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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, Cristiana Maia de. Murcha-de-fusario do tomateiro, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, em Nova Friburgo, RJ: ragas, resisténcia genética e manejo.
2017. 142p. Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Dentre as principais doencas do tomateiro esta a murcha-de-fusario causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL). O seu controle é dificultado pelo cultivo sucessivo do
tomateiro (Solanum lycopersicum L.) por produtores especializados na cultura, pela
capacidade de sobrevivéncia do patdgeno no solo por longos periodos e pela presenca de
racas do patogeno. Até entdo ja foram descritas trés racas do patdgeno no Brasil (1, 2 e 3)
sendo a raca 3 de ocorréncia mais restrita. A principal estratégia para controle da doenca é o
uso de cultivares resistentes a(s) raga(s) presentes na regidao. O municipio de Nova Friburgo,
RJ, importante regido produtora de tomate no verdo, apresenta sérios problemas com doencas
causadas por patdgenos habitantes do solo, que se intensificam devido a préaticas inadequadas
de manejo de solo. Diante disto, desenvolveu-se o presente trabalho tendo como base a coleta
de amostras de solo e de plantas em 41 unidades familiares visando estudar diferentes
aspectos relacionados a murcha-de-fusario na regido. A apresentacdo do trabalho e dos
resultados obtidos foi dividida em quatro capitulos. No Capitulo 1, sdo apresentados estudos
com o levantamento sobre a ocorréncia da doenca nas propriedades e de identificacdo das
racas predominantes. No Capitulo 2, sdo apresentados estudos sobre a incidéncia e
distribuicdo da doenca e avaliacdo das cultivares mais plantadas quanto a resisténcia as trés
racas de FOL. No Capitulo 3, sdo apresentados os estudos sobre as praticas de manejo
adotadas pelos produtores e as suas relagcdes com a fertilidade do solo, nutricdo das plantas e
severidade da doenca. E finalmente, no Capitulo 4 é descrita a avaliacdo de cerca de 100
acessos de tomateiro da colecdo de germoplasma do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ
guanto a resisténcia as trés racas do patdgeno. Entre os principais resultados obtidos pode-se
destacar a constatacdo de ocorréncia generalizada da raca 3 de FOL na regido e a confirmacao
de que a maioria das cultivares plantadas sdo suscetiveis a esta raca. Constatou-se, ainda, que
as praticas de manejo adotadas pelos produtores contribuem para a disseminacdo e
sobrevivéncia do patégeno e para selecdo da raca 3 devido ao uso de cultivares resistentes as
racas 1 e 2. Por fim, na avaliacdo dos acessos de tomateiro da UFRRJ, identificaram-se cinco
acessos resistentes as racas 1 e 2 de FOL e nenhum acesso resistente a raca 3.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum. Agricultura familiar. Variedades diferenciadoras.
PCR. Fertilidade do solo.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Cristiana Maia de. Fusarium wilt on tomato, caused by Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici, in Nova Friburgo, RJ: races, genetic resistance and management. 2017.
142p.Thesis (Doctorate in Agronomy, Crop Science). Instituto de Agronomia, Departamento
de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropéedica, RJ, 2017.

Among the main diseases which affects tomato plants there is Fusarium wilt caused by
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL). Control of this disease is difficult due to the
farmer’s specialization in the crop, pathogen ability to survive in the soil for long periods and
physiological specialization of the pathogen in races. Three races of the pathogen have been
described in Brazil, 1, 2 and 3, being the 3 of more restricted occurrence. The main strategy to
control this disease is the use of resistant cultivars to the races present in the region. Nova
Friburgo, RJ, an important tomato producing region during the summer, shows serious
problems with plant diseases caused by common soil pathogens and soil management. For
this reason, the present work was developed based on the collection of soil and plants samples
in 41 farm family units, aiming to study different aspects related to Fusarium wilt in the
region. The presentation of the work and the results obtained was divided into four chapters.
In Chapter 1, a survey on the occurrence of the disease in the farm unities and identification
of the predominant races was presented. In Chapter 2, studies on the incidence and
distribution of the disease, as well as, evaluation of the most planted cultivars for resistance to
the three races of FOL was presented. In the Chapter 3, we have showed studies on the
management practices adopted by the farmers and their relations with soil fertility, plant
nutrition and disease severity. Finally, in Chapter 4, 100 tomato accessions were evaluated
regarding cultivar resistance to the three races of the pathogen. The accessions were obtained
in the germplasm collection of the Department of Crop Science of the UFRRJ. Among the
main results, we could identify the generalized occurrence of race 3 of FOL in the region, as
well as, that most of the planted cultivars are susceptible to this race. The management
practices adopted by the farmers contribute to the dissemination and survival of the pathogen
the selection of race 3 due to the use of resistant cultivars to races 1 and 2 only. Finally, from
the tomato accessions evaluated, five were resistant to races 1 and 2 of FOL and no resistant
access to race 3 was identified.

Key words: Solanum lycopersicum. Family farming. Differential cultivars. PCR. Soil
fertility.
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1 INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas mais importantes no
Brasil e no mundo. Pelo volume produzido e comercializado e grande contingente de mao de
obra que emprega em toda sua cadeia produtiva destaca-se como uma cultura de grande
importancia econdmica e social no pais. O Brasil € 0 nono maior produtor mundial, com
destaque para os Estados de Goias (934.658 t), Séo Paulo (753.283t), Minas Gerais (702.510t)
e Rio de Janeiro (189.611t) (IBGE, 2017). No Estado do Rio de Janeiro, 0 municipio de Nova
Friburgo, localizado na Regido Serrana, contribui com 15% da producdo (22.706,28t) e
abastecimento do mercado no periodo de entre-safra (EMATER, 2017).

Entre as regides produtoras do municipio de Nova Friburgo esta a microbacia de
Barracdo dos Mendes onde se localizam trés grandes associagdes de produtores familiares,
Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande, que produzem principalmente tomate no periodo de
verdo e couve-flor no inverno. A producdo é feita em sistema convencional com manejo
intensivo e sequenciado do solo e alto uso de insumos quimicos o que resulta em processos
erosivos, agravados pela topografia acidentada da regido, e degradagdo ambiental (PEREIRA,
2008). O manejo inadequado, aliado as caracteristicas geograficas, tem levado a degradacéo
do solo, reducdo de fertilidade e do pH, aumento dos problemas fitossanitarios e quedas da
produtividade. Os problemas fitossanitarios sdo agravados pela alta suscetibilidade da cultura
a uma série de doencas e pragas. Dentre as doencas estd a murcha-de-fusério, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W. C. Snyder e H. N. Hansen (FOL), uma das
enfermidades mais danosas e prevalentes em cultivos de tomateiro (AJILOGBA e
BABALOLA, 2013; BIJU et al., 2017) e que pode, sob condicBes favoraveis, levar a 100% de
perdas (GONCALVES, 2015).

O patogeno é um fungo habitante do solo onde sobrevive por varios anos, em restos de
cultura devido a formacdo de esporos de resisténcia ou clamiddsporos. Patégeno especifico do
tomateiro, penetra nas plantas via sistema radicular e coloniza os vasos do xilema. Com o
avanco do processo de colonizagéo, ocorre a obstrugdo dos vasos reduzindo ou limitando o
fluxo de agua e nutrientes e, consequentemente, resultando em murchas e sintomas de
deficiéncia nutricional e subdesenvolvimento das plantas. Além das murchas, os sintomas
caracteristicos da doenca sdo amarelecimento e necrose das folhas, reducéo do crescimento da
planta e, em casos mais severos, morte da planta (GONZALEZ-CENDALES et al., 2016). Em
geral, os sintomas aparecem ou se intensificam em plantas em fase de florescimento e
frutificacdo, devido ao aumento da demanda por &gua e nutrientes (AGRIOS, 2005).

Na populacdo do patdgeno ja foram identificadas trés racas fisiologicas, caracterizadas
pela capacidade de infectar variedades especificas portadoras de genes de resisténcia I, I-1, I-2
e 1-3 (BIJU et al.,, 2017). Além destes genes, tem-se também o gene I-7 que confere
resisténcia a todas as trés ragas (GONZALEZ-CENDALES et al., 2016). Estes genes foram
identificados em tomateiros silvestres e vem sendo introgredidos em cultivares de tomateiro
(BIJU et al., 2017). As ragas 1 e 2 estdo amplamente disseminadas em plantios de tomateiro
pelo mundo enquanto a raga 3 apresenta ocorréncia mais restrita. A primeira constatacdo de
FOL raca 3 no Brasil foi feita no Espirito Santo (REIS et al., 2005) e posteriormente a
presenca dessa raga foi constatada no Rio de Janeiro (REIS e BOITEUX, 2007), na Bahia
(BARBOZA et al., 2013) e, mais recentemente, em Minas Gerais (GONCALVES et al.,
2013).

Recomenda-se para o controle da doenca a ado¢do de medidas preventivas como cultivo
em locais sem a presenca do patdgeno, o uso de sementes e mudas sadias e cuidados com a
limpeza de maquinas, implementos e estacas. Em locais onde o patdgeno ja foi introduzido,
preconizam-se préaticas culturais como rotacdo de culturas, destruicdo de restos culturais,



reducdo do revolvimento do solo, calagem e manejo adequado da adubacdo (AJILOGBA e
BABALOLA, 2013; DORDJEVIC et al., 2012). O uso de cultivares resistentes, porém € a
estratégia mais eficiente, desde que estas possuam genes efetivos contra a(s) raca(s) presentes
na area. Para tanto, é necessario a identificacdo e mapeamento das ragas presentes na regiao e
a identificacdo das cultivares mais adequadas. A maioria das cultivares hibridas hoje
disponiveis no mercado s&o resistentes as racas 1 e 2 de FOL e, somente algumas poucas, a
raca 3. Com a rapida dispersdo da raca 3 em areas de producdo de tomate no Brasil, a
reduzida oferta de cultivares resistentes a esta ragca poderd vir a ser um fator limitante a
producao de tomate.

Com a finalidade de diagnosticar a importancia da murcha-de-fusario, os fatores que mais
tém contribuido para o seu estabelecimento e de se identificar as estratégias de manejo mais
adequadas para regido de Nova Friburgo, RJ, desenvolveu-se o presente trabalho apresentado
em quatro capitulos e que teve como objetivos: (1) identificar as racas de FOL presentes na
regido; (2) avaliar a resisténcia das principais cultivares utilizadas pelos produtores quanto a
resisténcia as racas 1, 2 e 3 de FOL; (3) avaliar as condi¢des e os sistemas de manejo adotados
pelos agricultores da regido e, identificar aqueles que possam estar contribuindo para o
desenvolvimento da murcha-de-fusario e; (4) avaliar a colecdo de acessos de tomateiro da
UFRRJ quanto a resisténcia as racas 1, 2 e 3 de FOL.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais Sobre a Cultura do Tomateiro

O tomateiro, espéecie da familia Solanaceae, ¢ originario da América do Sul, na regido
compreendida entre o Equador e o Chile, e cultivado, atualmente, em diversas regides do
mundo (BARONE et al., 2009). A familia Solanaceae contém mais de 2800 espécies dentre
as quais o tomate, batata, pimentao, pimentas, tabaco, berinjela e jilo.

O tomateiro foi inicialmente classificado como do género Solanum por Carl Von
Linnaeus. Posteriormente, Miller sugeriu a mudanca para o género Lycopersicon. Contudo,
apos analises moleculares e morfologicas, o tomateiro voltou a ser classificado como Solanum
lycopersicum de acordo com o binomial inicialmente proposto por Linnaeus (PERALTA e
SPOONER, 2006). O ancestral mais proximo dos tomates cultivados ¢ o tomate cereja
silvestre, S. lycopersici var. cerasiforme, que ocorre em areas tropicais e subtropicais por todo
0 mundo (PERALTA et al., 2008). Outros parentes silvestres s&o S. pimpinellifolium, S.
cheesmanii, S. parviflorum, S. chmielewskii, S. hirsutum (= S. habrochaites), S. chilense, S.
pennellii e S. peruvianum (ROBERTSON e LABATE, 2006).

O tomateiro foi introduzido na Europa pelos espanhois entre 1523 e 1554
(FILGUEIRA, 2008) onde foi cultivado primeiramente como uma planta ornamental e sua
aceitacdo somente passou a correr a partir do final do século XVI (PERALTA et al., 2008). A
maior parte dos tomateiros cultivados na América Latina tem sua origem de materiais
europeus ou asiaticos e o desenvolvimento de novas cultivares tem sido feito a partir desses
materiais (MALUF, 2000).

No Brasil, a sua introducdo ocorreu na época da colonizacdo portuguesa no final do
século XIX. Contudo seu cultivo somente aconteceu com as imigracGes para as regides
sudeste e sul (CEAGESP, 2003). Atualmente, o0 pais € 0 nono maior produtor de tomate no
mundo com producdo de 3,7 milhdes de toneladas em uma érea colhida de 58.339 ha (IBGE,
2017). O sudeste brasileiro teve uma participacdo de 49% na safra 2016 com producdo de
1.799,478 mil toneladas, tendo destaque os Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. O Rio de
Janeiro é o terceiro maior produtor desta regido com participacdo de 10,54% (IBGE, 2017).

Por ser origindrio da regido da costa oeste da América do Sul, local onde as
temperaturas sdo moderadas, com médias entre 15 a 19°C, e com precipitagdes ndo muito
intensas, o tomateiro pode se desenvolver desde o clima tropical de altitude a subtropical e
temperado, 0 que permite seu cultivo em diversas regides do mundo (SILVA et al., 2006).

De acordo com FILGUEIRA (2008), o tomateiro embora seja uma planta perene, se
comporta como anual com ciclo variando de 4 a 7 meses. A floragéo e a frutificacdo ocorrem
paralelamente com a vegetacdo. A planta pode apresentar dois tipos de habito de crescimento
0 determinado e o indeterminado. No habito de crescimento determinado ha um crescimento
vegetativo menos vigoroso e a planta lembra o aspecto de uma moita com a formacgéo de um
cacho de flores na extremidade das hastes. Nas plantas de habito indeterminado ocorre a
dominéncia da gema apical sobre as laterais, caracteristicas predominantes na maioria das
cultivares para a mesa.

O fruto de tomate apresenta de 93% a 95% de &gua em sua constituicdo. A fragdo
matéria seca, 5% a 7%, é constituida por compostos inorganicos, acidos inorganicos,
acucares, solidos insoluveis em alcodis entre outros (SILVA et al., 2006). S&o abundantes
fontes de micronutrientes antioxidantes como: 3 caroteno, luteina, y caroteno, vitamina C,
vitamina E e compostos fendlicos que sdo benéficos a satde humana (DUMAS et al., 2003).



2.2 Murcha-de-Fusario do Tomateiro

A cultura do tomateiro esta sujeita a perdas causadas por vérias doencas, dentre estas,
a murcha-de-fusario (AGRIOS, 2005). A murcha-de-fusario, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W. C. Snyder e H. N. Hansen (FOL) é uma das mais
importantes doencas que atingem essa hortalica (KUROZAWA e PAVAN, 2005). Até hoje ja
foram descritas trés racas fisioldgicas de FOL, racas 1, 2 e 3, identificadas de acordo com sua
variabilidade genética e capacidade de infectar variedades especificas. As racas 1 e 2 estdo
distribuidas amplamente em todo o mundo, enquanto que a raga 3 se apresenta
geograficamente mais restrita (REIS et al., 2005; REIS et al., 2006). A raca 1 de FOL foi
primeiramente registrada no ano de 1886 (BOOTH, 1971), enquanto que a raga 2 foi
reportada em 1945 no Estado de Ohio (ALEXANDER e TUCKER, 1945). A raca 3 foi
identificada na Australia no ano de 1978 (GRATTIDGE e OBRIEN, 1982).

No Brasil o primeiro relato da murcha-de-fusario ocorreu no Estado de Pernambuco
em 1938 (DESLANDES, 1940 citado por ANDRADE et al., 1999). Contudo, a identificagdo
das racas 1 e 2 foi realizada em Sdo Paulo (ARRUDA 1941; TOKESHI et al., 1966). A
possivel presenca de raca 3 no Brasil foi relatada por Tokeshi et al. (1966), também no Estado
de S&o Paulo, onde um isolado de Fusarium T-18-1 foi testado em nove variedades e dez
progénies e na espécie S. pimpinellifolium (Pl 126915-1-8), dita como resistente a raca 3. No
entanto, um novo estudo foi conduzido por Noguez e Tokeshi (1974), e o isolado T-18-1, foi
reclassificado como pertencente a raga 2.

Relato categorico da raca 3 no Brasil foi obtido em trabalho realizado por Reis et al.
(2005), no municipio de Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo. Posteriormente, essa
mesma raca foi identificada em S&o José de Uba e Itaocara, Estado do Rio de Janeiro (REIS e
BOITEUX, 2007), na Bahia (BARBOZA et al., 2013) e em Minas Gerais (GONCALVES et
al., 2013). A disseminacao de isolados da raca 3, possivelmente, se deu por meio de sementes
infectadas e a sua ocorréncia nestas regides pela pressdo de selecdo pelo plantio de cultivares
resistentes as ragas 1 e 2 de FOL (REIS et al., 2006).

O patégeno produz trés tipos de esporos assexuais, macroconidios, microconidios e
clamidésporos. Os microconidios apresentam um a dois septos e sdo 0s mais abundantes
esporos em diversas condi¢cdes. Macroconidios possuem de 3 a 5 septos possuindo
extremidades curvadas, tipico de “Fusarium”. Os clamiddsporos, esporos de resisténcia,
apresentam formato arredondado com uma a duas células e paredes grossas (AGRIOS, 2005).
Os clamiddsporos podem persistir viaveis no campo por longo periodo, mesmo na auséncia
do hospedeiro. Além do clamiddsporo, o patdgeno pode sobreviver na forma saprofitica em
restos de plantas ou no solo por periodo de sete anos ou mais (GONCALVES, 2015).
Segundo De Cal (1997) os clamiddsporos constituem a principal forma de sobrevivéncia do
patogeno e fonte primaria de indculo para inicio da doenca no campo.

Segundo Lagopodi et al. (2002), os eventos relacionados a colonizagdo radicular do
tomateiro por Fusarium sdo: primeiro o contato entre patdgeno e hospedeiro que ocorre na
zona radicular, seguido pela colonizacdo das fissuras ao longo das jungdes das células
epidérmicas onde ndo ha locais especificos de penetracdo ou estruturas de infeccdo. Durante
este processo 0 patdgeno secreta diversas proteinas que podem ser reconhecidas ou ndo pela
planta hospedeira gerando interagdes incompativeis ou compativeis. Em FOL, estas proteinas
sdo denominadas “secreted in xylem” (SIX) e podem ser reconhecidas pela planta desde que
contenham genes especificos de resisténcia, 0s genes da série | (= Immunity). As proteinas
SIX de FOL estdo associadas a diferentes genes de aviruléncia: Six4 (Avrl) cujo produto
génico é reconhecido por | e o gene néo alélico I-1; Six3 (Avr2) é reconhecido por I-2 e, Six1
(Avr3) é reconhecido por 1-3 (HOUTERMAN et al., 2008; HOUTERMAN et al., 2009).



O patogeno pode infectar as plantas em diferentes estadios, desde plantulas e mudas a
plantas adultas. Em mudas, os sintomas externos séo caracterizados com a epinastia das folhas
mais velhas, murchamento e por fim morte. No campo, a infeccdo pode ocorrer em qualquer
fase, contudo o aparecimento dos sintomas se torna mais evidente no inicio da fase de
maturacdo dos frutos, com amarelecimento das folhas inferiores que aos poucos murcham e
morrem (KUROZAWA e PAVAN, 2005; MCGOVERN, 2015). Outros sintomas
relacionados sdo aparecimento ocasional de raizes adventicias, murcha de folhas e caules
jovens, desfolha e necrose marginal das folhas restantes. Os frutos, em menor frequéncia,
podem ser infectados resultando em apodrecimento e queda, sem apresentar manchas
(AGRIQOS, 2005). A melhor forma de visualizacdo e identificagdo da infeccdo por murcha-de-
fusario pode ser feita atraves do corte transversal do caule do tomateiro, onde se observa uma
coloragdo marrom intensa na regido do xilema (KUROZAWA e PAVAN, 2005).

A murcha e morte das plantas é causada pela combinacdo de dois fatores:
crescimento do fungo no sistema vascular (incluindo producdo de toxinas) e pela producdo de
estruturas de defesa da planta hospedeira, as tiloses, que blogueiam o transporte de agua e
nutrientes nos vasos do xilema (GONZALEZ-CENDALES et al., 2016). Com a morte da
planta, o fungo persiste colonizando os restos culturais onde forma os clamiddsporos. Estes
podem ser transportados para outras areas através de sementes, solo, &gua, material
contaminado e maquinario agricola (AJILOGBA e BABALOLA, 2013).

Os fatores ambientais que mais influenciam o processo de infeccéo e colonizagéo pelo
patdgeno e a resisténcia das plantas estdo relacionados a nutricao, temperatura (MICHEREFF
et al.,, 2005) e umidade (KEIKO, 1980). De acordo com Keiko (1980), a ocorréncia de
infeccdo é favorecida por temperaturas entre 21°C e 33°C, com 6timo desenvolvimento a
28°C. Fatores como baixo pH do solo e uso de fertilizantes a base de aménio também
contribuem para o aumento da severidade da doenca (MCGOVERN, 2015).

Em relacdo aos nutrientes, estes podem induzir tolerancia ou resisténcia na espécie
hospedeira, podem reduzir ou aumentar a severidade de doencas, além de afetar o ambiente
favorecendo ou desfavorecendo o patdgeno e a prépria planta. A aplicacdo de nitrogénio na
forma de nitrato pode reduzir a infecgéo por FOL por gerar um pH neutro a alcalino, enquanto
que a aplicacdo de nitrogénio na forma de amonia favorece a infeccdo por gerar pH acido.
Nutrientes como K, Ca, Mg, S, Mn e B diminuem a suscetibilidade a Fusarium
(CARVALHO et al., 2005; ZAMBOLIM et al., 2005). A presenca de nematoides das galhas
(Meloidogyne spp.) no solo e capinas sdo fatores que também podem contribuir para uma
maior severidade da doenca por causarem ferimentos nas raizes e facilitar a entrada do
patégeno (AJILOGBA e BABALOLA, 2013).

2.3 ldentificacdo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

O fungo é pertencentence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem
Hypocreales, familia Nectriaceae e género Fusarium (LESLIE e SUMMERELL, 2006). A
espécie Fusarium oxysporum causa infeccdo vascular e murchas em diferentes espécies
hospedeiras. No entanto, dentro da espécie fungica existe uma alta especializacdo a nivel de
espécies hospedeira, distinguiveis como formae speciales (abreviado f. sp.). As diferentes
formae speciales de F. oxysporum sdo morfologicamente muito semelhantes e néo
distinguiveis exceto a nivel molecular e pela viruléncia a nivel de espécie hospedeira (LISLIE
e SUMMERELL, 2006). Segundo estes autores, ja foram descritas mais de 100 formae
speciales de F. oxysporum. Outra especializacdo ¢ denominada como raga, sendo definida
como a capacidade de causar ou ndo doenca em cultivares especificas (SCHUMAN e
D’ARCY, 2006 citado por SOUZA et al., 2010). A classificacdo das ragas ¢ realizada com
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base em um conjunto de cultivares diferenciadoras, portadoras de genes especificos de
resisténcia (HENRIQUE et al., 2015).

No tomateiro séo relatadas duas formas especializadas de F. oxysporum: F. oxysporum
f. sp. lycopersici (FOL) causador da murcha-de-fusario e F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (FORL) que causa podriddo de raiz e coroa, ainda ndo relatado no Brasil. FORL
esta na lista de pragas quarentenérias (Al) do MAPA (MAPA, 2017). Estes dois patdgenos
sdo diferenciaveis pelo tipo de sintoma que causam, pelas condices de ambiente mais
favoravel a infeccéo e por técnicas moleculares (BOIX-RUIZ et al., 2015).

A identificacdo da presenca de Fusarium em plantas é feita em diferentes etapas:
relato dos sintomas causados, condi¢des de ambiente que propiciam a infecgcdo; observagédo
dos protocolos de isolamento; purificacdo do isolado e avaliacdo de caracteres morfologicos,
moleculares e fertilidade cruzada (LESLIE e SUMMERELL, 2006). A identificacdo
morfologica € feita com base na forma e abundancia das estruturas reprodutivas, fialides,
microconidios, macroconidios e clamiddsporos e nas caracteristicas da coldénia como cor,
textura e aroma (NELSON et al., 1983). Contudo devido as similaridades existentes entre os
isolados de Fusarium spp. este trabalho é dificultado (STEENKAMP et al., 2000). Como a
forma especializada e as racas sdo indistinguiveis morfologicamente, a utilizacdo de outras
abordagens como utilizacdo de cultivares diferenciadoras, descricdo da sintomatologia da
doenca sdo essenciais (BOIX-RUIZ et al., 2015). Ao nivel de raca de FOL, o uso de
variedades e hibridos resistentes € o método mais utilizado para a identificacdo (REIS et al.,
2004). Outro método utilizado é o uso de ferramentas moleculares como marcadores
moleculares (HIRANO e ARIE, 2006; LIEVENS et al., 2009; INAMI et al., 2010) e
sequenciamento génico (LIEVENS et al., 2009). Estas ferramentas vém facilitando o processo
de identificacdo e, quando associado ao uso de variedades diferenciadoras geram resultados
mais confiaveis (BOIX-RUIZ et al., 2015).

2.4 Métodos de Controle

Diversos métodos sdo utilizados para o controle da murcha-de-fusario: preventivos,
em locais com a auséncia do patdgeno como sanitizacdo de implementos e maquinario e
utilizacdo de sementes sadias (AJILOGBA e BABALOLA, 2013); controle quimico (AMINI
e SIDOVICH, 2010); biocontrole (ROCHA e MOURA, 2013; ROCHA et al., 2017);
variedades resistentes (REIS et al., 2011); praticas culturais como irrigacdo, calagem, uso de
matéria orgénica, adubacdo equilibrada (CARVALHO et al., 2005) e rotacdo de culturas
(AJILOGBA e BABALOLA, 2013). Dentre estas, 0 uso de cultivares resistentes e as praticas
culturais estdo entre as mais importantes e utilizadas.

2.4.1 Cultivares resistentes

O uso de cultivares resistentes constitui a forma mais econémica e de facil utilizagdo
além de ndo causar agressdo ao meio ambiente (MCGOVERN, 2015). A maioria das
cultivares comercializadas do tomateiro possui resisténcia as racas 1 e 2 de FOL, contudo
poucas possuem resisténcia a raca 3. Dois tipos de resisténcia sdo identificados em plantas
contra patdgenos: resisténcia quantitativa (ou parcial, poligénica, horizontal) e qualitativa (ou
completa, raga especifica, monogénica, gene R). A resisténcia quantitativa € governada por
conjuntos de genes onde a planta produz barreiras fisicas e quimicas que impedem
parcialmente a penetracdo, infeccdo e colonizagdo pelo patdgeno. Quando infectadas, as
plantas apresentam sintomas tipicos como murchas, mas muitas vezes menos severos. A
resisténcia qualitativa € especifica e envolve um ou poucos genes que impedem o processo de
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infeccdo (AGRIOS, 2005, NIKS et al., 2015). Apesar de ambas as formas de resisténcia terem
sido identificadas contra a murcha de tomateiro, a resisténcia do tipo qualitativa é a mais
utilizada em programas de melhoramento para o desenvolvimento de cultivares comerciais
(MCGOVERN, 2015).

Genes de resisténcia tém sido encontrados na natureza em espécies silvestres e muitos
desses genes sdo simplesmente herdados e transferidos com sucesso para tomateiros
cultivados (Solanum lycopersicum L.) (BAIl e LINDHOUT, 2007). Genes de resisténcia a raca
1, I e I-1, foram encontrados em S. pimpinellifolium (= L. pimpinellifolium) e S. pennellii (=
L. pennellii). O gene I, no ano de 1940, foi o primeiro a ser introduzido de parentes silvestres
em cultivares visando a resisténcia a murcha-de-fusario. Resisténcia a raca 2 (conferida pelo
gene 1-2) foi introduzida em 1960 a partir da espécie S. pimpinellifolium (BOHN e TUCKER,
1939) e, resisténcia a raca 3, genes I-3 e I-7, foram introduzidos a partir de S. pennellii
acessos ‘LA716’ e ‘P1414773, respectivamente (LIM et al., 2006).

A identificacdo de fontes de resisténcia a FOL € essencial para uso em programas de
melhoramento, uma vez que novas racas do patdgeno poderdo surgir devido a pressdo de
selecdo gerada pelo uso extensivo de determinada cultivar resistente (ANDRADE et al.,
2005). Pesquisas que buscam identificar fontes de resisténcia vem sendo realizadas, como o
trabalho de Santos-Junior et al. (2009), que identificaram dez genétipos do Banco de
Germoplasma de Tomate da Embrapa Hortalicas resistentes a raca 3. Reis et al. (2004),
encontraram fontes de resisténcia multipla em cultivares de tomateiros S. habrochaites (= L.
hirsutum), S. chilense, S. pennellii e S. peruvianum. A partir desse trabalho, no ano de 2013,
foi lancada a cultivar BRS-Imigrante hibrido Fy, resistente as racas 1, 2 e 3, desenvolvido em
parceria com o INCAPER. Trabalhos adicionais conduzidos por Carrer-Filho et al. (2015)
identificaram resisténcia a raca 3 em acessos de S. peruvianum e S. corneliomuelleri.

A busca por novas fontes de resisténcia € essencial em programas de melhoramento
visando resisténcia estavel e duradoura. Além disso, a introgressdo desses genes em cultivares
comerciais ampliaria a base genética do tomateiro e permitiriam a antecipagdo de problemas
potenciais como o surgimento de novas ragas do patdgeno.

2.4.2 Controle bioldgico

Por ser uma doenca causada por patégeno de solo e de dificil manejo, alternativas
como o controle bioldgico tem sido uma das ferramentas bastante investigadas. Agentes de
biocontrole podem proteger a planta por varios mecanismos de acdo, desde o antagonismo
direto a competicdo, parasitismo e, ou, antibiose. A inducdo de resisténcia na planta ao
patdgeno também pode ser obtida (SHCHERBAKOVA et al., 2011). Isolados néo
patogénicos de F. oxysporum, podem ser uma alternativa no controle da murcha (SILVA e
BETTIOL, 2006). Cepas ndo patogénicas de Fusarium atuam competindo por nutrientes do
solo, afetando a taxa de germinagdo de clamidoconidios do patdégeno, competindo por sitios
de infeccdo na raiz, aléem de desencadear reacdes de defesa nas plantas (FRAVEL et al.,
2003). A inducdo de resisténcia genética é caracterizada pela ativagdo de mecanismos de
defesa existentes nas plantas em resposta a infeccdo por patdgenos ou por tratamento com
produtos quimicos naturais ou sintéticos (CARVALHO, 2012). Como exemplo, trabalho
desenvolvido por Gurgel et al. (2005) com acibenzolar-S-metil (ASM) e é&cido a-
aminobutirico (BABA) e por Amaral et al. (2008) com aplicagéo via foliar de &cido salicilico
para inducdo de resisténcia do tomateiro a murcha-de-fusario.

Existem no mercado algumas formulagcbes, como Biofox C (registrado na Italia), que
utiliza estirpes ndo patogénicas de F. oxysporum e F. moniliforme. Este produto esta
registrado para controle da doenca em manjericdo, cravo e tomateiro e pode ser usado no
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tratamento de sementes ou por incorporacdo no solo. Outra formulacdo comercial é o
Fusaclean, registrado na Franca, formulado a base de F. oxysporum. A formulacéao é liquida,
por isso deve ser aplicado na linha de plantio ou pré-misturado em potes. E indicado para
controle da doenca na cultura do tomateiro, gérbera, aspargo, manjericéo, etc (KAUR et al.,
2011).

2.4.3 Controle quimico

O controle quimico quando comparado aos demais meétodos de controle utilizados €
menos eficiente, pois 0 patdgeno produz estruturas de resisténcia, permanecendo no solo e
desta forma dificultando seu manejo (JUNIOR et al., 2005). Apesar disso, alguns resultados
positivos foram relatados por Amini e Sidovich (2010) com a utilizacdo de formulactes
prochloraz e bromuconazole.

O controle quimico tem como inconvenientes a possibilidade de rapida degradacédo das
moléculas utilizadas no solo e, ou de sua adsor¢do fisica ou quimica, especialmente em solos
com alto contetdo de argila ou matéria organica (JUNIOR et al., 2005). Estes produtos podem
também causar desequilibrios na comunidade microbiana do solo e prejudicar a comunidade
de microrganismos benéficos, além de criarem condicdes para 0 desenvolvimento de estirpes
resistentes do agente patogénico (SHANMUGAM e KANAUJIA, 2011).

2.5 Producdo Agricola da Regido de Nova Friburgo, Estado do Rio de Janeiro

O Estado do Rio de Janeiro € o quinto maior produtor de hortalicas do Brasil (IBGE,
2017). A producdo concentra-se principalmente na Regido de Nova Friburgo, Sdo Jose de
Ub4, Bom Jardim e Paty de Alferes (EMATER, 2017). Nova Friburgo conta com 3.217
agricultores, composto em grande parte por produtores familiares e meeiros, nos quais 404
produzem tomate. No ano de 2016 a producédo da cultura foi 22.706,28 toneladas e uma area
colhida de 323,20 ha (EMATER, 2017). O destino da producao segue em sua maior parte para
a CEASA-RJ, ponto da concentracdo fisica destas mercadorias, que as redireciona para o
mercado varejista e consumidores (CARDOSO et al., 2005).

O municipio de Nova Friburgo, localizado na regido Serrana Fluminense, esta inserida
dentro da Serra do Mar abrangendo o Parque Estadual dos trés Picos e a zona urbana
(GRISEL e ASSIS, 2012). O clima da regido é caracterizado por temperatura média anual na
faixa de 18°C e 20°C e precipitacdo 1200 a 1500 mm e relevo montanhoso e declivoso
(RODRIGUES, 2013). A producdo horticola localiza-se principalmente na parte sudoeste
onde sdo produzidos couve-flor, brécolos, repolho, alface, ervilha e tomate (EMATER, 2017).
A producdo de hortalicas feita em parceria com meeiros é em grande escala e com pouca
diversificacdo. Geralmente, utilizam dois sistemas de cultivo, um baseado na rotacdo tomate e
brassica seguido por leguminosa e outro sistema com sucessdes de beterraba, cenoura e
bréassicas. Produtores familiares diversificam mais os cultivos e, muitas vezes utilizam areas
mais declivosas e sem possibilidade de mecanizagéo. Esses adotam trés rotinas: (1) sequéncia
brassicas, salsa e leguminosa no periodo de dois anos; (2) brassica, tomate e leguminosa
também do periodo de dois anos e; (3) culturas menos expressivas economicamente
(GRISEL, 2011).

A regido possui como caracteristica 0 manejo intensivo da cultura e do solo
(PEREIRA, 2008) de uso de insumos quimicos e médo de obra (PERES e MOREIRA, 2007).
O uso crescente de insumos vem sendo feito com o intuito de aumentar a produtividade e
reduzir perdas nas safras de frutas e hortalicas, o que acarreta em danos a salde dos
trabalhadores, consumidores e ao meio ambiente (ARAUJO et al., 2007).



Além do uso de produtos quimicos, outras praticas agricolas sdo adotadas na regiao
devido a intensificacdo da producéo de hortalicas como: auséncia ou encurtamento da rotacao
de culturas; terras que antes eram de pousio passaram a ser cultivadas todo ano fazendo com
que outros métodos fossem usados para a renovacao da fertilidade do solo como uso de cama-
de-aves e adubos quimicos (GRISEL, 2011; BHERING et al., 2017); plantio sucessivo de
plantas de uma mesma familia (brassicas, solanaceas e umbeliferas) (GRISEL, 2011), aterros
e desmatamento de zonas — inadequadas para o cultivo, utilizacdo de sementes hibridas e de
alto valor agregado e trabalho de solo com arado de disco (GRISEL e ASSIS, 2012).

