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RESUMO

SILVA, Suzana Marjorie Freire e. Anélise gendmica, patogénica e protebmica do
fitopatogeno Macrophomina phaseolina associado a cultura da melancia .2019. 61f.
Dissertacdo (Mestrado em Ambiente, Tecnologia e Sociedade) — Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN, 2019.

A melancia (Citrullus lanatus) é uma das principais frutas em volume de producéo
mundial, sendo destaque o Brasil como um dos maiores produtores. No Nordeste
brasileiro, o estado do Rio Grande do Norte (RN) tem colaborado expressivamente com
0 aumento da producdo nacional. No entanto, sua producdo pode ser reduzida devido a
acdo de fitopatdgenos, como é o caso da Macrophomina phaseolina, que ndo s6 afeta o
produtor, mas toda a cadeia atuante, como 0 meio ambiente e por consequéncia, a
sociedade. Os objetivos da presente pesquisa foram analisar a nivel molecular a presenca
do fitopatdégeno M. phaseolina em areas produtoras de melancia do RN, através da técnica
de PCR com primers genes espeficico, avaliar a patogenicidade através da inducdo do
estresse biotico da interacdo planta-patdgeno, bem como avaliar o perfil eletroforético de
proteinas diferencialmente expressas por meio das ferramentas da SDS-PAGE. Para o
diagnostico molecular foram coletadas amostras de raizes e folhas de sete areas
produtoras de melancia da regido do RN, nos quais foram extraidos seus respectivos
DNA, através do método CTAB. Ap6s foram quantificados e ajustados para realizacéo
da PCR com primers genes especificos MpKF1 e MpKR1 para o fungo em estudo,
revelado em eletroforese de agarose 1,5 % corado com brometo de etideo. J& para o teste
de patogenicidade foram avaliados a severidade da doenca através da escala de notas e o
comprimento da lesdo utilizando uma régua milimétrica. Os dados foram analisados pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade e o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado. A analise de proteinas
diferencialmente expressas foi avaliada através de trés métodos de extracdo proteica e
apos aplicados na SDS-PAGE em géis 12,5% de acrilamida, analisados visualmente por
imagem dos géis. Os resultados demonstraram que foi possivel diagnosticar a presenca
do referido patdgeno em amostras de raizes de todas a areas coletadas, gerando amplicons
dentro da faixa esperada de 350pb. No entanto, nenhuma das folhas revelou presenca do
patdgeno. O teste de patogenicidade, por sua vez, demonstrou que todas as plantas de
melancia apresentaram sintomas da podriddo de carvéo, alcancando niveis de severidade
méaximo em algumas plantulas, com lesdes de até 5,4cm da regido do caule. Por sua vez,
o melhor método para extracdo de proteinas de melancia foi o de fenol e os perfis
eletroforéticos evidenciaram seis bandas de proteinas diferencialmente expressas, onde 0
material proteico das raizes apresentaram maior diferenciacdo em relacdo aos de caule.
Portanto, tais informacdes contribuem para o diagnostico precoce de doencgas em plantios,
bem como subsidiar futuros programas assistidos de melhoramento genético em plantas
com potencial agricola.

Palavras-chave: Genes especificos, SDS-PAGE, Patogenicidade.



ABSTRACT

SILVA, Suzana Marjorie Freire e. Genomic, pathogenic and proteomic analysis of
phytopathogen Macrophomina phaseolina associated with watermelon culture.
2019. 61f. Dissertacdo (Mestrado em Ambiente, Tecnologia e Sociedade) — Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2019.

The watermelon (Citrullus lanatus) is one of the main fruit in world production volume,
being highlighted Brazil as one of the largest producers. In the Brazilian Northeast, the
state of Rio Grande do Norte (RN) has collaborated expressively with the increase of the
national production. However, their production may be reduced due to the action of
phytopathogens, as is the case of Macrophomina phaseolina, which affects not only the
producer, but the entire chain acting as the environment and, consequently, society. The
objectives of the present research were to analyze at a molecular level the presence of the
phytopathogen M. phaseolina in areas of watermelon production of the RN, through PCR
technique with primers specific genes, to evaluate the pathogenicity through the induction
of biotic stress of the plant-pathogen interaction, as well as to evaluate the electrophoretic
profile of differentially expressed proteins by means of SDS-PAGE tools. For the
molecular diagnosis samples of roots and leaves of seven watermelon producing areas of
the RN region were collected, in which their respective DNA was extracted, using the
CTAB method. After PCR and quantification were performed and PCR was carried out
with primers specific genes MpKF1 and MpKR1 for the fungus under study, revealed in
agarose electrophoresis 1.5% stained with ethidium bromide. For the pathogenicity test,
the severity of the disease was evaluated through the grading scale and the length of the
lesion using a millimeter ruler. Data were analyzed by non-parametric Kruskal-Wallis
test, at a 5% probability level and the experimental design was completely randomized.
Differentially expressed protein analysis was evaluated by three protein extraction
methods and after 12.5% acrylamide gels applied on SDS-PAGE, analyzed visually by
image of the gels. The results demonstrated that it was possible to diagnose the presence
of this pathogen in roots samples of all the collected areas, generating amplicons within
the expected range of 350 bp. However, none of the leaves revealed presence of the
pathogen. The pathogenicity test, on the other hand, showed that all the watermelon plants
presented symptoms of coal rot, reaching maximum levels of severity in some seedlings,
with lesions up to 5.4 cm from the stem region. In turn, the best method for extraction of
watermelon proteins was that of phenol and the electrophoretic profiles evidenced six
bands of differentially expressed proteins, where the protein material of the roots showed
greater differentiation in relation to those of stem. Therefore, such information
contributes to the early diagnosis of diseases in plantations, as well as to subsidize future
assisted programs of genetic improvement in plants with agricultural potential.

Key words: Specific genes, SDS-PAGE, Pathogenicity.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO

1. INTRODUCAO GERAL

A melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai] € uma hortali¢ca pertencente
a familia das Cucurbitaceas, sendo considerada umas das principais frutas em volume de
producdo mundial, com destaque em paises como a China, Ird, Turquia e Brasil entre seus
maiores produtores, correspondendo estes com mais de 76% da produ¢do mundial. O
Brasil ocupando o 42 lugar no ranking, produz 2.314.700 milhdes de toneladas de frutos,
visto que seu cultivo esta presente na maioria das regides brasileiras (FAO, 2018).

No Nordeste brasileiro, o estado do Rio Grande do Norte (RN) corrobora
significativamente para a produgéo de melancia da regido, onde maiores produtores séo
0s municipios de Tibau, Apodi, Baraina e Mossor6 (IBGE 2018). Em virtude da
relevancia socioeconémica da melancia, o estado do RN tem aumentado o interesse em
produzir frutos de qualidade e quantidade para atender o mercado interno e externo, por
conseguinte tem fornecido maior cadeia produtiva de empregos diretos e indiretos para a
regido (HESPANHOL, 2016).

No entanto, a intensa exploracdo comercial da cultura enfrenta muitos problemas
fitossanitarios. Dentre esses problemas destaca-se doencas acometidas por agentes
fangicos, como é o caso do fitopatégeno Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, no qual
tem sido detectado em varias regides do mundo e em hospedeiros de mais de 500 familias
de plantas. Este € um dos agentes causador da prodridrao do colo, que afeta caule e raizes,
causando consideraveis perdas na producdo agricola devido, principalmente, a reducéo
na produtividade e na qualidade dos frutos (KAUR, et. al., 2012).

Dessa forma, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas que auxilie no
manejo e controle de patdgenos que acometem o cultivo de melancia. O estudo gendmico
torna-se uma ferramenta Gtil para o diagnostico precoce e preciso a nivel molecular da
presenca de fitopatdgenos, no qual visa corroborar na busca de estratégias de manejo que
possam minimizar os danos ocasionados a cultura (OVERALL, 2014).

A identificacdo de patdgenos majoritariamente acontece por aspectos
morfoldgicos e que este requer mais tempo para o diagnostico final, onde pode muitas

vezes ser laboriosa para os micologistas/patologistas de plantas, j& que muitos fungos
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apresentam morfologia semelhantes e variavel de acordo com as condi¢es ambientais;
tal técnica de identificacdo pode ser um obstaculo para escolha do método correto para o
manejo no campo.Portanto, o diagnostico molecular a nivel de DNA torna-se uma técnica
importante para a identificacdo do patégeno antes mesmo do aparecimento dos sintomas
da doenca de forma precisa, colaborando para definicdo do manejo apropriado ao controle
de doencgas no campo (SATOH, 2014).

Dentre as tecnologias aplicadas nesta area, destaca-se a PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase), ferramenta que permite analises com os marcadores moleculares
utilizando primers genes especificos, no qual tém revelado eficacia na detec¢éo confiavel
de patdgenos que acometem diferentes espécies de potencial agricola. A PCR ¢é versatil e
sensivel, proporcionando diversas alternativas ao uso de marcadores moleculares e a
possibilidade de se comparar regiao do DNA genémico das sequencias conservadas nos
individuos (SARPELEH, CHERAGHALI, RAZAVI, 2012; OVERALL, 2014).

E imprescindivel o conhecimento acerca das respostas que as plantas desenvolvem
quando infectados por patégenos, pois envolve alteracdes bioquimicas, fisiologicas e
moleculares. Alterac6es fisiolégicas como o surgimento de doencas ocasionadas pelo
fungo M. phaseolina tem sido alvo de inimeras pesquisas com espécies de pontencial
agricola, pois estes tem trazido grande perdas na producdo. Estudos confirmaram a
patogenicidade do fungo Macrophomina phaseolina em gerar doenca de podrid&o do colo
em intmeras culturas, como feijdo, meldo, melancia, soja, entre outras (KAUR et al.,
2012). Segundo Cohen e colaboradores (2014) ao realizar uma triagem de germoplasma
de melancia usando solo naturalmente infestado com M. phaseolina no nordeste de Israel,

resultou na selecdo de quatro acessos com resisténcia promissora ao fungo em estudo.

