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RESUMO

A cultura do meldo (Cucumis melo L.) apresenta grande importéncia econdémica na regido do
Semiarido Brasileiro, em razdo das condicdes favoraveis ao seu cultivo. Muitos sdo 0s
problemas fitossanitarios encontrados na cultura, dentre eles se destacam as doencas
ocasionadas por patdgenos radiculares. Uma nova espécie do género Macrophomina foi
identificada, a Macrophomina pseudophaseolina, que pode estar associada a plantas daninhas
presentes nas areas de cultivo de meldo como hospedeira alternativa, causando podriddo
radicular e declinio das ramas do meloeiro (PRDR). O objetivo deste trabalho foi analisar a
patogenicidade e a expressao de proteinas diferencialmente expressas em acessos de Cucumis
melo L. em funcdo da resposta a um estresse bidtico ocasionado pelo fitopatdgeno
Macrophomina pseudophaseolina. Na primeira etapa, foi feita a inoculacéo artificial das plantas
pelo método do palito e andlise de patogenicidade. O experimento foi realizado em
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com esquema fatorial 2x2+2, utilizando-se dois
acessos de meléo distintos, um potencialmente resistente (Ag-15591Ghana) e outro susceptivel
(MR-1) a M. phaseolina; dois isolados contrastantes de M. pseudophaseolina (CMM4826 mais
agressivo e CMM4807 menos agressivo), mais dois grupos controle. Estes acessos foram
utilizados como parametro na medida em que ndo ha informacgdes prévias de resisténcia para
M. pseudophaseolina. De acordo com a andlise de patogenicidade, o presente estudo
confirmou o acesso Ag-15591Ghana como moderadamente resistente (MR), para ambos 0S
isolados testados, ao passo que o acesso MR-1 foi classificado como altamente susceptivel
(AS) a CMM4826 e susceptivel (SU) a CMM4807. Na segunda etapa, foram coletadas
amostras vegetais de caule e raiz do acesso Ag-15591Ghana, apds 30 dias da inoculacdo com
M. pseudophaseolina para extracdo das proteinas, realizacao de eletroforese desnaturante em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e analise do perfil de bandas dos diferentes tratamentos.
Foi observada a presenca de bandas diferencialmente expressas apds inoculacdo das plantulas
comos dois isolados em relacdo ao controle, para ambos os tecidos. O numero de bandas
diferencialmente expressas foi menor, em caule e raiz, para o0 acesso Ag-15591Ghana quando
inoculado com o isolado mais agressivo CMM4826. Estes resultados sdo importantes porque
podem contribuir futuramente com programas de melhoramento da cultura e desenvolvimento
de medidas de controle eficazes, a partir de cultivares resistentes.

Palavras-chave: Protedbmica. Fitopatdgeno. Cucurbitaceae.



ABSTRACT

Melon (Cucumis melo L.) culture has great economic importance in the Brazilian semiarid
region, due to the favorable conditions for its cultivation. There are many phytosanitary
problems foundin the culture, such as the diseases caused by root pathogens. A new species of
the genus Macrophomina has been identified, Macrophomina pseudophaseolina, which may
be associated with weeds present in melon cultivation areas as an alternative host, causing root
rotand vine decline (RRVD). The aim of this work was to analyze the pathogenicity and the
expression of proteins differentially expressed in accessions of Cucumis melo L. as a function
of the response to biotic stress caused by the phytopathogen M. pseudophaseolina. In the first
stage, artificial inoculation of the plants was carried out using the toothpick method and
pathogenicity analysis. The experiment was carried out in a completely randomized design with
a 2x2 + 2 factorial scheme, using two distinct melon accessions, one potentially resistant (Ag-
15591Ghana) and the other susceptible (MR-1) to M. phaseolina; two contrasting isolates of M.
pseudophaseolina (CMM4826 more aggressive and CMM4807 less aggressive), plus two
control groups. These accessions were used as a parameter because there is no previous
resistance information for M. pseudophaseolina. According to the pathogenicity analysis, the
present study confirmed the access Ag-15591Ghana as moderately resistant (MR), for both
tested isolates, while the MR-1access was classified as highly susceptible (HS) to CMM4826
and susceptible (SU) to CMM4807. In the second stage, the plant samples of stem and root of
the access Ag-15591Ghana were collected, after 30 days of the inoculation with M.
pseudophaseolina, for protein extraction, perform sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) in addition to the analysis of the band profile of the different
treatments. The presence of differentially expressed bands was observed after inoculation of
the seedlings withthe two isolates in relation to the control, for both tissues. The number of
differentially expressed bands was lower, in stem and root, for the Ag-15591Ghana access
when inoculated with the most aggressive isolate CMM4826. These results are important as
they may contribute in the future to crop breeding programs and the development of effective
control measures, based on resistant cultivars.

Keywords: Proteomic. Phytopathogen. Cucurbitaceae.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

As cucurbitaceas apresentam espécies de forte impacto no agroneg6cio
brasileiro, sendo as principais: Cucurbita spp., Sechium edule, Citrullus spp e
Cucumis spp (QUEIROZ, 2011). O meldo (Cucumis melo L.) pertence ao género
Cucumis, familia Cucurbitaceae (ROBINSON; DECKER-WALTERS, 1997),
sendo esta a espécie de maior variabilidade fenotipica no género (STEPANSKY et
al., 1999).

O meloeiro apresenta maior parte de sua producdo no Nordeste do Brasil,
principalmente nos Estados do Rio Grande do Norte e Ceard, estimando-se cerca
de 20 mil hectares para o cultivo do melio (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2018). No primeiro trimestre de 2020, o meldo liderou as
exportacgOes de frutas brasileiras, com mais de 75 mil toneladas enviadas, gerando
renda aproximada de US$ 44 milhdes (ABRAFRUTAS, 2020). A cadeia
produtiva nestes Estados vem proporcionando desenvolvimento socioeconémico,
especialmente para a regido do semiarido, contribuindo com 60 mil empregos
diretos e indiretos decorrentes da cadeia produtiva (OLIVEIRA et al., 2017).

A regido do semiarido fornece condi¢des ideais para o cultivo do meloeiro
(SALVIANO et al. 2017), o que beneficia a planta quanto a produtividade,
qualidade do fruto, teores de acgucares, consisténcia e durabilidade (FILGUEIRA,
2008). Sendo assim, a cultura do meldo no Nordeste brasileiro é responsavel por
95,7 % da producdo nacional, destacando-se 0s municipios de Mossord, Tibau,
Apodi (RN) e Limoeiro do Norte (CE) (IGBE, 2018).

