MURCHA DE VERTICILLIUM EM TOMATEIRO:

1. INFLUENCIA DO POTENCIAL DE INOCULO DE VERTICILLIUM DAHLIAE NO COMPORTAMENTO
DAS VARIEDADES DE TOMATEIRO ANGELA HIPER E MARMANDE VR

PAULO CEZAR CEREZINEZ, CHUKICHI KUROZAWA® & MARTHA MARIA MISCHAN®

RESUMO - O comportamento das variedades de tomateiro Angela Hiper, suscetivel, ¢
Marmande VR, resistentes 4 raga 1 de Vervicillium dahliae, sob diferentes potenciais de in6-
culo do patégeno, foi estudado em condigdes controladas. A in a0 das plintulas foi rea-
lizada de 13 a 15 dias apds a semeadura, através de imersio de , por 15 minutos, em
susapensﬁes de inéculo ajustadas a diferentes concentr: . Para potenciais de inécule de 104,
10° e 10® confdios/ml, a evolugio da doenga ¢ a severidade dos sintomas de murcha vascular
foi tanto maior, em ambas as variedades, quanto mais elevado o potencial de inéculo dos iso-
lados T-1386 ¢ T-1439 de V., dahliae. J4 para o isolado T-1135, a variedade Marmande VR
apresentou indices de doenga muito baixos e lenta evolugio de sintomas de quaisquer dos trés
potenciais de indculo utilizados, sendo possivel diferencid-la da variedade Angela Hi1per. O
mesmo foi observado para os isolados T-1289 e T-1355 inoculados com 10° e 107 conf-
dios/ml. Entretanto, inoculagdes com o isclado T-1289 A concentragiio de 10° confdios/ml
proporcionaram elevados Indices de doenga na variedade Marmande VR, muito embora a
mesma tenha se comportado como resistente em potenciais inferiores. O potencial de cerca de
10® confdios/ml mostrou ser o mais adequado para uso na identificagio de ragas do patégeno
através da observacio da reagfio das variedades Angela Hiper ¢ Marmande VR de tomateiro,
em condigdes controladas.

Termos indexagio: Lycopersicon esculentum, doenca vascular, V. albo-atrum (forma
microesclerocial), ragas fisiolégicas, variedades diferencwg' as,

VERTICILLIUM WILT OF TOMATO:
L INFLUENCE OF INOCULUM POTENTIAL OF VERTICILLIUM DAHLIAE
ON THE BEHAVIOR OF TOMATO VARIETIES ANGEL A HIPER AND MARMANDE VR

ABSTRACT - The tomato varieties Angela Hiper (susceptible) and Marmande VR (race-1
Verticillium-resistant) showed different behavior, depending on inoculum concentration and
on the isolate used. The higher the inoculum potential of T-1386 and T-1439 isolates, the
geatcr both the development of the disease and the severity of the wilting symptoms, Very

w severity levels of wilting and slow disease development were observed when
race-1-resistant cultivar Marmande VR was inoculated with T-1335 isolate at the three
desired concentrations (10%, 10° and 10° confdia/ml, and its reaction was then distin-

ished from Angela Hiper one. A similar event occured when T- 1289 and T- 1335 isolates were
inoculated on Marmande VR cultivar at 10° and 10 conidia/ml. Nevertheless, high severity
levels of wilting symptoms were observed when T-1289 isolate was inoculated on Marmande
VR at inoculum concentrations of 10° conidia/ml, although that variety had behaved like the
resistant one when inoculated with this isolate at lower concentrations. Imoculum at
concentration of 10° conidia/ml was the most proper one for identifying physiological races
of V. dahliae through measurements of the reaction of Angela Hiper and Marmande VR
tomato varieties under controlled conditions.

Index terms: Lycopersicon esculentum, wilt disease, V. alboatrum {microsclerotial form),
physiological races, race-specific varieties.

1 < N
Aceito blicagfio em 4 de julho de 1991,
Trabalmgt:unmdg 4 F.C.A. - UNESP/Botucat, para

obtengio do tftulo M.Sc. Financiado com recursos da
FAPESP.

% Eng.-Agr., M.Sc., IAPAR, Polo Regional de Curitiba,
Caixa Postal 2301, CEP 80001, Cyritiba, PR,

? Eng.-Agr., Prof.-Tit., Dep. de Defesa Fitossanitdria,
FeA CUNESP - Campus de Botucatu, Caixa
CEP 18600 Botucatu, SB, o Postal 257,
4
Enga.-Agra., Dra., Prof.-Assist, . de Bioestatfstica
LB, - UNESP - Campus de Bohw;ull).ep '

INTRODUCAO

A murcha de Verticillium em tomateiro vem
se tornando ao longe dos anos, uma grave
doenga para a cultura, em decoméncia do plan-
tio intensivo em solos que anteriormente abri-
garam hospedeiros suscetfveis, contribuindo
para o aumento da densidade de indculo do
patégeno. Além disso, a cultivar de tomateiro
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estaqueado, Angela, a mais plantada atualmen-
te, do grupo Santa Cruz, & altamente suscetf-
vel A doenca (Kurozawa & Ueno 1987).

