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RESUMO

A Luffa € um género pertencente as cucurbitaceas que vem despertando o interesse do setor
agricola devido a sua biodiversidade e capacidade de replicacdo. Essas caracteristicas
oferecem oportunidades promissoras para o0 desenvolvimento de novos materiais e sua
utilizagdo como porta-enxerto. No entanto, a falta de estudos sobre patossistemas radiculares
associados a esta espécie representa uma limitacdo para seu uso. Sendo assim, 0 objetivo
desse trabalho foi avaliar a patogenicidade de dois géneros fungicos (Macrophomina
pseudophaseolina e Monosporascus cannonballus) em acessos de Luffa spp., obtidos da
colecdo de germoplasma de cucurbitaceas da UFERSA. Para isto, foram realizadas duas a¢des
de pesquisa. Na primeira acdo, foi avaliada a reacdo dos 33 acessos de Luffa spp. a M.
cannonballus (isolado - CMM2429), acrescido de dois controles positivos (culturas de mel&o
e melancia) e um controle negativo (sem inoculacdo) para cada acesso/cultivar. A inoculagédo
seguiu 0 método de infestacdo do solo com gréos de trigo. Para o segundo ensaio, foi avaliada
a reacdo de acessos de Luffa spp. a M. pseudophaseolina, tendo sido realizado um estudo de
prospeccao de fungos associados a raizes de Luffa spp. em areas dos estados do Rio Grande
do Norte e Ceard. Foram identificados trés isolados pertencente ao género Macrophomina,
através das estruturas morfologicas, e em seguida submetidos a andlises molecular, para
confirmacdo da espécie, por meio de extracdo de DNA e amplificacdo por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), utilizando primers especificos (MpTefF e MpTefR para M. phaseolina,
MsTefF e MsTefR para M. pseudophaseolina, e MeTefF e MeTefR para M. euphorbiicola).
Todos os isolados amplificaram para M. pseudophaseolina. Foi selecionado o isolado de M.
pseudophaseolina (RO-II), e inoculados em 12 acessos de Luffa spp., acrescido de dois
controles positivos (culturas de meldo e melancia), e dois controles negativos (sem
inoculagdo) para cada acesso/cultivar, utilizando o método do palito de dentes infestados. Para
ambos 0s ensaios, apds a inoculacdo, as plantas foram mantidas em condicdes de casa de
vegetacdo, seguindo um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repetigdes.
Todos os ensaios foram repetidos. Aos 60 dias ap6s a inoculacdo, foram avaliadas as
variaveis, a incidéncia e severidade da doenca, classe de reacdo, comprimento da parte aérea
(CA) e daraiz (CR), peso fresco e seco da parte aérea (PFA e PSA, respectivamente) e da raiz
(PFR e PSR, respectivamente). No primeiro ensaio com os acessos de Luffa spp. inoculados
com M. cannonballus, foi observado que 21 acessos foram classificados como "similar a
imune”, 11 como "altamente resistentes™ ao fungo e apenas um acesso mostrou-se altamente
suscetivel se assemelhando aos controles positivos. No segundo ensaio, para 0S acessos
inoculados com M. pseudophaseolina, apenas um acesso TB39 mostrou-se imune ao fungo e
apresentou melhores caracteristicas de crescimento vegetativo em comparacdo com 0s demais
acessos. Os resultados indicam a existéncia de variabilidade na resposta dos acessos de Luffa
spp. a M. cannonballus e a M. pseudophaseolina. E possivel ainda identificar que o acesso
TB39 obteve as melhores respostas nos dois ensaios, sendo altamente resistente a M.
cannonballus e imune a M. pseudophaseolina. Além disso, este € o primeiro relato de Luffa
spp. atuando como hospedeira alternativa de Macrophomina pseudophaseolina.

Palavras-chave: Bucha vegetal; Reacdo de acessos; Cucurbitaceas; Patogeno radicular.



ABSTRACT

Luffa is a genus belonging to the Cucurbitaceae family that has been arousing the interest of
the agricultural sector due to its biodiversity and replication capacity. These characteristics
offer promising opportunities for the development of new materials and their use as
rootstocks. However, the lack of studies on root pathosystems associated with this species
represents a limitation for its use. Thus, the objective of this work was to evaluate the
pathogenicity of two fungal genera (Macrophomina pseudophaseolina and Monosporascus
cannonballus) in Luffa spp. accessions, obtained from the cucurbitaceous germplasm
collection at UFERSA. For this, two research actions were carried out. In the first action, the
reaction of 33 Luffa spp. accessions to M. cannonballus (isolate - CMM2429) was evaluated,
plus two positive controls (melon and watermelon crops) and one negative control (no
inoculation) for each access/cultivar. Inoculation followed the method of soil infestation with
wheat grains. For the second trial, the reaction of Luffa spp. accessions to M.
pseudophaseolina was evaluated, and a survey of fungi associated with Luffa spp. roots was
carried out in areas of the states of Rio Grande do Norte and Ceara. Three isolates belonging
to the genus Macrophomina were identified through morphological structures, and then
submitted to molecular analysis, for species confirmation, through DNA extraction and
amplification by polymerase chain reaction (PCR), using specific primers (MpTefF and
MpTefR for M. phaseolina, MsTefF and MsTefR for M. pseudophaseolina, and MeTefF and
MeTefR for M. euphorbiicola). All isolates amplified for M. pseudophaseolina. The M.
pseudophaseolina isolate (RO-11) was selected and inoculated on 12 Luffa spp. accessions,
plus two positive controls (melon and watermelon cultures), and two negative controls (no
inoculation) for each accession/cultivar, using the infested toothpick method. For both trials,
after inoculation, plants were maintained under greenhouse conditions, following a
completely randomized design (CRD), with four replications. All trials were repeated. At 60
days after inoculation, the variables, disease incidence and severity, reaction class, shoot (SL)
and root length (RL), fresh and dry weight of shoot (FRW and FSW, respectively) and root
(DRW and DSW, respectively) were evaluated. In the first trial with Luffa spp. accessions
inoculated with M. cannonballus, it was observed that 21 accessions were classified as
"similar to immune”, 11 as "highly resistant” to the fungus and only one accession was highly
susceptible resembling the positive controls. In the second trial, for accessions inoculated with
M. pseudophaseolina, only one accession TB39 was immune to the fungus and showed better
vegetative growth characteristics compared to the other accessions. The results indicate the
existence of variability in the response of Luffa spp. accessions to M. cannonballus and M.
pseudophaseolina. It is also possible to identify that accession TB39 obtained the best
responses in both trials, being highly resistant to M. cannonballus and immune to M.
pseudophaseolina. In addition, this is the first report of Luffa spp. acting as an alternative host
of Macrophomina pseudophaseolina.

Keywords: Loofah; Reaction of accessions; Cucurbitaceae; Root pathogens.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

A familia das cucurbitaceas desempenha um papel significativo na producdo global de
alimentos e fibras, pois abrange mais de 120 géneros e 850 espécies distribuidas em regibes
tropicais e subtropicais; tais como: melancia (Citrullus lanatus [Thunb] Matsum and Nakai),
meldo (Cucumis melo L.), pepino (Cucumis sativus L.), abdboras, abobrinhas, jerimum
(Cucurbita spp.), bucha vegetal (Luffa spp.), dentre outras (Hora et al., 2018).

A Luffa é uma planta herbacea, anual, monoica, cultivada em clima tropical e
subtropical, entre 30 e 35 °C, exige longos periodos de luz e desenvolve-se bem na maioria
dos tipos de solo (Carvalho, 2007; Aguiar et al., 2014).

Em paises da Africa e Asia, onde é amplamente cultivada, as folhas, frutos e sementes
da L. acutangula (L.) Roxb. e L. cylindrica (L.) M. Roem, sdo utilizados na alimentagao
humana (Dhillon et al., 2020), pois sdo fontes de nutrientes importantes como: carboidratos,
proteinas, vitaminas e minerais (Oboh & Aluyor, 2009; Zhang et al., 2019). Outros autores
indicam ainda seu potencial como farmaco, pois possui propriedades antimicrobiana,
antioxidantes, vermifugo, sendo largamente utilizada na medicina popular (Al-Snafi, 2019).
Os frutos quando secos possuem fibras biodegradaveis e atoxicas, que podem ser
incorporadas a compostagem e utilizada para a higiene pessoal (Kaewtatip & Thongmee,
2012; Castro et al., 2019). Contudo, o grande destaque para a Luffa estd em seu crescente
envolvimento em diversos seguimentos da inddstria, téxtil, automotiva, construcdo civil e
mais especialmente no setor agricola (Rizzo et al., 2004; Dhillon et al., 2020).

No Brasil, as duas espécies mais difundidas do género sdo: L. cylindrica, originaria do
continente asiatico e introduzida no pais no periodo da colonizagédo, e a L. operculata (L.)
Cogn., de origem sul-americana (Avila, 2002; Lima, 2020). Uma caracteristica distintiva da L.
cylindrica é o tamanho de seus frutos que podem alcancar 150 cm de comprimento. Em
contraste, a espécie L. operculata possui frutos de pequeno porte e altamente amargos (Scalia
et al., 2015; Lima, 2020).

A L. cylindrica vem sendo retratada como um produto da agricultura familiar que
desempenha um importante papel socioambiental, contribuindo para a geracdo de emprego e
renda. O cultivo dessa hortalica pode ser realizado por semeadura direta em campo ou por
mudas para posteriormente serem transplantadas. Como o mercado brasileiro ainda néo

dispde de sementes melhoradas para o cultivo comercial, muitos agricultores trocam sementes
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entre si ou produzem suas préprias sementes, sendo denominada de cultivares varietais
(Marouelli et al., 2013, Aguiar et al., 2014; IBGE, 2023).

Naturalmente, essa hortalica enfrenta diversos desafios relacionados a enfermidades,
que inclui doencas foliares, tombamento das mudas, queda dos frutos, deformacbes e
podriddes de frutos e raizes, gerando prejuizos financeiros na producdo e que afetam a
qualidade do produto ao final do ciclo (Avila, 2002; Bindal et al., 2023).

Dentre os patdgenos relatados nessa cultura, encontram-se: Sclerotium rolfsii,
causador da podridao do caule (Bellé et al., 2017), Pythium aphanidermatum, apontado como
promotor da podriddo nas raizes (Siddiqui et al., 2022), Fusarium sp. e Rhizoctonia solani,
relatados como agentes da podriddo das raizes, frutos e sementes (Aguiar et al., 2014; Sadda
& Varma, 2014), Monosporascus cannonballus e Acremonium cucurbitacearum através de
inoculacdo artificial (Mertely et al., 1993; Armengol et al., 1998; Kwon et al., 2001).

Shakir et al. (1995) e Hilal et al. (2000), relataram a presenca de Macrophomina
phaseolina, Acremonium strictum e Colletotrichum dematium em sementes e raizes de L.
cylindrica (sin. L. aegyptiaca) coletadas no Paquistdo e Egito, onde; todos foram capazes de
inibir a germinacdo e causar podriddes das sementes, além de reduzir o crescimento das
plantas.