O cultivo do meloeiro mostra-se associado a uma combinacédo de fatores
climaticos que favorecem o desenvolvimento da cultura, como temperatura alta,
baixa umidade relativa e alta luminosidade (COSTA et al., 2000). Devido a esta
condicdo, o clima semiarido da regido Nordeste do Brasil propicia a maior
produtividade e qualidade dos frutos, durante todo o ano (PEREIRA et al., 2012).
Entretanto, apesar da adaptacdo da cultura as condicBes edafoclimaticas do
Nordeste, o aparecimento de doencas tem sido um dos fatores que reduzem a
produtividade e qualidade dos frutos (ANDRADE et al., 2005). De acordo com
Medeiros et al. (2015), 0 meloeiro apresenta cultivo intensivo e sucessivo sem
rotacdo de culturas na regido, que influencia negativamente, contribuindo para a

intensidade e gravidade das doencas no cultivo da espécie.
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As doengas ndo manejadas apropriadamente afetam a qualidade dos
frutos, prejudicando a produgdo (PEREIRA et al., 2012). Na regido do semiarido
ocorrem doencas causadas por bactérias, nematoides, virus e fungos que acometem
a cultura do meldo (SALVIANO et al., 2017). Dentre as varias doencas que
prejudicam esta cultura, enfatizam-se as causadas por patégenos habitantes do solo
(NASCIMENTO, 2015).

Dentre os patdgenos habitantes do solo que provocam doengas em
cucurbitaceas, destacam-se Fusarium oxysporum, M. phaseolina, Phytophthora
spp. e Rhizoctonia solani (PAVAN; REZENDE; KRAUSE-SAKATE, 2016),
sendo os mais isolados de plantas sintomaticas com podrid6es radiculares no
meloeiro o Fusarium solani (Mart.) Sacc. e a Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid. (NASCIMENTO, 2015).

Macrophomina phaseolina pertece ao filo Ascomycota e familia
Botryosphaeriaceae (GUPTA et al., 2012), apresentando maior importancia
econémica em paises subtropicais e tropicais com clima semiarido, apesar de sua
distribuicdo mundial (WRATHER et al., 2001). Este fungo tem grande
abundancia de hospedeiros, sendo patogénico a mais de 700 culturas, incluindo
espécies ndo cultivadas (SARR et al. 2014; FARR; ROSSMAN, 2019). O fungo
M. phaseolina é responsavel por causar uma das principais doencas na cultura do
meldo, a podriddo radicular, além do declinio das ramas (PRDR) isoladamente ou
formando um complexo com outros patégenos de solo (ANDRADE et al., 2005).

Todavia, novas espécies do género Macrophomina foram recentemente
descobertas: Macrophomina pseudophaseolina Crous, Sarr & Ndiaye,
Macrophomina euphorbiicola A.R. Machado, D.J. Soares & O.L. Pereira (SARR
et al. 2014; MACHADO et al. 2019) e Macrophomina vaccinni (ZHAO, CAI, HE e
ZHANG, 2019). A utilizacdo de analises filogenéticas multilocos garante melhor
distincdo das espécies deste género, adotando-se sequéncias de espagador interno
transcritos (ITS), de rDNA, actina (ACT), B-tubulina (BT), calmodelina (CAL) e
fator de alongamento de traducdo 1-alfa (TEF1-a), uma vez que M. phaseolina e
M. pseudophaseolina sdo muito semelhantes, exceto pela pouca diferenca de
tamanho entre os conidios (SARR et al. 2014), tornando dificil a identificacdo por
analise morfolégica (MACHADO et al. 2019).
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Recentemente, Santos et al. (2020) identificaram primers especificos para
deteccdo das espécies de forma mais precisa e rapida.

A espécie M. pseudophaseolina ja foi relatada por Sarr et al. (2014)
causando podriddo cinzenta do caule em culturas como feijdo-caupi (Vigna
unguiculata), hibisco (Hibiscus sabdariffa L.), quiabo (Abelmoschus esculentus
(L.), Moench) e amendoim (Arachis hypogaea) no Senegal. No Brasil, esta mesma
espécie foi isolada nos Estados da Bahia, Minas Gerais, Paraiba e Rio Grande do
Norte, associada a culturas oleaginosas como amendoim, algoddo (Gossypium
hirsutum) e mamona (Ricinus communis L) (MACHADO et al., 2019).
Recentemente, M. pseudophaseolina foi relatada pela primeira vez acometendo a
cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz) por Brito et al. (2019).

No meloeiro, a podriddo cinzenta do caule € apontada como uma das
doencas mais destrutivas para a cultura (CHILOSI et al., 2008), ocasionando perdas
na producio e abandono de areas produtoras (GARCIA-JIMENEZ et al., 2000).
Dentre as caracteristicas da doenca destaca-se a podriddo de raiz e colo, seguida do
colapso. Os primeiros sintomas surgem na regido do colo da planta e parte basal
dos ramos, apresentando lesbes aquosas escurecidas, que contém goticulas de
exsudato marrom translucido. Posteriormente, as areas afetadas tornam-se secas e
esbranquicadas, com fendas cobertas com microesclerécios do fungo (SALVIANO
et al., 2017).

Em funcdo do comprometimento do sistema radicular, as plantas
apresentam desenvolvimento comprometido, sintomas de amarelecimento de
folhas e posterior murchamento (BEDENDO, 2018). O colapso é decorrente do
desequilibrio hidrico entre o sistema radicular e a parte aérea da planta,
principalmente no estadio proximo a colheita, devido ao apodrecimento do sistema
radicular (GARCIA-JIMENEZ et al., 2000). A doenca é favorecida em altas
temperaturas (30 a 35 °C) e déficit hidrico (MEDEIROS et al., 2015).

