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RESUMO

O meldo Cucumis melo L. é um fruto de grande importancia no mercado internacional da
fruticultura, e no Brasil as regiGes do Rio Grande do Norte e Ceara se destacam devido a alta
producdo dessa cultura. Diversos fatores interferem na producéo e qualidade do fruto, como
doencas ocasionadas por fitopatdgenos, dentre as principais doencas esta as que sdo causadas
pelo fungo Monosporascus cannonballus, que infecta as raizes do meldo. O objetivo desse
trabalho, foi avaliar o efeito da expressdo proteica que possam estar associadas a resisténcia
do meloeiro ao fitopatdgeno M. cannonballus através da técnica SDS-PAGE. Foram utilizadas
sementes de dois acessos de meldo, sendo um considerado resistente (C-32) e o0 outro
suscetivel (‘Vendrantais”), ao fungo. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, onde
apresentaram um bom crescimento e ap6s 30 dias de cultivo, foi realizada a inoculacdo do
fungo M. cannonballus, através do método de imerséo das raizes no meio caldo BD contendo
o fungo. Apds quatro dias de inoculacdo, as plantas apresentaram os sintomas ocasionado pelo
fungo e as mesmas foram levadas para o laboratério para a realizacdo da extracdo das
proteinas através do método Fenol/SDS modificado. Realizou-se a quantificacdo proteica da
cada raiz das plantas em espectrofotdmetro e posteriormente as amostras foram submetidas a
eletroforese SDS-PAGE, onde os géis de ambos 0s acessos apresentaram diferentes bandas
tanto nos tratamentos, como em seus controles. Como 0s dois acessos apresentaram
visivelmente o0s sintomas ocasionados pelo M. cannonballus apds os quatro dias de
inoculacdo, esses sintomas podem ser justificados devido ao método de inoculagcdo por
imersdo, pois as raizes sofrem uma grande exposicdo aos conidios presentes no meio,
permitindo um maior contato e penetracdo do fitopatégeno no hospedeiro. A partir das
analises protedmicas, foi possivel observar a presenca de proteinas diferencialmente
expressas, tanto no acesso potencialmente resistente (C-32) quanto no acesso potencialmente
suscetivel (‘Vendrantais’). Estes resultados podem estar ocasionados a indu¢do de expressao
de proteinas de resisténcia, pois apds a interacdo do patdégeno com as raizes ha a inducéo pelo
reconhecimento da planta. Por outro lado, a expressao diferencial de proteinas no acesso
suscetivel pode estar associada a uma expressao inicial de resisténcia.

Palavras-chave: Fitopatdgeno, Resisténcia, Susceptivel, SDS-PAGE.
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1. INTRODUCAO

O meldo é um fruto de grande representatividade no mercado internacional da
fruticultura, principalmente no Brasil, onde grande parte da sua producdo é destinada a
exportacdo. O estado do Rio Grande do Norte se destaca quando se trata da producdo do
mel&o, onde no ano de 2016 foram produzidas 354.793 toneladas deste fruto, contribuindo
com 59% da producdo total do pais. Dessa forma, a producdo do fruto favorece o
desenvolvimento socioecondmico nessa regido, que apresenta caréncia de recursos e
oportunidades (CARVALHO, 2016; IBGE, 2018).

As doencas na cultura do meldo constituem um dos maiores entraves ao seu
desenvolvimento, pois inibem iniciativas empresariais de producdo e de exportacdo, e sua
ocorréncia € capaz de prejudicar investimentos que poderiam gerar capital e trabalho.
Existem uma grande variedade de doencas que acometem a cultura do meldo, desde aquelas
de causa microbiana, passando pelas fisiologicas e nutricionais, até aquelas decorrentes de
fatores ambientais. No entanto, as primeiras sdo as que mais interessam ao produtor, ndo s
pelo seu poder destrutivo, mas, principalmente, pelas consequéncias econdmicas negativas
que resultam de sua ocorréncia, pois podem ser provocadas por uma grande diversidade de
agentes patogénicos, como fungos, bactérias, virus e nematoides (VIANA, 2001).

