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RESUMO

As etapas mais criticas em estudos proted6micos de plantas concentram-se na extracado e
preparacdo da amostra, pois, de maneira geral, tecidos vegetais sdo ricos em proteases e
materiais que interferem na separacdo e analise das proteinas, incluindo polissacarideos,
lipidios, compostos fendlicos e produtos secundarios. Estes contaminantes representam
um grande inconveniente para as etapas seguintes do fluxograma metodoldgico,
especialmente para a eletroforese bidimensional. Géis 2D produzidos a partir de amostras
impuras sdo caracterizados por borrdes verticais e horizontais, e elevado residuo do
corante, que reduzem significativamente o numero de proteinas isoladas e identificadas. O
objetivo deste estudo é avaliar metodologias de extracdo de proteinas de Brachiaria,
visando indicar aquela que proporciona a obtencdo de extratos protéicos mais
concentrados e livres de contaminantes. Proteinas totais de B. brizantha foram extraidas de
2g de folhas, de acordo com trés abordagens frequentemente utilizadas para tecidos
vegetais: Hurkman & Tanaka (1986) com modificacfes de Saravanan & Rose (2004), Mot &
Vanderleyden (1989) e Wang et al. (2003; 2006). Os extratos de proteinas foram
guantificados de acordo com Bradford e os perfis protéicos resultantes dos protocolos
testados foram discriminados em gel de poliacrilamida a 12,5 %, a fim de verificar a
gualidade das extracfes. Atualmente, o trabalho encontra-se na etapa de eletroforese
bidimensional, na qual as moléculas sdo primeiramente separadas por seu ponto
isoelétrico, seguida da resolucéo pelo seu peso molecular. Os géis 2D serdo corados com
nitrato de prata, digitalizados e analisados pelo software Image Master 2D Platinum,
visando identificar o namero de spots isolados de acordo com cada abordagem. A
metodologia que proporcionar, conjuntamente, maior rendimento na extragdo, perfis
protéicos livres de rastros e degradacéo e, também, um numero significativo de proteinas
adequadamente focalizadas e visualizadas em géis 2D, serd adotada como procedimento
de rotina nos experimentos protedmicos com gramineas forrageiras.
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