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RESUMO GERAL

As aboboras, Cucurbita maxima Duch. e Cucurbita moschata Duch. se destacam entre as
cucurbiticeas de importancia econdmica, em particular na regido Nordeste, onde ¢
cultivada principalmente por produtores em regime de agricultura familiar. Embora
consideradas culturas rusticas, o seu cultivo apresenta alguns desafios, podendo citar
entre eles a infestacao por patdogenos, sejam estes de parte aérea ou de solo. Com relagao
aos patogenos de solo, a Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid estd presente em
diversos cultivos dificultado a produgdo. Considerando a variabilidade relatada para o
germoplasma de Cucurbita conservado, a selecdo de gendtipos resistentes pode se
caracterizar em valiosa ferramenta para o manejo desse patdogeno na cultura. Assim, o
objetivo do trabalho foi avaliar e selecionar acessos de abobora resistente a
Macrophomina phaseolina, bem como avaliar as respostas fisiologicas e bioquimica em
acessos inoculados com o patdégeno. Foram realizados dois experimentos em casa de
vegetagdo localizada na Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA, no
municipio de Mossord, Rio Grande do Norte. O primeiro experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (17 x 3), com 5
repeti¢des. O primeiro fator foram os acessos, sendo oito de C. moschata e sete acessos
de C. maxima e duas cultivares comerciais — Abobora Sergipana e Moranga Coroa O
segundo fator foram os isolados de M. phaseolina (MM1531, ME249 ¢ MES50). A
linhagem de Meldo C-14 foi utilizada como padrdo de resisténcia. Para o segundo
experimento foram utilizados quatro acessos (ABO 153 e P114-03- C. moschata e
ABPUN 202 e ABPUN 202 F4 — C. maxima) selecionados no primeiro experimento e
inoculados com o isolado ME249. Nesse experimento, além da resisténcia foram
realizadas avaliagcdes para mensurar parametros fisiologicos (taxa de assimilacao liquida
de CO> (PN), Taxa de transpiracdo (E), condutancia estomatica (gS), déficit de pressao
de vapor e concentragdo interna de COy)) e bioquimicas (Prolina, agtcares soluveis e
aminoacidos). Utilizou-se delineamento em DIC com cinco repeti¢cdes. As cultivares
Moranga Coroa e Abobora Sergipana e a linhagem de Meldo C-14 também foram
utilizadas. Nos experimentos a parcela foi constituida de uma planta, conduzida em vasos
com capacidade para 1L. A avaliacdo de resisténcia foi realizada de acordo com a
severidade da doenca, utilizando-se uma escala de notas de 0 a 6, onde 0: assintomatica,
1: menos de 3% de tecidos infectados, 2: 3-10% de tecidos infectados, 3: 11-25% de
tecidos infectados, 4: 26-50% de tecidos infectados e 5: mais de 50% de tecidos infectados
e 6: planta morta. Com base na média das notas, os acessos foram classificados 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 (S) e 4,1-6,0 = altamente suscetivel
(AS). No primeiro experimento os acessos ABO 153, ABPUN 206 F1, P97-1, P114-03
ABPUN202, ABPUN 202 F4 foram classificados como moderadamente resistente aos
trés isolados. Quanto ao segundo experimento, para todos os acessos foram resistentes ao
isolado ME249. Com relagdo as respostas fisioldgicas e bioquimicas observadas houve o
aumento de prolina nas plantas inoculadas e essas plantas inoculadas transpiraram mais.

Palavras-chave: Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, Podriddo do caule.



GENERAL ABSTRACT

Pumpkins, Cucurbita maxima Duch. and Cucurbita moschata Duch., stand out among
economically important cucurbits, particularly in the Northeast region of Brazil, where they are
primarily cultivated by family farmers. Although considered hardy crops, their cultivation
presents certain challenges, including infestation by pathogens, whether aerial or soilborne.
Among soilborne pathogens, Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. is prevalent in various
crops, complicating production. Given the reported variability in Cucurbita germplasm, the
selection of resistant genotypes could be a valuable tool for managing this pathogen in the crop.
Thus, the objective of this study was to evaluate and select pumpkin accessions resistant
to Macrophomina phaseolina, as well as to assess the physiological and biochemical responses
of accessions inoculated with the pathogen. Two experiments were conducted in a greenhouse at
the Federal Rural University of the Semi-Arid Region (UFERSA), located in Mossord, Rio
Grande do Norte. The first experiment was conducted in a completely randomized design (CRD)
in a factorial scheme (17 x 3), with five replicates. The first factor consisted of accessions,
including eight of C. moschata and seven of C. maxima, along with two commercial cultivars—
Abodbora Sergipana and Moranga Coroa. The second factor was the isolates of M.
phaseolina (MM1531, ME249, and ME50). The melon line C-14 was used as a resistance
standard. For the second experiment, four accessions (ABO 153 and P114-03—C. moschata;
ABPUN 202 and ABPUN 202 F4—C. maxima), selected from the first experiment, were
inoculated with the ME249 isolate. In this experiment, in addition to resistance, evaluations were
conducted to measure physiological parameters (net CO2 assimilation rate (PN), transpiration rate
(E), stomatal conductance (gS), vapor pressure deficit, and internal CO2 concentration) and
biochemical parameters (proline, soluble sugars, and amino acids). A CRD with five replicates
was used. The cultivars Moranga Coroa and Abobora Sergipana, as well as the melon line C-14,
were also included. In both experiments, each plot consisted of one plant grown in 1L pots.
Resistance evaluation was based on disease severity, using a rating scale from 0 to 6, where 0 =
asymptomatic, 1 = less than 3% infected tissue, 2 = 3—10% infected tissue, 3 = 11-25% infected
tissue, 4 = 26-50% infected tissue, 5 = more than 50% infected tissue, and 6 = dead plant. Based
on the mean scores, the accessions were classified into five reaction classes: 0 = immune (I); 0.1—
1.0 = highly resistant (HR); 1.1-2.0 = moderately resistant (MR); 2.1-4.0 = susceptible (S); and
4.1-6.0 = highly susceptible (HS). In the first experiment, the accessions ABO 153, ABPUN 206
F1, P97-1, P114-03, ABPUN 202, and ABPUN 202 F4 were classified as moderately resistant to
the three isolates. In the second experiment, all accessions were resistant to the ME249 isolate.
Regarding the physiological and biochemical responses, an increase in proline was observed in
inoculated plants, and these plants exhibited higher transpiration rates.

Keywords: Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, Stem rot
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APRESENTACAO

As cucurbitaceas, como a abodbora, sdo culturas de grande relevincia econdmica e
nutricional, especialmente em regides como o semiarido brasileiro. Espécies como Cucurbita
moschata Duch. e Cucurbita mdxima Duch. sdo amplamente cultivadas, contribuindo para a
alimentacdo humana e a geracdo de renda, principalmente para pequenos produtores. No entanto,
o cultivo dessas plantas enfrenta desafios significativos, especialmente relacionados a patogenos
que comprometem a produtividade e a qualidade das culturas.

O semidrido brasileiro apresenta condigdes climaticas favoraveis ao cultivo de aboboras,
como temperaturas elevadas e alta insolagdo. Esses fatores sdo essenciais para o desenvolvimento
das plantas, tornando a regido propicia para a produg@o. No entanto, apesar das vantagens
climaticas, os produtores enfrentam obstaculos que limitam o potencial agricola.

Embora as aboboras sejam consideradas culturas rusticas e de baixa dependéncia de
insumos, elas sdo suscetiveis a diversos patdgenos, especialmente os de solo. Entre esses
patogenos, destaca-se o fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, que afeta gravemente
o desenvolvimento das plantas. Esse patogeno causa lesdes pretas nos caules, interfere na
transferéncia de agua e nutrientes ¢ pode levar a morte da planta. Além disso, ele é responsavel
por sintomas como raizes secas e podridao cinzenta, comprometendo a satide e a produtividade
das culturas.

O fungo M. phaseolina € um patogeno de ampla distribui¢o, capaz de infectar mais de
500 espécies de plantas em diversas familias botanicas. Sua capacidade de causar podriddo de
raizes e caules o torna uma ameaca global, especialmente em regides quentes e tropicais. No
contexto das aboboras, esse fungo representa um gargalo significativo para o cultivo, colocando
em risco a producdo e a rentabilidade dos agricultores.

As plantas estdo sujeitas a condigdes de estresse, sejam bidticos (como patdogenos) ou
abidticos (como seca ou temperaturas extremas). Esses estresses podem desestabilizar o
metabolismo das plantas, afetando seu crescimento, desenvolvimento e ciclo de vida. Em
resposta, as plantas ativam mecanismos de defesa, incluindo alteragdes bioquimicas, fisiologicas
e morfologicas. No entanto, ainda ha poucas pesquisas que explorem como as aboboras
respondem a infestagdo por M. phaseolina, especialmente em termos de resisténcia e adaptacao.