Em virtude de varias enfermidades, uma doenca conhecida como colapso ou morte
subita do meloeiro causada pelo agente fitopatogénico Monosporascus cannonballus
(GARCIA-JIMENEZ et al., 1994), se destaca, por dificultar a producio de meldo em
diversos paises. O fungo M. cannonballus Pollack & Uecker, tem se destacado por ser um
dos principais fitopatdgenos envolvidos nesta sindrome (BRUTON, 1998), podendo-se
associar a outros agentes fitopatogénicos. O M. cannonballus pode ser encontrado em
diversos paises que sdo produtores do meldo, sendo este também detectado no Brasil, nos
estados do Rio Grande do Norte e Ceard (SALES JUNIOR. et al., 2004), pois 0 mesmo se
adapta a climas aridos e semiaridos devido as suas caracteristicas termofilas (REUVENI et
al., 1983).

A sobrevivéncia das plantas depende, portanto, da habilidade de adaptacdo ao
estresse, que atua como pressdo seletiva. Essa adaptacdo e resisténcia das plantas sdo
alteracbes no metabolismo da célula vegetal, dentre elas a sintese de proteinas de defesa,
expressas por genes especificos. Tais proteinas exercem Vvarios papéis na resisténcia e

sobrevivéncia da planta, podendo agir de forma direta, combatendo o agente agressor, ou de
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forma indireta, mantendo a estrutura e as funcdes celulares (MYSORE; RYU 2004, JONES;
DANGL, 2006)

A atividade das proteinas que esta associada a funcédo do gene, é o produto final da
regulacdo da atividade génica, visando assim, a caracterizagdo do conjunto de proteinas que
sdo expressas em um determinado momento. Dessa forma, a protedbmica surge para
complementar os estudos relacionados a biologia molecular das células (WILKINS et al.,
1996). Diversas tecnologias hoje utilizadas na proteémica foram desenvolvidas muito antes do
seu inicio, porém, o que possibilitou o seu surgimento foi o avanco no desenvolvimento de
tecnologias como, espectrometria de massas, eletroforese bidimensional e SDS-PAGE
(TYERS; MANN, 2003).

A técnica SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) € muito utilizada para andlises qualitativas de proteinas, sendo considerado
um método de grande utilidade para se acompanhar a purificacdo de proteinas, onde as
mesmas, sdo separadas de acordo com a sua massa molecular. O SDE-PAGE também é
muito importante para a determinar a massa molecular relativa da proteina. (WILSON;
WALKER, 2010).

Considerando a grande importancia da cultura do mel&o para o nordeste brasileiro e
as consequéncias negativas para o setor econdmico com a perda das safras ocasionada
principalmente por doencas fitopatogénicas, se faz necessario pesquisas que possibilitem a
identificacdo de proteinas associadas a genes de resisténcia da doenca, viabilizando estudos

futuros que permitam a selecdo de gendtipos promissores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO MELAO

O mel&o (Cucumis melo L.), pertence a familia Cucurbitaceae, mesma familia das
aboboras e da melancia, ao género Cucumis, mesmo género do pepino que compreende
cerca de 38 espécies conhecidas (SILVA; COSTA, 2003). O meloeiro ¢ uma planta
herbécea e rasteira, com frutos de formato variavel (redondo, oval ou alongado), com 20
a 25 cm de didmetro, casca lisa, enrugada ou rendilhada, pesando de um a quatro quilos
em média dependendo do tipo e do cultivar. E uma espécie exigente em temperaturas, de
acordo com Nicolas et al. (1989) a temperatura 6tima para seu desenvolvimento varia de
20 °C a 32 °C. Essas espécies da familia das Cucurbitaceas sdo cultivadas em vérias
regides do mundo, devido a sua facil adaptacédo a varios solos e clima.

A regido Nordeste é bastante favoravel ao cultivo do meloeiro e segundo Mendes
et al. (2008), no ano de 2005, o Nordeste brasileiro contribuiu com 94,6% da producéo
do meldo, tal producéo, predomina nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte, onde 0
Ceara contribuiu com uma maior producdo. Ja no ano de 2017, segundo o Anuario
Brasileiro de Fruticultura (2018), devido as questdes hidricas, a maior parte da produgédo
que era realizada no Ceara, foi transferida para o Rio Grande do Norte, e dessa forma o

estado passa a assumir a lideranca na exportacdo do mel&o.

2.2 FATORES QUE INFLUENCIAM A CULTURA DO MELAO

Devido as condig@es climaticas favoraveis da regido nordeste, é possivel efetuar até
trés cultivos durante o ano. Estes cultivos se caracterizam por ocupar grandes areas
continuas, com um ou poucos genotipos, que fornecem as condicdes ideais para a
disseminacéo de pragas e doencas.

