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Resumo

Casa-Coila, Victor Hugo. Caracterizacao de isolados de Phytophthora infestans
(Mont.) De Bary provenientes de batata do Sul do Brasil associada ao estudo
da resisténcia em Solanum spp. 2014. 126f. Tese (Doutorado) — Programa de
Pés-Graduacgdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, 2014.

Phytophthora infestans, agente causador da requeima, é um patdgeno altamente
destrutivo na cultura da batata em diferentes regibes do globo, e, no Brasil,
especialmente na regido Sul. O entendimento das caracteristicas genéticas e
fenotipicas das populacdes de P. infestans existentes no Sul do pais € de grande
importéncia para o planejamento de medidas de controle a serem adotadas no
manejo integrado da doenca. Dessa forma, teve-se por objetivos nesse trabalho: 1)
investigar a variabilidade genética de populacbes do patdgeno coletados nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, através do estudo de
grupos de compatibilidade (GC) e por analise por marcadores microssatélites (SSR);
2) avaliar a sensibilidade de isolados de P. infestans provenientes do Sul do Brasil a
fungicidas sistémico (metalaxyl) e protetor (clorothalonil) bem como a viruléncia
desses isolados em uma série diferenciadora de clones de batata contendo genes R
(resisténcia); e, 3) avaliar a resisténcia de diferentes genétipos de batata a dois
isolados (GC Al e A2) de P. infestans, em condicbes de campo e em laboratério
(método do disco de folha e folha destacada), além de prospectar fontes de
resisténcia ao patdgeno em acessos de batata silvestre. De acordo com o estudo da
variabilidade genética de P. infestans, os resultados evidenciaram que a populagéo
predominante em batata ainda € do GC A2 com 49,12% de ocorréncia no Sul do
pais. Contudo, novas populacfes foram encontradas no estado de Santa Catarina e
do Parand em funcédo da ocorréncia de isolados Al e autoférteis. Diversidade
genética entre as populacdes estudadas foi detectada através de nove primers
microssatélites cujos isolados do patdégeno, coletados nos trés estados, agruparam-
se em quatro grupos distintos pela analise de coordenadas principais. Avaliando-se
a viruléncia dos isolados, verificou-se elevada diversidade de racas (n=86), sendo o
maior numero de patétipos de P. infestans observado no estado do Rio Grande do
Sul. Avaliando-se a sensibilidade dos isolados do oomiceto a metalaxyl, foram
encontrados isolados resistentes; porém, ndo houve evidéncias de resisténcia dos
isolados estudados a clorothalonil. Na avaliagdo da resisténcia de genotipos de
batata a P. infestans, em condi¢cdes de campo, verificou-se interagéo significativa
entre genotipos e isolados, identificando-se material genético com resisténcia aos
dois isolados do patégeno; todavia, observaram-se diferencas na agressividade



entre os dois isolados do patdgeno, sendo aquela relacionada ao isolado do GC A2
foi a mais agressiva na maioria dos materiais avaliados. Comparando-se a reacao a
campo de diferentes gendtipos de batata aos dois isolados de P. infestans com a
severidade in vitro a esses mesmos isolados, verificou-se correlacdo positiva entre
ambas as variaveis. No entanto, quando analisada a agressividade dos isolados a
campo conjuntamente com as duas metodologias in vitro, verificou-se melhor
relacdo entre esses ensaios para 0S genotipos resistentes e suscetiveis. Na
avaliacdo da reacao in vitro dos acessos de batata silvestre a P. infestans, foram
encontrados acessos com reduzida severidade a uma raca complexa do patégeno, o
que pode ser indicativo de uma possivel fonte de resisténcia para uso em programas
de melhoramento de batata visando resisténcia a requeima.

Palavras-chave: Solanum tuberosum, requeima, grupos de compatibilidade,
diversidade genética, genes R, insensibilidade, resisténcia genética, acessos
silvestres.



Abstract

Casa-Caoila, Victor Hugo. Characterization of Phytophthora infestans (Mont.) De
Bary potato isolates from south of Brazil in association with the study of
resistance in Solanum spp. 2014. 126f. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, 2014.

Phytophthora infestans, the causal agent of late blight, is a highly destructive
pathogen of potato crops in different regions of the world. In Brazil, it is especially
important in the southern region. The knowledge of genetic and phenotypic
characteristics of P. infestans populations in the South of Brazil is very important for
planning control measures in integrated disease management. Thus, the objectives
of this study were: 1) to investigate the genetic variability of pathogen populations
collected in Rio Grande do Sul, Santa Catarina, and Parana states through the study
of mating type (MT) and by analysis of microsatellite (SSR) markers; 2) to evaluate
the sensitivity of P. infestans isolates from southern Brazil to systemic (metalaxyl)
and protector (chlorothalonil) fungicides, as well as the virulence analyze of these
isolates in a differential series of potato clones containing resistant genes R; and 3)
to evaluate the resistance of different potato genotypes to two P. infestans isolates
(MT Al and A2) in the field and at laboratory conditions (leaf disk and detached leaf
methods), besides to prospect sources of resistance to the pathogen in wild potato
accesses. According to the study of genetic variability of P. infestans, the
predominant population in potato is still the MT A2 at the rate of 49.12% occurrence
in the South of the country. However, new populations have been found in Santa
Catarina and Parana states as MT Al and self-fertile. Genetic diversity among the
studied populations was detected with nine microsatellite primers whose the
pathogen isolates collected at three states were separated into four distinct groups
by principal coordinates analysis. Evaluating the virulence of P. infestans isolates,
there was a high diversity of strains (n= 86), and in Rio Grande do Sul state it was
detected the largest number of pathotypes. Evaluating the sensitivity of the isolates
to metalaxyl, resistant populations of oomycete were found; however, there is no
evidence of resistance of P. infestans isolates to chlorothalonil. Evaluating the
resistance of potato genotypes to P. infestans under field conditions, there was a
significant interaction between genotypes and P. Infestans isolates. It was identified
potato genetic materials with resistance to two isolates. However, there were
differences in the aggressiveness between pathogen isolates (Al and A2), where the
MT A2 isolate was the most aggressive in majority of genotypes. Comparing the



response of different potato genotypes to two isolates of P. infestans in the field with
in vitro severity to the same isolates, in general, there were positive correlations
among these variables. Nevertheless, comparing the aggressiveness of P. infestans
isolates in the field with both in vitro methodologies, it was observed a higher
relationship between these tests for the resistant and susceptible genotypes. By the
evaluation of in vitro reaction of wild potato accessions to P. infestans, it was found
accessions with reduced severity to a complex race of the pathogen, which may be
indicative of sources of resistance for use in potato breeding programs for resistance
to late blight.

Keywords: Solanum tuberosum, late blight, mating types, genetic diversity, R genes,
insensitivity, genetic resistance, wild accessions.
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Introducéo Geral

Com uma area de 128,276 ha destinadas ao plantio de batata e uma
producédo de 3.569,750 toneladas de tubérculos, o Brasil ocupa a 23° posi¢cao quanto
a producdo de batata, terceiro alimento mais consumido no globo. De acordo com o0s
dados do ultimo ano agricola, no Pais, obteve-se a maior producdo de batata na
regido Sudeste (50,5%), seguida pela regido Sul (40,5%), sendo os estados do
Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, responsaveis por 22,8, 15,5 e 3,9% da
produgéo nacional (ABBA, 2013; IBGE, 2014).

No Brasil, o sistema de producdo de batata absorve um elevado numero de
pessoas, (aproximadamente 20 pessoas/ha/ano) nas diversas atividades, razao pelo
qual a cultura desempenha um importante papel sécio-econbmico no pais
(ZAMBOLIM et al., 2011). No entanto, o bataticultor enfrenta problemas tanto na
producdo como na comercializacdo dos tubérculos (ABBA, 2010a). Dentre essas
limitagbes, doencas como a requeima causado pelo oomiceto Phytophthora
infestans (Mont. De Bary), a pinta-preta causada pelos fungos Alternaria solani
Sorauer e Alternaria grandis Simmons, a canela preta causada pela bactéria
Pectobacterium spp., 0 nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) o nematoide das
lesGes radiculares (Pratylenchus spp.), virus Y (Potato virus Y - PVY), e o virus do
enrolamento da folha da batata (Potato leafroll virus - PLRV,) interferem
negativamente no processo produtivo (NAZARENO; JACCOUD FILHO, 2003;
RODRIGUES et al.,, 2010; LOPES; DUARTE; CARVALHO, 2010; SOUZA-DIAS,
2011; LIMA-MEDINA, 2013).

A requeima ou mela é considerada a doenca mais prejudicial e destrutiva na
cultura da batata e do tomate, sob condicbes meteoroldgicas favoraveis. Dessa
forma, elevada umidade relativa do ar, baixas temperaturas e falta de medidas de
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controle eficientes, durante o desenvolvimento da cultura, favorecem a ocorréncia da
doenca, o que pode resultar na perda total da lavoura em uma semana (HARRISON,
1992; NOWICKI et al., 2012; CHMIELARZ et al., 2014).

A primeira descricdo de P. infestans foi realizado por De Bary (1876) em
lavouras de batata, sendo esse organismo relacionado a grande fome na europa, no
final do século XIX, onde mais de 600 mil irlandeses morreram em funcdo da
devastacdo das lavouras por esse patdégeno (ZADOKS, 2008). Embora até pouco
tempo P. infestans tenha sido considerado como fungo, esse organismo pertence ao
filo Oomycota do Reino Stramenopila, diferenciando-se dos fungos verdadeiros por
apresentar celulose na parede celular das hifas, esporos biflagelados, sequéncias de
DNA diferenciadas, entre outras caracteristicas (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996; TRIGIANO; AMENT; LAMOUR, 2010).

O género Phytophthora é heterotalico e necessita de dois tipos de talo,
denominados grupo de compatibilidade Al e A2, para que ocorra a reproducéo
sexual. Quando esses dois grupos entram em contato, a reproducdo sexuada é
obtida pela unido do oogénio e anteridio, os quais se fundem, formando o o6sporo,
esporo sexual de resisténcia (FRY et al.,, 1992; TRIGIANO; AMENT; LAMOUR,
2010). A espécie P. infestans € um patdégeno policiclico, que, sob condi¢cdes
meteoroldgicas favoraveis, desenvolve-se na planta infectando hastes, folhas e
ocasionalmente tubérculos, formando estruturas de reproducdo assexuada
denominadas de esporangios, propagulos comumente encontrados nos tecidos
infectados pelo organismo. Essas estruturas séo dispersas por correntes de ar e
pela dgua da chuva para outras plantas sadias. Em temperaturas sueriores a 15 °C,
0s esporangios podem germinar diretamente sobre o tecido da planta; porém,
guando as temperaturas forem mais baixas (5 a 10 °C), podem liberar varios
zoosporos biflagelados, que germinam ao entrarem em contato com o tecido foliar
(MIZUBUTI; FRY, 2006; TRIGIANO; AMENT; LAMOUR, 2010; DANIES et al., 2013).

A reproducdo assexuada de P. infestans leva a baixa variabilidade genética
do patégeno; no entanto, se um isolado do grupo de compatibilidade (CG) Al e A2
ocorrerem em uma mesma lavoura, a possibilidade de recombinacdo sexual eleva o
nivel de variabilidade do oomiceto, podendo surgir hibridos mais agressivos. Além
disso, na auséncia do hospedeiro, os oosporos formados podem persistir no solo
constituindo-se como inéculo primério para novas infecgdes (MAYTON et al., 2000;
PORTER; DASGUPTA; JOHNSON, 2005).
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Phytophthora infestans tem seu centro de origem provavel na regido central
do México, de onde se disseminou para outras partes do globo como variantes da
linhagem clonal caracterizada e denominada US-1, pertencente ao CG Al
(SPIELMAN et al., 1991; GOODWIN; COHEN; FRY, 1994). Exceto no México, onde
havia os dois grupos de compatibilidade de P. infestans, até meados de 1970, a
linhagem clonal US-1 foi mundialmente predominante (SPIELMAN et al.,, 1991,
GOODWIN; COHEN; FRY, 1994; BIRCH; COOKE, 2013). Porém, no inicio dos anos
80, constatatou-se o aparecimento de isolados A2 na europa ocidental (HANS;
ISELIN, 1984). Posteriormente, a migracdo do GC A2 foi reportada em outros
continentes.

No Brasil, a presenca do GC A2 possivelmente se deu pela introducédo de
batata semente infectada e importada da europa, desalojando a antiga populacéo
US-1 (REIS et al., 2003). Ainda, segundo o mesmo autor, em estudo realizado no
inicio desse século, foi notada uma certa especificidade de isolados de P. infestans
pelo hospedeiro, onde populacdes de tomate foram associadas ao GC Al e, de
batata, ao GC A2, sendo a linhagem clonal predominante em batata caracterizada
como BR-1 (GOODWIN; COHEN; FRY, 1994). Nos dultimos levantamentos
realizados, tem sido observado a predominancia do GC A2. No entanto, ha menos
de 10 anos, foi detectada a ocorréncia de isolados dos grupos Al e A2 em lavouras
de batata dos estados de Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Sédo Paulo (OLIVEIRA,
2010; SANTANA et al., 2013).

Mudancas na composi¢cao genética de populacbes de P. infestans, numa
determinada regido, podem ocorrer em fungcédo da migracao de populacdes de outros
locais, pela reproducdo sexual, e ou por mutacdes ocorridas nas populacdes ja
existentes (AKINO; TAKEMOTO; HOSAKA, 2014). Até o momento, tem sido
observado incremento na diversidade do patdogeno em diversas partes do globo,
muitas vezes, com o aparecimento de populacdes mais agressivas (DANIES et al.,
2013; COOKE et al.,, 2012). No Brasil, as populacdes de P. infestans mudaram
significativamente ao longo dos anos, e, segundo Oliveira (2010), a alta diversidade
do patdégeno tem sido mantida pelo fluxo génico e eventos raros de recombinacéo. A
coexisténcia dos GC Al e A2, encontradas no Rio Grande do Sul, ha menos de uma
década (SANTANA et al., 2013), possibilita a ocorréncia de reproducdo sexuada, e,
como consequéncia, isolados recombinantes podem estar presentes nestes locais,

aumentando a diversidade de racas do patdgeno.
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Isolados de P. infestans autoférteis foram reportados na década de 80 na
Inglaterra (TANTIUS et al., 1986), e, mais recentemente, na China, México e Egito.
Esses isolados tém a capacidade de formar odsporos sem a presenca dos padroes
de compatibilidade e incrementam o risco de inicio de epidemias de requeima, pois
0s oosporos formados, podem permanecer viaveis durante varios anos no solo e dar
inicio a novos ciclos da doenca quando novas lavouras de batata dao instaladas
(HAN et al., 2013; ORONA et al., 2013; EL-GANAINY et al., 2013). Além disso, o0s
o0sporos podem originar uma populacdo do patdégeno mais diversa e, portanto,
promoverem a ocorréncia de isolados mais agressivos.

A principal medida de controle da requeima é baseada no uso de fungicidas,
pois a maioria das cultivares de batata sdo suscetiveis ao patégeno (GISI et al.,
2011; ABBA, 2010b). Entre os ingredientes ativos empregados no controle de P.
infestans, o fungicida sistémico metalaxyl ainda é utilizado em combinacdo com
outros principios ativos como os fungicidas protetores clorothalonil e mancozeb
(AGROFIT, 2014). A aplicacéo de fungicidas muitas vezes é realizada em intervalos
fixos, podendo variar entre trés a cinco dias, quando as condi¢des climaticas sdo
favoraveis ao patégeno (NAZARENO et al., 1999; COOKE et al., 2011). Devido a
intensificacdo do uso de fungicidas na producdo de batata, populacbes de P.
infestans resistentes a fungicidas sitio-especifico como o metalaxyl, tém sido
observadas em diversas partes do globo incluindo o Brasil (REIS et al., 2005; ZHU et
al., 2008; LI et al., 2009). Assim, tal fato implica em aumento do custo de producéo
para o agricultor em virtude deste grande nimero de aplicacées por safra.

Entre outras estratégias de manejo, o uso de cultivares com resisténcia
estavel e duravel € um dos métodos mais desejados em funcdo dos menores gastos
com fungicidas, da reducédo dos riscos de contaminacdo do meio ambiente e a
saude do homem (EVENHUIS et al., 2009; KESSEL et al., 2010; PEREIRA et al.,
2012). No entanto caracteres indesejaveis como aparéncia e qualidade culinaria dos
tubérculos, fora do padrdo comercial aceitavel, e, maturacdo tardia de cultivares de
batata resistentes a requeima, restringem seu uso pelos produtores (FORBES et al.,
2012; PEREIRA et al., 2012); aléem disso, a resisténcia raca-especifica de algumas
cultivares de batata é facilmente vencida pelo patdégeno (LANDEO, 2002). Dessa
forma, tais dificuldades s&o uma barreira a ser superada dentro dos programas de

melhoramento genético de batata.
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Ao longo dos anos, uma série de marcadores fenotipicos e genotipicos vem
sendo utilizado no estudo da diversidade de P. infestans, dentre esses, a realizacéo
de trabalhos relacionados a grupos de compatibilidade do patégeno (JUDELSON,
1996), sensibilidade de isolados a fungicidas (SUJIKOWSKI et al., 1995; COOKE et
al., 2011), viruléncia de isolados em serie diferenciadora de clones de batata
(MALCOLMSON; BLACK, 1966; TOOLEY et al., 1986), isoenzimas (FORBES et al.,
1998), haplotipos mitocondriais (GRIFFITH; SHAW, 1998; SANTANA et al., 2013),
estudo através de marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) com a sonda RG-57 (GUO et
al., 2010); e, na dultima década, o uso de marcadores microssatélites, também
conhecidos como de sequéncias simples repetidas (SSR) (COOKE; LEES, 2004).
Todos esses marcadores permitem mapear as migracdes e composicao da estrutura
genética de P. infestans. Porém, apesar de se ter indicios da ocorréncia de
populacdes recombinantes de P. infestans na Regido Sul do Brasil, estudos mais
especificos a cerca de sua variabilidade genética sdo necessarios para comprovar
tal hipbtese.

Dessa forma, teve-se por objetivo geral do estudo, contribuir para o
desenvolvimento da bataticultura por meio do monitoramento das populacfes de P.
infestans em lavouras do Sul do Pais, gerando conhecimentos para aumentar a
eficiéncia dos programas de melhoramento e do manejo da requeima na cultura da
batata. E, como objetivos especificos: 1) monitorar a diversidade de isolados de P.
infestans no Sul do Brasil por grupos de compatibilidade e marcadores moleculares;
2) estudar a diversidade genética e complexidade desses isolados quanto a
viruléncia em uma série diferenciadora de clones de batata, bem como avaliar sua
sensibilidade a fungicidas sitio-especificos e néo especificos; e, 3) avaliar a
agressividade de isolados de P. infestans em diferentes genoétipos de batata e

prospectar fontes de resisténcia ao patdbgeno em germoplasma de batata silvestre.



2 CAPITULO | — Caracterizacdo da variabilidade genética de isolados de
Phytophthora infestans provenientes de batata do Sul do
Brasil

2.1 Introducéao

No Brasil, a producéo de batata, na safra 2013, foi de 3.569.750 toneladas de
tubérculos, sendo a regido Sul, composta pelos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Parana, responsavel por aproximadamente 40,5% da producéo do
Pais (IBGE, 2014). No entanto, a cultura é afetada por varios problemas
fitossanitarios, dentre eles, doencas foliares como a pinta-preta e a requeima
causadas pelo fungo Alternaria solani Sorauer Phytophthora infestans (Mont.) De
Bary, respectivamente (NAZARENO; JACCOUD FILHO, 2003).

Phytophthora infestans, € um dos patdégenos mais destrutivos na cultura de
batata por causar necrose nas folhas, hastes e tubérculos resultando em perdas
significativas naquelas regides produtoras que apresentam condicfes climaticas
ideais para o desenvolvimento da doenca (HARRISON, 1992; FORBES, 2012).
Campos de producdo de batata e tomate infectados com o patégeno podem ser
devastados por completo em sete a dez dias (NOWICKI et al., 2012). Além disso,
essas epidemias séo favorecidas pela rapida reprodugéo assexuada do patégeno e
facilidade de liberacdo dos esporangios os quais se disseminam pela agua da
chuva, vento e pela irrigagdo (HARRISON, 1992; FRY et al., 2013). Esse organismo
pertence ao Reino Stramenopila (Chromista), Filo Oomycota, Classe Oomycetes,
ordem Pythiales e familia Phytiaceae; o qual se diferencia dos fungos verdadeiros

por apresentar celulose na parede celular e nucleos diploides (2N), sequéncias de
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DNA diferenciadas, além de outras caracteristicas distintas (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996; TRIGIANO; AMENT; LAMOUR, 2010).

Phytophthora infestans € um microrganismo heterotélico com dois grupos de
compatibilidade, A1 e A2. E quando coexistem os dois GC, a interacao das hifas de
cada grupo induz a formagdo de anteridio e oogbnio que se fundem formando o
o0sporo, 0 que significa que o patégeno tem a capacidade de reproduzir-se
sexuadamente (FRY et al., 1992; BRURBERG et al., 2011). Este fato pode elevar o
nivel de variabilidade do fungo, possibilitando o surgimento de recombinantes mais
agressivos. Além disso, por ser uma estrutura de resisténcia, o o6sporo sobrevive
em condicdes adversas e constitui-se como inéculo no inicio de novas infestacfes
(MAYTON et al., 2000).

Até o final da década de 1970, a populacdo mundial de P. infestans, exceto
no México, consistia numa unica linhagem clonal denominada US-1 (SPIELMAN et
al., 1991; GOODWIN; COHEN; FRY, 1994; COOKE et al., 2011; YOSHIDA et al.,
2013). O primeiro registro da ocorréncia do GC A2 em lavouras de batata, fora do
México, foi no continente europeu, no inicio dos anos 80 (HANS; ISELIN, 1984).
Desde entéo, este GC foi constatado em outros paises, entre eles o Brasil como a
linhagem clonal BR-1 (A2) (BROMMONSCHENKEL; MATSUOKA, 1986; GOODWIN;
COHEN; FRY, 1994), cuja predominancia foi reportada por Reis et al. (2003) em
lavouras de batata. J& durante os ultimos anos, também foi constatada a ocorréncia
do GC Al em lavouras de batata do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais,
apesar do GC A2 ainda ser predominante (OLIVEIRA, 2010; SANTANA et al., 2013).

De acordo com Mc Donald e Linde (2002), popula¢@es de fitopatégenos com
alto potencial evolutivo apresentam maior probabilidade de superar a resisténcia
genética do que aquelas com baixo potencial. Entre os mecanismos de variabilidade
genética associados a esses patdgenos, citam-se a mutacao, recombinacdo sexual
e fluxo génico. As mutacdes ocorrem por mudancas diretas na sequéncia do DNA de
genes individuais, criando assim, novos alelos nas populagbes com o surgimento de
novas estirpes; a recombinacdo sexual permite o intercambio genético entre os
organismos, resultando em progénies melhor adaptadas; e, as migracdes de
populacdes, ocorrem através do fluxo génico onde gendtipos migram de uma
populacao para outra geograficamente separada. Nesse contexto, P. infestans pode
aumentar seu potencial evolutivo no diagrama de riscos pelo alto fluxo de genétipo e
pela reproducéo sexuada (Mc DONALD; LINDE, 2002; Nl et al., 2011).
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A migracao de P. infestans tem resultado em mudancas nas populacdes do
patégeno (GUO et al., 2010; COOKE et al., 2012; ROJAS et al., 2014), e, quando
coexistem os dois grupos de compatibilidade no mesmo local, a ocorréncia de
reproducdo sexuada pode ser responsavel pelo aumento da variabilidade genética
(HAN et al., 2013). Até o momento, tem sido observado incremento na diversidade
do patdgeno em diversas partes do mundo, muitas vezes, com 0 aparecimento de
populacdes mais agressivas como a linhagem 13 A2, detectada no continente
europeu (COOKE et al., 2012). No Brasil, diferencas na agressividade de diferentes
isolados de P. infestans em genotipos de batata, foram encontradas recentemente
por CASA-COILA et al. (2012), sob condi¢cbes de campo.

O surgimento de novas populacdes de P. infestans através da migracdo ou
recombinacdo sexual, em muitos casos, resultou em incremento da diversidade
genética (WIDMARK et al., 2011; CHMIELARZ et al., 2014). Os ultimos estudos
realizados no Brasil demonstram que as populacfes desse patdgeno tém sofrido
mudancas e existe uma grande diversidade de isolados mantida pelo alto fluxo
génico (OLIVEIRA, 2010). No Rio Grande do Sul, existem evidéncias de
recombinacédo entre as populac¢des dos dois grupos de compatibilidade encontradas;
ao contrario das populacdes provenientes do Parana e de Santa Catarina que,
mantinham-se clonais até entdo (OLIVEIRA, 2010; SANTANA et al., 2013).

Tradicionalmente, a caracterizacdo de populacdes de P. infestans tem sido
realizada por meio de uma série de marcadores, dentre eles, o estudo dos grupos de
compatibilidade, que é o primeiro indicador de grandes mudancas. Adicionalmente,
sdo utilizados os padrbes eletroforéticos das isoenzimas glucose-6-fosfato
isomerase (Gpi) e peptidase (Pep,) resisténcia a metalaxyl, analise do padrdo de
bandas RFLP, analise do padrdo de bandas do DNA mitocondrial (mtDNA) e
viruléncia a plantas hospedeiras diferenciadoras (FRY et al.,, 1993; GUO et al.,
2010).

Nos ultimos anos, 0 uso de marcadores microssatélites codominantes tem
contribuido significativamente no entendimento da genética de populagbes de P.
infestans (LEES et al., 2006). A compreensdo da diversidade genética das
populacdes atuais do patdogeno, no Brasil, passa pelo conhecimento de como ocorre
a variabilidade, se existe migracdo de novas linhagens, pressdo de selecao,
ocorréncia de isolados mais agressivos, e, se as populacdes Al e A2 encontradas,

estdo recombinando-se. Estas informacdes contribuem de forma direta no manejo
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da doenca, considerando-se principalmente a obtencdo de cultivares resistentes a
requeima. Dessa forma, foram objetivos do presente estudo: 1) caracterizar
populacdes de P. infestans coletadas no Sul do Brasil, com base na identificagéo
dos grupos de compatibilidade e de marcadores microssatélite; e, 2) verificar a

ocorréncia de recombinantes sexuais na regiao de estudo.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Coleta de isolados de Phytophthora infestans em regides produtoras de
batata dos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana

Foram coletados 188 isolados de P. infestans, dentre os quais, 176 durante
0s anos 2010-2013, e, 12 entre 2004 e 2005. As amostras foram obtidas a partir de
folhas e haste de batata com sintoma tipico de requeima nas principais regides
produtoras do Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC) e Parana (PR). Coletou-
se maior numero de amostras no estado do RS, em funcdo da maior incidéncia de
requeima nas lavouras de batata, obtendo-se, assim, uma quantidade mais elevada
de subamostras comparativamente aos estados do PR e de SC, onde houveram
poucos focos de infec¢do do patégeno. Adicionalmente, foram obtidos dois isolados
de plantas de tomateiro dos estados do PR (2010) e do RS (2011). As coletas foram
realizadas na safra de outono-inverno e primavera-verao de cada ano, sendo cada
amostra georrefenciada com o auxilio de um equipamento GPS (Global Positioning
System) Garmin (Apéndice A).