Na regido Nordeste brasileira, os patdgenos mais relatados em campos de
cucurbitdceas pertencem aos géneros Fusarium, Rhizoctonia, Macrophomina e
Monosporascus, patossistemas esses que fazem parte de uma sindrome complexa, em que as
raizes das plantas podem ser atacadas de forma conjunta ou isolada por esses fitopatdgenos,
ocasionando doengas como a podriddo de raizes e declinio de ramas (Martyn & Miller, 1996;
Andrade et al., 2005; Sales Junior et al., 2018; Negreiros et al., 2019a).

Dentre os patdgenos, destacam-se 0s géneros Monosporascus e Macrophomina.

No mundo, foram relatadas nove espécies do género Monosporascus, até 0 momento:
M. adenantherae (S. D. Patil & C. Ramesh) A. Pande (Patil & Ramesh, 1987), M. eutypoides
(Petrak) von Arx (Petrak & Ahmad, 1954; Ben Salem et al., 2013), M. ibericus Collado, Ant.
Gonzélez, Stchigel, Guarro & Pelaez (Collado et al., 2002), M. monosporus (Malloch & Cain)
D. Hawksw. & Ciccar (Malloch & Cain, 1971), M. brasiliensis Negreiros, M. Leon, J.
Armengol & R. Sales Junior, M. caatinguensis Negreiros, M. Ledn, J. Armengol & R. Sales
Junior, M. mossoroensis Negreiros, M. Leon, J. Armengol & R. Sales Junior, M. nordestinus
Negreiros, M. Leon, J. Armengol & R. Sales Junior e M. semiaridus Negreiros, M. Leon, J.

Armengol & R. Sales Janior (Negreiros et al., 2019a).
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Monosporascus cannonballus Pollack e Uecker (1974) é um fungo ascomiceto,
pirenomiceto, homotélico, com hifas septadas e hialinas. Sendo termotolerante, este
fitopatdgeno se adapta bem as condicdes encontradas em regides de clima arido e semiarido,
sendo favorecido principalmente em temperaturas elevadas (30 a 35 °C) e baixa umidade.
Este patdgeno completa seu ciclo de vida ao longo do tempo de cultivo do hospedeiro. Na
fase final do ciclo deste patégeno no hospedeiro formam-se peritécios, que sdo facilmente
visiveis a olho nu nas raizes afetadas (Martyn & Miller, 1996; Sales Junior et al., 2002). Com
capacidade de sobreviver no solo por longos periodos, os peritécios produzem ascas que
contém um ascosporo ou ocasionalmente dois (Sales Janior et al., 2002). Entretanto, esse
patdgeno ndo necessariamente depende de um hospedeiro para sua sobrevivéncia, pois se
mantém em sementes infectadas, como micélio, colonizando restos culturais, como saprofita,
ou em hospedeiros alternativos (Medeiros et al., 2006; Pereira et al., 2012).

Da mesma forma, outros patégenos associados a ocorréncia de doencas em areas
produtivas é o do género Macrophomina (Sales Junior et al., 2018; Negreiros et al., 2019a).
Atualmente, cinco espécies desse género sdo conhecidas: M. phaseolina (Tassi) G. Goid, M.
pseudophaseolina Crous, Sarr & Ndiaye, M. vaccinii Y. Zhang ter & L. Zhao, sp. nov., M.
euphorbiicola A.R. Machado, D.J. Soares & O.L. Pereira, e M. tecta Vaghefi, B. Poudel &
amp; R.G. Shivas (Sarr et al., 2014; Zhao et al., 2019; Machado et al., 2018; Poudel et al.,
2022; Sanabria-Velazquez et al., 2023). Entretanto, no Brasil, apenas as espécies M.
phaseolina e M. pseudophaseolina foram indicadas com maior distribuicdo geogréafica, além
de serem comprovadamente patogénicas a meldo e melancia (Machado et al., 2018; Negreiros
et al., 2019Db).

O género Macrophomina pertence a familia Botryosphaeriaceae. De natureza
necrotrofica e mitosporica, esse patdgeno se propaga através de microesclerddios (estrutura de
resisténcia) ou em restos culturais como picnidios (estruturas de frutificacdo), que podem ser
facilmente observados como pontos negros nos tecidos infectados do hospedeiro (Viana,
1996; Babu et al., 2011; Grupta et al., 2012; Pereira et al., 2012; Farr & Rossman, 2019).

Até o momento, em territorio brasileiro, ndo ha registros de ingredientes ativos
guimicos para o controle de M. cannonballus e M. phaseolina em cucurbitaceas. No entanto,
para a M. phaseolina, existem produtos quimicos registrados apenas para tratamento de
sementes na cultura de feijdo, e outros produtos biologicos a base de Trichoderma spp. e
Bacillus spp. sem restrigOes de cultura (AGROFIT, 2023).

Considerando a inexisténcia de produtos agrotoxicos registrados para 0 manejo

quimico desses patogenos e a rotagcdo de cultura ser quase inviavel, recomenda-se sempre
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medidas preventivas, como evitar lesdes durante as praticas culturais, o uso de sementes
tratadas, rotacdo de areas cultivadas, gendtipos resistentes, manejo de restos culturais e uso de
porta-enxertos (Cohen et al., 2000; Pereira et al., 2012; Sales Junior et al., 2019).

O uso de porta-enxerto resistente € uma estratégia eficaz para minimizar os danos
causados por patogenos radiculares, retardando a progressao do patdgeno, e permitindo que a
planta complete o seu ciclo de vida em campo (Jang et al., 2014; Cohen et al., 2022). A
literatura afirma que plantulas de Luffa spp. podem servir de porta-enxertos para outras
cucurbitaceas, como abdbora, pepino e meldo (Yetisir et al., 2003; Liu et al., 2016), pois
apresentam resisténcia a fatores biotico e abidticos, tais como: ataque de micro-organismos e
estresse hidrico (Wu et al., 2020).

Portanto, acredita-se que a resisténcia genética em acessos de Luffa spp. pode servir de
estratégia eficaz para o manejo de M. cannonballus e M. pseudophaseolina. No entanto,
estudos que investigam esses fungos como patégenos do género Luffa sdo escassos. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de Luffa spp. quando associadas a M.

cannonballus e M. pseudophaseolina.
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CAPITUILO 1l

REACAO DE Luffa spp. & Monosporascus cannonballus

RESUMO

O género Luffa pertence a familia das cucurbiticeas, que desempenha um papel
socioeconémico fundamental na geracdo de renda para a agricultura familiar brasileira. Ndo
obstante, devido ao seu cultivo comercial ser pouco difundido, estudos de patossistemas
radiculares sdo escassos. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo dos 33
acessos de Luffa spp. @ Monosporascus cannonballus, esses acessos foram obtidos da colecdo
de germoplasma de cucurbitaceas da UFERSA. Foram utilizados dois controles positivos
(meloeiro e melancieira). Sementes das cucurbitaceas foram postas para germinar em
bandejas, e posteriormente transferidas para vasos com capacidade de 1L, previamente
preenchidos com uma mistura de solo autoclavado/substrato (3:1 v/v) e infestado com o
isolado fangico (CMM2429), previamente crescido em graos de trigo por 15 dias. Apds a
infestacéo, as plantas foram mantidas em condic¢des de casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeti¢cbes. O ensaio foi repetido. Aos 60 dias, foram
avaliadas as varidveis incidéncia e severidade da doenca, classe de reacdo, comprimento da
parte aérea (CA) e da raiz (CR), peso fresco e seco da parte aérea (PFA e PSA,
respectivamente) e da raiz (PFR e PSR, respectivamente). Para todas as varidveis analisadas
houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, ao nivel de 5% de probabilidade.
Na incidéncia da doenca, todos os tratamentos com Luffa (0 a 12,5%) apresentaram diferenca
dos TMelédo e TMelancia (100%), com exce¢do dos TB02, TB10, TB31, TB41 e TB55 (25,0 a
37,5%), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Para a severidade da doenca,
todos os tratamentos com Luffa (notas variando de 0 a 0,1) também apresentaram diferenca
dos TMelédo (2,4) e TMelancia (2,0), exceto os TB02, TB10, TB15, TB26, TB28, TB31,
TB39, TB41, TB43, TB51, TB55 e TB56 (0,3 a 4,0). Dos acessos de Luffa testados, 21
apresentaram classificacdo para reacdo a doenca de “similar a imune” (TB03, TB04, TBO5,
TBO7, TB11, TB12, TB17, TB18, TB19, TB21, TB23, TB24, TB27, TB36, TB37, TB38,
TB40, TB44, TB45, TB50 e TB52), e 11 “altamente resistentes” (TB02, TB10, TB15, TB26,
TB28, TB31, TB39, TB41, TB43, TB51 e TB55) a M. cannonballus. Apenas o TB56 foi
altamente suscetivel ao patdgeno, semelhante ao TMeldo. O TMelancia foi classificado como
moderadamente resistente. Para CA e CR, os tratamentos com Luffa (236,9 a 518,3 cm para
CA e 29,1 a 41,0 para CR) diferiram dos tratamentos TMel&o (133,8) e TMelancia (164,5),
com excecdo dos TB12 (194,4 cm) e TB38 (183,4 cm) para CA e TBO05 (27,5 cm), TB19
(27,2 cm) e TB44 (27,5 cm) para CR, de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05). No
PFA, apenas TB56 (16,0 g) diferiu dos demais tratamentos. No PFR e PSR, os tratamentos
com Luffa (5,0 a 15,2 g para PFR e 0,7 a 1,5 g para PSR) diferiram dos tratamentos TMel&o e
TMelancia, com excecdo dos TB18 (3,8 g), TB31 (4,1 g), TB37 (4,1 g), TB40 (3,6 g) e TB56
(3,4 g) para PFR e TB56 (0,4 g) para PSR. Os resultados mostram a ocorréncia de variagao
nas respostas dos diferentes acessos a inocula¢do por M. cannonballus, com 21 acessos se
mostrando como semelhante a imune. Estes podem ser utilizados em programas de
melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares resistentes a Monosporascus.

Palavras-chave: Bucha vegetal; Reacdo de acessos; Cucurbitaceas; Declinio de ramas.
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1 INTRODUCAO

A Luffa € uma cucurbitacea originaria do continente asiatico que desempenha um
papel importante na agricultura familiar brasileira. Ainda que seja cultivada em pequenas
areas, a mesma contribui para a geracdo de emprego e renda no pais (Marouelli et al., 2013;
Aguiar et al., 2014; Medeiros et al., 2019).

Além de seu potencial alimenticio (Dhillon et al., 2020) e farmacéutico (Al-Snafi,
2019), esta planta apresenta elevada relevancia ecoldgica. Isso se deve ao fato de que todas as
suas partes podem ser aproveitadas, seja para a incorporagdo na ragdo para 0 gado,
compostagem ou como produto de higiene pessoal, além de ser facilmente replicada. Sua
biodiversidade oferece a possibilidade de desenvolver novos materiais como porta-enxerto,
despertando o interesse do setor agricola (Rizzo et al., 2004; Mazali & Alves, 2015; Blind et
al., 2018).