.O patégeno, através da produgéo de grande
quantidade de pseudoesclerdcios (microes-
clerdcios) nos tecidos mortos dos hospedeiros,
€ capaz de sobreviver mo solo por longos
perfodos (Nelson 1950, Wilhelm 1955). Por
outro lado, o amplo espectro de espécies de
plantas das diversas famflias boténicas, inclu-
sive plantas daninhas, que sfio infectadas por
V., dahliae, garantem suva sobrevivéncia tor-
nando ineficiente a aplicagiio de medidas de
controle por rotacio de culturas (Silva 1978).
Por sua vez, a especificidade dos mecanismos
de patogenicidade e as dificuldades em se con-
trolar o patdgeno estabelecido fazem da re-
sistdncia varietal o método de controle de
maior aplicabilidade e eficiéncia, Dessa forma,
a partir de uma linhagem selvagem de tomatei-
1o proveniente do Peru, foi introduzido wm
gene de heranga simples (Ve) responsdvel por
conferir resisténcia ao patdgeno da mwurcha
vascular de Verticillium em cultivares ameri-
canas de tomateiro para inddstria (Schaible. et
al. 1951). Essa medida representou um grande
avango no controle da doenga. Alguns anos
depois, entretanto, foi constatado, em diversos
pafses produtores de tomate para a inddstria, o
ataque severo de uma segunda raga de V. da-
hlize a variedades de tomateiro consideradas
resistentes ao patdgeno. Esse fato suscitou es-
tudos mais abrangentes sobre a variabilidade
patogénica do fungo (Alexander 1962, Cirulli
1969, Hall et al. 1972, Pegg 1974, Tjamos
1980, O’Brien & Hutton 1981). Laterrot et al.
(1983) constataramn a ocorréncia da raga 2 de
Verticillium afetando tomateiro industrial no
estado de Pernambuco. Recentemente, duas
novas linhagens de tomateiro (Ohio 11 e 12)
com resisténcia & raga 2 de V. dahlige foram
obtidas na Universidade de Ohio, EUA,
através de programas de methoramento genéti-
co (Berry & Oakes 1987).

- A escassez de informagSes acerca da
ocorréncia de ragas de Verticillium nas con-
diges do estado de S#o Paulo tornou-se um
fato limitante para a execugéio de um programa
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racional de melhoramento de tomateiro que vi-
s¢ 2 incorporagio de resisténcia a0 agente
causal da murcha de Verticillivn. Sob esse
aspecto, a definigfio inicial de parfimetros me-
todolégicos que auxiliem na detecgdio de ragas
de Verticillium em nossas condigbes faz-se
necesséria.

O presente trabalho teve como objetivo es-
tudar o efeito do potencial de inSculo de V.
dahliae sobre o comportamento de duas varie-
dades de tomateiro diferenciadoras de ragas do

patégeno.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido sob condigdes
de sala climatizada, com temperatura mantida entre
19 e 269C, e a iluminagfio fornecida por um conjunto
de oito 1Ampadas fluorescentes de 40 watts cada ¢
seis limpadas de luz mista, tipo M.L., de 160 watts
cada, ambas da marca Phillips. Tal conjunto estava
situado a 0,80 m de uma base de 1,5 x 1,2 m de di-
mensdes, proporcicnando cerca de 4.000 lux de in-
tensidade luminosa. O regime de iluminagao, alter-
nado com escuridio, foi de 10 x 14 horas didrias.

Os isolados de V., dahliae utitizados (Tabela 1) fo-
ram obtidos de materiais vegetais de tomateiros in-
fectados, coletados nos municfpios de Botucatu e In-
daiatuba, SP., procedendo-se ao isolamento do fun-
go em meio de cultura M.P.A. (maltose, 4 g; pepto-
na, 1g; dgar, 12 g; dgua destilada q.s.p. 1.000 ml)
mediante a transferéncia de pequenas porgdes de te-
cido vascular infectado, Ap6s quatro dias de incu-
bacdio a 24°C, as colonias obtidas foram transferidas
para o meio de M.P.A., para purificagfio dos isolados
do fungo, e as culturas conservadas, A temperatura
ambiente, em dgua destilada esterilizada, conforme
metodologia de Castellani (Figueiredo 1967), ¢ em
substrato esterilizado composto por uma parte de
areia grossa lavada, duas partes de esterco de curral
curtido e peneirado, com 2% (p/p) de farinha de
aveia e 20 ml de dgua destilada/100 ml de substrato.

Para a obtengiio de mudas e cultivo do tomateiro
utilizou-se substrato previamente autoclavado a
1219C {1 atm) por duas horas, preparado pela mistu-
ra de uma parte de areia grossa lavada, uma parte de
esterco de curral curtido e peneirado, e uma parte de
solo Latossolo Roxo. De acordo com andlises quimi-
cas prévias, complementou-s¢ o substrato com
275 pg de P,0/cm® (120 pg de P/em?), sob a
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TABELA 1. Relacko de isolados de Verticillium dahliae.