A ocorréncia de M. phaseolina foi relatada em meldo como agente causal
da PRDR e também em raizes de plantas daninhas hospedeiras que permanecem
em areas de cultivo de meldo no Nordeste do Brasil, por Sales Janior et al. (2012)
e Rodrigues (2013). Entretanto, Negreiros et al. (2019) confirmaram a hipétese de
gue mais de uma espécie poderia estar associada as plantas daninhas na regido do
semiarido. Sendo assim, dos 94 isolados obtidos de raizes de pega-pinto (Boerhavia
diffusa L.) e bredo (Trianthema portulacastrum L.), 62 corresponderam a M.

pseudophaseolina.
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O controle de patégenos habitantes do solo, como a Macrophomina, torna-
se dificil por ndo existir controle quimico especifico para a podriddo cinzenta do
caule em meloeiro (SALVIANO et al., 2017). Outra dificuldade no controle esta
relacionada a producdo de estruturas de resisténcia e ampla gama de hospedeiros
(KAUR et al., 2012), uma vez que os microesclerécios sdo uma das principais
formas de sobrevivéncia do fungo, que podem permanecer de 2 até 15 anos no solo
(MUNGUIA, 2017).

Sendo assim, diversas técnicas de controle alternativas tém sido utilizadas,
embora com algumas limitagdes, tais como a rotacdo de cultura, solarizacdo do
solo, incorporagdo de material vegetal no solo e uso de produtos de biocontrole
(NASCIMENTO et al., 2018). Entretanto, 0 método mais eficiente para controle é
por meio de variedades resistentes, as quais, além de ndo serem prejudiciais ao
meio ambiente, podem ser associadas com outros métodos de controle. Dessa
forma, é necessario buscar fontes de resisténcia em cole¢des de germoplasma
(AMBROSIO et al., 2015).

Os trabalhos visando a identificar fontes de resisténcia em meldo contra
M. phaseolina sdo poucos (LINHARES, 2018) e para M. pseudophaseolina ainda
menos por ser um patdgeno descoberto mais recentemente. Salari et al. (2012)
identificaram duas variedades crioulas de melao no Ird, “Sfidak bekhat” e “Sfidak
khatdar*, como moderadamente resistentes (MR) a M. phaseolina. Em estudo
realizado em Valéncia-Espanha, Ambrdsio et al. (2015) relataram sete acessos
altamente resistentes a M. phaseolina (Ag-15591Ghana, DudCUM296Georg, Ag-
C38Nig, Can-NYlsr, Con- Pat81Ko, Dud-QPMAfg e AcTGR1551Zimb).
Entretanto, Linhares (2018) verificou que apenas um destes acessos avaliados por
Ambrasio et al. (2015) se mostrou moderadamente resistente nas condi¢fes do
Nordeste do Brasil (Ag-15591Ghana).

Em relacdo a M. pseudophaseolina, Negreiros et al. (2019) relataram em
estudo de patogenicidade que, dentre isolados de M. pseudophaseolina avaliados,
trés foram capazes de infectar mudas de meldo cultivar ‘Gladial’. Emestudo similar,
Negreiros et al. (2020) verificaram que os isolados de plantas daninhas de M.
pseudophaseolina avaliados se mostraram mais agressivos na cultura do meldao do
que em melancia. Dessa forma, mais pesquisas sdo necessarias para melhor
entendimento da relacdo deste patdgeno emergente na cultura do meléo.

Uma abordagem que pode auxiliar também na identificacdo de acessos
com caracteristicas de resisténcia a patdgenos € a protedmica, que se torna uma
ferramenta auxiliar no desenvolvimento de cultivares superiores (FRITSCHE-
NETO e BOREM, 2013), aliado ao melhoramento genético de plantas,
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fornecendo informacdo sobre a variabilidade genética efetivamente expressa a
partir do genoma (PENNINGTON e DUNN, 2001). O estudo do proteoma
compreende todo o conjunto de proteinas expressas pelo genoma de um individuo.
Entretanto, pode ser direcionado somente as proteinas expressas em condigdes
especificas (MEIRELES, 2007), como no caso de estudos das proteinas para
compreender respostas de plantas submetidas a estresses bioticos (KOSOVA et
al., 2011).

Uma fase importante no estudo de proteinas € a extracdao de proteinas de
qualidade, a fim de obter melhores resultados e amostras com maior pureza
(REGIANI et al.,, 2013). Isto permite tanto um maior rendimento quantitativo
quanto aumento na variabilidade de bandas e proteinas nas amostras (SILVA et
al., 2011). Com relacdo a fase de separacdo das amostras proteicas, podem ser
empregadas técnicas como a eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (REGIANI et al., 2013).

A técnica SDS-PAGE é utilizada com a funcao de desnaturar as proteinas,
conferindo-lhes cargas negativas que permitem estimar seus pesos moleculares e
assim, separar as moléculas. A mobilidade das proteinas ocorre em géis com
diferentes concentracfes de poliacrilamida e pH (gel de empilhamento e gel de
resolucdo) (BRUNELLE e GREEN, 2014).

De acordo com a concentracdo de poliacrilamida, maior ou menor
porosidade ¢ formada apds a polimerizacdo do gel, afetando a velocidade de
migracdo das proteinas de tamanhos distintos no gel. Depois de exposto a alta
voltagem, o complexo formado por proteinas-SDS migra pelo gel, e sua
localizagd@o neste depende da capacidade de permear os poros. Apds o0 térmico da
eletroforese, o gelé tratado com solucdo fixadora para que ndo ocorra dispersao
das proteinas. Por fim, o gel é corado com solucédo especifica para visualizacdo
dos perfis e obtencdo das imagens (REGIANI et al., 2013).

Diante do que foi exposto, o presente trabalho teve por objetivos avaliar
a patogenicidade de dois isolados de M. pseudophaseolina, contrastantes em
agressividade, em dois acessos de meldo descritos como contrastantes em
resisténcia e susceptibilidade a M. Phaseolina, e analisar a expressdo de proteinas
resultantes desta relacdo planta-patdgeno por eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida (SDS- PAGE).
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CAPITULOII

AVALIACAO DE PATOGENICIDADE E EXPRESSAO DO PERFIL DE

PROTEINAS POR SDS-PAGE DA RELACAO Macrophomina pseudophaseolina x

Cucumismelo L.

