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RESUMO

ZANOTTA, Samantha. Caracterizacdo da populacdo de Phytophthora infestans
(Mont) de Bary em regibes produtoras de batata (Solanum tuberosum L.) no
Brasil. 2019. 124f. Tese (Doutorado em Seguranca Alimentar e Sanidade no
Agroecossistema) - Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2019.

A requeima, causada por Phytophthora infestans (Oomycota, Stramenopila), € uma das
doengas mais destrutivas na bataticultura mundial, podendo comprometer a produgéo
em poucos dias. Este trabalho tem como principal objetivo a caracterizacdo da
populacdo de Phytophthora infestans nas regiGes produtoras de batata no Brasil e, para
isso, teve como objetivos especificos: i) obter isolados de P. infestans a partir de plantas
de batata com sintomas de requeima oriundas de diferentes regies produtoras do pais;
if)ildentificar e monitorar o tipo de reproducéo de isolados de P. infestans existentes no
Brasil; iii) caracterizar os isolados do patégeno quanto ao grupo de compatibilidade; iv)
caracterizar os isolados do patdgeno quanto ao gendtipo empregando-se marcadores
moleculares tipo SSR; v) avaliar a sensibilidade dos genotipos de P. infestans a quatro
ingredientes ativos com diferentes mecanismos de acdo, utilizados para o controle
quimico do patégeno. Para isso, material botanico (folhas, hastes, caules, frutos e
tubérculos) manifestando sintomatologia tipica de requeima, provenientes de diversos
locais produtores de batata pelo Brasil, foi coletado. Destas coletas foram realizadas as
analises quanto ao tipo de reproducdo presente e o isolamento do patdgeno para estudo
da populacdo de P. infestans. Reproducdo sexuada provenientes de isolados autoférteis
de P. infestans foi detectada em trés Estados no Brasil, S&o Paulo (Divinolandia e Itobi),
Parand (Campo do Tenente) e Minas Gerais (Serra do Salitre). O grupo de
compatibilidade predominante neste estudo foi o Al. Na identificacdo quanto ao grupo
de compatibilidade dos isolados coletados, a correlagdo entre os resultados do
pareamento “in vitro” e os obtidos molecularmente foi de 100% no presente estudo. Ao
realizar a caracterizacdo molecular por microssatélite, utilizando os 12 pares de
marcadores microssatélites estabelecido para o monitoramento das populagdes de P.
infestans ao redor do mundo, forma identificadas duas linhagens de P. infestans foram

identificadas, a linhagem 2_A1l e a linhagem US-1, sendo a linhagem 2_Al, a mais



abundante. A sensibilidade de dezessete isolados de P. infestans coletados pelo Brasil
aos principios ativos ciazofamida, clorotalonil, dimetomorfe e propamocarbe, que
possuem mecanismos de acdo diferentes, pelo método de microtitulacdo colorimétrica,
ndo tendo sido observado perda de sensibilidade aos principios pela maioria dos

isolados avaliados.

Palavras-chave: requeima, bataticultura, autofértil, microssatélites, fungicidas,

sensibilidade.



ABSTRACT

ZANOTTA, Samantha. Characterization of population of Phytophthora infestans
(Mont) de Bary potato-producing areas (Solanum tuberosum L.) in Brazil. 2019..
124s. Doctoral Thesis of the Postgraduate Program in Health, Food and Environmental

Security in Agribusiness, Instituto Biologico.

Late blight, caused by Phytophthora infestans (Oomycota, Stramenopila), is one of the
most destructive diseases in world potato production, and may compromise production
in a few days. The main objective of this work is to characterize the population of
Phytophthora infestans in potato-producing regions in Brazil and, for this purpose, its
specific objectives were: i) to obtain isolates of P. infestans from potato plants with late
blight symptoms originating from different producing regions of the country; ii) identify
and monitor the type of reproduction of P. infestans isolates in Brazil; iii) characterize
the pathogen isolates according to the compatibility group; iv) characterize the pathogen
isolates according to genotype using SSR-type molecular markers; v) evaluate the
sensitivity of P. infestans genotypes to four active ingredients with different
mechanisms of action, used for chemical control of the pathogen. Plant material (leaves,
stems, stems, fruits and tubers) showing typical symptoms of late blight from various
potato-producing sites in Brazil was collected. From these collections, analyzes were
performed regarding the type of reproduction and the pathogen was isolated to study P.
infestans population. Sexual reproduction by P. infestans self-fertile isolates was
detected in three states in Brazil: Sdo Paulo (Divinolandia and Itobi), Parana (Campo do
Tenente) and Minas Gerais (Serra do Salitre). The predominant compatibility group in
this study was Al. Regarding determination of the compatibility group of the isolates,
correlation between results of in vitro pairing and molecular tests was 100% in the
present study. Monitoring of P. infestans population using twelve microsatellite markers
resulted in the detection of two P. infestans lineages: 2_A1 and US-1, the former being
the most abundant. Sensitivity of seventeen P. infestans isolates to the active ingredients
ciazofamide, chlorotalonil, dimetomorph and propamocarb was measured by the
colorimetric microtiter method. Significant loss of sensitivity to the principles was not
observed for the isolates evaluated.

Key - words: late blight, potato production, self fertile, microsatellite markers,

fungicides, sensitivity.
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INTRODUCAO
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A bataticultura possui grande importancia econdmica e social no cenario
agricola brasileiro. Hoje, a cadeia produtiva da batata assume caracteristicas
empresariais bem definidas, com avancos tecnol6gicos constantes e gerenciamento
avancado de todo o processo produtivo (TOFOLI; MELO; DOMINGUES, 2012).

Vaérios sdo os fatores que limitam a producdo de batata, dentre eles podem ser
destacadas as pragas e doengas, as quais se estabelecem nas lavouras quando as
condi¢cBes ambientais sdo favordveis. A principal doenga da cultura da batata é a
requeima, também conhecia como mela, causada pelo oomiceto Phytophthora infestans
(Mont,) de Bary, que pode comprometer todo o campo de producdo em poucos dias,
sendo uma doenca importante em todo o mundo (KAMOUN; HUITEMA;
VLEESHOUWERS, 1999; FRY; MIZUBUTI, 1998; LOPES; SANTOS, 1994;
HENFLING, 1987; STEVENSON, 1983).

A requeima ganhou destaque mundial entre os anos 1845-1849, ao causar a
escassez alimentar na Irlanda, que resultou na fome, morte e migragéo de grande parte
da populacdo irlandesa daquela época. Cerca de 1 milhdo de pessoas morreram e outros
milhGes emigraram devido ao seu efeito devastador (TURNER, 2005; SALAMAN;
BURTON, 1985). Esta doenca até hoje ainda € considerada uma grande ameaca para a
seguranca alimentar mundial. No Brasil, a ocorréncia inicial da requeima sobre a cultura
da batata foi atribuida a uma introducdo de batata-semente infectada, proveniente da
Europa em 1898 (NIEDERHAUSER, 1991).

Com ao seu rapido desenvolvimento e alto potencial destrutivo, a requeima €
uma ameaga econémica muito grave na grande maioria dos sistemas de producgéo de
batata, podendo ocorrer em qualquer fase da cultura, afetando folhas, peciolos, hastes,
frutos e tubérculos. Seu controle é feito através de aplicacdes de fungicidas, tanto que
em locais onde existe alta pressdo da doenca, uma variedade de batata suscetivel pode
exigir aplicagdes de fungicida a cada 3 ou 5 dias. No Brasil, as aplica¢fes de fungicidas
sdo em geral excessivas, devido a serem realizadas sem considerar a interagcdo entre
aspectos biologicos do ciclo de vida do patégeno e as condigdes meteoroldgicas
prevalescentes durante o ciclo da cultura. A doenga é altamente dependente das
condi¢cBes ambientais, tornando sua epidemia varidvel no espaco e no tempo. Como
consequéncia, pode havertem causado aumento no custo de producdo e no impacto
ambiental, devido a contaminacgéo da agua e do solo por agroquimicos (BOSCO et al.,
2010; GARCIA, 2005; HIJMANS; FORBES; WALKER, 2000; NAZARENO et al.,
1999; ERWIN; RIBEIRO, 1996).
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Devido a importancia da requeima como fator limitante a cultura da batata,
diferentes métodos de controle integrado tém sido usados, como por exemplo, a
utilizacdo de tubérculos-sementes sadios, cultivares menos suscetiveis, retirada e
destruicdo de plantas voluntarias e controle quimico (BOSCO et al., 2010; TAYLOR et
al., 2003).