Diante disso, a busca de conhecimentos sobre os mecanismos de resitencia as
interacOes planta-patdgeno é de suma importancia para obtencdo de variedades mais
resistentes aos ataques e mais adaptados a nova dindmica mundial de suntentabilidade
dos recursos naturais. Visto que, majoriatariamente o manejo de pragas acontece por meio
de agrotdxicos e estes sdo contestados pelos danos causados ao homem e ao meio
ambiente (FERRO et al., 2007).

Pesquisas na area da Protedmica sdo de grande importancia na compreensao de
sistemas biologicos complexos e dinamicos, pois permitem a analise de um grande

namero de proteinas que influenciam diretamente na bioquimica celular e fornece um
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estudo apurado do estado bioldgico ou mudancas sistematicas ao longo do crescimento,
desenvolvimento e resposta a fatores ambientais. A técnica de eletroforese Desnaturante
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), fornece a compreensdo preliminar a respostas
ambientais, como o estresse causado pela interacdo planta-patdgeno, visto que inimeras
proteinas estdo envolvidas no processo de defesa da planta (ALTELAAR; MUNOZ;
HECK, 2013).

Desse modo, 0 objetivo deste trabalho é verificar a presenca precocemente de M.
phaseolina em plantios comercias de melancia no Estado do Rio Grande do Norte através
de andlises moleculares, analisar a patogenicidade e a presenca de proteinas

diferencialmente expressas relacionadas a resisténcia da melancia ao fitopatogeno.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONSIDERACOES GERAIS DA CULTURA

Melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai] € uma planta membro da
familia das cucurbitaceas, que inclui vérias espécies de grande importancia econémica
como o meldo (Cucumis melo L.), abobéra (Cuclrbita moschata) e pepino (Cucumis
sativus). Foi domesticada na Africa Central ha mais de 5000 anos atras e foi introduzida
em diversas regies do mundo, devido a sua adaptabilidade a regiGes tropicais e
subtropicais (NASCIMENTO et al., 2011). A espécie destaca-se pelo potencial do seu
fruto, no qual é utilizado principalmente na forma in natura, como fonte de alimento para
suprir vitaminas, proteinas e sais minerais ao consumo humano, além da producdo de
diversos subprodutos, como exemplo, a utilizacdo da entrecasca para fabricacdo de doces
(SERBAL, et al. 2015).

Sobre 0s aspectos botanicos, a espécie é herbacea de clico vegetativo anual, cujas
folhas sdo profundamente lobadas, divididas em 3 lobos, formadas junto ao caule
rastejante que possui estruturas de gavinhas, que sao folhas modificadas as quais auxiliam
na fixacdo da planta ao solo, apresentando-se bastante ramificada, podendo atingir de

cinco a seis metros de comprimento. O sistema radicular € longo e desenvolve no sentido
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horizontal no qual atinge as camadas do solo cerca de 30 cm de profundidade. A floracao
geralmente é do tipo monoica, onde a planta apresenta flores femininas e masculinas
separadas, com flores de coloragdo amarela, pequena e solitarias que permanecem aberta
durante menos de um dia e sdo polinizadas por insetos, sendo as abelhas os principais
polinizadores (REZENDE, DIAS, COSTA, 2010).

O Fruto pode-se apresentar de forma redonda, ablonga ou alongada, podendo
atingir cerca de 1 a 25 kg, dependendo do cultivar. Configura-se de caracteristica peponio
que apresenta 0 mesocarpo volumoso e grande cavidade cheia de placentas com muitas
sementes o qual constitui a parte comestivel. Possui casca espessa (1 a 4 cm) e seu
exorcarpo com colaracdo verde, claro ou escuro, de tonalidade unica, listrado ou
manchado. A polpa geralmente possui coloracdo vermelha, no entanto pode-se encontrar
amarela, laranja ou verde, com sabor geralmente adocicado. A melancia ndo possui
cavidade, como as curcubitaceas meldo e abobora. (ALMEIDA, 2003; FILGUEIRA,
2008).

A cultura da melancia desenvolve-se em clima quente e seco, com melhor
crescimento em temperaturas do ar em torno de 18°c a 30°C, ndo suportando abaixo de
10°C. Dentre as cucurbitaceas, a espécie possui 0 menor indice de tolerancia a baixas
temperaturas, principalmente no processo de germinacdo das sementes e emergéncia,
onde necessita de seu fotoperiodo com dias longos e boa luminosidade, propiciando a
formacdo de frutos com excelentes qualidades organolépticas. Pode ser cultivada nos
mais diversos solos, porém o de textura areno-agirlosa, profundos e bem estruturados sdo
os mais indicados, onde a espécie é levemente tolerante a acidez do solo, desenvolvendo-
se bem em pH de 5,0 a 6,8 (SOUZA, 2008).

Todavia, existem alguns fatores climaticos que afetam significativamente o
crescimento e a producdo da melancieira, estes sdo a temperatura, fotoperiodo ventos e
umidade relativa. Segundo Rezende et al. (2010) valores elevados de umidade relativa
propicia o surgimento de patologias fungicas, resultando na desfolha precoce das plantas,
a diminuicéo da fotossintese, reducdo da produtividade e qualidade dos frutos, no qual se
tornam aguados e com baixo teor de acucares. Além disso, a umidade € um fator
primordial para o processo de floracdo, uma vez que, favorece a uma melhor fertilizacdo

das flores e um aumento de flores femininas.
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O clico da melancieira varia entre 60 a 120 dias, de acordo com a regiao e o tipo
de cultivar, visto na maioria das cultivares comerciais o ciclo médio de 70 a 85 dias
(SOUZA, 2008).

2.2 PROBLEMAS FITOSSANITARIOS A CULTURA DE MELANCIA

A cultura de melancia enfrenta diversos problemas fitossanitarios, que podem
gerar inUmeras perdas na sua producdo e diminui¢do da qualidade do fruto. Segundo
Terdo et al., (2010), diversas doencas podem afetar a cultura, estimando-se mais de 30
doencas de melancia relatadas na literatura, causadas por varios patégenos como fungo,
bactérias, virus e nematoides. Dentre as principais doencas no cultivo de melancia sdo
ocasionados por patologias dos solos, as quais interferem drasticamente na capacidade
radicular em absorver agua e nutrientes (SANTOS et al., 2013).

A podridédo do colo, ou também conhecido como podriddo de carvédo, é uma das
principais doencas causadas por fitopatdgenos habitantes do solo, ocasionada pelo fungo
M. phaseolina, esta causa lesbes profundas e irregulares que se estendem em direcéo ao
hipocétilo (parte do caule da plantula situada entre o ponto de insercdo dos cotilédones e
aquele em que tem inicio a radicula) e superficies radiculares. A medida que as lesdes se
aglutinam, formam manchas maiores nos ramos ou na planta inteira, levando a
senescéncia prematura e a morte das plantas (KAUR, et al., 2012).

Fujinaga, et al., (2002) relatou a presenca de M. phaseolina, em plantios de
melancia no Japdo, com sintomas de raizes podres, gerando perdas na producéo, o qual

demonstrou-se como uma doenca de relevancia para a producéo agricola.

2.3 Macrophomina phaseolina E SUA PATOGENICIDADE

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. é pertecente ao filo Ascomycota, sendo
possuidor de duas fases assexuadas bem definida, picnidial e esclerodial. A fase pcnidial
deste fungo caracteriza-se pela producdo de estruturas globosas de cor acinzentada a
preta, denominadas picnidios, primariamente inseridos em tecido do hospedeiro, no qual
se rompem quando maduros, sendo estd responsavel pela fase patogénica da doenga.

Enquanto sua fase esclerodial caracteriza-se pela formacgéo de esclerodios por meio do
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agregamento de cerca de 50 a 200 células individuais de hifas, ligadas por um material
de melanina. Tais estruturas sdo consideradas responsaveis pela fase sapréfita do fungo
(KAUR et al., 2012).

M. phaseolina é um fungo primariamente de natureza do solo, com especificidade
heterogénea de hospedeiro, capaz de infectar uma gama de espécies de plantas, sementes,
restos de culturas e até mesmo seres humanos. Durante os estagios iniciais da patogénese,
o micélio penetra na epiderme da raiz e fica restrito aos espacos intercelulares do cortex
das raizes priméarias. Consequentemente as células adjacentes entram em colapso,
podendo levar a morte das plantulas infectadas. Durante o florescimento, hifas do fungo
crescem intracelularmente através do xilema e formam microesclerddios (estruturas de
resisténcia) que blogueiam o0s vasos e causam a ruptura das células do hospedeiro
(GUPTA, SHARMA, RAMTEKE, 2012; KAUR et al., 2012)

Essas estruturas sdo capazes de sobreviver por longos periodos, cerca de 2 a 15
anos, dependendo das condi¢des ambientais e da associagdo com residuos do hospedeiro.
Os picnidios, quando em condicdes de altas temperaturas e baixa umidade do solo, podem
germinar repetidamente durante a estacdo de cultivo (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE,
2012). Este fungo apresenta mais de 680 espécies de plantas hospedeiras, provocando
danos em varias culturas hospedeiras como feijao comum (Phaseolus vulgaris), meldo
(Cucumis melo L.), melancia (Citrus lanatus), soja (Glycine max), bem como pode estar

associado a plantas daninhas como hospedeiras facultativas (SALES, et al., 2010).