As doengas da cultura sdo fatores de grande relevancia, pois interferem na
producdo e baixa a qualidade do produto final, preocupando assim toda a cadeia
produtiva, ou seja, desde o agricultor até o consumidor. As principais doencas que
comprometem a cultura do meldo sdo o Cancro das hastes (Didymella bryoniae),
Podridao-do-colo (Macrophomina sp.), Oidio (Podosphaera xanthii; Oidium sp.), Mildio

(Pseudoperonospora cubensis), Antracnose (Glomerella cingulata var. arbiculare;
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Colletotrichum lagenarium), Murcha de fusarium (Fusarium ssp.), Mancha Bacteriana
ou Catapora (Pseudomonasspp.), Nematdides (Meloidogyne spp.), Viroses (Watermelon
mosaic virus - WMV) 1 e 2, e Cucumber mosaic virus (CMV). Um dos controles mais
efetivo para essas doencas ainda é o quimico, sendo estes produtos devidamente
registrados pelo Ministério da Agricultura, Agropecuéria e Abastecimento (MAPA)
(COSTA et al., 2000).

Ainda hd um grave problema na comercializacdo de alguns cultivares devido a
curta vida de prateleira e ao surgimento de doencas em temperatura ambiente, que
impede a colocagédo desses frutos nos mercados mais distantes com qualidade satisfatoria.
Isso ocorre devido a doencgas p6s colheita que podem iniciar ainda no campo. Dentre as
principais doencas radiculares estd as que sdo ocasionadas pelo ascomiceto
Monosposracus cannonballus Pollack & Uecker (MARTYN; MILLER, 1996).

2.3 Monosporascus cannonballus

O Monosporascus cannonballus ¢ um fungo fitopatogénico habitante do solo,
pertencente & classe Ascomycetes, que produz ascésporos em sua fase sexuada, porém a
sua fase assexuada ainda é desconhecida (POLLACK; UECKER, 1975; SIVANESAN,
1991). Esse fungo é um ascomiceto que infecta as raizes de plantas, sendo identificado
como agente causal de uma doenca destrutiva do meldo (MARTYN; MILLER, 1996;
STANGHELLINI, KIM, RASMUSSEN, 1996). A enfermidade causada por este pelo M.
cannonballus é denominada de “colapso” ou “morte subita”, doenca a qual, ¢é
considerada um dos principais fatores que dificultam o cultivo desta cucurbitacea.

O M. cannonballus se encontra distribuido em varios paises produtores de meldo
como: Japdo, Israel, Espanha, Estados Unidos, india, Libia, Paquistdo, Tunisia, Taiwan
(MARTYN; MILLER, 1996), Arabia Saudita, Guatemala (COHEN et al., 1999),
Honduras, México e Italia (SALES JUNIOR et al., 2002). A primeira vez que este
fitopatdgeno foi detectado no Brasil, foi no ano de 2002, em areas de cultivo de meldo no
Rio Grande do Norte e Ceara (SALES JUNIOR et al., 2003) e desde entdo a producéo
desta olericola vem sendo dificultada.

A regido Nordeste brasileira, devido as suas condi¢cdes climaticas com altas

temperaturas, torna-se um excelente ambiente para o desenvolvimento de tal patdgeno,
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pois este, se adapta a climas aridos e semiaridos devido as suas caracteristicas termofilas,
tornando o controle dessa enfermidade cada vez mais dificil (REUVENI et al., 1983).

Ainda ndo existe um método efetivo para o controle deste patogeno, e alguns fatores
dificultam esse controle, como cultivo intensivo e sucessivo do meldo, proporcionando o
acumulo de in6culo, presenca de ascosporos no solo de anos anteriores, dificuldade de
aplicagéo e incorporacdo de defensivos no solo, excesso de plantas hospedeiras e falta de
gendtipos resistentes ou tolerantes a doenca (MARTYN, 2002).

Como as doencas em plantas influenciam de forma negativa e significativa as
atividades agropecuarias e florestais no mundo, foram desenvolvidas diversas técnicas,
com quais fosse possivel conhecer a dinamica envolvendo a relacdo planta-patogeno
(GONGALVES, 2009).

