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RESUMO GERAL

A murcha de fusério, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLac) é uma
das doencas mais importantes da alface. Esta doenca foi relatada recentemente no Brasil. Nos
anos de 2008 a 2011 foram coletados isolados de FOLac nos Laboratorios de Fitopatologia da
Embrapa Hortalicas, Sakata Seed Sudamerica Ltda e do Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper). Estes eram provenientes de todos os estados
das Regides Sul e Sudeste do Brasil. A identificacdo foi feita observando-se as caracteristicas
morfologicas de conidios e conidioforos. Os isolados foram inoculados em plantas das
cultivares Elisa, Vera e Red Salad Bowl, em condi¢cbes de casa de vegetacdo. Os mesmos
também foram inoculados em plantas de outras espécies de Asteraceae (Cichorium endivia,
Cichorium intybus, Sonchus oleraceus, Emilia sonchifolia, Bidens pilosa e Tagetes erecta) e
de outras familias (Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Nicotiana tabacum,
Gossypium hirsutum, Phaseolus vulgaris e Ocimum basilicum). Os isolados foram
identificados como Fusarium oxysporum. As cultivares Elisa e Vera foram suscetiveis a todos
os isolados e a Red Salad Bowl foi resistente. Efetuou-se o re-isolamento do patogeno,
completando-se assim os Postulados de Koch. Nenhuma outra espécie de planta foi suscetivel
ao patogeno, confirmando a identificacdo como F. oxysporum f. sp. lactucae. Em seguida, 0s
isolados foram avaliados quanto a sua viruléncia numa série de cultivares diferenciadoras de
racas: Patriot (suscetivel), Costa Rica No. 4 (resistente a raca 1) e Banchu Red Fire (resistente
a raca 2). As cultivares Patriot e Banchu Red Fire comportaram-se como suscetiveis a todos
os isolados, enquanto a cultivar Costa Rica No. 4 comportou-se como resistente. Concluiu-se
que os isolados avaliados sdo da raca 1 de FOLac. Adicionalmente, foi feito um teste com
primers especificos para a raga 1 de FOLac, utilizando como controles um isolado de F.
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raca 3 e um isolado ndo patogénico de F. oxysporum. O
fragmento de DNA foi amplificado por PCR para os isolados de FOLac e ndo foi amplificado
para o isolado de FOL e nem para o isolado ndo patogénico de F. oxysporum. Este resultado
confirma a especificidade desse par de primers e a presenca apenas da raca 1 de FOLac no

Brasil.
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Além disso, foi utilizada a regido do fator de elongagdo da tradugdo (tef-1a) para analise
filogenética entre os isolados FOLac racas 1 e 2 e isolados de F. oxysporum. Comparacéo das
sequéncias obtidas com o tef-1a confirmou a origem polifilética da forma specialis lactucae e
também observou-se uma maior variabilidade genética entre os isolados brasileiros de FOLac
raca 1 comparados com isolados da mesma raga disponiveis no GenbanK. Posteriormente,
102 acessos (cultivares comerciais ou linhagens) foram avaliados, visando identificar fontes
de resisténcia a FOLac e analisar a estabilidade da resisténcia de acessos promissores a
diferentes isolados do patogeno. Inicialmente foi feita uma selecdo preliminar, utilizando um
isolado do patdgeno (Fus-173). Em seguida, quarenta e sete acessos altamente resistentes
mais uma testemunha suscetivel (Regina), identificados na selecdo preliminar, foram
reavaliados para estabilidade da resisténcia ao FOLac raga 1, utilizando os isolados (Fus-202
e Fus-205) no més de Outubro de 2011; isolados (Fus-219 e Fus-222) no més de Novembro
de 2011 e isolados (Fus-207, Fus-209 e Fus-220) no més de Dezembro de 2011. A
inoculacdo foi realizada em condicdes de casa de vegetacdo, pelo método de corte das raizes e
imersdo na suspensdo de conidios do patdgeno. A avaliacdo foi realizada apds 30 dias, com
auxilio de escala de notas variando de 0 (planta sadia) a 4 (planta morta). Os dados obtidos
foram transformados em indice de doenca (ID) e submetidos a uma analise de variancia e
comparacdo de medias pelo teste de Tukey (5%). Foram identificados trinta e dois acessos
apresentando amplo espectro de resisténcia aos diferentes isolados do patégeno nas quatro

épocas de inoculagéo.

Palavras-chaves: Lactuca sativa, resisténcia genética, murcha de fusario, viruléncia e anélise

filogenética.
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ABSTRACT

Characterization of Brazilian isolates of Fusarium oxysporum f. sp. lactucae and

evaluation of lettuce accessions for resistance

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLac), is an important
disease of lettuce in the world. This disease was reported in Brazil, recently. From 2008 to
2011 the laboratories of Plant Pathology of Embrapa Hortalicas (Embrapa Vegetable Crops),
Sakata Seeds Sudamerica and Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo
Rural (INCAPER) collected some FOLac isolates in states from the Southern and the
Southeastern regions of Brazil. The isolates were identified as F. oxysporum by the
morphological characteristics of conidia and conidiophores. Isolates were inoculated on
lettuce plants, cultivars Elisa, Vera, and Red Salad Bowl, conditions in a greenhouse. Isolates
were also inoculated on plants of others Asteraceae species (Cichorium endivia, Cichorium
intybus, Sonchus oleraceus, Emilia sonchifolia, Bidens pilosa e Tagetes erecta) and others
botanical families as (Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Nicotiana tabacum,
Gossypium hirsutum, Phaseolus vulgaris e Ocimum basilicum). Lettuce cultivars Elisa and
Vera were suscetible to all isolates while the cultivar Red Salad Bowl was resistant. All
isolates were reisolated from diseased plants fulfilling the Koch’s postulates. Others plant
species were not susceptible to any isolate, proving that isolates belong to the species F.
oxysporum f. sp. lactucae. The isolates were also inoculated in a differential set of cultivars
comprising: ‘Patriot’ (Susceptible to all races), ‘Costa Rica No. 4’ (resistant to race 1) and
‘Banchu Red Fire’ (resistant to race 2). Cultivars ‘Patriot’ and ‘Banchu Red Fire’ were
susceptible while ‘Costa Rica No. 4’ was resistant, confirming that all the isolates were race
1. Molecular analysis using a primer specific to race 1 isolates was performed using F.
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raga 3 and a non-pathogenic isolate as negative controls.
DNAs of FOLac isolates were amplified by PCR and those of the negative controls were not,
confirming the specificity of the primers and the presence of only the race 1 of FOLac in

Brazil.



In addition, it was used the Translation elongation factor 1-a region (tef-1a) for phylogenetic
analysis between FOLac isolates races 1 and 2 and isolates of F. oxysporum. Comparison of
the sequences obtained with the tef-1o. confirmed the polyphyletic origin of the forma
specialis lactucae and also showed a greater genetic variability among Brazilian isolates of
FOLac race 1compared with isolates of the same race available in GenBank. After the isolates
characterization, it was made a screening of 102 accessions for resistance to the isolate Fus-
173 and it was selected 47 as highly resistant. After this, the selected genotypes were
evaluated for the stability of resistance in three additional assays, using different FOLac race
1 isolates. In all three assays it was used a highly susceptible cultivar (Regina) as susceptible
control. In the first assay, carried out in October 2011, it were used the isolates Fus-202 and
Fus-205. In the second assay, carried out in November 2011, it were used the isolates Fus-219
and Fus-222. In the third assay, carried out in December 2011, it were used the isolates (Fus-
207, Fus-209 e Fus-220). Inoculation was performed on 25 days old seedlings on greenhouse
conditions. Seedlings were inoculated by cutting their roots and emerging them in spore
suspension of pathogen. Evaluation was carries out 30 days after inoculation, using a grade
scale varying from 0 (heath plants) to 4 (dead plants). Data were transformed in Disease Index
(DI) submitted to a variance analysis and the media were compared by the Tukey’s test (5%).
Thirty two accessions were identified as having broad spectrum of resistance to different
pathogen isolates in the four inoculation seasons.

KeyWords: Lactuca sativa, genetic resistance, fusarium wilt, virulence and phylogenetic

analysis.
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INTRODUCAO
Cultura da alface

A alface pertence a familia Asteraceae, subfamilia Cichorioideae, da tribo Lactuceae
e espécie Lactuca sativa (Ryder, 1999). A familia Asteraceae (sin. Compositae) € a maior das
dicotiledbneas, contendo cerca de 23000 espécies distribuidas por mais de 1500 géneros
(ALMEIDA, 2006). E uma das mais importantes hortalicas folhosas cultivadas no mundo.
Esta planta é originaria do Sul da Europa e da Asia Ocidental, sendo cultivada nessas regides,
desde 2500 a. C, chegando ao Brasil no século XVI, por meio dos portugueses (FILGUEIRA,
2008; RYDER, 1999).

Originalmente de clima temperado, a sua adaptacdo a regifes de temperaturas
elevadas, tem gerado obstaculos ao seu crescimento e desenvolvimento, impedindo que a
cultura expresse todo o seu potencial genético. Nestas condicdes, ocorre reducdo do ciclo da
cultura, comprometendo sua producdo, devido a aceleracdo do seu metabolismo e,
consequentemente, a antecipagdo da fase reprodutiva (GRANGEIRO et al., 2006). Segundo
Silva et al. (1999), as temperaturas ideais para a producdo de folhas e formacéo da cabeca
localizam-se entre os 12 a 22°C, sendo que temperaturas acima deste limite, favorecem o
florescimento precoce das plantas. Ainda segundo estes autores o pendoamento precoce
provoca o alongamento do caule, reduz o nimero de folhas, afeta a formacdo da cabeca
comercial e estimula a producéo de latex, o que confere sabor amargo as folhas.

Entretanto, ao longo dos anos, através de programas de melhoramento da alface,
houve o desenvolvimento de cultivares adaptadas a diferentes condic@es climaticas, com isso
é possivel plantar e colher alface, de boa qualidade durante todo o ano em paises tropicais e
subtropicais, como o Brasil (FILGUEIRA, 2008).

A larga adaptacdo a diferentes condigdes climéticas, possibilidade de -cultivos
sucessivos no mesmo ano, boa preferéncia e demanda sdo fatores que fazem com que seja a
hortalica folhosa mais produzida no pais e a preferida entre os olericultores que cultivam em
condicGes de campo ou protegido, o que lhe confere grande importancia econémica e social.
Além disso, apresenta grande aceitacdo no mercado ndo sO por suas qualidades
organolépticas, mas também por possuir baixo valor calérico e ser rica em sais de calcio e de
ferro e em vitaminas A, B1, B2, B6 e C. O fato de ser consumida crua contribui para
preservar as propriedades nutritivas desta hortalica (CASALI et al., 1980; RICCI, 1993).



No Brasil, sdo mais de 66 mil estabelecimentos cultivando alface com a producdo total
de 525,6 mil toneladas, distribuindo-se entre os estados de S&o Paulo (31,3%), Rio de Janeiro
(27,28%), Minas Gerais (6,8%), Parana (5,4%), Ceara (3,6%), Santa Catarina (3,05), Distrito
Federal (2,94%) e outros (13,8%). Os dados demonstram que mais da metade da producéo
concentra-se nos Estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro. A produtividade média é de 15 t/ha e
estima-se que a area plantada no Brasil seja de 35000 ha (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010).

A planta da alface é herbacea de caule carnoso e esverdeado, ao qual se predem as
folhas. Estas podem ser lisas ou crespas, formando ou ndo “cabega”, com coloragdo em VAarios
tons de verdes, ou roxa, conforme a cultivar. Segundo Filgueira (2008) as cultivares

comerciais podem ser agrupadas em seis diferentes tipos ou segmentos:

Tipo Repolhuda-Crespa (Americana):

As folhas sd@o caracteristicamente crespas, bem consistentes e com nervuras
destacadas, formando uma cabeca compacta. As folhas internas sdo mais crocantes que as
externas, sendo preferidas para sanduiches. Exemplos: Taind, Lucy Brown, Raider Plus e
Rafaela.

Tipo Repolhuda-Manteiga

As folhas sdo bem mais lisas, muito delicadas, de coloracdo verde amarelada e aspecto
amanteigado, formando uma tipica cabeca compacta. Exemplos: White Boston, Carolina,
Elisa e Lidia.

Tipo Solta - Lisa

As folhas mais macias, lisas e soltas, ndo havendo formacdo de cabeca. Exemplos:
Baba de Verdo, Regina, Luisa e Vitdria de santo antdo.

Tipo Solta - Crespa

As folhas sdo consistentes, crespas e soltas, ndo formando cabeca. Folhas com
superficie inteiramente irregular, com destaque para as bordas que se apresentam inteiramente
onduladas. Exemplos: Verénica, Vera, Monica e Vanda.

Tipo Mimosa

As folhas sio delicadas e com aspecto arrepiado. E um tipo recente que vem

adquirindo certa relevancia. Exemplo: Red Salad Bowl e mimosa.
Tipo Romana
As folhas s@o alongadas e consistentes, com nervuras bem protuberantes, formando

cabecas fofas. E muita demandada em processamento e na producdo de “mix” de folhas,



bastante utilizados por restaurantes. De todas as alfaces citadas é a menos consumida no
Brasil, mas forte aceitacdo na Europa e EUA. Exemplo: Romana Paris, Donna e Sofia.

Até meados da década de 1980, o mercado consumidor no Brasil tinha preferéncia
pela alface lisa do tipo White Boston. Posteriormente, houve uma migracdo para o segmento
de alface do tipo crespa (Grand Rapids). A alface americana nos ultimos anos tem mostrado o
maior crescimento no mercado, inicialmente para atender as redes de fast food, entretanto a
preferéncia pela mesma também tem aumentando pelos consumidores domiciliares. Este
aumento no consumo de alface do tipo americana se deve principalmente a sua crocancia e
sabor diferenciados (COSTA; SALA, 2005).

Os tipos mimosa e romana apresenta um grupo especifico de consumo que cresce
bastante no Brasil, representado por restaurantes e processadores de vegetais. Outro grupo
crescente séo as variedades coloridas, como crespa roxa e vermelha, e mimosa roxa, que tem
seu consumo associado a prevencdo de doencas (SALA; COSTA, 2005; HENZ; SUINAGA,
2009).

No Brasil, no ano de 2010, a CEAGESP (entreposto de Sao Paulo) comercializou um
volume de 43.630 toneladas de alface dos tipos crespa (52,5%); americana (36,6%) lisa
(9,1%), romana (1,8%). Estima-se que, atualmente esta unidade da CEAGESP responde por
aproximadamente 20% do total de alface comercializado no Brasil. Observa-se que, na
CEAGESP o preco da alface americana, em média é aproximadamente 60% superior ao preco
da alface crespa (comum e hidroponica).

A grande diversificacdo de alface contribui para o0 aumento de seu consumo, além de
ser uma importante forma de agregar valor. Cultivares distintas permitem atender a diferentes
tipos de mercados consumidores, com variadas exigéncias e diferentes niveis financeiros.
Tudo isso acontecendo junto permite 0 aumento do consumo de alface (COSTA; SALA,
2005, 2008; SILVA, 2009).

Doencas da alface

Doencas sdo um fator limitante para a producdo de alface, quando as cultivares
resistentes sdo indisponiveis. A natureza e a frequéncia dessas doencas dependem das
condigdes locais. Mais de 75 doencas da alface ja foram relatadas no mundo. Sdo doengas
transmissiveis causadas por fitopatdgenos, tais como bactérias, fungos, nematdides e virus.

Além das doencas transmissiveis, a planta de alface pode apresentar doencas nao



transmissiveis, geralmente associadas ao clima, nutricdo da planta, déficit hidrico e
fitotoxicidade por agroquimicos (DAVIS et al., 1997; LOPES et al., 2010).

Segundo Lopes et al. (2010) as doengas causadas por bactérias, nematoides, virus e
fungos da parte area que mais acometem danos a alface durante o seu ciclo produtivo sdo:
Podridao-mole [Pectobacterium spp. ou Dickeya = Erwinia spp (Jones) Waldee ], Mancha
bacteriana [Pseudomonas cichorii (Swinglle) Stapp], Mildio [Bremia lactucae Regel],
Septoriose [Septoria lactucae Passerini], Mancha de cercospora [Cercospora longissima
(Cugini.) Sacc.], Podriddo de botritis [Botrytis cinerea Pers], Oidio [Oidium sp. Sawada],
Mancha bacteriana [Xanthomonas campestris pv. vitians (Brown) Dye], Mosaico [Lettuce
mosaic virus-LMV.], Vira-cabeca [varias espécies: Tomato spotted wilt virus-TSWV, Tomato
chlorotic spot virus- TCSV], Mosqueado [Lettuce mottle virus= LeMoV] e Nematoide das
galhas [Meloidogyne spp.].

As doencas, causadas por fungos habitantes do solo, s&o muito limitantes para o
cultivo da alface. Essa limitacdo muitas vezes ocorre devido ao uso das areas, através de
cultivos sucessivos, sem rotacdo com outras culturas. Pythium spp. Paulitz & M. Mazzola,
Sclerotinia minor Jagger, S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, Rhizoctonia solani Khun e
Thielaviopsis basicola (Berk.& Broome) Ferraris sdo os patdgenos radiculares que
ocasionam 0s maiores prejuizos para a cultura no pais (LOPES et al., 2010; PAVAN et al.,
2005; SALA, 2006; TEIXEIRA-YANEZ, 2005).

Outro patdgeno habitante de solo, importante em alface é Fusarium oxysporum
Schlechtend. :Fr. f. sp. lactucae Matuo & Motohashi (FOLac), agente causal da murcha de
fusario ou fusariose da alface. A fusariose da alface é uma doenca vascular, altamente
destrutiva e que recentemente tornou-se uma séria preocupacao para os produtores em varias
areas de producdo de alface no mundo (PASQUALI et al., 2005).