O tipo de manejo adotado contribui para a disseminacdo e desenvolvimento de
doencas na regido, como exemplo a murcha-de-fusario. De acordo com MICHEREFF et al.
(2005), a presenca de doengas radiculares sé@o consequéncia de um solo desequilibrado devido
principalmente ao sistema agricola adotado que leva a uma simplificacdo ecoldgica tornando-
0 suscetivel aos fitopatdgenos.
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RESUMO

A murcha-de-fusario causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) é uma das
principais doencas da cultura do tomateiro. Até o0 momento ja foram identificadas trés racas
fisiologicas do patdgeno, 1, 2 e 3, que se encontram distribuidas em diferentes regiGes do
mundo, inclusive no Brasil. No municipio de Nova Friburgo, Regido Serrana do Estado do
Rio de Janeiro, ha muitos anos produz-se tomate no periodo de verdo, em éreas de
agricultores familiares que relatam sérios problemas de perdas devido as murchas. O presente
trabalho teve por objetivo diagnosticar a doenca na regido e identificar as ragas
predominantes. Coletaram-se 247 plantas de tomateiro, em 41 unidades familiares em 2014 e
2015. Estas foram avaliadas quanto a presenca de murcha-de-fusério por meio de diagnose
visual, isolamentos e avaliagdo em microscopia otica. Todos os isolados identificados como
sendo de FOL foram preservados e avaliados quanto a viruléncia e raca. A identificacdo das
racas foi feita utilizando-se: (a) uma série de variedades diferenciadoras; (b) molecularmente
com trés conjuntos de iniciadores especificos e; (c) sequenciamento génico. Obtiveram-se 38
isolados de Fusarium sp., sendo 24 destes (63,2%) identificados como sendo de FOL, e todos
estes da raca 3, segundo os resultados das inoculagdes nas variedades diferenciadoras e pelo
sequenciamento. Os iniciadores especificos para segmento dos genes da série SIX — “secreted
in xylem” (S1X3, SIX4 e SIX3-G12A-F2) ndo foram eficientes na diferenciagdo das ragas 1, 2
e 3 de FOL. Os iniciadores uni, sp12, sp23 e sprl assim como o sequenciamento génico do
amplicon correspondente ao gene Six3 permitiu a identificacdo da raga 3, mas ndo permitiu a
diferenciacéo entre as racas 1 e 2. O sistema marcador SCAR OP-Z4 ndo permitiu identificar
os isolados brasileiros da raca 2. Conclui-se que a raca 3 esta amplamente disseminada na
regido estudada e que existem divergéncias e dificuldades em se identificar isolados
brasileiros de FOL com os conjuntos de iniciadores SIX.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum. Murcha-de-fusario. Raca 3. Cultivares
diferenciadoras. Iniciadores SIX.
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ABSTRACT

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) is one of the main
diseases which affect tomato plants. Three races (races 1, 2 and 3) of the pathogen have been
described around the world, including in Brazil. Nova Friburgo, Rio de Janeiro State, is one of
the main tomato producing region. During summer, farmers have reported several losses with
plant disease caused by wilt. The present work aimed to identify and characterize the disease
and predominant FOL races present in this region. The study was conducted in 41 family
units totalizing 247 tomato plants harvested during the years of 2014 and 2015. Fusarium wilt
was identified based in visual diagnosis, isolation and microscopy tests. Isolates identified as
FOL were preserved and evaluated in relation to virulence and race specificity. Race
identification was performed using: (a) differential cultivars; (b) molecular method and (c)
gene sequencing. From all the isolates obtained, 38 were characterized as Fusarium sp. and 24
(63,2%) were identified as race 3 of FOL. Gene sequencing using primers SIX — (SIX3, SIX4
and SIX-G12A-F2) were not efficient to characterize races 1, 2 and 3 of FOL. Primers uni,
spl2, sp 23, sprl, as well as, primer SIX3 allowed to identify only race 3. On the other hand,
SCAR OP-Z4 marker was not able to identify race 2. The study showed the occurrence of
FOL race 3 in Nova Friburgo region. The methodologies used to identify FOL races were
divergent among them and showed difficulties to identify Brazilian FOL isolates mainly with
SIX primers.

Key words: Solanum lycopersicum. Fusarium wilt. Race 3. Differential cultivars. SIX
primers.
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1 INTRODUCAO

A producédo de tomate (Solanum lycopersicum L.) sofre grandes perdas em funcgéo de
doencas causadas por patdégenos de solo. Dentre estas, esta a murcha-de-fuséario, doenca
distribuida mundialmente e reconhecida como uma das mais importantes da cultura (BIJU et
al.,, 2017). A murcha-de-fusério é causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (Sacc.) W. C. Snyder e H. N. Hansen (FOL), patogeno habitual de solo e que
pode sobreviver em restos de cultura como saprdfita e, principalmente, por meio de esporos
de resisténcia, os clamidosporos. O patdgeno penetra via sistema radicular e coloniza 0s vasos
do xilema afetando o fluxo de &gua e nutrientes e, consequentemente, causando murchas,
subdesenvolvimento e morte das plantas (AGRIOS, 2005). Perdas pela doenca tém sido
frequentes nas areas de producdo de tomate da regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro,
responsavel pelo abastecimento do mercado no periodo de verdo, mesmo com 0 uso de
cultivares resistentes principalmente as racas 1 e 2 e algumas com resisténcia as trés racas.

Patdgenos pertencentes ao grupo Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr., sdo fungos
assexuais de ampla distribuicdo geografica, caracterizando-se pela especializacdo quanto a
capacidade de infectar uma ou poucas espécies hospedeiras. Com base nesta especializacdo é
subdividido a nivel infra-especifico em formae speciales. Pode, ainda, com base em sua
especializacdo a variedades especificas da espéecie hospedeira, serem divididos a nivel de
racas (DI PIETRO et al., 2003; MICHIELSE e REP, 2009). Até entdo j& foram identificadas
trés racas fisioldgicas de FOL (denominadas de 1, 2 e 3). A caracterizacao destas racas é feita
com base em sua habilidade em infectar variedades de tomateiro que contenham genes
especificos de resisténcia, I, I-1, I-2 e I-3 (BIJU et al., 2017).

O controle da murcha-de-fusario do tomateiro deve comegar com medidas preventivas
como uso de sementes e mudas sadias, limpeza de maquinas e implementos, manejo adequado
de solo e restos culturais, elevacdo de pH do solo e, principalmente, uso de cultivares
resistentes as racas presentes na area/regido. A raca 1 foi descoberta em 1886 por Booth
(BOOTH, 1971), araca 2 em 1945 em Ohio (ALEXANDRE e TUCKER, 1945) e a raca 3, foi
identificada em 1978 na Austrdlia (GRATTIDGE e OBRIEN, 1982). As racas 1 e 2, estdo
amplamente distribuidas pelo mundo em campos de producdo de tomate enquanto a raca 3
possui uma distribuicdo geografica mais limitada (REIS et al., 2005). As racas 1 e 2 foram
relatadas no Brasil em Sdo Paulo (ARRUDA 1941; TOKESHI et al., 1966), e sédo de
ocorréncia generalizada em areas de cultivo de tomate. A raca 3 foi relatada pela primeira vez
no Brasil em 2005 no municipio de Venda Nova do Imigrante no Estado do Espirito Santo
(REIS et al., 2005). Posteriormente, esta raca foi identificada no municipio de Sdo José de
Ub4 e Itaocara, RJ (REIS e BOITEUX, 2007), na Bahia (BARBOZA et al., 2013) e mais
recentemente, em lavouras comerciais no municipio de Coimbra, MG (GONCALVES et al.,
2013).

A répida dispersdo da raca 3 nas lavouras de tomate no Brasil, e para areas
geograficamente distantes, provavelmente se deve a sua transmissdo via sementes
contaminadas (REIS e BOITEUX, 2007). A identificacdo do patdgeno e das racas presentes e
de sua distribuicdo é fundamental para a identificacdo e recomendacdo de cultivares
resistentes, principal estratégia de controle da doenca.

Diversos métodos podem ser utilizados para a identificacdo e caracterizacdo de
espécies de Fusarium. O mais simples e rapido é a observacdo de suas caracteristicas
morfologicas e das colonias em meio de cultura (SUMMERELL et al., 2003) e comparacéo
com as descrigdes de Booth (1971) e Nelson et al. (1983). A identificacdo a nivel infra-
especifico como as formae speciales e racas, porém ndo podem ser feitas com base em
caracteres morfologicos (AMARAL et al., 2013). Esta caracterizagdo e identificacdo é feita
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tradicionalmente por meio de testes de patogenicidade em espécie e variedades suscetiveis,
respectivamente (RECORBET et al., 2003).

Os métodos de caracterizacdo da espécie e das racas de FOL se baseiam em
inoculagBes em série de variedades diferenciadoras de racas, portadoras de genes especificos
de resisténcia (SOUZA et al., 2010; REIS et al., 2005) e, mais recentemente, em métodos
moleculares (INAMI et al., 2010; LIEVENS et al., 2009). No Brasil, o uso de cultivares
diferenciadoras é o método mais citado na literatura (REIS et al., 2006; REIS e BOITEUX,
2007), sendo que nos ultimos anos, analises moleculares tambem tém sido utilizadas
(BARBOZA et al., 2013; GONCALVES, 2015;).

A identificacdo com série diferenciadora de ragas de FOL utiliza variedades
sabidamente portadoras dos genes I-1, I-2 e 1-3, com destaque para as variedades ‘Ponderosa’
(REIS et al., 2004; SOUZA et al., 2010), ‘IPA-5’ (I-1) (REIS et al., 2006), ‘Santa Clara’ (I-1),
‘Viradoro’ (I-1), ‘Floradade’ (I-1 e 1-2), ‘BHRS-2,3” (I-7) (SOUZA et al., 2010) e S. pennellii
‘LA-716 (1-3) (REIS et al., 2004). Este método tem como desvantagem, o fato de ser
demorado, cerca 36 dias (REIS e BOITEUX, 2007) a 50 a 60 dias (DORDEVIC et al., 2012),
desde o semeio, inoculagéo e obtencdo do resultado final, necessitando de espago para cultivo
das mudas pelo referido periodo e com condicBGes de ambiente adequada para o crescimento
da planta e desenvolvimento da doenca. Por outro lado, o uso de técnicas moleculares, por
serem mais rapidas e precisas, vem se tornando mais frequentes na identificacdo de FOL e
diferenciacéo de suas racas (AMARAL et al., 2013).

Conjuntos de iniciadores tém sido desenvolvidos para a diferenciacdo de FOL e para
a discriminacdo de suas racas, tendo por base a especificidade do fungo em infectar a espécie
de tomateiro e variedades especificas. Particularmente para F. oxysporum, durante o processo
de infeccdo ocorre a producdo das chamadas proteinas SIX (“secreted in xylem”)
(HOUTERMAN et al., 2009; LIEVENS et al., 2009). Caracterizacdo dessas proteinas em
isolados de F. oxysporum foi realizada por Lievens et al. (2009). Segundo os autores com 0
uso das proteinas SIX pode se diferenciar e identificar formae speciales e ragas de F.
oxysporum. As formas SIX1, SIX2, SIX3 e SIX5 estdo presentes exclusivamente na formae
speciales lycopersici e sdo utilizados na sua identificacdo. SIX4 esta presente em isolados de
FOL raca 1 e caracteriza esta raca. SIX6 e SIX7 estdo presentes em outras formae speciales
ndo patogénicas ao tomateiro. A raca 3 é identificada a partir da existéncia de polimorfismo
em SIX3 permitindo diferenciar de isolados da raca 2.

Essa forte ligagdo entre 0os genes SIX e patogenicidade em tomateiros os tornam
bons marcadores das racas do patdgeno. Dessa forma, a presenca, auséncia ou a combinagédo
desses genes SIX no isolado ira determinar a formae speciales e raca do patégeno. Outro
método para a identificacdo de FOL e de suas racas é baseado nos polimorfismos de genes
codificadores de enzimas de degradacdo da parede celular, endopoligalacturonase e
exopoligalacturonases (HIRANO e ARIE, 2006). O uso de algumas dessas técnicas,
biologicas ou moleculares, se baseiam na necessidade ou na disponibilidade do metodo,
contudo resultados oriundos de ambos os métodos devem ser combinados, uma vez que as
respostam podem ser variaveis (BOIX-RUIZ et al., 2015).

A resisténcia do tomateiro as racas de FOL estd condicionada a capacidade de
reconhecer proteinas especificas produzidas pelas respectivas racas do patdgeno — Six4
(Avrl), reconhecida pelos genes lel-1 (HOUTERMAN et al., 2008), Six3 (Avr2),
reconhecida pelo gene 1-2 (HOUTERMAN et al., 2009), sendo que Six4 (Avrl) suprime a
resisténcia mediada pelos genes 1-2 e I-3 (HOUTERMAN et al., 2008). A proteina codificada
pelo gene Six1 (Avr3) é reconhecida pelo gene 1-3 (REP et al., 2004).

Dessa forma, tendo em vista a ocorréncia de murcha-de-fusario na principal area de
producéo de tomate na regido no periodo de verdo no Estado do Rio de Janeiro, mesmo com o
uso de cultivares resistentes as racas 1 e 2, realizou-se este trabalho com o objetivo de
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identificar as variantes fisiologicas do patégeno predominantes na regido. Como existem
diferentes metodologias de identificacdo de ragas e divergéncias entre estes, utilizaram-se
quatro procedimentos distintos desde inoculacdo em variedades diferenciadoras a metodos

moleculares e a comparacéo entre estes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e Caracterizacao Inicial dos Isolados

Coletaram-se, nos anos de 2014 e 2015, cerca de seis amostras de plantas de tomate
em 41 unidades familiares localizadas nas comunidades Serra Velha, Serra Nova e Rio
Grande, Nova Friburgo, RJ. As amostras foram colhidas ao acaso, em caminhamento em
zigue-zague, do ponto mais alto até o mais baixo da propriedade. Cada ponto foi
georreferenciado utilizando-se GPS (Garmin) e as coordenadas medidas em UTM (Universal
Transversa de Mercator) e o Datum utilizado foi o WGS 84 (World Geodetic System).

Para cada uma das 247 amostras, avaliou-se visualmente para a presenga de sintomas
de murcha e anotou-se o nome da cultivar. Efetuaram-se, ainda, cortes longitudinais e
observacao para a presenca de necrose vascular e medicdo da extensdo do tecido necrosado
comparado a extensédo total da planta. Em seguida, das 247 plantas, aplicou-se o protocolo
padrdo para isolamento de fungos: retirada asséptica de fragmentos do xilema, sanitizacdo em
alcool 70% por 30 segundos, em hipoclorito de sodio 0,1% por 60 segundos e por fim,
lavagem em 4&gua destilada esterilizada (ALFENAS et al.,, 2007). Depositaram-se 0s
fragmentos em placas de Petri contendo o meio batata-dextrose-agar (BDA) seguido de
incubagdo em BOD por 14 dias a 25°C+1 com 12 horas de luz. Identificaram-se os isolados
por meio de observacdo das caracteristicas das coldnias e dos macroconidios, microconidios e
clamidoésporos com auxilio de microscépio estereoscopico e 6tico (BOOTH, 1977; NELSON
etal., 1983).

Visando confirmar a patogenicidade dos isolados, inocularam-se mudas de tomateiro,
cultivar Perinha Agua Branca suscetivel as racas 1, 2 e 3 de FOL, com todos os isolados
obtidos. Utilizaram-se mudas com cerca de 30 dias e com 2 a 3 pares de folhas definitivas.
Retirou se as mudas das bandejas, lavaram-se as raizes para remocdo do substrato e cortaram-
se as raizes a 2 cm da porcdo apical. Estas foram mergulhadas nas suspensdes de esporos (1 x
10° micronidios mL™) por cinco minutos e, em seguida, transplantadas para tubetes contendo
a mistura substrato de producdo de mudas, areia e solo (1:1:1). Ap6s o transplantio,
adicionaram-se 2,0 ml da suspensdo de esporos ao redor do colo de cada planta. Como
testemunhas, utilizaram-se plantas inoculadas apenas com agua. Aos 21 dias apds a
inoculacdo, colheram-se as mudas e efetuaram-se as avaliacfes observando-se a presenca de
sintomas tipicos, amarelecimento de folhas e murchas, e de descolorag&o vascular (Figura 1).

Avaliac¢do dos Isolamento

N »f ¢ Do 11l e ol
Coleta Sintomas Patogenicidade

Figura 1. Fluxograma das atividades realizadas. Coleta do material vegetal em propriedades
agricolas em Nova Friburgo, RJ, avaliacdo dos sintomas através da medicdo da necrose
vascular, processo de isolamento direto em meio de cultura e teste de patogenicidade.
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Das hastes necrosadas, recuperaram-se 0s respectivos isolados de FOL em cultura pura
e estes foram repicados para tubos de ensaio contendo BDA e armazenados em geladeira e
sob Oleo mineral e solo esterilizado (DHRINGA e SINCLAIR, 2000) para os testes
posteriores.

E, finalmente, os isolados obtidos foram submetidos a diferentes testes para
caracterizagdo quanto a raca: inoculagdo em variedades diferenciadoras de ragas de FOL, PCR
convencional e sequenciamento génico.

2.2 Caracterizacdo de Isolados Empregados como Padréo para as Racas 1, 2 e 3 de
FOL

Para utilizacdo como padrdes das racas 1, 2 e 3 de FOL adquiriram-se trés isolados
junto a Colecdo de Culturas Fungicas Micoteca “Mario Barreto Figueiredo”, Instituto
Biologico, SP, fornecido como sendo das racas 1, 2 e 3, respectivamente MMBF 01/96,
MMBF 02/96 e MMBF 152/12.

Os isolados controle foram validados previamente em ensaio com as cultivares
‘Ponderosa’ (suscetivel as racas 1, 2 e 3), ‘Caline IPA-7’ (resistente a raca 1) e ‘Floradade’
(resistente as racas 1 e 2). Para isso, estes isolados foram repicados para meio de cultura BDA
e crescidos por 14 dias em incubadora tipo BOD a 25°C +1 sob 12 horas de luz. A inoculagéo
foi realizada em plantas com 15 dias de idade com suspensdo na concentracdo de 1,0 x 10°
microconidios mL™. O processo de inoculagéo foi realizado conforme relatado anteriormente.
Como testemunhas foram utilizadas plantas tratadas apenas com agua. A avaliacdo foi
realizada 21 dias apds a inoculacdo avaliando a porcentagem de infecgdo do sistema vascular
(extensdo da descoloracdo vascular (ED)/altura das haste (AH)) x 100 (CARVALHO, 2003).
A severidade também foi avaliada utilizando a escala de Santos (1997) e Reis et al. (2004).
Foram considerados resistentes plantas com auséncia de sintomas externos tipicos, com
auséncia de descoloracdo vascular e nota 1,0.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com seis repeti¢des de plantas
para cada isolado/agua em cada cultivar diferenciadora. As variaveis foram submetidas a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

2.3 ldentificacio de Ragas de FOL por Inoculagido em Variedades Diferenciadoras

O ensaio foi realizado em condicfes de casa-de-vegetacdo no Setor de Horticultura do
Departamento de Fitotecnia da UFRRJ. Utilizaram-se quatro cultivares como diferenciadoras:
‘Ponderosa’, suscetivel as racas 1, 2 e 3; ‘IPA-5’, resistente a raca 1; ‘Floradade’, resistente as
racas 1 e 2; S. pennellii ‘LA-716’, resistente as trés ragas (REIS e BOITEUX, 2007) .
Utilizou-se, ainda, a cultivar ‘Serato’, resistente as ragas 1 e 2, e uma das mais utilizadas em
plantios comerciais na regido de Nova Friburgo, RJ. Como padréo, utilizaram-se trés isolados
de FOL, MMBF 01/96, raca 1, MMBF 02/96 e MMBF 152/12, ambos da raga 2, conforme
teste preliminar (Iltem 2.2).

Para preparo dos in6culos, repicaram-se os diferentes isolados de FOL para placas de
Petri contendo o meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) que foram cultivados por 14 dias em
incubadora tipo BOD, a temperatura de 25°C+1 sob 12 horas de luz. Para preparo da
suspensdo, lavou-se a superficie das placas com agua destilada e auxilio de pincel de cerdas
macias. Em seguida a suspensdo foi filtrada em gaze esterilizada e ajustada para a
concentracdo de 1,0 x 10" microconidios mL™, com auxilio de camara de Neubaer.

Inocularam-se as plantas produzidas em bandejas contendo substrato para producédo de
mudas com 25 dias apds o semeio e 2 a 3 pares de folhas definitivas. Na inoculacao,
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retiraram-se as mudas, removeu-se o substrato aderido as raizes por meio de lavagem em agua
corrente e, em seguida, cortou-se a porcdo apical (aproximadamente 2 cm) com tesoura
flambada. Logo em seguida, as raizes foram imersas nas suspensdes de conidios dos
respectivos isolados por aproximadamente 5 minutos e transplantadas para tubetes contendo
mistura de solo, areia e substrato esterilizados (na proporcdo de 1:1:1). Apés o transplantio,
adicionaram-se 2,0 mL da suspensdo de conidios dos respectivos isolados aos tubetes das
mudas das variedades diferenciadoras. Como testemunhas, inocularam-se mudas das cinco
cultivares com agua esterilizada.

Observou-se o0 delineamento inteiramente casualizado, com oito repeticbes
representadas por uma muda cada e 27 tratamentos, representados pelos 24 isolados a serem
testados e trés isolados utilizados como padrdo - MMBF 01/96, MMBF 02/96 e MMBF
152/12.

Ao final de 21 dias, avaliaram-se as plantas observando-se a presenca de sintomas
tipicos como amarelecimento e murcha das folhas. Em seguida, as plantas foram avaliadas
para a presenca ou ndo de descoloracdo vascular. Para tanto, efetuaram-se cortes longitudinais
das hastes e mediram-se a extensédo lesionada e o comprimento total das hastes em cm. Com
base nestas medidas determinou-se a severidade da doenca baseada na porcentagem de
infeccdo vascular (P1V%) com base na relagdo: PIV = (extensdo da descoloragdo vascular
(ED)/altura das haste (AH)) x 100 (CARVALHO, 2003). A cada planta, atribuiram-se, ainda,
notas de 1 a 5 conforme escala descritiva de Santos (1997), onde: (1) plantas sem sintomas;
(2) plantas sem sintomas de murcha ou amarelecimento, mas com escurecimento vascular; (3)
plantas com escurecimento vascular e com murcha ou amarelecimento foliar; (4) plantas com
murcha intensa, associada com amarelecimento e necrose foliar e, (5) plantas mortas.
Consideraram-se como virulentos as respectivas variedades aqueles isolados que resultaram
em reacdo compativel e severidade equivalente a nota maior que 1. A média das notas foi
avaliada segundo Reis et al. (2004), onde: 1,0= semelhante & imune (SI); 1,1-2,0= altamente
resistente (AR); 2,1-3,0= medianamente resistente (MR); 3,1-4,0= suscetivel (SU) e; 4,1-5,0=
altamente suscetivel (AS).

Foram também avaliadas: taxa de massa fresca da parte aérea (TXMF) [(MF plantas
inoculadas/MF planta controle) -1 x 100] e a correlagdo entre TXMF e PIV.

Os dados de PIV foram submetidos a testes de normalidade (Teste de Lilliefors) e de
homogeneidade das variancias (COCHRAN e BARTLETT, 1947) e, posteriormente,
submetidos a andlise de variancia pelo teste F (p < 0,05) e as médias agrupadas pelo teste de
Scott-knott (p < 0,05) utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2000).

2.4 Caracterizacdo das Racas de FOL por PCR Convencional e Sequenciamento
Génico

Para a identificacdo da especie e das racas de FOL por PCR, utilizaram-se culturas
puras em meio liquido, extracdo de DNA e medicdo da qualidade do mesmo. Em seguida,
realizou-se o seqiienciamento génico.

Para a extracdo do DNA gendmico, culturas puras dos respectivos isolados foram
crescidas em meio Batata-Dextrose-Both (BDB) sob agitacdo constante, temperatura de
25°C+1 e 12 horas de luz. Ao final de sete dias, os discos de micélio foram separados,
lavados, secos e, posteriormente, transferidos para tubos eppendorf de 1,5 mL, colocados em
nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados em freezer (-20°C) até a extracdo do DNA
e para testes posteriores.

Extraiu-se 0 DNA do micélio de cada isolado com o kit Invisorb® Spin Plant Mini
(InviteK, Berlim, Alemanha), seguido as recomendacdes do fabricante. Cerca de 60 mg de
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micélio foi triturado em nitrogénio liquido usando agitador modelo Retsch MM300
(Alemanha) por 1 min a frequéncia de 20 Hz. Em seguida, adicionou-se a cada eppendorf 400
uL de Lysis Buffer P e 20 pL de Proteinase K que foi homogeneizado em vortex brevemente.
Em seguida foi incubado a 65°C por 30 minutos sob agitacdo. Apos essa etapa, 0 material foi
transferido para pré-filtro e centrifugado por 1 minuto a 11000 rpm. O pré-filtro foi retirado e
em seguida adicionado 20 pL de RNase A no filtrado, que foi agitado em vortex brevemente,
e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds esse tempo, foi adicionado 200 pL
de Binding buffer A e novamente agitado em vortex.

A solucdo foi transferida para tubos eppendorf de 2 mL com Spin Filter e incubada
por 1 minuto. A seguir a amostra foi centrifugada a 11000 rpm por 2 minutos. O filtrado foi
descartado. Ao tubo com o Spin filter foi adicionado 550 pL de Wash Buffer 1 que foi
centrifugado a 11000 rpm por 1 minuto. Descartado o filtrado, o Spin filter foi colocado
novamente no eppendorf de 2 mL e adicionado 550 uL de Wash Buffer Il com seguinte
centrifugagdo a 11000 rpm por 1 minuto. A solucéo filtrada foi descartada e o processo de
lavagem com Wash Buffer Il repetido. Finalmente, foi descartado o filtrado e centrifugado por
4 minutos a 11000 rpm para remogdo do etanol residual. O Spin filter foi passado para tubo
eppendorf de 1,5 mL e adicionado 50 pL de Elution Buffer pré-aquecido a 65°C. Incubado
por 3 minutos. Centrifugado por 1 minuto a 11000 rpm. O processo foi repetido novamente.
Por fim o Spin filter foi descartado e o DNA extraido armazenado a -20°C.

As reacOes de PCR foram realizadas no aparelho “Step One Plus Real-Time PCR
System” (“Applied Biosystems”). Todas as reacOes foram feitas em duplicata e para cada
amostra foi preparado o mix de reacdo contendo 2 pL de DNA gendmico (10 ng/uL), 5uL de
PCR buffer (5 X PCR buffer), 0,5 uL de dNTPs (10mM), 1,75 pL de cada iniciador (10uM),
0,15 pL de TagMan (5 U/uL) e 13,85 puL de dgua mili-Q estéril, com volume total de 25 pL.
As condic¢des para a reacdo seguiram recomendacdes do fabricante de acordo com cada par de
iniciador utilizado.

Para aferir a qualidade (integridade) do DNA foi utilizado o par de iniciadores
universais ITS 4 e 5 e medido a concentracdo de DNA extraido de cada isolado no aparelho
nanodrop (ng de DNA). E para identificacdo e diferenciagdo de ragas, foram utilizados
“iniciadores SIX” desenhados por Van der Does et al. (2008) e Lievens et al. (2009), iniciador
desenhados por Hirano e Arie (2006), para as racas 1, 2 e 3 de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici e iniciador especifico para raca 2 desenhado por Gongalves (2015) (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores desenhados por Lievens et al. (2009), Van der Does et al. (2008), Hirano e Arie (2006) e Gongalves (2015)
para a diferenciagéo das racas 1, 2 e 3 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici.

Raca Alvo Forward Primer Reverse Primer Tamanho (bp) Referéncias
1,2e3FOL SIX3 5’-CCAGCCAGAAGGCCAGTTT-3’ 5’-GGCAATTAACCACTCTGCC-3’ 608 Van der Does et al. (2008)
1FOL SIX4 5’-TCAGGCTTCACTTAGCATAC-3’ 5’-GCCGACCGAAAAACCCTAA-3’ 967 Lievens et al., (2009)
3FOL SIX3-G121A-F2 5’-ACGGGGTAACCCATATTGCA-3’ 5’-GGCAATTAACCACTCTGCC-3’ 429 Lievens et al., (2009)
3FOL SIX3-G134A-F2 5’-TTGCGTGTTTCCCGGCCA-3’ 5’-GGCAATTAACCACTCTGCC-3’ 414 Lievens et al., (2009)
3FOL SIX3-G137C-F1 5’-GCGTGTTTCCCGGCCGCCC-3’ 5’-GGCAATTAACCACTCTGCC-3’ 412 Lievens et al., (2009)
1,2,3FOL e FORL Uni 5'-ATCATCTTGTGCCAACTTCAG-3' 5-GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA-3’ 670~ 672 Hirano e Arie (2006)
le3FOL sp13 5'-GTCAGTCCATTGGCTCTCTC-3' 5'-TCCTTGACACCATCACAGAG-3’ 445 Hirano e Arie (2006)
2e3FOL sp23 5'-CCTCTTGTCTTTGTCTCACGA-3' 5'-GCAACAGGTCGTGGGGAAAA-3’ 518 Hirano e Arie (2006)
FORL sprl 5'-GATGGTGGAACGGTATGACC-3’ 5'-CCATCACACAAGAACACAGGA-3’ 947 Hirano e Arie (2006)
2 FOL R2BR 5’-GGTCCTTCCAATGCTATTGTTC-3’ 5’-TGGACGTGTCAGTGGATTCT-3” - Goncalves (2015)
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Por fim, os isolados foram caracterizados com base no seqiienciamento com iniciador
especifico (SIX3) e comparados com sequéncias depositadas no banco de dados Genbank -
NCBI (National Center for Biotechnology Information, website http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
e analisadas quanto a identidade pelo BLASTn 2.6.0 (ZHANG et al., 2000; MORGULIS et
al., 2008).

2.4.1 Caracterizacdo com conjunto de iniciadores de Van der Does et al. (2008) e Lievens
et al. (2009)

No primeiro “teste” foi utilizado o sistema de marcadores moleculares de Van der
Does et al. (2008) e Lievens et al. (2009) para a diferenciacdo dos isolados quanto as racas
fisioldgicas. A extracdo do DNA e as concentracdes utilizadas para realizacdo da PCR foi
feito como citado anteriormente. Os iniciadores utilizados foram: SIX3, SIX4, SIX3-G121A-
F2, SIX3-G134A-F2 e SIX3-G137C-F1 (Tabela 1).

Para os iniciadores SIX3 e SIX4, o programa utilizado para amplificacdo dos
fragmentos consistiu em ciclo inicial de 2 minutos a 94°C, seguido por 35 ciclos de 45
segundos a 94°C para desnaturacdo, 45 segundos a 59°C para anelamento e 45 segundos a
72°C para elongacéo e ciclo final de 72°C por 10 minutos. Para os iniciadores SIX3-G121A-
F2, SIX3-G134A-F2 e SIX3-G137C-F1 foi realizado o mesmo programa com excecao da
temperatura de anelamento que foi de 67°C e tempo de elongagéo de 2 segundos e 30 ciclos.

Os produtos da PCR foram determinados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e
corados em brometo de etideo por 10 minutos (Tabela 2 e Tabela anexo 1).

Tabela 2. Padrdo esperado na identificagdo de ragas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(FOL) por reacdo de cadeia polimerase com iniciadores especificos de acordo com Lievens et
al. (2009) e Van der Does et al. (2008).

SIX3  SIX4  SIX3-G121A-F2* SIX3-G134A-F2* SIX3-G137C-F1*

FOL raca 1 + + - - -
FOL raga 2 + - - - -
FOL raca 3 + - + + +

* Amplificacdo de pelo menos um desses iniciadores classifica o fungo como pertencente a
raca 3.

2.4.2 Caracterizacdo de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici utilizando
conjunto de iniciadores do trabalho de Hirano e Arie (2006)

No segundo “teste” foi utilizado o sistema de marcadores moleculares de Hirano e
Arie (2006) para a diferenciagdo dos isolados quanto as racas fisiologicas. A extragdo de
DNA e as concentragbes utilizadas para realizacdo da PCR foi feito como citado
anteriormente. Os iniciadores utilizados foram: uni, spl3, sp23 e sprl. O programa para
amplificagéo dos fragmentos consistiu de 50 ciclos de 94°C por 1 minuto para desnaturagéo,
seguido por 62°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por 2 minutos para elongagdo. Os
produtos da PCR foram determinados por eletroforese em gel de agarose 2,0% e corados em
brometo de etideo por 10 minutos (Tabela 3 e Tabela anexo 1).
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Tabela 3. Padrdo esperado na identificacdo de racas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(FOL) por reagdo de cadeia polimerase com iniciadores especificos de acordo com Hirano e
Acrie (2006).

uni sp13 sp23 sprl
FOL raca 1 + + - -
FOL raca 2 + - + -
FOL raca 3 + + + -
FORL + - - +

2.4.3 Caracterizacdo de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici utilizando
iniciadores de Gongcalves (2015)

No terceiro “teste”, visando identificar os isolados pertencentes a raga 2, foi utilizado
0 par de iniciadores (R2BR-F e R2BR-R) desenhado por Goncalves (2015) especifico para
esta raca (Tabela 1). A extracdo de DNA e as concentragdes utilizadas para realizacdo da PCR
foi feita como citado anteriormente. O programa utilizado para a amplificacdo dos fragmentos
foi ciclo inicial de 94°C por 4 min, seguido de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos para a
desnaturacdo, 55°C por 30 segundos para anelamento, e 72°C por 45 segundos para
elongacdo, e ciclo final a 72°C por 7 min.

2.4.4 ldentificacdo molecular por sequenciamento do DNA dos isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici

O sequenciamento foi realizado nos isolados que tiveram resultado positivo para o
iniciador SI1X3, utilizando o produto dessa PCR. Para isso, procedeu-se a purificagdo da
amostra utilizando o Kit Qiagen, seguindo as recomendacdes do fabricante.

Apo6s purificacdo 10 puL de cada amostra (concentracdo de 20 ng/uL) foi colocada
individualmente em tubos de 1,5 mL e adicionados 4 uL da solu¢do do iniciador (forward ou
reverse) (concentracdo de 5uM), resultando em um total de 14 pL. As amostras foram
sequenciadas pelo grupo LGC Genomics, Holanda.

As amostras seqiienciadas foram analisadas no programa BioEdit Sequence Alignment
Editor version 7.2.5 e obtidas as sequéncias consensos estas foram comparadas com
sequencias disponiveis no Genbank, National Center for Biotechnology Information (NCBI)
usando BLASTnN 2.6.0 (ZHANG et al., 2000; MORGULIS et al., 2008). As sequéncias foram
alinhadas utilizando o programa Mega 7 version 7.0.21 e construido a arvore filogenética
baseado no método UPGMA (Unweighted pair-group method using an arithmetic average).

29



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Origem dos Isolados

Identificou-se a presenca de Fusarium sp. em 15% das 247 amostras de plantas.
Obtiveram-se, ao final, 38 isolados de Fusarium sp., identificados com base nas
caracteristicas das col6nias, presenca e formato de conidios (macroconidios e microconidios e
clamidosporos) (BOOTH, 1977; NELSON et al., 1983). Estes foram obtidos em sua maioria
na comunidade de Serra Velha, 24 isolados (63,2%), seguido de Serra Nova, nove isolados
(23,7%) e de Rio Grande, cinco isolados (13,1%), e das cultivares conforme Figura 2 e Tabela

Figura 2. A e B) Placas de Petri com amostras das culturas de isolados identificados como
sendo de Fusarium sp.; C) Detalhe do teste de patogenicidade.

Tabela 4. Identificacdo dos isolados e respectivas informacgdes quanto ao local da coleta,
cultivar, condicdo da planta quanto a intensidade da doenca por ocasido da coleta, expressa
pela porcentagem de infeccdo do sistema vascular, e resultado do teste de patogenicidade em
tomateiro e espécie de Fusarium identificada (continua).

Identificacdo Sintomas da planta

Comunidade Cultivar Viruléncia  Espécie

do isolado (Infeccdo vascular %)

FUS 0101 Serra Velha Lumi Murcha (0%) - -

FUS 0505 Serra Velha Serato Assintomatica (0%) + FOL
FUS 0602 Serra Velha Siluet Murcha (41,73%) + FOL
FUS 0604 Serra Velha Siluet Assintomética (0%) - -

FUS 0701 Serra Velha Serato Murcha (0%) + FOL
FUS 0706 Serra Velha Serato Assintomatica (0%) + FOL
FUS 0802 Rio Grande Siluet Murcha (0%) + FOL
FUS 0806 Rio Grande Siluet Assintomatica (27,17%) - -

FUS 0902 Rio Grande Siluet Murcha (21,74%) + FOL
FUS 0903 Rio Grande Siluet Murcha (52,86%) + FOL
FUS 1001 Rio Grande Giuliana Murcha (83,57%) + FOL
FUS 1105 Serra Velha Serato Assintomatica (0%) + FOL
FUS 1202 Serra Velha Cromo Murcha (0%) - -

FUS 1203 Serra Velha Cromo Murcha (0%) - -

FUS 1301 Serra Velha Serato Murcha (0%) + FOL
FUS 1302 Serra Velha Serato Murcha (0%) + FOL
FUS 1303 Serra Velha Serato Murcha (0%) + FOL
FUS 1402 Serra Velha Alambra Murcha (0%) + FOL
FUS 1405 Serra Velha Alambra Assintomatica (60%) + FOL
FUS 1406 Serra Velha Alambra Assintomatica (0%) + FOL
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Tabela 4. Continuacao.