No Nordeste brasileiro, o cultivo de cucurbitaceas é dominado pelas culturas do
meloeiro e da melancieira. Os estados da Bahia (BA) e Rio Grande do Norte (RN) registraram
uma producao significativa dessas culturas (448,5 t de meldo e 554,5 t de melancia, em 2021)
(IBGE, 2023). Entretanto, a producéo dessas culturas envolve a exploragdo intensiva do solo,
a pratica do monocultivo, irrigacdo por gotejamento, alta densidade de plantio, uso de
"mulching”, sementes hibridas, dentre outros insumos de alto rendimento, propiciando um
microclima artificial, bem como um aumento da temperatura do solo (Figuerédo et al., 2017,
Sales Junior et al., 2019; Cohen et al., 2022). Dessa forma, tem se observado um aumento na
incidéncia e severidade das doencas radiculares, resultando na diminuicdo da produtividade e
qualidade dos frutos (Bruton et al., 1998; Andrade et al., 2005; Senhor et al., 2009; Sales
Junior et al., 2019).

Monosporascus cannonballus é um ascomiceto, termotolerante adaptado as condicgdes
ambientais encontradas em regides de clima arido e semiarido. Este patdgeno faz parte de
uma sindrome complexa causada em diferentes patossistemas que podem atacar de forma
isolada ou em associagdo, ocasionando a podriddo de raizes e declinio de ramas (PRDR),
doenga comum nas principais regides de cultivo de meldo do mundo (Martyn & Miller, 1996;
Sales Junior et al., 2002; 2004; 2018).

Até o momento, nove espécies do género Monosporascus foram relatadas no mundo:
M. cannonballus, M. adenantherae, M. eutypoides, M. ibericus, M. monosporus, M.
brasiliensis, M. caatinguensis, M. mossoroensis, M. nordestinus, M. semiaridus (Petrak &
Ahmad, 1954; Malloch & Cain, 1971; Pollack & Uecker, 1974; Patil & Ramesh, 1987,
Collado et al., 2002; Ben Salem et al., 2013; Negreiros et al., 2019b). N&o obstante, as ultimas
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cinco espécies foram encontradas somente no Nordeste brasileiro, e quando inoculadas em
diferentes cucurbitaceas, se mostraram patogénicas (Cavalcante et al., 2020).

A infeccdo por M. cannonballus é caracterizada pela presenca de necrose progressiva
nas folhas e toda a parte aérea da planta, além de podriddo na raiz principal, resultando na
perda de raizes secundarias e terciarias. Em fase mais avancada da doenca é possivel observar
a presenca de peritécios nas raizes (Sales Junior et al., 2003; Pereira et al., 2012). Este
patdgeno encontra-se presente em mais de 22 paises, e possui uma ampla gama de
hospedeiros, o que dificulta a adogdo de estratégias de manejo (Martyn & Miller, 1996;
Stanghellini et al; 2004; Sales Junior et al., 2010, 2019; Cohen et al., 2012; Markakis et al.,
2018). No Brasil, até o presente momento ndo ha ingredientes ativos registrados para o
controle desse fungo em cucurbitaceas (AGROFIT, 2023). Dessa forma, uso de técnicas de
manejo integrado e de forma preventivas, que inclui o uso de porta-enxerto resistentes, é a
forma mais adequada de manejo (Jang et al. 2014; Cohen et al. 2022).

Estudos anteriores observaram que espécies de Luffa ndo apresentaram danos
significativos nas raizes quando inoculadas artificialmente com M. cannonballus (Mertely et
al. 1993; Armengol et al. 1998; Bruton et al. 2000; Kwon et al. 2001).

Além disso, pesquisas como as de Siqueira et al. (2009), Rizzo et al., (2004), Ito et al.
(2019), Wu et al. (2020) e Namisy et al., (2022) mostram que plantulas de L. acutangula e L.
cylindrica apresentam potencial para uso como porta-enxerto para outras cucurbitaceas, uma
vez que sdo resistentes a fatores abidtico e abiéticos, tais como: temperaturas elevadas,
estresse hidrico e algumas doencas provocadas por micro-organismos. Além de serem
eficientes na absorcdo de nutrientes em solos de baixa fertilidade natural. O uso de porta-
enxerto é empregado na producdo de meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia) e
abobora-gila (Cucurbita ficifolia) no intuito de conferir resisténcia contra Fusarium spp.
(Yetigir et al., 2003; Davis et al., 2008). As Luffa spp. estdo sendo estudadas como porta-
enxerto para as principais culturas cucurbitaceas comerciais, entretanto, pouco se sabe sobre
sua resisténcia contra patogenos radiculares (Bindal et al., 2023).

Neste sentido, considerando que as Luffa spp. podem servir de material como porta-
enxerto para o meloeiro e melancieira conferindo resisténcia a patégenos radiculares como M.
cannonballus, este trabalho teve por objetivo avaliar a patogenicidade de M. cannonballus a

Luffa spp.
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2.1 Acessos de Luffa spp. e isolado fungico
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Trinta e trés acessos de Luffa spp. foram empregados neste estudo, provenientes dos

estados de Pernambuco (PE), RN e CE (Tabela 1). Todos os acessos foram adquiridos da

colecio de germoplasma de cucurbitaceas da Universidade Federal Rural do Semi-Arido

(UFERSA).

Tabela 1. Acessos de Luffa spp. utilizados no experimento

CODIGO DO ACESSO*

IDENTIFICACAO

LOCAL DE COLETA

TB02
TBO03
TBO04
TBO05
TBO7
TB10
TB11
TB12
TB15
TB17
TB18
TB19
TB21
TB23
TB24
TB26
TB27
TB28
TB31
TB36
TB37
TB38
TB39
TB40
TB41l
TB43
TB44
TB45
TB50
TB51
TB52
TB55
TB56

Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa sp.
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa sp.
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa cylindrica
Luffa operculata

Apodi/RN
Mossor6/RN
Mossoré/RN

Apodi/RN

Apodi/RN

Apodi/RN

Apodi/RN
Mossor6/RN
Mossoré/RN
Mossor6/RN

Serra Talhada/PE
Mossor6/RN
Mossoré/RN
Mossor6/RN
Petrolina/PE

Apodi/RN

Felipe Guerra/RN

Apodi/RN
Mossoré/RN

Serra Talhada/PE

Cidade de Passagem/RN
Mossor6/RN
Petrolina/PE
Gov. Dix-Sept Rosado/RN
Séo José do Belmonte/PE
Mossor6/RN

Apodi/RN

Apodi/RN

Oroc6/PE

Monsenhor Tabosa/CE
Serra Talhada/PE
Serra Talhada/PE

Or6s/CE

*Cddigo dos acessos de trabalho.
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Neste estudo, foi utilizado o isolado de M. cannonballus (CMM-2429), obtido a partir
de raizes sintomaticas de meloeiro. Esse isolado foi disponibilizado pelo Laboratorio de
Fitopatologia I, da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sendo sua

viruléncia confirmada em meloeiro e outras cucurbitaceas (Cavalcante et al., 2020).

2.2 Montagem, conducéo e avaliagdes do ensaio

Para verificar a reacdo de Luffa spp. ao isolado CMM-2429 em Luffa spp., foi
realizado um ensaio em casa de vegetacdo, localizada no campus Oeste da UFERSA,
Mossord/ RN, Brasil. O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado (DIC)
e foi composto por 33 acessos de Luffa spp., acrescidos da cultivar ‘Natal’ de meloeiro, e da
cultivar ‘Crimson Sweet” de melancieira (controles positivos). Para cada acesso/cultivar foi
acrescido um controle negativo (sem inoculacdo do fungo). Foram utilizadas quatro
repeticdes/tratamento. O ensaio foi repetido.

As sementes de Luffa spp. foram imersas em solucéo de hipoclorito de sédio (1 mL.L"
1), detergente neutro (1 mL.L™Y) e 4gua destilada para desinfestacdo. Posteriormente, foram
submetidas a um corte com estilete na extremidade oposta ao hilo para a superacdo de
dorméncia (Oliveira et al., 2012; Medeiros et al., 2019). A semeadura ocorreu em bandejas de
polietileno contendo substrato comercial Tropstrato HT hortalicas® (Vida Verde, Brasil). As
plantulas foram transferidas para vasos de 1 L contendo uma mistura de areia mais substrato
autoclavados na proporcao de 3:1 (v/v) assim que obtiveram trés folhas definitivas.

Para avaliar a reacdo dos acessos de Luffa spp. a M. cannonballus empregou-se a
metodologia descrita por Ben Salem et al. (2015) com modificacdes, que consistiu na
infestacdo do solo com aproximadamente 6 g de sementes de trigo - anteriormente embebidas
em agua destilada e autoclavadas trés vezes por uma hora no intervalo de 24 horas a 120° C -
colonizadas com o isolado fangico. O trigo infestado foi adicionado aos vasos contendo 1 kg
da mistura solo-substrato previamente esterilizada. O controle negativo consistiu em gréos de
trigo autoclavados ndo colonizados. Ap6s uma semana da infestacdo do solo, transplantou-se
uma plantula por vaso contendo solo infestado.

A irrigacdo foi efetuada diariamente até que o solo atingisse a capacidade de campo. A
avaliacdo da doenca foi conduzida aos 60 dias apés a realizacdo do transplantio das mudas.
Para isso, as plantas foram delicadamente removidas dos vasos e 0s sistemas radiculares
foram cuidadosamente lavados com agua corrente.

As variaveis analisadas foram: incidéncia (INC) e severidade (SEV) da doenca, reacao
das plantas a doenca, comprimentos de raiz (CR) e parte aérea (CA), pesos frescos de raiz
(PFR) e parte aérea (PFA) e pesos secos de raiz (PSR) e parte aérea (PSA).
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A incidéncia da doenca foi determinada através do numero de plantas infectadas por
tratamento, e expressa em porcentagem. A severidade da doenca foi avaliada através de escala
diagramética de notas. As plantas inoculadas com M. cannonballus foram avaliadas seguindo
a escala de Bruton et al. (2000), cujas notas variam de 0 a 4, onde: 0 = raizes saudaveis, sem
lesGes ou descoloracgdo; 1 = ligeira descoloracdo; 2 = descoloracdo moderada e/ou com lesdes;
3 = descoloracdo moderada e/ou ligeira necrose; e 4 = descoloracdo severa e/ou raiz
necrosada/morta.

Para a reacdo das plantas das plantas ao patdgeno, utilizou-se a escala de Armengol et
al. (1998), onde calculou-se a média das plantas por tratamento através da soma das notas
atribuidas a cada uma delas e, em seguida, dividiu-se pelo nimero total de plantas avaliadas, e
classificadas por notas que variaram de O a 4, onde: 0 = similar & imune (SI); 0.1-1.0 =
altamente resistente (AR); 1.1-2.0 = moderadamente resistente (MR); 2.1-3.0 = suscetivel
(SU); 3.1-4.0 = altamente suscetivel (AS).

Foram avaliados também, CR e CA, obtidos utilizando uma fita métrica graduada em
cm, além do PFA, PFR, PSA e PSR obtidos por meio de uma balanca analitica em g. Os pesos
secos foram obtidos colocando as partes avaliadas de cada planta, individualmente, em sacos
de papel, e submetendo-as a estufa de circulacdo de ar forcada a 70 °C até que 0 peso seco

constante fosse alcancado.