A murcha de fusério da alface foi relatada pela primeira vez em 1967, quando foi
responsavel por perdas significativas em cultivos de alface no Japdo (MATUO;
MOTOHASHI, 1967). Nos Estados Unidos a doencga foi relatada pela primeira vez no vale de
San Joaquin, Califérnia, onde provocou perdas significativas na producdo em trés campos de
alface (HUBBARD; GERIK, 1993). Em 2001 a doenca foi identificada em cinco campos
perto da cidade de Yuma, no Arizona (MATHERON; KOIKE, 2003). A ocorréncia da doenca
na Califérnia e no Arizona é extremamente grave devido a posi¢do de destaque que a alface
ocupa em ambas as economias agricolas. O meio de dispersao do patdgeno entre estes dois

estados adjacentes levanta a hip6tese de ser através do movimento de equipamentos agricolas



infestados e de tubos de irrigacdo utilizados durante a estacdo de crescimento da alface
(MATHERON, 2005).

Na Italia, o patégeno causou perdas de até 70% na producédo de alface (GARIBALDI
et al., 2002). Adicionalmente, a murcha de fusario também tem sido relatada em outros paises,
tais como: Taiwan (HUANG; LO, 1998), Ird (MILLANI et al.,1999) e Portugal (PASQUALI
et al.,, 2007). No Brasil, a murcha de fusario foi recentemente detectada nos estados do
Espirito Santo, Santa Catarina e Minas Gerais ocasionando grandes perdas na producdo de
alface (VENTURA; COSTA, 2008; CABRAL et al., 2009).

De 2001 a 2003, os isolados do Japdo foram agrupados em ragcas fisioldgicas (raca 1, 2
e 3), baseado na patogenicidade em cultivares de alface diferenciadoras de racas de F.
oxysporum f. sp. lactucae. Todas essas racas foram relatadas pela primeira vez em areas de
producdo de alface deste pais (FUJINAGA et al., 2001, 2003). Por outro lado, em outros
paises como a ltalia, Portugal, Taiwan, Ird e Estados Unidos foi relatada somente a presenca
da raga 1 (FUJINAGA et al., 2001; McCREIGHT et al., 2003, 2005; GARIBALDI et al.,
2004b; PASQUALLI et al., 2005, 2007). Recentemente, além da presenca da raca 1 relatada
anteriormente, também foi constatada a raca 3 em Taiwan (CHANG et al., 2011).

As cultivares Costa Rica No. 4 (resistente a raca 1, mas suscetivel a raca 2 e 3 ),
Banchu Red Fire (suscetivel a raca 1e 3, mas resistente a raca 2) e Patriot (suscetivel a ambas
as racas) sdo usadas para identificacdo das racas de F. oxysporum f. sp. lactucae (FUJINAGA
et al, 2001, 2003).

O patégeno é um habitante do solo e sobrevive neste ambiente decompondo restos
culturais e também pode sobreviver, por longos periodos, como saprofita ou através dos
clamidosporos. A proximidade dessas estruturas as raizes das hospedeiras induz a germinacao
desses propagulos sob estimulo de exsudatos produzidos pela planta. Ap6s a germinagdo, 0s
tubos germinativos desses esporos penetram nas extremidades das raizes diretamente ou de
ferimentos presentes nas mesmas (Di PIETRO et al.,, 2001). O micélio do fungo avanca
intercelularmente, através do cértex da raiz, chegando aos vasos do xilema que passam a
desenvolver no seu interior através da producdo de microconidios. Promovendo a distribuicao
do fungo pela planta através da corrente ascendente da seiva. Os microconidios germinam e as
hifas penetram as paredes superiores dos vasos e produz mais microconidios. Uma
combinacdo de atividades do patdgeno, como o acimulo de micélio, esporos e produgdo de
toxinas e a resposta do hospedeiro pela producédo de géis, de goma, tilose resultam em oclusdo
e escurecimento do sistema vascular causando o sintoma caracteristico de murcha.

(BECKMAN, 1987). O escurecimento dos vasos é atribuido ao transporte de substancias



resultantes da oxidac&o e polimerizagcdo de compostos fendlicos, que sdo langados no sistema
vascular pelas células do parénquima. Os sintomas de murcha surgem em consequéncia do
blogueio dos vasos, impedindo que agua seja absorvida pelo sistema radicular. Nos casos em
que a planta consegue sobreviver ao ataque do patégeno, o fungo pode colonizar a planta,
comprometendo seu desenvolvimento e infectando a semente (BEDENDO, 2011). O fungo é
capaz de causar murcha tanto em mudas como em plantas adultas. Os primeiro sintomas da
fusariose ocorrem a partir da 3-4 semanas quando as plantas jovens murcham e morrem
(HUBBARD; GERIK, 1993).

O fungo permanece limitado aos vasos do xilema e algumas células circundantes,
enquanto a planta esta viva, mas invade o tecido parengquimatoso e esporula abundantemente
sobre a superficie da planta apds a sua morte. Os esporos podem, entdo, servir como inéculo
secundério e iniciar infecgdes secundarias em outras plantas proximas. (Di PIETRO et al.,
2003).

Segundo Fujinaga et al. (2001), plantas afetadas por esta doenca aparecem
inicialmente com um amarelecimento progressivo das folhas e/ou reducdo do crescimento.
Com o progresso da doenca, as folhas perdem a turgéncia e murcham, principalmente nas
horas mais quentes do dia. Quando o caule € cortado no sentido vertical, observa-se uma
coloragdo marrom intensa nos vasos condutores, que € um sintoma bem caracteristico da
doenca e ajuda na sua identificacdo (GARIBALDI et al., 2004b).

A ocorréncia da raca 1 de FOLac em varios paises distantes em um periodo
relativamente curto de tempo sugere a disseminacdo deste patdgeno através de sementes
infestadas (GARIBALDI et al., 2004a). De fato, esta forma de dispersdo é bastante comum
em outras espécies e formae speciales de Fusarium, tais como: F. oxysporum f. sp. niveum W,
C. Snyder & H. N. Hansen e F. moniliforme J. Sheld. Além disso, 0 movimento de Fusarium
spp. através do sistema vascular do pendiculo e no embrido de sementes tém sido
documentado para outras formae speciales, tais como: matthiolae K. F. Bake, vasinfectum
(Atk.) W.C Snyder & H.N Hansen e pisi (J.C. Hall) W. C Snyder & H. N. Hansen, revelando
que, em alguns casos, Fusarium spp. pode tanto infectar como infestar as sementes
(SNYDER, 1932). Alem disso, Garibaldi (2004a) utilizando o método do plagueamento
direto, foi capaz de recuperar F. oxysporum f. sp. lactucae de amostras de varios lotes de
sementes de alface utilizadas em campos na Italia nos quais a incidéncia da doenca variou de
20% a 60%, indicando que o0 patdgeno estava presente nas sementes.

Matheron et al. (2005 e 2010) avaliaram 89 cultivares de alface tipo americana,

principal tipo de alface cultivada no Sudoeste do Arizona, em campos naturalmente infestados



com FOLac raga 1. Verificaram que 80 cultivares ndo apresentavam resisténcia ou tolerancia
ao patdgeno. Entretanto no mesmo ensaio, duas de 16 cultivares romanas testadas
apresentaram resisténcia ou tolerancia. Estes mesmos autores indicam que temperaturas mais
elevadas tendem a aumentar a severidade da fusariose da alface, por exemplo: cultivares de
alface tipo americana sofreram perdas de 0 a 1,8%, quando as temperaturas se encontravam
entre 11 a 14°C, enquanto as mesmas cultivares sofreram perdas de 51 a 100% quando
variaram de 21 a 32°C. Além disso cultivares do tipo romana testadas foram mais tolerantes
que as cultivares do tipo americana, sofrendo perdas de 0 a 2,3% quando as temperaturas do
solo variaram de 10 a 20°C, comparadas com perdas de 5,2 a 100% quando variaram entre
21 a 32°C . Com isso fatores como tipo de cultivar, data de plantio e temperatura interferiram
na incidéncia e severidade da doenca.

O controle da murcha de fusério da alface através do uso de fungicidas ou da
desinfestacdo dos solos com produtos quimicos geralmente € invidvel em termos econémicos
e/ou ecoldgicos. Portanto, a maioria dos esforgos € direcionada para a prevencdo da doenca.
Em geral, meios eficazes de controle da doenca antes da infeccdo incluem: fumigacéo do solo,
uso de sementes isentas do patdgeno, desinfestacdo de material vegetal e utilizacdo de
cultivares resistentes.

Adicionalmente, a presenca de fungos no solo pode ser controlada pela manipulagdo
do ambiente através da utilizacdo da solarizacdo, de tal forma que o crescimento, esporulacéo
e viruléncia do patégeno diminuam, ou reduzir os niveis de indculo do solo através da rotacéo
de culturas com espécies ndo hospedeiras (DAVIS et al., 2006; LOPES et al., 2010;
MATHERON et al., 2010). Entretanto, a medida de rotacdo de cultura seria de pouca
eficiéncia, uma vez que o patégeno é um fungo de solo, podendo sobreviver no campo por 10
anos ou mais, mesmo na auséncia do hospedeiro. Além disso, estratégias de controle
bioldgico estdo sendo desenvolvidas utilizando isolados ndo patogénicos de F. oxysporum ou
de outros microrganismos antagénicos (FRAVEL et al ., 2003).

Para o desenvolvimento de cultivares resistentes € importante conhecer a variabilidade
do patdgeno nas regides onde o mesmo ocorre e a identificacdo de genes de viruléncia ou a
habilidade de adaptacdo dos patdgenos a novos gendtipos, que podem tornar a resisténcia algo
temporario. Além disso, novas ragas podem surgir, superando a resisténcia do hospedeiro. A
identificacdo de racas do patdogeno € fundamental na selecdo de linhagens avancadas
adequadas e para o desenvolvimento de cultivares resistentes (FUJINAGA et al., 2003).

Apesar das dificuldades, elencadas acima, 0 uso de cultivares resistentes € 0 processo

mais eficaz no controle de doencas das plantas, devido ao seu baixo custo, facilidade de uso e



por ser ecologicamente vidvel. Tsuchiya et al. (2004), avaliando 155 acessos de alface no
Japdo, para resisténcia a F. oxysporum f. sp. lactucae verificou que as cultivares Batavia
Tezier e Batavia Blonde de Paris foram resistentes as racas 1 e 2, enquanto Kikugawa 102 e
Blizzard foram resistentes somente a raca 2 do patdgeno. Posteriormente, experimentos
realizados no Arizona demonstrou baixa incidéncia na cultivar Salinas 88 (0,8%),
comparando com a cultivar suscetivel Red Tide (88,2%) (MATHERON et al., 2005). Scott et
al. (2009) avaliando duas cultivares tipo romana (Caesar e King Henry) e duas mimosas
(Lolla Rossa e Red Rossa) demonstrou que estas cultivares sdo altamente resistentes a
fusariose. Diante disso, a selecdo de cultivares resistentes poderia ser util para produtores, que
cultivam alface onde a doenca estd presente. Além disso, a mesma também poderia servir
como fonte de resisténcia para serem incorporadas em cultivares suscetiveis em programas de

melhoramento.

Resisténcia genética

Resisténcia € definida como a habilidade de alguns acessos de uma espécie de planta
(sabidamente hospedeira de um patégeno) de suprimir, reduzir ou retardar as injdrias e danos
causados por este patdgeno. A resisténcia é caracterizada pela sua natureza dindmica e
coordenada, onde a efetividade depende da expressdao dos seus mecanismos em uma
sequéncia légica, apos o contato do patégeno em potencial com o hospedeiro. Mostra-se como
um sistema multicomponente, onde o nivel de resisténcia resulta da somatdria das
contribuic@es individuais de diferentes mecanismos de resisténcia (PASCHOLATI; LEITE,
1995).

A obtencdo de cultivares resistentes é uma tarefa de grande complexidade e estratégias
de melhoramento devem ser tracadas. E necessério inicialmente que se identifiquem fontes de
resisténcia e que posteriormente serdo cruzadas com cultivares de interesse, para transferéncia
da sua resisténcia. Na identificacdo de fontes de resisténcia, pode-se utilizar métodos de
inoculacBes artificiais em condi¢bes controladas ou realizar experimentos em &reas que
apresentem longo histdrico de infecgéo, avaliando-se a resisténcia de diversos acessos com
base na incidéncia e/ou severidade da doenga no campo, comparando-se com O
comportamento de cultivares suscetiveis. Outra etapa indispensavel é verificar se essa
resisténcia é duravel, pois muitos agentes patogénicos apresentam racas fisiologicas que
diferem em patogenicidade, em diferentes cultivares de uma cultura. Assim, a resisténcia

depende tanto do gendtipo do hospedeiro como da variante do patdgeno, ambos afetados pelo



ambiente. Por isso, 0 conhecimento das ragas fisiologicas é pré-requisito para um teste rigoso
e inteligente na selecéo de materiais resistentes (LIMA, 2005).

De acordo com Van der Plank (1968), ha dois tipos de resisténcia de plantas aos
patogenos: vertical e horizontal. A vertical ou especifica caracteriza-se quando uma cultivar é
resistente a alguma(s) raca (s) do patdgeno. Neste caso ocorre interacdo diferencial entre
cultivares do hospedeiro e racas do patogeno. E monogénica ou oligogénica, sendo conferida
por um ou poucos genes e de facil manipulacdo (BUENO, 2001; FERREIRA, 2006). A
resisténcia horizontal é comumente denominada resisténcia de campo ou ndo especifica,
sendo controlada por muitos genes (poligénica), que se complementam, o que se admite como
um fator de maior estabilidade. Ndo ocorre uma interacdo diferencial entre cultivares do
hospedeiro e racas do patogeno. E usualmente efetiva contra todas as racas, ndo sendo
facilmente “quebrada” por elas. A determinagdo de seu mecanismo de agdo e a sua
manipulacdo sdo dificeis, pois sua heranga equivale a caracteres quantitativos, ou fatores
mdaltiplos, que variam de forma continua (BUENO, 2001; FERREIRA, 2006).

O género Fusarium

Fusarium foi descrito inicialmente por Link em 1809 (LINK, 1809) e atualmente
pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes e ordem Hypocreales (INDEX
FUNGORUM, 2011). A primeira grande revisao das espécies de Fusarium foi realizada por
Wollenweber e Reinking (1935), a qual descrevia em seu trabalho, Die Fusarien, 65 espécies,
55 variedades e 22 formae speciales, agrupadas em 16 secOes. Desde entdo mais de 1000
espécies ja foram descritas.

O género Fusarium tem ampla distribuicdo geografica, inclui espécies habitantes do
solo e de substratos organicos e que sdo amplamente distribuidas em todo o mundo
(cosmopolitas). Este género possui ampla gama de hospedeiros com espécies que colonizam
tanto a parte vegetativa como a reprodutiva dos vegetais. De 101 plantas economicamente
mais importantes, pelo menos 81 sdo hospedeiros desse patdégeno. Devido a isso, 0s sintomas
nos hospedeiros sdo, em geral, caracterizados por podriddes de raizes e sementes, morte de
plantulas, murchas vasculares, amarelecimento, necrose foliar e eventual morte das plantas
(NAYAKA et al., 2011).

A identificacdo das espécies do género Fusarium é tradicionalmente baseada em
caracteristicas culturais e morfologicas. Entre elas as principais sdo o crescimento rapido em

cultura, coldnias com coloracédo palida ou colorida, de violeta a purpura ou do creme a laranja,



com micélio aéreo e difuso, tipo e comprimento da fialide, presenca ou auséncia de
microconidios, forma do macroconidio, além da producdo de clamiddsporos (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Dentre as espécies fitopatogénicas distribuidas no género Fusarium, a espécie F.
oxysporum se destaca por afetar um grande nimero de plantas, incluindo muitas espécies
cultivadas (KURAMAE; DE SOUZA, 2008). Esta espécie possui sua fase teleomorfica ainda
desconhecida, sendo considerada uma espécie grupo, composta de dezenas de espécies que
ainda necessita ser claramente definidas e separadas de maneira adequada (LESLIE;
SUMMERELL, 2006). Como espécie, F. oxysporum inclui isolados patogénicos e nao
patogénicos que sao indistinguiveis morfologicamente. Isolados ndo patogénicos sédo
definidos como isolados para os quais plantas hospedeiras ndo foram identificadas e
representam o maior componente da microflora de fungos de solos agricolas. Isolados
patogénicos podem causar murcha vascular ou podriddo radicular em mais de cem espécies de
plantas, entre vérias culturas de importancia econémica como banana, algodao, fumo, flores,
tomate, meldo e alface dentre outras culturas (GORDON et al., 1997).

F. oxysporum apresenta trés tipos de esporos assexuais: microconidios, macroconidios
e clamiddsporos. Os microconidios sdo produzidos abundantemente em falsas cabecas em
fidlides curtas sobre as hifas, apresentando formatos ovais a elipséides, ligeiramente curvados
e sem septos. Os macroconidios sao esparsos a abundantes, produzidos em conidi6éforos ou na
superficie de esporodéquios, apresentando formato fusodide e pontiagudos nas extremidades,
com as paredes finas e trés a cinco septos. Os clamiddsporos apresentam paredes espessas,
duplas e rugosas, formato globoso e podem ser formados isolados ou nas extremidades de
conidioforos ou intercalados nas hifas. Estes sdo considerados esporos de resisténcia do
patdgeno e podem permanecer vidveis no solo na auséncia do hospedeiro por anos.
(NELSON; TOUSSOUN; MARASAS, 1983; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Isolados patogénicos de F. oxysporum sdo morfologicamente semelhantes a isolados
saprofiticos da mesma espécie, mas diferem em sua especificidade a hospedeiros distintos,
resultando em formae speciales (f. spp.) (SNYDER; HANSEN, 1940). Isolados que possuem
0s mesmos ou similares hospedeiros séo atribuidos a mesma forma especialis, que geralmente
dar-se 0 nome da hospedeira para esta designacdo. Mais de 150 formas especificas ao
hospedeiro ja foram descritas. (O’DONNELL et al., 1999). Entretanto, apesar da alta
especificidade da maioria das formas especializadas, deve-se ter bastante cuidado, pois varios
isolados de F. oxysporum possuem uma gama mais ampla de hospedeiros (ARMOSTRONG,;

ARMOSTRONG, 1975). Por exemplo: F. oxysporum f. sp. vasinfectum que causa a murcha



de fusario em algodoeiro, ataca também quiabeiro, soja, alfafa, fumo e girassol- mexicano
(AGUIAR, 2011; CIA; SALGADO, 1997)

Das formas especializadas de F. oxysporum, as mais importantes para a producdo
agricola no Brasil e no Mundo séo: [F. oxysporum f. sp. lycopersici W. C. Snyder & H. N.
Hansen] em tomateiro, [F. oxysporum f. sp. cubense (E. F. Smith) W. C Snyder & H. N.
Hansen] em bananeira, [F. oxysporum f. sp. vasinfectum] em algodoeiro e quiabeiro, [F.
oxysporum f. sp. phaseoli J. B. Kendrick & W. C. Snyder] em feijoeiro, [F. oxysporum f. sp.
glycines G. M. Armstr. & J. K. Armstr.] em soja, [F. oxysporum f. sp. cepae W. C Snyder &
H. N. Hansen] alho e cebola, [F. oxysporum f. sp. cucumerinum J. H Owen] em pepino,
[F.oxysporum f.sp. pisi] em ervilha e [F. oxysporum f. sp. lactucae Matuo & Motohashi] em
alface (SNYDER; HANSEN, 1940; MICHEREFF et al., 2005; SOUZA, 2009). Estas formae
speciales sdo subdivididas em racas, de acordo com a especializacdo do patdégeno ao nivel de
cultivares (hospedeiras diferenciais) dentro de uma mesma espécie botanica hospedeira
(CAMARGO, 1995).