Diante desses desafios, este trabalho tem como objetivo avaliar as respostas fisiologicas,
bioquimicas e de resisténcia em acessos de abobora inoculados com M. phaseolina. A
compreensdo desses mecanismos ¢ essencial para desenvolver estratégias que minimizem o0s
impactos do patéogeno e garantam a sustentabilidade do cultivo de abdboras, especialmente em

regides como o semidrido brasileiro.
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CAPITULO1-
INOCULACAO DE Macrophomina phaseolina NA RESPOSTA DE REISTENCIA EM
ABOBORA

RESUMO:

Entre as cucurbiticeas de importancia econdmica para o agronegdcio brasileiro, as
aboboras, Cucurbita moschata Duch e Cucurbita maxima Duch, tem se destacado pelo
seu valor alimenticio e social, sendo indicada também como porta-enxertos para outras
espécies, como meldo e melancia. Embora as abdboras sejam consideradas cultura
rusticas, o seu cultivo apresenta alguns desafios principalmente relacionada as infecgdes
por patogenos, sendo estes de parte aérea ou de solo, como Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid, encontrados em diversos cultivos, dificultando a producdo, seja com sua
ocorréncia isolada ou em associacdo com outros patdogenos. Considerando a variabilidade
relatada para o germoplasma de Cucurbita conservado, a selecdo de acessos resistentes
pode se caracterizar em valiosa ferramenta para o manejo desse patdgeno na cultura da
abobora. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar e selecionar acessos de abdbora
resistentes a M. phaseolina. Foram realizados dois experimentos em casa de vegetacao,
localizada na Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA, Mossord (RN). No
primeiro experimento utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 17x3, com cinco repeticdes. O primeiro fator oito acessos de C.
moschata e sete acessos de C. maxima; duas cultivares comerciais — Moranga Coroa e
Abdbora Sergipana. A linhagem de Meldo C-14 foi utilizada como padrao de resisténcia.
O segundo fator foram os isolados de M. phaseolina (ME248, ME249 ¢ ME250). Para o
segundo experimento foram utilizados acessos selecionados no primeiro experimento e
inoculados com o isolado ME249 que apresentou maior severidade no primeiro
experimento. O delineamento também foi em DIC com cinco repetigdes, onde foram
avaliados quatro acessos e as cultivares Moranga Coroa, Abobora Sergipana e Melao C-
14. Nos dois experimentos a parcela foi constituida de uma planta, conduzida em vaso
com capacidade para 1L. A avaliacdo de resisténcia foi realizada de acordo com a
severidade da doencga, utilizando-se uma escala de notas de 0 a 6, onde 0: assintomatica,
6: planta morta. Com base na média das notas, os acessos foram classificados em cinco
classes de reagdo, variando de imune a altamente suscetivel. Foram encontrados seis
acessos classificados como moderadamente resistentes (ABO 153, ABPUN 202, ABPUN
202 F4, ABPUN 206 F1, P114-03 e P97-1) aos trés isolados ME248, ME249 ¢ ME250.
Dois acessos classificados como altamente resistente (P114-03 e ABPUN 202) e dois
acessos classificados como moderadamente resistente (ABPUN 202 F4 e ABO 153) ao
isolado patogénico de M. phaseolina ME249 e evidenciando desta forma o potencial para
uso de programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, estresse bidtico
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ABSTRACT:

Among the cucurbits of economic importance for Brazilian agribusiness, pumpkins, Cucurbita
moschata Duch. and Cucurbita maxima Duch., have stood out due to their nutritional and social
value, and are also recommended as rootstocks for other species, such as melon and watermelon.
Although pumpkins are considered hardy crops, their cultivation presents certain challenges,
primarily related to infections by pathogens, whether aerial or soilborne, such as Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid., found in various crops, complicating production, either through its
isolated occurrence or in association with other pathogens. Considering the reported variability in
conserved Cucurbita germplasm, the selection of resistant accessions could be a valuable tool for
managing this pathogen in pumpkin cultivation. Thus, the objective of this study was to evaluate
and select pumpkin accessions resistant to M. phaseolina. Two experiments were conducted in a
greenhouse at the Federal Rural University of the Semi-Arid Region (UFERSA), Mossoro, Rio
Grande do Norte. In the first experiment, a completely randomized design (CRD) in a 17x3
factorial scheme with five replicates was used. The first factor consisted of eight accessions of C.
moschata and seven accessions of C. maxima, along with two commercial cultivars—Moranga
Coroa and Abobora Sergipana. The melon line C-14 was used as a resistance standard. The second
factor was the isolates of M. phaseolina (ME248, ME249, and ME250). For the second
experiment, accessions selected from the first experiment were inoculated with the ME249
isolate, which showed the highest severity in the first experiment. The design was also CRD with
five replicates, where four accessions and the cultivars Moranga Coroa, Abobora Sergipana, and
Melao C-14 were evaluated. In both experiments, each plot consisted of one plant grown ina 1L
pot. Resistance evaluation was based on disease severity, using a rating scale from 0 to 6, where
0 = asymptomatic and 6 = dead plant. Based on the mean scores, the accessions were classified
into five reaction classes, ranging from immune to highly susceptible. Six accessions were
classified as moderately resistant (ABO 153, ABPUN 202, ABPUN 202 F4, ABPUN 206 F1,
P114-03, and P97-1) to the three isolates ME248, ME249, and ME250. Two accessions were
classified as highly resistant (P114-03 and ABPUN 202), and two accessions were classified as
moderately resistant (ABPUN 202 F4 and ABO 153) to the pathogenic isolate M.
phaseolina ME249, thus demonstrating their potential for use in plant breeding programs.

Keywords: Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, biotic stress
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INTRODUCAO

A abodbora, incluindo as espécies Cucurbita moschata Duch. e Cucurbita mdxima
Duch., vem desempenhando um papel significativo na economia global, contribuindo
para a seguranca alimentar, geracdo de renda e desenvolvimento agricola. Algumas
cultivares vem se destacando das demais cucurbitaceas por apresentarem alto rendimento,
uniformidade na produc¢do ao longo do tempo e maior nivel de resisténcia a fitopatogenos
(Verma et al., 2023). A area plantada com a cultura em todo o mundo progrediu de
1.746.293 ha em 2010 para 2.004.058 ha em 2018, sendo a Asia o continente com maior
produgio (1.11.656 ha plantados em produtividade de 16,12 t.hal), em seguida o
continente africano (285.431 ha plantados e rendimentos de 6,76 tha), e depois a
América do Sul (196.898 ha plantados e rendimentos de 15,56 t.ha™')(FAO, 2023).

O cultivo apresenta grande importincia social e econdmica, principalmente para
a regido central do Brasil que vem se destacando como um polo de cultivo e
comercializacdo. A regido do semiarido brasileiro proporciona potencial para o cultivo de
abobora e de outras cucurbitaceas, devido as condi¢des climaticas favoraveis, como
climas quente e seco, temperaturas elevadas e altos niveis de insolagao, fatores esses, que
sdo essenciais para o desenvolvimento (Soares et al., 2016).

A abodbora € cultivada em vdrias areas dessa regido, principalmente por pequenos
produtores que praticam agricultura de subsisténcia, sendo considerado uma 6tima fonte
de renda (Gomes et al., 2020; Hernandez-Rosales et al., 2020). Além da importancia
direta na alimentagdo, as aboboras t€m sido destacadas como grande potencial para uso
como porta-enxertos para outras cucurbitdceas como o meldo e a melancia, devido a
rusticidade, podendo ser alternativa no manejo de patdégeno de solo (Condurso et al.,
2012; Karaaga¢ & Balkaya, 2013).

No entanto, o cultivo de abobora vem sofrendo diversos obstaculos como escassez
de sementes geneticamente melhoradas, infestacdoes de pragas e infecgcdes de doencgas
como a podridao do caule ocasionada pelo fungo Macrophomina phaseolina (Hosen et
al., 2021). Macrophomina phaseolina impacta economicamente, infectando mais de 500
espécies de plantas em mais de 100 familias botanicas, causando doengas como podridao
de raizes e podriddo do caule (Nascimento et al., 2014). E o patogeno que mais se
identifica em regides quentes, temperadas e tropicais do mundo.