2.3 Andlise estatistica

Os resultados de incidéncia e severidade foram analisados pelo teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados de comprimento e peso fresco e
seco da parte aérea e da raiz foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas por teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas utilizando o software
Assistat 7.7 (Silva & Azevedo, 2016).

3 RESULTADOS

N&o houve efeito significativo para as repeti¢coes do experimento (ANOVA, p > 0,05)
em todas as variaveis respostas analisadas, portanto, os dados dos experimentos foram
combinados. As cucurbiticeas inoculadas por M. cannonballus apresentaram diferengas
estatisticamente significativas de acordo com o teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade
(p <0,05) para incidéncia e severidade da doenga (Tabela 2), assim como pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade (p <0,05) para CR, CA, PFR, PFA, PSR e PSA (Tabela 3).
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Tabela 2. Incidéncia, severidade da doenca e classe de reacdo de Monosporascus
cannonballus em acessos de Luffa spp., Cucumis melo e Citrullus lanatus

Tratamentos Incidéncia da doenca Severidade da doenca Reaco’
Rank? Média (%)  Rank? Média?
TBO02 173,0 ab 37,5 167,1 ab 0,4 AR
TBO03 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB04 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TBO05 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TBO7 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB10 155,5 ab 25,0 151,4 ab 0,3 AR
TB11 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB12 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB15 138,5a 12,5 139,3 ab 0,5 AR
TB17 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB18 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB19 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB21 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB23 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB24 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB26 138,0 a 12,5 139,3 ab 0,5 AR
TB27 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB28 138,0a 12,5 135,7a 0,1 AR
TB31 155,5 ab 25,0 154,9 ab 0,6 AR
TB36 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB37 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB38 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB39 138,0 a 12,5 135,7 a 0,1 AR
TB40 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB41 155,5 ab 25,0 154,6 ab 0,5 AR
TB43 138,0 a 12,5 135,7a 0,1 AR
TB44 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB45 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB50 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB51 138,0 a 12,5 135,7 a 0,1 AR
TB52 120,5a 0,0 120,0 a 0,0 Sl
TB55 155,5 ab 25,0 155,0 ab 0,6 AR
TB56 260,5b 100,0 274,0c 4,0 AS
TMelao 260,5b 100,0 260,8 bc 2,4 SU
TMelancia  260,5b 100,0 258,5 bc 2,0 MR
y 2 179,3 182,7

x % = valores significativos do qui-quadrado a 5% de probabilidade; ‘valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna ndo apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (p <0,05).
2Média das classificacGes para todas as observacdes dentro de cada amostra de acordo com a escala diagramatica
de notas onde: 0 (raizes saudaveis sem lesdes ou descoloracdes) a 4 (planta morta), adaptada por Bruton et al.
(2000). *Reacdo a doenca de acordo com Armengol et al. (1998): 0 = similar a imune (SI); 0.1-1.0 = altamente
resistente (AR); 1.1-2.0 = moderadamente resistente (MR); 2.1-3.0 = suscetivel (SU); 3.1-4.0 = altamente
suscetivel (AS). Os dados sdo valores médios de dois experimentos, cada um com quatro repeticdes (vasos) por
tratamento e uma planta por vaso.
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Tabela 3. Comprimento parte aérea e da raiz, no peso fresco e seco parte aérea e da raiz de
acessos de Luffa spp., Cucumis melo e Citrullus lanatus inoculados com Monosporascus
cannonballus

Tratamentos CA!(cm) CR2(cm) PFA3(g) PFR*(g) PSA%(g) PSR®%(g)

TB02 2846 c 32,8b 44,4 a 13,1a 79a 14a
TBO03 308,6 b 370a 335b 13,6 a 7,3b 1,3a
TB04 3375b 36,0 a 36,3b 10,8 ¢ 79a 13a
TBO05 295,5¢ 275¢ 41,3 a 95¢c 8,5a 12b
TBO7 236,9 ¢ 31,3b 419a 120b 6,5¢C 15a
TB10 318,6 b 299b 448 a 112b 6,9b 1,1b
TB11 277,3 ¢ 30,7b 46,9 a 94c 70b 1,1b
TB12 194,4 d 335D 40,2 a 15,2 a 6,2C 15a
TB15 375,9b 31,3b 405a 8,3d 7,7a 14a
TB17 346,0 b 30,0b 36,2 b 8,4d 6,1c 1,1b
TB18 356,8 b 39,8a 34,7b 3,8f 6,7b 09c
TB19 254,7 ¢ 27,2¢ 37,3b 6,0e 6,7b 10c
TB21 332,7b 31,7b 42,8 a 7.8d 7.3b 12b
TB23 362,3b 35,7a 38,0b 6,3 ¢ 75a 1,1b
TB24 3829b 44,6 a 42.9a 13,1a 7.2b 12b
TB26 3419b 475a 37,2b 7,8d 70b 1,1b
TB27 314,0b 33,1b 34,3b 8,3d 57d 10c
TB28 362,1b 29,8 b 40,4 a 54¢€ 75a 10c
TB31 370,8b 294 b 345b 4,1f 7,7a 09c
TB36 398,0b 326D 37,3b 50e 8,2a 1,2b
TB37 2759 ¢ 40,6 a 34.3b 4,1f 7.3b 12b
TB38 183,4d 410a 390b 13,8a 6,6 b 14a
TB39 290,3 ¢ 34,1b 44,4 a 10,4 ¢ 7,6a 12b
TB40 322,4b 39,6 a 310b 36f 7.2b 1,1b
TB41 2955¢ 410a 38,1b 9,1d 74a 11b
TB43 334,4b 40,8 a 459 a 11,2b 74D 1,1b
TB44 327,3b 275¢ 424 a 9,6c¢c 71b 10c
TB45 348,1b 29,1 b 48,1 a 9,0d 7,3b 10c
TB50 352,4b 34,6 b 441 a 10,6 ¢ 6,9b 11b
TB51 262,7 c 39,0a 33,3b 95¢c 53d 09c
TB52 251,8¢ 33,6b 359b 7,9d 6,3¢C 09c
TB55 282,1c 29,3 b 36,2 b 6,1e 6,1c 0,7d
TB56 518,3a 32,7b 16,0 c 34f 4,7d 04e
TMelao 133,8d 21.8¢c 50,1 a 3,0f 7,1b 04e
TMelancia 164,5d 236 ¢C 36,1b 2,6 f 53d 05e
CV (%) 18,3 20,8 17,8 20,5 12,0 23,2

CV (%) = valores significativos do coeficiente de varia¢do; valores seguidos pela mesma letra nas colunas néo
apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste Scott-Knott (p < 0,05). Comprimento da parte aérea (CA)! e
comprimento da raiz (CR)?, peso fresco da parte aérea (PFA)3 e peso fresco da raiz (PFR)+, peso seco da parte
aérea (PSA): e peso seco da raiz (PSR):. Os dados sdo valores médios de dois experimentos, cada um com quatro
repeticdes (vasos) por tratamento e uma planta por vaso.

Para a incidéncia da doenca, os acessos de Luffa (incidéncia media variando de 0,0 a
12,5%) diferiram dos tratamentos controles (TMeldo e TMelancia — 100% ambos), com
excecdo dos TB02, TB10, TB31, TB41, TB55 e TB56 (incidéncia média variando de 25 a
100%). A maior média de incidéncia da doenca foi de 100% das plantas, observada nos
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tratamentos TB56, TMeldo e TMelancia (Tabela 2). N&do houve incidéncia da doenca para 0s
controles negativos de acesso/cultivar (incidéncia media de 0,0%).

Para a severidade da doenca, os acessos de Luffa (nota média variando de 0,0 a 0,1)
também diferiram dos tratamentos controles (TMeldo e TMelancia — 2,4 e 2,0,
respectivamente), com excec¢édo de oito tratamentos TB02, TB10, TB15, TB26, TB31, TB41,
TB55 e TB56 (nota média variando de 0,3 a 4,0). A maior média de severidade da doenca foi
observada no tratamento TB56 com nota 4,0 (Tabela 2).

Dos 33 acessos de Luffa testados, 21 apresentaram classificagdo para reagdo a doenca
de “similar a imune” (TB03, TB04, TB05, TB07, TB11, TB12, TB17, TB18, TB19, TB21,
TB23, TB24, TB27, TB36, TB37, TB38, TB40, TB44, TB45, TB50 e TB52), ¢ 11 “altamente
resistentes” (TB02, TB10, TB15, TB26, TB28, TB31, TB39, TB41, TB43, TB51 e TB55) a
M. cannonballus. Apenas T56 foi classificado como “altamente suscetivel”, em comparagédo

com o controle negativa, que como esperado nao apresentou doenca, uma vez que nao foi

inoculada com o patdgeno (Tabela 2) (Figura 1).

3
/‘;}’

TB03 —NC TBO03-I TB0O7 -NC  TBO07-1 TB56 —-NC  TB56 -1

Figura 1. Reacdo de acessos de Luffa inoculadas com Monosporascus cannonballus. NC:
controle negativo. I: planta inoculada.
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Para o CA, todos os acessos de Luffa inoculados diferiram dos controles positivos,
com excecdo dos tratamentos TB12 e TB38 (194,4 e 183,4 cm, respectivamente). O TB56 foi
superior aos demais tratamentos, apresentando comprimento de 518,3 cm. Os demais
tratamentos variaram de 236,9 a 398,0 cm, sendo estatisticamente superiores aos observados
nos controles positivos. Para o CR, os TB03, TB04, TB18, TB23, TB24, TB26, TB37, TB38,
TB40, TB41, TB43 e TB51 apresentaram as maiores meédias, variando de 35,7 a 47,5 cm.
Entretanto, os TB05 (27,5 cm), TB19 (27,2 cm) e TB44 (27,5 cm) presentaram as menores
médias, e ndo diferiram estatisticamente de TMeldo e TMelancia (21,8 e 23,6 cm,
respectivamente).

Para o PFA, o TB56 (16,0 g) registrou o menor peso entre os acessos Luffa spp.
inoculados com M. cannonballus. Os TB03, TB04, TB17, TB18, TB19, TB23, TB26, TB27,
TB31, TB36, TB37, TB38, TB40, TB41, TB51, TB52 e TB55, com médias variando de 31,0
e 39,0 g, ndo diferiram estatisticamente do tratamento TMelancia (36,1 g). Ja os TB02, TBO5,
TB07, TB10, TB11, TB12, TB15, TB21, TB24, TB28, TB39, TB43, TB44, TB45 e TB50
(40,2 a 48,1 g) néo diferiram estatisticamente do TMel&o (50,1 g).

Para PFR, os TB02, TB03, TB12, TB24 e TB38 apresentaram as maiores médias, com
peso fresco da raiz variando entre 13,1 e 15,2 g. Os TB18, TB31, TB37, TB40, TB56 (3,4 a
4,1 g) registraram as menores médias, esses tratamentos nao diferiram do controle positivo de
TMeléo (3,0 g) e TMelancia (2,6 g).