Filogenia de espécies de Fusarium oxysporum

F. oxysporum é uma unidade taxondmica muito grande e diversa, abrangendo isolados
de grupos bioldgicos diferentes como endofiticos, saprofitas e patdgenos de plantas com
diferentes formae especiales e racas (KISTLER, 1999), mas que, no entanto, apresentam
caracteristicas morfoldgicas similares. Por esta razdo tem sido dificil estabelecer sistemas de
classificacdo baseados apenas em caracteres morfolégicos para espécies de Fusarium,
tornando-se importante a utilizacdo de métodos moleculares para diferenciacdo de taxons.

Estes estudos moleculares tém utilizado: Polimorfismo no comprimento de fragmentos
de Restricdo (RFLPs) do DNA, Fragmentos de DNA polimérfico de amplificacdo ao acaso
(RAPDs), Polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), e analises de
sequéncias de genes especificos para identificacdo e caracterizacdo dos isolados. Muito desses
trabalhos com diversidade genética tém discutido se F. oxysporum pode ser considerado como
uma Unica espécie. No entanto, a resposta a esta pergunta ndo é simples, pois existem muitas
defini¢cdes para o conceito de espécie (AVISE; BALL, 1990).

Cracraft (1983) definiu uma espécie filogenética como 0 menor conjunto
diagnosticavel de individuos dentro do qual hd um padrdo parental de ancestralidade e
descendéncia. Este tipo de conceito é aplicavel tanto para organismos que se reproduzem

sexuadamente quanto assexuadamente. Na mesma linha, Nixon e Wheeler (1990) definem



espécies como a menor agregacdo de populagdes (sexuais) ou linhagens (assexuais)
diagnosticaveis por uma Gnica combinagéo de caracteres.

Para Taylor et al. (2000) o uso do conceito filogenético, através da analise de
caracteres variaveis dos &cidos nucléicos, seria a melhor opcdo para a caracterizacdo de
espécies fungicas, j& que as espécies descendentes de um ancestral comum podem apresentar
mudangas nas sequéncias dos genes que poderiam ser reconhecidas por esta metodologia
antes que tivessem ocorrido mudancas no comportamento reprodutivo ou na morfologia.
Apesar dos individuos serem agrupados muito bem, uma desvantagem neste sistema de
classificacdo seria a decisdo de onde colocar o limite nas espécies, 0o que acabaria sendo
subjetivo. Uma forma de evitar essa subjetividade, na decisdo dos limites de uma espécie,
seria levar em conta a concordancia de varias genealogias génicas.

Todas as defini¢bes acima citadas correspondem ao conceito de espécies filogenéticas
que incorpora caracteristicas importantes da populacao, linhagens e fenétipos para definicéo
de espécies vidveis. Em fungos, uma Unica espécie morfoldgica geralmente corresponde a
muitas espécies bioldgicas ou filogenéticas (TAYLOR et al., 2000). Os principais conceitos
de espécies sdo baseados na morfologia (espécies morfologicas), espécies biologicas e
marcadores moleculares (espécies filogenéticas), ou na integracao dessas caracteristicas (YLI-
MATTILA et al., 2002).

Apesar de o conceito de espécies filogenéticas ter aplicacdo relativamente recente em
sistematica de Fusarium, isso pode ajudar a resolver as dificuldades taxonémicas. No entanto,
se aplicada de forma inadequada ou mal interpretada, pode resultar em mais confusdo.
(NAYAKA et al., 2011). Em relagdo as caracteristicas morfologicas, as caracteristicas
moleculares fornecem maior nimero de caracteres para comparacao dos organismos. Segundo
Baayen et al. (2002), isolados dentro de uma mesma forma specialis muitas vezes diferem
significativamente com base em sequéncias de DNA e ndo precisam ser de origem
monofilética. Assim, as caracteristicas de patogenicidade de significativa importancia
econdmica n&o precisam ter caracteres evolutivamente conservados e ndo podem fazer parte
da descricdo confiavel de espécies. Com o advento do sequenciamento de DNA, similaridade
de sequéncias em um ou mais loci tornou-se um importante critério para distin¢do de espécies
(NAYAKA et al., 2011).

Para o género Fusarium, as sequéncias mais informativas do ponto de vista
filogenético sdo: fator de elongacéo -1a (tef-1a) (WULFF et al., 2010) , B-tubulina (tub2)
(O’DONNELL et al., 1998a), regides espacadoras intergénicas (Intergenic spacer —IGS)
(YLI-MATTILA; GAGKAEVA, 2010). Além destas, ainda podem ser usadas regifes do



genoma mitocondrial (mtSSU rDNA- mitochondrial small subunit ribossomal DNA)
(MBOFUNG et al., 2007). Nem todas as sequéncias funcionam bem para todas as espécies,
sendo que o gene tef-la é o mais amplamente aceito em todo o género. O’Donnel et al.
(1998b) usando o tef-1 a e mtSSU rDNA mostraram que F. oxysporum compreende dezenas
de espécies filogeneticamente distintas distribuidas entre trés clados bem sustentados.

Na pratica, a distincdo de F. oxysporum de outras espécies proximas e identificacéo
precisa baseada em métodos tradicionais sao muito dificeis, devido a sua semelhanca genética
e alta variacdo morfoldgica. Em questdes de quarentena e medidas fitossanitarias, uma
ferramenta baseada nas sequencias de DNA é necessaria para a identificacdo rapida e precisa,
e caracterizagcdo das espécies que fazem parte deste complexo género (NAYAKA et al.,
2010).

Apesar de suas inimeras vantagens, a identificacdo de espécies de F. oxysporum
baseadas em relacGes filogenéticas apresentam algumas dificuldades. Estudos conduzidos por
Baayen et al. (1999) mostraram que isolados de F. oxysporum f. sp. cubense foram
classificadas em cinco linhagens, filogeneticamente distintas, distribuidas em dois dos trés
clados principais descritos por O’Donnell et al. (1998b). Da mesma forma, Baayen et al.
(1999) utilizando AFLP, observou que F. oxysporum f. sp. opuntiarum W. L. Gordon
consistia de um grupo monofilético de isolados, enquanto F. oxysporum f. sp. dianthi W. C.
Snyder & H. N. Hansen e F. oxysporum f. sp. gladioli W. C. Snyder & H. N. Hansen tinham
origens parafiléticas.

Mbofung et al. (2007) analisando sequéncias mtSSU rDNA néo conseguiu diferenciar
isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae de outros 13 isolados de F. oxysporum. Entretanto,
ao utilizar analises de sequéncias tef-1a os isolados da forma specialis lactucae ficaram
agrupadas com sete formae speciales resultando em uma resolucdo filogenética limitada e
moderada, respectivamente.

Em outros estudos Namiki et al. (1999) e Baayen et al. (2000) verificaram as
maltiplas origens evolutivas das formae speciales asparagi, cubense, melonis, dianthi,
gladioli, lycopercisi e lini, enquanto as formae speciales lilii Imle, tulipae W. C. Snyder & H.
N. Hansen, cucumerinum, lagenariae W. C. Snyder & H. N. Hansen e niveum tém revelando
origem monofilética. Estes mesmos autores afirmam que varias mutacfes ou eventos de
transposicdo podem ter levado a aquisicdo independente de fatores de patogenicidade para o
mesmo hospedeiro em isolados com diferentes filogenias. Além disso, outros mecanismos

podem estar envolvidos na aquisi¢cdo da patogenicidade, como a parassexualidade que pode



ocorrer em F. oxysporum e pode ter contribuido para a transferéncia lateral de genes de
patogenicidade para isolados distantemente relacionados.

Diagnostico molecular para identificacdo de isolados de Fusarium oxysporum

Tradicionalmente, os métodos convencionais de identificacdo de fungos patogénicos
as plantas sdo baseados na interpretacdo dos sintomas morfoldgicos, isolamento, cultivo e
identificacdo no laboratdrio por microscopia Optica (preparacdes microscépicas). A precisao e
confiabilidade desses métodos sdo dependentes da experiéncia e habilidade da pessoa que faz
o diagnostico. Geralmente estes métodos convencionais sao demorados e pouco praticos
quando resultados rapidos sdo necessarios (MACCARTNEY et al., 2003). Além disso,
diagndsticos baseados na morfologia de Fusarium spp. sdo extremamente desafiadores,
devido principalmente ao uso de sistemas taxonémicos diferentes, a um numero reduzido de
micologistas com experiéncia adequada na identificacdo dos fungos e a falta de caracteristicas
morfologicas suficientemente informativas, pois esta caracterizacdo depende de pequenas
diferengas na morfologia (FRAVEL et al., 2003).

Adicionalmente, a identificacdo de isolados patogénicos de F. oxysporum é baseada
em testes de patogenicidade. A determinacdo de forma specialis é geralmente feito por meio
de testes de patogenicidade em vérias espécies de plantas, enquanto as racas sdo determinadas
por ensaios de viruléncia em diferentes cultivares de uma Unica espécie de planta. Embora
esses bioensaios sejam muito eficazes, sdo altamente demorados e trabalhosos. Além disso,
por causa da abundéncia de formae speciales, para a correta identificacdo, os isolados devem
ser inoculados em um vasto numero de espécies de plantas (FRAVEL et al., 2003;
RECORBERT et al., 2003; LIEVENS, 2008). Assim, devido a todas essas limitacOes
especificas, estas técnicas estdo sendo cada vez mais complementadas ou substituidas por
métodos moleculares.

Assim, o desenvolvimento de métodos rapidos baseados em biologia molecular sdo
desejaveis pela sua reprodutibilidade, facilidade de uso e interpretacdo. Métodos moleculares
estdo entre as ferramentas mais precisas para a diferenciacdo entre as espécies e identificacdo
de novos isolados coletados em amostras infectadas. O desenvolvimento de diagnésticos
baseados na analise de DNA requer trés etapas basicas: 1. A selecdo da regido gendémica a ser
usado para reconhecer o patdgeno; 2. Extracdo de DNA de fungos da amostra e 3. Em um
método para identificar a presenca do DNA-alvo na amostra (MACCARTNEY et al., 2003).



O desenvolvimento de técnicas moleculares de anélise genética levou a um grande
aumento do conhecimento da genética de fungos e na compreensdo da estrutura e do
comportamento de seu genoma. A biologia molecular trouxe mais uma nova ferramenta para
os taxonomistas de fungos, incluindo uma ferramenta adicional para rapida identificacdo e
determinacéo de viruléncia dos isolados. Outras aplicacdes destas técnicas se ddo na distin¢ao
de espécies intimamente relacionadas, com nenhuma ou pouca diferenca morfolégica (WUFF
et al., 2010), e na diferenciacdo de isolados dentro de uma mesma espécie (LIEVENS;
THOMMA, 2005; CHANDRA et al., 2010). Essas técnicas, tem ainda permitido a analise da
variabilidade do DNA, pois permite identificar pontos de referéncia nos cromossomos,
tecnicamente denominados marcadores moleculares. Entre os tipos mais comuns de
marcadores moleculares destacam-se: AFLP, RAPD e RFLP.

O advento de técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) apresentou
uma nova opgao ao uso de marcadores moleculares. A técnica foi desenvolvida em meados da
década de 80 e alcancou uso disseminado e extenso em diversas areas da biologia e da
agronomia quase que imediatamente (WHITE, 1989). A técnica envolve a sintese enzimatica
in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima
DNA polimerase e de iniciadores especificos ou ndo. Tais iniciadores delimitam a sequéncia
de DNA de fita dupla a ser amplificada, cujos resultados sdo milhGes de cdpias idénticas
(WHITE, 1989).

Métodos de diagnostico baseado na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de
amplificacdo de sequéncias especificas de acidos nucléicos constituem o grande avango no
campo da taxonomia molecular e deteccdo (HENSON et al., 1993). A especificidade da PCR
depende do desenho de primers adequados e especificos para o organismo alvo. Pasquali et
al. (2007) utilizando primers especificos conseguiram identificar a raca 1 de F. oxysporum f.
sp. lactucae, a partir da amplificagdo de fragmentos de DNA para 69 isolados de diferentes
paises como lItalia, Estados Unidos (Arizona e Califérnia), Portugal, Taiwan e Japéao.

Diante disso, a presente dissertacdo teve como objetivos: (a) identificar e caracterizar
isolados de Fusarium, obtidos de plantas de alface murchas, coletadas nas Regides Sul e
Sudeste do Brasil, ao nivel de espécie, formae speciales e raca; (b) Avaliar a eficiéncia de um
par de primers raca 1-especifico, visando confirmar a presenca de FOLac raga 1 no Brasil; (¢)
Avaliar a relagdo filogenética entre isolados de FOLac, isolados ndo patogénicos de F.
oxysporum e de outras formae speciales baseando-se na anélise da sequéncia da regido tef-1a;

(d) Selecionar acessos de alface promissores como possiveis fontes de resisténcia a F.



oxysporum f. sp. lactucae raga 1 e (e) avaliar a estabilidade da resisténcia dos acessos mais
promissores a diferentes isolados da raga 1 de F. oxysporum f. sp. lactucae coletados no pais.
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Resumo

A murcha de fusario, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLac) , é
uma das principais doencas da alface no mundo. Nos anos de 2008 a 2011 foram coletados
isolados de FOLac nos Laboratérios de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas, da Sakata Seed
Sudamerica Ltda e do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(Incaper). Os isolados eram provenientes dos trés Estados da Regido Sul e dos quatro da
Regido Sudeste. A identificacdo foi feita observando-se as caracteristicas morfoldgicas de
conidios e conidiéforos. Os isolados foram inoculados em plantas das cultivares Elisa, Vera e
Red Salad Bowl. A inoculagéo foi realizada em casa de vegetacdo, utilizando-se mudas sadias
com dois pares de folhas verdadeiras, pelo método de imersdo das raizes em suspensao de
esporos. Também foi feita a inoculacdo de plantas de outras espécies de Asteraceae
(Cichorium endivia, Cichorium intybus, Sonchus oleraceus, Emilia sonchifolia, Bidens pilosa

e Tagetes erecta) e de outras familias (Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Nicotiana
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tabacum, Gossypium hirsutum, Phaseolus vulgaris e Ocimum basilicum). Os isolados foram
identificados como Fusarium oxysporum. As cultivares Elisa e Vera foram suscetiveis a todos
os isolados e a Red Salad Bowl foi resistente. Efetuou-se o re-isolamento do patogeno,
completando-se assim os Postulados de Koch. Nenhuma outra espécie de planta foi suscetivel
ao patdgeno, confirmando a identificacdo como F. oxysporum f. sp. lactucae. Em seguida, 0s
isolados foram avaliados quanto a sua viruléncia numa série de cultivares diferenciadoras de
racas: Patriot (suscetivel), Costa Rica No. 4 (resistente a raca 1) e Banchu Red Fire (resistente
a racga 2). As cultivares Patriot e Banchu Red Fire comportaram-se como suscetiveis a todos
os isolados, enquanto a cultivar Costa Rica No. 4 comportou-se como resistente. Concluiu-se
que os isolados avaliados sdo da raca 1 de FOLac. Adicionalmente, foi feito um teste com
primers especificos para a raca 1 de FOLac. Como controles negativos, foram utilizados um
isolado de F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raca 3 e um isolado ndo patogénico de F.
oxysporum. O fragmento de DNA foi amplificado por PCR para os isolados de FOLac e nédo
foi amplificado para o isolado de FOL e nem para o isolado ndo patogénico de F. oxysporum.
Este resultado confirma a especificidade desse par de primers e a presenca apenas da raca 1
de FOLac no Brasil. Além disso, foi utilizado a regido do fator de elongacdo da traducdo
(tef-1a) para analise filogenética entre os isolados FOLac racas 1 e 2 e isolados de F.
oxysporum. Comparagdo das sequéncias obtidas com o gene tef-lo. confirmou a origem
polifilética da forma specialis lactucae e também observou-se uma maior variabilidade
genética entre os isolados brasileiros de FOLac raca 1 comparados com isolados da mesma

raca disponiveis no GenBank.

