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RESUMO GERAL

Rocha, Mayara dos Santos. Metodologia de avaliacdo para selecdo de genotipos de
tomateiro com resisténcia parcial a murcha-de-fusario. 2019. 43p. (Dissertacdo Mestrado
em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 20109.

A murcha-de-fusario do tomateiro, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol),
pode causar altas perdas de produtividade e inviabilizar &reas para cultivo da espécie em
diferentes regides do mundo. O patogeno € especifico do tomateiro e pode apresentar
especializacdo fisiologica a diferentes variedades. Até o momento ja foram relatadas trés
racas fisiologicas do patdgeno, e trés genes que conferem resisténcia tipo imunidade a estas
racas. A avaliacdo de genoétipo de tomateiro quanto a resisténcia a Fol tem sido feita
utilizando metodologias que favorecem a identificacdo e a selecdo de acessos com resisténcia
completa em detrimento da resisténcia parcial. O presente trabalho teve como objetivos
avaliar metodologia para identificacdo de gendtipos portadores de resisténcia parcial e
identificar potenciais acessos do Banco de Germoplasma da UFRRJ portadores deste tipo de
resisténcia. O primeiro ensaio foi realizado na fase de muda, utilizando-se trés isolados da
raca 3 do patdgeno e as variedades Ponderosa, Mascot e LA 716 S. pennelli como padres.
Em seguida, os trés acessos mais promissores foram avaliados até a fase adulta em ensaio em
condicgdes de casa de vegetacdo. Paralelamente, em ensaios utilizando-se mudas em tubetes,
avaliaram-se trés concentragbes de indculo, 10%, 10° e 10° microconidios ml™; e trés
metodologias de inoculagdo das mudas: diretamente no solo, imersdo de raiz sem corte e
imersdo de raiz com corte. Em ambos o0s ensaios, utilizaram-se trés genotipos e dois isolados
de Fol. No primeiro, utilizaram-se o0s geno6tipos ENAS 1606, PAB e Ponderosa, e os isolados
MMBF 02/96 e FUS 1405 de Fol. No segundo, utilizaram-se os genétipos ENAS 2013,
ENAS 1601 e Ponderosa, e os isolados MMBF 01/96 e FUS 2903 de Fol. As inoculacfes
foram feitas aos 25 dias ap0s 0 semeio e as avaliacdo aos 21 dias ap0Os a inoculacdo. Os
acessos de tomateiro variacdo quanto a reacdo de resisténcia/suscetibilidade aos diferentes
isolados de Fol. O isolado FUS 1405 foi altamente virulento e proporcionou reacdao de
suscetibilidade em todos os genétipos testados. Este resultado, porém, ndo se repetiu em
ensaio com plantas até a fase adulta. Os métodos de inoculacdo direta no solo e imersdo de
raizes sem corte na concentragdo de 1,0x10* microconidios ml™ de agua e a utilizagdo do
acesso ENAS 2013 e da cultivar Mascot como padrdes resultaram em uma metodologia mais
adequada na selecdo de gendtipos portadores de resisténcia parcial.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; Solanum lycopersicum; Controle
genético.
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ABSTRACT

Rocha, Mayara dos Santos. Evaluation of methodology for selection of tomato genotypes
with partial resistance to fusarium wilt. 2019. 43p. (Master's Degree in Plant Science.
Institute of Agronomy, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Tomato fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), can cause high
yield losses and make unfeasible areas for tomato cultivation in diferente regions of the world.
The pathogen is specific to tomato and has physiological specialization to different cultivars.
To date, three physiological races of the pathogen and three genes that confer resistance to the
type of immunity to these races have been reported. The evaluation of tomato genotype for
Fol resistance has been done using methodologies that favor the identification and selection of
accessions with complete resistance over partial resistance. The present work aimed to
evaluate the methodology to identify partial resistance genotypes and to identify potential
accessions of the UFRRJ Germplasm Bank with this type of resistance. The first experimente
was performed in seedling phase, using three pathogen isolates of race 3 and Ponderosa,
Mascot and LA 716 S. pennelli varieties as standards. Then the three most promising
accessions were evaluated until adult phase in greenhouse conditions. In parallel, experiments
using seedlings in tubes, three inoculum concentration were evaluated, 104, 105 and 106
microconidia ml-1; and three seedling inoculation methodologies: directly into the soil, blunt
root dipping and cut root dipping. In the experiment of concentration, three genotypes and
two isolates of Fol were used. In the first, ENAS 1606, PAB and Ponderosa genotypes, and
MMBF 02/96 and FUS 1405 Fol isolates were used. In the second, ENAS 2013, ENAS 1601
and Ponderosa, and MMBF 01/96 and FUS 2903 Fol isolates were used. Inoculations were
done 25 days after sowing and evaluation at 21 days after inoculation. Reaction of tomato
accessions varied to resistance / susceptibility to different fol levels. The FUS 1405 isolate
was highly virulent and provided susceptibility reaction in all genotypes tested. This result,
however, will not be repeated in plant trials until adulthood. Inoculation directly into soil and
immersion of blunt roots at a concentration of 1.0x10* microconidia mI™ and the use of ENAS
2013 access and the Mascot cultivar mascot as standards resulted in a more appropriate
methodology for selection of genotype carrier of partial resistance.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; Solanum lycopersicum; Genetic control.
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1. INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é a segunda hortalica mais produzida no
Brasil e no mundo (CAMARGO FILHO e CAMARGO, 2017). O Brasil é o nono maior
produtor mundial, com producéo de 3,7 milhdes de toneladas por ano colhidos em uma area
de cerca de 59.000 hectares (IBGE, 2019). No entanto, o seu cultivo enfrenta varios desafios,
dentre os quais os de ordem fitossanitaria como a murcha-de-fusario, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W. C. Snyder e H. N. Hansen (Fol), fungo necrotrofico,
habitante do solo e patdgeno especifico do tomateiro.

Patégenos de F. oxysporum apresenta especificidade a nivel de espécie hospedeira,
caracterizada como formae specialis, e, em varios casos, especializacdo a nivel varietal,
caracterizada como ragas em relacdo tipicamente gene a gene. Até entdo ja foram
identificadas trés racas fisiologicas de Fol, nomeadas em ordem conforme a data de deteccéo
e relato. As ragas 1 (BOOTH, 1971) e 2, (ALEXANDER e TUCKER, 1945) encontram-se
amplamente distribuidas em todo o mundo, enquanto a raca 3 (GRATTIDE e OBRIEN, 1982)
apresenta distribuicdo geografica mais restrita. Em contraponto, ja foram identificados trés
genes, I, I-1, 1-2 e 1-3, que conferem resisténcia as racas 1, 2 e 3 (BlJU et al., 2017) e o gene I-
7 que confere resisténcia a todas as racas (GONZALEZ-CENDALES et al., 2016). Estes
genes foram introgredidos no tomateiro a partir de S. pimpinellifolium e S. pennellii (BOHN e
TUCKER, 1939; LIM et al., 2006) e, conferem resisténcia completa, relatada como
Semelhante a Imune (SI) (SANTOS JUNIOR et al., 2009). A maioria das cultivares
atualmente plantadas no Brasil € resistente as racas 1 e 2 e apenas uma minoria resistente a
raca 3 (OLIVEIRA, 2017). Estas cultivares apresentam os genes isolados ou combinados de
forma a conferir resisténcia a uma ou mais racas de Fol.

A grande maioria dos trabalhos com resisténcia de tomateiro a Fol utilizam a mesma
metodologia de avaliacdo (SANTOS, 1997) com algumas variagfes, que sdo bastante
eficientes para a identificacdo de gendtipos portadores de resisténcia completa ou semelhante
a imune (SI) (SANTOS JUNIOR et al., 2009) mas que podem dificultar a identificagio de
gendtipos portadores de resisténcia parcial ou quantitativa. Este tipo de resisténcia pode,
muitas vezes, ser encontrado em gendétipos de tomateiro que poderiam ser uma boa fonte de
resisténcia para programas de melhoramento devido a facilidade de uso nos cruzamentos
(RIBEIRO DO VALE et al.,, 2001) o que poderia facilitar a obtengdo de cultivares com
resisténcia mais duravel ou estavel ao longo do tempo (MUNDT, 2014).

Diante do exposto, e dada a escassez de estudos com gendtipos de tomateiro
portadores de resisténcia parcial & murcha-de-fusario, desenvolveu-se o presente trabalho com
0 objetivo de padronizar uma metodologia para avaliagdo e caracterizacdo de genotipos de
tomateiro quanto a esta caracteristica. Desta forma, o presente trabalho foi realizado como os
seguintes objetivos: a) identificar e selecionar gendtipos de tomateiro portadores de
resisténcia parcial a Fol e selecdo de genotipos como padrédo de resisténcia parcial em ensaios
futuros; b) ajustar concentracdo de indculo na suspensdo e metodologia de inoculacdo em
ensaios com mudas; c) avaliar os gendtipos pré-selecionados como portadores de resisténcia
parcial até a fase de producdo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L. ( =Lycopersicon esculentum Mill.) pertence a
familia Solanaceae assim como outras hortalicas de valor econémico, como a batata (S.
tuberosum L.), o jil6 (S. gilo Raddi), a berinjela (S. melongena L.) e o pimentdo (Capsicum
annuum L.) (FILGUEIRA, 2008). O tomateiro pertence ao género Solanum, secdo
lycopersicum que inclui o tomate cosmopolita cultivado, Unica espécie domesticada, e mais
12 espécies silvestres que possuem ampla diversidade genética, como o S. chilense Dun., S.
peruvianum (L.) Mill., S. pennelli. (Corr.) D’Arcy. e S. hirsutum Humb. & Holle (PERALTA
e SPOONER, 2006; ALVARENGA, 2013).

A espécie S. lycopersicum assim como outras espécies silvestres de Solanum possuem
como centro de origem a regido que compreende uma faixa costeira do Andes gue se estende
desde a Colémbia passando pelo Equador, Peru, Bolivia e até o Chile (BAI, 2007). O
tomateiro foi domesticado no México e levado para a Europa pelos espanhdis, por volta de
1550, e introduzido no Brasil somente no final do século XIX pelos imigrantes europeus e
japoneses (FONTES e SILVA, 2002).

Atualmente, o Brasil é 0 nono maior produtor de tomate do mundo e o primeiro da
Ameérica Latina com uma contribuicdo anual de cerca de 4 milhdes de toneladas (FAOSTAT,
2018). A érea cultivada com tomateiro no Brasil é de cerca de 59.726 hectares e com um
rendimento médio de 68,4 Mg.ha™* (IBGE, 2019). De acordo com Reetz et al. (2014), cerca de
37% desta producdo é destinada ao processamento industrial e 63% ao consumo in natura.
Entre os principais Estados produtores, encontram-se Goias, essencialmente tomate para a
inddstria, e Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e Rio de Janeiro. E, de acordo com dados da
EMATER (2017), a producdo de tomate no Estado do Rio de Janeiro em 2016 foi de
150.367,52 toneladas, com destaque para os municipios de Nova Friburgo, S&o José de Uba4,
Itaocara e Paty do Alferes.

Apesar de ser uma planta perene, o tomateiro é cultivado como anual. A espécie pode
apresentar dois tipos de habito de crescimento: indeterminado, caracterizado pela presenca de
dominancia apical e; determinado, com auséncia de dominancia apical (FILGUEIRA, 2008).
Apresenta facil adaptacdo a diferentes condicGes climaticas, sendo favorecido, porém, por
condicGes de ambiente com predominio de alta luminosidade e temperaturas amenas, em
torno de 13 a 25°C, e seco. Alta umidade pode afetar o amadurecimento dos frutos e também
favorecer o desenvolvimento de algumas doengas (ALVARENGA, 2013). O tomateiro se
desenvolve bem em diferentes tipos de solo, sendo mais adequados, porém, aqueles que
apresentam bons niveis de matéria organica, boa drenagem, pH variando entre 55 a 7,5, e
elevada fertilidade.

