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Determinacao de espécies e de racas de
Isolados de Verticillium oriundos de
diferentes estados do Brasil

Ailton Reis*
Leonardo S. Boiteux 2

Hélcio Costa®

Resumo

O género Verticillium apresenta duas importantes espécies de fitopatdgenos, V. dahliae e V. albo-atrum, cuja
distincéo é complicada devido a elevada similaridade morfolégica entre elas. A capacidade de produgdo em
cultura de microesclerédios dos isolados de V. dahliae tem sido empregada como a principal caracteristica para
distingao dessas duas espécies. Verticillium dahliae apresenta especializacao fisiolégica em tomateiro tendo
sido descritas duas racas. O constante monitoramento das ragas do patdgeno presentes nas regides produtoras
€ importante para os programas de melhoramento. O presente trabalho teve por objetivo a identificacéo e
caracterizacdo de uma colecéo de isolados brasileiros de Verticillium. Quarenta e seis isolados foram avaliados
guanto a capacidade de formarem microesclerédios em cultura e quanto a viruléncia em variedades de
tomateiro. Os isolados padrBes de V.dahliae e todos os isolados em teste formaram microesclerécios. O isolado
padrdo de V. albo-atrum nao formou microesclerdcios. Desta forma, todos os isolados coletados no Brasil em
tomate e em cinco outras hospedeiras (batata, berinjela, morango, quiabo e cacau) foram classificados como
pertencentes a espécie V. dahliae. Dez isolados foram classificados como raga 1, 32 isolados como raga 2 e
guatro foram avirulentos em tomateiro. A raga 1 parece ter predominado até a década de 1990, enquanto a raga
2 passou a predominar mais recentemente,, provavelmente devido a macica utilizac&o de cultivares no Brasil
com o gene Ve, que confere resisténcia a raca 1 do patdégeno.
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Categorization of Verticillium isolates
from tomato and other hosts into species
and races

Abstract

The genus Verticillium has two important plant pathogen species (V. dahliae and V. albo-atrum), which
classification is difficult due to extreme morphological similarities they share. The ability of forming
microesclerotia in culture medium has been employed as a quick identification for V. dahliae isolates. Verticillium
dahliae has also physiological specialization in tomato with two races being reported so far. The constant survey
and monitoring of V. dahliae races in the main producing areas of Brazil provides crucial information for tomato
breeding programs aiming to develop cultivars with stable resistance to this fungus. The objective of the present
work was to characterize a collection of 46 Verticillium isolates obtained from tomato and other hosts in terms of
species and races via inoculation in a set of differential tomato cultivars. All isolates evaluated in the present
assay as well as the standard V. dahliae isolates were able to produce microsclerotia in culture medium,
whereas the standard V. albo-atrum isolate was not. Therefore, all isolates collected from tomato and other five
hosts (potato, eggplant, strawberry, okra and cacao) in Brazil were classified as V. dahliae. Ten isolates were
classified as race 1, 32 as race 2 and four were classified as avirulent on tomato. Race 1 isolates were
predominant during the 1990s, but nowadays race 2 isolates became the prevalent ones, probably due to the
massive employment in Brazil of tomato cultivars carrying the race 1 resistance gene Ve .

Index terms: tomato, strawberry, eggplant, okra, cacao, verticilium-wilt.
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Introducao

O género Verticillium apresenta duas espécies de importancia mundial como fitopatdgenos, V. dahliae e V.
albo-atrum (SCHNATHORST, 1981; CARDER; BARBARA, 1991). Estes fungos séo bastante polifagos (BHAT;
SUBBARAO, 1999), sendo reportados atacando principalmente tomate, berinjela, jilé, algoddo, cacau, morango
e quiabo. No Brasil, existem relatos da presenc¢a das duas espécies em tomateiro e em outras hospedeiras
(MENDES et al., 1998). Entretanto, néo existe a plena certeza que estes relatos estdo totalmente corretos uma
vez que, por muito tempo, os isolados de V. dahliae foram considerados como sendo variantes/isolados
formadores de esclerécio dentro da espécie V. albo-atrum (SCHNATHORST, 1981; FRADIN; THOMMA, 2006).

A morfologia de conidios e conidiéforos é muito semelhante nas duas espécies, dificultando a pronta
classificac@o dos isolados destes patdgenos. A capacidade de produzir micloesclerddios em cultura por
isolados de V. dahliae tem sido empregada como a principal caracteristica para distingédo destas espécies
(JONES et al., 1991; FRADIN; THOMMA, 2006).

Dentre as hortalicas, destacam-se o tomateiro e a berinjela como hospedeiros de espécies de Verticillium no
Brasil. Este fungo pode ser um patégeno altamente destrutivo para ambas as culturas (KUROZAWA & PAVAN,
1998). No caso do tomate, o controle da doenca tem sido feito pelo uso de variedades resistentes, contendo o
gene Ve, que torna a planta resistente a raca 1 do patégeno (KAUCHUK et al., 2001). Entretanto, em
tomateiro, V. dahliae apresenta duas racas fisiologicas (racas 1 e 2), sendo a ra¢ca 1 amplamente distribuida no
pais e a raca 2 tendo sido formalmente relatada em Pernambuco (LATERROT et al., 1983), Sdo Paulo
(CERESINE et al., 1990) e Distrito Federal (SANTOS; LOPES, 1995). O constante monitoramento das mesmas
€ importante para os programas de melhoramento genético visando obter variedades resistentes (KUROZAWA;
PAVAN, 1998).