2.4 ANALISE GENOMICA

As informacGes acerca do genoma promoveram um enorme progresso na area das
ciéncias biologicas, devido ser relativamente estdvel e ndo variar seu codigo
informacional de acordo com o tipo celular ou até mesmo estimulo hormonal
(OVERALL, 2014). A ferramenta responsavel por estudar tais informac6es denomina-se
genbmica, inicialmente aplicada ao estudo de genomas completos e parciais de diversos
microrganismos, plantas e animais, e cada vez mais utilizada para a prospec¢édo de genes
em diversas espécies (ARAUJO, 2006).
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Analise Genémica é o termo atribuido a todo e qualquer estudo que envolve o
genoma. Este é o material genético dos organismos, constituido pelo DNA (Acido
Desoxirribonucleico) ou RNA (Acido ribonucleico) o qual é transmitido & sua prole. O
objetivo da genébmica é compreender a organizacdo dos genes, a informacédo genética e
como este determina a sua funcdo. Desse modo, a gendémica permite estudo de questdes
complexas da biologia molecular dos seres vivos como, por exemplo, a manifestacdo de
fendtipos de acordo com diferentes ambientes (SATOH, 2014).

A partir dos anos 70, o isolamento das primeiras enzimas de restricdo, bem como
0 sequenciamento inicial das moléculas de DNA, deu inicio da Era Genémica. O
aprimoramento de técnicas de sequenciamento, o surgimento de diferentes métodos de
clonagem, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), bem como o desenvolvimento de
novos marcadores moleculares, possibilitou a crescente capacidade da analise de dados
do genoma (ARAUJO, 2006). Dentre estas novas técnicas, vale ressaltar os marcadores
moleculares, pois tem sido empregado com sucesso na analise genética de plantas, na
caracterizacdo da variabilidade genética entre os individuos, no mapeamento genético e
na selecdo de caracteres especificos superiores, bem como a insercdo de genes de
resisténcia em cultivares comerciais, principalmente tolerante a fitopatdgenos
(BECKMANN et al., 2007; RESENDE&SILVA, 2001).

Os marcadores moleculares sdo qualquer fen6tipo molecular oriundo de um gene
ou de um segmento especifico de DNA capaz de diferenciar um ou mais individuos
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA,1998). Os distintos tipos de marcadores moleculares,
hoje disponiveis, diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade em
nivel de DNA, variando quanto a habilidade de detectar as diferengas entre individuos,
custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (MILACH,1999). Por conseguinte,
tais técnicas permitem um estudo mais complexo de caracteristicas de importancia
relacionadas aos fatores genéticos, tanto para auxiliar a programas de melhoramento
genético, quanto em estudos de diversidade genética, analise de pureza genética de
sementes, analises filogenéticas, bem como identificacdo precisa de espécies (LANZA,
GUIMARAES & SCHUSTER, 2000).
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2.4.1 MARCADORES GENES ESPECIFICOS NA DETECCAO Macrophomina
phaseolina

Marcadores genes especificos consistem em sequencias de primers oriundas de
um gene especifico de uma determinada espécie, os quais permitem a identificacdo
precisa deste organismo (SARPELEH, CHERAGHALI, RAZAVI, 2012). A utilizacédo
destes marcadores moleculares sdo uma ferramenta de suma importancia para analises
gendmicas, pois a versatilidade e sensibilidade da PCR proporcionam diversas
alternativas de analises como, por exemplo, a capacidade de comparar-se regioes
conservadas do DNA nos individuos (ARRIEL et al., 2009).

Vérias regides do genoma sdo alvos para criacdo de primers especificos, como
regides da sequéncia do DNA ribossomal (DNAr), que apresentam os genes 18S, 5.8S e
28S, que correspondem a sequéncias conservadas entre inimeras espécies, bem como a
utilizacdo das sequéncias do DNA denominadas de Espacadores internos transcritos (ITS-
Iternal Transcribed Spacer), que sdo importantes no desenvolvimento do RNAr funcional
(PICO et al., 2008). Dessa forma, inimeras pesquisas selecionam primers baseados em
regides conservadas do DNA, como o0 gene 5.8 S, para deteccdo precisa de uma
determinada espécie.

Babu et al., (2007) desevolveram primers genes especificos para o fitopatdgeno
Macrophomina phaseolina, revelando a eficacia da técnica para diagnostico molecular de
forma precisa e confiavel. Estudos realizados por Leyva-Mir et al. (2015), diagnosticaram
por meio de analises moleculares a presenca do fungo Macrophomina phaseolina em
cultivos de cana de acucar no México atraves primers genes especificos.

Tais pesquisa demostram que as técnicas moleculares sdo ferramentas eficientes
na deteccdo de fitopatdgenos, assim como sua importancia para detec¢do precoce e

confiavel de patdégenos em plantios.

2.5 ANALISE PROTEOMICA

Para a compreensdo sobre a funcdo do genoma em um organismo, é essencial
conhecer ndo sé quais genes sdo expressos, mas também quais sdo os produtos (proteinas)
estdo sendo expressos e quais condicdes estas estdo sendo sintetizados em determinados
tecidos. As proteinas sdo macromoléculas formadas por uma ou mais cadeias de

aminoacidos e comp@e as principais funcdes celulares, sendo capazes de orquestrar
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inlmeras processos, como a expressdo de genes, transporte de moléculas, catalisar
reacOes metabolicas e promover respostas a estimulos (BINNECK, 2004; DIAS, et. al,.
2007).

Anaélise protedmica tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas, suas
funcBes, seus niveis de expressdo, interacdes entre proteinas e Sseus mecanismos
regulatérios em determinadas condicdes fisioldgicas. Para este estudo, utiliza-se técnicas
de separacgéo e identificacdo, tais como eletroforese, cromatografia, espectrometria de
massas e bioinformatica (HEIN et al., 2013), tornando-se ferramentas auxiliar a novas

descobertas de alvos terapéuticos e moléculas bioativas (SCHWARTZ, et al., 2017).

A protebmica apresenta maior quantidade de variaveis, devido a grande
diversidade quimica das proteinas e interconectividade destas em complexos e redes de
sinalizacdo, as quais estdo sujeitas a variacbes conforme o tempo e 0 espaco
(ALTELAAR, MUNOZ, HECK, 2012). Dessa forma, mediante a diversidade e a
complexidade proteica, pesquisa nessa area requer ferramentas analiticas com alta
seletividade, resolucéo e sensibilidade (POMASTOWSKI, BUSZEWSKI, 2014).

Para andlise protebmica a extracdo proteica € a etapa primordial para o
procedimento analitico, pois afinal deste requer proteinas de excelente qualidade e sem
contaminantes, para que ndo interfira nas etapas subsequentes de alta precisdo
(NEBRICH et al., 2009). Quando esse processo se dar com amostras de plantas, requer
condicdes rigorosas de extracdo em virtude da robustez da parede celular, abundante
quantidade de metabdlitos secundarios como compostos fendlicos, terpenos, pigmentos,
polissacarideos e acidos organicos (HERBERT, 1999). Ja a etapa de separacdo, pode ser
realizada por diferentes técnicas, como a eletroforese bidimensional (2DE),
cromatografia liquida e por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (DAHER et al., 2010).

A SDS-PAGE é uma técnica comumente utilizada para obter a separacdo de
misturas complexas proteica. O método incialmente desnatura as proteinas que irdo
submeter a eletroforese, utilizando o agente principal dodecil sulfato de sodio, este
detergente anidnico se agrega em locais da proteina, transmitindo carga negativa
proporcional a sua massa, assim induz a desnaturacdo reconstrutiva, formando uma

conformacdo de mistura de a-hélice e espiral aleatdria. Este passo € seguido por
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eletroforese em gel de poliacrilamida, formado por uma solucdo de acrilamida e bis-
acrilamida para sua polimerizacéo, formando polimeros lineares e ligacBes cruzadas entre
as cadeias poliacrilamida, respectivamente. Assim, formar-se uma matriz porosa que
separa as proteinas com excelente resolucdo com base na massa molecular
(NOWAKOWSKI, WOBIG, PETERING, 2014; SIMPSON, 2003).

Vale ressaltar que a quantidade de ligagdes cruzadas controla o tamanho dos poros
do gel, determinando o intervalo da massa molecular das proteinas que serdo separadas
no gel. Em virtude disso, quanto maior o nimero de liga¢cdes cruzadas aumenta a
separacdo de proteinas tanto com baixa e alta massa molecular. Para a visualizacdo das
proteinas no gel de poliacrilamida devem ser coradas com Nitrato de prata ou solucao
contendo azul de Coomassie, no qual ira permitir a deteccdo das proteinas na ordem de
0,1 ug (EMIDIO et al., 2015).

Silva&Souza (2009) analisaram proteinas totais de folhas e raizes de Piper
tuberculatum, pimenta-do-reino, através da eletroferese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e observaram padrdes diferenciados de bandas em extratos proteicos de folhas e
raizes. De forma semelhante, Srivastava et al., (2014), diagnosticaram a diversidade
genética e protedbmica de dez genoétipos de espécies de cabacas (Lagenaria siceraria),
também conhecida como abdbora-d'agua, através de analises moleculares com o0s
métodos de SDS-PAGE e marcadores RAPD.