A conducéo das coletas foi realizada com o apoio da Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural (EMATER) e Embrapa Clima Temperado, no RS,
Empresa de Pesquisa Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI),
em SC, e, do Instituto Agrondmico de Parana (IAPAR), no PR. No RS, foram
coletadas amostras em lavouras da regido Sul (municipios de Cristal, Sdo Lourengo
do Sul, Pelotas, Cangucu e Rio Grande), da regido Norte (municipios de Ibiraiaras,
Séao José dos Ausentes, Bom Jesus e Séo Francisco de Paula), da regido Central
(municipio de Silveira Martins) e regido da Serra (municipios de Nova Petropolis,
Santa Maria do Herval e Morro Reuter). Em SC, foram coletadas amostras nas
regides do Planalto Norte (municipios de Itaiépolis, Canoinhas, Major Vieira, Trés

Barras e Mafra) e Planalto Serrano (municipio de Sao Joaquim). No PR, foram
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coletadas amostras na regido Metropolitana (municipios de Guarapuava, Araucaria,
Lapa, Contenda, Balsa Nova, Campo Largo, Castro e Ponta Grossa), na regiao
Centro-Sul (municipio de Pinhdo) e no Sudoeste Paranaense (municipios de Palmas
e Sao Mateus do Sul).

O ponto de coleta mais setentrional foi em Castro-PR (-24°47'27"S, -
50°0'43"W) e o extremo meridional foi em Rio Grande-RS (-32°02'06"S, -
52° 5' 56" W). De leste a oeste, a amplitude foi de leste em Araucéria-PR (-25° 35’
35" S, -49° 24’ 37 W) a oeste em Silveira-Martins-RS (-29° 40'10.52" S, -
53° 37'51.37" W) (Figura 2).

2.2.2 Isolamento de Phytophthora infestans

Todos os procedimentos de isolamento e manutencdo foram realizados no
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Clima Temperado. Para conducdo dos
isolamentos, as amostras de folhas ou de caules infectadas, foram submetidas a
camara umida em caixas gerbox com papel filtro umedecido. A seguir, 0 material foi
mantido em BOD a 17 + 1°C, durante 24h, com a finalidade de induzir a esporulagéao
do patdégeno. Apds este periodo, os esporangios foram transferidos para placas de
Petri contendo meio Centeio-agar-B (FRY LAB, 2005). A manutencéo dos isolados
foi realizada por repicagens periddicas em tubos de ensaio contendo meio centeio,

mantidos em geladeira a 5°C.

2.2.3 Identificacdo dos grupos de compatibilidade

A caracterizacdo in vitro dos grupos de compatibilidade (GC) dos isolados foi
realizada pelo pareamento entre um isolado de P. infestans cujo GC era
desconhecido com um conhecido Al (US-1) ou A2 (BR-1), em meio V8 clarificado
(FRY LAB, 2005). O procedimento foi realizado através da transferéncia de um disco
de micélio com 5mm de diametro do isolado padréo e outro do desconhecido, para
novas placas com o meio V8, a uma distancia de aproximadamente 3cm um do
outro. A seguir, as placas foram incubadas no escuro, durante trés a quatro
semanas a 17 + 1°C. A avaliagdo consistiu na observagédo da presenca de 06sporos

na zona de contato entre ambos os isolados, sob microscépio éptico. Os isolados
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que produziram odsporo quando pareado com Al e ndo produziram com o padrao
A2, foram identificados como pertencentes ao GC A2 e vice-versa.

2.2.4 Determinacdao de isolados autoférteis

Foram obtidas culturas monoesporangicas de 28 isolados com suspeita de
autofertilidade. Para isso, primeiramente foram obtidos esporangios da superficie do
meio de cultura de centeio com sete a dez dias de idade, e a seguir, efetuou-se sua
transferéncia para um tubo eppendorf contendo 2mL de agua esterilizada.
Imediatamente, a suspensao obtida foi transferida para placas de Petri contendo
meio agar-agua a 1% e incubada em BOD a 17 £+ 1°C. Decorridas 48 a 72h da
incubacéo, foi realizado o isolamento monospoérico dos esporangios cujo tubo de
germinacao era visivel, realizando-se duas culturas monoesporangicas para cada
isolado.

Apos o crescimento da colbnia do isolado monoesporangico, fragmentos do
meio contendo o oomiceto, foram pareados com os padrdes Al, A2 e com 0 mesmo
isolado (autopareamento) em meio de cultura V8 clarificado (FRY LAB, 2005). A
seguir, as placas foram mantidas em BOD a 17 + 1°C, no escuro, durante trés a
quatro semanas. Decorrido esse periodo, a zona de contato entre as colbnias do
patdgeno foi observada sob microscopio 6ptico conforme detalhado no item 2.2.3.
Assim, isolados que produziram oo0sporos com o padrdao Al, A2, e, quando

autopareado, foram determinados como autoférteis.

2.2.5 Caracterizacdo molecular de isolados de Phytophthora infestans por

marcadores microssatélites

2.2.5.1 Extragcdo de DNA

Para estudar a diversidade de 63 isolados de P. infestans, provenientes de
lavouras de batata do Sul do Brasil (Tabela 1), coletados na safra de 2004-2005 e
2010-2012, primeiramente realizou-se a extragdo do DNA de cada amostra. Para
tanto, discos de micélio, crescidos em meio de centeio-agar-B com 10 dias de idade,
foram transferidos para 100mL de meio liquido de ervilha (GOODWIN; SUJIKOWSKI,
FRY, 1995). Apos 10 a 14 dias de incubacdo em BOD a 17 = 1°C, o micélio de cada
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isolado foi filtrado, seco em papel filtro esterilizado e armazenado em freezer a -
20°C. A seguir, a extragdo de DNA do micélio de cada amostra foi realizada
conforme o protocolo de extracdo do Mini kit DNeasy Plant (QIAGEN), e conservado

a -20°C até a sua utilizacao.
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Tabela 1 - Identificacdo e procedéncia de isolados de Phytophthora infestans caracterizados por grupo de compatibilidade e

utilizados para a extracado de DNA. Pelotas/RS, 2014.

N°*  Isolado GC? Municipio Estado\PC®  N° Isolado GC Municipio Estado\PC
1 CAMPO2 A2 Pelotas RS-11 33 PGR-7 AF® Ponta Grossa PR-12
2 Pel2f Al1A2 Pelotas RS-11 34 PGR-3 AF Ponta Grossa PR-12
3 Emb-c A2 Pelotas RS-11 35 PR-01-a AF Palmas PR-11
4 10 MR ND* Morro Reuter RS-10 36 CON-2 AF Contenda PR-12
5 5 NP A2 Nova Petropolis RS-10 37 PR-17 AF Araucaria PR-12
6 3 NP ND Nova Petropolis RS-10 38 PGR-1 AF Ponta Grossa PR-12
7 3 SvM A1A2 Silveira Martins RS-10 39 PR-27 A2 Lapa PR-11
8 6 SvM A2 Silveira Martins RS-10 40 CON-1 AF Contenda PR-12
9 IBI6-d ND Ibiraiaras RS-11 41 PR-10 AF Castro PR-11
10 CRI-2 Al Cristal RS-11 42 PRGU-5 AF Ponta Grossa PR-11
11 BJ-05 A2 Bom Jesus RS-12 43 MF-07 AF Mafra SC-12
12 BJ-03 A2 Bom Jesus RS-12 44 SC-16 ND Sao Joaquim SC-11
13 SJA-10 Al Sao Jose dos Ausentes RS-12 45 SC-C8 AF Canoinhas SC-12
14 1 CANG A2 Cangucu RS-10 46 SC-C4 AF Canoinhas SC-12
15 SL-5b A1A2 Sao Lourenco do Sul RS-11 47 SC-C2 AF Canoinhas SC-12
16 SL-01b A2 Séo Lourenco do Sul RS-11 48 SC-08 A2 Canoinhas SC-11
17 Pel-05 A2 Pelotas RS-12 49 SC-11 A2 Itaiépolis SC-11
18 Pel-6 AlA2 Pelotas RS-12 50 SC-03 Al Sé&o Mateus do Sul PR-11
19 4 CANG Al Cangucgu RS-10 51 15-SC A2 Trés Barras SC-11
20 8 SMH A2 Santa Maria do Herval RS-10 52 SC-C11 A2 Major Viera SC-12
21 CLAR-1 A2 Campo Largo PR-12 53 SC-12-1 A2 Itaibpolis SC-11
22 PL-3b A2 Palmas PR-11 54 151 A2 Santa Maria do Herval RS-05
23 PR-03-a AF Pinhdo PR-11 55 166¢ A2 Sao Jose dos Ausentes RS-05




N°'  Isolado GC? Municipio Estado\PC®  N° Isolado GC Municipio Estado\PC
24 PRGU1 A2 Guarapuava PR-11 56 96 A2 Santa Maria RS-04
25 PR-18 ND Araucaria PR-11 57 89 A2 Silveira Martins RS-04
26 PR-20 A2 Araucaria PR-11 58 157 A2 S. Francisco de Paula RS-05
27 PR-3b A2 Pinhédo PR-11 59 87 Al Silveira Martins RS-04
28 BN-02 AF Balsa Nova PR-12 60 149 Al Santa Maria do Herval RS-05
29 PR-24 A2 Contenda PR-11 61 68 Al Morro Redondo RS-04
30 PL-01 A2 Palmas PR-11 62 82 A2 Cristal RS-04
31 CON-8 AF Contenda PR-12 63 99 Al Cangugu RS-04
32 PGR-2 AF Ponta Grossa PR-12

'"Numeracéo valida para o estudo de Coordenadas principais; “GC = Grupo de compatibilidade Al e A2; >PC= Perjodo de coleta;
*ND = N&o determinado; >AF= Autofértil.
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2.2.5.2 Andlise por microssatélite multiplex

Todos os procedimentos relacionados a andlise molecular dos isolados de P.
infestans foram realizados no Laboratério de Biologia de Populacbes de
Fitopatbgenos do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vicosa. Os isolados foram caracterizados utilizando-se nove loci polimorficos
microssatélites: PiG11 (KNAPOVA; GISI, 2002), Pi63ong, Pi70, Pi02, Pi04, Pi33,
Pi56(ong), Pi89 e D13 (LEES et al., 2006; COOKE, 2009). O iniciador de cada um
dos primers foi marcado com trés cores fluorescentes: FAM (Pi02, Pi63, D13, Pi70),
NED (Pi33, Pi89, G11) e HEX (Pi04, Pi56) (Applied Biosystems) (Tabela 2). Trés
reacoes de PCR multiplex separadas foram realizadas em 9uL da reacédo Type it®
Kit microssatélite (QIAGEN, USA). Para cada reacdo de amplificacdo [Mix 1 (Pi02,
Pi89), Mix 2 (PiG11, Pi04, Pi70, Pi56 ong), Pi63(Long OU Mix 3 (Pi33, D13) foi utilizado
1uL de 20ng de DNA. O PCR multiplex foi realizado em termociclador MyGene
series peltier thermal MG96G, programado para uma etapa inicial de desnaturacéo a
95°C por 5 min., seguido de 30 ciclos de 95°C por 30s de desnaturacéo, 60°C por
1min. 30s de anelamento e 72°C por 30s de extensao, e uma extensao final de 60°C
por 30min.

Tabela 2 — Sequéncia de marcadores microssatélite utilizados na caracterizagdo molecular de 63

isolados de Phytophthora infestans provenientes de lavouras de batata do Sul do Brasil. Pelotas/RS,
2014.

Primer Sequéncia primer (5'-3') Label Tm?® Referéncia
Pi02 F: CAGCCTCCGTGCAAGA FAM 57 LEES et al. (2006)
Pio2 R: AAGGTGCGCGAAGACC FAM
Pio4 F: AGCGGCTTACCGATGG HEX 57 LEES et al. (2006)
Pio4 R: CAGCGGCTGTTTCGAC HEX
Pi33 F: TGCCGACGACAAGGAA NED 60 LEES et al. (2006)
Pi33 R: CGGTCTGCTGCTGCTC NED

Pi56cap F: AACTATCTATCGGCGTGCAT HEX 57 LEES et al. (2006)

Pi56(,,) R: CAGGCCGCAATTGTAAGA HEX
Pi63 F: ATGACGAAGATGAAAGTGAGG FAM 57 LEES et al. (2006)
Pi63Long R: CGTATTTTCCTGTTTATCTAACACC FAM
Pi70 F: ATGAAAATACGTCAATGCTCG FAM 57 LEES et al. (2006)
Pi70 R: CGTTGGATATTTCTATTTCTTCG FAM
Pig89 F: GAGAACGCACAATGTAAGGC NED 57 LEES et al. (2006)
Pi89 R: ACATAAATACACGCTGAACGG NED
D13 F: TGCCCCCTGCTCACTC FAM 60 LEES et al. (2006)

D13(ong R: GCTCGAATTCATTTTACAGACTTG FAM

PiG11 F: TGCTATTTATCAAGCGTGGG NED 57 KNAPOVA; GISI (2002)

PiG1l R: TACAATCTGCAGCCGTAAGA NED

*Marcac&o com fluorescéncia, “Tm = Temperatura de anelamento do primer.
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Apés a amplificacdo por PCR de cada amostra (isolado), os produtos foram
diluidos em &gua Milli Q autoclavada e analisados quanto a marcacéo fluorescente
através do sequenciador ABI Prism® 3100 (Applied Biosystems, USA). A partir da
genotipagem, os alelos das amostras de P. infestans foram avaliados através do
software Gene Marker® 1,91 (Soft Genetic LLC®), sendo a determinagéo final do
tamanho do alelo, baseada na sequéncia de bases de cada primer microssatélite
(COOKE, 2009).

2.2.6 Analise dos dados

A analise de recombinacdo das populacdes de P. infestans foi avaliada
através do Indice de associacdo (Ia"), que quantifica a associacdo geral dos loci,
calculado através do software GenoDive versdo 2.0b23 (MEIRMANS, 2013). Para
analisar a distribuicdo da variacdo genética entre e dentro de populagdes por analise
de variancia molecular (AMOVA), foi utilizado o software Arlequin v.3.0,
(EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005), cuja significancia estatistica foi testada
em 999 permutacdes. A diferenciacdo genética par a par (Fs) entre populacdes de
P. infestans foi calculado através do programa GenoDive versao 2.0b23
(MEIRMANS, 2013), submetido a teste de randomizagdo com 1000 interacdes. A
analise tridimensional de coordenadas principais foi realizada através da distancia
genética de Bruvo’s utilizando-se o software GenoDive versao 2.0b23 (MEIRMANS,
2013).

2.3 Resultados e Discussao
2.3.1 Identificacdo dos grupos de compatibilidade

Dentre os isolados de P. infestans coletados no Sul do Brasil, determinou-se o
grupo de compatibilidade de 116 provenientes de 71 lavouras de batata e duas de
tomate de 29 municipios dos estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina e do
Parana (Tabela 3).

Entre os isolados de batata avaliados, 49,12% foram identificados como
pertencentes ao GC A2, 15,78% ao GC Al, 10,52% ao grupo A1A2 e 24,56% foram

autoférteis, sendo, os dois isolados de tomate caracterizados como Al. No Rio
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Grande do Sul, dos 57 isolados caracterizados, 52,63% foram identificados como do
grupo A2, 26,33% do grupo Al, e, 21,10% do grupo A1A2. Em Santa Catarina, de
um total de 18 isolados, 55,55% foram caracterizados como A2, 38,88% autoférteis
e 5,55% como Al. Ja no estado do Parana, de um total de 39 isolados, 53,84%
foram identificados como autoférteis, 41,03% A2, e 5,13% como do grupo Al
(Tabela 3, Figuras 1 e 2).

No presente estudo detectou-se a ocorréncia de isolados de P. infestans Al,
A2 e A1A2 no RS, sendo os grupos Al e A2, em propor¢cdes semelhantes aquelas
reportadas por Santana et al. (2013) nessa mesma regiao; e, um leve aumento foi
observado na percentagem de isolados A1A2. Entretanto, no estado do Parana e em
Santa Catarina, registra-se € o primeiro relato de ocorréncia dos isolados do GC Al
(municipios de Sao Joaquim em SC e Sdo Mateus do Sul e Palmas no PR); assim
como também, a presenca de isolados autoférteis em quatro lavouras de batata de
SC, e em nove do PR, além das populacdes A2 ja reportadas anteriormente como
predominantes (REIS, 2001; SANTANA et al., 2013). No dultimo levantamento
realizado no Brasil, a presenca de isolados Al e A2 também foi constatada em
lavouras de batata do estado de Minas Gerais e S&o Paulo, ampliando a diversidade
de isolados até entdo relatada como predominantemente do GC A2 (OLIVEIRA,
2010).
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Tabela 3 - Identificacdo, origem, localizacéo geogréfica e determinacéo de grupos de compatibilidade de isolados de Phytophthora infestans coletados no Sul
do Brasil, durante os anos 2010-2012. Pelotas/RS, 2014.

Isolado Hospedeiro Municipio/Estado® Ano? Latitude Longitude  Altitude GC®  Lavouras’
1 CANG Batata Cangucu/RS 2010 -31,1707 -52,3658 152 A2 1
4 CANG Batata Cangucu/RS 2010 -31,0744 -52,2617 264 Al 2
1NP Batata Nova Petropolis/RS 2010 -29,2305 -51,0158 652 Al 3
2 NP Batata Nova Petropolis/RS 2010 -29,2305 -51,0158 652 Al 3
5 NP Batata Nova Petropolis/RS 2010 -29,1247 -51,0338 741 A2 4
8 SMH Batata S. M. do Herval/lRS 2010 -29,29 -51,0044 670 A2 5
1SvM Batata Silveira Martins/RS 2010 -29,3825 -53,3555 462 A2 6
2 SVvM Batata Silveira Martins/RS 2010 -29,3751 -53,3538 458 A2 7
3 SvM Batata Silveira Martins/RS 2010 -29,3742 -53,3404 484 Al1A2 8
4 SVvM Batata Silveira Martins/RS 2010 -29,3911 -53,3358 470 A2 9
6 SvM Batata Silveira Martins/RS 2010 -29,3833 -53,33 478 A2 10
9 SVM Batata Silveira Martins/RS 2010 -29,4454 -53,3439 87 A2 11
CRI-02 Batata Cristal/lRS 2011 -31,0215 -52,0617 66 Al 12
CRI-02(b) Batata Cristal/RS 2011 -31,0216 -52,0618 66 Al 12
CRI-03 Batata Cristal/lRS 2011 -31,0224 -52,0654 46 A2 13
CRI-05(a) Batata Cristal/RS 2011 -31,0254 -52,0649 80 Al 14
CRI-06 Batata Cristal/lRS 2011 -31,0337 -52,0757 115 A2 15
CRI-07(b) Batata Cristal/RS 2011 -31,0337 -52,0757 115 A2 15
SL-01(b) Batata Séo Lourenco do Sul/RS 2011 -31,124 -51,5648 63 A2 16
SL-01(c) Batata Sao Lourenco do Sul/RS 2011 -31,124 -51,5648 63 A2 16
SL-03 Batata Séo Lourenco do Sul/RS 2011 -31,1244 -51,5648 63 A2 16
SL-04(b) Batata Sao Lourenco do Sul/RS 2011 -31,1056 -52,024 55 A2 17
SL-05(b) Batata Séo Lourenco do Sul/RS 2011 -31,1305 -53,0528 97 Al1A2 18




Isolado Hospedeiro Municipio/Estado® Ano® Latitude Longitude  Altitude GC®  Lavouras’
SL-05(c) Batata Séo Lourenco do Sul/RS 2011 -31,1305 -53,0528 97 A1A2 18
EMB-C Batata Pelotas/RS 2011 - - A2 19
BR-CI Batata Pelotas/RS 2011 - - A2 20
CAMPO-2 Batata Pelotas/RS 2011 - - A2 21
Pel-02 (a) Batata Pelotas/RS 2011 -31,3624 -52,3148 200 A1A2 22
Pel-02 (b) Batata Pelotas/RS 2011 -31,3651 -52,3149 200 Al1A2 22
Pel-02 (d) Batata Pelotas/RS 2011 -31,3651 -52,3151 205 A1A2 22
Pel-02 (e) Batata Pelotas/RS 2011 -31,3627 -52,315 207 Al1A2 22
Pel-02 (f) Batata Pelotas/RS 2011 -31,3625 -52,3149 208 A1A2 22
Pel-03 Batata Pelotas/RS 2011 -31,362 -52,3143 209 Al1A2 23
Pel 05 Batata Pelotas/RS 2012 - - A2 24
Pel 06 Batata Pelotas/RS 2012 - - AlA2 25
Pel 07 Batata Pelotas/RS 2012 - - A1A2 26
Pel -08 Batata Pelotas/RS 2013 - - Al 27
Pel 11 Batata Pelotas/RS 2013 - - A2 28
RG-01 Batata Rio Grande/RS 2013 -32,035 -52,0988 A2 29
IBI-01 (b) Batata Ibiraiaras/RS 2011 -28,2304 -51,3516 814 A2 30
IBI-01 ¢ Batata Ibiraiaras/RS 2011 -28,2303 -51,3515 814 A2 30
IBI-04 (a) Batata Ibiraiaras/RS 2011 -28,2256 -51,3643 835 Al 31
IBI-04 (b) Batata Ibiraiaras/RS 2011 -28,2256 -51,3643 835 Al 31
SJA-08 Batata S. J. dos Ausentes 2012 -28,4319 -50,0754 1193 Al 32
SJA-10 Batata S. J. dos Ausentes 2012 -28,3659 -49,5511 1165 Al 33
SJA-12 Batata S. J. dos Ausentes 2012 -28,3657 -49,5513 1185 Al 33
SJA-13 Batata S. J. dos Ausentes 2012 -28,365 -49,5506 1170 Al 33
SJA-14 Batata S. J. dos Ausentes 2012 -28,3825 -49,5632 1267 Al 34
SJA-15 Batata S. J. dos Ausentes 2012 -28,3828 -49,5628 1221 Al 34
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Isolado Hospedeiro Municipio/Estado® Ano® Latitude Longitude  Altitude GC®  Lavouras’
SJA-16 Batata S. J. dos Ausentes 2012 -28,3826 -49,5632 1219 A2 35
SJA-17 Batata S. J. dos Ausentes 2012 -28,3823 -49,5631 1221 A2 35
BJ-02 Batata Bom Jesus/RS 2012 -28,3718 -50,2506 1079 A2 36
BJ-03 Batata Bom Jesus/RS 2012 -28,3719 -50,2509 1075 A2 36
BJ-04 Batata Bom Jesus/RS 2012 -28,3716 -50,2508 1073 A2 36
BJ-05 Batata Bom Jesus/RS 2012 -28,3717 -50,250 1075 A2 37
BJ-07 Batata Bom Jesus/RS 2012 -28,3655 -50,2941 1055 A2 38
SFP-08 Batata S. F. de Paula/RS 2012 -29,2739 -50,2026 920 A2A1 39
SC-08 Batata Canoinhas/SC 2011 -26,1124 -50,2158 784 A2 40
SC-C01 Batata Canoinhas/SC 2012 -26,0511 -50,2305 792 AF 41
SC-C02 Batata Canoinhas/SC 2012 -26,051 -50,2302 786 AF 41
SC-C04 Batata Canoinhas/SC 2012 -26,0446 -50,235 766 AF 42
SC-C08 Batata Canoinhas/SC 2012 -26,0518 -50,3224 785 AF 43
SC-11 Batata Itaiépolis/SC 2011 -26,2418 -49,4927 892 A2 44
SC-12 Batata Itaiopolis/SC 2011 -26,2412 -49,4919 888 A2 44
SC-12 (1) Batata Itaiépolis/SC 2011 -26,2412 -49,4919 888 A2 44
SC-15 Batata Trés Barras/SC 2011 -26,1737 -50,0702 793 A2 45
SC-SJ-07 Batata Sédo Joaquim/SC 2011 -28,1655 -49,1835 1350 Al 46
SC-C11 Batata Major Viera/SC 2012 -26,2131 -50,2048 776 A2 a7
SC-C12 Batata Major Viera/SC 2012 -26,2121 -50,2041 790 A2 47
MF-01 Batata Mafra/SC 2012 -26,1001 -49,5106 903 A2 48
MF-03 Batata Mafra/SC 2012 -26,1002 -49,5107 900 A2 48
MF-04 Batata Mafra/SC 2012 -26,1004 -49,5108 906 A2 48
MF-05 Batata Mafra/SC 2012 -26,1006 -49,5109 898 AF 48
MF-06 Batata Mafra/SC 2012 -26,1009 -49,5105 889 AF 48
MF-07 Batata Mafra/SC 2012 -26,1006 -49,5104 886 AF 48
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Isolado Hospedeiro Municipio/Estado® Ano? Latitude Longitude  Altitude GC®  Lavouras’
SC-03 Batata S. Mateus do Sul/PR 2011 -26,011 -50,3451 762 Al 49
PR-03(a) Batata Pinhdo/PR 2011 -25,4816 -51,4357 1076 AF 50
PR-03(b) Batata Pinhdo/PR 2011 -25,4816 -51,4357 1076 A2 50
PR-07 c Batata Ponta Grossa/PR 2011 -25,1256 -50,0755 847 A2 51
PGR-01 Batata Ponta Grossa/PR 2012 -25,1228 -50,0712 799 AF 52
PGR-02 Batata Ponta Grossa/PR 2012 -25,1227 -50,0712 794 AF 52
PGR-03 Batata Ponta Grossa/PR 2012 -25,1226 -50,0711 794 AF 52
PGR-04 Batata Ponta Grossa/PR 2012 -25,1224 -50,071 787 AF 52
PGR-05 Batata Ponta Grossa/PR 2012 -25,1234 -50,0654 822 AF 52
PGR-06 Batata Ponta Grossa/PR 2012 -25,124 -50,0701 824 AF 52
PGR-07 Batata Ponta Grossa/PR 2012 -25,1256 -50,0708 814 AF 52
PR-10 Batata Castro/PR 2011 -24,515 -49,535 1016 AF 53
PR-15 Batata Araucaria/PR 2011 -25,4222 -49,2356 896 A2 54
PR-17 Batata Araucaria/PR 2011 -25,4409 -49,2341 899 AF 55
PR-20 Batata Araucaria/PR 2011 -25,4225 -49,2343 908 A2 56
AR-02 Batata Araucaria/PR 2012 -25,4416 -49,2337 918 A2 57
PR-24 Batata Contenda/PR 2011 -25,4013 -49,2949 928 A2 58
CON -1 Batata Contenda/PR 2012 -25,3849 -49,3424 901 AF 59
CON-2 Batata Contenda/PR 2012 -25,3852 -49,3426 899 AF 59
CON-3 Batata Contenda/PR 2012 -25,3855 -49,3425 891 AF 60
CON-4 Batata Contenda/PR 2012 -25,3852 -49,3421 893 AF 60
CON-5 Batata Contenda/PR 2012 -25,3857 -49,3328 907 AF 61
CON-6 Batata Contenda/PR 2012 -25,3856 -49,3337 896 AF 61
CON-8 Batata Contenda/PR 2012 -25,3859 -49,3331 905 AF 61
PR-25 Batata Lapa/PR 2011 -25,4651 -49,4542 902 A2 62
PR-26 Batata Lapa/PR 2011 -25,4651 -49,4542 902 A2 62
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Isolado Hospedeiro Municipio/Estado® Ano? Latitude Longitude  Altitude GC® Lavouras’
PR-27 Batata Lapa/PR 2011 -25,4651 -49,4542 902 A2 62
PR-01-a Batata Palmas/PR 2011 -26,2922 -52,0319 1111 AF 63
PR-PLO1 Batata Palmas/PR 2011 -26,1947 -51,551 1126 A2 64
PR-PLO4 Batata Palmas/PR 2011 -26,3636 -51,3902 1257 A2 65
PL-03(a) Batata Palmas/PR 2011 -26,3356 -51,4629 1273 Al 66
PL-03(b) Batata Palmas/PR 2011 -26,3356 -51,4629 1273 A2 66
PRGU-01 Batata Guarapuava/PR 2011 -25,2039 -51,4022 1049 A2 67
PRGU-05 Batata Guarapuava/PR 2011 -25,1236 -51,4159 1120 A2 68
CLAR-01 Batata Campo Largo/PR 2012 -25,234 -49,2918 974 A2 69
CLAR-02 Batata Campo Largo/PR 2012 -25,234 -49,2917 998 A2 69
CLAR-06 Batata Campo Largo/PR 2012 -25,2303 -49,2839 994 AF 70
CLAR-07 Batata Campo Largo/PR 2012 -25,2301 -49,2838 1001 AF 70
BN-02 Batata Balsa Nova/PR 2012 -25,3331 -49,3627 897 AF 71
TOM-D Tomate Pelotas/RS 2010 - - Al 72
PR-TOM Tomate Araucéria/PR 2011 -25,4225 -49,2343 908 Al 73