Por ser uma espécie sensivel a variaveis climaticas e muito suscetivel a pragas e
doencas, a ocorréncia de quedas de safra e grandes variacdes nos precos de comercializacdo
sdo frequentes. Dentre os fatores bi6ticos, as doencas de etiologia fingica destacam-se devido
a frequéncia e a gravidade com que ocorrem. Dentre estas, destaca-se a murcha-de-fusario do
tomateiro, doenca de ocorréncia generalizada em paises onde o tomateiro € cultivado
(KUROZAWA e PAVAN, 2005).



2.2 Murcha-de-fusario do tomateiro

No género Fusarium encontram-se fungos filamentosos do filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes e ordem Hypocreales (INDEX FUNGORUM, 2018). Esses fungos sdo
cosmopolitas e muitos destes sdo habitantes do solo onde sobrevivem em abundéncia e
frequente associacdo com raizes de plantas ou em atividade parasitica e saprofitica. Este
género possui espécies que causam doencas em muitas culturas de interesse econémico,
incluindo as murchas, podridfes e cancros (BOOTH, 1971). No tomateiro as espécies de
Fusarium mais comuns como causadoras de doenga sdo F. solani, F. oxysporum e F. equiseti
(MA et al., 2013).

As murchas estdo associadas a formas patogénicas de F. oxysporum que possuem
especializacdo fisioldgica a nivel de espécie hospedeira que séo identificadas como formae
speciales. Dentre estas esta F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) (MCGOVERN, 2015). Fol é
0 agente causal da murcha-de-fusario do tomateiro, responsavel por altas perdas de
rendimento e de qualidade em &reas de cultivo de tomate em todo o mundo (BAWA, 2016).

Até o momento, trés racas fisioldgicas de Fol ja foram identificadas, sendo estas
diferenciadas pela habilidade de infectar variedades portadoras de genes especificos de
resisténcia (AMINI, 2010). As racas 1 e 2 encontram-se amplamente distribuidas em todo o
mundo e, a raca 3 possui uma distribuicdo geografica mais restrita (PEREIRA e PINHEIRO,
2014). A raca 1 foi descoberta por Booth em 1886 (BOOTH, 1971). A raca 2 foi reportada no
Estado de Ohio em 1945 por Alexander e Tucker (1945) e a raca 3 foi reportada na Australia
em 1978 por Grattidge e Obrien (1982).

No Brasil, o primeiro relato da doenca foi feito em 1938 no municipio de Pesqueira,
no Estado de Pernambuco (DESLANDES, 1940). A associacdo da doenca a duas racas
distintas de Fol, 1 e 2, foi feita em 1941 no Estado de S&o Paulo (ARRUDA, 1941). O relato
de uma terceira raca no Brasil somente ocorreu em 2005 no municipio de Venda Nova do
Imigrante no Estado do Espirito Santo (REIS et al., 2005).

Se até entdo tinha-se uma ampla distribuicdo apenas das racas 1 e 2, desde 2005 vem-
se observando uma grande disseminacdo também da raca 3, ja relatada nos Estados do
Espirito Santo (REIS et al., 2005), Rio de Janeiro (REIS e BOITEUX, 2007; OLIVEIRA,
2017), Bahia (BARBOZA et al., 2013) e Minas Gerais (GONCALVES et al., 2013). No
Estado do Rio de Janeiro, a raca 3 ja foi relatada nos municipios de Séo Joseé de Uba e
Itaocara (REIS e BOITEUX, 2007) e Nova Friburgo (OLIVEIRA, 2017).

Em meio batata-dextrose-agar (BDA) a morfologia da coldnia pode ser muito variavel
e se caracteriza por rapido crescimento. A coloracdo pode variar de violeta a parpura escuro
ou creme a laranja (Figura 1A). A espécie F. oxysporum produz trés tipos de esporos
assexuais - microconidios, macroconidios e clamidésporos (Figuras 1B e 1C) que sdo
importantes na identificacdo morfoldgica do patdgeno (ANDRADE, 2009).



Clamidésporo
= ¢
: =

Figura 1. Aspectos morfologicos de Fusarium oxysporum. A: Colbnias de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. B: Macro e microconidios. C: Clamiddsporo. Foto: Mayara
Rocha.

Os macroconidios séo hialinos, alantoides, variando de 2 a 4 septos e com paredes
finas. Os microconidios também sdo hialinos, porém eliticos, contendo uma ou duas células.
Os clamiddsporos possuem parede espessa e lisa e sdao formados a partir da modificacdo da
espessura da parede de hifas ou de células conidiéforas (MCGOVERN, 2015). Pode também
formar esporoddquios pela aglomeracédo de conidiéforos (PEREIRA e PINHEIRO, 2014).

O patdgeno, Fol, pode sobreviver no solo por mais de dez anos por meio dos
clamidosporo, em restos culturais como saprofita, e em alguns casos, associado ao sistema
radicular de outras plantas (MCGOVERN, 2015). O ciclo de infeccdo do tomateiro inicia-se
com germinacdo dos esporos no solo, em resposta a exsudados liberados pelas raizes da planta
(THANGAVELU et al., 2003; DI PIETRO et al., 2003). Ap6s germinacéo, hifas infectivas se
aderem a superficie de raizes e penetram na epiderme radicular (RODRIGUEZ GALVEZ e
MENDGEN, 1995). O micélio cresce e avanga nos espagos intercelular e intracelular do
cortex radicular, até alcancar os vasos do xilema (BISHOP e COOPER, 1983; BECKMAN,
1987). No xilema, o patdgeno assume um carater endofitico, colonizando exclusivamente as
suas células (BISHOP e COOPER, 1983). Com o avanco do processo de colonizacéo,
ocorrem obstrugdes dos vasos e blogqueio ao fluxo de &gua com consequente murcha, sintoma
caracteristico, que pode levar a morte da planta. Ap6s a morte da planta, as hifas crescem em
todos os tecidos da planta seguido de esporulagdo intensa inclusive na superficie dos tecidos
(DI PIETRO et al., 2003).



A doenca pode se manifestar em qualquer estadio de desenvolvimento da planta,
inclusive em mudas (Figura 2), no entanto, € mais comum em plantas adultas, principalmente
na fase de florescimento e frutificacdo devido ao aumento da demanda por dgua e nutrientes
(KUROZAWA e PAVAN, 2005).

Figura 2. Mudas de tomateiro inoculadas apenas com agua destilada (esquerda) e com
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (direita). Foto: Mayara Rocha.

Segundo Reis (2004), a doenga causa epinastia das folhas mais velhas, seguido de
murcha e morte. Os sintomas iniciam-se pelo amarelecimento das folhas mais velhas seguido
de murcha e necrose (Figura 3A e 3B).
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Figura 3. Sintomas causados por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.. A e B:
Amarelecimento e murcha das folhas. C: Necrose do sistema vascular. Foto: Mayara Rocha.

Com o avan¢o da doenca, as folhas mais jovens também amarelecem e murcham,
principalmente nas horas mais quentes do dia, até a murcha tornar-se irreversivel. Esses
sintomas sdo causados pela obstrucdo do fluxo de agua e nutrientes que ocorre devido a
colonizagdo dos vasos do xilema pelo patégeno e pelo acumulo de géis, gomas e de tiloses
gue é uma estratégia de defesa da planta (PEREIRA e PINHEIRO, 2014). Em viveiros, sob
condicdes de alta temperatura e umidade, o patdgeno pode causar tombamentos nas plantulas.
No campo, a sua ocorréncia, normalmente é observada em reboleiras (TOKESHI e
CARVALHO, 1980). O diagnostico da doenga pode ser feito com corte da haste e observacao
de vasos necrosados de coloragdo marrom intensa seguido de observacdo em microscopio
oOtico para visualizagédo das estruturas do fitopatdégeno (Figura 3C) (PEREIRA e PINHEIRO,
2014).

As condic¢des de ambiente como temperatura, umidade e pH do solo sdo importantes
para o desenvolvimento da doenca (ALHUMSAEN, 2012). E favorecida por temperaturas na
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faixa de 21 a 33°C (BAWA, 2016), com 6timo a 28° C (WALKER, 1971; BOIX-RUIZ et al.,
2015); solos com baixa umidade (KUROZAWA e PAVAN, 2005), mais arenosos e acidos
(BAWA, 2016). Além disso, 0s nutrientes minerais tambeém podem influenciar na patogénese
devido as alteracbes metabolicas, histoldgicas ou citolégicas (MARSCHNER, 2012). A
disponibilidade de calcio e a fonte de nitrogénio utilizada também pode afetar a
suscetibilidade do tomateiro a murcha-de-fusario (Carvalho et al., 2003). Fertilizantes
minerais & base de NH4" reduzem o pH do solo resultando no aumento da taxa de ades3o e
colonizacdo dos pelos absorventes e da regido da coifa e afetam a populagdo microbiana da
rizosfera, incluindo importantes grupos com atividade antagdnica, como Pseudomonas
fluorescentes, Trichoderma spp. e Gliocladium spp (Carvalho et al., 2003).

O manejo e os tratos culturais também influenciam na ocorréncia da doenca. Oliveira
(2017) constatou que no municipio de Nova Friburgo, RJ, a ado¢do de um conjunto de
praticas culturais tem favorecido a dispersdo e sobrevivéncia de Fol, como o cultivo
sistematico de tomateiro ha mais de 20 anos, a ndo adogdo de préaticas de conservagao do solo
e a ndo limpeza prévia de maquinéarios e implementos; a incorporacdo dos restos culturais ao
solo, a reutilizacdo de estacas e a ndo correcdo da acidez do solo. Como principal estratégia
de controle tem sido feito o plantio de cultivares resistentes as racas 1 e 2, que vem levando a
selecdo e predominio da raca 3 (Oliveira, 2017). De acordo com Reis (2007) a principal forma
de disseminacdo da raca 3 em areas geograficamente isoladas pode ter siso via sementes
contaminadas. A principal estratégia para o controle da doenca deve ser baseada no principio
da excluséo visto que, apos sua introducédo e dispersdo, sua erradicacao é dificil. Medidas de
carater preventivo devem ser priorizadas (AJIGLOBA e BABALOLA, 2013) por meio de uso
de sementes e mudas sadias, plantio em areas livres do patégeno e manejo conservativo do
solo. Ap6s sua introducdo, devem ser adotadas praticas como controle cultural, bioldgico e,
principalmente, genético (PEREIRA e PINHEIRO, 2014). O controle cultural baseia-se na
ado¢do de préaticas culturais que levem a condi¢cBes menos favoraveis ao crescimento do
patdégeno e ao processo de infeccdo e colonizacdo da planta (AJILOGBA e BABALOLA,
2013). Um dos maiores desafios no controle da murcha-de-fusario, é o fato de o patdgeno
possuir grande longevidade no solo, mesmo na auséncia de seu hospedeiro (MCGOVERN,
2015). A remocdo dos residuos culturais do tomateiro da area de cultivo, para reduzir o
potencial de indculo no solo deve ser feito ao final do ciclo (BAWA, 2016), e a rotacdo de
cultura com espécies ndo hospedeiras também deve ser empregada. Espécies de gramineas,
por exemplo, podem ser utilizadas por 5 a 7 anos. Como a acidez do solo (pH) também é um
fator importante, a calagem deve ser realizada, assim como uma adubacdo equilibrada
(ALHUMSAEN, 2012; AJILOGBA e BABALOLA, 2013).

A solarizacdo do solo também é uma importante estratégia para o controle de
patégenos de solo (SALIM et al., 2017). A solarizacdo é geralmente realizada no verdo
guando a temperatura do ar é alta e a radiacdo solar € intensa (BAWA, 2016). Além disso,
essa pratica também pode ser utilizada no controle de nematoides que também favorecem a
infeccdo do tomateiro por Fol (PEREIRA e PINHEIRO, 2014). Seu uso, porém, é mais
restrito por dificuldades praticas.

