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RESUMO GERAL

SANTOS, Cleberly Evangelista. O patossistema Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici-tomateiro
no Brasil: Variabilidade de genes efetores, marcadores moleculares e estabilidade do gene de
resisténcia 1-7. 2023. Numero de péginas 96 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) —
Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A murcha vascular, provocada por distintas racas do fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(FOL), se destaca como uma das principais doencas que afetam a cultura do tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) no mundo. Este grupo de fitopatdgenos invade o sistema radicular de cultivares
suscetiveis e coloniza os vasos do xilema, impedindo o transporte ascendente de seiva provocando
o sintoma de murcha. Trés racas fisioldgicas de FOL ja foram descritas e uma suposta raca 4 esta
em processo de caracterizacdo na Califérnia. Essas racas sdo definidas com base na capacidade de
infectar um conjunto de acessos diferenciais de tomateiro contendo quatro genes de resisténcia
dominantes (I, 1-2, 1-3 e I-7). O plantio de cultivares com genes de resisténcia contra as diferentes
racas fisiologicas € a principal medida de controle adotada nas areas de producdo, uma vez que é
impossivel a erradicacdo do patdgeno apds infestacdo do solo. A determinacao das racas fisiologicas
de FOL também é possivel por meio de marcadores moleculares desenvolvidos por Hirano & Aire
(2006) que possibilitam a identificacdo de forma répida e confiavel. A caracterizacdo inicial das
racas fisioldgicas de FOL no Brasil foram conduzidos exclusivamente com ensaios de
patogenicidade. Posteriormente, estudos de caracterizagdo molecular utilizando os marcadores de
Hirano & Aire (2006) ndo permitiram a diferenciacdo dos isolados brasileiros de FOL raca 1 e FOL
raca 2 que apresentam um padrdo de amplicons idéntico aos dos isolados de FOL raca 1 cosmopolita.
Um grupo de pequenas proteinas ricas no aminoacido cisteina (denominadas de SIX = secreted into
the xylem) sdo moléculas efetoras de FOL que desempenham um papel crucial na colonizacao do
hospedeiro e na expressdo de sintomas. Um sistema de marcadores moleculares alternativo foi
desenvolvido com base na utilizacdo de primers derivados dos genes da série Six. No entanto, esse
sistema de marcadores moleculares ainda nao foi avaliado com os isolados brasileiros. Um conjunto
representativo de 107 isolados brasileiros de FOL foi avaliado com esses primers e um novo
marcador (Six 4) se mostrou Util para discriminar isolados brasileiros de FOL raca 1 e raca 2
(Capitulo 2). Outro objetivo do presente trabalho foi realizar a avaliacdo da estabilidade e do efeito
de dosagem do gene I-7 em homozigose e heterozigose contra isolados brasileiros de FOL raca 3.
Os resultados indicaram que uma Unica cOpia do gene |1-7 se mostra suficiente para evitar a expressao
de sintomas de todos os isolados avaliados (Capitulo 3). Um novo marcador molecular foi avaliado
para uso no monitoramento da incorporacao do gene |1-7 em acessos de tomateiro (Capitulo 4). Para
isso, foi obtido uma populacdo F. segregante para o gene I-7 que foram inoculadas com uma
suspensdo de esporos de FOL raca 3 e avaliadas através de uma escala de notas. O DNA das plantas
suscetiveis e resistentes foi extraido e usados como molde para anélise de um marcador do tipo
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) presente dentro do gene I-7 (cromossomo 8),
possibilitando o desenvolvimento de um marcador funcional codominante do tipo CAPS. O emprego
desse marcador molecular pode aumentar a eficiéncia e oferecer uma maior seguranga no processo
de selecdo de plantas resistentes. Em resumo, o presente trabalho apresenta novas e relevantes
informagdes sobre os patossistema FOL-tomateiro que poderdo ser aplicados em estratégias de
manejo genético deste grupo de patdgenos.

Palavras-chave: controle genético, melhoramento genético, resisténcia genética, diversidade de fungos

Orientador — Leonardo Silva Boiteux
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GENERAL ABSTRACT

SANTOS, Cleberly Evangelista. The pathosystem Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici-tomato in
Brazil: Variability of effector genes, molecular markers, and stability of the 1-7 resistance gene.
2023. Number of pages 96 p. Dissertation (Master Degree in Plant Pathology) — Universidade de
Brasilia, Brasilia, DF.

Vascular wilt, caused by different races of the fungus Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), is
as one of the main diseases that affect the tomato crop (Solanum lycopersicum L.) around the world.
This group of pathogens invades the root system of susceptible cultivars and colonizes the xylem
vessels, preventing the ascending transport of sap and causing the wilt symptom. Three physiological
races of FOL have already been described and a putative race 4 is in the process of being characterized
in California. These races are defined based on their ability to infect a set of differential tomato
accessions containing four dominant resistance genes (I, 1-2, 1-3, and 1-7). Planting cultivars with
resistance genes against different physiological races is the main control measure adopted in
production areas, since when the soil is infested, it is impossible to eradicate the pathogen. The
determination of the physiological races of FOL is also possible by means of molecular markers
developed by Hirano & Aire (2006) that allow a fast and reliable identification. The initial
characterization of the physiological races of FOL in Brazil were conducted exclusively with
pathogenicity assays. Subsequently, molecular characterization studies using the markers of Hirano &
Aire (2006) did not allow the differentiation of the Brazilian FOL race 1 and FOL race 2 isolates that
displayed an identical pattern of amplicons to the isolates of cosmopolitan FOL race 1. A group of
small proteins rich in the amino acid cysteine, called SIX (= secreted into the xylem), are effector
molecules of FOL that play a crucial role in host colonization and symptom expression. An alternative
molecular marker system was developed based upon the use of primers derived from the genes of the
series Six. However, this system of molecular markers has not yet been evaluated with Brazilian
isolates. A representative set of 107 Brazilian FOL isolates was evaluated with these primers and a
new marker (Six 4) proved to be useful to discriminate the Brazilian isolates of FOL race 1 and race 2
(Chapter 2). Another objective of the present work was to evaluate the stability as well as the dosage
effect of the I-7 gene in homozygosity and heterozygosity against Brazilian FOL race 3 isolates. The
results indicated that a single copy of the 1-7 gene is sufficient to prevent the expression of symptoms
against all evaluated isolates (Chapter 3). A new molecular marker was evaluated for use in
monitoring the incorporation of the I-7 gene into tomato accessions (Chapter 4). For this, an F
population segregating for the I-7 gene was obtained and inoculated with a suspension of FOL race 3
spores and evaluated using a rating scale. The DNA of susceptible and resistant plants was extracted
and used as a template for analysis of a single nucleotide polymorphism (SNP) marker present within
the 1-7 gene (chromosome 8), enabling the development of a codominant functional CAPS marker.
The use of this molecular marker can increase efficiency and offer greater confidence in selecting
resistant plants. In summary, the present work presents new and relevant information about the FOL—
tomato pathosystem that could be applied in genetic management strategies for this group of pathogens.

Keywords: genetic control, breeding, disease resistance, diversity of plant pathogenic fungi
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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma planta pertencente a ordem Tubiflorae, género
Solanum (seccdo Lycopersicon) da familia Solanaceae, sendo uma das hortalicas mais cultivadas
no mundo (Peralta et al., 2006). As espécies silvestres e domesticadas de tomateiro possuem como
centro de origem a Ameérica do Sul, englobando Peru, Bolivia, Chile e Equador (incluindo as Ilhas
Galapagos). O mais provavel centro de domesticacéo e diversificagdo do tomateiro é o México
(Maranca, 1986). O género Solanum (seccdo Lycopersicon) € composto por um conjunto de 13
especies sendo 12 espécies silvestres (S. arcanum, S. cheesmaniae, S. chilense, S. chmielewskii, S.
corneliomulleri, S. galapagnese, S. habrochaites, S. huaylasense, S. neorickii, S. pennellii, S.
peruvianum e S. pimpinellifolium) que possuem uma relagdo direta com o tomate cultivado — S.

lycopersicum (Peralta et al., 2006).

Existem basicamente duas cadeias de producdo de tomate: uma é destinada para consumo in
natura e a outra para a industria de processamento. Atualmente séo produzidas, em todo o mundo,
177.118.248 toneladas por ano. A China é o maior produtor, a india ocupa o segundo lugar e o
Brasil ocupa a nona posic¢ao, com uma producéo anual de 4.167.629 toneladas (FAOSTAT, 2020).
O cultivo do tomateiro no Brasil teve inicio no final do século XVIII e, atualmente, é a segunda
hortalica de importancia socioecondmica, ocupando areas de plantio com amplas variagdes
climaticas e topogréaficas (IBGE, 2019). O cultivo do tomateiro é realizado em todas as regides e
em todos os estados brasileiros, durante o ano todo, com varia¢6es de produtividade e producéo
de acordo com a regido, estando relacionado diretamente com particularidades climaticas,
precipitacdes pluviométricas e sistema de cultivo em campo aberto ou sistemas protegidos. Os
estados que lideram as maiores produgdes sdo Goias-GO, Sdo Paulo-SP, Minas Gerais-MG e
Bahia-BA. Estes quatro estados juntos, respondem por 72,12% da producdo de tomate industrial
e in natura no pais (Dossa & Fuchs, 2017; Sousa Neto, 2019). A planta € uma espécie muito
sensivel a variagdes climaticas durante seu cultivo, sendo que a oferta de tomates se ajusta a
demanda ao longo do ano. A ocorréncia de problemas climaticos, doencas bioticas ou abidticas
nas regides produtoras acabam provocando grandes variacdes nos precos de comercializagdo por
ser um produto com reduzido tempo de prateleira e basicamente destinado ao consumo interno.
Desta forma, o aumento do seu preco estimula os produtores a aumentarem as areas plantadas e,
consequentemente, o aumento da oferta acaba regularizando o mercado, abaixando os precos a

patamares anteriores devido o equilibrio da oferta do produto e demanda de consumo (IBGE,
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2019).

A cultura do tomateiro pode ser afetada por mais de 200 doencas provocadas por fatores
bioticos e abioticos, ocasionando reducdo significativa de produtividade das lavouras e afetando a
sanidade e qualidade do produto comercial em diferentes regiées do mundo (Reis & Lopes, 2012).
Os principais problemas que afetam a cultura sdo as doencgas bidticas que podem inviabilizar o
cultivo em algumas regides altamente infestadas pelos fitopatdgenos ou limitar o cultivo em

algumas épocas do ano com condigdes favoraveis e elevando custo de producéo.

Dentre as principais doengas que afetam severamente a cultura do tomate, destaca-se a
murcha de Fusarium (MF), que afeta a planta em qualquer estadio e esta presente em todos os
paises produtores (Kurozawa & Pavan, 2005). A MF é uma doenca devastadora em muitas plantas
de interesse econémico como o tomateiro, algodédo, feijao, ervilha, meldo, gréo-de-bico e banana.
No entanto, os diferentes isolados patogénicos de F. oxysporum possuem uma alta especificidade
por determinada espécie de planta hospedeira. O fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) é
especifico para a cultura do tomate e possui diferentes racas que sdo capazes de infectar
determinadas variedades (Kuramae & Souza, 2008). E uma doenca radicular, favorecida por solos
acidos com baixa saturacdo de macronutrientes catiénicos, temperaturas elevadas de 21-33 °C e
solos arenosos (Pereira et al., 2014). A doenca pode ser disseminada na lavoura a curtas distancias
por meio da utilizacdo de implementos agricolas infestados, agua de irrigacdo, substratos
infestados e mudas infectadas. A disseminacdo mais eficiente a longas distancias € realizada por
meio da transmissao por sementes contaminadas com o patdgeno (Lopes et al., 2005). O processo
infectivo de FOL envolve a germinacdo de esporos e ou de estruturas clamidospéricas no solo,
préximo as raizes em crescimento da planta. Em contato com a superficie da raiz ocorre a fixacéo
e penetracdo do fungo via o cOrtex da raiz e crescimento de hifas dentro do feixe vascular do
xilema (Michielse & Rep, 2009).

Os sintomas iniciais provocados por FOL sdo observados em reboleiras ou em algumas
plantas isoladas. As folhas mais velhas apresentam amarelecimento que progride para murcha do
limbo foliar. Os sintomas de murcha s&o ocasionados pela presenca do patégeno no feixe vascular
comprometendo o fluxo de seiva mineral ascendente. Algumas vezes, 0s sintomas se manifestam
em apenas um lado (hemisfério) da planta ou da folha (Gonzalez-Cendales et al., 2016). Em
estadios mais avangados da doenca o amarelecimento progride de forma ascendente até atingir as
folhas mais novas no tergo superior da planta, fazendo com que o desenvolvimento dos frutos seja

comprometido e provoque o0 amadurecimento prematuro e queda precoce de frutos (Srinivas e1t6al.,



2019).

Atualmente, trés racas de FOL estdo distribuidas mundialmente (denominadas de racas 1, 2
e 3). A identificacdo destas racas € realizada com base em bioensaios que avaliam a capacidade
dos diferentes isolados de FOL infectarem (ou ndo) um conjunto distinto de acessos de S.
lycopersicum L. e S. pennellii Correll, portadores de fatores (genes) de resisténcia do tipo raga-
especificos, designados pelo simbolo | (= Immunity). Quatro genes dominantes de resisténcia
especifica as racas de FOL (I, 1-2, I-3 e I-7) foram caracterizados até o presente momento, sendo
originalmente detectados em acessos selvagens de tomateiro Solanum (secdo Lycopersicon).
Todos esses genes ja foram introgredidos em acessos de S. lycopersicum (Gonzalez-Cendales et
al., 2016). Os genes | e I-2 foram derivados de acessos de S. pimpinellifolium e apresentam
resisténcia as racas 1 e 2 de FOL (ambos localizados no cromossomo 11), respectivamente. O gene
| codifica uma proteina atipica semelhante ao receptor com repeticdo rica em leucina (Leucine
Rich Repeat — LRR) que fica ancorada na membrana plasmaética (Catanzariti et al., 2017). O gene
I-2 também exibe em sua estrutura os motivos LRR (Simons et al., 1998). O gene I-3 (localizado
no cromossomo 7) é derivado de um acesso de S. pennellii e confere resisténcia as racas 2 e 3,
codifica uma quinase semelhante ao receptor S (Catanzariti et al., 2015). O gene |I-7, por sua vez,
foi introduzido de outro acesso de S. pennellii. O gene 1-7 esta localizado no cromossomo 8 e
codifica uma proteina semelhante ao receptor LRR que exibe um amplo espectro de eficiéncia
contra isolados de todas as trés racas (Gonzalez-Cendales et al., 2016). Recentemente, isolados de
FOL capazes de quebrar a resisténcia do gene -7 foram detectados no Estado do Rio de Janeiro,
Brasil (Oliveira et al., 2023).

Atualmente, as racas 1 e 2 de FOL estdo disseminadas em praticamente todas as regides
produtoras de tomate no mundo, ao passo que a raca 3 esta sendo disseminada rapidamente,
provocando surtos epidemioldgicos e ocasionando perdas de produtividade (Debbie et al., 2018;
Malbran et al., 2020; Gongalves et al., 2021). Desta forma a identificacdo correta e precisa das
racas de FOL em condi¢Ges de campo se torna extremamente importante no posicionamento do

manejo correto para a cultura (Gongalves et al., 2021).

O uso de marcadores moleculares desenvolvidos e validados por Hirano & Aire (2006),
capazes de distinguir as trés racas de FOL, sendo, portanto, uma importante ferramenta de
diagnose. Estes marcadores se baseiam na identificacdo de polimorfismos de nucleotideos em
genes que codificam enzimas que degradam a parede celular da planta hospedeira (exo-

poligalacturonase e endo-poligalacturonase), possibilitando tambem identificar isolados dle7 F.



oxysporum f. sp. radicis-lycopersici oriundos de diferentes regides no mundo (Hirano & Arie,
2006; Chang et al., 2018; Cabral et al., 2020; Ye et al., 2020). O uso concomitante de marcadores
especificos associados aos genes efetores Six (secreted into the xylem), possibilita a distingdo
precisa das diferentes racas de FOL por meio da identificacdo dos genes codificadores deste grupo
de pequenas proteinas ricas em cisteina. Essas proteinas sdo secretadas pelas diferentes racas de
FOL no xilema da planta hospedeira e desempenham um papel crucial na colonizagdo do
hospedeiro e expressdo dos sintomas, estando diretamente associadas ao perfil de

viruléncia/aviruléncia das racas de FOL (Cao et al., 2018).

Neste contexto, é de suma importancia a validacdo desses marcadores molecular na
discriminacdo correta de diferentes isolados brasileiros, oriundos de diversas regides produtoras
de tomate no pais. Para posteriormente serem utilizados em programas rotineiros de detec¢do de

racas de FOL em laboratdrios de Fitopatologia no pais.
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OBJETIVOS DA DISSERTACAO

Objetivo geral
e Avaliar a variabilidade de genes efetores de isolados de FOL, a estabilidade do gene de
resisténcia I-7 e a eficiéncia de um marcador molecular funcional para utilizagdo em

programas de melhoramento genético de tomateiro.

