativos causados por diversas condi¢cdes de
estresse (NISHIZAWA et al., 2008). As espécies reativas de oxigénio (ROS, do
inglés, reactive oxygen species) Sao0 essenciais para VAarios processos
fisiologicos da planta e sdo continuamente produzidos durante a respiracao
mitocondrial e a fotossintese. No entanto, estresses ambientais como a seca, 0
frio, o calor e a alta irradiacdo de luz resultam em uma concentragao elevada de
ROS, as quais estdo associadas com dano oxidativo em nivel celular (ELSAYED
et al., 2014). Assim, galactinol e rafinose poderiam atuar como sinalizadores do
acumulo de ROS. O mais provavel, porém, € que atuem como eliminadores de
ROS quando esses se acumulam em altas concentragcfes em locais especificos
(VALLURU & VAN DEN ENDE, 2011). GolS é considerada uma das principais
enzimas reguladoras da rota de sintese pois a sua atividade determina niveis de
acumulo de certos RFOs (SMITH et al.,1991; PETERBAUER et al., 2002).

A expressao de genes de resposta a estresses abioticos é regulada por vias

de sinalizacéo distintas. Fatores de transcricdo e outras proteinas reguladoras



19

controlam as respostas a estresses a niveis transcricional e pos-transcricional
(TAJI et al., 2002). A expressdo dos genes GolS pode ser regulada por, pelo
menos, trés diferentes fatores de transcricdo; (i) fatores de transcricdo
responsivos a choque térmico (HSF, do inglés, heat shock factors); (ii) proteinas
de ligacdo a elementos de resposta a desidratacdo (DREB1/CBF, do inglés,
dehydration-responsive element binding factor 1A/cold-responsive element
binding fator); ou (iii) fatores de transcricdo do tipo WRKY (ELSAYED et al.,
2014).

A maioria das plantas possui mais de uma isoforma de GolS, sendo estas
isoformas codificadas por diferentes genes. As isoformas exibem localidade ou
condicoes especificas de expresséo ligadas a sintese de RFOs (SENGUPTA et
al., 2012). Em Arabidopsis thaliana, foram identificados sete genes que codificam
GolS sendo que, desses, trés sdo de resposta a estresses abidticos. Foi
demonstrado que os genes AtGolS1 e AtGolS2 séo induzidos por déficit hidrico
e estresse salino, enquanto AtGolS3 € induzido apenas por baixas temperaturas.
Além disso, a superexpressao de AtGolS2 ocasionou um aumento dos niveis de
galactinol e rafinose, assim como a reducéo da transpiracao de folhas, com um
consequente aumento na tolerancia a seca (TAJI et al., 2002). Autores de outros
estudos em A. thaliana também mostraram que a superexpressao de AtGolS1,
AtGolS2, AtGolS4 e rafinose sintase resulta no aumento das concentragfes de
galactinol e rafinose, acarretando em maior tolerancia ao estresse oxidativo por
meio da degradacao de ROS (NISHIZAWA et al., 2008).

Em gemas de Populus tremuloides, por sua vez, foi observado que rafinose
e estaquiose enddgenas tiveram seus niveis aumentados a medida que as
temperaturas cairam no inverno e diminuiram conforme as temperaturas
aumentaram na primavera. Além disso, demonstrou-se que o0 acumulo de
rafinose é fortemente dependente de baixas temperaturas durante a aclimatacao
(COX & STUSHNOFF, 2001). Falavigna et al. (2014) descreveram pela primeira
vez em gemas dormentes de macieira que 0s transcritos para GolS sao
altamente enriquecidos em amostras de inverno da cultivar Fuji Standard de
macieira (Figura 4).

Desde entdo, dez modelos preditos de genes que codificam GolS foram
identificados no genoma da macieira. Apenas cinco desses — nomeados

MdGolS1-5 — no entanto, foram amplificados quando utilizado um pool de cDNAs
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de 13 tecidos e ¢6rgdos diferentes de macieiras. A expressdo dos genes
MdGolS1-5 foi quantificada pela reacdo em cadeia da DNA polimerase
quantitativa (em tempo real) precedida de transcricdo reversa (RT-gPCR) em
gemas terminais fechadas amostradas durante um ciclo anual completo de
crescimento e dorméncia (Falavigna et al. 2014; Figura 4). Foi observado que
MdGolS1 e MdGolS2 apresentaram um acumulo de transcritos durante a
dorméncia, com maiores quantidades no inverno. Além disso, ambos os genes
foram reprimidos em periodos proximos a saida da dorméncia no final do inverno
no sul do Brasil (15 de setembro). MdGolS2 exibiu um nivel maior de expresséo
no inverno quando comparado com os outros MdGolS (30 de julho). Ja MdGolS3
e 5 apresentaram pouca variagdo transcricional durante o ano. MdGol4, por sua
vez, teve sua expressao completamente anulada durante a entrada da
dorméncia (27 de maio, outono) e, somente proximo da saida da endodorméncia,

teve sua expressao induzida no auge do inverno (30 de julho; FALAVIGNA,
2016).

(A)
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32

Relative expression (log 2)

Jan-09 Mar-09 May-09 Jun-09 Jul-09 Sep-09 Nov-09 Feb-10

==MdGolS1 ===MdGolS2 MdGolS3 ===MdGolS4 MdGolS5

Figura 4 Analise do padrédo de acumulo de transcritos de genes GolS por RT-gPCR durante
um ciclo anual de crescimento e dorméncia de gemas terminais fechadas de Fuji Standard.
A linha tracejada vertical indica o solsticio de inverno no sul do Brasil (21 de julho); a area
sombreada corresponde ao inverno; e a barra sélida horizontal corresponde ao intervalo de saida



21

da dorméncia (50% de brotacdo). A expressao relativa dos genes GolS foi tracada usando-se o
nivel de transcritos de MdGolS4 em 29 de janeiro como calibrador. (Fonte: FALAVIGNA, 2016)

1.3 Saida da dorméncia

A endodorméncia € um importante mecanismo para proteger as gemas,
garantindo que os meristemas ndo irdo retomar o crescimento até que haja
condicBes permissivas estaveis. Isso é causado por fatores enddégenos da planta
que, uma vez estabelecidos, determinam que nenhum crescimento ocorrera até
que um RF particular seja alcancado. Para que a quebra de dorméncia possa
ocorrer, as plantas precisam ser expostas a baixas temperaturas. No caso das
macieiras cultivadas no sul do Brasil, estas temperaturas devem estar abaixo de
7,2 °C por um periodo cumulativo (HORVATH et al., 2003). Uma vez satisfeito o
RF, na ecodorméncia, o crescimento continua impedido por condi¢coes
ambientais adversas. As gemas sao capazes de brotar apos exposicao por duas
ou trés semanas em temperaturas na faixa dos 20 °C (BANUELOS et al., 2008).
A regido Sul do Brasil, principal produtora de macas do pais, ndo possui frio
suficiente para atender as necessidades para a saida da dorméncia. Assim,
tecnologias foram desenvolvidas para a inducdo da brotacdo e floragéo,
permitindo estabilidade na producdo. Além disso, avancos nos sistemas de
conducdo e poda, manejo de colheita, raleio quimico, polinizacdo e controle
fitossanitario sdo imprescindiveis para uma boa producdo (PETRI et al., 2011).