Portanto a analise protebmica tem se tornado uma ferramenta valiosa para elucidar
inimeros processos bioldgicos de diferentes espécies que até o momento nao foram
compreendidos pela ciéncia, bem como auxiliar na descoberta de novas moléculas
bioativas (OVERALL, 2014). Além disso, a protedmica aplicada na area vegetal € uma
ferramenta eficaz para andlise das respostas a fatores bidticos e abidticos, estado
fisioldgico da planta e inimeros processos especificos bioldgicos, bem como no auxilio

de desenvolvimento de cultivares melhoradas (EMIDIO et al., 2015).
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CAPITULO 2

DIAGNOSTICO MOLECULAR DO FITOPATOGENO Macrophomina
phaseolina ASSOCIADO A CULTURA DA MELANCIA

RESUMO. A podridao de carvao, causada pelo fungo, Macrophomina phaseolina, ¢ uma
doenca de grande importancia agricola, devido este patdogeno afetar inimeras espécies e
ter ampla distribui¢ao global, causando perdas significativas na produgdo agraria. O
objetivo da presente pesquisa foi realizar o diagnostico molecular do fitopatdgeno em
cultivos de melancia, através da técnica de PCR com primers genes especificos MpKF1
e MpKRI. Sete areas produtoras do Rio Grande do Norte-RN foram coletadas amostras
de folhas e raizes no final do ciclo de plantio em melancia, nos quais foram extraidos seus
respectivos DNA, através do método CTAB. Apds a extragdo as amostras foram
quantificadas e ajustadas para realizagdo da PCR com os primers genes especificos.
Desse modo, foi possivel diagnosticar a presenca do referido patdgeno em amostras de
raizes de todas a areas coletadas, gerando amplicons dentro da faixa esperada de 350pb.
No entanto nenhuma das folhas revelou presenca do patdégeno. A detecgdo precoce e
diagnoéstico do fitopatogeno M. phaseolina em raizes de melancia auxilirar aos
agricultores a direcionar para que se adote medidas de controle e gerenciamento de
doengas.

Palavras-chave: Citrullus lanatus, genes-especificos, PCR, podriddo de carvédo
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MOLECULAR DIAGNOSIS OF PHYTOPATOGEN Macrophomina faseolina
ASSOCIATED TO CULTURE OF MELANCIA

ABSTRACT. The charcoal rot, caused by the fungus, Macrophomina phaseolina, is a
disease of great agricultural importance, properly this patogeno to affect countless sorts
and to have spacious global distribution, causing significant losses in the agrarian
production. The objective of the present inquiry carried out the molecular diagnosis of
the fitopatogeno in cultivos of watermelon, through the technique of PCR with primers
specific genes MpKF1 and MpKR1. Seven Rio Grande do Norte-RN producing areas
were sampled from leaves and roots at the end of the planting cycle in watermelon, in
which their respective DNA was extracted using the CTAB method. After extraction the
samples were quantified and adjusted for PCR with primers specific genes. Thus, it was
possible to diagnose the presence of this pathogen in samples of roots of all the collected
areas, generating amplicons within the expected range of 350 bp. However not of the
leaves revealed presence of the pathogen. Early detection and diagnosis of phytopathogen
M. phaseolina in watermelon roots will help farmers to direct measures to control and
manage diseases.

Key words: Citrullus lanatus, specific-genes, PCR, charcoal rot.
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INTRODUCAO

A podriddo do colo, também conhecido como podriddo de carvdo, € uma das
principais doencas causadas por fitopatdgenos habitantes do solo, ocasionada pelo fungo
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. Este patdogeno € pertencente ao filo
Ascomycota, primariamente de natureza do solo, com especificidade heterogénea de
hospedeiro, capaz de infectar uma gama de espécies de plantas, sementes, restos de
culturas. O fungo causa lesbes profundas e irregulares que se estendem em dire¢cdo aos
hipocdtilos (parte do caule da plantula situada entre o ponto de insercao dos cotiledones
e aquele em que tem inicio a radicula) e superficies radiculares, e a medida que as lesdes
se aglutinam, formam manchas maiores nos ramos ou na planta inteira, levando a
senescéncia prematura e a morte das plantas (GUPTA, SHARMA, RAMTEKE, 2012;
KAUR et al., 2012).

M. phaseolina apresenta mais de 680 espécies de plantas hospedeiras, provocando
danos em varias culturas como feijao comum (Phaseolus vulgaris), meldo (Cucumis melo
L.), melancia (Citrullus lanatus), soja (Glycine max), bem como pode estar associado a
plantas daninhas como hospedeiras facultativas (KAUR, et al., 2012; SALES JUNIOR,
etal., 2012). Fujinaga, et al., (2002) relatou a presenca de Macrophomina phaseolina, em
plantios de melancia na regido do Japdo, com sintomas de raizes podres, gerando perdas
na producdo, o qual demonstrou-se como uma doenca de relevancia para a producao

agricola.

Desse modo, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas que auxilie no
manejo e controle de patdgenos que acometem o cultivo de melancia. Assim, o estudo de
identificacdo a nivel molecular € uma ferramenta Gtil para o diagndstico precoce e preciso
da presenca de fitopatdgenos, tornando-se um aspecto importante na agricultura para
desenvolver e implementar diversas estratégias de gerenciamento de doencas. Visto que,
a falta de precisdo e sensibilidade das técnicas com base em estudos morfoldgicos, tem
incentivado o desenvolvimento de analises moleculares, que podem auxiliar 0s mesmos
(OVERALL, 2014; LEYVA-MIR et al. 2015).

Dentre as tecnologias aplicadas nesta area, destaca-se a PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase), tal ferramenta, faz uso dos marcadores moleculares utilizando primers

genes especificos, onde tém revelado eficacia na deteccdo confiavel de patdgenos que
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acometem diferentes espécies com potencial agricola. A PCR é versétil e sensivel,
proporcionando a possibilidade de se comparar regido do DNA genémico das sequencias
conservadas nos individuos (SARPELEH, CHERAGHALI, RAZAVI, 2012; OVERALL,
2014). Babu et al., (2007) desenvolveram sequencias de primers especificos para o
fitopatdgeno Macrophomina phaseolina, baseados em regides conservadas ITS (Iternal
Transcribed Spacer) do DNA, adjacente ao gene 5.8 S, da espécie, primers MpKFI e
MpKRI, revelando a eficacia da técnica para diagndstico molecular de forma precisa e
confiavel.

Considerando os problemas fitossanitarios causado pelo fungo M. phaseolina a
na cultura da melancia, e a crescente necessidade de estratégias ao controle e manejo de
doencas com potencial agricola, objetivou-se neste estudo diagnosticar a nivel molecular

a presenca deste patdgeno em cultivos comerciais de melancia no RN.

MATERIAL E METODOS

a) Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal e no
Laboratorio de Fitopatologia Il do Departamento de Ciéncias Agrondmicas e Florestais
da Universidade Federal Rural do Semiarido — UFERSA, localizados no municipio de
Mossoré-RN.

b) Coleta do material vegetal

Foram identificadas sete areas no RN, sendo trés &reas em Baralna, trés areas em
Caralbas e uma area em Ipanguacu, com plantio de melancia ao final do seu ciclo de
producdo nas quais coletou-se amostras de raizes e folhas. O objetivo de coletar as folhas
foi para ser controle negativo, ja que o fungo predomina em raiz e colo. Apoés isso, as
amostras foram conduzidas para o laboratério de Biotecnologia Vegetal da UFERSA para
desinfestacéo e armazenamento a — 4°C até o0 momento de serem utilizados para extragdo
de DNA vegetal.
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c) Extracéo e quantificacdo do DNA

O DNA das raizes e folhas de melancia coletados nas &reas produtoras foram
extraidos a partir do protocolo desenvolvido por Doyle; Doyle (1990), com modificacdes.
Cerca de 150mg do material vegetal foi macerado com nitrogénio liquido e transferidos
para microtubos estéreis de 2 mL. O tampéo de extracdo foi preparado contendo 10mL
(Tris-HCI 100Mm pH 8, NaCl 1,4M, EDTA 20mM, CTAB 2%, PVP 1%, B-
mercaptoetanol 0,2%, agua Miliq) e logo apods pipetou-se 800 upL desse tampdo de
extracdo, o qual colocou no microtubo. Estes foram vertidos 20 vezes e colocados em
banho-maria & temperatura de 60 °C durante 40 minutos, sendo agitados a cada 10
minutos. Em seguida foram adicionados 800 puL. de uma mistura de Cloroformio e alcool
isoamilico (24:1) nos microtubos, os quais foram vertidos e centrifugados a 10.000 x g,
durante 10 minutos e, em seguida, transferido a fase superior (aquosa) para novo
microtubo, sendo esta etapa, repetida mais uma vez. Logo apds, adicionou-se a fase
aquosa 2/3 de isopropanol gelado, homogeneizando a solucéo até a formacao do pellet.
As amostras foram colocadas em congelador a -20° por 2h/over night e posteriormente
foram centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos e em seguida descartou o
sobrenadante. Para limpeza do pellet, adicionou-se 1 mL de etanol 70% no microtubo,
em seguida foram centrifugados a 10.000 x g durante 5 minutos, descartando o
sobrenadante. Em seguida adicionou-se 1 mL de etanol 90% aos microtubos, os quais
foram centrifugados novamente a 10.000 x g durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado novamente, deixando apenas o pellet no microtubo. As amostras foram
colocadas para secar a temperatura ambiente, e logo apés, adiciona-se 45 uL de agua
ultrapura e 5 uL RNAse (10pg/mL) nos microtubos, os quais foram incubados a 37 °C
em banho-maria por 30 minutos.