Palavras-Chave: Lactuca sativa, alface, murcha de fusario, viruléncia e analise filogenética.
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Abstract

Characterization of Fusarium oxysporum f. sp. lactucae isolates from the Southern and

Southeastern regions of Brazil

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLac), is an
important disease of lettuce in world. From 2008 to 2011 the laboratories of Plant Pathology
of Embrapa Hortalicas (Embrapa Vegetable Crops), Sakata Seeds Sudamerica and Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER) collected some
FOLac isolates in the three states from the Southern and the four states from the Southeastern
regions of Brazil. Isolates were identified as F. oxysporum by the morphological
characteristics of conidia and conidiophores. Isolates were inoculated on lettuce plants,
cultivars Elisa, Vera, and Red Salad Bowl. Inoculation was carried out in greenhouse on
plantlets presenting two leaf pairs by the dipping method. Isolates were also inoculated on
plants of others Asteraceae species (Cichorium endivia, Cichorium intybus, Sonchus
oleraceus, Emilia fosbergii, Bidens pilosa e Tagetes erecta) and others botanical families as
(Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Nicotiana tabacum, Gossypium hirsutum,
Phaseolus vulgaris and Ocimum basilicum). Lettuce cultivars Elisa and VVera were susceptible
to all isolates while the cultivar Red Salad Bowl was resistant. All isolates were reisolated
from diseased plants fulfilling the Koch’s postulates. Other plant species were not susceptible
to any isolate, proving that isolates belong to the species F. oxysporum f. sp. lactucae . The
isolates were also inoculated in a differential set of cultivars compraising: ‘Patriot’
(Susceptible to all races), ‘Costa Rica No. 4’ (resistant to race 1) and ‘Banchu ‘Red Fire’
(resistant to race 2). Cultivars ‘Patriot’ and ‘Banchu Red Fire’ were susceptible while ‘Costa

Rica No. 4’ was resistant, confirming that all the isolates were race 1. Molecular analysis
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using a primer specific to race 1 isolates was performed using F. oxysporum f. sp. lycopersici
(FOL) raca 3 and a non-pathogenic isolate as negative controls. DNAs of FOLac isolates were
amplified by PCR and those of the negative controls were not, confirming the specificity of
the primers and the presence of only the race 1 of FOLac in Brazil. In addition, It was used
the Translation elongation factor- lo (tef-l1a) for phylogenetic analysis between FOLac
isolates races 1 and 2 and isolates of F. oxysporum. Comparison of the sequences obtained
with the tef-1a gene confirmed the polyphyletic origin of the forma specialis lactucae and
also showed a greater genetic variability among Brazilian isolates of FOLac race 1 compared

with isolates of the same race available in GenBank.

Additional Key-words: Lactuca sativa, lettuce, fusarium wilt, virulence and phylogenetic

analysis.
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Introducéo

A murcha de fusario da alface, causada por Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr. foi
relatada recentemente no Brasil, inicialmente no Estado do Espirito Santo (Ventura & Costa,
2008). Em seguida, a doenca também foi relatada em Santa Catarina e Minas Gerais, sendo
que desta vez o patdgeno foi identificado como F. oxysporum f. sp. lactucae Matuo &
Motohashi (Cabral et al., 2009). Esta doenca havia sido registrada em outros paises como
Japdo (Matuo & Motohashi, 1967), Estados Unidos (Hubbard & Gerik, 1993), Taiwan
(Huang & Lo, 1998), Ird (Millani et al., 1999), Italia (Garibaldi et al., 2002) e Portugal
(Pasquali et al., 2007), causando significativas perdas em campos de producdo de alface. Na
Italia, a incidéncia de murcha em plantas de alface em diferentes campos variou de 20 a 60 %
apos dois anos de cultivos continuos. Durante os Gltimos quatro anos neste mesmo pais houve
perdas de 70% em algumas lavouras (Pasquali et al., 2005, 2007).

Plantas afetadas por esta doenca ficam inicialmente clordticas e raquiticas. Com o
progresso da doenca, 0s sintomas se tornam mais graves e podem incluir a morte das folhas
mais velhas ou colapso de toda a planta. Quando o caule é cortado no sentido vertical,
observa-se uma coloracdo marrom intensa nos vasos condutores, provocado pela colonizagédo
do patégeno e por toxinas liberadas pelo mesmo. Este sintoma € caracteristico da doenca e
facilita a sua identificacdo (Fujinaga et al., 2001; Garibaldi et al., 2004b; Scott et al., 2010).

Os isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae tém sido agrupados em trés racas (1, 2 e
3) de acordo com sua reacdo sobre cultivares de alface (Fujinaga et al., 2003). No Japéo foi
relatada a presenca das trés ragas (Fujinaga et al., 2001, 2003; Yamauchi et al., 2004). Por
outro lado, em outros paises como a Italia, Portugal, Taiwan, Ird e Estados Unidos foi relatada

a presenca da raca 1 (Pasquali et al., 2003, 2005). Recentemente, também foi relatada a raca 3
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em Taiwan (Chang et al., 2011). No Brasil, ainda ndo se tem informacdes sobre quais ragas
estdo presentes e/ou predominando.

A deteccdo da raca 1 em varios paises distantes num periodo relativamente curto de
tempo sugere que a dispersao mundial deste patdgeno foi feita através de sementes infestadas
(Garibaldi et al., 2004a). Neste sentido, provavelmente a doenca foi trazida para o Brasil com
0 uso de sementes importadas. Uma outra evidéncia deste fato é a presenca da doenca em
diversos estados produtores do Brasil, apesar de a mesma ter sido relatada pela primeira vez
no pais recentemente. Este fato € preocupante e alerta para a necessidade de um melhor
controle fitossanitario das sementes de importadas pelo Brasil. O uso destas sementes
contaminadas pode causar grandes prejuizos aos produtores brasileiros, pois estas poderao
introduzir o patégeno em outras regides do pais e tornar a producdo insatisfatoria e
antiecondmica.

O controle da murcha de fusario da alface através do uso de fungicidas ou da
desinfestacdo dos solos com produtos quimicos geralmente é inviavel em termos econémicos
e/ou ecoldgicos. Assim, 0 manejo da doenca depende do uso de material propagativo sadio,
rotacdo de cultura para reduzir os niveis de indculo do solo e no uso de cultivares resistentes.
(Davis et al., 2006; Lopes et al., 2010). Entretanto, para o desenvolvimento de cultivares
resistentes é importante conhecer a variabilidade do patdgeno nas regibes onde 0 mesmo
ocorre.

A raca 1 de FOLac ¢ identificada rotineiramente através de teste de viruléncia em
cultivares diferenciadoras (Ogiso et al., 2002; Fujinaga et al., 2003). No entanto, esse teste é
trabalhoso e demorado. O emprego de marcadores moleculares, principalmente aqueles
baseados em reacdo de polimerase em cadeia (PCR), utilizando iniciadores (primers)
especificos, podem ser menos trabalhosos e abreviar o tempo de obtencdo dos resultados

(Lievens et al., 2008). Aléem disso, essa ferramenta pode ser utilizada para detec¢do do
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patdgeno em sementes e plantas infectadas, diminuindo o tempo para uma diagnose correta da
doenca nas clinicas fitopatoldgicas (Mbofung et al., 2010).

Apesar de isolados dentro da mesma forma specialis estarem relacionadas com a
patogenicidade para um determinado hospedeiro, a heterogeneidade genética dentro de certas
formae speciales muitas vezes tem revelado uma origem polifilética. Esta heterogeneidade
tem implicacdes importantes na evolucao das formas patogénicas dentro da espécie sendo esta
uma informacdo importante para subsidiar o desenvolvimento de cultivares resistentes
(Bogale et al., 2006; Mbofung et al., 2007; Hirano & Arie, 2009). Portanto, ¢ fundamental
diferenciar com rapidez e precisao a diversidade genética dentro de F. oxysporum f. sp.
lactucae. Muitos métodos moleculares tém sido utilizados para diferenciar e identificar
formae speciales e racas de isolados patogénicos e isolados ndo patogénicos de F. oxysporum,
incluindo a amplificacdo do DNA com marcadores do tipo Sequence characterized amplified
region — SCAR (Lievens et al., 2008). Um destes marcadores (Pasquali et al., 2007) foi
desenvolvido em regides entre retrotransposons, 0s long terminal repeats (LTRs). Essa regido
denominada Han tem sido encontrada distribuida em todo o genoma de Fusarium (Huan-Van
et al., 2000). Outros métodos utilizados sdo a amplificacdo de uma regido codificante do fator
de elongagdo -la (tef-la), de uma regido da pequena subunidade mitocondrial (mtSSU
rDNA) e a regido intergénica do DNA ribossdmico (IGS) (Mbofung et al., 2007).Neste
contexto, os objetivos do presente trabalho foram identificar e caracterizar isolados de
Fusarium obtidos de alface, provenientes das regiGes Sul e Sudeste do Brasil, e avaliar a
eficiéncia de um par de primers raca 1-especifico, visando confirmar a presenca de FOLac
raca 1 no Brasil. Adicionalmente, objetivou-se avaliar a relacao filogenética entre isolados de
FOLac, isolados ndo patogénicos de F. oxysporum e de outras formae speciales baseando-se

na analise da sequéncia da regido tef-1a.
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Material e Métodos

Obtencédo dos isolados e identificacéo

Nos anos de 2008 a 2011, plantas de alface com sintomas tipicos de murcha de
fusario, foram recebidas nos Laboratdrios de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas, da Sakata
Seed Sudamerica Ltda e do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao
Rural (Incaper) para diagnose. Estas eram provenientes de estados produtores, das regides Sul
e Sudeste do Brasil (Tabela 1).

O isolamento do patégeno foi feito, em condi¢bes assépticas, recortando-se
fragmentos do caule de plantas de alface apresentando sintomas de murcha e escurecimento
vascular. Os mesmos foram lavados em agua corrente por dois minutos, desinfestados com
alcool por um minuto, lavados em agua destilada e esterilizada por 30 segundos, secos ao ar e
depositados em cinco pontos equidistantes nas placas de Petri que continham meio de cultura
Batata, Dextrose e Agar + o tetraciclina (BDA-t).

As placas foram mantidas em camara de crescimento tipo BOD com 12 h de
fotoperiodo e em temperatura de 25°C por trés dias, quando entdo o fungo foi transferido para
outra placa de Petri contendo BDA-t, visando obter-se uma cultura pura. A identificagéo foi
feita observando-se as caracteristicas morfoldgicas e culturais do fungo e comparando com
descricdes da literatura (Nelson et al., 1983; Leslie & Summerell et al., 2006). Os isolados
foram preservados em placas de Petri com BDA e em tubos de penicilina com &gua destilada

e esterilizada (Castellani, 1963).
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Teste de patogenicidade

Isolados do fungo foram cultivados em meio de cultura BDA-t, por cinco dias. Apos
este periodo, retirou-se 3 discos (5 mm de didametro cada), com crescimento abundante de
miceélio, e colocou-se em frascos Erlenmeyer contendo 100 mL do meio liquido BD (Batata +
Dextrose). Esses frascos foram mantidos em agitador automatico por 10 dias a 25°C e 12
horas de fotoperiodo para a producdo dos esporos (microconidios). ApoOs este processo,
filtrou-se a suspensao de esporos em gaze dupla e estimou-se sua concentragdo, utilizando um
hemacitdmetro. Posteriormente, a suspensdo de esporos foi ajustada para a concentracdo de
2x10° microconidios/mL. Os vinte e sete isolados fingicos foram utilizados para o teste de
patogenicidade nas cultivares (Elisa, Vera e Red Salad Bowl).

Para producdo das mudas, as sementes destas cultivares foram semeadas em bandejas
de isopor, preenchidas com substrato (Plantmax®) esterilizado. Mudas com 25-30 dias ap6s 0
semeio foram removidas das celulas e as raizes lavadas em agua corrente para eliminar o
substrato que se encontra aderida as raizes. A porcdo apical das raizes foi cortada
(aproximadamente 2 cm), com auxilio de tesoura, e mergulhadas em 50 mL da suspenséao de
esporos, por trés minutos. Em seguida foram transplantadas para vasos 2L contendo uma
mistura de argila, esterco bovino, areia e palha de arroz carbonizada esterilizada.
Posteriormente foram adicionadas no colo de cada plantula 3 mL da suspensdo de conidios.
Os vasos foram irrigados duas horas antes da inoculagdo, até o ponto de escorrimento (Santos,
1999).

Os isolados também foram inoculados em outras espécies de plantas da familia
Asteraceae Chicoria [(Cichorium endivia L.), radicchio (Cichorium intybus L.), serralha
(Sonchus oleraceus L.), falsa serralha (Emilia sonchifolia L.), picdo preto (Bidens pilosa L.) e

cravo de defunto (Tagetes erecta L.)] e de outras familias botanicas [tomate (Solanum
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lycopersicum L.), pimentdo (Capsicum annuum L.), fumo (Nicotiana tabacum L.), algodéo
(Gossypium hirsutum L.), Feijdo vagem (Phaseolus vulgaris L.) e Manjericdo (Ocimum
basilicum L.)], visando comprovar se 0s mesmos eram especificos a alface.

Como testemunha, foram utilizados dois vasos com plantas de cada espécie e cultivar,
0s quais tiveram seu sistema radicular cortado e imerso em agua de torneira. A avaliacdo foi
realizada aos 20 a 25 dias do plantio, observando-se sintomas de amarelecimento de folhas,

murcha e escurecimento vascular nas plantas inoculadas.

Determinacéo da raca

Para identificacdo da raga, os isolados foram inoculados nas cultivares diferenciadoras
Patriot (Suscetivel a todas as racas), Costa Rica No. 4 (resistente a raca 1) e Banchu Red Fire
(resistente a raca 2).

As sementes foram semeadas em bandejas de isopor com 128 células preenchidas com
substrato (Plantmax®) esterelizado e, 25 dias apds 0 semeio, as mesmas tiveram suas raizes
lavadas, cortadas e mergulhadas em um Becker com uma suspensdo ajustada para 2x10°
microconidios/mL utilizando um hemacitdmetro. A producdo de inoculo e a inoculacdo das
plantas foram feitas da mesma forma que no ensaio anterior. Como testemunhas foram
utilizadas dois vasos plantados com mudas que tiveram seu sistema radicular cortado e imerso
em agua da torneira.

A avaliacdo foi feita 20 dias apds a inoculacdo usando uma escala de notas variando
de 1 a 5, adaptada de Santos (1999), sendo o 1= plantas sem sintomas; 2= plantas sem
sintomas de murcha ou amarelecimento, mas com escurecimento vascular; 3= plantas com
escurecimento vascular intenso e com inicio de murcha ou amarelecimento foliar; 4= plantas

com murcha intensa, associada com amarelecimento e necrose foliar; 5= plantas mortas.
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Foram considerados virulentos os isolados que provocarem doenca nas plantas com
severidade média acima de 2. Em seguida, os isolados foram posicionados em relacdo a raca,
dependendo da reacdo das cultivares.

Na avaliacdo, os isolados que fossem virulentos sobre as cultivares Patriot e Banchu
Red Fire seriam classificados como raca 1. Enquanto os isolados que fossem virulentos sobre
as cultivares Patriot e Costa Rica No. 4 seriam classificados como raca 2. Aqueles isolados
que fossem virulentos sobre as trés cultivares seriam classificados como raca trés. Os isolados

que ndo causarem doenca em nenhuma cultivar seriam considerados avirulentos.

Caracterizacdo molecular

Foram utilizados 16 isolados, identificados como FOLac raca 1 através de sua
viruléncia sobre cultivares diferenciadoras. Como controle negativo, foi utilizado um isolado
de F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raca 3 (Fus-191) e um isolado ndo patogénico de F.
oxysporum, obtido de raizes de alface cultivada em hidroponia (Fus-237).

O DNA dos isolados foi extraido através do método do CTAB com algumas
modificagdes (Boiteux et al.,1999). Na reacdo de PCR foi usado o par de primers
Hani3' (5°CCCTCCAACATTCAACAACTG-3’) e Hanilatt3rev (5’ATTCACTGTAC
ACCAACCTTTT-3") que sdo especificos para isolados de FOLac raca 1 (Lievens et al.,
2008). Os isolados também foram submetidos a uma reacdo de PCR com os primers Ef-1 (5°-
ATGGGTAAGGAAGAAGAC-3’) e Ef-2 (5-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’)
(Mbofung et al., 2007) que amplifica uma regido do gene que codifica o fator de elongacgéo e
traducéo (tef- 1a).

A reacdo dos primers Hani3' e Hanilatt3rev foi composta de: 3 uL. de DNA genémico,

2 uL de tampao 10X(100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.3) , 0,48 uLde MgCl, 50mM, 2
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uL de dNTPs (2,5M cada), 0,2 uL. Taq DNA polimerase(5u/l), 3,0 uL do ‘primer’ Hani3', 3,0
uL do ‘primer’ Hanilatt3rev, 6,32 uL de H,0 dgua milliQ, com volume total de 20uL. As
amostras foram amplificadas em termociclador My Cycler™ (BIO RAD). O programa
utilizado para amplificacdo dos fragmentos consistiu-se de um ciclo inicial de 94°C por 1min,
seguido de: 10 ciclos de 94°C por 15 s para a desnaturacdo, 66°C por 30 s para anelamento,
sendo que a cada ciclo ocorreu um decréscimo de 0,5 °C na temperatura de anelamento, em
sequida: 25 ciclos de 94°C por 15 s para a desnaturagdo, 61°C por 30 s para anelamento e
72°C por 30 s para extensdo. A extensdo final foi realizada a 72 °C por 2 min. Nesta etapa foi
feita uma modificacdo no protocolo descrito por Pasquali et al. (2007) em que foi adicionada
a fase de extensdo nos 25 ciclos finais. Os produtos de amplificacdo foram analisados em géis
de agarose 1% (p/v), corados com brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.

Para os primers Ef-1 e Ef-2, o programa utilizado para amplificacdo constituiu-se em
um ciclo de desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacao a
94°C por 1min, anelamento a 62°C por 1 min e meio e extensdo a 72°C por 1 min). A
extensdo final foi de 72°C por 5 min (Mbofung et al., 2007 com adaptac@es). Para reacdo foi
usado um mix cujo volume total foi de 20uL, contendo 2uL de tampdo 10x (100 mM Tris-
HCI, 500 mM KClI, pH 8.3), 1uL de MgS04 50mM, 1,6 uL de DNTPs (2,5uM cada), 0,4 pL
de Tag DNA polimerase (5u/pL), 1,6 pL do primer Ef-1, 1,6 ul do primer Ef-2; todos da
Invitrogen® Life Technologies, 8,8 pL de agua miliQ e 3uL de DNA. Nesta etapa foi feita
uma modificacdo no protocolo descrito por Mbofung et al. (2007). Os produtos de
amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1% (p/v), corados com brometo de etideo e
visualizados sob luz ultravioleta. Apos a certificacdo da presenca dos fragmentos esperados, o
restante desta reacdo de PCR foi purificado com o Kit da Invitrogen® Life Technologies e

novamente foi feita a verificacdo da banda em gel de agarosel% (p/v). Desta purificacdo, o0s
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produtos de PCR foram diretamente sequenciados com cada um dos primers utilizados nesta

PCR.