Quando as condic¢des ideais de inverno nao ocorrem, a brotacéo e a floragéao
sdo desuniformes, com reflexos negativos na produtividade. Para superar um
inverno ameno, € necessario o uso de produtos quimicos para a inducdo da
brotacdo e da floracdo para que ndo haja perdas massivas. A cianamida
hidrogenada (HCN), comercialmente conhecida como Dormex® (Basf), é
considerado o composto mais eficaz para a quebra de dorméncia (WANG et al.,
2016). Esses indutores quimicos de brotacéo podem ser utilizados para modular
a eépoca de brotacao, floracdo e maturacédo dos frutos, mesmo em regides onde
ha o acumulo necessario de frio para superar a dorméncia, de modo a
compreender as épocas preferenciais de mercado e aumentar o nimero de
gemas brotadas (HAWERROTH et al., 2010). O dominio dessa tecnologia foi



22

fator decisivo para o sucesso do cultivo da macieira no Sul do Brasil, permitindo
0 uso de cultivares de média e alta exigéncias em frio, como Gala e Fuji (PETRI
et al., 2011).

O uso de HCN, no entanto, deve ser feito com cautela devido a sua alta
toxicidade. Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 0
produto esta classificado como classe toxicoldgica | (extremamente toxica) e
classificacao do potencial de periculosidade ambiental Il (produto muito perigoso
ao meio ambiente; Registro no MAPA sob n° 001095). Em 2008, a Uni&o
Europeia baniu o produto por ser considerado de alto risco ao meio ambiente e
aos animais (EFSA, 2010). A necessidade do uso de Dormex®, bem como a dose
a ser utilizada, dependem de muitos fatores que, mesmo para uma mesma
variedade, podem ser diferentes de local para local e de ano para ano,
considerando-se, principalmente, o nUmero de horas de frio ocorridas. Assim, as
recomendacdes do fabricante sdo genéricas e precisam ser ajustadas a situacdo
de cada pomar (Basf S.A. Brasil). Um dos principais fatores limitantes do uso de
HCN é a dificuldade em se saber o melhor periodo de aplicacéo do produto, visto
gue um erro pode levar a danos nas culturas. A aplicacao precoce pode resultar
em nenhum efeito ou, ainda, em um efeito negativo sobre a uniformidade da
brotacdo. Ja uma aplicacao tardia pode ser também prejudicial, uma vez que a
resisténcia ao produto quimico diminui rapidamente apés a saida da
endodorméncia (OR et al., 1999).

O conjunto de resultados gerados por Falavigna et al. (2016) despertou o
interesse da utilizacdo da MdGolS — em especial MdGolS4 — como marcador do
processo de dorméncia em gemas de macieira. O objetivo que norteou o
desenvolvimento da presente dissertacao de mestrado foi avaliar a possibilidade
de geracdo de uma ferramenta biotecnolégica a partir dos niveis de proteinas
MdGolS encontrados em cada estadio da dorméncia. Assim, seria possivel
auxiliar o produtor na escolha da melhor época de aplicacdo de agentes de
quebra de endodorméncia a partir da deteccao dos niveis de MdGolS4 a partir
de testes simples ou kits de imunodetec¢do, visando, em Ultima instancia,
proporcionar racionalizacdo do uso de agentes de quebra de dorméncia, maior

uniformidade da brotacéo e producao das macieiras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial biotecnolégico de MdGolS para a sua utilizagdo como

marcador do processo de ecodorméncia de gemas de macieira.

2.2 Objetivos especificos

a. Produzir anticorpos contra MdGolS1, MdGolS2, MdGolS3 e MdGolS4

b. Definir protocolo padrdo para extracdo de proteinas de gemas de
macieira

c. Comparar o acumulo de produtos dos genes MdGolS em niveis
transcricional e proteico durante a dorméncia de gemas da cultivar Fuji
Standard de macieira

d. Confirmar se as proteinas MdGolS podem ser utlizadas como

marcadores do processo de ecodorméncia de macieira

Os resultados referentes ao item b foram escritos em forma de manuscrito de
artigo cientifico, no formato da revista Plant Methods e esta apresentado no
Apéndice A. Os dados referentes aos demais itens compdem o restante da

dissertacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material bioldgico

O material biolégico utilizado consistiu de gemas apicais fechadas de plantas
da cultivar Fuji Standard (Figura 5) de macieira (Malus x domestica Borkh.) As
gemas foram amostradas de arvores adultas de um pomar experimental da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI), localizado na cidade de Cagador/SC (latitude 26° 49" 10” S; longitude
50° 59" 25” O; altitude de 935m). O pomar dispunha de plantas de sete anos de
idade, enxertadas em porta-enxertos da cultivar M.7 de macieira.

Figura 5 Exemplo de gema apical fechada de macieira da cultivar Fuji Standard utilizada
nos estudos conduzidos no presente trabalho (Fonte: arquivo pessoal)

3.2 Amostragem

O padrédo de amostragem das gemas de macieira foi realizado conforme
esquema ilustrado na Figura 6. Doze plantas foram dispostas em trés blocos de
amostragem, de quatro plantas cada. Quarenta gemas apicais fechadas de cada
planta foram amostradas em oito pontos, de janeiro de 2009 a fevereiro de 2010
(Tabela 1). As amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido

e armazenadas a -80 °C até serem utilizadas.
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40 gemas de cada planta foram amostradas em 8 pontos
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Figura 6 Exemplificagcdo da amostragem feita durante os anos de 2009 e 2010. O pomar
utilizado possuia doze plantas, que foram divididas em trés parcelas com quatro plantas cada.
Quarenta gemas fechadas de cada planta foram amostradas, totalizando 160 gemas por parcela
bioldgica.

Tabela 1 Datas das amostragens, estacdo correspondente e horas de frio acumuladas pelas
gemas terminais fechadas amostradas de arvores da cultivar Fuji Standard. A brotacéo (50% das
gemas abertas) ocorreu em 15 de setembro de 2009.

Ponto Data Horas abaixo de 7,2 °C Estacao
1 21.01.2009 0 Verao
2 26.03.2009 0 Outono
3 27.05.2009 76 Outono
4 30.06.2009 278 Inverno
5 30.07.2009 450 Inverno
6 09.09.2009 528 Inverno
7 25.11.2009 0 Primavera
8 02.01.2010 0 Verdo

3.3 Extracdo de proteinas
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Foram utilizados os protocolos baseados em Zhuang et al. (2013) e Zheng et
al. (2007) Il para a extracao de proteinas das gemas apicais de macieira, ambos
descritos no Apéndice A. O segundo protocolo foi adaptado para tubos conico
de 50 mL tipo “Falcon”, a fim de se obter uma maior quantidade de proteinas no

produto final.