Cédigo Local de Hospedeiro Data de
origem isolamento
T-1289 Botucatu, S.P, tomaiteiro 11.06.86
T-1335 Botucatu, S.P. tomateiro “Angela” 28.11.86
T-1386 Botucat, S.P. tomateiro “Angela Zambom” 28.04.87
T-1439 Indaiatuba, S.P. tomateiro “Angela Hiper” 14.09.87

forma de termoiosfato magnesiano (18% de P,0,;
26,5% de CaO e 14,5% de MgO) e 130 ug de
K,;O/cm®, sob a forma de KC1 (60% de K,0). Pos-
teriormente 2 adubagdio, andlises quimicas do subs-
trato indicaram valores médios de pH em CaCl, de
6,10 unidades; 1,4meq de H* + A1**/100 cm®,
4,0 meq de Ca?+/100 cm?, 28meq de
Mg**/100 cm® ¢ 1,47 meq de K*/100 cm® ttocivels,
soma de bases (S) igual a 8,27 meq/100 cm®; CTC
igual a 9,65 meq/100 cm?; saturagiio de bases (V)
igual a 85,7% e 3,7% de matéria orghnica. Quinze
dias depois da inoculagiio e transplante das mudas
efctuou-se a aplicagiio de 40 mi de uma solugfio de
fosfato diamdnio (40 a 44% de P,0, e 16 a 20% de
N) a 0,2% (p/v) por vaso, com 800 ml de capacidade,
correspondente a 60 pg de P,O, e 25 pg de N/cm®
de substrato.

O inéeulo de V. dahliae foi obtido em meio de
B.D.A. (extrato da cocgfio de 200 g de batata des-
cascada ¢ picada; dextrose, 20 g; dgar, 12 g; 4gua
destilada, g.s.p. 1.000 ml), contido em placas-de-~pe-
tri de 9cm de difimetro. Apés cinco dias de incu-
bag&o a 249C, prepararam-se as suspensdes de conf-
dios, adicionando-se 20 ml de dgua destilada esterili-
zada, por placa-de-petri, ¢ filtrando-as através de
oito camadas de gase, transferindo-se para erlen-
meyer de 250 mi e compietando-se o volume para
200 ml. Com o auxflio de um hemacitémetro do tipo
chmara-de-neubauer, determinou-se a quantidade de
confdios nas suspensdes e efetuou-se o ajuste i con-
centragio desejada por meio de diluighes em 4gua
destilada. .

Para se determindr a influéneia de diferentes po-
tenciais de indcule de V. dahlice sobre a manifes-
tagho de sintomas de murcha, duas variedades de
tomateiro diferenciadoras de ragas do patégeno
(Angela Hiper, suscetfvel, ¢ Marmande VR, resis-
tente A raga 1 do patégeno, segundo Laterrot et al.
1983) foram inoculadas com quatro isolados do fun-
go (T-1289, T-1335, T-1386 ¢ T-1439) em experi-

mentos distintos, A inoculag#o das plintulas foi efe-
tuada por imersdo de rafzes em suspensdes de in6cu-
lo ajustadas as concentragdes de 10%, 105, 10%, 10" e
10° confdios/ml por quinze minutos, no estddio ini-
ciaf de emissfio das primeiras folhas verdadeiras, de
acordo com metodologia de Wellman (1939), citada
por Silva (1978).

Para avaliagio da severidade dos sintomas de
murcha de Verticillium em tomateiro, adotou-se
o método empregado por Tokeshi et al (1966) que
consiste na observagiio de sintomas visuais de ama-
relecimento e/ou sintomas de escurecimento vascular
para s¢ determinar a altura da haste com coloni-
zagho. As plantas foram atribuidas notas varifveis
numa escala de 0 a 100, de acordo com a altura de
insergfo das folhas que apresentam sintomas, como
descrito na Tabela 2. As avaliagbes aos 16, 22 ¢ 28
dias ap6s a inoculagio foram realizadas pelo método
citado, com adaptagfes, uma vez que as plantas nfo
eram cortadas ¢ as notas atribufdas somente em
fungio de sintomas de amarelecimento das folhas. A
avaliagho final, realizada 34 'dias apds a inoculagfio,
inclui corte ¢ exame interno do sistema vascular.

O delineamento estatistico empregado nos cinco
experimentos instalados foi o inteiramente casualiza-
do com tratamentos representados pela combinagiio
entre duas variedades de tomateiro e trés potenciais
de inéculo, totalizando seis grupos experimentais,
com cinco repeticbes. Cada parcela experimental
constituiu-se de um vaso de plfstico com capacidade
para 800 ml, contendo de quatro a seis plantas. Para
efeito de andlise estatistica, os dados originais, ex-
pressos em notas varidveis de 0 a 100, foram transs
formados em V (x+03_ ). Dos dados obtidos, efe-
tuou-se uma andlise multivariada de perfil, para me-
didas repetidas na mesma unidade experimental
(Morrison 1967). Os individuos que compunham ca-
da grupo experimental foram todos analisados em
quatro épocas, Os contrastes estabelecidos permiti-
ram efetuar regressho linear da varidvel medida em
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TABELA 2. Critério para avaliagho da murcha de Verticillium em tomateiro.

Nota Sintomas apresentados pelas plantas
0 plantas sadias sem sintomas externos ou internos no caule cortado na
altura do primeiro internédio, logo acima dos cotilédones.

20 vasos coloridos na regifio do primeiro internédio sem outros sintomas vi-

siveis.

40 vasos coloridos até a altura da primeira folha,- com pelo menos um folfolo

com amarelecimento.

60 vasos coloridos até a metade do comprimento do caule, com duas ou mais

folhas com amarelecimento.

80 vasos coloridos até préximo ao ponteiro; maioria das folhas murchas com

excecio do ponteiro.