Considera-se que todas as cultivares comerciais sdo suscetiveis a alguma
linhagem do patégeno (gendtipo), pois P. infestans, por meio da reproducdo sexuada, é
capaz de rapidamente formar novas racas fisioldgicas. Por esta razdo, o método mais
empregado para o controle da requeima ainda é o controle quimico (BOSCO et al.,
2010; KIRK et al., 2005).

O genoma de P. infestans foi sequenciado em 2009 por Haas e colaboradores,
sendo caracterizado pela presenca de grande ndmero de transposons (elementos
genéticos moveis) e regides hipervariaveis abundantes, explicando, a nivel genético, as
grandes variacGes de fendtipo, agressividade e adaptabilidade observadas para esse
patdégeno no decorrer da sua evolugdo (GUO et al., 2009; KAMOUN, 2003). Por estas
caracteristicas, este patdgeno tem sido capaz de se adaptar a diferentes climas e latitudes
ao longo da historia,com o aparecimento de novos gendtipos nas duas ultimas décadas,
e que a tornam mais dificil de controlar (FRY, GOODWIN, 1997).

A compreensdo da dindmica da variabilidade genética dos fitopatdgenos se faz
necessaria para o entendimento de como as populacfes evoluem e as implicacfes desse
processo na durabilidade de cultivares resistente e no controle da doenca. Esta
compreensdo pode ser traduzida na duragdo da efetividade da adogdo de uma cultivar
resistente ou de um fungicida especifico para 0 manejo da doenca (OLIVEIRA, 2010;
MILGROOM; PEEVER, 2003). Segundo Lees e colaboradores (2006), diversos
trabalhos ja foram desenvolvidos para caracterizar o grupo de compatibilidade e a
resisténcia a fungicidas das populacdes de P. infestans, no entanto, os estudos
relacionados a diversidade genética eram limitados pela sensibilidade dos marcadores
genéticos utilizados no passado. Este aspecto incentivou a ado¢do de novos marcadores
nas analises de biologia de populacbes de fitopatdgenos, como o caso dos
microssatélites, também conhecidos como Sequéncias Simples Repetidas (SSR)
(COOKE; LEES, 2004).

Os marcadores moleculares tém sido uma ferramenta de grande importancia na
caracterizagdo de populacdes de fungos fitopatogénicos, permitindo avaliar os niveis de

diversidade genética, as relagbes filogenéticas intra e interespecificas, além da
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identificacdo de racas e patotipos (CERQUEIRA, 2014; DAVIS; KUBISIAK;
MILGROOM, 2005; HENSEN; OBERPRIELER; WESCHE, 2005; JAMES; LIOU;
VILGALYS, 2004; BELABID et al., 2004; LEAL-BERTIOLI, 1998).

O acompanhamento das variagfes na populacdo de P. infestans ao longo dos
anos permite melhor embasamento no desenvolvimento e na adogdo de préaticas de
manejo da requeima, especialmente no auxilio ao desenvolvimento de cultivares

resistentes a requeima e melhoraré a eficiéncia do controle quimico.
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2. OBJETIVOS
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Este trabalho tem como principal objetivo a caracterizacdo da populacdo de
Phytophthora infestans nas regides produtoras de batata no Brasil e, para isso, teve

como objetivos especificos:

- Obter isolados de P. infestans a partir de plantas de batata com sintomas de requeima
oriundas de diferentes regides produtoras do pais

- Identificar e monitorar o tipo de reproducdo de isolados de P. infestans existentes no
Brasil;

- Caracterizar os isolados do patégeno quanto ao grupo de compatibilidade;

- Caracterizar os isolados do patdgeno quanto ao gendétipo empregando-se marcadores
moleculares tipo SSR;

- Avaliar a sensibilidade dos gendtipos de P. infestans a quatro ingredientes ativos com

diferentes mecanismos de ac¢do, utilizados para o controle quimico do patdgeno.
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3. REVISAO DE LITERATURA
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3.1. A Bataticultura

A batata, Solanum tuberosum L. (Figura 1), € uma planta dicotiledénea,
pertencente a familia Solanaceae, género Solanum (FORTES; PEREIRA, 2003). E
originaria dos Andes (Ameérica do Sul) e possui mais de 4.000 variedades comestiveis
cultivadas em mais de 100 paises (INTERNATIONAL POTATO CENTER, 2019).

A Batateira

A 2 Inflorescéncia
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\\/‘ﬁ =7
1 e
a.& \ Wy

Tubérculo Mie e z ‘ ~

International Potato Center (CIP)

Figura 1. Iiuéﬁtrégéo de uma planta de batata. Fonte:
INTERNATIONAL POTATO CENTER, 2019 — Adaptado.

Esta espécie vegetal é de grande importancia mundial devido ao elevado valor

nutricional, pois é rica em carboidratos, fésforo e vitaminas do complexo B, que
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caracterizam o seu potencial na seguranca alimentar. Trata-se da terceira maior fonte de
alimento para o ser humano, atras apenas do arroz e do trigo (INTERNATIONAL
POTATO CENTER, 2019).

Mundialmente, em 2017, a producdo total de batata foi de 288.190.674,00
toneladas em 19.302.642,00 hectares. O continente que mais produz é a Asia (50,40%),
seguida pela Europa (31,37%), Africa (6,44%), América do Norte (6,30%), América do
Sul (4,37%), América Central (0,71%) e Oceania (0,41%) (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2019).

Dentre os 24 paises que mais produziram batata em 2017 (Tabela 1), a lideranca
ficou com a China (99.205.580 ton), seguida pela india (48.605.000 ton), Russia
(29.589.976 ton), Ucrénia (22.208.220 ton) e Estados Unidos da América (20.017.350
ton), enquanto o Brasil ocupou a 20* posicdo (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2019).

Na América do Sul (Tabela 1), o Brasil se destaccou como o segundo maior
produtor de batata com 3.656.846,00 ton, ficando atrds somente do Peru que produziu
4.776.294,00 ton (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 2019).
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Tabela 1. Ranking dos 24 maiores paises produtores de batata, no ano de 2017,
classificados por producdo (ton) e por rendimento (kg/ha).

Area
Pais Plantada  Producdo (ton) Ranking Rendimento (kg/ha) Ranking
(ha)
China 5767481 99205580 1° 172009 190
india 2179000 48605000 2° 223061 15°
Russia 1889208 29589976 3° 156626 21°
Ucrénia 1323200 22208220 40 167837 20°
EUA 415010 20017350 50 482334 1°
Alemanha 250500 11720000 6° 467864 3
Bangladesh 499725 10215957 7° 204432 16°
Holanda 160791 7391881 80 459720 4°
Franga 173486 7342203 90 423216 6°
Belarus 275997 6414755 100 232421 13°
Reino Unido 146000 6218000 11° 425890 S°
Ird 160902 5102342 12° 317109 8°
Turquia 142851 4800000 13° 336014 7°
Peru 310400 4776294 140 153875 22°
Argélia 148692 4606403 15° 309795 10°
Bélgica 92855 4416665 16° 475652 2°
Canada 342218 4410829 17° 128889 24°
Egito 163939 4325478 18° 263848 12°
Paquistdo 183961 4142399 190 225178 14°
Brasil 118030 3656846 20° 309823 9°
Cazaquistdo 182895 3551114 21° 194161 17°
Roménia 171390 3116910 22° 181861 18°
Nepal 194115 2691037 23° 138631 23°
Polbnia 329323 917133 240 278503 11°

Fonte: FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 2019.

No entanto, quando se analisa o rendimento (kg/ha), no ano de 2017, o
panorama muda completamente (Tabela 1), com os Estados Unidos (482.334 kg/ha),
Bélgica (475.652 kg/ha), Alemanha (467.864 kg/ha), Holanda (459.720 kg/ha) e Reino
Unido (425.890 kg/ha), liderando o ranking. A China cai para a 192 colocagdo com um
rendimento de 172.009 kg/ha, enquanto o Brasil sobe para a 92, com 309.823 kg/ha
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS -
FAO, 2019).

Segundo dados do IBGE (2019), no Brasil foram registrados 126.999,00
hectares de area colhida de batata, com uma producdo de 3.900.737,00 toneladas em

quatro regides: Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste (Figura 2). As regides Sudeste e
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Sul juntas sdo responsaveis por quase 90% da producdo nacional de batata, com
destaque para os Estados de Minas Gerais (1.150.220,00 ton), Séo Paulo (936.302,00
ton), Parand (790.885,00 ton) e Rio Grande do Sul (406.736,00 ton), que
respectivamente, sdo o0s maiores produtores (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2019).
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Figura 2. Distribuicdo (em porcentagem - %) por
regido, da producdo de batata no Brasil. Fonte: IBGE,
2019.