3.4 Quantificacdo de Proteinas

A concentracdo de proteinas em extratos de gemas foi estimada empregando
0 método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando o reagente Bradford
(Sigma Aldrich). Um protocolo para microplacas de 96 pocos de fundo chato foi
escolhido devido a necessidade de um volume pequeno de amostra. A
quantificacao foi feita de acordo com informac6es do fabricante. A curva padrao
foi preparada em triplicatas, com concentra¢fes de zero (branco) até 1,4 mg/mL
de albumina do soro bovino — BSA, do inglés, bovine serum albumin. As
amostras foram diluidas 10 vezes para a quantificacéo, que também foi feita em

triplicatas.

3.5 Anticorpos

Anticorpos policlonais para peptideos derivados de quatro MdGolS (1-4)
foram produzidos pela empresa GenScript Inc. (EUA), de acordo com a
sequéncia primaria predita das proteinas. Utlizando o programa
OptimumAntigen™ Design da GenScript, foram projetados e escolhidos
peptideos especificos para cada MdGolS, a fim de ndo haver reacdo cruzada
entre eles (Figura 7). Utilizou-se coelhos para a imunizagcdo e os anticorpos
foram purificados por afinidade. Junto a cada anticorpo, foi fornecido o respectivo

peptideo purificado.
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Figura 7 Alinhamento das sequéncias proteicas primarias de GolS1-4. Marcado em cinza,
estdo os peptideos selecionados e utilizados para a produgéo de anticorpos policlonais.

3.6 SDS-PAGE

A qualidade das extracdes proteicas foi verificada por SDS-PAGE. Um

volume de 4 pL de tampédo de amostra (Tabela Al) foi adicionado a 16 uL de

amostra. As amostras foram centrifugadas rapidamente e entdo incubadas por

30 min a temperatura ambiente. Uma aliquota de 10 uL de cada amostra foi

pipetada em gel concentrador (de entrada), contendo 4% de poliacrilamida, e gel

de corrida (Tabela A2), com 12% de poliacrilamida (Tabela A3). Os géis foram

submetidos a eletroforese em cuba vertical (Mini-PROTEAN Tetra Cell®, Bio

Rad) com tampé&o Tris-Glicina 1x (pH 8,3) (Tabela A4) a 85V por 30 min e, apos,

135 V por 2,5 h. Os géis foram, entdo, incubados com solugdo corante com

Coomassie Brilliant Blue (Tabela A5) em agitador do tipo gangorra, sob
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temperatura ambiente por 2 a 3 h. A seguir, os géis foram incubados em solugéo
descorante (Tabela A6) nas mesmas condi¢cdes. Essa ultima solucéo foi trocada

de 2 a 3 vezes até contraste adequado de bandas e background.

3.7 Western blot

Para a realizacado de Western blots, o método de transferéncia utilizado foi a
eletrotransferéncia, com tamp&o contendo metanol (Tabela A7) e membrana de
PVDF de 0,2 um (Amersham Biosciences). Antes de utilizar a membrana, esta
foi umedecida em metanol por alguns segundos e, apds, ambientada em tampé&o
de transferéncia. Os géis também foram pré-incubados em tampdo de
transferéncia para a retirada do excesso de SDS. Utilizou-se a cuba Mini Trans-
Blot® Cell (Bio-Rad) e os cassetes foram montados conforme as instrucdes do
fabricante. As transferéncias foram realizadas por 1 h, com 70 V e a cuba foi
colocada dentro de um isopor com gelo para evitar superaquecimento. Apés a
transferéncia, foi feito o bloqueio da membrana com solucdo TBS (Tabela A8) e
5% de leite em p6 desnatado (Molico).

Apoés bloqueio das membranas, essas foram incubadas com os respectivos
anticorpos primarios (anti-MdGolS1-4) na solugcéo de bloqueio sob agitacdo. As
membranas foram lavadas trés vezes com tampao TTBS (TBS + 0,05% de
Tween-20) e, apds, incubadas com TTBS contendo o anticorpo secundario anti-
coelho IgG (Sigma Aldrich) diluido 2.000 vezes, por 1 h e a temperatura ambiente
sob agitacdo. A seguir, as membranas foram lavadas quatro vezes com tampéao
TTBS e incubadas com solucéo reveladora utilizando uma pastilha de NBT/BCIP
(Sigma Aldrich) dissolvida em 10 mL de &gua. Por fim, as membranas foram
lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente. As quantidades de
amostras e concentragcdes dos anticorpos utilizados estdo descritas junto aos

resultados.

3.8 Dot blot
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Uma massa correspondente a 6 pug de cada peptideo foi pipetada em quatro
membranas de nitrocelulose distintas, com uma distancia suficiente para que nao
houvesse contato entre eles. Apds secagem das membranas, estas foram
incubadas separadamente em solucdo de bloqueio por 1 h e & temperatura
ambiente sob agitacdo. Cerca de 1 pg/mL de anticorpo primario (anti-MdGolS1-
4) foi adicionado a cada membrana e as solu¢cdes foram mantidas o/n em
temperatura ambiente sob agitacdo. No dia seguinte, as membranas foram
lavadas 3 vezes com tampé&o TTBS e, entdo, incubadas com TTBS contendo o
anticorpo secundario anti-coelho IgG (Sigma Aldrich) diluido 2000 vezes, por 1
h com agitacéo e a temperatura ambiente. Apds, as membranas foram lavadas
quatro vezes com tampéao TTBS. A seguir, as membranas foram incubadas em
solucdo reveladora utilizando-se uma pastilha NBT/BCIP (Sigma Aldrich)
dissolvida em 10 mL agua. Por fim, as membranas foram lavadas com agua

destilada e secas a temperatura ambiente.

3.9 Bloqueio do anticorpo MdGolS1

Seguiu-se o descrito nos itens 3.6 e 3.7 com a seguinte alteracdo: o anticorpo
primario MdGolS1 foi pré-incubado com 1 pg/mL do seu peptideo em solucéo de
bloqueio por 2 h a temperatura ambiente. Apds, essa solucado foi colocada em

contato com a membrana previamente bloqueada.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Extracao de proteinas

Diversos protocolos para a extracao de proteinas de gemas apicais fechadas
de macieira foram testados. O emprego de quaisquer desses protocolos, porém,
resultou em uma baixa quantidade de proteinas no extrato final e, também, em
nenhum sinal obtido nos Western blots realizados (resultados néo
apresentados). Os protocolos de extracdo de proteinas vegetais, em geral, sdo
comumente referenciados na literatura para emprego em tecidos nao
excessivamente lignificados como, por exemplo, folhas. Com uma busca mais
refinada, encontrou-se cinco protocolos utilizados preferencialmente para a
extracdo de proteinas de amostras de tecidos lenhosos. Esses protocolos foram
testados em gemas da cultivar Gala de macieira e estdo descritos no Apéndice
A da presente Dissertacdo. Apdés um Western blot preliminar (Figura 8),
utilizando o anticorpo anti-MdGolS1, decidiu-se seguir com as extracdes com 0s
protocolos 3 e 5 (Figura 8), baseados em Zhuang et al. (2013), que utiliza TCA-
acetona como solucao de precipitacdo, e Zheng et al. (2007) I, que preconiza o
uso de fenol. A escolha do protocolo 3 foi feita devido ao sinal presente em 37
kDa, esperado para GolS; para o protocolo 5, por sua vez, considerou-se a alta

guantidade de sinais obtidos.
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Anti-MdGolS1

Figura 8 Imagem da membrana de PVDF resultante do Western blot com teste preliminar
de protocolos de extragdo de proteinas. Foi utilizado o anticorpo anti-MdGolS1 (0,1 pg/mL) e
20 ug de proteinas totais para o teste. 1, protocolo baseado em Damerval et al. (1986); 2,
protocolo baseado em Renaut et al. (2008); 3, protocolo baseado em Zhuang et al. (2013); 4,
protocolo baseado em Zheng et al. (2007) I; 5, protocolo baseado em Zheng et al. (2007) II; M,
BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific). Os protocolos estao
descritos no Apéndice A.