A quantificacdo do DNA foi realizada em géis de agarose a 1% (p/v) corados com
brometo de etidio (0,5ug/mL), submerso ao tampdo TBE 1X, com separagdo
eletroforetica de 30 minutos a 110 volts e apés fotografados sob luz ultravioleta para

analise de sua integridade.

d) Amplificacdo e andlise de fragmentos especificos



33

Sequencias de primers especificos para Macrophomina phaseolina, baseados em
regides conservadas ITS do DNA, adjacente ao gene 5.8 S, da espécie, primers MpKFI
(5’-CCGCCAGAGGACTATCAAACS3-) e MpKRI (5°-
CGTCCGAAGCGAGGTGTATT-3") desenvolvidos por BABU e colaboradores (2007),
foram utilizados em reacdo de PCR. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um
volume total de 20 pL por amostra, contendo 2pL Buffer (10X), 2uL de dNTPs (2mM),
1 U Taq DNA polimerase, 1,2uL primer MpKFI (5pmol), 1,2pL primer MpKRI (5pmol),
2uL DNA 10ng e 11,4uL agua Milig. Apos foram amplificadas em termociclador de
acordo com o seguinte programa: 94°C por 1 min + 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 62,4°C
por 30 seg, 72°C por 45 seg, extensdo final de 72°C por 5 min e redugéo a 15°C. Os
produtos da PCR foram misturados com 2ul azul de bromofenol (corante) e analisados
por eletroforese em gel 1,5% contendo 1ug/ml de brometo de etidio. A corrida foi
realizada a 110V por 70 min. Em seguida o gel foi registrado em fotodocumentador com
luz ultravioleta (UV). O tamanho dos fragmentos foi comparado com o padréo de peso

molecular DNA Ladder e analisado para obtencéo dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 representa area 1 com plantio de melancia na localidade de Caraubas-
RN.
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"~ Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 1: Area com plantio de melancia — Caraibas/RN

Das 70 amostras coletadas foi possivel extrair o DNA de 63 amostras, em

quantidade suficiente para as posteriores analises. A imagem 2 e 3 mostras os perfis de

quantificacdo da extracdo de DNA das areas coletadas 1, 2, 3 e 7. O material genético

quantificado de todas as areas obteve concentragdes de DNA entre 10 a 100ng.

AREA 1
F1 F2 F3 F4 F5

AREA 2

R1 R2 R3 R4 RS

AREA 2
BENRSCUFT F2 F3 F4 F6

[ —

-y

8

AREA 3

F1 F2 F3 F4 F5 R1 R2 R3 R4 RS
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Figura 2: Quantificagdo em gel de agarose 1% de amostras de DNA de raizes e folhas coletados de areas
1,2 e 3 produtoras de melancia. Os pogos de F1 a F5 — amostras de folhas e R1 a R5 - amostras de raizes
da regido de Baratna-RN.

Figura 3: Quantificagdo em gel de agarose 1% de amostras de DNA de raizes e folhas coletado da &rea 7
produtora de melancia. Os pogos de F1 a F5 — amostras de folhas e R1 a R5 - amostras de raizes da regido
de Ipanguacu-RN.

Apartir das amostras de folhas e raizes, amplificou-se por PCR com os primes
especificos para espécie de M. phaseolina apenas as amostras de raizes. A figura 4 e 5
pode-se observar perfis de amplificacdo do DNA gendmico de folhas e raizes coletados
da area 1 e 2 da regido de Barauna-RN. Desse modo, pode-se afirmar que foi
diagnosticado a presenca do referido patégeno na regido da raiz de todas as areas
coletadas. No entanto, nenhuma das folhas tinha a presenca do patégeno. Isto evidencia
que o fungo predomina comumente na regido da raiz e do colo da planta (GUPTA;
SHARMA; RAMTEKE, 2012), tornando-se estas partes com potencial para o diagnostico

molecular.
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AREA 1 AREA2

M RI R2 R3 R4 RS F1 F2 F3 F4 F5 Rl R2 R3 R4 RS

Figura 4: Perfis de amplificagdo do DNA genémico de folhas e raizes coletados da area 1 e 2 da regido de
Baratna-RN. F1 a F5 — amostras de folhas e R1 a R5 — amostras de raizes. C+: controle positivo a partir
do DNA do fungo M. phaseolina. M: marcador molecular de peso molecular DNA Ladder (100pb).

Area7
M F1 F2 F3 F4 | 5 X R1 R2 R3 R4 RS C+

Figura 5: Perfis de amplificacdo do DNA gendmico de folhas e raizes coletados da area 7 da regido de
Ipanguacu-RN. F1 a F5 — amostras de folhas e R1 a R5 — amostras de raizes. C+: controle positivo a partir
do DNA do fungo M. phaseolina. M: marcador melucar de peso molecular DNA Ladder (100pb).

Os amplicons foram gerados dentro da faixa esperada de 350pb, visto que 0s
iniciadores foram projetados a partir de sequéncias conservadas da regido ITS e podem
ser usados para a identificacdo da espécie supracitada mesmo nas concentracdes baixa de
DNA. Dessa forma, o resultado exposto acima é um forte indicio de confirmacéo da
presenca do fungo na amostra avaliada, evidenciando assim a eficacia da técnica de
diagnostico molecular, e as suas vantagens de ser um método mais rapido, especifico e
confiavel (KAUR et al., 2012; BABU, et al., 2007)
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Estudos realizados por Leyva-Mir et al. (2015), diagnosticaram por meio de
andlises moleculares a presenca do fungo M. phaseolina em cultivos de cana de agUcar
da regido do Meéxico através primers genes especificos. Também Khan et al., (2017)
identificaram a nivel molecular e caracterizaram geneticamente linhagens de M.
phaseolina em espécies de girassol e gréo de bico, confirmando a presenca deste patdégeno
e também a variacdo genética entre os isolados. Biswas et al., (2013) desenvolveram um
protocolo de extracdo de DNA e PCR primers genes especifico padronizado capaz de
detectar o patdgeno M. phaseolina em sementes de junta (Corchorus olitorius). Ja
Petkar e Ji (2017) identificaram em sementes de melancia a presenca do fungo Fusarium
oxysporum através de ferramentas moleculares.

E importante destacar a necessidade da identificacio adequada de M. phaseolina,
uma vez que esta espécie fitopatogénica apresenta ampla distribuicdo global e causa
perdas em culturas de grande importancia agricola, particularmente em ambientes
semiaridos. Ademais, a deteccdo precoce e diagndstico adequado de patdgenos € um
aspecto fundamental na agricultura, para desenvolver e implementar vérias estratégias de
gerenciamento de doengas. A falta de precisdo e sensibilidade das técnicas com base em
estudos morfoldgicos tem incentivado o desenvolvimento de técnicas moleculares, que
podem auxiliar os mesmos (LEYVA-MIR et al. 2015).

Portanto, os métodos baseados em PCR aqui desenvolvidos podem simplificar
o diagndstico de doencas de plantas e 0 monitoramento de patégenos, bem como orientar
0 manejo de doengas de plantas.

CONCLUSAO

Hé a presenca de M. phaseolina em plantios comerciais de melancia localizadas no

RN, confirmadas a partir do uso de analises moleculares.
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CAPITULO 3

ANALISE PATOGENICA E PROTEOMICA DO FITOPATOGENO
Macrophomina phaseolina ASSOCIADO A CULTURA DE MELANCIA

RESUMO. A melancia (Citrullus lanatus) apresenta grande expressdo econdmica
nacional e mundial, e se destaca entre as demais cucurbiticeas. O Brasil ocupa o 4° lugar
no racking dos paises maiores produtores de melancia, e esta € uma das principais
olericolas mais cultivada no pais. No entanto, sua produgdo pode ser reduzida devido a
acao de fitopatdgenos, como é o caso de Macrophomina phaseolina, responsavel pela
doenca podriddo de carvao. Os objetivos deste trabalho foram simular o estresse biotico
da interacéo planta-patdgeno e avaliar a sua patogenicidade, bem como avaliar o perfil
eletroforético de proteinas diferencialmente expressas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2 + 2, sendo dois gendtipos, dois
isolados do patdgeno e duas testemunhas, adotando-se seis plantas por tratamento e a
repeticdo representa por 6 plantas. Para o teste de patogenicidade foram avaliados a
severidade da doenca através de escala de notas e 0 comprimento da leséo utilizando uma
régua milimétrica. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade. O perfil eletroforético de proteinas foi avaliado
através da SDS-PAGE em géis 12,5% de acrilamida e ap0s analisados visualmente por
imagem dos geis. A partir dos dados obtidos foi possivel observar que todas as plantas
apresentaram sintomas de podriddo de carvao. Ja os perfis eletroforéticos evidenciaram
seis bandas de proteinas diferencialmente expressas, onde o material proteico das raizes
apresentaram maior diferenciacdo, em relacdo aos de caule. A compreensdo dos
mecanismos resisténcia da interacdo planta-patdgeno, como cultivares de melancia
associado ao patégeno M. phaseolinha, faz-se relevante para o desenvolvimento futuro
de cultivares resistentes a fitopatdgenos para a producéo agricola.

Palavras-chave: Citrullus lanatus, SDS-PAGE, podriddo de carvéo.
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PROTEOMIC AND PATHOGENIC ANALYSIS OF THE INFLUENCE OF
PHYTOPATHOGEN Macrophomina phaseolina THE WATERMELON
CULTURE

ABSTRACT. The watermelon (Citrullus lanatus) presents great national and world
economic expression, and stands out among the other cucurbitaceae. Brazil occupies the
4th place in the racking of the major countries producing watermelon, and this is one of
the most widely cultivated olive groves in the country. However, their production may be
reduced due to the action of phytopathogens, as is the case of Macrophomina phaseolina,
responsible for the disease of coal rot. The objectives of this work were to simulate the
biotic stress of the plant-pathogen interaction and to evaluate its pathogenicity, as well as
to evaluate the electrophoretic profile of differentially expressed proteins. The
experimental design was completely randomized in a 2 x 2 + 2 factorial scheme, with two
genotypes, two isolates of the pathogen and two controls, six plants per treatment and the
replicate represented by 6 plants. For the pathogenicity test, the severity of the disease
was evaluated through a scale of notes and the length of the lesion using a millimeter
ruler. Data were analyzed by Kruskal-Wallis non-parametric test, at a 5% probability
level. The electrophoretic profile of proteins was evaluated by SDS-PAGE on 12.5%

acrylamide gels and after visual analysis of the gels. From the data obtained it was
possible to observe that all the plants showed symptoms of coal rot. On the other hand,
the electrophoretic profiles showed six bands of differentially expressed proteins, where
the protein material of the roots showed greater differentiation than those of the stem. The
understanding of resistance mechanisms of plant-pathogen interaction, such as
watermelon cultivars associated with the M. phaseolinha pathogen, is relevant for the
future development of phytopathogen resistant cultivars for agricultural production.