"Estado: RS = Rio Grande do Sul, SC = Santa Catarina, PR = Parana, “Ano de coleta; °GC = Grupo de compatibilidade (A1,A2, A1A2),
AF= isolado autofértil; *Lavouras de batata e tomate.
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| PL3bx A1

Figura -1 Formacéo de odsporos em pareamentos entre trés isolados (6 SvM, Campo2 e PL3b) de
Phytophthora infestans e o padréo Al (A,B,C); e, odsporo formado pelo isolado autofértil PGR-2 (D).
Pelotas/RS, 2014.
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Figura 2 — Localizacao e distribuicdo de grupos de compatibilidade de Phytophthora infestans (A1,
A2, A1A2 e autoférteis), isolados ou em combinagdo, por municipio, nos estados de Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Parana. Pelotas/RS, 2014.
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As constantes migracdes de linhagens de P. infestans sdo reportadas em
diversas partes do mundo, e, muitas vezes, com 0 ressurgimento ou surgimento de
linhagens mais agressivas (NYONGESA et al.,, 2012; COOKE et al.,, 2012).
Populacdes atipicas do patégeno nestes ultimos anos, no Brasil, vém sendo
constatadas com o surgimento de isolados do grupo de compatibilidade Al e
autoférteis nos estados de PR e SC, conforme detectado nesse estudo (Figura 2).
Uma possibilidade do aparecimento de isolados A1 em lavouras de batata no PR e
em SC é a migracao de isolados das populacdes ja existentes no Rio Grande do Sul
(SANTANA, 2006). Outra possibilidade, principalmente relacionada a deteccao dos
isolados autoférteis, pode estar vinculada a importacdo de batatas-semente
infectadas do continente europeu cuja presenca ja foi relatada em paises da Asia,
Africa, Europa e América do Norte (TANTIUS et al., 1986; HAN et al., 2013; ORONA
et al., 2013; EL-GANAINY et al.,, 2013). A migracdao do patdgeno através de
sementes de tubérculos infectadas como uma alternativa para o incremento da
variabilidade genética (GUO et al., 2010; SJOHOLM et al., 2013), poderia ser uma
hipétese, ou, também, estas populacdes poderiam estar presentes em baixa
frequéncia nos campos de batata e ndo haviam sido detectadas até o momento.

Da mesma forma, como existem evidéncias de ocorréncia de reproducao
sexual entre populacdes de P. infestans no Rio Grande do Sul (OLIVEIRA, 2010;
SANTANA et al.,, 2013), ha a possibilidade do surgimento de novas linhagens
recombinantes, tais como aquelas encontradas na Europa por Widmark et al. (2011).
N&o obstante, é necesséria a coexisténcia de ambas as populacbes numa mesma
area, e recombinantes ocorrerdo se existir compatibilidade genética que permita a
producdo de oolsporos viaveis (GISI et al., 2011). O surgimento de isolados Al no
PR e em SC, além de isolados do GC A2 ja existentes, poderia gerar recombinantes;
no entanto, ciclos de reproducédo assexual dos isolados Al recém encontrados, nao
seriam suficientes para quebrar o desequilibrio de ligagao (OLIVEIRA, 2010).

Por outro lado, a ocorréncia de isolados autoférteis eleva o risco de
reproducdo sexuada, que, consequentemente, afeta a diversidade genotipica do
patogeno (HAN et al.,, 2013). Isolados autoférteis ja foram reportados em outras
partes do mundo e alguns autores os caracterizaram como sendo SF-A2 ou SF-Al
com base na formacdo de maior nimero de odsporos, quando pareados com 0
padrdo Al ou A2 (TANTIUS et al., 1986; ORONA et al., 2013; EL-GANAINY et al.,
2013; HAN et al., 2013).
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De acordo com Orona et al. (2013), os oo0sporos de P. infestans sdo mais
resistentes a condicbes ambientais adversas e permanecem viaveis no solo durante
varios anos, dificultando-se o seu controle. Assim, a formacdo de odsporos do
isolado autofértii CON-2, (Contenda-PR), observada em folha de batata inoculada in
vitro (Figura 3), permite inferir que é possivel a ocorréncia natural de odsporos nas
lavouras onde foram feitas as coletas dos isolados autoférteis. Isto é possivel, uma
vez que os oosporos sdo formados em folhas de batata naturalmente infectadas e
permanecem viaveis no solo servindo como fonte de inoculo para os proximos ciclos
produtivos (FLIER et al., 2001). Entretanto, estudos posteriores devem ser
conduzidos com isolados monozoosporangicos a fim de se confirmar sua
autofertilidade. Além disso, a contagem de numero de odsporos provenientes do
pareamento desses isolados com os padrées Al e A2, seria importante para
confirmar a formacdo de esporos sexuais nas folhas infectadas de batata das

regides onde foram encontrados os isolados autoférteis.

Figura 3 — Formacéo in vitro de odsporo do isolado autoférti CON-2 (Contenda-PR) Phytophthora
infestans em folha destacada de batata 10 dias apds a inoculagéo. Pelotas/RS, 2014.

2.3.2 Anéalise molecular

No estudo da andlise genética de P. infestans, os nove marcadores
microssatélites utilizados foram polimérficos para os 63 isolados, detectando-se 43
alelos, sendo que os loci Pi56, Pi63 e Pi33 foram aqueles que apresentaram o



44

menor numero de alelos (3), e os loci G11, Pi04, Pi02 e D13 com sete, seis, seis,
seis alelos, respectivamente, o maior numero. Maior diversidade génica entre os
isolados foi encontrada com os loci Pi02 e G11 com valores de 0,64 e 0,63 de
diversidade, respectivamente, sendo ambos os loci mais informativos em estudos de

genética de populacdes de P. infestans (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero de alelos e diversidade génica obtidos com nove marcadores microssatélite.
Pelotas/RS, 2014.

Primer Sequéncia repetitival Numero de Tamanho (bp)2 Diversidade génica
alelos
Pi02 (GMwu 6 142-168 0,64
Pig9 (AT)q 5 177-211 0,40
G1l1 (TC)ag 7 138-212 0,63
Pio4 (GT)s 6 160-172 0,58
Pi70 (AAG)g 4 189-195 0,52
Pi56 (AT)10 3 252-255 0,48
Pi63 (GAG), 3 272-281 0,51
Pi33 (CAG)s 3 203-209 0,50
D13 (CT)2z 6 106-166 0,41

'Sequéncia repetitiva do microssatélite; “Faixa de tamanho de alelos em pares de base(bp).

O indice de associacdo I." e r4" para o teste de recombinaco entre pares de
loci, possibilitaram a observacdo de que as quatro populacbes de P. infestans
provenientes do RS, PR, SC da coleta 2010-2012 e do RS coleta 2004-2005, foram
significativas com valores de 0,40, 2,83, 2,21 e 1,94 (Tabela 5); ou seja, estas
populacdes estdo em desequilibrio de ligacdo, porém, ndo ha indicios de
recombinacdo sexuada. No entanto, as popula¢des provenientes do RS e coletadas
entre 2010-2012, sdo as que apresentaram a menor taxa de indice de associacao
(1" =0,40), valor préximo ao equilibrio de ligacdo (" =0,00) que é o que define a
existéncia de recombinacdo sexual. Assim, baixas frequéncias das populagbes
recombinantes podem estar contribuindo para a nédo deteccdo do equilibrio de
ligacdo, principalmente nas populacbes de RS onde existem os dois grupos de
compatibilidade.
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Tabela 5 — Avaliacdo do indice de desequilibrio de ligacdo de populacées de Phytophthora infestans
coletadas no Sul de Brasil, através do indice de associagdo. Pelotas/RS, 2014.

Populacéo N? " rg"
RS 2010-2012 20 0,40** 0,06**
PR 2010-2012 22 2,83** 0,43**
SC 2010-2012 11 2,21** 0,30**
RS 2004-2005 10 1,94** 0,52**

Total 63 1,92** 0,27**

a= numero de isolados; I," = indice de associacgédo, **altamente significativo.

Com base nos resultados do AMOVA (Tabela 6), a percentagem de variacao
genética entre as quatro populacbes de P. infestans (trés populacdes da coleta
2010-2012 e uma populacao da coleta 2004-2005) foi 29%, o que indica que existem
diferentes frequéncias alélicas entre as populacdes. E, a variagdo dentro das
populacdes foi 71%, evidenciando maior variabilidade entre os isolados de cada

populacao.

Tabela 6 — Andlise de variancia molecular (AMOVA) de amostras de Phytophthora infestans
coletados no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. Pelotas/RS, 2014.

Fonte de variacéo GL SQ Componente de variagdo % Variacao
Dentro populacdes 59 6.606,755 111,979 0,710
Entre populactes 3 2.415,976 45,755 0,290

As populacdes de P. infestans que apresentam valores de pares Fg proximos
a zero foram aquelas que resultaram em pequena diferencia¢éo genética. De acordo
com a tabela 7, as populacdes provenientes do estado do Parana apresentam
moderada diferenciacdo genética comparadas as populacées do Rio Grande do Sul
das coletas de 2010-2012 (Fst = 0,139) e de 2004-2005 (Fs = 0,118); e, as
populacdes geneticamente menos distantes, foram aquelas provenientes da relacéo
entre a coletas de isolados em 2004-2005 e 2010-2012, no Rio Grande do Sul.
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Tabela 7 — Valores de diferenciacdo genética entre populacbes de Phytophthora infestans
provenientes dos estados do Parana, Santa Catarina e do Rio Grande do Sul da coleta 2010-2012 e
isolados de RS da coleta 2004-2005, avaliados através da estatistica F;, Pelotas/RS, 2014.

Estado Rio Grande do Sul* Parang* Santa Catarina* RS-2004-2005
Rio Grande do Sul* 0,139 0,044 0,019
Parana* 0,139 0,035 0,118
Santa Catarina* 0,044 0,035 0,033
RS-2004-2005 0,019 0,118 0,033

* Coleta 2010-2012

A analise pelas coordenadas principais (PCoA), baseada na distancia
genética de Bruvo’s, permitiu observar quatro agrupamentos bem estruturados de
um total de 63 isolados de P. infestans, verificando-se diferenciacdo genética entre
esses (Anexo 2, Figura 4).

O primeiro agrupamento esta composto por isolados dos trés estados da
coleta 2010-2012 e todos os isolados da coleta 2004-2005, cuja propor¢do do
namero de isolados foi: RS (Al = 3, A2 =6, A1A2 = 4), SC (A2 =3), PR (A2=5) e
isolados RS 2005 (A2=6, A1=4); o segundo grupo foi composto por um isolado do
GC Al proveniente do PR, nove isolados do GC A2 e quatro isolados cujo GC néo
foi determinado, pertencentes aos trés estados. Ja o terceiro grupo, foi composto por
12 isolados autoférteis do PR e um isolado autofértil do estado de SC, e o quarto
agrupamento correspondeu a trés isolados autoférteis do estado de Santa Catarina.
Além dos grupos formados, observa-se que um isolado A2 do RS (14) encontra-se

isolado dos agrupamentos formados.
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Figura 4 — Analise de coordenadas principais (PCoA) de 63 isolados de Phytophthora infestans
provenientes da regido Sul do Brasil e correspondentes aos periodos de coleta 2010-2012 (grupos
1,2,3,4) e 2004-2005-RS (grupo 1) com base na diversidade de nove marcadores (SSR) e de 43
alelos. Pelotas/RS, 2014.

A analise de microssatélites (SSR) revelou diversidade de populacdes de P.
infestans, e que os nove marcadores utilizados foram polimoérficos para o total de
amostras avaliadas, detectando-se 43 alelos diferentes de um total de 63 isolados, 0
gue confirma esses marcadores como adequados para genotipagem de P. infestans
(COOKE; LEES, 2004).

De acordo com o indice de associacdo, ndo ha indicios de ocorréncia de
recombinacdo dentro das populacdes de P. infestans coletadas no periodo 2010-
2012. No entanto, o menor valor do indice de associacdo (I, = 0,40), mais proximo
ao equilibrio de ligacdo encontrada na coleta 2010-2012, no RS, ndo descarta que
eventos de recombinacdo possam estar ocorrendo neste estado, jA que em estudo
anterior realizado por Oliveira (2010), foram encontradas evidéncias de reproducdo
sexual em amostras provenientes desse estado. Além disso, outros fatores podem
estar interferindo na falta de deteccdo da quebra de desequilibrio de ligacdo no

presente estudo, como por exemplo, a baixa frequéncia de recombinagcédo no RS; a
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ocorréncia de fatores evolutivos como migragdo de populagdes novas e mais
agressivas, e ou a baixa frequéncia de populacdes recombinantes.

A analise molecular indica que 29% de variacdo ocorreu entre populacdes de
cada estado. Esse fato estd de acordo com os valores de diferenciacdo genética
par-par Fg encontrados no presente estudo, onde a populacdo do PR € mais
distante das populacdes do RS, e as popula¢cdes do RS de ambas as coletas 2004-
2005 e 2010-2012, sdo as mais proximas. Diferencas entre populacdes foram
também relatados no Equador com 18% de variacdo entre populacdes e valor de
0,18 de Fs indicando uma clara relacdo entre gendtipos e origem geografica
(DELGADO et al., 2013). Uma baixa diferenciacdo genética entre isolados dos
diferentes paises nérdicos também foi evidenciada pelo baixo valor de F (0,01 —
0,05) (SJOHOLM et al., 2013).

A maior variacdo genética encontradas dentro das populacdes (71%) indica a
existéncia de varias frequéncias alélicas dentro de cada uma. Em trabalhos
realizados na europa oriental (Dinamarca, Finlandia, Noruega e Suécia), foi
observado também que a maior variacao alélica ocorreu dentro de cada populacéo
(BRURBERG et al., 2011).

Os agrupamentos formados através das coordenadas principais confirmam o
fato de existirem diferencas genéticas entre e dentro das populacées dos trés
estados, jA que dois dos quatro agrupamentos (1 e 2), contém amostras
pertencentes aos trés estados, e 0s outros dois grupos estdo associados com sua
origem geografica. De acordo com Brurberg et al. (2011), a falta de associacao
entre populacdes de P. infestans e origem geografica sugere que a expansao da
populacdo é a partir de uma Unica populacédo diversa, ao contrario dos resultados
encontrados no presente estudo, onde populacdes autoférteis do PR e SC
agruparam-se em grupos diferentes aos isolados A2 dos mesmos estados.

No Brasil, as popula¢cbes de P. infestans vém experimentando mudancas
genéticas no decorrer dos anos (OLIVEIRA, 2010). Este fato é observado na
ocorréncia de isolados autoférteis com frequéncia alélica distinta aos dos outros
isolados das diversas populacbes (Figura 5), e, também pelas diferencas de
agrupamento das populacdes da coleta 2004-2005 do RS, que em sua totalidade,
agruparam-se em um unico grupo (primeiro agrupamento). Porém, os isolados
coletados no mesmo estado, durante os anos 2010-2012, agruparam-se em dois

diferentes grupos (1° e 2°). Estes agrupamentos permitem inferir a ocorréncia de
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diferenciacdo genética de P. infestans ao longo dos anos, ja que componentes de
ambos os agrupamentos sdo geneticamente distintos. De acordo com VArios
estudos, mudancas ou aparicdo de novos genétipos do patdégeno ao longo dos anos,
ocorre pela migracao de novas populagdes, reproducédo sexual ou mutacao exercida
pela pressdo de selecdo de fungicidas (ACUNA et al., 2011; WIDMARK et al., 2011;
COOKE et al., 2012; DANIES et al., 2013).

Com base nestes resultados, infere-se que a variabilidade genética das
populacdes de P. infestans, no Sul do Brasil, ocorre majoritariamente pelo fluxo
génico, conforme os dados de desequilibrio de ligacéo, diferenciacdo genética par-
par e os diversos agrupamentos existentes. Para detectar com maior precisdo a
ocorréncia de recombinacéo, principalmente nas populacdes de P. infestans do Rio
Grande do Sul, uma anélise molecular através de marcadores (SSR), poderia ser
mais elucidativa pela utilizagdo de um maior nUmero de sub-amostras do patégeno
dos locais onde foram encontradas as populagcbes Al e A2, uma vez que 0S
recombinantes poderiam estar presentes em baixa frequéncia no momento da coleta

realizada nesse estudo, dificultando assim a sua deteccéo.

120 140 160 180 180 200 220 2¢
A B
i
200.3
146.6| |159.8 203.2
120 140 160 180 180 200 220 24

Figura 5 — Alelos de isolados autoférteis de Phytophthora infestans, (A) alelos do isolado MF-07
(Santa Catarina), gerado pelo primer Pi02, alelos do isolado PGR-3 (Parana), gerado pelo primer Pi33
(B). Pelotas/RS, 2014.
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2.4 Conclusdes

- Ha predominancia da populacéo de P. infestans do grupo de compatibilidade
A2 em lavouras de batata do Sul do Brasil, e ocorrem isolados autoférteis do
patébgeno em diferentes areas de producdo dos estados de Santa Catarina e do
Parang;

- Existe diversidade genética dentro e entre as populacdes de P. infestans
coletadas no Sul de Brasil, mas ndo é possivel afirmar a existéncia de recombinacao

sexual do patdgeno no RS;



3 CAPITULO Il — Complexidade genética e sensibilidade de populacbes de
Phytophthora infestans provenientes de batata e tomate do
Sul do Brasil aos fungicidas metalaxyl e clorothalonil

3.1 Introducéao

Perdas totais na producdo de batata e do tomate tém sido associadas ao
oomiceto P. infestans, patdégeno considerado como a principal ameaca para ambas
as culturas nas mais variadas regifes de cultivo do mundo (CHOWDAPPA et al.,
2013; FRY et al., 2013; DU et al., 2013).

O sequenciamento recente de amostras de P. infestans, obtidas de folhas de
batata infectadas e herborizados, relacionadas as epidemias de 1840, evidenciaram
gue essas populacdes pertenciam a uma linhagem denominada HERB-1, a qual
persistiu por aproximadamente 50 anos. Essas populacdes diferem da linhagem
US-1, que, por muito tempo foi tida como a responsavel por grandes epidemias em
campos de producdo de batata na Irlanda (YOSHIDA et al., 2013; BIRCH; COOKE,
2013). De acordo com estudos recentes, a linhagem US-1 desalojou a linhagem
HERB-1 no inicio do século XX, sendo dominante, ao nivel mundial, até o final da
década de 70 (YOSHIDA et al., 2013). Ao longo do tempo, a migracdo de
populac6es de P. infestans continuou ocorrendo; um exemplo claro foi a ocorréncia
do GC A2 em diversas partes do mundo incluindo o Brasil (HOLH; ISELIN, 1984;
BROMMONSCHENKEL; MATSUOKA, 1986; COOKE et al., 2012).

Epidemias de requeima como aquelas que ocorreram em lavouras de batata e
tomate no inicio dos anos 90, nos Estados Unidos e Canada, resultaram em perda
total na producdo (FRY; GOODWIN, 1997). Nos ultimos anos, o surgimento da
linhagem de P. infestans 13_A2 no noroeste da europa, desalojou outras linhagens

do oomiceto, ocasionando doengca até em cultivares de batata que eram
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considerados resistentes (COOKE, et al., 2012). Em fungdo dessas migracdes, 0
surgimento de linhagens de P. infestans mais agressivas tem sido reportado
continuamente. Dessa forma, a coexisténcia de populacfes de ambos o0s grupos de
compatibilidade (A1 e A2), na mesma area, incrementa a possibilidade de
surgimento de novos gendtipos; além de representar maior risco de ocorréncia de
isolados resistentes a fungicidas (WIDMARK et al., 2011; ROJAS et al., 2014).

Os genes R de resisténcia qualitativa a P. infestans foram descritos em Solanum
demissum h& mais de um século e tém sido utilizados para transferir resisténcia a S.
tuberosum, criando-se uma alta expectativa para o controle de P. infestans. No
entanto, esta resisténcia infelizmente ndo é duravel por ser raga-especifica (FRY,
2008; AKINO; TAKEMOTO; HOSAKA, 2014). Onze genes de resisténcia foram
identificados em espécies silvestres de S. demissum, e, a partir desses hospedeiros,
foi desenvolvida uma série diferenciadora de genes R (R1-R11), utilizada para a
classificacdo das racas de P. infestans (MALCOLMSON; BLACK, 1966; KIM et al.,
2012). O gene R codifica receptores que reconhecem a secrecdo de efetores como
as proteinas (Avr) produzidas por P. infestans. Estas proteinas induzem resisténcia
no hospedeiro que contem o gene R; e 0 inverso ocorre no hospedeiro que nao
possui 0 gene de resisténcia (AKINO; TAKEMOTO; HOSAKA, 2014). No entanto,
estes genes de resisténcia podem ser vencidos por diferentes ragas do patdgeno
(FRY, 2008).

O principal método de controle da requeima em batata se da pelo uso de
fungicidas, sendo na maioria dos casos, uma medida indispensavel durante o
periodo de producdo. Dois grupos de fungicidas sdo os mais utilizados, o0s
sistémicos que incluem mefenoxam/metalaxyl, e, protetores como clorothalonil
(SUJKOWSKI et al., 1995; COOKE et al., 2011; NOWICKI et al., 2012). Todavia, nos
altimos anos, a proporcdo de isolados de P. infestans resistentes a metalaxyl tem
sido incrementada, tornando-se menos eficaz o uso deste principio ativo no manejo
da doenca (LI et al., 2009; GISI et al., 2011).

Segundo Ma e Michailides (2005), a resisténcia do patégeno aos fungicidas
ocorre principalmente pela alteracdo do sitio bioquimico alvo do fungicida, exercida
comumente pelo uso de fungicidas sitio-especificos como o metalaxyl, o qual
interfere na sintese de RNA ribossbmico do patégeno. Ja a ocorréncia de
insensibilidade a fungicidas protetores multi-sitios como o clorothalonil, ainda ndo

tem sido reportada em P. infestans, muito provavelmente por interagirem
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inespecificamente em varias etapas bioquimicas do metabolismo do organismo
fitoparasita (KATO et al.,, 1997; REIS et al., 2005; GISI; SIEROTZKI, 2008;
OLIVEIRA, 2010). Dessa forma, a avaliacdo da sensibilidade de isolados desse
oomiceto a fungicidas protetores como clorothalonil, constitui-se como informacéo
importante no permanente monitoramento do patégeno.

Em estudos de caracterizacdo de populacdes de P. infestans, caracteristicas
fenotipicas como viruléncia do patdgeno baseadas em serie diferenciadora com
genes maiores e sensibilidade a fungicidas, sdo frequentemente investigados em
funcéo da grande diversidade de racas encontradas (MALCOLMSON; BLACK, 1965;
SUJKOWSKI et al., 1995; REIS et al.,, 2005; GUO et al., 2008; DELGADO et al.,
2013; DANIES et al., 2013). Considerando-se que a implementacao de estratégias
de controle da requeima esta diretamente associada ao conhecimento dessas
caracteristicas (GISI et al., 2011) e a necessidade de estudos sobre o
comportamento das populacdes de P. infestans no Sul do Pais, teve-se por objetivo
nesse trabalho: 1) avaliar a diversidade e complexidade de isolados de P. infestans
provenientes de batata do Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina quanto a
viruléncia, em serie diferenciadora de clones de batata com genes R de resisténcia;
e, 2) estudar a sensibilidade in vitro desses isolados a fungicidas de acao sistémica

€ protetora.

3.2Material e Métodos

3.2.1 Avaliacédo daviruléncia de isolados de Phytophthora infestans

Cento e quarenta e cinco isolados de P. infestans, coletados em lavouras do
RS, SC e PR, foram avaliados quanto a sua viruléncia in vitro em discos foliares de
uma série diferenciadora de 11 clones de batata contendo genes R (R1-R11) de S.
demissum (MALCOLMSON; BLACK, 1966). Como testemunha, utilizou-se a cultivar
Craigs Royal (R0), sem genes de resisténcia vertical.