Objetivos especificos
e Realizar a caracterizagdo de isolados brasileiros de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL) empregando marcadores moleculares associados com 0s genes

efetores da série Six (secreted into the xylem).

e Auvaliar a estabilidade e o efeito de dosagem do gene I-7 contra isolados brasileiros

de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

e Desenvolver e validar um marcador molecular funcional para monitorar a

incorporagéo do gene I-7 em acessos de tomateiro.
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REVISAO DE LITERATURA

A murcha de Fusarium do tomateiro

A murcha de Fusarium se destaca entre as diversas doencas fungicas que afetam a cultura do
tomateiro, podendo afetar a planta em qualquer estadio de desenvolvimento e estando presente em
todos os paises produtores (Kuramae & Souza, 2008). O agente causal é o fungo F. oxysporum f.
sp. lycopersici (FOL) que possui uma alta especificidade hospedeira e apresenta diferentes ragas
que séo capazes de infectar determinadas variedades de tomate (Srinivas et al., 2019). FOL é um
patdégeno de solo que é favorecido por solos &cidos, arenosos e com baixa saturagdo de
macronutrientes catiénicos e por temperaturas elevadas na faixa entre 21-33 °C (Pereira et al.,
2014). A dispersdo do FOL na lavoura a curtas distancias pode ocorrer por meio da utilizacdo de
implementos agricolas infestados, &gua de irrigacdo, substratos infestados e mudas infectadas. A
dispersdo/transmissdo mais eficiente a longas distancias é realizada por meio de sementes
contaminadas com o patégeno, mudas infectadas ou material vegetativo contaminado (Lopes et
al., 2018).

O processo infectivo de FOL envolve a germinacdo de esporos no solo, préximo as raizes
em crescimento da planta, em condigdes favoraveis de temperatura e umidade (UR). Em contato
com a superficie radicular ocorre a fixacdo e penetracdo do fungo via o cortex e crescimento de
hifas ocorre dentro do feixe vascular. Consequentemente, o patdégeno coloniza o sistema vascular
e esporula na planta interrompendo o fluxo agua e nutrientes de forma ascendente (Michielse &
Rep, 2009). Os sintomas provocados por este fitopatdgeno na planta hospedeira podem variar de
murcha e escurecimento vascular, amarelecimento foliar, podrid6es radiculares, necrose no caule
na regido do colo, reducdo no crescimento e tombamento em plantulas jovens podendo levar a
morte (Ma et al., 2010). Os sintomas na parte aérea se manifestam inicialmente no terco inferior,
nas folhas mais velhas, a medida que o fungo progride os sintomas avangcam em direcao aos tergos
médio e superior da planta (Lopes et al., 2018). Quando a hospedeira entra no estadio reprodutivo
0s sintomas sdo mais severos, ocorrendo murcha em toda parte aérea, necrose foliar e abortamento
de flores e frutos. O caule, quando cortado proximo ao solo em sentido longitudinal, apresenta
uma coloracdo marrom intensa logo abaixo da casca resultante da propagacdo do patogeno
provocando escurecimento dos vasos de todo o caule ou apenas em um lado (morte ascendente),
ocasionando o sintoma da “murcha hemisférica” que pode ocorrer em um lado da planta ou um

lado da folha (Rep et al., 2004). Em condicGes favoraveis a doenca pode ocasionar perdas de até
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100% em cultivos em campo aberto.

Em relacdo ao manejo genético dessa doenca, se faz necessario um levantamento criterioso
da ocorréncia do patégeno nas principais regides produtoras de tomate no Brasil, visando a
identificacdo das racas predominantes. O controle cultural é de dificil execucdo, baseando
principalmente em medidas preventivas para evitar a ocorréncia do patdgeno na area, tendo em
vista que os produtos quimicos sdo pouco eficientes e aumentam consideravelmente o custo de
producdo. Neste aspecto, as medidas de controle genético (com o uso de variedades e hibridos
resistentes) tém alcancado sucesso no manejo da doenca. Distintos genes de resisténcia,
especificos as diferentes racas, tém sido introduzidos em cultivares comerciais, visando proteger

a cultura do tomateiro contra essa devastadora doenca (Cabral et al., 2020).

Agente causal — Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

As espécies e formae speciales de Fusarium oxysporum compde um importante grupo de
fitopatdgenos de ampla distribuicdo mundial, estando presentes na maioria das regides produtoras.
Esses patogenos apresentam um amplo perfil de viruléncia e patogenicidade, sendo reportados
infectando diversas espécies vegetais. Esses patdgenos sdo capazes de sobreviver no solo na
auséncia do hospedeiro por longos periodos através de estruturas de resisténcia, denominadas
clamiddsporos, que sdo capazes de se manter viaveis por mais de sete anos. A morfologia da
col6énia em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) é de crescimento palido, porém alguns
isolados podem apresentar diferentes coloragdes, variando de violeta, purpura, laranja e creme. O
crescimento da coldnia produz micélios aéreos difusos, microconidios, macroconidios e

clamiddsporos (Leslie & Summerell, 2006).

Essa grande variacao de caracteristicas morfoldgicas aliada ao amplo perfil de viruléncia e
patogenicidade resultou em uma complexa classificacdo, sendo utilizado os conceitos de ragas e
formae speciales dentro do género Fusarium. Snyder & Hansen (1953) aplicaram o conceito de
formae specialis para distinguir isolados da mesma espécie com caracteristicas patogénicas e
saprofiticas com base na capacidade de parasitar uma gama de hospedeiros especificos através de

teste de patogenicidade em varias espécies de plantas pré-determinadas.

A determinacéo de racas do patdgeno é realizada por meio de ensaios de viruléncia em um
conjunto de cultivares diferenciadoras ou acessos pertencentes a uma espécie botanica ou em

acessos de espécies correlatas a hospedeira original que séo capazes de serem distinguidos por
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meio do perfil de viruléncia/aviruléncia em um conjunto de acessos com fatores de resisténcia e
suscetibilidade (Lievens et al., 2008). Desta forma, a correta identificacdo dos isolados
patogénicos presentes no campo, sementes e mudas € um importante passo ser alcancado no
manejo das doencas causadas por estes fungos (Biju et al., 2017). Até 0 momento foram descritas
trés racas (denominadas de ragas 1, 2 e 3) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder
& Hansen. A identificacdo destas racas € realizada com base na capacidade dos diferentes isolados
de FOL infectarem ou ndo um conjunto distinto de acessos de S. lycopersicum e S. pennellii
Correll, portadores de fatores (genes) de resisténcia do tipo raca-especificos, designados pelo
simbolo | (= Immunity) (Catanzariti et al., 2017). Esses genes foram introgredidos no tomateiro
cultivado — S. lycopersicum (Gonzalez-Cendales et al., 2016).

A patogenicidade deste fungo a um hospedeiro em particular ocorre através de um conjunto
de proteinas efetoras secretadas dentro da planta durante o processo de colonizagdo dos tecidos
vegetais. Para a colonizagéo ser bem-sucedida por FOL nos vasos do xilema corre uma secre¢ao
de enzimas e proteinas dentro do feixe vascular da planta hospedeira, no qual essas proteinas
desempenham o papel de promover a colonizacdo por meio da supressao de mecanismos de defesa
da planta (Rep et al., 2004). Estudos mais aprofundados sobre a patogenicidade através de analise
da seiva do xilema de plantas infectadas revelaram 33 proteinas diferentes, dentre estas 13 sdo
presentes em plantas infectadas e sete sdo de origem fungica. (Houterman et al., 2007).

Estudos do proteoma da seiva de plantas infectadas por FOL revelaram 11 proteinas de
aviruléncia (Avr) presentes no xilema que foram denominadas de proteinas secretadas no xilema
SIX (‘secreted in xylem”) que desempenham papeis fundamentais na supressdo dos mecanismos
de defesa da planta hospedeira. Os genes de resisténcia da série | (= Immunity) sdo capazes de
bloquear essas proteinas secretadas por FOL. Como exemplo, os ndo alélicos | e 1-1 sdo capazes
de reconhecer as proteinas Avrl (= SIX4), o gene dominante I-2 reconhece Avr2 (= SIX3), o gene
I-3 reconhece a proteina Avr3 (= SIX1) (Houterman et al., 2007; Gonzélez et al., 2012). Desta
forma estas proteinas SIX secretadas por FOL podem desempenhar um papel de viruléncia, porém
os genes | de resisténcia da planta hospedeira podem reconhecer estas proteinas secretadas por

FOL e desencadear uma reacdo de aviruléncia impedindo a colonizacéo do patogeno.

Atualmente sdo conhecidos quatro genes dominantes que conferem resisténcia especifica as
racas (I, 1-2, 1-3 e I-7) oriundos de acessos selvagens de tomateiro Solanum (seccéo Lycopersicon)

e introgredidos em variedades comerciais. Dois genes de resisténcia foram obtidos de acessos de
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S. pimpinellifolium L. Os genes | e I-2, que conferem resisténcia as racas 1 e 2 de FOL (ambos
localizados no cromossomo 11). O gene | codifica uma proteina atipica semelhante ao receptor
com repeticdo rica em leucina (Leucine Rich Repeat — LRR) que fica ancorada na membrana
plasmatica (Catanzariti et al., 2017). O gene 1-2 também exibe em sua estrutura os motivos LRR
(Simons et al., 1998). O gene 1-3 ¢é derivado de S. pennellii e confere resisténcia as ragas 2 e 3
(esté localizado no cromossomo 7), codifica uma quinase semelhante ao receptor S (Catanzariti et
al., 2015). De um acesso S. pennellii foi caracterizado o gene 1-7 que, por sua vez, apresenta uma
resisténcia de amplo espectro contra todas as racas de FOL. Localizado no cromossomo 8 o gene
I-7 e responsavel por codificar uma proteina semelhante ao receptor LRR e exibe uma resisténcia
de amplo espectro contra as todas as racas de FOL (Gonzalez-Cendales et al., 2016).
Recentemente, isolados de FOL capazes de quebrar a resisténcia do gene 1-7 foram detectados no
Estado do Rio de Janeiro, Brasil (Oliveira et al., 2023).

De acordo com os relatos de caracterizagdo de FOL nas regides produtoras de tomate no
mundo, as racas 1 e 2 de FOL estdo disseminadas em praticamente todas as regides produtoras de
tomate, ao passo que isolados da raca 3 estdo gradualmente expandindo a sua distribuicéo ao longo
das ultimas décadas, provocando surtos epidemiolégicos e ocasionando danos econémicos aos
produtores (Debbie et al., 2018; Malbrén et al., 2020). Desta forma, a identificagdo correta e
precisa das racas de FOL em plantas hospedeiras em condigdes de campo se torna extremamente

importante no posicionamento do manejo genético correto para a cultura (Gongalves et al., 2021).

Uso de marcadores genéticos na deteccdo de racas de FOL e genes de resisténcia no
tomateiro — O uso de técnicas moleculares baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
constitui uma importante ferramenta de identificacdo de polimorfismos genéticos, sendo utilizada
como marcares moleculares associados a caracteristicas fenotipicas de interesse (O’Donnell et al.,
2000; Singha et al., 2016). Desenvolvida em meados da década de 1980, a técnica de PCR envolve
a sintese enzimética de milhGes de cdpias idénticas de um determinado segmento de DNA, sendo
realizado este processo in vitro em um equipamento denominado de termociclador (White et al.,
1989). O emprego de marcadores moleculares no melhoramento genético e identificagdo de
patdgenos agiliza os processos, simplifica os sistemas de sele¢do e diminui o tempo na obtengéo
dos resultados (Singha et al., 2016). Etapas importantes do melhoramento de plantas envolvendo
selecdo indireta, clonagem de genes e selecdo de progenitores podem ser feitas atraves de
marcadores moleculares. Esses marcadores devem, no entanto, possuir uma estreita relagdo com

a caracteristica desejada ou estar inserido dentro do gene gque condiciona o carater desejado, sendo
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capaz de diferenciar os progenitores contrastantes de uma determinada caracteristica e ser

prontamente identificado em progénies segregantes (Vieira et al., 2006)

Os marcadores moleculares desenvolvidos e validados por Hirano & Aire (2006) sdo capazes
de distinguir as trés racas de FOL, sendo considerados uma importante ferramenta de detec¢édo de
racas deste grupo de patégenos no mundo. Estes marcadores moleculares se baseiam na
identificacdo de polimorfismos de nucleotideos em genes que codificam enzimas que degradam a
parede celular (exo-poligalacturonase e endo-poligalacturonase) da planta hospedeira,
possibilitando também identificar isolados de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici oriundos de
diferentes regides do mundo (Hirano & Arie, 2006; Chang et al., 2018; Ye et al., 2020). O uso
também de marcadores especificos associados aos genes efetores Six (= secreted into the xylem),
possibilita a distincdo de racas de FOL. Por meio da identificacdo de um grupo de pequenas
proteinas ricas em cisteina que sdo secretadas pelas diferentes racas do fungo no xilema da planta
hospedeira e desempenham um papel crucial na colonizacdo do hospedeiro e expressédo dos
sintomas, estando diretamente associadas ao perfil de viruléncia/aviruléncia das racas de FOL
(Cao et al., 2018).

Mesmo com uma grande informacéao de sequéncias e a disponibilidade diversos marcadores
desenvolvidos para a identificacdo do patégeno, até 0 momento existem poucos trabalhos que
abordam a caracterizacao de regides génicas que controlam a resisténcia ao fungo. No entanto os
primers validados mundialmente para distincdo de racas ndo se mostram eficientes na distingéo
das racas 1 e 2, devido ambos os isolados apresentarem o mesmo padrdo de amplicon especifico
da raca 1. Neste contexto, o escopo deste trabalho tem como objetivo principal caracterizar a
diversidade de isolados de FOL presentes no Brasil a nivel de raca, utilizando um conjunto de
marcadores moleculares da série SIX. Avaliar a estabilidade e efeito de dosagem do gene I-7
contra isolados brasileiros. Desenvolver e validar marcadores moleculares funcionais para

monitorar a incorporacdo do gene I-7 em acessos de tomateiro comerciais.
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CAPITULO 2

Caracterizacéo de isolados brasileiros de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL) empregando marcadores moleculares derivados dos
genes efetores Six (secreted into the xylem)
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Caracterizacdo de isolados brasileiros de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)
empregando marcadores moleculares derivados dos genes efetores Six (secreted into the xylem)

Resumo

A murcha vascular, provocada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersisci (FOL), pode
induzir severas perdas no cultivo do tomateiro (Solanum lycopersicum L.). Trés ragas fisioldgicas de
FOL ja foram descritas, sendo caracterizadas de acordo com diferentes padrdes de interacdo com um
conjunto de acessos de Solanum (Lycopersicon) contendo quatro genes de resisténcia dominantes (I,
I-2, 1-3 e 1-7). A determinacdo de racas fisioldgicas de FOL e a identificacdo de isolados de F.
oxysporum f. sp. radicis—lycopersici tem sido também possivel por meio do uso de marcadores
moleculares desenvolvidos por Hirano & Aire (2006). No entanto, estudos prévios utilizando esses
marcadores moleculares mostraram que isolados brasileiros de FOL raca 2 apresentam padrdes
moleculares indistinguiveis dos isolados de FOL raca 1. Desta forma, utilizacdo de diferentes
marcadores moleculares se faz necessaria para permitir uma diagnose mais precisa dos isolados
brasileiros de FOL raca 2. Um grupo de proteinas, denominadas de Six (secreted into the xylem), sdo
efetores de FOL que desempenham um papel crucial na colonizagdo da planta pelo fungo e na
expressdo de sintomas. Um subconjunto destes genes Six apresenta uma forte correlacdo funcional
com o perfil de viruléncia das racas de FOL. No entanto, sistemas de marcadores moleculares
derivados da série génica Six ainda ndo foram avaliados com os isolados brasileiros. O objetivo do
presente trabalho foi conduzir uma fenotipagem molecular de um conjunto de 107 isolados de FOL
empregando marcadores derivados dos genes efetores da série Six (a saber: Six1, Six2, Six3, Six4,
Six5, Six6 e Six7) em combinagdo com os marcadores moleculares de Hirano & Aire (2006), visando
estabelecer uma correlacdo consistente e robusta com o perfil de viruléncia/aviruléncia de isolados
brasileiros de FOL. Um conjunto de quatro pares de primers (SIX4, Uni, Spl3 e Sp23) entre dez
avaliados, se mostrou informativo e eficiente para distinguir os isolados brasileiros de FOL. O
emprego conjunto destes primers representa uma nova e importante ferramenta molecular para a
identificacdo e diagnose de racas e formae speciales de Fusarium que afetam o tomateiro nas
condicdes brasileiras.

Palavras chaves: diversidade, perfil de viruléncia, murcha vascular, tomateiro, Solanum
lycopersicum.
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Abstract

Characterization of Brazilian isolates of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) using
molecular markers derived from the Six (secreted into the xylem) effector genes.

Vascular wilt, caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. lycopersisci (FOL), can induce
severe yield losses in tomato (Solanum lycopersicum L.). Three physiological races of FOL have
already been described according to different patterns of interaction of isolates with a set of Solanum
(Lycopersicon) accessions containing four dominant resistance genes (I, 1-2, 1-3, and 1-7). The
determination of FOL physiological races and the identification of F. oxysporum f. sp. radicis—
lycopersici isolates is also possible using molecular markers developed by Hirano & Aire (2006).
However, previous studies using these molecular markers have shown that Brazilian FOL race 2
isolates have molecular patterns that are indistinguishable from FOL race 1 isolates. Therefore,
different molecular markers are needed to allow a more accurate diagnosis of Brazilian FOL race 2
isolates. A group of proteins, called SIX (= secreted into the xylem), are FOL effectors that play
crucial roles in the plant colonization and symptom expression by the fungus. A subset of Six genes
has shown a strong functional correlation with the virulence profile of the FOL races. However, Six-
based molecular marker systems have not yet been properly evaluated with Brazilian isolates. Thus,
the objective of present work was to carry out a molecular phenotyping of 107 FOL isolates using
markers derived from effector genes of the series Six (viz. Six1, Six2, Six3, Six4, Six5, Six6, and Six7)
in combination with the molecular markers of Hirano & Aire (2006), aiming to establish a consistent
and robust correlation with the virulence/avirulence profile of FOL isolates from Brazil. Four (SIX4,
Uni, Sp13, and Sp23) out of the ten pairs of primers evaluated herein were informative and efficient
in distinguishing Brazilian FOL isolates. The combined use of these primers represents a new and
important molecular tool for the identification and diagnosis of races and formae speciales of
Fusarium that affect tomato under Brazilian conditions.