A inativacao de proteases € essencial para uma boa extracdo de proteinas e
é dificil de ser realizada em amostras de plantas. A precipitagdo com TCA, por
sua vez, € considerado um dos meéetodos mais eficientes para a inibicdo de
proteases, fenoloxidases e peroxidases. Também foi demonstrado que a
suspensao subsequente das proteinas precipitadas com TCA/acetona em
tampdes contendo ureia ndo resulta na reativacdo das proteases (VALCU &
SCHLINK, 2006). A extragdo com fenol é amplamente utilizada e referenciada
na literatura cientifica pois as proteinas séo desnaturadas e dissolvidas na fase
fendlica, separando-as de outras substancias como sais, acidos nucleicos e
carboidratos, que permanecem na fase aquosa. As substancias fendlicas
coextraidas sdo, entdo, separadas das proteinas apds a precipitacdo com
TCA/acetona ou metanol (WU et al., 2014).

As extracOes de proteinas de gemas apicais fechadas durante um ciclo anual
da cultivar Fuji de macieira foram realizadas conforme descrito no item 3.3 e a
qualidade das mesmas foi verificada por SDS-PAGE (Figura 9 e 10). Todas as
amostras foram quantificadas empregando-se o método de Bradford.
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Figura 9 Imagem dos géis resultantes de SDS-PAGE com extratos de proteinas totais de
gemas apicais fechadas de macieira obtidos com o protocolo baseado em Zhuang et al.
(2013). F1-F8 correspondem aos pontos em que as gemas foram amostradas (Tabela 1). P1-P3
correspondem as replicatas bioldgicas.
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Figura 10 Imagem dos géis resultantes de SDS-PAGE com extratos de proteinas totais de
gemas apicais fechadas de macieira obtidos com o protocolo baseado em Zheng et al.
(2007) 1I. F1-F8 correspondem aos pontos em que as gemas foram amostradas (Tabela 1). P1-
P3 correspondem as replicatas bioldgicas.

A utilizag&o do protocolo baseado em Zhuang et al. (2013) (Figura 9) resultou
em um menor numero de proteinas totais, identificadas pelo nimero de bandas
observadas no gel, quando comparado ao protocolo baseado em Zheng et al.,
(2007) (Figura 10). Nao foi constatado que houve degradacdo das proteinas,

visto que as bandas estéo nitidas e sem sinal de arraste.

4.2 Confirmacéo da especificidade dos anticorpos

Apbs definicdo das regibes peptidicas exclusivas das sequéncias de cada

by

uma das quatro GolS (Figura 7), estas foram encaminhadas a empresa

GenScript Inc. para sintese dos peptideos e geracdo dos anticorpos policlonais.
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Como resultado, a empresa enviou, junto com 0s anticorpos, 0s respectivos
peptideos utilizados para a imunizacéo de coelhos para a producdo dos mesmos.

A especificidade de cada anticorpo para 0 seu respectivo peptideo-alvo foi
testada por Dot blot. Em cada membrana de nitrocelulose foram pipetados os
peptideos imunogénicos para MdGolS1-4. A seguir, as membranas foram
incubadas com os diferentes anticorpos, separadamente. Pode-se observar, na
Figura 11, que o sinal de cada hibridizacdo peptideo-anticorpo foi especifico,
mostrando seu bom funcionamento e que ndo ha reacdo cruzada no

reconhecimento entre peptideos e anticorpos.

N ) »
g & & I
| i
‘® Anti-MdGolS1
® Anti-MdGolS2
Anti-MdGolS3

~ | Anti-MdGolS4

Figura 11 Imagem da membrana de nitrocelulose resultante do Dot blot. MdGolS1-4
correspondem ao peptideo (6 pg); Anti-MdGolS1-4 correspondem ao anticorpo utilizado (1
png/mL). Houve reconhecimento especifico de todos os anticorpos ao seu respectivo peptideo.

4.3 Western blot

N&o existe um protocolo definido para a técnica de Western blot. InUmeras
alteracdes em diversas etapas podem ser feitas e cada passo é importante para
a obtencéo de bons resultados (KURIEN & SCOFIELD, 2006; MACPHEE, 2010;
EMD MILLIPORE, 2012; MAHMOOD & YANG, 2012; MURPHY & LAMB, 2013).
As principais modificagbes que podem ser feitas na metodologia de Western blot
tem por foco as quantidades de proteinas e anticorpos utilizadas. Devido a

presenca de ureia e tioureia no tampao final utilizado para solubilizar as
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proteinas, as amostras nao foram fervidas. Assim, evitou-se as suas hidrdlises e
reacdes secundarias ndo desejadas (CANAS et al., 2007).

Inicialmente, testou-se o uso de 40 pg de proteinas totais extraidas com o
protocolo baseado em Zheng et al. (2007) Il e 1 pg/mL de anticorpo primario. As
membranas foram bloqueadas o/n e os anticorpos primarios foram incubados
com as membranas por 1 h a temperatura ambiente. A utilizacdo de anti-
MdGolS1 (Figura 12.A) nessas condi¢des resultou em sinais (ruidos) de fundo
(background) elevados, possivelmente causados pelo excesso de anticorpo
primario ou de proteinas (EMD MILLIPORE, 2012). Além disso, ndo houve
qualquer variacdo no padrao de bandas de hibridizacdo nas amostras ao longo
do ciclo anual. A utilizagéao de anti-MdGolS2 (Figura 12.B), anti-MdGolS3 (Figura
12.C) e anti-MdGolS4 (Figura 12.D) resultaram em sinais fracos e nenhuma
banda no tamanho esperado. De acordo com a predicdo das sequéncias
primarias das proteinas MdGolS1-4, as massas moleculares esperadas para

elas seriam de 38 kDa, 38 kDa, 37 kDa e 39 kDa, respectivamente.