Key words: Citrullus lanatus, SDS-PAGE, charcoal rot.
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INTRODUCAO

A Melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai] € membro da familia das
Cucurbitaceas, que inclui varias espécies de grande importancia econémica como o melao
(Cucumis melo L.), abobdra (Cucurbita moschata) e pepino (Cucumis sativus)
(NASCIMENTO et al., 2011). E considerada umas das principais frutas em volume de
producdo mundial, sendo destaque os paises como a China, Ird, Turquia e Brasil como
seus maiores produtores. O Brasil ocupando o 42 lugar no ranking, produz 2.314,700
milhGes de toneladas colhidas de frutos, visto que seu cultivo esta presente na maioria das
regibes brasileiras (FAO, 2018).

No Nordeste brasileiro, o estado do Rio Grande do Norte (RN) corrobora
significativamente para a produgdo regional de melancia da regido, onde seus maiores
produtores sdo os municipios de Tibau, Apodi, Baraina e Mossoré (IBGE, 2018). No
entanto, a intensa exploracdo comercial da cultura enfrenta muitos problemas
fitossanitarios. Dentre esses problemas destaca-se doengas acometidas por agentes

fangicos, como é o caso do fitopatdgeno Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

Este patdgeno afeta inUmeras espécies e tem ampla distribuicdo global, causando
perdas significativas na producdo agricola devido, principalmente, a reducdo na
produtividade e na qualidade dos frutos. M. phaseolina é um dos agentes causadores da
podriddo do colo, também chamado de podriddo de carvdo, € primariamente de natureza
do solo, com especificidade heterogénea de hospedeiro, causando lesdes profundas e
irregulares que se estendem em dire¢do aos hipocotilos e superficies radiculares, levando

por fim a senescéncia prematura e a morte das plantas (KAUR, et. al., 2012).

Durante os estagios iniciais da patogénese, o micélio penetra na epiderme da raiz
e fica restrito aos espacos intercelulares do cortex das raizes primarias.
Consequentemente as células adjacentes entram em colapso, podendo levar a morte das
plantulas infectadas. Durante o florescimento, hifas do fungo crescem intracelularmente
através do xilema e formam microesclerodios (estruturas de resisténcia) que blogueiam
0S vasos e causam a ruptura das células do hospedeiro (GUPTA, SHARMA, RAMTEKE,
2012; KAUR et al., 2012).
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A analise protedmica aplicada na area vegetal tem se tornado uma ferramenta
valiosa para elucidar inimeros processos bioldgicos, como respostas a fatores bidticos e
abioticos, estado fisioldgico da planta, bem como no auxilio de desenvolvimento de
cultivares melhoradas (EMIDIO et al., 2015). A técnica de eletroforese desnaturante em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), fornece a compreensdo preliminar dos sistemas
bioldgicos a respostas de fatores ambientais, como o estresse causado pela interagdo
planta-patdgeno, visto que inimeras proteinas estdo envolvidas no processo de defesa da
planta, o qual pode subsidiar o desenvolvimento de futuros programas de melhoramento
genéticos de cultivares (ALTELAAR; MUNOZ; HECK, 2013).

Desse modo, os objetivos deste trabalho foram simular o estresse bidtico da
interacdo planta-patdégeno e avaliar a sua patogenicidade, bem como avaliar o perfil

eletroforético de proteinas diferencialmente expressas.

MATERIAL E METODOS

a) Material vegetal - semeadura dos cultivares de melancia

Inicialmente 20 sementes de cada cultivar comercial de melancia, Crimson Sweet
e Charleston Gray (figura 1), foram desinfestadas em hipoclorito de sédio a 1% e duas

lavagens sucessivas com agua destilada.

Tradicional

Tradicional Reso.LiC : 7 Hortalicas
Hortalicas g

S A b

Figura 1: Sementes de cultivares comercial Charleston Gray e Crimson Sweet.
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Estas foram colocadas em placas de Petri e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés
a incubacdo, as sementes ficaram dispostas em bancadas por 7 dias com incidéncia a

luminosidade (figura 2).

Figura 2: Germinagao das sementes das cultivares Crimson Sweet e Charleston Gray apo6s trés dias de
semeio.

Apos esse periodo, as sementes germinadas foram semeadas em vasos plasticos
de 2L contendo uma proporcao de 2:1 de areia e substrato Tropstrato. Os vasos foram
colocados em casa de vegetacdo e regadas uma vez ao dia durante 45 dias. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2 + 2,
sendo dois genotipos, dois isolados do patdgeno e duas testemunhas, adotando-se seis

plantas por tratamento e a repeticdo representada por 6 plantas (figura 3).
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Figura 3: Esquema ilustrativo do delineamento experimental.

b) Obtencdo do fungo e preparo do in6culo

Os isolados de Macrophomina phaseolina oriundo de cultivos de melancia,
CMM-4736 (isolado mais virulento) e CMM-4754 ( isolado menos virulento), foram
cedidos pelo Laboratério de Fitopatologia Il da UFERSA-Campus Mossord/RN,
oriundos da colecdo Prof. Maria Menezes. O método empregado para inoculacédo foi o do
palito de dente infestado com o fungo de acordo com MEDEIROS et al., (2015), com
modificacbes. Para esta técnica, os dois isolados foram previamente repicados,
separadamente, para o meio de cultura contendo Batata Dextrose Agar (BDA) +
tetraciclina (0,05 g/L) e mantidos em estufa tipo D.B.O. (demanda biologica de oxigénio)
a 28 °C por sete dias. Pontas de palitos de dentes com cerca de 1,5cm foram inseridas
verticalmente em um disco de papel filtro com o mesmo didmetro da placa de Petri, no
qual foram esterilizados a 121°C, por 30 minutos duas vezes, com um intervalo de 24h
entre cada processo. Posteriormente, verteu-se meio de cultura BDA, deixando expostos
cerca de 2 mm da extremidade dos palitos. Apos a solidificagdo do meio, foram repicados
quatro discos de 0,5 mm de diametro e incubados por sete dias em estufa B.O.D a 28°C
para a completa colonizacgdo dos palitos. Os palitos sem o indculo foram utilizados como

testemunha.
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c) Inoculacdo do fungo nas plantas

Apds 30 dias, tempo suficiente para obtencdo da quantidade minima da amostra
vegetal para as analises protedmica, da semeadura na casa de vegetacao foi realizado a
inoculacdo artificial dos fungos nas cultivares comerciais de melancia. Os palitos
colonizados com o fungo foram inseridos no colo da planta, na altura de
aproximadamente 0,5 cm do solo e ficou por 15 dias na casa de vegetacdo para avaliagdo

dos sintomas (figura 4).

Figura 4: Cultivar Crimson Sweet apresentando sintomas de podriddo do colo. Seta indica o local da
manifestacdo da doenca.

d) Analise da patogenicidade

Retirou-se as plantas da casa de vegetacdo apos 15 dias da inoculagéo, e avaliou-
se a severidade da doenga e comprimento da lesdo. Para a avaliagdo da severidade da
doenca, utilizou-se a escala de notas descrita por Ravf e Ahmad (1998), onde: 0 — néo
assintomatico; 1: menos que 3% dos tecidos infectdados; 2: 3 a 10% dos tecidos
infectados; 3: 11 a 25% dos tecidos infectados; 4: 26 a 50% dos tecidos infectados e 5:
mais de 50% dos tecidos infectados. O comprimento da lesdo foi avaliado com régua
milimétrica. Os dados obtidos foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade por meio do programa PAST versao2.17b.



47

e) Extracdo das proteinas

Foram testados trés diferentes métodos de extracdo de proteinas para as amostras
em estudo. Cada procedimento de extracdo de proteinas foi realizado em quatro replicatas

bioldgicas.

Meétodo 1 - TCA/acetona modificado

O método foi baseado na metodologia descrita por Shen et al. (2002) com
modificagdes. O material pulverizado foi ressuspendido em 1,5 mL de tampé&o de extracdo
contendo Tris-HCI 40 mM (pH 7,5), Polivinil polipirrolidona (PVPP) 0,2% (m/v),
sacarose 250 mM, EDTA 10mM, triton X-100 1% (v/v), PMSF 1 mM e 3-mercaptoetanol
2% (v/v). A amostra foi mantida sob agitacdo constante em gelo por 2 horas seguido de
centrifugagédo a 12.000 g a 4 °C por 15 minutos, sendo o sobrenadante transferido para
um novo tubo e acrescentando-se mais 1,5 mL do tampéo de extragdo. Centrifugou-se
novamente a 12.000 g a 4 °C por 15 minutos e o sobrenadante foi novamente transferido
a um novo tubo ao qual foram acrescentados 1,5 mL de solucdo 10% de 4&cido
tricloroacético (TCA) em acetona. O material foi incubado a -20 °C por 12 horas. Em
seguida, o material foi centrifugado nas mesmas condi¢des descritas acima e lavado por
trés vezes com solucdo de 10% de TCA/acetona e uma vez em etanol 80%. O precipitado

foi seco, apos solubilizado em tampdo de 7M ureia, 2M tiureia e armazenado a -20 °C.