Keywords: diversity, virulence profile, vascular wilt, tomato, Solanum lycopersicum.
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INTRODUCAO

Os fungos componentes do complexo Fusarium oxysporum estéo entre os fitopatdgenos mais
cosmopolitas, sendo agentes causais de podriddes de raizes, cloroses foliares e murchas vasculares
em diferentes espécies hospedeiras (Ma et al., 2010). Estes fungos podem persistir no solo por
muitos anos mesmo na auséncia das plantas hospedeiras originais (Ma et al., 2010; Biju et al.,
2017). O complexo F. oxysporum também apresenta uma elevada especializacao patogénica, com
diferentes isolados sendo capazes de infectar um ndmero restrito de espécies botanicas (Ma et al.,
2010). Os membros do complexo F. oxysporum formam um dos grupos fungicos mais diversos
em termos genéticos, apresentando um amplo perfil de viruléncia e patogenicidade (Biju et al.,
2017).

A murcha de Fusarium do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é causada,
predominantemente, por trés racas fisioldgicas do fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Sacc.) Snyder & Hansen (FOL), sendo uma das principais doencas que afetam a cultura em escala
global. No entanto, levantamentos recentes na Califérnia tém indicado a presenc¢a de uma potencial
raca 4 que consegue “quebrar” a resisténcia do gene 1-3 (Swett al., 2023). Mais recentemente,
isolados capazes de infectar cultivares de tomateiro contendo o gene I-7 foram identificadas no
Brasil e podem também representar uma potencial nova raca (Oliveira et al., 2023). As perdas em
cultivos em campo aberto induzidos por FOL podem ultrapassar 60% em cultivares suscetiveis

expostas a condicOes de temperatura e umidade favoraveis ao patdgeno (Ravindra et al. 2015).

A infeccdo ocorre através de ferimentos ou aberturas naturais no sistema radicular que
favorecem a penetracdo e colonizacdo do tecido, provocando sintomas reflexos de
amarelecimento foliar basal, que podem ser seguidos de murcha e morte da planta (Kuramae &
Souza, 2008). Apds a infecdo por FOL, os vasos do xilema sdo colonizados e um conjunto de
proteinas sdo secretadas pelo fungo (Rep et al., 2004). Essas proteinas apresentam multiplas
funcbes no processo de patogénese, promovendo a propagacao do fungo e agindo na supressao
de mecanismos de defesa da planta hospedeira (Rep et al., 2004). O perfil de viruléncia de uma
variante do patdgeno é determinado por um conjunto especifico de proteinas efetoras secretadas
dentro da planta durante o processo de colonizacdo. De fato, a expressdo dos genes de
viruléncia/aviruléncia ocorre exclusivamente na presenca de tecido vivo na planta hospedeira (Ma
etal., 2013). Estudos de proteoma da seiva do xilema de plantas infectadas revelaram 33 proteinas
diferentes. Dentre estas, 13 estdo presentes exclusivamente nas plantas infectadas, sendo que sete

delas apresentam origem fungica (Houterman et al., 2007). Anélises gendmicas de isolados de
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FOL revelam regides ricas em transposons, correspondendo a quatro cromossomos (ou seja, cerca
de 1/4 do genoma total). Essas regides apresentam taxas de evolucdo génicas maiores, estando

diretamente relacionadas com diferentes padrdes de viruléncia e patogenicidade (Maet al., 2010).

A identificacdo de isolados de F. oxysporum é dificultada devido a sua natureza polifilética,
apresentando distintas formae speciales (Lievens et al., 2008). Atualmente o uso de abordagens
moleculares envolvendo o sequenciamento de regides gendémicas conservadas e o uso de PCR com
primers especificos representam importantes ferramentas de identificacdo de espécies e variantes
patogénicas dentro do género Fusarium (Baayen et al., 2000; O’Donnell et al., 2000; Singha et al.,
2016). O uso de ferramentas moleculares também tem sido empregado para diagnose de variantes
infra-especificas, incluindo racgas fisiolégicas (Hirano & Aire, 2006). Estudos visando a
identificacdo molecular de racas de FOL em tomateiro tém revelado importantes genes associados
com o padréo de patogenicidade, envolvendo etapas fundamentais de infecdo e colonizacao. Esta
diversidade génica pode ocorrer aleatoriamente no genoma ou formar aglomerados (clusters)
génicos em regides teldmero-proximais ou mesmo espalhadas por todo um cromossomo do tipo
linhagem-especifico (Rep & Kistler, 2010). Estas proteinas derivadas de FOL e presentes no
xilema tém sido coletivamente denominadas como “proteinas secretadas no xilema” (SIX =
‘secreted into the xylem’). O cromossomo 14 (= 2.0 Mb) de FOL apresenta um conjunto de genes
relacionados a patogenicidade e fatores de viruléncia/efetores da série Six (Inami et al., 2014). No
tomateiro, genes da série | (= Immunity) sdo capazes de bloguear a acdo de um subgrupo dessas
proteinas SIX (Lievens et al., 2009). Por exemplo, o gene | detecta o fator de aviruléncia Avrl (=
codificador da proteina S1X4); gene I-2 detecta o fator Avr2 (= SIX3) e o0 gene -3 detecta o fator
Avr3 (= SIX1).

A determinacdo de racas fisiologicas de FOL tem sido conduzida atualmente no Brasil
utilizando inoculacdes controladas em um conjunto de acessos de Solanum (Lycopersicon)
contendo quatro distintos genes de resisténcia dominantes (I, I-2, -3 e I-7) em combinacdo com
os marcadores moleculares desenvolvidos por Hirano & Aire (2006). Esses marcadores tambem
possibilitam a identificacdo de forma rapida e confidvel de isolados de F. oxysporum f. sp. radicis—
lycopersici (Reis & Boiteux, 2007; Cabral et al., 2020; Goncalves et al., 2021). No entanto, estudos
prévios combinando bioensaios e o conjunto de marcadores moleculares Hirano & Aire (2006)
mostraram que isolados brasileiros de FOL raca 2 apresentam padrdes moleculares indistinguiveis

dos isolados de FOL raga 1 cosmopolita (Gongalves et al., 2021).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi conduzir uma fenotipagem 3cz?m



marcadores moleculares associados com os genes efetores Six (Six1, Six2, Six3, Six4, Six5, Six6 e
Six7) empregando um conjunto de 107 isolados de FOL em combinagdo com os marcadores
moleculares de Hirano & Aire (2006). Essa acao de pesquisa visa estabelecer uma plataforma de
diagnose que apresente uma correlacdo consistente e robusta entre marcadores moleculares e 0

perfil de viruléncia/aviruléncia dos isolados brasileiros de FOL.

MATERIAL & METODOS

Analise molecular, origem e preservacdo dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici — Um conjunto de dez primers e um total de 107 isolados de FOL foram utilizados no
presente estudo (Tabelas 1, 2 & 3). Os isolados compdem uma parte colecdo de fungos
fitopatogénicos do Laboratério de Fitopatologia do Centro Nacional de Pesquisa de Hortaligcas
(Embrapa Hortalicas, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria— EMBRAPA). Estes isolados
foram obtidos de plantas sintométicas de tomateiro em diferentes regides produtoras de nove
Estados brasileiros (Tabela 2). Isolados de FOL originarios dos Estados Unidos, Tanzania e Nova
Zelandia também foram utilizados como padrdes nos ensaios moleculares (Tabela 2). Os fungos
foram preservados em tubos de micro centrifuga empregando o método Castellani (1963) sob
temperatura de 10 °C em camara fria. A recuperacao dos isolados foi feita através da transferéncia
do material fungico para placas de Petri contendo meio batata dextrose agar (BDA) + Tetraciclina
(50 pg/mL). As placas foram posteriormente vedadas com filme plastico, incubadas em
temperatura (£ 25°C) por sete dias em condicdes de fotoperiodo de 12 horas de luz. Os isolados
foram inicialmente identificados a nivel de espécie de acordo com um conjunto de caracteristicas
culturais e morfologicas (Nelson et al., 1983; Leslie & Summerell, 2006). A extracdo do DNA
gendmico dos isolados fungicos foi realizada através do método CTAB + solventes organicos com
modificacbes (Boiteux et al., 1999). Apos a extracdo, a qualidade e quantidade do DNA foi
estimada através da visualizacdo em gel de agarose 1,5 %.

Caracterizacdo molecular de ragas de isolados de FOL via PCR com sistema de marcadores
de Hirano & Arie (2006) — A caracterizacdo e diferenciagdo molecular de racas de FOL foram
realizadas via PCR, utilizando um conjunto de dez primers (Hirano & Arie, 2006; van der Does
et al., 2008; Lievens et al., 2009) especificos (Tabela 2). Os componentes dos ensaios de PCR
foram 5 pLL. de DNA gendmico (20 ng/uL), 1,25 pL de tampao 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM
KCl, pH 8.3), 0,6 pL de MgCl, (50 mM), 0,5 pL de dNTPs (2,5 mM cada), 0,2 uL de Tag DNA
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polimerase (5U/ 1), 1 uL de cada primer, 5,95 uL. de H2O Milli-Q com volume total de 15,5 pL.
Para os conjuntos de primers Uni, Sp13 e Sp23 (Hirano & Arie, 2006), 0 programa dos ensaios
via PCR consistiu de um ciclo inicial de 94 °C por 1 minuto, seguido de: 50 ciclos de 94 °C por 1
minuto para a desnaturacdo, 62 °C por 1 minuto para anelamento, 72 °C por 2 minutos de
elongagéo e um ciclo final a 68 °C por 7 minutos. As amostras foram armazenadas a 4 °C. Os
produtos de PCR foram analisados em géis de agarose (1,5 %), adicionado 5 pL. dos produtos de
PCR e corados com 5 pL de um mix de GelRed (BlueJuice Gel Loading Buffer®, 5 pL marcador

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder) e visualizados sob luz ultravioleta em fotodocumentador.

Fenotipagem molecular das racas de FOL via PCR com sistema de marcadores de SIX — As
reacOes de PCR para os primers SIX1, SIX2 ¢ SIX3 foram conduzidas com 2 uL. de DNA total
(20 ng/ pL), 1,25 pL de tampao 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.3), 0,6 uL. de MgCl»
(50 mM), 0,5 pLL de dNTPs (2,5 mM cada), 0,2 pL. de Tag DNA polimerase, 1 uL de cada primer,
8,95 uL de H2O Milli-Q com volume total de 15,5 pL. Foi utilizado o termociclador T100 Thermal
Cycler® com o programa de amplificagio dos fragmentos de DNA gndmico apresentado um ciclo
inicial de 94 °C por 2 minutos seguidos de 30 ciclos de 94 °C por 45 segundos para desnaturacéo,
64 °C (para os primers SIX1), 60 °C (para os primers SIX2) e 59 °C (para os primers SIX3) por
45 segundos para anelamento, 72 °C por 45 segundos de extensao, e ciclo final a 72 °C por 10
minutos. Para os primers SIX4, SIX5, SIX6 e SIX7 foi modificado apenas a quantidade de DNA
gendmico (5 puL) por reagao. O programa utilizado para amplificacdo dos fragmentos consistiu em
um ciclo inicial de 94 °C por 2 minutos seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos para
desnaturacdo, 60 °C por 45 segundos para anelamento, 72 °C por 45 segundos para elongacéo,
ciclo final a 72 °C por 10 minutos e armazenamento a 4 °C. Os produtos de PCR foram analisados
em géis de agarose (1,5%), adicionado 5 pL dos produtos de PCR e corados com 2 pL GelRed®
(diluido 0,2 % em H20 Milli-Q) + 3 uL 10X BlueJuice Gel Loading Buffer®. Um volume de 5 uL
marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder foi adicionado em uma linha de corrida por gel e 0s
amplicons foram visualizados sob luz ultravioleta em fotodocumentador para gel de eletroforese
(modelo L-PIX TOUCH®).

RESULTADOS

Os DNAs gendmicos extraidos dos isolados de FOL foram inicialmente submetidos a uma
fenotipagem via PCR com os marcadores moleculares de Hirano & Arie (2006). Posteriormente,
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os isolados foram avaliados utilizando sete pares de primers da série génica SIX. Esse conjunto
de primers revelou diferentes tamanhos de amplicons quando visualizados em gel de agarose a 1,5%. Os
padrdes de amplicons de isolados de FOL para o conjunto de primers SIX1, SIX2, SIX3, SIX4,
SIX5, SIX6 e SIX7 variaram de 750 a 1500 pares (Figuras 1 & 2). Os pares de primers SIX1,
SIX2, SIX3, SIX5, SIX6 e SIX7 produziram amplicons monomarficos para todos os 107 isolados
avaliados (Tabela 2). O par de primers SIX4 (que discrimina isolados de FOL raga 1 cosmopolita)
foi o unico capaz de gerar polimorfismos (presenca versus auséncia) para um amplicon de 1250
pares de base. A presenca deste amplicon para o marcador S1X4, indicou que todos os isolados
com a presenca desta banda pertencem a FOL raca 1. Ao todo, dez isolados apresentaram perfis
diferenciados para o primer SIX 4 (Figura 2; Tabela 2).

Todos os isolados foram subsequentemente avaliados com o primer SIX4 em combinacéo com 0s
primers Uni, Spl3 e Sp23 de Hirano & Arie (2006). Essa andalise conjunta permitiu separar
isolados de FOL raca 1 daqueles de FOL raca 2 brasileira que ndo podem ser discriminados
utilizando exclusivamente os marcadores de Hirano & Arie (2006). Isolados da raga 1
apresentaram o amplicon gerado pelo par de primers derivados do gene Six4, ao passo que 0S
isolados de FOL raca 2 brasileira ndo produziram este amplicon. Os resultados confirmaram uma
vez mais que os isolados de FOL raga 2 cosmopolita sdo diferentes dos isolados de FOL raga 2 do
Brasil devido a auséncia de amplificagdo com o primer Sp13 (Hirano & Arie, 2006). Todos 0s
isolados de FOL raca 3 apresentaram padrdes caracterizados pela auséncia do amplicon produzido
pelo primer derivado do gene Six4 em associacdo com presenca de todos os amplicons com 0s
primers Uni, Sp13 e Sp23 de Hirano & Aire (2006). No entanto, quatro isolados ainda
apresentaram resultados incongruentes entre bioensaios e padréo de amplicons para esses quatro

marcadores (Tabela 2).

DISCUSSAO
No presente estudo, foi conduzido uma caracterizacdo de 107 isolados de FOL utilizando um
conjunto de marcadores moleculares PCR especificos de F. oxysporum f. sp. lycopersici bem
como informagdes derivadas de bioensaios de inoculagdo em cultivares contendo os genes 1-1, I
2, 1-3 e I-7. Além disso, foram utilizados teste de PCR com primers especificos gerados por
Hirano & Arie (2006). Entretanto, usando estes primers, nao foi possivel a distincdo das racas
brasileiras de FOL 1 e FOL 2, de acordo com Gongalves et al. (2021).
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Em busca de um refinamento dessa plataforma de diagnose de ragas brasileiras de FOL, o presente
estudo avaliou um conjunto representativo de 107 isolados utilizando o conjunto de primers SIX1,
SIX2, SIX3, SIX4, SIX5, SIX6 e SIX7. Nem todos os primers geraram polimorfismos nessa
colecdo de isolados, apesar das proteinas SIX produzidas por FOL codificarem para diferentes
genes de aviruléncia: SIX4 por Avrl; SIX3 por Avr2; SIX1 por Avr3 (Houterman et al., 2008;
Houterman et al., 2009), que por sua vez, sdo reconhecidas por proteinas de resisténcia codificadas
pelos genes I-1, 1-2, 1-3 e I-7 (Gonzalez-Cendales et al., 2016; Srinivas et al., 2019). Trabalhos
de caracterizacao de isolados de FOL no México e Espanha realizados por Boix-Ruiz et al. (2015)
utilizando marcadores da série SIX revelaram resultados varidveis na identificacdo de racas,
quando comparados com os testes de patogenicidade em cultivares diferenciadoras. No presente
estudo, o marcador molecular derivado do gene Six4 se mostrou informativo, permitindo a
distincdo dos isolados de FOL raca 1 que foram previamente caracterizados por teste de
patogenicidade com cultivares diferenciadoras em experimentos anteriores (Reis et al., 2005;
2006; Reis & Boiteux, 2007; Gongalves et al., 2021). De acordo com Lievens et al. (2009) o gene
Six4 tem uma correlagdo com isolados da raga 1 e pode ser empregado em sistema de marcadores
moleculares na distingdo das racas de FOL. Estudos prévios tém revelado uma dificuldade em
distinguir as racas dos isolados brasileiros de FOL através de métodos moleculares com o uso de
primers disponiveis na literatura (Oliveira et al., 2021). Visando a distin¢do de ragas presentes nos
isolados brasileiros, foi utilizado um uma anélise conjunta envolvendo o marcador molecular
SIX4, especifico para a raca 1 (Lievens et al., 2009) em combinacdo com o conjunto de
marcadores: Uni (universal para todas as racas de FOL), Sp13 (especifico para a raca 1) e Sp23
(especifico para raca 2) e a producdo de amplicons por todos os primers em isolados de FOL raca
3 (Hirano & Arie, 2006).