Para diminuir o impacto do fungo, os agricultores aplicam fungicidas sintéticos,

fumigadores de solo e esteriliza maquinas de aragao. Os fungicidas sintéticos apresentam
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como desvantagem a contaminag¢ao do meio ambiente e o seu valor ser muito alto (Yasmin
et al., 2020). Uma solugdo eficiente seria a utilizacdo de plantas resistentes sendo
ecologicamente e economicamente sustentaveis e viaveis.

Entretanto, conhecimentos sobre niveis de resisténcia dessas espécies sob
inoculagdo com Macrophomina phaseolina em regides semidridas ainda sdo escassas.
Duvidas sobre quais isolados sdo mais severos e quais acessos de abobora apresentam
resisténcia podem ser utilizadas para uma tomada de decisdo eficiente no tipo de manejo
que deve ser utilizado nessas condi¢des ¢ assim nao afetar o desenvolvimento dessa
cultura.

Sendo assim, visto que uma solugdo pertinente, sdo uso de cultivares resistentes
a este patdgeno, acredita-se que a inoculagdo de Macrophomina phaseolina em acessos
de abobora resulta no aumento de severidade da infec¢do, na manifestagao de diferentes
reacdes entre os acessos e na identificacdo de niveis de resisténcia ao patdgeno. Identificar
a diversidade de genotipos de abdbora ¢ necessario para a conservagdo, utilizagdo
apropriada e desenvolvimento (Mahfouze & Ottai, 2011).

Com isso, objetivou-se avaliar e selecionar acessos de abobora com resisténcia a

Macrophomina phaseolina.

18



MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo, pertencente ao Departamento de
Ciéncias Agronomicas (DCAF), Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Campus Central, localizada em Mossor6-RN,
Brasil. A regido apresenta de acordo com a classificagdao de Koppen, clima local ¢ BSwh’,
caracterizado como semidrido quente e seco, com duas estagdes climaticas: uma seca, que
compreende o periodo de junho a janeiro e uma chuvosa, entre os meses de fevereiro e
maio, possuindo altitude de 72m, temperatura média anual ¢ superior a 27,4°C, umidade

relativa média de 68,9% e precipitacdo média anual de 673,3mm (Carmo Filho et al.,
1991).

Durante a condugdo dos experimentos foi realizado o monitoramento da
temperatura e umidade relativa diariamente através do uso do termo-higrometro instalado

dentro da casa de vegetacdo (Figura 1).
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Figura 1- Temperatura do ar e Umidade relativa do ar durante o periodo da condugido dos
experimentos em casa de vegetacdo. Mossor6-RN. UFERSA, 2024.

Os acessos utilizados pertencem a cole¢do de Germoplasma de Cucurbitaceas da
UFERSA. As sementes sdo conservadas em camara fria a temperatura 10°C com variagdo

de +- 2°C e umidade relativa de 50% (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1- Acessos de Cucurbita moschata Duch. avaliados para resisténcia a
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

GENOTIPO* ORIGEM LOCALIZAGAO
ABPUN 206 F1 Rio do Fogo (Punau - Lote) 5°16'22" S
35°22'59" W
P114-02 Assu 5°34'56" S
36°56° 40 W
P97-1 Origem desconhecida -
ABO 168 Macaiba (Assentamento 05°56° 31’ S
Quilombo dos Palmares) 35922047 W
P114-03 Assl 5°34' 56" S
36°56’ 40 W
ABO 163 Macaiba (Assentamento 05°56° 31’ S
Quilombo dos Palmares) 35922047 W
ABO 154 Origem desconhecida -
ABO 153 ORIGEM DESCONHECIDA -

*Cddigo de acesso na Colecdo de Germoplasma de Cucurbitacea da UFERSA.

Tabela 2- Acessos de Cucurbita maxima Duch. avaliados para resisténcia a
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

GENOTIPO* ORIGEM LOCALIZAQAO
ABTOU 802 F3 Touros (Sitio Boqueirdo) 5°11'56" S
35°27' 39" W
ABPUN 212 Rio do Fogo (Punau — Lote) 5°16'22" S
35°22' 59" W
ABTOU 802 F4 Touros (Sitio Boqueirdo) 5°11'56" S
35°27' 39" W
ABO 007 Touros (Sitio Bico Torto) -
ABPUN 202 Rio do Fogo (Punau - Lote) 5°16'22" S
35°22' 59" W
ABPUN 213 Rio do Fogo (Punau - Lote) 5°16'22" S
35°22' 59" W
ABPUN 202 F4 Rio do Fogo (Punau - Lote) 5°16'22" S
35°22' 59" W
Abdbbora Feltrin Sementes Comércio local de
Sergipana® Mossord-RN
MORANGA FELTRIN SEMENTES COMERCIO
COROA! LOCAR DE
MOSSORO-RN

*Codigo do acesso na Colecao de Germoplasma de Cucurbitaceas da UFERSA

! Cultivares comerciais adquiridas no comércio local.
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Foram utilizados trés isolados de M. phaseolina, MM1531, ME249 ¢ ME250
provenientes da micoteca da UFERSA. Antes a inoculagdo os isolados foram submetidos
a um teste de patogenicidade, onde foram inoculadas plantas de melancia, meldao e
abobora.

Sementes dos acessos foram semeadas em bandejas de poliestireno com 128
células, preenchidas com substrato comercial TerraNutri para produgdo de mudas
previamente autoclavado duas vezes, uma hora por dia com intervalos de 24h (120°C a 1
ATM por 1h). Quando apresentaram duas folhas expandidas as plantulas foram
transplantadas para vasos plésticos com capacidade de 1L preenchidos com substrato
comercial ZF 7856 previamente autoclavado duas vezes, uma hora por dia, com intervalo
de 24 horas (120°C a 1ATM por 1h).

Transcorrido oito dias do transplantio foi realizada inoculagdo utilizando-se do
método do palito (Figura 2b) usado por (Scandiani et al., 2011). Cada acesso foi inoculado

com os trés isolados de M. phaseolina, porém em plantas separadas.

Figura 2 - A): Infestagdo de palito com o fungo M. phaseolina. B): Inocula¢do de M. phaseolina
no colo da planta utilizando o palito de madeira colonizado com o patogeno.

As plantas de cada acesso (Cucurbita moschata e Cucurbita maxima) foram
avaliados individualmente para a severidade da doenca 30 dias ap6s a inoculagdo. Para
tanto, utilizou-se a escala proposta por Ravf e Ahmad (1998), atribuiu-se uma escala de
0 a 6 de acordo com a avalia¢dao visual de sintomas presentes no hipocotilo da planta
sendo 0 — auséncia de sintomas; 1- menos de 3% de tecidos infectados, com pequenas

lesdes; 2- entre 3 € 10% de tecidos infectados, com lesOes intermediarias; 3 — entre 11 e
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25% de tecidos infectados; 4 — entre 26 e 50% de tecidos de brotos infectados, com
possibilidade de acamamento da planta; 5 — mais de 50% dos tecidos dos brotos
infectados ou necrose da planta e 6- planta morta (Figura 3 A, B, C, D ¢ E), (Ambrdsio et
al., 2015).

A severidade média da doenca foi calculada para cada acesso e usada para
classificar os acessos em cinco classes de reagdo: 0 = imune (I); 0,1 — 1,0 = altamente
resistente (AR); 1,1 — 2,0 = moderadamente resistente (MR); 2,1 — 4 = suscetivel (SU);
4,1 — 5 = altamente suscetivel (AS) (Salari et al., 2012).

Figura 3 - A): 1 — menos de 3% dos tecidos infectados, com pequenas lesdes. B): 2 —entre 3 a
10% da parte aérea infectados, com lesdes medianas; C): 3 —entre 11 a 25% dos tecidos da parte
aérea infectados; D): 4 —entre 26 a 50% dos tecidos da parte aérea infectado; E) 5 — mais de 50%
dos tecidos da parte aérea infectados, ou necrose da planta.

Depois de realizar a avaliagdo de resisténcia as plantas imunes que nao
apresentaram sintomas e as plantas que obtiveram notas distintas de zero, foram levadas

ao laboratorio para confirmar a presenca de lesdes ocasionada pela estrutura do fungo.
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Figura 4- Lamina feita de tecido de caule de abobora inoculada com M. phaseolina, em
microscopio optico, para visualizar esclerddio, caracteristicos da M. phaseolina.