A elevacgdo da matéria orgénica no solo pela adi¢do de estercos e compostos organicos
tambem deve ser considerada por favorecer a microflora do solo (PEREIRA e PINHEIRO,
2014). Compostos organicos sdo conhecidos por suprimirem uma grande variedade de
doencgas causadas por patdgenos de solo, incluindo espécies de Fusarium (BONANOMI et
al., 2007). De acordo com estudos realizados por Borrero et al. (2004), a aplicacdo de
composto organico pode suprimir a murcha-de-fusario causada por Fol. No entanto, ha
controvérsias, visto que o fungo possui atividade saprofitica.

O controle biolégico também tem sido preconizado. Bawa (2016) obteve resultados
positivos com o uso de isolados de F. oxysporum ndo patogénicos e também avirulentos ao
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tomateiro no controle da doenca. Estes podem competir por sitios de infeccdo e nutrientes,
além de induzirem a resisténcia nas plantas hospedeiras. Experimentos desenvolvidos por
Verma (2017) comprovaram que o0 uso conjunto de Trichoderma viride e Trichoderma sp.
diminuiram a incidéncia da murcha de fusario em tomate. Rocha et al. (2017) também
comprovaram que a combinacao de duas estirpes de Bacillus toyonensis e B. megaterium foi
eficaz no controle da murcha-de-fusario de tomateiro e no estimulo do desenvolvimento da
planta em solos contaminados pelo fitopatogeno.

O controle genético € uma das mais importantes estratégias para reducdo das perdas
pela doenca. Em areas de cultivo onde Fol ja se encontra presente, 0 método de controle mais
pratico, econdbmico e ambientalmente seguro € o genético, através do uso de cultivares
resistentes. Atualmente, a maioria das cultivares de tomate de mesa ou para processamento
utilizadas no Brasil possuem genes de resisténcia as ragas 1 e 2 de Fol. Para a raca 3 poucos
exemplos de cultivares de tomateiro resistentes estdo disponiveis no Brasil. O uso da enxertia
em porta-enxertos de tomateiro resistentes também tem praticado como uma alternativa viavel
no controle da doenca em areas contaminadas CANTU et al., 2014), especialmente em
cultivos protegidos.

2.3 Resisténcia de tomateiro a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

A resisténcia de plantas a doengas pode ser definida como resultado da reducdo do
crescimento ou do desenvolvimento do patdgeno devido a uma série de mecanismos de defesa
(RIBEIRO DO VALE, 2001). De forma geral, a resisténcia de plantas a patégenos pode ser
classificada em dois tipos: resisténcia qualitativa e a resisténcia quantitativa (MCGOVERN,
2015). A resisténcia qualitativa, também referida como completa ou monogénica, é conferida
por um gene de efeito principal (NIKS et al., 2015). A resisténcia completa é, em geral,
comandada por genes dominantes e resulta de uma interagdo gene a gene conforme definido
por Flor (1956). Os genes que conferem resisténcia as racas de Fol sdo conhecidos como
genes | (de imunidade) e foram identificados em tomates silvestres e introduzidos no
tomateiro cultivado. Os genes | e I-1 descobertos em S. pimpinellifolium e S. pennellii,
respectivamente, conferem resisténcia a raca 1; o gene 1-2 descoberto em S. pimpinellifolium,
confere resisténcia a raca 2, e os genes 1-3 e I-7, encontrados em S. pennellii, conferem
resisténcia a raca 3 (TAKKEN e REP, 2010). Os genes de aviruléncia, Avrl, Avr2 e Avr3
respectivamente provenientes das trés racas fisioldgicas do fungo, sdo reconhecidos pelas
cultivares de tomate que possuem 0s respectivos genes de resisténcia que acionam ou
desencadeiam uma série de mecanismos de defesa da planta contra o patégeno. Uma das
maneiras de se identificar a raca fisiologica de Fol é através do uso de variedades
diferenciadoras portadoras de genes de resisténcia ou através de técnicas moleculares
(PEREIRA e PINHEIRO, 2014; OLIVEIRA 2017). Durante o processo de infeccdo o
patégeno produz proteinas, chamadas SIX (“secreted in xylem”), que ajudam também na
identificacdo da formae speciales e das racas de Fol. Em F. oxysporum f. sp. lycopersici, as
proteinas SIX1, SIX2, SIX3 e SIX5 estdo presentes e sdo utilizados na identificagdo das racas
fisioldgicas (LIEVENS et al., 2009).

Embora a principal base do controle genético da murcha-de-fusario seja a resisténcia
completa, este tipo de resisténcia ndo tem sido duravel. De acordo com Lima et al. (2005)
variantes de um patdgeno, gerados a partir de mutacdo ou recombinagdo, podem possuir
alelos alternativos em locos de aviruléncia que podem resultar na “quebra” da resisténcia da
planta. Andrade (2009) também relata que a utilizacdo intensiva de cultivares resistentes a
apenas uma racga pode favorecer a selecdo de variantes virulento de outras ragas do patdgenos.
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Ja a resisténcia quantitativa, as vezes referida como parcial, incompleta ou poligénica, é
conferida pela agdo de um ou mais genes que contribuem quantitativamente para o nivel de
defesa da planta (MCGOVERN, 2015). Esta resisténcia é por natureza raca ndo-especifica e
por isso também definida como durdvel e sua expressao é influenciada pelas condi¢des de
ambiente, quantidade de inéculo adequado para infeccéo e idade da planta (MUNDT, 2014).
Plantas portadoras de resisténcia parcial, podem expressar diferentes niveis de severidade
dependendo das condi¢cdes de ambiente, método de inoculacdo dentre outros (ZAMBOLIM et
al., 2014).

2.4 Metodologia de avaliacao de resisténcia de tomateiro a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici

Diferentes métodos de avaliacdo sdo citados para caracterizacdo e quantificacdo da
resisténcia de plantas a fitopatdgenos. Em geral, a resisténcia qualitativa é a mais utilizada em
programas de melhoramento visando o desenvolvimento de cultivares resistentes. O método
de avaliacdo da resisténcia de tomateiro a Fol mais utilizado foi descrito por Santos (1997) e
consiste na inoculagdo de mudas e avaliacdo ap06s 21 dias com auxilio de escala descritiva.
Trata-se de procedimento drastico com corte das raizes das mudas jovens seguido de imersédo
em suspensdo de conidios concentrada, 1,0 x 10° microconidios mL™. Aos 21 dias apds,
classificam-se 0s sintomas em cinco categorias ou notas: 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 na média das notas, os genotipos sdo classificados em cinco diferentes
classes de reacdo: semelhante a imune (SI), altamente resistentes (AR), medianamente
resistentes (MR), suscetiveis (SU) e altamente suscetiveis(AS) (REIS, 2004).

Outros autores também utilizam escalas descritivas na avaliacdo de reacdo de genoétipos
a Fol. Chopada et al. (2014) avaliaram a resisténcia de dez variedades de tomateiro a murcha
de fusério utilizando notas sugeridas por Mandhare e Patil (1993). Nesta metodologia,
primeiramente determina-se a incidéncia de plantas com murcha, em porcentagem e em
seguida faz-se a classificacdo seguindo o seguinte critério: incidéncia entre 0 a 24% =
resistente; incidéncia entre 25 a 49% = moderadamente resistente; incidéncia entre 50 a 74% -
moderadamente suscetivel; incidéncia maior que 75% = suscetivel.

No entanto, estes critérios sdo qualitativos e, como fatores bidticos e abidticos podem
causar sintomas similares a alguns dos descritos nas escalas, falhas podem ocorrer. Como
critério quantitativo pode-se fazer a medicdo da lesdo e célculo da porcentagem da extensdo
da haste necrosada, além de acimulo de massa e desenvolvimento das plantas (OLIVEIRA,
2017). Boix-Ruiz (2015) afirmam que além da observacdo dos sintomas causados pela
doenca, a necrose do xilema também é importante para confirmacdo do diagndstico e melhor
avaliacdo da resisténcia das plantas. Em bioensaios, Carvalho (2003) utilizou a porcentagem
de infeccéo, relacdo entre a extensdo dos feixes vasculares necrosados e a extenséo da haste
total da planta, como critério direto na avaliagdo da doenca.

A utilizacdo de métodos drasticos de inoculacdo e situacGes onde as plantas sdo
expostas a condigdes favoraveis a doenca podem dificultar a identificagdo de gendtipos
portadores de resisténcia parcial (OLIVEIRA, 2017) e além disso, avaliacGes na fase adulta
devem ser realizadas para confirmacdo da resisténcia, visto que nas fases de florescimento e
frutificacéo, a severidade da doenca é maior (MCGOVERN, 2015). Sabe-se que a expressao
da resisténcia parcial pode ser afetada por fatores ambientais, concentragdo do indculo,
variabilidade patogénica do isolado e meétodo de inoculacdo (SOUZA et al., 2010).



O ambiente desempenha um importante papel na infec¢do de plantas por patdgenos por
interferir no processo de infecgéo e colonizagdo e afetar os mecanismos de resisténcia da
planta (WEBB, 2017). A temperatura do ar e do solo séo considerados fatores importantes no
desenvolvimento de Fol no solo por influenciar a competitividade e atividade antagonica da
microbiota (ANDRADE, 2005). Webb (2017) identificou que a temperatura do ar e do solo,
umidade relativa e umidade do solo s&o os principais fatores que influenciaram a murcha-de-
fusario em beterraba.

Segundo Niks (2015), Souza et al., (2010) e Ribeiro do Vale (2001), além dos fatores
ambientais, a resisténcia parcial também € altamente afetada pela viruléncia do isolado do
patdgeno e pela idade da planta. Portanto, a utilizacdo de diferentes isolados do patégeno de
uma mesma raca e de racas diferentes na selecdo de gendtipos portadores de resisténcia é
primordial (AKRAM, 2014). Santos Janior et al (2009) identificaram diferentes respostas de
um mesmo acesso a diferentes isolados do Fol indicando ser esta uma fonte de variacdo em
ensaios de inoculagéo.

O método de inoculacdo deve ser escolhido de modo a ndo prejudicar a identificacdo de
plantas portadoras de resisténcia parcial. Portanto, métodos drésticos devem ser evitados
(BOIX-RUIZ, 2015). Segundo Webb at al. (2017), a identificacdo e quantificacdo dos niveis
de resisténcia parcial, possivelmente, seriam mais facilmente obtidas em ensaios sob
condicdes menos favoraveis ao patdgeno. Park et al. (2013) utilizaram um método de
inoculagdo menos agressivo na avaliacdo de resisténcia de tomate a Fol, no qual as raizes ndo
cortadas s&o imersas por 30 minutos em suspencéo contendo 1x10 conidios mL™ seguido de
transplantio para tubetes.

Diferentemente da resisténcia completa, a resisténcia parcial ndo pode ser avaliada em
termos absolutos, mas sim através de comparacGes com padrfes compostos por cultivares
suscetiveis e resistentes (RIBEIRO DO VALE, 2001).

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa-de-vegetacdo no setor de Horticultura e no
Laboratorio de Epidemiologia e Patologia de Sementes do Departamento de Fitotecnia da
UFRRJ. O primeiro ensaio para identificacéo e selecdo do padrdo de resisténcia parcial a Fol
foi realizado no periodo de abril a junho de 2018. O ensaio para a definicdo da metodologia
de inoculacgdo e concentracao de indculo foi realizado no periodo de novembro de 2018 a abril
de 2019. E o experimento de fase adulta foi realizado entre 0os meses de marco a julho de
2019.

3.1. Obtencdo e preservacdo de isolados de Fol

Como inoculo para os diferentes ensaios, foram utilizados isolados de Fol adquiridos
junto a Colegdo de Culturas Fungicas Micoteca “Mario Barreto Figueiredo”, Instituto
Biolégico, SP (INSTITUTO BIOLOGICO, 2010), MMBF 01/96 e MMBF 02/96, e obtidos de
plantas de tomate no municipio de Nova Friburgo, RJ, em 2015 por Oliveira (2017), FUS
1405, FUS 2903 e FUS 1302. Todos os isolados foram preservados em solo e em 6leo mineral
(DINGHRA e SINCLAIR, 2000).