100

plantas mortas ou com vasos coloridos ¢ folhas murchas até o ponteiro.

Fonte: Tokeshi et al. (1966), adaptada pelo autor.

funciio das épocas, verificar diferengas entre pares
de mé&dias de &pocas, ¢ entre pares de médias de gru-
pos experimentais aos 28 dias apds a inoculacho.
Procurou-se também, verificar a existéncia de para-
lelismo entre os perfis dos seis grupos experimentais
através de comparagbes entre o valor de parfmetro
TETA estimado e o de um X Crftico tabelado, emiti-
dos pela prépria andlise multivariada de perfil. Nos
casos em que se observou paralelismo entre perfis,
procurou-se verificar a coincidéncia entre os mes-
mos através de comparacgdes entre o valor estimado
de F para grupos experimentais e o de um F Crftico
tabeiado. O nfvel de significincia adotade para a
andlise multivariada de perfil foi a = 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolados inoculados as concentragdes de
10 e 10° confdios/ml

Analisando-se a evolugéo dos sintomas de
murcha nas variedades Angela Hiper ¢ Mar-
mande VR de tomateiro, inoculadas com trés
. potenciais de indculo do isolado T-1335 de V.
dahliae (Tabela 3), observou-se diferenca sig-
nificativa entre épocas de avaliagdo, pelo teste
F ao nfvel de 5% de probabilidade, nos trés
potenciais de indculo, para a variedade Angela

Hiper, enquanto para a variedade Marmande
VR foi observada diferenga significativa entre
épocas nos potenciais de 10° e 10° coni-
dios/ml. Por outro lado, os valores do contras-
te (a) entre épocas, significativos ao nfvel de
probabilidade de « = 0,05 para os trés poten-
ciais de indculo indicaram que os sintomas
apresentados pela variedade Angela Hiper
evolufram segundo o modelo linear. Esses va-
lores, por sua vez, demonstraram a semelhanga
existente entre os perfis desses trés grupos ex-
perimentais, Para o potencial de 10* conf-
dios/ml, entretanto, o menor fndice inicial de
doengca refletiu em fndices posteriores também
menores. J4 para a variedade Marmande VR, o
valor do contraste (a) foi significativo para as
concentragfes de 10° e 10° confdios/ml; os
perfis desses dois grupos experimentais apre-
sentaram-se semelhantes, com fadices médios
de doenga muito baixos em qualquer época.
Quando utilizado o potencial de 10* conf-
dios/ml, nfio se constatou diferenga significa-
tiva, pelo teste F, entre os fndices de doenga
apresentados nas quatro épocas de avaliagho,
observando-se um perfil diferenciado dos de-
mais, com pouca ou nenhuma evolugéo de sin-
tomas em funcio do tempo (contraste a). O va-
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TABELA 3. Evoluclio de sintomas de murcha de Verticillinm em duas variedades de tomateiro,
inoculadas com oslsolados T-1335, T-1386 ¢ T- 1439, iscomntrncﬁesdelo‘ 10% e 10°

confdios/mK1)
fndice médio de doengaapés (
Variedades os seguintes perfodos, em ' ' ' '
Isolados e " dias de inoculagéo (2). ‘ © " Contraste entre épocas{®
' Concentrago - FO3) — —
de inéculo ‘ ‘ I e B L .
(confdios/ml) - 16 - 22 28 34 = @ ® @©@ @
Angela Hiper _ S . oo
10* 222 519 1741 19,63 4,69* 64,44%297ns 12,22* 22208
108 741 17,04 37,04 48,15 2244*  14222*%9,63* 20,00* 11,1108
10° 9,63 19,26 4926 57,41 3229%  173,33*9,64% 30,00* 8,15n8
T-1335
Marmande VR
10¢ 0 0 462 769 1878 276008 (Ons 46208 30708
108 0 0 28 1429 962 45,71* Ons 2 86nS 1] 43*
10° 0 0 231 1308 7,19*  41,54% ons 2 31ns 10,77*
Angela Hiper
10¢ 6,22 11,59 1579 1895 1,10"8 42,1008 52605 421ns 31608
10° 10,00 21,00 38,00 41,00 5,69  110,00*11,000817,00% 3,0008
10° 13,33 28,57 45,71 48,57 11,56*  122.86*15,24* 17,14 2,86ns
T-1386
Marmande VR
10¢ 091 7,27 19,09 22,73 4,97* 77,27* 6,36n811,82* 3,64n8
107 1048 21,90 47,62 5524 16,48*  160,00*11,43* 25,71* 7,62¢
10° 6,36 16,36 46,36 57,27 2540*  182,73*10,00* 30,00* 10,91*
Angela Hiper
104 3,33 6,67 13,33 18,33 2,010 51,6608 3,3408 6,6608 35,0008
10° 12,38 20,95 37,14 4095 5,80* 101,90%8,57ns 16,19* 3,81ns
T-1439 10° 18,18 3091 4545 5500 8,79*  125,00*12,73* 14,5408 9,55n8
Marmande VR
10* 1,54 692 27,69 3923 1728*  133,28% 5,38m820,77*11,54*
108 500 12,50 35,83 5083 1990*  160,83* 7,50* 23,33* 15,00*
10° 8,46 1846 44,61 61,54 2737*  185,38*10,00* 26,15 1693

(Inoculagao por imersiio de rafzes na suspenséo de confdios pelo perfodo de 15 minutos;