Os dados foram avaliados de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, ao nivel de significancia de 5% de probabilidade ( ¢ = 0, 05). Procedimentos nao
paramétricos foram utilizados para analisar os dados. O efeito de gendtipo foi testado com
a estatistica do tipo ANOVA, conforme apresentado por (Brunner et al., 2017). O Relative
Treatment Effect (RTE) ou efeito relativo de tratamento foi utilizado para estimar a
diferenga entre os genotipos. O RTE indica a probabilidade de um caso, sorteado
aleatoriamente de um grupo, exibir maior valor que outro caso, sorteado da amostra
completa Konietschke et al. 2010). Comparagdes multiplas par a par foram realizadas de
acordos com os procedimentos propostos por (Noguchi et al., 2020). Todas as analises

foram realizadas utilizando o Software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2024).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A tabela 3 apresenta os resultados da andlise de varidncia (ANOVA), onde
observou-se efeito significativo pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P<0,0001)

para isolados e para os acessos, mas nao houve interacao significativa entre ambos.

Tabela 3- Andlise fatorial ndo paramétrica dos efeitos dos genotipos de abdbora e meloeiro e
isolados de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

FV ATS gl! gl? p
Genotipos (G) 8,60 13,89 84,01 0,00017"
Isolado (I) 13,04 1,99 84,01 0,0001"
GXI 1,09 24,20 84,01 0,3656"

Fatores de Variacao; Estatistica tipo Anova, gl: Graus de liberdade (1 e 2); p: Probabilidade; ™ nao
significativo; ** significativo a 1% de probabilidade;

A reagdo dos acessos de Cucurbita moschata e Cucurbita maxima a infestagao por
Macrophomina phaseolina apresentou variagdes significativas, evidenciando a
variabilidade genética entre os acessos na resposta ao patdégeno (p<0,05 ANOVA). As
espécies utilizadas na pesquisa sdo aldogamas, sendo que preferencialmente sua
reproducdo € por polinizagao cruzada, fator esse que favorece a variabilidade genética.

De acordo com a classificacdo da reacdo os acessos ABO 153, P114-03, ABPUN
202, P97-1, ABPUN 206 F1 e ABPUN 202 F4, que apresentaram as menores médias
(1,20; 1,53; 1,57, 1,92; 1,93 e 2,0 respectivamente, sendo classificados com

moderadamente resistente) (Tabela 4).

Tabela 4 - Classificag@o de reagdo de genotipos de abobora (Cucurbita moschata e Cucurbita
maxima) ao fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

Gendtipos Média  ERT EP LI LS Classe
ABO-007" 347 0,700d 0,049 0,598 0,786 SU
ABO 1532 1,20  0316bc 0,049 0,227 0,420 MR
ABO 1547 4,00 0,771de 0,049 0,660 0,854 SU
ABO 1632 2,27 0,502¢c 0,056 0,394 0,611 SU
ABO 168> 229  0,495¢ 0,072 0357 0,634 SU
ABPUN 212! 3,33 0,689de 0,077 0,524 0817 SU
ABPUN 202! 1,57 0394b 0,070 0,268 0,536 MR
ABPUN 202 F4! 2,00  0476c 0,044 0,391 0,562 MR
ABPUN 206 F1? 1,93 0435 0,039 0359 0,515 MR
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ABPUN 213! 3,20 0,668de 0,050 0,564 0,758 SU

ABTOU 802 F3! 3,47 0,697de 0,052 0,587 0,788 SU
ABTOU 802 F4! 2,40 0,515¢ 0,066 0,387 0,644 SU
Abébbora Sergipana® 0,80 0,236ab 0,050 0,152 0,347 AR
P97-12 1,92 0,454b 0,061 0,339 0,574 MR

M. coroa® 2,50  0,554d 0,051 0,452 0,651 SU
P114-022 3,13 0,619d 0,079 0,455 0,759 SU
P114-03? 1,53 0,367b 0,069 0,244 0,510 MR
C-14% 0,20 0,113a 0,019 0,079 0,158 AR

*Cddigo de acesso na Colecdo de Germoplasma de Cucurbiticeas da UFERSA; Estatistica tipo
Anova, ERT: Efeito relativo de tratamento, EP: Erro padrao; (LI e LS): limite inferior e superior
de intervalo de confianca; 'Acessos de C. maxima; *Acessos de C. moschata; Cultivares
comerciais; * Padrdo de resisténcia; Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. IM —
imune; AR — altamente resistente; MR — moderadamente resistente; S — suscetivel; AS — altamente
suscetivel.

Além da variabilidade genética na resisténcia dos acessos, os resultados
evidenciaram diferengas significativas na patogenicidade dos isolados (p<0,05, ANOVA).
Uma analise dos valores médios de severidade e do efeito relativo do tratamento (ERT)
demostra que o isolado ME249 apresentou maior severidade (2,68), seguindo do ME250
(2,46), enquanto o isolado ME248 (MM1531) foi o menos agressivo (1,73).

Considerando os diferentes isolados de M. phaseolina. Ambrdsio et al. (2015)
realizando uma triagem de uma cole¢do de germoplasma de variavel de Cucumis melo L.,
utilizou os mesmos isolado (ME248, ME249 ¢ ME250) e um isolado da Espanha (Soy
Spain), verificaram que a patogenicidade dos trés isolados brasileiros foi diferente, sendo
o ME248 o mais agressivo. Essa varia¢do na agressividade dos isolados pode estar
associada a fatores de localidade onde estes isolados foram adquiridos, que influenciam
sua capacidade de colonizagdo e necrose nos tecidos dos genoétipos. Os isolados de M.
phaseolina brasileiros apresentaram maior patogenicidade.

O teste de comparacao de média (Tukey, p<0,05) confirmou que ME249 e ME250
ndo diferem estatisticamente entre si, diferindo estatisticamente do isolado ME248, que
apresentou menor severidade (Tabela 5). Esse resultado indica a variabilidade na
agressividade dos isolados podendo influencia diretamente na resposta dos acessos. Os
isolados ME248, ME249 e ME250 foram também utilizados na pesquisa de Lima et al.
(2021) e todos os isolados mostraram patogenicidade distintas em acessos de abdboras,
alguns desses acessos foram utilizados no presente estudo. A utilizacdo de isolados

altamente agressivos sao indicadas para a otimiza¢ao dos resultados.
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Essa variacdo na agressividade dos isolados pode estar associada a fatores de
localidade onde estes isolados foram adquiridos, que influenciam sua capacidade de
colonizagdo e necrose nos tecidos dos genotipos. Os resultados ressaltam a importancia
de considerar a variabilidade patogénica de M. phaseolina para avaliar a resisténcia dos
acessos, pois uma selecao dos genodtipos promissores deve levar em conta a capacidade

do patdgeno de se adaptar e superar mecanismos de defesa.

Tabela 5- Patogenicidade de isolados de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid inoculados
em acesos de abobora (Cucurbita moschata e Cucurbita maxima).

Isolados Média ERT EP LI LS

Me 248 1,73 0,398b 0,019 0,363 0,435
Me 249 2,68 0,561a 0,020 0,520 0,600
Me 250 2,46 0,541a 0,020 0,501 0,580

Média, efeito relativo de tratamento (ERT), erro padrdo (DP), limites inferior e superior de
intervalo de confianga (LI e LS) a 95% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey.

Devido as diferencas observadas na classificagdo dos acessos quanto a resisténcia,
e considerado que estes ndo estdo em homozigose, foi realizado uma analise individual
nas plantas mostrando que existe variagdo dentro do proprio acesso. Esse processo €
importante para que sejam selecionadas plantas imunes e resistentes para a proxima etapa
do programa de melhoramento.

Dessa forma, a Figura 5 apresenta a frequéncia de respostas de acessos de abobora
infectado com isolados de M. phaseolina (ME248, ME248 e ME250). Os resultados
demonstram variabilidade na resposta individual das plantas aos diferentes isolados,
permitindo identificar aquelas com maior potencial de resisténcia, ou seja, que
apresentam individuos resistentes.

Para o isolado ME248, plantas individuais dos acessos ABO 153, ABPUN 202 e
P114-03 apresentaram maior frequéncia de plantas imunes. Além disso, os acessos ABO
153, ABO 163, ABO 168, ABPUN 202-F4 ¢ ABPUN 206-F1 destacaram-se com maior
frequéncia de plantas altamente resistentes (Figura 5).

No isolado ME249, plantas individuais dos acessos ABO 153, ABTOU 802 F4 e
ABPUN 202 apresentaram pelo menos uma planta classificada como imune. Os acessos
ABO 153, P97-01, ABO 168, P114-02, P114-03, ABO 163, ABO 154 e ABTOU 202 F4
destacaram-se por apresentarem maior frequéncia de plantas altamente resistentes.

Plantas moderadamente resistentes foram observadas nos acessos ABO 153, P97-01,
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ABPUN 296 F1, P114-03, ABO 163, ABO 007, ABPUN 202, ABPUN 213 ¢ ABPUN
202 F4 (Figura 5).