3.2. Identificacéo e selecdo de padrdes de resisténcia parcial a Fol

3.2.1 Selegéo e plantio das variedades
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Doze genotipos de tomateiro pertencentes ao Banco de Germoplasma do Departamento
de Fitotecnia, previamente identificados por Oliveira (2017) como portadores de resisténcia
parcial as racas 1 e 2, foram caracterizados quanto a resisténcia a raca 3 de Fol (Tabela 1). Os
acessos testados foram: ENAS 1229, ENAS 2045, ENAS 1218 e ENAS 1601, caracterizados
como altamente resistente & raca 1; ENAS 1223, ENAS 2020 e ENAS 1404, caracterizados
como altamente resistentes a raca 2; ENAS 2013, ENAS 2029, ENAS 2054, ENAS 2018 e
ENAS 2055, caracterizados como moderadamente resistente as racas 1 e 2. Como padrdes de
suscetibilidade e de resisténcia utilizaram-se as variedades Ponderosa (altamente suscetivel as
racas 1, 2 e 3), S. pennellii LA-716 (resistente as ragas 1, 2 e¢ 3) e a cultivar Mascot,
identificada como portadora de resisténcia parcial as racas 2 e 3 de Fol (Oliveira, 2017)

As sementes dos diferentes acessos e dos trés padrles, de resisténcia e suscetibilidade,
foram semeadas em bandejas de pléastico de 200 células contendo substrato comercial isento
de contaminacdo da marca Carolina e foram mantidas em casa de vegetagdo com temperatura
controlada variando entre 25° a 30°.

Tabela 1. Relacdo de gendtipos de tomateiro avaliados na selecdo de resisténcia parcial a
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e respectivos grupos comerciais e empresas
comercializadoras ou origem.

Genotipo Grupo Empresa/Origem
ENAS 2013 Salada UFRRJ, LabEPS
ENAS 2045 Salada UFRRJ, LabEPS
ENAS 2020 Salada UFRRJ, LabEPS
ENAS 2018 Salada UFRRJ, LabEPS
ENAS 1223 Cereja UFRRJ, LabEPS
ENAS 2029 Salada UFRRJ,LabEPS
ENAS 1601 Cerejdo UFRRJ, LabEPS
ENAS 1218 Cereja UFRRJ, LabEPS
ENAS 2055 Italiano UFRRJ, LabEPS
ENAS 1229 Cereja UFRRJ, LabEPS
ENAS 1404 Cereja UFRRJ,LabEPS
ENAS 2054 Italiano UFRRJ, LabEPS
Mascot Cereja Agristar
Ponderosa Salada UFRRJ, LabEPS
LA-716 - Embrapa Hortalicas

3.2.2 Preparo do indculo e inoculagéo

Para avaliacdo da resisténcia dos gendtipos a raca 3 de Fol, foram utilizados trés
isolados: FUS 1405, FUS 2903 e FUS 1302. As culturas dos trés isolados foram repicadas
para placas de Petri contendo 0 meio BDA e crescidos por 14 dias em incubadora BOD, a
temperatura de 25°C sob 12 horas de luz. Para o preparo da suspensdo, a superficie das placas
foram lavadas com &gua destilada com o auxilio de um pincel de cerdas macias e, em seguida,
a suspensdo foi filtrada em gaze esterilizada. A concentracdo foi ajustada para 1,0 x10°
microconidios.mL™, utilizando-se cAmara de Neubaer (SOUZA et al., 2010).

Para a inoculacdo, o substrato aderido as raizes foi removido por meio de lavagem em
agua corrente e, em seguida, a porcdo apical de aproximadamente 2,0 cm foi cortada com
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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. O solo e areia foram
peneirados e esterilizados. A areia foi mantida em estufa a 160°C por 8 horas e o solo foi
autoclavado por 1 hora em dois dias consecutivos. Apés o transplantio, foram adicionados 2,0
mL da suspensdo de conidios dos respectivos isolados aos tubetes. Como testemunhas, trés
plantas de cada gendtipo foram inoculadas apenas com agua esterilizada.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 15 X 3, sendo
15 genotipos e trés isolados e sete repetices. Como controle utilizaram-se trés plantas nao
inoculadas de cada genotipo, totalizando 360 tubetes.

3.2.3 Avaliacéo

A avaliacdo foi realizada aos 21 dias ap0s a inoculacdo, inicialmente pela observacédo da
presenca ou ndo de sintomas de amarelecimento e murcha das folhas. Em seguida, as mudas
foram arrancadas e suas hastes cortadas longitudinalmente para avaliacdo da presenca ou nao
de descoloragdo vascular e medicdo da extensdo das lesbes ou necroses. A extensdo da
necrose vascular e o comprimento total das hastes foi medido com o auxilio de uma régua.
Com base nestas medidas foi determinada a severidade da doenca através da porcentagem de
necrose vascular (PNV%) realizada com base na relacdo: EDV (extensdo da descoloracédo
vascular/altura das haste (AH)) x 100 (CARVALHO, 2003). Ainda, a cada planta foi
atribuido uma nota, 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. A média das notas foi avaliada segundo 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) e; 4,1-5,0= altamente suscetivel
(AS). Mediu-se ainda, a massa fresca da parte aérea (MFPA). Com base na MFPA das plantas
inoculadas e nas ndo inoculadas estimou-se a massa fresca relativa das plantas em funcéo da
inoculagdo (MFR), onde MFR = (MFPA planta inoculada/MFPA planta controle) x 100. O
crescimento relativo (CR) foi estimado com: CR = (Altura da haste da planta inoculada/Altura
da haste planta controle) x 100).

3.3 Definicdo de metodologia de inoculacéo e da concentracao de in6culo

Nestes experimentos foram utilizados gendtipos portadores de diferentes niveis de
suscetibilidade as trés racas do patégeno, Ponderosa, Perinha Agua Branca (PAB) e trés
acessos da colecdo de germoplasma ENAS 1606, ENAS 2013 e ENAS 1601. Foram
utilizados quatro isolados de Fol, MMBF 01/96 (raca 1), MMBF 02/96 (raca 1), FUS 1405 e
FUS 2903 (raca 3). As mudas foram produzidas em bandejas de plastico de 200 células
contendo substrato comercial autoclavado e mantidas em casa de vegetagcdo. As inoculagdes
foram realizadas quando as mudas apresentaram dois pares de folhas definitivas. O substrato
aderido nas raizes das mudas foi removido antes da realizagdo da inoculagéo.
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a) Concentracédo de inoculo

Inicialmente avaliou-se o efeito da concentracdo de conidios na suspensdo. Utilizaram-
se 0s gendtipos ENAS 1606, PAB e Ponderosa e os isolados MMBF 02/96 e FUS 1405 de
Fol. Adotou-se como metodologia de inoculacéo, a mais citada na literatura, imersdo de raizes
cortadas em suspensdo de indculo. Foram testadas trés concentracdes de indculo: 1 x 10°
microconidios mL?, 1 x 10° microconidios mL™e 1 x10* microconidios mL™. Como
testemunha utilizaram-se plantas inoculadas com &gua.

Foram realizados dois ensaios independentes, um para cada isolado, em delineamento
inteiramente casualizado e esquema fatorial 3 x 3, trés genotipos e trés concentragdes de
inoculo. Foram feitas quinze repeticBes, sendo cada repeticdo uma planta inoculada. As
avaliacdes foram realizadas aos 21 dias apds a inoculagdo, seguindo 0 mesmo procedimento
descrito no item 3.2.

b) Metodologia de inoculacao

Para este ensaio utilizaram-se trés genotipos, ENAS 2013, Ponderosa e ENAS 1601, e
dois isolados, MMBF 01/96 e FUS 2903. Avaliaram-se trés métodos de inocula¢do do
patdgeno visando identificar o mais adequado para selecdo de gendtipos portadores de
resisténcia parcial a murcha-de-fusario: (a) adicdo da suspensdo de in6culo diretamente no
solo/substrato, onde ap6s a remocdo do substrato aderido nas raizes as mudas foram
transplantadas para o tubetes seguido da adicdo de 2,0 mL da solugdo de indculo no substrato
do tubete; (b) imersdo das raizes na suspensdo, sem corte prévio, onde as raizes lavadas foram
emergidas na suspensdo de conidios por 5 minutos e depois transplantadas para tubetes, e; (c)
imersdo das raizes na suspensdo de in6culo com corte prévio da extremidade, onde as raizes
foram lavadas e suas extremidades foram cortadas a 2,0 cm da porgéo apical e emergidas na
suspensdo de conidios por 5 minutos.

Utilizou-se a concentragéo do indculo mais citada na literatura 1 x10° microconidios mL™
(SOUZA et al., 2010). Os esporos foram obtidos a partir de culturas crescidas em placas de
Petri contendo meio BDA por 14 dias a 25°C sob 12 horas de luz. Como testemunha foram
utilizadas plantas inoculadas com agua.

Foram realizados dois ensaios independentes, um para cada isolado, em delineamento
inteiramente ao acaso e esquema fatorial 3x3, trés genotipos e trés metodologias de
inoculacdo. Foram feitas quinze repeticdes, sendo cada repeticdo uma planta inoculada. As
avaliacOes foram realizadas aos 21 dias apds a inoculagdo, seguindo 0 mesmo procedimento
descrito no item 3.2.

3.4. Avaliacao da resisténcia parcial até a fase adulta

3.4.1 Preparo das mudas e conducéo das plantas em casa de vegetacéo

Foram utilizados os acessos selecionados no item 3.2 como portadores de resisténcia
parcial a Fol, ENAS 2013, ENAS 2018, ENAS 1404, e dois padrdes, PAB, suscetivel as racas
1, 2 3 3, e a cultivar Mascot da Top Seed, resistente as racas 1 e 2 e moderadamente
resistente a raca 3. As sementes foram semeadas em bandejas de isopor de 128 células
contendo substrato comercial, marca Carolina, e mantidas em casa de vegetacdo. Cerca de 25
dias ap0s semeadura foram transplantadas para vasos de 8,0 L contendo a mistura de solo
argiloso, solo arenoso e esterco bovino na proporcao 2:2:1. Transplantaram-se trés mudas por
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vaso (Figura 4), visando a realizacdo de trés avaliacbes em amostras destrutivas: aos 30, 60 e
90 dias apos inoculago.

No dia do transplantio, foi realizada uma adubacéo utilizando-se 4,0 g de uréia como
fonte de nitrogénio (N), 3,0 g de super simples como fonte de fésforo (P) e 4,0 g de cloreto de
potassio como fonte de potassio (K). Seguiu-se a aplicacdo de N e K, variando a concentracao
de nutrientes conforme os requerimentos da cultura, segundo recomendacdo de Carrijo e
Makishima (1998) para cultivo em ambiente protegido (Tabela 2).

Conduziu-se apenas uma haste por planta, efetuando-se sempre que necessario 0s

procedimentos como poda das gemas laterais, tutoramento com estacas de bambu e controle
de pragas e doencas.

L4

Figura 4. Ensaio em vasos na casa de vegetacdo com mudas aos 45 dias ap6s a semeadura.

Tabela 2. Quantidade total de macronutrientes aplicados por vaso no dia do transplantio, 21 e
35 dias apds o transplantio.

Dias ap0s o transplante Dose (9)
N P K
0 4 3 4
31 - - 3
60 3 - 3

3.4.3 Preparo do ino6culo e inoculagéo

Foram utilizados trés isolados de Fol, FUS 1405, FUS 2903 e FUS 1302 (ra¢a 3). Os
esporos foram obtidos a partir de culturas crescidas em placas de Petri contendo meio BDA
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por 14 dias a 25° C sob 12 horas de luz. Para o in6culo, foram utilizadas suspensdes de
esporos em é&gua destilada e autoclavada na concentracdo de 5,0 x10° microconidios mL™,
ajustada em camara de Neubaer. A inoculacdo foi realizada no dia do transplantio onde foi
adicionado 50 mL da suspensdo de esporos aos vasos, sendo utilizado apenas &gua destilada
para o tratamento controle.

