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Estabelecimento e caracterizacdo a nivel de raca de uma colecéo de

iIsolados Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Ailton Reis?
Leonardo S. Boiteux'*
Arailde F. Urben?

Hélcio Costa®

Resumo

A murcha-de-fusario, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) é uma das
principais doencas do tomateiro. Este fungo apresenta trés racas fisioldgicas, sendo que as
racas 1 e 2 sdo amplamente distribuidas no mundo e a raca 3 apresenta uma distribuicdo
geografica mais restrita. As raca 1 e 2 ja estdo presentes e bem distribuidas a muito tempo
no Brasil, entretanto, a raca 3 foi recentemente detectada na regido Sudeste do Brasil e
constitui-se em uma enorme ameaca para a tomaticultura nacional. A disponibilidade de uma
colecdo de isolados das diferentes racas deste fungo faz-se necesséria para programas de
melhoramento visando identificar fontes de resisténcia estaveis. Neste trabalhos foram
caracterizados, quanto a raca, 43 isolados de FOL usando um grupo de acessos diferenciais
de tomates cultivados e selvagens. Nove isolados foram classificados como raga 1, 11 como
raca 2, 22 como raca 3 e um foi avirulento. Os isolados da raca 3 foram coletados
recentemente, entre os anos de 2003 e 2006, em diferentes regides produtoras dos Estados
do Espirito Santo e Rio de Janeiro, constituindo-se em uma nova ameaca para a
tomaticultura nacional. A disponibilidade de uma colecao de isolados com uma extensa

abrangéncia geografica, além de poder ser utilizada nos programas de melhoramento de

'Embrapa Hortalicas (CNPH), CP 218, 70359-970, Brasilia-DF, Brasil; E-mail: ailton@cnph.embrapa.br
’Embrapa Recursos Genéticos & Biotecnologia CP 02372, 70770-900, Brasilia-DF;
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tomate, pode permitir a identificacdo de marcadores moleculares do tipo raca-especificos.
Estes marcadores podem ser utilizados no diagndstico mais rapido e preciso quando

comparado com o sistema convencional de classificacéo de racas, que requer de 15 a 30
dias para obtencéo de resultados confiaveis.

Palavras-chave: Lycopersicon, murcha-de-fusario, resisténcia, tomate, variabilidade.



Establishing a race-characterized collection of

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolates.

ABSTRACT

Fusarium wilt is one of the most important and widespread diseases of the cultivated tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.). This disease is caused by at least three races of the fungus
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Races 1 and 2 are present in all major tomato-
producing areas of the world, while race 3 has a more restricted geographic distribution. In
Brazil, races 1 and 2 were reported in all areas of the country, whereas race 3 has been
detected only in the Southestern region. The availability of a race-characterized collection of
F. oxysporum f. sp. lycopersici isolates is crucial for tomato breeding programs aiming to
develop resistant cultivars. The objective of the present work was to establish and
characterize (at race level) a representative collection of 43 F. oxysporum f. sp. lycopersici
isolates. Nine isolates were classified as race 1, eleven as race 2, 22 as race 3, and one was
avirulent. Race 3 isolates were found exclusively in producing sites of the Espirito Santo and
Rio de Janeiro States, but not yet in other geographic regions of the country. The race 3 of
this pathogen can represent another constraint to tomato production in Brazil. The phenotypic
variation and geographic origin of these isolates make this collection suitable for identification
of race-specific molecular markers for use in large scale and precise diagnostic systems.
Conventional race identification (based solely on symptom expression) may take up to 15-30

days.

Keywords: Fusarium wilt; Lycopersicon, resistance, tomato, variability.
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Introducéo

O tomateiro esta sujeito ao ataque de mais de uma centena de doencas, que podem ser de
origem bacteriana, fungica, virética ou causadas por nematdéides (JONES, 1991; LOPES et
al., 2005). Entretanto, mais da metade das doencas infecciosas do tomateiro sédo causadas
por fungos, sendo que estes podem infectar todos os 6rgaos das plantas. A murcha-de-
fusario, causada pelo fungo Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f. sp. lycopersici (Sacc.)
W.C. Snyder & H.N. Hans, é uma das doencas mais importantes e disseminada na maioria
dos paises onde o tomateiro (Solanum lycopersicon L. = Lycopersicon esculentum Mill.) &
cultivado (JONES, 1991; KUROZAWA,; PAVAN, 1997).