(2)Dados originais segundo escala de notas varidvel de 0 a 100, transformados em ,/x + 0,5 para fins de
andlise estatfstica;

(3)Valores de F para verificar efeito de épocas, dentro de cada grupo experimental, e sua significincia ao nf-
vel de probabilidade a« = 0,05;

(OContrastes estabelecidos para verificar a linearidade da evolugéio dos sintomas em funglio das épocas de
avaliacio (a) ¢ da existéncia de diferenga significativa entre a média dos valores observados aos 16 e 22
(b), 22 ¢ 28 (c) e 28 e 34 (d) dias apSs a inoculagdo:

. para o contraste (a) foram aplicados os coeficientes -3, -1, +1 e +3 as médias dos valores de cada épo-
ca, respectivamente, e para os contrastes (b), (c) e (d), aplicaram-se os coeficientes -1 e +1.
. asignificincia dos contrastes foi verificada através de intervalos de confianga a 95% de probabilidade.
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lor de TETA calculado (0,3226), maior que

um X Crftico a 5% de probabilidade (0,0925), -

indicou que a hipéStese da nulidade, que atesta
o paralelismo dos seis grupos experimentais,
deve ser rejeitada. Assim, em termos de evo-
Iugio de sintomas da doenga em fungéio do
tempo, pode-se afirmar que houve pelo menos
um grupo com perfil diferenciado em relagio
aos demaijs, corroborando a afirmacfo ante-
rior. De acordo com a Tabela 4, observou-se
que foi possfvel diferenciar a reacdo das va-
riedades Angela Hiper ¢ Marmande VR, aos
28 dias apds a inoculagio, quando inoculadas
com os potenciais de 10° e 10* confdios/ml, o

P.C. CEREZINE et al.

mesmo nfo sendo observado para o potencial
de 10* confdios/ml.

Com relagio 2 inoculagfio do isolado
T-1386 de V. dahliae em trés potenciais de
in6culo (Tabela 3), verificou-se diferenga sig-
nificativa entre épocas de avaliagio pelo tegte
F, ao nivel de 5% de probabilidade, no tocante
aos sintomas apresentados pela variedade An-
gela Hiper quando inoculada com os poten-
ciais de 10° ¢ 10° confdios/ml. Por outro lado,
O contraste (a) entre épocas, que permite veri-
ficar a linearidade da evolugio dos sintomas
da doenga em fungfio do tempo, foi significa-
tivo para as mesmas concentragdes de inSculo.

TABELA 4. Contrastes entre médias para verificar efeito de potenciais de inGculo
dos isolados T-1335, T-1386 e T-1439 de V. dahliae e sobre a manifes-
tacho de sintomas de murcha duas variedades de tomateiro, 28 dias

apés a inoculachio

Contrastes entre médias de fndices de doenga dos tratamentos(1:2)

Isolados Variedades ¢
Concentragéio de
inéculo
{confdios/ml)

Marmande VR

104 10° 10°

Angela Hiper
T-1335 1¢#
10°
10°

12,7908 - -
- 34,18*

46,95*

Angela Hiper
T-1386 10
108
10t

- 3,3005 . -
- - 9,628

- 0,65n8

Angela Hiper
T-1439 10¢
108
10°

-14,3618 -
- 1,3108

0,8418

(D) A andlise de varidncia para se verificar o efeito de grupos experimentais (combinacéo en-
tre variedades e potenciais de in6culo) dentro de dada época de avaliagio (28 dias ap6s a
inoculag3o), indicou valores de F = 24,38* (T-1335), 5,99* (T-1386) e 5,35* (T- 1439),

para dados transformadosem V' x + 0,5;

(2) Para os contrastes efetuados foram aplicados os coeficientes - 1 e + 1 aos indices de
doenga apresentados pelas variedades Marmande VR e Angela Hiper, respectivamente.

A significincia dos contrastes foi verificada através de intervalos de confianca a 95% de