As maiores médias para PSA foram observadas nos TB02, TB04, TB05, TB15, TB23,
TB28, TB31, TB36, TB39 e TB4l1 (7,4 a 8,5 @), esses tratamentos foram superiores
estatisticamente a todos os demais tratamentos. No entanto, os menores valores de média para
PSA foram observados nos TB27 (5,7 g), TB51 (5,3 g) e TB56 (4,7 g), onde esses acessos
ndo diferiram estatisticamente de TMelancia (5,3 g). Os TB03, TB10, TB11, TB18, TB19,
TB21, TB24, TB26, TB37, TB38, TB40, TB43, TB44, TB45 e TB50, variaram entre 6,6 e 7,4
g, ndo diferiram do TMeldo (7,1 g). Os TB07, TB12, TB17, TB52 e TB55 (6,1 a 6,5 Q)
diferiram de todos demais tratamentos.

Para o PSR, todos os tratamentos diferiram dos controles positivos, TMeléo (0,4 g) e
TMelancia (0,5 g), com excegdo do TB56, que apresentou 0 menor peso seco de raiz, com 0,4
g. As maiores médias foram observadas nos TB02, TB03, TB04, TB07, TB12, TB15 e TB38
(1,3 a 1,5 g). Por fim, o TB55 foi 0 unico que se diferenciou estatisticamente de todos os
demais, com PSR de 0,7 g.
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4 DISCUSSAO
A infeccdo causada por M. cannonballus representa uma grande preocupacdo para

diversas espécies de cucurbitaceas, especialmente em regifes produtoras de meldo. A
agressividade do patdégeno nessa cultura, tem sido fator limitante na producdo do meldo
(Martyn & Miller, 1996; Bruton et al., 2000; Kwon et al., 2001; Sales Junior et al., 2002;
Cavalcante et al., 2020).

A incidéncia da doenca ap0s a inoculacdo de M. cannonballus em Luffa spp. mostrou-
se relativamente baixa entre 0s acessos avaliados, em comparacdo a TMeldo e TMelancia
(exceto para o0 TB56). Esses resultados se assemelham a pesquisa de Kwon et al. (2001) que
também constataram baixa incidéncia da doenca em Luffa sp. inoculada artificialmente com
M. cannonballus. Apresentando uma porcentagem inferior a 40%, similar aos resultados
obtidos nos acessos TB02, TB10, TB15, TB26, TB28, TB31, TB39, TB41, TB43, TB51 e
TB55 (variando de 12,5 e 37,5%).

Quanto a severidade da doenca, TB56 (Luffa operculata) foi o tratamento que mostrou
a maior media, com nota maxima (4,0), diferenciando-se dos demais tratamentos com Luffa, e
superior aos registados por TMeldo e TMelancia, que apresentaram notas de 2,4 e 2,0,
respectivamente. Este resultado indica que TB56 € o acesso mais suscetivel ao patdgeno
dentre os testados. Sabe-se que a severidade da doenca é fortemente influenciada pelas
condigdes ambientais, tais como temperatura e umidade (Castro et al., 2020). Condic6es essas
que também influenciam no desenvolvimento da espécie L. operculata que se submetida a
temperaturas acima de 35 °C tem a germinacao de suas sementes prejudicada, bem como seu
desenvolvimento radicular (Aradjo et al., 2020), ao passo que alguns genotipos de L.
cylindrica podem suportar temperaturas de 40 °C (Li et al., 2016). E muito provavelmente
que 0 acesso TB56 ja estivesse sob estresse por estar sujeita a variagdo de temperatura na casa
de vegetacdo. Este contexto, o ataque do patdgeno intensificou ainda mais a situacdo em que
este acesso se encontrava.

Por outro lado, os TB03, TB04, TB05, TB07, TB11, TB12, TB17, TB18, TB19,
TB21, TB23, TB24, TB27, TB36, TB37, TB38, TB40, TB44, TB45, TB50 e TB52,
apresentaram uma maior tolerancia ao patdgeno, tendo se desenvolvido normalmente apesar
das limitagGes impostas pelo experimento em vaso.

Para a classe de reacédo, observou-se que 32 acessos receberam a classificagao “similar
a imune” e “altamente resistente”. Mertely et al. (1993), Armengol et al. (1998) e Bruton et al.
(2000) observaram resultados semelhantes para a reacdo de acessos de Luffa a inoculacdo dos

fungos A. cucurbitacearum e M. cannonballus, e verificaram que as espécies a apresentarem
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maior resisténcia foram L. acutangula e L. aegyptiaca, enquanto o meloeiro e a melancieira
foram suscetiveis a esses fungos. No estudo de Namisy et al. (2022), os autores observaram
que acessos de Luffa spp. foram capazes de obter resposta imune quando inoculados com o
fungo Fusarium oxysporum f. sp. luffae.

Para comprimento de raiz, os acessos de Luffa apresentaram resposta distinta a
inoculacdo de M. cannonballus. Alguns acessos (TB03, TB04, TB18, TB23, TB24, TB26,
TB37, TB38, TB40, TB41, TB43 e TB51) mostraram um melhor desempenho em relacéo ao
desenvolvimento radicular, enquanto os TBO05, TB19 e TB44 apresentaram respostas
semelhantes aos controles positivos. Variaveis como comprimento e peso de raiz, foram
comprovadamente Uteis para avaliar a severidade da doenca causada por M. cannonballus em
outras cucurbiticeas (Ben Salem et al., 2015; Castro et al., 2020). Cavalcante et al. (2020)
estudando a patogenicidade do mesmo isolado utilizado em nosso estudo (CMM2429),
observaram danos no sistema radicular das cucurbitaceas, e, no entanto, ndo houve a presenca
de peritécio nas plantas avaliadas.

Observamos ainda que em se tratando dos comprimentos radiculares, 30 dos 33
acessos apresentaram comprimentos superiores a TMeldo e TMelancia. Segundo Siqueira
(2009), o sistema radicular das plantas de Luffa sdo, em geral, muito ramificados e quando
transplantada, pode chegar a explorar os primeiros 30 cm do solo, e por semeadura direta,
pode atingir 50 cm de profundidade. Autores como Wolff (1995); Wolf & Miller (1998);
Crosby et al. (2000); Iglesias et al. (2000b) descrevem que a tolerancia ao declinio de ramas é
tradicionalmente, em parte, atribuida ao tamanho, vigor e arquitetura do sistema radicular, e,
portanto, sao fatores que devem ser considerados.

No entanto, Fita et al. (2008) menciona que, apenas observar as maiores estimativas de
médias para as variaveis analisadas nas raizes ndo prevé o desempenho da planta mediante a
infeccdo. E que a escolha de um material de qualidade deve necessariamente obter
caracteristicas de desenvolvimento, como fisiologicas e fenoldgicas, itens esses que
contribuem para reduzir os efeitos da infec¢do do patdgeno nas plantas.

Wu et al. (2020) descrevem que devido ao enriquecimento de genes especificos de
determinadas linhagens de Luffa, estas tém um bom desempenho de respostas aos estresses
bidticos e/ou abidtico, tais como resposta de defesa, estimulos bioticos, interacdo planta-
patogeno e de transducdo hormdnios vegetais. Assim, a planta é capaz de reconhecer a
presenca de patdgenos, através de um sinal hormonal e desencadear uma série de respostas
celulares e moleculares. Os autores verificaram ainda a partir da ampliagdo do genoma dessa

cucurbiticea a presenca de 462 dos genes Nucleotide-Binding Site (NBS) e Leucine-Rich
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Repeat (LRR), sendo este um nimero muito maior do que os encontrados nos genomas de
outras espécies de cucurbitaceas. Que de acordo com Morata & Puigdomenech (2017), esses
nameros de genes seriam de, para a cultura do pepino (104), meldo (89) e melancia (54).

Nesse contexto, os acessos TB03, TB04, TB05, TB0O7, TB11, TB12, TB17, TB18,
TB19, TB21, TB23, TB24, TB27, TB36, TB37, TB38, TB40, TB44, TB45, TB50 e TB52
foram os que receberam a classificacdo de similar a imune, além de obter os melhores
resultados para as andlises biométricas, sendo os mais indicados para serem utilizados em
programas de melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares tolerantes ao
patdgeno.

Na China e na Africa, plantulas de Luffa ja estdo sendo utilizadas como porta-enxerto
para a cultura do pepino, visando aumento da produgdo, uma vez que sdo tolerantes a
inundacdo, altas temperaturas e a doencas transmitidas por patégenos do solo (Li et al., 2016;
Nordey et al., 2020).

Contudo, € necessario ressaltar que além de selecionar fontes genéticas de porta-
enxertos, gendtipos resistentes ou tolerante a patdégenos radiculares, é preciso implementar
estratégias de gestdo complementares como 0 manejo integrado e preventivo, para aumentar a
durabilidade da resisténcia desse material (Edelstein et al., 1999; Salari et al.; 2012; Sales
Junior et al., 2019).

5 CONCLUSAO
Os acessos TB03, TB04, TB05, TB07, TB11, TB12, TB17, TB18, TB19, TB21,

TB23, TB24, TB27, TB36, TB37, TB38, TB40, TB44, TB45, TB50 e TB52 apresentaram 0s
menores indices de incidéncia e severidade da doenca, bem como os maiores de CA, CR,
PFA, PFR, PSA e PSR, recebendo a classificacdo de similar a imune, sendo também os
tratamentos mais promissores para serem utilizados em programas de melhoramento genético.
Somente o TB56 foi classificado como suscetivel ao patdgeno, mostrando uma maior
incidéncia e severidade da doenca, bem como menor PFA, PFR, PSA e PSR.
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CAPITULO III

REACAO DE Luffa spp. & Macrophomina pseudophaseolina

RESUMO

O género Macrophomina é responsavel por causar doengas em espécies da familia
cucurbitaceas. Dentro deste género, a espécie Macrophomina pseudophaseolina foi
identificada em associacdo com plantas daninhas em campos comerciais de cucurbiticeas.
Estudos que abordam a interacdo entre M. pseudophaseolina e a cucurbitdcea Luffa, sdo
inexistentes, sendo necessario investigar sua patogenicidade e impacto nessa cultura. Portanto,
0 objetivo desse trabalho foi investigar a patogenicidade da espécie M. pseudophaseolina em
Luffa spp. Foi realizado um estudo de prospecgéo entre os meses de fevereiro a maio de 2022,
para identificar fungos associados as raizes de Luffa spp., em areas localizadas nos estados do
Rio Grande do Norte e Ceard. Foram identificados trés isolados pertencente ao género
Macrophomina, através das estruturas morfologicas, e em seguida submetidos a analises
molecular, para confirmacdo da espécie, por meio de extracdo de DNA e amplificacdo por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers especificos (MpTefF e MpTefR
para M. phaseolina, MsTefF e MsTefR para M. pseudophaseolina, e MeTefF e MeTefR para
M. euphorbiicola). Os isolados amplificaram para M. pseudophaseolina, com o isolado RO-II
utilizado para testar a patogenicidade em Luffa spp. Foram utilizados 12 acessos de Luffa
spp., da colecdo de germoplasma de cucurbitaceas da UFERSA, e duas testemunhas positivas,
sendo estas, meloeiro e melancieira, e para cada acesso/cultivar foi usado uma testemunha
negativa. Sementes das cucurbitdceas foram postas para germinar em bandejas, e
posteriormente transferidas para vasos com capacidade de 1L, previamente preenchidos com
uma mistura de solo autoclavado/substrato (3:1 v/v). A inoculacdo das plantas foi realizada
através do método de palitos de dentes. Ap6s a inoculacdo, as plantas foram mantidas em
condicdes de casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado com quatro
repetices. O ensaio foi repetido. Aos 60 dias ap6s a inoculacdo, foram avaliadas as variaveis
incidéncia e severidade da doenca, classe de reacdo, comprimento da parte aérea (CA) e da
raiz (CR), peso fresco e seco da parte aérea (PFA e PSA, respectivamente) e da raiz (PFR e
PSR, respectivamente). Para todas as variaveis analisadas houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, ao nivel de 5% de probabilidade. O acesso TB39 mostrou-
se imune ao patégeno, com incidéncia média de 0% das plantas, além de ter apresentado os
maiores valores de CA (163,9 cm), CR (43,4 cm), PFA (24,9 g), PFR (9,8 g), PSA (3,4 g) e
PSR (0,5 g). Esses resultados indicam que a resisténcia imune do TB39 torna este acesso
promissor, tanto em termos de tolerancia a doenga quanto de crescimento vegetativo,
destacando-se como a melhor opc¢éo entre o0s acessos de Luffa avaliados. Além disso, este é 0
primeiro relato de Luffa spp. atuando como hospedeira alternativa de Macrophomina
pseudophaseolina.