O fungo é um patdégeno de solo que penetra pelas raizes e invade o sistema vascular
(xilema) das plantas. Em mudas, causa flexdo e curvatura para baixo das folhas mais
velhas, geralmente seguida de murcha e morte das mesmas. Plantas mais velhas no
campo podem ser infectadas em qualquer estadio de crescimento, mas a doenga
geralmente se torna mais evidente no inicio da maturacao dos frutos. Os sintomas se
iniciam com uma clorose das folhas inferiores, que gradualmente murcham e morrem. Com
o progresso da doenca, a folhagem e ramos se tornam amarelas e murcham (Figura 1).
Quando o caule é cortado no sentido longitudinal, observa-se uma colora¢gdo marrom
intensa logo abaixo da casca. O escurecimento dos vasos € caracteristico desta doenca e
ajuda na sua identificacdo; entretanto, também ocorre em outras doencgas vasculares como
a murcha-bacteriana e a murcha-de-verticilio (JONES, 1991; KUROZAWA; PAVAN, 1997).
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Fig. 1. Sintomas de murcha-de-fusario em tomate estaqueado no campo.

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) apresenta trés racas fisioldgicas que sao
definidas de acordo com a capacidade de um dado isolado infectar um conjunto de acessos
contendo diferentes fatores de resisténcia (REIS et al., 2005). Trés genes para resisténcia a
doenca tém sido identificados e geneticamente caracterizados em espécies de Solanum
(Lycopersicon). Estes genes apresentam efeito maior e tém sido incorporados em
cultivares comerciais. O gene |, identificado no acesso L. pimpinellifolium ‘Pl 79532
(BOHN; TUCKER, 1940), controla a resisténcia para a raca 1 (algumas vezes denominada
raca 0). ApOs 0 uso intensivo deste gene em cultivares comerciais, apareceu uma nova
raca do patdégeno capaz de infectar estas cultivares (ALEXANDER; TUCKER, 1945).
Assim, um novo gene para resisténcia aos mesmos (I-2) foi identificado e caracterizado no
acesso ‘Pl 126915'. Este novo fator de resisténcia foi incorporado em cultivares comerciais
(ALEXANDER; HOOVER, 1955; STALL; WALTER, 1965). Uma terceira raca do patdgeno,
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capaz de infectar cultivares resistentes as racas 1 e 2 foi registrada inicialmente na
Australia (GRATTIDGE; O'BRIEN, 1982). Um novo fator para resisténcia ao patégeno
(denominado I-3) foi identificado nos acessos ‘Pl 414773’ e ‘LA 716’ da espécie selvagem
L. pennellii (Corr.) D’Arcy (McGRATH et al., 1987; SCOTT; JONES, 1989). Atualmente, as
racas 1 e 2 de FOL estao distribuidas no mundo todo, enquanto a raca 3 tem um

distribuicdo geografica mais limitada (REIS et al., 2005).

Epidemias causadas por isolados da raga 3 foram recentemente registradas nos Estados
do Espirito Santo (REIS et al., 2005) e Rio de Janeiro (REIS et al., 2006). No Brasil, o
estabelecimento e a manutencéo de colecfes de isolados de fungos patogénicos padecem
de crdnica falta de recursos. Cole¢des caracterizadas a nivel de raca sdo escassas e/ou

nao facilmente disponiveis.

Neste trabalho, foi conduzido um esforco de caracterizacdo de uma colecéo de isolados de
FOL obtidos no Brasil e em outros continentes e mantida na colegcéo de fungos
fitopatogénicos da Embrapa Hortali¢as.

MATERIAL E METODOS

Isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Foram caracterizados 43 isolados de FOL mais dois isolados controles (Fus.27 e Fus.23)
da colecéo de fungos do CNPH, sabidamente pertencentes as racas 1 e 2, mantidos na
colecdo de trabalho da Embrapa Hortalicas (Tabela 1). Os isolados provenientes da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram obtidos da colec&o do International

Mycological Institute (IMI).