Para o isolado ME250, plantas dos acessos ABO 153, ABPUN 206 F1 e ABPUN
202 concentraram-se nas classificacoes de altamente resistente ¢ moderadamente
resistente, reforcando o potencial desses individuos para resisténcia. Por outro lado,
plantas dos acessos ABO 154, ABO 007 e ABPUN 213 apresentaram alta frequéncia nas
classificagdes altamente suscetivel e suscetivel (Figura 5).

Esses resultados reforgcam a importancia da selecdo individual de plantas com
potencial de resisténcia a M. phaseolina, contribuindo para o desenvolvimento de acessos
de abdbora mais tolerantes ao patdgeno. A diversidade da reagdo do genotipo da planta
ao fungo, inclusive mesmo dentro do mesmo acesso e isolado, é responsavel devido a
variabilidade j& documentada para as duas espécies de abdboras e para o patogeno de

modo que a avaliacdo planta por planta ¢ de suma importancia.
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Figura 5 - Frequéncia das classes de reacdo por isolado de acessos de abobora (Cucurbita
moschata e Cucurbita maxima), 34 dias apos inoculagdo com Macrophmina phaseolina (Tassi)
Goid, utilizando o método do palito. IM- imune, AR- altamente resistente, MR- moderadamente
resistente, SU- susccetivel ¢ AS- altamente suscetivel. (GI-ABO007, G2-ABO153, G3-
ABO154, G4-ABO163, G5- ABO168, G6-ABPUN212, G7-ABPUN202, G8-ABPUN202-F4,
G9-ABPUN206-F1, G10- ABPUN213, G11-ABTOU802-F3, G12- ABTOUS802-F4, Gl13=
ASerg, G14- C-14, G15- Mcoroa, G16 P114-02, G17- P114-03 e G18-P97-1).

27



Os acessos ABO153, ABPUN206 F1, ABO168, ABO 163, ABTOU 802 F4,
ABPUN 202, a cultivar comercial Abdbora Sergipana e¢ Melao C-14 (padrao de
resisténcia) foram os que apresentaram maior frequéncia de plantas resistentes na
populacdo, enquanto ABO 154, ABPUN 212, ABO 007, ABTOU 802 F3, ABPUN 213 e
a cultivar comercial Moranga Coroa os mais suscetiveis com sintomas severos em 100%
das plantas (Figura 6).

Em relacdo ao isolado ME249 (Figura 6) o Meldo C-14 apresentou 100% de
imunidade, a cultivar comercial Abdbora Sergipana apresentou 40% das plantas imunes,
40% altamente resistentes e 20% suscetiveis. Acessos como, ABO 153, P97-01, P114-03
e a cultivar comercial Moranga Coroa apresentaram resisténcia.

O isolado ME250 e o isolado ME249 anterior causou maior severidade e
consequentemente os piores sintomas em todos os acessos (Figura 6), apresentando,
portanto, resultados semelhantes ao isolado ME249 (Figura 6), O melao C-14 apresentou
60 % de plantas imunes ¢ 40% de plantas altamente resistentes, simultaneamente com a
cultivar Abobora Sergipana que teve 40% das plantas imunes e 60% das plantas altamente
resistente. Os acessos ABO 153, ABPUN 20206 F1, P114-03, ABPUN 202 e ABPUN 202

F4 apresentaram rea¢do moderadamente resistente.

0-IM 2-MR . 4-8U
1-AR 3-sU . 5-AS
ABO-007 ABOI53 ABOI154 ABOI163 ABOI168 ABPU212
4-
3-
n Ll J L | ‘ ‘ | I L I I il
0-
ABPUN202 ABPUN202-F4 ABPUN206-F1 ABPUN213 ABTOUS02-F3 ABTOUB02-F4
4-
«
S
=3
‘4
=,
o2
[
i B | il i H
0-
ASerg C-14 Meoroa P114-02 P114-03 P97-1

0-
1e250

Me248 Me249 Me250 Me248 Me249 Me250 Me248 Me249 Me250 Me248 Me249 M
Map

Me248 Me249 Me250 Me248 Me249 Me250

Figura 6- Frequéncia relativa das classes de reagdo de acessos de abobora (Cucurbita moschata e Cucurbita maxima)
inoculados com isolados de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, utilizando o método do palito colonizado. IM-
imune, AR- altamente resistente, MR-moderadamente resistente, SU — suscetivel e AS — altamente suscetivel. Mossord —
RN, 2024
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Sete acessos de abobora (quatro acessos de Cucurbita moschata e trés acessos de
Cucurbita maxima) usados na presente pesquisa foi relatado resistentes em estudos
anteriores como o de Lima et al. (2021), quando inoculados com os mesmos isolados de
Macrophomina phaseolina. Os acessos ABO 168, ABPUN 206 F1, P114-02, P97-1,
ABTOU 804 F4, ABTOU 804 F3 e ABPUN 212 no entanto, no estudo acima acessos de
Cucurbita moschata ¢ Cucurbita maxima mostraram-se também resistentes, mas
apresentaram variagdes dentro do proprio acesso.

No segundo experimento observou-se efeito significativo dos acessos (p=0,07).
Os acessos P 114-02 e ABPUN 202 foram classificados como altamente resistente com
média de 0,4 e 0,8, respectivamente. Os acessos ABPUN 202 F4 e ABO 153 foram
classificados como moderadamente resistente, apresentando uma média de 1,6 ¢ 1,4,

respectivamente.

Tabela 6- Efeito relativo de tratamento (ERT), desvio-padrao (DP), limite inferior (LI) e superior
(LS) da severidade de acessos de abobora (Cucurbita moschata e Cucurbita maxima) inoculados
com o isolado ME249 de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid pelo método do palito.

GENOTIPO ERT + DP LI LS Severidade
A.Sergipana’® 0,4620,12 a 0,25 0,68 0,6 (AR)
ABO 1532 0,68+0,11 a 0,44 0,86 1,6 (MR)
ABPUN 202! 0,53+0,10 a 0,33 0,73 0,8 (AR)
ABPUN 202 F4! 0,73+0,06 a 0,59 0,34 1,4 (MR)
M. Coroa’® 0,46+0,12 a 0,25 0,68 0,6 (AR)
P114-03? 0,38+0,11 a 0,19 0,61 0,4 (AR)
Cc14* 0,26+0,04 a 0,19 0,33 0,0 IM)

F =239 (gli =4,78; gb = 21,43, p=0,07)
* Estatistica tipo Anova conforme Brunner e et al, (2017), gl: Grau de liberdade, Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ajustado com log Odds conforme
procedimento proposto por Noguchi et al, (2020). IM — imune; AR — altamente resistente; MR —
moderadamente resistente; S — suscetivel; AS — altamente suscetivel. 'Cucurbita maxima;
2Cucurbita moschata; 3Cultivares comerciais de abobora * Linhagem de meldo padrio de
resisténcia.

Quando analisamos as plantas individuais, a analise de frequéncia absoluta
(Figura 7) permite observar que o acesso P114-03 apresentou imunidade de 80%,
enquanto os acessos ABO 153 e ABPUN 202 apresentaram imunidade de 20 e 40%,
respectivamente. J4 o acesso ABPUN 202 F4 mostrou 60% de resisténcia. As cultivares
comerciais Abobora Sergipana e Moranga Coroa apresentaram 60% de imunidade cada.
Esses resultados destacam diferengas marcantes na resposta ao patdgeno entre 0s acessos

(Figura 7).
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Figura 7- Frequéncia absoluta de classes de reagcdes em acessos de abobora (Cucurbita moschata
e Cucurbita maxima) inoculados com o isolado ME249 de Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid pelo método do palito.

CONCLUSOES

Os acessos ABO 153, ABPUN 202, P114-03, P97-1, ABPUN 206 F1 e ABPUN
202 F4 sdo resistentes aos isolados ME248, ME249 e ME250 de Macrophomina
phaseolina.