As plantas da série diferenciadora foram obtidas a partir do cultivo de
tubérculos em vasos com substrato, mantidos em casa de vegetacao. Decorridos 40
dias do plantio, as folhas de cada gendétipo foram colhidas durante as primeiras
horas do dia para uso imediato na instalacdo do experimento. Das folhas coletadas,

exceto o foliolo apical, foram obtidos discos foliares através do uso de um furador de
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rolhas de 15mm de diametro. A seguir, os discos foliares foram dispostos sobre
papel filtro umedecido com agua esterilizada, pela face abaxial, no interior de uma
placa de Petri.

Para obtencdo do indculo, os isolados (Tabela 1) foram crescidos em meio
centeio sacarose agar-B (FRY LAB, 2005) durante 10 a 12 dias. Posteriormente,
preparou-se uma suspenséo aquosa de cada isolado de P. infestans contendo 10°
esporangios/mL. Subsequentemente, procedeu-se a inoculacédo de cada isolado em
discos foliares de cada um dos gendtipos da série diferenciadora, utilizando-se uma
aliguota de 20pL da suspensédo/disco conforme metodologia de Sozzi, Schwinn e
Gisi (1992). O ensaio seguiu o delineamento completamente casualizado com trés
repeticbes de uma placa de Petri contendo cinco discos foliares/tratamento (isolado).
A seguir, o material foi mantido em BOD a 17 £ 1°C, com fotoperiodo de 16h luz
durante seis dias. Quando necessério, adicionou-se agua esterilizada a placa para
evitar o ressecamento do papel.

A viruléncia dos isolados de P. infestans foi avaliada, sob microscopio
estereoscopico com base na escala de notas de severidade de doenca (SD),
conforme metodologia de Sozzi, Schwinn e Gisi (1992), a qual variou de 0 a 5, onde
0 = sem sintomas; 1 = necrose foliar; 2, 3, 4 e 5 que corresponderam a 5%, 5 a 20%,
20 a 50%, e > 50% da superficie do disco de folha coberto pela esporulacdo do
oomiceto. A partir desses dados, foi determinada a reacdo de compatibilidade e
incompatibilidade de viruléncia entre cada isolado de P. infestans e o conjunto de
clones com um uUnico gene R de resisténcia. Quando a esporulacdo foi claramente
visivel no disco de folha (a partir da nota 2), a reacdo da doenca foi considerada
compativel e quando néo foi possivel de ser nitidamente observada (notas inferiores
a 2), foi classificada como incompativel conforme metodologia descrita por Flier e
Turkensteen (1999).

A diversidade de racas dos isolados estudados foi estimada utilizando-se o
indice de Gleason corrigido com a finalidade de minimizar o erro: Hgr = (Np-1/Ni-1),
onde Np € o numero de racgas diferentes e Ni € o numero de isolados avaliados
(GROTH; ROELFS, 1987; REIS, 2001).
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3.2.2 Sensibilidade in vitro de isolados de Phytophthora infestans a metalaxyl

Cento e trinta e trés isolados de P. infestans provenientes de plantas de
batata, foram avaliados in vitro quanto a sensibilidade ao fungicida metalaxyl (Apron
350°, Syngenta Co., Greens-boro 204, NC, USA). O teste foi realizado em meio
centeio sacarose agar-B (FRY LAB, 2005) nas concentracBes de 0, 5 e 100ug de
principio ativo/mL, a fim de permitir a discriminacdo do nivel de sensibilidade do
patdgeno segundo o protocolo de Matuszak et al. (1994). Para tanto, discos de meio
centeio da regido mais ativa do crescimento do patdgeno, previamente crescidos
durante 10 a 12 dias e com 5 mm de diametro, foram transferidas para meio de
centeio preparado com as diferentes concentracbes do fungicida. Para cada
tratamento avaliado com cada isolado de P. infestans, foram utilizadas trés placas
de Petri contendo o meio nas respectivas concentracdes do principio ativo metalaxyl.
A seguir, as placas foram mantidas em BOD a 17 + 1°C, no escuro, durante nove a
12 dias, dependendo da velocidade de crescimento de cada isolado.

A avaliacdo do ensaio se deu pela medicdo do crescimento micelial de cada
isolado, mensurando-se o diametro das colonias (mm) de cada placa, em duas
direcbes perpendiculares. A partir da média dos didmetros das colénias de cada
isolado, foi calculado a porcentagem de crescimento micelial entre a dose zero e as
demais concentracdes. A seguir, os dados de percentagem de crescimento micelial
foram utilizados para determinacéo da sensibilidade dos isolados ao fungicida. Para
tanto, isolados com valores percentuais de crescimento micelial < 40%, nas doses 5
e 100pg/mL em relacdo a testemunha (sem fungicida), foram consideradas sensiveis
(S); moderadamente resistentes (MR), quando o crescimento micelial foi = a 40% em
relacdo a testemunha na dose 5ug/mL, e < 40% na dose 100ug/mL; e, como
resistentes (R), quando o crescimento micelial foi = 40% a ambas as doses (5 e
100pg/mL) em relacéao a testemunha (MATUSZAK et al., 1994; REIS, et al., 2005).

3.2.3 Sensibilidade in vitro de isolados de Phytophthora infestans a

clorothalonil

Avaliou-se o efeito do fungicida protetor Bravonil 750 PM® com principio ativo
clorothalonil, nas concentra¢gbes 0, 1, 5, 10ug/mL, sobre o crescimento micelial in

vitro de 131 isolados de P. infestans provenientes das lavouras de batata e tomate
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do Sul do Brasil, cujas coletas foram realizadas no periodo de 2004-2005 e 2010-
2012.

Discos de meio centeio sacarose agar-B (FRY LAB, 2005) de 5mm de
didmetro, contendo micélio de P. infestans (10 a 12 dias de idade), foram
transferidos para o centro das placas de Petri com meio de centeio nas diferentes
concentragbes do fungicida acima referidas, utilizando-se para cada dose, trés
repeticbes (REIS et al., 2005). A seguir, o material foi mantido em BOD a 17+ 1°C,
no escuro, durante nove a 12 dias, dependendo da velocidade de crescimento
micelial de cada isolado.

A avaliagdo da sensibilidade dos isolados ao fungicida foi realizada através da
medicao do diametro da colénia (mm) em duas direcdes perpendiculares. Para cada
concentracdo de fungicida testada, a inibicdo de crescimento micelial foi calculado
atraves da formula:

li = (Cek- Ci)/Cek X 100
Onde:
Cck = média de didmetro da colbnia da testemunha,
Ci= média de diametro da colbnia do tratamento com o fungicida.

A seguir, as concentragcbes de fungicidas, para cada isolado, foram
transformadas em logaritmo (logio) e, a partir desses dados, calculou-se uma
regressao linear entre inibicdo de crescimento micelial e log;o das concentragdes,
através do software R (R version 3.0.2, 2013). Finalmente o calculo da concentracéo
efetiva (CEsp) foi obtido pela equacdo de regressdo correspondente para cada
isolado, cujos valores foram representados em pg/mL. A determinacdo da
sensibilidade dos isolados a clorothalonil foi feita através da percentagem de
crescimento micelial com base em trabalhos realizados por Sujkowski et al. (1995),
Reis et al. (2005) e Oliveira (2010).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Avaliacédo daviruléncia dos isolados de Phytophtrhora infestans

Entre os isolados de P. infestans estudados (n= 145), foram encontrados 86

diferentes racas, das quais a mais complexa foi 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11(1,37%)

contendo 11 genes de viruléncia e ocorrendo no RS. No entanto, as ragas mais
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predominantes e frequentes, foram 0,1,3,4,6,7,8,10,11 (6,20%), e 0,1,3,4,7,8,10,11
(6,20%), presentes nos trés estados e com oito e sete genes de viruléncia,
respectivamente. Além disso, considerando-se todas as racas detectadas, 77,90%

delas foram virulentas a mais de quatro genotipos diferenciadores (Tabela 1).
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Tabela 1 - Namero de racas e patétipos de Phytophtora infestans provenientes da Regido Sul do Brasil determinadas em série diferenciadora de clones de
batata contendo genes-R de resisténcia. Pelotas/RS, 2014.

Locais de coleta

Racas Patétipos N° clones Namero Isolados GC**
infectados* Isolados RS SC PR
1 0,1,2,3,45,6,7,8,9,10,11 11 2 IBI-4b, I1BI-3b 2 - - Al1-ND
Pel-03, Brcl-e, Pel-4, Cris-2b, Cris-
2 0,1,2,3,4,6,7,8,9,10,11 10 6 10, Cri-1b 6 - - A1A2-ND-ND-A1-ND-ND
3 0,1,2,3,45,6,7,8,10,11 10 1 BJ-05 1 - - A2
4 0,1,3,4,5,6,7,8,9,10,11 10 1 Pel-2b 1 - - AlA2
5 0,1,2,3,45,6,7,8,9,11 10 1 Campo-2 1 - - A2
6 0,1,2,3,4,6,7,9,10,11 9 3 IBI-1b CRI-1a, CRI-082 3 - - A2-ND-ND
7 0,1,3,4,5,6,7,8,10,11 9 1 MF-03 - 1 - A2
8 0,1,2,3,5,6,7,9,10,11 9 1 CRI-6 1 - - A2
9 0,1,2,3,4,5,6,7,9,11 9 1 IBI-06 a 1 - - ND
10 0,1,2,3,4,6,7,8,9,11 9 2 IBI-3a, IBI-4 a 2 - - ND- Al
11 0,1,2,3,4,6,7,8,9,10 9 1 Pel-12 1 - - ND
12 0,1,2,3,4,6,9,10,11 8 1 Cris-7 a 1 - - ND
13 0,1,2,3,6,7,9,10,11 8 1 1-CANG 1 - - A2
14 0,1,2,4,6,7,9,10,11 8 1 Cris-8b 1 - - ND
IBI-6b, SJA-4, SJA-15, SJA-7, SJA- ND-ND-A1-ND-ND-A2-
15 0,1,3,4,6,7,8,10,11 8 9 18, SJA-17, SC-12, SC-18, AR-02 6 2 1 A2-ND-A2
16 0,1,3,4,5,7,8,10,11 8 3 IBI-2b, BJ-08, BJ-01 3 - - ND-ND-ND
17 0,1,3,4,5,6,7,9,10 8 1 SFP-08 1 - - A2A1
18 0,1,2,3,4,6,7,9,11 8 3 SL-01b, SL-01a, CRI-42 3 - - A2-ND-ND
19 0,1,2,3,4,6,7,8,9 8 1 SC-C9 - 1 - ND
20 0,1,2,3,4,6,7,11 7 1 CRI-7b 1 - - A2
21 0,1,2,3,7,8,9,11 7 1 2 SVM 1 - - A2




Locais de coleta

Racas Patétipos N° clones NUumero Isolados GC**
infectados*  Isolados RS SC PR
22 0,1,3,4,6,7,10,11 7 2 IBl,01le, PR-PL3a 1 - 1 ND-Al
151, SJA-13, SJA-8, SFP-3, 3CANG, A2-A1-A1-ND-ND-ND-
23 0,1,3,4,7,8,10,11 7 9 IBI-01f, MF-01, SC-SJ7, PRGU1 6 2 1 A2-A1-A2
24 0,2,3,6,7,9,10,11 7 1 CRI-5b 1 - - ND
25 0,1,3,4,6,7,8,11 7 1 IBl-6d 1 - - ND
26 0,2,3,4,6,7,9,11 7 1 SFP-01 1 - - ND
27 0,2,3,4,7,8,9,11 7 1 SJA-10 1 - - Al
28 0,2,3,4,6,7,8,9 7 1 IBI-05 1 - - ND
SL-04c, CRI-03, SL-4d, Emb-C, IBI-
29 0,1,2,3,4,6,7,9 7 6 Olc, 3NP 6 - - ND-A2-ND-ND-A2-ND
30 0,1,2,4,7,9,11 6 1 9 SvM 1 - - A2
31 0,1,3,7,8,10,11 6 3 BJ-02, BJ-08, SC-C11 2 1 - A2-ND-A2
32 0,1,3,4,7,10,11 6 4 5NP, SC-C12, SC-C7, SJA-6 2 2 - A2-A2-ND-ND
33 0,1,3,4,8,10,11 6 1 SC-11 - 1 - A2
34 0,3,4,7,8,10,11 6 1 MF-04 - 1 - A2
35 0,1,4,7,8,10,11 6 1 PGR-1 1 Autofértil
37 0,1,3,6,7,8,11 6 1 SJA-9 1 - - ND
SJA-16, SFP-6, IBI-2a, IBI-1d,
38 0,1,3,4,7,8,11 6 6 2CANG, PR-20 5 - A2-ND-ND-ND-ND-A2
39 0,1,3,4,7,8,10 6 2 PR-14, PR-15 - - ND-A2
40 0,1,2,3,45,7 6 1 11MR 1 - - ND
41 0,1,3,7,10,11 5 1 CLAR-2 - - 1 A2
42 0,1,2,49,11 5 1 SL-4 a 1 - - ND
43 0,1,3,7,8,11 5 1 BJ-07 1 - - A2
44 0,1,3,4,7,11 5 2 SC-15, PR-25 - 1 1 A2-A2
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Locais de coleta

Racas Patétipos N° clones NUumero Isolados GC**
infectados*  Isolados RS SC PR

45 0,3,4,7,10,11 5 1 SJ-6bl - 1 - ND
46 0,2,3,7,9,11 5 1 CRI-4b 1 - - ND
47 0,3,6,7,9,10 5 1 Pel-08 1 - - Al
48 0,3,6,7,9,11 5 2 RG-01, 55vM 2 - - A2-ND
49 0,3,4,7,8,11 5 1 4-2 NP 1 - - ND
50 0,1,4,7,8,10 5 1 SC-12-1 - 1 - A2
51 0,1,2,3,6,7 5 1 SL-4b 1 - - A2
52 0,1,2,3,7,9 5 1 INP 1 - - Al
53 0,1,3,4,7,9 5 1 Pel-2 a 1 - - A1A2
54 0,1,3,4,7,8 5 2 IBI-6e, SC-C3 1 1 - ND-ND
55 0,2,4,6,9,11 5 1 SL-5b 1 - - A1A2
56 0,2,3,7,10 4 1 Pel-07 1 - - AlA2
57 0,1,3,7,10 4 1 PR-24 - - 1 A2
58 0,2,3,7,11 4 1 SFP-7 1 - - ND
59 0,1,6,7,11 4 1 4 SYM 1 - - A2
60 0,2,7,9,11 4 1 8 SMH 1 - - A2
61 0,1,2,3,7 4 1 2 NP 1 - - Al
62 0,1,3,4,7 4 2 4-1, 69 2 - - ND-Al
63 0,1,6,7,9 4 1 Pel-09 1 - - ND
64 0,1,3,7,9 4 2 Pel-05, CRI-52 2 - - A2-Al
65 0,2,4,6,9 4 1 SL-5¢ 1 - - A1A2
66 0,2,3,4,9 4 1 SL-03 1 - - A2
67 0,3,4,7,8 4 1 SC-3 - 1 - Al
68 0,1,7,10 3 1 MF-05 - 1 - Autofértil
69 0,1,7,11 3 2 SC-16, PR-3b - 1 1 ND-A2
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Locais de coleta

Racas Patétipos N° clones NUumero Isolados GC**
infectados* Isolados RS SC PR
70 0,1,4,11 3 2 CRIS, PGR-4 1 - 1 ND-Autofértil
71 0,3,7,11 3 1 3 SvM 1 - - Al1A2
72 0,2,3,7 3 1 Pel-2f 1 - - Al1A2
73 0,3,4,7 3 2 SJA-14, PR-26 1 - 1 Al-A2
74 0,3,7,11 3 1 CON-08 - - 1 Autofértil
75 0,1,11 2 1 CRIS-02 1 - - Al
76 0,8,11 2 1 CON-02 - - 1 Autofértil
77 0,7,11 2 2 3SJA, PRGU3 1 - 1 ND-ND
78 0,3,11 2 2 CON-1, MF-06 - 1 1 Autofértil
79 0,9,11 2 1 SL-02 1 - - ND
80 0,3,6 2 1 87 1 - - Al
81 0,3,7 2 1 SFP-2 1 - - ND
82 0,4,7 2 1 BJ-03 1 - - A2
83 0,1 1 1 PGR-2 - - 1 Autofértil
84 0,4 1 2 SJ-6al, SC-08 2 - ND-A2
85 0,7 1 3 Pel-2e, BJ-04 2 - - A1A2-A2
86 0 0 2 SJA-12, PR-01 a 2 - 1 Al-Autofértil
Numero total de Isolados/estado 145 105 21 19 145
Numero total de pat6tipos 86

*Série diferenciadora de clones de batata contendo genes-R; *GC= Grupo de compatibilidade.
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Esses resultados também evidenciam que a maioria dos isolados foi capaz de
vencer a resisténcia, principalmente, do clone contendo o gene R7, seguido pelos
genes R3, R1, R11 e R4. E, menor numero de isolados virulentos, foi observado nos
clones contendo os genes R5, R2 e R9 (Tabela 2). Apenas dois isolados (1,38%),
coletados no RS e no PR, nédo suplantaram a resisténcia a nenhum desses genes.
Tabela 2 - Percentagem de isolados virulentos a cada um dos clones de batata da série

diferenciadora (R1-R11), e nimero de genes R infectados com Phytophthora infestans. Pelotas/RS,
2014.

Genes R - cv.
Diferenciadora R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11

N° isolados
virulentos (n=145) 104 50 122 101 14 62 127 63 51 64 103

Percentagem (%) 71,72 34,48 84,14 69,66 9,66 42,76 87,59 43,45 3517 44,14 71,03

Entre as racas de P. infestans identificadas, o maior numero foi encontrado
nas amostras coletadas no Rio Grande do Sul (n= 66), seguido pelo estado de Santa
Catarina (n=17) e do Parana (n=18) (Tabela 3). Pela andlise da diversidade das
populacdes de P. infestans estudadas, verificou-se que para o total de isolados do
Sul do Pais, o indice de diversidade intra-especifica de racas de Gleason (Hgr), foi
de 0,59. Porém, analisando-se tal varidvel por estado, observa-se maior diversidade
no estado de Parana cujo IG foi 0,94, seguido por Santa Catarina (Hgr = 0,80) e Rio
Grande do Sul (Hgr = 0,62) (Tabela 3).

Tabela 3 - Diversidade de isolados de Phytophthora infestans quanto ao niumero de racas e indice de
Gleason (Hgr) por origem (regido/estado) e grupo de compatibilidade. Pelotas/RS, 2014.

Origem Numero de NUmero de ragas indice (Hgr)®
isolados (Ni)" (Np)?
Regido Sul 146 86 0,59
Rio Grande do Sul 105 66 0,62
Santa Catarina 21 17 0,80
Parana 19 18 0,94
Numero de NUumero de ragas indice (Hgr)®
Grupo de compatibilidade (GC) isolados (Ni)* (Np)?
GCAl 19 17 0,89
GC A2 43 35 0,81
GC Al1A2 11 11 1,00
Autoférteis 9 8 0,88

Ni= total de isolados; “Np= nimero de patétipos, “indice de Gleason corrigido.
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Apesar do maior nimero de racas de P. infestans ter sido encontrado no RS
(Tabela 3), o indice Hgr mais elevado foi observado entre os isolados coletados no
PR, o que indica aumento da diversidade de patétipos nesse estado quando
comparada aquela obtida por Santana (2006), em lavouras de batata da regido Sul,
h& menos de 10 anos atras.

Ainda, levando-se em consideracdo o indice Hgr, os isolados do GC Al
apresentaram maior indice de diversidade; estes dados evidenciam que os isolados
desse grupo de compatibilidade, em sua maioria, sdo do estado do Rio Grande do
Sul, os quais resultaram em maior diversidade que aquela dos isolados do GC A2,
cujos resultados foram similares aos reportados por Santana (2006). Entretanto,
analisando-se a diversidade dos grupos A1A2 e autofértil, embora os valores de Hgr
sejam altos, o numero de amostras foi menor, 0 que poderia superestimar tais
resultados.

A existéncia de um elevado e complexo nimero de ragas encontradas no
presente estudo, com uma relacdo de uma raca para 1,69 isolados € indicativo da
alta diversidade deste patdégeno. Embora Reis (2001) e Santana (2006) tenham
observado grande diversidade de patétipos de P. infestans em isolados coletados
em lavouras de batata e tomate das regifes sul e sudeste do Brasil, 0 nUmero de
racas observado aqui, foi, pelo menos, o dobro daqueles encontrados por ambos 0s
autores. Quatro racas complexas encontradas neste estudo; dentre essas,
'0,1,3,4,6,7,8,10,11' e '0,1,3,4,7,8,10,11", foram as mais frequentes nos trés estados,
as quais também foram reportados como sendo as mais frequentes em areas de
producdo de batata da Suica e da Franca (KNOPOVA; GISI, 2002).

A maior percentagem de isolados virulentos observada nos genoétipos
diferenciadores R7, R1, R3, R11 e, menor, nos clones R5, R9 e R2 (Tabela 2),
coincidiu com aquela reacédo observada por Knopova e Gisi (2002), Guo et al. (2008)
e Li et al. (2009). No entanto, Andrivon et al. (2011) relatam que a viruléncia de
populacbes de P. infestans, provenientes do continente europeu, ocorre
principalmente nos clones diferenciadores contendo os genes R2, R5 e R9, ao
contrario dos resultados obtidos nesse estudo. Comparando-se esses dados com
agueles obtidos por Reis (2001), no Brasil, as respostas aos genes R5 e R2 foram
semelhantes, porém néo foi possivel a comparacdo com R9 por néo ter sido testado.
Ja em relacdo ao trabalho de Santana (2006), a frequéncia de patétipos contra R2,

mesmo sendo uma das menores ocorréncias observadas (Tabela 2), aumentou de



64

15% a 32,5%, e, no clone contendo o gene R9, passou de 0,00 a 33,8%; no entanto,
em relacdo ao gene R5, diminuiu de 18% para 9,7%.

Considerando-se os genes de aviruléncia de P. infestans, a maioria dos
isolados (57,24%) avaliados nesse estudo, possui entre seis e trés genes de
aviruléncia; dois deles (1,37%) nenhum gene Avr; 18 isolados (12,41%) com um ou
dois genes Avr, 39 isolados (26,89%) com sete a 10 genes Avr; e, apenas dois
(1,37%) com todos os genes complementares de aviruléncia (Tabela 4).

Analisando-se o numero de isolados que produziram reacdo compativel entre
genes R da planta e Avr do patdégeno, houve expressao de todos os genes (Tabela
2), sendo a grande maioria dessas relacdes, de forma complexa (mais de um gene
Avr/isolado). Em menor frequéncia, houve expressao dos genes Avrl, Avr3, Avr4,
Avr7 e Avrll. Assim, um maior nimero de plantas R1, R3, R4, R7 e R11 foi
infectado pelos isolados estudados. Entre esses, 0s genes Avr3 e Avr4 foram
também suplantados mais frequentemente pelos isolados de P. infestans avaliados
em trabalhos conduzidos por Santana (2006) e Reis (2001), os quais também
verificaram menor frequéncia de Avr7. E, inversamente aos resultados relacionados
a viruléncia dos isolados sobre os genes R (Tabela 2), os clones de batata com os
genes R2, R5 e R9, foram aqueles onde houve menor infeccdo do patoégeno, e,
portanto expressdo dos genes de aviruléncia Avr2, Avr5 e Avr9 correspondendo a
65,51, 90,34 e 64,82% das relacbes (Tabela 4), conforme ja observado por Santana
(2006) e Forbes et al. (1997).

Tabela 4 — Numero de isolados de Phytophthora infestans relacionados a niimero de gene Avr e
relagBes entre nimero de isolados que produziram reacdo compativel entre genes R da planta e Avr
do patégeno. Pelotas/RS, 2014.

N° de genes Avr N° de isolados (n=145) N°de isolados/gene Avr
0 2 2/Avr0
1 9 41/Avrl
2 9 95/Avr2
3 20 23/Avr3
4 24 44/Avr4
5 21 131/Avr5
6 18 83/Avr6
7 14 18/Avr7
8 10 82/Avr8
9 10 94/Avr9

10 81/Avr10
11 2 42/Avrll

n= ndmero de isolados.
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As diferencas encontradas quanto a diversidade na composi¢do genética das
populacdes de P. infestans podem ser explicadas pelo fato dos genes efetores
estarem localizados em regibes altamente dinamicas e de rapida evolucdo do
patdgeno, o que pode permitir a sua rapida capacidade de adaptacédo no hospedeiro,
principalmente naqueles que possuem resisténcia monogénica (HAAS et al., 2009;
FRY, 2008). Consequentemente, o uso de genoétipos de batata com resisténcia
qualitativa (genes maiores) isoladamente, no Sul do Brasil, é de alto risco,
considerando-se ainda que as condicbes meteorologicas sejam Otimas para a
ocorréncia de requeima nas areas produtoras envolvendo os trés estados dessa
regido. Dessa forma, a procura por fontes de resisténcia quantitativa e a
piramidizagao de genes de resisténcia no manejo de P. infestans, tem sido um dos
de principais objetivos nos diferentes programas de melhoramento de batata visando

resisténcia a requeima.

3.3.2 Sensibilidade de isolados de Phytophthora infestans a fungicidas

3.3.2.1 Sensibilidade ao fungicida metalaxyl

Entre os 133 isolados avaliados quanto a sensibilidade a metalaxyl, verificou-
se que a grande maioria (77,44%) comportou-se como moderadamente resistente
(MR), 17,29% como resistentes (R), e, 5,26% como sensiveis (S) (Figura 1, Tabela
7). Em todos os trés estados, foi observada a ocorréncia de isolados resistentes e
moderadamente resistentes; porém, 0s poucos isolados avaliados como sensiveis a
metalaxyl, foram detectados somente em SC e no PR (Figura 1).

Analisando-se os resultados por estado (Figura 1), entre os isolados de P.
infestans provenientes do Rio Grande do Sul, 10,52% desses comportaram-se como
resistentes ao fungicida metalaxyl, e, a grande maioria (54,89%), como
moderadamente resistentes. No entanto, no estado de Santa Catarina, 2,26% dos
isolados foram R, 10,53% MR e 1,50% S, Ja no Parana, 4,51% dos isolados
comportaram-se como R, 12,03% MR e 3,76% como suscetiveis ao referido

fungicida.
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Figura 1- Frequéncia (%) e namero (n) de isolados de Phytophthora infestans, provenientes do Sul do
Brasil, (m) resistentes, (m) moderadamente resistentes e (m) sensiveis ao fungicida metalaxyl. Pelotas,
RS, 2014.