M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

kDa

Anti-MdGolS1 Anti-MdGolS3

B

M F1_F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 M F1 F2 F3 F4 FS F6 F7_F8

kDa

37

Anti-MdGolS2 Anti-MdGolS4

Figura 12 Imagem das membranas de PVDF resultantes do Western blot. F1-F8
correspondem aos pontos do ciclo anual em que as gemas foram amostradas (Tabela 1). Massa
correspondente a 40 pg de proteinas totais foram aplicadas e resolvidas por SDS-PAGE. Anti-
MdGolS1-4 correspondem ao anticorpo primério utilizado (1 pg/mL). M: BenchMark™ Pre-
stained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific). Proteinas extraidas com o protocolo baseado
em Zheng et al. (2007) II.
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Na tentativa de aumentar as especificidades das hibridizagGes proteinas-
anticorpos, as membranas passaram a ser bloqueadas por um periodo de 2 h a
temperatura ambiente e, apos, incubadas com os anticorpos o/n a 4 °C.
Adicionalmente, uma concentracdo menor de anticorpos, de 0,1 pg/mL, foi
utiizada (EMD MILLIPORE, 2012). Também reduziu-se a quantidade de
proteinas totais aplicadas em gel para 20 pg pois proteinas pouco expressas
podem, muitas vezes, ser melhor detectadas reduzindo-se a quantidade de
amostra carregada (MURPHY & LAMB, 2013). Nessas condicdes, a utilizacéo
de anti-MdGolS1 (Figura 13.A) resultou em uma reducéo no background. Porém,
ainda assim, ndo se observou a variacdo esperada no padrédo de bandas,
conforme ilustrado na Figura 4. Para anti-MdGolS4 (Figura 13.D), ndo houve
variacdo com as condicfes anteriores. Ja para anti-MdGolS2 e anti-MdGolS4,

nenhum sinal foi observado (Figura 13.B e 13.C, respectivamente).

A

kDa

M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

64
37

Anti-MdGolS3

Anti-MdGolS1

M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

Anti-MdGolS2

Anti-MdGolS4

Figura 13 Imagem da membrana de PVDF resultante do Western blot. F1-F8 correspondem
aos pontos do ciclo anual em que as gemas foram amostradas (Tabela 1). Massa correspondente
a 20 pg de proteinas totais foram aplicadas e resolvidas por SDS-PAGE. Anti-GolS1-4
correspondem ao anticorpo primério utilizado (0,1 pg/mL). M: BenchMark™ Pre-stained Protein
Ladder (ThermoFisher Scientific). Proteinas extraidas com o protocolo baseado em Zheng et al.
(2007) 11.
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Uma possivel explicacdo para o excesso de sinais obtidos quando utilizado
o anticorpo anti-MdGolS1 seria a presenca de outros anticorpos provenientes do
coelho imunizado para a producdo dos mesmos, e que estariam reconhecendo
proteinas no extrato. Apesar dos anticorpos terem sido purificados por afinidade
com o antigeno pela empresa GenScript, foi feito o bloqueio do anticorpo
MdGolS1 utilizando seu respectivo peptideo. A auséncia de sinais no Western
blot (Figura 14) mostrou que ndo ha contaminantes e, portanto, todos 0s sinais
obtidos (Figura 13.A) sédo possivelmente especificos a MdGolS1.

Anti-MdGolS1

Figura 14 Imagem da membrana de PVDF resultante do Western blot apds bloqueio do
anticorpo MdGolS1 com peptideo especifico. F1-F8 correspondem aos pontos do ciclo anual
em que as gemas foram amostradas (Tabela 1). Massa correspondente a 20 pug de proteinas
totais foram aplicadas e resolvidas por SDS-PAGE. Anti-MdGolS1 corresponde ao anticorpo
primario utilizado (0,1 pg/mL). M: BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder (ThermoFisher
Scientific). Proteinas extraidas com o protocolo baseado em Zheng et al. (2007) .

A realizacdo de Western blots com proteinas extraidas conforme protocolo
baseado em Zhuang et al. (2013) permitiu melhores resultados quando
comparado aos dados descritos anteriormente (Figura 13). A utilizacao de anti-
MdGolS1 resultou, pela primeira vez, em um sinal que altera sua intensidade no
decorrer do ciclo anual, com massa molecular de aproximadamente 49 kDa
(Figura 15.A). A variagdo no acumulo proteico ocorreu como previsto pelo
acumulo de transcritos (Figura 4), com excecao dos pontos F7 e F8 em que
deveria haver um sinal de intensidade similar a F1. Adicionalmente, o tamanho
previsto para MdGolS1 seria de 38 kDa. No entanto, migragdes andmalas em
géis podem ocorrer, ou seja, as proteinas ndo migram, necessariamente,

conforme seus pesos moleculares estimados em virtude de suas conformacgdes
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e estruturas (MURPHY & LAMB, 2013). Por esta razao, torna-se necessario o
uso de um controle positivo, no caso uma proteina purificada, para comparar 0s
padrées de migracdes. Entretanto, para o presente trabalho, ndo havia
disponivel uma proteina GolS purificada. Além disso, modificagbes poés-
traducionais como fosforilagdo e glicosilacdo podem ocorrer, aumentando a
massa da proteina (KURIEN & SCOFIELD, 2006).

Ja4 para os anticorpos anti-MdGolS2-4 (Figura 15.B, 15.C e 15.D,
respectivamente) empregados em Western blots contra extratos proteicos totais
obtidos pelo método de Zhuang et al. (2013), os sinais obtidos ndo puderam ser
relacionados com o perfil transcricional (Figura 4), ja que foram de mesma
intensidade em todos os pontos de coleta do ciclo anual. A identificacdo de
MdGolS4, considerada a de maior importancia, néo foi possivel com a utilizacao
do respectivo anticorpo. De acordo com o perfil transcricional (Figura 4), a
proteina deveria estar ausente nos pontos F2, F3 e F4, tendo o inicio da sua
deteccdo a partir de F5. No entanto, no Western blot resultante € possivel
observar um sinal constante com tamanho aproximado de 69 kDa. Uma busca
na versao 1.0 do genoma da macieira (https://www.rosaceae.org/) utilizando-se
a sequéncia do peptideo no qual o anticorpo foi feito permitiu encontrar, além da
proteina MdGolS4, 92% de identidade com a proteina MdGolS10. No entanto,
nao foi detectada a presenca de transcritos do gene MdGolS10 durante o ciclo
vegetativo e reprodutivo de macieira (FALAVIGNA, 2016). Além disso,
MdGolS10 possui um tamanho estimado de 29 kDa. Deve-se ressaltar que o
genoma da macieira ainda nao foi finalizado até o termino desse trabalho e que
alteracBes podem ocorrer com novas versfes. Os sinais fracos e inespecificos
obtidos utilizando os anticorpos anti-MdGolS2-4 podem ser resultado da
utilizacdo de anticorpos policlonais, pois esses sdo capazes de reconhecer
multiplos epitopos do antigeno utilizado para sua producédo, e que podem estar

presentes em outras proteinas (GenScript).
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Figura 15 Imagem da membrana de PVDF resultante do Western blot. F1-F8 correspondem
aos pontos do ciclo anual em que as gemas foram amostradas (Tabela 1). Massa correspondente
a 20 pug de proteinas totais foram aplicadas e resolvidas por SDS-PAGE. Anti-GolS1-4
correspondem ao anticorpo primario utilizado (0,1 pg/mL). M: BenchMark™ Pre-stained Protein
Ladder (ThermoFisher Scientific). Proteinas extraidas com o protocolo baseado em Zhuang et
al. (2013).