FUS 1701 Serra Velha Siluet Murcha (63,64%) + FOL
FUS 1703 Serra Velha Siluet Murcha (100%) - -
FUS 1705 Serra Velha Siluet Assintomatica (0%) + FOL
FUS 2006 Serra Nova Natéalia Assintomatica (0%) - -
FUS 2401 Serra Nova Serato Murcha (29,27%) - -
FUS 2703 Serra Nova Alambra Murcha (61,54) + FOL
FUS 2804 Serra Nova Serato Assintomatica (50%) - -
FUS 2903 Serra Nova Serato Murcha (59,70%) + FOL
FUS 2906 Serra Nova Serato Assintomatica (9,52%) + FOL
FUS 3102 Serra Nova Juliet Murcha (66,67%) + FOL
FUS 3103 Serra Nova Juliet Murcha (42,86%) + FOL
FUS 3302 Serra Nova Serato Murcha (45,45%) + FOL
FUS 0107 Serra Velha Serato Murcha - -
FUS 0108 Serra Velha Serato Murcha - -
FUS 0407 Serra Velha Serato Murcha - -
FUS 3 Serra Velha Serato Murcha - -
FUS 5 Serra Velha Serato Murcha + FOL
FUS 7 Serra Velha Serato Murcha - -

De acordo com Gao e Zang (2013), a diferenciagéo de isolados de Fusarium oxyporum
dentro de formas especializadas ou entre racas fisiologicas ndo é possivel somente com base
na analise morfoldgica, portanto testes fisiolégicos, bioquimicos e patolégicos devem ser
realizados de formas adicionais para uma correta identificacéo.

Dos 38 isolados originalmente obtidos, 24 (63,2%) foram identificados como sendo
FOL e caracterizados como virulentos ao tomateiro. Estes 24 isolados (Tabela 4) causaram
sintomas tipicos de murcha-de-fusario nas plantas de tomateiro, cultivar ‘Perinha Agua
Branca’ como amarelecimento, seca e murcha das folhas e descoloracdo do sistema vascular
que se iniciam pelas folhas basais. Outros 14 (36,8%) isolados FUS 2006, FUS 2401, FUS 3 e
FUS 7 também foram patogénicos mas causaram sintomas distintos como amarelecimento de
folhas, podriddo de colo e raiz, subdesenvolvimento generalizado e morte das mudas em até
duas semanas desde a inoculacdo. Estes isolados foram preservados para estudos futuros e ndo
foram utilizados no presente trabalho. Os demais isolados, FUS 0101, FUS 0604, FUS 0806,
FUS 1202, FUS 1203, FUS 1703, FUS 2804, FUS 0407, FUS 0107 e FUS 0108 nédo foram
patogénicos ao tomateiro, mas foram também preservados (Tabela 4). Segundo Boix-Ruiz et
al. (2015), em plantas inoculadas a expressdo dos sintomas da doenca nem sempre ocorre,
pois fatores com perda de patogenicidade do patdgeno e temperatura podem interferir no
resultados, contudo mesmo com a auséncia de sintoma é possivel o reisolamento do patdgeno.

Os isolados FUS 3102 e FUS 3103, identificados como FOL foram obtidos da cultivar
Juliet (Johnny’s seeds), sem referéncia da empresa quanto a resisténcia a esta doenga. O
isolado FUS 1001 foi obtido da cultivar Giuliana (Sakata) referida pela empresa como sendo
resistente a raca 1 do patégeno; os isolados FUS 0505, FUS 0602, FUS 0701, FUS 0706, FUS
0802, FUS 0902, FUS 0903, FUS 1001, FUS 1105, FUS 1301, FUS 1302, FUS 1303, FUS
1402, FUS 1405, FUS 1406, FUS 1701 FUS 1705, FUS 2703, FUS 2903, FUS 2906, FUS
3102, FUS 3103, FUS 3302 e FUS 5 foram obtidos das cultivares Lumi (Sakata), Siluet
(Syngenta), Serato (Topseed) e Alambra (Clause), referidas pelas respectivas empresas como
sendo resistentes as racas 1 e 2 de FOL. Como a maioria das cultivares sdo informadas como
sendo resistentes as racas 1 e 2 de FOL, levantam-se duas possibilidades: presenca e ampla
distribuicdo da raca 3 de FOL na regido ou, a resisténcia informada pelas respectivas
empresas é apenas parcial. Reis et al. (2005) e Reis e Boiteux (2007), obtiveram isolados de
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FOL da cultivar Alambra e outras em lavouras comerciais no Espirito Santo e no Rio de
Janeiro e os identificaram como sendo da raga 3.

Finalizada a caracterizacao inicial, os isolados de FOL foram submetidos a uma série
de testes em cultivares diferenciadoras para identificacdo das racas e a testes moleculares para
confirmacdo da espécie vista ser a caracterizacdo morfoldgica sujeita a erros pelas
similaridades entre espécies de Fusarium (STEENKAMP et al., 2000).

3.2 Caracterizagdo de Isolados para Padrdo de Ragas de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici

Observou-se reacdo compativel entre cultivar Ponderosa e os trés isolados de FOL
testados com 100% de infec¢do do sistema vascular pelos isolados MMBF 01/96 e MMBF
152/12 e 30% pelo isolado MMBF 02/96. As variedades Caline IPA-7 (resistentes a raga 1) e
Floradade (resistente as racas 1 e 2) apresentaram reacdo incompativel com o isolado MMBF
01/96, 0,0% de infeccéo. Este resultado permite identificar este isolado como sendo da raga 1
de FOL (Tabela 5 e Figura 3). A variedade Caline IPA-7 apresentou reacdo compativel com
os isolados MMBF 02/96 e MMBF 152/12, com 35% e 63% de infeccdo do sistema vascular,
respectivamente, e a variedade Floradade apresentou reacdo incompativel com estes dois
isolados, 0% de infec¢do do xilema. Este resultado permitiu identifica-los como sendo da raca
2 de FOL (Tabela 5, Figura 3A e Figura 3B).

Tabela 5. Reacdo de série de variedades diferenciadoras de tomateiro a trés isolados de F.
oxysporum f. sp. lycopersici

; ] ) . Isolado
Variedade diferenciadora  Resisténcia MMBE 0196 MMBF 02/96  MMBE 152/12
Ponderosa S + + +
Caline IPA-7 R1 - + +
Floradade R1eR2 - - .
Raca identificada 1 2 2

+ Reagdo compativel ou de sucetibilidade; - Reacdo incompativel ou de resisténcia.

120

Il MMBF 01/96
[ MMBF 02/96
100 = [ MMBF 152/12

80

i

40

% Infecgdo do Sistema Vascular

20 4

Ponderosa Caline IPA-7 Floradade

Cultivar ____Ponderosa Calinelpa-7

Figura 3. Porcentagem de infecgdo do sistema vascular de plantas das variedades Ponderosa,
Caline IPA-7 e Floradade inoculadas com os isolados MMBF 01/96, MMBF 02/96 e MMBF
151/12 de FOL (A) e reacéo das respectivas diferenciadoras a estes trés isolados (B).
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3.3 Caracterizacgao dos Isolados Quanto a Raca Fisiologica

3.3.1 Cultivares diferenciadoras

Os 24 isolados identificados como sendo de FOL apresentaram reacdo compativel com
cultivar Ponderosa, suscetivel as trés racas do patdgeno, com IPA5, resistente a ragca 1; com
Floradade, resistente as racas 1 e 2; com ‘Serato’, resistente as racas 1 e 2, e, incompativel
com Solanum pennellii LA-716, resistentes as racas 1, 2 e 3 de FOL (Tabela 6 e Figura 4).

Tabela 6. Efeito do isolado sobre a porcentagem de infec¢do vascular (PIV) da série de
cultivares diferenciadoras de racas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Reacdo e Porcentagem de Infeccdo Vascular (%)

Isolados Ponderosa IPA5 Floradade Serato LA-716 i der?tﬁ‘?ga da
S R1 Rl1eR2 R1eR2 R1, R2e R3

MMBF01/96* - R1 + 100,0a - 0,0d - 00c - 0,0d - 0,0a 1
MMBF02/96*-R2 + 854a + 657b - 0,0c - 0,0d - 0,0a 2
MMBF152/12*-R2 + 85,7a + 100,0a - 00c + 7,0d - 0,0a 2
FUS 0505 + 100,0a + 100,0a + 976a + 920a - 0,0a 3
FUS 0602 + 927a + 750b + 450a + 432b - 0,0a 3
FUS 0701 + 100,0a + 782b + 464a + 871a - 0,0a 3
FUS 0706 + 1000a + 100,0a + 834a + 86,2a - 0,0a 3
FUS 0802 + 0930a + 925a + 352a + 940a - 0,0a 3
FUS 0902 + 100,0a + 955a + 775a + 505b - 0,0a 3
FUS 0903 + 100,0a + 100,0a + 883a + 100,0a - 0,0a 3
FUS 1001 + 100,0a + 100,0a + 100,0a + 830a - 0,0a 3
FUS 1105 + 747b + 906a + 1000a + 858a - 0,0a 3
FUS 1301 + 848a + 1000a + 751la + 859a - 0,0a 3
FUS 1302 + 915a + 487c + 84,7a + 932a - 0,0a 3
FUS 1303 + 998a + 906a + 773a + 625b - 0,0a 3
FUS 1402 + 970a + 884a + 238b + 788a - 0,0a 3
FUS 1405 + 90,7a + 863a + 793a + 713a - 0,0a 3
FUS 1406 + 993a + 100,0a + 100,0a + 100,0a - 0,0a 3
FUS 1701 + 943a + 277¢c + 92b + 202c¢c - 0,0a 3
FUS 1705 + 961la + 979a + 649a + 724a - 00a 3
FUS 2703 + 940a + 100,0a + 724a + 946a - 0,0a 3
FUS 2903 + 100,0a + 100,0a + 92,7a + 838a - 0,0a 3
FUS 2906 + 988a + 946a + 846a + T776a - 0,0a 3
FUS 3102 + 663b + 1000a + 856a + 878a - 0,0a 3
FUS 3103 + 100,0a + 750b + 750a + 785a - 0,0a 3
FUS 3302 + 875a + 979a + 8l,1la + 978a - 0,0a 3
FUS 5** + 685b + 869a + 746a + 588b - 0,0a 3
Média 92,9 88,5 73,1 78,5 0,0
Testemunha 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

CV(%) 19,9%

*1solados usados como padrdo das racas 1 e 2 de FOL — R1 e R2. + Reagdo compativel,
suscetibilidade; - Reacdo incompativel, imunidade.

**Coletado em Nova Friburgo, RJ, em épocas diferentes dos demais isolados.

Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste
Scott-Knott (p<0,05 %).
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Figura 4. Reacdo da série de cultivares diferenciadoras aos 27 isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, expresso pela nota com base em escala de Santos (1997) e
resultado das médias das notas avaliadas segundo Reis et al. (2004).

Os respectivos isolados infectaram de forma eficiente o sistema vascular das quatro
cultivares, Ponderosa, IPA-5, Floradade e Serato, que resultaram em sintomas caracteristicos
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da murcha-de-fusario como amarelecimento e murcha das folhas e necrose vascular. Nenhum
sintoma, ou indicio de infecgdo vascular, foi observado nas plantas do acesso LA-716 de S.
pennellii, utilizado como padrdo resistente as racas 1, 2 e 3, quando inoculadas com o0s
respectivos isolados testados (Tabela 6). Tendo como base a avaliagdo com a escala de Santos
(1997), assim como trabalho de Reis et al. (2006), que considera como compativeis reacdes
que resultam em notas acima de 2,0, constata-se também que todos os 24 isolados obtidos na
Regido Serrana foram virulentos as cultivares diferenciadoras Ponderosa, IPA-5 e Floradade e
avirulentos a LA-716 (Figura 4). Estes resultados apontam para o predominio da raca 3 de
FOL na regido estudada, conforme ja indicado pelo levantamento e analise inicial quando se
constatou a doenga em cultivares informadas como resistentes as ragas 1 e 2. Primeiro
registro da raca 3 no Brasil foi realizado por Reis et al. (2005) no Espirito Santo e ha cerca de
dez anos a raca 3 foi relatada em plantios comerciais de tomate nos municipios de S&o Jose de
Uba e Itaocara, Estado do Rio de Janeiro por REIS e BOITEUX (2007). A presenca da raca 3
em Nova Friburgo, RJ, demonstra a sua disseminagdo entre as lavouras do Estado, fato
preocupante diante dos prejuizos que o patégeno causa a cultura e das limitadas formas
efetivas de controle quando esse ja se encontra estabelecido na area.

Apesar da ndo diferenca entre os isolados quanto a raca, 0S mesmos variam quanto a
viruléncia com destaque para FUS 1701, como o menos virulento (I médio <40% e nota <3,
exceto em Ponderosa) e FUS 0505, FUS 0706, FUS 0903, FUS 1001, FUS 1406, FUS 2903 e
FUS 3302 como os mais virulentos (I médio >80% e nota >3,0) (Tabela 6 e Figura 4) e o seu
efeito sobre o acumulo de massa fresca pelas plantas, avaliado pela perda de massa fresca
(PMF). De forma geral, plantas das cinco variedades apresentaram reducdo no acumulo de
massa quando inoculadas com a maioria dos isolados. Esta reducdo foi minima em LA-716
(PM<20% e em >50% dos isolados), seguido de Floradade (PM<40% e em cerca de 96,3%
dos isolados), de Serato (PM<60% e em 85,2 % dos isolados, exceto MMBF 152/12, FUS
0902 e FUS 5, com aumento de 10 a 20% e FUS 1405 sem relevante aumento 0,93%). Huang
e Lindhout (1997), também observaram em cultivares resistentes menor redugdo do
crescimento do que em cultivares suscetiveis.

A reducdo média na massa fresca acumulada em Ponderosa (>30%) ocorreu em mudas
inoculadas com quase todos os isolados, exceto com FUS 0902, FUS 1105 e FUS 1301
(ganho de massa >32% >17% e >6,5%, respectivamente). A cultivar IPA 5 sofreu reducdo da
massa fresca quando inoculadas com todos os isolados ao qual foi inoculado, porém baixa
(<12%) em MMBF 01/96, MMBF 02/96, FUS 0505, FUS 1302, FUS 1701 e FUS 0802
(Figura 5).
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Figura 5. Perda de massa fresca (PMF) das cultivares diferenciadoras de racas fisioldgicas e
da cultivar Serato, inoculadas com diferentes isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici em relagéo ao controle.

A maioria dos isolados reduziram o acumulo de massa fresca das mudas, porém uma
menor parte favoreceu o acimulo de massa como FUS 0902 que estimulou o crescimento nas
cultivares Ponderosa, Floradade, LA-716 e Serato. Este forte efeito do patdgeno no
desenvolvimento das plantas tem relagdo com a infeccdo dos feixes vasculares (HUANG e
LINDHOUT, 1997) ao qual é bloqueado impedindo a passagem de agua resultando na
murcha da planta (MICHIELSE e REP, 2009).
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Esta relacdo entre a massa fresca da parte aérea (TXMF) com infeccdo vascular (P1V)
e Notas pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7. Correlacdo entre a taxa de massa fresca da parte aérea (TXMF) e porcentagem de
infeccdo vascular (P1V) e escala de notas (Notas).

Cultivar Infeccdo vascular % Notas
r P r P
Ponderosa -0,456 0,017** -0,863 0,000**
TXME IPA-5 -0,567 0,002** -0,680 0,000**
Floradade -0,428 0,026** -0,328 0,095
Serato -0,464 0,015** -0,346 0,077

Cultivar ‘LA-716’ ndo foi apresentada na tabela devido a auséncia da doenca. **Correlacao
significativa a p <0,05. r= coeficiente de correlacgéo.

A TXMF teve correlacdo negativa e significativa (p <0,05%) com a PIV nas cultivares
Ponderosa, IPA-5, Floradade e Serato. Ou seja, quanto maior o nivel de colonizacdo do
patdgeno na planta, menor peso da planta e, portanto maiores perdas de massa fresca (PMF).
O mesmo para a correlacdo entre TXMF e Notas nas cultivares Ponderosa e IPA-5, onde o
crescimento das notas, aumento da expressdo dos sintomas da doenca, representou reducédo na
massa fresca. Correlagcdo negativa entre indice de avaliagdo da murcha-de-fusério (notas) e
peso fresco em tomateiro também foi observado em trabalho de Jelinsk et al. (2017). Perdas
de massa fresca sdo comumente utilizadas como avaliagdo em teste de patogenicidade e para
discriminacdo de racas de FOL (LIEVENS et al., 2009; JELINSK et al., 2017), contudo essa
deve ser usada como complementar a outros métodos para correta afericdo da doenca.
Segundo BOIX-RUIZ et al. (2015), a avaliacdo da murcha-de-fusario em plantas nao deve se
ser limitada somente a sintomas externos, sendo importante também observar a infeccao
vascular assim como a recuperacao do patégeno em isolamentos a partir do xilema.

3.3.2 Diferenciacéo de racas por gPCR Convencional

Alem da identificacdo das ragas dos isolados utilizando-se a série de cultivares
diferenciadoras, efetuou-se a caracterizacdo dos mesmos com o0 conjunto de iniciadores
desenhados por Van der Does et al. (2008), Lievens et al. (2009), por Hirano e Arie (2006),
Gongcalves (2015) e por seqiienciamento do DNA. Para tanto foram selecionados apenas 0s
isolados identificados como virulentos ao tomateiro e que causaram sintomas tipicos de
murcha-de-fusério e ja caracterizados quanto a raca utilizando-se a série de diferenciadoras.

A qualidade do DNA extraido do micélio dos 21 isolados foi confirmada utilizando os
iniciadores universais ITS 4 e 5. Segundo White et al. (1990), iniciadores ITS4 e ITS5 anelam
com regides conservadas 18S e 28S respectivamente dos genes RNAr, o que testa a qualidade
do DNA. Dessa forma, a combinagdo desse conjunto de iniciadores e da medicdo da
concentracdo de DNA no aparelho nanodrop permitiu verificar que as amostras apresentaram
boa qualidade para serem usadas nos estudos moleculares.

3.3.2.1 Caracterizacdo molecular dos isolados de FOL com o conjunto de iniciadores de
Van de Does et al. (2008) e Lievens et al. (2009)

Os genes que codificam as proteinas Six (SIX1 a SIX7), sdo conhecidos por estarem
presentes nas formae speciales de Fusarium oxysporum, sendo que SIX1 a SIX5 sdo as
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encontradas na forma patogénica lycopersici e por isso, utilizados na sua identificacdo. As
proteinas SX6 e SIX7 estdo presentes em outras formas speciales como melonis, radicis-
cucumerinum (SIX6) e lilii (SIX7) (LIEVENS et al., 2009).

O gene SIX3 (Avr2) est4 presente em todos isolados FOL, racas 1, 2 e 3, capazes de
causar murcha-de-fusario em tomateiro (VAN DER DOES et al., 2008) e a existéncia de
polimorfismo nesse gene permite a diferenciacdo entre as ragas 2 e 3. O gene S1X4 (Avrl) é
caracterizado por estar presente somente em isolados da raca 1 de FOL (HOUTERMAN et
al., 2009; LIEVENS et al., 2009).

O iniciador SIX3, amplificou para todos os isolados testados com excecdo dos
isolados FUS 0602, FUS 1001 e FUS 1701, previamente caracterizados como senda da raga 3
pelo teste nas variedades diferenciadoras (Figura 4, Tabela 8 e Figura anexo 1).

Tabela 8. Identificacdo dos isolados de Fusarium oxysporum f sp. lycopersici (FOL). Raca
identificada com base em inoculacdo em variedades diferenciadoras, por PCR utilizando o
conjunto de iniciadores de Van de Does et al. (2008) e Lievens et al. (2009) e de Hirano e
Arie (2006) e comparagdo com sequéncias depositadas no Genbank- NCBI.

Conjunto de iniciadores

Variedades de Van der Does et al., Conjunto de iniciadores de Genbank
Diferenciadoras (2008) e Lievens et al., Hirano e Arie (2006) (NCBI)
(2009)

Isolados de SIX3- )

FOL Raca SIX3 SIX4 G121A Raca uni spl3 sp23 spr  Raga Raga
MMBF01/96 1 + + - 1 + + - 1 1
MMBF02/96 2 + + 1 + + - 1 1
MMBF152/12 2 + + 1 + + - 1 1
FUS 0505 3 + + + 1/3 + + + 3 3
FUS 0602 3 - + + NI + + + 3 3
FUS 0701 3 + + + 1/3 + + + 3 3
FUS 0706 3 + - 2 + + + 3 3
FUS 0802 3 + + + 1/3 + + + - 3 3
FUS 0902 3 NA  NA NA NA NA NA NA NA NA NA
FUS 0903 3 + + 1/3 + + + - 3 3
FUS 1001 3 - + NI + + + - 3 3
FUS 1105 3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
FUS 1301 3 NA  NA NA NA NA NA NA NA NA NA
FUS 1302 3 + + + 1/3 + + + - 3 3
FUS 1303 3 + + + 1/3 + + + 3 3
FUS 1402 3 + - + 3 + + + 3 3
FUS 1405 3 + + + 1/3 + + + 3 3
FUS 1406 3 + + + 1/3 + + + 3 3
FUS 1701 3 - - - NI - - + NI 3
FUS 1705 3 + + + 1/3 + + + - 3 3
FUS 2703 3 NA  NA NA NA NA NA NA NA NA NA
FUS 2903 3 + + + 1/3 + + + - 3 3
FUS 2906 3 + + 3 + + + 3 3
FUS 3102 3 + + + 1/3 + + + - 3 3
FUS 3103 3 NA  NA NA NA NA NA NA NA NA NA
FUS 3302 3 + - - 2 + + + 3 3
FUS 5 3 NA  NA NA NA NA NA NA NA NA NA

*NA- Néo avaliados por PCR e seqlienciamento génico; NI — Nao identificado.
+ amplificacdo presente; - amplificagdo ausente.

Em relacdo ao iniciador SIX4, que caracteriza isolados pertencentes a raca 1,
observaram-se algumas amplificagdes que variaram, porém, quanto a intensidade.
Amplificagdes com pouca intensidade foram obtidas por: FUS 0505, FUS 0602, FUS 0701,
FUS 0802, FUS 0903, FUS 1302, FUS 1303, FUS 1405, FUS 1406, FUS 1705, FUS 2903,
FUS 3102 e MMBF152/12. Amplificagdes com forte intensidade foram observadas para os
isolados: MMBF 01/96 (raca 1) e MMBF 02/96 (raca 2). Esta forte amplificagdo para o
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isolado MMBF 01/96 esta de acordo com o padréo esperado por se tratar de isolado controle
raca 1, confirmado em teste de inoculagéo nas variedades diferenciadoras (Tabela 8 e Figura
anexo 1). Esta amplificacdo, porém, foi atipica para o isolado MMBF 02/96 visto ter sido este
previamente caracterizado como sendo da raga 2 no teste com as diferenciadoras (Tabela 6).
Para a maioria dos demais isolados, FUS 0505, FUS 0602, FUS 0701, FUS 0706, FUS 0802,
FUS 0903, FUS 1001, FUS 13002, FUS 1303, FUS 1405, FUS 1406, FUS 1705, FUS 2903,
FUS 3102 e FUS 3302, este resultado também é divergente do padrdo esperado para isolados
da raca 3, conforme a caracterizagdo prévia destes no teste em variedades diferenciadoras
(Figura 4 e Tabela 8).

Para o conjunto de iniciadores utilizados na caracterizacdo da raca 3, apenas SIX3-
G121A-F2 apresentou amplificacdo para alguns isolados (FUS 0505, FUS 0602, FUS 0701,
FUS 0802, FUS 0903, FUS 1001, FUS 1302, FUS 1303, FUS 1402, FUS 1405, FUS 1406,
FUS 1705, FUS 2903, FUS 2906 e FUS 3102) os demais SIX3-134A-F2 e SIX3-G137C-F1
ndo apresentaram por isso ndo foram apresentados (Tabela 8). Todos esses isolados citados
foram caracterizados por teste de patogenicidade em cultivares como pertencentes a raca 3.
Devido aos diferentes padrées de amplificagdo, principalmente para o iniciador S1X4, este
conjunto de iniciadores ndao permitiu uma clara diferenciacéo dos isolados de FOL estudados
quanto a raca.

Goncalves (2015) cita duas hipoteses para o resultado encontrado: 1) pode estar
relacionada a misturas de mais de uma raga ou de isolados em alguma etapa do processo,
dessa forma sugere a repeticdo do teste com o uso de culturas monosporicas; 2) a composi¢do
genética dos isolados brasileiros que pode ser diferente da de isolados usados na validagdo do
conjunto de iniciadores de Van de Does et al. (2008) e de Lievens et al. (2009). No trabalho
de Lievens et al. (2009), dos 75 isolados de FOL utilizados em seu estudo, nenhum era
brasileiro.

Trabalho com caracterizacdo de isolados de FOL originarios de diferentes regies do
Brasil foi realizado por Gongalves (2015) utilizando o conjunto de iniciadores
correspondentes aos genes SIX1 a SIX7, e assim como no presente trabalho, ndo conseguiu
uma diferenciacéo dos isolados a nivel de raca. Estes autores também realizaram uma andlise
com 520 iniciadores RAPD e verificaram um baixo nivel de polimorfismo entre os isolados
brasileiros, racas 1 e 2, revelando uma estreita similaridade genética, o que pode explicar o
padrdo de amplificacdo similar para essas duas racas em alguns isolados. BOIX-RUIZ et al.
(2015) também fizeram uso de genes SIX para deteccdo e diferenciacdo de racas de FOL e
seus resultados foram variaveis ou divergentes em relacdo ao teste de patogenicidade em
cultivares.

3.3.2.2 Caracterizagdo molecular dos isolados de FOL com o conjunto de iniciadores de
Hirano e Arie (2006)

Tendo em vista os resultados divergentes entre a identificacdo das racas com as
variedades diferenciadoras e o método com o conjunto de iniciadores de Lievens et al. (2009)
e Van der Does et al. (2008), utilizou-se tambem o conjunto de iniciadores desenvolvido por
Hirano e Arie (2006), que obtiveram resultados positivos na identificacdo das racas 1, 2 e 3 de
FOL, obtidos de culturas puras e de amostras retiradas do tecido vegetal de tomate infectado.
Usualmente, a planta é infectada por uma Unica raca patogénica.

Para o marcador uni, quase todos isolados amplificaram, com excec¢édo do isolado FUS
1701, que também ndo amplificou no sistema de marcadores testado anteriormente. Auséncia
de amplificacdo para esse iniciador em alguns isolados também é citada por Baysal et al.
(2009) que optaram por utilizar PFO2-03 para identificacdo da espécie ao invés do uni.
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Os isolados controle MMBF 01/96 (racas 1) e MMBF 02/96 e MMBF 152/122 (raca 2)
obtiveram amplificacdo positiva para o iniciador sp13 e negativa para sp23 e spr. Este padréo
de amplificacdo é especifico para a raca 1 de FOL. Contudo, isolados da raca 2 devidamente
caracterizados com variedades diferenciadoras também apresentaram este resultado. Este fato
indica que o sistema de marcadores moleculares desenvolvido por Hirano e Arie (2006) néo
se adequa para a diferenciacdo das racas 1 e 2 de FOL coletados em Nova Friburgo, RJ.
Talvez esses isolados apresentem um perfil genético diferente dos de isolados utilizados para
desenho destes iniciadores, que séo oriundos do Japéo.

Resultado similar foi encontrado em trabalho de Gongalves (2015) ao qual relata que
esses iniciadores ndo foram efetivos para distingdo das racas 1 e 2. O autor levanta duas
hipdteses para o insucesso: a primeira parte do principio de que os isolados brasileiros de FOL
sdo derivados de mutacGes em isolados da raca 1 — hipotese sustentada pelo fato de os
iniciadores propostos por Hirano e Arie (2006) resultarem em mesmo padréo de amplificacdo
para todos os isolados destas duas racas; a segunda hipétese leva em consideracdo que a
mutacdo sofrida pela raca 1 dando origem a raca 2 afetou o nivel de viruléncia sendo esta raca
mais agressiva que a raca que Ihe deu origem (TOKESHI e GALLI, 1966).

Segundo Kawabe et al. (2005) as racas de FOL foram introduzidas de forma
independente no Japéo apresentando uma maior diversidade entre as ragas 1, 2 e 3, 0 que pode
explicar a possivel identificacdo de ragas com esse conjunto de iniciadores. Segundo Hirano e
Arie (2006), o uso desses iniciadores s6 ndo é efetivo para discriminar isolados de FOL
provenientes de solo, ja que nessas amostras pode haver uma mistura de ragas.

Os demais isolados foram positivos para 0s marcadores uni, sp13 e sp23, caracterizando
esses isolados como pertencentes a raca 3. Dessa forma, esses iniciadores foram eficientes
somente para diferenciacdo das racas 1 e 2 da raga 3. Trabalho nesse sentido foi realizado por
Barboza et al. (2013) utilizando esse conjunto de iniciadores de Hirano e Arie (2006) e
identificaram a presenca da raca 3 de FOL no Estado da Bahia. Com o objetivo de identificar
FOL e as racas do patdgeno em tomateiro na Turquia, Baysal et al. (2009) também utilizaram
esse conjunto de iniciadores e identificaram com sucesso as ragas 2 e 3.

Apesar do resultado encontrado nesse trabalho alguns pesquisadores tiveram resultados
positivos para a diferenciacdo de isolados das trés racas de FOL usando o conjunto de
iniciadores criados por Hirano e Arie (2006), como o trabalho de Colak e Bigici (2013) ao
qual fizeram a identificacdo de 87 isolados originados da Turquia quanto ao género e racas
fisioldgicas 1, 2 e 3.

3.3.2.3 Caracterizagdo de isolados de FOL utilizando iniciadores do trabalho de
Goncalves (2015)

Foi utilizado o sistema marcador SCAR OP-Z4 de Goncalves (2015) para a
discriminacdo da raca 2. Contudo esse ndo apresentou resposta positiva para os isolados
controle raga 2 (MMBF 02/96 e MMBF 152/12) (dados ndo mostrados). Gongalves (2015)
relatou em seu trabalho que esse marcador em sua maioria permitiu diferir raca 2 deracale 3
de FOL e de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) mas, que néo foi eficiente para
identificar todos os isolados raca 2 devido & auséncia de amplificagdo em alguns deles.

Apesar do resultado negativo com os isolados brasileiros de FOL no presente trabalho
com o uso de alguns conjuntos de iniciadores citados na literatura (HIRANO e ARIE 2006;
LIEVENS et al., 2009 e GONGALVES, 2015), o uso de métodos moleculares para
identificacdo de FOL e discriminacdo de suas trés ragas vem se tornando cada vez mais
comum devido a rapidez na resposta quando comparado ao uso de variedades resistentes e
suscetiveis. Exemplos para os trabalhos citados e outros como o de Inami et al. (2010), que

40



utilizaram iniciadores baseados em genes de aviruléncia e no DNA ribossomal aos quais
foram capazes de diferir FOL e sua ragas a partir do patdégeno originado do solo e de
crescimento micelial em cultura pura. Contudo, neste trabalho o uso de cultivares
diferenciadoras conjuntamente a técnica molecular permitiu um melhor entendimento e
confiabilidade dos resultados.

3.3.3 ldentificagdo molecular baseada no sequienciamento do DNA dos isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Diante das variagdes nos resultados encontrados com o uso dos iniciadores especificos
para identificacdo das racas de FOL, realizou-se o sequenciamento do DNA dos isolados.
Essas sequiéncias foram comparadas no Genbank (NCBI) com outras sequencias de FOL
disponiveis e caracterizados quanto a racas fisioldgicas 1, 2 e 3.

Com os resultados obtidos foi possivel confirmar que os isolados obtidos em Nova
Friburgo sdo pertencentes a raca 3 apresentando identidade de 100% na sequéncia de DNA
com outros isolados da mesma raga como é o caso de FOL-MM10 e SIX3MN25
caracterizado por Lievens et al. (2009) e Jelinski et al. (2017), respectivamente. Os isolados
utilizados como padrdes para as raca 1 e 2 apresentaram similaridade na sequiéncia de DNA
de 100% com o isolado raca 1 BFOL-51 (LIEVENS et al., 2009), ndo sendo possivel a
diferenciacdo entre as racas 1 e 2 com o sequenciamento do gene SIX3, por possuirem
idénticas sequéncias. A distincdo dos isolados de raca 3 em relacdo as demais foi possivel
devido a presenca de poucos pontos de mutacdo no gene SIX3 nesta raca (LIEVENS et al.,
2009) (Tabela 9).

Tabela 9. Alinhamento de parte da sequéncia do gene SIX 3 encontrado em isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Identificacdo/Nome

Isolados Sequéncias Alinhadas Racas Id. 40|
o isolado

NMMBE 01/96  -GTAACCCATATTGCGTGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 1
MMBF 02/96  -GTAACCCATATTGCGTGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 2 100% GQ268950.1
MMBE 152/12  -GTAACCCATATTGCGTGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 2 (BFOL-51)
BEOL-51* -GTAACCCATATTGCGTGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 1 2
FUS 0505 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 0602 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 0701 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 0706 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 0802 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 0903 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 1001 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 1302 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3 GQ268957.1
FUS 1303 “GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3 (FOL-MM10)
FUS 1402 -GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3 o
FUS 1405 .GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3 KM047030
FUS 1406 -GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3 (SIX3MN25)
FUS 1701 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT 3
FUS 1705 -GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 2903 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 2906 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 3102 GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FUS 3302 -GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
FOL-MM10*  -GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3
SIX3MN25* GTAACCCATATTGCATGTTTCCCGGCCGCCGCACGT- 3

*|solados de FOL identificados quanto a raga e disponiveis no Genbank (NCBI). A presenca de nucleotideo
diferente na sequéncia estd marcada em negrito
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A andlise filogenética de 26 isolados baseada na sequéncia SIX3 permitiu identificar
quatro grupos. O grupo 1 compreendeu a maior parte dos isolados de FOL identificados como
raca 3 - FUS 0505, FUS 0602, FUS 0701, FUS 0706, FUS 0802, FUS 0903 FUS 1001, FUS
1302, FUS 1303, FUS 1402,FUS 1405, FUS 1406, FUS 1701, FUS 1705, FUS 2903, FUS
2906, FUS 3102 e FUS 3302 - aos quais estdo associados aos isolados FOL-MM10 e
SIX3MN25 ambos raca 3 de FOL (Figura 6).

FUS 1405
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FUS 1303

FUS 1705

FUS 1701

FUS 1402
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FUS 2906

FUS 3302
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FUS 1406

100% FUS 2903

FUS 0505
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FOL-MM10 (Race 3, Lievens et al., 2009)
SIX3MN25 (Race 3, Jelinsk et al., 2014)
BFOL-51 (Race 1, Lievens et al., 2009)
MMBF 01/96

100% | MMBF 02/96

MMBF 152/12

14844 (Race 3, Lievens et al., 2009)
IPO3 (Race 3, Lievens et al., 2009)

100%

100%

000250 0.00200 0.00150 0.00100 0.00050  0.00000

Figura 6. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia SIX3 de isolados de Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici, calculado pelo método UPGMA. Realizado com o programa MEGA 7. A
analise envolveu 26 sequéncias de nucleotideos. Significancia é indicada pelo valor de
bootstrap em 1000 repeticBes. A escala representa 0 nimero de substituicdo a cada 100
nucleotideos. 14844 e IPO3- outros isolados de FOL identificados quanto a raga, cujas
sequéncias estdo disponiveis no Genbank.

O grupo 2 compreendeu quatro isolados (MMBF 01/96, raca 1, MMBF 02/96 e
MMBF 152/12, ambos raga 2) associados ao isolado BFOL-51 caracterizado por Lievens et
al. (2009) como raca 1. Assim como neste trabalho, mas utilizando as técnicas de RAPD,
ISSR e IGS, Amaral et al. (2013), encontraram proxima correlacdo entre as racas 1 e 2 e uma
distingéo destas em relacdo a raga 3. O que revela a dificuldade na diferenciacdo entre as ragas
le2.

O grupo 3 (14844) e o grupo 4 (IPO3) foi formado por isolados obtidos no Genbank
como exemplo de sequéncia para a raga 3 de FOL, ndo se associando a nenhum dos isolados
estudados.