Resumo

O meldo € a principal cultura produzida na regido semiérida brasileira. Diversos
patdégenos habitantes do solo podem ser capazes de causar podriddo radicular e
declinio das ramas em &reas produtoras. Nesse estudo, avaliou-se a patogenicidade
e a expressdo de proteinas pela técnica de SDS-PAGE, apds estresse bidtico
causado por inoculacdo de acessos de Cucumis melo L. com isolados de
Macrophomina pseudophaseolina. Para tanto, dois isolados contrastantes em
agressividade (CMM4826 mais agressivo e CMM4807 menos agressivo) foram
inoculados, por meio do metodo do palito, no acesso Ag-15591Ghana,
potencialmente resistente e no acesso MR-1, suscetivel a M. phaoseolina. Estes
acessos foram utilizados como pardmetro na medida em que ndo ha informacoes
prévias de resisténcia para M. pseudophaseolina. Trinta dias ap0s a inoculagéo,
foram avaliadas a incidéncia e a severidade da doenca, usando escala de notas. A
extracdo de proteinas dos tecidos vegetais de caule e raiz foi realizada por meio do
método da precipitacdo por Fenol/SDS e a quantificacdo se deu pelo método de
Bradford. As amostras de proteinas foram submetidas a eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Em seguida, foram avaliados a presenca de
polimorfismoe o peso molecular das bandas detectadas na corrida eletroforética
das amostras. Como resultado, foi verificado que os dois isolados de M.
pseudophaseolina foram capazes de causar sintomas de podriddo radicular em
todas as plantulas de meldo inoculadas. O acesso Ag-15591Ghana foi
moderadamente resistente (MR) a nova espécie M. pseudophaseolina, sendo uma
fonte promissora para programas de melhoramento genético de meldo. Na anélise
de expressdo de proteinas, foram verificadas mudancgas no padrdo de bandas entre
plantulas inoculadas e o controle, indicando possiveis mecanismos de defesa
existentes. O numero de bandas diferencialmente expressas foi menor, em caule e
raiz, para o acesso Ag- 15591Ghana quando inoculado com o isolado mais
agressivo CMM4826. Estudos posteriores sdo fundamentais para identificacéo
destas proteinas diferencialmente expressas e das funcGes desempenhadas por elas
nesta relacdo planta-patdgeno.

Palavras-chave: Protedmica. Fitopatdgeno. Cucurbitaceae.
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1. INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.) apresenta maior intensidade de produgéo na
regido Nordeste do Brasil. Nos Estados da Bahia e Pernambuco, concentra-se na
regido do Vale do S&o Francisco; nos Estados do Ceara e Rio Grande do Norte,
destaca-se o Polo Jaguaribe-Assu (CELIN, 2014), responsavel por mais de 90 %
daproducéo no Brasil (SALVIANO et al., 2017). As condicGes de clima seco,
baixa precipitagdo e alta luminosidade favorecem o desenvolvimento da cultura
nestas regibes (SALES JUNIOR et al., 2019). Entretanto, espécies de fungo do
género Macrophomina sdo responsaveis por causar doencas como a podriddo
radicular e declinio das ramas (PRDR) no meloeiro (PORTO et al.,, 2019) e
podem se tornar hospedeiras em plantas daninhas sem manejo em é&reas de
producéo da cultura (SALES JUNIOR et al., 2012).

Uma nova espécie foi descoberta por Sarr et al. (2014), denominada de
Macrophomina pseudophaseolina. No Brasil, esta espécie ja foi relatada
acometendo diversas culturas, como a mandioca (BRITO et al., 2019), plantas
oleaginosas (MACHADO et al., 2019) e feijao caupi (SALES JUNIOR et al.,
2020). Em um estudo para caracterizagdo de uma colecdo de isolados de
Macrophomina provenientes de raizes de plantas daninhas presentes em areas
produtoras de meldo, Trianthema portulacastrum e Boerhavia diffusa, Negreiros et
al. (2019) identificaram que, dos 94 isolados obtidos, 62 pertenciam a espécie M.
pseudophaseolina, havendo um patdgeno potencial para a cultura do meldo.
Resultados de severidade ja apontam que M. pseudophaseolina é mais agressivo ao
meldo do que a melancia (NEGREIROS et al., 2020).

Sabendo que ndo existe um método de controle quimico eficiente
registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), nem
cultivares resistentes (AMBROSIO et al. 2015), além de ser registrada diversidade
de hospedeiros e a presenca de estruturas de resisténcia produzidas pelos
patdgenos que sobrevivem no solo por muito tempo (KAUR et al., 2012), a
identificacdo de cultivares resistentes é a forma de controle mais eficaz (SALARI
et al., 2012), havendo a necessidade de estratégias de melhoramento genético que
abordem essa questio (CRISOSTOMO; ARAGAO, 2014).

Comrelagdo aos estudos em espécies vegetais, a protedmica contribui com
os programas de melhoramento de plantas, distinguindo as proteinas relacionadas

com a protecdo e resposta das plantas sob estresse biético ou abidtico (KOSOVA

24



et al., 2011). Alguns estudos abordando técnicas da protedmica, como a
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), obtiveram
resultados positivos nas analises dos perfis de bandas diferencialmente expressas,
revelando proteinase enzimas relacionadas a defesa da planta submetida a estresse
bidtico por patdégenos como Fusarium oxysporum (NURCAHYANI et al. 2016;
RAI et al.,, 2011) e Macrophomina phaseolina (ABOSHOSHA et al., 2008;
ARAVIND e BRAHMBHATT, 2018). Nesse sentindo, a protedmica aliada ao
melhoramento genético de plantas fornece informacdo sobre a variabilidade
genética realmente expressa a partir do genoma (PENNINGTON; DUNN, 2001).
Diante do que foi exposto, 0 presente trabalho teve por objetivo avaliar a
patogenicidade de isolados da nova espécie M. pseudophaseolina em acessos de
meldo e realizar um estudo protedmico por meio da técnica de SDS-PAGE, a fim
de verificar a influéncia desta interacdo planta-patdgeno na expressao de proteinas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal e local do experimento

Sementes de dois acessos de meldo pertencentes ao Banco de Sementes
do Laboratério de Recursos Genéticos Vegetais da UFERSA, o acesso Ag-
15591Ghana (Cucumis melo L. subsp. agrestis), originado de Gana, e 0 acesso
MR-1 (Cucumis melo L. subsp.momordica), originado da india, foram utilizados
nesseestudo. O primeiro é moderadamente resistente e 0 segundo é suscetivel a
M. phaseolina (LINHARES, 2018). Estes acessos foram utilizados como
parametro na medida em que ndo ha informacdes prévias de fontes de resisténcia
para M. pseudophaseolina.