probabilidade.
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Esses valores, por sua vez, permitiram verifi-
car a semelhanga existente entre os perfis des-
ses dois grupos experimentais. Entretanto, pa-
ra a mesma variedade inoculada com cerca de
10* confdios/ml, ndo se constatou diferenca
significativa entre os fndices de doenga de ca~
da época (F a 5%) que mostraram-se muito
baixos. O perfil diferenciado desse grupo ex-
perimiental em relacéo aos demais grupos da
variedade Angela Hiper foi comprovado pelo
valor de TETA calculado (0,2242), maior que
um X Critico a 5% de probabilidade (0,1175),
indicando a rejeicdo da hipétese da nulidade,
que atesta o paralelismo entre perfis. Com re-
lag@o & variedade Marmande VR, constatou-se
diferenca significativa entre €épocas de ava-
liagAo pelo teste F (5%), quando inogulada
com as concentragdes de 10°, 10° e 10° coni-
dios/ml, O valor do contraste (a) foi significa-
tivo para as mesmas concentragoes de indculo.
Levando-se em consideragio esses valores,
pode-se observar a semelhanca existente entre
os trés perfis destacados. Entretanto, para o
potencial de 10* confdios/ml, o menor fndice
inicial de doenga refletiu fndices posteriores
também menores. Através da Tabela 4, pode-
se observar que néo foi possfvel diferenciar a
reacdo das variedades Angela Hiper e Mar-
mande VR, aos 28 dias apds a inoculagiio, pa-
ra quaisquer dos trés potenciais de inéculo do
isolado T-1386. Assim, as variedades Angela
Hiper e Marmande VR apresentaram compor-
tamento semelhante, em termos de severidade
e evolugao de sintomas em fungéo do tempo.
Analisando-s¢ a Tabela 3, relativa & evo-
lugfio dos sintomas de murcha de Verticillium
nas duas variedades inoculadas com o isolado
T-1439 de V. dahliae, s concentragbes de
10*, 10° e 10° confdios/mi, verificou-se que
houve diferenga significativa entre os valores
observados nas quatro épocas de avaliagio (F
a 5%) quando a variedade Angela Hiper foi
inoculada s concentragSes de 10° ¢ 10® coni-
dios/ml. Por outro lado, o contraste {a) foi
significativo para os respectivos potenciais do
indculo. Entretanto, nio houve diferenca sig-
nificativa  entre €pocas, pelo teste F a 5% de
probabilidade, para a concentragio de 10*
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confdios/ml. Constatou-se, dessa forma, um
perfil diferenciado em relagéio aos demais, ob-
servando-se reduzida evolugéio de sintomas da
doenga em fungfic do tempo, Assim, o valor
de TETA calculado (0,1886), maior que X
Critico a 5% de probabilidade (0,1050), indi-
cou rejeicio da hip6tese da nulidade que ates-
ta o paralelismo entre os perfis. Para a varie-
dade Marmande VR, os fndices de doenga
apresentados nas quatro &épocas de avaliacdo
diferiram significativamente entre si (teste F a
5%), aos potenciais de 10*, 10* ¢ 10* conf-
dios/ml. O valor do contraste (a) foi significa-
tivo para as mesmas concentragdes de indculo.
Levando-se em consideragio os respectivos
valores de (a), pode-se observar a semelhanga
existente entre os perfis dos trés grupos expe-
rimentais da variedade Marmande VR, tendo
sido observada acentuada evolugio de sinto-
mas em fungfio do tempo, & semelhanga da va-
riedade Angela Hiper inoculada nas concen-
tragdes de 10° e 10° conidios/ml. De forma
complementar, pela Tabela 4, pode-se obser-
var que aos 28 dias apds a inoculagfio nio foi
possfvel diferenciar a reagio das duas varie-
dades de tomateiro, quanto & severidade dos
sintomas, em quaisquer dos trés potenciais de
inSeulo utilizados.

Isolados inocunlados as concentracies de
10, 107 e 10° confdios/ml

Através da andlise da Tabela 5, observou-se
a existdncia de diferenga significativa entre
€pocas de avaliacfio, pelo teste F (5%), no to-
cante aos sintomas apresentados pelas varie-
dades Angela Hiper e Marmande VR quando
inoculadas com o isolado T-1289 de V. da-
hliae #s concentracSes de 10° e 107 conf-
dios/ml. O valor de TETA calculado (0,0791),
menor que um X Critico a 5% de probabilida-
de (0,0837), indicou que a hipétese da nulida-
de, que atesta o paralelismo dos seis grupos
experimentais deve ser aceita. Por outro Iado,
o valor calculado de F para grupos (16,40),
maior que um F Critico a 5% de probabilidade
com 5 e 177 g.l. (2,26), indicou a existdncia
de diferenca significativa entre os seis grupos,
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considerando-se o perfil global de cada um.
Desta forma, os seis grupos, paralelos entre si,
néo foram coincidentes. Os valores do con-
traste (a) entre épocas, significativos para os
potenciais de 10°, 107 ¢ 10* confdios/ml, indi-
caram que os sintomas apresentados pela va-
riecdade Angela Hiper evolufram segundo o

P.C. CEREZINE et al,

modelo linear. Esses valores demonstraram a
semelhanca existente entre os perfis dos trés
grupos experimentais. Para 10® confdios/ml,
entretanto, o menor fndice inicial de doenca
refletiv fndices posteriores relativamente me-
nores. Para Marmande VR, os valores do con-
traste (a) foram significativos para as concen-.

TABELA 5. Evoluglio de sintomas de marcha de Verticillium em duas variedades de tomateiro, ino-
culadas com o isolado T-1289 e T-1335 3s concentracbes de 10%, 107 e 10* confdios/ml',

Indice de doenga apés
Variedades os seguintes perfodos, em
Isolados [ dias de inoculagfio (2). Contraste entre épocas(4)

Concentragio F3)

de indculo

{confdios/ml) 16 22 284 34 () (b) (© (d)

Angela Hiper
10° 38,29 49,14 56,86 65,71 12,10+  89,98* 10,85* 7,720 g g§5ns
107 64,52 74,84 8194 8968 6,04  82,58* 10,32*% 7,10n8 7,74n8
10° 70,71 80,71 85,71 92,86 4,02*  71,45* 10,001550008 7,15n8

T-1289

Marmande VR
10° 12,14 15,00 18,57 25,71 3,55%*  44,28* 2,86D8 35705 7,]4n8
107 34,00 38,00 41,33 53,33 11,42* 61,32* 4,008 33305 12,00
10° 67,10 69,68 69,68 78,06 227M8 32 88N8)58ns (NS § 3808