Na analise da sensibilidade dos isolados de P. infestans a metalaxyl, por
grupo de compatibilidade, observou-se que de um total de 77 isolados, 47
pertenciam ao GC A2, 14 isolados ao GC Al, 11 isolados autoférteis e cinco ao GC
A1A2. Dentro do grupo Al, seis isolados foram moderadamente resistentes (MR),
oito R, e nenhum sensivel a metalaxyl; dentro do grupo A2, 41 isolados foram MR e
seis R; no grupo A1A2 os cinco isolados comportaram-se como MR. Ja nos isolados
autoférteis, sete foram sensiveis e quatro MR a metalaxyl (Tabela 5).

Tabela 5 — Reacao de Isolados de Phytophthora infestans, por grupo de compatibilidade, ao fungicida
metalaxyl. Pelotas/RS, 2014.

Grupo de compatibilidade

Estado Reacao* Al A2 AlA2 Autofeértil Total
RS S 0 0 0 0 0
MR 6 24 5 0 35
R 5 0 0 0 5
SC S 0 0 0 2 2
MR 0 8 0 1 9
R 2 1 0 0 3
PR S 0 0 0 5 5
MR 0 9 0 3 12
R 1 5 0 0 6
Total 14 47 5 11 77

*R- resistente; MR- moderadamente resistente; S- sensivel.



67

De acordo com os resultados da tabela 5, pode-se observar que a grande
maioria dos isolados avaliadas comportou-se como MR ao fungicida metalaxyl,
porém, analisando-se a sensibilidade dos isolados por regido geografica e por grupo
de compatiblidade, embora exista diferenca quanto ao numero de amostras por
estado, os resultados variaram, conforme ja relatado. Os isolados de P. infestans
insensiveis (R) e MR ocorrem no GC A2, independentemente do estado; e no GC
Al, apenas no RS. No entanto, a ocorréncia de isolados sensiveis foi observada
apenas nas populacdes autoférteis provenientes do PR e SC. Embora Santana et al.
(2013) tenha observado a presenca de isolados MR em popula¢des Al de batata do
RS, os autores verificaram que tanto os isolados Al como A2 eram
predominantemente sensiveis, e apenas um isolado (A2) foi caracterizado como
insensivel a metalaxyl; contudo, esse estudo foi realizado ha oito anos e nesse
transcurso isolados resistentes a este principio ativo surgiram nas diversas
localidades, tal fato € comprovado pelos resultados obtidos neste trabalho.

A insensibilidade ndo € especifica de um determinado grupo de
compatibilidade, conforme demonstrado pelos resultados do presente trabalho e
agueles obtidos por Schmitt e Kleinhenz (2012), os quais verificaram a ocorréncia de
isolados resistentes a metalaxyl nos grupos Al e A2. Os isolados autoférteis
detectados no presente estudo, mesmo que ainda sejam sensiveis ao referido
principio ativo, ao decorrer dos anos e com mau uso dos fungicidas, principalmente
sitio-especificos, podem tornar-se insensiveis, conforme ja observado por Runno-
Paurson et al. (2010).

Mesmo n&o sendo encontrados isolados sensiveis de P. infestans a
metalaxyl, no Rio Grande do Sul (Figura 1; Tabela 5), a deteccdo de sete isolados
no PR e em SC, representou 5,26% (n= 133), valor significativamente inferior
comparado ao ultimo levantamento conduzido em lavouras de batata no Sul do
Brasil, onde 61,6% dos isolados avaliados foram sensiveis ao fungicida (SANTANA
et al.,, 2013). Em contraponto, observou-se maior nimero de isolados insensiveis
(resistentes) em relagdo ao ultimo estudo, passando de 2,1% (SANTANA et al.,
2013) (n= 146) a 17,29% (n= 133) (Figura 1). No entanto, a comparacao desses
resultados com aqueles obtidos por Reis et al. (2005) em estudo realizado nas
regides sul e sudeste do Pais, a frequéncia de isolados insensiveis foi

aproximadamente a metade.
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Entre os isolados resistentes a metalaxyl (Figura 1) detectados no RS, cinco
deles foram coletados em Cristal, sete em Ibiraiaras e dois em S&o José dos
Ausentes; em Santa Catarina, um em Sao Joaquim e um em Mafra; e, no Parang,
trés em Palmas, um em Araucaria, Campo Largo, Sdo Mateus do Sul e na Lapa.
Geograficamente, a distribuicdo de isolados resistentes teve a maior concentracéo
em dois municipios do Rio Grande do Sul (Cristal e Ibiraiaras) e foi mais dispersa,
entre as diferentes localidades coletadas no Parana (Figura 2, Capitulo 1). Nos
municipios em mencao, os fungicidas de acéo sistémica (cimoxanil e mefenoxam) e
de contato (mancozeb e clorothalonil) sdo os mais frequentemente utilizados para
pulverizagdo das lavouras de batata, e, muitas vezes, utilizam-se subdosagens do
produto, conforme relato dos produtores quando procedeu-se as coletas dos
isolados. Além disso, a média de pulverizacbes com fungicidas, nos municipios
citados no RS, é de sete a nove aplicacdes por safra, e no PR e SC, entre 10 a 13
aplicacoes (dados nédo apresentados). Assim, a conducéo de tais procedimentos no
manejo fitossanitario da requeima pode estar contribuindo para o surgimento de
isolados resistentes aos fungicidas.

O incremento do nimero de isolados resistentes e diminuicdo dos sensiveis
permitem inferir que a sensibilidade das populacfes de P. infestans a metalaxyl vem
sofrendo mudancas no Brasil, jA que no ultimo estudo, populacées do patégeno
coletadas entre 2004 e 2005, comportaram-se predominantemente como sensiveis;
e, um menor numero, como resistentes ao referido fungicida (SANTANA et al.,
2013). O aumento crescente de populacbes do patdgeno insensiveis também vem
sendo observado em outras partes do globo (LI et al., 2009; CHMIELARZ et al.,
2014), o que tem chamado a atencdo de pesquisadores e técnicos em funcdo da
efetividade desse principio ativo no manejo da requeima.

Uma explicagdo para o incremento da insensibilidade dos isolados ao
principio ativo metalaxyl esta relacionada ao fato de que seu mecanismo de acédo é
sitio-especifico. Dessa forma, quando o mesmo fungicida é utilizado continuamente,
mesmo em misturas, existe pressao de selecdo sobre o patdgeno. Assim, o numero
de cepas resistentes na populacdo, que inicialmente é baixo, aumenta
consideravelmente e passa a ser dominante (LEEN et al., 1983; GISI; SIEROTZKI,
2008). Nesse contexto, o aparecimento de populacdes insensiveis torna-se um fator
limitante na eficiéncia e vida atil dos fungicidas; e, como consequéncia, 0 manejo de
doencas das culturas € alterada (MA; MICHAILIDES, 2005).
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3.3.2.2 Sensibilidade ao fungicida clorothalonil

Entre os 131 isolados de P. infestans avaliados quanto a sensibilidade a
clorothalonil, o intervalo da concentracéo efetiva de inibicdo (CEso) encontrado foi de
0,01 a 4,67ug/mL (Tabela 7). O valor médio de CEsp dos isolados amostrados no
periodo 2010/2012, foi 2,09ug/mL (Tabela 6), além disso 13,54% desses
apresentaram CEsg abaixo de 1ug/mL e 86,46% entre 1 e 5ug/mL, (Figura 2). No
entanto, os maiores valores foram obtidos com um isolado coletado em S&o José
dos Ausentes-RS e outro em Guarapuava-PR, com 4,67 e 4,28ug/mL de CEsy,
respectivamente (Tabela 7).

Tabela 6 - Periodo de coleta e sensibilidade de isolados de Phytophthora infestans (n= 131) de batata
provenientes da regido Sul do Brasil ao fungicida clorothalonil. Pelotas/RS, 2014.

1

Cultura Estado Ano NuUmero Média CExsg
Isolados (Hg/mL)?
Batata Rio Grande do Sul 2010-2012 79 2,27
Batata Santa Catarina 2010-2012 19 2,00
Batata Parana 2010-2012 27 2,01
TOTAL 125 2,09°
Batata Rio Grande do Sul 2004-2005 6 1,98
TOTAL 6 1,98"

"Ano de coleta de isolados; “média de concentracéo efetiva CEs, de fungicida; *média CEs, da
coleta 2010-2012; “média de CEx, da coleta de 2004-2005; n= ndimero de isolados.

Os valores médios de CEsg para o fungicida clorothalonil, por estado, podem
ser observados na tabela 6, onde 79 isolados de batata coletados no RS,
apresentam uma média de 2,27ug/mL, 19 de SC, 2,00ug/mL, e, 27 do PR,
2,01pg/mL. Avaliando-se seis isolados coletados no RS e provenientes de batata,
obtidos em 2004-2005, verificou-se um valor médio de CEsy de 1,98 pg/mL. Embora
0 numero de isolado de batata coletados em 2004-2005 seja proporcionalmente
inferior aqueles coletados entre 2010 e 2012, nota-se um sensivel aumento na CEsg
do fungicida clorothalonil. Porém, esse fato ndo evidencia a perda de sensibilidade
dos isolados ao clorothalonil guando comparado com estudos anteriores (REIS et
al., 2005; OLIVEIRA, 2010).
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Figura 2 - Frequéncia (%) de isolados de Phytophthora infestans (n= ndmero de isolados), em
diferentes classes de valores de CEs, (concentracdo efetiva) estimado para o fungicida clorothalonil.
Pelotas/RS, 2014.

Os maiores valores de CEsp por grupo de compatibilidade, foram observados
no isolado A2 (CEsp= 3,89ug/mL), coletado no municipio de Silveira Martins,
seguido pelo isolado Al (CEse= 3,73ug/mL) coletado em Cristal, ambos provenientes
do RS; no estado de Santa Catarina, o isolado coletado no municipio de Itaiopolis,
com CEsp= 3,32ug/mL e pertencente ao GC A2; e, no estado de PR, um isolado
com CEso= 2,87ug/mL e do GC A2. Entretanto, os menores valores de CEsp foram
observados em dois isolados do GC A2 no RS (CEsp= 0,01pg/mL); um do GC A2
(CEsp= 0,01pg/mL) e dois isolados autoferteis (CEsp = 0,42-0,45ug/mL) coletados em
SC; e em quatro isolados autoférteis provenientes do PR (CEso= 0,66-1,09ug/mL),
sendo todos esses isolados autoférteis, também sensiveis a metalaxyl (Tabela 7).

A ocorréncia simultdnea de alguns isolados de P. infestans resistentes a
metalaxyl e com valores mais elevados da CEsp a clorothalonil, em S&o José dos
Ausentes e lbirairas-RS (Tabela 7), pode estar relacionada ao manejo fitossanitario
inadequado das lavouras de batata dessa microrregido, conforme relatado
anteriormente. A inadequada planificacdo no uso de produtos fitossanitarios como o
uso continuo de fungicidas sitio-especificos e subdosagens esta associado com o
aparecimento de cepas resistentes (GISI; SIEROTZKI, 2008). Estas atividades
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podem estar relacionadas com o aparecimento de isolados resistentes ao metalaxyl
e incremento de CEsg para clorothalonil, embora os valores obtidos para o ultimo ndo
sejam significativos para determinar o aparecimento de isolados insensiveis.

Os resultados da concentracao inibitoria (CEsp) do principio ativo avaliado,
nao revelam perda da sensibilidade considerando-se os resultados observados em
estudos anteriores (SUJKOWSKI et al., 1995; REIS et al., 2005; OLIVEIRA, 2010).
Fungicidas protetores como o clorothalonil, interferem em diferentes processos
bioquimicos do fungo, simultaneamente. Consequentemente, existe baixo risco de
surgimento de isolados resistentes (ZAMBOLIN; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007). No
entanto, o monitoramento de sensibilidade in vitro de isolados de P. infestans a
fungicidas, no Sul do Brasil, constitui-se como ferramenta importante na adog¢éao de

medidas eficientes para o controle da requeima na cultura da batata.



72

Tabela 7 - Sensibilidade de isolados de Phytophthora infestans, coletados no Sul do Brasil aos
fungicidas metalaxyl e clorothalonil, grupo de compatibilidade (GC), hospedeiros, procedéncia e
periodo de coleta. Pelotas/RS, 2014.

Isolados —Metalaxyl Clorothalonil 52 pogpedeiro  Municipio/Estado pc?
Sensibilidade CExsp
SJA-06 MR 4,67 ND* Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
4 SVM MR 3,89 A2 Batata Silveira Martins/RS 2010
IBI-06b R 3,88 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
CRI-5-a R 3,73 Al Batata Cristal/RS 2011
SJA-09 MR 3,56 ND Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
IBI - 06e R 3,55 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
SFP-03 MR 3,50 ND Batata S. F. de Paula/RS 2012
3 CANG MR 3,46 ND Batata Cangucu/RS 2010
Sao Lourenco do
SL -05-a MR 3,46 ND Batata Sul/RS 2011
SJA-14 MR 3,44 Al Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
SJA-10 R 3,38 Al Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
Sao Lourenco do
SL-01-a MR 3,34 ND Batata Sul/RS 2011
BRCLE MR 3,26 A2 Batata Pelotas/RS 2011
CRI-1-a R 3,24 ND Batata Cristal/RS 2011
4-2NP MR 3,23 ND Batata Nova Petropolis/RS 2010
BJ-07 - 3,09 A2 Batata Bom Jesus/RS 2012
SL-5b MR 3,05 AlA2 Batata S&o Lourengo/RS 2011
IBI - 02b MR 3,03 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
Sao Lourenco do
SL-04-a MR 2,95 ND Batata Sul/RS 2011
SJA-13 MR 2,93 Al Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
SJA-17 MR 2,93 A2 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
IBI-03-a MR 2,90 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
SFP-08 MR 2,90 AlA2 Batata S. F. de Paula/RS 2012
SJA-07 MR 2,89 ND Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
SFP-02 MR 2,87 ND Batata S. F. de Paula/RS 2012
SJA-12 R 2,87 Al Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
IBI - 03b MR 2,86 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
SFP -07 MR 2,82 ND Batata S. F. de Paula/RS 2012
Campo 2 MR 2,79 A2 Batata Pelotas/RS 2011
SJA-15 MR 2,79 Al Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
IBI-01f R 2,75 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
IBI - 06-a MR 2,71 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
SFP -01 MR 2,69 ND Batata S. F. de Paula/RS 2012
BJ-02 MR 2,67 A2 Batata Bom Jesus/RS 2012
1SVM MR 2,66 A2 Batata Silveira Martins/RS 2010
IBI- 02-a MR 2,45 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
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Isolados —Metalaxyl  Clorothalonil -2 yogpedeiro Municipio/Estado pC?
Sensibilidade’ CExso
IBI-06d MR 2,40 ND* Batata Ibiraiaras/RS 2011
SJA-04 MR 2,39 ND Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
SJA-18 MR 2,35 ND Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
IBI-04-a R 2,35 Al Batata Ibiraiaras/RS 2011
IBI-01c MR 2,32 A2 Batata Ibiraiaras/RS 2011
S&o Lourengo do
SL-4b MR 2,30 A2 Batata Sul/RS 2011
BJ-03 MR 2,27 A2 Batata Bom Jesus/RS 2012
S&o Lourenco do
SL-03 MR 2,26 A2 Batata Sul/RS 2011
S&o Lourengo do
SL-4d MR 2,26 ND Batata Sul/RS 2011
IBI-05 MR 2,25 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
IBI-01d R 2,25 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
Pel-2b MR 2,23 AlA2 Batata Pelotas/RS 2011
SJA -16 MR 2,21 A2 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
3 SVM MR 2,13 AlA2 Batata Silveira Martins/RS 2010
Pel-03 MR 2,10 Al1A2 Batata Pelotas/RS 2011
4-1INP MR 2,07 ND Batata Nova Petropolis/RS 2010
5 NP MR 2,06 A2 Batata Nova Petropolis/RS 2010
BJ-01 MR 2,06 ND Batata Bom Jesus/RS 2012
IBI-04B MR 2,06 Al Batata Ibiraiaras/RS 2011
EMB-C MR 2,04 A2 Batata Pelotas/RS 2011
1 NP MR 1,96 Al Batata Nova Petropolis/RS 2010
IBI-01e R 1,89 ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
BJ-05 MR 1,85 A2 Batata Bom Jesus/RS 2012
2 CANG MR 1,83 ND Batata Cangucu/RS 2010
BJ-08 MR 1,79 ND Batata Bom Jesus/RS 2012
Sao Lourenco do
SL-05c MR 1,75 A1A2 Batata Sul/RS 2011
9 SVM MR 1,62 A2 Batata Silveira Martins/RS 2010
SJA-08 MR 1,61 Al Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012
CRIS MR 1,42 ND Batata Cristal/RS 2010
3NP MR 1,42 ND Batata Nova Petropolis/RS 2010
CRIS-03 MR 1,28 A2 Batata Cristal/RS 2011
S&o Lourengo do
SL-01b MR 1,24 A2 Batata Sul/RS 2011
SFP-06 MR 0,82 ND Batata S. F. de Paula/RS 2012
5SVM MR 0,71 ND Batata Silveira Martins/RS 2010
CRI-09 MR 0,66 ND Batata Cristal/RS 2011
Pel-9 MR 0,1 ND Batata Pelotas/RS 2011
2-CES MR 0,06 ND Batata Pelotas/RS 2010
CRI-7-a MR 0,04 ND Batata Cristal/RS 2011
CRI-06 MR 0,03 A2 Batata Cristal/RS 2011
1-CANG MR 0,01 A2 Batata Cristal/RS 2010
RG-01 MR 0,01 A2 Batata Rio Grande/RS 2013
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Isolados Metalaxyl _ Clorothalonil 52 yg5pedeiro Municipio/Estado pC?
Sensibilidade CEso

S&o Lourenco do
SL-04c MR 0,14 ND* Batata Sul/RS 2011

S&o Lourenco do
SL-01c MR 0,21 A2 Batata Sul/RS 2011
IBI-01b MR - A2 Batata Ibiraiaras/RS 2011
CRI-02 R - Al Batata Cristal/RS 2011
CRI-4b MR - ND Batata Cristal/RS 2011
CRI-8b R - ND Batata Cristal/RS 2011
CRI-5b MR - ND Batata Cristal/RS 2011
CRI-1b R - ND Batata Cristal/RS 2011

S&o Lourengo do
SL-02 MR - ND Batata Sul/RS 2011
BJ-04 MR - A2 Batata Bom Jesus/RS 2012
IBI-06b R - ND Batata Ibiraiaras/RS 2011
SC-11 MR 3,32 A2 Batata Itaidpolis/SC 2011
SC-12 MR 3,16 A2 Batata Itaiépolis/SC 2011
SJ-6al MR 2,95 ND Batata Sé&o Joaquim/SC 2011
SC-03 R 2,89 Al Batata Paulo Pereira/SC 2011
MF-01 R 2,87 A2 Batata Mafra/SC 2012
SC-C8 MR 2,53 AF** Batata Canoinhas/SC 2012
SC-C3 MR 2,53 ND Batata Canoinhas/SC 2012
SC-16 MR 2,39 ND Batata Sao Joaquim/SC 2011
SC SJ-7 R 2,19 Al Batata Sé&o Joaquim/SC 2011
SC- 15 MR 2,17 A2 Batata Trés Barras/SC 2011
SC-08 MR 2,10 A2 Batata Canoinhas/SC 2011
SJ-6b1 MR 2,08 ND Batata Sao Joaquim/SC 2011
SC-12(1) MR 2,01 A2 Batata Itaiopolis/SC 2011
SC-18 MR 1,67 A2 Batata Sao Joaquim/SC 2011
MF-03 MR 15 A2 Batata Mafra/SC 2012
SC-C-07 MR 0,66 ND Batata Canoinhas/SC 2012
MF-07 S 0,65 AF Batata Mafra/SC 2012
SC-C-04 S 0,42 AF Batata Canoinhas/SC 2012
MF-04 MR 0,01 A2 Batata Mafra/SC 2012
PRGU-3 MR 4,28 ND Batata Guarapuava/PR 2011
PR-15 MR 2,87 A2 Batata Araucaria/PR 2011
PR -03b MR 2,8 A2 Batata Pinhdo/PR 2011
PR-PL-3b R 2,78 A2 Batata Palmas/PR 2011
PR -10 MR 2,55 AF Batata Castro/PR 2011
PR- 24 MR 2,41 A2 Batata Contenda/PR 2011
PR -20 R 2,35 A2 Batata Araucaria/PR 2011
PR - 26 MR 2,30 A2 Batata Lapa/PR 2011
PR-07c MR 2,22 Batata Lapa/PR 2011
PRPL -1 MR 2,16 A2 Batata Palmas/PR 2011

AR-02 MR 2,14 A2 Batata Araucéria/PR 2012
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Isolados —Metalaxyl  Clorothalonil 52 o5pedeiro Municipio/Estado pC?
Sensibilidade’ CEso
PRPL-3-a R 2,12 Al Batata Palmas/PR 2011
PR -27 R 2,08 A2 Batata Lapa/PR 2011
PRGU-01 MR 2,05 A2 Batata Guarapuava/PR 2011
PR-14 MR 2,02 ND* Batata Araucaria/PR 2011
PRPL-04 MR 2,00 A2 Batata Palmas/PR 2011
PR -18 MR 1,89 ND Batata Araucaria/PR 2011
CLAR-1 R 1,85 A2 Batata Campo Largo/PR 2012
PGR-01 MR 1,72 AF Batata Ponta Grossa/PR 2012
PRGU-5 MR 1,67 A2 Batata Guarapuava/PR 2011
PGR-3 S 1,56 AF Batata Ponta Grossa/PR 2012
PL- 03b R 1,51 A2 Batata Palmas/PR 2011
PR- 17 MR 1,49 AF** Batata Araucaria/PR 2011
PR-01-a S 1,09 AF Batata Palmas/PR 2011
PGR-4 S 0,79 AF Batata Ponta Grossa/PR 2012
BN — 02 S 0,78 AF Batata Balsa Nova/PR 2012
PGR-07 S 0,66 AF Batata Ponta Grossa/PR 2012
87 - 2,99 Al Batata Silveira Martins/RS 2004
151 - 2,17 A2 Batata S.M. do Herval/lRS 2005
85 - 0,02 Al1A2 Batata Cristal/RS 2004
115 - 2,19 Al Batata Ibirairas/RS 2004
69 - 1,90 Al Batata Morro Redondo/RS 2004
166C - 2,61 A2 Batata S.J. dos Ausentes/RS 2005

"Sensibilidade: S= Sensivel, MR= Moderadamente resistente, R= Resistente; “‘GC= Grupo de
compatibilidade (Al, A2, A1A2); *ND= ndo determinado; **AF= Autofértil; *pC= Periodo de coleta dos
isolados; CEs,- concentracéo efetiva de inibi¢ao.
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3.4Conclusdes

- Existe alta diversidade e complexidade de racas de P. infestans em lavouras

de batata dos estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parang;

- A maioria dos isolados de P. infestans provenientes do Sul do Brasil sdo
moderadamente resistentes ao fungicida sistémico metalaxyl, porém ndo ha
evidéncias de perda de sensibilidade desses isolados ao fungicida protetor
clorothalonil.



4. CAPITULO Ill - Resisténcia genética de cultivares, clones e acessos

silvestres de batata a Phytophthora infestans

4.1Introducao

A batata (Solanum tuberosum L.), com uma producdo mundial que ultrapassa os
368 milhdes de toneladas, € o terceiro alimento de maior importancia para a
humanidade. No Brasil, a producédo durante a safra 2013 foi de 3.569.750 toneladas
de tubérculos de batata (FAO, 2013; IBGE, 2014); no entanto, a cultura é seriamente
afetada por varios fatores de ordem fitossanitaria. Entre esses, a requeima, doenca
causada pelo oomiceto Phytophthora infestans (Montague) de Bary, causa o0s
maiores danos a cultura nas diferentes regides de cultivo do globo (CHIMIELARZ et
al., 2014).

O primeiro registro da requeima em batata, ocorreu entre 0os anos de 1845 e
1849, quando entdo epidemias decorrentes dessa doenca devastaram plantacdes
inteiras da cultura, resultando em 'grande fome' na europa, 0 que ocasionou a morte
de mais de 600.000 irlandeses e a emigracdo de 1,3 milhBes de europeus para
outros continentes (ZADOKS, 2008). No Brasil, a requeima é uma doenca altamente
destrutiva tanto na cultura da batata como do tomateiro, podendo comprometer
totalmente a produtividade em regides do pais onde as condigcbes meteoroldgicas
séo favoraveis ao desenvolvimento da doenca (REIS et al., 2003; DUARTE et al.,
2012).

Entre os métodos de controle, os mais utilizados no manejo da requeima
baseiam-se no uso de fungicidas com intervalos continuos de aplicacao,
principalmente aqueles de agéo sistémica e de contato (NAZARENO et al., 1999;
REIS et al., 2003; COOKE et al., 2011). No entanto, o uso intensivo e indiscriminado

de fungicidas, eleva os custos de producdo e pode contribuir para a selecdo de
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populacbes de patégeno resistentes a alguns desses produtos, principalmente os
mais especificos (ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007; HAVERKORT et al.,
2008; FRY, 2008).

Mudancas na estrutura das populacdées de P. infestans vém ocorrendo em
diversas partes do mundo nos dultimos 20 anos. Essas evidéncias tém sido
relacionadas a maior diversidade do patdégeno com o aparecimento de populagbes
mais agressivas, e, consequentemente, a ocorréncia de epidemias nas lavouras
(COOKE et al., 2011; DANIES et al., 2013; CHMIELARZ, et al., 2014), sendo que no
Brasil isto tem ocorrido sobretudo na cultura da batata (SANTANA, 2006; OLIVEIRA,
2010). Nesse contexto, o uso de cultivares resistentes a P. infestans torna-se uma
constante necessidade por ser uma medida de controle eficaz no manejo integrado
da doenca (DUARTE et al.,, 2012; SHARMA et al., 2013; AKINO; TAKEMOTO;
HOSAKA, 2014).

A resisténcia qualitativa (monogénica) da batata a P. infestans é facilmente
superada pela ocorréncia de novas racas do patdégeno o que a torna ineficiente em
uso continuo em funcdo de mudancas na populacdo do patogeno (WASTIE, 1991).
No entanto, o tipo de resisténcia viavel e desejada na cultura da batata € a
resisténcia horizontal (resisténcia raca nao especifica) que, sendo controlada por
genes menores e com pequenos efeitos cumulativos e continuos, confere uma
resisténcia mais duravel e estavel na protecéo das plantas (LANDEO, 2002; AKINO;
TAKEMOTO; HOSAKA, 2014).