Este trabalho teve como obijetivo identificar em nivel especifico e quanto a raca uma colecao de isolados de
Verticillium oriundos de diferentes hospedeiras em diversas regides do Brasil.

Material e Métodos

Quarenta e seis isolados de Verticillium da colecdo de fungos do Laborat6rio de Fitopatologia da Embrapa
Hortalicas (Tabela 1) foram repicados para placas de petri com Batata Dextrose Agar. Foram feitas trés placas
para cada isolado e estas foram incubadas a 20°C por 30 dias. Ap0s este periodo, as placas foram observadas
a olho nu e sob lupa, para a detecgdo de microesclerédios. Isolados que formaram estas estruturas em meio de
cultura foram classificados como V. dahliae, os que ndo os formaram, como V. albo-atrum. Foram utilizados,
como testemunhas, um isolado padrao de V. albo-atrum (Vert.24) e dois de V. dahliae (Vert.02 =raca 1l e
Vert.03 =raga 2). Os isolados foram também cultivados em meio liquido Batata Dextrose, por 15 dias e uma
suspens&o de conidios (1 x 10°) foi inoculada nas seguintes variedades de tomateiro: ‘Ponderosa’ (suscetivel
asracgas 1 e 2) e ‘Floradade” (resistente a raca 1) devido a presenca do gene Ve (KAWCHUK et al., 2001). As
plantas foram inoculadas no estadio de dois pares de folhas verdadeiras. Foram utilizados trés vasos (com
quatro plantas cada) para cada isolado. A avaliacdo foi realizada 30 dias apds a inoculag&o. Foi observada a
ocorréncia de sintomas externos (amarelecimento e murcha de folhas) e internos (escurecimento do sistema
vascular). A avaliacao foi feita com escala de notas, variando de 1 (sem sintomas) a 5 (sintomas severos ou
planta morta) (SANTOS, 1998). Foi considerado virulento sobre uma hospedeira o isolado que apresentou nota
média acima de 2. Todos os isolados foram avaliados duas vezes e, para classificacdo dos mesmos, foi
considerada a média das notas das duas avaliagdes.
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Tabela 1. Classificacao de ragas de isolados de Verticillium de acordo com a reagéo de variedades diferenciadoras de
tomate.

Tomate Séo Paulo 1992 3,007 1,00 1
Tomate Sao Paulo 1992 5,00 1,50 1
Tomate Sao Paulo 1992 3,17 2,17 2
Tomate Sao Paulo 1992 1,67 1,00 Avr”
Tomate Distrito Federal 1994 3,33 2,50

Tomate Distrito Federal 1995 2,67 2,17

Berinjela Distrito Federal 1995 2,17 1,00

Cacau Bahia 1997 3,00 1,00 1
Cacau Bahia 1997 1,84 1,50 Avr
Quiabo Minas Gerais 1997 3,50 1,17 1
Berinjela Sao Paulo 1997 2,67 1,17

Berinjela Séao Paulo 1997 2,33 1,00

Berinjela Sao Paulo 1997 2,17 1,33

Batata USA (Idaho) 1997 1,84 1,17 Avr.
Tomate Espirito Santo 2003 3,33 2,84

Quiabo Minas Gerais 2003 2,84 2,84

Tomate Espirito Santo 2004 3,84 3,50 2
Tomate Espirito Santo 2004 2,84 2,50 2
Tomate Rio de Janeiro 2004 1,50 1,33 Avr.
Tomate Santa Catarina 2004 3,00 3,17 2
Tomate Rio Grande Sul 2004 3,50 3,33 2
Tomate Santa Catarina 2005 3,67 3,33 2
Tomate Distrito Federal 2005 4,00 4,17 2
Tomate Distrito Federal 2005 4,17 3,33 2
Morango Espirito Santo 2005 4,00 4,67 2
Morango Espirito Santo 2005 4,50 4,17 2
Morango Espirito Santo 2005 4,50 4,50 2
Tomate Sao Paulo 2005 2,17 1,50 1
Tomate Sao Paulo 2005 3,67 3,33 2
Tomate Sao Paulo 2005 4,00 4,17 2
Tomate Sao Paulo 2005 3,17 3,00 2
Tomate S&o Paulo 2005 3,33 3,17 2
Tomate Sao Paulo 2005 3,50 4,00 2
Tomate Minas Gerais 2005 3,84 3,33 2
Tomate Sao Paulo 2005 4,00 4,00 2
Berinjela Séao Paulo 2005 3,84 3,17 2
Tomate Santa Catarina 2005 3,84 4,17 2
Tomate Santa Catarina 2005 4,17 3,84 2
Tomate Santa Catarina 2005 4,00 3,17 2
Tomate Espirito Santo 2005 3,17 3,00 2
Tomate Espirito Santo 2005 3,84 3,50 2
Tomate Espirito Santo 2006 2,50 1,33 1
Tomate Espirito Santo 2006 3,50 2,84 2
Tomate Espirito Santo 2006 4,17 3,33 2
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Tomate Espirito Santo 2006 1,50 1,17 Avr.
Tomate Distrito Federal 2006 3,00 3,33 2
Berinjela Rio de Janeiro 2006 2,50 1,17 1
Tomate Rio de Janeiro 2006 3,00 3,33 2
Tomate Minas Gerais 2006 3,00 2,50 2

"Média de notas, obtidas com uma escala, variando de 1 a 5; “Avirulento.