A nossa andlise conjunta permitiu separar os isolados de FOL raca 1 daqueles isolados brasileiros
de FOL raca 2 que ndo puderam ser discriminados utilizando exclusivamente os marcadores de
Hirano & Arie (2006). Nestes ensaios, os isolados de FOL racga 1 apresentaram o amplicon gerado
pelo par de primers Six4, ao passo que os isolados de FOL raga 2 brasileira ndo produzem esse
amplicon de 1250 bp. Por sua vez, os isolados de FOL raga 2 cosmopolita se diferenciam dos
isolados brasileiros de FOL raga 2 devido a auséncia de amplificagdo com o primer Sp13 (Hirano
& Arie, 2006). Esses resultados reforcam a hipétese de que os isolados brasileiros de FOL raca 2
sdo geneticamente muito proximos de isolados de raga 1, sugerindo uma origem evolutiva comum

desses isolados (Gongalves et al., 2021). Apesar da elevada consisténcia e correlagdo entre
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bioensaios e 0 padrédo de amplicons obtidos com esses marcadores, quatro isolados brasileiros
ainda apresentaram resultados incongruentes. Isto faz com que haja a necessidade de uma nova
analise destes quatro isolados em termos de perfil de viruléncia em acessos contendo os genes I-
1,1-2,1-3el-7.

CONCLUSOES

e Ensaios de PCR geraram amplicons monomorficos para todos os 107 isolados de FOL,
utilizando os pares de primers SIX1, SIX2, SIX3, SIX5, SIX6 e SIX7;

e Apenas a analise utilizando o primer SIX4 (especifico de raca 1) foi capaz de gerar
polimorfismos consistentes (presenga versus auséncia) nessa colecdo de isolados de
isolados

e Dez isolados brasileiros foram classificados como pertencentes inequivocamente a FOL
raca 1, devido ao perfil de viruléncia e a amplificacdo do produto de 1250 bp associado
com o par de primers Six4;

e Autilizagdo combinada do par de primers Six4 com os primers Uni, Sp13 e Sp23 de Hirano
& Arie (2006) permitiu a distincdo da maioria dos isolados brasileiros de FOL raca 1 e
FOL raca 2;

e Desta forma, 0 emprego conjunto dos primers SIX4, Uni, Sp13 e Sp23 se mostrou eficaz
na caracterizacdo de racas de uma grande maioria de isolados de brasileiros de FOL, se
constituindo uma importante ferramenta molecular de caracterizacdo rotineira em
laboratdrios de Fitopatologia.

e Neste contexto, o presente trabalho estabelece uma plataforma de diagnose consistente e
robusta, apresentando uma associa¢do mais precisa entre marcadores moleculares e o perfil

de viruléncia/aviruléncia das variantes e isolados brasileiros de FOL.
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Figura 1 — Exemplo ilustrativo dos perfis de amplicons de isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL) para o conjunto de pares de primers SIX1, SIX2, SIX3, SIX4, SIX5, SIX6 e SIX7
em uma amostra de quatro isolados. Para cada primer foi realizado um PCR separadamente, 0s
isolados Fus 425, Fus 440, Fus 420 e Fus 421 apresentando idénticos perfis de amplicons de
aproximadamente 1500, 1050, 750, 750, 1250, 850, 1050 e 1250 pares de bases (pb). A presenca do
amplicon para o marcador SIX4 indica a classificacdo destes isolados como FOL raca 1. M =
Marcador 1Kb Plus.
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Figura 2 — Padrbes de amplicons para um subgrupo de isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL) utilizando um conjunto de pares de primers SIX1, SIX2, SIX3, SIX4, SIX5,
SIX6 e SIX7 com amplicons de 1500, 1050, 750, 750, 1250, 850, 1050 e 1250 pares de bases (pb),
respectivamente. As sete primeiras linhas correspondem a cada combinacéo isolado x primer. Os
isolados Fus 535, Fus 536, Fus 152 e Fus 155 apresentaram perfis de amplicon semelhantes,
caracterizados pela auséncia de amplicons para o primer Six4, indicando que os isolados nédo
pertencem a FOL raca 1. Todos esses isolados foram classificados como FOL racga 3 de acordo
com os bioensaios. M = Marcador 1Kb Plus.
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Figura 3 — Géis de agarose (1,5 %) ilustrando padrdes de amplicons de isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) utilizando um conjunto de primers Six4, Uni, Sp13 e Sp23 (as
quatro primeiras linhas de corrida ilustram o perfil de amplicons obtido para cada combinagédo
isolado x primer. Isolado Fus-099 (padrdo FOL raca 1 cosmopolita; bioensaio = FOL raca 1), Fus-
100 (padrdo FOL raga 1 cosmopolita; bioensaio = FOL raga 1), Fus-022 (isolado brasileiro de
Botucatu-SP FOL raca 1; bioensaio = FOL raca 1), Fus-027 (isolado brasileiro de Botucatu-SP
FOL raca 1; bioensaio = FOL racga 1), Fus-028 (isolado brasileiro de Botucatu-SP FOL raca 2;
bioensaio = FOL raca 2), Fus-439 (isolado brasileiro de Paranapua-SP, bioensaio = FOL raca 3),
Fus-425 (bioensaio = FOL raca 3), Fus-440 (bioensaio = FOL raca 1), Fus-376 (bioensaio = FOL
raca 1), Fus-314 (bioensaio = FOL raca 3), Fus-420 (bioensaio = FOL raca 1), Fus-421 (bioensaio
= FOL raga 1). M = Marcador 1Kb Plus.
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Tabela 1 — Conjunto de pares de primers especificos para identificacdo de racas fisioldgicas de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici utilizados no presente trabalho visando a caracterizacdo de
isolados do Brasil.

Pares de Amplicon

Primers Sequéncia 5’ -3 esperado (bp) Referéncia
Un! F ATCATCTTGTGCCAACTTCAG 670~672  Hirano & Arie (2006)
Uni R GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA
Sp13F GTCAGTCCATTGGCTCTCTC 445 Hirano & Arie (2006)
Spl3 R TCCTTGACACCATCACAGAG
Sp23 F CCTCTTGTCTTTGTCTCACGA 518 Hirano & Avie (2006)
Sp23 R GCAACAGGTCGTGGGGAAAA
P12-F2B (SIX1) GTATCCCTCCGGATTTTGAGC 947 Rep et al. (2004)
P12-R1 (SIX1) AATAGAGCCTGCAAAGCATG
SIX2-F2 CAACGCCGTTTGAATAAGCA 992 Van der Does et al. (2008)
SIX2-R2 TCTATCCGCTTTCTTCTCTC
SIX3-F1 CCAGCCAGAAGGCCAGTTT 749 Van der Does et al. (2008)
SIX3-R2 GGCAATTAACCACTCTGCC
SIX4-F1 TCAGGCTTCACTTAGCATAC 608 Lievens et al. (2009)
SIX4-R1 GCCGACCGAAAAACCCTAA
SIX5-F1 ACACGCTCTACTACTCTTCA 967 Lievens et al. (2009)
SIX5-R1 GAAAACCTCAACGCGGCAAA
SIX6-F1 CTCTCCTGAACCATCAACTT 793 Lievens et al. (2009)
SIX6-R1 CAAGACCAGGTGTAGGCATT
SIX6-R1 CATCTTTTCGCCGACTTGGT 862 Lievens et al. (2009)
SIX7-R1 CTTAGCACCCTTGAGTAAC
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Tabela 2 — Determinacéo de ragas fisiolégicas em um subgrupo de 107 isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici coletados no Brasil e previamente identificados como pertencentes as ragas 1, 2 e 3 de acordo com
bioensaios de inoculagédo de acessos diferenciais. Anélises conduzidas com base na reagdo de acessos diferenciais de
Solanum (Lycopersicon) por Gongalves et al. (2021) e pelos padrdes de amplicons obtidos com os primers Six4
(Lievens et al. 2009) e os primers Uni, Sp13 e Sp23 (Hirano & Arie, 2006 = H&A). Amplicons monomorficos foram
observados para todos os isolados quando analisados com os primers Six1, Six2, Six3, Six5, Six6 e Six7, com amplicons
de 1500, 1050, 750, 850, 1050 e 1250 pares de bases (pb), respectivamente. Os isolados Fus-099, Fus-100 e Fus-102
sdo isolados padr@es internacionais para raga 1. Os quatro isolados assinalados em campo laranja mostraram
incongruéncias entre os resultados dos bioensaios e os padrdes moleculares e foram classificados como raca ainda
indefinida (RI).

Cadigo Local Ano Raca Sixa Raca

. i . i ol ie bioensaios (1250 bp) ol ekl s Bioensaio +

isolado isolamento coleta -
marcadores

Fus-099 Estados Unidos USA SI**

Fus-100 Tanzania TZ SI
Fus-102 Nova Zelandia NZ SI
Fus-022 Botucatu SP 1989

Fus-023 Belém S. Francisco PE 1990
Fus-025 Belém S. Francisco PE 1991

Fus-026 Bezerros PE 1991
Fus-027 Botucatu SP 1992
Fus-028 Botucatu SP 1992

Fus-029 Uberlandia MG 1992
Fus-030 Uberlandia MG 1992
Fus-087 Belém S. Francisco PE 2002
Fus-088 Belém S. Francisco PE 2002

+ + + + + + + + + + + + + F + + + + A+ + A+ + o+ + A+ o+
+ + 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Fus-090 Venda Nova ES 2003 1
Fus-094 Domingos Martins ES 2004 i
Fus-143 Venda Nova ES 2005 1
Fus-145 Muniz Freire ES 2006 1
Fus-149 Muniz Freire ES 2006 +
Fus-150 S&o José Uba RJ 2006 1
Fus-152 Séo José Uba RJ 2006 1
Fus-155 S&o José Uba RJ 2006 1
Fus-156 Itaocara RJ 2006 +
Fus-168 Gama DF 2007 +
Fus-175 Sumidouro RJ 2008 4
Fus-191 Gama DF 2009 +
Fus-216 Gama DF 2010 +
Fus-233 Jaguaquara BA 2011 +
Fus-234 Jaguaquara BA 2011 +
Fus-235 Gama DF 2011 +

+

Fus-256 Coimbra MG 2012
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Fus-258 Gama DF 2013 A +

Fus-259 Nova Friburgo RJ 2013 + +

Fus-260 Castelo ES 2013 + 1

Fus-290 Camocim S. Félix PE 1997 + +

Fus-296 Camocim S. Félix PE 1997 + +

Fus-297 Camocim S. Félix PE 1997 + +

Fus-301 Camocim S. Félix PE 1997 + +

Fus-302 Camocim S. Félix PE 1997 + +

Fus-303 Camocim S. Félix PE 1997 + +

Fus-307 Afonso Claudio ES 2012 + + +
Fus-309 Marechal Floriano ES 2013 + 1 1
Fus-310 Vargem Alta ES 2013 + + +
Fus-313 Domingos Martins ES 2013 + 4+ 4+
Fus-314 Coimbra MG 2013 + 1 1
Fus-315 Coimbra MG 2013 + 4+ 4+
Fus-316 Nova Friburgo RJ 2013 + 1 1
Fus-317 Afonso Claudio ES 2013 + + +
Fus-318 Afonso Claudio ES 2013 + 4+ 4+
Fus-319 Castelo ES 2013 + 1 1
Fus-320 Paty do Alferes RJ 2013 + 4+ 4+
Fus-321 Sta. Maria de JetibA ES 2013 + 4+ 4+
Fus-322 Sumidouro RJ 2014 + + +
Fus-323 Sumidouro RJ 2014 + 4+ 4+
Fus-324 Sumidouro RJ 2014 + + +
Fus-325 Serra ES 2014 + + +
Fus-326 Marilac MG 2014 + 1 1
Fus-329 Muniz Freire ES 2013 + + +
Fus-332 Domingos Martins ES 2014 i i i
Fus-334 Séo José Uba RJ 2014 + i i
Fus-335 Venda Nova ES 2013 + + +
Fus-375 Araguari MG 2015 i i i
Fus-377 Goianapolis GO 2015 + + +
Fus-378 Gama DF 2015 + + +
Fus-382 Neropolis GO 2015 i+ 0 0
Fus-386 Paty do Alferes RJ 2015 + 4 4
Fus-388 Paty do Alferes RJ 2015 i+ 0 0
Fus-392 Miguel Pereira RJ 2015 i+ 0 0
Fus-393 Miguel Pereira RJ 2015 + 4 4
Fus-394 Miguel Pereira RJ 2015 i+ 0 0
Fus-396 Vassouras RJ 2015 + + +
Fus-398 Vassouras RJ 2015 + + +
Fus-399 Vassouras RJ 2015 i + +
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Fus-402 Goianépolis GO 2015 W+ i i
Fus-403 Nerdpolis GO 2015 + + +
Fus-404 Goianépolis GO 2015 W+ i i
Fus-405 Cocalzinho GO 2015 + + +
Fus-423 Jales SP 2016 + + +
Fus-424 Jales SP 2016 + + +
Fus-425 Jales SP 2016 + + +
Fus-430 Cariacica ES 2017 + + +
Fus-434 Brasilia DF 2017 + + +
Fus-439 Paranapua SP 2017 + + +
Fus-458 Venda Nova ES 2018 + 1 1
Fus-461 S&o Gabriel GO 2018 + + +
Fus-462 Sao Gabriel GO 2018 + 4+ 4+
Fus-468 Nova Friburgo RJ 2018 + 1 1
Fus-469 Nova Friburgo RJ 2018 + 4+

Fus-481 Tiangua CE 2018 + 1 1
Fus-511 Carmopolis MG 2019 i i i
Fus-512 Araguari MG 2019 + 4+ 4+
Fus-513 Uberlandia MG 2019 + + +
Fus-515 Uberlandia MG 2019 + 4+ 4
Fus-516 Campo Limpo GO 2019 + 4+

Fus-517 Campo Limpo GO 2019 + 1

Fus-518 Campo Limpo GO 2019 + 4+ 4+
Fus-531 Carnaubal CE 2019 + + +
Fus-532 Carnaubal CE 2019 + + +
Fus-533 Carnaubal CE 2019 + 1 1
Fus-535 Ubajara CE 2019 + + +
Fus-536 Ubajara CE 2019 i i i
Fus-547 Pocoes BA 2020 + 4 4
Fus-554 Guaraciaba Norte CE 2021 + + +
Fus-557 Guaraciaba Norte CE 2021 + 1 1
Fus-559 Guaraciaba Norte CE 2021 + + +
Fus-560 Guaraciaba Norte CE 2021 + + +
Fus-564 Camocim S. Félix PE 2021 + + +
Fus-674 S. Joaquim Monte PE 2022 + 4 4
Fus-675 S. Joaquim Monte PE 2022 + + +
Fus-676 S. Joaquim Monte PE 2022 + + +
Fus-677 S. Joaquim Monte PE 2022 + 4 4

Ord.= Ordem; (+) = amplicon presente; (-) = amplicon ausente.

*Raca definida via caracterizacdo molecular com os primers S1X4, Uni, Sp13 e Sp23 e via bioensaios como sendo: FOL
raca 1 (1); FOL raga 2 cosmopolita (2); FOL raca 2 do Brasil (2B) e FOL raca 3 (3) e raca indefinida (RI).

**|solados padrdes internacionais (PI) de FOL raca 1.
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CAPITULO 3

Avaliacdo da estabilidade fenotipica e do efeito de dosagem do gene I-7
contra uma colecao de isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici raca 3
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Avaliacao da estabilidade fenotipica e do efeito de dosagem do gene I-7 contra uma colecédo de
isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3

RESUMO

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersisci (FOL) é considerado um dos principais patégenos fangicos do
tomateiro (Solanum lycopersicum L.), podendo contaminar os solos por longos periodos e provocar
elevadas perdas no cultivo em campo. Esse patdgeno se caracteriza por invadir os vasos do xilema
impedindo o transporte ascendente de seiva. Em condicdes severas, cultivares suscetiveis apresentam
sintomas de murcha e completo colapso das plantas. Trés ragas fisioldgicas de FOL estdo amplamente
distribuidas e se caracterizam por apresentar interacdes diferenciais com acessos de tomateiro contendo
quatro fatores de resisténcia dominantes (I, 1-2, 1-3 e I-7). As ragas 1 e 2 de FOL ja foram
disseminadas em praticamente todas as principais areas produtoras de tomate ao redor do mundo. No
entanto, isolados da raca 3 vém se disseminando drasticamente, apresentando uma distribuicdo
cosmopolita. FOL raca 3 tem sido efetivamente controlada pela utilizacdo dos genes 1-3 ou I-7.
Recentemente, uma potencial raca 4 foi descrita na California apresentando a capacidade de superar a
resisténcia governada pelo gene 1-3. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi realizar uma
avaliacdo da estabilidade fenotipica e do efeito de dosagem do gene I-7 contra uma colecédo
representativa de isolados de FOL raga 3. O experimento foi realizado utilizando os acessos ‘BHRS-
2,3’ (homozigoto; I-7/ 1-7), ‘BRS Imigrante’ (heterozigoto; 1-7/i—7) e um acesso suscetivel a raga 3
(‘Floradade’; i~7/i-7). A dosagem alélica desses acessos foi confirmada via marcadores moleculares
codominantes. Esses acessos foram submetidos a inoculacdo radicular com 27 isolados de FOL raca 3
com 16 repeticdes em delineamento inteiramente casualisado. Avaliagdes foram conduzidas 21 dias
apos a inoculacdo usando uma escala de notas de 1 a 5. Todos os 27 isolados de FOL analisados foram
patogénicos, induzindo severos sintomas no acesso ‘Floradade’ (resistente a isolados das racas 1 e 2).
Os acessos ‘BHRS-2,3° e ‘BRS Imigrante’ apresentaram médias de valores semelhantes de severidade
quando avaliados contra os 27 isolados de FOL raga 3, ndo diferindo significativamente entre si e do
tratamento controle (inoculacdo com &gua). Os resultados indicaram uma elevada estabilidade
fenotipica do gene 1-7, sendo que nenhum isolado foi capaz de superar a resisténcia. Além disso,
apenas a presenca de uma Unica copia (= dose) do gene I-7 se mostrou suficiente para conferir
resisténcia elevada e fenotipicamente estavel contra um amplo espectro de isolados de FOL raga 3. A
demonstracdo da estabilidade do gene 1-7 € de extremo interesse para 0 melhoramento genético do
tomateiro em escala global, tendo em vista a recente caracterizacdo de isolados norte-americanos
capazes de “quebrar” a resisténcia conferida pelo gene 1-3.