A produgdo nacional ocorre em trés epocas de cultivo, denominadas safra das
aguas, da seca e de inverno (WATANABE, 2013; FILGUEIRA, 2003). O periodo de
plantio dessas safras pode variar em funcdo da regido e da variedade da batata a ser
plantada, porém estdo sempre concatenadas, sendo que cada regido desenvolve dois
cultivos predominantes (FILGUEIRA, 2003).

Embora importante para o agronegédcio mundial, a cultura da batata esta sujeita a
fatores que limitam a sua producdo, como os ambientais e 0s sanitarios, ou seja, as
pragas e as doencas. A principal doenga da batata, em todo o mundo, € a requeima ou
mela, causada pelo oomiceto Phytophthora infestans, pois é das doencas mais
devastadoras em campos de producdo (WANG et al., 2017; HOOKER, 1981).
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3.2. A Requeima

A requeima ou mela, causada por P. infestans, é conhecida por diversos nomes
em outros idiomas, sendo os mais comuns: “late blight”, “blight” e “downy mildew” em
inglés; “mildiu” e “tizon tardio” em espanhol; “mildiou” em francés; “fitoftoros” em
russo; “wan yi Bing” em chinés; “braunfaeule” e “kraut und knollenfaeule” em aleméo;
“aaloo ka jhulsa” em indiano; e “phytophthorosis” em ucraniano (CENTER FOR
AGRICULTURE AND BIOSCIENCES INTERNATIONAL - CABI, 2019).

Mundialmente, P. infestans é considerado um dos patdgenos mais significativos
na bataticultura e até hoje é temido pelos agricultores e pelas agroinddstrias devido as
perdas de bilhGes de dodlares em danos decorrentes de infeccBes todos os anos
(DAHLIN, 2016; KAMOUN et al., 2015; COOKE; LEES, 2004).

A requeima da batata ficou conhecida mundialmente por causar “A Grande
Fome” na Irlanda entre 1845-1849, resultando em morte de cerca de 1 milhdo de
pessoas por desnutricdo e a migracdo de milhdes de irlandeses, devido ao efeito
devastador dessa doenca (TURNER, 2005; SALAMAN; BURTON, 1985).

Até hoje a requeima é considerada uma grande ameaca para a seguranca
alimentar mundial. No Brasil, a ocorréncia da doenga na cultura da batata em 1898 foi
atribuida a uma introducdo de batata-semente infectada, proveniente da Europa
(NIEDERHAUSER, 1991).

Os sintomas da requeima (Figura 3) em folhas sdo caracterizados por manchas
de tamanho variavel, coloracdo verde-clara ou escura, aspecto Umido, localizados nas
bordas dos foliolos. Ao evoluirem, as manchas se tornam escuras, irregulares ou
parcialmente circulares, apresentando geralmente aspecto encharcado. Sob condi¢des de
temperatura amenas e umidade elevada observa-se na face inferior das lesGes a
formacdo de um anel de esporulacdo formado por esporangios e esporangiéforos do
patdgeno. O anel tem aspecto aveludado, com coloracdo branco-acinzentada, e localiza-
se principalmente ao redor das lesdes, nos limites entre o tecido sadio e o necrético. A
medida que o tecido foliar é afetado, as lesdes tornam-se necroticas e ressecadas,
apresentando um aspecto de queima intensa e generalizada. Nas hastes foliares, as
lesbes s@o0 marrom-escuras, continuas e aneladas, podendo causar a morte das areas
abaixo da lesdo. Nos tubérculos, as lesbes sdo superficiais, de cor castanha, com
formatos irregulares e bordos definidos. No interior dos tubérculos, a necrose é

irregular, de coloragdo marrom, aparéncia granular e mesclada (TOFOLI;
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DOMINGUES; ZANOTTA., 2017; SOUZA DIAS; IAMAUTI; FISCHER,2016;
WALE; PLAT; CATTLIN, 2008; STEVENSON; KIRK; ATALLAH, 2008).

A dispersdo dos propagulos do patdégeno ocorre pelo vento, agua e insetos. O
ciclo completo de P. infestans pode ocorrer em menos de cinco dias em cultivares
suscetiveis e os esporos também infectam os tubérculos, os quais apodrecem durante o
armazenamento ou podem atuar como fonte de in6culo primério se no plantio seguinte
forem utilizados como tubérculos-semente (FRY; GOODWIN, 1997).

Fonte: JesusG. Tofoli Fonte: Phytophthora: AGlobal Perspective, 2013,

Figura 3. Sintomas de Requeima em batata. A) sintoma de requeima na parte adaxial da
folha; B) esporulacdo do patdgeno (P. infestans) na parte abaxial da folha; C) sintoma de
requeima em haste; D) fruto de batata sadio e com sintomas de requeima; E) Sintoma de
requeima em tubérculos de batata externamente e (F) internamente.

3.3. O patdgeno — Phytophthora infestans

O género Phytophthora, palavra derivada do grego, sendo phyto = planta e
phthora = destruidor, foi assim nomeado por Anton de Bary em 1876, em aluséo ao seu
poder de disseminacao e destruicdo (MOURA, 2002).

Phytophthora infestans € um representante dos oomicetos, um grupo de
organismos genericamente conhecidos como “mofos aquaticos”. Muito embora
compartilhem muitas caracteristicas biologicas, ecologicas e epidemioldgicas dos
fungos, ndo pertencem ao Reino Fungi (BOSCO et al., 2010; SCHUMANN; D’ARCY,
2000; SCHUMANN, 1991).
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Estudos filogenéticos mostraram que 0s oomicetos estdo mais intimamente
relacionados as algas marrons e as plantas verdes do que aos fungos. A principal
diferenca reside na composicéo da parede celular. Enquanto em fungos, a parede celular
¢ composta em sua maior parte por quitina, em oomicetos € constituida
predominantemente por 1-3-B-glucanas e, em menor proporcdo, por 1-4-B-glucanas e 1-
6-p-glucanas (BARBOZA, 2014; FRY, GRUNWALD, 2010; KIRK, et al., 2005;
LATIINHOUWERS, DE WIT, GOVERS, 2003; WERNER et al., 2002; CAVALIER-
SMITH, 1998).

O género Phytophthora pertence ao Dominio Eukaryota, Reino Stramenopila,
Filo Oomycota, Classe Oomycetes, Ordem Peronosporales, familia Peronosporaceae
(RIBEIRO, 2013, CENTER FOR AGRICULTURE AND BIOSCIENCES
INTERNATIONAL - CABI, 2019; MYCOBANK DATABASE , 2019).

Inferéncias filogenéticas apontam para algum lugar no Novo Mundo como
centro de origem de P. infestans, embora haja discordancia quanto a localizacdo
geogréfica. Para Goss e colaboradores (2014) P. infestans € nativa do México central,
enquanto Martin e colaboradores (2015) defendem a hipotese de que seja das terras
andinas da América do Sul.

O México foi considerado o centro de origem de P. infestans devido a alta
diversidade genética do patdgeno nesta regido, a presencga dos dois tipos de grupo de
compatibilidade (Al e A2) e a presenca de duas espécies proximas, P. ipomoeae e P.
miriabilis, as quais sdo endémicas do México Central (GOSS et al., 2014). Para
corroborar com esta hipotese, acrescenta-se o fato das populagdes de P. infestans, nas
terras altas do México, se reproduzir sexualmente uma vez que os dois grupos de
compatibilidade ocorrem em uma propor¢do de 1: 1 (GOODWIN, DRENTH, FRY,
1992a, GRUNWALD et al., 2001), os odsporos sdo formados nas folhas e nos caules
(FERNANDEZ-PAVIA; GRUNWALD, FRY., 2002, FLIER et al., 2001, GALLEGLY;
GALINDO, 1958) e os marcadores genéticos mostram que os isolados nesta regido
apresentam alta variabilidade (GRUNWALD et al., 2001, TOOLEY et al., 1985).

Por outro lado, como a batata é nativa da América do Sul, na regido Andina
(AMES; SPOONER, 2008), ha a hipotese de ser este o centro de origem de P. infestans
(GOMEZ-ALPIZAR; CARBONE; RISTAINO, 2007; ABAD; ABAD, 1997). No
entanto, a auséncia de reproducdo sexuada em populacdes de campo e a presenca de
clonalidade na América do Sul depGem contra essa hipotese (FRY et al., 2009), apesar

dos grupos de compatibilidade Al e A2 serem encontrados na Argentina, Brasil,
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Paraguai e Uruguai (FORBES, 2004). No Brasil, acredita-se que o alto grau de
especificidade dos isolados presente aos hospedeiros, com o grupo Al predominando
em tomate e 0 A2 em batata, desempenhe um papel importante no impedimento da
reproducédo sexuada (OLIVA et al. 2002).