42



4 CONCLUSOES

. A raca 3 de FOL esta amplamente disseminada em areas de producdo de tomate em
Nova Friburgo, RJ;

. Todos os isolados de FOL obtidos na regido foram da raca 3, e este predominio deve-
se ao cultivo de cultivares resistentes as ragas 1 e 2 do patdgeno;

. A identificacdo da raca por inoculacdo em variedades diferenciadoras coincidiu em
100% dos casos com a identificacédo pelo sequenciamento do DNA dos 24 isolados;

. Os iniciadores de Van de Does et al. (2008) e Lievens et al. (2009) ndo foram
eficientes na discriminagdo das ragas dos 24 isolados coletados em Nova Friburgo,
identificados como sendo da raca 3, nem dos isolados usados como padrao das racas 1
e 2 de FOL;

. O conjunto de iniciadores de Hirano e Arie (2006), ndo foi eficiente para discriminar
isolados das racas 1 e 2 de FOL, por apresentarem padrdes de amplificacdo similares,
mas foi eficiente para diferenciar os isolados das racas 1 e 2 dos da raca 3;

. Os iniciadores de Gongalves (2015), ndo foram eficientes para discriminar isolados da
raca 2 e nao apresentou amplificacdo para os isolados usados como padrdo desta raca;

. O sequenciamento génico permitiu a identificagcdo dos isolados das ragas 1 e 2 e a
diferenciacéo destes em relacdo a raca 3 de FOL;

. O sequenciamento génico dos isolados apresentou identidade igual a 100% na
sequéncia de DNA com outros isolados da mesma raca presentes no Genbank (NCBI);

. Néo foi possivel diferenciar isolados das ragas 1 e 2 por seqlienciamento com o uso do
gene S1X3 devido as sequencias idénticas dessas racas para o referido gene.
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CAPITULO I

AVALIACAO DE CULTIVARES DE TOMATEIRO QUANTO A

RESISTENCIA AS RACAS 1, 2 E 3 DE Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici
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RESUMO

O controle da murcha-de-fusério do tomateiro (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici -
FOL), importante doenca da cultura, tem sido feito principalmente com o uso de
cultivares resistentes. A maior parte das cultivares disponiveis no mercado possuem
resisténcia as racas 1 e 2 de FOL e somente algumas poucas possuem resisténcia
combinada as trés ragas 1, 2 e 3. A resisténcia do tomateiro a racas de FOL pode ser
completa e raca-especifica (qualitativa), portanto sujeita a ser suprimida por novas
racas, ou parcial (quantitativa). A maioria das cultivares de tomateiro séo referidas pelas
empresas como sendo resistente a uma ou duas racas de FOL, e apenas algumas poucas
as trés ragas, porém na maioria das vezes ndo informa o tipo de resisténcia presente. Em
Nova Friburgo, RJ, produtores de tomate relatam a ocorréncia da murcha-de-fusario
mesmo com o uso de cultivares resistentes. Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo levantar a incidéncia e distribuicdo da doenca e avaliar o tipo e nivel de
resisténcia das cultivares mais plantadas na regido as trés racas de FOL. O trabalho foi
realizado no municipio de Nova Friburgo, RJ, no periodo de 2015 a 2017. Inicialmente,
identificaram se as cultivares mais plantadas e a ocorréncia de plantas com murchas em
40 propriedades. Amostras de plantas sadias e com sintomas incipientes e avancados de
murchas foram analisadas para a presenca de descoloracdo vascular e utilizadas para
isolamento a partir dos feixes vasculares. Os isolados obtidos foram identificados e
caracterizados com base em caracteristicas das coldnias e patogenicidade ao tomateiro.
Uma vez identificada as cultivares mais plantadas na regido, estas foram avaliadas
quanto a resisténcia as trés racas de FOL utilizando-se escala de notas de 1 a 5 e
classificacdo em cinco classes de resisténcia/suscetibilidade com base na meédia das
notas, e porcentagem de infeccéo do sistema vascular. Como testemunhas utilizaram-se
conjunto de cultivares diferenciadoras (Ponderosa, Caline IPA-7, Floradade, Solanum
pennellii LA-716 e BRS Imigrante) e outras cultivares de interesse. Constatou-se que
35% das unidades produtivas de tomate apresentaram plantas com murcha-de-fusario.
Maior frequéncia de plantas com a doencga foi observada nas lavouras com as cultivares
Serato F; (36%), Siluet (36%), Alambra (14%), Giuliana (7%) e Juliet (7%). Todas as
cultivares utilizadas pelos produtores da regido apresentaram reacdo semelhante a imune
(SI) araca 1 de FOL e, Sl ou resisténcia parcial (altamente ou moderadamente resistente
— AR, MR) a raca 2. Das 16 cultivares plantadas, somente ‘Aguamiel’ foi resistente a
raca 3 de FOL, sendo todas as demais suscetiveis ou altamente suscetiveis a esta raca.
Constatou-se, ainda que as informagdes contidas nas embalagens das empresas sobre a
resisténcia as racas de FOL sdo incompletas e, muitas vezes, ndo necessariamente
corresponde a reacdo Sl e pode levar a confusdo de produtores na hora da escolha.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum. Raca 3. Murcha-de-fusario.
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ABSTRACT

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici is an important disease
which affects tomato crop. The main control strategy has been made with the use of
race-specific resistance. Most of the cultivars available display resistance to race 1 e 2
of FOL and only a few have resistance to the races 1, 2 and 3. Plant resistance to FOL
may be complete or race-specific (qualitative) or partial resistance (quantitative). The
majority of cultivars are described for the companies as being resistant for one or two
races of FOL and only few for the three races, but frequently do not report the type of
resistance present. In Nova Friburgo, RJ, tomato producers report the occurrence of
Fusarium wilt even with the use of resistant cultivars. For this reason, the present work
was carried out aiming to study the incidence and distribution of the disease and
evaluation of the reaction of commercial cultivar to different isolates obtained from the
three races of FOL. The work was carried out in Nova Friburgo, RJ, during the period
from 2015 to 2017. 40 family farm units were evaluated in which it was identified the
main cultivars adopted and the occurrence of wilt. Harvest was performed in six plants
per farm unit. Healthy plants and plants with incipient and advanced symptoms were
evaluated to the presence of vascular discoloration. The isolates obtained were
identified and characterized by morphological characteristics and pathogenicity tests.
Cultivars were evaluated for resistance to the three race of the pathogen. Disease
Severity index was evaluated using scale of grades ranging from 1 to 5 grades, as well
as, evaluation of vascular discoloration. The cultivars were clustered into five classes of
reaction. A set of differential cultivars (Ponderosa, Caline IPA-7, Floradade, Solanum
pennellii LA-716 and BRS Imigrante) were used as control. 35% of the family farm
units presented plants with Fusarium wilt. The cultivars Serato F; (36%), Siluet (36%),
Alambra (14%), Giuliana (7%) and Juliet F; (7%) showed higher rate of contaminated
plants. All the cultivars used by the farmers behaved as extreme (immune-like) resistant
reaction to race 1 of FOL and immune-like or partial resistance (highly or moderately
resistant) to race 2. Only Aguamiel cultivar was resistant to race 3 of FOL, while the
others behaved as susceptible or highly susceptible. These findings indicated that the
information about resistance to FOL races present on the commercial seeds packages
are incompletes and rarely correspond to the immune-like reaction. This lack of
information may cause mistakes among the farmers when choose the appropriate
cultivar to their needs.

Key words: Solanum lycopersicum. Race 3. Fusarium wilt.
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1 INTRODUCAO

O municipio de Nova Friburgo, RJ, produz grande volume de tomate no periodo
de verdo, cerca de 22.706,28t., 0 que corresponde a 15,1% da producdo do Estado
(EMATER, 2016). Esta producdo estd concentrada em unidades familiares, em &reas
declivosas, sob manejo intensivo e uso de cultivares hibridas do tipo longa vida. Estas
cultivares séo relatadas pela literatura, ou pelas empresas que as comercializam, como
resistentes as racas 1 e 2 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W. C.
Snyder e H. N. Hansen (FOL) e, em menor propor¢do, como resistente também a raca 3.
No entanto, relatos crescentes de perdas por murchas em geral e inviabilizacdo de varias
areas para o cultivo de tomateiro vem sendo feitos por técnicos e produtores na regido.

Entre as murchas citadas pelos produtores esta a murcha-de-fusario, causado por
FOL. Esta € uma das doencas mais importantes do tomateiro em todo o mundo
(DORDJEVIC et al., 2012). Causa severas perdas em cultivos protegidos e ho campo e,
devido a capacidade de sobrevivéncia do patdégeno no solo, pode inviabilizar o uso das
areas para a cultura por varios anos (MCGOVERN, 2015). O patégeno, que pode ser
transmitido pelas sementes (ELLIOT e CRAWFORD, 1992; REIS e BOITEUX, 2007),
causa danos desde o viveiro até a fase adulta no campo. Penetra através do sistema
radicular, especialmente na presenca de ferimentos, e coloniza os vasos do xilema
resultando em interrupcdo parcial ou total no fluxo de agua e nutrientes pela deposicao
de gomas, tiloses, esporos e micélios o que resulta em visivel descoloracdo dos feixes
vasculares (AGRIOS, 2005; MCGOVERN, 2015). Em geral, os sintomas se
intensificam a partir do florescimento e frutificacdo, devido ao aumento da demanda por
agua e nutrientes e incluem amarelecimento das folhas, murcha e por fim morte da
planta.

Entre as medidas basicas de manejo estdo as de carater preventivo como uso de
sementes e mudas sadias, limpeza de maquinas e implementos, ndo movimentacao de
solo em é&reas contaminadas, calagem e rotacdo de culturas e, uso de cultivares
resistentes (DORDJEVIC et al., 2012). No entanto, para que esta medida seja eficiente é
necessario que se conheca previamente a(s) raca(s) predominante(s) na regido e se
identifiqguem as cultivares resistentes as racas predominantes.

Até entdo ja foram descritas trés racas do patdgeno, ragas 1, 2 e 3, diferenciaveis
pela capacidade de infectar cultivares com diferentes loci de resisténcia (REIS et al.,
2005). Genes de resisténcia a FOL tém sido obtidos de espécies silvestres de Solanum e
introduzidos com sucesso no tomateiro (BAl e LINDHOUT, 2007). Entre os genes até
entdo relatados estdo: genes | e I-1, encontrados em S. pimpinellifolium e S. pennellii,
que conferem resisténcia a raca 1; gene I-2, encontrado em S. pimpinellifolium, que
confere resisténcia a raca 2; gene 1-3 e gene 1-7, encontrado em S. pennellii , no acesso
LA-716 e outro em PI1414773 respectivamente, que conferem resisténcia a raga 3
(GONZALEZ-CENDALES et al., 2016). Além da resisténcia raca-especifica de
tomateiro a murcha-de-fusario, governada pelos genes I, I-1, 1-2, 1-3 e I-7, que conferem
imunidade as respectivas racas, existem também relatos de resisténcia parcial que
conferem um retardo no processo de infeccdo e colonizacdo e resultando em sintomas
menos severos da doenca, caso de cultivares com reacdo medianamente resistente que
possuem resisténcia parcial ou incompleta, relatada em trabalhos feitos com as ragas 1 e
2 de FOL (CARRER-FILHO et al., 2016). Esta resisténcia parcial ¢ muitas vezes
referida como tolerancia.

No Brasil, as racas 1 e 2 apresenta distribuicdo generalizada. A raca 3, foi
relatada pela primeira vez em plantios comerciais no Estado do Espirito Santo (REIS et
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al., 2005) em cultivares resistentes as racas 1 e 2 de FOL, como Alambra, Carmen e
Giovana. Posteriormente, foi relatada no Rio de Janeiro (REIS e BOITEUX, 2007),
Minas Gerais (GONCALVES et al., 2013) e Bahia (BARBOZA et al., 2013). O relato
simultaneo, ou rapida distribuicdo da raca 3, em regiGes geograficamente distantes, foi
associado ao uso de sementes contaminadas (REIS e BOITEUX, 2007), reportado desde
1922 por Elliot e Crawford. Outras formas de disseminacdo da doenca estdo
relacionadas ao uso de mudas infectadas e movimentacdo de solo contaminado e
reutilizacdo de 4gua contaminada (AJILOGBA e BABALOLA, 2013).

Pelo quadro exposto, a identificacdo e indicacdo de cultivares resistentes as trés
racas do patdgeno devem ser feitas para as regibes com relatos, ou suspeita de
ocorréncia das trés racas do patdgeno. No entanto, as cultivares citadas como resistentes
as trés racas disponiveis hoje no Brasil sdo poucas como BRS Imigrante lancada pela
Embrapa Hortalicas (EMBRAPA HORTALICAS, 2013) e Aguamiel (VILMORIN,
2017) e TSV 770 Cromo (TECNOSEED, 2017).

Observacdes de campo e relatos de técnicos e produtores de tomate, porém,
levam a ddvidas quanto a natureza e ao espectro da resisténcia de algumas cultivares,
podendo ser estas apenas de natureza parcial a algumas das ragas do patdgeno.

Assim, tendo em vista o relato de ocorréncia generalizada da murcha-de-fusario
no municipio de Nova Friburgo, RJ, mesmo em cultivares relatadas como resistentes ao
patégeno desenvolveu-se o presente trabalho com o objetivo de levantar a incidéncia e
distribuicdo da doenca e avaliar o tipo e nivel de resisténcia das cultivares mais
plantadas na regido as trés racas de FOL.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em trés Associa¢Ges de Produtores do Municipio de
Nova Friburgo, RJ, Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande, (localizado na latitude de
22° 17’ 14°’S e longitude de -42° 32° 01°’W e com temperatura média anual de 18,8°C)
no periodo de 2015 a 2017.

2.1 Levantamento das Cultivares Plantadas e da Incidéncia de Murcha-de-
Fusario

O levantamento foi realizado na safra de verdo de 2015, no periodo de janeiro a
marc¢o, em 40 lavouras localizadas em trés comunidades. Nos levantamentos, anotaram-
se as cultivares plantadas e relatos de ocorréncia de plantas com murchas. Em seguida,
coletaram-se amostras de plantas sadias e com sintomas incipientes e avangados de
murchas e transportaram-nas para o Laboratorio de Epidemiologia e Patologia de
Sementes da UFRRJ (LabEPS) para isolamento e diagnose. As plantas foram avaliadas
qguanto a presenca de descoloracdo vascular. Em seguida para a confirmacdo da
presenca do patdgeno, secfes de aproximadamente 0,5 cm do xilema de cada planta
foram imersas em solucdo de alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio a 0,1%
durante 1 minuto e posteriormente lavados com &gua esterilizada, trés vezes, e secos em
papel esterilizados (ALFENAS et al., 2007). Fragmentos foram transferidos para placa
de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) e incubados a 25°C a 12
horas de luz. Os isolados obtidos foram inoculados em mudas de tomateiro para cumprir
0s Postulados de Koch, reisolados e preservados em solo e 6leo mineral (DINGHRA e
SINCLAIR, 2000) e caracterizados morfologicamente sob microscopia 6tica conforme
BOOTH (1977) e NELSON et al. (1983).

2.2 Avaliagdo das Cultivares mais Plantadas Quanto a Resisténcia as Racgas 1, 2 e
3 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Avaliou-se a reacdo das cultivares de tomate plantadas nas respectivas
comunidades quanto a resisténcia as racas 1, 2 e 3 de FOL. Como controle, utilizaram-
se a série de cultivares diferenciadoras: Ponderosa (suscetivel as racas 1, 2 e 3), Caline
IPA 7 (Resistente a raca 1), Floradade (Resistente as racas 1 e 2), Solanum pennellii
LA-716 e BRS Imigrante (resistente as racas 1, 2 e 3) (Tabela 10).

Tabela 10. Genotipos avaliados quanto a resisténcia as racas 1, 2 e 3 de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, empresa comercializadora e informagéo sobre a resisténcia
as racas do patdgeno (continua).

- Resisténcia
Genotipo Empresa informada
ILumi Sakata le?2
'Natalia Sakata le?2
!Aguamiel Vilmorin 1,2e3
TSV 770 Cromo TecnoSeed 1,2e3
'Siluet Syngenta le2
!Itaipava F; Agristar le2
'Alambra Clause le?2
'Serato F; Topseed le?2
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Tabela 10. Continuag&o.

IDébora Plus Sakata le2
“Carina Ty Sakata le?2
%Ivety Sakata le?
“Tyler Sakata le2
San Marzano Isla Si
“Forty Syngenta le?2
*Carolina Feltrin le2
’PAB LabEPS Si
3Ponderosa LabEPS -
*Caline IPA-7 LabEPS 1
*Floradade LabEPS le 2
’LA-716 LabEPS 1,2e3
*BRS Imigrante Agrocinco 1,2e3

ICultivares utilizadas pelos produtores de Nova Friburgo, RJ; “Outras cultivares; *Variedades
diferenciadoras de ragas. Si, sem informacéo.

Como inéculo, utilizaram-se suspensdo de esporos (1 x 10° microconidios mL™)
de trés isolados de FOL - MMBF 01/96 (raca 1), MMBF 02/96 (raca 2), adquiridos
junto a Colegdo de Culturas Fungicas Micoteca “Mario Barreto Figueiredo”, Instituto
Biologico, SP, e FUS (2903) (raca 3), pertencente a colecdo do LabEPS da UFRRJ.
Como testemunhas, utilizaram-se plantas tratadas apenas com &gua.

As mudas das respectivas cultivares foram produzidas em casa-de-vegetacédo do
Departamento de Solos da UFRRJ e inoculadas aos 20 dias ap6s o semeio. Para tanto,
cortaram-se as extremidades das raizes ao qual foram submersas em suspensdo de
conidios e transplantadas para tubetes contendo a mistura de solo, areia e substrato
autoclavados na proporcdo de 1:1:1. Logo ap6s o transplante, adicionou-se 2 mL da
suspensédo ao solo. Semanalmente, adubaram-se as plantas com solugdo de Hoagland e
Arnon (1950) para evitar desbalanco nutricional.

Avaliaram-se as plantas aos 18 dias apds a inoculacdo utilizando-se escala de
notas (N) de Santos (1997), onde: (1) plantas sem sintomas; (2) plantas sem sintomas de
murcha ou amarelecimento, mas com escurecimento vascular; (3) plantas com
escurecimento vascular e com murcha ou amarelecimento foliar; (4) plantas com
murcha intensa, associada com amarelecimento e necrose foliar; (5) plantas mortas.
Com as notas obtidas classificaram-se as cultivares utilizando-se a escala de Reis et al.
(2004), onde: 1,0 = semelhante a imune (SI); 1,1-2,0= altamente resistente (AR); 2,1-
3,0= medianamente resistente (MR); 3,1-4,0= suscetivel (SU); 4,1-5,0= altamente
suscetivel (AS).

Avaliou-se também a massa fresca da parte aérea (MFPA), comprimento da
parte aérea (CPA) e porcentagem de infeccéo do sistema vascular (P1V) por FOL. Com
base na MFPA das plantas inoculadas e nas ndo inoculadas, testemunhas, estimou-se a
massa fresca relativa das plantas em funcdo da inoculagdo (MFR), onde MFR = (MFPA
planta inoculada/MFPA planta controle) x 100. O crescimento relativo (CR) foi
estimado com: CR = (CPA planta inoculada/CPA planta controle) x 100. Determinou-se
a PIV em cortes longitudinais de todas as hastes seguidas de observacdo e medicdo da
extensdo da descoloracdo vascular (ED) e da altura das hastes (AH). Calculou-se a
porcentagem de infeccdo vascular (PIV) por meio da relagdo (ED/AH) x 100
(CARVALHO, 2003).
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Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado com 21 gendtipos e sete
repeticdes, representada por uma planta cada. Os resultados obtidos foram submetidos a
tratamento estatistico utilizando-se o programa SISVAR (FERREIRA, 2000). Realizou-
se teste de normalidade (Teste de Lilliefors) e de homogeneidade das variancias
(COCHRAN e BARTLETT, 1947) e, posteriormente, os dados foram submetidos a

analise de variancia utilizando-se o teste F (p < 0,05) e as médias foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram visitadas 40 unidades de producdo e identificado o cultivo de 15
cultivares distintas e o relato de ocorréncia de murchas/infeccdo vascular em 92,5% das
lavouras, sendo 35% destas diagnosticadas como sendo murcha-de-fusario, causada por
FOL. As cultivares plantadas eram, na ordem: Serato F;, Siluet, Alambra, Aguamiel,
TSV 770 Cromo, Itaipava F;, Lumi, Natalia, Juliet F;, Paron, Diana, Caete, Pizzadoro,
Débora Plus e Giuliana. Identificou-se a ocorréncia de mucha-de-fusario em 35% das
propriedades, sendo estas com cultivo de Serato F; (36%), Siluet (36%), Alambra
(14%), Giuliana (7%) e Juliet F1(7%), todas elas relatadas como resistentes as racas 1 e
2 de FOL (Tabela 10). Com base neste resultado, infere-se que a doenca na regido esta
associada a presenca generalizada da raca 3 de FOL e que opcles de cultivares
resistentes a esta raca devem ser disponibilizadas para os produtores. As cultivares
Giuliana, Juliet F;, Pizzadoro, Paron, Diana e Caeté ndo foram utilizadas nos ensaios
seguintes pela falta de semente no mercado.

Do total de 21 cultivares avaliadas, quatro exibiram infecgdo no sistema vascular
(acima de 50%) quando inoculadas com a raga 1: Ponderosa, AS (PIV=100% e N=
4,86), cultivar controle suscetivel a todas as ragas; Carolina, SU (PIV=80% e N=3,5),
PAB, AS (PIV=93 e N=4,1) e San Marzano, AS (PIV=100% e N=4,8). Dentre estas,
somente a cultivar Carolina possui especificacdo da empresa (FELTRIN SEMENTES,
2017) como resistente e ou/tolerante as racas 1 e 2 de FOL, o que ndo foi confirmado na
presente avaliagdo. Nenhuma das demais 17 cultivares apresentaram sintomas e por isso
foram classificadas como semelhante a imune (SI), resultado este que confirma a
indicacdo informada pelas respectivas empresas fornecedoras (Figura 7A e Figura 7B e
Tabela 10). Este resultado confirma ainda que todas as cultivares plantadas na regido
estudada sdo resistentes a raca 1 de FOL.
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Figura 7. Severidade média da doenga medida pela porcentagem de infeccdo, PIV, do
sistema vascular e escala de notas, N (REIS et al., 2004), onde: 1,0- semelhante a imune
(SD; 1,1 a 2,0- altamente resistente (AR); 2,1 a 3,0- medianamente resistente (MR), 3,1
a 4,0- suscetivel (SU) e; 4,1 a 5- altamente suscetivel (AS).

Perfil diferente de resisténcia foi exibido em plantas inoculadas com a raga 2
(MMBF 02/96) do patégeno com distribuicdo de cultivares nas cinco classes de reagdo
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prevista por Reis et al. (2004). Cerca de seis cultivares comportaram-se como SI com
PIV=0% e N=1: TSV 770 Cromo, Forty, lvety, Lumi, Natélia e Serato F;, além dos
padr@es resistentes a raca 2, Floradade, LA-716 e BRS Imigrante, portadores do locus I-
2, que confere resisténcia a raca 2. Todas essas cultivares também foram resistentes a
raca 1 de FOL, e confirma a introgressdo simultanea dos genes I-1 e I-2 (CARRER-
FILHO et al., 2016) (Figura 7C e Figura 7D).

Duas cultivares comportaram-se como altamente resistentes (AR) Débora
(PIV=3,1% e N=1,4) e Itaipava F; (PIV=18,6% e N=1,3), indicando possuirem apenas
resisténcia parcial a raca 2, apesar de as empresas a indicarem como resistentes a esta
raca (Tabela 10, Figura 7C e Figura 7D). A incidéncia de plantas com murcha neste
ensaio foi de 28,6% em Débora e Itaipava F;, indice baixo o que pode indicar mistura de
sementes na conducdo do experimento ou mistura existente no lote de sementes
comercializado pelas empresas. Corréa et al. (2012) e Clemente (2017) relatam a
cultivar Débora como resistente as racas 1 e 2 de FOL (sem especificacdo para
resisténcia total ou parcial). As cultivares Aguamiel (PIV=27% e N=2,71), Alambra
(PIV=11% e N=2,43), Siluet (P1V=18% e N=2,14) e Tyler (PIV=17% e N=3), apesar de
indicadas como resistentes a raca 2 (Tabela 10), comportaram-se como medianamente
resistentes (MR) assim como PAB (P1V=35% e N=2,28), para a qual ndo existia ainda
esta informacéo. A incidéncia de plantas com murcha no ensaio foi de 86%, 57%, 57%,
57% e 43% para Aguamiel, Alambra, Siluet, Tyler e PAB, respectivamente. Estes
resultados sugerem que estas cultivares possuem apenas resisténcia parcial e que a
resposta ao patdgeno pode estar sujeita a variacbes em funcdo das condicdes de
ambiente. A existéncia de cultivares com reacdo de resisténcia parcial (MR) para esta
raca também foram relatadas em diversos trabalhos, contudo essa instabilidade
fenotipica ndo é desejada devido a facilidade de quebra de resisténcia pelo patégeno, o
que dificulta o trabalho de melhoristas (CARRER-FILHO et al., 2016).

As cultivares Carina Ty (PIV=74% e N=3,14) e Carolina (PIV=61% e N=3,71),
no entanto, apesar de referidas como resistentes as racas 1 e 2, comportaram-se como
suscetiveis, similar a Caline IPA-7 (PIV=75% e N=3,57), utilizada como padrdo
suscetivel a raca 2. Como altamente suscetiveis, AS, identificaram-se Ponderosa
(PIV=88% e N=4,43), e San Marzano (PIV=94% e N=4,14) (Figura 7C e Figura 7D).
Nestes gendtipos, observaram-se 86 a 100% de incidéncia de plantas doentes.

Para a raga 3, com excegdo de LA-716 (controle resistente a raca 3) e Aguamiel
que exibiram resposta semelhante a imune (SI), e Floradade com resposta
medianamente resistente (MR), todas as demais cultivares comportaram-se como
suscetivel (SU) ou altamente suscetivel (AS), com notas médias acima de 3 e infec¢do
acima de 40%. A cultivar BRS Imigrante enquadrou-se entre as cultivares suscetiveis
apresentando o menor nivel de infeccdo 48,77% e nota média de 3,43. Esta cultivar
também foi utilizada como padréo de resisténcia a raga 3, no entanto, exibiu a doenca
(Figura 7E, Figura 7F e Figura 8).
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Figura 8. Cultivares diferenciadoras de raca de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
inoculadas com a raca 3 (FUS 2903), coletado em Nova Friburgo, RJ, em condicdes de
casa de vegetacao.

Entre todas as cultivares comerciais avaliadas somente a Aguamiel mostrou
resisténcia completa, Sl, as racas 1 e 3 e resisténcia parcial, MR, a raca 2. O uso de um
unico isolado para testar a resisténcia € questionado por alguns autores, que sugerem
testes com multiplos isolados para se obter informacBes mais concisas (AKRAM et al.,
2014). Segundo Carrer Filho et al. (2016), a resisténcia parcial a raca 2 pode ser
explicada devido a variagdo da expressividade do gene I-2 na planta hospedeira assim
como a variabilidade patogénica do patdégeno que podem condicionar diferentes niveis
de resposta da planta a infeccdo em funcédo da agressividade do isolado utilizado.

Outros fatores que podem interferir na expressdo da doenca em teste de
cultivares sdo temperatura, idade do hospedeiro, métodos de inoculacdo entre outras
varidveis (DAVIS et al., 1996; BOIX-RUIZ et al., 2015). No presente ensaio,
utilizaram-se os critérios prescritos por diferentes autores (SANTOS JUNIOR et al.,
2009; SOUZA et al., 2010; CARRER-FILHO et al., 2016) para avaliacdo de resisténcia
de tomate a FOL: método de inoculacdo, idade da planta, condi¢cdes de ambiente e
quantidade de in6culo adequada para infeccdo. Dessa forma, estudos de estabilidade da
reacdo das cultivares a diferentes isolados de mesma raca de FOL sdo importantes para
confirmar e encontrar um potencial genétipo para controle da doenca (SOUZA et al.,
2010). Estudos a campo e exposi¢cdo em areas com a presenca do patégeno também sao
de extrema importancia para a confirmacao da resisténcia de cultivares de tomateiro
(CANTU et al., 2014). Muitas cultivares de tomate melhoradas convencionalmente
possuem resisténcia as racas 1 e 2 de FOL e poucas possuem resisténcia combinada as
trés racas (MCGOVERN, 2015).

A variacdo na massa fresca das plantas inoculadas em relacdo as plantas néo
inoculadas também permitiu avaliar o efeito das trés racas do patdgeno sobre as
diferentes cultivares. De forma geral, observou-se reducdo na massa fresca das plantas
quando inoculadas com as trés racas do patdgeno, principalmente com a raca 3. Tendo-
se como base o agrupamento das medias de MFR pelo teste Scott-Knott, observa-se que
as cultivares Floradade, LA-716, BRS Imigrante, Alambra, Itaipava F;, lvety, Siluet e
Tyler, todas com reacdo Sl a raga 1, ndo tiveram reducéo significativa de massa fresca
quando inoculadas com o isolado desta raca. Nota-se, ainda, que a maior reducdo de
acumulo de massa fresca foi observada nas plantas das cultivares com reacdo AS,
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Ponderosa, PAB e San Marzano. De forma geral, a reducdo no acumulo de massa fresca
devido ao isolado da raca 2 foi menor que o observado para as racas 1 e 3. E, da mesma
forma, apenas algumas cultivares com reagéo Sl, ndo tiveram reducéo significativa nos
valores de MFR como Floradade, BRS Imigrante, TSV 770 Cromo, lvety, Lumi,
Natalia e Serato F1, além das AR e MR como Débora e Alambra. Para a raga 3, todas as
plantas tiveram reducdo de massa fresca (MFR<100%), inclusive os gendtipos com
reacdo SI, LA-716 (MFR = 60%) e Aguamiel (MFR =88%). Floradade e BRS
Imigrante, que apresentaram reacdo Sl as racas 1 e 2 de FOL somente apresentaram
reducdo da massa fresca quando inoculadas com o isolado da raca 3, MFR = 47% e
59%, respectivamente e as plantas de LA-716, reacdo Sl as trés racas, apresentou
reducdo de massa fresca quando inoculadas com isolados das trés ragas (Tabela 11).
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Tabela 11. Efeito de genotipo sobre a massa fresca relativa da parte aérea (MFR), crescimento relativo das mudas (CR), porcentagem de
infeccdo do sistema vascular (P1V) e classificagdo quanto a resisténcia as racas 1, 2 e 3 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Genétipo Raca 1 Raca 2 Raca 3
MFR (%) CR (%) PIV (%)* Classe MFR (%) CR (%) PIV (%)* Classe MFR (%)* CR (%)* PIV (%)* Classe

Ponderosa’ 5d 9d 100 a AS 24 ¢ 33¢c 88 a AS 4d 8¢ 100 a AS
Caline IPA-7* 34c 50c¢ Oc Sl 39¢ 52 ¢ 75a SU 31d 49b 100 a SuU
Floradade® 104 a 95 b Oc Sl 91a 84 b Oc Sl 47 ¢ 41 ¢ 66 b SU
LA-716! 89 a 82b Oc Sl 71b 83b Oc Sl 60 b 67 b Oc Si
BRS Imigrante* 95 a 89 b Oc S 92a 93a Oc Si 59 b 63 b 48D SuU
Aguamiel® 81lb 99 a Oc Sl 65b 84 b 27D MR 88 a 92 a Oc Si
Alambra’ 104 a 91b Oc Sl 83 a 96 a 11b MR 36¢ 43¢ 84 a AS
Carina T,? 64 b 71b Oc Sl 37¢ 51c 74 a SuU 22d 27 ¢ 90 a AS
Carolina® 36¢C 52 ¢ 80b SU 54 ¢ 71b 61 a SU 13d 25¢ 100 a AS
TSV 770 Cromo? 49 ¢ 61c Oc Sl 8la 82b Oc Sl 42 ¢ 51b 62 b SU
Débora? 78 b 88 b Oc Sl 85a 102 a 3c AR 19d 36¢C 100 a AS
Forty® 60 b 73b Oc Sl 75D 96 a Oc Sl 41¢ 42 ¢ 100 a AS
Itaipava Fy’ 97 a 107 a Oc Sl 70b 91a 19b AR 29d 46 b 9la SU
Ivety? 107 a 113 a Oc Sl 101 a 99 a Oc Sl 41c 63 Db 88 a SU
Lumi? 85hb N0b Oc Sl 89 a 80 b Oc Sl 42 ¢ 50 b 89 a AS
Natalia? 70b 92b Oc Sl 97 a 97 a Oc Sl 40 ¢ 59 b 74 b SuU
Pab* 29¢ 40 ¢ 93 a AS 75b 76 b 35b MR 13 d 16 ¢ 8la AS
San Marzano® 2d 7d 100 a AS 39¢ 45¢ 94 a AS 12d 19c¢c 97 a AS
Serato F,? 82b 89b Oc Sl 85a 90a Oc Sl 24 d 37¢c 100 a AS
Siluet? 92 a 100 a Oc Sl 73b 93 a 18 b MR 25d 34 ¢ 84 a AS
Tyler® 106 a 108 a Oc Sl 65 b 77hb 17b MR 20d 27¢c 96 a AS
CV% 28,05 24,49 29,59 24,47 19,67 54,86 49,92 45,43 17,80

ICultivares usadas como controle, Ponderosa (suscetivel as racas 1, 2 e 3), Caline IPA-7 (resistente a raca 1), Floradade (resistente a raca 2) e LA-716 e BRS
Imigrante (resistentes a raga 3). “Cultivares comerciais utilizadas pelos produtores de Nova Friburgo, RJ. ® Outras cultivares comerciais. * Acesso do Banco de
Germoplasma do LabEPS. Média seguida pela mesma letra minuscula entre colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. * Dados transformados Vx +1.

MFR = (MFPA planta inoculada/MFPA planta controle) x 100; CR = (CPA planta inoculada/CPA planta controle) x 100; | = (Extensdo da haste
necrosada/extenséo total da haste)*100; N= classificacdo com base na escala de notas de Santos (1997) e Reis et al. (2004), onde: SI=1,0; AR=1,1-2,0; MR=
2,1-3,0; SU= 3,1-4,0; AS=4,1-5,0.
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Reducédo no crescimento de plantas quando inoculadas com FOL é relatada por
Huang e Lindhout (1997) em plantas suscetiveis e resistentes e esta redugdo pode estar
relacionado a resposta de defesa da planta ao processo de infeccdo. Safiuddin et al.
(2012) também observaram reducdo em parametros de desenvolvimento como massa
fresca, numero de frutos, assim como no crescimento das hastes como observado neste
trabalho.

Os isolados das trés racas de FOL causaram reducdo de crescimento das hastes
das plantas, tendo sido este efeito mais acentuado pelo isolado da raga 3, seguido do
isolado da raca 1 e do da 2, similar ao efeito sobre o acimulo de massa fresca. Para a
raca 1, a maioria das plantas tiveram reducdo de crescimento das hastes, mesmo as com
reacdao Sl, exceto Aguamiel, Itaipava F;, Ivety, Siluet e Tyler. Para a raga 2, cerca de
quatro cultivares com reacdo Sl tiveram reducéo significativa no crescimento das hastes,
exceto BRS imigrante, Forty, Ivety, Natalia e Serato F;. E para a raca 3, todas as
cultivares tiveram reducdo significativa no crescimento das hastes, exceto Aguamiel
(CR=92), sendo esta reducdo de até mais de 50%. Esse resultado, assim como o de
reducdo de massa fresca (MFR) indica uma alta agressividade do isolado desta raga
(Tabela 11).

Retardo no desenvolvimento das plantas, seja pela redugdo no acimulo de massa
fresca seja do crescimento, é comum em plantas com murcha-de-fusario e decorre do
bloqueio dos vasos do xilema devido ao crescimento das hifas e produgéo de esporos
dentro dos mesmos assim como acumulo de tiloses, calose, gomas e géis produzidos
pela planta hospedeira em resposta a infeccdo (AGRIOS, 2005; GONZALEZ-
CENDALES et al., 2016). Isso causa impedimento a passagem de agua e nutrientes e
provoca sintomas como amarelecimento e murchas, com consequente redugdo no
acumulo de biomassa da parte area e teor de agua. Esta reducdo no crescimento e
acumulo de biomassa é tanto mais severo quanto mais precoce for a infeccdo (LOPES et
al., 2005). Em plantas resistentes a reducdo do crescimento pode ocorrer devido a
desregulacdo do metabolismo primario como resposta de defesa a infeccdo por
potenciais patdgenos (ROJAS et al., 2014). Os patdgenos ao produzirem elicitores
podem ativar uma combinacdo de defesas quimicas pré-existentes, produzidas e
estruturais nas plantas na qual conseguem se defender totalmente ou parcialmente do
agente patogénico (AGRIOS, 2005).