Palavras chaves: diversidade, perfil de viruléncia, murcha vascular, tomateiro, Solanum
lycopersicum.
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ABSTRACT

Evaluation of the stability and dosage effect of the I-7 gene against a collection of Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici race 3.

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersisci (FOL) is considered one of the main fungal pathogens of
tomato (Solanum lycopersicum L.), which can contaminate the soil for long periods and cause severe
yield losses under field conditions. This pathogen is characterized by invading the xylem vessels,
preventing the ascending transport of sap. Under severe conditions, susceptible cultivars show wilting
symptoms and complete plant collapse. Three physiological races of FOL are widely distributed and
are characterized by presenting differential interactions with tomato accessions carrying four dominant
resistance factors (I, I-2, 1-3, and 1-7). FOL races 1 and 2 are now widespread in virtually all major
tomato growing areas around the world. However, race 3 isolates have been spreading drastically,
currently presenting a cosmopolitan distribution. FOL race 3 has been effectively controlled by using
either the I-3 or 1-7 genes. Recently, a potential race 4 was described in California showing the ability
to overcome resistance governed by the 1-3 gene. In this context, the objective of the present work was
to carry out an evaluation of the phenotypic stability and the dosage effect of the I-7 gene against a
representative collection of FOL race 3 isolates. The experiment was carried out using the accessions
‘BHRS-2,3" (homozygous; I-7/1-7), ‘BRS Imigrante’ (heterozygous; I-7/i-7) and a susceptible
accession to race 3 (‘Floradade’; i—7/i—7). The allelic dosage of these accessions was confirmed via
codominant molecular markers. These accessions were submitted to root inoculation with 27 isolates
of FOL race 3 with 16 replications in a completely randomized design. Assessments were conducted
21 days after inoculation using a rating scale from 1 to 5. All 27 FOL isolates analyzed were
pathogenic, inducing severe symptoms in the accession ‘Floradade’ (resistant to isolates of races 1 and
2). Accessions ‘BHRS-2,3’ and ‘BRS Imigrante’ displayed similar mean severity values when
evaluated against the 27 FOL race 3 isolates, not differing significantly from each other and from the
control treatment (mock-inoculation with water). The results indicated a high phenotypic stability of
the 1-7 gene, with no isolate being able to overcome resistance. Furthermore, only the presence of a
single copy (= dose) of the 1-7 gene has been shown to be sufficient to confer high and phenotypically
stable resistance against a broad spectrum of FOL race 3 isolates. The demonstration of the 1-7 gene
stability is of extreme interest for tomato breeding on a global scale, in view of the recent
characterization of North American isolates capable of “breaking-down” the resistance conferred by
the 1-3 gene.

Keywords: diversity, virulence profile, vascular wilt, tomato, Solanum lycopersicum.
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INTRODUCAO

As espécies de Fusarium constituem um importante grupo de fitopatdgenos que apresenta
um amplo perfil de viruléncia e patogenicidade em diversas espécies vegetais (Summerell, 2019).
O complexo Fusarium oxysporum esta presente na maioria das regiées produtoras no mundo,
induzindo murchas vasculares através da invasdo das plantas hospedeiras por fissuras ou
ferimentos nas raizes que favorecem a penetracéao e colonizagéo do sistema radicular (Kuramae &
Souza, 2008; Summerell, 2019). Apds a infecdo do patdgeno nas raizes da planta hospedeira, 0s
vasos do xilema sdo colonizados e secretadas enzimas e proteinas responsaveis por suprimir o
sistema de defesa da planta. Estas proteinas secretadas tem as func¢fes de promovem a propagacao
do fungo, agindo na supressdo de mecanismos de defesa no hospedeiro (Rep et al., 2004). A
viruléncia a um hospedeiro em particular € determinada por um conjunto de proteinas efetoras
secretadas dentro da planta durante o processo de colonizacdo dos tecidos vegetais. Estudos
relacionados ao proteoma da seiva do xilema de plantas infectadas revelaram 33 proteinas
diferentes, dentre estas 13 estdo presentes a plantas infectadas, sendo sete delas de origem flngica.
(Houterman et al., 2007). Os sintomas provocados por estes fitopatdgenos nas hospedeiras podem
variar de murchas vasculares, amarelecimentos foliares, escurecimentos vasculares, podriddes
radiculares, necrose no caule na regido do colo, reduces no crescimento e tombamentos em

plantulas jovens (Rep et al., 2004).

A murcha vascular do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem como agente casual o fungo
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen (FOL), sendo considerada uma
das principais doencas da cultura. A grande producéo de esporos, facil disseminacédo e capacidade
de sobreviver no solo por logos periodos na auséncia de plantas hospedeiras tornou este
fitopatdégeno de importancia global para a cultura (Catanzariti et al., 2017; Ma et al., 2023).
Atualmente estdo descritas trés racas de FOL que infectam a cultura do tomateiro. A identificacédo
destas racas se da através da capacidade do patégeno infectar ou ndo um conjunto distinto de
acessos de S. lycopersicum e S. pennellii Correll que contém fatores especificos de resisténcia a
cada raca do fungo. Estes fatores de resisténcia especificos para a raca correspondem a quatro
genes dominantes (I, 1-2, 1-3 e 1-7) j& caraterizados em acessos de Solanum (seccdo
Lycopersicon). Ao longo dos anos, através do melhoramento genético estes genes foram

introgredidos em variedades comerciais (Gonzalez-Cendales et al., 2016).

O primeiro gene de resisténcia a FOL foi introgredido de S. pimpinellifolium L. acesso
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‘PI79532°, o gene | (= Immunity), localizado no cromossomo 11 (Paddock, 1950; Stall & Walter,
1965), que confere resisténcia exclusiva a isolados de FOL raga 1 (Bohn &Tucker, 1939).
Contudo, sua efetividade no controle da doenca foi relativamente curta, devido ao rapido
surgimento isolados de FOL raca 2 (Alexander & Tucker, 1945). A descoberta do gene I-2
(também localizado no cromossomo 11) no acesso de S. pimpinellifolium ‘P1126915°, viabilizou
o0 controle genético da raca 2. O gene 1-2 confere resisténcia a raca 2 por meio da codificacdo de
uma proteina rica em leucina, semelhante as encontradas em um grande numero de espécies
vegetais (Stall & Walter, 1965). Este gene foi utilizado por um longo periodo de tempo em
cultivares comerciais de tomateiro, porém essa resisténcia foi quebrada com o surgimento de
isolados de FOL raca 3 no inicio da década de 1980 (Grattidge & O’Brien, 1982; Volin & Jones,
1982), forcando a busca pelos programas de melhoramento de novas fontes de resisténcia para
esta variante do patdgeno. Estes esforcos de pesquisa permitiram a identificacdo de dois genes,
ambos introgredidos de S. pennellii, que conferem resisténcia contra isolados de FOL raca 3. O
gene dominante, I-3 (localizado no cromossomo 7) foi identificado no acesso ‘LA716’ (Scott &
Jones, 1989) e codifica uma proteina quinase semelhante ao receptor S (Catanzariti et al., 2015).
Mais recentemente, foi caracterizado o gene I-7 no acesso ‘PI-414773’°, localizado no
cromossomo 8, (Lim et al., 2006), responsavel por codificar uma proteina semelhante ao receptor
de repeticdo rica em leucina que confere uma resisténcia de amplo espectro as trés racas de FOL
(Gonzalez-Cendales et al., 2016).

Isolados das racas 1 e 2 de FOL estdo disseminados em praticamente todas as principais areas
produtoras de tomate ao redor do mundo (Kuramae & Souza 2002; Sibounnavong et al., 2012;
Debbi et al., 2018). A distribuicdo geogréfica da raca 3 vem se expandindo drasticamente, sendo
relatada em diversas regifes produtoras nos EUA, Mexico, Australia, Turquia, Argélia Coréia do
Sul, Chile, Argentina e China (Goncalves et al., 2021). No Brasil, isolados da raca 3 estdo
presentes em praticamente todos os principais Estados produtores e tém sido eficientemente
controlados por cultivares/porta-enxertos de tomateiro contendo os genes I-3 e I-7 (Gongalves et
al., 2021). Recentemente, uma potencial raca 4 foi descrita na Califérnia apresentando a
capacidade de superar a resisténcia governada pelo gene 1-3. Neste contexto, o objetivo do
presente trabalho foi realizar uma avaliacdo da estabilidade fenotipica bem como do efeito de
dosagem do gene 1-7 contra uma colecéo representativa de isolados de FOL raca 3.
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MATERIAL & METODOS

Origem dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici — Foram utilizados 27 isolados de
FOL raca 3 (obtidos de nove Estados brasileiros) e previamente identificados por ensaios de
viruléncia e com marcadores moleculares (Gongalves et al., 2021). Foram selecionados trés isolados
de FOL raca 3 por Estado (Tabela 1). Os fungos utilizados neste trabalho foram mantidos em
microtubos e conservados pelo método de Castellani (1963). Culturas puras foram armazenadas em
temperatura de 10 °C em camara fria. A repicagem dos isolados foi realizada em uma camara de
fluxo laminar através da transferéncia dos discos de micélio contendo material fungico para placas
de Petri, contendo meio de cultura batata dextrose agar (BDA) + tetraciclina (50 pg/mL). As placas
foram devidamente identificadas e vedadas com filme pléastico, incubadas em temperatura (£ 25°C)
por um periodo de sete dias em condi¢Oes de fotoperiodo de 12 horas de luz. Apos este periodo, no
dia da inoculacdo, foi adicionado 20 mL de agua destilada esterilizada em cada placa de Petri. Com
auxilio de uma escova de cerdas macias, 0s conidios foram separados dos conidiéforos e a suspensao
foi filtrada, através de duas camadas de gaze, para retirada de micélio e restos de meios de cultura.
A concentracdo inicial de conidios na suspensédo foi estimada, com o auxilio de um hemacitémetro,

e em seguida ajustada para 1 x 10 © conidios/mL.

Preparo das mudas de tomates e inoculacio — Para avaliar a estabilidade e o efeito da dosagem
do gene I-7 foram utilizados os seguintes acessos: (1) ‘Floradade’ (resistente a isolados de FOL racas
1 e 2 devido a presenga em homozigose dos genes I-1/1-1; 1-2/1-2, mas suscetivel a isolados da raca
3 devido a presenga em homozigose dos alelos recessivos i-3/i-3; i-7/i-7); (2) ‘BHRS-2,3” (presenga
em homozigose do locus I-7 que confere resisténcia as trés racas de FOL, mas destituido do gene de
resisténcia I-3, apresentando o genétipo i-3/i-3) e (3) o hibrido comercial ‘BRS Imigrante’ (com a
presenca do locus em heterozigose I-7/i-7, mas destituido do gene de resisténcia I-3, apresentando o
gendtipo i-3/i-3). A analise da condicao alélica de cada acesso foi confirmada usando um sistema de
marcadores desenvolvido no ambito desta dissertagdo (ver capitulo 4). Os acessos foram semeados
em bandejas de isopor utilizando substrato esterilizado (Bioplant®) e mantidas em casa de vegetagéo
sob condi¢cbes ambiente, com duas irrigacfes didrias (uma no periodo da manha e outra no periodo
da tarde). Apds 13 dias do plantio (DAP) apresentando dois pares de folhas verdadeiras, as mudas
foram removidas das bandejas cuidadosamente e suas raizes lavadas em agua corrente para retirar

todo substrato aderido as mesmas. A porcao apical das raizes foi cortada (aproximadamente 2 cm)
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com auxilio de uma tesoura e as mudas mergulhadas em suspenséo de esporos de FOL por 5 minutos.
Em seguida as plantas inoculadas e plantas controles (tratadas somente com &gua destilada e
esterilizada) foram transplantadas para vasos de 1,5 L previamente umedecidos (irrigados um dia
anteriormente) contendo uma mistura autoclavada de 69,6 % de solo de barranco, 10 % de areia
lavada, 10 % substrato comercial, 10 % de palha de arroz 0,1 % de calcario (CaCO3), 0,25 % de
superfosfato simples Ca(H2POa4)2 e 0,055 % de sulfato de aménio (NH4).SO4. Apds o transplantio
das mudas, foram adicionados 5 mL da suspensao de conidios no colo de cada plantula. Utilizou-se
o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticdes por tratamento (isolados de
FOL). Apos 21 dias da inoculacdo foi realizado a avaliagdo do experimento usando uma escala de
notas variando de 1 a 5, adaptada por Santos (1999), sendo o 1 = plantas sem sintomas; 2 = plantas
sem sintomas de amarelecimento ou murcha, mas apresentando escurecimento vascular; 3 = plantas
apresentando inicio de amarelecimento foliar ou murcha associados a escurecimento vascular
intenso; 4 = plantas com amarelecimento e necrose foliar associadas a murcha intensa e 5 = plantas
mortas. Com base nas notas recebidas as plantas foram classificadas em resistentes (R<3) e
suscetiveis (5>3). As plantas foram classificadas como suscetiveis somente quando os sintomas
caracteristicos da doenca foram observados. Os dados resultantes da avaliacdo foram tabulados e
submetidos a testes estatisticos parametricos, normalidade e homogeneidade de comparacao de

médias no programa R Studio.

RESULTADOS
A viruléncia e agressividade dos isolados de FOL, utilizados no presente estudo e oriundos de
nove estados produtores de tomate, foi analisada empregando uma escala de notas variando de 1
a 5, adaptada de Santos (1999) (Figuras 1 & 2), sendo dividido o grau de viruléncia em cinco
classes de reacdo: resposta similar a imunidade (SI), com nota = 1; alta resisténcia (AR), nota
entre 1,01 a 2,00; resisténcia moderada (RM), nota entre 2,01 a 3,00; suscetivel (SU), nota entre
3,01 a 4,00; altamente suscetivel (AS), com nota entre de 4,01 a 5,00 (Figura 2). Todos os isolados
avaliados se mostraram patogénicos ao acesso ‘Floradade’ (suscetivel a raga 3) (Tabela 1 &
Figura 2). O tratamento controle ndo apresentou sintomas de murcha, escurecimento e seca, e

suas medias foram estatisticamente semelhantes aos acessos ‘BHRS-2,3’ e ‘BRS Imigrante’

(Tabela 1).

Dentre os 27 isolados de FOL analisados neste trabalho as maiores notas de agressividade

foram observadas no acesso ‘Floradade’, de acordo com o teste Scott-Knott foram Fus-676, Fus-
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677, Fus-532, Fus-481, Fus-424, Fus-256, Fus-233, Fus-260, Fus-216, Fus-235, Fus-233 e Fus-
434 (Tabela 1). Os isolados que apresentaram valores intermedidrios de agressividade nédo
diferindo entre si estatisticamente foram Fus-675, Fus-554, Fus-423, Fus-425, Fus-314, Fus-326,
Fus-234, Fus-547, Fus-143, Fus-321, Fus-060, Fus-403, Fus-518, Fus-150, Fus-156 e Fus-334
(Tabela 1). Os acessos ‘BHRS-2,3’ e ‘BRS Imigrante’ apresentaram médias de valores
semelhantes de indice de doenga quando testados os 27 isolados de FOL raca 3, ndo diferindo

estatisticamente.