Desta forma, a obtencdo de materiais com genes menores de resisténcia ao
patbgeno, é a caracteristica mais desejada dentro de um programa de
melhoramento genético. Contudo, a maioria de cultivares de batata disponiveis no
mercado, é suscetivel ou tém resisténcia limitada a requeima, e aqueles genoétipos
resistentes, geralmente apresentam caracteristicas de importancia econdmica
indesejaveis relacionadas principalmente a qualidade de tubérculos comercializaveis
(FRY, 2008; PEREIRA et al., 2012).

Em diferentes partes do mundo, os programas de melhoramento genético de
batata tém focado na busca de resisténcia duravel a requeima conjuntamente com o
melhoramento de caracteristicas agrondmicas desejaveis (LANDEO, 2002; COOKE
et al., 2011; FORBES, 2012). Dessa forma, teve-se por objetivo nesse trabalho: 1)
avaliar a resisténcia a campo de 24 gendtipos de batata, entre cultivares comerciais

e clones do programa de melhoramento genético da Embrapa a dois isolados de
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Phytophthora infestans; 2) comparar metodologias de avaliacdo in vitro e a campo
da severidade de P. infestans em diferentes gendtipos de batata; 3) prospectar
fontes de resisténcia a P. infestans em acessos de batata silvestre em bioensaio
estabelecido in vitro.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Isolados de Phytophthora infestans e producéo de in6culo

Para realizacdo do presente estudo, utilizaram-se dois isolados de P.
infestans de batata provenientes da colecdo de microrganismos do Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Clima Temperado. Um dos isolados foi identificado como
pertencente ao grupo de compatibilidade Al e com 2 genes de viruléncia (Raca 3,6);
e, 0 outro, pertencente ao grupo de compatibilidade A2 e com dez genes de
viruléncia (Raca 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11), ambos determinados previamente em uma
série de clones diferenciadoras (R1-R11) com base na escala de severidade de
doenca (SD) de Sozzi, Schwinn e Gisi (1992).

Para preparacao do inoculo, placas de Petri contendo micélio e esporangios
de P. infestans, foram lavadas com agua destilada a fim de se obter uma suspenséao
aquosa ajustada para 10* esporangios do oomiceto/mL para cada isolado,

separadamente.

4.2.2 Genoétipos de batata

Foram utilizados 24 genétipos de batata dentre os quais, sete cultivares
(Agata, Bintje, Macaca, Asterix, Clara, Ana, Eliza e Catucha); cinco clones
provenientes do programa de melhoramento genético da batata da Embrapa
desenvolvidos com foco em qualidade de tubérculos (RM98-23-05, CL-02-05, F23-
24-06, F63-01-06 e CL-20-01-06); e, sete clones também da Embrapa melhorados
para resisténcia a P. infestans (C2572-3-06, C2557-2-06, C2569-1-06, C2553-1-06,
C2573-4-06, C2550-4-06, C2551-2-06 e CIP-392.617.54), tendo como progenitores,
genotipos da populacdo B3 de S. tuberosum provenientes do Centro Internacional

da Batata (Centro Internacional de la Papa-CIP) com resisténcia quantitativa a P.
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infestans. Como padrdes de suscetibilidade, utilizaram-se as cultivares Bintje e
Agata, e, como resistente, o clone CIP-392.617.54 (GOMES et al., 2009) (Tabela 1).

Tabela 1 — Gendtipos de batata utilizados para avaliagdo de resisténcia a Phytophthora infestans em
condi¢cdes de campo e “in vitro”. Pelotas/RS, 2014.

Genobtipos Progenitores Origem
F189-09-06 BP-1 x C1883-22-97 Brasil
AGATA Bohn 52/72 x Sirco Holanda
RM982305 - Brasil
Bel Rioja x C- 1740-11-95 Brasil
MACACA Origem desconhecida Brasil
CL-02-05 - Franca
F23-24-06 Rioja x Eliza Brasil
ASTERIX Cardinal x SVPVe 709 Holanda
CLARA White Lady x Catucha Brasil
ANA C-1750-15-95 x Asterix Brasil
BINTJE Munstersen x Fransen Holanda
F63-01-06 C1883-22-97 x C1750-15-95 Brasil
CL-20-01-06 Caesar autopolinizadas Brasil
C2545-1-06 CIP 385.524.9 x C 1750-15-95 Brasil
ELIZA Edzina x Recent Brasil
C2572-3-06 CIP 393.077.159 x C-1226.35-80 Brasil
C2557-2-06 CIP 393.242.50 x C 1750-15-95 Brasil
C2569-1-06 CIP 392.617.54 x C-1226-35-80 Brasil
C2553-1-06 CIP 391.611.17 x C-1740-11-95 Brasil
C2573-4-06 CIP 393 556.4 x C 1786-6-96 Brasil
C2550-4-06 CIP 391.011.17 x Cristal Brasil
CATUCHA 2CRI-1149-1-78 x C-999-263-70 Brasil
C2551-2-06 CIP 381.463.8 x Cristal Brasil
CIP-392.617.54 387002.11 x 387170.9 Peru

4.2.3 Reacdo de gendtipos de batata a Phytophthora infestans em condicdes

de campo

Avaliou-se a reacao dos 24 genotipos de batata (item 4.2.2) a dois isolados de
P. infestans em duas areas experimentais da Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
RS (isolado Al — latitude -31°67'95" e longitude -52°43'20"; isolado A2 - latitude -
31°68'56", longitude -52°43'64") durante a safra de outono (margo-junho) de 2013.
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O Delineamento do experimento foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial
(24 x 2), com trés repeticdes. A parcela experimental foi constituida de uma linha
contendo oito plantas, espacadas de 0,30 m entre plantas e 0,80 m entre linhas,
sendo as parcelas adubadas com fertilizante comercial NPK 5-30-10 (2,0 t ha™).
Decorridos 47 dias do plantio, as plantas de cada local foram inoculadas
separadamente com uma suspensdo de 10* esporangios de P. infestans /mL do
isolado Al ou A2, em agua mais espalhante adesivo tween a 0,1%, utilizando-se,
para tanto, um pulverizador manual costal de 5L.

Durante o periodo compreendido entre a inoculagdo do patégeno até o 28° dia
apos inoculacao (DAI), a temperatura média do ar foi de 13,8°C e a maxima de 18,9
°C (Figura 1), a umidade relativa do ar oscilou entre 45 a 84% com média de 72%, e,

a precipitacao pluvial foi de 57,1mm (Figura 2).
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Figura 1 — Dados de temperatura maxima (¢), média (o) e minima (m), durante o periodo de
avaliacdo da severidade de requeima em batata, em condi¢cdes de campo. Pelotas/RS, 2014.



82

—

100,0 -
95,0 ~
90,0 ~
85,0
80,0 ~
75,0 A
70,0 ~
65,0 -
60,0 -
55,0 ~
50,0 ~
45,0 A
40,0 -
35,0 ~
30,0 ~
25,0 ~
20,0 ~
15,0 -
10,0 -

Precipitacao (mm) ou umidade relativa do ar (%

oo
o o
[

x o I0e .  §0 0

12 34 56 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Dias apds a inoculacao

Figura 2 — Dados de umidade relativa do ar em percentagem (o) e de precipitagdo pluvial em mm
(I), durante o periodo de avaliagdo da severidade de requeima em diferentes gendtipos de batata
inoculados com Phytophthora infestans, em condi¢cdes de campo. Pelotas/RS, 2014.

A severidade de doenca (SEV), em percentagem, foi avaliada a partir do 7°
dia da inoculagdo (DAI) com intervalos ndo constantes até o 28° DAI (sétima
avaliacdo), baseando-se na escala gréfica de severidade de doenca proposta por
(CLIVE, 1970) e modificada atribuindo-se valores intermediarias. A partir dos dados
de SEV, foi calculada a area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) para
cada gendétipo de batata utilizando-se o programa GW Basic (MAFFIA, 1986). A
seguir, os valores de AACPD foram submetidos ao teste de agrupamento de Scott &
knott a 5% de probabilidade do erro, utilizando-se o software estatistico GENES
(CRUZ, 2001). Com base nessas andlises e nos valores de SEV, finalmente, os
gendtipos de batata foram agrupados em niveis de resisténcia: altamente resistente
(AR), resistente (R), moderadamente resistente (MR), moderadamente suscetivel

(MS), suscetivel (S) e altamente suscetivel (AS).
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4.2.4 Produtividade

Decorridos 108 dias do plantio, procedeu-se a colheita, e, a seguir, a
pesagem dos tubérculos de batata, em balanca eletronica, para determinacdo da
massa (g/parcela). A seguir, os valores de producao foram submetidos ao teste de
agrupamento de Scott & knott a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o
software estatistico GENES (CRUZ, 2001). Adicionalmente, 40 dias apés a colheita
avaliou-se, a infeccdo de requeima nos tubérculos de batata, através de cortes

realizados no tubérculo e observando a necrose ocasionada pelo patégeno.

4.2.5 Avaliacdo in vitro da severidade de Phytophthora infestans em

genotipos de batata

4.25.1 Avaliacdo da severidade de Phytophthora infestans em discos

foliares de batata

Para realizacdo desse trabalho, primeiramente foi efetuado o plantio de
tubérculos dos 24 genoétipos de batata em vaso contendo 2Kg de substrato
comercial adubado com NPK (formulacdo 5-30-10), sob condi¢cbes de casa de
vegetacdo. Decorridos 40 dias do plantio, foram retiradas folhas de cada genétipo de
batata para obtencéo de discos foliares de 15mm de diametro.

A segquir, cinco discos foliares de cada genotipo, foram dispostos sobre papel
fitro umedecido com agua esteriizada em placas de Petri de 90mm.
Subsequentemente, cada disco foi inoculado com 20uL de uma suspenséao contendo
10° esporangios do isolado Al ou A2 de P. infestans/mL, utilizando-se as cvs. Bintje
e Agata como padrdes suscetiveis, e, o clone CIP- 392.617.54, como testemunha
resistente (GOMES et al., 2009) (Figura 3).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial
(24 x 2) com trés repeticbes, onde cada parcela experimental foi constituida de uma
placa contendo cinco discos de folha. Posteriormente, o material foi incubado em
BOD a 17 + 1°C e fotoperiodo de 16h durante seis dias. A avaliagcdo foi realizada
com base na escala de severidade de doenca (SD) em cada tratamento utilizando-

se metodologia de Sozzi, Schwinn e Gisi (1992), conforme o grau de SD: onde: 0=
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sem sintomas; 1= necrose, 2 = 5%, 3 =5 a 20%, 4 = 20 a 50%, e, 5= > 50% da

superficie do disco de folha coberto pela esporulacdo do oomiceto.

Figura 3 — Discos foliares de batata inoculados com o isolado A2 (A,B,C) e Al (D,E/F) de
Phytophthora infestans. Pelotas/RS, 2014.

4.25.2 Avaliacdo da severidade de Phytophthora infestans em folhas

destacadas de batata

Primeiramente, plantas de batata dos diferentes gendtipos, além dos padrdes
suscetivel 'Bintje', e, resistente, o clone CIP-392.617.54 (GOMES et al., 2009), foram
obtidas conforme item 4.2.5.1, no periodo de maio-julho de 2013. Decorridos, 40
dias do plantio, folhas do terco médio das plantas de cada gendétipo foram retiradas,
selecionadas e padronizadas pelo tamanho. A seguir, o trabalho foi realizado
conforme metodologia descrita por Colon, Nielsen e Darsow (2004). Para tanto, as
folhas foram lavadas cuidadosamente e depositadas pela face abaxial sobre papel
germitest umedecido com agua esterilizada e imediatamente colocada em bandeja
plastica (46x30x10cm).

Como in6culo do patégeno, foram utilizados dois isolados P. infestans de
diferente grupo de compatibilidade conforme descrito no item 4.2.1.

A seguir, realizou-se a inoculacdo de cada isolado de P. infestans,
separadamente, no centro das folhas dos diferentes materiais com uma suspensao

contendo 20uL de 10° esporangios de P. infestans/mL. Subsequentemente, as
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bandejas foram vedadas com filme plastico transparente, e, incubada em BOD a
17°C com fotoperiodo de 16h por seis dias (Figura 4). O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (24 x 2) com trés repeticdes, sendo
cada repeticédo representado por uma folha destacada. A avaliacdo da doenca, nas
folhas, foi realizada em porcentagem de severidade de area infectada (0,1-100%) de
acordo com o protocolo da Potato Late Blight Network For Europe (COLON;
NIELSEN; DARSOW, 2004), atribuindo-se valores intermediarios de severidade
entre (01-100%).

Figura 4 — Folhas destacadas de batata inoculadas com Phytophthora infestans exibindo diferentes

niveis de infeccéo e esporulacdo do patégeno. Pelotas/RS, 2014.

4.2.6 Resisténcia foliar in vitro de acessos silvestres de batata a Phytophthora

infestans

Vinte e cinco gendtipos de batata (Solanum spp.), obtidos do Banco de
Germoplasma da Embrapa, entre os quais, 11 acessos de S. chacoense ssp.
chacoense, dois acessos de S. chacoense ssp. muelleri, e 11 acessos de S.
tuberosum com ancestralidade de S. berthaultii (Tabela 2) foram testados in vitro



86

quanto a infeccdo por P. infestans. Para tanto, utilizou-se como padrédo de
suscetibilidade a cv. Agata, moderadamente suscetivel a cv. Ana, e Eliza como
padrao moderadamente resistente (GOMES et al., 2009).

Para a realizacdo do teste, as plantas de cada um dos genoétipos foram
obtidas conforme item 4.2.5.1. Decorridos 30 dias do plantio dos tubérculos, as
folnas de cada material foram coletadas durante as primeiras horas do dia,
selecionando-se aquelas de tamanho semelhante. O bioteste foi realizado em placas
de Petri de 90mm, onde foi acondicionado papel filtro umedecido, e, sobre estas,
foram depositados cinco discos de folhas de batata com 15mm de diametro para
cada gendtipo. A seguir, cada disco foi inoculado com 20uL de uma suspensédo
contendo 10° esporangios de P. infestans/mL de um isolado do grupo de
compatibilidade A2 contendo sete genes de viruléncia (Raca 1,3,4,7,8,10,11).

Logo apés, as placas foram incubadas a 17 + 1°C e fotoperiodo de 16h por seis
dias, sendo as mesmas dispostas em BOD em delineamento completamente
casualizado com trés repeticdes/genodtipo. Decorrido o periodo de incubacédo, cada
disco foi avaliado com base na escala de severidade de doenca (SD) conforme

metodologia de Sozzi, Schwinn e Gisi (1992), ja detalhada anteriormente.
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Tabela 2 - Origem de acessos silvestres de Solanum spp. avaliados quanto a severidade in vitro de
Phytophthora infestans. Pelotas/RS, 2014.

Acessos Espécie/Progenitores Origem
S. ch.-68 Solanum chacoense spp. muelleri Brasil
126 Solanum chacoense spp. muelleri Brasil
61-8 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
46-10 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
68-8 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
56-8 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
45-4 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
63-2 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
55-5 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
55-7 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
44-7 Solanum chacoense spp. chacoense Argentina
68-16 Solanum chacoense spp. chacoense Brasil
51-9 Solanum chacoense spp. chacoense -
499 N-263-32 x 2 CRI-1149-1-78 Brasil
511 Cristal x NYL-23-4 Brasil
513 C-1226 -35- 80 x NYL - 235 -4 Brasil
525 N-263-32 x 2 CRI-1149-1-82 Brasil
543 Eliza x NYL-235-4 Brasil
545 Cristal x NYL - 235-4 Brasil
546 White lady x N-140 (Solanum berthaultii ) Brasil
664 Solanum berthaultii (N-263-32) x Eliza Brasil
676 Eliza x N-140 (Solanum berthaultii) Brasil
675 Solanum berthaultii P16 103 (K88-64 x 514-1) x Mirka Brasil
NYL-235-4 Prince Hairy (Solanum berthaultii x Hudson) EUA
S. calvescens - Peru
Agata BM 52-72 x Sirco Holanda
Ana C-1750-15-95 x Asterix Brasil
Eliza Edzina x Recent Brasil

4.2.7 Analise dos dados

Os valores de AACPD e produtividade do experimento de campo, e os indices

e valores de severidade dos trés ensaios in vitro foram submetidos a ANOVA e ao

teste de agrupamento de meédias de Scott & Knott a 5% de probabilidade do erro,

através do programa GENES (CRUZ, 2001). Adicionalmente, analises de correlacéo

foram realizadas entre as principais variaveis utilizando-se o software SAS
(Statistical Analysis System 9.0, SAS Institute, Cary, NC-USA).
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Reacdo de gendétipos de batata a Phytophthora infestans em condicdes

de campo

De acordo com os resultados obtidos (Tabelas 3 e 4), verificou-se interacao
significativa entre genotipos de batata e isolados de p. infestans tanto para a variavel
AACPD como para massa de tubérculos (P<0,05).

Analisando-se os dados de AACPD nos diferentes materiais genéticos pode-
se verificar maior agressividade do isolado A2, cujos valores de severidade da
requeima observados aos 28 dias ap0s inoculacdo (DAI), foram de 100% em 14 dos
24 genodtipos de batata avaliados. Ja a severidade dos mesmos materiais
submetidos a inoculacdo com o isolado Al aos 28 DAI, foi no méaximo de 80,3%, na
cv. Agata (Tabela 3 e Figura 5).

Figura 5 - Severidade de requeima em gendtipos de batata infectados com o isolado A2 (A) e A1(B)
de Phytophthora infestans, 28 dias ap0s a inoculag@o (DAI), em condi¢cdes de campo. Pelotas/RS,
2014.

Segundo Nowicki et al. (2012), epidemias de P. infestans séo intensificadas
quando as condicbes meteoroldégicas sdo favoraveis, considerando-se a
suscetibilidade do hospedeiro e a agressividade do patdogeno (ROJAS et al., 2014).
Assim, temperaturas baixas, valores de umidade relativa acima de 70% e ocorréncia
de precipitacdo pluvial sdo favoraveis ao patégeno (DUARTE et al., 2012; DANIES
et al., 2013). Tal consideragéo explica a rapida evolugdo da doenca no experimento
onde foi inoculada o isolado A2, pois durante o periodo compreendido entre a
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inoculacdo até a ultima avaliacdo, as condicbes meteoroldgicas foram favoraveis ao
patégeno (Figuras 1 e 2), assim como também a agressividade deste isolado foi
maior na grande maioria dos genotipos testados.

Com base nas andlises estatisticas da variavel AACPD e dos valores de
severidade da requeima, observados a campo, 0s genétipos avaliados foram
agrupados em seis grupos quanto a reacdo ao isolado de P. infestans A2 e, cinco,
para o isolado A1. De uma forma geral, observou-se que a cv. Catucha e os clones
C2550-4-06 e (C2551-2-06, comportaram-se como resistentes ou altamente
resistentes aos dois isolados de P. infestans comparativamente ao padrao
resistente; e, a cv. Macaca, como suscetivel a ambos isolados, considerando-se a
cv. Agata como padrao para tal reacéo (Tabela 3).

Quando analisada a reacdo dos genétipos submetidos a inoculacdo com o
isolado A2, verificou-se que as cvs. Agata, Bel, Macaca, Asterix, Clara, Ana e Bintje
e os clones RM982305, CL-02-05, F23-24-06, F63,-01-06 e CL-20-01-06 foram
altamente suscetiveis (1320,25>AACPD<1634,00; SEV=100); o clone C2572-3-06 e
a cultivar Eliza, suscetiveis (643,60>AACPD<822,93; 74,0>SEV<81,7); os clones
C2569-1-06, C2557-2-06, moderadamente suscetiveis (396,33>AACPD<465,66;
33,0>SEV<56,7); os clones C2573-4-06, C2553-1-06, moderadamente resistentes
(283,00>AACPD<333,33; 33,0>SEV<44,33); o clone C2550-4-06 como resistente
(89,43 >AACPD<175,56; 10,0>SEV<21,3); e, altamente resistentes, a cv. Catucha e
os clones C2551-2-06 e CIP-392.617.54 (0,00>AACPD<89,43; 0,00>SEV<10,0).

Ja para 0 mesmo conjunto de plantas inoculado com o isolado Al de P.
infestans, de um modo geral, menores valores de AACPD e SEV foram observados
(Tabela 3). Assim, as cultivares Agata e Macaca comportaram-se como suscetiveis
(492,26>AACPD<520; 72,7>SEV<80,3); 0 clone RM98-23-05 e as cvs. Bel, Asterix,
Clara, Ana e Bintje, moderadamente suscetiveis (358,6>AACPD<424,43,;
54,7>SEV<70,0); os clones CL-02-05 e F23-24-06, moderadamente resistentes
(224,50>AACPD<279,33, 45,3>SEV<46,7); os clones F189-09-06 e F63-01-06 como
resistentes (155,26>AACPD<164,26; 17,0>SEV<31,7); e, um grupo maior de
genotipos altamente resistentes comparativamente ao ensaio conduzido com o
isloado A2, incluindo ‘Catucha’, ‘Eliza’, CL20-01-06 ‘CIP392.617.54’, além de oito
clones melhorados para resisténcia a P. infestans (0,00>AACPD<71,00;
0,00>SEV<9,3).
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Tabela 3 - Médias de valores da area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD), severidade
e reacao de resisténcia a requeima de 24 genotipos de batata inoculados com dois isolados de

Phytophthora infestans, em condi¢cdes de campos. Pelotas/RS, 2014.

Isolado A2? Isolado A1°
Severidade Reacdo® AACPD Severidade Reagdo CV'
Genétipos’  AACPD (%)° (%) (%)
F189-09-06 1634,0 Aa* 100,0 AS 155,26 Bd 31,7 R 6,93
AGATA* 1610,33 Aa 100,0 AS 520,00 Ba 80,3 S 9,80
RM98-23-05 1609,33 Aa 100,0 AS 422,16 Bb 64,0 MS 6,91
BRSIPR Bel 1583,50 Aa 100,0 AS 424,43 Bb 54,7 MS 2,93
MACACA 1579,50 Aa 100,0 AS 492,26 Ba 72,7 S 7,38
CL-02-05 1578,16 Aa 100,0 AS 224,50 Bc 45,3 MR 5,87
F23-24-06 1569,83 Aa 100,0 AS 279,33 Bc 46,7 MR 4,84
ASTERIX 1569,50 Aa 100,0 AS 419,00 Bb 70,0 MS 9,51
BRS CLARA 1547,50 Aa 100,0 AS 366,26 Bb 47,3 MS 10,01
BRS ANA  1526,00 Aa 100,0 AS 358,60 Bb 47,0 MS 7,73
BINTJE* 1501,16 Aa 100,0 AS 385,56 Bb 64,0 MS 9,54
F63-01-06 1486,16 Aa 100,0 AS 164,26 Bd 17,0 R 12,41
CL-20-01-06 1427,16 Ab 100,0 AS 71,00 Be 9,3 AR 9,91
C2545-1-06 1320,26 Ac 100,0 AS 40,66 Be 9,0 AR 6,24
BRS ELIZA 822,93 Ad 81,7 S 30,23 Be 3,7 AR 29,16
C2572-3-06 643,60 Ae 74,0 S 4,66 Be 1,0 AR 22,54
C2557-2-06 465,66 Af 33,0 MS 4,66 Be 1,0 AR 26,22
C2569-1-06 396,33 Af 56,7 MS 0,67 Be 0,3 AR 25,64
C2553-1-06 333,33 Ag 44,3 MR 0,67 Be 0,3 AR 28,37
C2573-4-06 283,00 Ag 33,0 MR 2,00 Be 1,0 AR 6,99
C2550-4-06 175,56 Ah 21,3 R 2,00 Be 0,3 AR 29,61
CATUCHA 89,43 Al 10,0 AR 0,00 Be 0,0 AR 6,14
C2551-2-06 7,33 Ai 1,0 AR 0,00 Ae 0,0 AR 123,98
CIP-
392.617.54*** (0,00 Ai 0,0 AR 0,00 Ae 0,0 AR 0,00
CV (%) 6,31 30,21

Cultivares e clones de batata; “Phytophthora infestans (Grupo de compatibilidade A2); °P. infestans
(Grupo compatibilidade Al); *Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na
coluna, pertence ao mesmo grupo pelo teste de Scott knott a 5 % de probabilidade de erro;
°Severidade de doenca; 6Reagr?lo: S= suscetivel; MS= Moderadamente suscetivel, MR=
Moderadamente resistente; R= Resistente; *Padrdo suscetivel; **Padrdo resistente; 'CV=
Coeficiente de variacao.

Comparando-se a agressividade entre os dois isolados de P. infestans, o
isolado A2 foi mais agressivo em 22 dos 24 materiais testados, conforme maiores
valores de severidade e progresso de doenca (Tabela 3). Nao houve diferencas
significativas quanto a AACPD entre os isolados inoculados nos clones resistentes
CIP 392.617.54 e (C2551-2-6. No entanto, para 0s demais genotipos cujo

comportamento dos isolados foi diferenciado, a agressividade do isolado A2
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interferiu sensivelmente nos niveis de resisténcia a P. infestans quando esses
mesmos materiais foram inoculados com o isolado Al. Essas constatagOes sao mais
evidentes nos clones F189-09-6, F63-01-06, CL02-05 e F23-24-06, que, apesar de
resistentes a moderadamente resistentes ao isolado Al, comportaram-se como
altamente suscetiveis ao isolado A2.

A andlise de variancia da produtividade evidencia diferengas significativas na
interacdo gendtipos x isolados de P. infestans, conforme valores de massa de
tubérculos apresentados na Tabela 4. Em 19 dos 24 gendtipos inoculados com o
isolado A2, foi observado menor peso de tubérculos em relacdo ao isolado Al,
correspondendo, de uma forma geral, aos maiores valores de AACPD verificando-
se, assim, uma alta correlagdo negativa (R= -0.8276; p<0.0001%) entre ambas as
variaveis; Da mesma forma, para o isolado menos agressivo (Al) verificou-se
correlacdo negativa (R= -0.4385; p<0.0001%) entre AACPD e massa de tubérculos.
Também € interessante notar que dos cinco materiais genéticos onde nao houve
diferenca para producdo entre os isolados de P. infestans, trés deles foram
altamente resistentes/resistente (CIP-392.617.5, Catucha, C2551-2-06) e um
moderadamente suscetivel/altamente resistente (C-2569-1-01) aos isolados A2 e
Al, respectivamente.