Palavras-chave: Bucha vegetal; Reacéo de acessos; Cucurbitaceas; Patodgeno radicular.

1 INTRODUCAO
Macrophomina € um género flngico pertence a familia Botryosphaeriaceae, classe

Dothideomycetes. Até o presente momento, cinco espécies do género sdo conhecidas: M.
phaseolina, M. pseudophaseolina, M. vaccinii, M. euphorbiicola e M. tecta (Sarr et al., 2014;
Machado et al., 2018; Zhao et al., 2019; Poudel et al., 2022; Sanabria-Velazquez et al., 2023).
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A espécie M. phaseolina é amplamente disseminada mundialmente, sendo considerada
economicamente mais importante em paises subtropicais e tropicais de clima semiarido, pois
estd associada a enfermidades como a podriddo do carvdo, colo e sementes (Cohen et al.,
2022; Wu et al., 2023; Wang et al., 2023). Em contrapartida, M. pseudophaseolina foi
relatada recentemente causando danos em culturas, como amendoim (Arachis hypogaea),
algoddo (Gossypium hirsutum), mamona (Ricinus communis), feijdo-de-corda (Vigha
unguiculata), mandioca (Manihot esculenta), hibisco vinagreira (Hibiscus sabdariffa), batata
doce (Ipomoea batatas), lentilha (Lens culinaris), meldo e melancia (Sarr et al., 2014; Mbaye
et al., 2015; Brito et al., 2019; Kouadri et al., 2021; Mello et al., 2021; Negreiros et al., 2022).

Os sintomas do ataque de Macrophomina spp. em plantas hospedeiras geralmente
incluem lesGes aquosas, marrom clara e presenca de goticulas de exsudado translucido, que
posteriormente, escurecem, secam e se tornam esbranquigadas, com fendas longitudinais
(Dias & Terao, 2006; Pereira et al., 2012). Em casos severos, a planta morre prematuramente
devido ao bloqueio do sistema vascular (xilema) ocasionada pela colonizacdo das hifas
fangicas (Islam et al., 2012). Este género flngico demonstra uma boa adaptacdo a climas
arido e semiarido crescendo adequadamente em temperaturas entre 26 e 38 °C. Além de
propagar-se por meio de microesclerddios nos tecidos do hospedeiro ou em restos culturais
como picnidios, observados como pontos negros nos tecidos infectados (Almeida et al., 2008;
Grupta et al., 2012; Pereira et al., 2012; Sarr et al., 2014).

Machado et al. (2018) relataram a presenca de M. pseudophaseolina pela primeira vez
no Brasil causando podriddo do carvdo em oleaginosas e em sementes de pinhdo-manso
(Jatropha curcas). Posteriormente Negreiros et al. (2019b) encontraram esta espécie em
raizes assintomaticas de plantas daninhas, tais como: bredo (Trianthema portulacastrum) e
pega-pinto (Boerhavia diffusa), presentes em campos de produgdo de meldo e melancia. Os
autores verificaram ainda que essa espécie, juntamente com M. phaseolina sdo as mais
prevalentes nessas regides de cultivo.

Estudando a patogenicidade de M. phaseolina e M. pseudophaseolina, Negreiros et al.
(2022) demostram que ambas foram patogénicas em meloeiro com a M. phaseolina
demostrando maior agressividade.

Atualmente, ndo existem registros de ingredientes ativos sintéticos para o controle
desses fitopatdgenos em areas de producdo de meldo e melancia no Brasil, no entanto,
existem produtos bioldgicos registrados, a base de Trichoderma spp. e Bacillus spp., para o

controle da espécie M. phaseolina em outras culturas: soja, sorgo, feijdo e algoddo
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(AGROFIT, 2023). N&o obstante, os riscos para a micro e macrobiota do solo mediante o uso
desses produtos ainda vem sendo estudado, devendo o seu uso ser considerado com cautela.

Diante desse cenario, 0 mais recomendado, seria 0 uso de sementes tratadas, rotacao
de areas cultivadas, genotipos resistentes, manejo de restos culturais e uso de porta-enxertos
(Cohen et al., 2000; Pereira et al., 2012; Sales Junior et al., 2019).

O uso de porta-enxerto resistente € uma estratégia eficaz que permite que a planta
complete o ciclo de vida em campo (Jang et al., 2014; Cohen et al.; 2022). Contudo, para que
a técnica de enxertia seja efetiva, € necessario selecionar material vegetal que seja ndo apenas
compativel com a cultura alvo a ser enxertada, mas também de facil replicacdo e forneca
resisténcia a esses patogenos (Davis et al., 2008). De acordo com Yetisir et al. (2003) e Bindal
et al. (2023) plantulas de Luffa spp. podem servir de porta-enxertos para outras cucurbitaceas,
como abdbora, pepino e melao.

Por se tratar de uma planta de natureza rustica, sendo cultivada livre de insumos
quimicos, pouco comercializada, e cuja selecdo do material vegetal é praticada por pequenos
agricultores em conjunto com a sele¢do natural, hibridizagdo e fluxo génico, possivelmente
estes sejam o conjunto que confere a Luffa tolerancia a determinados patégenos (Aumonde et
al. 2011; Ferreira et al. 2013). Esse comportamento pode ter enriquecido genes especificos,
melhorando sua capacidade de lidar com estreses bio6tico e/ou abidtico (Wu et al., 2020).

Hilal et al. (2000) realizando teste de patogenicidade com fungos isolados de raiz e
sementes de L. aegyptiaca, observaram que a M. phaseolina ndo mostrou sintomas da doenca
nesta cultura. Estudos posteriores de Namisy et al. (2022) e Bindal et al. (2023) observaram a
resisténcia de alguns acessos de Luffa a racas agressivas de Fusarium spp. Mertely et al.
(1993), Armengol et al. (1998), Bruton et al. (2000) e Kwon et al. (2001), também verificaram
que a Luffa sp., quando inoculada com Monosporascus cannonballus e Acremonium
cucurbitacearum, apresentaram resisténcia aos fungos.

Entretanto, a falta de conhecimento sobre a influéncia das doencas transmitidas por
patogenos radiculares, tem prejudicado a exploragdo desse material para possiveis fins
agricolas, tais como porta-enxerto para outras cucurbitdceas de acordo com Bindal et al.
(2023). Dessa forma, destaca-se a necessidade de se realizar pesquisas adicionais para
compreender melhor esses efeitos e desenvolver estratégias de manejo adequadas. Portanto,
este trabalho teve por objetivo conhecer e avaliar a patogenicidade de M. pseudophaseolina
em Luffa, a fim de identificar materiais resistentes entre os acessos avaliados, para que

posteriormente possam ser utilizados em programas de melhoramento.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao dos isolados fungicos

Foi realizado um estudo de prospeccdo de fungos associados as raizes de Luffa spp.,
entre os meses de Fevereiro a Maio de 2022, nos estados do CE e RN.

Foram coletadas 19 amostras de raizes de plantas assintomaticas. As raizes das plantas
foram submetidas a uma lavagem em &gua corrente para remover residuos de solo. Em
seguida, as mesmas foram imersas em uma solugéo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 1% por
um minuto e, posteriormente, enxaguadas com agua esterilizada para eliminar o excesso de
cloro. Sete fragmentos de raizes foram colocados em placas de Petri contendo meio batata-
dextrose-agar (BDA), adicionado de 0,5 g.L™ de tetraciclina (Mello et al., 2011). As placas
contendo os fragmentos das raizes foram incubadas em uma estufa tipo B.O.D., a uma
temperatura de 28 = 1 °C, no escuro, por um periodo de até sete dias. As colénias fungicas
que cresceram nos fragmentos das raizes foram transferidas para placas de Petri contendo
meio BDA. Foi realizada a técnica de purificacdo monohifal para obter culturas puras, e estas
foram preservadas usando o método de Castellani (1939). Os isolados obtidos foram
depositados na colecdo de culturas de fungos do Laboratério de Fitopatologia Il da UFERSA.

Os isolados fungicos foram identificados em nivel de género, através do preparo de
laminas contendo as estruturas fungicas coradas com lactofenol azul-algodao para observacédo
em microscopio Optico, e comparadas com as descricbes das chaves de identificacdo de
fungos (Barnett; Hunter, 1998; Seifert et al., 2011).

Para a caracterizacdo molecular das espécies de Macrophomina, empregou-se a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers especificos. Os isolados
fangicos foram cultivados em meio BDA com papel celofane sobreposto, para permitir a
obtencdo dos micélios e, posteriormente da extracdo do DNA de cada isolado. O DNA
gendmico foi extraido usando o kit de purificacdo de DNA gendmico Wizard® (Promega
Corporation, Madison, EUA), seguindo o protocolo do fabricante.

A amplificacdo por PCR foi realizada utilizando os seguintes componentes: 6,25 pl de
GoTag® Green Master Mix (2X) da Promega Corporation (Madison, EUA), 4,25 ul de Agua
Milli-Q®, 0,5 pl de cada primer (frente e reverso) e 1 ul de DNA (25 ng/ul). No controle
negativo, a agua foi usada em substituicdo ao DNA, enquanto no controle positivo, foram
empregados isolados previamente identificados com primers especificos. Foram utilizados
primers especificos do locus fator de alongamento de traducdo-lalpha (TEF1-a) para M.
phaseolina (MpTefF-AAACACACTTTTCGCACTCCTGC, MpTefR-
TATGCTCGCAGAGAAGAACACGA), M. pseudophaseolina (MsTefF-
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GCACACTTTTCGCGCTTCTGTA e MsTefR-TGTGCTCGCTGGGAAGAACATGA) e M.
euphorbiicola (MeTefF-AAGCATACTTTTCGTGCTCCTGC, MeTefR-
AAAGGAACATGAGTGGCCAAAAA) (Santos et al., 2020).