Angela Hiper
10° 36,77 54,84 69,68 83,87 30,00*  156,14*18,07* 14,84* 14,19*
107 55,56 69,44 78,33 88,33* 13,72*  107,20* 13,88* 38,8918 10,0008
10® 72,94 78,82 84,12 90,59 3,40n%  5825% 5880853008 64708

T-1335

Marmande VR
10° 10,83 13,33 14,17 15,83 0,518 158408 2 50180,8405 16608
107 2333 2500 2833 46,67 18,29*  73,35% 1,67083,3308 |8 34+
10? 40,77 43,85 46,15 54,61 4,61* 43,82 3,08n8230m8 B.46*

(DInoculagdio por imersio de rafzes na suspensio de confdios pelo perfodo de 15 minutos;

(@ Dados originais, segundo escala de notas varidvel de O a 100, transformados em V x + 0,5 para fins de
andlise estatistica;

(3)Valores de F para verificar efeito de &pocas; dentro de cada grupo experimental, e sua significincia ao nf-
vel de probabilidade ¢ = 0,05;

(4)Cmmmmmbehddospmveﬁﬁcuaﬁmmidwedaevom¢odosﬁnmmﬁmghdmépwude
avaliagho (a) e da existéneia de diferenca significativa entre a média dos valores obtidos aos 16 ¢ 22
(b), 22 € 28 {c) e 28 ¢ 34 (d) dias ap6s a inoculaciio;
. para o contraste (a) foram aplicados os coeficientes -3, -1, +1 e +3 e para os contrastes (b), (¢) e (d),

aplicaram-se os coeficientes -1e +1.

. a significncia dos contrastes foi verificada através de intervalos de confianca a 95% de probabilidade.
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tragSes de 10* e 107 confdios/ml. Os perfis
desses dois grupos experimentais apresenta-
ram-se semelhantes quanto 2 evolugéo dos sin-
tomas. Entretanto, a inoculagéo do isolado
T-1289 2 concentragiio de 10° confdios/ml re-
sultou em fodices iniciais de doenga conside-
ravelmente menores, refletindo fndices poste-
riores- também menores. Quando utilizado o
potencial de 10° confdios/ml, n&o se constatou
diferenca significativa entre as quatro épocas
de avaliag@o (F a 5%). Observaram-se fndices
elevados de doenga em qualquer época. Por
outro lado, pode-se observar (Tabela 6) que os
potenciais de indculo de 10° e 107 confdios/ml
do isolado T-1289 permitiram diferenciar as
duas variedades de tomateiro quanto 3 intensi-
dade de sintomas apresentados aos 28 dias
apés a inoculagiio. Entretanto, quando o mes-
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me isolado foi inoculado & concentragio de
10° confdios/ml, nfio se constatou diferenca
significativa entre as duas variedades.
Analisando-se a Tabela 5 com relagho ao
comportamento da variedade Angela' Hiper
submetida a trés potenciais de inéculo do iso-
lado T-1335 de V. dahliae, verificou-se dife-
renga significativa entre os valores observados
nas quatro épocas de avaliag@o (F a 5%) para
os trés potenciais de indculo (10°, 107 e 10°
confdios/ml). Por sua vez, o contraste (a) foi
significativo para os respectivos potenciais de
in6culo. Entretanto, & concentragio de 10°
conidios/ml a variedade Angela Hiper apre-
sentou elevados fndices de doenga desde a
avaliacdo inicial. Quanto 2 variedade Mar-
mande VR, os fndices de doenca apresentados
nas quatro épocas de avaliagio diferiram sig-

TABELA 6. Contrastes entre médias para verificar efeito de i:otenciais de inbculo
dos isolados T-1289 ¢ T-1335 de V. dahliae € sobre a manifestagfio de
sintomas de murcha em duas variedades de tomateiro, 28 dias apés a

inoculagiio

Contrastes entre médias de fndices de doenga dos tratamentos(1-2)

Variedades ¢
Concentracio de
in6culo
{conidios/ml)

Isolados

Marmande VR
106 107 108

Angela Hiper
T-1289 10°
107
1¢®

38,29* - -
- 40,61* -
16,0308

Angela Hiper
T-1335 10°
107
108

55,51* - -
- 50,00*

37,97+

(1) A andlise: de variéncia para se verificar o efeito de grupos experimentais (combinagéo en-
tre variedades ¢ potenciais de inéculo) dentro de dada época de avaliagio (28 dias apds a
inoculagdo), indicou valores de F = 15,53* (T-1289) e 33,84* (T-1335), para dados

transformados em V' x + 0,5;

(2) Para os contrastes efetuados foram aplicados os coeficientes - 1 ¢ + 1 aos fndices de
doenga apresentados pelas variedades Marmande VR ¢ Angela Hiper, respectivamente.