O fato de néo ter sido possivel detectar MdGolS2-4 pode ter sido devido a
incapacidade dos anticorpos em reconhecer o peptideo imunogénico na
proteina. Anticorpos produzidos contra peptideos sintéticos, apesar de serem
fortemente reativos ao peptideo, muitas vezes falham em reconhecer a proteina,
em especial quando essas nao estao totalmente desnaturadas (DREYER et al.,
2010). A utilizacdo de um anticorpo monoclonal, por sua vez, poderia ser testada,
pois esses sao mais sensiveis e especificos para a proteina de interesse
(MACPHEE, 2010).

Sabe-se, ainda, que nem sempre € possivel utilizar niveis de transcritos de
um gene para estimar niveis de proteinas correspondentes. Um dos motivos para
isso, sdo as diferencas nos protocolos utilizados para detec¢éo de proteinas e
MRNA e a variacdo na sensibilidade de deteccdo e analise de dados. Também,
processos regulatorios que ocorrem apds a producdo de mRNA — como
regulacao poés-transcricional, traducional e na degradacéao de proteinas — podem
controlar a abundancia de proteinas no estado estacionario (VOGEL &

MARCOTTE, 2013). Em plantas, relativamente poucos estudos comparam a
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expressao de mRNA e proteina e, no geral, existe uma correlacao variavel entre
os niveis (VELEZ-BERMUDEZ & SCHMIDT, 2014).

Os estudos encontrados na literatura sobre GolS tratam, no seu geral, da
variagdo do perfil transcricional de plantas expostas a estresses abioticos, como
seca e frio, das respostas de plantas ap0s a superexpressao desses genes ou,
ainda, do acumulo de RFOs (TAJl et al., 2002; ZUTHER et al., 2004; SUN et al.,
2013; ELSAYED et al., 2014; ZHOU et al., 2014; FALAVIGNA et al., 2014). No
entanto, até o momento, ndo foram relatados dados sobre as enzimas galactinol
sintases, em especial quanto ao seu nivel de traducéo e estabilidade, que sao
pontos decisivos para a sua detec¢ao por Western blot. Assim, mais estudos sdo
necessarios para a confirmagdo do motivo da auséncia de sinal nos Western
blots utilizando anticorpos contra MdGols2-4 apresentados na presente

dissertacao.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho confirmaram que a proteina MdGolS1
estd presente em gemas fechadas de macieira da cultivar Fuji Standard
conforme o perfil transcricional previamente descrito. Ja no caso de MdGolS2-4,
nao foi possivel a detec¢do nas condi¢des utilizadas no presente trabalho.

Para a MdGolS4, a ndo deteccdo pode ter sido causada pela baixa
concentracdo de proteina nos extratos (MAHMOOD & YANG, 2012),
considerando que essa apresentou 0S menores niveis de expressao
previamente determinados (Figura 4). Sendo assim, ndo € possivel a utilizacao
de MdGolS4 como um marcador do processo de ecodorméncia de gemas de

macieira; tampouco, € possivel descartar 0 seu uso sem maior investigacao.
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Tabela A1 Tampao de amostra.
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Reagente Concentragéo final
Glicerol 10%
Tris-HCI pH 7 50 mM
SDS 2%
Azul de bromofenol 0,02%
2-Mercaptoetanol 1%

Agua ultrapura

Para completar o volume final

Tabela A2 Gel concentrador (de entrada). A poliacrilamida utilizada foi uma solucéo contendo
40% de acrilamida e 3% de bisacrilamida (GE Healthcare Life Sciences).

Reagente

Volume (para 1 gel)

Agua destilada
0,5 M Tris-HCI pH 6,8
SDS 10%
Solucédo de Acrilamida:Bisacrilamida
(40%:3%)
Persulfato de amoénio 10%
TEMED

1,635 mL
0,625 mL
25 L

0,240 mL

50 pL
S5 UL

Tabela A3 Componentes do gel de corrida.

Reagente

Volume (para 1 gel)

Agua destilada
1,5 M Tris-HCI pH 8,8
SDS 10%
Solucéo de Acrilamida:Bisacrilamida (40%:3%)
Persulfato de amoénio 10%
TEMED

2,175 mL
1,25 mL
50 pL
1,5mL
25 L
S5 uL




deve ser ajustado.

Tabela A4 Componentes do tampao de corrida Tris-Glicina. Caso o pH final ndo seja 8,3,
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Reagente Concentragao final

Tris-HCI pH 8,3 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 1%

Agua destilada Para completar o volume final

Tabela A5 Componentes da solugéo corante.

Reagente Concentracao final
Coomassie Brilliant Blue 0,1%
Metanol 50%
Acido acético 10%
Agua destilada 40%

Tabela A6 Componentes da solucéo descorante.

Reagente Concentragao final
Metanol 40%
Acido acético 10%
Agua destilada 50%

Tabela A7 Componentes do tampdo de transferéncia imida.

Reagente Concentracao final
Tris 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20%

Agua destilada Para completar o volume final

Tabela A8 Componentes do tampéo TBS. O pH foi ajustado para 7,6 com HCI concentrado.

Reagente Concentragao final
Tris pH 7,6 20 mM
NacCl 150 mM

Agua destilada Para completar o volume final
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Abstract

Background: Apple (Malus x domestica Borkh.) is the fourth most economically
important fruit in the world. Its production depends on bud dormancy, a process that
is regulated by environmental conditions such as chilling temperatures. The study
of the dormancy process became more important with the global warming projection
and the perspective of a drastic reduction in temperate fruit production. Proteomic
approaches and genetic and molecular methodologies are important tools that may
help to understand and to control dormancy for silvicultural purposes. For
proteomics studies in perennial crops, reliable and effective protein extraction

procedures are essential giving the chemical complexity of the lignified tissues.

Results: In this study, we compared five different protocols for protein extraction
using closed terminal apple buds from ‘Gala’ cultivar, adapting them to be processed
in 1.5 mL-capped microtubes. Although protocols 1, 2 and 3, based on TCA/acetone
precipitation, resulted in higher amounts of total proteins, protein diversity was more
limited based on the number of bands visualized after SDS-PAGE analysis. A
protocol based on SDS precipitation and hot temperatures (Protocol 4) resulted in
lower amounts of total protein, but higher number of bands after SDS-PAGE
analysis. A protocol employing phenol extraction (Protocol 5) also resulted in lower
quantities of proteins, although different weight patterns of bands were visible in
PAGE when compared to the other methods.

Conclusion: The protein extraction protocols tested in the present work yielded
sufficient amounts of proteins from apple terminal buds, with various patterns of
protein profile after analysis of SDS-PAGE. In this study, the most efficient protocol
for a proteomic study was number 3, due to the protein concentration in the final

extract and the number of bands visible in PAGE.