Os acessos P114-03 e ABPUN 202 tem maior frequéncia de resisténcia para o

isolado ME249.
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CAPITULO 2: RESPOSTAS BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS DE ACESSOS
DE ABOBORA INOCULADOS COM Macophomina phaseolina (TASSI) GOID

Resumo: A alta infestacdo de Macrophomina phaseolina, nas cucurbitaceas dificulta a
producao dessas culturas, causando prejuizos para os produtores. Com isso a falta de
informacdo sobre as respostas bioquimicas e fisiologicas em plantas de abobora
submetida a inoculagdo por M. phaseolina impossibilita o uso eficiente de técnica de
manejo para uma producdo eficiente. Diante disso, objetivou-se avaliar o efeito da
inoculagdo com M. phaseolina na expressao de caracteristicas fisiologicas e bioquimicas.
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizada na Universidade Federal
Rural do Semi-Arido — UFERSA, no municipio de Mossord, Rio Grande do Norte. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes. Os tratamentos consistiram de dois acessos de Cucurbita moschata e dois
acessos de Cucurbita maxima, duas cultivares comerciais Abdbora Sergipana e Moranga
Coroa. Os acessos foram inoculados com o isolado M. phaseolina ME249. A parcela foi
constituida de uma planta, conduzida em vasos com capacidade para 1L. Para cada planta
inoculada foi conduzida uma planta sem inoculagdo. A reagdo dos acessos a inoculagao
foi avaliada de acordo com a severidade da doenga, utilizando-se uma escala de notas de
0 a 5. Foram medidas caracteristicas bioquimicas (ag¢tcar soluvel total, aminoacidos e
prolina) e fisioldgicas (transpiragdo(E), condutincia estomatica (gs), taxa de assimilagdo de
CO:; (A), concentracdo interna de CO> (ci), eficiéncia do uso da dgua (EUA) e eficiéncia de
carboxilacdo (EiC)). Os dados foram submetidos a analise de varidncia e medidas agrupadas pelo
teste de Scott-Knott. Os genotipos infestados com o isolado de M. phaseolina ME249
apresentaram maior teor de prolina e uma maior taxa de transpiragao.

Palavras-chave: Cucurbita moschata; Cucurbita mdaxima; Patéogeno de solo, prolina,
agucares soluveis totais

ABSTRACT: The high infestation of Macrophomina phaseolina in cucurbits hinders the
production of these crops, causing significant losses for producers. Consequently, the lack of
information on the biochemical and physiological responses in pumpkin plants subjected to
inoculation by M. phaseolina prevents the efficient use of management techniques for effective
production. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of inoculation with M.
phaseolina on the expression of physiological and biochemical traits. The experiment was
conducted in a greenhouse located at the Federal Rural University of the Semi-Arid Region
(UFERSA) in the municipality of Mossord, Rio Grande do Norte. The trial was carried out in a
completely randomized design (CRD) with five replicates. The treatments consisted of pumpkin
genotypes (two accessions of C. moschata and two accessions of C. maxima, and two commercial
cultivars, Abobora Sergipana and Moranga Coroa). The genotypes were inoculated with the M.
phaseolina isolate ME249. Each experimental unit consisted of one plant grown in a 1L pot. For
each inoculated plant, a non-inoculated control plant was also maintained. The reaction of the
genotypes to inoculation was evaluated based on disease severity using a rating scale from 0 to 5.
Biochemical traits (total soluble sugar, amino acids, and proline) and physiological traits
(transpiration (E), stomatal conductance (gs), CO: assimilation rate (A), internal CO:
concentration (ci), water use efficiency (WUE), and carboxylation efficiency (CE)) were
measured. The data were subjected to analysis of variance, and means were grouped using the
Scott-Knott test. The genotypes infested with the Macrophomina phaseolina isolate ME249
showed higher proline content and higher transpiration rates.

Keywords: Cucurbita moschata; Cucurbita maxima; Soilborne pathogen; Proline; Total soluble
sugars.
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INTRODUCAO

Cucurbita moschata Duch (Cucurbita moschata) e Cucurbita maxima Duch
(Cucurbita maxima) sao espécies de aboboras cultivadas comercialmente em muitos
paises. Sdo adaptadas em climas diversos, desde zonas temperadas até tropicais (Xu et
al., 2024; Yuan et al., 2022). A ampla adaptabilidade dessas espécies a diferentes climas
contribui para sua importancia econdmica. Essas espécies sao utilizadas para diversos fins
culinarios, medicinais ¢ ornamentais. S3o fontes de 6leo, podem ser utilizadas como
recipientes e instrumentos musicais (Yu et al., 2023).

Devido a sua resisténcia a estresses, a abobora € geralmente utilizada como porta-
enxerto para outras cultivares de cucurbiticeas para resistir a doengas transmitidas pelo
solo (Guo et al., 2023; Yan et al., 2023). O Semidrido proporciona potencial para o cultivo
de abobora e de outras cucurbitaceas, devido as condicOes climaticas favoraveis, como
climas quente e seco, temperaturas elevadas e altos niveis de insolagao, fatores esses, que
sdo essenciais para o seu desenvolvimento (Soares et al., 2016).

As plantas estdo sujeitas a condigdes de estresses podendo ser de carater bidtico
ou abidtico influenciando e desestabilizando o metabolismo das plantas. Quando
extremas pode acarretar no desequilibrio e prejudicar o crescimento, desenvolvimento e
ciclo da planta. Condigdes ndo favoraveis refletem na planta e acarretam em transdugao
de sinalizacdo e ativacdo de expressdo génica, direcionando a respostas bioquimicas,
fisiologicas e morfoldgicas (Schwachtje et al., 2019b). As respostas das plantas no que se
refere aos niveis fisiologicos e bioquimicos tém sido usados como critérios importantes
para entender a extensao da interacdo entre patdogeno e hospedeiro sob condigdes
favoraveis.

No que se refere a estresse bidtico, devido ao cultivo continuo, patdgenos
transmitidos pelo solo sdo problemas crescentes resultando na reducdo de rendimento.
Entretanto, diversos fatores sao responsaveis pela redugao na produgdo dessas cultivares,
entre esses fatores, destacam-se, as doengas causadas por fungos, pontualmente os fungos
transmitidos pelo solo, como Macrophomina phaseolina.

Macrophomina phaseolina causa grande impacto econdmico, infectando mais de
500 espécies de plantas em mais de 100 familias botanicas, causando doencas como

podriddo de raizes e podridao do caule (Nascimento et al., 2014). O fungo liga-se ao
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tecido da planta através de proteinas de ligagdo a celulose e introduz o tecido
disponibilizando enzima degradadoras da parede celular (Marquez et al., 2021b). O
patoégeno fungico, infecta as raizes do hospedeiro e se desloca sistematicamente em
direcao as folhas. Assim que o fitopatogeno infecta as folhas, ele reduz diretamente a
capacidade fotossintética, consequentemente o desenvolvimento geral da planta (Kaur et
al., 2024).

Com isso, objetivou-se avaliar as respostas fisiologicas e bioquimicas de acessos
de abobora infestado com Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid no semiarido. Os
objetivos especificos desse estudo se basearam na avaliagdo e determinacdo das trocas

gasosas ¢ parametros bioquimicos como agucares soluveis totais, aminoacidos e prolina.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na Universidade Federal do Semi-Arido, em casa de
vegetagdo, no periodo de outubro a dezembro de 2024. De acordo com classificacdo de
Koppen, Mossord possui um clima do tipo BSwh’, classificado como semidrido quente e
seco e com estagao chuvosa no verao, condigdes ideais para o patdgeno.

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente causualizado com seis tratamentos e cinco repeti¢des. Os tratamentos foram
representados por dois acessos de Cucurbita moschata, dois acessos de Cucurbita
maxima, 2 cultivares comerciais Abobora Sergipana ¢ Moranga Coroa obtidas no
comércio local. Uma linhagem de Meldo C-14 como padrdo de resisténcia e um isolado
de Macrophomina phaseolina (ME249). Para cada planta inoculada com o patégeno foi
conduzida uma planta sem a presenc¢a fungo. Cada parcela foi representada por um vaso

com capacidade de 1L, substrato comercial e contendo uma planta.

Tabela 1. Acessos de Cucurbita maxima e Cucurbita moschata avaliados para resisténcia a
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

ACESSO* ORIGEM LOCALIZACAO
ABPUN 202! Rio do Fogo (Punau - Lote) 5°16'22" S
35°22'59" W
ABPUN 202 F4! Rio do Fogo (Punau - Lote) 5°16'22" S
35°22'59" W

P97-12 Origem desconhecida -

P114-03? ASSU 5°34'56" S
36°56’40” W

*Codigo de acesso na Colegdo de Germoplasma de Cucurbitacea da UFERSA; ' Acessos

de C. maxima; *Acessos de C. moschata

Sementes dos acessos foram semeadas em bandejas poliestireno de 128 células
com substrato comercial para produ¢do de mudas previamente autoclavado. Quando
apresentaram duas folhas expandidas as plantulas foram transplantadas para os vasos
plasticos com capacidade de 1L preenchidos com substrato comercial ZF 7856
previamente autoclavado por duas horas, uma hora por dia, com intervalo de 24 horas
(120°C a 1ATM por 1h). As plantas foram irrigadas de forma manual até o final do
experimento.