Analise das sequéncias

O sequenciamento foi realizado em um sequenciador ABI Prism (modelo 3100) da
Embrapa Hortaligas, utilizando o kit ABI Prism BigDye version 3.1 da Applied Biosystems.
A avaliacdo da qualidade das sequéncias foi feita com o programa SeqMan e o alinhamento
com sequéncias disponiveis no GenBank foi realizado com o programa Megalign (Lasergene,
Madison-W1).

Para os primers Ef-1e Ef-2 foram analisados 16 isolados de FOLac do Brasil, 18 de
FOLac depositados no GenBank e 29 isolados de F. oxysporum, também depositados no
GenBank (Tabela 2). A analise filogenética foi realizada utilizando o “Phylogenetic Analysis
Using Parsimony Package” (PAUP, ver. 4.0010; Sinauer Associates). A busca heuristica por
arvores com maior parcimonia foi realizada com o random step addition (1000 repeti¢cdes) e o
algoritmo branch swapping com tree bisection-reconnection (TBR). A estabilidade dos
agrupamentos foi avaliado por bootstrap (1000 repeti¢6es). Fusarium subglutinans (Wollenw.
& Reinking) P.E. Nelson e Fusarium commune K. Skovg, O'Donnell & Nirenberg foram
empregados como grupos externos na analise filogenética. Os critérios utilizados nesta anélise

foram similares aos utilizados anteriormente para FOLac raga 1 (Mbofung et al., 2007).

Resultados e Discussao

Vinte e sete culturas puras de fungos foram obtidas a partir de plantas de alface com

sintomas da murcha de fusario, oriundas de diferentes areas de plantio das regiGes Sul e
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Sudeste do pais (Tabela 1). Todos os isolados apresentaram caracteristicas morfologicas
tipicas do género Fusarium que incluiem: a producdo de microconidios, macroconidios e
clamiddsporos (esporos assexuados). Os microconidios foram produzidos em falsas cabecas
em fidlides curtas formadas sobre as hifas, apresentando formatos elipticos a ovais, hialinos e
sem septos. Os macroconidios eram hialinos, fusiformes, com as extremidades curvadas e
geralmente apresentando trés septos. Nas colonias mais velhas (10 a 20 dias) eram formados
clamidosporos globosos, hialinos, localizados nas extremidades ou intercaladamente nas hifas
e com parede espessa. As col6nias em meio BDA-t apresentavam micélio aéreo, flocoso e
geralmente apresentando cor branca que, dependendo das condi¢bes ambientais, podiam
apresentar coloracdo violeta claro, todas essas caracteristicas estdo de acordo com as de F.
oxysporum (Leslie & Summerell, 2006).

Vinte e trés isolados de F. oxysporum infectaram e causaram doenca quando
inoculados em plantas de alface das cultivares Elisa e Vera, enquanto a cultivar Red Salad
Bowl foi resistente. A resisténcia da cultivar Red Salad Bowl foi confirmada, posteriormente,
nos testes de reacdo de cultivares de alface a FOLac. Este resultados evidenciam que 0s
isolados pertencem a F. oxysporum f. sp. lactucae, pois isolados sapréfitas de F. oxysporum
ndo podem ser distinguidos de isolados patogénicos, baseado apenas em caracteristicas
culturais e morfoldgicas, sendo essencial a realizacdo de testes de patogenicidade (Booth,
1971; Burgess et al., 1994).

Outro dado, reforcando que os isolados pertencem a forma specialis lactucae, é o fato
de que todos os isolados testados ndo foram patogénicos nas outras espécies de plantas da
familia Asteraceae (Chicoria, radicchio, serralha, falsa serralha, picdo preto e cravo de
defunto) e nem em plantas de outras familias botanicas (tomate, pimentdo, fumo, algodéao,
feijdo vagem e Manjericdo), confirmando que os mesmos sdo especificos a alface. Assim,

pode-se concluir que este é o primeiro relato oficial de F. oxysporum sobre alface no Brasil.
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Ventura & Costa (2008) descreveram o agente causal da murcha da alface no Espirito Santo
apenas como sendo F. oxysporum e Cabral et al. (2009) relataram a ocorréncia de F.
oxysporum f. sp. lactucae nos Estados de Santa Catarina, Espirito Santo e Minas Gerais,
entretanto este relato foi feito apenas em resumo de congresso. Adicionalmente, neste
trabalho relata-se a presenca do patdgeno em outros Estados das Regides Sul (Parana e Rio
Grande do Sul) e Sudeste (S&o Paulo e Rio de Janeiro), ampliando a distribuicdo geografica
do patdgeno no pais. Um levantamento, com amostragem bem delineada, precisa ser feito em
todos os Estados da Federacdo onde o patdgeno ainda ndo foi detectado. Naqueles onde o
mesmo ndo seja detectado, pode-se propor a sua inclusdo na lista de pragas quarentenérias

A2.

Determinacdo de raca

Dezesseis dias ap6s a inoculacdo as cultivares Patriot e Banchu Red Fire
comportaram-se como suscetiveis a todos os isolados, enquanto a cultivar Costa Rica No. 4
como resistente. Isto demonstra que todos os isolados avaliados pertencem a raca 1 de F.
oxysporum f. sp. lactucae. A identificacdo de apenas uma raca do patdgeno no Brasil € uma
informagdo importante que facilita os trabalhos dos programas de melhoramento de alface.
Estes podem concentrar seus esforcos para o desenvolvimento e selecdo de cultivares
resistentes a esta raca. Esta informacdo também é importante para os produtores de alface e
extensionistas das regides Sul e Sudeste do Brasil ajudando-os na escolha ou recomendacéo
de cultivares comerciais de alface que sejam resistentes a esta raca do patdgeno. A raca 1
deste patdgeno até entdo tinha sido identificada somente em areas de producdo da alface nos
EUA, Japdo, Italia, Portugal, Taiwan e Ird (Fujinaga et al., 2001; McCreight et al., 2003,

2005; Garibaldi et al., 2004b; Pasquali et al., 2007). A ocorréncia da mesma em Varios paises
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distantes em um periodo relativamente curto de tempo sugere a disseminacao deste patdégeno
através de sementes infestadas. (Garibaldi et al., 2004a). As formae speciales de F.
oxysporum geralmente sdo transmitidas, de maneira eficiente, pelas sementes de suas
hospedeiras. Assim, F. oxysporum f. sp. lactucae deve ter sido introduzido no Brasil via

sementes de alface importadas.

Caracterizagéo molecular

O fragmento de DNA correspondente a regido entre retrotransposons Han (Huan-Van
et al., 2000) foi amplificado por PCR para os dezesseis isolados de FOLac e nédo foi
amplificado para o isolado de FOL raca 3 (Fus. 191) e nem para o isolado ndo patogénico de
Fusarium oxysporum (Fus. 237) (Figura 1). O tamanho dos fragmentos amplificados foi de
aproximadamente 183 pares de base. O mesmo par de primers foi utilizado por Pasquali et al.
(2007), que conseguiram identificar a raca 1, a partir da amplificacdo de fragmentos de DNA
para 69 isolados de diferentes paises como Italia, Estados Unidos (Arizona e California),
Portugal, Taiwan e Japdo. Estes mesmos primers poderdo ser usados para deteccdo e
identificacdo rapidas, precisas e eficientes da raca 1 deste patdgeno (Shimazu et al., 2005).

Este resultado é importante, pois esta técnica molecular pode ser usada com rotina em
laboratérios de Fitopatologia. A mesma pode ser usada e interpretada por profissionais sem
conhecimentos taxondmicos especializados. Outras aplicacBes desta técnica se da na distingao
de espécies intimamente relacionadas, com nenhuma ou pouca diferenca morfologica (Wuff
et al., 2010), e na diferenciacdo de isolados dentro de uma mesma espécie (Lievens &
Thomma, 2005; Chandra et al., 2010). Além disso, diagnosticos baseados na morfologia de
Fusarium spp. sdo extremamente desafiadores, devido principalmente ao uso de sistemas

taxonémicos diferentes e a falta de caracteristicas morfoldgicas suficientemente informativas,
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pois esta caracterizacdo depende de pequenas diferencas na morfologia, sendo que as
caracteristicas morfoldgicas de um isolado fungico pode variar em funcao das suas condicdes
de cultivo (Fravel et al., 2003). Com isso verificou-se que meétodos moleculares podem
apresentar vantagens sobre os metodos tradicionais pelo ganho de tempo para obtencdo dos

resultados.

Filogenia do gene tef-1a

Os primers Ef-1 e Ef-2 amplificaram fragmentos de 672 a 720 pares de bases em todos
os isolados (Figura 2). A analise de parcimonia revelou que do total de 641 caracteres
utilizados, 524 foram constantes, 85 foram variaveis e 32 foram informativos para a
construcdo da &rvore. Esta arvore apresentou 4 clados com elevado valor de suporte
(comprimento da arvore = 138, Cl = 0,6613, Rl = 0,8521).

Todos os dezesseis isolados (Fus.171, 172, 173, 187, 202, 203, 206, 207, 208, 209,
210, 219, 220, 222, 223 e 227) da raca 1 ficaram agrupados com outros isolados da mesma
raca (BMP 1300, BMP 1301, BMP 1306, BMP 1307, BMP1308, BMP 1323, BMP 1324,
BMP,1326, BMP 1331, BMP 1333, BMP 1363, BMP 1375, BMP1880, HL-1, HL-2 e S-1) e
com outras sete formae speciales de F. oxysporum (rhois W. C. Snyder & Hepting, cepae,
phaseoli, albedinis W. L. Gordon, heliotropa Netzer & Weintal, matthiolae e fabae T. F. Yu
& C. T. Fang), formando o maior clado com suporte de bootstrap de 78%. Neste mesmo
clado foi observado que todos os isolados da raca 1 de FOLac formam um grupo monofilético
com essas sete formae speciales (Figura 3). Quatro isolados ndo-patogénicos de F. oxyxporum
(BMP 1385, BMP1388, BMP1389 e BMP1397) formaram o clado 2 com as formae speciales
callistephi W. C. Snyder & H. N. Hansen, batatas W. C. Snyder & H. N. Hansen, vasinfectum

e asparagi S. I. Cohen, com bootstrap de 76%. O clado 3 foi composto de isolados das formae
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speciales dianthi, vasinfectum, fragarie W. C Snyder & H. N Hansen, ciceris Matuo & K.
Sato, spinaciae W. C. Snyder & H. N. Hansen e melonis W. C. Snyder & H. N. Hansen com o
bootstrap de 68%. O clado 4 foi composto de dois isolados da raca 2 de FOLac (F9501e
FK09701), dois isolados da forma specialis canariensis W. C Snyder & H. N Hansen (1559B
e NRRL26035) e de outras formae speciales cucumerinum, perniciosum Toole e cubense com
0 bootstrap de 72%. Trés isolados das formae speciales lycopersici, medicaginis W. C.
Snyder & H. N. Hansen e opuntiarum ndo se agruparam a nenhum clado.

Todos os isolados pertencentes a raca 1 de diferentes locais como Japéo, California,
Arizona e Brasil ficaram agrupados no mesmo clado (cladol), o que sugere uma origem
comum. O alinhamento entre os isolados FOLac raga 1 do GenBank mostra que estes
apresentam 100% de identidade entre eles nesta regido do genoma (Figura 4). Ja entre
isolados brasileiros de FOLac foi observada uma maior variabilidade (17 regides
polimorficas, Figura 4).

Os isolados da raga 2, oriundos do Japéo, ficaram agrupados em outro clado (Clado
4). A anélise filogenética usando o tef-1o. demonstra uma divergéncia significativa entre as
sequéncias das racas 1 e 2, revelando que estas duas racas tem origens evolutivas divergentes.
Estudos realizados por Mbofung et al. (2007), mostram resultados similares revelando que a
patogenicidade de F. oxysporum em alface evoluiu em duas linhagens independentes. Por sua
vez Fujinaga et al. (2005) analisando sequéncias das regides espacadoras intergénicas (IGS)
revelaram que as racas 1, 2, 3 sdo geneticamente diferentes e devem tem uma origem
diferente.

Atualmente todas as trés racas f. sp. lactucae encontram-se juntas apenas no Japéo,
mostrando consideravel diversidade de isolados de F. oxysporum neste pais (Fujinaga et al.,
2003). No GenBank néo existe sequéncias de isolados da raca 3 de FOLac para o gene tef- 1a.

Neste estudo, assim como em um estudos anteriores (Fujinaga et al., 2005; Mbofung et al.,
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2007) os isolados das racas 1, 2 e 3 ficaram em clados diferentes, revelando uma origem
diferente das trés racas e demonstrando que a forma specialis lactucae é polifilética.

Embora o gene tef-la seja utilizado na maioria dos estudos filogenéticos para
resolucdo dentro e entre algumas formae speciales de F. oxysporum, 0 mesmo ndo conseguiu
diferenciar os isolados da forma specialis lactucae de outros sete isolados de F. oxysporum.
Com isso e recomendavel que outros marcadores moleculares sejam usados para ajudar a
distinguir as formae speciales de F. oxysporum como, por exemplo: B-tubulina (tub2)
(O’Donnel et al., 1998a), regides espacadoras intergénicas (IGS) (Yli- Mattila & Gagkaeva,
2010) e genes de Poligalacturonase (Hirano, et al., 2009).

As formae speciales (rhois, cepae, phaseoli, albedinis, heliotropa e fabae, matthiolae)
foram geneticamente similares aos isolados da raca 1 de FOLac. Estudos conduzidos por
Bongale et al.(2006), empregando trés técnicas moleculares, incluindo o (tef-1a) verificaram
que 18 formae speciales de Fusarium oxysporum ndo separaram de acordo com o hospedeiro
ou origem geogréafica, afirmando que a patogenicidade dos isolados ndo necessariamente
correlaciona com agrupamento filogenético. Correl (1991) sugeriu que grupos filogenéticos
tem baixa correlagdo com grupos patogénicos, pois as formae speciales sdo baseadas em
caracteristicas fenotipicas (patogenicidade em plantas especificas) que séo influenciados por
fatores ambientais como temperatura, idade do hospedeiro e métodos de inoculacdo. Este
ainda afirma que isolados de F. oxysporum adquiriram adaptabilidade a um hospedeiro
especifico de forma acidental e a partir dai se estabeleceu como um pat6geno viavel.

Estudos realizados por Bayen et al. (2000) afirmam que varias mutacdes ou eventos de
transposicdo podem ter levado a aquisi¢do independente de fatores de patogenicidade para o
mesmo hospedeiro em isolados com diferentes filogenias. Além disso, outros mecanismos
podem estar envolvidos na aquisi¢cdo da patogenicidade, como a parassexualidade que pode

ocorrer em F. oxysporum e pode ter contribuido para a transferéncia lateral de genes de
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patogenicidade para isolados distantemente relacionados. Estes mesmo autores demonstram
que as formae speciales lilii, tulipae, cucumerinum, langenarie W. C. Snyder & H. N. Hansen
e niveum tém origens monofiléticas, enquanto as formae speciales cubense, melonis,
asparagi, dianthi, gladioli e lycopersici tem multiplas origens, ou seja, polifiléticas.

O conjunto de resultados, obtidos neste trabalho, confirmam a presenca de apenas a
raca 1 de F. oxysporum f. sp. lactucae no Brasil, sendo esta uma informacéo de grande valor,
pois o controle da murcha de fuséario da alface pode ser feito via a utilizacdo de cultivares
resistentes a esta raca. Além disso, foi comprovada a possibilidade da utilizacdo de primers
para uma identificacdo rapida e precisa de isolados de Fusarium, obtidos de plantas de alface.
Estes iniciadores poderdo ainda ser usados como uma ferramenta rdpida e barata para
deteccdo do patdgeno em tecidos de plantas e sementes infestadas. A andlise filogenética do
gene tef-1a. demonstrou uma origem polifilética da forma specialis lactucae. Foi também
observada uma maior variabilidade genética entre os isolados brasileiros de FOLac raca 1

comparados com isolados da mesma raca disponiveis no GenBank.
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Tabela 1. Isolados de Fusarium oxysporum utilizados neste estudo e listados por cédigo,
localizagéo, ano de coleta, formae speciales e patogenicidade.