Dessa forma, a reacdo das cultivares comerciais testadas aos isolados de FOL
revelam a necessidade de estudos de melhoramento para o encontro e producdo de
materiais resistentes, estudo esse como relatado desde 1966 por Tokeshi e colaboradores
que visem principalmente material de origem béasica. Muitas cultivares de tomate
melhoradas convencionalmente possuem resisténcia as racas 1 e 2 de FOL e poucas
possuem resisténcia combinada as trés racas (MCGOVERN, 2015).
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4 CONCLUSOES

. Cerca de 35% das unidades produtivas de tomate na regido avaliada apresentaram
plantas com murcha-de-fusério;

Maior frequéncia de plantas com murchas foi observado nas cultivares Serato F;
(36%), Siluet (36%), Alambra (14%), Giuliana (7%) e Juliet Fy (7%);

. Todas as cultivares utilizadas pelos produtores da regido séo Sl a raca 1 de FOL e Si
ou portadoras de resisténcia parcial (AR ou MR) a raca 2 de FOL;

Dentre as cultivares utilizadas pelos produtores da regido, apenas TSV 770 Cromo,
Forty, Ivety, Lumi, Natélia e Serato F;, além de BRS Imigrante, apresentam reacao Sl
araca 2 de FOL;

. Vérias das cultivares citadas como resistentes a raca 2, possuem apenas resisténcia
parcial como Débora e Itaipava F;, que comportaram-se como altamente resistentes
(AR) e Aguamiel, Alambra, Siluet e Tyler, como medianamente resistentes (MR);

. As cultivares Carina Ty e Carolina, apesar de informadas como resistentes a raca 2,
sdo suscetivelis;

. Todas as cultivares plantadas, exceto Aguamiel, sdo suscetiveis ou altamente
suscetiveis a raca 3 de FOL;

. A raca 3, provavelmente, é predominante da regido, haja vista o fato de cultivares
resistentes as racas 1 e 2 terem apresentado a doenca;

. As informac6es contidas nas embalagens das empresas sobre a resisténcia as racas de

FOL ndo necessariamente correspondente a reacdo Sl e pode levar a confusdo de
produtores na hora da escolha.
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CAPITULO IlI

MANEJO DO TOMATEIRO EM UNIDADES FAMILIARES DE NOVA
FRIBURGO, RJ, E RELACOES COM A MURCHA-DE-FUSARIO
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RESUMO

A murcha-de-fusario, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), é uma das
principais causas de perdas na cultura do tomate. Sua introdugédo nas lavouras ocorre pelo uso
de sementes e mudas contaminadas e, quando estabelecido no local, a sua dispersdo ocorre
com o preparo do solo, escoamento de solo pela eroséo e compartilhamento de implementos
contaminados. A intensidade da doenca e as perdas causadas dependem diretamente do
conjunto de praticas de manejo adotadas. O presente trabalho teve como objetivo fazer um
levantamento das praticas de manejo adotadas por produtores familiares no municipio de
Nova Friburgo, RJ, e identificar a relacdo destas com a ocorréncia de murcha-de-fusario. O
levantamento foi realizado no periodo de janeiro a margo de 2015 em 40 unidades produtivas
com coleta de 241 amostras de material vegetal e de solo. Efetuou-se, ainda, um levantamento
sobre histdrico de uso das areas e principais praticas de manejo adotadas, desde o preparo do
solo ao destino dos restos culturais. As amostras de solo e plantas foram analisadas para
determinacédo da fertilidade e nutricdo da planta, respectivamente. Constatou-se um conjunto
de fatores favoraveis a dispersdo e sobrevivéncia do patégeno como cultivo da espécie ha
mais de 20 anos e a ndo observacdo de praticas de conservacdo como preparo do solo morro
abaixo (37,5%) ou em diagonal (57,5%), com maquinas e implementos comunitarios (62,5%),
em sua maioria sem limpeza prévia (92,5%), incorporacdo dos restos culturais ao solo
(47,5%) e reutilizacdo de estacas de bambu (77,5%). Ainda, apesar de 50% dos produtores
fazerem calagem, 75% o fazem sem critério técnico. Maiores indices de infeccdo foram
observados em &reas de maior declividade e menor fertilidade com uma relacéo direta entre
porcentagem de infeccdo, acidez e teor de Al no solo. A principal estratégia de controle usada
é 0 uso de cultivares resistentes a FOL, sendo a grande maioria destas resistentes apenas as
racas 1 e 2. A forma de manejo pode estar contribuindo para a presenca e disseminacdo de
FOL na regido, que foi verificado em 35% das propriedades.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Manejo de
solo. Disseminag&o. Perdas.
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ABSTRACT

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), is one of the main
disease which cause losses in tomato crop. Field introduction occurs through contaminated
seeds and seedlings. The dispersion occurs with soil preparation, soil erosion and sharing of
contaminated implements. Disease intensity and losses depend of the set of management
practices adopted. For this reason, the present work aimed to perform a diagnostic survey of
management practices adopted by farmers from Nova Friburgo, RJ, and identify its relation
with the occurrence of Fusarium wilt. The survey was carried out during the period from
January to March 2015 in 40 family farm units. A diagnostic about the areas history and
management practices adopted during the crop cycle was made. Harvest of 241 tomato plants
and soil was made. Soil and plant samples were analyzed to determine soil fertility and plant
nutrition. Results showed a set of favorable conditions for dissemination and survival of the
pathogen in the environment. Tomato cultivation for more than 20 years, as well as, no
adoption of conservation practices, ie: downhill soil preparation (37,5%), or in diagonal
(57,5%), with the use of machines and implements without prior cleaning (92,5%),
incorporation of crop remain into the soil (47,5%) and reuse of wooden stakes (77,5%). 50%
of farmers do liming, however without technical assistance (75%). Higher infection rates were
observed in areas with greater declivity and lower fertility and its was related with disease
severity, acidity and rate of Al in the soil. The main disease control strategy is the use of
cultivars with race-specific resistance. The cultivars analysed are predominantly resistant to
races 1 and 2. Management practices adopted by the farmers can contributed to the
dissemination and survival of FOL.

Key words: Solanum lycopersicum. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Soil
management. Dissemination. Losses.

70



1 INTRODUCAO

O municipio de Nova Friburgo, localizado na Regido Serrana do Estado do Rio de
Janeiro, destaca-se como grande produtor de hortaligas, especialmente de tomate e de couve-
flor, no verdo e inverno, respectivamente. Atualmente, sdo contabilizados cerca de 3.217
agricultores familiares dos quais 404 produzem tomate (EMATER, 2016). Boa parte do
investimento nas areas é feito na cultura do tomate por ser de elevado custo e rentabilidade. O
tomate produzido na regido tem como mercado principal a CEASA-RJ de onde é redistribuido
para as redes varejistas da capital do Estado e de municipios adjacentes (GRISEL e ASSIS,
2015).

A principal area de producdo do municipio fica localizada na parte sudoeste, rodeada
pela Serra do Mar e Parque Estadual dos Trés Picos. A topografia local é caracterizada pela
presenca de serras de relevo irregular onde, entre outras variacbes, predomina a sucessao
bréssica, tomate e leguminosa (GRISEL e ASSIS, 2011). A producédo é, em sua maioria, em
sistema convencional; preparo do solo morro abaixo ou em diagonal, o que acelera processos
erosivos; cultivo sucessivo sem pousios; uso elevado de agrotoxicos e especializacdo em
algumas poucas culturas, muitas vezes de uma mesma familia botanica (GRISEL, 2011).
Além disso, a ndo correcdo da acidez do solo, uso excessivo e desequilibrado de fertilizantes e
de grandes quantidades de cama de aves, muitas vezes nao compostadas, sdo comuns na
regido (BHERING et al., 2017). Estas préticas, associadas ao tipo de relevo, favorecem os
processos de degradacdo fisica, quimica e bioldgica dos solos, incluindo o agravamento de
problemas fitossanitarios. Como consequéncia, observa-se uma retragdo da atividade agricola.
Entre os anos 2013 a 2015, houve um grande declinio no nimero de produtores de tomate na
regido e no Estado do Rio de Janeiro (-35,31%). Esta retragdo deve-se, em grande parte, aos
graves problemas no manejo da cultura e a reducéo de produtividade (SILVA e OLIVEIRA,
2016).

Entre os principais problemas estdo as perdas por doencas causadas por patdgenos
habituais do solo como as murchas. Entre estas, estd a murcha-de-fusario, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL). A murcha-de-fusario causa sintomas como
amarelecimento, necrose e murcha das folhas, reducdo de crescimento e morte das plantas.
Estes sintomas externos decorrem da infeccdo e colonizacdo dos vasos do Xxilema e
consequente resposta da planta como producdo de gomas, caloses, tiloses e géis com
consequente obstrucdo ao fluxo de agua e nutrientes (GONZALES-CENDALES et al., 2016).
Ao final do ciclo, o patdgeno sobrevive nos restos culturais de plantas infectadas e na forma
de clamiddsporos no solo por varios anos.

A disseminacdo da doenca entre as regides se da pelo transporte de sementes e mudas
contaminadas (MCGOVERN, 2015). Uma vez introduzida, as condi¢Oes locais como
temperatura, caracteristicas fisicas e quimicas do solo, fontes e doses de fertilizantes,
guantidade inicial de inéculo e suscetibilidade da cultivar utilizada podem determinar
diretamente a intensidade e as perdas pela doengca. O compartilhamento de maquinas e
implementos agricolas contaminados, a sucessdo de cultivos da espécie hospedeira e a ndo
correcdo da acidez do solo (PEREIRA e PINHEIRO, 2014) séo fatores que contribuem para
agravar a disseminacéo local e as perdas pela doenca. O controle da doenca deve ser feito com
a adocdo de uma série de praticas de manejo como uso de sementes e mudas sadias
(PEREIRA e PINHEIRO, 2014), corre¢do da acidez do solo (CARVALHO et al., 2005),
rotacdo de culturas (AJILOGBA e BABALOLA, 2013) e, principalmente, uso de cultivares
resistentes (CARVALHO et al., 2005). No entanto, para eficiéncia destas medidas, a(s)
cultivar(es) plantada(s) deve(m) ser resistente(s) a(s) raca(s) presentes na regido. Até hoje, ja
foram identificadas trés racas fisiologicas de FOL, racas 1, 2 e 3 (GONZALEZ-CENDALES
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et al., 2016). As racas 1 e 2 sdo de ocorréncia generalizada em campos de producdo de
tomateiro no Brasil enquanto a raga 3 tem ocorréncia mais restrita. Esta, porém foi relatada
em plantios comerciais no Estado do Rio de Janeiro, em lavouras de S&o José de Uba e de
Itaocara, regibes estas proximas a Nova Friburgo, por Reis e Boiteux (2007). No
levantamento feito na microbacia de Barracdo dos Mendes, Nova Friburgo em 2015,
identificou-se como sendo da raga 3, 100% dos isolados coletados (Capitulo 1). Identificou-
se, ainda que a maioria das cultivares plantadas na safra de 2015 nesta regido eram resistentes
apenas as ragas 1 e 2 do patdgeno (Capitulo 2). Nestes mesmos levantamentos, constatou-se
ainda possiveis falhas no manejo do solo e da cultura que possam estar contribuindo para a
disseminacdo e agravamento das perdas causada pela murcha-de-fusario na regido.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo fazer um levantamento das
praticas de manejo adotadas na cultura do tomateiro em Nova Friburgo, RJ, identificar a
relacdo destas com o desenvolvimento das plantas e ocorréncia de murcha-de-fusario e a
relacdo entre a severidade da doenca e atributos quimicos e fisicos do solo.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em propriedades agricolas familiares no municipio de
Nova Friburgo, regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro. A area amostrada compreende as
comunidades de produtores familiares Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande, localizada na
microbacia de Barracdo dos Mendes (22° 17 14°’S e -42° 32’ 01°’W). O levantamento foi
realizado no periodo de janeiro a mar¢o de 2015 (Figura 9).

R

Figura 9. Unidades agricolas familiares produtoras de tomate em Nova Friburgo, RJ.

2.1 Levantamento do Manejo Adotado na Regido

Efetuou-se, inicialmente, um levantamento sobre o histdrico e as praticas de manejo e
cuidados adotados em 40 unidades produtivas, como: tempo de cultivo de tomate na area
(anos); ultimo plantio de solanacea na area (anos); cultivo anterior ao tomateiro; histérico de
murcha na area; tipo de solanacea no talhdo; preparo do solo e praticas de conservacdo
adotadas; implementos utilizados no preparo do solo; limpeza prévia do equipamento; origem
da agua de irrigacdo; tipo de irrigacdo utilizada; tipo de bandeja e substrato utilizado para a
producdo de mudas; local de producdo de mudas; manejo dos residuos da cultura no campo;
suporte (bambu) para conducdo das plantas; tempo de realizacdo da calagem (anos); analise
do solo; assisténcia técnica; cama de aves; adubacéo verde e; cultivares utilizadas.

Além deste levantamento, coletaram-se, em cada uma das 40 propriedades, cerca de
seis amostras de solo e plantas de tomateiro, trés com sintomas de murcha e trés
assintomaticas.

Cada planta foi identificada e etiquetada e, em seguida, segmentada em seus diferentes
orgéos - folhas, inflorescéncia, frutos, hastes e raiz. Determinou-se a massa fresca de cada
uma destas fragbes. Em seguida, seccionaram-se as hastes de cada planta para observagéo do
sistema vascular e mediu-se a extens&o das areas de xilema com necrose e da altura total. Em
seguida, efetuou-se isolamento em cultura pura a partir de fragmentos do xilema de todas as
plantas seguido de inoculagio em mudas da variedade Perinha Agua Branca para confirmacao
da diagnose e do agente causal (DHINGRA e SINCLAIR, 1995). Com os dados de extensdo
do xilema necrosado e do total da haste, calculou-se a severidade da doenca pela porcentagem
de infeccéo do sistema vascular.

Os isolados obtidos foram preservados em 6leo mineral e inoculados em serie
diferenciadora e confirmados como sendo da raga 3 (Capitulo 1). As cultivares mais plantadas
na regido foram inoculadas com um isolado da raca 3 e avaliadas quanto a suscetibilidade a
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esta raca (Capitulo 2), determinada com base na porcentagem de infeccdo do sistema vascular
(1%).

Os dados qualitativos relativos ao levantamento sobre o historico e manejo das
diferentes unidades foram analisados com o célculo da distribuicdo de frequéncias (absoluta
(fa), frequéncia relativa (fr) e frequéncia percentual (fp) e com estatistica descritiva por meio
do programa Excel 2007. A construcdo dos graficos foi realizada no programa SigmaPlot
versdo 10.0 (2006).

2.2 Amostras de Solo e Planta

Coletaram-se as amostras de solo na regido de desenvolvimento das raizes das
respectivas plantas. Estas amostras foram submetidas a analises fisicas e quimicas. Para tanto,
secaram-se as respectivas amostras a sombra e posteriormente em estufa com circulagdo
forcada (40°C), seguido de destorroamento e peneiramento em peneiras com malha de 2 mm.
As amostras de ‘terra fina seca ao ar’ (TFSA) foram identificadas e armazenadas para
posterior determinacdo analitica de: textura, pH, carbono orgénico e para extracdo e
determinacdo de macro e micronutrientes (FREIRE et al., 2013).

A andlise da fertilidade do solo foi realizada conforme Donagema et al. (2011) para:
pH em 4gua, Ca, Mg, K e Al™, P assimilavel, potencial de acidez (H+Al), saturacdo de bases
(V%), capacidade de troca catidnica (CTC) e carbono organico. Determinou-se, ainda, 0s
valores pseudototais de Mn, Cu e Zn, segundo metodologia da EPA 3050B (USEPA, 1996).
Para tanto, 1g de amostra de terra foi misturada a 10 mL de HNO3 concentrado e digeridos em
bloco digestor por 15 minutos a 95°C+5. Em seguida, foram adicionados mais 5 mL de HNO3
concentrado e aquecidos mais 2 horas na mesma temperatura. Finalizada essa etapa foram
adicionados 2,0 mL de &gua destilada e 3,0 mL de peroxido de hidrogénio (H,0). Com o fim
da efervescéncia foram adicionados mais 8 mL de H,0, obtendo-se volume final de 8 mL. As
solucBes foram mantidas mais 2 horas em bloco digestor e ao final desse periodo foram
adicionados 10,0 mL de HCI concentrado. Os extratos em temperatura ambiente foram
transferidos para balGes volumétricos de 50 mL e avolumados com &gua destilada, seguido de
lenta filtracdo e armazenamento em tubos falcons. A qualidade das analises das amostras foi
avaliada utilizando-se amostra SRM 2709 “San Joaquin Soil” (Baseline trace element
concentrations), certificada pelo National Institute of Standards and Technology.

Para as amostras de plantas foram medidos os pesos frescos dos diferentes érgdos
(Folha, Caule e Raiz) e em seguida seco em estufa de ar forcado a 60°C até peso constante.
As partes secas foram moidas em moinho (modelo IKA A-11), e porcbes de 1,0 g foram
tiradas para determinar o teor de Ca, Mg, K, P, Al, Mn, Zn e Cu de cada 6rgdo de cada planta.
As concentragdes dos elementos foram determinadas utilizando-se de metodologia segundo
EPA 3050 citada por USEPA (2008). As amostras foram digeridas em bloco digestor por 15
minutos a temperatura de 95+5°C. A mistura consistiu de 1g da amostra adicionados 10 mL
de HNOg3 concentrado. Posteriormente, a solucdo foi adicionada mais 5 mL de HNO;
concentrado e levado ao bloco digestor por periodo de 2 horas na mesma temperatura. Apds
esse periodo, foram adicionadas 2,0 mL de agua destilada e 8 mL de perdxido de hidrogénio.
Finalizada a efervescéncia a solucdo foi avolumada para 50 mL adicionando-se &gua
destilada, filtrados e armazenados em tubos falcons para posterior determinacdo dos
elementos. A qualidade das amostras foi realizada utilizando-se amostra certificada 1573a
Tomato Leaves (certificada pelo National Institute of Standards and Technology, NIST,
1995), e calculada a sua recuperagdo para metais. As concentracfes de metais foram
determinadas no Laboratorio de Analises Quimicas do Departamento de Solos da UFRRJ por
Espectrofotometria de Absorcdo Atémica (EAA) com o equipamento marca Varian, modelo
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606. Para a determinacdo do nitrogénio total de amostras de folhas e caule estas foram
submetidas a digestdo sulfarica e posterior destilagdo (TEDESCO, 1983).

Com os dados quantitativos efetuou-se analise de componentes principal (ACP).
Nesta, associou-se a porcentagem de infecgdo do sistema vascular por FOL (Inf) com os
dados de declividade do terreno, de fertilidade do solo (pH, N, P, K, Ca, Mg, K e Al), e com
teores de matéria organica (MO) e areia (Are). Dados de infeccdo foram também
confrontados com os dados de acimulo de macronutrientes (Ca, Mg, K e P) na planta e
micronutrientes (Cu, Mn e Zn) na folha, caule e raiz e de Al na planta.

Para avaliar as relacdes entre infeccdo, desenvolvimento das plantas e atributos do solo
a analise de componentes principais (ACP) foi realizada usando a funcdo prcomp do software
R (R Core Team, versdo 3.2). A correlacdo de Pearson entre as varidveis de resposta foi
medida antes da realizacdo da ACP. Para minimizar o efeito de autocorrelagdo, as variaveis
altamente correlacionadas foram removidas da andlise. Dentre as variaveis com
autocorrelacdo, foram selecionadas aquelas que apresentaram maiores coeficientes de
correlagcdo com variaveis relacionadas a infecgcdo causada por FOL.

Anélise de agrupamento foi realizada para identificar amostras com caracteristicas
semelhantes. Para isso, um dendograma foi construido tendo por base valores de pH, Ca, Mg,
K, Al, Capacidade de troca catibnica (CTC), matéria organica (MO) e argila das 241
amostras.

Analise descritiva dos dados foi feita para a porcentagem de infeccdo por FOL (Inf.),
idade da planta, suscetibilidade das cultivares (Capitulo 2), indice de fluxo de drenagem
(TWI), declividade, altitude, dados de fertilidade do solo (Al total (AIT), Mn total (MnT), Fe
total (FeT), P, MO, pH, CTC, soma de bases (S), Al** H+Al, K, Mg e Ca, além de teores de
silte, areia, argila. Andlise descritiva também foi feita para dados referentes ao
desenvolvimento das plantas (massa seca de folha (MSFolha), de caule (MSCaule) e de raiz
(MSRaiz), massa fresca de folha (MFFolha), de caule (MFCaule) e de raiz (MFRaiz) e para 0s
dados referentes ao acumulo de N, Al, Ca, Mg, K, P, Zn, Mn e Cu nos diferentes 6rgdos da
planta, folha, caule e raiz.

A distancia euclidiana foi usada como uma medida de similaridade, enquanto o
método hierarquico de Ward foi usado como um algoritmo de agrupamento. Isto minimizou a
soma de quadrados (SQ) dentro dos grupos de tal forma que os grupos mais homogéneos
foram formados em cada fase de agrupamento (HAIR et al., 2005). Para a definicdo do
namero de grupos formados, foi adotada como ponto de corte no dendograma a distancia de
ligacdo de 0,016. Este valor representa 1,25 vezes o desvio padrdo da distancia de ligacdo de
todas as observagdes (MILLIGAN e COOPER, 1985). O resultado proveniente do
agrupamento foi submetido a Validacdo Cruzada na Anéalise Discriminante, para avaliar a taxa
de erro geral da distribuicdo das amostras nos grupos.

Os dados foram submetidos a analise multivariada dos principais componentes,
agrupamento e validacdo cruzada na andlise discriminante utilizando o software R (R Core
Team, versdo 3.2) e anélise descritiva usando o Microsoft® Office Excel®.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Manejo da Cultura do Tomateiro e sua Associacdo com a Murcha-de-Fusario

A regido estudada é composta basicamente por produtores familiares que tem sua
renda baseada na producdo de hortalicas, principalmente couve-flor e tomate. As areas
amostradas sdo regularmente utilizadas para plantio de tomateiro, sendo o seu cultivo feito ha
mais de 20 anos em mais de 42,5% destas areas, observando-se na maioria das vezes um
intervalo de um, dois ou mais anos entre um ciclo e outro (Figura 10A e Figura 10B). No ano
em que foi realizada esta pesquisa (2015), 18% dos produtores confirmaram realizar o plantio
de solanécea anualmente no mesmo local, enquanto que 30% dos produtores fazem intervalo
de dois anos e, 30% de mais de dois anos. Apenas 3% dos produtores nunca haviam utilizado
o local para plantio de solanacea e 20% n&o informaram (Figura 10B). A principal cultura em
alterndncia ao tomateiro é a de couve-flor, 56% dos entrevistados, (Figura 10C), o que
confirma a importancia destas duas culturas na regiéo.
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Figura 10. Levantamento das unidades agricolas em Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande,
Nova Friburgo, RJ, quanto ao histérico de uso da area e praticas de manejo adotadas na
cultura do tomateiro no ano de 2015.

Este longo historico de cultivo e especializacdo na cultura explica a alta frequéncia de
lavouras com doencas causadas por patdgenos de solo, cerca de 53%, sendo que 35% destas
com diagnostico positivo para murcha-de-fusario, causada por FOL, e 18% nédo confirmados,
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porém identificados como sendo Fusarium sp. (Figura 10D, Figura anexo 3 e Figura anexo
4).

Dentre as solanaceas utilizadas na regido o tomate tem destaque, 85%, enquanto que a
batata é plantada por somente 5% dos produtores (Figura 10E). A rotacdo de culturas, ou o
pousio, € pratica pouco frequente na regido. Geralmente as areas estdo sempre em cultivo, na
maioria das vezes, intercalando o tomate no verao e outra cultura no inverno, aproveitando as
covas e residuos da adubacdo do tomateiro confirmando os relatos de GRISEL e ASSIS
(2015). Entre as culturas intercaladas com tomate estdo couve-flor, 56%, ervilha, 10%, feijdo
de vara, 6% e beterraba 6% ou até mesmo o plantio subsequente de tomate, 6% (Figura 10C).
Recomenda-se um intervalo de pelo menos trés anos entre um ciclo e outro do tomateiro em
uma mesma area (FILGUEIRA, 2008). Contudo segundo Molher e Johnson (2009) este
intervalo deve ser igual ou superior a 5/7 anos e, em casos de alta incidéncia de murcha-de-
fusario, mais que sete anos. A rotacdo de culturas pode contribuir para eliminar ou reduzir a
densidade de inoculo de patégenos no solo e favorecer a sua supressividade pelo aumento de
microrganismos antagonistas (REIS et al., 2011). Contudo, para FOL esta medida pode ser
pouco eficiente por apenas reduzir a quantidade de inéculo e ndo elimina-lo devido a sua
sobrevivéncia na forma saprofitica ou de clamidosporos (NESHEV, 2008; MCGOVERN,
2015).

Apesar da pouca eficiéncia da rotacdo de cultura no controle de doencas causadas por
patégenos de solo (NESHEV, 2008), esta préatica é recomendada para o controle destas, mas
com resultados variaveis. Liu et al. (2013), conduziram rotacdo de tomate com cebola obtendo
0 crescimento do tomate e consequente aumento de produtividade e reduziram a ocorréncia da
doenca, murcha-de-fusério, devido a producéo de substancias alopaticas exudadas pelas raizes
das cebolas. Produtores de tomate na Bahia utilizam o cultivo rotacionado para o controle de
Fusarium, mas ndo tém obtido sucesso (GUIMARAES et al., 2015). Por fim, muitos
agricultores tentam solucionar o problema cultivando culturas ndo suscetiveis em locais onde
0 solo se encontra altamente contaminado (SMITH, 2007).

Além do longo histérico de cultivo de tomateiro na regido, observa-se ainda outros
aspectos que podem estar contribuindo para ampla disseminagdo da doenga como: preparo do
solo morro abaixo (37,5% dos casos) ou em diagonal (57,5%) a declividade do terreno
(Figura 10F) facilitando o arraste de solo pela erosdo, uso de maquinas e implementos
comunitarios (62,5%) (Figura 10G) e a ndo limpeza prévia destes (92,5%) ao migrarem de
uma area para a outra (Figura 10H). A ndo observacao de principios basicos de conservacao
de solo, aliada a topografia declivosa e areas sem cobertura vegetal, verificada na regido,
favorecem a erosdo hidrica e o arraste de sedimentos e, que afetam negativamente a
fertilidade do solo com aumento da acidez e do Al toxico (PEREIRA, 2008). Este processo
erosivo facilita também o transporte de estruturas do patdgeno, seja nos residuos culturais ou
na forma de clamidosporos, tanto no escoamento superficial da dgua e arraste de solo pela
erosdo como no solo aderido aos pneus e discos de tratores e implementos (AJILOGBA e
BABALOLA, 2013). Parte do solo contaminado pode ser ainda transportado para 0s cursos
hidricos e pogos usados para captacdo da agua permitindo o transporte de inoculo via agua de
irrigacdo e a contaminacdo das areas. Conforme observado, 5% e 19% dos produtores irrigam
suas lavouras utilizando &gua do rio ou de pocgos, enquanto 37% usam agua de nascente
(Figura 10I). A irrigacdo por aspersdo é praticamente generalizada, em mais de 90% das
propriedades e apenas 5% por gotejamento e 5% com uso de mangueiras (Figura 10J). O
manejo da irrigacdo pode contribuir para o controle de murcha-de-fusario. Redugdo no
fornecimento de agua na fase inicial do ciclo da cultura pode estimular o desenvolvimento
radicular e, a0 mesmo tempo, reduzir o processo de infeccdo. Maior disponibilidade de agua,
50 dias apds o transplantio por sua vez, pode compensar o estresse hidrico da planta
provocado pela infeccdo resultando em melhores produgdes (LAPIDUZ, 2013).
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A sobrevivéncia do patdgeno nas areas € facilitada pelo cultivo regular do tomateiro ha
varios anos (Figura 10A), mesmo que observando intervalos de um a dois anos entre 0s
cultivos em uma mesma area (Figura 10B). Sabe-se que FOL pode sobreviver de forma
saprofitica em restos de cultura e no solo na forma de clamidésporos por 7 ou mais anos
(GONCALVES, 2015) e que para controle da doenca sdo recomendados periodos de rotacéo
por mais de 5 anos (MOHLER e JOHNSON, 2009). Outro fator relevante é a origem das
mudas. As mudas sdo, predominantemente, produzidas em bandejas de isopor (82,5%), em
detrimento das de plastico (17,5%), por viveiristas da regido (62,5%) contra apenas 37,5%
feita pelos préprios produtores (Figura 11A e Figura 11B), em todos os casos utilizando-se
substrato comercial. Ainda, apesar de ndo quantificado, observa-se como pratica comum a
deposicdo das bandejas com mudas sobre o solo as margens da area por alguns dias até serem
transplantadas. Esta préatica pode facilitar a infecgdo precoce das mudas bem como facilitar a
contaminacdo das bandejas, especialmente as de isopor que sdo de mais dificil higienizacgéo.
Ainda, o reuso destas bandejas sem sanitizacdo, pode ser mais uma forma de contaminagéo
das lavouras.
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Figura 11. Levantamento das unidades agricolas em Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande,
Nova Friburgo, RJ, quanto ao histérico de uso da area e praticas de manejo adotadas na
cultura do tomateiro no ano de 2015.

Observa-se, ainda, que em 47,5% das vezes os restos culturais séo incorporados ao
solo, enquanto que 45% informaram que os queimam (Figura 11C). A conducéo das plantas
em varas de bambu é feita pela grande maioria dos produtores e que estes em 77,5% dos casos
as reutilizam em novos plantios (Figura 11D). A remocdo e destruicdo de plantas e varas no
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final do ciclo séo de grande importancia para 0 manejo de doengas uma vez que o0 patdgeno
pode sobreviver nos restos da cultura e nas estacas utilizadas para a condu¢do (MCGOVERN,
2015). A remocédo ou queima dos residuos culturais e sanitizacdo de materiais reutilizaveis
antes do seu reuso é estratégia importante para se evitar a sobrevivéncia e dispersdo do
patdgeno ou disseminacdo para novas plantas ou para o préximo ciclo da cultura (AJILOGBA
e BABALOLA, 2013).

A acidez do solo (pH<6,5) (PEREIRA e PINHEIRO, 2014; MCGOVERN, 2015) é
também citada como fator favordvel ao desenvolvimento da doenca. Acidez esta que é
favorecida pela erosdo dos solos locais decorrente da forma inadequada de preparo do solo
(Figura 10F) e pela dificuldade em se fazer a aplicacdo e incorporagdo de corretivos devido a
acentuada declividade dos terrenos. A realizacdo da calagem foi citada pelos produtores,
sendo que 40% destes a fizeram nos Gltimos trés anos, 10% a fizeram ha mais de trés anos
enquanto 17,5% ndo realizaram ou ndo souberam informar (32,5%) (Figura 11E). Ainda,
apesar de cerca de 50% dos produtores informarem ter feito calagem, o fizeram sem critérios
técnicos para calculo da quantidade visto ndo terem como rotina a analise de fertilidade do
solo (75%) (Figura 11F). Apesar de ndo quantificado, houve relatos de aplicacéo de corretivos
nas covas por ocasido do transplantio. Constata-se com estas informacgdes que, apesar dos
altos investimentos em insumos pelos produtores nas lavouras de tomate, especialmente
sementes, adubos quimicos e agrotdxicos, negligenciam na correcdo de acidez, mesmo sendo
a calagem de custo relativamente baixo. Este resultado deve-se, provavelmente, a0 ndo acesso
de assisténcia técnica oficial. Esta é essencialmente feita nos balcGes das lojas de produtos
agropecuarios (95%) contrapondo a uma minoria que relatou receber assisténcia técnica da
Embrapa (5%) (Figura 11G). A realizacdo de calagens € importante para o tomateiro por
corrigir a acidez e neutralizar o Al toxico e, consequentemente, estimular a atividade
microbiana e aumentar a disponibilidade dos demais nutrientes para as plantas (FREIRE et
al., 2013). Esté prética é importante para auxiliar no controle da murcha-de-fusario uma vez
que a doenca é estimulada por baixo pH (GATCH e DU TOIT, 2017) e baixa concentracao de
calcio na planta (MARSCHNER, 2012). Fang et al. (2012), demonstraram que em pH do solo
6,7 plantas de morango exibem menor severidade de murcha-de-fusario quando comparado a
solos mais acidos, pH 5,2 ou 5,8. Pereira e Pinheiro (2014) citam pH entre 6,5 a 6,8 para o
controle da murcha-de-fusario em tomateiros.

Outra pratica de manejo que pode interferir na murcha-de-fusario é a adi¢do de matéria
organica. Cerca de 82,5% dos produtores fazem aplicacdo de 30 a 1500 g de cama de ave nas
covas e cerca de 27,5% fazem pré-cultivo e incorporacao de residuos de aveia preta, milho ou
amendoim forrageiro (Figura 11H e Figura 111). H& dificuldade na introdugdo dessa pratica
no local devido a prioridade em se ocupar as areas de producdo com hortalicas mais
produtivas. Trabalhos tém sido desenvolvidos na regido com o intuito de demonstrar a
importancia da pratica na melhoria das condi¢cbes do solo com o cultivo de plantas de
cobertura como aveia preta no inverno (GRISEL e ASSIS, 2012) e leguminosas no verdo
(BARROS et al., 2009).

No entanto, a estratégia mais eficiente para controle da murcha-de-fusario do
tomateiro é o uso de cultivares resistentes. Esta eficiéncia, porém, depende da escolha correta
da cultivar em funcéo da distribuicdo e ocorréncia das racas do patdgeno na area/regido. Nas
40 lavouras investigadas, identificou-se a utilizagdo de 15 cultivares com predominio de
Serato F; (34%), Siluete (15%), Alambra (9%), Cromo (6%) e Aguamiel (6%) (Figura 11J).
Outras cultivares plantadas, que correspondem a 30%, foram Lumi, Itaipava F;, Natalia e
Paron, com cerca de 4% cada, Diana, Pizzadoro, Giuliana, Caeté, Juliet Fie Débora, com
cerca de 2% cada. Todas estas cultivares, exceto Giuliana e Juliet sdo citadas como resistentes
as racas 1 e 2 de FOL pelas respectivas empresas que as comercializam. As cultivares
Aguamiel e Cromo séo citadas como resistentes as ragas 1, 2 e 3. Estas informagdes foram
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checadas em teste de inoculacdo com as respectivas racas (Capitulo 2) e confirmado a
resisténcia para as racas 1 e 2 em Cromo, Forty, lvety, Lumi, Natélia e Serato F;. As
cultivares Débora e Itaipava F;, porém comportaram-se como AR a raca 2.

O plantio na regido feito predominantemente com cultivares resistentes as ragas 1 e 2
explicam a ocorréncia generalizada da raca 3 de FOL (Capitulol). E, o predominio desta raca
explica as falhas no controle com o uso destas cultivares. Somente em plantas das cultivares
Diana, Itaipava F1, Pizzadoro, Caeté, Paron, Aguamiel e Débora (resistente as racas 1 e 2) ndo
foram identificadas plantas com murcha-de-fusario (Capitulo 1).

Com base nestas informacdes pode-se especular que as perdas pela doenca somente
ndo sdo maiores por serem a maioria das cultivares plantadas resistentes as racas 1 e 2 do
patogeno, de ampla distribuicdo no Brasil (SOUZA et al., 2010).

Grande parte das cultivares de tomate para o mercado in natura e para industrializagdo
sdo hibridos, geralmente selecionadas de acordo com as caracteristicas fisicas e quimicas do
fruto e que atendam as exigéncias do respectivo mercado além de tolerancia e/ou resisténcia a
algumas dessas doencas como murcha-de-fusario, murcha-de-verticilio, nematéide das galhas
além de pinta-bacteriana e viroses como as causadas por tospovirus e geminivirus (SILVA et
al., 2006). No caso da murcha-de-fusario, é fundamental que a resisténcia seja as trés racas ou
a(s) raca(s) presentes na regido. Provavelmente, o uso continuo de cultivares resistentes as
racas 1 e 2 favoreceram a selecdo e predominio da raca 3 e, consequente quebra da resisténcia
destas plantas (CASELA e FERREIRA, 2006).

Diante de medidas pouco eficazes no controle de FOL a adocdo de métodos como o
uso de cultivares resistentes se torna importante uma vez instalado o patégeno no solo.
Todavia, quando o local se encontra livre da doenca, medidas preventivas se tornam
necessarias como uso de mudas e sementes sadias (PEREIRA e PINHEIRO, 2014). Estas sdo,
provavelmente, os maiores responsaveis pela facil e rapida disseminacdo e introducdo de FOL
em novas areas de producdo. A disseminacdo local no campo decorre do escoamento do solo
pela erosdo, revolvimento com maquinas e equipamentos e compartilhamento destes
(MOLHER e JOHNSON 2009).

3.2 Relagdo entre Atributos do Solo e Desenvolvimento da Planta e da Murcha-de-
Fusario

O sistema de manejo adotado na regido favorece a degradacdo do solo pelos processos
erosivos e, consequentemente, a reducédo de sua fertilidade, o que pode agravar as perdas pela
murcha-de-fusario. As componentes (CP1 + CP2) explicam 40,5% da variacdo observada
entre dados de declividade, Inf. e fertilidade (Figura 12A) e 54,5% da relacdo entre teor de
areia, MO, CTC e Inf. (Figura 12B). Observou-se uma relagéo estreita e positiva entre
declividade e teor de Al**no solo e Inf. e, negativa entre estes e a fertilidade do solo (teores
de Ca, P, N e K) e, principalmente, entre estes e o pH (Figura 12A). Ou seja, em areas de
maior declividade tém-se maiores perdas de solo, possivelmente pela remocéo das camadas
superiores (mais férteis) pela erosdo e exposicdo de camadas menos férteis e mais acidas e
com maiores teores de Al*>. Esta condicdo afeta negativamente tanto o desenvolvimento das
plantas como favorecem o desenvolvimento da doenca. Este efeito da qualidade do solo sobre
a doenca e confirmado na relagdo estreita e positiva entre teor de areia e infeccdo e da relacdo
negativa entre estes e CTC e MO (Figura 12B). Estes resultados indicam que existe uma
relacdo estreita entre a degradacdo do solo pela erosdo, com acumulo de areia e perda de
argila das camadas mais férteis do solo com o aumento das perdas pela doenga. Esta perda de
fertilidade é tentativamente compensada com o alto aporte de fertilizantes (SOUSA, 2017), o
que encarece 0 custo de producdo e pode gerar desequilibrios ambientais e nutricionais na
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planta. Ainda, 0 manejo adotado gera indices negativos no solo como reducdo do pH, da
capacidade de retencdo de 4gua, da MO e da atividade bioldgica. Estes fatores aliados podem
contribuir para o agravamento das perdas por doencas (VAN BRUGGEN et al., 2015), dentre
estas a murcha-de-fusario.