As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 10 % por um
minuto e posteriormente lavadas duas vezes com agua destilada esterilizada por um
minuto. Apds a lavagem, as sementes foram dispostas em placas de Petri com papel
filtro e algoddo embebidos com agua destilada e mantidas em estufa bacterioldgica
a 37 °C por 48 horas.

Apos o inicio da germinacdo, as plantulas foram transferidas para vasos de
1 L, contendo solo e substrato (Tropstato HT), na propor¢édo de 2:1, previamente
autoclavados duas vezes a 121 °C por uma hora com intervalo de 24 h. As mudas
foram mantidas em casa de vegetacdo por 45 dias. A irrigacdo foi realizada por
distribuicdo manual do volume de agua. Os experimentos foram realizados no

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, Casa de vegetacdo e no Laboratorio de
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Fitopatologia Il do Departamento de Ciéncias Agrondmicas e Florestais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, localizada em Mossor6, RN, Brasil.

2.2 Incidéncia e severidade da doenca dos isolados em meloeiro

Os isolados de M. pseudophaseolina foram coletados de Boerhavia difusa
e pertencem a Colecdo de Culturas de fungos fitopatogénicos “Prof. Maria
Menezes” (CMM), localizada na Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE. Os isolados utilizados neste estudo sdo contrastantes entre si, em termos
de agressividade e local de coleta. O isolado CMM4807 € menos agressivo e
coletado na regido produtora de Assu-RN, e o isolado CMM4826 é mais agressivo
e coletado na regido de Mossor6- RN.

O procedimento de inoculacdo utilizado foi o método do palito, descrito
por Ambrdsio et al. (2015). Este método foi utilizado porque é o mais eficiente
em discriminar os acessos em classes distintas de resisténcia, dependendo do
isolado (MEDEIROS et al., 2015). Pedacos de palitos de 12 mm, de ponta fina,
foram distribuidos em orificios produzidos em papel filtro de 90 mm de didmetro.
Os palitos foram dispostos em placas de Petri com 0 mesmo didmetro do papel
filtro, autoclavados a 121 °C por 30 minutos por duas vezes, com o intervalo de 24
horas entre as autoclavagens.

Em seguida, 20 mL de meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), suplementado
com sulfato de estreptomicina, foram adicionados as placas contendo os palitos.
Apos a polimerizacdo do meio BDA, foi realizada a transferéncia de cinco discos
(6 mm de diametro) provenientes de culturas puras de cada isolado de M.
pseudophaseolina. As placas foram mantidas a 28 + 2 °C em estufa B.O.D, no
escuro, por oito dias. As mudas de meldo foram inoculadas 15 dias ap0s o plantio,
com os palitos infestados pelo micélio e inseridos na regido do colo das mudas,
aproximadamente a 0,5 cm acima do solo. Palitos autoclavados ndo infestados
foram utilizados nas plantulas testemunhas (controle). As mudas foram mantidas
em casa de vegetacdo por 45 dias, sob condicdo de luz natural, a uma temperatura
média de 33 °C. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
esquema fatorial 2 x 2 + 2, sendo dois acessos de meldo, dois isolados de M.
pseudophaseolina e duas testemunhas, com seis tratamentos e quinze repeticoes,

com 90 plantas no total.
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Apos trinta dias da inoculacdo dos isolados, a severidade da doenca foi
analisada por meio de uma escala de notas descrita por Rayf e Ahmad (1998).
Nessa escala, 0= auséncia de sintomas, 1= menos de 3 % dos tecidos da parte
aérea infectados, 2= 3-10 % dos tecidos da parte aérea infectados, 3=11-25 % dos
tecidosda parte aérea infectados, 4= 26-50 % dos tecidos da parte aérea infectados
e 5= mais de 50 % dos tecidos da parte aérea infectados. A severidade média da
doenca foi calculada para cada acesso e utilizada para classificd-los em cinco
classes de reacdo, onde 0 = imune (I); 0,1-1,0 = altamente resistente (AR); 1,1—
2,0 = moderadamente resistente (MR); 2,1-4,0 = suscetivel (SU) e 4,1-5,0 =
altamente suscetivel (AS) (SALARI et al., 2012).

A incidéncia da doenca foi determinada a partir da porcentagem do nimero
de plantas infectadas em relagéo ao total de plantas no experimento. Fragmentos de
tecidos de plantas que apresentaram sintomas foram colocados em placas Petricom
BDA para o reisolamento dos fungos inoculados e para completar os postulados
de Koch.

Os dados da severidade da doenca foram analisados com o teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis com a probabilidade no nivel de 5 % (p < 0.05).
Todas as analises foram realizadas utilizando o software Assistat versdo 7.7
(SILVA; AZEVEDO, 2016).

2.3 Analise do perfil de proteinas

231 Extracéo de proteinas

Apos a andlise de incidéncia e severidade, as raizes e caule das mudas do
acesso Ag-15591Ghana foram coletadas e submetidas ao congelamento em
nitrogénio liquido para evitar a acdo de proteases. Posteriormente, o material
vegetal foi mantido em ultrafreezer -80 °C. A extragdo das proteinas foi realizada
por meio do método descrito por Rodrigues et al. (2012), com modificacdes.

As amostras de raizes e caule foram pulverizadas com nitrogénio liquido
com o auxilio de almofariz e pistilo. Cerca de 250 mg de cada amostra de tecido
vegetal foram adicionados a tubos de 2 mL. Em seguida, a cada amostra foram
adicionados 0,8 mL de Tris fenol saturado pH 8,0 e 0,8 mL de tampédo de SDS
[0,1M Tris-HCI pH 8,0, SDS a 2 %, -mercaptoetanol a 5 %, sacarose a 30 %; 1
mM PMSF]. Na sequéncia, as amostras foram misturadas sob agitagdo em vortex
por 1 minuto e depois centrifugadas por 12 minutos a 12.000 rpm a 4° C. O

sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 2 mL contendo 0,5 mL de
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amostra. Apds esse processo, as amostras foram levadas para precipitacdo por 24
horas a -20° C, adicionadas com trés volumes de acetato de aménio a 0,1 M em
metanol gelado.

Na segunda etapa do processo de extracdo, as amostras foram novamente
centrifugadas por 12 minutos a 12.000 rpm a 4° C. O precipitado foi lavado uma
vez com 1 mL de acetato de amonio 0,1 M, em metanol gelado, sob agitacdo no
vortex por 30 segundos e centrifugado nas mesmas condigdes descritas. Depois, 0
precipitado foi lavado mais uma vez, com 1 mL de acetona a 80 % gelada, sob
agitacdo no vortex e novamente centrifugado.