O micélio de P. infestans é composto por filamentos (hifas) hialinos, ramificados
e ndo septados, com um didmetro entre 5 ¢ 8§ pm, onde se formam os esporangioforos.
Sao nesses esporangidforos que se desenvolvem as estruturas assexuadas denominadas
esporangios ou zoosporangios. Os esporangios sdo hialinos, com forma de limdes e
papilados, dimens@es entre 21 - 38 x 12 - 23 um e sdo formados durante periodo de alta
umidade relativa (91 - 100%) e temperaturas entre 12-25°C (TOKESHI; CARVALHO,
1980).

Os esporangios de P. infestans podem germinar de modo direto ou indireto,
dependendo da temperatura. A germinacdo direta consiste na formagdo do tubo
germinativo e é favorecida por temperaturas acima de 20°C. A germinacdo indireta é
caracterizada pela formacdo e liberacdo de zo6sporos (geralmente oito por esporangio),
0s quais sdo liberados quando a parede do esporangio se rompe em temperaturas iguais
ou inferiores a 12°C. Os zoo6sporos podem nadar num filme de agua sobre o tecido da
planta e, ao perderem seus flagelos, podem encistar, germinar, formar o tubo
germinativo e penetrar na planta, iniciando assim um novo ciclo. Portanto, em baixas
temperaturas, a quantidade de inéculo é muito maior do que na germinacdo direta do
esporangio, devido a formacao de zodsporos. Por esta razdo, os efeitos da temperatura
na germinacdo de esporangios tém implicacOes diretas no manejo da requeima.
Temperaturas acima de 30°C sdo consideradas desfavoraveis para a ocorréncia da
doenga (SOUZA, 2013; FRY; 2008; JUDELSON; BLANCO. 2005; SATO, 1994a;
SATO, 1994b; TOKESHI; CARVALHO, 1980; CROSIER, 1934).

Phytophthora infestans possui caracteristicas que 0 torna um patdégeno com
grande capacidade de causar danos a cultura, uma vez que possui alto potencial de
esporulacdo, facil disseminacdo via batata-semente, vento e dgua e curto periodo de
incubacdo. Esse patdgeno pode causar perdas maiores ou até totais quando ocorrem
equivocos na adocdo de medidas de controle, o plantio de cultivares suscetiveis é
massivo, 0 indculo esta presente e as condic¢Ges climéticas sdo favoraveis (TOFOLI et
al., 2013; TOFOLI, MELO, DOMINGUES, 2012; MIZUBUTI, FRY, 2006;
STEVENSON et al., 2001; FRY, 1994). Acrescenta-se a isso o fato de que, na auséncia

do hospedeiro, os o6sporos podem persistir no solo, constituindo-se como indculo
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primario para novas infeccbes em novos plantios (CASA-COILA, 2014; PORTER;
DASGUPTA; JOHNSON, 2005; MAYTON et al., 2000).

Dentre as condigdes climéticas que afetam o ciclo de vida de P. infestans, se
destacam a temperatura e a umidade relativa do ar. A temperatura influencia a
esporulacao, a infeccdo e a expansdo das lesdes, além da sobrevivéncia de propagulos e
a germinagdo dos esporangios (MIZUBUTI; FRY, 1998; HARTILL et al., 1990;
SUJKOWSKI, 1987; MINOGUE; FRY, 1981). J& a presenca de agua no estado liquido
e o tempo de molhamento foliar sdo essenciais para a esporulacéo, a sobrevivéncia do
patdgeno, a germinacdo dos esporangios e o estabelecimento da infeccdo (DE WEILLE,
1964; MINOGUE; FRY, 1981; HARRISON; LOWE, 1989; HARTILL et al., 1990;
HARRISON, 1992; MAZIERO, 2001).

O ciclo completo do patdégeno pode ocorrer em menos de cinco dias em
cultivares suscetiveis, sendo que os esporos infectam também os tubérculos, causando
apodrecimento durante o armazenamento e servindo de fonte primaria de indculo, se no
plantio seguinte forem utilizados esses tubérculos como semente (FRY; GOODWIN,
1997).

O ciclo reprodutivo de P. infestans pode ser separado em assexuado e sexuado.
Na forma assexuada ocorre a producdo de esporangios (zoosporangios) e zodsporos, e
na reproducdo sexuada ha a producdo de o6sporos. O odsporo também é conhecido por
esporo sexual de resisténcia, por possuir a capacidade de se manter viavel no solo na
auséncia de hospedeiros (CASA-COILA, 2014; DANIES et al., 2013; TRIGIANO;
AMENT; LAMOUR, 2010; VARGAS et al.,, 2009; WIDMARK et al.,, 2007,
MIZUBUTI; FRY, 2006; RISTAINO; GUMPERTZ, 2000; FLIER et al.,, 2003;
ERWIN; RIBEIRO, 1996; FRY et al., 1992).

O ciclo sexual dos oomicetos pode ser dividido em duas formas, o homotalico
(autofértil) e o heterotalico (autoestéril).

Phytophthora infestans é considerado um organismo heterotélico (autoestéril)
com dois grupos de compatibilidade conhecidos como Al e A2, apesar da existéncia
também de isolados autoférteis (homotalicos) (ZHU et al., 2016).

As espécies homotélicas sdo capazes de produzir odsporos durante o
crescimento vegetativo, seja em placas de Petri com meio de cultura ou durante a
infeccdo dos tecidos do hospedeiro, por meio de um mecanismo de autofertilizagdo. Em
1911, Clinton foi o primeiro a observar oogdnio, anteridio e o0sporos em cultura pura

de P. infestans. De acordo com Zhu e colaboradores (2016), de maneira geral os
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isolados autoférteis mostraram maior adaptacdo e agressividade, além de serem mais
resistentes aos principios ativos de fungicidas, do que os isolados pertencentes ao grupo
de compatibilidade Al.

Isolados autoférteis de P. infestans ja foram identificados no México
(GALLEGLY; GALINDO, 1958; GALLEGLY, 1960; GALINDO; NIEDERHAUSER,
1961; GOODWIN et al., 1992b), Estados Unidos (;MILLER; HAMM; JOHNSON,
1997); VARTANIAN; ENDO, 1985) Inglaterra e Pais de Gales (FYFE; SHAW, 1992;
TANTIUS et al., 1986), Japdao (MOSA et al, 1989), Canadd (FABRITIUS;
JUDELSON, 1997) e Brasil (CASA-COILA et al., 2017).

A reproducéo sexual heterotalica envolve distintos grupos de compatibilidade
sexual, conhecidos como grupos de compatibilidade A1 e A2. Para que ocorra a
reproducdo sexual, € necessario que estes dois grupos de compatibilidade ocorram ao
mesmo tempo na mesma area. Os grupos de compatibilidade Al e A2 secretam
horménios al e a2, respectivamente, para induzir a formacdo de odsporos no grupo de
compatibilidade oposto (QI et al., 2005).

A reproducdo sexual comeca com a formacdo de gametangios masculino
(anteridio) e feminino (oogdnio). O anteridio é confinado por um septo e secreta
material adesivo que facilita o emparelhamento. Simultaneamente, a meiose ocorre
tanto no anteridio quanto no oogénio e um tubo de fertilizacdo se desenvolve entre eles,
permitindo que um ndcleo hapléide atinja o oogdnio e a fecundacdo ocorra (KANDEL,
2014; JUDELSON et al., 2009).

O ciclo assexuado envolve apenas um grupo de compatibilidade, A1l ou AZ2.
Neste caso, ndo ocorre uma recombinagdo meidtica e a variabilidade genética se origina
de mutac@es (FRY, 2008).

A reproducdo assexuada de P. infestans leva a baixa variabilidade genética do
patégeno, enquanto que a reproducdo sexuada aumenta a variabilidade do oomiceto,
podendo originar hibridos mais agressivos. O conjunto de isolados de uma cepa que se
reproduz de forma assexuada € conhecido como linhagem clonal (CASA-COILA, 2014;
PORTER; DASGUPTA; JOHNSON, 2005; MAYTON et al., 2000).