Adotou-se delineamento inteiramente ao acaso em esquema fatorial 5 x 4 e cinco
repeticdes, e um total de 20 tratamentos, totalizando 100 vasos com 3 plantas. Compararam-
se cinco variedades ENAS 2013, ENAS 2018, ENAS 1404, PAB, e a cultivar Mascot x
quatro inoculagdes, sendo trés isolados da raca 3 (FUS 1405, FUS 2903 e FUS 1302) e uma
testemunha ndo inoculada.

3.4.5 Avaliacdes

As avaliagOes foram feitas ao longo do ciclo da cultura, aos 30, 60 e 90 dias apds o
transplantio e inoculacdo. Plantas com sintomas severos e mortas foram colhidas
antecipadamente para confirmacdo da diagnose, realizada por isolamento em cultura pura,
guantificacdo da extensdo da descoloracdo vascular e determinacdo de dados biométricos
como desenvolvimento da planta e producdo de frutos. Como varidveis foram consideradas
massa fresca das folhas e haste, massa seca das folhas, comprimento da parte aérea, extensao
da necrose vascular, porcentagem da necrose vascular e nota.

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o teste F (p < 0,05) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa Rbio.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ldentificacéo e selecéo de padroes de resisténcia parcial a Fol

Em nenhum dos acessos identificaram-se plantas com reacdo semelhante a imune (SI) a
qualquer um dos trés isolados utilizados, exceto as plantas de S. pennelli LA-716, controle de
resisténcia completa. Observou-se, porém, variaces na reacdo dos genotipos em funcao do
isolado utilizado. De forma geral, o isolado FUS 1405 foi mais virulento que os demais,
seguido de FUS 1302 e de FUS 2903. As plantas inoculadas com o isolado FUS 1405
apresentaram mais de 75% de necrose vascular e 100% de incidéncia, exceto as dos acessos
ENAS 2029 e ENAS 1404. Todos 0s acessos apresentaram reacdo SU a este isolado, exceto
ENAS 2013 que apresentou reacdo MR (Tabela 3).
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Tabela 3. Reacdo de 15 gendtipos de tomateiro a trés isolados (FUS 1405, FUS 2903 e FUS 1302) da raca 3 de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici avaliada com base na porcentagem de necrose do sistema vascular (%), incidéncia de plantas infectadas (%), nota descritiva e classe

de suscetibilidade e resisténcia conforme Reis at al. (2004), em ensaio em condigOes de casa de vegetacao.

Genétino Necrose vascular % Incidéncia (%) Nota Reacéo
P FUS 1405 FUS2903 FUS1302 FUS1405 FUS2903 FUS1302 FUS1405 FUS2903 FUS1302 FUS1405 FUS2903 FUS 1302

ENAS 2013 89,0Aa 43,0Aa 640Ab  100,0 57,1 85,7 2,86 Ab 243 Aa 214 Ab MR MR MR
ENAS 2045" 100,0Aa 37,0Ba 60,0Ab  100,0 71,4 100,0 4,00 Aa 2,14Ba 2,28Bb SuU MR MR
ENAS 2020° 100,0Aa 10,0Bb 61,0Ab  100,0 33,0 100,0 367Aa 1,33Bb 4,00 Aa SuU AR SU
ENAS 2018" 84,0Aa 18,0Bb 550Ab  100,0 57,1 85,7 3,71Aa 157Bb 185Bb SuU AR AR
ENAS 1223 770Aa 52,0Aa 280Bc  100,0 100,0 57,1 3,71Aa 286Aa 243Ab SuU MR MR
ENAS 2029! 714Aa 044Bb 57,1Ab 71,4 14,3 57,1 400Aa 1,14Bb 157Bb SU AR AR
ENAS 1601 96,0Aa 22,0Ba 67,0Ab  100,0 85,7 100,0 3,71Aa 186Ba 3,71Aa SuU AR SU
ENAS 1218" 100,0Aa 20,0Bb 62,0Ab  100,0 42,8 100,0 4,00Aa 1,71Bb 3,67 Aa SuU AR SuU
ENAS 2055' 100,0 Aa 37,0Ba 100,0 Aa  100,0 71,4 100,0 4,00 Aa 2,00Ba 3,43 Aa SuU AR SU
ENAS 1229' 100,0Aa 08,0Bb 89,0Aa  100,0 42,8 100,0 4,00 Aa 2,00Ba 4,00 Aa SuU AR SuU
ENAS 1404 50,0Ab 29,0Aa 43,0Ab 71,4 57,1 42,8 3,14 Ab 214 Aa 2,00 Ab SuU MR AR
ENAS 20541 100,0 Aa 29,0Ba 51,0Bb 100,0 57,1 71,4 3,43Ab 2,71 Aa 3,14 Aa SU MR SU
Mascot? 49,0 Ab 00,0 Ab 16,0 Ac 71,4 00,0 71,4 2,86 Ab 1,14Bb 1,71Bb MR AR AR
Ponderosa® 100,0 Aa 26,0Ba 61,0 Ab 100,0 85,7 71,4 4,00 Aa 2,14Ba 3,14 Aa SU MR SU
LA-716° 0,0Ac 0,0Ab 0,00 Ac 0 0 0 1,00Ac 1,00Ab 1,00 Ab Sl Sl Sl
CV% 70,54 45,99 22,41 52,95 34,90 20,61

TAcesso do Banco de Germoplasma do LabEPS, “Cultivares usadas como controle, Ponderosa (suscetivel as ragas 1, 2 e 3), Mascot (Moderadamente resistente as raga 1, 2 e
3) e LA-716 (resistente a raga 3). Média seguida pela mesma letra minuscula entre linhas e maitscula entre colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5%
de probabilidade. * Dados transformados (\/x +1).N= classificagdo com base na escala de notas de Santos (1997) ¢ 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. | = (Extensdo da haste necrosada/extensdo total da haste)*100;
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Tabela 4. Desenvolvimento relativo das plantas de tomateiro inoculadas com trés isolados (FUS 1405, FUS 2903 e FUS 1302) da raca 3 de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici comparadas com as plantas testemunhas ndo inoculadas expresso em massa fresca total e altura das hastes.

Gendtipo Massa Fresca () Altura (cm)

FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302
ENAS 20131 143,30 Aa 112,91 Ba 38,65 Cc 92,14 Ab 85,78 Ab 33,71 Bd
ENAS 2045! 72,50 Ac 72,01 Ab 23,76 Bc 73,36 Ab 69,55 Ac 35,17 Bd
ENAS 2020! 144,29 Aa 89,48 Ba 47,44 Ch 123,00 Aa 91,20 Bb 52,80 Cc
ENAS 20181 88,85 Ab 72,02 Ab 23,87 Bc 113,48 Aa 101,82 Aa 54,42 Bc
ENAS 12231 98,94 Ab 101,33 Aa 57,01 Bb 101,26 Aa 117,89Aa 76,92 Ba
ENAS 2029* 63,36 Ac 66,98 Ab 35,13 Bc 84,99 Ab 90,65 Ab 53,82 Bc
ENAS 16011 39,22 Ad 29,41 Ac 11,41 Bc 76,72 Ab 53,61 Bc 28,53 Cd
ENAS 12181 88,99 Ab 57,75 Bb 55,99 Bb 96,68 Ab 60,71 Bc 59,69 Bb
ENAS 2055! 80,66 Ab 74,97 Ab 31,00 Bc 87,18 Ab 78,34 Ac 51,43 Bc
ENAS 1229* 101,77 Ab 79,02 Ba 45,09 Cb 94,83 Ab 67,53 Bc 47,58 Cc
ENAS 14041 79,24 Ab 82,97 Aa 61,06 Ab 81,45 Ab 78,69 Ac 62,35 Ab
ENAS 20541 105,58 Ab 95,72 Aa 32,12 Bc 110,01 Aa 98,86 Aa 47,83 Bc
Mascot? 98,44 Ab 98,65 Aa 46,59 Bb 86,61 Ab 88,97 Ab 58,75 Bb
Ponderosa? 78,97 Ab 59,95 Ab 23,22 Bc 94,32 Ab 71,89 Bc 45,35 Cc
LA-7162 92,35 Ab 53,19 Bb 85,72 Aa 80,30 Ab 84,69 Ab 77,84 Aa
CV% 42,74 21,31 32,48 31,63 18,67 23,58

Acesso do Banco de Germoplasma do LabEPS, “Cultivares usadas como controle, Ponderosa (suscetivel as ragas 1, 2 e 3), Mascot (Moderadamente resistente as raga 1, 2 e
3) e LA-716 (resistente a raca 3). Média seguida pela mesma letra minuscula entre linhas maiusculas 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.
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Seis dos doze acessos de tomateiro, ENAS 2020, ENAS 1601, ENAS 1218, ENAS
2055, ENAS 1229 e ENAS 2054, apresentaram reacdo SU ao isolado FUS 1302, sendo que
em oito dos 12 acessos, ENAS 2055, ENAS 1229, ENAS 2045, ENAS 2020, ENAS 1601,
ENAS 1218, ENAS 2055 e ENAS 1229, a incidéncia de plantas infectadas foi maior que
75% e em um destes, ENAS 2055, foi igual a 100% (Tabelas 3 e 4). Quando inoculadas como
o0 isolado FUS 2903, a porcentagem de necrose vascular foi menor que 75% nas plantas de
todos 0s acessos e, em apenas um acesso, ENAS 1223, foi observado 100% de plantas
infectadas. Além disso, a reacdo variou de MR a AR em todos 0s acessos testados (Tabela 3 e
4). Ja para o isolado FUS 1405, todos 0s acessos apresentaram reacdo de SU. Para os dois
demais isolados, FUS 2903 e FUS 1302, pode-se observar maior frequéncia de acessos com
reacdo AR ou com reacdo MR e AR, respectivamente. Essa diferenca na reacdo dos acessos
esta relacionado a variacdo na viruléncia dos isolados, visto serem as mesmos genatipos das
plantas e a mesma condicdo de ambiente (SOUZA et al., 2010; AKRAM, 2014). Este tipo de
resultado € previsto por Lugo e Sanabria (2001) que afirmam que dentro de uma mesma raca
fisiologica pode ocorrer variabilidade quanto a agressividade dos isolados resultando em
diferentes niveis de severidade nas plantas. Desta forma, deve-se sempre utilizar mais de um
isolado nos ensaios. Com base nestes resultados pode-se afirmar que tanto o isolado FUS
1405, muito virulento, como o isolado FUS 2903, pouco virulento, podem ser inadequados
para este tipo de avaliagéo.

A variacdo na massa fresca das plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas
também permitiu avaliar o efeito dos trés isolados da raca 3 sobre os diferentes acessos
(Tabela 4). Foi realizado um agrupamento das médias de MFR e CR pelo teste de Scott-
Knott. De modo geral, quando espécies patogénicas de Fusarium infectam plantas
hospedeiras produzem uma série de metabolitos que podem perturbar o sistema de defesa das
plantas e suprimir seu crescimento (ROJAS, 2014) . No entanto, o isolado FUS 1405, que
causou maior severidade da doenca nas mudas, proporcionou o maior desenvolvimento das
mesmas. Os outros dois isolados, FUS 2903 e FUS 1302 afetaram negativamente o
desenvolvimento das mudas, especialmente quando inoculadas com o isolado FUS 1302, de
viruléncia intermediaria. De acordo com Scheideler et al. (2002), existe um alto gasto de
energia para a planta na expressdo dos genes durante a execucdo da resposta de defesa. Em
um experimento realizado com Arabidopsis, Heil e Baldwin (2002) identificaram que plantas
mutantes que expressavam respostas de defesa eram raquiticas enquanto que plantas mutantes
sem vias de sinalizacdo de defesa eram mais altas, demonstrando que a resposta de defesa
leva a um custo fitness. Portanto, para o estabelecimento de um balanco energético favoravel
para a defesa da planta, deve haver uma regulacdo positiva das vias relacionadas a defesa e
regulacdo negativa de genes envolvidos em outras vias metabolicas (HEIL e BALDWIN,
2012).