A cultivar de tomate ‘Floradade’ se mostrou altamente suscetivel para todos os isolados de
FOL, apresentando sintomas de murcha na parte area das plantas, amarelecimento e necrose foliar
e escurecimento vascular no caule (Figura 1). De acordo com o teste estatistico Tukey a nivel de
significancia de 5%, o acesso ‘Floradade’ apresentou maiores médias de severidade quando
comparadas com ‘BHRS-2,3” ¢ ‘BRS Imigrante’. Por sua vez, foram observadas rea¢Oes
incompativeis de todos os isolados apds inoculacdo de plantas dos acessos ‘BHRS-2,3” ¢ ‘BRS
Imigrante’ (Figura 1). Por sua vez, os acessos ‘BHRS-2,3” (homozigoto para o I-7) e ‘BRS
Imigrante’ (heterozigoto para o I-7) apresentaram valores médios de severidade estatisticamente
semelhantes entre si, com poucos sintomas de amarelecimento foliar e poucas/ou nenhuma necrose
vascular. O tratamento controle inoculado apenas com &gua apresentou valores de médias

semelhantes estatisticamente para os trés acessos (Tabela 2).
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DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizado um trabalho de avaliacdo da estabilidade fenotipica do gene
de resisténcia I-7 inoculando 27 isolados de FOL raca 3, obtidos em nove estados produtores de
tomate. Foi utilizado como controle suscetivel ao patdgeno o acesso ‘Floradade’ resistente as ragas
1 e 2 condicionada pelo locus I-2 que codifica proteinas do tipo CC-NB-LRR (Simons et al., 1998).
Apds 21 dias da inoculacdo a presenca de sintomas severos de ataque do patogeno foi detectada
com murcha intensa associada ao amarelecimento, necrose foliar e escurecimento vascular. De
acordo com Lievens et al (2009) o surgimento de sintomas de ataque do patégeno na planta
hospedeira ocorre através de fatores de viruléncia que sdo capazes de suprimir os genes de
resisténcia | e 1-2. Estudos realizados por Catanzariti et al (2017) revelaram que ambos 0s genes |
e 1-2 estdo localizados no cromossomo 11 e ndo sao capazes de suprimir o ataque de FOL raca 3.
VariacOes de agressividade entre isolados de FOL raga 3 foram observadas em relagéo ao acesso
suscetivel ‘Floradade’ (Figuras 1 & 2), sendo que 11 isolados apresentaram médias superiores e
16 isolados apresentaram valores intermediarios de niveis de significancia (Tabela 1). Esta
variacdo ocorre devido a perda de agressividade e viruléncia do isolado que pode desencardear-se
a medida que fica armazenado e submetido a sucessivos processos de repicagem, variacGes de
temperaturas diurnas e noturnas, tempo de armazenamento e T °C na realizacéo dos testes (Doohan
et al., 2003; Boix-Ruiz et al., 2015).

O acesso ‘BHRS-2,3’ possui 0 gene I-7 em homozigose, introduzido a partir de um acesso
de S. pennellii, sendo utilizado como tratamento resistente contra o grupo de isolados de FOL raca
3. O gene I-7 esta localizado no cromossomo 8 sendo responsavel por codificar uma proteina
semelhante ao receptor LRR que exibe uma resisténcia de amplo espectro (Gonzalez-Cendales et
al. 2016). Estudos avaliando familias F, segregantes para os genes I-7 e EDS 1(Enhanced Disease
Susceptibility 1) revelaram que a eficiéncia da codificacdo de uma proteina LRR-RLPs, incluindo
Cf-9 e Vel é dependente do EDS 1 que é uma proteina semelhante a lipase, que esta envolvida na
ativagdo de defesa da planta hospedeira (Hu et al., 2005). Isto mostra claramente que o sucesso da
resisténcia de amplo espectro as racas de FOL mediada por I-7 é diretamente dependente do gene
EDS1 (Gonzalez-Cendales et al. 2016). No tratamento resistente ‘BHRS-2,3” com 0 gene em
homozigose, inoculados com FOL raga 3 ndo houve sintomas severos da doenca (Figua 1). Os
isolados apresentaram médias inferiores a 1,4 = sendo classificado como altamente resistente

(Tabela 1) ndo houve diferencgas estatisticas da testemunha controle resistente (Figura 2)

Para avaliacdo do material heterozigoto para o gene 1-7 foi utilizado o hibrido comercial
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‘BRS Imigrante’, também submetido a inoculagéo radicular com 27 isolados de FOL raga 3. Os
resultados de agressividade apresentaram médias inferiores a 1,3 = classificados como altamente
resistente (Tabela 1) ndo diferindo estatisticamente do acesso ‘BHRS-2,3” e da testemunha
inoculada com agua destilada que apresentou média de 1 (= semelhante a classe de reagdo imune)
(Figura 2). Estudos revelaram que a pequena familia de genes do tomate que I-7 inclui um
homologo no cromossomo 6 que ndo confere resisténcia a FOL e um homdlogo no cromossomo
8 adjacente ao I-7, porém nédo se pode descartar que o homologo do cromossomo 8 tambem
desempenhe um papel de resisténcia a FOL, mesmo apresentando uma divergéncia na sequéncia

de aminoacidos, podendo agir como um co-receptor (Liebrand et al., 2013; Bi et al., 2016).

O estudo revelou uma estabilidade genética do hibrido F1 heterozigoto (‘BRS Imigrante’),
guando submetido ao teste de patogenicidade com isolados de FOL raca 3 de diferentes regides,
evidenciando que a presenca de uma Unica copia do gene dominante (I-7/i-7) em conjunto com
gene EDSL1 ¢ suficiente para codificacdo de proteina LRR-RLPs e desencadear a sinaliza¢do de
defesa de amplo espectro por meio do reconhecimento desta variante do patégeno. Estudos
realizados por Dixon et al. (1996) revelaram que existem outras proteinas codificadas pelos genes
Cf-2 e Cf-9 presentes em tomateiro e em fumo que desempenham um papel semelhante na
resisténcia a Fulvia fulva (Cooke) Cif. (1954). A proteina codificada pelo gene Vel presente no
tomateiro confere resisténcia contra o patégeno Verticillium dahliae Kleb. (1913) raca 1
(Kawchuk et al., 2001). O tomateiro possui receptores Eix1 e Eix2 que mediam a percepcdo da
xilanase indutora de etileno (EIX) derivada da parede celular da espécie Trichoderma
desencadeando mecanismos de defesa contra o fungo (Ron & Awvni, 2004). Desta forma, o
reconhecimento de diferentes patdgenos se da através de um conjunto de dominios LRR dessas
proteinas que se diferem na sequéncia de residuos ndo LRR e no numero de repeticdes. Porém
essas proteinas contém regides que vaiam de 11 C- terminais e 3 LRRs N-terminais conservadas.
Estas variagBes intervenientes estdo envolvidas no reconhecimento de proteinas microbianas néo-
especificas e especificas com fatores de viruléncia dos patdégenos (Thomas et al., 1997;
Chakrabarti et al., 2009; Wulff et al., 2009). Contudo o gene I-7 localizado no cromossomo 8
possui um alta estabilidade na codificagdo de proteina semelhante ao receptor LRR e exibindo

uma resisténcia de amplo espectro em acessos homozigotos e heterozigotos F1.

A resisténcia genética através da incorporacdo dos genes raga-especificos em cultivares
comerciais de tomateiro tem sido a estratégia de controle de FOL mais viavel tanto no ponto de

vista econémico quanto ecoldgico. Recentemente, uma potencial raca 4 foi descrita na California
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apresentando a capacidade de superar a resisténcia governada pelo gene 1-3 (Swett et al., 2023).
Neste contexto, a confirmacédo da estabilidade do gene I-7 contra uma ampla colecédo de isolados
de FOL raca 3 é de extremo interesse para o0 melhoramento genético do tomateiro em escala global,
tendo em vista a recente caracterizacdo de isolados norte-americanos capazes de “quebrar” a
resisténcia conferida pelo gene 1-3 (Swett et al., 2023). No entanto, uma recente deteccdo de
isolado capaz de infectar plantas contendo o gene 1-7 no Brasil pode representar uma potencial

ameaca para a estabilidade fenotipica de gene (Oliveira et al., 2023).

CONCLUSOES

e Todos os 27 isolados de FOL raca 3 foram virulentos apresentando reacdo compativel (+)

com o acesso ‘Floradade’ (classificado como suscetivel), induzindo severos sintomas.

e Os acessos ‘BHRS-2,3” (homozigoto I-7/1-7) e ‘BRS Imigrante’ (heterozigoto 1-7/i-7)
apresentaram reacfes incompativeis (-) com os isolados de FOL raca 3 induzindo
severidade de sintomas com médias inferiores a 1,4 (= altamente resistente), indicando

elevados niveis de estabilidade fenotipica do gene I-7.

e Os resultados também indicaram que a presenca de uma unica copia do gene dominante
(1-7) é suficiente para codificacdo de proteina LRR-RLPs e desencadear a sinalizagédo de

defesa de amplo espectro contra isolados de FOL.
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Controle

BRS Imigrante

Floradade Controle

Figura 1 - Acessos de tomateiro inoculados com isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)
raga 3. A: Acesso ‘BHRS 2,3’ apresentando resisténcia ao FOL raca 3 devido a presenca do locus I-7 em
homozigose. B: Hibrido comercial ‘BRS Imigrante’ apresentando resisténcia aos isolados FOL raca devido
a presenca de locus 1-7 em heterozigose. C: Cultivar ‘Floradade’ apresentando sintomas severos resultante
do ataque do patégeno devido a auséncia de genes de resisténcia contra isolados de FOL raca 3. D, E & F:
Plantas controle correspondente a cada acesso, inoculadas com agua destilada.
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Fus-532
Fus-233
Fus-677
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Fus-216
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Fus-675
Fus-156
Fus-403

Controle

Figura 2 — Reacdo de acessos de tomateiro ‘Floradade’ (1-2/1-2; i-3 /i-3; i-7/i-7); ‘BHRS-2,3" (1-2/1-2;
i-3/i-3; 1-7/1-7) e ‘BRS Imigrante’ (I-2/1-2; i-3 /i-3; 1-7/i-7). Os acessos foram inoculados com Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raca 3 e as intera¢fes foram descritas de acordo com classes de reacao
planta/patdgeno: resposta similar a imunidade (SI), notas de severidade igual a 1; altamente resistente
(AR), notas entre 1,01 a 2,00; resisténcia moderada (RM), notas entre 2,01 a 3,00; suscetivel (SU), notas
entre 3,01 a 4,00 e altamente suscetivel (AS), notas entre 4,01 a 5,00;
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Tabela 1 — Descricdo dos 27 isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raga 3 utilizados nos testes de patogenicidade contra um conjunto
de acessos de tomateiro (Solanum lycopersicum L.), ‘Floradade’ (I-2/1-2; i-3 /i-3; i-7/i-7), ‘BHRS-2,3’ (1-2/1-2; i-3 /i-3; 1-7/1-7) e o hibrido comercial
‘BRS Imigrante F1° (1-2/1-2; i-3 /i-3; I-7/i-7).

Cédigo Local Ano Acessos de tomateiro*
Ordem Isoc:gdo Isolac:sento UF CC?IZta Espécie ‘Floradade’ ‘BHRS-2,3’ ‘BRS Imigrante’
R A R A R A
1 Fus-675  Sédo Joaquim do Monte PE 2022 FOL + 3,97b - 1,35¢c - 1,06 c
2 Fus-676  S&o Joaquim do Monte PE 2022 FOL + 4,36 a - 1,30 ¢c - 1,15¢
3 Fus-677  Sdo Joaquim do Monte PE 2022 FOL + 4,43 a - 1,14c - 101c
4 Fus-532  Carnaubal CE 2019 FOL + 4,56 a - 1,20 ¢ - 1,03¢
5 Fus-481  Tiangua CE 2019 FOL + 4,36a - 1,13 ¢ - 1,15¢
6 Fus-554  Guaraciaba do Norte CE 2021 FOL + 4,15b - 1,32¢ - 1,09¢c
7 Fus-423  Jales SP 2016 FOL + 4,15b - 1,26 ¢ - 111c
8 Fus-424  Jales SP 2016 FOL + 4,35a - 1,28 ¢ - 1,03¢
9 Fus-425  Paranapud SP 2017 FOL + 4,09b - 1,29c¢ - 1,26 ¢
10 Fus-256  Coimbra MG 2012 FOL + 4,28 a - 1,19¢ - 1,10¢
11 Fus-314  Coimbra MG 2013 FOL + 4,15b - 1,22¢c - 1,06 c
12 Fus-326  Marilac MG 2014 FOL + 4,17b - 1,16 ¢ - 1,03c
13 Fus-233  Jaguaquara BA 2011 FOL + 4,45 a - 111c - 1,14c
14 Fus-234  Jaguaquara BA 2011 FOL + 410D - 147¢c - 1,20 c
15 Fus-547  Pogdes BA 2020 FOL + 397b - 1,20 ¢ - 1,15¢
16 Fus-143  Venda Nova ES 2005 FOL + 4,41b - 1,20 ¢ - 1,01c
17 Fus-260  Castelo ES 2013 FOL + 4,37 a - 1,05¢ - 1,05c
18 Fus-321  Santa Maria de Jetiba ES 2013 FOL + 4,19b - 1,38¢ - 1,18¢
19 Fus-216  Gama DF 2010 FOL + 4,40 a - 1,33¢c - 1,28 ¢
20 Fus-235  Gama DF 2011 FOL + 4,33 a - 1,12c - 121c
21 Fus-434  Brasilia DF 2017 FOL + 4,24 a - 1,08 c¢c - 1,15¢
22 Fus-060  Corumba de Goids GO 1994 FOL + 3,98Db - 1,08 c - 1,05¢



23 Fus-403  Neropolis GO 2015 FOL + 3,93b 1,04c 1,03c

24 Fus-518  Campo Limpo GO 2019 FOL + 4,03 b 124c 101c

25 Fus-150  S&o José Uba RJ 2006 FOL + 4,18b 1,04c¢ 1,09c¢

26 Fus-156  Itaocara RJ 2006 FOL + 3,96 b 1,03¢c 1,00c

27 Fus-334  S&o José Uba RJ 2014 FOL + 4,05b 1,15¢ 115c

28 Controle  Inoculado com &gua - - - - 1,00c 1,00 ¢ 1,00 ¢
Cv** 22,90%

*Valores de medias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas néo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05%)

**Coeficiente de Variacao (%).
Cadigos: Reagdo patdgeno/hospedeiro (R); Agressividade (A); Reacdo compativel (+); Reagdo incompativel (-)



Tabela 2 — Avaliacdo dos acessos ‘Floradade’, ‘BHRS-2,3’ e¢ o hibrido comercial ‘BRS Imigrante’
submetidos a inoculagdo de vinte e sete isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) raca 3,
oriundos de nove regides produtoras de tomate brasileiras. Analisados estatisticamente atraves de teste
estatistico Tukey (significancia de 5%).

Condicao alélica dos Isolados de FOL racga 3*
Acessos A
genes de resisténcia**** — —
Reacao*** Media
‘Floradade’ 1-2/1-2; i-3 /i-3; i-7/i-7 + 4,20 a*
‘BHRS-2,3’ 1-2/1-2; i-3 /i-3; 1-7/1-7 - 1,20 b
‘BRS Imigrante’ 1-2/1-2; i-3 /i-3; 1-7/i-7 - 1,10 bc
Controles Mock-inoculados - 1,00 c
CV** 23,1%

*Valores de medias seguidos pelas mesmas letras nas colunas nao diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05).
**Coeficiente de Variacéo (%).

***Reag¢do patégeno/hospedeiro (R): Reacdo compativel (+) e Reacéo incompativel (-).

**** Condigao alélica avaliada via marcadores moleculares co-dominantes.
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Desenvolvimento e validacao de marcadores moleculares funcionais para
monitorar a incorporacgdo do gene I-7 em acessos de tomateiro
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Desenvolvimento e validacdo de marcadores moleculares funcionais para monitorar a
incorporacao do gene I-7 em acessos de tomateiro

RESUMO

O controle genético tem sido uma das principais ferramentas que auxiliam no manejo sustentavel de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersisci (FOL), agente causal da murcha de fusério, na cultura do
tomateiro (Solanum lycopersicum). Atualmente, trés racas fisiologicas de FOL se encontram
amplamente distribuidas no mundo, que tém sido controladas por um repertorio diversificado de
genes de resisténcia (I, 1-2, I-3 e 1-7). Esses fatores de resisténcia sdo capazes de suprimir o ataque
contra racas especificas do patégeno. Uma excecdo é o gene I-7 (localizado no cromossomo 8) que
possui um mecanismo de acdo que confere uma resisténcia de amplo espectro contra todas as racas
de FOL. O gene I-7 foi recentemente clonado e é representante de uma nova classe de genes de
resisténcia. Mesmo com toda a disponibilidade da informacdo estrutural e do posicionamento
gendmico do I-7, ndo existe, até 0 momento, marcadores funcionais e codominantes validados para
identificar a presenca e o estado alélico desse gene em acessos de tomateiro. Esses marcadores sdo
importantes ferramentas na genotipagem de plantas em programas de melhoramento. Neste
contexto, um novo marcador funcional, codominante do tipo CAPS (= cleaved amplified
polymorphic sequence) foi desenvolvido e validado. Para tal, foi obtida uma populagdo F2 segregante
para o gene I-7 e submetidos a teste de inocula¢do com cinco isolados de FOL raca 3. Apds 21 dias
as plantas foram avaliadas usando uma escala de notas e submetidos a testes estatisticos. Amostras
foliares de plantas com e sem sintomas foram coletadas e 0 DNA gendmico foi extraido para uso
como molde em ensaios de PCR com primers direcionados para a regido contendo o gene 1-7,
visando a amplificacdo de regibes com polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) capazes de gerar
os marcadores CAPS. A avaliagdo para a resposta ao FOL raca 3 da populacdo segregante F
resultante da autofecundacéo do hibrido ‘BRS Imigrante’ (heterozigoto I-7 / i-7) revelou um ajuste
adequado da caracteristica de resisténcia a um modelo monogénico dominante como indicado pelos
valores do teste de X?-quadrado. O marcador CAPS derivado do alelo dominante 1-7 apresentou uma
perfeita co-segregacdo com a caracteristica de resisténcia, sendo capaz de diferenciar diretamente
em gel de agarose as classes homozigotas e heterozigotas, possibilitando um processo de selecédo
mais rapido, preciso e eficiente. Desta forma, esse novo marcador CAPS pode ser Gtil nos programas
de selecdo assistida por marcadores moleculares em programas de melhoramento genético do
tomateiro visando resisténcia a todas as racas de FOL.

Palavras-Chave: Resisténcia, melhoramento genético, Solanum lycopersicum, patdégenos de solo.
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Development and validation of functional molecular markers to monitor 1-7 gene
incorporation into tomato accessions.