Em 2009, Haas e colaboradores realizaram o sequenciamento completo do
genoma de P. infestans. A analise do genoma apontou como caracteristica marcante a
presenca de transposons (elementos genéticos moveis) e regides hipervariaveis
abundantes, explicando as grandes variaces de fenotipo, a agressividade (KAMOUN,

2003; GUO et al., 2009), e a capacidade de se adaptar a diferentes climas e latitudes ao
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longo de sua evolucdo. Essas caracteristicas tornam P. infestans um patdgeno de dificil
controle (FRY, GOODWIN, 1997).

O sequenciamento de DNA de folhas de batata e tomate infectadas por P.
infestans que haviam sido herborizadas nos EUA e na Europa na época da Grande Fome
Irlandesa (principalmente entre 1845 e 1849), permitiu a obtencdo de diversos genomas
completos de linhagens do fungo daquele periodo (MARTIN et al., 2013; YOSHIDA et
al., 2013). Estas andlises evidenciaram que uma linhagem denominada HERB-1 foi
responsavel pela epidemia que se iniciou em 1842 nos EUA e atingiu a Europa dois
anos depois.

Os primeiros estudos que envolveram a caracterizacdo de populagbes de P.
infestans no Brasil foram realizados em meados para fins da década de 1980
(GOODWIN; COHEN; FRY, 1994; BROMMONSCHENKEL, 1988). Neste periodo, a
linhagem clonal US-1, do grupo de compatibilidade Al, era a predominante em tomate
enquanto em batata, era encontrada somente a linhagem clonal BR-1, do grupo de
compatibilidade A2. Este cenério permaneceu inalterado conforme estudos realizados
com isolados de tomate e batata obtidos nos anos de 1998 a 2000, nos estados de RS,
SC, PR, SP, MG, RJ e ES (REIS et al., 2003) e nos anos de 2001 a 2003, no DF e GO
(REIS; RIBEIRO; MIZUBUTI, 2006). No estudo de REIS e colaboradores (2003),
isolados Al foram encontrados em batata somente em campo experimental da
Universidade Federal de Vigosa, infectando as variedades altamente suscetiveis Bintje e
Monalisa, em uma regido em que se cultivava comercialmente o tomate mas nao a
batata. A presenca das duas linhagens clonais US-1/Al em tomate e BR-1/A2 em
batata, sem que se observasse reproducdo sexuada entre as duas, devia-se
provavelmente a especificidade de hospedeiro que dificultaria a ocorréncia de ambas na
mesma cultura (SUASSUNA; MAFFIA; MIZUBUTI, 2004).

Mudanca nesse cenario foi constatada em estudo com isolados de tomate e
batata coletados entre 2004 e 2005 nos estados de RS, SC e PR por Santana (2006) e
Santana e colaboradores (2013). Esses autores constataram em batata, somente no RS, a
presenca de diferentes populagbes clonais e/ou reproduzindo-se sexualmente de P.
infestans dos grupos Al e A2, enquanto que em tomate, nos trés estados, permanecia a
ocorréncia exclusiva da linhagem clonal US-1 do grupo Al.

Oliveira (2010) observou a ocorréncia de isolados Al e A2 de P. infestans em
batata em MG e SP entre os anos de 2008 e 2010. Casa-Coila (2014), entre 0s anos de
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2010 a 2012, detectou isolados Al, A2 e A1/A2 em batata no RS e, em SC e PR, além
dos grupos Al e A2, observou grande quantidade de isolados autoférteis.

Nota-se, portanto, uma gradativa mudanca nas popula¢bes de P. infestans em
batata, ao longo dos anos e nas diversas regifes produtoras, com substituicdo da
linhagem clonal BR-1, do grupo de compatibilidade A2, por novas linhagens do grupo
Al ou autoférteis. Desde o trabalho de Casa-Coila (2014), com isolados obtidos entre 0s
anos de 2010 a 2012, ndo foram realizados novos estudos para a caracterizagdo das
populacdes de P. infestans de batata no Brasil.

Nestes estudos de caracterizacdo da populacdo brasileira de P. infestans foram
utilizados marcadores fenotipicos, como grupo de compatibilidade sexual, resisténcia a
mefenoxam, além de marcadores moleculares, como RFLP e hapl6tipos mitocondriais
(mtDNA), e bioquimicos, como as isoenzimas GPI (glicose-6-fosfato isomerase) e PEP
(peptidase).

A compreensdo da dindmica da variabilidade genética dos fitopatdgenos se faz
necessaria para o entendimento de como as populagdes evoluem e as implicagfes desse
processo na durabilidade de cultivares resistentes e no controle da doenca. Esta
compreensdo pode ser traduzida na duracdo da efetividade da adocdo de uma cultivar
resistente ou de um fungicida especifico para 0 manejo da doenca (OLIVEIRA, 2010;
MILGROOM; PEEVER, 2003). Segundo Lees e colaboradores (2006), diversos
trabalhos ja foram desenvolvidos no mundo todo para caracterizar o grupo de
compatibilidade e a resisténcia a fungicidas das populacdes de P. infestans. No entanto,
os estudos relacionados a diversidade genética eram limitados pelo baixo poder
discriminatorio dos marcadores genéticos entdo utilizados. A partir da década de 2000,
novos marcadores passaram a ser utilizados nas analises de biologia de populacbes de
fitopatdgenos, como o caso dos microssatélites ou sequencias simples repetidas (SSR)
(COOKE; LEES, 2004).

3.4. Marcadores Moleculares Microssatélites (SSR)

Os marcadores moleculares tém sido cada vez mais utilizados para caracterizar
populacbes de fungos fitopatogénicos, permitindo avaliar os niveis de diversidade
genética, as relagOes filogenéticas intra e interespecificas e a identificagdo de racas e
patétipos (HENSEN; OBERPRIELER; WESCHE, 2005; DAVIS, KUBISIAK,
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MILGROOM, 2005; LEAL-BERTIOLI, 1998; BELABID et al., 2004; JAMES, LIOU,
VILGALYS, 2004;).

Em estudos de genética populacional de fitopatdgenos, os marcadores
microssatélites também conhecidos como SSR (“Simple Sequence Repeats™), tém sido
amplamente utilizados para verificar a estrutura e a variabilidade genética em
populacOes. A estrutura genética refere-se a distribuicdo heterogénea (ndo aleatoria) dos
alelos e linhagens, no espaco e no tempo, resultante da acéo de forgas evolutivas tais
como: mutacdo, migracdo, selecdo e deriva genética que atuam dentro do contexto de
cada espécie ou populacdo (HAMRICK, 1982). Os marcadores de SSR sdo utilizados
para investigar a estrutura genética e biologia reprodutiva de numerosos patdgenos de
plantas (TENZER et al., 1999).

Para Grunwald e colaboradores (2003), a analise da diversidade genética é
avaliada com base nas diversidades génica e genotipica. A primeira considera 0 nimero
e a frequéncia dos alelos por l6cus na populacdo, enquanto que a segunda avalia o
namero de linhagens observadas, sua distribuicdo e uniformidade dentro da populacéo.
Os marcadores microssatélites tém natureza multialélica, sdo de facil deteccdo por PCR,
relativamente abundantes e podem estar distribuidos em varias partes do genoma. Eles
sd0 muito utilizados em estudos genéticos, por combinarem codominancia e
poliformismo em abundancia. Sua identificacdo depende de conhecer as sequéncias das
regides adjacentes ao SSR, para entdo desenhar um par de iniciadores apropriado para
essa determinada regido, sendo possivel nos individuos da populacdo, amplificar esses
SSR por PCR (polymerase chaing reaction ou reacdo em cadeia pela polimerase)
(VIGNA et al., 2011).

Na literatura ja foram descritos diversos l6cus microssatélites (SSR) para
algumas espécies de Phytophthora como: P. capsici (OGUNDIWIN et al., 2005;
SUGITA et al., 2006; WANG et al. 2009), P. cinnamomi (DOBROWOLSKI, et al.,
2003), P. infestans (KNAPOVA; GISI, 2002; LEES et al., 2006; LI et al., 2010) e P.
ramorum (IVORS et al., 2006a; IVORS et al. 2006b; PROSPERO; BLACK; WINTON,
2004).

Desde 2013, baseado em estudo de Li e colaboradores (2013), um conjunto de
12 marcadores SSR foi estabelecido para o monitoramento das populacdes de P.
infestans ao redor do mundo. Na Europa, o consorcio de pesquisa EuroBlight coordena
os levantamentos realizados pelos diferentes paises membros. Nos Estados Unidos e na

América Latina essa coordenacdo é realizada pelos consércios USABIight e Tizon
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Latino, respectivamente. No Brasil, esse conjunto de 12 marcadores SSR padronizados
ainda ndo haviam sido utilizados para a caracterizagdo das populacdes locais de P.
infestans.