Desta forma, genes envolvidos na fotossintese e biossintese de clorofila podem ser
regulados de forma negativa apds um processo de infeccdo por patdgenos virulentos (ROJAS
et al., 2014). Teoricamente, por ser o isolado FUS 1405 mais virulento, esperava-se um menor
desenvolvimento nas mudas. No entanto, desregulagdes no metabolismo primario da planta
causadas pela infeccdo deste isolado podem ter causado o efeito contrario, aumentando o
desenvolvimento das mudas.

A partir dos resultados foi possivel identificar o acesso ENAS 2013 como promissor e
estavel quanto a resisténcia parcial a Fol, pois foi 0 Gnico acesso que apresentou reacdo MR
aos trés isolados, similar ao padrdo de resisténcia parcial Mascot. A partir da reacdo da
cultivar Mascot, MR para FUS 1405, AR para FUS 2903 e AR para FUS 1302, também foi
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possivel confirmar a sua potencialidade como padréo de resisténcia parcial. Os acessos ENAS
1404 e ENAS 2018, também demonstraram ser potenciais acessos de resisténcia parcial a Fol.

4.2. Definicdo de concentracdo de indéculo e de metodologia de inoculacdo para
avaliacdo de niveis de resisténcia parcial a Fol

4.2.1 Concentracdo de inéculo

No ensaio realizado com o isolado da raca 1 de Fol (MMBF 02/96), houve efeito
significativo de genotipo, da concentracdo de esporos e da interacdo entre estes sobre a
extensdo e porcentagem da necrose vascular e da severidade da murcha-de-fusario, expressa
em nota, e do comprimento das hastes de tomateiro (Tabela anexo 2).

Observou-se 100% de plantas infectadas nas inoculagdes com concentracio de 10° e
10° microconidios mlI™ e, nenhuma diferenca entre os genétipos quanto & extensdo e
porcentagem de infeccdo do sistema vascular e severidade expressa em nota (Figura 5). Ou
seja nestas duas concentracbes de inoculo, ndo se conseguiu distinguir os trés gendtipos
qguanto ao nivel de resisténcia ou suscetibilidade, sendo classificados como MR e SU . Na
concentracdo de 10* microconidios ml™, pode-se discriminar os genétipos com base nestes
trés critérios e classifica-los em duas categorias distintas, sendo Ponderosa como MR, e PAB
e ENAS 1606 como AR (Figura 5 e Tabela 5)

Ao se comparar as concentragdes de indculo, percebe-se como tendéncia o aumento da
intensidade da doenca com o aumento da concentracdo de conidios e decréscimo do
desenvolvimento das plantas, especialmente com as doses de 10* para 10° microconidios ml™
(Figura 5). Por exemplo, a acesso ENAS 1606 apresentou nota igual a 1,28, 2,28 e 3,28
quando inoculado com a concentragdo de 10 10° e 10° microconidios ml™, respectivamente,
0 que equivale a classificacdo como AR, MR e SU (Figura 5). A variedade Ponderosa
apresentou poucas variagdes quanto a nota em funcdo da concentracdo de indculo, cerca de 3,
0 que equivale a classificacdo como MR a SU. A variedade PAB manteve nota variando de
1,85 a 2,85 com o aumento da concentracdo de conidios, o que equivale a classificacdo
variando de AR a MR (Figura 5).

No ensaio com o isolado FUS 1405, da raca 3, observou-se efeito significativo de
gendtipo sobre a porcentagem de infeccdo vascular, nota e comprimento das hastes; efeito
significativo de concentracdo de conidios sobre a extensdo e porcentagem de infeccdo
vascular e sobre nota de severidade e efeito significativo da interacdo gendtipo x concentracdo
para a nota (Tabela anexo 2). De forma geral, houve também aumento da incidéncia, da
extensdo colonizada e da porcentagem de infeccdo vascular com o aumento da concentragdo
de inoculo. No entanto, também para este isolado somente se conseguiu distinguir as trés
cultivares quanto a resisténcia/suscetibilidade quando se utilizou a menor concentracdo de
esporos, 10* microconidios ml*. Neste caso, identificou-se a PAB como MR, Ponderosa
como SU e 0 acesso ENAS 1606 como AR. (Figura 6 e Tabela 5)

De forma geral, a resposta dosas plantas aos isolados MMBF 02/96 e FUS 1405 variou
em funcdo da densidade do indculo. Da mesma forma, Martyn (1983) identificou que a
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resisténcia de cultivares de meldo foi claramente afetada pelo aumento da concentragéo de
indculo dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. niveum. De forma contraria, Caligiori Gei
et al. (2014), em teste de resisténcia em cebola com diferentes isolados e concentracfes de
indculo de Fusarium spp., verificaram que os isolados mais virulentos foram agressivos em
baixa e alta densidade de inoculo, evidenciando que a concentracdo ndo influenciou a sua
habilidade intrinsica de infectar as plantas.

A concentracdo de 10° microconidios ml™ é a mais utilizada em metodologias para
identificacdo de gendtipos com resisténcia completa (SANTOS, 1997). Portanto, para este
tipo de resisténcia, esta elevada concentracdo é adequada pois evita resultados falso negativos,
especialmente quando a viruléncia do isolado é varidvel e fortemente dependente da
densidade de indculo. Além disso, pode ocorrer variacdo na agressividade de isolados devido
a fatores externos, como condi¢des edafocliméticas, e fatores internos, como caracteristicas
genéticas (OLIVEIRA et al., 2014). A concentracdo de 10* microconidios. mL™ permitiu a
obtencdo de resultados satisfatorios na ocorréncia do processo de infeccdo e permitiu
distinguir a reacdo dos genotipos, e se caracterizou como uma adequada concentracdo em
testes para avaliacdo da resisténcia parcial. No entanto, novos ensaios com valores de
concentragcdes mais baixos devem ser realizados.
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Figura 5. Extensdo da necrose vascular (cm), porcentagem da necrose vascular (%),
incidéncia (%), e severidade expresssa em nota, massa fresca e comprimento da parte aérea de
trés genotipos de tomateiro inoculados com trés concentra¢des de microconidios. mL™

(1,0x104; 1,0);105 e 1,0x106) do isolado MMBF 02/96 da raca 1 de Fusarium oxysporum f.

sp. lycopersici, em ensaio em condi¢bes de casa de vegetacdo. Médias entre gendtipos
sequidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 6. Extensdo da necrose vascular (cm), porcentagem da necrose vascular (%),
incidéncia (%), e severidade expresssa em nota, massa fresca e comprimento da parte aérea de
trés genOtipos de tomateiro inoculados com trés concentragdes de microconidios.mL™
(1,0x10'; 1,0x10° ¢ 1,0x10°) do isolado FUS 1405 da raca 3 de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, em ensaio em condigdes de casa de vegetagdo. Médias entre genotipos seguidas
por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 5. Nota e reacdo segundo Reis (2004) de trés genotipos de tomateiro inoculados com

4 5 6
trés concentragdes de microconidios mL™ (1,0x10 ; 1,0x10" e 1,0x10 ) do isolado MMBF
02/96 (raga 1) e FUS 1405 (raca 3) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, em ensaio em
condi¢cdes de casa de vegetagao.

MMBF 02/96
. PAB Ponderosa ENAS 1606
Concentragéo ~ " =
Nota Reacdo Nota Reacao Nota Reacdo
10* 1,85 AR 3 MR 1,28 AR
10° 2,57 MR 3 MR 2,28 MR
10° 2,85 MR 3,14 SuU 3,28 SuU
FUS 1405
Concentracio PAB Ponderosa ENAS 1606
¢ Nota Reacdo Nota Reacdo Nota Reacdo
10* 2,85 MR 3,42 SU 1,28 AR
10° 2,85 MR 3,12 SuU 3,14 SuU
10° 3,14 SU 3,12 SU 2,71 MR

4.2.2 Metodologia de inoculacdo

Neste experimento, para os dois isolados utilizados e para os trés métodos de
inoculacdo testados, as mudas ndo apresentaram sintomas externos aos 21 dias apos a
inoculacdo, apenas internos como a descoloracéo vascular e confirmacao do diagnostico apds
iIsolamento em meio de cultura BDA.

No ensaio com o isolado MMBF 01/96 (raca 1), observou-se efeito significativo de
genotipo, de metodologia de inoculagdo e da interacdo entre estes sobre a extensdo e
porcentagem de tecido com necrose vascular; efeito simples de genétipo e metodologia sobre
a nota de severidade e comprimento das hastes (Tabela anexo 3). Para este isolado
observaram-se maior intensidade da doenca, expressa pela extensdo e porcentagem de
infeccdo do sistema vascular das mudas de ENAS 2013 e Ponderosa nas inoculagdes feitas
por meio da imersdo das raizes, com e sem corte, na suspensdo de conidios. Para 0 acesso
ENAS 1601, ndo houve diferengas significativas entre os procedimentos quanto a infeccdo do
sistema vascular (Tabela 6).

A inoculagdo via solo ndo permitiu distinguir os trés genotipos, que foram iguais entre
si. Com os procedimentos de imersdo das raizes, com e sem ferimento, conseguiu-se
discriminar os trés genoétipos da seguinte forma: maior suscetibilidade em ENAS 2013,
seguido de Ponderosa e ENAS 1601. No entanto, quando se considera a escala de notas e
classificacdo de Reis (2004), os gendtipos foram classificados como AR (ENAS 2013) e SI
(Ponderosa e ENAS 1601) quando inoculados via solo; como AR (ENAS 2013 e Ponderosa) e
SI (ENAS 1601), quando inoculados via suspensdo sem ferimentos e como AR (ENAS 2013,
Ponderosa e ENAS 1601) quando inoculados via suspensdo com ferimento prévio das raizes.

Para o isolado da raga 3 de Fol, FUS 2903, observou-se efeito significativo da interacao
entre gendtipo e metodologia de inoculacdo apenas sobre a massa fresca da parte aérea. De
forma geral, observaram-se maiores acimulos de massa fresca nas plantas testemunhas, sem
inoculacdo, seguido das inoculadas por imersdo das raizes, com e sem ferimento, e menores
valores no procedimento por inoculagcdo no solo. Diferencas entre o acimulo de massas pelos
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plantas dos trés genotipos somente foi detectada nos procedimentos de inoculagdo com
imerséo das raizes, com e sem ferimento. Nestes dois casos, menor acumulo foi detectado nas
plantas do acesso ENAS 1601. Observou-se também efeito da metodologia de inoculacdo
sobre porcentagem de leséo vascular, com maiores valores no método de inoculagdo direta no
solo, seguido do metodo de imersdo de raizes sem corte e de imersdo de raizes com corte. E
sobre a severidade, expressa em nota, da mesma forma, os maiores valores foram obtidos nos
procedimentos de imersdo com corte, seguido de imersdo sem corte e inoculacdo direta no
solo (Tabela 6). No entanto, neste ensaio, independente do método de inoculagdo utilizado,
ndo se conseguiu distinguir diferencas entres 0s genotipos quanto a reacdo ao isolado, todos
com reacdo AR (Tabela 8).

Apesar de apresentar reacdo AR para os trés métodos de inoculacdo, o acesso ENAS
2013 comportou-se como 0 mais suscetivel comparado aos demais quando inoculados com o
isolado da raca 1 (MMBF 01/96). Ja quando inoculado com o isolado da raca 3 (FUS 2903),
comportou-se como 0 mais resistente em relacdo aos demais gendtipos. No entanto, houve um
comportamento diferente deste acesso quando inoculado com o mesmo isolado, FUS 2903,
em diferentes ensaios. Este acesso comportou-se de forma mais suscetivel no primeiro ensaio,
utilizando o método de imersdo com corte, no qual apresentou nota de 2,43, reacdo de MR e
43% de infeccdo do sistema vascular (Tabela 2). J& neste ensaio apresentou nota de 1,71,
reacdo de AR e 21,31% de infeccdo (Tabela 7). Esta diferenca na viruléncia do isolado pode
estar relacionada com as condi¢cGes ambientais em que o as plantas e o patégeno foram
submetidos, sendo estas a temperatura, umidade relativa do ar, pH, presenca de nutrientes,
entre outros (AGRIOS 2005). Para Fol os fatores mais importantes para seu desenvolvimento
sdo temperatura, umidade e pH do solo (ALHUMSAEN, 2012). No caso da temperatura, 28°
C seria 0 ideal para o desenvolvimento do fungo (BAWA, 2016). Estes ensaios foram
realizados entre os meses de abril a junho, onde as temperaturas sdo mais baixas,
desfavorecendo portanto o desenvolvimento do fungo e consequentemente interferindo no
processo de infecgdo nas mudas.