*Testemunha, Verticillium dahliae, raca 1, bTestemunha, V. dahliae, raca 2 e “Testemunha, V. albo-atrum.

Resultados e Discussao

Todos os isolados avaliados formaram microesclerécios em cultura, bem como os isolados padrées de
V.dahliae, enquanto o isolado padréo de V. albo-atrum n&o formou estas estruturas. Estes resultados
evidenciam que os isolados, coletados no Brasil, pertencem a espécie V. dahliae. Isto indica fortemente que os
relatos da presenca de V. albo-atrum no Brasil (Mendes et al., 1998) estejam, provavelmente, equivocados.
Trinta e dois isolados (69,6%) infectaram as duas variedades diferenciadoras e foram classificadas como raca
2, enquanto que 10 (21,7%) isolados infectaram apenas a variedade Ponderosa e foram classificados como
raca 1. Quatro isolados (8,7%) foram avirulentos sobre as variedades inoculadas (Tabela 1 e Figura 1A).
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Fig. 1. Frequiéncia de isolados de Verticillium dahliae nas diferentes classes de

viruléncia, no periodo de 1992 a 2006 (A) e separado por periodos: de 1992 a
1997 e de 2003 a 2006 (B).
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A predominancia da raca 2 entre os isolados avaliados, provavelmente porque a maioria deles foi coletada

no periodo de 2003 até 2006. A maioria dos isolados coletados até 1997 foi classificada como raca 1 (57,2%),
enguanto que aqueles coletados mais recentemente (85,7%), no periodo de 2003 a 2006, eram quase todos da
raca 2 (Figura 1B). Este resultado pode ser reflexo da macica utilizac@o de cultivares com o gene Ve, que
exerce uma pressao de selecdo a favor da predominancia da ra¢a 2 do patégeno.

Foram encontrados isolados da raca 2 em seis estados e no Distrito Federal (Tabela 1). Aparentemente, este é
o primeiro relato da raca 2 de V. dahliae nos Estados do Rio Grande do Sul, de Santa Catarina, do Rio de
Janeiro, do Espirito Santo e de Minas Gerais. Esta raga ja havia sido relatada em tomate no Brasil apenas em
Pernambuco (LATERROT et al., 1983), Sdo Paulo (CERESINE et al., 1990) e no Distrito Federal (SANTOS &
LOPES, 1996). E necessario um levantamento ainda mais abrangente, em varias lavouras comerciais dos
principais estados produtores de tomate do Brasil, pois é possivel que a raca 2 esteja presente em todas as
regibes onde ocorram condi¢8es favoraveis ao patdégeno. Esta informacao é muito importante para os sistemas
de extenséo rural, visando a recomendacéo de cultivares, bem como para os programas de melhoramento
genético, visando a incorporagéo de resisténcia a doengas em cultivares de tomate.

Os resultados sao preocupantes, pois as cultivares encontradas no comércio brasileiro, ndo possuem
resisténcia a raca 2 do patdgeno. Os resultados claramente indicam que esta doencga e um problema que
ameaca a tomaticultura do Brasil. Desta forma, os programas de melhoramento de tomate devem devotar mais
esforcos na busca de fontes de resisténcia ao patégeno e incorporacéo de fatores de resisténcia em novas
cultivares de tomate.

Conclusodes

. A espécie V. albo-atrum parece ndo ocorrer no Brasil e V. dahliae aparece com a Unica espécie
presente infectando tomate e cinco outras hospedeiras;

. Araca 2 de V. dahliae predomina atualmente no Brasil, provavelmente devido a pressdo de sele¢céo
exercida pelo amplo uso do gene Ve (que controla resisténcia especifica a raga 1);

. Pela frequéncia de isolados recuperados pode-se supor que a ra¢a 1 possuia maior importancia
epidemioldgica até a década de 1990, ou seja, anterior a ado¢do, em maior escala, de variedades
contendo o gene Ve.
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	 A espécie V. albo-atrum  parece  não  ocorrer  no  Brasil  e  V. dahliae aparece com a única espécie presente infectando tomate e cinco outras hospedeiras; 
	 
	 A raça 2 de V. dahliae predomina atualmente no Brasil, provavelmente devido a pressão de seleção exercida pelo amplo uso do gene Ve (que controla resistência específica à raça 1); 
	 
	 Pela freqüência de isolados recuperados pode-se supor que a raça 1 possuía maior importância epidemiológica até a década de 1990, ou seja, anterior a adoção, em maior escala, de variedades contendo o gene Ve.  