O emprego de técnicas moleculares, como o sequenciamento de genomas
completos e diferentes marcadores incluindo SSRs, mostrou que a linhagem causadora
da Grande Fome na Irlanda no século dezenove, também presente na América do Norte
e denominada FAM-1 (também conhecida pelo haplétipo mitocondrial como HERB-1),
foi substituida globalmente pela linhagem US-1 no século XX (SAVILLE; MARTIN;
RISTAINO, 2016; MARTIN et al., 2013, YOSHIDA et al., 2013). A linhagem US-1
predominou por décadas nos EUA e Europa e ainda prevalece em algumas regides do
mundo. Pertencendo ao grupo de compatibilidade Al, a linhagem US-1 ndo sofreu
recombinacdo sexual até a década de 1970, quando foram introduzidas nos EUA e
Europa novas linhagens pertencentes tanto ao grupo A1 como A2, oriundas do México.
A partir da diversificacdo genética resultante da recombinacdo sexual, novas linhagens
clonais nos EUA (US-8, US-22 e US-23) e Europa (13_A2), tornando-se dominantes
localmente por diferentes periodos (MARTIN et al., 2019). Nos ultimos anos, tem-se
observado o rapido surgimento e a expansao de novas linhagens clonais como, por
exemplo, 36_A2, 37_A2 e 41 _A2, cujo a frequéncia na Europa aumentou de 10%, em
2016, para 36%, em 2018 (EUROBLIGHT, 2019).

Em paises da Africa ocidental (Quénia, Uganda, Tanzania, Burundi e Ruanda), a
linhagem 2_Al, originaria da Europa, suplantou a entdo predominante US-1 em um
periodo de nove anos (2007 a 2016) (NJOROGE et al., 2019).

Na Ameérica do Sul, a linhagem EC-1 é predominante na Colémbia (CHAVES et
al.,, 2018), Equador (DELGADO et al., 2013) e Peru (GARRY et al., 2005).
Levantamentos recentes realizados com isolados do Chile, Argentina e Brasil (parte dos
isolados do presente estudo) indicaram que a linhagem 2_Al é a predominante
(LUCCA; RESTREPO, 2018).

3.5. Manejo da Requeima

Devido a importancia da requeima para a cultura da batata, diferentes métodos
de controle tém sido integrados, como por exemplo, a utilizagdo de tubérculos-sementes

sadios e de cultivares menos suscetiveis, a retirada e destrui¢do de plantas voluntarias e
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o controle quimico (BOSCO et al., 2010; TAYLOR et al., 2003). Dentre as medidas
recomendadas para prevencdo e controle da requeima, a mais utilizada pelos
bataticultores é a aplicacdo de fungicidas (TOFOLI, DOMINGUES, ZANOTTA, 2017;
STEVENSON; KIRK; ATALLAH, 2008).

Fungicidas de uso agricola sdo compostos quimicos, de origem natural ou
sintética, que conferem protecdo as plantas quando em contato, evitando a penetracéo
e/ou posterior desenvolvimento de fungos e bactérias patogénicos em seus tecidos
(BLUM, 2009). Estes desempenham um papel fundamental como ferramenta no
controle de doencas, como a requeima.

A eficacia, 0 modo de acdo, o risco de resisténcia, os efeitos colaterais e 0s
aspectos econémicos e sociais, além das legislacbes, sdo fatores que devem ser
tecnicamente considerados em programas de manejo de doencas que visem a
sustentabilidade da cadeia produtiva da batata (TOFOLI, DOMINGUES, ZANOTTA,
2017).

A constante evolucdo técnico-cientifica dos principios ativos permitiu o
desenvolvimento de fungicidas com diversos mecanismos de acdo na planta e nas
diferentes fases do processo infeccioso (AGRIOS, 2005; RUSSEL, 2005).

Em relacdo ao comportamento na planta, os principios ativos podem ser
classificados em produtos de contato, mesostémicos, translaminares e sistémicos
(TOFOLI, DOMINGUES, ZANOTTA, 2017).

Os produtos de contato caracterizam-se por formar uma pelicula protetora na
superficie da planta, que impede a penetracdo do patdgeno. Os mesostémicos
apresentam alta afinidade com a camada cerosa superficial das folhas, podendo
redistribuir na fase de vapor ou ser absorvidos pelo tecido, entretanto ndo apresentam
nenhum movimento. Os produtos sistémicos sdo aqueles que possuem movimento pela
planta, através de vasos condutores, podendo atingir locais distantes do local onde foi
depositado, enquanto os translaminares movimentam-se de forma mais limitada nos
tecidos (TOFOLI, DOMINGUES, ZANOTTA, 2017; TOFOLI, 2011; AZEVEDO,
2007; REIS, REIS, FORCELINI, 2007). Os fungicidas mesostémicos, translaminares e
sistémicos sdo considerados produtos seletivos, porque, em geral, inibem processos
metabolicos especificos inerentes a grupos restritos de fungos (TOFOLI,
DOMINGUES, ZANOTTA, 2017).

O custo mundial da cultura de batata excede os US$ 5 bilhdes/ano, sendo 1/5
desse valor gasto em fungicidas (USABLIGHT, 2017). Em 1998, no Brasil, calculou-se
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que o percentual destinado ao controle da requeima representava entre 15 e 20% dos
custos de producéo da cultura (SEAB-DERAL, 1998).

Todas as cultivares comerciais sdo suscetiveis a alguma raga do patégeno, pois
P. infestans, por meio da reproducdo sexuada, € capaz de formar novas racas
fisioldgicas. Portanto, 0 método mais eficiente existente para o controle da requeima
ainda é o quimico (BOSCO et al., 2010; KIRK et al., 2005).

No Brasil, as aplicagbes de fungicidas na cultura da batata séo, em geral,
excessivas por serem realizadas sem considerar a interacdo entre o ciclo de vida do
patogeno e as condi¢fes meteoroldgicas, o que gera, por consequéncia, 0 aumento no
custo de producdo e no impacto ambiental, devido a contaminagéo da agua e do solo por
fungicidas (BOSCO et al., 2010; GARCIAS, 2005; HIIMANS et al., 2000;
NAZARENO et al.,, 1999; ERWIN; RIBEIRO, 1996). Em casos extremos, 0S
produtores de batata podem efetuar até 30 aplica¢Bes por ciclo da cultura para controlar
a requeima (NAZARENO; JACCOUND FILHO, 2003).

Os fungicidas tém sido eficazes para o controle de P. infestans, porém o uso
continuo pode trazer como consequéncia a selecdo de populacdes de patégenos menos
sensiveis ou até mesmo resistentes. Esse tipo de situacdo ja esta presente por todo o
mundo, ou seja, os fungicidas acabam atuando como agentes de selecdo (BRENT;
HOLLOMON, 2007).

A resisténcia de fungos a fungicidas pode ser classificada qualitativa ou
quantitativamente. Na qualitativa, ocorre a perda de efetividade do fungicida de modo
repentino e marcante, pela presenca bem definida de populacfes de patdgenos que
apresentam sensibilidade e resisténcia com respostas que variam amplamente. Na
quantitativa, ocorre a diminuicdo da eficidcia no controle da doenca, assim como a
diminuicdo da sensibilidade das populacGes do patogeno, demonstrada por testes de
monitoramento. Esse tipo de resisténcia se manifesta gradualmente (FRAC, 2018).

Para observar se est, ou ndo, ocorrendo a diminuicdo da sensibilidade ao
principio ativo, € indicado calcular o EC50, ou seja, a concentracdo efetiva para matar
50% dos microrganismos submetidos ao fungicida, que neste caso € a fungitoxicidade
de uma substancia quimica (VALENCIO, 2017; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO,
2008; RUSSEL, 2004;.LOOMIS, 1995; EDGINGTON, KHEW, BARRON, 1971,
TORGESON, 1967; SHARVELLE, 1961).

Para se realizar um monitoramento de resisténcia de fungos a fungicidas é de

extrema importancia que se analise um grande numero de isolados, além disso, as
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técnicas de monitoramento requerem um alto investimento e tempo (RAPOSO, et al.
2015). Um dos métodos mais utilizados para medir essa resisténcia e determinar o ECsp,
€ 0 método de inibicdo do crescimento micelial da colénia em meio de cultura (ICM)
(DEKKER, 1987; GEORGOPOULOS, 1982).