Foi utilizado um termociclador, o seguinte programa foi empregado: uma etapa de
desnaturacdo inicial a 94 °C por dois minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C
por um minuto, anelamento a 63 °C por 30 segundos, extensdo a 72 °C por um minuto, e uma
etapa final de extensdo a 72 °C por dez minutos. Apds a conclusdo dos ciclos de amplificagéo,
os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel. Carregados 5 uL. do DNA
amplificado juntamente com 3 pL de tampdo de amostra + Gel Red 2X (Santos et al., 2020).
Por fim, os resultados foram visualizados sob luz UV. A espécie do patogeno foi confirmada
por meio da amplificacdo dos produtos utilizando os primers especificos para a espécie-alvo.
Todas as técnicas moleculares para o auxilio da identificacdo dos isolados foram realizadas
pelo Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal do Cariri (UFCA), no estado
do CE.

Para o teste subsequente de viruléncia, um isolado de Macrophomina foi selecionado,
identificado como M. pseudophaseolina (RO-II). A escolha desse isolado foi baseada em uma
avaliacdo preliminar de patogenicidade, onde o isolado RO-I1 apresentou maior agressividade

em plantas de Luffa cylindrica e a meloeiro ‘Natal’ (dados nao publicados).

2.2 Acessos de Luffa spp. utilizados no experimento

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizados 12 acessos de Luffa spp.
provenientes dos estados de Pernambuco (PE), RN e CE (Tabela 1). Todos os acessos foram
adquiridos da colecdo de germoplasma de cucurbitaceas da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA).



Tabela 1. Acessos de Luffa spp. utilizados no experimento

CODIGO* IDENTIFICACAO LOCAL DE COLETA
TBO7 Luffa cylindrica Apodi/RN
TB24 Luffa sp. Petrolina/PE
TB26 Luffa cylindrica Apodi/RN
TB36 Luffa cylindrica Serra Talhada/PE
TB39 Luffa cylindrica Petrolina/PE
TB40 Luffa cylindrica Gov. Dix-sept rosado/RN
TB41l Luffa cylindrica Sé&o José do Belmonte/PE
TB44 Luffa cylindrica Apodi/RN
TB50 Luffa cylindrica Orocdé/PE
TB51 Luffa cylindrica Monsenhor Tabosa/CE
TB52 Luffa cylindrica Serra Talhada/PE
TB55 Luffa cylindrica Serra Talhada/PE

52

*Cddigo dos acessos de trabalho.
2.3 Montagem, conducao e avaliagdes do ensaio

Para verificar a reacdo das espécies de Luffa a M. pseudophaseolina (RO-II), foi
realizado teste em casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
composto por 12 acessos de Luffa spp., acrescidos da cultivar de meldo ‘Natal’, e outra de
melancia ‘Crimson Sweet’ (controles positivos) inoculadas com o isolado fangico, e um
controle negativo para cada acesso/cultivar (sem inoculagdo do fungo), quatro
repeticdes/tratamento. O experimento foi repetido.

As sementes de Luffa spp. passaram pelo processo de desinfestacdo e superacdo de
dorméncia (Oliveira et al., 2012; Medeiros et al., 2019). A semeadura ocorreu em bandejas de
polietileno contendo substrato comercial Tropstrato HT hortalicas® (Vida Verde, Brasil). As
plantulas foram transferidas para vasos de 1 L contendo uma mistura de areia mais substrato
autoclavados na proporcao de 3:1 (v/v), assim que obtiveram trés folhas definitivas.

A patogenicidade de M. pseudophaseolina foi verificada através do método descrito
por Ambroésio et al. (2015), que consistiu em inserir palitos de dentes colonizados com
micélio do isolado, 10 dias ap6s a semeadura. Palitos de dente ndo infestados e autoclavados
foram usados nos controles negativos.

A irrigagdo foi realizada diariamente, até que o solo atingisse a capacidade de campo.
A avaliagéo do ensaio foi conduzida aos 60 dias apés a realizacdo do transplantio das mudas.
Para isso, as plantas foram delicadamente removidas dos vasos e 0s sistemas radiculares
foram cuidadosamente lavados com agua corrente.

As variaveis analisadas foram: incidéncia (INC) e severidade (SEV) da doenca, reacao
média das plantas a doenca, comprimentos de raiz e parte aérea (CR e CA), pesos frescos de
raiz e parte aérea (PFR e PFA) e pesos secos de raiz e parte aérea (PSR e PSA).
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A incidéncia da doenca foi determinada através do numero de plantas infectadas por
tratamento, e expressa em porcentagem. A severidade da doenca foi avaliada através de
escalas diagraméticas de notas. Para as plantas inoculadas com M. pseudophaseolina foi
utilizada escala descrita por Ravf & Ahmad (1998) com notas variando de 0 a 5, onde: 0 =
sem sintomas; 1 = menos de 3% dos tecidos infectados; 2 = 3-10% dos tecidos infectados; 3 =
11-25% dos tecidos infectados; 4 = 25-50% dos tecidos infectados; e 5 = mais de 50% dos
tecidos infectados.

Para a reacdo média das plantas a doenca, utilizou-se a escala descrita por Salari et al
(2012), onde calculou-se a média das plantas por tratamento através da soma das notas
atribuidas a cada uma delas e, em seguida, dividiu-se pelo nimero total de plantas avaliadas, e
em seguida classificou-se por notas que variaram de 0 = imune (I); 0,1-1,0 = altamente
resistentes (AR); 1,1-2,0 = moderadamente resistente (MR); 2,1-4,0 = suscetivel (SU); e 4,1-
5,0 = altamente suscetivel (AS).

Também foram obtidos os CR e CA usando uma fita métrica (cm), além dos PFR,
PFA, PSR e PSA com auxilio de balanca analitica (g). Os pesos secos foram obtidos
colocando cada planta individualmente em sacos de papel, e submetendo-as a estufa de

circulacéo de ar forcada a 70 °C até que o peso seco constante fosse alcancado.

2.4 Analise estatistica

Os resultados de incidéncia e severidade foram analisados pelo teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados de comprimento e peso fresco e
seco da parte aérea e da raiz foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas por teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas utilizando o software
Assistat 7.7 (Silva & Azevedo, 2016).

3 RESULTADOS
3.1 Identificagédo dos isolados

Foram obtidos 19 isolados fungicos a partir do isolamento de raizes assintomaticas de
Luffa spp. Dentre estes, oito isolados foram identificados em nivel de género, um de
Lasiodiplodia, um de Chaetomium, trés de Rhizoctonia e trés de Macrophomina (Figura 1).
No entanto, a identificacdo morfoldgica dos demais isolados fungicos (11 deles no total) ndo

foi possivel utilizando a chave de identificagdo convencional.
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Rhizoctonia sp.
16%

Macrophomina
pseudophaseolina
16%

Outros
58%

Lasiodiplodia sp.
5%

Chaetomium sp.
5%

Figura 1. Fungos isolados a partir de raizes assintomaticas de Luffa spp. nos meses de
Fevereiro a Maio de 2022.

Os trés isolados de Macrophomina amplificaram para M. pseudophaseolina, com 0s
primes MsTefF e MsTefR. Ademais, o estudo de prospeccdo indica a presenca de uma
diversidade de fungos associados as raizes de Luffa spp., incluindo alguns géneros conhecidos
por causar doencas em plantas de alto valor comercial. A identificacdo desses fungos foi
importante para entender de quais microrganismos essa cucurbiticea € uma possivel

hospedeira.

3.2 Patogenicidade de Macrophomina pseudophaseolina em acessos de Luffa spp.

Né&o foi observado efeito significativo das repeticGes do experimento (ANOVA p >
0,05) para todas as variaveis analisadas, portanto, os dados foram combinados. A inoculagdo
das cucurbitaceas por M. pseudophaseolina apresentou diferenca estatistica significativa para
incidéncia e severidade da doenca, de acordo com o teste de Kruskall-Wallis a 5% de
probabilidade (p < 0,05) (Tabela 2), assim como pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (p <0,05) para CR, CA, PFR, PFA, PSR e PSA (Tabela 3).
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Tabela 2. Incidéncia, severidade da doenca e classe de reacdo de Macrophomina

pseudophaseolina em acessos de Luffa spp., Cucumis melo e Citrullus lanatus

Incidéncia da doenca Severidade da doenca

Xn3
Tratamentos “oonk!  Média (%)  Rank!  Media? | oooa0
TB07 675b 100,0 45,1 ad 2,1 SU
TB24 46,5 ab 63,0 37,1a-c 1,7 MR
TB26 675b 100,0 60,2 a-d 3.1 SU
TB36 675b 100,0 60,2 a-d 3,1 SU
TB39 115a 0,0 115a 0,0 I
TB40 675b 100,0 85,4 cd 4,5 AS
TB41 675b 100,0 93,0d 5,0 AS
TB44 675b 100,0 85,0 cd 4,6 AS
TB50 675b 100,0 93,0d 5,0 AS
TB51 39,5ab 50,0 32,5a-Cc 1,5 MR
TB52 675b 100,0 65,0 a-d 3,5 SuU
TB55 535b 75,0 27,2 ab 0,8 AR
TMelao 675b 100,0 75,4 b-d 4,1 AS
TMelancia 32,5ab 38,0 21,1 ab 0,5 AR
x 2 65,5 80,3

x 2 = valores significativos do qui-quadrado a 5% de probabilidade; 'valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna ndo apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (p <
0,05). 2Média das classificacGes para todas as observagBes dentro de cada amostra de acordo com a escala
diagramética de notas onde: 0 (sem sintomas) a 5 (mais de 50% dos tecidos infectados), Ravf & Ahmad (1998).
3Reagdo a doencga de acordo com Salari et al. (2012): 0 = Imune (l); 0.1-1.0 = altamente resistente (AR); 1.1-2.0
= moderadamente resistente (MR); 2.1-4.0 = suscetivel (SU); 4.1-5.0 = altamente suscetivel (AS). Os dados séo
valores médios de dois experimentos, cada um com quatro repeticdes (vasos) por tratamento e uma planta por
vaso.