A Biologia Molecular é uma ferramenta na qual é possivel a obtencdo de
conhecimento acerca das moléculas encontradas nos sistemas vivos e também em fosseis.
Desse modo, essa ferramenta é de grande utilidade para diagnosticar doencas em plantas,
com base em dados moleculares que classificam espécies e grupos subespecificos
(LOPES et al., 2003), permitindo ter o conhecimento sobre 0 agente causal de doencas e
quais medidas de manejo sdo as mais adequadas para o controle de doencas que podem
ser causadas por fungos, nematoides e bactérias. Dentre as variadas técnicas existentes da

biologia molecular, a protedmica pode ser utilizada para esse fim.

2.4 PROTEOMICA

Segundo Wasinger et al. (1995), o proteoma consiste em um conjunto de proteinas
expressas por um organismo em um determinado momento. E considerado um método
direto para identificar, quantificar e estudar modificacdes pOs traducionais das proteinas
em uma célula. Dessa forma, a protebmica compreende técnicas tanto para estudo em
larga escala de proteinas expressas como também para aplicacdes destas técnicas para
analise dos problemas bioldgicos.

O inicio da protedbmica se deu pelo marco da caracterizacdo de perfis proteicos,
passando, posteriormente, a focar outros aspectos como a quantificacdo de proteinas, as
interacOes entre proteinas e as modificacGes pds-traducionais. A atividade das proteinas
estd proximamente associada a funcdo do gene, uma vez que € o produto final da

regulacdo da atividade génica. Nesse sentido, a protedmica, que visa a caracterizar o
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conjunto de proteinas expressas em um dado momento, surge como mais uma
ramificacdo entre as 6micas para complementar os estudos sobre a biologia molecular
das células (WILKINS et al., 1996).

A proteébmica é também uma poderosa ferramenta no melhoramento genético, pois,
diferentemente do que ocorre quando sdo utilizados marcadores fenotipicos ou baseados
em DNA, a protedbmica fornece informacdo em nivel molecular da variabilidade genética
que ¢ efetivamente expressa do genoma (PENNINGTON; DUNN, 2001).

Em estudos de protedbmica, preparacdo da amostra é de extrema importancia, ou
seja, a extragdo do maximo numero de proteinas de uma dada célula, tecido, 6rgdo ou
organismo, € 0 passo mais importante para a subsequente separacdo, resolucdo e
identificacdo (PARK, 2004). Dessa forma, a etapa inicial a ser realizada nesse método,
consiste na padronizacgdo do processo de extragdo proteica para o tipo de tecido estudado,
com o objetivo de se ter um bom rendimento em termos quantitativos, além de uma
maior variabilidade de bandas, maximizando o nimero de proteinas presentes na amostra

a ser avaliada.

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

A técnica de eletroforese baseia-se na migracdo de moléculas carregadas, em
uma solucdo, com a aplicacdo de um campo elétrico. A realizacdo de primeira
eletroforese de proteinas ocorreu em 1937, e com 0 passar do tempo essa técnica tem
passado por varios aperfeicoamentos, o que possibilita analises cada vez mais precisas. O
gel de poliacrilamida consiste em uma matriz formada por um polimero de acrilamida
que possui ligacOes cruzadas de N, N-metil-bis-acrilamida, onde a porosidade pode ser
escolhida. Dessa forma, quanto maior a concentracdo de acrilamida, menores serdo os
poros da malha formada (ROCHA et al., 2005).

O SDS-PAGE ¢ considerado o método mais utilizado para analises qualitativas
de proteinas, e através desse método é possivel acompanhar a purificacdo das proteinas.
Nesse meétodo, as proteinas sdo separadas de acordo com o seu peso molecular, e as
proteinas analisadas por SDS-PAGE também é de grande importancia para determinar a
massa molecular relativa das mesmas (WILSON; WALKER, 2010). Para que as
proteinas sejam separadas de acordo com a sua massa molecular, é necessario que ocorra

a eliminacdo de suas variaveis formas e carga negativa, e para que iSSO ocorra, as
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proteinas sdo misturadas com SDS, um detergente anidnico e anfipatico, que ira
desnaturar as proteinas, onde as mesmas sdo convertidas em uma estrutura linear, cuja a
forma nativa geralmente € globular, conferindo-lhes uma densidade de carga uniforme.