Como alternativa, a sensibilidade de fungos a fungicidas pode ser avaliada
através da metodologia de microtitulacdo colorimétrica. Essa metodologia vem sendo
recomendada pelo FRAC Internacional, ja sendo empregada em diversos estudos de
monitoramento de resisténcia (VALENCIO, 2017; VEGA et al., 2012; RAMPERSAR,
2011; STAMMLER; BENZINGER; SPEAKMAN, 2007).

No teste de microtitulacdo, a quantidade de biomassa fangica presente nos pogos
afeta a passagem de luz proporcionalmente, possibilitando quantificar o efeito do
fungicida de forma répida e reprodutivel. Essas caracteristicas tornam esse método
muito apropriado para um monitoramento rapido e preciso de resisténcia em uma
populacdo de fungos a fungicidas (RAPOSO et al., 2015). Este método consiste no
fungo ser cultivado em pocos de microplacas de poliestireno, sendo seu crescimento
analisado por espectofotdometro (LUDWING; BOLLER, 1990).

No Brasil, o controle da requeima tem sido realizado basicamente com
fungicidas a base de metalaxil-M, dimetomorfe, cimoxanil, famoxadona e fluazinam. Os
fungicidas de contato pertencentes as classes dos ditiocarbamatos (mancozebe, metiram)
e cloronitrilas (clorotalonil) tém sido empregados no controle preventivo, seja em
aplicacdes isoladas, ou formulados em mistura com produtos especificos (TOFOLI,
DOMINGUES, ZANOTTA, 2017).

Nos ultimos anos, novos produtos foram introduzidos no mercado brasileiro
para o controle da requeima. Novas misturas, mecanismos de acdo e caracteristicas
técnicas diferenciadas abrem novas perspectivas para o controle dessa doenca
(TOFOLI, DOMINGUES, ZANOTTA, 2017). Entre as op¢Oes para o controle da
requeima destacam-se os fungicidas a base de ametoctradina (TOFOLI et al., 2016;
REIMANN et al., 2010; GOLD et al., 2009), bentiavalicarbe (MIYAKE et al., 2005),
ciazofamida (EBERSOLD, 2002), cimoxanil (GENET et al., 2000), dimetomorfe
(JOHNSON, CUMMINGS, GEARY, 2000), fenamidona (TAFFOREAU et al.,
2009), fluopicolida (LATORSE et al., 2007, TAFFOREAU et al., 2006),
mandipropamida (THOMPSON; COOKE, 2009; HUGGENBERGER; KNAUF-
BEITER, 2007; HERMANN et al., 2005), mefenoxam (BODKER; NIELSEN 2002;
BODKER; NIELSEN, 2001), propamocarbe (BODKER; NIELSEN, 2002;
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BODKER; NIELSEN, 2001; JOHNSON, CUMMINGS, GEARY, 2000) e zoxamida
(BRADSHAW; SCHEPERS, 2001).

Levantamento sobre a sensibilidade o metalaxil de P. infestans de tomate e
batata obtidos entre os anos de 1998 a 2000 nas regides Sul e Sudeste do Brasil indicou
elevada frequéncia de resisténcia em isolados de tomate (55%) e batata (38%) (REIS et
al., 2003). Reis e colaboradores (2005) confirmaram alta incidéncia de isolados de
tomate e batata insensiveis ao metalaxil, nas linhagens US-1 e BR-1, enquanto que, para
mancozebe, clorotalonil e cimoxanil, os isolados foram altamente sensiveis. Em estudo
com isolados de tomate e batata obtidos no estado de Goiés e em cidades satélites de
Brasilia, foi observada alta frequéncia de isolados de tomate resistentes (36%) e
intermediarios (48%) ao mefenoxam (metalaxil-M), enquanto que a maioria dos
isolados de batata (82%) foi sensivel (REIS; RIBEIRO; MIZUBUTI, 2006). No mesmo
estudo, quando utilizado metalaxil, a maioria dos isolados de batata (87%) foi resistente
ou intermediaria. Casa-Coila (2014) observou, nos trés estados da Regido Sul, alta
proporcdo de isolados de P. infestans de batata, moderadamente resistentes (77,44%) e
resistentes (17,29%) a metalaxil, enquanto que para clorotalonil ndo se constatou perda

de sensibilidade.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Coleta de material infectado

Material botanico (folhas, hastes, caules, frutos e/ou tubérculos) manifestando
sintomatologia tipica de requeima foi coletado em diversos locais onde ocorre a
producdo de batata pelo Brasil (Figura 4). As coordenadas geograficas dos locais de

coleta das amostras foram registradas com um aparelho GPS.

Figura 4. Locais de coletas de amostras de batata com sintomas de requeima: A)
Divinolandia/SP (mar¢o/2015), B) Itararé (julho/2015), C) Pilar do Sul (margo/2015),
D) Divinolandia/SP (abril/2015).

Quando a coleta ndo podia ser feita presencialmente, foi desenvolvido um
formulario (Figura 5) para coleta e este era encaminhado ao produtor ou engenheiro
agrénomo responsavel pela area.

Amostras de tomateiros infectados com P. infestans também foram

encaminhadas por produtores para o projeto.

46



AMOSTRAS DE REQUEIMA
- - Requeima
LABORATORIO DE DIAGNOSTICO
FITOPATOLOGICO
Nome:
E-mail: | Telefone: [ )
Enderego:
Data da coleta: Cidade: Estado:
Latitude: Longitude: | Altitude:
Variedade: | Dias apos plantio (DAP):
TIPO DE AMOSTRA (MATRIZ)
{ }Mudas
{ )Folhas
() Peciolos
() Hastes
() Frutos
() Tubérculos
() Batata-semente
() Outros:
Para que as andlises sejam realizadas € de extrema importancia que o materal chegue em
condicdes ao Instituto Biologico, para que isto ocorra recomenda-se que sejam coletados
material com lesdes jovensinovas e que estes ndo estejam muito Gmido e sejam
acondicionados em sacos de papel (ndo em sacos plasticos).

Figura 5. Formulario desenvolvido para o envio de amostra de
requeima ao Instituto Bioldgico.

As amostras foram levadas ao Laboratério de Doencas Fungicas em Horticultura
(LDFH) ou para o Laboratorio de Diagnostico Fitopatologico (LDF) no Instituto
Bioldgico (IB), em S&o Paulo, SP.

4.2. Monitoramento do tipo de reproducéo

4.2.1. Inducéo a producdo de estruturas de reproducao

No laboratério, as amostras foram observadas sob microscopios estereoscopico e
oOptico, para que fossem analisadas as estruturas de reproducdo presentes nas mesmas.
Quando a amostra apresentava os sintomas tipicos de requeima, mas nenhuma estrutura
de reproducdo, a amostra era colocada em camara Umida (dentro de caixa gerbox sobre
papel filtro umedecido com agua destilada) e mantidas em camara incubadora (BOD)
com temperatura de 16 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas. Apos trés dias, as estruturas

de reproducdo eram analisadas. As analises continuaram diariamente por até 15 dias.
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4.3. Isolamento de Phytophthora infestans

Para o isolamento de P. infestans foi utilizado meio indicado pelo Fry Lab
(2014) com modificacdes, que consistiram no preparo do meio V8 nao clarificado (suco
V38, agua destilada, B-sitosterol, carbonato de célcio e 4gar) com adi¢do de antibidticos
(ampicilina e rifampicina) e fungicidas (cercobin e flutriafol).

Durante o periodo de incubagdo, para a esporulacdo do patégeno, o material
infectado foi visualizado em microscopios (esteroscopico e 6ptico) e, posteriormente,
fragmentos do material, contendo estruturas do patégeno, foram transferidos para o

meio de cultura descrito acima e incubados a 16°C com fotoperiodo de 12 horas.

4.4. Extracdo de DNA

Discos de micélios de nove milimetros de didmetro de isolados de P. infestans
foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio liquido de ervilha (FRY LAB,
2014). Estes foram mantidos a 18°C por sete dias, posteriormente o micélio foi coletado
e transferido para microtubos de 1,5 mL.

As amostras de tomate ndo foram utilizadas para isolamento do patégeno em
meio de cultura, sendo a extracdo de DNA feita diretamente do tecido infectado.