Ano

Isolado Local de coleta da sli)cétr:g?;s Patogenicidade
coleta

Fus-171  Alegre-ES 2008 lactucae +
Fus-172  Alegre-ES 2008 lactucae +
Fus-173  Anténio Carlos-SC 2008 lactucae +
Fus-174  Anténio Carlos-SC 2008 lactucae +
Fus-187 Caratinga-MG 2009 lactucae +
Fus-191*  Rio de Janeiro 2009 lycopersici -
Fus-202 Muriaé-MG 2009 lactucae +
Fus-203 Marechal Floriano- ES 2009 lactucae +
Fus-205 Santa Cruz do Rio Pardo- SP 2009 lactucae +
Fus-206 Paulinia -SP 2009 lactucae +
Fus-207 Campinas-SP 2010 lactucae +
Fus-208 Nova Friburgo-RJ 2009 lactucae +
Fus-209 Nova Friburgo- RJ 2009 lactucae +
Fus- 210  Sumidouro-RJ 2009 lactucae +
Fus-219 Colombo-PR 2010 lactucae +
Fus-220 Colombo-PR 2010 lactucae +
Fus-221  Colombo-PR 2010 Néo-patogénico -
Fus- 222  Itajai-SC 2010 lactucae +
Fus-223 Séo José dos Pinhais- PR 2010 lactucae

Fus-224  S&o José dos Pinhais- PR 2010 N&o-patogénico -
Fus-225 Séo José dos Pinhais- PR 2010 N&o-patogénico -
Fus- 227  Itajai-SC 2010 lactucae +
Fus-237 Brasilia-DF 2011 N&o-patogénico -
Fus-240 Pelotas-RS 2011 lactucae +
Fus- 241  Santa Cruz do Rio Pardo-SP 2011 lactucae +
Fus- 242  Santa Cruz do Rio Pardo-SP 2011 lactucae +
Fus -243  Santa Cruz do Rio Pardo-SP 2011 lactucae +
Fus-244 Marechal Floriano-ES 2011 lactucae +

®Fus-191: Obtido de plantas de tomate
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Taxon Gcéggiagr?k Isolado Régio Hospedeira G;Z%ijf?ca
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837658 BMP 1300 Ef-lo Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837659 BMP 1301 Ef- 10 Lactuca sativa Avrizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837660 BMP 1306 Ef- 1o Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837661 BMP 1307 Ef-10 Lactuca sativa Avrizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ 837662 BMP 1308 Ef- 1o Lactuca sativa Avrizona, E.U.A
F. oxysporum f.sp. lactucae DQ8363 BMP 1323 Ef- la Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp .lactucae DQ 837664 BMP 1324  Ef- 1o Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ 837665 BMP1326  Ef-1a Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F.oxysporum f. sp. lactucae DQ837667 BMP1331 Ef- la Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ 837667 BMP1333  Ef- 1o Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f.sp . lactucae DQ837668 HL-1 Ef- la Lactuca sativa California, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837669 HL-2 Ef- la Lactuca sativa California, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837670 BMP1880  Ef- 1o Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837671 BMP1363  Ef- 1o Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837673 BMP1375 Ef- la Lactuca sativa Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837657 S-1 Ef- la Lactuca sativa Japdo
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837693 F9501 Ef- 1o Lactuca sativa Japéo
F. oxysporum f. sp. lactucae DQ837694 FKO09701 Ef- la Lactuca sativa Japdo
F.oxysporum DQ837676 BMP1389 Ef- 1o Solo(ndopatogénico) Arizona, E.U.A
F. oxysporum DQ837674 BMP 1385 Ef- 1o Solo(nfopatogénico) Arizona, E.U.A
F. oxysporum DQ837675 BMP 1388 Ef-1a Solo(ndopatogénico) Arizona, E.U.A
F.oxysporum DQ837677 BMP1397 Ef- la  Solo(ndopatogénico) Arizona, E.U.A
F. oxysporum f. sp . cepae DQ837681 NRRL22538 Ef-1a Allium Alemanha
F.oxyspourum f. sp. vasinfectum DQ837680 NRRL25231 Ef-1a Gossypium (lilirr(t)elzi,né. SO A
F. oxysporum f. sp. perniciosum  AF008506 NRRL22550 Ef- 1a Albizia julibrissin N&o informado
F. oxysporurm f. sp. ciceris FJ538245 NRRL32158 Ef- 1a Cicer arietinum Nao informado
F. oxysporurm f. sp. cubense AF008493 NRRL26029 Ef- 1o, Musa spp. Nao informado
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. Cadigo Regido . L -
Taxon GenBank Isolado Gene Hospedeira Regido Geograéfica
F. oxysporum f. SP. Apnogags  NRRL26035 — Ef-la Cactus NZo informado
canariensis
F. oxysporum . sp. ajgosogy 15508 Ef-la  Cactus Néo -informado
canariensis
rFHoi‘;XVSpor“m f. S0 poBa7ess  NRRL26227  Ef-la Rhus Israel
F. oxysporum . sp. oga768)  NRRL22545  Ef-la  Matthiola Alemanha
mathiolae
gba‘:‘ys‘)or“m f. S0 bosazess  NRRL26411  Ef-la Vicia Estados Unidos
E' (OXySporum  f.SP. as7685  NRRL26411  Ef-la Heliotropium Estados Unidos
eliotropa
F. oxysporum T. SP. g37686  NRRL26445  Ef-la  Phaseolus Carolina  do sul,
phaseoli E.UA
F. oxysporum f.sp. DQ837688 NRRL26622 Ef-1a Phoenix N&o informado
albedinis
F. oxysporum f. sp. ga7669 NRRL28934  Ef-la Opuntia Holanda
opuntiarum
F. oxysporum f. sp. DQ837690  NRRL22546 Ef-1a Medicago sativa Asia
medicaginis
gi-ancgﬁinporum F. S poaspa29  ATCC11939  Ef-la Dianthus N&o informado
frégg’r?’;por“m FSP Doas2a25  MAFF74400  Ef-la Fragaria N&o informado
F. oxysporum f. SP. prose75g9  9909-3 Ef-la Cucumis sativus Néo informado
cucumerinum
F.oxysporum f. sp. oga7695  FOVI4 Ef-la Gossypium Califérnia
vasinfectum
F. oxysporum f.sp. og37691  FOAS0 Ef-la  Asparagus Australia
asparagi
::' oxysporum f.sp. DQ837692 FOLR2 Ef-la Solanum lycopersicum  Califérnia
ycopersici
F.oxysporumf.sp. 537679 NRRL22536  Ef-1a  Rhus Alemanha
callistephi
Eéggzpor“m FSP- DoB37678 NRRL22535  Ef-1a  Solanumtuberosum  Alemanha
F._oxygporum f.sp. DQ837687 NRRL26871 Ef-1a Spinacia oleracea Japéo
Spinaciae
F. Oxysporum f. sp. DQ837696  TX388 Ef-la Cucumis melo Texas, E.U.A
melonis
F.commune AF246832 NRRL28378 Ef-la Pisum sativum Holanda
F.sublutinanans DQ837698 BMP1462 Ef-la Ananas comosus Arizona, E.U.A
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Figura 1: Alguns dos Amplicons obtidos com o par de primers FOLac raca 1 especifico Hani
(5’-GAACCCTCCAACATTCAACA-3") ¢ Hanilatt3rev  (5’CCTCCAACATTCAACAAC
AATG-3). As colunas 171, 172, 173, 187, 201 e 203 séo resultado de amplificacdo de DNA
de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raga 1. A coluna 191 indica o isolado de
FOL raga 3 e a coluna 237 indica o isolado ndo patogénico de Fusarium oxysporum. M:
Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen.

172 173 202 203 206 207 208 209 210 219 220

Figura 2. Alguns dos Amplicons obtidos com o par de primers Ef-1 (5’-
ATGGGTAAGGAAGAAGAC-3") e Ef-2 (5-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3"). As
colunas 171, 172, 173, 187, 202, 203, 206, 207, 208, 209, 210, 219 e 220 sao resultado de
amplificacdo de DNA de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raga 1. M: Marcador
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen.
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] FO EBMP1385
74
FO EMP1383
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opuntiarum 28934
dianthi ATCC1193
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’—6 ciceris 22158 Clado 3
—&s
spinacioe 26871
melonis THISE
— medicagini=s 2254
r lactucaes F95@1 Japéo
??- lactucae FEKEI7E1 Japﬁo
r canariensis 1559
"t i is 2683
L ementensis Clado 4

cucumer-inum ‘9989
perniciosum 2255

cubense 25683

=subglutinans

COmMUE

Figura 3. Filograma mostrando a arvore mais parcimoniosa de 138 geradas com dados das sequéncias do gene (tef- 1a). O
indice de consisténcia foi 0,8591 e o comprimento 149. Os valores numéricos representam o indice Bootstrap apds 1000
repeticdes. As sequéncias das espécies F. commune e F.subglutinans foram utilizadas como grupos externos.
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T

380 390 400

310 320 330 340 350 360 370
TTTT TR B CCBRC TTACCCOBI CACT TGAGCGACGGC AN G T TTGCCCTCTTAACCAT BRI B CTCAA TC AT R T CACGTGTCAAR]

MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
[TTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAYCCATTCTCAEAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
TTTTTT-GGTGGGGCAJTTACCCCGCCACTEGAGCCECCHNRBCHEETTTGCCCTCTTERCCATTCYCACAACCTCAGTGAGEGCTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
TTTTTR-GGTGGGGCANTTAC] GCCACTTGAGCGACGGGE@GCGTTTGCCCTCTTARCCATT CAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
TTTTT——GGTGGGGC?HTTAC GCCACTTGAGCGACGG GCGTTTGCCCTCTT?ECCATTEEEiCAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
[TTTTTf§-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCAAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCARG
MTTTTTR-GGTGGGGCAMTTACCCCGCCACTTGAGCGACGG GCGTTTGCCCTCTTARCCATT CAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
TTTTT——GGTGGGGCQHTTACCCCGCCACTTGAGCGACGG GCGTTTGCCCTCTT?ECCATTEEEQCAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
[TTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAYCCATTCTCAEAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
[TTTTTf-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTARCCATTCTCAEAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCARG
MTTTTT-GGTGGGGCAMTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGEEGCGTTTGCCCTCTTARCCAT TRRMACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTRE-GGTGGGGCAMTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGEEGCGTTTGCCCTCTT BACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTR-GGTGGGGCAMTTACCCCGCCACTTGAGCGACGG GCGTTTGCCCTCTT BACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
TTTTTT-GGTGGGGC TTACCCCGCCACTEGAGCGACGGGRBGCGTTTGCCCTCET BCACAACCTCAATGAGEGCRTCGTCACGTGTCAG
TTTTTR-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
TTTTT&—GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA—GcGTTTGCCCTCTTAHCCATTcTCAHAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
[TTTTTf-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACT TGAGCGARGGGA-GCGTTTGCCCTCTTARCCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTEARG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
TTTTTTEGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAJCCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
TTTTTH—GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA—GcGTTTGCCCTCTT?ECCATTcTCAHAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
[TTTTTf-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCARG
MTTTTT-GGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGA-GCGTTTGCCCTCTTAACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAG
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410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
AGTCACTAACCATTCANNAATAGCAAGCCGCTGAGCTCOOTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTCCGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCCAGCGTGAGCGTY
AGTCACTAACCATTCA TAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAAWAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTARGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAANAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTARGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAAMAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAABAATAGGARGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACRAAGCTCARGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCA TAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAAJAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAARATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCARGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACARGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTARGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAARAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTARGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCA TAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCAcTAAcCATTCAQEﬁiTAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAARATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCARGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTARGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
BAGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACARGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT]
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510 520 530 540 550 560 570 580

BTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGARGTTCGABGACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCARGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATRCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT]
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT]
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT
GTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA-GACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTT

66

Figura 4. Alinhamento das sequéncias obtidas neste trabalho com sequéncias disponiveis no GenBank para o gene tef-

lo utilizando o programa Megalign (Lasergene, Madison, WI). Em vermelho s3o destacados os nucleotideos

polimdrficos.
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Resumo

A murcha de fusario, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLac), € um
dos mais importantes problemas da cultura da alface por proporcionar grandes perdas na
producdo. Visando identificar acessos com potencial para a utilizacdo no manejo da doenca,
foram avaliados 102 acessos quanto a resisténcia a diferentes isolados da raca 1 de FOLac.
Inicialmente foi feita uma sele¢do preliminar, utilizando o isolado Fus-173. Em seguida,
quarenta e sete acessos selecionados como altamente resistentes mais uma testemunha
suscetivel (Regina) foram avaliados para estabilidade da resisténcia ao FOLac raga 1,
utilizando os isolados (Fus-202 e Fus-205), no més de Outubro de 2011; isolados (Fus-219 e
Fus-222) no més de Novembro de 2011 e isolados (Fus-207, Fus-209 e Fus-220) no més de
Dezembro de 2011. A inoculagdo foi realizada em mudas com 25 dias ap6s o0 semeio em
condicgdes de casa de vegetacdo, pelo método de corte das raizes e imersdo na suspensdo de
conidios do patogeno. A avaliagdo foi realizada apos 30 dias, usando uma escala de notas,
variando de O (planta sadia) a 4 (planta morta). Os dados obtidos foram transformados em

indice de doenca e submetidos & andlise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de
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Tukey (5%). Foram identificados trinta e dois acessos apresentando amplo espectro de

resisténcia aos diferentes isolados do patdgeno nas quatro épocas de inoculacéo.

Termos para indexacdo: Lactuca sativa, murcha de fusario e resisténcia genética.

Abstract

Identification of cultivars and lines of lettuce with resistance to Fusarium oxysporum f.

sp. lactucae race 1

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (FOLac) is one of the
most important diseases of lettuce. This work aimed to select lettuce cultivars and study the
resistance stability of lettuce accessions to the race 1 of FOLac. At first, It was made a
screening of 102 accessions for resistance to the isolate Fus-173 and it was selected 47 as
highly resistant. After this, the selected accessions were evaluated for the stability of
resistance in three additional assays, using different FOLac race 1 isolates. In all three assays
it was used a highly susceptible cultivar (Regina) as susceptible control. In the first assay,
carried out in October 2011, it was used the isolates Fus-202 and Fus-205. In the second
assay, carried out in November 2011, it was used the isolates Fus-219 and Fus-222. In the
third assay, carried out in December 2011, it was used the isolates (Fus-207, Fus-209 e Fus-
220). Inoculation was performed on 25 days old seedlings on greenhouse conditions.
Seedlings were inoculated by cutting their roots and emerging them in a spore suspension of
pathogen. Evaluation was carried out 30 days after inoculation, using a grade scale varying
from O (health plants) to 4 (dead plants). Data were transformed in Disease Index (DI)

submitted to a variance analyses and the media were compared by the Tukey’s test (5%).
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Thirty two accessions were identified as having broad spectrum of resistance to different

pathogen isolates in the four inoculation seasons.

Index terms: Lactuca sativa, genetic resistance and fusarium wilt.
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Introducéo

Dentre as hortalicas de maior consumo no Brasil, encontra-se a alface, Lactuca sativa
L., sexta hortalica em importancia econdmica e oitava em termos de volume produzido (Silva
et al., 2010). E a folhosa mais importante na alimentacio do brasileiro, que lhe confere
expressiva importancia social e econdmica. No Brasil, o tipo mais importante, quanto a area
cultivada e volume de producdo, é a crespa, que corresponde a aproximadamente 60% do
mercado. Em seguida, vem a americana com 25%, a lisa e as demais (mimosa, romana, roxa/
vermelha entre outras) com 15% (Costa & Sala, 2005).

As doencas, causadas por fungos habitantes do solo, sdo muito limitantes para o
cultivo da alface. Essa limitacdo geralmente se deve ao uso intensivo das areas, através de
cultivos sucessivos, sem rotacGes, 0 que tem provocado uma redugdo na area cultivada e
produtividade (Lopes et al., 2010). Entre as principais doencas fungicas da alface encontra-se
a murcha de fusério ou fusariose, causada pelo fungo de solo Fusarium oxysporum f. sp.
lactucae. Esta doenga foi relatada recentemente no Brasil, inicialmente no Estado do Espirito
Santo (Ventura & Costa, 2008), e em seguida em Santa Catarina e Minas Gerais (Cabral et
al., 2009). A mesma ja havia sido registrada em outros paises como Japdo (Matuo &
Motohashi, 1967), Estados Unidos (Hubbard & Gerik, 1993), Taiwan (Huang & Lo, 1998),
Ird (Millani et al., 1999), Portugal (Pasquali et al., 2007) e Italia (Pasquali et al., 2005, 2007).

Os isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae sao agrupados em trés racas (1, 2 e 3) de
acordo com sua reacdo em cultivares de alface (Fujinaga et al., 2003). No Japdo, em plantios
comerciais de alface foi relatada a presenca das trés racas (Fujinaga et al., 2001, 2003;
Yamauchi et al., 2004). Por outro lado, em outros paises como a Italia, Portugal, Taiwan, Ird e

Estados Unidos e Brasil foi relatada apenas a presenca da raca 1 (Pasquali et al., 2003, 2005;
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McCreight et al., 2005; Brunelli et al., 2010). Portanto, a raca 1 do patdgeno apresenta uma
ampla distribuicdo geografica.

Devido as dificuldades de controle de patdgenos de solo, o0 manejo da murcha de
fusario da alface pode ser feito por meio da ado¢édo de véarias medidas de controle, evitando-se
a infestacdo de areas novas de plantio, por meio do uso de sementes e mudas sadias ou
tratadas e de boa qualidade. Também evitar o transito de equipamentos e pessoas de talhGes
infestados para areas novas. Em &reas ja infestadas pelo patégeno pode-se utilizar a rotacdo de
culturas por pelo menos trés anos, a solarizacdo do solo, o uso de agentes de biocontrole e a
incorporacdo de matéria orgénica (Davis et al., 2006; Lopes et al., 2010; Matheron et al.,
2010).

Apesar de todas estas medidas preconizadas para o controle da murcha de fusario da
alface, a medida de controle mais eficiente e viavel para o produtor é o uso de cultivares com
resisténcia genética. No entanto, nada se sabe sobre o nivel de resisténcia das cultivares dos
diferentes segmentos varientais de alface cultivadas no Brasil a murcha de fusario. Além
disso, é constante a liberacdo de novas cultivares por programas de melhoramento genético, e
com isso se faz necessario a avaliacdo e a caracterizacdo de novos acessos resistentes a
patdégenos radiculares de relevancia econdémica para a cultura da alface, incluindo F.
oxysporum f. sp. lactucae.

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar um conjunto de cultivares de alface
e linhagens do banco de germoplasma do programa de melhoramento da Embrapa Hortalicas,
guanto a reacdo a murcha de fusario, visando identificar fontes de resisténcia a raca 1 de F. f.
sp. lactucae e analisar a estabilidade da resisténcia dos acessos mais promissores a diferentes

isolados desta raca.
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Material e Metbédos

Todas as atividades relacionadas aos experimentos foram conduzidas nas casas de

vegetacdo e no Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF.

Producéo de indculo de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae

Inicialmente, foi utilizado o isolado Fus-173 da raga 1 de F. oxysporum f.sp. lactucae,
pertencente a colecdo de fungos fitopatogénicos da Embrapa Hortaligas. O mesmo foi obtido
de plantas de alface com sintomas de murcha, coletadas em Antonio Carlos-SC. O isolado do
fungo foi cultivado em meio de cultura BDA-t (BDA adicionado de 50 ppm de tetraciclina)
por cinco dias. Apds este periodo, retirou-se 3 discos (5 mm de didmetro cada) de meio de
cultura contendo estrutura reprodutiva do patdgeno, e colocou-se em frascos Erlenmeyer
contendo 100 ml do meio liquido BD (Batata + Dextrose). Esses frascos foram mantidos em
agitador automatico por 10 dias a 25°C e 12 horas de fotoperiodo para a producéo dos esporos
(microconidios). Apds este processo, filtrou-se a suspensdo de esporos em gaze dupla e
estimou-se sua concentracdo, utilizando um hemacitémetro. Posteriormente, a suspensao de

esporos foi ajustada para a concentracéo de 10° microconidios/mL.