Cada proteina se movera de forma diferente, e isso vai depender do seu tamanho,
ou seja, as proteinas menores migrardo mais rapidamente, enquanto que as maiores terdo
mais dificuldade em atravessar a malha do gel, e consequentemente, se moverdo de
forma mais lenta. As proteinas podem ser visualizadas por coloracdo direta do gel, por
corantes como o Comassie-Blue ou por tratamentos com nitrato de prata. O nitrato de
prata € um dos métodos mais sensiveis de deteccdo, que permite a visualizacdo de
proteinas de até 10ng (ROCHA et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Foram avaliados dois genétipos de Cucumis melo L., com um acesso
potencialmente resistente ao Monosporascus cannonballus (C-32) e um acesso suscetivel a
esse fitopatdgeno (‘Vendrantais’), em que todos os cultivares foram provenientes de
bancos de germoplasma obtidos pela Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo e mantidas em controle de

temperatura e umidade até seu crescimento para a inoculacéo do fungo.

Figura 1 — Acessos potencialmente resistentes (C-32) e suscetiveis (‘Vendrantais’) de

Cucumis melo L.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC).
Foram utilizados os dois acessos (C-32 e ‘Vendrantais’) com 20 repeti¢cGes de cada e 6
testemunhas (trés de cada acesso), e um isolado do fungo Monosporascus cannonballus
obtido do laboratorio de Fitopatologia da UFERSA para indugdo em cada acesso de
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meloeiro. Os isolados estdo depositados e preservados na colecdo de culturas de fungos no
Laboratorio de Fitopatologia do setor de fitossanidade da UFERSA.

Um total de 46 amostras foram utilizadas e divididas em dois grupos. O grupo 1 foi
composto por 20 repeticGes do acesso (C-32) e 3 controles, e 0 grupo 2, com 20 repeticdes

do acesso (‘Vendrantais’) e 3 controles.

3.3 SEMEADURA DOS ACESSOS DE MELAO

Primeiramente foi realizada a desinfestacdo das sementes em hipoclorito de sédio a
1% e &gua destilada. Posteriormente, os acessos de meloeiro foram germinados de acordo
com a metodologia de Muniz et al. (2004). As sementes foram distribuidas em placas de
Petri (10 sementes por placa) contendo algoddo umedecido de agua destilada (Figura 2).
As placas foram embaladas com papel aluminio e colocadas em estufa a 37 °C por 24
horas, a fim de uniformizar e acelerar a germinacdo. Ap0Os esse processo, retirou-se as
placas da estufa e estas foram colocadas dispostas em uma bancada as quais receberam
agua destilada uma vez ao dia durante trés dias. Finalizado essa etapa, cada acesso de
meldo foi transplantado para uma bandeja de polietileno com 200 células individuais
contendo substrato comercial, regadas duas vezes ao dia por um periodo de 10 dias
cultivados em casa de vegetacdo da UFERSA. Em seguida, as plantas foram transferidas
individualmente para sacos plasticos para mudas com capacidade total de dois litros e
gue continham uma mistura de solo e substrato comercial Tropstrato na proporcdo de 2:1
(duas quantidades de solo e uma de substrato), sendo o solo previamente esterilizado em
autoclave a 121 °C. As plantas foram regadas duas vezes ao dia por um periodo de 20
dias. Todos os acessos foram adubados com uréia e MAP trés vezes na semana e 0
cultivo foi realizado em casa de vegetagdo da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA) com temperatura controlada entre 25 °C e 30 °C com umidade relativa em
torno de 60% (MEDEIROS et al., 2015).
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Figura 2 — Acessos de Cucumis melo L. distribuidos na placa de Petri para
posterior geminagé&o.

3.4 OBTENCAO DO FUNGO E PREPARO DO INOCULO

O fungo Monosporascus cannonballus foi cedido pelo Laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia | da UFERSA. Os discos de micelio do fungo foram
repicados em placas de Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e
mantidos em estufa incubadora tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 28 °C, por
cinco dias. Posteriormente, o fungo foi repicado para Erlenmeyer contendo meio de cultura
BD (Batata Dextrose) onde permaneceram em temperatura ambiente, por dez dias sendo

agitados duas vezes ao dia.