Estas perdas pela doenca e pelas condi¢cbes de fertilidade podem ser percebidas pela
relacdo inversa entre porcentagem de infec¢do (Inf.) e acimulo de nutrientes pelas plantas. Ha
uma relacdo direta e positiva entre porcentagem de infeccdo e acumulo de Al, elemento
toxico, e inversa e negativa com o acumulo de Ca e Mg (Figura 12C) (CP1 + CP2 = 64,5%).
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Figura 12. Analise de componente principal (ACP) referente aos dados de solo,
desenvolvimento das plantas de tomateiro e infeccdo por Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. A) Declividade e fertilidade x porcentagem de infeccdo; B) Teores de areia,
matéria organica, CTC x porcentagem de infeccdo; C) acumulo de nutrientes e de Al nas
plantas x porcentagem de infecgéo; D, E e F) acimulo de Cu, Zn e Mn nas folhas, caule e
raiz, respectivamente x porcentagem de infecc¢do (continua).

83



Figura 12. Continuacdo. Legendas: Inf. = porcentagem de infeccdo do sistema vascular por
FOL; Declividade do local; N, P, K, Mg, Ca, Al (aluminio trocéavel), pH (pH em agua); Are =
teor de areia; Matéria organica = MO; CTC = capacidade de troca catiénica; PAT = fdsforo
acumulado total; KAT = potassio acumulado total; CaAT = célcio acumulado total; MgAT =
magnésio acumulado total; AIT = aluminio acumulado total; CuAR = cobre acumulado na
raiz; CUAC = cobre acumulado no caule; CuAF = cobre acumulado na folha; ZnAR = zinco
acumulado na raiz; ZnAC = zinco acumulado no caule; ZnAF = zinco acumulado na folha;
MnAR = manganés acumulado na raiz; MnAC = manganés acumulado no caule e; MnAR =
manganés acumulado na raiz.

Sabe-se que a infeccdo por FOL bloqueia os vasos condutores da planta, impedindo a
passagem de &gua e nutrientes resultando em menor desenvolvimento das plantas (DI et al.,
2016). Este blogueio ocorre devido ao crescimento do patdgeno nos vasos do xilema
resultando no atrofiamento das plantas, descoloracdo dos vasos condutores, amarelecimento e
murcha das folhas iniciando-se pelas baixeiras, e posteriormente das mais velhas (AJILOGBA
e BABALOLA, 2013).

Resultado condizente com o encontrado por Van Bruggen et al. (2015) que
correlacionaram a baixa incidéncia de F. oxysporum f. sp. lini em plantas de linho com alto
conteddo de MO, N e C no solo. Diferente desse trabalho Yergeau et al. (2010) encontraram
maior correlacdo entre a abundancia de Fusarium sp. no solo com o conteldo de matéria
organica e teor de argila. Contudo, os autores ndo relacionaram a abundéancia do fungo no solo
com a ocorréncia de doenca de plantas.

A textura arenosa do solo geralmente contribui para a severidade de murcha-de-fusario
(AMIR e ALABOUVETTE, 1993; AGRIOS, 2005), provavelmente por serem estes
caracterizados pela baixa fertilidade e reduzida CTC (RAIJ, 1991) e baixa retencdo de dgua o
que tornam as plantas mais vulnerdveis aos danos causados pelo patégeno (MASCHENER,
2012). Na contram&o, a matéria organica do solo é reconhecida como o elemento chave na
qualidade fisica, quimica e bioldgica do solo e no crescimento e desenvolvimento das plantas.
Exerce efeito sobre a fertilidade do solo fornecendo nutrientes a plantas, contribui para a
CTC, possui resisténcia as modificacdes de pH do solo, boa capacidade de infiltracdo e
retencdo de agua, participa na estabilidade de agregados e reducéo da atividade do Al** na
solucdo do solo entre outros beneficios (MEURER, 2010).

Sabe-se, ainda, que o desenvolvimento da murcha-de-fusario é favorecido por solos
acidos (pH<6,5) (PEREIRA e PINHEIRO, 2014), além do possivel agravamento das perdas
pela reducdo da disponibilidade de nutrientes para as plantas sob condi¢do de acidez e ao
efeito da nutricdo das plantas sobre resisténcia . Além disso, a doenca pode estar relacionada a
menor disponibilidade dos macronutrientes e micronutrientes no solo sob condic¢des de baixo
pH onde a disponibilidade dos nutrientes € reduzida (MEURER, 2010).

A topografia irregular da regido aliada ao manejo adotado tende a favorecer os
processos erosivos e a acidificacdo do solo. Além disso, a acentuada declividade onde a
cultura do tomateiro é implantada propicia o arraste de sedimentos, por agua da chuva ou de
irrigacdo, que podem conter estruturas do patdgeno contaminando outras areas.

Dessa forma, o manejo da fertilidade do solo com a associacéo de praticas culturais é
fundamental para o sucesso da cultura. Resultados positivos foram obtidos por Fang et al.
(2012) com o controle do pH do solo, adicdo de matéria organica associado com rotacéo de
cultura na reducdo da severidade da murcha-de-fusario em morangueiros.

Quando se avalia a relagédo entre infecgdo e 0 acimulo dos micronutrientes Cu, Zn e
Mn na folha, caule e raiz, verifica-se que as componentes principais (CP1 + CP2) acumulam
69,98%, 64,4% e 68,33% da variancia nas analises para 0s respectivos nutrientes. Nota-se que
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a porcentagem de infeccédo se relacionou negativamente com o acumulo de Cu, Zn e Mn na
folha, caule e principalmente raiz (Figura 12D Figura 12E e Figura 12F).

O tomateiro é uma cultura bastante exigente em nutrientes e a ordem preferencial de
absorcdo dos elementos segue a seguinte ordem: N, K, Ca, S, P, Mg, Cu, Mn, Fe, e Zn
(FAYAD et al., 2002). A absorcdo desses nutrientes pela planta dependera da disponibilidade
na solucdo do solo sendo este fator condicionado pela forma quimica que esse se encontra
presente, da capacidade de absorcdo da cultura, do desenvolvimento do sistema radicular, do
tempo de crescimento, condi¢des climaticas e da disponibilidade dos outros nutrientes (RAIJ,
1991). Além disso, doencas em plantas podem reduzir a disponibilidade, entrada, distribuicéo
ou utilizacdo do nutriente e os sintomas da doenga podem refletir no seu estado nutricional
(MASCHENER, 2012).

Com base nos atributos dos solos, pH, Ca, Mg, K, Al, CTC, MO e argila foi
construido um dendrograma. O namero de grupos foi identificado através do ponto de corte a
distancia de ligacdo de 0,016, o que representa 1,25 vezes o desvio padrdo da distancia de
ligacdo de todas as observacGes (MILLIGAN e COOPER, 1985) com a formacdo de 2 a 12
grupos. O resultado proveniente do agrupamento foi submetido a Validacdo Cruzada na
Analise Discriminante, para avaliar a taxa de erro geral da distribuicdo das amostras nos
grupos. A formacéo de 4 grupos foi a que apresentou menor taxa de erro geral (9,85%). No
entanto, optou-se pela separagdo em dois grupos, por representar uma separacao mais
homogénea das amostras (Figura 13 e Tabela anexo 6), sendo o Grupo 1 (G1) e o Grupo 2
(G2) formados por 119 e 122 amostras, respectivamente.
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Figura 13. Dendrograma relacionado a analise de agrupamento a partir dos valores de pH,

Ca, Mg, K, Al, capacidade de troca catiénica (CTC), matéria organica (MO) e argila das 241

amostras de solo coletadas em Nova Friburgo, RJ estabelecidas pelo método de Ward e
distancia Euclidiana.

O Grupo 1 é constituido por amostras de plantas de cultivares menos suscetiveis
(Conforme Capitulo 2), mais jovens, mas principalmente por plantas com menores
porcentagens de infeccdo pelo patdgeno (Figura 14A).
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Figura 14. Média padronizada de: A) % de infeccdo das plantas coletadas, Idade da planta e
% de suscetibilidade das cultivares comerciais utilizadas por produtores da regido; B)
Atributos do solo; C) Nitrogénio acumulado em folha e caule (mgN/gms); Massa seca de
folha, caule e raiz e; massa fresca de folha, caule e raiz; D) Nitrogénio (N), Aluminio (Al),
Célcio (Ca); Magnésio (Mg), Potassio (K) e Fosforo (P) acumulado em folha, caule e raiz e;
E) Zinco (Zn), Manganés (Mn), Cobre (Cu) acumulados em folha caule e raiz nos dois grupos
(G1 e G2) formados através de analise de agrupamento.
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O aparecimento de sintomas da murcha-de-fusario é relatado em qualquer estadio de
desenvolvimento da planta, contudo a severidade dos sintomas é mais intensa na fase de
florescimento e frutificacdo da planta (AGRIOS, 2005). Fato este descrito por Webb et al.
(2017), onde os autores relatam o aumento da severidade da doenca com o avanco da idade da

cultura.

As amostras do Grupo 1 estdo localizadas, predominantemente, em &reas de menor
declividade e sdo caracterizadas pelas melhores condicGes de fertilidade no que diz respeito
aos teores medios de Ca, CTC, S, MO, Argila, N, P e K (Tabela 12 e Figura 14B) e também
de plantas com maiores valores de acumulo de massa seca e fresca no caule e raiz (Figura

14C).

Tabela 12. Média, desvio padrdo (DP) e valores minimos e méximos de atributos do solo nos
dois grupos de plantas formados por analise de agrupamento, Grupo 1 e Grupo 2 (G1 e G2),
das areas amostradas para a influéncia sobre a murcha-de-fusario em tomateiro.

pH Ca Mg Al CTC MO Argila

Grupo 1 pHagua1:25 cmolcdm® cmolcdm® cmolcdm® cmolcdm™®  gkg* gkg?
Média 5,54 3,24 0,62 0,06 11,78 21,60 377,02
DP 0,50 1,41 0,59 0,08 2,68 11,83 115,28
Minimo 4,07 1,60 0,00 0,00 5,38 0,00 133,06
Méaximo 6,52 10,50 2,80 0,40 19,29 64,38 794,74
pH Ca Mg Al CTC MO Argila

Grupo 2 pHagua1:25 cmolcdm® cmolcdm™® cmolcdm® cmolcdm™®  gkg® gkg?
Média 5,59 1,94 1,34 0,15 9,09 16,94 323,60
DP 0,51 0,72 0,85 0,20 2,35 6,84 79,03
Minimo 4,11 0,00 0,00 0,00 3,85 0,00 137,97
Maximo 6,77 3,90 4,20 0,85 16,06 39,25 538,30

Neste mesmo Grupo 1, caracterizado pela menor porcentagem de infec¢do, tém-se
maiores acimulos de Mg, Mn e Cu nas folhas, de N, Ca, Mg, Mn e Cu no caule e de Al, Ca,

Mg, K, P, Zn, Mn e Cu nas raizes (Figura 14D, Figura 14E e Figura 15).
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Figura 15. Quantidades médias de Nitrogénio (A); Aluminio (B); Célcio (C); Magnésio (D)
e; Fésforo (E) acumulados em folha, caule e raiz e soma destes nas plantas de tomateiro.

Por sua vez, as amostras do Grupo 2, caracterizado pela maior porcentagem de
infeccdo (Figura 14A), estdo localizadas em areas de maior declividade e apresentam menor
fertilidade, caracterizada pelos menores valores de Ca, K, P e N, além de menor S, CTC, MO,
e argila e maiores valores médios de Mn, Fe, Mg, Al**, silte e areia (Tabela 12 e Figura 14B).
Este mesmo Grupo 2, caracterizou-se pelo menor desenvolvimento das plantas expresso pela
menor massa seca e fresca de caule e raiz (Figura 14C). Quanto ao acimulo de nutrientes, em
partes da planta, maiores valores de N, Al, K, P e Zn foram observados em folhas comparados
aos outros orgdos. No caule maiores valores de Al, K e Zn. E na raiz todos os elementos
apresentaram niveis baixos (Figura 14D, Figura 14E e Figura 15).

Os valores médios de pH variaram pouco de um grupo para outro, contudo os valores
de pH registrados na regido (G1 e G2) se encontravam na faixa de 4,07 a 6,77 (Tabela 12),
sendo considerado extremamente acido (<4,4) a neutro (6,6 a 7,3), respectivamente (FREIRE
et al., 2013). Para o controle da murcha-de-fusario o pH adequado do solo deve estar na faixa
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de neutralidade 6,5 a 6,8 (PEREIRA e PINHEIRO, 2014) ou 6,5 a 7,0 (GULLINO et al.,
2015).

Embora os dados coletados ndo permitam uma analise mais precisa e separacdo de
efeitos, pode-se inferir que a maior porcentagem de infeccdo e menor desenvolvimento das
plantas estdo relacionadas a maior declividade, associado ao manejo inadequado do solo,
resultando em piores condicGes de fertilidade dos solos nas amostras do Grupo 2 comparadas
as do Grupo 1. No Grupo 1 pode-se destacar os maiores niveis de Ca (3,24 cmolc dm™), CTC
(11,78 cmolc dm™), MO (21,60 g Kg™) e menor quantidade de Al trocavel (0,06 cmolc dm®)
no solo comparado ao Grupo 2, onde se registraram menores niveis de Ca (1,94 cmolc dm™),
CTC (9,09 11,78 cmolc dm™), MO (16,94 g Kg™) e maiores valores de Al trocavel (0,15
cmolc dm™) (Tabela 12).

A maior porcentagem de infeccdo em plantas do Grupo 2 pode estar relacionada a
presenca de aluminio (Al*®) no solo, até 0,85 cmolc dm®. Este elemento é um dos principais
problemas em solos acidos pelo aumento de sua disponibilidade e ao seu efeito fitotdxico,
expresso, principalmente, pela reducdo do desenvolvimento das raizes e sua capacidade de
absorcdo de agua e nutrientes do solo (RAIJ, 1991). A acidez do solo pode dever-se ao
material de origem, a decomposicao de residuos organicos pelos microrganismos, a absorcéo
de nutrientes pelas plantas e a acdo antropogénica (MEURER, 2010). O tipo de manejo do
solo também interfere diretamente na acidez, devido ao aumento de processos erosivos e
remoc¢do das camadas superficiais do solo, além da extracdo de cations basicos pelas culturas
e pela lixiviagdo (RAIJ, 1991). A menor disponibilidade de nutrientes como P, Ca®* Mg*" K*
e micronutrientes para as plantas (FAQUIN, 2005) comprometem o status nutricional das
plantas e as tornam mais vulneravel a estresses e a infeccdo de alguns fitopatdgenos
(MASCHENER, 2012).

Quanto ao acumulo de nutrientes pelas plantas, estes foram maiores em folhas que no
caule e raiz para G1 e G2 corroborando com Dechen et al. (1979). Os nutrientes totais mais
acumulados nesses 6rgaos foram, em ordem decrescente, Ca, K, N, P e Mg (Figura 15). Estes
resultados estdo de acordo com os descritos para a cultura do tomateiro (FAYAD et al., 2002).
Uma vez que nao foi considerado acimulo dos nutrientes em frutos o acimulo de Ca em raiz,
caule e folha foram maiores que de K e N. Lucena et al. (2013) encontraram maiores
concentracfes de Ca em folhas quando comparado a outros 6rgdos. Segundo o autor esse
nutriente tende a acumular mais em 6rgaos vegetativos. O calcio possui importante papel nos
mecanismos de defesa das plantas contra doencas, desde reconhecimento do patégeno a
estabilizacdo de membranas e da parede celular. O aumento da disponibilidade Ca pode
suprimir o processo de infeccdo fungica (MASCHENER, 2012) e, baixos niveis de célcio na
raiz, podem favorecer a penetracdo e infeccdo das plantas. O K acumula, principalmente, em
folhas novas e 6rgaos vegetativos em crescimento, e principalmente nos frutos (MEURER,
2010). Segundo Silva et al. (2006), o potassio é o elemento mais extraido pelas plantas de
tomateiro e sua deficiéncia provoca o lento crescimento, atrofiamento de folhas mais novas e
amarelecimento das mais velhas. Geralmente, potassio tende a melhorar a sanidade das
plantas e é relatado na literatura como benéfico ajudando a planta a tolerar o ataque de
patégenos (PERRENOUD, 1990). Perrenoud (1990) cita os seguintes aspectos sobre o K x
doengas: 1- efeito direto no ndmero de patdgenos, desenvolvimento, multiplicagéo,
sobrevivéncia e ciclo de vida; 2- efeito direto na severidade da doenca, afetando o
metabolismo interno na planta e; 3- afeta a habilidade da planta em se recuperar de algum
ataque por patdgeno. O efeito no baixo contetdo de potassio em plantas foi relatado por Cao
et al. (2016), onde a deficiéncia do nutriente resultou em alta taxa de severidade da murcha-
de-fusario em morangueiros. O nitrogénio tem papel fundamental no crescimento das plantas
sendo fundamental nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta sendo o transporte via
xilema principalmente para parte aérea (SOUZA e FERNANDES, 2006). O estimulo ou
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supressdo da doenca, leva em consideracdo o tipo de fertilizante aplicado, uma vez que
fertilizantes na forma de amonio NH;" elevam a acidez do solo favorecendo a doenca e na
forma de nitrato NO3™ suprimem (CARVALHO et al., 2005). O ataque de patdgenos em
resposta ao baixo contetdo de fosforo nas plantas € resultado do desenvolvimento radicular
limitado o que por reduzir a absorc¢do de todos os nutrientes (MASCHENER, 2012).

Quando se compara a exigéncia nutricional da cultura com o encontrado no trabalho
verifica-se que as adubac0es feitas ndo tém suprido as necessidades da cultura. Resposta essa
que pode estar ocorrendo devido ao esgotamento da fertilidade solo. A associacdo dessas
caracteristicas acaba por favorecer problemas fitossanitarios como o aparecimento de murchas
por FOL como observado na pesquisa.
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4 CONCLUSOES

1. As préaticas de manejo do solo e da cultura adotadas pelos produtores da regido de

3.

Nova Friburgo contribuem para a dispersao e sobrevivéncia do inéculo do patégeno
nas lavouras e na regido;

O efeito negativo das praticas de manejo adotadas sobre a conservacdo e fertilidade do
solo resultam em condicdes mais favoraveis ao patdgeno e ao desenvolvimento da
doenga;

Praticas adequadas de manejo do solo da regido, correcdo da acidez do solo e uso de
cultivares resistentes a raca 3 devem ser adotados na regido.
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CARACTI;RIZAQAO DE ACESSOS DE TOMATEIRO QUANTO A
RESISTENCIA AS RACAS 1, 2 E 3 DE Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici
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RESUMO

A principal estratégia para controle da murcha-de-fusario do tomateiro, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), é a resisténcia genética. Até entdo j& foram relatadas trés
racas fisioldgicas de FOL, racas 1, 2 e 3, identificadas com base na capacidade de infectarem
variedades com genes especificos de resisténcia. No entanto, a disponibilidade de cultivares
resistentes as trés racas, especialmente a raca 3, € muito limitada. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a resisténcia/suscetibilidade de cerca de 100 acessos de tomateiro (Colecdo de
Germoplasma do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ) as racas 1, 2 e 3 de FOL, e testar
diferentes métodos de avaliacdo e de andlise. Mudas foram inoculadas com suspensdo de
esporos de cada uma das trés racgas, aos 20 dias ap0s a semeadura, e avaliadas 21 dias ap0s
com a atribuicdo de notas descritivas de severidade e medigdo da porcentagem de infeccdo do
sistema vascular e do comprimento e massa fresca da parte aérea e das raizes. Como padréo,
utilizaram-se cinco variedades diferenciadoras. Houve alta correlagdo entre as avaliacOes
feitas com escala de notas e a medicéo da porcentagem de infeccdo do sistema vascular estes
se correlacionaram de forma negativa com a massa fresca e comprimento de raiz e parte
aérea. Identificaram-se 22 acessos com reacdo semelhante a imune a raca 1 (MMBF 01/96):
ENAS 1019, ENAS 1121, ENAS 1123, ENAS 1126, ENAS 1127, ENAS 1228, ENAS 1245,
ENAS 1402, ENAS 1406, ENAS 1605, ENAS 2018, ENAS 2020, ENAS 2023, ENAS 2029,
ENAS 2033, ENAS 2047, ENAS 2051, ENAS 2052, ENAS 2054, ENAS 2055, ENAS 2056 e
o0 hibrido Mascote. Quanto a raca 2, (MMBF 02/96 e MMBF 152/12) identificaram-se cinco
acessos com reagdo SI: ENAS 2018, ENAS 2023, ENAS 2029, ENAS 2054 e ENAS 2055.
Nenhum dos acessos testados apresentou reacdo Sl ou de resisténcia parcial (AR) a raca 3
(FUS 2903). A variavel escala de notas e % de infeccdo se correlacionou positivamente,
podendo ambos os métodos ser utilizados na classificacdo de cultivares resistentes e
suscetiveis. Contudo tais variaveis correlacionaram-se negativamente com massa fresca e
comprimento de raiz e parte aérea, mostrando que maiores valores correspondem ao menor
desenvolvimento da planta.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum. Murcha-de-fusario. Acessos. Metodologia.
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ABSTRACT

Three races (races 1, 2 and 3) of the pathogen have been described around the world,
including in Brazil. The main disease control strategy for Fusarium wilt caused by Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici is the use of cultivars with race-specific resistance. However,
most of the cultivars available display resistance only to race 1 and 2 of FOL and a few have
resistance to the three races. The present work aimed to evaluate the resistance/susceptibility
of 100 tomatoes accessions (obtained from the germoplasm collection - Department of Crop
Science of the UFRRJ) to the three races of the pathogen, as well as, to test different methods
of evaluation and analysis.The seedlings were inoculated with spore suspension solution 20
days after sowing and the severity was evaluated 21 days after inoculation with Fusarium.
The analysis performed was based in the using scale of grades, evaluation of vascular
discoloration, stem length and fresh weight of shoots and roots. Five differential cultivars
were used as control. Scale of grades and vascular discoloration has showed high positive
correlation and these variables correlated negatively with fresh weight and length of root and
shoot. 22 tomatoes accessions displayed an immune-like resistant reaction to race 1 (MMBF
01/96): ENAS 1019, ENAS 1121, ENAS 1123, ENAS 1126, ENAS 1127, ENAS 1228,
ENAS 1245, ENAS 1402, ENAS 1406, ENAS 1605, ENAS 2018, ENAS 2020, ENAS 2023,
ENAS 2029, ENAS 2033, ENAS 2047, ENAS 2051, ENAS 2052, ENAS 2054, ENAS 2055,
ENAS 2056 and Mascote. For the race 2 (MMBF 02/96 and MMBF 152/12), five accessions
displayed immune-like resistant reaction: ENAS 2018, ENAS 2023, ENAS 2029, ENAS 2054
and ENAS 2055. No resistance to race 3 (FUS 2903) was identified in the accessions
evaluated. The scale of grades and vascular discoloration correlated positively and both
methods can be used to identify tolerant and susceptible genotypes to Fusarium wilt.
However, these variables correlated negatively with fresh weight and length of roots and
shoots, showing that higher values correspond to lower plant development.

Key words: Solanum lycopersicum. Fusarium wilt. Acession. Methodology.

99



1 INTRODUCAO

O tomateiro é uma hortalica de grande importancia econémica e social no Brasil e no
mundo, decorrente do alto volume produzido e comercializado e contingente de mé&o de obra
empregado, especialmente no segmento para consumo in natura. O Brasil se enquadra na
nona posi¢do no ranking mundial de maiores produtores de tomate com uma produgéo de 3,7
milhGes de toneladas anuais, produzidos em cerca de 57.590 ha (IBGE, 2017). O maior pais
produtor € a China com producdo de aproximadamente 52 milhGes de toneladas (FAOSTAT,
2017).

A cultura e bastante exigente em manejo e tratos culturais e sujeita a varios problemas
fitossanitarios que podem afetar severamente a produtividade e qualidade dos frutos. As
doencas, em especial as causadas por patdgenos de solo, podem inviabilizar o seu cultivo em
areas contaminadas por varios anos (MCGOVERN, 2015). Entre estas, estd a murcha-de-
fusério, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W. C. Snyder e N. H.
Hansen (FOL), que infecta e coloniza o sistema vascular das plantas, afetando diretamente a
produtividade e a qualidade dos frutos (AGRIOS, 2005). O fungo é habitual do solo onde
pode sobreviver por mais de dez anos, seja como saprofita em restos culturais e,
principalmente, por estruturas de resisténcia, os clamidésporos (MCGOVERN, 2015). O
patdgeno penetra inicialmente pelas raizes e em seguida infecta e coloniza os vasos do xilema
resultando na deposicdo de esporos e micélio do fungo além da producdo pela planta de
gomas e tiloses com consequente descoloracao e entupimento dos vasos (AGRIOS, 2005) que
resultam amarelecimento das folhas baixeiras, murcha e, em casos mais severos, morte da
planta (MA et al., 2013).

A murcha-de-fusario é de ocorréncia generalizada em diferentes regides onde se
cultiva o tomateiro com maiores perdas quando predominam temperaturas mais elevadas
(cerca de 28°C), cultivo em solos acidos e plantio de cultivares suscetiveis a(s) raca(s)
predominante(s) na area (REIS et al., 2005; MCGOVERN, 2015). Até entdo ja foram
descritas trés racas do patdgeno, racas 1, 2 e 3. A raca 1 foi identificada em 1886 por Booth
(BOOTH, 1971), a raca 2 em 1945 por Alexandre e Tucker em Ohio (ALEXANDRE e
TUCKER, 1945) e a raga 3 em 1978 por Grattidge ¢ O’Brien na Australia (GRATTIDGE e
O’BRIEN, 1982). Estas trés racas ja foram relatadas no Brasil, sendo as racas 1 e 2 de
distribuicdo mais generalizada e a raca 3, de ocorréncia mais restrita. A raca 3 foi pela
primeira vez reportada no Brasil em Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo (REIS et al.,
2005) e, posteriormente, nos municipios de Sdo José de Ubéa e Itaocara, Estado do Rio de
Janeiro (REIS e BOITEUX, 2007) na Bahia (BARBOZA et al., 2013) e em Minas Gerais
(GONCALVES et al., 2013).

As racas de FOL séo classificadas com base em suas habilidades de infectar uma serie
de variedades diferenciadoras portadoras de genes especificos de resisténcia: I, 1-2 e 1-3 que
conferem resisténcia as ragas 1, 2 e 3, respectivamente (TAKKEN e REP, 2010). Isto ocorre,
pois FOL produz fatores de viruléncia, proteinas SIX (secreted in xylem) que podem ser
reconhecidas e bloqueadas, ou ndo, pelos genes especificos de resisténcia. Dessa forma a
presenca do gene | em tomateiro confere resisténcia a raca 1, podendo a planta ser infectada
pelas outras racas, 1-2 confere resisténcia a raca 2 e 1-3 a raga 3, sendo esta Ultima raca capaz
de infectar plantas contendo genes | e I-2 (TAKKEN e REP, 2010; GONZALEZ et al., 2012;
MA et al., 2013). Um novo gene, I-7, que confere resisténcia & raca 3 vem sendo
caracterizado e introgredido em cultivares comerciais de tomateiro e sua presenca também
condiciona resisténcia as ragas 1 e 2 de FOL (GONZALEZ-CENDALES et al., 2016).

O controle da murcha-de-fusario deve ser baseado em um conjunto de estratégias que
visem a reducdo da densidade de inoculo do patdégeno e de sua habilidade de infectar o
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tomateiro. Entre estas estratégias estdo rotacdo de culturas, manejo da fertilidade do solo,
controle quimico e bioldgico e, principalmente, uso de cultivares resistentes, mesmo que
sejam como porta-enxerto (MCGOVERN, 2015). O controle quimico ndo é recomendavel
devido a sua baixa eficiéncia principalmente por se tratar de um fungo habitual do solo
(SRIVASTAVA et al., 2010). O controle biologico, apesar de bastante estudado
(SHANMUNGAM e KANOUIJIA, 2011; ROCHA e MOURA, 2013; ROCHA et al., 2017),
ainda tem aplicacdo pratica limitada. Dessa forma, o uso de cultivares resistentes é a
estratégia mais pratica, econdmica e ecologicamente correta (MCGOVERN, 2015).

A caracterizacdo de genotipos de tomateiro quanto a resisténcia as racas de FOL tem
sido feita em testes com inoculacdo de mudas e avaliagdes com auxilio de escala descritivas
com notas baseadas em sintomas externos e/ou descoloracdo vascular (FUCHS et al., 1997;
SANTOS, 1997; REIS e BOITEUX, 2007; SRINIVASAN et al., 2009). A avaliacdo da
severidade baseada apenas em sintomas externos pode levar a erros, pois outros fatores,
bidticos ou abidticos, também podem induzir murchas e amarelecimento de folhas. Desta
forma, esta pode ser complementada com avaliacBes da ocorréncia e extensdo da necrose
vascular em amostras destrutivas (MAFFIA e MIZUBUTI, 2005) de forma a se obter dados
guantitativos da intensidade da doenca e dados de desenvolvimento da planta, como o
acumulo de massa.

O uso de cultivares resistentes assume especial importancia em cultivos organicos
pelas restricdes legais a uma série de estratégias normalmente aceitas em cultivos
convencionais. A busca de novos gendtipos resistentes € essencial face a eminente restricao
ao uso de sementes comerciais e cultivares hibridas (MAPA, 2011).

O Departamento de Fitotecnia da UFRRJ vem, desde 2005, avaliando e selecionando
acessos de tomateiro para agricultores familiares e agricultura organica. A colecédo conta hoje
com mais de 300 acessos que ja foram, parcialmente, avaliados ou caracterizados quanto a
critérios fitotécnicos, qualidades fisico-quimicas, aceitacdo pelo mercado e resisténcia a
importantes doengas da cultura como requeima, causada por Phytophthora infestans, e
mancha-de-estenfilio, causada por Stemphylium solani e Stemphylium lycopersici, visando seu
uso em programas de melhoramento ou recomendacao para este segmento.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos: (a) identificar acessos
resistentes que possam ser indicados para o cultivo ou programa de melhoramento de
tomateiro para a agricultura familiar e organica; (b) avaliar a reatividade diferencial as racas 1
2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici de acessos de tomateiro do banco de germoplasma do
Departamento de Fitotecnia da UFRRJ por meio de ferramentas multivariadas e; (c)
padronizar a metodologia de avaliacdo e analise de resisténcia a murcha-de-fuséario.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em condicGes de casa de vegetacdo no setor de
Horticultura e no Laboratoério de Epidemiologia e Patologia de Sementes do Departamento de
Fitotecnia da UFRRJ, em intervalos, no periodo de novembro de 2014 a janeiro de 2017.
Avaliaram-se cerca de 100 acessos de tomateiro pertencentes ao Banco de Germoplasma do
Departamento de Fitotecnia da UFRRJ quanto a resisténcia as racas 1, 2 e 3 de FOL (Figura
16).

Figura 16. Conducdo em casa de vegetacdo de acessos quanto a resisténcia a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. A) Raca 1 (MMBF 01/96). B) Raca 2 (MMBF 02/96 e MMBF
152/12) e; C) Raga 3 (FUS 2903).

Como indculo nos diferentes ensaios, utilizaram-se quatro isolados de FOL: MMBF
01/96 (raca 1), MMBF 02/96 (raca 2) e MMBF 152/12 (raca 2), adquiridos junto a Colecdo de
Culturas Fungicas Micoteca “Madrio Barreto Figueiredo”, Instituto Bioldgico, SP
(INSTITUTO BIOLOGICO, 2010) e; FUS 2903 (raca 3) obtido de plantas de tomate em
Nova Friburgo, RJ.

Os isolados foram previamente identificados, em ensaio anterior, quanto as ragas com o
uso da série diferenciadora de racas — ‘Ponderosa’, suscetivel as ragas 1, 2 ¢ 3; ‘Caline IPA-7’
e ‘Santa Clara Miss Brasil’, resistentes a raca 1; ‘Floradade’ resistente as racas 1 e 2; e S.
pennellii ‘LA 716°, resistente as racas 1, 2 e 3 (Capitulo 1). Uma vez confirmada a viruléncia
e as racas dos respectivos isolados, estes foram reisolados e preservados em 6leo mineral e
solo para utilizacdo nos experimentos.

2.1 Caracterizacao de Acessos de Tomateiro quanto a Resisténcia as Ragas 1, 2 e 3 de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Utilizaram-se como diferenciadoras variedades previamente identificadas e citadas
como resistentes as ragas 1, 2 e 3 de FOL. Para avaliacdo da resisténcia a raga 1, utilizou o
isolado MMBF 01/96 e, como padrGes de suscetibilidade/resisténcia as variedades
‘Ponderosa’ (suscetivel as racas 1, 2 e 3), ‘Caline IPA-7° e ‘Santa Clara Miss Brasil’
(resistentes a raca 1). Para avaliagdo da resisténcia a racga 2, utilizaram-se os isolados MMBF
02/96 e MMBF 152/12 e como padrdes de suscetibilidade/resisténcia as variedades
‘Ponderosa’, ‘Santa Clara Miss Brasil’ e ‘Caline IPA-7’, ‘Floradade’ (resistente as ragas 1 e
2) e S. pennellii ‘LA 716’ (resistente as ragas 1, 2 e 3). Para avaliacdo da resisténcia a raca 3,
utilizou-se o isolado FUS 2903 e como padrbes de suscetibilidade/resisténcia as variedades
‘Ponderosa’, ‘Santa Clara Miss Brasil’, ‘Caline IPA-7’, ‘Floradade’ e S. pennellii ‘LA 716°.

Como indculo, utilizaram-se suspensfes de esporos em agua destilada e autoclavada
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contendo 1 x 10° microconidios mL™, ajustada em camara de Neubaer. Os esporos foram
obtidos a partir de culturas crescidas em placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar
(BDA) por 14 dias a 25°C sob 12 horas de luz.

As mudas dos diferentes gendtipos foram produzidas em bandejas de plastico de 200
células contendo substrato comercial autoclavado e mantidas em casa de vegetacdo. Aos 20
dias ap6s o semeio, coletaram-se as mudas, lavaram-se e cortaram-se as extremidades das
raizes a 2,0 cm da porcdo apical. Em seguida, imergiram-se as raizes na suspensao de
conidios por 5 minutos. Como tratamento controle imergiram-se as raizes em agua destilada e
autoclavada. ApoOs a inoculacdo, transplantaram-se as mudas para tubetes (6,3 x 13 cm)
contendo mistura autoclavada (120°C e 1 atm por 60 minutos em dois dias consecutivos) de
solo, areia e substrato comercial (1:1:1). Apés o transplante, adicionaram-se 2,0 mL da
suspensdo de conidios a cada tubete. No tratamento controle, adicionaram-se 2,0 mL de agua
destilada e autoclavada. No dia do transplante e semanalmente foi adicionada solucéo
nutritiva segundo Hoagland e Arnon (1950).

Avaliaram-se as plantas aos 21 dias ap6s a inoculacdo utilizando-se trés critérios: (a)
severidade estimada por escala descritiva (SANTOS, 1997); (b) extensdo da haste colonizada
em relacdo ao comprimento da planta (% infeccdo - 1); (c) desenvolvimento das plantas -
massa fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR) e comprimento da parte aérea (CPA) e
da raiz (CR).

No primeiro critério, atribuiram-se notas de acordo com os sintomas observados, sendo:
(1) plantas sem sintomas; (2) plantas sem sintomas de murcha ou amarelecimento, mas com
escurecimento vascular; (3) plantas com escurecimento vascular e com murcha ou
amarelecimento foliar; (4) plantas com murcha intensa, associada com amarelecimento e
necrose foliar e; (5) plantas mortas (SANTOS, 1997). Com base nas notas de severidade
atribuidas a cada planta, calcularam-se as meédias para cada gendtipo e, em seguida,
agruparam-se estes em cinco classes: 1,0= semelhante & imune (SlI); 1,1-2,0= altamente
resistente (AR); 2,1-3,0= medianamente resistente (MR); 3,1-4,0= suscetivel (SU) e; 4,1-5,0=
altamente suscetivel (AS) (REIS et al., 2004). No segundo critério, mediu-se a extensdo dos
feixes vasculares necrosados e a extensdo total das hastes e com base nestas medidas
calculou-se a relacdo entre estas e 0s dados foram expressos em porcentagem de infeccdo
(1%) (CARVALHO, 2003). Para determinagdo do desenvolvimento das plantas, mediu-se o
comprimento das hastes e das raizes com auxilio de régua milimetrada e determinou-se a
massa fresca de ambas em balan¢a semianalitica.

Utilizou o delineamento inteiramente ao acaso com sete repeticdes, senda cada repeticao
uma planta inoculada. Para avaliacdo da resisténcia a raca 1, utilizaram-se 96 acessos mais 3
variedades diferenciadoras. Para avaliacdo da resisténcia a raca 2, utilizaram-se 96 acessos
mais 3 (MMBF 02/96) e 4 (MMBF152/12) variedades diferenciadoras. Para avaliacdo da
resisténcia a raca 3, utilizaram-se 97 acessos mais cinco variedades diferenciadoras. Como
controle, utilizaram-se quatro plantas ndo inoculadas de cada genoétipo.