Abstract

Genetic control has been one of the main tools that help in the sustainable management of Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersisci (FOL), the causal agent of fusarium wilt, in tomato (Solanum
lycopersicum L.). Currently, three physiological races of FOL are widely distributed in the world,
which have been controlled by a diverse repertoire of resistance genes (I, I1-2, 1-3, and 1-7). These
resistance factors are able to suppress the attack against specific races of the pathogen. An exception
is the 1-7 gene (located on chromosome 8) which has a mechanism of action that confers broad-
spectrum resistance against all races of FOL. The I-7 gene was recently cloned and is a representative
of a new class of resistance genes. Even with all the availability of structural information and
genomic positioning of the I-7 gene, there are currently no validated functional and codominant
markers capable of identifying its presence and allelic status in tomato accessions. These markers
would represent important tools in the genotyping of plants in breeding programs. In this context, a
functional, codominant CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) markers were developed
and validated. For this purpose, an F, population segregating for the I-7 gene was obtained and
submitted to an inoculation test with five isolates of FOL race 3. After 21 days the plants were
evaluated using a rating scale and submitted to statistical tests. Leaf samples from plants with and
without symptoms were collected, and genomic DNA was extracted for use as a template in PCR
assays with primers directed to the region encompassing the 1-7 gene, aiming at amplifying regions
with single nucleotide polymorphisms (SNPs) capable of generating the CAPS markers. The
evaluation for the response to FOL race 3 of the F2 segregating population resulting from the selfing
of the hybrid ‘BRS Imigrante’ (heterozygous I-7 / i-7) revealed an adequate fit of the resistance trait
to a dominant monogenic model as indicated by the values of the x?-square test. The CAPS marker
derived from the dominant I-7 allele showed perfect co-segregation with the resistance trait, being
able to directly differentiate homozygous from heterozygous classes on agarose gel, enabling a more
accurate and efficient selection process. Thus, this new CAPS marker can be useful in selection
programs assisted by molecular markers in tomato genetic improvement programs aiming at
resistance to all FOL races.

Keywords: Resistance, breeding, Solanum lycopersicum, soil-borne pathogens.
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INTRODUCAO
Dentro da ampla variedade de espécies vegetais cultivadas e consumidas em todo o0 mundo,
0 tomateiro (Solanum lycopersicum L.) se insere no grupo das principais hortalicas em escala
global, apresentando uma incontestavel importancia social e econdmica (Bergougnoux, 2014). A
producdo mundial de tomate gira em torno de 180 milhdes de toneladas ocupando uma &rea de
pouco mais de 5 milhdes de hectares em 2019. Nas Ultimas décadas a produ¢do aumentou 66% e
a area plantada 27% (FAOSTAT 2021).

No entanto, a cultura do tomateiro € afetada por mais de 200 doencas provocadas por fatores
bidticos e abioticos, ocasionando perdas de produtividade, elevando o custo de producdo das
lavouras, afetando a sanidade e qualidade dos frutos em diversas regides produtoras (Reis & Lopes
2012). As doencas de origem fungica sdo de suma importancia, podendo inviabilizar e/ou
restringir o cultivo em algumas regifes ou épocas do ano, provocando perdas e elevando custo de
producdo (Reis & Lopes 2012). Dentre as principais doencas fungicas que afetam a cultura do
tomate, destaca-se a murcha de fusarium (MF), que afeta a planta em qualquer estadio de
desenvolvimento e estd presente em todas as regides produtoras do mundo (Kurozawa & Pavan
2005). A MF é provocada por diferentes racas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersisci (FOL)
que sdo capazes de induzir doenca apenas em determinadas cultivares e acessos contendo genes
de resisténcia especificos (Gonzalez-Cendales et al. 2016). A infeccdo de FOL se da através da
presenca do fungo no solo, que, em contato com fissuras ou ferimentos nas raizes, provocando
penetracao e invasdo do sistema radicular da hospedeira (Kuramae & Souza, 2008). Ap6s a infecdo
ocorre a colonizacdo dos vasos do xilema e producdo de esporos na superficie da planta
hospedeira. Os sintomas da doenca nos estadios iniciais sdo amarelecimento, reducdo no
crescimento que progride para murcha intensa nas horas mais quentes do dia e posterior
escurecimento vascular intenso ocasionando a morte da planta. Os sintomas de murcha s&o
resultantes da obstrucdo dos vasos do xilema devido a colonizacdo das hifas do patégeno
provocando acimulo de géis, tilose e calose no sistema vascular da planta hospedeira (Houterman
et al., 2007).

Desde o primeiro relato formal de FOL no meados da década de 1930 (Bohn & Tucker,
1939), distintas racas tém sido detectadas em praticamente todas as regifes produtoras de tomate
no mundo (Alexander & Tucker, 1945, Grattidge & O’Brien, 1982, McGrath et al., 1987, Volin
& Jones, 1982, Ureta et al., 1996, Reis et al., 2005, Gongalves et al., 2021). Essa diversidade de

variantes do patdgeno e de genes de resisténcia da hospedeira transformou o patossistema tomate-
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FOL em um modelo de estudos a nivel molecular para outras interagdes entre planta hospedeiras
e membros do complexo F. oxysporum (Michielse & Rep, 2009).

No patossistema tomate-FOL ja foram descritas quatro ragas, sendo trés delas amplamente
distribuidas. A distin¢do das racas € feita através de bioensaios que avaliam a capacidade de um
determinado isolado de FOL infectar (ou ndo) um conjunto de acessos diferenciadores
pertencentes ao género Solanum (sec¢do Lycopersicon) contendo diferentes fatores de resisténcia.
Estes fatores foram caracterizados e introgredidos ao longo dos anos em programas de
melhoramento genéticos do tomateiro, visando a incorporacdo de resisténcia ao patdgeno em
variedades comerciais altamente produtivas (Gonzalez-Cendales et al., 2016). O primeiro gene
de resisténcia a raca 1 de FOL foi introgredido do acesso S. pimpinellifolium L. ‘PT 79532’
(Paddock, 1950; Stall & Walter, 1965; Bohn & Tucker, 1939). Esse gene recebeu o simbolo | (=
Immunity), estando localizado no cromossomo 11 (Paddock, 1950; Stall & Walter, 1965, Bohn &
Tucker, 1939). No entanto, a durabilidade do gene | foi muito reduzida com o surgimento de
isolados da raca 2 que se mostraram capazes de suplantar esse fator de resisténcia (Alexander &
Tucker, 1945). Fontes de resisténcia foram detectadas contra isolados raca 2 e estudos de heranca
demonstraram a presenga no acesso S. pimpinellifolium ‘PI 126915’ de um gene dominante que
foi denominado de 1-2 (Stall & Walter, 1965). A regido gendmica do cromossomo 11 que contém
0 gene I-2 apresenta também seis genes homdélogos de membros da familia de genes do resisténcia
do tipo “nucleotide binding site leucine-rich repeats” (NBS-LRR) (Ori et al., 1997; Simons et al.,
1998). O gene I-2 tem sido amplamente utilizado nos programas de melhoramento durante muitas
décadas (Grattidge & O’Brien, 1982; Volin & Jones, 1982). No entanto, 0 surgimento de isolados
da raca 3 de FOL capazes de suplantar a resisténcia genética conferida por 1-2 obrigou 0s
programas de melhoramento a buscarem novas fontes de resisténcia efetivas contra essas novas
variantes do patdgeno (Grattidge & O’Brien, 1982; Volin & Jones, 1982). Esses trabalhos
identificaram um novo gene de resisténcia (denominado gene 1-3) que foi detectado no acesso S.
pennellii ‘LA716” (Scott & Jones, 1989). O gene I-3 (localizado no cromossomo 7) foi mapeado
e clonado, sendo o seu produto génico uma proteina quinase semelhante ao receptor S que se

mostrou efetiva contra isolados de FOL racas 2 e 3 (Catanzariti et al., 2015).

Mais recentemente, o gene 1-7 (oriundo do acesso S. pennellii ‘PI-414773”) foi mapeado no
cromossomo 8 e codificou uma proteina rica no aminoacido leucina denominada proteina do tipo
LRR (Lim et al., 2006; Gonzalez-Cendales et al., 2016). Os fatores de resisténcia da série | (=

Immunity) do tomateiro sdo capazes de suprimir 0 ataque contra ragas especificas do patégeno.
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Neste aspecto, 0 gene -7 é uma exce¢do com a vantagem de possuir um mecanismo de a¢ao que
confere uma resisténcia de amplo espectro contra todas as trés racas de FOL (Gonzalez-Cendales
et al., 2016). Como mencionado, o gene I-7 foi recentemente clonado e é representante de uma

nova classe de genes de resisténcia (Gonzalez-Cendales et al., 2016).

O uso de cultivares resistentes € o método mais pratico, econémico e ambientalmente
sustentavel para o controle de FOL. Marcadores moleculares podem auxiliar na incorporacéo em
larga escala de genes de resisténcia de amplo espectro em materiais comerciais de tomateiro.
Mesmo com toda a disponibilidade da informacéo estrutural e do posicionamento genémico do I-
7, ndo existe, até 0 momento, marcadores funcionais e codominantes validados para identificar a
presenca bem como o estado alélico deste fator de resisténcia para uso em sistemas aplicados de
selecdo assistida no tomateiro. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver e
validar um marcador molecular funcional do tipo CAPS (= ‘cleaved amplified polymorphic
sequence’) capaz de monitorar a incorporagédo do gene I-7 em cultivares elite dentro dos programas
de melhoramento genético de tomateiro contra as diferentes ragas de FOL.

MATERIAL & METODOS

Obtencéo de uma populacdo segregante para o locus 1-7 — O presente trabalho foi conduzido em
casa de vegetacdo, assim como nos Laboratorios de Fitopatologia, Gendmica e Melhoramento
Genético da Embrapa Hortalicas. Para obtencdo da populacdo segregante utilizou-se sementes
hibridas de BRS Imigrante semeadas em bandejas individuais com 128 células (uma semente por
célula), preenchidas com substrato estéril (Plantmax®) e identificadas. Apos trinta dias (plantas com
vinte centimetros de altura) foram retiradas das bandejas cuidadosamente e transplantadas para vasos
de 10 L previamente umedecidos (irrigados um dia anteriormente) contendo uma mistura
autoclavada de 69,6 % de solo de barranco, 10 % de areia lavada, 10 % substrato comercial, 10 %
de palha de arroz 0,1 % de calcério (CaCO:s), 0,25 % de superfosfato simples [Ca(H2PO4)2] e 0,055
% de sulfato de aménio [(NH4)2SO4]. Apos trinta dias do transplantio as plantas iniciaram o
florescimento, com auxilio de uma pinga os bot6es florais foram cobertos com papel aluminios para
evitar polinizagdo cruzada entre plantas. Os frutos autofecundados foram coletados e as sementes

foram extraidas e identificadas.

Preparo das mudas de tomates e inoculagdo — As sementes de plantas F> segregantes originérias
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da autofecundacdo do hibrido ‘BRS Imigrante’ foram semeadas com substrato estéril (Plantmax®)
e identificadas. Ap6s 20 dias do semeio (DAS) as plantas apresentarem dois primeiros pares de
folhas verdadeiras totalmente abertas, foram retiradas das bandejas e posteriormente realizou-se a
remocdo da parte apical das raizes (cerca de dois cm) com auxilio de uma tesoura esterilizada
previamente. Em seguida os sistemas radiculares foram mergulhados em suspenséo de esporos 1 x
10° conidios/mL por 5 minutos. Foram utilizados neste presente estudo seis isolados de FOL raca 3
oriundos dos Estados de GO, DF, MG, ES, SP e PE. Para os tratamentos controle foram utilizados
a cultivar ‘Floradade’ (resistente as ragas 1 e 2 / loci | + -2, mas suscetivel a raca 3) e um tratamento
inoculado apenas com &gua destilada. Em seguida as plantas inoculadas foram transplantadas para
vasos de 1,5 L previamente umedecidos (irrigados um dia anteriormente) contendo uma mistura
autoclavada de solo descrito anteriormente. Apds o transplantio das mudas, foram adicionados 5 mL
da suspensédo de conidios no colo de cada plantula correspondente a cada tratamento. Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com oito tratamento e 24 repeticdes por tratamento.
Apos 21 dias da inoculacédo foi realizado a avaliagdo do experimento 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 amarelecimento ou murcha, mas apresentando escurecimento vascular; 3 = plantas
apresentando inicio de amarelecimento foliar ou murcha associados a escurecimento vascular
intenso; 4 = plantas com amarelecimento e necrose foliar associadas a murcha intensa e 5 = plantas
mortas. Com base nas notas recebidas as plantas foram classificadas em resistentes (R<3) e
suscetiveis (5>3). As plantas foram classificadas como suscetiveis somente quando os sintomas
caracteristicos da doenca foram observados. Os dados resultantes da avaliacdo foram tabulados e

submetidos a testes estatisticos de compara¢do de médias no programa R Studio.

Anélise de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) e desenvolvimento de marcadores do tipo
CAPS para o alelo 1-7 — Apds 21 dias de inoculagdo de FOL raca 3, foram coletadas amostras
foliares de plantas apresentando sintomas da doenca semelhante a suscetivel (S) e plantas semelhante
a resistente (R.) O marcador foi desenvolvido utilizando polimorfismos descritos em Gonzalez-
Cendales et al. (2016). A Figura 1 apresenta a regido do cromossomo 8 da cultivar suscetivel S.
lycopersicum cultivar ‘Heinz’ (Genoma de referéncia da espécie) e os sitios dos primers e da regido

clivada pela enzima.

Extracdo do DNA gendmico das plantas inoculadas e anélise de PCR utilizando marcador
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CAPS projetados — Apos 21 dias foi realizado a coleta de amostras foliares das plantas inoculas
devidamente identificadas e armazenadas e freezer, a extracdo do DNA foi realizado atraves do
método CTAB + solventes organicos com modificacGes (Boiteux et al., 1999). Apos a extracdo a
qualidade e quantidade do DNA foi ajustada através da visualizacdo em gel de agarose 1,5 %. A
caracterizacdo molecular da presenca do gene I-7 nas amostras foi realizada através de teste de PCR,
utilizando marcador de sequéncia polimdérfica amplificada clivada (CAPS) projetados para gene I-7
encontrado no cromossomo 8. As reacdes de amplificacdo (PCR) da regido introgredida foram
compostas de 3 uL. de DNA genémico (20 ng/ uL), 2 uL de tampao 10X (100 mM Tris-HCI, 500
mM KCIl, pH 8.3), 1,2 uLL de MgCl> (50mM), 2 uLL de dNTPs (2,5 mM cada), 0,32 uL. de Taq DNA
polimerase (5U/ 1), 0,5+0,25+0,25 uL de cada primer, 10,48 uL de H.O Milli-Q com volume total
de 20 uL. Para a PCR foi realizado um ciclo inicial de 95 °C por 1 minuto para a desnaturacdo do
DNA seguido de 35 ciclos de PCR, com um ciclo inicial de 95 °C por 1 minuto para a desnaturacéo,
95 °C por 30 segundos para anelamento, 56 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto de elongacao.
Adicionou-se um ciclo final a 72 °C por 7 minutos e armazenamento a 4 °C. Os produtos de PCR
foram submetidos a digestéo adicionando-se 2,5 uL de tampao “B”, 2,3 uL de H.O Milli-Q, 0,1 uL
da enzima de restri¢do Spel (New England Biolabs), somando um volume total de 25 pL. O produto
de PCR com a enzima de restricdo foi colocado no termociclador e submetido a temperatura 37 °C
por 1 hora e analisados em géis de agarose (1,5 %) corados com corante UniSafe™ (Uniscience) e
visualizados sob luz ultravioleta em fotodocumentador. Foi utilizado 5 ul. do marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen) para estimativa do tamanho dos fragmentos de
DNA em gel.

RESULTADOS

Avaliacdo da populacdo F2 segregante para o gene I-7 com isolados de FOL raca 3 — Foram
obtidas a partir do hibrido BRS Imigrante (Embrapa Hortalicas, 2014) uma populacdo F:
apresentando diversidade de caracteristica a resisténcia a FOL raca 3, segregando para o locus I-7
(Figura 2). Neste estudo foi utilizado como controle suscetivel a cultivar Floradade que apresenta
resisténcia as racgas 1 e 2. Neste trabalho também foi utilizado como controle a cultivar Floradade
inoculada apenas com agua. Todos os isolados obtidos nas diferentes regides produtoras de tomate
(DF, ES, GO, MG, PE e SP) foram patogénicos (Tratamento T1) quando inoculados na cultivar
‘Floradade’, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. O tratamento T6 inoculado com Fus

326 apresentou média inferior aos demais tratamentos quando submetido ao teste de inoculacdo. O
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experimento foi submetido a testes estatisticos de comparagdo de médias Scott-Knott (P<0,05) no
programa R Studio (Tabela 1). Os isolados (60, 321, 425, 676 e 216) testados neste presente estudo
ndo diferiram estaticamente entre si aquando inoculados na populacéo segregante F» BRS Imigrante
(Tabela 1). A avaliacdo da populacao segregante do hibrido BRS Imigrante demostra caracteristicas
com carater monogénico dominante de resisténcia a FOL como indicado pelos valores do teste de

qui-quadrado (dados néo apresentados).