Método 2 - Ureia

O método foi descrito por Vasconcelos et al., (2005) e Silva & Souza (2009), com
modificacdes. Cerca de 250mg do tecido foi adicionado 1mL de tampé&o uréia (5M Ureia,
4% Triton X-100, 1 M R-mercaptoetanol, 50mM K>HPO4) e colocado no agitador 7°C
por 4 horas; centrifugado por 10.000 g por 40 minutos. Apds foi coletado o sobrenadante
e acrescentado solucdo de 10% de TCA/Acetona na propor¢ao 1 volume da amostra para
4 amostras de acetona/ TCA 10% e foi incubado no congelador por 8 horas (over-nigth)
para precipitacdo. Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 g por 20 minutos,
descartado o sobrenadante e realizado a lavagem do pellet com acetona gelada, apés
agitado vigorosamente e centrifugado a 10.000 g 5 minutos. Foi repetido mais uma vez o
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passo da lavagem e foi seco a vacuo no dessecador. Por fim, foi dissolvido as proteinas

em solucéo de ureia 7M mais tiureia 2M e estocado a frio.

Método 3 - Fenol

O meétodo foi baseado na metodologia descrita por Rodrigues et al., (2012). Amostras
pulverizadas (250 mg) foram ressuspendido em 0,8 mL de Tris-fenol saturado pH 8,0 e
com 0,8 mL de tampdo SDS [Tris-HCI 0,1 M pH 8,0, 2% de SDS, 5% de B-
mercaptoetanol, 30% de sacarose, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) ]. As
amostras foram vigorosamente submetidas a vértice 10 min e centrifugado a 16.000 g por
5mina4 °C, e acamada superior (0,5 mL) foi transferida para um novo tubo. As proteinas
foram precipitadas por 2 h a -20 °C com trés volumes de acetato de amoénio 0,1 M em
metanol gelado e depois foi centrifugado a 16.000 g para 5 min a 4°C. O pellet foi lavado
uma vez com Acetato de amonio 0,1 M em metanol gelado e uma vez com acetona 80%
v/ v gelado, seguido por secagem a vacuo. Os pellets de proteina foram solubilizados em

tampdo de 7M ureia, 2M tiureia e armazenado a -20 °C.

f) Quantificacdo de proteinas

A concentracdo dos extratos proteicos foi determinada pela metodologia segundo
Bradford, (1976). Foi adicionado 10pul do extrato bruto, 90ul de dgua destilada, e 1 mL
doreagente de Bradford. As amostras foram quantificadas em espectrofotometro de luz
visivel (Bioespectro SP-220) a 595 nm. A solucdo padrdo utilizada para o branco foi a
agua destilada. Os resultados obtidos de absorbancia para cada amostra, foram plotados
em uma curva de calibracdo obtida com leituras de diferentes concentracdes da albumina
bovina. Os dados de absorbancia inseridos nessa curva séo correlacionados com os dados

das solugdes padrdes dealbumina, determinando assim a concentracao das amostras.

g) Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada
segundo o protocolo descrito Brunelle & Green (2014), com modificagfes. Onde 20 pg
do extrato proteico de cada amostra foi desnaturada separadamente em tampé&o de amostra
(120mM Tris-HCI pH 6,8, 4% SDS, 20% Glicerol, 750mM B-mercaptoetanol, 0,05% azul
bromofenol) na proporcéo 2. A solugéo foi aquecida por 3 minutos em termociclador a
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94°C e aplicadas no gel de acrilamida, composto pelo stacking gel (gel de empilhamento)
a 4% e pelo main gel (gel principal ou gel de separacdo) a 12,5% e espessura de 1mm.
Para a corrida no gel, foi aplicada uma voltagem de 100V por 1h e 120V por 1h30min,
ao final as amostras foram coradas com azul de comassie brilhante (CBB) para
visualizacdo. As imagens dos géis foram obtidas usando o fotodocumentador com luz
branca. A detecc¢éo dos spots foi feita por comparagéo visual dos géis um a um, analisando
bandas reprodutivas diferencialmente encontradas entre os grupos controle e inoculado.
A massa molecular das proteinas foi estimada por comparacdo com os padrdes do
marcador de peso molecular Amershan ECL Rainbow Marker, que contém uma mistura
de proteinas individualmente coloridas de tamanho definido, variando de 225kDa a 12
kDa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de patogenicidade todas as plantas desenvolveram sintomas de podridao
do colo a apds a inoculacéo artificial. A figura 5 mostra a Cultivar Charleston Gray com
sintomas de podriddo do colo ocasionado por Macrophomina phaseolina apés 15 dias.
As maiores incidéncias de podriddo radicular foram observadas nos tratamentos
inoculadas com o isolado CMM-4736 para as duas cultivares, Crimson Sweet e

Charleston Gray. Nas testemunhas ndo foram observados sintomas da podridao do colo.

T
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3

Figura 5: Cultivar Charleston Gray com sintomas de podriddo do colo ocasionado por Macrophomina
phaseolina ap6s 15 dias. Destaque para &area com leséo no caule e apodrecimento das folhas.
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A severidade da doenca algancou os maiores niveis 4 e 5 de acordo com a escala
de notas, para as cultivares Crimson Sweet e Charleston Gray, respectivamente. Dessa
forma, a cultivar mais afetada pelo patogeno foi a Charleston Gray, demonstrando a maior
mediana dos dados em relacdo a severidade (Figura 6), e os demais tratamentos variou a

partir de 1, o qual corresponde a menos que 3% dos tecidos infectados.
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Figura 6: Dados obtidos a partir da escala de notas da severidade da doenca comparando as diferentes
cultivares Crimson Sweet e Charleston Gray com os isolados de Macrophomina phaseolina CMM-4736 e
CMM-4754,

Ja para analise do comprimento da lesdo, pode-se observar que o tratamento que
maior apresentou lesdo do patogeno foi Charleston Gray com o isolado CMM-4736
(Figura 8), com 5,4cm da regido do caule lesionado. Os demais tratamentos variou a partir
de 0,6 cm do comprimento da lesdo. De acordo analises ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos inoculados artifialmente, porém, comparando com os tratamentos

controle houve diferencas estatistica, conforme esperado.
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Figura 7: Dados obtidos a partir da medi¢do do comprimento de lesdo comparando as diferentes cultivares
Crimson Sweet e Charleston Gray com os isolados de Macrophomina phaseolina CMM-4736 ¢ CMM-
4754,

M. phaseolina tem sido um dos principais fungos isolados de raizes de plantas de
melancia e meldo em varias regides da América, Europa e Asia, como Texas e California
(Bruton et al. 1987; Aegerter e cols. 2000), Honduras e Chile (Bruton e Miller, 1997,
Jacob et al., 2013), Espanha (Garcia-Jimenez et al., 1993), Israel (Cohen et al., 2012) e
Ird (Salari et al. 2012), sendo a principal causa da reducdo drastica no cultivo de
cucurbitaceas em alguns desses paises (KRIKUN et al., 1982).

Além disso, varios estudos confirmaram a patogenicidade do fungo
Macrophomina phaseolina ao gerar podridao do colo em inimeras culturas, como feijéo,
meldo, melancia, soja, entre outras (KAUR et al., 2012). Porto e colaboradores (2018)
avaliando a patogenicidade em meldo com diversos fungos, incluindo M. phaseolina,
observaram que todos os patdgenos desenvolveram sintomas de podriddo radicular com
alta severidade, afirmando que a ocorréncia de doencas radiculares representa uma das
principais causas de perda de rendimento na cultura do meldo, com destaque para

patdgenos causadores das podriddes de raizes e colos.

Segundo Cohen e colaboradores (2014) ao realizar uma triagem de germoplasma
de melancia usando solo naturalmente infestado com M. phaseolina no nordeste de Israel,
identificou quatro acessos com resisténcia promissora. Diante desse pressuposto,

podemos inferir que algumas espécies de melancia sdo menos suscetiveis ao fungo,
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tornando-se relevante estudos que viabilizem a compressdo dos mecanismos moleculares

de resisténcia.

Para andlise protedbmica, na Tabela 1 tem-se os dados da quantificacdo
fluorimétrica dos extratos protéicos totais de raizes de plantas de melancia obtidos

utilizando-se trés diferentes tampdes de extracdo previamente descritos.

Tabela 1: Dados de quantificacdo fluorimétrica de extratos protéicos totais de raizes de
melancia através do metedo de Bradford.

Material Protocolo Quantidade Absorbéncia  Concentracéo Vol. Proteinas

Vegetal da amostra (nm) Mg/uL final da totais
(mg) amostra  extraidas

(HL) (Hg)

TCA/acetona 250 0,231 1,93 50 96,5

) modificado
Raiz
melancia Ureia 250 0,160 0,89 50 44,5
Fenol 250 0,264 2,41 50 120,5

A comparacdo dos métodos de extracdo revelou valores de rendimento bastante
distintos. De acordo com os resultados obtidos, o tampao de fenol foi 0 que proporcionou
maior rendimento na extracdo de proteinas totais de raizes (120,5 pg), quando
comparados com os demais tampdes. Um rendimento menor foi 0 observado nos extratos
de raizes com os tampdes de TCA/acetona modificado e ureia, 96,5 pug e 44,5 ug,

respectivamente (Tabela 1).

Desta forma, podemos concluir que em termos quantitativos o tampao de fenol foi
mais eficiente para extracdo de proteinas totais de raizes, visto que apresentaram maior
rendimento. A capacidade desses tampdes em extrair mais eficientemente as proteinas
esta relacionada com as propriedades dos reagentes em favorecer a ruptura de membranas
celulares, a eliminacdo de compostos metabdlicos secundarios como compostos
fenolicos, pigmentos, polissacarideos, terpenos e acidos organicos, atuar em tecidos

recalcitrantes e a solubilizacéo de diferentes classes de proteinas (Silva&Souza, 2009).