Entre os quatro gendtipos de batata inoculados com o isolado A2 cuja
producdo de tubérculos foi maior, destacam-se 0s genotipos resistentes CIP-
392.617.54 e ‘Catucha’ (AR), e os clones C2573-4-06 (MR) e C2569-1-06 (MS). Ja
para o isolado menos agressivo (Al), os clones C-2550-4-06 (AR) e C2557-2-06
(AR) resultaram em maiores valores de producdo, o que pode ter sido atribuido a
manifestacdo das caracteristicas genéticas desses materiais uma vez que foram
menos afetados pela doenca (Tabela 4), conforme ja observado em condi¢des de
campo por Van Oijen (1991a; 1991b).

Avaliando-se a presenca de sintomas de requeima nos tubérculos, aos 40
dias da colheita (Tabela 4), observou-se infec¢cdo nas cultivares Eliza, Clara e no
clone resistente CIP-392.617.54, quando inoculados com o isolado A2; e, nas cvs.
Clara e Bintje (MS), e no clone F63-01-06 (R) quando inoculados com o isolado Al
De acordo com a figura 2, as condicbes meteorolégicas favoraveis a requeima,
durante a conducgdo do ensaio (precipitacao pluviométrica= 226,7mm; UR entre 45-
84%), muito provavelmente favoreceram a percolacdo dos zodsporos no solo

através do filme de agua formado pela alta umidade ou precipitagdo pluvial e
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consecutivamente a penetragdo do oomiceto nos tubérculos. No entanto, a
severidade da requeima na parte aérea das plantas de batata e a infeccdo nos
tubérculos parecem ser eventos separados. Assim, a resisténcia foliar pode ter efeito
limitado sobre a infeccdo de P. infestans no tubérculo (NYANKANZA et al., 2008),

corroborando com as respostas aqui obtidas.

Tabela 4 - Médias de produtividade de massa de tubérculos (MT) em 24 genétipos de batata
inoculados com dois isolados de Phytophthora infestans, em condic6es de campo. Pelotas/RS, 2014.

Reducéao

Genotipos® Isolado A2° Isolado A1® producéo’ v
MT (kg/parcela) MT (kg/parcela) (%) (%)
CIP-392.617.5° 2,668 Aa*” 2,804 Ac 4,85™ 31,64
C2573-4-06 2,304 Ba 3,250 Ab 29,10* 20,21
C2569-1-06 2,148 Aa 2,553 Ac 15,86 " 18,20
Catucha 2,066 Aa 2,637 Ac 21,65* 8,77
C2553-1-06 1,581 Bb 3,254 Ab 51,41* 25,47
C2551-2-06 1,532 Ab 1,778 Ad 13,85™ 27,27
C2572-3-06 1,502 Bb 2,772 Ac 45,81* 10,49
C2550-4-06 1,460 Bb 3,792 Aa 65,50* 10,48
C2557-2-06 1,309 Bb 4,012 Aa 32,62* 9,43
Bel 1,032 Bc 2,549 Ac 59,51* 31,02
Eliza 1,050 Bc* 2,386 Ac 54,00* 21,33
Clara 1,048 Bc" 1,935 Ad" 45,83* 25,20
Ana 0,877 Bc 2,379 Ac 63,13* 24,16
F63-01-06 0,811 Bc 2,815 Ac” 71,13* 12,41
C2545-1-06 0,681 Bc 1,882 Ad 63,81* 52,60
Agata® 0,653 Bc 1,501 Ad 56,49* 10,18
CL-20-01-06 0,648 Ac 0,922 Ae 29,71™ 12,63
F23-24-06 0,598 Bc 1,709 Ad* 65,00* 7,18
Bintje® 0,536 Bc 1,590 Ad* 66,28* 23,81
Asterix 0,508 Bc 1,496 Ad 66,04* 44,26
Macaca 0,426 Bc 1,059 Ae 59,77* 53,26
CL-02-05 0,303 Bc 2,338 Ac 87,41* 17,70
F189-09-06 0,253 Bc 1,040 Ae 75,67* 71,45
RM98-23-05 0,149 Bc 1,687 Ad 91,16* 19,73

CV (%) 23,03 21,31
‘Cultivares e clones de batata; “P. infestans (Grupo de compatibilidade A2); °P. infestans (Grupo
compatibilidade A2); *Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna,
pertence a0 mesmo gruE)o pelo teste de Scott knott a 5 % de Probabilidade de erro; "Presenca de
requeima em tubérculo; “Padréo resistente; ®Padrao suscetivel; reducdo da producéo em relacdo ao
isolado A2; MT- massa de tubérculos; CV- coeficiente de variagdo; *(p<0,05); ns- ndo significativo.
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Os materiais com menor AACPD encontrados neste estudo foram a cultivar
Catucha e alguns clones de batata. Esses clones foram desenvolvidos em programa
de melhoramento genético da Embrapa visando resisténcia a requeima, tendo como
progenitores masculinos, alguns clones pertencentes a populacdo B3 do Centro
Internacional da Batata (Centro Internacional de la Papa-CIP), os quais apresentam
resisténcia quantitativa, e, assim, mais estaveis em condi¢cbes de campo, ao longo
do tempo (LANDEO, 2002; WULFF et al., 2007). Portanto, materiais genéticos com
genes menores, sdo uma boa alternativa na incorporacédo da resisténcia duravel a
requeima, a mais procurada dentro dos programas de melhoramento visando a
resisténcia a doenca (AKINO; TAKEMOTO; HOSAKA, 2014).

Da mesma forma, a cv. Catucha resultou em maiores valores de producéo,
nas duas areas experimentais. Conforme Rauber et al. (2007), esta cultivar de
batata apresenta boa producdo devido a menor incidéncia de P. infestans,
corroborando com os altos indices de resisténcia desse genétipo observados a
campo nesse estudo e em outros ja realizados (GOMES et al., 2009). Ainda,
segundo Rauber et al. (2007), a rusticidade e resisténcia de ‘Catucha’ a diversos
problemas fitossanitarios, favorecem o seu uso em sistemas de produ¢do organico
uma vez que essa cultivar € menos dependente de aplicacdo de insumos para o
manejo fitossanitario. Entre outros beneficios, esta cultivar apresenta bom
desempenho agronémico em diferentes condi¢cbes edafoclimaticas, resisténcia ao
nematoide Pratylenchus brachyurus e menor incidéncia de Diabrotica speciosa
(SALLES, 2000; CARMO et al., 2009; LIMA-MEDINA, 2013).

A reacdo das cultivares Agata, Asterix, Bintje e Ana confirmaram a
suscetibilidade desses gendtipos conforme ja reportado em diversos estudos
(YUEN; FORBES, 2009; DUARTE, et al., 2012). No entanto, o cultivo de 'Agata’' na
maioria das areas de plantio de batata, no Brasil, deve-se ao seu alto rendimento e
maturacdo precoce e dorméncia curta. Além disso, essa cultivar é imune a
Meloidogyne graminicola e resistente a P. brachyurus. Ja a cv. Asterix, além das
caracteristicas de alto potencial de rendimento, possui resisténcia moderada a pinta-
preta e ao nematoide das galhas M. graminicola (PEREIRA; DANIELS, 2003; ABBA,
2010b; PADUA et al., 2011; LIMA-MEDINA, 2013). J4 a cultivar Ana, tém alto
potencial produtivo, ndo apresenta disturbios fisioldgicos nos tubérculos, mesmo
quando cultivado durante a estacdo seca, boa resisténcia a pinta-preta, resisténcia

moderada a alta ao virus PVY, baixa incidéncia do virus PLVR, resisténcia a P.
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brachyurus e tolerancia a herbicida (PEREIRA et al., 2010; LIMA-MEDINA, 2013).
Essas caracteristicas tem permitido o seu dominio no mercado, embora necessitem
de um maior numero de aplicacdo de fungicidas para o controle de requeima,
incrementado assim, os custos de producdo (NAZARENO et al.,1999). Nesse
contexto, percebe-se que além de resisténcia a doencgas, outras caracteristicas
agron6micas relacionadas ao manejo e qualidade de tubérculos sdo essenciais para
gue uma cultivar se mantenha no mercado.

As diferengas na agressividade dos isolados de P. infestans (Tabelas 3 e 4)
estdo fortemente relacionadas a composi¢ao da estrutura da populagdo da espécie.
Nas ultimas décadas, em diversas partes do mundo, a populacdo de P. infestans
tem maior variabilidade e se tem evidéncias da existéncia de maior agressividade de
algumas populacfes do patégeno, seja dentro do mesmo grupo de compatibilidade
ou de grupos distintos (COOKE et al., 2012; DANIES et al., 2013; ROJAS et al.,
2014). No Sul do Brasil, a diversidade do patdbgeno em batata se justifica na
existéncia de populacdes do grupo de compatibilidade Al, A2 e A1/A2 o que da
indicios de diversidade nos seus caracteres genéticos e fenotipicos, implicando na
ocorréncia de isolados complexos com varios genes de viruléncia conforme ja
observado por Santana et al. (2013). Tais premissas confirmam os resultados
obtidos nesse trabalho, onde o isolado A2, com dez diferentes genes de viruléncia,
foi mais agressivo que o isolado Al, que apresentava em sua estrutura, apenas dois
genes de viruléncia. Considerando-se que existem isolados capazes de quebrar um
ou mais genes R, este fato pode estar relacionado a maior suscetibilidade
apresentada nas cultivares testadas com o isolado A2 (FRY, 2008).

As diferencas de produtividade entre as cultivares e clones de batata estédo
fortemente relacionadas ao nivel de resisténcia dos gendtipos, ao progresso e
severidade da requeima. Nesse contexto, perdas na producdo de tubérculos em
funcdo dessa doenca, podem ser observadas com o incremento da suscetibilidade
da cultivar quando nédo séo adotadas medidas de controle como a aplicagcdo de
fungicidas (ANDERSON et al., 2004; MANTECON, 2009; DUARTE et al., 2012).
Dessa forma, 0 uso de cultivares resistentes, associado a aplicacdo adequada de

fungicidas, quando necessario, podem resultar em menores perdas na producao.
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4.3.2 Avaliagdo in vitro da severidade de Phytophthora infestans em
genotipos de batata

De acordo com as andlises de variancia dos valores de severidade obtidos in
vitro (Tabelas 5 e 6), verificou-se interacao significativa (P<0,05) entre reacdo dos
gendtipos e severidade dos isolados de P. infestans tanto no bioteste em discos de

folha como em folha destacada.

43.2.1 Avaliacao in vitro da severidade de Phytophthora infestans em

discos foliares de batata

Avaliando-se a reacao dos diferentes genétipos inoculados com o isolado A2,
foram obtidos quatro grupos de severidade de P. infestans (Tabela 5). A cultivar
Catucha, com valor de severidade (SEV) in vitro de 1,33, agrupou-se ao padréo
resistente. Um segundo grupo, com valores de severidade entre 2,60 e 3,26, foi
formado pelos clones C2551-2-06, F23-24-06, RM98-23-05 e a cv. Eliza. A cultivar
Ana e os clones CL-02-05, C2553-1-06, CL-20-01, cv. Clara, C2572-3-06 e C2550-4-
06, com valores de SEV entre 3,86 e 4,33, agruparam-se com a cv. Bintje e
formaram um grupo intermediario. E, juntamente com o padrdo suscetivel Agata,
agruparam-se as cvs. Asterix, Bel e Macaca, e os clone C2545-1-06, F189-09-06,
F63-01-06, C2573-4-06, C2569-1-06, e C2557-2-06, 0s quais apresentaram O0sS
maiores valores SEV (4,46-5,0).

Quando os mesmos genotipos de batata foram inoculados com o isolado Al
de P. infestans, o maior indice de severidade in vitro foi verificado na cultivar Asterix
(SEV= 4,13) que se agrupou com Agata (padrdo suscetivel). Valores SEV
intermediarios (2,40-3,46) foram verificados no agrupamento de 'Bel', '‘Ana’, 'CL-02-
05', F189-09-06, Clara e F63-01-06 com o padréo Bintje. Um grupo maior, composto
pelos genotipos 'C2545-1-06', 'Macaca', 'C2573-4-06', 'C2569-1-06', 'C2557-2-06',
'C2553-1-06', 'CL-20-01', 'C2572-3-06', 'C2550-4-06', 'C2551-2-06', 'F23-24-06',
'RM98-23-05', 'Eliza’ e 'Catucha’, agruparam com o padrdao resistente 'CIP-
392.617.54', cujos respectivos valores SEV, foram os menores (2,26 -0,60).

Comparando-se a severidade entre os dois isolados, nos diferentes materiais

geneéticos, observa-se que o isolado A2 foi mais agressiva em 19 dos 24 genotipos
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testados; apenas na cv. Agata, Asterix, Bintje, Catucha e no clone CIP-392.617.54

nao houve diferenca quanto a severidade in vitro entre ambos os isolados.

Tabela 5 - Severidade in vitro de dois isolados de Phytophthora infestans em discos foliares de 24
gendtipos de batata. Pelotas/RS, 2014.

Isolado A2° Isolado A1°

Genotipos® Severidade Severidade cV®
Agata** 5,00 Aa* 4,26 Aa 3,52
Asterix 5,00 Aa 4,13 Aa 12,89
Bel 4,86 Aa 3,46 Bb 12,24
C2545-1-06 4,86 Aa 2,26 Bc 10,49
F189-09-06 4,80 Aa 2,93 Bb 22,13
Macaca 4,80 Aa 1,26 Bc 40,38
F63-01-06 4,80 Aa 2,40 Bb 11,17
C2573-4-06 4,80 Aa 1,93 Bc 7,12
C2569-1-06 4,53 Aa 1,46 Bc 3,93
C2557-2-06 4,46 Aa 1,46 Bc 13,50
Ana 4,33 Ab 3,13 Bb 2,72
CL-02-05 4,33 Ab 3,06 Bb 17,19
C2553-1-06 4,13 Ab 1,73 Bc 26,52
CL-20-01-06 4,00 Ab 1,60 Bc 17,24
Clara 4,00 Ab 2,60 Bb 12,76
C2572-3-06 3,93 Ab 1,53 Bc 10,10
Bintje** 3,86 Ab 3,40 Ab 19,64
C2550-4-06 3,86 Ab 1,20 Bc 17,92
RM98-23-05 3,26 Ac 1,46 Bc 15,81
Eliza 3,20 Ac 1,00 Bc 13,47
F23-24-06 2,66 Ac 1,33 Bc 29,44
C2551-2-06 2,60 Ac 0,93 Bc 16,66
Catucha 1,33 Ad 0,66 Ac 29,44
CIP-392.617.54* 1,40 Ad 0,60 Ac 24,49

CV®(%) 14,29 27,62

Cultivares e clones de batata; °P. infestans do grupo de compatibilidade A2; °P. infestans Grupo
compatibilidade Al. *Médias gue ndo diferem pela letra, maildscula na linha e mindscula na coluna,
Eertence ao mesmo grupo, pelo teste de agrupamento de Scott knott a 5% de probabilidade de erro;
Coeficiente de variacdo entre as duas populacdes do patdgeno; °Coeficiente de variacdo dos
experimentos; *Padréo suscetivel; *Padrdo resistente.
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4.3.2.2 Avaliacédo in vitro da severidade de Phytophthora infestans em
folhas destacadas de batata

Verificou-se maior agressividade do oomiceto nos genétipos de batata com a
inoculacao do isolado A2 do patdégeno (Tabela 6).

De acordo com a tabela 6, o submetimento dos diferentes genétipos de batata
a inoculacdo pelo método de folhas destacadas, com o isolado A2 (Tabela 6),
resultou em quatro grupos distintos quanto a severidade in vitro de P. infestans. Os
maiores valores de severidade (91-99%) foram observados nas cvs. Macaca, Clara,
Ana e Bel, e, nos clones CL-02-05, F63-01-06, C2557-2-06, F23-24-06, RM98-23-05
e F189-09-06, os quais se agruparam com o padréo suscetivel 'Bintje'. Um segundo
grupo, foi formado pelas cvs. Catucha, Eliza e Asterix, o clone CL-02-01 e o padréo
suscetivel 'Agata’ as quais apresentaram de 67,33 a 79,00% da &rea foliar lesionada.
Um terceiro grupo, com menores valores de severidade (47,33-31,67%) foi formando
pelos clones C2569-1-06, C2553-1-06, C2550-4-06, C2545-1-06, C2551-2-06 e
C2573-4-06. O clone C2572-3-06, com o menor percentual de area lesionada
(20,00%), agrupou-se com o padrao resistente CIP, cujo percentual da area foliar
lesionada foi 2,33%.

Conforme anteriormente relatado, os valores de severidade in vitro, obtidos
com a inoculacdo do isolado Al foram inferiores aqueles do isolado A2, cuja
variacdo da area foliar lesionada foi de 0,00 (CIP-392.617.54) a 37,66% (clone F23-
24-06). Utilizando-se a metodologia da folha destacada para tal isolado, os
gendtipos foram separados em apenas dois grupos. O grupo com menores valores
de SEV (0,00-13,00%) foi composto pelos gendtipos Bel, C2545-1-06, F63-01-06,
C2557-2-06, C2572-3-06, C2553-1-06, C2550-4-06, C2551-2-06, Eliza, Catucha e o
padrédo resistente 'CIP-392.617.54". Os demais genotipos, com valores SEV de 22,00
a 32,00%, agruparam-se com 0s padrdes suscetiveis Agata e Bintje.

Em relacdo a agressividade dos isolados nos diferentes genoétipos, apenas
para os clones C2572-3-06 e CIP-392.617.54, ndo houve diferenca significativa
guanto a severidade; ja nos demais genotipos de batata testados, maiores valores

SEV foram observados com a inoculacao do isolado A2 de P. infestans (Tabela 6).
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Tabela 6 - Severidade in vitro de dois isolados de Phytophthora infestans em folhas destacadas de 24
gendtipos de batata. Pelotas/RS, 2014.

Isolado A2° Isolado A1°
Gen6tipos* Severidade Severidade cV®
Macaca 99,33 Aa’ 21,66 Ba 2,94
Bintje** 98,66 Aa 26,00 Ba 14,41
CL-02-05 97,00 Aa 27,00 Ba 3,02
F63-01-06 97,33 Aa 13,33 Bb 14,74
C2557-2-06 97,00 Aa 12,00 Bb 5,95
Clara 93,66 Aa 21,00 Ba 5,70
Ana 93,66 Aa 21,00 Ba 11,05
F23-24-06 92,66 Aa 37,66 Ba 4,73
RM98-23-05 92,66 Aa 22,00 Ba 24,21
Bel 92,66 Aa 14,33 Bb 18,80
F189-09-06 91,00 Aa 32,00 Ba 23,76
Catucha 79,00 Ab 0,03 Bb 6,55
Eliza 79,00 Ab 0,10 Bb 24,84
CL-20-01-06 76,66 Ab 23,33 Ba 10,80
Asterix 75,00 Ab 31,00 Ba 45,11
Agata** 67,33 Ab 21,00 Ba 27,23
C2569-1-06 47,33 Ac 17,00 Ba 74,89
C2553-1-06 46,00 Ac 6,03 Bb 53,01
C2550-4-06 39,33 Ac 5,00 Bb 78,72
C2545-1-06 37,33 Ac 14,33 Bb 36,34
C2551-2-06 35,00 Ac 0,73 Bb 34,55
C2573-4-06 31,67 Ac 0,00 Bb 41,50
C2572-3-06 20,00 Ad 8,33 Ab 107,56
CIP-392.617.54* 2,33 Ad 0,00 Ab 194,83
CV(%)° 22,75 42,76

‘Cultivares e clones de batata; “Phytophthora infestans do grupo de compatibilidade A2; °*Grupo
compatibilidade Al. *Médias que ndo diferem pela letra, maitscula na linha e mintscula na coluna,
pertence ao mesmo grupo pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade de erro; ®Coeficiente de
variacdo entre as duas populacdes do patégeno; ®Coeficiente de variacdo dos experimentos;
**Padrdo suscetivel; *Padrao resistente.

4.3.2.3 Analise conjunta

Os resultados dos testes in vitro em discos de folha e folha destacada
permitiram o agrupamento de diferentes grupos de severidade entre os materiais
genéticos testados. Porém, uma analise comparativa dos biotestes in vitro com os
resultados de campo evidenciaram algumas particularidades. Analisando-se o0s
dados dos experimentos a campo e in vitro com os isolados dos GC A2 e Al de P.

infestans, verificou-se similaridade entre AACPD e severidade da doenca para 17
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gendtipos de batata (70,83%), observando-se correlagdo positiva entre essas
variaveis nas diferentes interacdes (Tabelas 3, 5 e 6).

Comparando-se os valores de severidade obtidos no bioteste em folha
destacada com os resultados de campo, na presenca da populacdo A2 do patdgeno
(Tabela 3 e 5), observou-se correlagéo positiva (R=0,71; p<0.001); onde 17 dos 24
genotipos apresentaram respostas semelhantes. E, na comparacédo entre resultados
de campo e discos foliares, para a mesma variavel, também observou-se correlacao
positiva (R= 0,51; p<0.001), observando-se rea¢cfes semelhantes em metade dos
materiais testados (Tabelas 3 e 6).

Na presenca do isolado menos agressivo (Al), também verificou-se
correlacdo positiva na comparacdo entre severidade da requeima a campo com a
metodologia de avaliagao in vitro de folhas de batata destacadas (R= 0,66 p<0.01) e
discos foliares (R= 0,66 p<0.001), similarmente a relacdo observada entre reacéo a
campo e biotestes com o isolado de P. infestans A2 nos mesmos genotipos (Tabelas
3,5€e6).

Analisando-se, ainda, os dados por reacdo a campo (Tabela 3) e in vitro

(Tabelas 5 e 6), percebe-se que para o agrupamento de gendtipos com reacdo AR a
P. infestans, independentemente das metodologias in vitro testadas e da populagéo
do patdgeno, as reacdes foram semelhantes, havendo uma étima relacdo para os
genotipos AR na presenca do isolado A2 (3:3:2 - campo: disco foliar: folha
destacada), e, do isolado Al (12:12:10 - campo: disco foliar: folha destacada).
No entanto, para as demais comparacgdes, em funcdo das reacdes a campo (Tabela
3), os indices de severidade variaram com o isolado e o tipo de bioteste. Assim, para
os trés gendtipos com reacdo MR e R, inoculados com o isolado de P. infestans A2,
verifica-se uma oOtima relacédo entre teste a campo e folha destacada (3:3), e, uma
baixa relacdo na comparacdo com o teste em disco foliar (1:3). Da mesma forma,
para a cultivar Eliza S e os trés clones S ou MS (Tabelas 5 e 6), houve uma boa
relacdo (3:4) entre os resultados a campo e folha destacada para trés dos quatro
genotipos inoculados com esse mesmo isolado de P. infestans; e, uma baixa relacéo
(2:4), ocorreu entre severidade a campo e disco foliar. J& para o agrupamento de
genotipos com reacdo AS houve uma o6tima relacdo (14:12:13) entre reacdo a
campo, disco foliar e folha destacada.

Analisando-se a relagdo da agressividade do isolado Al entre o ensaio de

campo e os biotestes com disco foliar, verificou-se uma boa relagéo (2:3) entre os
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resultados em dois dos trés gendtipos R e MR; e, nha comparagdo dos resultados a
campo com aqueles do bioteste em folha destacada, em apenas um material
genético (1:3), as reacdes foram semelhantes. Porém, em todos genoétipos S e MS,
inoculados com o isolado Al, a reacdo a campo e os indices de severidade pelos
métodos do disco foliar e da folha destacada foram semelhantes (8:6:7).

Em trabalhos similares, correlagdo moderada positiva foi encontrada entre
severidade a campo e folha destacada (MICHALSKA, et al., 2011). No entanto,
resultados variaveis entre essas duas metodologias de avaliagcdo foram observados
por Sharma et al. (2013), onde gendtipos de extrema resisténcia a campo foram
identificados como tendo resisténcia parcial em folha destacada.

A maior severidade do isolado A2 de P. infestans em relagdo ao Al,
observada tanto a campo como in vitro, esta fortemente associada a existéncia de
diferencas na agressividade entre linhagens de P. infestans como aquelas
reportadas por Danies et al. (2013) e Rojas et al. (2014). Dessa forma, as relagbes
entre metodologias de avaliacdo e reacdo a P. infestans parecem estar associadas a
agressividade do patégeno, e, também, ao agrupamento da resisténcia
caracterizada em campo, conforme observado no presente estudo.

Embora, os biotestes in vitro tenham demonstrado uma certa repetibilidade
com aqueles de campo, de uma forma geral, a avaliacdo da severidade, pelo
método do disco de folha, resultou em menor coeficiente de variagdo uma vez que a
resposta (severidade) dos gendétipos foi mais uniforme em comparacdo aquela
encontrada pelo método de folha destacada. Além disso, a conducéo de ensaios in
vitro, pelo método do disco de folha, é mais simples e ocupa menos espaco em
laboratorio, razdes essas que favorecem o seu uso pensando-se na pré-selecéo e
busca por material genético com resisténcia a P. infestans.

Nesse contexto, a pré-selecdo de material genético que possua resisténcia
moderada e alta pode permitir reducdo do tempo na selecdo a campo; e, assim,
incrementar essa estratégia no manejo da requeima, quer seja pelo uso direto
desses materiais no plantio, quer seja pela utilizagdo dos materiais selecionados
resistentes como progenitores em programas de melhoramento de batata. Todavia,
0 uso de metodologias in vitro constitui-se em medida auxiliar na pré-selecdo de
materiais de batata resistentes a P. infestans, sendo necessarios testes a campo
para confirmar a reacdo dos gendtipos influenciadas pelas condi¢des abioticas do

ambiente e isolados do patdégeno com niveis de agressividade distintos.
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4.3.3 Resisténcia foliar in vitro de acessos silvestres de batata a Phytophthora

infestans

De acordo com a tabela 7, verificaram-se diferencas significativas quanto ao
indice de severidade in vitro de P. infestans entre os acessos de Solanum spp.
(p<0,05). Quatorze acessos manifestaram apenas necrose foliar ou pequena
esporulacdo de P. infestans, apresentando valores de SD<2,5. Entre esses
genotipos, sete acessos de Solanum spp. comportaram-se de forma semelhante a
cv. moderadamente resistente Eliza, com indices de SD variando entre 0,40 e 1,13,
resultando somente em necrose foliar. Entre os demais genotipos avaliados, os
acessos 61-8, 545, NYL-235-4 e 46-10 apresentaram SD entre 2,73 a 3,13 com 5%
a 20% de esporulacdo do patdégeno, e outros nove foram estatisticamente
semelhantes ou tiveram indices de severidade superiores ao padrdo suscetivel
‘Agata’ com necrose do tecido e esporulacdo do patdgeno entre 5% e 50% da area

foliar.

Tabela 7 - indice de severidade in vitro de Phytophthora infestans em diferentes acessos de
Solanum spp. avaliados pelo bioteste de disco foliar. Pelotas/RS, 2014.