Keywords: Apple, dormancy, protein extraction, closed terminal buds, proteomic

study.
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Background

Apple (Malus x domestica Borkh.) is one of the most cultivated fruit trees in the world
and the fourth most economically important following citrus, grape and banana [1].
Apple production is closely related to bud dormancy and a well-adjusted dormancy
cycle is essential for the achievement of its full genetic potential. This process is
regulated by environmental conditions such as chilling temperatures and
photoperiodic changes, required for dormancy entrance and release [2]. Dormancy
is usually divided into three types: (i) paradormancy, the inhibition of growth by distal
organs; (ii) endodormancy, the inhibition of growth by internal bud signals; and (iii)
ecodormancy, the inhibition of growth by temporary unfavorable environmental
conditions [3]. Dormancy entrance is characterized by growth cessation, bud set
and leaf senescence. When dormant, plants do not resume growth until a certain
amount of winter chill (temperatures below 7.2 °C) is accumulated, fulfilling their
chilling requirement [4]. The mechanisms regulating dormancy release are highly
heritable and finely tuned. Each genotype is strongly influenced by its region of
origin, suggesting a strong genetic control of this trait [2]. Although dormancy is a
process through which plants adapt their phenology to the environment, rapid
climatic changes might overcome the adaptability of many temperate fruit crops in
the near future [5]. The projected thermal changes may modify the physiological and
reproductive cycles of each species, anticipating phenological timings such as
budburst, flowering and maturation, with ultimate implications on yields and fruit
quality attributes [6,7]. Therefore, the study of the dormancy process became even
more important within the context of this predictions and proteomics approaches,
along with other physiological, genetic and molecular tools, need to be applied in
order to better understand the biology of this process. Establishing a reliable and
effective protein extraction procedure is an essential step in conducting proteomics
research. In the present study, we compared five different protein extraction
protocols using closed terminal apple buds from the ‘Gala’ cultivar. Protocols were
chosen based on their extraction methods: using TCA/acetone precipitation
(Protocols 1, 2 and 3, with variations among them); other with SDS precipitation and

hot temperatures (Protocol 4); and, lastly, one employing phenol extraction (Protocol
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5). All protocols were adapted to be performed in 1,5 ml-capped microtubes,
therefore employing lower amounts of tissues. Besides the simplification of
methods, this approach is especially useful for comparative proteomics analyses
that require many samples and replicas for statistical-based conclusions. Final
protein extracts were analyzed on their quality, with SDS-PAGE and on quantity, by
Bradford Reagent.

Materials and methods

Plant material and tissue disruption

Plant material was obtained from a commercial orchard located in Monte Castelo,
Santa Catarina, in Southern Brazil (26° 37’ 39” S, 50° 14’ 7.73” W and 791 m
altitude). Closed terminal buds were harvested from two ‘Gala Standard’ trees in
mid-Winter, when plants were fully dormant. All apple plants were adult trees and
underwent standard orchard management practices. Samples were immediately
frozen in liquid nitrogen in the field and stored at -80 °C until use. Closed buds were
ground into a fine powder in liquid nitrogen with precooled mortar and pestle.
Approximately 200 mg of powder were used in 0.5 or 1 mL of extraction buffer. All

operations were carried out on ice unless differently specified in protocols.

Protein extraction

Protocol 1 (based in Damerval et al., 1986)

Tissue powder (around 200 mg) was suspended in 0.5 or 1.0 mL of a solution of
10% trichloroacetic acid (TCA) in cold acetone with 0.07% p-mercaptoethanol (B-
ME) in 1.5 mL microfuge tubes. Proteins were allowed to precipitate for 45 min at -
18 °C. Extracts were further centrifuged at 30,000 g for 15 min at 4 °C. After
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discarding supernatants precipitates were rinsed with cold acetone containing
0.07% B-ME for 1 h at -18°C. The supernatant was discarded and protein
precipitates were dried under vacuum. Dried samples were dissolved in 150 pL of
lysis buffer [7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS and 20 mM DTT] and incubated
overnight at room temperature (RT) with continual shaking. The supernatant was

collected after centrifugation at 15,000 g for 30 min and stored at -20 °C. [8]

Protocol 2 (based in Renaut et al., 2008)

Tissue powder (around 200 mg) in 1.5 mL microfuge tubes was resuspended in 0.5
or 1.0 mL of a solution of 20% TCA in cold acetone with 0.1% DTT and kept at -20
°C overnight. Tubes were centrifuged at 30,000 g for 45 min at 4 °C. Protein
precipitates were washed with ice-cold acetone containing 0.1% DTT and
centrifuged again at 4°C. This step was repeated three times, and precipitates were
dried under vacuum. Dried samples were dissolved in 150 pL of lysis buffer and
incubated overnight at RT with continual shaking. The supernatant was collected
after centrifugation at 15,000 g for 30 min and stored at -20 °C. [9]

Protocol 3 (based in Zhuang et al., 2013)

Tissue powder (around 200 mg) in 1.5 mL microfuge tubes was resuspended in 0.5
or 1.0 mL of a solution of 10% TCA in cold acetone with 0.1% DTT and then
precipitated overnight at -20 °C. Tubes were then centrifuged at 15,000 g for 30 min
at 4 °C. Protein precipitates were washed with cold acetone containing 0.1% DTT
and centrifuged again at 15,000 g for 30 min at 4 °C. The washing steps were
repeated until the supernatant was colorless. Precipitates were further dried under
vacuum. Dried samples were dissolved in 150 pL of lysis buffer and incubated
overnight at RT with continual shaking. The supernatant was collected after
centrifugation at 15,000 g for 30 min at 4 °C and stored at -20 °C. [10]
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Protocol 4 (based in Zheng et al., 2007 1)

Tissue powder (around 200 mg) in 1.5 mL microfuge tubes was resuspended in 0.5
or 1.0 mL of SDS extraction buffer [2% SDS, 60 mM DTT, 20% glycerol, 40 mM
Tris-HCI pH 8.5] and incubated for 8 min at 90-94°C. Incubated samples were
centrifuged at 8,000 g for 15 min at 4 °C. The resulting supernatant was mixed with
four volumes of precipitation solution [10% TCA and 20 mM DTT in cold acetone],
incubated at -20 °C for 45 min, and then centrifuged at 18,000 g for 10 min at 4 °C.
The resulting protein precipitate was washed three times with a solution of 20 mM
DTT in cold acetone and then centrifuged at 20,000 g for 10 min at 4 °C. Washed
precipitates were dried under vacuum, rehydrated in 150 pL of lysis buffer and
incubated overnight at RT with continual shaking. The supernatant was collected
after centrifugation at 12,000 g for 10 min at RT and stored at -20 °C. [11]

Protocol 5 (based in Zheng et al., 2007 11)

Ground tissue (around 200 mg) in 1.5 mL microfuge tubes was resuspended in 1
mL of phenol extraction buffer [0.7 M sucrose, 0.1 M KClI, 0.5 M Tris-HCI pH 8.5, 50
mM EDTA pH 8.5, 1% PVPP and 40 mM DTT] and incubated on ice for 10 min. The
resulting homogenate was incubated with gentle shaking with an equal volume of
Tris-HCl-saturated phenol (pH 8.0) for 10 min and then centrifuged at 10,000 g for
15 min at 4 °C. The upper phenol phase was collected, and the pellet was re-
extracted once as above. The pooled phenol phases were mixed well with 4
volumes of 10% TCA and 20 mM DTT in cold acetone and incubated overnight at -
20 °C. Incubated samples were further centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4 °C.
The resulting protein precipitates were washed three times with cold acetone
containing 20 mM DTT. Washed precipitates were dried under vacuum, rehydrated

in 150 pL of lysis buffer and incubated overnight at RT with continual shaking. The
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supernatant was collected after centrifugation at 12,000 g for 10 min at RT and
stored at -20 °C. [11]

Protein quantification

Protein content was estimated by the Bradford assay [12] using Bradford reagent
(Sigma Aldrich). Protein quantification was performed according to the
manufacturer’s instructions. Protein standards were prepared in triplicates in buffer

ranging from 0-1.4 mg/mL using BSA standard in triplicates.