Tais contaminantes interferem na separacgéo e analise das proteinas na técnica de
eletroforese SDS-PAGE, resultando distor¢des, manchas e um menor nimero de

proteinas no gel. Além disso, os tecidos vegetais, inclusive a regido da raiz, tém baixo
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teor de proteinas em comparagdo com fontes animais e bacterianas, portanto a extracao
eficaz de proteinas € primordial para obter resultados de boa qualidade (RODRIGUES et
al., 2012).

Comparando-se os padrdes de bandas, pode-se observar que os tampdes de ureia
e TCA/acetona modificado apresentaram bandas distorcidas, com migracéo irregular e

um baixo numero de bandas (Figura 8).

BSA U1 U2 U3 U4 T1 T2 T3 T4 BSA

Figura 9: Analise eletroforética de extratos protéicos de raizes de melancia em gel de poliacrilamida corado
com Coomassie Brilhant Blue. BSA — Albumina sérica bovina; U1 a U5 —Extrato proteico obtido do método

de uréia; T1 a T5 - Extrato proteico obtido do método de TCA/Acetona modificado.

J& anélises com o extrato protéico a partir do tampao de fenol apresentou melhor
revelacdo no gel e maior nimero de bandas (figura 9). Dessa forma, o método de fenol
foi selecionado para extragdo dos quatros tratamentos de raiz e caule, pelo fato de

apresentar melhor desempenho para analises do padrdo de bandas.
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Figura 8: Analise eletroforética de extrato proteico de raizes de melancia obtido pelo método de fenol,
revelados em gel de poliacrilamida corado com Coomassie Brilliant Blue.

Estudos em protebmica tém sido reportados em culturas economicamente
importantes, como algodao, café e soja. No entanto, a expressdo de proteinas no tecido
radicular tem sido pouco estudada, havendo, portanto, a necissade da padronizacdo do
método de extracdo proteica para cada espécie. Visto que, para uma andlise de sucesso
depende primariamente de uma eficiente etapa de extracdo proteica (Rodrigues et al.,
2012; RIFEEL, et al., 2012).

A partir dos resultados obtidos das analises dos perfis eletroforéticos em gel SDS-
PAGE dos tratamentos (figura 10), pode-se observar duas bandas correspondentes a
enzima Ribulose bi-fosfato carboxilase (Rubisco), esta quando analisada em condiges
desnaturantes (SDS-PAGE) € visualizada na forma de subunidades maior e menor, com

0 peso molecular de 52 kDa e 13 kDa, respectivamente (Rodrigues et al., 2012).

A figura 10 exibe os padrdes de bandas da extracdo de proteinas do caule para o
tratamento com a variedade Charleston Gray inoculadas com isolado de M. phaseolina
(CMM-4736). Pode-se observar maior expressdo de uma banda, em torno de 20KDa, na
amostra inoculada, em comparacao a auséncia na amostra controle. Em correlacéo, este

tratamento foi o que apresentou maior severidade da doenga no teste de patogenicidade.
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Figura 10: Perfil de bandas eletroforético com extrato protéico de caule do tratamento Charleston Gray
com o isolado CMM-4736. M - Marcador molecular (K); C — Controle negativo; 1 a 6 — Amostras de caule.
A seta na amostra 4 indica uma banda com maior expressao e as demais indicam as subunidades da enzima
Rubisco.

Tais informacdes corroboram com os estudos de Nascimento et al., (2014), onde
as condicOes de estresse bidtico, como patdgenos ou insetos herbivoros, impostas as
plantas induzem a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo
causar inumeros danos as estruturas celulares da planta. Estas EROs acionam moléculas
para a indugdo de genes de defesa e a polimerizacdo de proteinas que compde a parede
celular, aléem de estimular a producdo de enzimas antioxidativas ou de limpeza como a
superéxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, peroxirredoxinas, polifenol
oxidase, dentre outras (Barbosa et al., 2014).

Entretanto, nos demais tratamentos (Charleston Gray com o isolado CMM- 4754
e Crimson Sweet com os isolados CMM-4736 e CMM-4754) de caule ndo foi possivel
diagnosticar bandas diferencialmente expressas (Figura 11) em relacdo a testemunha. O
que podemos sugerir que ndo houve expressao diferencial de proteinas nessas condices.

Em relacdo aos dados de patogenicidade, ndo houve correlagdo com esses tratamentos.
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Figura 11: Perfil de bandas eletroforético de extrato protéico de caule do tratamento Charleston Gray com
o isolado CMM-4754. M - Marcador molecular (K); C — Controle negativo; 1 a 6 — Amostras de caule.

J& nos tratamentos com relacdo as proteinas extraidas da raiz, verificou-se uma
maior diferenciacdo proteica em relacéo aos tratamentos de caule, no qual gerou bandas
entre 12 a 150KDa. No tratamento com a cultivar Charleston Gray e inoculada com
isolado CMM-4736 foi possivel detectar duas bandas diferencialmente expressas na faixa
de 12 e 10KDa, em comparagdo com auséncia dessas bandas no controle (Figura 12). De
forma semelhante, o tratamento da mesma cultivar com o isolado CMM-4754, apresentou
duas bandas diferencialmente expressas com a mesma faixa de peso molecular (Figura
14).

12K

Figura 12: Perfil de bandas eletroforético de extrato protéico de raiz do tratamento Charleston Gray com o
isolado CMM-4736. M - Marcador molecular (K); C — Controle negativo; 1 a 6 — Amostras de caule. As
setas indicam duas bandas diferencialmente expressas na faixa de 12 e 10K.
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Figura 13: Perfil de bandas eletroforético de extrato protéico de raiz do tratamento Charleston Gray com o
isolado CMM-4756. M - Marcador molecular (K); C — Controle negativo; 1 a 6 — Amostras de caule. As
setas indicam duas bandas diferencialmente expressas na faixa de 12 e 10K.

O tratamento com a cultivar Crimson Sweet e isolado de M. phaseolina CMM-

4736 verificou-se a presenca de uma banda de proteinas diferencialmente expressa na

faixa de 102KDa, em ralacdo a testemunha. No entanto, a mesma cultivar com o isolado

25KDa
102KDa
T6KDa
52KDa

CMM-4754 n&o apresentou padréo de bandas diferenciados.

1 2 3 4 5 6 C

S 35KDa
31KDa
24KDa

~ 17KDa

~ 12KDa

Figura 14: Perfil de bandas eletroforético de extrato protéico de raiz do tratamento Crimson Sweet com o
isolado CMM-4736. M - Marcador molecular (K); C — Controle negativo; 1 a 6 — Amostras de caule. As
setas indicam banda diferencialmente expressa na faixa de 102K.

As andlises dos perfis eletroforéticos em gel SDS-PAGE sob o estresse do
fitopatdgeno na planta, revelou em total de seis bandas proteinas diferencialmente
expressas, onde o0 material proteico de raizes apresentou maior diferenciacdo, em relacéo
aos de caule. J& os dados obtidos de patogenicidade e o padrdo de bandas expressos, nao

correlacionou positivamente com o grau de severidade da doenca e comprimento da leséo
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em todos os tratamentos. O que se faz necessario mais pesquisas para elucidacdo dos

mecanismos de interacao planta-patdgeno.

Coelho et al., (2010) constatou que é possivel que haja variacbes na atividade
enzimaética de algumas enzimas vegetais quando a planta é submetida a diversos estresses,
sugerindo que ndo ha um padrédo universal de resposta, respaldando assim os diferentes

perfis eletroforéticos.

Silva & Souza (2009) analisaram proteinas totais de folhas e raizes de Piper
tuberculatum (pimenta-do-reino) através da eletroferese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e observaram padrdes diferenciados de bandas em extratos proteicos de folhas e
raizes. De forma semelhante, Srivastava et al., (2014) analisando a diversidade genética
e protedmica de espécies de cabaca (Lagenaria siceraria), através da técnica de SDS-
PAGE, detectou padrao de bandas diferenciados entre as espécies. Aiello e colaboradores
(2016), caracterizaram a nivel proteico sementes de canhamo (Cannabis satival.) por
meio das ferramentas da SDS-PAGE aliado a espectrometria de massas, identificando

mais de 181 proteinas expressas.

O método mais pratico e econébmico para controlar a podriddo causada por M.
phaseolina seria através do uso de cultivares resistentes. Mas, para isso se faz necessario
a compreensdo dos mecanimos de estresses bidticos, como a interacdo planta patdgeno,
que pode ser elucidada através das ferramentas da protedmica, visto que muitas proteinas
podem revelar funcbes consistentes com a resposta ao estresse. Assim, tais informacdes
da presente pesquisa podem contribuir para futuro programas assistidos de melhoramento
genético em plantas (SALVATO & CARVALHO, 2010; MELO et al., 2016).

A presente pesquisa busca auxiliar o manejo e o controle de fitopatdgenos na
producdo agricola, pois a utilizacdo de agrotdxicos € a cada dia mais contestada pelos
danos causados ao homem e ao ambiente, além de poder promover a resisténcia de

fitopatdgenos a fungicidas.



59

CONCLUSAO

- Todas as cultivares inoculadas artificialmente com o patdégeno Macrophomina
phaseolina apresentaram sintomas da doenga podridéo do colo.

- As analises dos perfis eletroforéticos em gel SDS-PAGE revelou seis bandas proteinas
diferencialmente expressas, onde o material proteico de raizes apresentou maior
diferenciacdo, em relacdo aos de caule.
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