Selecdo preliminar de acessos da alface resistentes a Fusarium oxysporum f. sp. lactucae

raca 1

Em uma etapa preliminar, realizada no més de Maio de 2011, 77 cultivares de varias
empresas de sementes e 25 linhagens de alface do banco de germoplasma da Embrapa
Hortalicas foram avaliados quanto a resisténcia ao isolado Fus-173. Os acessos que serviram

como controles foram as cultivares de alfaces ‘Regina’ e ‘Elisa’ identificadas como
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suscetiveis em testes preliminares. Os acessos foram semeados em bandejas de isopor com
128 células, preenchidas com substrato (Plantmax®) esterilizado. As mudas foram inoculadas
aos 25-30 dias apds o semeio, ou seja, quando apresentavam quatro folhas verdadeiras
completamente formadas.

A inoculacdo foi feita através da retirada das mudas das bandejas, lavagem das raizes
em &gua corrente para eliminar o substrato que se encontra aderida as raizes e corte de suas
pontas (aproximadamente 2 cm), utilizando uma tesoura esterilizada. Posteriormente, as raizes
foram imersas por trés minutos em frasco Becker contendo 50 ml da suspensdo de conidios
preparada anteriormente. Apos isto, as mudas foram transplantadas para vasos plasticos de
3L, contendo uma mistura de argila, esterco bovino, areia e palha de arroz carbonizada
esterilizada. Estes vasos haviam sido previamente irrigados (uma hora antes do plantio). Em
seguida, adicionou-se na regido do colo de cada plantula 3 mL da suspensao de conidios. As
plantas ndo foram mais irrigadas no dia da inoculacdo para evitar perda do inéculo através do
escorrimento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 102 tratamentos
e trés repeticOes, representada por trés vasos com quatro plantas. A avaliacao foi feita 30 dias
apos a inoculacgdo. Para isso, observou-se a presenca dos sintomas externos (amarelecimento,
necrose € murcha) e internos (escurecimento vascular), que foi verificado através do corte do
caule no sentido vertical, utilizando um bisturi. Para quantificagdo da severidade da doenca
adotou-se uma escala de notas, adaptada de Santos (1999), variando de 0 a 4 sendo: 0=
plantas sem sintomas; 1= plantas sem sintomas de murcha ou amarelecimento foliar, mas com
escurecimento vascular; 2= plantas com escurecimento vascular intenso e com inicio de
murcha ou amarelecimento foliar; 3= plantas com murcha intensa, associada com
amarelecimento e necrose foliar; 4= plantas mortas.

Com as notas obtidas foram calculados os indices de doenca (ID) através da férmula

de Mckinney (McKinney, 1923): ID (%)=100.Z [(f.v)/(n.x)], tal que f =numero de plantas
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com a mesma nota; v =nota observada; n = numero total de plantas avaliadas e x =nota
méaxima da escala. Esses indices foram agrupados em classes de reacéo da doenca, utilizando-
se a média resultante para cada acesso: 0,00% = semelhante a uma resposta do tipo imune;
(SD); 0,01-25,00% =altamente resistente (AR); 25,01-50,00% = medianamente resistente
(MR); 50,01- 75,00% = medianamente suscetivel (MS); 75,01-100,00% = altamente
suscetivel (AS), adaptada de (Reis et al., 2004). Os acessos que apresentaram resposta do tipo
semelhante a imune ou altamente resistente seriam selecionados para serem avaliados quanto

a resisténcia a outros sete isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae raga 1.

Anélise da estabilidade da resisténcia de acessos promissores da alface a sete isolados de

Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raca 1

Os acessos, selecionados anteriormente, foram avaliados quanto a resisténcia a outros
sete isolados do patégeno. Para isso, foram realizados trés ensaios. Nestes trés ensaios a
concentracéo do inéculo foi aumentada para 2x10° microconidios/mL.

Ensaio 1:

No més de Outubro de 2011 foi realizado o primeiro ensaio da estabilidade, 47
acessos considerados como AR, mais a cultivar ‘Regina’ considerada AS utilizada como
controle, foram reavaliados quanto a reacdo aos isolados Fus-202 e Fus-205, provenientes de
(Muriae-MG e Santa Cruz do Rio Pardo-SP, respectivamente). A producdo das mudas dos
acessos, o preparo do indculo e a inoculagcdo seguiu a mesma metodologia anterior. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 47 (acessos) X
dois (isolados do patdgeno), com trés repeticdes. Cada repeticdo foi constituida de um vaso

com quatro plantas.
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A avaliacdo foi realizada 30 ap0s inoculacao das plantas e com os dados de severidade
tambeém foram calculados os IDs. Os dados de ID foram submetidos a anélise de variancia e
as médias comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, através do programa
SAS.

Ensaio 2:

No més de Novembro de 2011 foi realizado o segundo ensaio da estabilidade da
resisténcia, utilizando os mesmos acessos e a mesma metodologia do ensaio 1, entretanto
utilizando outros dois isolados, Fus-219 e Fus-222, provenientes de (Colombo-PR e Itajai-
SC, respectivamente).

Ensaio 3:

No més de Dezembro foi realizado o terceiro ensaio da estabilidade da resisténcia,
utilizando os mesmos acessos e a mesma metodologia do ensaio 1, entretanto utilizando
utilizando os isolados Fus, 207, Fus-209, e Fus-220; provenientes de (Campinas-SP, Nova

Friburgo-RJ e Colombo-PR, respectivamente).

Resultados e Discussao

No ensaio preliminar nenhuma cultivar ou linhagem de alface apresentou reacdo do
tipo imune, ou seja, zero de doenca, ao isolado Fus-173 de F. oxysporum f. sp. lactucae raca
1. Dos, 102 acessos avaliados, 30 (incluindo os controles suscetiveis ‘Regina’ e ‘Elisa’)
apresentaram reacdo de suscetibilidade (alta ou média suscetibilidade) sendo que destes 19
foram considerados altamente suscetiveis, com ID variando de 77,08 % a 100%. Vinte e cinco
acessos foram classificados como medianamente resistentes com ID variando de 27,08% a
47,91% e 47 acessos como altamente resistentes, com ID variando de 2,08% a 25% (Tabela

1). Estes 47 acessos podem representar promissoras fontes de resisténcia ao patdgeno e boas
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opcdes de materiais para serem plantadas em regies onde a doenca esteja presente. No grupo
dos acessos suscetiveis, 19 das 30 cultivares pertenciam ao tipo “Lisa”. Da mesma forma
Garibaldi et al. (2004b) avaliando 32 cultivares de alface de diferentes segmentos varientais
verificaram que sete cultivares (incluindo algumas dos tipos romana e mimosa) foram
completamente resistentes a murcha de fusario, enquanto as cultivares do tipo lisa foram todas
suscetiveis. Esses resultados confirmam a limitacdo do uso de cultivares do segmento lisa em
areas contaminadas pelo patégeno.

De acordo com os dados apresentados na selecdo preliminar (Tabela 1) as cultivares
tipo mimosa como: Mimosa, Green Salad Bowl, Oak leaf Saladin, Red Salad Bowl , Salad
Bowl Roxo, Salad Bowl Ultra Rosso, Mimosa Vermelha e Roxane foram altamente
resistentes ao patdgeno. De fato, Scott et al. (2010) haviam verificado que duas cultivares
mimosas (Lolla Rossa e Red Rossa) foram altamente resistentes a murcha de fusario raga 1.
Estes resultados indicam uma baixa variabilidade genética dentro deste tipo alface e que todas
devem ter uma origem comum. Por isso a resisténcia a raca 1 foi efetiva para isolados
americanos e brasileiros.

No primeiro ensaio da estabilidade da resisténcia, realizado no més de Outubro,
quando foi utilizado o isolado Fus-202, 38 dos 47 acessos avaliados voltaram a expressar a
reacdo de altamente resistentes, confirmando a reacdo observada no ensaio preliminar.
Entretanto, sete foram classificados como medianamente resistentes e dois foram
considerados como medianamente suscetiveis. Com relagdo ao isolado (Fus-205), um acesso
apresentou reacdo do tipo imune, 41 acessos mostraram-se como altamente resistentes, trés
foram classificados como medianamente resistentes e dois foram considerados como
medianamente suscetiveis.

Neste ensaio, para o0s dois isolados utilizados, percebeu-se que as classes de

resisténcia, estabelecidas para diferenciar os acessos de alface na sele¢do preliminar, ndo se
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ajustaram perfeitamente a separacdo dos acessos feita pelo teste de Tukey a 5% (Tabela 2).
Neste caso, 0s acessos altamente resistentes ndo diferiram estatisticamente dos acessos
medianamente resistentes e medianamente suscetiveis. Foi observado também que néo
ocorreu consisténcia dos resultados de nove acessos em relagdo aos dois isolados de F.
oxysporum f. sp. lactucae. Os acessos Amélia, Crespa Repolhuda, Red Star e CNPH-54 foram
considerados medianamente resistentes ao isolado Fus- 202 e altamente resistentes ao Fus-
205, enquanto que a cultivares Scarlet e Kaiser foram medianamente suscetiveis ao Fus-202 e
altamente resistentes ao Fus-205. A cultivar Monica foi medianamente resistente ao Fus-202 e
medianamente suscetivel ao Fus-205. A cultivar Lavinia foi altamente resistente ao Fus-202 e
medianamente suscetivel ao Fus-205, Green Salad Bowl foi altamente resistente ao Fus-202 e
medianamente resistente ao Fus-205. Os acessos Mimosa, Simpson, Red Salad Bowl Rosso,
Mimosa Vermelha, AC-5009, Sabrina, Angelina, Vanda, AMX1-140, Hanson, Cinderela,
Vanessa, Cubana, Donna, Grand, Red Salad Bowl, Itapud, Salad Bowl Roxo, Lavinia,
Maravilha das Quatro Estacdes, Green Salad Bowl, Romana Paris, Romana New, AMX1-133,
Raider Plus pl.04, Irene, AMX1-99, Saia Veia, Lucy Brown, Sofia, AMX1-30, AMX1-96,
Elba, Pira Roxa, AMX1-108, Roxane, Laurel pl.01 e Roxa 01 foram altamente resistentes aos
dois isolados (Tabela. 2).

Estas diferencas de resisténcia para os dois isolados do patégeno provavelmente se
devem ao fato de algumas cultivares e/ou linhagens apresentarem resisténcia do tipo
horizontal (poligénica), sendo esta influenciada por fatores ambientais. Além disso, o in6culo
mais concentrado deve ter influenciado no resultado diferente deste experimento, pois o0 maior
nivel de in6culo permitiu separar melhor os acessos altamente resistentes dos medianamente
resistentes e medianamente suscetiveis neste ensaio. Estudos realizados por Scott et al.,
(2010) verificaram que cultivares consideradas suscetiveis foram mais afetadas que as

cultivares com resisténcia intermediaria, quando havia alta concentracdo do inoculo (10°
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microconidios/mL). Entretanto, quando a concentracdo do inéculo foi baixa (10°
microconidios/mL) as plantas apresentaram baixa severidade da doenca, ndo observando
diferencas entre plantas suscetiveis e resistentes. Portanto, neste trabalho a maior
concentracdo do indculo permitiu uma melhor resolucdo nas diferencas de susceptibilidade
entre algumas cultivares.

Outro fator que pode explicar as divergéncias entre os resultados deste ensaio para 0s
resultados da selecdo preliminar seria a diferenca na agressividade dos isolados, por exemplo:
o0 isolado Fus-202 foi mais agressivo em relacdo ao Fus-205 em seis acessos. Ou seja,
isolados da mesma raca, oriundos de regiGes geogréficas distintas tem diferencas na
capacidade de causar doenca. Estas diferencas entre isolados também podem explicar a
instabilidade da resposta de resisténcia observada em alguns acessos do presente ensaio.

No segundo ensaio da andlise da estabilidade da resisténcia, realizado no més de
Novembro de 2011 com os isolados Fus-219 e 222, todos os 47 acessos foram classificados
como altamente resistentes para estes dois isolados. Os acessos classificados como altamente
resistentes diferiram significativamente (Tabela 2) da testemunha suscetivel, de acordo teste
de Tukey (5% probabilidade). Em uma observacéo, comparando os dois isolados, verificou-se
que o isolado Fus-222 foi mais agressivo sobre 16 acessos. Apesar deste experimento ocorrer
em outra época do ano e com a concentracdo maior do inéculo, observou-se que 0s acessos
avaliados mantiveram a mesma resisténcia observada no ensaio preliminar. Os resultados
deste experimento indicam que as diferencgas de resisténcia, apresentadas pelos acessos da
selecdo preliminar para os ensaios 1 e 3 de estabilidade tem mais a ver com diferencas de
agressividade dos isolados do patdégeno do que com a concentragdo de indculo.

Em relacéo ao terceiro ensaio realizado no més de Dezembro de 2011, 46 acessos de
alface foram classificados como altamente resistentes e um como medianamente resistente ao

isolado Fus-207. Para o isolado Fus-209, 46 acessos apresentaram-se como altamente
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resistentes e um geno6tipo como medianamente resistente. Com relacao ao isolado Fus-220, 41
acessos de alface foram classificados como altamente resistentes e seis como medianamente
resistentes. Neste experimento plantas classificadas como medianamente resistentes e
altamente resistentes diferiram significativamente (Tabela 3) da testemunha suscetivel,
conforme teste de Tukey (5% de probabilidade). As classes fenotipicas de resisténcia nao
apresentaram bom ajuste aos agrupamentos de acessos obtidos, utilizando-se o teste de Tukey
a 5%, pois as plantas classificadas como medianamente resistentes ndo diferiam
significativamente das plantas consideradas altamente resistentes.

Neste terceiro ensaio, observou-se também que ndo ocorreu consisténcia dos
resultados de sete acessos em relacdo aos trés isolados. A cultivar Maravilha das Quatro
Estacdes foi altamente resistente para os isolados Fus-209 e 220 e medianamente resistente ao
Fus-207, enquanto os acessos AMX1-99, Lucy Brown, Crespa Repolhuda, Donna e Amélia
foram altamente resistentes aos isolados Fus-207 e 209 e medianamente resistente ao Fus-220.
A cultivar Red Star foi considerada altamente resistente ao Fus-207 e medianamente
resistente aos Fus- 209 e 220. Os acessos AMX1-133, CNPH-54, AMX1-30, Mimosa,
Angelina, Green Salad Bowl, Red Salad Bowl, Isabela, Itapud, Mimosa Vermelha, Lavinia,
Sabrina, Sofia, Laurel pl.04, Romana Paris, Elba, Cinderela, AMX1-106, Scarlet, Simpson,
Oak leaf Saladin, AMX1-140, Monica, Hanson, Salad Bowl Roxo, Saia Veia, Raider Plus
pl.04, Vanda, Irene, Cubana, Vanessa, Red Salad Bowl Ultra Rosso, Kaiser, Romana New,
Roxane, Pira Roxa, Grand, AC-5009, AMX1-108, Amélia e Roxa 01 foram resistentes aos
trés isolados (Tabela 3).

Entre as cultivares altamente resistentes selecionadas em todos os experimentos
encontram-se a cultivar ‘Pira roxa’, tipo de alface crespa de cor vermelho intenso. Esta
cultivar, desenvolvida no Brasil, é resistente as principais doencas da alface como

murchadeira (Thielaviopsis basicola), mildio (Bremia lactucae) e mosaico da alface (LMV,
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patétipo 1) (Sala & Costa, 2005). Essa informacéo é de grande importancia uma vez que
trata-se da primeira cultivar tropicalizada para o segmento de alface vermelha com resisténcia
maltipla a doengas no Brasil (Sala & Costa, 2005), incluindo agora a murcha de fusério da
alface. Neste sentido, esta cultivar representa uma boa opgéo para os produtores de alface e
uma fonte de resisténcia a varias doencas, que pode ser utilizada pelos programas de
melhoramento da alface no Brasil.

Outros dados importantes observados foram a resisténcia encontrada nas cultivares
Lucy Brown, Raider e Vanda a murcha de fusario da alface. A cultivar Lucy Brown tem sido
a alface americana mais plantada no Brasil por mais de uma década, gracas a sua
extraordinaria adaptabilidade de cultivo no verdo. Esta cultivar também apresenta tolerancia a
mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vitians). Entretanto, seu cultivo em éreas
com incidéncia de T. basicola e Bremia lactucae vem sendo limitado devido & sua
suscetibilidade a estes patogenos (Costa & Sala, 2005; Sala, 2006). A cultivar Raider é
melhor adaptada ao cultivo nas épocas de temperatura amenas, apresenta cabeca compacta o
que possibilita seu processamento para atender as redes fast food, sendo uma das lideres de
mercado deste segmento e apresentando resisténcia a T. basicola (Sala, 2006).

Outra cultivar, que foi resistente em todos o0s ensaios e que merece destaque é a
Vanda. Esta € a cultivar do tipo crespa mais plantada no Brasil, por ser muito uniforme, com
Otimo padrdo comercial devido a sua resisténcia ao transporte e ao manuseio, além de ser
resistente ao mosaico da alface, causada pelo virus LMV (Costa & Sala, 2005).

Em observagdo comparativa de todos os ensaios conduzidos em diferentes meses do
ano, foi possivel verificar que as cultivares do tipo romana apresentaram bons niveis de
resisténcia, uma vez que Sofia, Romana New e Romana Paris comportaram-se como
altamente resistente a todos os isolados, enquanto Donna foi medianamente resistente ao Fus-

220 e altamente resistente ao restante dos isolados. Os resultados obtidos foram similares aos
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reportados por Matheron et al. (2005) em ensaios realizados em campos naturalmente
infestados com F. oxysporum f. sp. lactucae no Arizona os quais identificaram duas
cultivares do tipo romana (Slungger e King Louie) de 16 cultivares testadas, apresentando
baixos niveis da doenca e por isso foram consideradas resistentes ou tolerantes ao patogeno.
Resultado semelhante foi obtido por Scott et al. (2010, 2012) na California que identificaram
trés cultivares romanas resistentes (Caeser, Green Forest e King Henry) em ensaios de
campo. Assim como observado para as cultivares do tipo mimosa, estes resultados também
indicam uma baixa variabilidade genética dentro deste tipo alface e que todas devem ter uma
origem comum.