3.5 INOCULACAO DO FUNGO NAS PLANTAS

Apbs 20 dias do cultivo na casa de vegetacao, foi realizado a inoculacéao artificial
do fungo nas plantas (Acessos C-32 e Vendrantais). Estas foram inoculadas pelo método
de imersdo, onde as raizes das plantas foram cortadas com laminas de bisturi estéril cerca
de 2 cm da sua extremidade e imersas, por 30 minutos, no inoculo produzido
previamente. Em seguida, foi realizado o transplantio, até que os sintomas aparecam para
realizacdo da extracdo de proteinas. Nas testemunhas, as plantas foram imersas em agua,
sem o fungo (CAVALCANTI; COELHO; PEREZ, 2002).

3.6 EXTRACAO PROTEICA COM O METODO FENOL/SDS MODIFICADO
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As raizes das plantas foram maceradas em cadinho, utilizando nitrogénio liquido
e em seguida foi ressuspendido 250 mg do macerado em 0,8 mL de Tris fenol saturado
pH 8,0 e 0,8 mL de tamp&o de SDS [0,1M Tris-HCI pH 8,0, SDS a 2%, B-mercaptoetanol
a 5%, sacarose a 30%; 1 mM PMSF] em cada microtibulo. As amostras foram
submetidas vigorosamente ao vortex por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 16.000 rpm a 4 °C. Logo apds, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo (0,5 mL). As proteinas foram precipitadas por 2 horas a -
20 °C com 3 volumes do acetato de aménia a 0,1 M em metanol gelado. Passado esse
tempo, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 16.000 rpm a 4 °C. O
precipitado foi lavado uma vez com 1 mL de acetato de amonia a 0,1 M em metanol
gelado e uma vez lavado com 1 mL de acetona a 80% gelada, sendo agitadas no vortex e
posteriormente secas a vacuo. Apds a extracdo, as proteinas foram solubilizadas com 50
pl de uréia 7 M e Tiuréia 2 M. Depois de solubilizadas, as amostras de proteinas foram
sonicadas duas vezes por 30 segundos em sonicador com banho maria a 20 °C
(RODRIGUES et al, 2012).

3.7 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

As proteinas solubilizadas foram quantificadas utilizando o método de Bradford
(Bradford, 1976), onde utilizou-se 10 pl da amostra proteica, 90 pl de dgua deionizada e 1
mL de Bradford. As amostras foram lidas via espectrofotdmetro de luz visivel (Bioespectro

SP-220) a 595 nm com uma curva padrdo de albumina de soro bovino (BSA).

3.8 ANALISE COM SDS-PAGE

3.8.1 Preparo do gel

O gel separacdo (Main gel) foi preparado a uma concentracdo de 12,5% (12,5 mL
de acrilamida 30%, 7,5 mL de tris-HCI 1,5M pH 8,8, 300 uL de SDS 10% pH 7,2, 300 puL
de persulfato de amoénia 10%, 30 uL de TEMED e 9,369 mL de 4gua milli Q), sendo este
gel adicionado primeiro. Ja o gel de empilhamento (Stacking gel) foi preparado a uma
concentragédo de 4% (1,33 mL de acrilamida 30%, 2,5 mL de tris-HCI 0,5M pH 6,8, 100
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uL de SDS 10% pH 7,2, 100 uL. de persulfato de amoénia 10%, 10 uL de TEMED e 5,96
mL de agua milli Q), sendo este gel adicionado por Gltimo.

3.8.2 Corrida eletroforética

As andlises com SDS-PAGE foram realizadas em cuba vertical 10x10cm,
adequada para identificacdo e separacdo de proteinas de diferentes pesos moleculares,
tendo como base o protocolo descrito por Laemmli (1970) com modificacdes. As
amostras foram previamente desnaturadas a uma temperatura de 95 °C por 10 minutos,
contendo a proporcdo de 1:2 com o tampédo da amostra (Tris Hcl 1M pH 6,8; SDS 10%;
glicerol 2%; azul de bromofenol e agua destilada). O tampdo para a execucdo da
eletroforese foi o Tris-glicina 5x (Tris-HCI 20 mM, glicina 0,192 mM e SDS 0,1%)
submetida a 80 v por 30 minutos para o gel de empilhamento e 120 v durante 60 minutos
para o gel de separacdo. Apds a corrida, o gel foi corado com solugdo Comassie Brilhant
Blue por 24 horas, em seguida, o gel foi descorado durante 3 horas em solucgéo

descorante. Posteriormente, o gel foi fotografado em fotodocumentador.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ASPECTO VISUAL DOS ACESSOS DE MELOEIRO