Caracterizacédo dos isolados quanto a raca fisioldgica

Como acessos diferenciadores de racas foram utilizados L. esculentum 'Ponderosa’
(suscetivel as trés racas), L. esculentum 'IPA-5' (resistente a raca 1), L. esculentum
'Floradade’ (resistente as racas 1 e 2), L. esculentum 'BHRS-2,3' e L. pennellii 'LA 716
(resistentes as trés racas). Plantas, com 15 dias apds o semeio, tiveram a por¢ao apical de

suas raizes cortada e em seguida mergulhada em uma suspenséo de 10’
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microconidios/mL. Doze plantas de cada diferenciadora foram inoculadas com cada
isolado. As plantas foram transplantadas para vasos contendo 1,5 kg de solo esterilizado.
Foram utilizados trés vasos com quatro plantas cada. A severidade da doenca foi avaliada
aos 21 dias ap6s a inoculacdo, com uma escala de notas variando de 1 a 5, adaptada de
(SANTOS, 1997): 1 = plantas sem sintomas; 2 = plantas sem sintomas de murcha ou
amarelecimento, mas com escurecimento vascular intenso; 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. Foi calculada a média
das notas obtidas por cada isolado sobre cada uma das diferenciadoras e considerados
virulentos aqueles que obtiveram nota superior a 2,0. O experimento foi repetido visando

confirmar os resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nove isolados da Embrapa Cenargen/IMI (URBEN, 1994) foram classificados como raga
1 ou raca 2. Os sete isolados provenientes de Pernambuco foram todos classificados como
raca 2, confirmando a predominancia desta raca neste Estado (ANDRADE et al., 2001).

DEos 16 isolados do Espirito Santo, 15 foram todos classificados como raca 3 e um isolado
foi avirulento, confirmando a presenca desta raca na regiao (REIS et al., 2004; 2005), assim

como os sete isolados do Rio de Janeiro, coletados mais recentemente (Tabela 1).

Atualmente a maioria dos cultivares de tomate de mesa ou processamento utilizados no
Brasil possui genes de resisténcia para as racas 1 e 2 de FOL. Desta forma, existe uma
constante pressao de selecdo sobre o patégeno, o que explica o fato de os isolados
coletados mais recentemente serem todos da raca 3 (Figura 2). O registro da ocorréncia da
raga 3, inicialmente no Espirito Santo e mais recentemente no Rio de Janeiro, levanta uma
preocupacao de que esta variante patogénica possa se disseminar também para outros
estados. Este patdégeno pode ser disseminado a longa distancia via semente ou mudas
contaminadas (JONES, 1991). Um levantamento bastante criterioso nas principais regides
produtoras de tomate do Brasil, se faz necessério para se ter mais informagéo sobre a real
abrangéncia geografica desta raca no Brasil.
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Este grupo de isolados foi incorporado a colecéo de fungos fitopatogénicos da Embrapa
Hortalicas podendo ser utilizados na identificacdo de linhagens resistentes as trés ragas do
patégeno. A abrangéncia geogréfica dos isolados desta colecao pode permitir estudos que
visem buscar marcadores moleculares do tipo raca-especificos. Estes marcadores podem
representar importante ferramentas para diagnostico rapido e preciso quando comparados

com a classificacdo convencional de racas, que requer varios dias para obtencao de

resultados confiaveis.

Fig. 2. Plantas de tomate inoculadas com isolado raca 3 de Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici, coletado no Espirito Santo, em condi¢c6es de casa de vegetacao: A = cv. Floradade

(suscetivel) e B = ‘BHRS-2,3’ (resistente).

CONCLUSOES

1. A maioria dos isolados pertence a raca 3 e estes sdo procedentes apenas de dois

Estados, Espirito Santo e do Rio de Janeiro;

2. Os isolados provenientes da colecdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

(Cenargen) séo todos das racas 1 ou 2;
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3. Os isolados, coletados no Brasil antes de 2003, também sé&o todos da raca 1 ou 2;

4. Esta colecdo de isolados esta disponivel na Embrapa Hortalicas para ser utilizada pelos

fitopatologistas e melhoristas da Embrapa e de outras instituicbes de pesquisa do Brasil.
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Tabela 1. Reacao de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici sobre um
conjunto de acessos de Lycopersicon spp. utilizados como diferenciadores de racas.