SDS-PAGE

A volume of 4 pL of 4x sample buffer [10% glycerol, 50 mM Tris-HCI, 2% SDS,
0.02% bromophenol blue and 1% B-ME] was added to every 16 uL of protein extract
samples in 0.5 mL microfuge tubes. After mixing by pipetting, samples were quickly
centrifuged and then incubated at RT for 30 min. A 10-uL aliquot of each sample
was electrophoresed in 0.75 mm-thick SDS-PAGE containing 12% polyacrylamide
(acrylamide 40% and bis-acrylamide 3%). A Tris-Glycine buffer [25 mM Tris-HCI,
192 mM glycine and 1% SDS] was used as electrophoresis buffer. Gels were run at
85 V for 30 min and at 135V until the bromophenol blue band reached the bottom
of the gel. Gels were then incubated into Coomassie Brilliant Blue staining solution
and kept for 2-3 h on seesaw shaker at RT. Gels were further de-stained in a solution
of 40% methanol and 10% acetic acid on seesaw shaker at RT. The de-staining

solution was changed two to three times.

Results and discussion
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In order to achieve an optimal procedure for protein extraction from closed terminal
apple buds and study bud dormancy via proteomics approaches, we tested the yield
of five different methods. All protocols were adapted to 1.5 mL microfuge tubes with
around 200 mg of frozen, ground tissue as starting materials. It is well known that
the efficiency of protein extraction from plant tissues depends on the effectiveness
of the cell wall disruption and protein release [13]. In order to perform all protocols
tested in the present work, the closed terminal apple buds were pulverized to a fine
powder in mortars with pestles in the presence of liquid nitrogen to minimize
proteolysis. When tissue powders were initially suspended in 1 mL extraction buffer
instead of 0.5 mL, all protocols (but Protocol 4) resulted in higher amounts of total
proteins. The protein yields of the protocols tested are summarized in Table 1. It
became clear that protocols 2 and 3 with an initial suspension of ground tissues in

1.0 mL of the extraction buffers yielded the highest amounts of proteins (above 4

Hg/uL).

Table 1 Protein quantification using Bradford Reagent of resulting protein extracts from closed
terminal apple buds obtained by five different protocols and different initial extraction buffer volumes
and time of incubation. Number of bands were analyzed using GelAnalyzer Software. It was used a
BSA standard curve with a R? of 0.9932.

Protein Initial Volume  Incubation in Total Protein .N.umber of
) . i i visible bands
Extraction of Extraction Extraction Concentration )
Protocol Buffer (mL) Buffer (ng/uL) In SDS-
HOTH PAGE
1 0.5 45 min 1.62 13
1 1.0 45 min 3.31 13
2 0.5 Overnight 2.87 14
2 1.0 Overnight 4.17 21
3 0.5 Overnight 2.51 16
3 1.0 Overnight 4.68 20
4 0.5 45 min 2.42 18
4 1.0 45 min 2.16 18
5 1.0 2 x 10 min 0.22 20
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The quality of each protein extract was verified by SDS-PAGE (Figure 1) and no
protein degradation was observed. Protocols 2 and 3 resulted in protein extracts
that exhibited similar patterns of protein bands, showing that there was a small or
no difference in protein diversity extracted using different TCA concentrations (10%
or 20%). The reduction in precipitation time (Protocol 1) resulted in a decrease of
protein bands observed, when compared to Protocols with the same extraction
methods (2 and 3) (Table 1). Methods based on TCA precipitation were already
shown to be the most efficient for protein extraction from plant tissues due to a better
inhibition of proteases, and protease inhibitors are usually not required during
extraction [14]. It has been shown that subsequent solubilization of proteins in
buffers containing urea was not accompanied by any reactivation of proteases when
TCA extraction buffers are employed [15].

SDS extraction combined to 10% TCA extraction buffer (Protocol 4) is being used
for total protein extraction from different plant organs and tissues with considerable
success [11,16-19]. It has been reported that the high protein binding ability of SDS,
especially at the elevated temperature of 95 °C, improves the solubilization of
membrane proteins and the recovery of soluble proteins. Additionally, hot SDS is
capable of inhibiting protease activity during cell disruption and protein extraction
[18]. Nevertheless, SDS extraction (Protocol 4) resulted in low amounts of proteins
when compared to Protocols 1, 2 and 3. Also, when analyzed using GelAnalyzer
Software, the diversity of proteins extracted with the employment of Protocol 4 was

similar to Protocols 2 and 3 (Figure 1).

When employing phenol extraction, proteins are first extracted in an aqueous buffer
and then mixed with the buffered phenol. This causes protein to denature and to
dissolve in the phenol phase, whereas other water-soluble substances like salts,
nucleic acids and carbohydrates remain in the aqueous phase. Coextracted
phenolic substances are then separated from proteins after a TCA/acetone
precipitation [13]. The employment of such a method (Protocol 5) didn’t result in
appreciable amounts of proteins (Table 1) probably due to the low phenol volume
used and, consequently, the difficulty in collecting only the phenol phase. Despite
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that, different proteins were extracted using this protocol when compared to the
other extracts. Based on SDS-PAGE analysis, it was reasonable to conclude that
Protocols 2, 3 and 4 allowed the extraction of a higher diversity of proteins based
on the number of protein bands visible in gels. Furthermore, Protocol 3 yielded

Protocol 1 1 2 2 3 3 4 4 5
EB (mL) 1 05 1 05 1 05 1 05 1

PR st ——
- .

- -—9~:=;

— _ - -— - —

— . — — — —

Figure 1 SDS-PAGE separation of resulting proteins from closed terminal apple buds from ‘Gala’
cultivar after extraction by five different protocols. 1 — protein extract obtained using protocol based
in Damerval et al., 1986; 2 - protein extract obtained using protocol based in Renaut et al., 2008; 3

- protein extract obtained using protocol based in Zhuang et al., 2013; 4 and 5: protein extracts
obtained using protocols based in Zheng et al., 2007. EB: volumes (1 mL or 0.5) of Extraction
Buffers employed.

Conclusion

Five different protocols for protein extraction adapted to 1.5 mL microfuge tubes
were compared using closed terminal apple bud tissues in order to define the most
promising one. Our data allowed us to conclude that Protocols 2 and 3, employing
1 mL of TCA-based extraction buffers at concentrations of 20 or 10% allowed the
recovery of larger amounts of proteins with a reasonable diversity of proteins.
Notwithstanding, Protocol 4 that preconizes the use of 0.5 mL SDS extraction buffer

combined to 10% TCA extraction buffer allowed us to recover a higher diversity of
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proteins based on the number of protein bands visible after SDS-PAGE gels,
although in lower amounts. The right protocol choice for extracting proteins from
closed terminal apple buds will depend on the protein of interest since different
proteins were extracted using the tested protocols.
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