Apos 4 dias da inoculacao do fitopatdgeno, foi possivel observar um grande grau de
sintomatologia nos dois acessos utilizados (Figura 3B). Apds a comparacdo dos acessos

utilizados (C-32 e Vendrantais), ndo foi possivel observar uma diferenca da sintomatologia

aparente, pois 0s dois acessos se mostraram suscetiveis ao Monosporascus cannonballus.
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Figura 3 — Acessos C-32 e Vendrantais antes da inoculacdo do Monosporascus
cannonballus (A). Acessos C-32 e Vendrantais ap0s a inoculagédo (B).

Cavalcanti (2002), realizando teste de diferentes tipos de inoculagéo de Fusarium
oxysporum em linhagens de feijoeiro, constatou que linhagens que se mostraram resistentes
em inoculacdo por perfuracdes do solo, foram considerados susceptiveis quando
inoculados pelo método de imersdo de raizes. Isso € relatado como sendo devido a maior
exposicdo da area das raizes aos conidios presentes no meio, aumentando com isso o
contato e penetracdo do patdgeno no hospedeiro. Esse resultado também é relatado em
varios trabalhos como Pastor-Corrales e Abawi (1987); Piza (1993); Nascimento et al.
(1995) e Rava et al. (1996).

4.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS

As amostras de proteinas obtidas das raizes das plantas do meloeiro, foram
extraidas pelo método Fenol/SDS modificado. Com base nas medias obtidas na
quantificacdo de proteinas foi possivel observar uma boa extracdo de proteinas pelo
método de extracdo utilizado em ambos 0s acessos estudados (Tabela 1).
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Tabela 1 - Quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford (1976)
utilizando o protocolo do Fenol/SDS modificado.

Concentragao de proteinas (ug/ul)

ACESS0s Controle Tratamento

C-32 3,32 £ 0,67 3,06 + 0,37

Vendrantais 2,97 +0,41 2,74 + 0,33

Média + Desvio Padréo

Conforme os dados da tabela 1, foi possivel observar que o acesso C-32 obteve uma
maior concentracdo de proteinas, tanto no grupo controle (testemunhas), como no grupo
experimental (tratamento).

O método Fenol/SDS modificado mostrou-se eficiente quanto a extracdo de
proteinas totais das raizes do meloeiro, onde obteve-se valores satisfatorios tanto no grupo
controle quanto no grupo tratamento de ambos 0s acessos. Rodrigues et al (2012), ao
extrair proteinas de raizes de soja através do método Fenol/SDS modificado, considerou
que através desse protocolo péde-se obter uma boa extracdo de proteinas e, isso pode ser
atribuido a diminuicdo do nimero de etapas de lavagens do pellet, evitando a perda de
proteinas e, a0 mesmo tempo possibilitando que a imagem no gel tenha uma melhor
qualidade, reduzindo assim, manchas ou listras verticais e/ou horizontais no fundo do gel.
O autor relata que o aumento no rendimento proteico € de extrema importancia,
principalmente quando o material a ser analisado é limitado ou quando o teor de proteina é

relativamente baixo.

4.3 ANALISE COM SDS-PAGE DOS ACESSOS C-32 E VENDRANTAIS

A Figura 4 mostra o perfil eletroforético das proteinas isoladas de raizes do acesso
C-32. Foi possivel observar uma banda presente no controle que estava ausente nos
tratamentos e cinco bandas diferenciais encontradas no tratamento 1 com a inoculagdo com
M. cannonballus em relagdo ao grupo controle, duas bandas diferenciais nos tratamentos 7
e 8 e uma banda diferencial nos tratamentos 3, 4, 5, 6. Isto pode estar associado a indugéo
de expressdo de proteinas de resisténcia. Apds a interacdo do patdgeno com as raizes

(KNOESTER et al.,, 1999), ha a inducdo pelo reconhecimento da planta. Esse
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reconhecimento gera uma resposta e um posterior sinal primario gerado pelo hospedeiro,
sendo depois produzido fito-hormonios que sdo trasnlocados até a atuacdo do patégeno.
(KUC; HAMMERSCHMIDT, 1995). Outra possibilidade seria a esse sinal primario
acarretar a producdo de proteinas e substancias associadas a patogénese (proteinas-RP) que
podem atuar em interacdo negativa com a parede celular do fungo (HAMMERSCHMIDT,
1999). As respostas geradas por essas proteinas podem ter gerado as bandas diferenciais

encontradas no gel.