2.2 Analise Estatistica

Inicialmente, realizou-se a andlise de correlacdo de Pearson entre dados de severidade,
avaliados com base na porcentagem de infec¢do do sistema vascular (1%) e notas atribuidas
(N) (SANTOS, 1997; REIS et al., 2004) e dados de desenvolvimento das plantas, massa
fresca e comprimento de parte aérea (MFPA, CPA) e de raiz (MFR, CR). Efetuou-se, ainda
uma analise de regressdo entre N e 1% ajustando o modelo de acordo com a significancia do
teste F, ao nivel de 5%, e pelo coeficiente de determinacdo (R?) e os dados expressos
graficamente utilizando o programa SigmaPlot.
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Visando o agrupamento dos acessos conforme a resposta de reacdo a FOL procedeu-se
a aplicacdo das metodologias componentes principais e UPGMA, respectivamente anélises de
dispersdo e agrupamento. Para a analise de componentes principais (ACP), os graficos foram
plotados conforme Cruz e Carneiro (2003). Segundo os autores € necessario acumular no
minimo 80% da variacdo nos primeiros dois ou trés componentes principais, 0 que
caracterizard, conforme a magnitude da estimativa, uma plotagem bidimensional ou
tridimensional.

Estimou-se ainda a distancia de Mahalanobis para obtencdo da matriz fenética, na qual
foi utilizada para a estimacdo da matriz cofenética via metodologia UPGMA (Unweighted
pair-group method using an arithmetic average). O resultado desta analise foi a confeccéo de
um dendrograma contendo todos os tratamentos analisados. Estimou-se também a correlacao
cofenética (CCC) entre as referidas matrizes (SOKAL e ROHLF, 1962) e o Teste de Mantel
com 1000 permutacgdes. O nimero de grupos no dendrograma foi estimado conforme Kelley
et al. (1996).

As andlises estatisticas foram realizadas no Programa R, versio 2.14.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Correlacdo entre Severidade da Murcha-de-Fusario e Desenvolvimento de Plantas
de Tomateiro Inoculadas com Quatro Isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici

Observaram-se coeficientes de correlacdo (r) significativos e negativos entre a
estimativa da severidade obtida com base na escala de notas, N, (SANTOS, 1997; REIS et al.,
2004) e porcentagem de infeccéo do sistema vascular, 1%, (CARVALHO, 2003) com a massa
fresca e comprimento de parte aérea (MFPA, CPA) e de raiz (MFR, CR) (Tabela 13).

Tabela 13. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre dados de severidade da doenca,
avaliada com base em escala de notas (N), porcentagem de infeccdo vascular (1%) e
desenvolvimento da planta, expresso em massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca de
raiz (MFR), comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR), obtidos em
mudas de diferentes gendétipos de tomateiro inoculadas com quatro isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, MMBF 01/96 (raga 1), MMBF 02/96 e MMBF 152/12 (raga 2) e
FUS 2903 (raca 3).

Coeficiente de correlagdo (r)

Isolado MMBF 01/96 (Raga 1)

Variaveis N 1% MFPA MFR CPA CR

N 1,0000

1% 0,9510 1,0000

MFPA -0,8693 -0,9181 1,0000

MFR -0,7806 -0,8078 0,8938 1,0000

CPA -0,7628 -0,8143 0,8871 0,7769 1,0000

CR -0,7196 -0,6840 0,7659 0,7809 0,6938 1,0000
Isolado MMBF 02/96 (Raga 2)

N 1,0000

1% 0,8677 1,0000

MFPA -0,5957 -0,7186 1,0000

MFR -0,4092 -0,4982 0,7203 1,0000

CPA -0,5565 -0,7261 0,6506 0,5827 1,0000

CR -0,4048 -0,4723 0,5682 0,5289 0,5633 1,0000
Isolado MMBF 152/12 (Raga 2)

N 1,0000

1% 0,9229 1,0000

MFPA -0,5523 -0,6264 1,0000

MFR -0,4570 -0,5390 0,7237 1,0000

CPA -0,7182 -0,7618 0,8585 0,7241 1,0000

CR -0,5547 -0,4895 0,3352 0,5368 0,5102 1,0000

Isolado FUS 2903 (Raca 3)

N 1,0000

1% 0,7615 1,0000

MFPA -0,8815 -0,6006 1,0000

MFR -0,6658 -0,2337 0,8744 1,0000

CPA -0,9113 -0,6272 0,9452 0,8473 1,0000

CR -0,8044 -0,3943 0,9198 0,9071 0,9342 1,0000

Dados obtidos em sete plantas de aproximadamente 100 genétipos distintos de tomateiro.

105



De forma geral, as correlacbes foram mais estreitas entre a severidade da doenca e 0
desenvolvimento da parte aérea que o da raiz, e quando avaliadas com base em 1%. Estas
correlacdes negativas entre severidade da doenca e desenvolvimento das plantas resultam da
reducdo do fluxo de agua e nutrientes pela colonizacdo e blogueio dos vasos do xilema e,
consequentemente, murchas, deficiéncia nutricional e subdesenvolvimento das plantas ou,
morte, em casos mais severos (AGRIOS, 2005). O desenvolvimento da planta é afetado
proporcionalmente a severidade dos sintomas (GHAEMI et al., 2011).

Observaram-se coeficientes r significativos e positivos entre as duas varidveis
utilizadas para quantificar a severidade da doenca, N e 1%, sendo estes de 95,10%, 86,77%,
92,29% e 76,15% para os isolados MMBF 01/96 (raca 1), MMBF 02/96 e MMBF 152/12
(raca 2) e FUS 2903 (raca 3) (Tabela 13).

Para todos os isolados, exceto FUS 2903, houve uma maior frequéncia de N variando
de 2 a 4 e de 1% de 30% a 90%. Para o isolado FUS 2903, houve uma concentracdo de N
entre 4 e 5 e 1% de 80% a 100%, indicando alta suscetibilidade dos acessos a raga 3.

A relacdo entre N e 1% foi linear e positiva, 0 que sugere a evolucdo dos sintomas
como previsto na escala com o avanco da infec¢do do sistema vascular. Para o isolado FUS
2903, porém, ao qual a maioria dos acessos foram suscetiveis ou altamente suscetiveis, o
ajuste foi realizado pela funcdo quadratica (R°=0,84) e o coeficiente de correlacéo de Pearson
menor (r=0,76). O resultado destas interacdes, isolado FUS 2903 de FOL x gendtipos de
tomateiro, pode estar relacionado a rapida colonizagdo do sistema vascular e rapida expressao
dos sintomas, murchas e amarelecimento e necrose de folhas, e a dificuldade em se classificar
diferencas entre as notas 3 e 4. Nota-se, por exemplo, alta frequéncia de casos com 100% de
infeccdo do sistema vascular, mas com notas variando de 4 a 5 (Figura 17, Tabela 14 e Tabela
15).
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Figura 17. Porcentagem de infeccdo do sistema vascular (1%) observada em diferentes
amostras de plantas e correspondentes notas de severidade (SANTOS, 1997; REIS et al.,
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2004), observadas em 100 acessos de tomateiro inoculados com quatro isolados de trés
diferentes ragas Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici: A) MMBF 01/96 (racas 1); B) MMBF
02/96 (raca 2); C) MMBF 152/12 (raca 2) e D) FUS 2903 (raca 3).

Tabela 14. Esquema comparativo da resisténcia dos acessos as racas 1 e 3 (FUS 2903) de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, onde N corresponde a notas e | a porcentagem de
infeccdo do sistema vascular, classes de reacdo segundo a escala de Reis et al. (2004) e grupo
pertencente segundo andlise estatistica por Mahalanobis (continua).

Raca 1 (MMBF 01/96)

Raca 3 (FUS 2903)

CULT | N  Reacdo Grupo CULT | N  Reacdo Grupo
CALINEIPA7 0,00 1,00 Sl VI S.pennellii LA716 0,00 1,00 Sl |
ENAS 1019 0,00 1,00 Sl VI MASCOTE 64,77 3,00 MR Il
ENAS 1121 0,00 1,00 Sl VI BRS IMIGRANTE 89,09 3,14 SuU VII
ENAS 1223 0,00 1,00 Sl XI ENAS 2024 100,00 3,29 SuU VI
ENAS 1226 0,00 1,00 Sl XI ENAS 1214 83,33 3,43 SuU v
ENAS 1227 0,00 1,00 Sl XI ENAS 1216 85,97 3,43 SU VI
ENAS 1228 0,00 1,00 Sl XI ENAS 2033 87,14 3,71 SuU \%
ENAS 1245 0,00 1,00 Sl VI ENAS 1218 88,09 3,86 SuU VIII
ENAS 1402 0,00 1,00 Sl VI ENAS 1037 90,65 3,86 SuU VI
ENAS 1406 0,00 1,00 Sl VI ENAS 1601 93,45 3,86 SuU VI
ENAS 1605 0,00 1,00 Sl VI ENAS 1402 100,00 3,86 SuU i
ENAS 2018 0,00 1,00 Sl VII ENAS 1404 100,00 3,86 SuU VI
ENAS 2020 0,00 1,00 Sl VI ENAS 2029 100,00 3,86 SuU VII
ENAS 2023 0,00 1,00 Sl VI ENAS 1228 83,72 4,00 SU VI
ENAS 2029 0,00 1,00 Sl VIl ENAS 1007 98,33 4,00 SuU VII
ENAS 2033 0,00 1,00 Sl VI ENAS 2010 100,00 4,00 SU VI
ENAS 2047 0,00 1,00 Sl XI ENAS 2018 94,79 4,14 AS VIII
ENAS 2051 0,00 1,00 Sl VI ENAS 1031 96,30 4,14 AS VI
ENAS 2052 0,00 1,00 Sl VI ENAS 2023 100,00 4,14 AS VIII
ENAS 2054 0,00 1,00 Sl VI ENAS 2015 85,563 4,29 AS VIl
ENAS 2055 0,00 1,00 Sl VI ENAS 1121 88,90 4,29 AS VIII
ENAS 2056 0,00 1,00 Sl VI ENAS 1227 90,05 4,29 AS VIl
MASCOTE 0,00 1,00 Sl IX ENAS 2011 95,09 4,29 AS VIII
SANTA CLARA 0,00 1,00 SI VI ENAS 1078 95,69 4,29 AS VI
ENAS 1229 750 1,43 AR X ENAS 1217 95,86 4,29 AS VIII
ENAS 1404 28,57 1,57 AR VI ENAS 1406 97,39 4,29 AS VI
ENAS 2045 21,85 1,57 AR VI ENAS 1223 100,00 4,29 AS VIII
ENAS 2024 30,31 1,71 AR Vil ENAS 2020 100,00 4,29 AS VI
ENAS 1218 27,41 1,86 AR X ENAS 2031 100,00 4,29 AS VIII
ENAS 1601 30,96 2,00 AR v ENAS 2046 100,00 4,29 AS VIl
ENAS 1217 66,28 2,14 MR v SANTA CLARA 100,00 4,29 AS VI
ENAS 2015 2857 214 MR VI ENAS 2041 84,03 4,43 AS VIII
ENAS 2028 3781 2,14 MR Vv ENAS 2037 90,60 4,43 AS VI
ENAS 2040 55,31 2,29 MR v ENAS 2021 9550 4,43 AS VI
ENAS 1214 44,72 2,43 MR \% ENAS 1008 96,50 4,43 AS VIII
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Tabela 14. Continuagéo.

ENAS 1401 54,67 2,43 MR \Y
ENAS 1604 61,68 2,43 MR v
ENAS 2038 56,95 2,43 MR v
ENAS 2046 53,83 2,43 MR v
ENAS 1060 67,83 2,57 MR v
ENAS 2003 57,47 2,57 MR \%
ENAS 2005 45,36 2,57 MR \Y
ENAS 2006 72,97 2,57 MR v
ENAS 2041 7290 2,57 MR v
ENAS 1026 84,49 271 MR v
ENAS 1031 61,68 2,71 MR \%
ENAS 1032 5545 2,71 MR \%
ENAS 1136 5542 2,71 MR \%
ENAS 1153 55,09 2,71 MR \%
ENAS 1219 5544 2,71 MR \%
ENAS 1403 7491 2,71 MR v
ENAS 2002 50,06 2,71 MR \%
ENAS 2008 57,60 2,71 MR v
ENAS 2031 68,34 2,71 MR v
ENAS 1037 67,56 2,86 MR \%
ENAS 1120 75,36 2,86 MR \%
ENAS 1224 29,92 2,86 MR 1
ENAS 2004 76,52 2,86 MR \%
ENAS 2012 64,41 2,86 MR \%
ENAS 2026 71,26 2,86 MR v
ENAS 2030 94,59 2,86 MR \Y
ENAS 1007 82,94 3,00 MR \%
ENAS 1010 74,49 3,00 MR \Y
ENAS 1016 73,33 3,00 MR \%
ENAS 1078 70,05 3,00 MR \Y
ENAS 1242 55,94 3,00 MR \%
ENAS 2037 69,24 3,00 MR \Y
ENAS 1143 70,77 3,14 SuU V
ENAS 1158 78,45 3,14 SuU V
ENAS 1250 71,36 3,14 SuU V
ENAS 2011 40,13 3,14 SuU I
ENAS 2016 69,49 3,14 SuU V
ENAS 2022 79,32 3,14 SuU V
ENAS 2027 72,64 3,14 SuU V
PONDEROSA 65,98 3,14 SuU V
ENAS 1006 86,70 3,29 SuU V
ENAS 1012 75,07 3,29 SuU V
ENAS 1124 78,86 3,29 SuU \%
ENAS 1216 69,70 3,29 SuU V

FLORADADE
ENAS 1401
ENAS 1017
ENAS 1245
ENAS 2005
ENAS 2013
ENAS 2026
ENAS 1229
ENAS 2008
ENAS 2016
ENAS 2025
ENAS 2027
ENAS 2051
ENAS 2056
ENAS 1016
ENAS 1006
ENAS 1013
ENAS 1029
ENAS 1122
ENAS 1158
ENAS 1603
ENAS 2012
ENAS 2030
ENAS 2040
ENAS 2045

PAB
ENAS 2042
ENAS 2006
ENAS 2053
ENAS 1153
ENAS 1136
ENAS 1012
ENAS 1224
ENAS 1019
ENAS 1026
ENAS 1032
ENAS 1124
ENAS 1125
ENAS 1225
ENAS 1240
ENAS 1242
ENAS 1249
ENAS 1605
ENAS 2028

97,80
99,79
100,00
100,00
100,00
100,00
85,42
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
86,25
95,10
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
92,32
94,81
95,19
95,79
96,54
98,80
99,72
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

4,43
4,43
4,43
4,43
4,43
4,43
4,57
4,57
4,57
4,57
4,57
4,57
4,57
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,71
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86
4,86

AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS

VIl
VIII
VIl
VIII
VIII
VIII
VI
VIII
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIl
VIII
VIII
VIII
VIII
VIII
VIII
VIII
VIII
VIII
VIII
VIII
VIl
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Tabela 14. Continuacéo.

ENAS 1225 80,33 3,29 SuU \% ENAS 2038 100,00 4,86 AS VIII
ENAS 1249 8571 3,29 SuU I CALINE IPA7 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 1603 75,85 3,29 SuU \% ENAS 1010 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 2010 59,13 3,29 SuU \% ENAS 1033 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 2053 72,89 3,29 SuU \% ENAS 1060 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 1008 89,96 3,43 SuU \% ENAS 1120 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 1033 84,18 3,43 SuU \% ENAS 1126 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 1122 79,43 3,43 SuU \% ENAS 1143 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 1126 87,26 3,43 SuU \% ENAS 1219 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 1240 92,00 3,43 SuU \% ENAS 1226 100,00 5,00 AS VIl

PAB 82,94 343 SuU \% ENAS 1250 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 1017 87,45 3,57 SuU \% ENAS 1403 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 2013 73,82 3,57 SuU \% ENAS 1604 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 2021 75,76 3,57 SuU \% ENAS 2002 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 2025 72,25 3,57 SuU \% ENAS 2003 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 2042 100,00 3,57 SuU | ENAS 2004 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 1125 71,59 3,71 SuU \% ENAS 2007 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 2007 96,79 4,00 SuU \% ENAS 2022 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 1013 89,38 4,14 AS \% ENAS 2047 100,00 5,00 AS VIII
ENAS 1029 93,89 4,29 AS \% ENAS 2052 100,00 5,00 AS VIl

ENAS 2054 100,00 5,00 AS VIl
ENAS 2055 100,00 5,00 AS VIII
PONDEROSA 100,00 5,00 AS VIl

Tabela 15. Esquema comparativo da resisténcia dos acessos as racas 2 (MMBF 02/96 e
MMBF152/12) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, onde N corresponde a notas e | a
porcentagem de infec¢do do sistema vascular, classes de reacdo segundo a escala de Reis et al.
(2004) e grupo pertencente segundo analise estatistica por Mahalanobis (continua).

Raca 2 (MMBF 02/96) Raca 2 (MMBF 152/12)

CULT I N Reacdo Grupos CULT | N  Reacdo Grupo
ENAS 1226 0,00 1,00 Sl VIl ENAS 1223 0,00 1,00 Sl I
ENAS 1229 0,00 1,00 SI I ENAS 2018 0,00 1,00 Sl I
ENAS 2018 0,00 1,00 Sl I ENAS 2020 0,00 1,00 Sl I
ENAS 2023 0,00 1,00 SI I ENAS 2023 0,00 1,00 Sl I
ENAS 2029 0,00 1,00 Sl I ENAS 2029 0,00 1,00 Sl I
ENAS 2033 0,00 1,00 SI I ENAS 2054 0,00 1,00 Sl 1
ENAS 2054 0,00 1,00 Sl VIl ENAS 2055 0,00 1,00 Sl 1
ENAS 2055 0,00 1,00 SI VIl ENAS 2056 0,00 1,00 Sl 1

FLORADADE 0,00 1,00 SI I S. pennellii LA716 0,00 1,00 Sl I
ENAS 2020 341 133 AR | FLORADADE 0,00 1,00 Sl 11
ENAS 1223 1413 150 AR VI ENAS 2033 588 1,29 AR |
ENAS 1404 31,13 1,83 AR VIl ENAS 1226 1518 1,71 AR I
ENAS 1218 4568 2,17 MR Vi ENAS 1216 20,88 18 AR v



Tabela 15. Continuagéo

ENAS 1402 46,55 2,17 MR \%
ENAS 1603 30,01 2,17 MR VI
ENAS 2024 3583 217 MR I
ENAS 2056 891 217 MR VI
ENAS 2006 4290 233 MR VI
ENAS 2038 37,59 2,33 MR VI
MASCOTE 18,61 2,33 MR VIl
ENAS 1019 4460 250 MR VI
ENAS 2002 50,60 250 MR VI
ENAS 2007 68,09 250 MR \%
ENAS 1214 29,18 267 MR VI
ENAS 1227 27,19 2,67 MR VI
ENAS 1245 41,44 2,67 MR VI
ENAS 1406 3572 2,67 MR \%
ENAS 1601 49,59 2,67 MR VI
ENAS 1605 38,35 2,67 MR Il
ENAS 2028 40,64 2,67 MR \
ENAS 2031 4558 2,67 MR VI
ENAS 2037 39,15 267 MR VI
ENAS 2042 53,55 2,67 MR \%
ENAS 2045 65,10 2,67 MR VI
ENAS 2051 4420 2,67 MR VI
ENAS 1217 38,98 283 MR VI
ENAS 1228 30,42 2,83 MR VI
ENAS 1240 51,89 283 MR VI
ENAS 1013 53,95 3,00 MR VI
ENAS 1121 32,18 3,00 MR VI
ENAS 1224 53,64 3,00 MR VI
ENAS 2008 71,26 3,00 MR \%
ENAS 2013 44,85 3,00 MR VI
SANTA CLARA 70,47 3,00 MR VI
ENAS 1006 57,01 317 SU VI
ENAS 1026 50,99 3,17 SU VI
ENAS 1031 41,95 317 SU VI
ENAS 1037 46,29 3,17 SU VI
ENAS 1060 4333 317 SU VI
ENAS 1401 32,90 3,17 SU VI
ENAS 2011 58,94 317 SU VI
ENAS 2015 52,73 3,17 SU VI
ENAS 2021 56,56 3,17 SU VI
ENAS 2025 58,47 3,17 SU VI
ENAS 2040 57,60 317 SU VI
ENAS 1016 62,36 3,33 SU VI
ENAS 1136 56,83 3,33 SU VI

MASCOTE 23,95 1,86 AR \Y)
ENAS 1214 36,42 1,86 AR VI
ENAS 1229 30,85 2,00 AR |
ENAS 1153 33,40 2,00 AR VII
ENAS 2024 46,37 2,00 AR VIl
ENAS 1406 3325 214 MR VII
ENAS 2012 39,12 2,14 MR VIII
ENAS 2051 52,94 214 MR VI
ENAS 2013 55,53 2,26 MR  VIII
ENAS 2031 48,01 2,29 MR  VIII
ENAS 2010 51,06 2,29 MR VIl
ENAS 1605 53,49 2,29 MR VI
ENAS 2046 37,30 2,43 MR VI
ENAS 1404 45,95 2,43 MR  VIII
ENAS 1143 50,78 2,43 MR VIl
ENAS 2025 60,66 2,43 MR  VIII
CALINE IPA7 70,52 2,50 MR VIl
ENAS 1158 48,55 2,57 MR  VIII
ENAS 1121 50,65 2,57 MR VI
ENAS 1016 58,48 2,57 MR  VIII
ENAS 1120 64,33 2,57 MR VIl
ENAS 2011 6542 2,57 MR VI
ENAS 1032 70,37 2,57 MR VIl
ENAS 1225 73,03 2,57 MR VI
ENAS 2040 63,36 2,67 MR VIl
ENAS 2028 57,35 2,67 MR VI
ENAS 2041 3311 2,71 MR VIl
ENAS 1078 56,40 2,71 MR VI
ENAS 1242 62,17 2,71 MR VIl
ENAS 1219 68,92 2,71 MR VI
ENAS 2005 71,03 2,71 MR VIl
ENAS 2053 78,68 2,71 MR VIl
ENAS 1136 65,64 2,83 MR VI
ENAS 1218 51,89 2,83 MR VI
ENAS 2038 71,08 2,83 MR VIII
ENAS 1037 50,43 2,86 MR VIII
ENAS 1124 62,96 2,86 MR VIII
ENAS 2015 72,92 2,86 MR VIII
ENAS 2008 74,08 2,86 MR VIII
ENAS 1060 79,78 2,86 MR VIII
ENAS 2022 81,02 2,86 MR \%
ENAS 2047 85,23 2,86 MR VI
ENAS 2007 98,37 2,86 MR VIII
ENAS 1019 52,94 3,00 MR VI
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Tabela 15. Continuacéo.

ENAS 1242 52,66 3,33 SU VI ENAS 1228 56,53 3,00 MR VIII
ENAS 1249 66,77 3,33 SU VI ENAS 1017 62,61 3,00 MR VIl
ENAS 2004 58,94 333 SU VI ENAS 1401 63,63 3,00 MR VI
ENAS 2030 51,73 3,33 SU v ENAS 1403 64,21 3,00 MR VI
PAB 60,31 333 SU VI ENAS 1402 64,77 3,00 MR VIII
ENAS 1017 57,93 350 SU VI ENAS 1122 67,12 3,00 MR VIl
ENAS 1078 36,21 350 SU VI ENAS 2045 68,41 3,00 MR VIII
ENAS 1143 71,04 350 SU VI ENAS 1603 68,64 3,00 MR VI
ENAS 1219 62,42 350 SU VI ENAS 1126 69,65 3,00 MR VIII
ENAS 1250 53,36 3,50 SU VI ENAS 1013 70,15 3,00 MR VI
ENAS 1604 69,39 350 SU VI ENAS 1026 72,24 3,00 MR VI
ENAS 2022 48,23 350 SU VIl ENAS 1227 72,29 3,00 MR  VIII
ENAS 2041 39,10 3550 SU VI ENAS 1125 75,53 3,00 MR VI
ENAS 2053 69,71 3,550 SU VI ENAS 1245 76,52 3,00 MR  VIII
PONDEROSA 71,76 3,50 SU v ENAS 2003 77,70 3,00 MR VI
ENAS 1008 71,12 3,67 SU v ENAS 1031 78,33 3,00 MR  VIII
ENAS 1033 75,51 3,67 SU VI ENAS 2052 78,63 3,00 MR VI
ENAS 2003 57,95 3,67 SU VI ENAS 2042 78,75 3,00 MR  VIII
ENAS 2026 66,35 3,67 SU VI ENAS 1008 81,05 3,00 MR VI
ENAS 2027 60,23 3,67 SU VI ENAS 2021 83,71 3,00 MR  VIII
ENAS 2052 69,14 367 SU VI ENAS 1012 84,27 3,00 MR VI
ENAS 2010 64,02 3,80 SU VI ENAS 2030 84,77 3,00 MR VI
ENAS 1010 68,66 3,83 SU VI PAB 86,15 3,00 MR VI
ENAS 1029 100,00 3,83 SU v ENAS 2006 86,58 3,00 MR VI
ENAS 1032 67,73 383 SU VI ENAS 1249 87,99 3,00 MR VI
ENAS 1120 6586 3,83 SU VI ENAS 1601 88,07 3,00 MR VI
ENAS 1122 56,82 383 SU VI ENAS 1240 89,22 3,00 MR VI
ENAS 1124 80,17 3,83 SU VI ENAS 2016 92,76 3,00 MR VI
ENAS 1125 69,71 383 SU v ENAS 1224 93,75 3,00 MR VI
ENAS 1126 85,09 3,83 SU VI ENAS 1010 66,37 3,14 SU VIII
ENAS 1216 54,65 383 SU VI ENAS 2002 84,90 3,14 SU VI
ENAS 1403 70,20 3,83 SU VI ENAS 2037 87,97 3,14 SU VIII
ENAS 2005 37,60 383 SU VI PONDEROSA 91,81 3,14 SU VIII
ENAS 2016 73,57 3,83 SU VI ENAS 2026 71,18 3,17 SU VIl
ENAS 2047 77,53 383 SU v ENAS 1217 64,65 3,29 SU VII
ENAS 1007 87,31 4,00 SU v ENAS 1604 83,00 3,29 SU VIl
ENAS 1012 74,51 4,00 SU \ ENAS 1250 85,31 3,29 SU VIl
ENAS 1153 54,30 4,00 SU VI ENAS 1033 87,84 3,29 SU VIl
ENAS 1225 86,89 4,00 SU VI ENAS 2004 75,68 3,43 SU VIl
ENAS 2012 56,74 4,00 SU v ENAS 1007 89,85 3,57 SU VIl
ENAS 2046 48,45 4,00 SU VI ENAS 1006 9391 3,71 SU VIl
ENAS 1158 91,11 417 AS v ENAS 2027 80,55 3,83 SU VIl
ENAS 1029 100,00 4,14 AS VIl
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Avaliacdo com base na escala de Santos (1997) leva em consideracdo a presenca ou
ndo de descoloracdo vascular, sem especificar a sua extensdo, e a presenca ou ndo de
sintomas, desde iniciais a severos como murcha intensa e amarelecimento e necrose das
folhas e morte de plantas, distribuidos em cinco classes, e maiores valores em quadros mais
severos. N&o discrimina, porém, a intensidade ou extensdo da necrose vascular. Ou seja, ha
plantas com necrose em toda a extensdo do xilema (1=100%), mas que ndo apresentem
murcha ou murcha severa, poderiam ser atribuidas notas menores, N igual a 2 ou 3,
respectivamente ou, a plantas com menor extensdo de infec¢do do sistema vascular serem
atribuidas notas mais altas (Figura 17, Tabela 14 e Tabela 15). Como a murcha e o
amarelecimento de folhas podem decorrer de estresses hidricos temporarios e deficiéncia
nutricional, respectivamente, erros na atribui¢do das notas sdo passiveis de serem cometidos.
Assim, como as medi¢des do comprimento das plantas e da extensdo da descoloragéo vascular
sdo simples, rapidas e faceis, a sua realizacdo pode ser Gtil e complementar as avaliagbes com
uso da escala de notas em trabalhos com a murcha-de-fusario do tomateiro. A utilizacdo de
ambas as variaveis pode levar a resultados mais precisos, dependendo do objetivo do trabalho
e da precisdo desejada (VALE et al., 2004).

3.2 Caracterizagdo dos Acessos de Tomateiro Quanto a Resisténcia as Racas 1, 2 e 3 de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Alta correspondéncia entre os valores de N e de 1% foram também observadas nas
analises de componentes principais (ACP). Os dois primeiros componentes principais (CP1+
CP2) acumularam 90,69%, 79,82%, 82,06% e 96,04% da variacdo observada nos testes de
inoculacdo dos gendtipos com os isolados MMBF 01/96 (racas 1), MMBF 02/96 (raca 2),
MMBF 52/12 (raca 2) e FUS 2903 (raca 3), plotados em graficos de dispersdo bidimensional,
conforme recomendado por Cruz e Carneiro (2003) (Figura 18).
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Figura 18. Analise da componente principal de genotipos de tomateiro do Banco de
Germoplasma do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ quanto a resisténcia a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, baseado na severidade (Notas), porcentagem de infeccdo
vascular (1%), massa fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR), comprimento da parte
aérea (CPA) e da raiz (CR). A) Raca 1 (MMBF 01/96); B) Raca 2 (MMBF 02/96); C) Raca 2
(MMBF 152/12) e; D) Raga 3 (FUS 2903).

A avaliagdo da resisténcia de tomateiro a FOL tem sido feita com base na escala de
Santos (1997) seguido de classificagdo em cinco classes conforme a média destas notas, desde
semelhante a imune, Sl, para medias igual a 1,0 até altamente suscetivel, AS, para médias
variando de 4,1 a 5,0 (REIS et al., 2004). Neste caso estdo sendo identificados desde acessos
portadores de genes de resisténcia raca-especifica as racas 1 e 2 de FOL, como ENAS 2018,
ENAS 2023, ENAS 2029, ENAS 2054 E ENAS 2055, que apresentaram reacdo Sl ao isolado
daraca 1 e aos dois da raca 2, a resisténcia parcial ou quantitativa. No primeiro caso, tem-se
reacdo incompativel ou equivalente a Sl e, esta, por ser uma resisténcia qualitativa ou
completa sensu Van der Plank (1963), ndo esta sujeita a efeito do ambiente e é facilmente
identificada em testes de inocula¢do sob condigBes Otimas e controladas (SOUZA et al.,
2010). No segundo caso, tém-se duas classes, AR e MR, cujas médias variam de 1,1 a 2,0 e de
2,1 a 3,0, respectivamente. Por ser resisténcia parcial ou quantitativa, estdo sujeitas a efeito de
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ambiente e seriam mais facilmente identificadas em ensaios em que ndo predominem
condicBes extremas favordveis ao patogeno (CAMARGO, 1995; POLAND et al., 2009;
WEBB et al., 2017). Entdo, a principio, a grande dificuldade na caracterizacdo esta na
identificacdo dos acessos com reacdo AR e MR, dentro das quatro categorias previstas por
Reis et al. (2004) que variam de altamente resistente a altamente suscetivel por serem 0s
resultados dependentes de outras varidveis como concentragdo de indculo, condi¢bes de
ambiente e método de inoculacdo (DAVIS et al., 1996). Ainda, o proprio critério de avaliagéo,
na medida em que este é qualitativo e sujeito a subjetividades, pode afetar o enquadramento
de alguns acessos nas respectivas classes.

Tendo como base a classificacdo do germoplasma de tomateiro pela escala de Santos
(1997) e critério de Reis et al. (2004), identificaram-se 22 (23%) acessos com reacao
semelhante a imune (SI), seis (6%) altamente resistentes (AR), 37 (39%) medianamente
resistentes (MR), 28 (29%) suscetiveis (SU) e trés (3%) altamente suscetiveis (AS) a raca 1 de
FOL (Figura 19A e Tabela 14).

100 100
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< 801 e 807
= 4
§ 601 % 60 55%
3 39% =
2" 29% s 409 32%
z. 23% 2
3 s
B 20 = 0 |
6% 304 8% 3% 19
’ (]
0 : 1 = ‘ ‘ 4 : — : : ‘
SI AR MR SU AS SI AR MR SU AS
Reagiio Reagdo
100 100
Raga 2 (MMBF 152/12) C Raga 3 (FUS 2903) D
84%
~ 80 = .
g 70% g %
w w
g 60 g 60 1
2 =
g 404 5 40 4
= =
2 g
B 20i 12% = 5 14%
8% 8% N &
»
1% 1% 0% 1%
0 . . . . : 0 : , : : :
St AR MR SuU AS SI AR MR SuU AS

Reagdo Reagido

Figura 19. Frequéncia de classes de reacdo Segundo escala de Santos (1997) e Reis et al.
(2004) de cerca de 100 acessos de tomateiro a isolados das racgas fisiologicas 1, 2 e 3 de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Alta expresséo de acessos medianamente resistente (MR) para a raga 1 tem sido
comumente observada em trabalhos de caracterizacdo de genotipos indicando a existéncia de
resisténcia parcial ou incompleta para esta raca (CARRER-FILHO et al., 2015). Apesar da
resisténcia completa, raca especifica, ser a base do controle genético da doenca em FOL é
sabido que essa pode ser facilmente quebrada pelas outras racas do patdgeno conforme
verificado no Capitulo 2 deste trabalho. Ou seja, deteccdo de acessos com resisténcia parcial €
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de extrema importancia uma vez que fornecem fatores de resisténcia duravel e podem ser
complementares a resisténcia com reagdo SI (MUNDT, 2014).

A analise de componentes principais (ACP) feita com base nos dados de
desenvolvimento das plantas (MFPA, MFR, CPA e CR) e de severidade (N e 1%) nos
diferentes acessos inoculados com o isolado da raca 1 de FOL (Figura 18A) alocou nos
quadrantes esquerdo, superior e inferior (11 e 111), acessos com maiores valores de MFPA e
CPA e que apresentaram reacdo semelhante a imune (SI) - (1) ‘Caline IPA-7’, (2) ENAS
1019, (3) ENAS 1121, (4) ENAS 1223, (5) ENAS 1226, (6) ENAS 1227, (7) ENAS 1228, (8)
ENAS 1245, (9) ENAS 1402, (10) ENAS 1406, (11) ENAS 1605, (12) ENAS 2018, (13)
ENAS 2020, (14) ENAS 2023, (15) ENAS 2029, (16) ENAS 2033, (17) ENAS 2047, (18)
ENAS 2051, (19) ENAS 2052, (20) ENAS 2054, (21) ENAS 2055, (22) ENAS 2056, (23)
Mascote, (24) ‘Santa Clara’ - e acessos com reacdo altamente resistente (AR) - (25) ENAS
1229, (26) ENAS 1404, (27) ENAS 2045, (28) ENAS 2024 e (29) ENAS 1218. Nos
quadrantes direitos, superior e inferior (I e 1V), foram alocados em sua maioria 0s acessos
com menor desenvolvimento das plantas e maior severidade da doenca e classificados como
medianamente resistente (MR), suscetiveis (SU) e altamente suscetiveis (AS). Este resultado
confirma a correlacdo positiva entre resisténcia a doenca e desenvolvimento das plantas, ou
seja, plantas com menores notas de severidade e menor porcentagem de infeccdo do xilema
apresentaram maiores massa fresca e comprimento de parte aérea e de raiz. Contudo, quando
ocorre a infeccdo da planta hospedeira, existe uma alta correlacdo entre desenvolvimento dos
sintomas e aumento da severidade da doenca com reducdo da massa fresca decorrente do
amarelecimento, necrose e murcha das folhas (DI et al., 2016).

Na avaliacdo dos acessos quanto a resisténcia a raca 2, feita utilizando-se os dois
isolados MMBF 02/96 e MMBF 152/12, identificaram-se com base nos critérios de Santos
(1997) e Reis et al. (2004) oito (8%) e oito (8%) acessos com reacdo semelhante a imune (SI),
trés (3%) e oito (8%) altamente resistentes (AR), 31 (32%) e 67 (70%) medianamente
resistentes (MR), 53(55%) e 12 (12%) suscetiveis (SU) e um (1%) e um (1%) na classe
altamente suscetiveis (AS), respectivamente. Os resultados mostraram variacbes na
classificacdo dos acessos em funcdo do isolado, apesar de ndo variarem muito quanto a
severidade média final (MMBF 152/12 com | variando de 5,88% a 100% - Infeccdo
média=66+19%; MMBF 02/96 com | variando de 3,41% a 91% e Infeccdo média=53+17%)
nos acessos com reacdo compativel. No entanto, identificaram-se maior nimero de acessos
suscetiveis, SU e AS, nos testes feitos com os isolados MMBF 02/96 (54 acessos) que em
MMBF 152/12 (13 acessos) (Figura 19B, Figura 19C e Tabela 15).