Como visto, todas as cultivares do tipo romana e a maioria do tipo mimosa avaliadas
apresentaram 6timos niveis de resisténcia no presente trabalho. Entretano, isto ndo ocorre
sempre, pois Scott et al. (2010, 2012) demonstraram que algumas cultivares tipo romana e
mimosa foram severamente atacadas pelo patdgeno, quando testadas em condicdes de casa de
vegetacdo. Portanto, nem sempre ha uma associacdo consistente entre tipo de cultivar e
suceptibilidade. Isso pode ser verificado neste trabalho, pois apesar de ter sido anteriormente
relatado a limitacdo do cultivo da alface tipo lisa em locais com histérico da doenca, duas
cultivares deste segmento se destacaram como resistentes em todos os ensaios: a cultivar Saia
Veia e Maravilha das Quatro EstacOes foram altamente resistentes a todos isolados, com
excessdo da Maravilha das Quatro EstacGes que comportou-se como medianamente resistente
para o isolado Fus-207.

Dos 47 acessos inoculados, 32 apresentaram amplo espectro de resisténcia aos
diferentes isolados do patdgeno nas quatro épocas de inoculacdo (Mimosa, Simpson, Red
Salad Bowl Rosso, Mimosa Vermelha, AC-5009, Sabrina, Angelina, Vanda, AMX1-140,
Hanson, Cinderela, Vanessa, Cubana, Grand, Red Salad Bowl, Itapud, Salad Bowl Roxo,

Romana Paris, Romana New, AMX1-133, Irene, Raider plus pl.04, Saia Veia, Sofia, AMX1-
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30, AMX1-96, Elba, Pira Roxa, AMX1-108, Roxane, Laurel pl.04 e Roxa 01). Estas
cultivares e linhagens de alface se apresentam como promissoras fontes de resisténcia estavel
e duravel a fusariose da alface. Estes acessos podem futuramente serem utilizados em
programas de melhoramento genético e também serem plantadas em areas com historico da
doenca. Uma outra vantagem foi a identificacdo de resisténcia em cultivares comerciais. Estas
apresentam muitas caracteristicas de interesse e poucas caracteristicas indesejaveis presentes
em acessos de espécies selvagens, as quais necessitariam ser eliminadas em longos processos
de selecdo dentro dos programas de melhoramento. Também o cultivo de diferentes
segmentos varientais (mimosa, lisa, crespa, romana e americana) resistentes, numa sucessao
de rotacdo de cultivo, podera ser uma alternativa para promover a reducdo do indculo, pois
essa pratica poderd minimizar a incidéncia/severidade da doenca. Por outro lado, como a
maioria das cultivares ndo apresentaram resisténcia do tipo imune (auséncia de doenca) ainda
€ necessaria combinacdo da resisténcia genética com outras medidas de controle da doenca.
Além disso, é necessario um monitoramento constante da variabilidade do patégeno, pois

pode haver o surgimento de novas racgas do patdgeno.
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514  Tabela 1. Avaliacdo preliminar de acessos de alface ao isolado Fus-173 de Fusarium
515  oxysporum f. sp. lactucae @ .

Acessos ID (%) Classe ™ Tipo
Red Frizzily 100,00 AS Crespa
Vitoria de Santo Antdo 95,83 AS Lisa
Regina 93,75 AS Lisa
Baba de Verao 93,75 AS Lisa
AMX1-106 2 91,66 AS Crespa
Uberlandia 10.000 91,66 AS Lisa
AF-222° 89,58 AS Lisa
Regina c.v? 89,58 AS Lisa
Lidia 89,33 AS Lisa
Lisa c.v2 87,50 AS Lisa
Regina 255 85,41 AS Lisa
Regina 579 85,41 AS Lisa
Banchu Red Fire c.v? 83,33 AS Crespa
Regina de Verao 81,25 AS Lisa
Karla 79,16 AS Lisa
Vitéria Verdinha 79,16 AS Lisa
Roxa 79,16 AS Crespa
Elisa 77,08 AS Lisa
Vitdria de Verao 77,08 AS Lisa
Robinson 75,00 MS Americana
Daniele 75,00 MS Lisa
Vera 72,97 MS Crespa
Maravilha de Verao 72,97 MS Lisa
Regina 500 72,97 MS Lisa
Livia 66,66 MS Lisa
Camila 64,58 MS Crespa
Veneza roxa 62.50 MS Crespa vermelha
Banchu Red Fire 60,41 MS Crespa
Graciosa 58,33 MS Crespa
AMX1-191? 54,16 MS Crespa
Horténcia 47,91 MR Crespa
AF-839 A’ 47,91 MR -
Amanda (33) 45,83 MR Crespa
AMX1-127? 45,83 MR Crespa
AC-5025° 43,75 MR Americana
Green Frizzly 43,75 MR Crespa
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Acessos ID (%) Classe Tipo
Rafaela 43,05 MR Americana
Pira Verde 41,67 MR Crespa
Marianne 41,66 MR Crespa
Oak leaf Green 41,66 MR Mimosa
Mimosa Salad Bowl 39,58 MR Mimosa
AC-5028° 37,50 MR Americana
Americana S. José Pinhais?> 37,50 MR Americana
Raider Plus pl.012 35,41 MR Americana
AMX1-12? 35,41 MR Crespa
Gisele 35,41 MR Crespa
Grandes Lagos 33,33 MR Americana
Grega 33,33 MR Mimosa
Ceres 31,25 MR Crespa
Veronica 29,16 MR Crespa
Taina 29,16 MR Americana
AC-5001° 29,16 MR Americana
Cristina 29,16 MR Crespa
Renata 29,16 MR Crespa
AC-5026° 27,08 MR Americana
Angelina 25,00 AR Americana
Cinderela 25,00 AR Crespa
Mimosa 25,00 AR Mimosa
Vanessa 25,00 AR Crespa
Cubana 25,00 AR Crespa
Laurel pl.04? 25,00 AR Americana
Hanson 25,00 AR Americana
AMX1-108 2 25,00 AR Crespa
AMX1-30 2 25,00 AR Crespa
AMX1-96 2 25,00 AR Crespa
AMX1-992 25,00 AR Crespa
AMX1-1332 25,00 AR Crespa
Raider Plus pl.04 2 25,00 AR Americana
Green Salad Bowl 25,00 AR Mimosa
Maravilhas das 4 estacOes 25,00 AR Lisa (manteiga)
Sabrina 25,00 AR Crespa
Oak leaf Saladin 25,00 AR Mimosa
Donna 25,00 AR Romana
Isabela 25,00 AR Crespa
Irene 25,00 AR Americana
Maonica 25,00 AR Crespa
Sophia 25,00 AR Romana
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Acesssos ID (%) Classe ! Tipo
AMX1-140? 25,00 AR Crespa
AC-5009° 25,00 AR Americana
Amélia 25,00 AR Americana
Scarlet 22,92 AR Crespa Roxa
Red Salad Bowl 22,91 AR Mimosa
Salad Bowl Roxo 22,91 AR Mimosa
Vanda 22,91 AR Crespa

Red Salad Bow!l Ultra Rosso 22,91 AR Mimosa
Parecida c/Americana(CNPH-54)> 22,91 AR Americana
Lucy Brown 20,83 AR Americana
Lavinia 18,75 AR Mimosa
Grand 18,75 AR Crespa
Roxa 01 16,66 AR Crespa Roxa
Red Star 16,66 AR Crespa Roxa
Crespa Repolhuda 14,58 AR Americana
Elba 14,58 AR Crespa
Mimosa Vermelha 12,50 AR Mimosa
Simpson 12,50 AR Crespa

Saia Veia 12,50 AR Lisa
Romana Paris 12,50 AR Romana
Kaiser 8,33 AR Americana
Romana New 8,33 AR Romana
Pira Roxa 8,33 AR Crespa Roxa
Itapud 8,33 AR Crespa
Roxane 2,08 AR Mimosa

@) Classes de reacdo da doenca: 0,00% = semelhante & imune (Sl); 0,01-25,00% = altamente

resistente (AR); 25,01-50,00% =

medianamente

resistente (MR);

50,01-75,00%

medianamente suscetivel (MS); 75,01-100,00% = altamente suscetivel (AS), adaptada de

(Reis et al., 2004). @ Linhagens utilizadas nos ensaios.
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Tabela 2. Estabilidade de acessos promissores de alface resistentes a quatro isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae realizado no més Outubro e Novembro de 2011,
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Outubro de 2011 Novembro de 2011

Isolado Isolado Isolado Isolado
AcCessos Fus- 202 Fus-205 Fu-219 Fus-222
Regina 89,58 aA 89,58 aA 89,58 aA 89,58 aA
Scarlet 66.66 abA 18,75 d-gA |4,16 bcA 18,75 bcA
Kaiser 58,75 bcA 6.250 fgB 6,25 bcA 6,25 bcA
Isabela 48,33 b-dA 45,83 b-eA |6,25 bcB 25,00 bA
Amélia 37,91 c-eA 4,167 fgB 2,08 cB 22,91 bcA
Crespa Repolhuda 35,83 c-eA 14,58 d-gB 12,50 bcA 8,33 bcA
Red Star 27,50 deA 18,75d-gA 6,25 bcB 22,91 bcA
Oak leaf Saladin 27,08 deA 37,50 b-fA ]6,25 bcB 25,00 bA
CNPH-54 27,08 deA 25,00 c-gA ]18,75 bcA 18,75 bcA
Maonica 27,08 deA 54,16 bcA  ]20,83 bcA 22,91 bcA
Mimosa 25,00 deA 25,00 c-gA ]18,75 bcA 25,00 bA
Simpson 25,00 deA 25,00 c-gA |16,66 bcA 20,83 bcA
Red Salad Bowl U. Rosso 25,00 deA 25,00 c-gA  |14,58 bcA 6,25 bcA
Mimosa vermelha 25,00 deA 25,00 c-gA |4,16 bcA 16,66 bcA
AC-5009 25,00 deA 4,167 f-gB  |4,16 DbcA 6,25 bcA
Sabrina 25,00 deA 25,00 c-gA ]16,66 bcA 25,00 bA
Angelina 25,00 deA 25,00 c-gA 6,25 bcB 25,00 bA
Vanda 25,00 deA 20,83 c-gA 12,50 bcB 25,00 bA
AMX1-140 25,00 deA 18,75d-gA 6,25 bcB 25,00 bA
Hanson 25,00 deA 8,33 f-gB 4,16 bcA 4,16 cA
Cinderela 25,00 deA 25,00 c-gA |14,58 bcA 25,00 bA
Vanessa 25,00 deA 14,58 d-gA 6,25 bcA 14,58 bcA
Cubana 25,00 deA 25,00 c-gA ]18,75 bcA 22,91 bcA
Donna 25,00 deA 22,91 c-gA 12,50 bcA 20,83 bcA
Grand 25,00 deA 0,000 gB 6,25 bcA 10,41 bcA
Red Salad Bowl 25,00 deA 14,58 d-gA ]12.50 bcA 14,58 bcB
Itapud 25,00 deA 20,83 c-gA 18,75 bcA 25,00 bA
Salad Bowl Roxo 25,00 deA 10,41 f-gA 8,33 bcB 25,00 bA
Lavinia 25,00 deA 70,83 abA 20,83 bcA 25,00 bA
Maravilha das 4 estacdes 25,00 deA 25,00 c-gA ]14,58 bcB 25,00 bA
Green Salad Bowl 25,00 deB 47,91 b-dA 6,25 bcB 25,00 bA
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AcCessos Isolado Fus- 202 Isolado Fus-205 Isolado Fus-219  Isolado Fus-222
Romana Paris 25,00 deA 22,91 c-gA 2,08 cA 8,33 bcA
Romana New 25,00 deA 25,00 c-gA 12,50 bcB 25,00 bA
AMX1-133 25,00 deA 25,00 c-gA 2,08 cB 25,00 bA
Raider Plus pl.04 12,50 eA 12,50 e-gA 12,50 bcA 12,50 bcA
Irene 25,00 deA 20,83 c-gA 6,66 bcA 6,66 bcA
AMX1-99 25,00 deA 18,75 d-gA 4,16 bcB 25,00 bA
Saia Veia 25,00 deA 20,83 c-gA 10,41 bcA 20,83 hcA
Lucy Brown 25,00 deA 22,91 c-gA 25,00 bA 25,00 bA
Sofia 25,00 deA 25,00 c-gA 16,66 bcB 25,00 bA
AMX1-30 22,91 deA 25,00 c-gA 8,33 bhcB 25,00 bA
AMX1-96 22,91 deA 22,91c-gA 8,33 bcB 25,00 bA
Elba 22,91 eA 22,91 c-gA 10,41 bcB 22,91 bcA
Pira Roxa 20,83 eA 2,08 gB 16,66 bcA 6,25 bhcA
AMX1-108 20,83 eA 20,83 c-gA 12,50 bcA 20,83 bcA
Roxane 18,75 eA 18,75 d-gA 6,25 bcA 14,58 bcA
Laurel pl.04 16,66 eA 16,66 d-gA 2,083 cA 16,66 bcA
Roxa 01 14,58 eA 10,41 fgA 10,41 bcA 6,25 bcA

@ indices de doenca (ID) seguidos pela mesma letra minGscula na coluna e maitiscula na

linha ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Estabilidade de acessos promissores de alface resistentes a trés isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae realizado no més de Dezembro de 2011,

Dezembro de 2011
Isolado Isolado Isolado

ACessos Fus- 207 Fus-209 Fus-220
Regina 87,5aA 79,16 aA 81,25 aA
Maravilha das 4 estacdes 29,16 bA 22,91 bA 25,00 c-eA
AMX1-133 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
CNPH-54 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
AMX1-30 25,00 bA 18,75 bA 25,00 c-eA
Mimosa 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
AMX1-99 25,00 bA 25,00 bA 27,08 b-eA
Angelina 25,00 bA 18,75 bA 25,00 c-eA
Green Salad Bowl 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
Red Salad Bowl 25,00 bA 20,83 bA 22,91 c-eA
Isabela 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
Itapud 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
Mimosa Vermelha 25,00 bA 18,75 bA 25,00 c-eA
Lavinia 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
Sabrina 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
Sofia 25,00 bA 22,91 bA 25,00 c-eA
Laurel pl.04 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
Romana Paris 25,00 bA 16,66 bA 25,00 c-eA
Elba 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
Red Star 25,00 bA 29,16 bA 41,66 bA
Cinderela 25,00 bA 18,75 bA 25,00 c-eA
AMX1-96 25,00 bA 22,91 bA 25,00 c-eA
Scarlet 25,00 bA 12,50 bB 25,00 c-eA
Simpson 25,00 bA 20,83 bA 25,00 c-eA
Oak leaf Saladin 25,00 bA 25,00 bA 25,00 c-eA
AMX1-140 22,91 bcA 25,00 bA 25,00 c-eA
Monica 22,91 bcA 25,00 bA 25,00 c-eA
Hanson 22,91 bcA 25,00 bA 25,00 c-eA
Salad Bowl Roxo 22,91 bcA 25,00 bA 20,83 c-eA
Saia veia 22,91 bcA 20,83 bA 25,00 c-eA
Crespa Repolhuda 22,91 bcA 25,00 bA 27,08 b-eA
Raider Plus pl.04 22,91 bcA 18,75 bA 25,00 c-eA
Vanda 22,91 bcA 20,83 bA 22,91 c-eA
Irene 22,91 bcA 22,91 bA 25,00 c-eA
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Tabela 3. Continuacao

Isolado Isolado Isolado
ACessos Fus- 207 Fus -209 Fus-220
Lucy Brown 22,91 bcA 25,00 bA 33,33 bcA
Cubana 22,91 bcA 25,00 bA 25,00 c-eA
Donna 22,91 bcA 25,00 bA 29,16 b-dA
Vanessa 20,84 bcA 25,00 bA 12,50 eA
Red Salad Bowl U. Rosso 20,83 bcAB 12,50 bB 25,00 c-eA
Kaiser 20,83 bcA 22,91 bA 25,00 c-eA
Romana New 20,83 bcA 25,00 bA 25,00 c-eA
Roxane 20,83 bcA 20,83 bA 25,00 c-eA
Pira Roxa 18,75 bcA 12,50 bA 25,00 c-eA
Grand 18,75 bcA 22,91 bA 25,00 c-eA
AC-5009 18,75 bcA 22,91 bA 16,66 deA
AMX-108 14,58 bcA 25,00 bA 22,91 c-eA
Amélia 14,58 bcA 16,66 bA 35,41 bcA
Roxa 01 8,33 ¢cB 25,00 bA 25,00 c-eA

néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

Foi detectada a presenca da raca 1 de Fusarium oxysporum f.sp. lactucae (FOLac) em

todos os Estados das Regides Sul e Sudeste do Brasil,

O par de primers Hani3 e Hanilatt3rev apresentou especificidade para isolados

brasileiros de FOLac ragal;

O par de primers Hani3 e Hanilatt3rev podera ser utilizado para uma idenficacdo
rapida e precisa de isolados de Fusarium, obtidos de plantas de alface com sintomas

de murcha;

Os primers Ef-1 e Ef-2 utilizados para a regido Tef-1a confirmou a alta similaridade
genética entre isolados de FOLac racal e destes com outras formae speciales de F.

oxysporum.

Com o sequenciamento da regido tef- 1 o foi possivel confirmar a origem polifilética
da forma specialis lactucae e também foi observada uma maior variabilidade genética
entre os isolados brasileiros de FOLac raca 1 comparados com os isolados da mesma

raca disponiveis no GenBanK;

Numa selecdo preliminar, foi possivel identificar 47 acessos de alface como fontes

promissoras de resisténcia a raca 1 de FOLac;

Trinta e dois dos 47 acessos de alface, selecionados preliminarmente, representaram

promissoras fontes de resisténcia estavel a isolados de FOLac raca 1.