Por fim, o pellet formado foi seco a temperatura ambiente em capela até
evaporar toda a acetona. ApOs a extracdo, as proteinas peletizadas foram
solubilizadas com 50 pL de ureia 7 M e Tiureia 2 M. Depois de solubilizadas, as
amostras de proteinas foram sonicadas duas vezes por 30 segundos em sonicador,

com banho maria a 15°C e entdo foram armazenadas em freezer a -20 °C.

232 Quantificacédo de proteinas

As amostras tiveram o teor proteico quantificado pelo método de
Bradford (1976), utilizando-se 10 pL de amostra, 90 uL de dgua deionizada e 900
uL do reagente de Bradford. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro de luz
visivel (Bioespectro SP-220), na absorbancia de 595 nm. As absorbancias obtidas
foram plotadas em uma curva de calibracdo previamente construida, com
concentragdes conhecidas de albumina de soro bovino (BSA), a fim de determinar a

concentracdo total de proteinas das amostras.

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

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE), de acordo com o protocolo descrito por Laemmli
(1970), com modificacdes. Cerca de 15 ug/mL de cada amostra proteica foram
adicionados ao tampdo de amostra (Tris HCL 1 M pH 6,8, glicerol 2 %, azul de
bromofenol 0,05 %, SDS 10 %, B-mercaptoetanol 750 mM) na proporg¢éo de 2:1,
e foram desnaturados por aquecimento a 94 °C por trés minutos.

As corridas em SDS-PAGE foram realizadas em cuba de eletroforese
vertical para minigel (Loccus Vert-i10) de 10 x 10 cm, adequada para identificagcdo
e separacdo de proteinas de diferentes pesos moleculares.

O gel de separacgéo foipreparado a uma concentragéo de 12,5 % (1,5 M de
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Tris- HCI pH 8,8, 12,5 % (v/v) de acrilamida-Bis, SDS 10 % pH 7,2, persulfato de
amoénio a 10 %, 0,1 % de TEMED e agua deionizada), sendo este gel adicionado
primeiro. Para o gel de empilhamento, foi utilizada uma concentragéo de 4 % (0,6
M de Tris-HCI pH 6,8, 4 %(v/v) de acrilamida-Bis, SDS 10 % pH 7,2, persulfato
de amdnio a 10 %, 0,1 % de TEMED e agua deionizada), sendo este gel adicionado
por ultimo.

As amostras foram submetidas a eletroforese em tampéo Tris-glicina
(Tris- HCI20 mM, glicina 0,192 mM e SDS 0,1 %), nas seguintes condicdes: 80 V
por 30 minutos e 150 V por 1 hora e 40 minutos. Posteriormente, o gel foi fixado
em solucdo de etanol (40 %) e acido acético (10 %) por + 12 h. Em seguida, o gel
foi corado em solugdo de azul de comassie brilhante por + 48 horas e,
posteriormente, descorado em solucdo de &cido acético (10 %) e metanol (30 %)
por + 4 horas. As imagens do gel foram capturadas em fotodocumentador sob luz
branca e as bandas das proteinas foram analisadas pelo software CLIQS 1D
(Versdo 1.1, TotalLab), de modo a estimar o peso molecular de cada banda e
detectar a presenca(+) ou auséncia (-) de cada banda entre as amostras.

3. RESULTADOS

3.1 Incidéncia e severidade em acessos de meldo

Na analise de patogenicidade dos isolados de M. pseudophaseolina, foi
verificado que ambos os isolados, CMM4807 e CMM4826, foram capazes de
infectar ambos 0s acessos de meldo, causando podriddo radicular e do colo das
plantas, resultando em incidéncia de 100 %, com excecdo das testemunhas. Foi
possivel observar também sintomas de amarelecimento das folhas, murcha e
tombamentodas plantas mais suscetiveis. Com relacdo a severidade, o acesso Ag-
15591Ghana apresentou menores médias (1,40 e 1,53) para ambos os isolados,
indicando maior resisténcia a infeccdo e menor porcentagem da area de tecidos
doentes e sintomas visiveis nas plantas.

Ja para 0 acesso MR-1, o isolado menos agressivo, CMM4807, apresentou
média de 2,88 e o isolado mais agressivo, CMM4826, de 4,33, resultando em
diferenca na classificacdo de resisténcia para este acesso. O acesso Ag-15591Ghana
apresentou resisténcia moderada a ambos os isolados de M. pseudophaseolina

testados nesse estudo (Tabela 1).

Tabela 1 — Ranking da severidade e incidéncia da podriddo radicular em Cucumis
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30
melo L. nos acessos Ag-15591Ghana e MR-1, submetidos & inoculacéo de isolados

de Macrophomina pseudophaseolina.

Isolados Severidade Incidéncia
Acessos M. pseudophaseolina Rank CR Rank
CMM4807 45.93(1,40b) MR  60.50 (100 b)
Ag- CMM4826 48.60 (1,53b) MR  60.50 (100 b)
15591Ghana
Testemunha 15.50 (0,00 a) I 15.50 (0 a)
CMM4807 66.46 (2,88c) SU  60.50 (100 b)
MR-1 CMM4826 81.00 (4,33c) AS  60.50 (100 b)
Testemunha 15.50 (0,00 a) I 15.50 (0 a)
cx2 81.66 89.00

60KkDa W GOKDa

40kDa B 40kDa -

20kDa &0 30kDa

cy2 = valor do qui-quadrado significativo a 5 % de probabilidade (p< 0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre
médias. CR = Classes de reacdo, onde I: imune, SU: suscetivel, AS: altamente suscetivel,
MR: moderadamente resistente. O valor entre parénteses corresponde as médias.

3.2 Analise do perfil de proteinas

O perfil eletroforético de proteinas pela tecnica de SDS-PAGE em ambos 0s
tecidos revelaram bandas diferencialmente expressas entre as amostras do acesso Ag-
15591Ghana (Figura 1). As principais bandas estavam localizadas no intervalo de 99
a 18 kilodaltons (kDa) conforme indicado pela analise do programa CLIQS 1D
(Tabela 2).