A ACP, por sua vez, também permitiu separacdo dos genoétipos, mas com diferenca na
dispersdo destes nos quadrantes. No teste feito com o isolado MMBF 02/96, (Figura 18B),
alocaram-se 0s genotipos com reagdo semelhante a imune (SI) (1) ENAS 1226, (2) ENAS
1229, (3) ENAS 2018, (4) ENAS 2023, (5) ENAS 2029, (6) ENAS 2033, (7) ENAS 2054, (8)
ENAS 2055, (9) ‘Floradade’, e acessos com reacdo altamente resistente (AR), (10) ENAS
2020, (11) ENAS 1223 e (12) ENAS 1404, no quadrante Ill, com correlagéo positiva com
MFPA, MFR, CPA e CR. Os quadrantes Il e Ill abrangeram também acessos com resposta
medianamente resistente (MR), ao patégeno, ou seja, germoplasma com baixa % de infec¢do
e, por isso, maior desenvolvimento. Acessos com reacdo SU e AS tiveram relagédo direta com
0 vetor 1% e Notas, e ficaram alocados no primeiro e quarto quadrante, ou seja, foram mais
afetados pela doenca e, portanto, com maiores porcentagens de infeccdo e maior valor na
escala de notas.

No teste feito com o isolado MMBF 152/12, menos agressivo, houve maior disperséo
dos pontos representativos de cada genotipo e alocagdo daqueles com reagdo Sl [ (1) ENAS
1223, (2) ENAS 2018, (3) ENAS 2020, (4) ENAS 2023, (5) ENAS 2029, (6) ENAS 2054, (7)
ENAS 2055, (8) ENAS 2056, (9) S. pennellii ‘LA 716’ ¢ (10) ‘Floradade’] e AR [(11) ENAS
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2033, (12) ENAS 1226, (13) ENAS 1216, (14) ‘Mascote’, (15) ENAS 1214, (16) ENAS
1229, (17) ENAS 1153 e (18) ENAS 1124)] em dois, Il e 1ll. Acessos MR também ficaram
em sua maioria distribuidos entre os quadrantes Il e 11l se correlacionando negativamente com
infeccdo e notas. Os acessos com reacdo SU e AS ficaram dispersos nos quadrantes 1 e IV e
com relacdo direta com as varidveis N e 1%. Somente os acessos ENAS 2018, ENAS 2023,
ENAS 2029, ENAS 2054 e ENAS 2055 apresentaram reacdo Sl aos dois isolados, enquanto
ENAS 1226, ENAS 1229, ENAS 2020 e ENAS 1223 apresentaram reacdo SI ou AR
dependendo do isolado (Figura 18C). Esta resposta pode ser também explicada por um
conjunto de fatores do lado da espécie hospedeira e do lado do patégeno. Do lado do
hospedeiro, segregacdo ou mistura de sementes nas amostras ou variacéo alélica. Sabe-se que
a reacdo de Sl em tomateiro a raga 2 € conferida por um unico gene, I-2, que € dominante
(SOUZA et al., 2010). Em alguns casos como para os acessos ENAS 1214, ‘Mascote’, ENAS
1404 e ENAS 2024 a reacdo variou de AR a MR, e outros de AR para SU, ENAS 1216 e
ENAS 1143. Souza et al. (2010) e Akram et al. (2014) também observaram variacdo de
intensidade da doenca e, portanto, diferencas na reacdo de acessos quando submetidos a
distintos isolados da mesma raca de FOL. De acordo com Doohan et al. (2003) e Boix-Ruiz et
al. (2015), a variacdo na intensidade da doenca na mesma cultivar pode estar relacionada tanto
a aspectos relacionados a interacdo patdégeno x hospedeiro, a reacdo de defesa da planta e
efeitos de ambiente. Possivel explicacdo para a variacdo na intensidade da doenca na mesma
cultivar quando inoculados com diferentes isolados também pode estar relacionado ao nivel
de agressividade dos isolados (SOUZA et al., 2010). Acredita-se que estas diferencas de
reacdo sejam aceitaveis, pois elas ocorrem quando as plantas sdo inoculadas com um mesmo
isolado, sendo o resultado final obtido pelas médias das respostas/notas. Possivelmente,
aumento no rigor no controle de ambiente e uso de maior nimero de repeti¢cbes possam
reduzir estas diferencas. Segundo Santos-Junior et al. (2009) a variabilidade de resposta do
mesmo acesso a diferentes racas/isolado do patdgeno provavelmente se deve a resisténcia do
tipo quantitativa (ou parcial, poligénica, horizontal). Isto indica a presenca de multiplos alelos
controlando os mecanismos de defesa a murcha-de-fusario (SAXENA e CRAMER, 2009).

Na avaliacdo dos acessos quanto a resisténcia a raca 3, somente o padrdo Resistente, S.
pennellii ‘LA 716” (1), apresentou reacdo Sl (1%) e ficou isolado de todos os demais acessos
no quadrante Il, provavelmente, por ser planta de reduzido porte e menor acimulo de massa e
ter se destacado dos demais e dos vetores relativos a acumulo de massa e crescimento.
‘Mascote’ (2) se destacou com resisténcia intermediaria (MR), correspondendo a 1% do total
avaliado. Todos os demais gendétipos apresentaram reacdo SU (14%) (acessos do nimero 3 ao
16) e ficaram dispersos nos quadrantes Il e Ill, acompanhando os vetores relacionados ao
desenvolvimento das plantas. Os acessos com resposta AS (84%) (acessos de nimero 17 a
102 e ‘Ponderosa’, ‘Caline IPA-7’ e ‘Floradade’) distribuiram-se, em sua maioria, nos
guadrantes | e IV, acompanhando positivamente os vetores relacionados a severidade e
negativamente aqueles relacionados ao desenvolvimento das plantas. Este resultado revela a
alta viruléncia e agressividade do isolado FUS 2903 aos acessos avaliados (Figura 18D e
Figura 19D).

Estes resultados confirmam aqueles obtidos pela anélise de correlacdo de Pearson
(Tabela 13) e indicam que informac6es sobre o desenvolvimento das plantas podem também
ser usadas na caracterizagdo de acessos quanto a resisténcia & murcha-de-fusario. A utilizagéo
da variavel massa fresca de parte aérea para avaliacdo da resisténcia a FOL foi também feita
por Lievens et al. (2009) em ensaios para caracterizacdo de isolados da raga 1, utilizando
plantas sabidamente resistentes e suscetiveis. Jelinsk et al. (2017) avaliaram a severidade da
murcha-de-fusario em tomateiros associando escala de notas com base em infecgéo vascular e
massa fresca da parte aérea.

116



A correlacdo obtida entre infeccdo e escala de notas e os parametros de massa fresca e
comprimento de parte aérea e de raiz para todos os isolados avaliados validam a metodologia
para a avaliacdo de resisténcia de tomateiro a FOL. Dessa forma, a escala de notas e
porcentagem de infeccdo do sistema vascular, aliada a variaveis relacionadas ao
desenvolvimento da planta permitem uma mais precisa caracterizacdo de acessos de tomateiro
quanto a resisténcia parcial a murcha-de-fusario.

Tendo como base os resultados obtidos na ACP, realizou-se a analise agrupamento dos
acessos inoculados com cada um dos quatro isolados (Figura anexo 5 e Figura anexo 6).

A correlacdo entre as matrizes fenética e cofenética foi estimada em 0,746 nos dados
obtidos com o teste com a raga 1; de 0,718 e 0,762 nos dois isolados da raca 2 (MMBF 02/96
e MMBF 152/12, respectivamente); e 0,997 para o teste com a raga 3. Estes coeficientes
foram estatisticamente significativos segundo o Teste de Mantel (Tabela anexo 8, Tabela
anexo 9, Tabela anexo 10 e Tabela anexo 11).

Conforme a metodologia proposta por Kelley et al. (1996) o nimero 6timo de grupos
ou classes no dendrograma foi estimado em 11 para os testes com a raca 1 e, em oito oito para
0s testes com os dois isolados da raga 2 e com a raca 3. Este nimero de grupos ou classes é
maior que o previsto pela classificacdo de Santos (1997) e de Reis et al. (2004), apenas cinco,
e mostra diferengas de resultados conforme o critério de classificacdo utilizado.

Para a raca 1, os 11 grupos formados abrangeram todas as classes de reacdo. Os
grupos | e Il foram formados por acessos suscetiveis, 0 grupo IV por acessos medianamente
resistentes, os grupos Il e V por mistura de acessos MR e SU. Os grupos VII, IX e Xl
abrangeram exclusivamente acessos semelhante a imune (SI) e os grupos VI e VIII, apesar de
terem em sua maioria também acessos Sl, comportaram alguns com reacdo altamente
resistente (ENAS 1404, ENAS 2045 e ENAS 2024) e MR (ENAS 2015). Os demais acessos
AR foram alocados no grupo X (Tabela 14). Apesar dessa subdivisdo em grande ndmero de
grupos a andlise de agrupamento permitiu a separacdo dos acessos de resisténcia (SI) dos
demais acessos com resisténcia parcial (AR e MR) e dos suscetiveis (SU e AS).

As cultivares referéncias suscetiveis (‘Ponderosa’) e resistentes (‘Santa Clara’ e
‘Caline IPA-7’) araca 1 se enquadraram nos grupos suscetivel e resistente conforme esperado
(Tabela 14 e Figura anexo 5). A resposta das cultivares referéncia estd de acordo com
trabalhos encontrados na literatura (SOUZA et al.; 2010; CANTU et al., 2014) e com resposta
de resisténcia na maioria desses.

Para raca 2 (MMBF 02/96) o grupo | compreendeu o acesso ENAS 2020 (AR), o
grupo Il compreendeu acessos com reacdo Sl, os grupos Il e V acessos MR. O grupo VIII
compreendeu acessos com reacdo SI, AR e MR, ndo permitindo uma clara distin¢do entre
acessos com resisténcia total e com resisténcia parcial. Da mesma forma para o agrupamento
VI formado por acessos MR e SU, repetindo o ocorrido para a raca 1, ndo diferindo
resisténcia parcial de suscetibilidade. Em ambos o0s casos essa jungdo dos acessos pode ter
sido inferida por aspectos comuns no desenvolvimento da planta. Os grupos IV e VII foram
formados por acessos SU e AS. Os padrdes de resisténcia se enquadram dentro da classe de
reacao esperada, suscetivel para ‘Ponderosa’ (grupo V) e ‘Santa Clara’ (VI) e semelhante a
imune para ‘Floradade’ (grupo 1) (Tabela 15 e Figura anexo 6).

O isolado MMBF 152/12, raca 2, proporciou uma distribuicdo dos acessos dentro do
dendrograma também em 8 grupos conseguindo também separar distintos grupos de

resisténcia e suscetibilidade e de forma mais clara, onde os grupos I, Il, 111, e IV contiveram
acessos Sl e AR e os grupos V, VI, VIl e VIII os acessos MR, SU e AS (Tabela 15 e Figura
anexo 6).

O isolado FUS 2903, raga 3, separou o dendrograma em oito grupos, grupo | contendo
a cultivar de referéncia S. pennellii ‘LA 716°, o grupo Il com o gendtipo medianamente
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resistente (‘Mascote’) e os grupos Il a VIII todos os acessos que apresentaram reacao
suscetivel (S) ou altamente suscetiveis (AS) (Tabela 14 e Figura anexo 5).

Dessa forma a distribuicdo dentro do dendrograma UPGMA veio a complementar e a
corroborar os dados obtidos na ACP fazendo, em sua maioria, a separacdo dentro dos grupos
de resisténcia e suscetibilidade segundo a reacdo de cada acesso. Os métodos de avaliacdo
utilizados, infecgdo vascular, escala de notas, massa fresca e comprimento de parte area e raiz,
se complementam permitindo a avaliacdo e separacdo dos acessos de forma mais precisa da
doenca. Alguns autores utilizam a combinacdo de escala com outros atributos como indice de
doenca na folha, altura das plantas e indice de descoloracdo vascular (AMINI et al., 2009).
Outros fazem uso da escala de notas com base na descoloracdo do xilema provocada pelo
fungo para avaliacdo da reacdo de acessos a murcha (CANTU et al., 2014). Contudo a
utilizacdo de escala de notas simples baseada apenas na sintomatologia externa e visualizagéo,
sem quantificacdo, da descoloracdo vascular € comum em trabalhos (SOUZA et al., 2010;
SANTOS JUNIOR et al., 2009).

Dos acessos avaliados nenhum deles apresentou reacdo semelhante a imune as 3 racas
de Fusarium e somente o acesso ‘Mascote’ exibiu resisténcia parcial (MR) a raga 3. Os genes
I-1 e 1-2 estdo amplamente incorporados nas cultivares comerciais disponiveis no mercado,
contudo para a ragca 3 cultivares resistentes sdo mais escassas (GONCALVES, 2015;
MCGOVERN, 2015). A geracdo de cultivar de tomateiro resistente a murcha-de-fusario
ocorre da introducdo de genes de resisténcia para as respectivas racas de FOL, racga especifica,
genes estes com origem a partir de espécies selvagens. Para a raca 1 o gene | ou I-1 foi
encontrado nas espécies S. pimpinellifolium e S. pennellii. Gene I-2, confere resisténcia a raca
2, foi encontrado na espécie S. pimpinellifolium (BOHN e TUCKER, 1939). E também na
espécie selvagem S. pennellii foi encontrado os genes 1-3 e I-7 contra a raga 3 nos acessos
‘LAT716’ e ‘P1414773’, respectivamente (SCOTT e JONES, 1989; GONZALEZ-CENDALES
et al., 2016).

Os acessos que se destacaram por apresentarem reacao de resisténcia as ragas 1 e 2
foram: ENAS 2018, ENAS 2023, ENAS 2029, ENAS 2054 e ENAS 2055. Apesar dos
resultados, os acessos com reacgdo de resisténcia, AR e MR, encontradas nesse trabalho devem
ser avaliados em condicdes de campo naturalmente infectados com as racas 1 e 2 de FOL ou
em ensaios até a fase adulta da planta. Apesar dos sintomas se apresentarem em qualquer fase
do desenvolvimento da planta os sintomas tipicos aparecem mais freqlientemente na fase de
florescimento e frutificacdo (MCGOVERN, 2015). Outro motivo do teste a campo € para
avaliacdo de seu potencial agronémico e de mercado. Dessa forma, identificando, também
podem ser utilizados pelos produtores de tomate. Além disso, as cultivares semelhantes a
imunes e resistentes podem ser fontes potenciais para utilizacdo em programas de
melhoramento visando desenvolver novas fontes de resisténcia (SANTOS JUNIOR et al.,
2009).
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4 CONCLUSOES

. Foram identificados cinco acessos com resisténcia simultanea as racas 1 e 2 de FOL -
ENAS 2018, ENAS 2023, ENAS 2029, ENAS 2054 e ENAS 2055;

Né&o foram encontrados acessos com resisténcia a raga 3;

. A cultivar ‘Mascote’ se destacou pela reacdo de resisténcia total (SI) a raca 1 e
resisténcia parcial para raca 2 (classes de reacdo MR e AR aos isolado MMBF 02/96 e
MMBF 152/12, respectivamente) e MR a raca 3 de FOL,;

. As medidas % de infeccdo e escala de notas aliado a parametros de desenvolvimento
da planta sdo eficazes na avaliacdo da resisténcia a F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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6 CONCLUSOES GERAIS

O patdgeno, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) foi identificado em
cultivares comerciais informadas como resistentes as ragas 1 e 2 de FOL;

A associacdo das técnicas variedades diferenciadoras de racas fisiologicas e
sequenciamento génico permitiu identificar a raca 3 de FOL como predominante em
plantios comerciais de tomateiro na regido de Nova Friburgo, RJ;

Todas as cultivares utilizadas pelos produtores da regido apresentam resisténcia
completa (SI) a raca 1 e resisténcia completa (Sl), ou parcial (AR e MR), a rac¢a 2;

A maioria das cultivares plantadas por agricultores familiares sdo suscetiveis a raca 3;

As préticas de manejo adotadas na regido contribuem para a disseminacdo e
sobrevivéncia do patdgeno e para selecdo da raca 3;

Foram identificados cinco acessos na Colecdo de Germoplasma com resisténcia
completa (SI) as racas 1 e 2 e nenhum acesso resistente a raca 3;

O uso de escala de notas associado com a % de infec¢do vascular e parametros de
desenvolvimento proporcionam maior confiabilidade na identificacdo de acessos de
tomateiro resistentes a murcha-de-fusario.
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7 ANEXOS
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Figura anexo 1. A) Primer ITS 4 e ITS 5. B) Primer SIX3. Presenca ou auséncia de 608-bp do
produto amplificado. C) Primer SIX4. Presenca ou auséncia de 967-bp do produto amplificado. D)
SIX3-G121A-F2. Presencga ou auséncia de 429-bp do produto amplificado. E) Primer uni. Presenga ou
auséncia de 670~672-bp do produto amplificado; F) Primer sp13. Presenca ou auséncia de 445-bp do
produto amplificado. G) Primer sp23. Presenca ou auséncia de 518-bp do produto amplificado; H)
Primer sprl. Presencga ou auséncia de 947 bp do produto amplificado. Marcador 100bp.

Legenda: Isolados: 1- FUS 0903; 2- FUS 0101; 3- FUS 0505; 4- FUS 2903; 5- FUS 1406; 6- FUS
1001; 7- FUS 0604; 8- FUS 2802; 9- FUS 3302; 10- FUS 0107; 11- FUS 1703; 12- FUS 2906; 13-
FUS 0802; 14- MMBF 01/96; 15- FUS 1402; 16- FUS 0706; 17- FUS 1701; 18- MMBF 02/96; 19-
FUS 1705; 20- FUS 1303; 21- FUS 1203; 22- FUS 0407; 23- FUS 1302; 24- FUS 0602; 25- FUS
0701; 26- FUS 1202; 27- FUS 1405; 28- FUS 3102; 29- MMBF 152/12; 30- FUS 0108 ¢; 31- Agua.
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Figura anexo 2. Exemplo de resultado do alinhamento da regido amplificada SIX3,

lado FUS 0903 coletado em Nova Friburgo, ao qual apresentou similaridade

de 100% com Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici FOL-MM10, raga 3.
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Figura anexo 3. Mapa representativo do nimero de plantas infectadas por Fusarium sp.

identificados na regido de Nova Friburgo, RJ.
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Figura anexo 4. Mapa representativo do nimero de plantas infectadas por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici identificados na regido de Nova Friburgo, RJ.
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Figura anexo 5. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 99 e 102 genotipos

de tomateiro, construido pelo método “UPGMA”, com base em seis caracteres, a partir
da distancia generalizada de Mahalanobis (D?). A) Raga 1 (MMBF 01/96) e B) Raca 3

(FUS 2903).
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Figura anexo 6. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 99 e 100 genotipos
de tomateiro, construido pelo método “UPGMA”, com base em seis caracteres, a partir
da distancia generalizada de Mahalanobis (D?). A) Raca 2 (MMBF 02/96) e B) Raca 2
(MMBF 152/12).
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Figura anexo 7. Etapas do processo de inoculacdo. A) Producdo de mudas de
tomateiro; B) muda destacada da sementeira para lavagem e retirada do excesso de
substrato aderido as raizes; C) corte da por¢do apical da raiz; D) imersao das plantas na
suspensdo de esporos; E) transplantio para tubetes e; F) adicdo da suspensdo de esporos
ao colo de cada planta com auxilio de um pipetador automatico.

Figura anexo 8. Sintomas tipicos da murcha-de-fusario em tomateiro causada por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. A e B) Murcha, amarelecimento e necrose nas
folhas e; C) descoloracao no sistema vascular.
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Tabela anexo 1. Caracterizacdo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolados de tomateiros de propriedades agricolas comerciais de Nova
Friburgo, Rio de Janeiro e isolados controle sabidamente pertencentes as racas 1 (MMBF 01/96) e 2 (MMBF 02/96 e MMBF 152/12) (continua).

Cadigo Cultivar Primer _ Sistemade Sistema de Hirano e Arie, (2006)
do Diferenciadora Universal Lievens et al. (2009) Raca Raca Genbank*
Isolado
ITS SIX3 SIX4 SIX3-G121A G121A uni spl3 sp23 sprl
MMBF02/96 2 - 1 1
MMBF152/12 2 - 1 1
FUS 0101 NI - 3 3
FUS 0505 3 - 3 3
FUS 0602 3 - 3 3
FUS 0604 NI - 3 3
FUS 0701 3 - 3 3
FUS 0706 3 - 3 3
FUS 0802 3 - 3 3
FUS 0806 NI NA NA NA NA NA NA NA NA NA
FUS 0902 3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
FUS 1001 3 - - - 3 3
FUS 1105 3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
FUS 1202 NI NI - - - - NI 3
FUS 1203 NI NI - 3 3
FUS 1301 3 NA NA
FUS 1302 3 1/3 - 3 3
FUS 1303 3 1/3 - 3 3
FUS 1402 3 3 - 3 3
FUS 1405 3 1/3 - 3 3
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Tabela anexo 1. Continuacéo

FUS 1406
FUS 1701
FUS 1703
FUS 1705
FUS 2006
FUS 2401
FUS 2703
FUS 2804
FUS 2903
FUS 2906
FUS 3102
FUS 3103
FUS 3302
FUS 0107
FUS 0108
FUS 0407
FUS 3
FUS 5
FUS 7
AGUA

* Classificagdo da raga por comparacdo com sequencias génicas de ragas de FOL caracterizadas e depositadas no Genbank (NCBI).

NI

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA
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Tabela anexo 2. Anélise de variancia para porcentagem de infeccéo do sistema vascular
(% 1) para os isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolados de tomateiros
de Nova Friburgo, RJ.

Fonte de GL Quadrado Médio
Variagao Infeccdo %* Notas Massa Fresca* PMF*
Isolados 26 87.383448** 11.135705**  2.395234**  40.389917**
Cultivar 4 1369.504961** 198.380053**  19.13341**  449.504086**
Isolados*cultivar 104  19.504031** 2.503186** 0.865948**  22.027902**
Erro 821 2.346443 0.387267 0.234515 5.882487
CV (%) 19,97 17,57 20,21 29,93

*Dados transformados Vx +1

Tabela anexo 3. Andlise de varidncia para perda de massa fresca (MFR), reducdo no
crescimento das mudas (RC) e porcentagem de infec¢cdo do sistema vascular (P1V) para
0 isolado MMBF 01/96 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, raga 1.

Quadrado Médio

Fonte de Variagdo GL

NOTAS* MFR RC PIV*
Cultivar 20 13.09620 7327.785140%* 6269.949180** 82.695526%*
Erro 122 0.084309 377.963115**  347.321526**  0.624936**
CV (%) 17,52 28,05 24,49 29,59

*Dados transformados Vx +1

Tabela anexo 4. Analise de variancia para perda de massa fresca (MFR), reducdo no
crescimento das mudas (RC) e porcentagem de infeccdo do sistema vascular (P1V) para
os isolados MMBF 02/96 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, raca 2.

Quadrado Médio

Fonte de Variagdo GL

NOTAS* MFR RC PIV*
Cultivar 20 0.799627** 3463.593869** 2669.797922 ** 68.963758**
Erro 126  0.044935** 309.392744**  254.301614**  3.938205**
CV (%) 12,46 24,47 19,67 54,86

*Dados transformados Vx +1

Tabela anexo 5. Andlise de variancia para perda de massa fresca (MFR), reducdo no
crescimento das mudas (RC) e porcentagem de infecgcdo do sistema vascular (P1V) para
o0 isolado FUS 2903 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, raca 3.

Fonte de GL Quadrado Médio
Variagéo NOTAS MFR* RC* PIV*

Cultivar 20 7.704762 25.290253**  26.912461**  49.411684**
Erro 126 0.385488 6.404562**  7.002379** 2.251103**

CV (%) 16,30 49,92 45,43 17,80

*Dados transformados Vx +1
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Tabela anexo 6. Validacao cruzada realizada pela anélise discriminante

Grupos N° de amostras dentro de cada grupo Taxa de Erro

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Geral
2 119 122 — @ — - = = = — = — - 12.87%
3 119 103 19 — — — — — — - - - 12.17%
4 102 17 103 19 — — — — — — — — 9.85%
5 32 70 17 103 19 — — — — — — — 12.53%
6 32 70 17 69 34 19 — — — — — -— 13.21%
7 32 50 20 17 69 34 19 — — — — — 13.58%
8 18 14 50 20 17 69 34 19 — — — — 13.28%
9 18 14 50 20 12 5 69 34 19 — — -— 12.15%
10 18 14 50 20 12 5 54 15 34 19 — — 11.15%
11 18 14 38 12 20 12 5 54 15 34 19 — 13.58%
12 14 4 14 38 12 20 12 5 54 15 34 19 10.39%
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Tabela anexo 7. Questionério aplicado aos produtores de Nova Friburgo, RJ (continua).

Codigo da Amostra:

Municipio: Nova Friburgo

Data

Proprietario:

Local

Tamanho da Propriedade:

Assisténcia Técnica

Qualidade (Cultivar)

Quantos mil pés de tomate

Espacamento

Data do Transplante:

Area Plantada

Caracterizacdo da propriedade

Ha quanto tempo cultiva tomate nesta area:

Data ultimo plantio de solanacea neste talhdo
Quais: () tomate () batata () pimentdo () pimen

ta (1) jild () berinjela

Quais foram os cultivos anteriores — Gltimo ano () ou

doisanos ( ):

Planta de cobertura ou adubagéo verde ( )
Qual espécie: Quando:

Pousio( ):
Quanto tempo:

Preparo do solo

Implementos usados
() arado () pessoal
() grade

(' ) enxada rotativa () faz limpeza

() encanteirador

() comunitério

prévia () ndo faz limpeza prévia

Pratica de preparo e de conservagéo de solo

() cultivo em morro abaixo () terragos
() cultivo em diagonal () faixas de retengdo
() aragdo e gradagem em nivel () cobertura do solo
() cultivo minimo () aterro — quando
(_ ) plantio direto ()
Fertilidade do solo
Anélisedesolo  ( )sim () ndo Quando:
Calcério (Calagem): ( )sim () ndo Quanto:
Quando: Tipo de Calcério:
Fosfato derocha ( )sim ( ) ndo Quando:
Quanto:
Adubacéo verde: () sim () nédo Quando:
Espécie

Cultivo da Tomate

Mudas () preparo na propriedade ou ( ) viveirista
() bandeja de isopor () bandeja de plastico
() substrato comercial

( )copinho ( )

() substrato de preparo local

() transplante imediato ( ) deposic&o na area até transplante

Agua usada para irrigar as mudas:

Adubo de cova — (Adubacao de plantio)

Esterco

Quantidade por cova

() cama de ave fresca (sem curtir)
() cama de ave curtida
() composto organico — qual?

Adubo quimico

Adubo de rega (Adubacéo de cobertura no solo)

Produto Quantidade por cova Datas

Adubacéo foliar

Produto Quantidade (concentracdo, | Datas
volume)

Controle do mato
() uso de herbicida pré- plantio - Produto/dose:

() uso de herbicida p6s- plantio - Produto/dose:

() mulching

() cultivador () limpeza do implemento () néo limpeza

(' )enxada () limpezado implemento () ndo limpeza

(_ )néofezamontoa ( )fez amontoa - quando

Irrigacéo Origem da agua

( )aspersio () gotejamento ( ) mangueira | () Cisterna ( )Poco - Localizagéo
Dificuldades.. () Mina ou nascente ( )Rio - Localizagdo
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Tabela anexo 7. Continuagéo.

Conducao das plantas

() limitagdo do nimero de hastes por planta — quantas?

() condugdo vertical
() conducdo em cerca cruzada
() sistema mexicano

()

Pragas

() Lagarta rosca () Larva minadora
() Grilo ( ) Traca

() Mosca Branca () Broca pequena
() Pulgéo () Broca grande
() Trips )

Métodos de controle: () Quimico

() ensacamento  (

) Outro

Controle quimico/produto

Quantidade

Frequencia

1

2

3

Doengas

De solo () cano dagua

() murcha () verticilium

() Fusarium

(' ) murchadeira (Ralstonia)

() néo sabe

~ o~ o~ o~

) Podridéo de colo e raiz
) Nematoéide
) canela preta

) cancro da haste

Produtos usados no controle

Quantidade

Datas

4

De copa

() viroses
Quais

() bactérias
() pinta bacteriana
( )podriddo mole

() mancha bacteriana
() cancro bacteriano

() fungos (

) requeima
() pinta preta

(

) mancha de estenfilio
() oidio

() outra

Produtos usados no
controle

Quantidade

Datas

1

2

3

Colheita

Inicio da colheita

Previsdo para as Ultimas colheitas

Numero de cachos por planta

Intervalo de colheitas

() Uma vez por semana (

) duas vezes por semana

Produtividade esperada (Umero de caixas de

22Kg)

Embalagem e peso
médio

( )caixakK

(

) caixa plastica retornavel

( )saco

Manejo do residuos no campo

Préxima cultura

Observagbes:
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Tabela anexo 8. Analise de Variancia Multivariada (MANOVA) de 6 varidveis em 99
acessos de tomate cultivados em casa de vegetacdo inoculados com raga 1 de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. Consisténcia do padrdo de agrupamento proporcionado
pelas técnicas do Vizinho mais proximo, Vizinho mais distante, UPGMA e Ward em
relacdo a distancia de Mahalanobis (D2), para variaveis quantitativas, em funcdo do
coeficiente de correlacdo cofenética, e consisténcia via Mantel.

RACA 1 (MMBEF 01/96)
Df Wilks approx F numDf denDf Pr(>F)
Accession 98 0,062 3,512 588 3495,9 2,2E-16 ***

Residuals 587

Coeficiente de Correlagdo COFENETICO (CCC)
Single linkage Complete linkage Average
clustering clustering clustering Ward clustering
D2 0,652 0,714 0,746 0,714

Consisténcia via Mantel (Mantel statistic r:)
Single linkage Complete linkage Average

clustering clustering clustering Ward clustering
D2 0,652 0,714 0,746 0,714
Signif: 0,001 0,001 0,001 0,001

Tabela anexo 9. Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA) de 6 variaveis em 99
acessos de tomate cultivados em casa de vegetacdo inoculados com racga 2 de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. Consisténcia do padrdo de agrupamento proporcionado
pelas técnicas do Vizinho mais proximo, Vizinho mais distante, UPGMA e Ward em
relacdo a distancia de Mahalanobis (D2), para variaveis quantitativas, em funcdo do
coeficiente de correlacdo cofenética, e consisténcia via Mantel.

RACA 2 (MMBF 02/96)
Df Wilks approx F numDf denDf Pr(>F)
Accession 98 0,057 3,048 588 2926,8 2,2E-16 ***

Residuals 492

Coeficiente de Correlacio COFENETICO (CCC)
Single linkage Complete linkage Average
clustering clustering clustering Ward clustering
D2 0,702 0,608 0,718 0,659

Consisténcia via Mantel (Mantel statistic r:)
Single linkage Complete linkage Average

clustering clustering clustering Ward clustering
D2 0,702 0,608 0,718 0,659
Signif: 0,001 0,001 0,001 0,001
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Tabela anexo 10. Anélise de Variancia Multivariada (MANOVA) de 6 varidveis em
100 acessos de tomate cultivados em casa de vegetacdo inoculados com raca 2 de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Consisténcia do padrdo de agrupamento
proporcionado pelas técnicas do Vizinho mais proximo, Vizinho mais distante,
UPGMA e Ward em relacdo a distancia de Mahalanobis (D2), para varidveis

quantitativas, em funcdo do coeficiente de correlacdo cofenética, e consisténcia via
Mantel.

RACA 2 (MMBF 152/12)
Df Wilks approx F numDf denDf Pr(>F)

Accession 99 0,029 4,81 594 3531,9 2,2E-16 ***
Residuals 593

Coeficiente de Correlacio COFENETICO (CCC)
Single linkage Complete linkage Average
clustering clustering clustering Ward clustering
D2 0,721 0,569 0,762 0,708

Consisténcia via Mantel (Mantel statistic r:)
Single linkage Complete linkage Average

clustering clustering clustering Ward clustering
D2 0,721 0,569 0,762 0,708
Signif: 0,001 0,001 0,001 0,001

Tabela anexo 11. Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA) de 6 variaveis em
102 acessos de tomate cultivados em casa de vegetagdo inoculados com raca 3 de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Consisténcia do padrdo de agrupamento
proporcionado pelas técnicas do Vizinho mais préximo, Vizinho mais distante,
UPGMA e Ward em relacdo a distdncia de Mahalanobis (D2), para variaveis

quantitativas, em funcdo do coeficiente de correlacdo cofenética, e consisténcia via
Mantel.

RACA 3 (FUS 2903)
Df Wilks approx F numDf denDf Pr(>F)

Accession 101 0,033 3,787 707 42471 2,2E-16 ***
Residuals 612

Coeficiente de Correlacio COFENETICO (CCC)
Single linkage Complete linkage Average
clustering clustering clustering Ward clustering
D2 0,995 0,978 0,997 0,880

Consisténcia via Mantel (Mantel statistic r:)
Single linkage Complete linkage Average

clustering clustering clustering Ward clustering
D2 0,995 0,978 0,997 0,880
Signif: 0,001 0,001 0,001 0,001
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Tabela anexo 12. Analise quimica do solo da regido de desenvolvimento das raizes das
plantas de tomateiro coletadas para avaliacdo quanto a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. Nova Friburgo, 2015.

pH Al Ca Mg Corg. \/ m P K
dgua ... cmol/dm®...... oo, Wervreveriees v mg/L.......
0-20 cm 557 0,11 258 0,99 1,12 4584 2,79 224,47 290,66

Tabela anexo 13. Informacdes quanto ao codigo, grupo e origem da colecdo de
Germoplasma do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ utilizada no trabalho de tese

(continua).

NUmero Cddigo Grupo Origem
1. ENAS 1006 Cereja Franca
2. ENAS 1007 Cereja Franca
3. ENAS 1008 Cereja Franca
4. ENAS 1010 Cereja Franca
5. ENAS 1012 Cereja Franca
6. ENAS 1013 Cereja Espirito Santo
7. ENAS 1016 Cereja Seropédica/UFRRJ
8. ENAS 1017 Cereja Seropédica/UFRRJ
9. ENAS 1019 Cereja Franca
10. ENAS 1026 Cereja Franca
11. ENAS 1029 Cereja Franca
12. ENAS 1031 Cereja Franca
13. ENAS 1032 Cereja Si
14. ENAS 1033 Cereja Si
15. ENAS 1037 Cereja Si
16. ENAS 1060 Cerejéo Si
17. ENAS 1078 Cereja Si
18. ENAS 1120 Cerejéo Si
19. ENAS 1121 Cereja Si
20. ENAS 1122 Cereja Si
21. ENAS 1124 Cereja Si
22. ENAS 1125 Cereja Si
23. ENAS 1126 Cerejdo Si
24, ENAS 1136 Cereja Si
25. ENAS 1143 Cereja Si
26. ENAS 1153 Cereja Si
217. ENAS 1158 Cereja Si
28. ENAS 1214 Cereja Campinas-SP
29. ENAS 1216 Cereja Campinas-SP
30. ENAS 1217 Cereja Campinas-SP
31. ENAS 1218 Cereja Campinas-SP
32. ENAS 1219 Cereja Campinas-SP
33. ENAS 1223 Cereja Campinas-SP
34. ENAS 1224 Cereja Campinas-SP
35. ENAS 1225 Cereja Campinas-SP
36. ENAS 1226 Cereja Campinas-SP
37. ENAS 1227 Cereja Campinas-SP
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Tabela anexo 13. Continuacéo.

38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.
49,
50.
o1,
52.
53.
54.
55.
56.
S7.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.

ENAS 1228
ENAS 1229
ENAS 1240
ENAS 1242
ENAS 1245
ENAS 1249
ENAS 1250
ENAS 1401
ENAS 1402
ENAS 1403
ENAS 1404
ENAS 1406
ENAS 1601
ENAS 1603
ENAS 1604
ENAS 1605
ENAS 2002
ENAS 2003
ENAS 2004
ENAS 2005
ENAS 2006
ENAS 2007
ENAS 2008
ENAS 2010
ENAS 2011
ENAS 2012
ENAS 2013
ENAS 2015
ENAS 2016
ENAS 2018
ENAS 2020
ENAS 2021
ENAS 2022
ENAS 2023
ENAS 2024
ENAS 2025
ENAS 2026
ENAS 2027
ENAS 2028
ENAS 2029
ENAS 2030
ENAS 2031
ENAS 2033
ENAS 2037
ENAS 2038
ENAS 2040
ENAS 2041
ENAS 2042

Cereja
Cereja
Cerejéo
Cerejédo
Cereja
Cereja
Cereja
Cereja
Cereja
Cereja
Cereja
Cereja
Cerejéo
Cerejdo
Cereja
Cerejdo
Si
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada
Salada

Campinas-SP
Campinas-SP
Seropédica/UFRRJ
Seropédica/UFRRJ
Seropédica/UFRRJ
Si
Si
EUA
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
EUA
EUA
EUA
EUA
Franca
EUA
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
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Tabela anexo 13. Continuagéo.

86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.

ENAS 2045
ENAS 2046
ENAS 2047
ENAS 2051
ENAS 2052
ENAS 2053
ENAS 2054
ENAS 2055
ENAS 2056
PAB
Mascote
BRS Imigrante

Salada
Salada
Salada
Italiano
Italiano
Italiano
Italiano
Italiano
Italiano
Cereja
Cereja
Salada

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Séao Paulo
Empresa Agristar
Embrapa Hortalicas

Si: Sem informagcéo.
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