De forma geral, na maioria dos casos a nota de severidade da doenca nas plantas
variaram de 1,0 a 2,0 o que caracteriza reacdo de AR e Sl. A caracterizacdo dos acessos foi
dificultada pela intensidade da doenca causada provavelmente por condi¢cbes ambientais
desfavoraveis para o desenvolvimento do patégeno, como baixas temperaturas. Além disso,
no primeiro ensaio realizado o isolado FUS 2903 comportou-se de forma pouco virulenta,
repetindo portanto este comportamento (Tabela 2). Entretanto, sabe-se que a resisténcia
parcial ndo poder ser avaliada em termos absolutos e sim através de comparacdes com
cultivares resistentes ou suscetiveis, se faz necessario a utilizacdo de métodos de inoculacéo
menos agressivos (RIBEIRO DO VALE, 2001). Segundo Webb at al. (2017), a identificacdo
e quantificacdo dos niveis de resisténcia parcial seriam mais facilmente obtidas em ensaios
sob condi¢cdes menos favordveis ao patdgeno, entre eles métodos de inoculacdo menos
agressivos. Logo, métodos menos drasticos como inoculacdo direta no solo ou imersdo de
raizes sem corte seriam mais adequados na identificacdo de genétipos com resisténcia parcial.
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Tabela 6. Extensdo (cm) e porcentagem (%) da necrose vascular em mudas de trés genotipos de tomateiro inoculados utilizando 3 métodos de
inoculagdo, inoculagdo direta no solo, imerséo das raizes sem corte e imerséo das raizes com corte, com o isolado da raca 1 de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (MMBF 01/96), avaliado aos 21 dias apds a inoculacéo, em ensaio em condic¢des de casa de vegetacdo. Abril/Maio
de 20109.

Genétipo Extensdo (cm) Porcentagem (%)

Testemunha Solo Sem corte Com corte Testemunha Solo Sem corte Com corte
ENAS 2013 0,00 Ba 4,14 Ba 12,16 Aa 16,80 Aa 0,00 Ba 20,01 Ba 67,12 Aa 83,55 Aa
Ponderosa 0,00 Ba 0,00 Ba 4,70 Aab 8,38 Ab 0,00 Ba 00,00 Ba 28,57 ABb 51,34 Aab
ENAS 1601 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Ab 4,14 Ab 0,00 Aa 00,00 Aa 00,00 Ab 23,12 Ab
Média Geral 0,00 1,38 5,62 9,77 0,00 6,67 31,9 52,67

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mintscula na coluna e maidscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 7. Massa fresca da parte aérea (g) em mudas de trés gendtipos de tomateiro inoculados utilizando 3 métodos de inoculagado, inoculacéo
direta no solo, imersdo das raizes sem corte e imersdo das raizes com corte, com o isolado da raca 3 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(FUS 2903), avaliado aos 21 dias ap6s a inoculacdo, em ensaio em condicOes de casa de vegetacdo. Abril/Maio de 2019.

Massa fresca da parte aérea (g)

Genotipo Testemunha Solo Sem Corte Com Corte Média
ENAS 2013 5,09 Aa 3,33 Ca 4,67 ABa 4,28 Bab 4,3425
Ponderosa 5,03 Aa 3,71 Ca 4,37 ABa 4,47 ABa 4,395
ENAS 1601 4,56 Aa 3,77 Ba 3,61 Bb 3,60 Bb 3,885
Média Geral 4,89 3,6 4,22 4,12

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e mailscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 8. Porcentagem da area lesionada e nota segundo Reis (2004) de mudas de trés genotipos de tomateiro inoculados utilizando 3 métodos
de inoculacdo, inoculacao direta no solo, imersdo das raizes sem corte e imersao das raizes com corte, com o isolado da raca 3 de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FUS 2903), avaliado aos 21 dias apés a inoculacao, em ensaio em condi¢des de casa de vegetacdo. Abril/Maio de
2019.

Inoculacao Porcentagem Nota
Controle 00,00 c 1,00 c
Solo 21,58 b 1,23 b
Sem corte 27,91 Db 1,33 b
Com corte 55,27 a 1,76 a
Média geral 26,19 1,33

Tabela 9. Nota, reacdo conforme Reis at al. (2004) e incidéncia em mudas de trés gendtipos de tomateiro inoculados utilizando 3 métodos de
inoculacdo, inoculacéo direta no solo, imersdo das raizes sem corte e imersdo das raizes com corte, com um isolado da raca 1 (MMBF 01/96) e
um isolado da raca 3 (FUS 2903) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, avaliado aos 21 dias ap6s a inoculagdo, em ensaio em condicdes de
casa de vegetacdo. Abril/Maio de 2019.

MMBF 01/96

Genétipo Solo _ _ Sem corte_ _ Com corte_ _

Nota Reacdo Incidéncia (%) Nota Reacdo Incidéncia (%) Nota Reacdo Incidéncia (%)
ENAS 2013 1,43 AR 42,8 1,86 AR 85,7 2,00 AR 100
Ponderosa 1,00 Sl 0 1,43 AR 28,5 1,57 AR 57,1
ENAS 1601 1,00 SI 0 1,00 SI 0 1,43 AR 42,8

FUS 2903

Genétipo Solo Sem corte Com corte

Nota Reacdo Incidéncia (%) Nota Reacdo Incidéncia (%) Nota Reacdo Incidéncia (%)
ENAS 2013 1,14 AR 1,14 1,14 AR 14,2 1,71 AR 71,4
Ponderosa 1,28 AR 1,28 1,28 AR 28,5 1,57 AR 57,1

ENAS 1601 1,28 AR 1,57 1,57 AR 57,1 2,00 AR 100




4.2 Avaliacao da resisténcia parcial até a fase adulta

Na primeira avaliacdo, realizada aos 30 dias apds a inoculagdo, observou-se infeccao
vascular em plantas de todos os genotipos, porém sem a presenca de sintomas externos como
amarelecimento das folhas e murchas. Nao se detectaram efeitos significativos dos
tratamentos sobre nenhuma das varidveis analisadas (Anexo 4).

Na segunda avaliacdo, realizada aos 60 dias ap0s a inoculacao, observou-se a presenca
de infeccdo vascular e de sintomas externos em plantas de todos os acessos. Na analise de
variancia, detectou-se efeito significativo de genoétipo sobre o acumulo de massa seca e
comprimento das hastes e efeito significativo da interacdo genotipo x isolado sobre a
extensdo na necrose vascular (Anexo 5).

De forma geral, a maior extenséo vascular com necrose e, consequentemente maior
porcentagem de necrose vascular foi observada nas plantas dos genétipos ENAS 1404, ENAS
2018 e Mascot, estes por sua vez obtiveram notas que variaram de 1,25 a 2,50; 1,25 a 1,50 e
1,0 a 1,50, e classificacdo como AR a MR, AR e AR, respectivamente.

Na avaliacdo realizada aos 90 dias ap0s a inoculacdo observaram-se plantas com
infeccdo vascular e sintomas externos de doenga em todos 0s gendtipos, no entanto, 0 acesso
ENAS 2018 foi o que apresentou menor severidade da doenca - externa e interna. Na anélise
de variancia, detectou-se efeito de gendtipo sobre a extensdo da haste colonizada, massa
fresca e comprimento da haste e nimero e massa de frutos; efeito de isolado sobre extenséo e
porcentagem de sistema vascular necrosado e sobre severidade, expressa em nota, e; efeito da
interagcdo gendtipo x isolado sobre a extensdo da lesdo vascular, nota de severidade e altura
das hastes (Anexo 6).

As respostas das plantas dos diferentes genotipos quanto a extensdo, e
consequentemente porcentagem de sistema vascular colonizado e nota de severidade variaram
bastante em funcdo do isolado, com maiores discrepancias nas inoculagdes feitas com o
isolado FUS 2903 (Tabela 8). Neste caso, a porcentagem de infec¢do vascular variou de 0 a
68%, mas as notas variaram apenas de 1 a 2,8, o0 que equivale a reacdo Sl a MR.

De forma geral, nas avaliacGes realizadas aos 60 e 90 dias, 0s genotipos apresentaram

variacfes em seu nivel de resisténcia variando de MR a SI com algumas alteracdes entre as
duas datas (Tabela 7 e 8). E, no periodo avaliado, até 90 dias, a doen¢a ndo impactou
negativamente o desenvolvimento das plantas.

As respostas dos gendtipos quanto ao nivel de reacdo também variaram com o isolado,
apesar de ndo se terem sido identificadas diferencas estatisticamente significativas. A cultivar
Mascot, por exemplo, apresentou reacdo SlI, AR e AR aos isolados FUS 1405, FUS 2903 e
FUS 1302, respectivamente, tanto aos 60 como 90 dias. A variedade PAB, usada como padrédo
de suscetibilidade, apresentou reacdo AR, MR e AR aos 60 dias, e reacdo AR, MR e Sl aos 90
dias, aos isolados FUS 1405, FUS 2903 e FUS 1302, respectivamente. A resposta Sl aos 90
dias, indica claramente escape ou falhas no processo/metodologia de inoculagéo.

A inexisténcia de sintomas externos nas plantas na avaliacdo de 30 deve-se a baixa
concentracdo de indculo, 5,0 x10° microconidios mL™ , e ao método de inoculagdo usado —
sem injarias nas raizes das mudas. De acordo com LoOpez-Benitez et al. (2018), para alguns
patdgenos habitantes do solo, 0 aumento da quantidade de in6culo do patégeno no solo tende
a causar sintomas mais rapidos e mais severos.

De forma geral a resisténcia parcial dos genoétipos, identificada em fase de mudas,
permaneceu até a fase adulta. De acordo com Niks et al. (2015), a expressdo dos genes de
resisténcia pode ser influenciada pelo estadio de desenvolvimento que a planta se encontra.
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Porém, as mudas mantiveram o mesmo comportamento que apresentaram na fase de muda na
fase adulta.
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Tabela 10. Extensdo, porcentagem da necrose vascular, nota e reacao de plantas de 5 genotipos de tomateiro inoculados com 3 isolados da raca 3
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FUS 1405, FUS 2903 e FUS 1302) 60 dias ap6s a inoculagdo, em ensaio de vaso sob condicdes de
casa de vegetacdo. Abril/Junho de 2019.