O isolado ME249 utilizado para a infestacdao esta preservado na Colecdo de

Cultura de Fungos da UFERSA. Esse isolado foi selecionado de acordo com o estudo
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anterior, no qual trés isolados foram testados para avaliar a resisténcia de 15 acessos de
abobora, o isolado escolhido para esse experimento foi o que apresentou maior
patogenicidade e lesdes, com base em uma classificacdo de notas. Posteriormente, o
isolado foi subcultivado em meio de cultura batata-dextrose-agar (PDA) com tetraciclina
(0,05 gL-1) e entdo o isolado foi mantido em um Biotério Demanda de Oxigénio (DBO)
incubadora a 28+-2°C, por sete dias, para que pudesse ser utilizado na preparacdo do
inoculo

O in6culo foi preparado utilizando as pontas de palitos de dente com
aproximadamente 1,0cm. Que foram inseridos verticalmente em um disco de papel de
filtro com uma dimensdo equivalente ao didmetro interno da placa de Petri.
Posteriormente, colocadas nos pratos com as partes pontiagudas do palito para baixo, foi
feito a esterilizacdo em autoclave por 30 minutos 121°C (Medeiros et al., 2015b). Em
seguida, os palitos foram colonizados com M. phaseolina, vertendo o meio de cultura
PDA com exposi¢ao de 2mm da ponta do palito. Apos solidificacdo, trés discos com
aproximadamente 0,5mm de didmetro contendo micélio e microesclerddios do patdogeno
foram subcultivados, com distribuicao equidistante ¢ incubados por uma semana em
incubadora BOD a 28+-2°C (Medeiros et al., 2015b).

Por fim, 15 dias apds a semeadura dos acessos, quando os palitos foram
completamente colonizados pelo isolado do patogeno, foi realizado a infeccdo nos
hipocétilos (0,005mm do solo) das plantas. As plantas de cada acesso foram observadas
diariamente quanto ao progresso da doenca e avaliadas quanto a severidade da doenca,
aos 30 dias apds a inoculagdo. Portanto, foram atribuidas notas de 0-5 de acordo com a
severidade visual dos sintomas presentes no hipocoétilo da planta, estimada por meio de
escala descritiva, sendo 0 — auséncia de sintomas; 1- menos de 3% de tecidos infectados,
com pequenas lesoes; 2- entre 3 e 10% de tecidos infectados, com lesdes intermediarias;
3 — entre 11 e 25% de tecidos infectados; 4 — entre 26 ¢ 50% de tecidos de brotos
infectados, com possibilidade de acamamento da planta; 5 — mais de 50% dos tecidos dos
brotos infectados ou necrose da planta (Ambrdsio et al., 2015).

Dados de severidade da doenga foram utilizados para agrupar os acessos em classe
de resisténcia, de acordo com a escala proposta por Salari et al. (2012), a saber: 0 — imune;
0,1 a 1 — Altamente Resistente; 1,1 a 2 — Moderadamente Resistente; 2,1 a 4 — Suscetivel;
4,1 a 5 — Altamente Resistente.

Apds a avaliagdo de resisténcia dos acessos, foram realizadas avaliagdes

fisiologicas e bioquimicas.
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Para avaliar o impacto que o isolado ME249 de Macrophomina phaseolina nas
trocas gasosas em acessos de abobora, foram realizadas medidas de trocas gasosas apos
35 dias apos a infecgdo, entre 7h e 10h utilizando um Analisador de Sistema Portatil de
Fotossintese — IRGA — (GSF — 3000, Walz) com densidade de fotons fotossinteticamente
ativos de (DFFFA) de 1.200 umol m™ s™!, em folhas fisiologicamente maduras amostradas
no tergo médio da planta. As varidveis analisadas da taxa de assimilacdo liquida de CO>
(Pn), taxa de transpiragdo (E), condutancia estomatica (gS), déficit de pressdo de vapor e
concentracdo interna de CO». A partir dessas medidas foram estimados os parametros de
uso da agua das plantas (Pela relagdo Pn/E) e o indice de carboxilagdo instantanea (Pela
relacdo Pn/Cy).

Para a determinacdo de acucares soluveis totais, aminoacidos e prolina foi
determinado depois das analises de resisténcia a partir de folhas de cada planta do
experimento, estas foram acondicionadas em sacos plasticos em seguidas envolvidas em
papel aluminio e armazenadas no gelo até serem encaminhas ao laboratdrio.

Para estimativas de agucares soluveis, prolina e aminoacidos foram estimados a
partir de plantas inoculadas e plantas nao inoculadas. Material vegetal da folha de cada
planta foi separadamente triturado em tampao fosfato mM (pH 7) e etanol 80%,
respectivamente. O conteudo de prolina do extrato foliar de cada planta de tratamento foi
estimado de acordo com o método de Bates et al. (1973). Para isso, um mL do extrato do
filtro de folhas foi misturado em um mL do reagente ninidrina (5% ninidrina em acido
acético glacial: 4cido fosforico (100:80v/v) e incubado em banho-maria a 100° por 1h e
resfriado em um recipiente com gelo. Isso foi seguido pela a adigdo de 1 mL de tolueno e
o conteudo de prolina da camada superior resultante da mistura de reagdo foi medido a
520 nm. A quantidade de contetido de prolina foi calculada a partir da curva padrao de
prolina.

O conteudo de agucares soluveis foi realizado utilizando o reagente antrona. O
material vegetal congelado e homogeneizado em nitrogénio liquido e extraido com alcool
80% seguido do aquecimento a 75° C por 10 minutos e centrifugado a 10.000g por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e lavado com alcool 80% para garantir a maxima
extracdo dos agticares a reacao foi conduzida com 950 pL de Antrona (150 mg de antrona
dissolvida em 100ml de H2S04 a 72%) e 50 puL da amostra, incubada em banho maria
fervente por 10 minutos. Apds o resfriamento, a absorbancia foi medida em espectrometro
a 650 nm. A concentragdo de aglcares soliveis totais foi determinada por comparagao

com uma curva padrao de glicose (0-100pg), e o resultado foi normalizado pelo peso seco
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da amostra, permitindo uma andlise precisa do conteudo de agucares (Yemm & Willis,
1954). O conteudo de aminoacidos de cada extrato foi estimado de acordo com o método
deYemm et al.(1955).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as medidas foram agrupadas
pelo teste Scott-Knott (1974). Todas as analises foram realizadas pelo programa R versao
4.4.1 (R core Team, 2023). Em todas as analises foi adotado um valor de alpha igual a

5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que ndo houve efeito significativo da inoculagdo, o gendtipo ou da
interagdo genotipo x inoculacdo quanto concentragdo total dos agtcares nas folhas.
(Tabela 2).

Quando se refere ao contetido de aminoacidos nas folhas de abobora, também nao
foi detectado efeito significativo da inoculagdo ou da interacdo. No entanto, o fator
genoétipo apresentou um efeito significativo (F= 3.6510) (p<0,01) indicando que ha
diferenga entre genotipos em relacdo ao teor de aminoacidos, independente da presenca
do patégeno (Tabela 2).

Por outro lado, para prolina a inoculacdo teve um efeito significativo p= 0.01545;
p<0,05) indicando que a planta inoculada com o patdgeno induziu um aumento na
concentragdo de prolina, possivelmente como um mecanismo de resposta ao estresse. O
fator genotipo, no entanto, ndo foi significativo, assim como a interagao do genotipo x

inoculagao.

Tabela 2. Valores de F de Snedecor e coeficiente de variacdo de trés variaveis bioquimicas
avaliadas em genotipos de abobora (Cucurbita maxima e ucurbita moschata) inoculados com

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

F de Snedecor

FV
Actcares Aminoacidos Prolina
Inoc 1,88032"™ 0,5688™ 6,3058"
Gen 1,08728 ™ 3,6510%* 0,8596"
GxlI 0,81526" 0,9428™ 1,9543"
CV% 26,27 41,02 29,98

"ndo significativo; ** significativo a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de probabilidade.
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Esses resultados (Tabela 2) sugerem que a prolina pode estar envolvida na
resposta ao estresse causando por Macrophomina phaseolina, enquanto os teores de
aminoacidos ndo foram afetados pela infec¢do, com diferenca entre os genotipos apenas
para o teor de aminoacidos. Sendo que a prolina pode acumular em resposta ao estresse
ocasionado por fungo, atuando como asmoprotetor e antioxidante. Alteracdes no
conteudo de prolina foi encontrado na pesquisa de Chen et al. (2020) quando Cucurbita
moschata foi infestada com oidio as plantas responderam com um aumento do teor de
prolina.