Validacdo do marcador molecular do tipo CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence)
para monitoramento dos loci de resisténcia — Foi selecionado da populacdo F. inoculada com
FOL raca 3, plantas apresentando sintomas de ataque do patdgeno e plantas sadias sem auséncia de
sintoma. Apds uma analise de 94 plantas F2 (Tabela 2) oriundas da inoculacdo de FOL, 53 plantas
resistentes homozigotas (I-7/1-7) apresentam dois amplicons apds digestdo pela enzima Spel de
aproximadamente 240 e 190 pb, 35 plantas resistentes heterozigotas (I-7/i-7) apresentam trés
amplicons de aproximadamente 430, 240 e 190 pb e seis plantas suscetiveis amostradas se
mostraram homozigotas (i-7/i-7) apresentando um amplicon intacto de 430 pb (Figura 2) que
representa a auséncia de sitio de digestdo pela enzima Spel. O fragmento de 430 pb representa
produtos de PCR onde ndo ocorre a clivagem e sdo resultantes de individuos homozigotos
suscetiveis, caracterizando este marcador como do tipo codominante (Figuras 1 e 2), sendo capaz
de distinguir individuos homozigotos resistentes, heterozigotos resistentes e individuos suscetiveis
(Figura 2, Tabela 2). Individuos heterozigotos para o gene I-7 apresentaram valores de média
estatisticamente semelhantes entre si, com plantas sem sintomas, amarelecimento foliar leve e
poucas/ou nenhuma necrose radicular e caulinar. O tratamento controle inoculado apenas com agua

apresentou valores de médias semelhantes estatisticamente com o acesso ‘BRS Imigrante’.

DISCUSSAO

Neste estudo, foi realizado um trabalho de desenvolvimento e avaliagdo de marcador
molecular para o gene de resisténcia I-7. Foi feita a autofecundacgdo do hibrido BRS Imigrante
com o objetivo de se obter uma populacdo F» segregante para o loco I-7 de resisténcia.
Posteriormente as sementes F, foram semeadas e realizado um experimento de inoculagdo com

seis isolados de FOL raca 3 e extracdo de DNA e validagdo do marcador.

Todos os isolados de FOL raca 3 obtidos nas diferentes regides produtoras de tomate foram
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patogénicos no tratamento controle suscetivel, ndo havendo diferencas significativas de viruléncia
entre os isolados. O comportamento do nimero de dias para aparecimento dos primeiros sintomas
do patégeno também foi semelhante. Até o presente trabalho, ndo ha estudos que correlaciona a
viruléncia de FOL com a diversidade genética e genes que relaciona a viruléncia de isolados que
infecta tomateiro nas diferentes regifes produtoras no Brasil, entretanto ha um relato em que
caracteres moleculares de FOL coletados em cinco regifes indianas foram relacionados a
diversidade genética do patogeno (Nimaladevi et al., 2016). Os atuais estudos de variabilidade
existente em Fusarium spp. sdo realizados através do uso de ferramentas moleculares como o
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) (Wilson et al., 2004), DNA
polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD) (Williams et al., 1990) e restri¢des inter-simples
de sequéncia (ISSRs) (Guleira et al., 2007). O isolado Fus-326 apresentou média de agressividade
inferior aos demais isolados, esta variacdo pode ocorrer devido a variabilidade genética do
patdgeno, sucessivos procedimentos de repicagem e temperatura na realizacdo dos testes,
variagOes de temperaturas diurnas e noturnas que afetam diretamente a viruléncia do isolado
(Doohan et al., 2003; Boix-Ruiz et al., 2015).

A avaliacdo da populacdo segregante do hibrido ‘BRS Imigrante’ inoculada com FOL raca
3 demonstrou, através dos valores de teste qui-quadrado, que a heranga da resisténcia se ajusta a
um modelo monogénico dominante como esperado para o locus I-7. Estudos realizados
anteriormente (Capitulo 3) indicaram que plantas heterozigotas (contendo apenas uma Unica copia
do gene dominante 1-7) ja se mostra suficiente para que ocorra o reconhecimento do patdgeno pelo
hospedeiro e desencadeia reacBes de resisténcia contra o patdgeno. De acordo com Gonzalez-
Cendales et al. (2016), a existéncia de um repertdrio de genes de resisténcia diversificado contra
apenas um patégeno é um fato pouco comum, uma vez que 0s genes de resisténcia, na maioria dos
sistemas planta-patdgeno, apresentam especificidade apenas contra um subgrupo de variantes do
patdgeno. Esta diversidade de fatores de resisténcia também é observada em F. oxysporum
apresentando um repertério variado de genes relacionados a suprimir o sistema de defesa do
hospedeiro, como exemplo o gene RFO1 responsavel por codificar uma quinase semelhante ao
receptor ndo LRR associada a parede celular, RFO2 que codifica uma proteina semelhante ao
receptor LRR extracelular (LRR-RLP) e RFO3 que codifica um quinase semelhante ao receptor S
(SRLK) (Diener e Ausubel, 2005; Shen & Diener, 2013; Cole & Diener, 2013).

O marcador desenvolvido para o gene I-7 tem como principal objetivo discriminar genotipos

de tomateiro por meio da identificacdo de presenca ou auséncia do gene de resisténcia I-7 que
81



confere resisténcia aos isolados de FOL raca 3. O desenvolvimento de marcadores CAPS para
regides de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) e inclusdo do processo digestdo com
enzimas de restricdo, tém sido amplamente utilizado para aplicacfes em estudos genéticos em
melhoramento na cultura do tomateiro (Chitwood-Brown et al., 2021). No presente estudo, uma
andlise de 94 plantas F»> demonstrou uma perfeita correlacdo entre os dados do bioensaio com o
padrdo de bandas correspondentes aos alelos 1-7 (resistente) e i-7 (suscetivel). A localizacdo desse
marcador codominante dentro da regido codante permite selecionar plantas puras para essa
caracteristica e permite eliminar eventuais “escapes”, sendo as principais vantagens associadas
com marcadores moleculares “funcionais” (Dianese et al., 2010). O gene I-7 representa uma
importante classe de genes R que possui mecanismo de agédo distinto que confere uma resisténcia
de amplo espectro as racas de FOL (Gonzalez-Cendales et al., 2016). A determinacao do estado
alélico desse gene em populacbes segregantes de interesse em programa de melhoramento
genético para resisténcia a doencas, envolve, necessariamente, uma triagem mais extensa de testes
de progénies (Staniaszek et al., 2007). A selecdo de genotipos candidatos para programa de
melhoramento genético, assistida por marcadores moleculares constitui de uma importante
ferramenta que reduz a dependéncia de testes demorados de patogenicidade, facilitando identificar

a presenca de genes de resisténcia em populagdes.
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CONCLUSOES

A avaliacdo da populagdo segregante F> do hibrido BRS Imigrante inoculados com FOL
raca 3 demostra que o gene I-7 apresenta caracteristicas com carater monogénico
dominante de resisténcia a FOL raca 3 como indicado pelos valores do teste de Qui-

quadrado.

O marcador CAPS 1-7 codominante foi capaz de diferenciar diretamente as classes
homozigotas e heterozigotas em populacgdes F», possibilitando um processo de selecdo de
plantas resistentes a FOL de forma mais precisa em comparacdo com a selecéo fenotipica

através de testes de patogenicidade em populacdes segregantes.

A localizacdo desse marcador codominante dentro da regido codante permite selecionar
plantas puras para essa caracteristica sem a necessidade de testes de progénies e permite
eliminar eventuais “escapes”, sendo as principais vantagens associadas com marcadores

moleculares “funcionais”.

Esta ferramenta também facilita o processo de piramidizacdo de genes de resisténcia que

proporciona maior durabilidade da resisténcia do hospedeiro em campo.
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Figura 1 - Representacdo esquematica da regido gendmica contendo o alelo recessivo de suscetibilidade i-7:
Cromossoma 8 iniciando no nucleotideo 61.639.734 na montagem do genoma de referéncia Heinz 2.5. (Sol
Genomics Network). Os “primers” representados sdo: R 430 Comum 5’-AAG TTG GTT AAG TTG TGC-3’;
e F 430 suscetivel (5’-TTA CTA TGG CTG TGA CAG TG-3’). O “primer” F 430 resistente (5’-GCT TAC
GAC TGT GAA AAC-3”) ndo esta representado na figura. Os nucleotideos sublinhados e em negrito sédo
comuns aos dois “primers”. A regido de corte da enzima Spel (TGATCA) é indicada. No entanto, no alelo
suscetivel a regido tem a sequéncia alternativa TGATAA que ndo é clivada pela enzima Spel, permanecendo o
amplicon de 450 pares de base intacto.
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Figura 2 — Géis de agarose (1,5 %) ilustrando os padrdes de restricdo do marcador CAPS I-7 amplificados
na populacéo F, segregante para o gene I-7 (linhas de corrida entre 1 e 94), onde os produtos de restri¢cdo
especificos sdo indicados por setas vermelhas. M = Marcador 1Kb Plus. R = homozigoto resistente. S =
homozigoto suscetivel. Plantas individuais heterozigotas (I-7/i-7) apresentam todas as trés bandas (exemplo:
do individuo 32 até o individuo 36).
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Figura 3 — Ensaios de patogenicidade plantas em populacdo F, de tomateiro portadoras do gene I-7
inoculadas com FOL raca 3. (R) Plantas controle resistentes BHRS-2,3 (homozigoto). (S) Plantas controle
suscetiveis Floradade (homozigoto). As fotos foram tiradas 20 dias ap0s a inoculagdo. Apos 18 dias as plantas
foram coletaras e extraidas o DNA para analise. As plantas 27, 65, 70 e 85 apresentaram um fragmento de
amplicom caracteristicos de homozigoto suscetivel. As plantas 01, 02, 28, 37, 40, 42, 47, 48, 57, 58, 66, 86 e
92 apresentaram dois padr@es de fragmento de amplicom caracteristicos de homozigoto resistente. As plantas
35, 36, 38, 39, 41, 49, 50, 69 e 91 apresentaram trés padrbes de fragmento de amplicom caracteristicos de
heterozigoto resistente. Os dados de avaliacdo dos sintomas da doenca aos 21 dias foram o0s mesmos
encontrados para 0s homozigotos (I-7/1-7) e heterozigotos (I-7/i-7) apresentaram perfil de resisténcia ao
patégeno. Os homozigotos (i-7/i-7) foram suscetiveis ao patdgeno, apresentando sintomas severos de
amarelecimento e murcha.
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Tabela 1 — Avaliacdo da populagdo F. segregante para o gene I-7 contra diferentes isolados
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3, coletados em seis estados produtores.

Isolados de FOL raca 3*

Acessos de Tomateiro Tratamento

Isolado Estado R Meédia
Floradade Tl FOL + 3,61a
F2 BRS Imigrante T2 Fus-060 GO - 1,74 b
F2 BRS Imigrante T3 Fus-321 ES - 1,66 b
F2 BRS Imigrante T4 Fus-425 SP - 1,87 b
F2 BRS Imigrante T5 Fus-676 PE - 1,75b
F2 BRS Imigrante T6 Fus-326 MG - 1,36 bc
F2 BRS Imigrante T7 Fus-216 DF - 1,66 b
Floradade T8 H20 - 101c
VC*r** 16,80%

*Valores seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05%)
**Coeficiente de Variacéo (%).

Agressividade (A)

Reagdo compativel (+)

Reagdo incompativel (-)
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Tabela 2 — Transcri¢do da anélise do estado alélico do gene I-7 de acordo com o resultado exibido
no gel de agarose da Figura 1. Distribuicdo dos fragmentos de restricdo do marcador CAPS em
populacédo F. segregantes para o loci I-7 de tomateiro, inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici raca 3.

- Fragmentos de
Resposta a FOL Raca 3 e estado alélico 9

Individuos F2 do gene 1-7 restricao

A B C
Planta 01 R (homozigota) - + +
Planta 02 R (homozigota) - + +
Planta 03 R (homozigota) - + +
Planta 04 R (homozigota) - + +
Planta 05 R (homozigota) - + +
Planta 06 R (heterozigota) + + +
Planta 07 R (homozigota) - + +
Planta 08 R (homozigota) - + +
Planta 09 R (homozigota) - + +
Planta 10 R (heterozigota) + + +
Planta 11 R (homozigota) - + +
Planta 12 R (heterozigota) + + +
Planta 13 R (homozigota) - + +
Planta 14 R (heterozigota) + + +
Planta 15 R (homozigota) - + +
Planta 16 R (homozigota) - + +
Planta 17 R (homozigota) - + +
Planta 18 R (heterozigota) + + +
Planta 19 R (homozigota) - + +
Planta 20 R (homozigota) - + +
Planta 21 R (homozigota) - + +
Planta 22 R (homozigota) - + +
Planta 23 R (homozigota) - + +
Planta 24 R (homozigota) - + +
Planta 25 R (homozigota) - + +
Planta 26 R (homozigota) - + +
Planta 27 S + - -
Planta 28 R (homozigota) - + +
Planta 29 R (heterozigota) + + +
Planta 30 R (homozigota) - + +
Planta 31 R (homozigota) - + +
Planta 32 R (heterozigota) + + +
Planta 33 R (heterozigota) + + +
Planta 34 R (heterozigota) + + +
Planta 35 R (heterozigota) + + +

No
=



Planta 36
Planta 37
Planta 38
Planta 39
Planta 40
Planta 41
Planta 42
Planta 43
Planta 44
Planta 45
Planta 46
Planta 47
Planta 48
Planta 49
Planta 50
Planta 51
Planta 52
Planta 53
Planta 54
Planta 55
Planta 56
Planta 57
Planta 58
Planta 59
Planta 60
Planta 61
Planta 62
Planta 63
Planta 64
Planta 65
Planta 66
Planta 67
Planta 68
Planta 69
Planta 70
Planta 71
Planta 72
Planta 73
Planta 74
Planta 75
Planta 76
Planta 77

R (heterozigota)
R (homozigota)
R (heterozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)
R (homozigota)
R (heterozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)
R (homozigota)
R (homozigota)
R (heterozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)
S
R (heterozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)
R (homozigota)
R (homozigota)
S
R (heterozigota)
R (heterozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)
S
R (homozigota)
R (heterozigota)
R (heterozigota)
R (heterozigota)
S
R (homozigota)
R (homozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)
R (heterozigota)
R (heterozigota)
R (homozigota)

+ + + + + + + 4+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + +

+ + + +

+ + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + 0+ + + + ++++ A+ + A+ ++ o+

+ + + 4+ + + +
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Planta 78 R (heterozigota) + + +
Planta 79 R (heterozigota) + + +
Planta 80 R (homozigota) - + +
Planta 81 R (homozigota) - + +
Planta 82 R (homozigota) - + +
Planta 83 R (heterozigota) + + +
Planta 84 R (homozigota) - + +
Planta 85 S + - -
Planta 86 R (homozigota) - + +
Planta 87 R (heterozigota) + + +
Planta 88 R (homozigota) - + +
Planta 89 R (homozigota) - + +
Planta 90 R (homozigota) - + +
Planta 91 R (heterozigota) + + +
Planta 92 R (homozigota) - + +
Planta 93 R (homozigota) - + +
Planta 94 R (homozigota) - + +

(A) = fragmento de restricdo de 450-400 pares de base (pb); (B) = fragmento de restricdo de 250 pb; (C) =
fragmentos de restrigdo de 190 pb. Cddigos: (+) = presenc¢a de marcador; (-) = auséncia de marcador; (R)
= resistente; (S) = suscetivel.
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CONCLUSOES GERAIS DA DISSERTACAO
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Ensaios de PCR realizados utilizando o conjunto de primers SIX1, SIX2, SIX3, SIX5,
SIX6 e SIX7 com uma amostra representativa de isolados de FOL ndo se mostraram

informativos na determinacgéo das racas de FOL.

Anélise utilizando o primer S1X4 especifico de raca 1 mostrou-se eficaz na caracterizagdo
de isolados brasileiros da racga 1, possibilitando a sua distin¢éo dos isolados FOL raca 2.

O emprego combinado do conjunto dos primers SIX4, Uni, Sp13 e Sp23 analisando em
isolados brasileiros de FOL mostrou-se eficazes na caracterizacdo molecular e distincdo
das racas, constituindo uma importante ferramenta molecular para uso rotineiro em

laboratdrios de Fitopatologia.

Os isolados raga 3 de FOL foram todos virulentos quando inoculados no acesso Floradade
promovendo uma interacdo de patogenicidade. Os acessos BHRS-2,3 (homozigoto 1-7/I-
7) e BRS Imigrante F1 (1-7/i-7) apresentaram reacdo de resisténcia aos isolados de FOL
raca 3, apresentando alta estabilidade genética do gene I-7. A presenca de apenas uma
unica copia do gene dominante é suficiente para codificacdo de proteina LRR-RLPs e

desencadear a sinalizacdo de defesa de amplo espectro contra patégenos de FOL.

A avaliacdo da populacdo segregante F, submetidos a teste de inocula¢do com FOL raca 3
revelou que a resisténcia conferida pelo gene I-7 apresenta caracteristicas com caréater
monogénico dominante de resisténcia como indicado pelos valores do teste de x*-

quadrado.

O marcador funcional CAPS desenvolvido para o gene I-7 foi capaz de diferenciar as
classes homozigotas e heterozigotas em populagdes F., possibilitando seu uso em
programas de selecéo assistida por marcadores para selecdo de plantas resistentes a FOL

de forma mais precisa e confiavel.

O estudo e sequenciamento de genes de resisténcia apoia o desenvolvimento de
marcadores moleculares funcionais, que aceleram o desenvolvimento de cultivares de elite
resistentes a FOL. Esses marcadores possibilitam a piramidizacdo de genes em materiais
comerciais que pode proporcionar um maior espectro e uma maior durabilidade da

resisténcia da hospedeira contra o patdgeno em condi¢des naturais de campo.
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