Tabela 3. Comprimento parte aérea e da raiz, no peso fresco e seco parte aérea e da raiz de
acessos de Luffa spp., Cucumis melo e Citrullus lanatus inoculados com Macrophomina
pseudophaseolina

Tratamentos CA!(cm) CR2(cm) PFA3(g) PFR*(g) PSA®(g) PSR®(g)

TBO7 1115b 255¢ 20,0b 6,7b 2,8a 04Db
TB24 1395a 294 c 14,7 c 6,2b 2,6a 0,3¢c
TB26 1129b 25,7¢ 10,7 d 40d 2,1a 0,2d
TB36 122,0b 26,0 c 16,6 ¢ 6,0b 25a 0,3¢c
TB39 1639 a 43,4 a 249 a 9,8a 3,4a 05a
TB40 58,5¢ 18,1d 42¢e 2,0e 12b 0,2d
TB41 470c 16,3d 6,5e 05f 1,3b 0,le
TB44 69,1c 16,0d 6,7¢e 15e 14b 0,1le
TB50 63,0c 245 ¢ 52e 2,3e 12b 0,2d
TB51 156,5a 352b 214b 52c¢ 3,0a 0,3¢c
TB52 1152 b 23,0c 12,1d 52c¢c 25a 0,3¢c
TB55 1132 b 240¢c 16,0 c 47c 20D 0,3¢c
TMelao 46,2 ¢ 21,0d 150¢c 2,3e 15b 0,le
TMelancia 83,0c 26,6 C 225D 26e 3,0a 0,2d
CV (%) 26,99 30,45 23,48 22,21 20,0 18,17

CV (%) = valores significativos do coeficiente de variacdo; valores seguidos pela mesma letra nas colunas néo
apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste Scott-Knott (p < 0.05). Comprimento da parte aérea (CA)! e
comprimento da raiz (CR)2, peso fresco da parte aérea (PFA)? e peso fresco da raiz (PFR)?* peso seco da parte
aérea (PSA)° e peso seco da raiz (PSR)C.
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Para a incidéncia da doenca, os TB24 (63,0%), TB39 (0,0%) e TB51 (50,0 %) ndo
diferiram significativamente de TMelancia (38,0%). Todos os tratamentos ndo diferiram da
TMel&o, com excegdo do TB39. O TB39 foi o Unico tratamento que ndo houve incidéncia da
doenca, ou seja, 0 acesso de Luffa ndo foi susceptivel ao patdgeno (Tabela 2).

Em relacdo a severidade da doenca, todos os acessos de Luffa (severidade média
variando de 0,0 a 3,5) ndo diferiram do TMelancia (0,5), com excecdo dos TB40 (4,5), TB41
(5,0), TB44 (4,6) e TB50 (5,0). Entretanto, a M. pseudophaseolina ndo se mostrou agressiva
ao TB39, diferindo-se do TMeldo (4,1) (Tabela 2). A infeccdo por M. pseudophaseolina nos
acessos (TB41, TB44 e TB50) de Luffa iniciou-se por volta do 19° dia ap6s a inoculagéo,
sendo encontradas estruturas como microesclerédios e picnidios, localizados préximos ao
colo da planta, além do surgimento de rachaduras no hipocotilo e o aparecimento de clorose
nas folhas inferiores, culminando na morte das plantas (Figura 2).

Figura 2. Sintomas da doenca e caracteristicas morfolégicas de Macrophomina
pseudophaseolina isolado de Luffa (A) Sintomas da podriddo cinzenta em planta do acesso
TB50, (B) Picnidios do patdgeno no tecido vegetal, (C) Picnidio e conidios e (D) Planta do
acesso TB39 assintomatica.

Conforme a classificacdo de reacdo proposta por Salari et al. (2012), TB39 foi
categorizado como “imune”, enquanto TB55 foi “altamente resistente” ao patdgeno, se

assemelhando ao controle positivo TMelancia. Os TB24 e TB51 foram classificados como
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“moderadamente resistente”, ja os TB07, TB26, TB36, TB52 foram “suscetivel” ao patdgeno.
E por fim, os TB40, TB41, TB44, TB50 e TMeldo foram “altamente suscetivel” (Tabela 2)
(Figura 3).

TB55 —NC TB55 -1 TB26 —NC TB26 -1

Figura 3. Reacdo de acessos de Luffa inoculadas com Macrophomina pseudophaseolina. NC:
controle negativo. I: planta inoculada.

Para o CA, os TB24, TB39 e TB51 se mostraram estatisticamente superiores aos
demais tratamentos, com média variando entre 139,5 e 163,9 cm, apresentando 0s maiores
CA. Os TB07, TB26, TB36, TB52 e TB55 diferiram significativamente de TMeldo e
TMelancia, com comprimentos variando entre 111,5 e 122,0 cm. Por outro lado, TB40, TB41,
TB44 e TB50 (47,0 a 69,1 cm) ndo diferiram significativamente de TMeldo e TMelancia
(46,2 e 83,0 cm respectivamente), exibindo 0os menores comprimentos.

O acesso TB39 se mostrou estatisticamente superior aos demais tratamentos para CR
(43,4 cm), PFA (24,9 g), PFR (9,8 g) e PSR (0,5 g), demostrando as maiores médias para
essas variaveis analisadas.

Para CR, os TB40, TB41, TB44 e TMeldo (16,0 a 21,0 cm) foram estatisticamente
inferiores aos demais tratamentos, apresentando as menores médias, assim como uma maior
reducdo da caracteristica analisada. No que diz respeito ao PFA, os TB40, TB41, TB44 e
TB50 apresentaram-se inferiores aos demais tratamentos, com as menores médias, variando
de 4,2 a 6,7 g. Para 0 PFR, o TB41 se mostrou inferior aos demais tratamentos, com valor
médio de 0,5 g, ocorrendo uma maior reducdo no sistema radicular. Em relacdo a PSR, o
menor peso registrado foi 0,1 g para os tratamentos TB41, TB44 e TMelao.
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Referente ao PSA, 0s acessos que se mostraram estatisticamente superiores foram
TBO07, TB24, TB26, TB36, TB39, TB51, TB52 e TMelancia, variaram de 2,1 a 3,4 g. Os
TB40, TB41, TB44, TB50 e TB55, por sua vez, apresentaram valores médios que variaram de
1,2 a 2,0 g, diferindo-se significativamente de TMelancia mas n&o de TMel&o.

4 DISCUSSAO
Patdgenos do género Macrophomina sdo uma preocupacdo recorrente entre 0sS

agricultores, especialmente porque podem ter um impacto direto na producdo de
cucurbiticeas de interesse econdmico como meldo e melancia, resultando em prejuizos
significativos na renda dos produtores dessas hortalicas (Negreiros et al., 2022). Esse
trabalho, investigou, portanto, a reacdo de diferentes acessos de Luffa spp. a M.
pseudophaseolina com a finalidade de indicar materiais resistente a esse patogeno.

Os resultados de reacdo de Luffa spp. a M. pseudophaseolina, mostraram que nove dos
12 acessos apresentaram incidéncia superior a 75% da doenca (TB07, TB26, TB36, TB40,
TB41, TB44, TB50, TB52 e TB55). Apenas 0 acesso TB39 nédo apresentou doenca. Entre os
controles positivos, a melancieira foi a menos afetada. Negreiros et al. (2022) estudando a
patogenicidade de dois isolados (CMM4771 e CMMA4801) de M. pseudophaseolina
observaram que a incidéncia da doenca foi maior na cultura do meloeiro (40 e 80%,
respectivamente) do que em melancieira (0 e 40%, respectivamente), provando que a cultura
do meldo é mais sensivel a esta espécie, o que também foi possivel verificar neste estudo.

Ao acesso TB39 de Luffa cylindrica foi atribuido nota média de O para a severidade da
doencga, com todas as plantas ndo apresentando sintomas, recebendo a classificacdo “imune”
ao patogeno. Wu et al. (2020) observam que devido a grande variabilidade genética existente
nessa cultura, alguns acessos de Luffa podem ter enriquecidos certos genes de resisténcia que
confere melhoria na capacidade de resposta a estresses abioticos e bidticos, tais como estresse
hidrico, temperatura, umidade e doencas. O acesso TB39 obteve ainda as maiores médias de
CR, PFA, PFR e PSR entre todos os tratamentos. Para Katuuramu et al. (2020), o bom
desenvolvimento radicular das plantas auxilia na absorcdo de nutrientes e agua, bem como
favorece a reducdo da severidade de doencas transmitidas por patégenos do solo.

Os TB55 e TMelancia se classificam como “altamente resistente” ao patdégeno, com 0s
demais acessos classificados de “moderadamente resistente” a “altamente suscetivel”, assim
como o meloeiro, “altamente suscetivel”. Esses resultados refletem os observados por Namisy

et al. (2022), que também observaram diferentes respostas entre os acessos inoculados com
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Fusarium oxysporum f. sp. luffae. Para os autores, esses resultados podem ser atribuidos ao
efeito do gendtipo da planta.

Durante o ensaio foi observado a aparecimento de estruturas como microesclerodios e
picnidios nos acessos (TB41, TB44 e TB50) inoculados com M. pseudophaseolina, bem
como rachaduras no hipocotilo e a seca nas folhas inferiores, o que culminou na morte das
plantas. Por outro lado, no ensaio de Hilal et al. (2000), as plantas da espécie L. aegyptiaca
inoculadas apenas com M. phaseolina ndo apresentaram sintomas, entretanto, quando
associada a outro patdgeno (Phythium sp.), sintomas aparentes puderam ser observados nas
mesmas. E interessante esclarecer ainda que os autores relataram que 0 mesmo isolado de M.
phaseolina (obtido de L. aegyptiaca), foi altamente patogénico quando inoculado em outras
culturas, como: algoddo ‘Giza 75°, pepino ‘Amira 2°, quiabo ‘Costa Dourada’, amendoim
‘Giza 4’, abobora ‘Balady’, gergelim ‘Giza 32’, soja ‘Crawford’, abobrinha ‘Eskandarani’ e
melancia ‘Giza 1°.

Estudos de reacdo desempenham um papel fundamental na identificacdo de material
vegetal resistente, uma vez que o controle de Macrophomina € bastante complexo. Este se
trata de fungo habitante natural do solo, que vive em constante interagdo com outros
patossistemas, além das condices fisicas e quimicas do solo, qualquer abordagem de manejo
da doenca deve considerar o minimo possivel de alteracdo ou manipulacdo do ambiente e
recursos naturais (Marquez et al., 2021). E por ndo existirem métodos de controle eficazes, é
necessario adotar uma combinacdo de medidas para reduzir a pressao da doenca (AGROFIT,
2023). Nesse contexto, a enxertia surge como uma alternativa viavel. Cohen et al. (2022)
destacam que a enxertia ja é utilizada com sucesso em algumas areas de Israel para o controle
de Macrophomina nas culturas de meloeiro e melancieira em porta-enxerto de abdbora
resistentes ao patogeno.

Contudo, para que a técnica de enxertia seja bem-sucedida, € necessario selecionar
material vegetal que seja ndo apenas compativel com a cultura alvo, mas também de féacil
replicacéo e forneca resisténcia a esses patdgenos (Davis et al., 2008). Nesse sentido, a Luffa
ja vem sendo estudada como porta-enxerto em cucurbitaceas como abdbora, pepino e meldo
(Lietal., 2016; Shahiba & Chacko, 2019; Nordey et al., 2020; Guo et al., 2023). Dessa forma,
0 acesso TB39 é promissor para programas de melhoramento genético no desenvolvimento de
cultivares resistentes.

Por fim, é relevante destacar que este é o primeiro relato de Luffa spp. atuando como

hospedeira alternativa de M. pseudophaseolina, portanto, esses achados contribuem para o
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conhecimento sobre a interacdo M. pseudophaseolina-Luffa, bem como oferece informacdes

valiosas para 0 manejo da doenca em outras cucurbitaceas.

5 CONCLUSAO
O acesso TB39 destacou-se com o menor indice de incidéncia e severidade da doenga

entre os acessos avaliados, além de apresentar os maiores valores para todas as variaveis
biométricas analisadas, sendo classificado como “imune” ao patdgeno. Este é o primeiro
relato de Luffa spp. atuando como hospedeira alternativa de Macrophomina

pseudophaseolina.
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