Figura 4 — Gel SDS-PAGE com o controle (C) e as repeticdes dos acessos C-32 com o
tratamento, evidenciando a presenca de bandas no tratamento e ausente no grupo controle.
(M=Marcador de peso molecular)

Moura (2013) avaliando a expresséo diferencial da interacdo do feijdo-de-corda ao
fitopatogeno Colletotrichum gloeosporioides, identificou um aumento da expressdo de
enzimas relacionadas com o ciclo do acido citrico como a malato desidrogenase, succinato
desidrogenase (ubiquinona), onde ambas estdo relacionadas a reducéo das coenzimas NAD
(Nicotinamida adenina dinucleotideo) e FAD (Flavina adenina dinucleotideo) que estdo
envolvidas na sintese de ATP (Adenosina Trifosfato). Esse aumento de expressao reforgam
o fato em que os mecanismos de resisténcia a esse patdgeno exigem grandes energias para
a liberacdo de substancias que contenham acdo contra o patégeno (SWARBRICK et al.,
2006; BERGER et al., 2007).
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A figura 5 mostra o perfil eletroforético do acesso suscetivel Vendrantais. Pode-se
identificar trés bandas diferenciais (Figura 5A), sendo duas pertencentes ao grupo controle
que ndo estdo presentes nos tratamentos e uma nos tratamentos que néo estdo presentes no
controle. Ja na figura 5B, observou-se quatro bandas presentes no tratamento 9, que néo
estavam presentes no controle. A expressdo diferencial dessas bandas proteicas presente
nas plantas, pode estar associada a uma expressao inicial de resisténcia.

c 1 23456 7383M C 9 1011 12

. .

]

Figura 5 — Gel SDS-PAGE com o controle (C) e as repeticdes dos acessos Vendrantais
com o tratamento, evidenciando a presenca de duas bandas no Controle e uma banda nos
tratamentos 1, 2, 3, 5, 6 e 8 (A). Presenca de quatro bandas no tratamento 9 que estdo
ausentes no grupo controle (B). (M=Marcador de peso molecular)

Moura (2013) mostrou ainda em sua pesquisa com feijdo-de-corda, que 16
proteinas apresentaram expressdo diminuida ap6s o contato com o fungo. Segundo o autor,
essa diminuicdo esta relacionada com proteinas como enzima gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase, enzima frutose 1,6-bifosfatase que estdo relacionadas com a glicélise e
gliconeogénese. Essa inibicdo poderia bloguear possiveis fontes de energia para o patdgeno
e a qualidade de acUcares disponiveis como nutrientes. Martins (2010), estudando
proteinas diferenciais em tomate inoculadas com Xanthomonas campestres, relata também
uma expressao diminuida ou inibida de trés proteinas avaliadas no controle em relagdo ao
grupo inoculado. Santos (2014), estudando alteracBes protedmicas induzidas pelo fungo
Moniliophthora perniciosa em cacaueiro, verificou-se a expressdo e também a supressao

de alguns spots presentes em suas analises.



29

5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com 0 metodo de extracdo utilizado, foi possivel obter um bom resultado
na extracao de proteinas tanto no acesso potencialmente resistente (C-32), como no acesso
suscetivel (‘Vendrantais’). E com a realizacdo da extracdo de proteinas e a aplicacdo da
eletroforese através da técnica SDS-PAGE, foi possivel observar nos géis dos dois acessos,
a expressdo de proteinas que estavam presentes no tratamento e ndo estavam presentes no

controle e vice-versa.

Para se estudar as diferencas na expressdo proteica de modo mais sensivel, tanto
nos acessos C-32 guanto nos acessos Vendrantais do meloeiro, é importante realizar novas
repeticbes experimentais além de uso de ferramentas de analises moleculares como
eletroforese bidimensional (2-D) e o sequenciamento de tais proteinas. Desse modo se
viabilizara mais resultados relacionados a expressao dessas proteinas afim de se encontrar

outras bandas proteicas que possam estar relacionadas a resisténcia do fitopatdgeno.
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