Caule - Acesso Ag-15591Ghana Raiz - Acesso Ag-15591Ghana
CNIN4826 CMIN4807

M c Rl
80KDa s

R2 5

20kDa

12kDa

Figura 1 - Perfil de proteinas submetidas a eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) dos tecidos do caule e raiz de Cucumis melo L. do acesso
Ag-15591Ghana com a interacdo com os isolados de Macrophomina pseudophaseolina.
M= Marcador de peso molecular de proteinas. C= Controle. R= repetices. CMM4826
éo isolado mais agressivo e CMM4807 é o menos agressivo. Setas vermelhas indicam
algumas das bandas diferencialmente expressas entre as amostras.



Nos tecidos do caule e raiz, foi identificado um total de 26 e 22 bandas,
respectivamente, no acesso Ag-15591Ghana. Das 26 bandas identificadas nas
amostras de caule, 11 bandas foram diferenciais entre as plantas inoculadas,
considerando ambos os isolados juntos em comparagdo com o controle. Plantulas
inoculadas apenas com o isolado CMM4826 apresentaram seis bandas diferenciais;
ao passo que para apenas o isolado CMM4807, dez bandas diferenciais, sempre
na comparagdo com o controle. Nas raizes, doze das 22 bandas totais foram
diferentes do controle, considerando ambos os isolados juntos em comparagao ao
controle. As pléantulas inoculadas apenas com o CMM4826 obtiveram seis bandas
diferentes do controle, e com o CMM4807 foram observadas oito bandas (Tabela
2).

Tabela 2 - Nimero de bandas proteicas detectadas (N°B) e sua presenca (+) ou
auséncia (-) nas amostras de caule e raiz de Cucumis melo L. do acesso Ag-
15591Ghana (moderadamente resistente), submetidos a inoculagéo de isolados de
M. pseudophaseolina, CMM4807 menos agressivo e CMM4826 mais agressivo. C
= controle. PM= Peso molecular das bandas em kilodalton (KDa). PL=

Polimorfismo: polimdrfica (P); monomorfica (M).

Acesso Ag-15591Ghana
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N°B  PM(kDa) CAULE N°B  PM(kDa) RAIZ

C CMM4826 CMM4807 PL C CMM4826 CMM4807  PL
1 99 + + + M| 1 98 + + + M
2 87 + + + M 2 68 - + + P
3 67 - - + Pl 3 55 - - + P
4 62 + - - P 4 52 + + - P
5 60 - + + Pl 5 48 - + - P
6 50 + + + M| 6 45 + - + P
7 47 - - + Pl 7 44 - + - P
8 43 + + + M| 8 42 - - + P
9 41 + + + M 9 41 + + - P
10 40 - - + P | 10 36 - - + P
11 38 + + + M| 11 35 + + + M
12 37 - + + P | 12 34 - - + P
13 34 + + + M | 13 33 + + - P
14 33 - + - P | 14 29 - - + P
15 32 + + + M | 15 27 + + + M
16 31 - + + P | 16 26 - + - P
17 30 + + + M| 17 25 - + - P
18 28 + - + P | 18 24 + - + P
19 26 + + + M| 19 23,5 - + + P
20 23 + + + M 20 23 + + + M
21 22 - - + Pl 21 22 + - - P
22 21,7 - + + P | 22 21 - - + P




23 21 + - + P
24 20 - + + P
25 19 - - + P
26 18 + + + M
Namero total de NUmero total de
bandas 15 18 24 bandas 10 13 14
Taxa de polimorfismo (%) | 53 Taxa de polimorfismo (%)
4, DISCUSSAO

A descoberta de uma nova espécie Macrophomina, M. pseudophaseolina,
resultou em questionamentos sobre seu grau de patogenicidade em relacdo a M.
phaseolina (NDIAYE et al., 2015). Em estudo recente, Negreiros et al. (2019)
descobriram que dos 94 isolados de Macrophomina obtidos de plantas daninhas em
areas produtoras de meldo no semiarido, 62 pertenciam a espécie M.
pseudophaseolina, sendo uma potencial ameaca a cultura.

O presente estudo confirma que o acesso Ag-15591Ghana avaliado é
moderadamente resistente a nova espécie M. pseudophaseolina, inclusive ao
isolado mais agressivo, CMM4826, com média igual a 1,53. Resultado similar foi
verificado por Linhares (2018) para M. phaseolina, tendo 0 mesmo acesso sido
classificado como moderadamente resistente ao isolado mais agressivo, com média
similar (1,1) de severidade, em Mossor0-RN. O acesso MR-1 mostrou-se altamente
suscetivel ao isolado CMM4826 de M. pseudophaseolina, assim como também
apresentou a mesma classe de reacdo a M. phaseolina com o isolado mais agressivo,
verificado por Ambrosio et al. (2015). Sales Junior et al. (2020) relataram que 0s
isolados de M. pseudophaseolina foram igualmente patogénicos, quando
comparados a M. phaseolina em feijao-caupi.

A incidéncia da doenca em 100 % das plantas de ambos 0s acessos,
causada pelos isolados da espécie M. pseudophaseolina, indica que todas as
plantas apresentaram sintomas da doenca, exceto as testemunhas. As plantas do
acesso Ag-15591Ghana apresentaram pouca lesdo no caule e leve amarelecimento
das folhas, ao passo que no acesso MR-1 0s sintomas se mostraram mais graves,
com aparecimento de podriddo no caule (coloragdo marrom), murcha nas folhas,
declinio das ramas e até morte das plantas.

Alguns trabalhos anteriores revelaram resultados divergentes com a
relagdo a incidéncia da doenca. Ndiaye et al. (2015) verificaram, para M.
pseudophaseolina, uma incidéncia de 64 % em uma cultivar suscetivel em feijdo

caupi, na faixa de temperatura de 26-36 °C. Negreiros et al. (2019) reportaram trés
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isolados, dentre eles 0 CMM4807, capazes de infectar plantas de meldo da cultivar
Gladial, embora com baixa incidéncia para M. pseudophaseolina, de apenas 10 %.
Entretanto, Sales Janior et al. (2020) reportaram o isolado CMM4826 em feijao
caupi coma mesma incidéncia de 100 %.