Necrose Vascular

Genotipo

Extenséo (cm)

Porcentagem (%)

FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 Controle FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 Controle
ENAS 1404 5,0 Aa 00,0 Ab 16,00Aa 0,0 Aa 4,92 Aa 00,00Ab 20,00Aa 0,0 Aa
ENAS 2013 3,0Ba 57,6 Aab 18,25 ABa 0,0 Ba 3,53 ABa 43,33 Aab 19,14 ABa 0,0 Ba
ENAS 2018 7,4Aa 00,0 Ab 29,80Aa 0,0 Aa 0,00 Ba 00,00 Bb 47,79 Aa 0,0 Ba
PAB 9,5 Ba 67,2 Aa 03,00 Ba 0,0 Ba 12,32 Ba 67,79 Aa 07,50 Ba 0,0 Ba
Mascot 0,0 Aa 18,8 Abc 04,00Aa 0,0 Aa 00,00Aa 12,27 Ab 09,77 Aa 0,0 Aa
Média geral 3,5 28,72 14,21 0 4,15 24,67 20,84 0

[ Reacéo

Gendtipo

FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 Controle FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 Controle
ENAS 1404 1.4 Aa 1,0 Ab 1,2 Aa 1,0 Aa AR Sl AR -
ENAS 2013 1,8 ABa 2,2 Aab 2,25 Aa 1,0 Ba AR MR MR -
ENAS 2018 1,0 Aa 1,0 Ab 1,8 Aa 1,0 Aa Sl Sl AR -
PAB 2,0 ABa 2,8 Aa 1,2 Ba 1,0 Ba AR MR AR -
Mascot 1,0 Aa 1,6 Aab 1,4 Aa 1,0 Aa SI AR AR -
Média geral 1,44 1,72 1,57 1

Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e mailscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 11. Extensdo da necrose vascular, comprimento da parte aérea, nota e reacdo de plantas de 5 gendtipos de tomateiro inoculados com 3
isolados da raga 3 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FUS 1405, FUS 2903 e FUS 1302) 90 dias ap6s a inoculagdo, em ensaio de vaso
sob condigdes de casa de vegetacdo. Abril/Julho de 2019.

Extensdo da necrose vascular (cm)

Comprimento da parte aérea (cm)

Genatipo FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 Controle FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 Controle
ENAS 1404 10,00 Ba 29,00 ABab 63,5 Aa 0,00 Ba 128,50 Aab 182,00 Aa 168,50 Aa 159,00 Aa
ENAS 2013 1,25 Aa 20,25 Ab 13,00 Ab 0,00 Aa 181,25 Aa 135,00 Aab 139,00 Aab 118,50 Aab
ENAS 2018 9,50 Aa 01,75 Ab 22,75 Aab 0,00 Aa 70,00 Ab 61,50 Ab 71,75 Ab 63,75 Ab
PAB 4,25 Ba 68,75 Aa 00,00 Bb 0,00 Ba 137,75 Aab 165,75 Aa 123,00 Aab 183,00 Aa
Mascot 0,00 Aa 04,00 Ab 03,50 Ab 0,00 Aa 191,50 ABa 180,00 ABa 197,50 Aa 125,25 Bab
Média geral 5 24,75 20,55 0 141,8 144,85 139,95 129,9
Genétipo Nota Reacéo

FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 Controle FUS 1405 FUS 2903 FUS 1302 Controle
ENAS 1404 1,25 Ba 1,50 ABa 2,50 Aa 1,00 Ba AR AR MR Sl
ENAS 2013 1,25 Ba 2,50 Aa 1,75 ABab 1,00 Ba AR MR AR Si
ENAS 2018 1,50 Aa 1,25 Aa 1,50 Aab 1,00 Aa AR AR AR Sl
PAB 2,00 ABa 2,50 Aa 1,00 Bb 1,00 Ba AR MR Sl Sl
Mascot 1,00 Aa 1,50 Aa 1,50 Aab 1,00 Aa Sl AR AR SI
Média geral 1,4 1,85 1,65 1,00 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si, minGscula na coluna e maidscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5. CONCLUSOES

1. O acesso ENAS 2013 foi o unico que apresentou reacdo MR a todos os trés
isolados da raga 3; os demais acessos apresentaram reacdo SU a pelo menos um dos
isolados. Maior nivel de resisténcia parcial foi observada em plantas da cultivar
Mascot.

2. Inoculagdo por meio de adicdo direta da suspensao de indculo no solo foi pouco
eficiente e resultou em baixa incidéncia da doenca nas mudas; a inoculacdo por
imersdo das raizes intactas na suspensdo de conidios também resultou em baixa
incidéncia da doenca e ajustes devem ser feitos para se viabilizar o seu uso.

3. Nos testes com diferentes concentra¢des de indculo, discriminacdo entre os trés
genétipos somente foi possivel com a menor concentragdo 1,0x10* microconidios
mL?; nas concentracdes de 1,0x10° e 1,0x10° microconidios mL'1, garantiu-se
100% de infeccdo das mudas, mas ndo permitiu a discriminacdo dos genotipos
guanto a resisténcia.

4. A avaliacdo até a fase adulta foi comprometida pela baixa severidade da doenca em
todos 0s genotipos, inclusive nos genotipos usados como padrdo de suscetibilidade,

PAB.

5. As baixas temperaturas durante a realizacdo dos ensaios afetou os resultados e uso
de ambiente com condi¢6es controladas de temperatura devem ser considerados.
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7. ANEXOS

Tabela anexo 1. Resumo da analise de variancia relativo aos dados de severidade da murcha-de-fusario e crescimento das plantas de tomateiro
em funcédo de genotipo, isolado e da interacéo entre gendtipo e isolado em teste com trés isolados da raca 3 de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici em condigdes de casa-de-vegetacdo. Mai/Jun de 2018.

Quadrado Médio

Fonte de Variago GL Necrose Vascular Parte Aérea _
Extensdo* Porcentagem™* Nota Massa Fresca Comprimento
Gendtipo (G) 14 6,313* 57,70* 6,093* 6,47* 260,10*
Isolado (1) 3 57,347* 764,09* 80,043* 127,88* 2165,52*
G*lI 42 1,486* 11,62* 1,802* 2,07* 34,01*
Residuo 285 0,821 6,03* 0,719 0,82 16,65
CV% 36,48 43,15 34,15 26,83 21,98

* significativo a 0,05 pelo teste F; *Dados transformados v x+1.

39



Tabela anexo 2. Resumo da analise de variancia relativo aos dados de severidade da murcha-de-fusario e crescimento das plantas de tomateiro
em funcdo de gendtipo, concentracdo de esporos e da interacdo entre gendtipo e concentracdo de esporos em teste de inoculagdo com um isolado
daraca 1 (MMBF 02/96) e um isolado da raca 3 (FUS 1405) de Fusarium oxysporum f. sp.lycopersici em condi¢fes de casa-de-vegetacéo.

Nov/Dez de 2018.

Quadrado Médio

MMBF 02/96 (Raca 1)

Fonte de Variagdo GL Necrose Vascular Parte Aérea .
Extensdo* Porcentagem™ Nota Massa Fresca Comprimento
Gendtipo (G) 2 2,85* 37,84* 3,01* 3,75 79,42*
Concentracéo (C) 3 18,45* 164,45* 10,46* 5,45* 27,11*
G*C 6 2,76* 18,03* 1,18* 1,24 15,99
Residuo 60 0,39 3,29 0,47 1,37 7,51
CV% 20,62 25,1 28,89 31,66 17,99
FUS 1405 (Raca 3)

Gendtipo (G) 2 1,93 34,73* 3,50* 4,39 73,27*
Concentracéo (C) 3 17,91* 151,82* 10,23* 1,26 40,27
G*C 6 1,11 7,44 1,91* 1,78 13,03
Residuo 60 0,78 6,06 0,59 1,55 10,40
CV% 30,08 36,09 29,39 31,93 20,4

* significativo a 0,05 pelo teste F;

*Dados transformados v x+1.
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Tabela anexo 3. Resumo da andlise de variancia relativo aos dados de severidade da murcha-de-fusario e crescimento das plantas de tomateiro
em funcdo da metodologia de inoculagdo e da interacdo entre gen6tipo e metodologia de inoculagdo em teste com trés gendtipos de tomateiro
inoculados com um isolado da raca 1 MMBF 01/96 (raca 1) e um isolado da raca 3 (FUS 2903) de Fusarium oxysporum f. sp.lycopersiciem
condicdes de casa-de-vegetacdo. Abril/Maio de 2019.

Quadrado Médio

MMBF 01/96 (raca 1)

Fonte de Variagao GL Necrose Vascular Parte Aérea
Extensdo* Porcentagem* Nota Massa Fresca Comprimento
Genotipo (G) 2 15,15* 100,65* 1,58* 2,65* 160,87*
Inoculagéo (1) 3 15,62* 114,12* 1,85* 1,56 32,43*
G*I 6 2,53* 17,18* 0,25 1,29 6,27
Residuo 72 0,83 6,29 0,13 0,61 5,2
CV% 49,64 76,63 28,05 16,2 14,3
FUS 2903 (raca 3)
Genotipo (G) 2 149,30* 28,15 0,37 2,18* 2,72
Inoculagéo (1) 3 3,13 106,42* 2,13* 5,90* 11,33*
G*I 6 7,51 15,57 0,6 0,78* 1,7
Residuo 72 5,14 10,49 0,15 0,3 0,97
CV (%) 15,64 91,19 29,12 13,12 55,42

* significativo a 0,05 pelo teste F;

*Dados transformados v x+1.
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Tabela anexo 4. Resumo da andlise de variancia relativo aos dados de severidade da murcha-de-fusario e crescimento das plantas de tomateiro
em funcdo de genotipo e isolado em experimento com trés isolados da raca 3 de Fusarium oxysporum f. sp.lycopersici avaliados 30 dias ap6s
inoculacdo em condicGes de casa-de-vegetacdo. Abril/Maio de 2019.

Quadrado médio

I Infeccédo Parte aérea
Fonte de Variagdo GL - Nota -
Comprimento* Porcentagem* Massa fresca folha Massa fresca haste Massa seca folha  Comprimento

Genotipo (G) 4 0,45 0,94 0,02 328,99 169,42 5,02 2205,69*
Isolado (1) 3 3,3 6,93 0,22 95,19 159,17 1,01 759,17*
Gxl 12 0,38 0,93 0,02 205 73,15 1,43 155,91
Residuo 78 1,22 2,78 0,08 329,51 136,56 3,05 228,09
CV% 84,33 1139 26,38 45,11 49,37 43,15 29,21

Tabela anexo 5. Resumo da andlise de variancia relativo aos dados de severidade da murcha-de-fusario e crescimento das plantas de tomateiro
em funcdo de genotipo, isolado e da interacdo entre gendtipo e isolado em experimento com trés isolados da raca 3 de Fusarium oxysporum f.
sp.lycopersici, avaliados 60 dias ap6s inoculacdo em condicGes de casa-de-vegetacdo. Abril/Jul de 2019.

Quadrado médio

Fonte de Variacio GL Necrose Vascular Parte Aérea

Extensdo* Porcentagem* Nota Massa Fresca Folha Massa Fresca Haste Massa Seca Folha Comprimento
Genotipo (G) 4 10,13 10,13 1,79 2241.8 1490,54 68,74* 10096,0*
Isolado (1) 3 47,12 45,40 2,69 1572,01 483,84 42,86 852,6
Gxl 12 11,98* 12,74 0,91 588,27 480,93 15,01 1278,0
Residuo 78 4,75 05,30 0,41 975,10 648,41 16,01 882,5
CV% 90 92,52 44,69 47,53 50,67 44,4 30,72

* significativo a 0,05 pelo teste F; *Dados transformados v x+1.
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Tabela anexo 6. Analise de variancia para efeito de genotipo, isolado e da interacdo entre gendtipo e isolado em experimento com 5 gendtipos de
tomateiro inoculados com 3 isolados da raca 3 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici avaliados 90 dias ap6s inoculagdo em condigdes de
casa-de-vegetacdo. Abril/Jul de 2019.

Quadrado médio

Fonte de Necrose Vascular Parte aérea Frutos
Variacio GL ) Nota  Massa fresca Massa seca Massa fresca _ ,

Extensdo* Porcentagem* folha folha haste Comprimento Numero Peso total
Gendtipo (G) 4  11,27* 8,66 0,52 351,52 8,8 3187,9* 28146,8*  2110,36* 95582*
Isolado (1) 3  34,88* 26,11* 2,68* 228,1 3,55 303,6 825,8 84,55 21033
Gxl 12 11,95* 8,13 0,9* 1015,51 28,32 923,9 2879,5* 80,81 13280
Residuo 60 4,62 4,55 0,41 1114,59 26,86 685,1 1487,8 43,56 11519
CV% 84,7 89,5 43,76 47,16 51,72 36,48 27,72 41,62 69,9

* significativo a 0,05 pelo teste F; *Dados transformados v x+1.
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