Os teores de aglicar ndo apresentam diferenga expressivas entre os genotipos,
indicando que esse pardmetro bioquimico ndo foi influenciado significativamente pela
infec¢do (Tabela 3).

Para aminodcidos, ndo houve variacdo significativa entre os gendtipos, mas a
cultivar comerciar Abobora Sergipana apresentou um teor maior, diferindo
estatisticamente dos acessos e da cultivar comercial Moranga Coroa.

Ja a prolina, associada a resposta ao estresse, apresentou variagao entre 0s acessos,
com destaque para as cultivares comerciais Abobora Sergipana e Moranga coroa que
exibiram os maiores valores (Tabela 3). A concentra¢dao de prolina ¢ um dos principais

indicadores de adaptacgdo fisiologica em plantas.

Tabela 3. Aspectos bioquimicos avaliados em acessos de abobora (Cucurbita maxima € ucurbita
moschata) inoculados com Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

Média
Genotipo
Acgucares Aminoacidos Prolina

ABO 153? 12,2585 0,7698b 2,272
ABPUN 202! 13,8531 0,6168b 2,243
ABPUN202 F4! 13,7522 0,9326b 1,977
AS? 13,8264 1,2507a 2,472
MC? 14,5679 0,9182b 2,560
P114-032 11,5237 0,7672b 2,326

'Acessos de C. maxima; *Acessos de C. moschata; * Cultivares comerciais; Valores seguidos pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p>0,05).

(1974).
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A média de prolina nos gendtipos infestados com M. phaseolina foi de 2.53267,
enquanto nos gendtipos ndo inoculados foi de 2.0840. Esse resultado indica um aumento

significativo na concentracao de prolina (Tabela 4).

Tabela 4 . Respostas bioquimicos em acessos de abobora (Cucurbita maxima e ucurbita
moschata) inoculados com Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. e em acessos sem inoculagéo.

Média
Inoculacao
Actcares Aminoacidos Prolina
Sem 12,67843a 0,8409000a 2,084000b
Com 13,91550a 0,9108667a 2,532667a

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p>0,05).

Natabela 5, verificou-se que houve efeito significativo do fator isolado na variavel
de transpira¢do, mas ndo houve efeito significativo nas demais varidveis. O efeito do
gendtipo foi significativo apenas para a eficiéncia do uso da 4gua e a eficiéncia de
carboxilagdo, ndo sendo observado efeito significativo nas demais varidveis. Nao houve

interagdo significativa entre o isolado e o geno6tipo em nenhuma das variaveis analisadas.

Tabela 5. Resumo da analise de varidancia (ANOVA) e valores de F de Snedecor para as taxa de
transpiracdo (E), condutincia estomatica (gs), taxa de assimilacdo de CO2 (A), concentragdo
interna de CO2 (ci), eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia de carboxilagdo (EiC) avaliados
em acessos de abobora (Cucurbita maxima e ucurbita moschata) inoculados com Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid. e em acessos sem inoculagio.

F
FV
E gs A Ci EUA EiC
Inoc (I) 42417 0,86727™ 3,5705™ 0,2426 ™ 1,1145™ 1,1145™
Gen (G) 0,4774" 0,60284™ 2,2163 ™ 1,1486™ 2,9737" 2,9737°
GxI 0,2922" 0,27941™ 0,3184" 0,6121" 1,3806™ 1,3806"
CV% 39,08 50,78 44,79 14,03 50,07 50,07

™ ndo significativo; " significativo a 5% de probabilidade. Taxa de transpiragdo (E); Condutancia
do vapor de agua (GH,O ou GS); Assimilagdo liquida de CO: (A); Fragdo molar de CO,
intercelular (ci); Eficiéncia do uso da 4gua (EUA); Eficiéncia de carboxilacao (EiC).

Observou-se que aos 35 dias ap6s a inoculagdo com o fungo nao houve efeito da

interacdo entre o patdgeno e os gendtipos para as variaveis condutdncia estomatica,
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assimilagdo liquida de CO», concentracdo interna de CO», eficiéncia do uso da 4dgua ¢ a
eficiéncia instantdnea de carboxilagdo. A taxa de transpiracdo apresentou efeito
significativo (p<0,05) apenas para inoculado. Para a eficiéncia do uso da agua e eficiéncia

da carboxilagao houve efeito isolado do genotipo (p<0,05) (Tabela 5).

Tabela 6. Respostas fisiologicas em acessos de abobora (Cucurbita maxima € ucurbita moschata)
inoculados com Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. e em acessos sem inoculagio.

Média
Gen.
E gs A Ci EUA EiC
ABO153 2,225a 113,4500a 6,2125a 306,038a 0,0525a 0,0525a
ABPUN 202 2,630a 154,6500a 5,4046a 340,950a 0,0393a 0,0394a

ABPUN202 F4 2,696a 157,0750a  6,0384a 321,375a 0,0463a 0,0464a
MC 2,441a 147,7143a  2,1914a 353,171a 0,0209b 0,0209b

P114-03 2,183a 125,0125a  3,8638a 334,350a 0,0321b 0,0321b

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). Taxa
de transpiragdo (E); Condutancia do vapor de agua (GH-O ou GS); Assimilacdo liquida de CO,
(A); Fracdo molar de CO; intercelular (ci); Eficiéncia do uso da agua (EUA); Eficiéncia de
carboxilagdo (EiC).

A avaliagdo das trocas gasosas nos genotipos de abobora com e sem inoculacdo e
ndo inoculados com M. phaseolina mostrou diferencas significativas entre os genotipos
para determinadas variaveis de trocas gasosas (Tabela 6). A taxa de transpiracao (E)
variou entre os gendtipos P114-03 ¢ ABPUN 202 F4 (2.183 mmol HO m?s” e 2.696
mmol H,O m™ s, respectivamente), o gendtipo ABPUN 202 também apresentou uma
alta taxa de transpiracdo. O gendtipo ABO 153 e a cultivar comercial Moranga Coroa
apresentou valores intermediarios.

A condutancia estomatica (gs), apresentou maiores valores nos genotipos ABPUN
202 F4 E ABPUN 202, enquanto o gendtipo P114-03 obteve a menor condutancia. A
assimila¢do liquida de CO> (A), variou significativamente, com o genotipo ABO 153
apresentando maior valor e a cultivar comercial Moranga Coroa apresentando o menor
valor. A concentragdo interna de CO; também tiveram ABO 153 com o maior valor e a
cultivar comercial moranga coroa com menor valor (Tabela 6).

A eficiéncia e uso da dgua (EUA) e a eficiéncia de carboxilagdo (EiC) seguiram

um padrdo semelhante, ABO 153, ABPUN 202 e ABPUN 202 F4 obtiveram os maiores
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valores de EUA, enquanto Moranga Coroa e P114-03 tiveram valores significativamente

menores. O mesmo comportamento foi observado em EiC (Tabela 6).

Tabela 7. Respostas fisiologicas em acessos de abobora (Cucurbita maxima e ucurbita moschata)
inoculados com Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. e em acessos sem inoculagio.

Média
Inoculagao
E gs A Ci EUA EC
Sem 2,1290a 129,085 3,9214 334,18 0,0355 0,0355
Com 2,7568a 150,200 5,7735 326,85 0,0421 0,0421

Valores seguidos pela mesma letra ndao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). Taxa
de transpiracdo (E); Condutancia do vapor de agua (GH20 ou GS); Assimilagdo liquida de CO2
(A); Fragdao molar de CO2 intercelular (ci); Eficiéncia do uso da agua (EUA); Eficiéncia de
carboxilagdo (EiC).

De acordo com o teste de Scott-Knot (p>0,05) observou-se diferenca significativa
na taxa de transpira¢do (E) com e sem inoculagdo (Tabela 7), as demais varidveis ndo
foram estatisticamente significativas, mas algumas variaveis devem ser observadas. A
condutancia estomatica (gs) aumentou dos genotipos ndo inoculados para os genodtipos
inoculados. A assimilacao liquida de CO> foi maior com inoculagao. Por outro lado, a
fragdo molar de CO> (ci) foi menor nos genotipos inoculados. A eficiéncia do uso da agua
(EUA) e a eficiéncia da carboxilagdo apresentaram uma tendéncia de aumento nos
gendtipos inoculados. Isso sugere que, apesar da infeccdo, as plantas foram capazes de

manter um nivel relativamente eficiente de fixagdo de CO», em relacdo a perda de agua.

CONCLUSOES

Acessos inoculados com o isolado de Macrophomina phaseolina ME249
apresentaram maior teor de prolina e um aumento na taxa de transpiragao.

Teores de aminoacidos em acessos ndo inoculados foram superiores a acessos

inoculados com Macrophomina phaseolina.
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