Severidade Média

Isolado Procedéncia Ano Raca
coleta | Ponderosa IPA-5 Floradade | BHRS-2,3 LA 716"

Fus.022 Botucatu-SP 1989 3,50 1,00 1,00 1,00 1,00 1
Fus-023 UFRPE 1990 4,60 4,30 1,00 1,00 1,00 2
Fus-024 Pesqueira-PE 1991 4,10 3,60 1,00 1,00 1,00 2
Fus-025 Bezerros-PE 1991 3,40 3,70 1,00 1,00 1,00 2
Fus.026 Belém Séo Francisco-PE 1991 4,30 4,60 1,00 1,00 1,00 2
Fus-027 UNESP-Botucatu 1992 4,50 1,00 1,00 1,00 1,00 1
Fus.028 Botucatu-SP 1992 3,20 3,30 1,00 1,00 1,00 2
Fus.029 Araguari-MG 1992 4,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1
Fus.030 Uberlandia-MG 1992 3,80 1,00 1,00 1,00 1,00 1
Fus-087 Belém Séo Francisco-PE 2002 4,30 4,40 1,00 1,00 1,00 2
Fus-088 Belém S&o Francisco-PE 2002 4,30 4,20 1,00 1,00 1,00 2
Fus-089 Venda Nova do Imigrante-ES 2003 4,15 4,50 4,40 1,40 1,00 3
Fus-090 Venda Nova do Imigrante-ES 2003 4,60 4,75 4,60 1,70 1,00 3
Fus-091 Venda Nova do Imigrante-ES 2003 4,70 4,50 3,60 1,30 1,00 3
Fus-092 Camucin de Séo Félix-PE 2003 4,20 4,30 1,00 1,00 1,00 2
Fus-093 Camucin de Séo Félix-PE 2003 4,10 4,60 1,00 1,00 1,00 2
Fus-094 Venda Nova do Imigrante-ES 2004 4,30 4,60 4,30 1,90 1,00 3
Fus-095 Venda Nova do Imigrante-ES 2004 4,40 4,70 4,40 1,70 1,00 3
Fus-096 Venda Nova do Imigrante-ES 2004 4,60 4,40 4,00 1,70 1,00 3
Fus-098 Embrapa/IMI ? 4,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1
Fus-099 Estados Unidos ? 3,20 1,00 1,00 1,00 1,00 1
Fus-100 Tanzéania ? 3,10 1,00 1,00 1,00 1,00 1
Fus-101 Embrapa/IMI ? 4,10 1,00 1,00 1,00 1,00 1
Fus-102 Nova Zelandia ? 3,30 1,30 1,00 1,00 1,00 1
Fus-103 Estados Unidos ? 4,75 4,50 1,00 1,00 1,00 2
Fus-104 Estados Unidos ? 4,35 4,10 1,00 1,00 1,00 2
Fus-105 Austrélia ? 4,80 3,10 1,00 1,00 1,00 1
Fus-106 Austrélia ? 4,90 3,70 1,00 1,00 1,00 2
Fus-112 Domingos Martins-ES 2004 4,80 4,50 4,75 1,20 1,00 3
Fus-116 Domingos Martins-ES 2005 4,25 5,00 4,25 1,80 1,00 3
Fus-118 Venda Nova do Imigrante-ES 2005 5,00 4,70 4,00 1,90 1,00 3
Fus-119 Venda Nova do Imigrante-ES 2005 4,70 4,60 4,50 1,75 1,00 3
Fus-143 Domingos Martins-ES 2005 4,40 4,20 4,60 1,50 1,00 3
Fus-145 Muniz Freire-ES 2006 4,10 3,70 4,00 1,60 1,00 3
Fus-146 Domingos Martins-ES 2006 4,35 4,10 1,00 1,00 1,00 3
Fus-147 Irupi-ES 2006 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 Avirulento
Fus-148 Domingos Martins-ES 2006 4,80 5,00 4,30 1,50 1,00 3
Fus-149 Domingos Martins-ES 2006 5,00 4,90 4,40 1,90 1,00 3
Fus-150 Sé&o José de Uba-RJ 2006 4,70 4,70 4,70 1,20 1,00 3
Fus-151 S&o José de Uba-RJ 2006 4,30 4,70 4,50 1,40 1,00 3
Fus-152 S&o José de Uba-RJ 2006 4,20 4,30 4,30 1,30 1,00 3
Fus-153 S&o José de Uba-RJ 2006 4,80 4,70 4,70 1,30 1,00 3
Fus-154 S&o José de Uba-RJ 2006 3,80 4,10 4,70 1,70 1,00 3
Fus-155 Sé&o José de Uba-RJ 2006 4,20 4,60 4,50 1,25 1,00 3
Fus-156 Itaocara-RJ 2006 4,50 4,40 4,70 1,40 1,00 3

"Usados como isolados controle.

“Média de 20 plantas, avaliadas por uma escala de notas de 1 = sem sintomas a 5 = plantas mortas (Santos, 1997).

" Acesso de Lycopersicon pennellii (CNPH-409).
? — ano de coleta desconhecido.
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