Genotipos® SD? Genotipos SD
546° 4,47 a 664° 2,47 d
676° 4,07 a 68-8* 2,40d
44-7* 4,00 a 525° 2,27d

S. calvescens 3,73b 51-9* 2,13d
63-2* 367b 511° 2,13d
Agata (S) 3,67b 56-8" 1,87 e
543° 3,40 b S. chacoense — 68° 1,13 f
675° 327b 126° 1,07 f
45-4* 327b 68-16" 1,00 f
61-8* 3,13¢ Eliza (MR) 1,00 f
545° 3,07¢c 55-5 0,67 f
NYL-235-4° 293¢ 513° 0,60 f
46-10" 2.87¢ 499° 0,53 f
Ana 2,73 ¢ 55-7* 0,40 f
C.V. 16,99%

‘Espécies e acessos de Solanum spp; “SD-Severidade da doenca; °S. tuberosum (S. berthaultii); “S.
chacoense ssp. chacoense; °S. chacoense ssp. muelleri; (S) Padrdo suscetivel; (MR) Padréo
moderadamente resistente.
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A busca por fontes de resisténcia a P. infestans para introgressdo em
genotipos comerciais de batata é um processo permanente, devido ao continuo fluxo
genético de populacdes de P. infestans. Espécies de batata silvestre sdo uma fonte
continua de resisténcia. Em alguns casos, esses germoplasmas possuem
resisténcia a amplo espectro de isolados além de ser duradoura (VILLAMON et al.,
2005; PARK et al., 2009; PANKIN et al., 2011).

Aporte de bons niveis de resisténcia de espécies silvestres de Solanum que
tuberizam, tem sido encontrado em progénies obtidas de cruzamentos com batata
cultivada (S. tuberosum) (GABRIEL et al., 2011). Com base nesses estudos, 0s
acessos silvestres de S. chacoense que apresentaram indices de SD somente com
necrose foliar ou pouca esporulagédo do patégeno (0,40>SD<1,13 e 1,87>SD<3,13),
e 0s acessos de S. tuberosum 499, 513, 511, 525, 664 e 545, com ancestralidade de
S. berthaultii com indice SD (0,53>SD<3,07), representam uma possibilidade de uso
como fontes de resisténcia a P. infestans em programas de melhoramento de batata.
No entanto, testes em casa de vegetacdo e a campo precisam ser realizados para
avaliar como a resisténcia se expressa in vivo; assim como também é preciso saber
se essa resisténcia € conferido por genes maiores ou genes menores.

Além do mais, alguns acessos silvestres de S. chacoense como '68-16', também
apresentam caracteristicas desejaveis relacionadas a resisténcia ao nematoide das
galhas M. javanica (LIMA-MEDINA, 2013), e como fonte de resisténcia a PVY
(Potato virus Y) (ASAMA et al., 1982).

A partir desses resultados, pode-se inferir que existem genétipos de batata com
resisténcia alta e moderada a P. infestans, identificando-se também fontes de
resisténcia em gendtipos de batatas silvestres, o que pode contribuir em programas
de melhoramento visando resisténcia a requeima, e, de uma forma global, no

manejo integrado da doenca.
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4.4 Conclusdes

- Existe variabilidade quanto & resisténcia genética de gendtipos de batata a P.
infestans em condi¢cBes de campo, havendo interacdo entre isolados do patdgeno e
materiais genéticos testados;

- Ha correlacdo positiva entre ensaios a campo e biotestes in vitro para avaliagcao

de severidade de P. infestans em genotipos batata;

- Existem acessos de batata silvestre no Banco Ativo de Germoplasma da

Embrapa com resisténcia foliar in vitro a um isolado complexo de P. infestans.
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5 Conclusdes Gerais

Existe grande diversidade genética e complexidade em populacdes de P.
infestans provenientes de batata do Sul do Brasil, incluindo isolados de grupos
de compatibilidade distintos (Al, A2, AlA2) e autoférteis e agrupamentos
distintos por analise de marcadores microssatélites;

Ha evidéncias que a diversidade de populacdes de P. infestans € mantida
pelo fluxo génico;

Ha aumento de insensibilidade de isolados de P. infestans ao fungicida
sistémico metalaxyl e ndo ha evidéncia de insensibilidade ao fungicida protetor
clorothalonil;

Existe interacdo entre resisténcia de genotipos de batata e agressividade de
isolados de P. infestans e correlacdo negativa entre severidade da requeima e
producao de tubérculos em condicGes de campo;

Existem metodologias de avaliacdo da severidade in vitro de P. infestans em
genodtipos de Solanum spp. que podem ser utilizadas complementarmente em
programas de melhoramento visando resisténcia ao patdégeno, em condicdes de

campo.
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APENDICE A — Isolados de Phytophthora infestans coletados nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.

Pelotas/RS, 2014.

Isolado Hospedeiro Municipio/Estado Ano Latitude Longitude Altitude GC? Lavoura
1 CANG Batata Cangucu/RS 2010 31°17'07" -52°36'58" 152 A2 1
2 CANG Batata Cangucu/RS 2010 31°07'33" 52°28'08" 280 ND* 2
3 CANG Batata Cangucu/RS 2010 31°07'23" 52°28'04" 287 ND 3
4 CANG Batata Cangucu/RS 2010 31°07'44' 52°26'17" 264 Al 4
1 NP Batata Nova Petropolis/RS 2010 29°23'05" 51°01'58" 652 Al 5
2 NP Batata Nova Petropolis/RS 2010 29°23'05" 51°01'58" 652 Al 5
3 NP Batata Nova Petropolis/RS 2010 29°24'21" 51°03'20" 654 ND 6
41 Batata Nova Petropolis/RS 2010 29°23'37" 51°03'38" 615 ND 7
4 2 Batata Nova Petropolis/RS 2010 29°23'37" 51°03'38" 615 ND 7
5 NP Batata Nova Petropolis/RS 2010 29°12'47" 51°03'38" 741 A2 8
8 SMH Batata S. M. do Herval/lRS 2010 29°29'00" 51°00'44" 670 A2 9
10 MR Batata Morro Reuter/RS 2010 29°32'20" 51°03'14" 515 ND 10
11 MR Batata Morro Reuter/RS 2010 29°33'08" 51°03'01" 368 ND 11
1SvM Batata Silveira Martins/RS 2010 29°38'25" 53°35'55" 462 A2 12
2 SVvM Batata Silveira Martins/RS 2010 29°37'51" 53°35'38" 458 A2 13
3 SvM Batata Silveira Martins/RS 2010 29°37'42" 53°34'04" 484 A1A2 14
4 SVvM Batata Silveira Martins/RS 2010 29°39'11" 53°33'58" 470 A2 15
5 SvM Batata Silveira Martins/RS 2010 29°38'51" 53°32'64" 490 ND 15
6 SVM Batata Silveira Martins/RS 2010 29°38'33" 53°33'00" 478 A2 16
9 SvM Batata Silveira Martins/RS 2010 29°44'54" 53°34'39" 87 A2 17
CRI-01(a) Batata Cristal/lRS 2011 31°02'11" 52°06'16" 64 ND 18
CRI-01(b) Batata Cristal/lRS 2011 31°02'11" 52°06'16" 64 ND 18
CRI-02 Batata Cristal/lRS 2011 31°02'15" 52°06'17" 66 Al 19
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Isolado Hospedeiro Municipio/Estado Ano* Latitude Longitude Altitude GC? Lavoura
CRI-02(b) Batata Cristal/RS 2011 31°02'16" 52°06'18" 66 Al 19
CRI-03 Batata Cristal/lRS 2011 31°02'24" 52°06'64" 46 A2 20
CRI-04(a) Batata Cristal/RS 2011 31°02'35" 52°06'51" 62 ND 21
CRI-04(b) Batata Cristal/lRS 2011 31°02'44" 52°06'50" 77 ND 21
CRI-05(a) Batata Cristal/RS 2011 31°02'54" 52°06'49" 80 Al 21
CRI-05(b) Batata Cristal/RS 2011 31°02'54" 52°06'49" 80 ND 21
CRI-06 Batata Cristal/RS 2011 31°03'37" 52°07'57" 115 A2 22
CRI-07(a) Batata Cristal/RS 2011 31°03'37" 52°07'57" 115 ND 22
CRI-07(b) Batata Cristal/RS 2011 31°03'37" 52°07'57" 115 A2 22
CRI-08(a) Batata Cristal/RS 2011 31°05'18" 52°07'39" 111 ND 23
CRI-08(b) Batata Cristal/RS 2011 31°05'19" 52°07'39" 111 ND 23
CRI-10 Batata Cristal/lRS 2011 31°04'24" 52°04'45" 80 ND 24
CRIS Batata S. L. do Sul/RS 2010 - - ND 25
SL-01(a) Batata S. L. do Sul/RS 2011 31°12'44" 51°56'48" 63 ND 26
SL-01(b) Batata S. L. do Sul/lRS 2011 31°12'44" 51°56'48" 63 A2 26
SL-01(c) Batata S. L. do Sul/RS 2011 31°12'44" 51°56'48" 63 A2 26
SL-02 Batata S. L. do Sul/lRS 2011 31°12'44" 51°56'48" 63 ND 26
SL-03 Batata S. L. do Sul/RS 2011 31°12'44" 51°56'48" 63 A2 26
SL-04(a) Batata S. L. do Sul/RS 2011 31°10'56" 52°02'40" 55 ND 27
SL-04(b) Batata S. L. do Sul/RS 2011 31°10'56" 52°02'40" 55 A2 27
SL-04(c) Batata S. L. do Sul/lRS 2011 31°10'57" 52°02'42" 51 ND 27
SL-04(d) Batata S. L. do Sul/RS 2011 31°10"57" 52°02'42" 51 ND 27
SL-05(a) Batata S. L. do Sul/RS 2011 31°13'05" 53°05'28" 97 ND 28
SL-05(b) Batata S. L. do Sul/RS 2011 31°13'05" 53°05'28" 97 Al1A2 28
SL-05(c) Batata S. L. do Sul/lRS 2011 31°13'05" 53°05'28" 97 Al1A2 28
EMB-C Batata Pelotas/RS 2011 - - A2 29

BRCLE Batata Pelotas/RS 2011 - - A2 30
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Isolado Hospedeiro Municipio/Estado Ano* Latitude Longitude Altitude GC? Lavoura
CAMPO-2 Batata Pelotas/RS 2011 - - A2 31
Pel-02 (a) Batata Pelotas/RS 2011 31°36'24" 52°31'48" 213 A1A2 32
Pel-02 (b) Batata Pelotas/RS 2011 31°36'51" 52°31'49 200 A1A2 33
Pel-02 (d) Batata Pelotas/RS 2011 31°36'51" 52°31'51" 205 AlA2 34
Pel-02 (e) Batata Pelotas/RS 2011 31°36'27" 52°31'50" 231 A1A2 35
Pel-02 (f) Batata Pelotas/RS 2011 31°36'25" 52°31'49" 230 AlA2 36

Pel-03 Batata Pelotas/RS 2011 31°36'20" 52°31'43" 209 A1A2 37

Pel-04 Batata Pelotas/RS RS - - ND 38

Pel 05 Batata Pelotas/RS RS - - A2 39
Pel 06 Batata Pelotas/RS RS - - AlA2 40
Pel 07 Batata Pelotas/RS RS - - AlA2 41
Pel -08 Batata Pelotas/RS RS - - Al 42
Pel 11 Batata Pelotas/RS 2013 - - A2 44

RG-01 Batata Rio Grande/RS 2013 - - A2 45
IBI-01 (b) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°23'04" 51°35'16" 814 A2 46
IBI-01 (c) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°23'03" 51°35'15" 814 A2 46
IBI-01 (d) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°23'03" 51°35'14" 814 ND 46
IBI-01 (e) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°23'03" 51°35'12" 801 ND 46

IBI-01 (f) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°23'02" 51°35'12" 801 ND 46
IBI-02 (a) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°23'06" 51°35'08" 798 ND a7
IBI-02 (b) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°23'06" 51°35'08" 798 ND 47
IBI-03 (a) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°22'54" 51°36'47" 825 ND 48
IBI-03 (b) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°22'54" 51°36'47" 825 ND 48
IBI-04 (a) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°22'56" 51°36'43" 835 Al 49
IBI-04 (b) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°22'56" 51°36'43" 835 Al 49

IBI-05 Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°22'56" 51°36'43" 835 ND 50

IBI-06 (a) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°22'02" 51°44'34" 838 ND 51
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Isolado Hospedeiro Municipio/Estado Ano* Latitude Longitude Altitude GC? Lavoura
IBI-06 (b) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°21'58" 51°44'33" 835 ND 51
IBI-06 (d) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°21'658" 51°44'34" 835 ND 52
IBI-06 (e) Batata Ibiraiaras/RS 2011 28°21'59" 51°44'35" 837 ND 52

SJA 03 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°44'20" 50°01'40" 1199 ND 53

SJA-04 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°43'37" 50°02'14" 1204 ND 54

SJA-06 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°43'19" 50°07'56" 1176 ND 55

SJA-07 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°43'20" 50°07'55" 1184 ND 55

SJA-08 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°43'19" 50°07'54" 1193 Al 56

SJA-09 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°44'20" 50°05'48" 1189 ND 57

SJA-10 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°36'59" 49°55'11" 1165 Al 58

SJA-12 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°36'57" 49°55'13" 1185 Al 58

SJA-13 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°36'50" 49°55'06" 1170 Al 58

SJA-14 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°38'25" 49°56'32" 1267 Al 59

SJA-15 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°38'28" 49°56'28" 1221 Al 59

SJA-16 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°38'26" 49°56'32" 1219 A2 60

SJA-17 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°38'23" 49°56'31" 1221 A2 60

SJA-18 Batata S. J. dos Ausentes/RS 2012 28°38'26" 49°56'18" 1225 ND 61

BJ-01 Batata Bom Jesus/RS 2012 28°37'15" 50°25'04" 1072 ND 62
BJ-02 Batata Bom Jesus/RS 2012 28°37'18" 50°25'06" 1079 A2 62
BJ-03 Batata Bom Jesus/RS 2012 28°37'19" 50°25'09" 1075 A2 62
BJ-04 Batata Bom Jesus/RS 2012 28°37'16" 50°25'08" 1073 A2 62
BJ-05 Batata Bom Jesus/RS 2012 28°37'17" 50°25'00" 1075 A2 63
BJ-07 Batata Bom Jesus/RS 2012 28°36'55" 50°29'41" 1055 A2 64
BJ-08 Batata Bom Jesus/RS 2012 28°37'04" 50°29'28" 1051 ND 64
SFP-01 Batata S. F. de Paula/RS 2012 29°22'43" 50°25'14" 921 ND 65
SFP-02 Batata S. F. de Paula/RS 2012 29°22'42" 50°25'20" 917 ND 65

SFP-03 Batata S. F. de Paula/RS 2012 29°22'31" 50°25'30" 935 ND 66




Isolado Hospedeiro Municipio/Estado Ano Latitude Longitude Altitude GC? Lavoura
SFP-06 Batata S. F. de Paula/RS 2012 29°27'40" 50°20'31" 912 ND 67
SFP-07 Batata S. F. de Paula/RS 2012 29°27'37" 50°20'25" 917 ND 67
SFP-08 Batata S. F. de Paula/RS 2012 29°27'39" 50°20'26" 920 A2A1 67
SC-08 Batata Canoinhas/SC 2011 26°11'24" 50°21'58" 784 A2 68
SC-Co1 Batata Canoinhas/SC 2012 26°05'11" 50°23'05" 792 AR 69
SC-C02 Batata Canoinhas/SC 2012 26°05'10" 50°23'02" 786 AF 69
SC-C03 Batata Canoinhas/SC 2012 260508.1 502303.1 780 ND 70
SC-C04 Batata Canoinhas/SC 2012 260446.0 502350.4 766 AF 71
SC-Co7 Batata Canoinhas/SC 2012 260517.5 503224.8 790 ND 72
SC-C08 Batata Canoinhas/SC 2012 260518.2 503224.1 785 AF 72
SC-C09 Batata Canoinhas/SC 2012 261123.3 502148.8 783 ND 73
SC-11 Batata Itaiépolis/SC 2011 26°24'18" 49°49'27" 892 A2 74
SC-12 Batata Itaiépolis/SC 2011 26°24'12" 49°49'19" 888 A2 74
SC-12 (1) Batata Itaiépolis/SC 2011 26°24'12" 49°49'19" 888 A2 74
SC-15 Batata Trés Barras/SC 2011 26°17'37" 50°07'02" 793 A2 75
SC-16 Batata Sao Joaquim/SC 2011 28°16'33" 49°56'40" 1385 ND 76
SC-18 Batata Sé&o Joaquim/SC 2011 28°16'33" 49°56'40" 1385 ND 76
SCSJ6 al Batata Sao Joaquim/SC 2011 28°16'59" 49°55'23" 1288 ND 77
SCSJ6(b)1 Batata Sédo Joaquim/SC 2011 28°16'59" 49°55'23" 1288 ND 77
SC-SJ-07 Batata Sao Joaquim/SC 2011 28°16'55" 49°18'35" 1350 Al 78
SC-C11 Batata Major Viera/SC 2012 26°21'31" 50°20'48" 776 A2 79
SC-C12 Batata Major Viera/SC 2012 26°21'21" 50°20'41" 790 A2 79
MF-01 Batata Mafra/SC 2012 26°10'01" 49°51'06" 903 A2 80
MF-03 Batata Mafra/SC 2012 26°10'02" 49°51'07" 900 A2 80
MF-04 Batata Mafra/SC 2012 26°10'04" 49°51'08" 906 A2 80
MF-05 Batata Mafra/SC 2012 26°10'06" 49°51'09" 898 AF 80
MF-06 Batata Mafra/SC 2012 26°10'09" 49°51'05" 889 AF 80
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Isolado Hospedeiro Municipio/Estado Ano* Latitude Longitude Altitude GC? Lavoura
MF-07 Batata Mafra/SC 2012 26°10'06" 49°51'04" 886 AF 80
SC-03 Batata S&o Mateus do Sul/PR 2011 26°01'10" 50°34'51" 762 Al 81
PR-03a Batata Pinhdo/PR 2011 25°48'16" 51°43'57" 1076 AF 82

PR-03 (b) Batata Pinhdo/PR 2011 25°48'16" 51°43'57" 1076 A2 82

PR-07 c Batata Ponta Grossa/PR 2011 25°12'56" 50°07'55" 847 A2 83

PGR-01 Batata Ponta Grossa/PR 2012 25°12'28" 50°07'12" 792 AF 84

PGR-02 Batata Ponta Grossa/PR 2012 25°12'27" 50°07'12" 792 AF 84

PGR-03 Batata Ponta Grossa/PR 2012 25°12'26" 50°07'11" 792 AF 84

PGR-04 Batata Ponta Grossa/PR 2012 25°12'24" 50°07'10" 794 AF 84

PGR-05 Batata Ponta Grossa/PR 2012 25°12'34" 50°06'54" 811 AF 84

PGR-06 Batata Ponta Grossa/PR 2012 25°12'40" 50°07'01" 816 AF 84

PGR-07 Batata Ponta Grossa/PR 2012 25°12'56" 50°07'08" 813 AF 84
PR-10 Batata Castro/PR 2011 24°51'50" 49°53'50" 1016 AF 85
PR-14 Batata Araucaria/PR 2011 25°42'22' 49°23'56" 896 ND 86
PR-15 Batata Araucaria/PR 2011 25°42'22" 49°23'56" 896 A2 86
PR-17 Batata Araucaria/PR 2011 25°44'09" 49°23'41" 899 AF 87
PR-18 Batata Araucaria/PR 2011 25°44'09" 49°23'41" 899 ND 88
PR-20 Batata Araucaria/PR 2011 25°42'25" 49°23'43" 908 A2 89
AR-02 Batata Araucaria/PR 2012 25°44'16" 49°23'37" 918 A2 90
PR-24 Batata Contenda/PR 2011 25°40131" 49°29'49" 928 A2 91
CON -1 Batata Contenda/PR 2012 25°38'49" 49°34'24" 901 AF 92
CON-2 Batata Contenda/PR 2012 25°38'52" 49°34'26" 899 AF 92
CON-3 Batata Contenda/PR 2012 25°38'55" 49°34'25" 891 AF 93
CON-4 Batata Contenda/PR 2012 25°38'52" 49°34'21" 893 AF 93
CON-5 Batata Contenda/PR 2012 25°38'57" 49°33'28" 907 AF 94
CON-6 Batata Contenda/PR 2012 25°38'56" 49°33'37" 898 AF 94

CON-8 Batata Contenda/PR 2012 25°38'59" 49°33'31" 905 AF 94




124

Isolado Hospedeiro Municipio/Estado Ano* Latitude Longitude Altitude GC? Lavoura
PR-25 Batata Lapa/PR 2011 25°46'51" 49°45'42" 902 A2 95
PR-26 Batata Lapa/PR 2011 25°46'51" 49°45'42" 902 A2 95
PR-27 Batata Lapa/PR 2011 25°46'51" 49°45'42" 902 A2 95
PR-01la Batata Palmas/PR 2011 26°29'22" 52°03'19" 1111 AF 96

PR-PL 01 Batata Palmas/PR 2011 26°19'47" 51°55'10" 1126 A2 97

PR-PLO4 Batata Palmas/PR 2011 26°36'36" 51°39'02" 1257 A2 98

PRPL3(a) Batata Palmas/PR 2011 26°33'56" 51°46'29" 1247 Al 99
PRPLO3(b) Batata Palmas/PR 2011 25°42'25" 49°23'43" 908 A2 99
PR-GU-01 Batata Guarapuava/PR 2011 25°20'39" 51°40'22" 1043 A2 97
PR-GU-03 Batata Guarapuava/PR 2011 25°13'43" 51°44'52" 1115 ND* 98
PR-GU-05 Batata Guarapuava/PR 2011 25°12'36" 51°41'59" 1067 A2 99
CLAR-01 Batata Campo Largo/PR 2012 25°23'40" 49°29'18" 994 A2 100
CLAR-02 Batata Campo Largo/PR 2012 25°23'40" 49°29'17" 994 A2 100
CLAR-06 Batata Campo Largo/PR 2012 25°23'03" 49°28'39" 996 AF** 101
CLAR-07 Batata Campo Largo/PR 2012 25°23'01" 49°28'38" 999 AF 101
BN-02 Batata Balsa Nova/PR 2012 25°33'31" 49°36'27" 895 AF 102
TOM-D Tomate Pelotas/PR 2010 - - Al 103
PR-TOM Tomate Araucaria/PR 2011 25°42'25" 49°23'43" 908 Al 104

'Ano de coleta; “Grupo de compatibilidade (A1, A2, A1A2), *ND= ndo determinado, **AF= Autofértil.
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APENDICE B — Ordem numérica dos isolados de Phytophthora infestans utilizados para a analise de Coordenadas principais
através de marcadores (SSR). Pelotas/RS, 2014.

Ord,e'm ) Isolado GC? Municipio Estado\PC? Ord/ern Isolado GC Municipio Estado\PC
numeérica numeérica
1 CAMPO2 A2 Pelotas RS-11 33 PGR-7  Autofeértil Ponta Grossa PR-12
2 Pel2f AlA2 Pelotas RS-11 34 PGR-3  Autofértil Ponta Grossa PR-12
3 Emb-c A2 Pelotas RS-11 35 PR-012  Autofértil Palmas PR-11
4 10 MR ND* Morro Reuter RS-10 36 CON-2  Autofeértil Contenda PR-12
5 5 NP A2 Nova Petrdpolis RS-10 37 PR-17  Autofértil Araucaria PR-12
6 3NP ND Nova Petropolis RS-10 38 PGR-1  Autofértil Ponta Grossa PR-12
7 3 SvM AlA2 Silveira Martins RS-10 39 PR-27 A2 Lapa PR-11
8 6 SVM A2 Silveira Martins RS-10 40 CON-1  Autofértil Contenda PR-12
9 IBI6-d ND Ibiraiaras RS-11 41 PR-10  Autofértil Castro PR-11
10 CRI-2 Al Cristal RS-11 42 PRGU-5 Autofeértil Ponta Grossa PR-11
11 BJ-05 A2 Bom Jesus RS-12 43 MF-07  Autofértil Mafra SC-12
12 BJ-03 A2 Bom Jesus RS-12 44 SC-16 ND Sao Joaquim SC-11
13 SJA-10 Al Sao Jose dos Ausentes RS-12 45 SC-C8  Autofeértil Canoinhas SC-12
14 1 CANG A2 Cangucu RS-10 46 SC-C4  Autofértil Canoinhas SC-12
15 SL-5b AlA2 S&o Lourenco do Sul RS-11 47 SC-C2  Autofeértil Canoinhas SC-12
16 SL-01b A2 S&o Lourenco do Sul RS-11 48 SC-08 A2 Canoinhas SC-11
17 Pel-05 A2 Pelotas RS-12 49 SC-11 A2 Itaiépolis SC-11
18 Pel-6 AlA2 Pelotas RS-12 50 SC-03 Al Sé&o Mateus do Sul PR-11
19 4 CANG Al Cangugu RS-10 51 15-SC A2 Trés Barras SC-11
20 8 SMH A2 Santa Maria do Herval RS-10 52 SC-C11 A2 Major Viera SC-12
21 CLAR-1 A2 Campo Largo PR-12 53 SC-12-1 A2 Itaibpolis SC-11
22 PL-3b A2 Palmas PR-11 54 151 A2 Santa Maria do Herval RS-05
23 PR-03-a  Autofértil Pinhao PR-11 55 166¢ A2 Sao Jose dos Ausentes RS-05
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Ordem Isolado GC? Municipio Estado\PC® Ordem Isolado GC Municipio Estado\PC
numérica’ numérica

24 PRGU1 A2 Guarapuava PR-11 56 96 A2 Santa Maria RS-04
25 PR-18 ND Araucaria PR-11 57 89 A2 Silveira Martins RS-04
26 PR-20 A2 Araucaria PR-11 58 157 A2 S. Francisco de Paula RS-05
27 PR-3b A2 Pinhédo PR-11 59 87 Al Silveira Martins RS-04
28 BN-02 Autofértil Balsa Nova PR-12 60 149 Al Santa Maria do Herval RS-05
29 PR-24 A2 Contenda PR-11 61 68 Al Morro Redondo RS-04
30 PL-01 A2 Palmas PR-11 62 82 A2 Cristal RS-04
31 CON-8  Autofértil Contenda PR-12 63 99 Al Cangucu RS-04
32 PGR-2 Autofértil Ponta Grossa PR-12

'"Numeracéo valida para o estudo de Coordenadas principais; “GC = Grupo de compatibilidade A1, A2, A1A2, *ND = N&o determinado; >PC= Periodo de

coleta;