Com relacédo a severidade da doenca, ndo houve diferenca estatistica entre
0s isolados quando inoculados no acesso Ag-15591Ghana. Em relagdo ao acesso
MR-1, o isolado CMM4826 casou maiorde severidade (4,33), ao passo que O
isolado CMM4807 causou menor severidade (2,88). Resultado com médias
menores foi encontrado por Negreiros et al. (2020), utilizando a cultivar Gladial, na
qual a média mais alta de severidade da doenca (1,8) em meldo foi causada pelo
isolado CMM4826 e a mais baixa (0,2) foi causada pelo isolado CMM4807.
Entretanto, os autores relataram que os isolados de M. pseudophaseolina sdo mais
agressivos em termos de severidade em meldo do que em melancia.

A alta incidéncia e severidade da doenca nos acessos de meldo avaliados
pode estar relacionada a capacidade de toleréncia a altas temperaturas e ambientes
sob estresse hidrico pelas espécies de Macrophomina (COHEN, 2016; SALES
JUNIOR et al., 2020), favorecendo a viruléncia do patdgeno e ocorréncia da
podriddo cinzenta do caule, principalmente nas condigdes do semiarido
(LINHARES, 2018).

Poucos estudos visando a avaliar a resisténcia de meldo a
Macrophomina tém sido relatados. Salari et al. (2012) reportaram dois cultivares
de meldo moderadamente resistentes a M. phaseolina nas condigdes climaticas
do Ird. Nascondi¢cdes climaticas do semiarido brasileiro, apenas um acesso de
meldo, Ag-15591Ghana, foi moderadamente resistente a M. phaseolina,
ressaltando a necessidade de fontes com maior nivel de resisténcia (LINHARES,
2018).

O resultado deste presente trabalho é importante porque mostra 0 mesmo
padrdo de resisténcia do acesso Ag-15591Ghana verificadas por Linhares (2018),
dessa vez para a nova espécie de M. pseudophaseolina. De acordo com Negreiros
et al. (2020), este resultado € considerado importante, visando tambéma incluséo de M.
pseudophaseolina nos programas de melhoramento genético do meldo.

A partir da andlise do perfil de proteinas por meio da eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), observou-se que a inoculagdo
com os isolados de M. pseudophaseolina causou alteracbes na expressdo de
proteinas nas plantulas do acesso de meldo Ag-15591Ghana. Para ambos o0s tecidos
avaliados, foram identificadas bandas diferencialmente expressas entre as

plantas inoculadas e o controle. Essa mudanca na expressao de proteinas reforca
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os resultados obtidos pelo teste de patogenicidade do acesso Ag-15591Ghana,
moderadamente resistente, sugerindo que essas proteinas diferencialmente
expressas podem estar relacionadas com um sistema de defesa contra o patégeno.

Durante o processo de infeccdo do fungo, as plantas hospedeiras
respondem contra o patdgeno de forma a alterar a sintese de algumas proteinas e
ativar sinais, produzindo metabdlitos secundarios, compostos fendlicos, proteinas
relacionadas a patogénese (PR-proteinas) e enzimas (SHARMA et al. 2014).

Em outras culturas estes resultados foram observados. Aboshosha et al.
(2008) reportaram maior expressdo de bandas diferencialmente expressas em
cultivar resistente de girassol inoculado com M. phaseolina e detectaram maior
atividade da enzima peroxidase, caracterizada como uma das primeiras respostas
de defesa das plantas. Kumari et al. (2015) avaliaram genotipos de sorgo e
relataram menores danos oxidativos em gendtipo mais resistente a M. phaseolina,
devido a expressdo de altas concentracGes de fendis, acido salicilico, peroxidases
e flavonoides. Aravind and Brahmbhatt (2018) observaram que 0s genotipos
resistentes e moderadamente resistentes de quiabo apresentaram nove e sete bandas
diferenciais, respectivamente, emrelacdo aos genotipos suscetiveis.

O acesso Ag-15591Ghana apresentou resisténcia moderada apesar das
bandas diferencialmente expressas em relacdo ao controle. O processo de infeccao
pelo patdégeno também faz com que sejam produzidas enzimas, metabolitos toxicos
e inducdo de producdo de etileno no hospedeiro, aumentando a sua predisposicdo
a infeccdo (LINHARES, 2018) o que pode justificar a presenca de sintomas da
doenga no acesso.

A diferenca na expressdo de bandas no acesso Ag-15591Ghana, quando
inoculado com os isolados CMM4826 e CMM4807, sugere interacdo diferenciada
com o hospedeiro, pois 0 nimero de bandas diferenciais em relacdo ao controle
foimenor quando o acesso foi inoculado com o isolado mais agressivo, tendo sido
observadas seis bandas diferenciais para cada tecido avaliado.

Este resultado pode estar relacionado a supressdo de mecanismos de
defesa da planta pelo patégeno. De acordo com El-bebany et al. (2010), existe uma
maior expressao de fatores ligados a patogenicidade, dentre eles proteinas, apenas
em isolado mais agressivo de patdgeno de solo Verticillium dahliae, ao passo que
em isolado menos agressivo a maioria das proteinas diferenciais estava ligada

apenas as fungdes do metabolismo basico do patégeno. Resultado similar foi
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reportado por Wang et al. (2008), no qual um isolado mais agressivo de
Phytophthora infestans apresentou mecanismos de supressdao de defesa mais
eficazes em cultivar de batata do que o isolado menos agressivo, embora ambos
tenham sido virulentos as cultivares.

Com relacéo a interacéo planta-patdgeno, a resisténcia ou susceptibilidade
da planta dependem da existéncia de mecanismos de defesa, em resposta a
expressdo de fatores de viruléncia expressos pelo patégeno (GONZALEZ-
FERNANDEZ et al., 2010). Dessa forma, € necessario um estudo mais detalhado,
a fim de caracterizar estas proteinas diferencialmente expressas e identificar sua
funcdo na resisténcia a doenca (ARAVIND; BRAHMBHATT, 2018).

5. CONCLUSAO

Com a analise de patogenicidade, confirma-se que o acesso Ag-
15591Ghana é moderadamente resistente a M. pseudophaseolina, nova espécie
associada a podridao radicular e declinio das ramas em mel&o. O estudo do perfil
de proteinas revelou bandas diferencialmente expressas no acesso apos inoculacéo
com os dois isolados do patdgeno. A diferenca de agressividade entre os isolados
influenciou no nimero de bandas diferenciais expressas, mesmo que ambos tenham

sido patogénicos, o que pode estar relacionado a interagdo patégeno-hospedeiro.
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