A significincia dos contrastes foi verificada através de intervalos de confianga a 95% de

probabilidade.
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nificativamente entre si (F a 5%) quando ino-
culada com os potenciais de 107 e 10° conf-
dios/ml. O valor do contraste (a), que mede a
evolugio linear dos sintomas de doenca, foi
significativo para as mesmas concentragdes de
indculo. Entretanto, ndo houve diferenca sig-
nificativa entre os fndices de doenca nas qua-
tro épocas para a concentragio de 10° conf-
dios/ml. Observou-se, dessa forma, um perfil
diferenciado desse grupo experimental em re-
lagho aos demais, tendo sido constatados re-
duzidos fndices de doenga em qualquer época.
Assim, o valor de TETA calculado (0,2061),
maior que um X Crftico a 5% de probabilidade
(0,0875), indicou a rejeigio da hipStese que
atesta o paralelismo dos seis grupos experi-
mentais, corroborando a observagfio anterior.
Por outro lado, foi possfvel diferenciar a
reagio das variedades Angela Hiper ¢ Mar-
mande VR ao isolado T-1335 mesmo quando
esta dltima foi inoculada 3 concentragdo de
10° confdios/ml, muito embora, aos 28 dias
apds a inoculagdo, os fndices de doenga apre-
sentados por “Marmande VR’ tenham sido re-
lativamente superiores aos da inoculacdo com
10* e 107 confdios/ml.

Sob o aspecto da influéncia exercida pelo
potencial de indculo de V. dahliae sobre a
manifestagio de sintomas de murcha nas va-
riedades do tomateiro Angela Hiper, susceti-
vel, e Marmande VR, resistente & raca 1 do
patégeno (Laterrot et al. 1983), verificou-se
que a severidade da doenga e a evolugio dos
sintomas foi tanto maior quanto mais elevado
0 potencial de indculo dos isolados T-1386 e
T-1439 (Tabelas 3 e 4), Entretanto, nas con-
digbes experimentais do presente trabalho, a
variedade Angela Hiper, quando inoculada
com os mesmos isolados A concentragfio de
10* conidios/mi, apresentou lenta evolugéo de
sintomas de murcha e baixos fndices de doen-
¢8, o que nfo foi observado nos potenciais de

10° ¢ 10 confdios/ml. Pelos resultados obti- -

dos observou-se a necessidade da utilizagfio de
potenciais de inSculo de V. dahliae superiores
a 10* confdios/mi para que maiores fndices-de
doenga possam ser atingidos, especialmente na
variedade Angela Hiper, considerada como

P.C. CEREZINE et al,

padrao de suscetibilidade.

Os resultados apresentados nas Tabelas 3 ¢
4 indicaram a efic4cia da resisténcia apresen-
tada pela variedade- Marmande VR ao isolado
T-1335 de V. dahliae, mesmo & corcentragdes
de inéculo relativamente altas, como 10® conf-
dios/ml. Entretanto, inoculagdes com os isola-
dos T-1335 e T-1289, provavelmente da raga
1 do patégeno, 3 concentragio de 10° coni-
dios/ml, proporcionaram fndices de doenga re-
lativamente elevados se comparados com a
inoculagfio A concentragfio de 10° confdios/ml
(Tabelas 5 e 6). Para o potencial de 107 coni-
dios/ml foi possfvel diferenciar a reagio da
variedade Marmande VR em relagdo 2 da va-
riedade Angela Hiper; entretanto, fndices ele~
vados de doenga foram observados ao final
das avaliagBes, Pelo exposto, o potencial de
inéeulo de 10® conidios/ml mostrou ser o mais
adequado para experimentos objetivando a
identificagéio de racas do patégeno através da
observagdo da reagho das variedades Angela
Hiper ¢ Marmande VR, nas referidas con-
digOes. Por sua vez, o fato de nfio ter sido
possfvel diferenciar a reacio das variedades
Angela Hiper ¢ Marmande VR aos isolados
T-1386 e T-1439 do patSgeno € um forte indi-
cativo para a ocorréncia de mais de uma raga
fisiolégica de V. dahliae nas condigbes do
estado de Sao Paulo.

Embora néc haja um valor comum estabele-
cido para a concentragdo de inéculo a ser uti-
lizado em inoculagdes artificiais de Verticil-
lium em tomateiro, h4 um consenso, entre di-
versos autores, de que o potencial de in6culo
deve possuir uma concentragio que seja sufi-
ciente para garantir a infecgdo das pléntulas
suscetfveis. Por sua vez, foi observado que a
severidade da doenga era tanto maior quanto
mais elevado o potencial de indculo no solo
(Ashworth Junior et al. 1979, Frank et al.

1975, Grogan et al. 1979). SuspensGes de

confdios ajustadas a concentragdes que variam
entre 10° e 10° confdios/ml t8m sido emprega-
das com freqtiéncia em inoculagdes de plantu-
las de tomateiro com V. dahlige (Grogan et al.
1979, Laterrot et al, 1983, Silva 1978,
Skotland 1971), 0 que demonstra a coeréncia
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das cbservagSes efetundas anteriormente.

No tocante ao aspecto relativo A &poca de
avaliacio da doenga, pode-s¢ constatar, de
forma geral, que os sintomas cbservados nas
variedades - de tomateiro evolufram relativa-
mente pouco entre a avaliaciio efetbada aos 28
dias apés a inoculagdio e a efetuada aos 34
dias.

CONCLUSOES

1. O potencial de indculo de 10° coni-
dios/ml foi o mais adequado para experimen-
tos objetivando a identificagio de ragas fi-
sioldgicas do patdgeno através da observagio
da reaglio das variedades Angela Hiper ¢
Marmande VR.

2. Potenciais de indculo de 107 e 10° coni-
dios/ml afetaram a reacfio de resisténcia da va-
riedade Marmande VR a raga 1 de V., dahliae,
& qual & mesma € resistente.
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