A extracdo de DNA foi realizada segundo método descrito por Dellaporta e
colaboradores (1983) com modificagbes. O material foi triturado sob nitrogénio liquido
dentro de tubos de 1,5 mL, adicionou-se solucdo de extragdo CTAB e seguiu-se
incubacdo por 30-45 minutos a 65°C com agitacdo moderada. Adicionou-se
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), a mistura foi agitada por inversdo e centrifugada a
14.000 G por 5 min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e a extragdo com
cloroférmio/alcool isoamilico foi repetida. O sobrenadante foi novamente transferido
para novos tubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 0,6 volumes de isopropanol e
mantidos a -4°C durante a noite. Apos este periodo, os tubos foram centrifugados a
12.000 G por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com
etanol absoluto seguido de lavagem com etanol 70%. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi seco a 36 °C por 20 min. O DNA foi suspendido em 40 pL de agua de

osmose reversa esterilizada.
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4.5. Identificacdo do grupo de compatibilidade

4.5.1. Amplificacéo por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Os fragmentos de DNA foram submetidos a amplificacdo por reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) utilizando os iniciadores S1-A e S1-B, iniciadores modificados a
partir dos descritos por Judelson (1996), que amplifica um fragmento de
aproximadamente 1250 pb para isolados pertencentes ao grupo de compatibilidade A1,
os iniciadores PHYB-1 e PHYB-2, descritos por Kim e Lee (2002), que amplificam um
fragmento de 347 pb para isolados que pertencem ao grupo de compatibilidade A2 e
com os iniciadores W16-1 e W16-2, descritos por Judelson, Spielman e Shattock
(1995), que amplificam fragmento de 547 pb para ambos 0s grupos de compatibilidade,
mas permitem discriminar os grupos apos digestdao com a enzima de restricdo Hae 111 ou

sequenciamento. As sequéncias dos iniciadores utilizados estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Iniciadores utilizados para identificagdo dos grupos de compatibilidade dos
isolados de Phytophthora infestans

Fragmento / Grupo

Iniciador Sequéncia (5°-3°) o Referéncia
de Compatibilidade
S1-F AGGATTTCAACAA 1250 pb/ Al JUDELSON,
S1-R TGCTTCCTAAGG 1996
PHYB-1 GATCGGATTAGTCAGACGAG KIM; LEE,
347 pb / A2
PHYB-2 GCGTCTGCAAGGCGCATTTT 2002
JUDELSON,
W16-1 AACACGCACAAGGCATATAAATGTA
SPIELMAN e
547 pb/ Ale A2
SHATTOCK,
W16-2 GCGTAATGTAGCGTAACAGCTCTC
1995

4.5.2. Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados seguindo protocolo descrito por
Schmitz e Riesner (2006). Em microtubo de 1,5 mL, foi misturados 1,6 ul de EDTA 0,5
M, 21,0 uL PEG 6.000 a 50% e 8,1 pL de NaCl 5 M. Adicionou-se o produto da PCR
(50 pL) a mistura e incubou-se a temperatura ambiente por 10 min. Apos centrifugacéo
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a 14.000 G por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 125 uL
de etanol 70%. O pellet foi seco a 36°C por 20 minutos. O DNA foi ressuspendido em
30 pL agua de osmose reversa esterilizada.

Os produtos purificados foram sequenciados pelo método de terminacéo de
cadeia, descrito por Sanger et al. (1977). As reacGes para sequenciamento foram
efetuadas com o kit Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) e analisadas em sequenciador
ABI 3500 xL (Applied Biosystems), conforme instrucfes do fabricante.

As sequéncias obtidas foram alinhadas e analisadas utilizando-se o programa
BioEdit (HALL, 1999).

4.5.3. Pareamento “in vitro”

O pareamento in vitro foi feito seguindo protocolo do Lab Fry (2014), com
modificages. Em placa de Petri de 9 cm, contendo meio V8 10% clarificado, foram
colocados dois discos de micélios separados por aproximadamente 6,0 cm. Um dos
discos de micélio pertencente a um dos isolados padrdes e 0 outro pertencente a um
isolado desconhecido. Cada isolado desconhecido foi pareado com ambos os isolados
padrdes (Al e A2). Posteriormente placas foram mantidas em BOD a 16 + 2°C no
escuro. Apés 15 dias de incubacdo, as placas foram observadas sob microscopio
estereoscopico e, se necessario, microscopio 6éptico, para observar a presenca ou ndo de
00Sporos.

Os isolados que apresentaram formacdo de odsporos quando pareados com o
padrdo Al foram classificados como A2 e os que o fizeram com o padrdo A2, foram
classificados como Al.

Os isolados padrées 151 (Santa Maria do Herval/RS) — isolado de batata
pertencente ao grupo de compatibilidade A2; CRI-2 (Cristal/RS) — isolado de batata
pertencente ao grupo de compatibilidade Al e PRT — isolado de tomate pertencente ao
grupo de compatibilidade Al, foram fornecidos pelo Dr. Cesar Bauer Gomes,

Pesquisador da Embrapa Clima Temperado (Pelotas-RS).
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4.6. Caracterizacdo molecular por microssatélite (SSR)

Os procedimentos para a analise molecular por microssatélite dos isolados de P.
infestans foram realizados inicialmente no Instituto de Biotecnologia Agropecuaria,
situado no Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) em Hurlingham,
Provincia de Buenos Aires, Argentina, com a colaboracéo das pesquisadoras Dra. Ana
Maria Florencia Lucca, Dra. Andrea Fabiana Puebla e Maria Florencia Servici.
Posteriormente, as analises foram realizadas na Unidade Laboratorial de Referencia em
Biologia Molecular Aplicada (ULRBMA\), no Instituto Bioldgico, em S&o Paulo, SP.

A partir do DNA total extraido e quantificado em equipamento Nanodrop, foi
realizada reacdo de PCR para amplificacdo de 12 marcadores microssatélites (SSR),
(Tabela 3): Pi4B e PiG11 (KNAPOVA, GISI, 2002), D13, Pi04, Pi63, Pi70 (LEES et
al., 2006) e PinfSSR2, PinfSSR3, PinfSSR4, PinfSSR6, PinfSSR8 e PinfSSR11 (LI et
al., 2010).

O iniciador forward de cada um dos I6cus foi marcado com um fluoré6foro, com
excecdo do locus PinfSSR6 para o qual o iniciador reverse foi marcado. Foram
utilizados quatro fluor6foros: NED para amarelo (PiG11, PinfSSR3, PinfSSR11), FAM
para azul (D13, PinfSSR4, PinfSSR8), VIC para verde (Pi04, Pi63, Pi70, PinfSSR6) e
PET para vermelho (Pi4B, PinfSSR2) (Tabela 7).

A amplificacdo dos marcadores microssatélites foi realizada em um volume final
de 12,5 pL, com aproximadamente 150 ng de DNA e o Type-it® Microsatellite PCR
Kit (QIAGEN), seguindo instru¢des do fabricante. A reagdo de PCR foi realizada em
termociclador Veriti (Applied Biosystems) ou T100 (BioRad), com a programacéo de
uma etapa inicial de desnaturacdao a 95°C por 5 min, seguida de 30 ciclos de 95°C por
30 s para desnaturacdo, 58°C por 90 s para anelamento e 72°C por 20s para extensao, e
uma extenséo final a 72°C por 30 min.

Apoés a amplificagdo, o produto da PCR foi visualizado em gel de agarose a
1,5%, contendo 0,5 mg/mL de brometo de etideo. Posteriormente, os produtos foram
diluidos (5 a 50 vezes), em agua Milli Q autoclavada, com base na intensidade no gel de
agarose.

Dois microlitros da diluicdo foram misturados com 8 pL de formamida contendo
0 padrdo GeneScan 500 LIZ (Thermo Scientific), desnaturados a 92 °C durante 5
minutos e analisados em sequenciador ABI Prism® 3500 xL Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).
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Os fragmentos foram avaliados atraves do software GeneMapper® versédo 4.0
(Applied Biosystems®) na Argentina e com o software STRand no Brasil. O tamanho
dos alelos foi comparado com a lista de alelos cedida pela Euroblight e Tizon Latino
(Anexos 1, 2 e 3) e a nomenclatura dos alelos foi dada seguindo a descri¢cdo da tabela no

topico “final name”.

Arvore de distancia genética, calculada por Neighbor Joining, e grafico de
“minimum spanning network™ foram construidos com os dados de microssatélites do
presente estudo, comparando com linhagens de referéncia, com a ferramenta Genotype-
ID do website Phytophthora-1D versdo 2.0 (www.phytophthora-id.org) (LEES et al.,
2006; L1 et al., 2013). Também foram incluidos dados de microssatélites da linhagem
BR-1 (cedidos por Jean Ristaino, North Carolina State University) e de outras linhagens

mundiais presentes no estudo de Martin e colaboradores (2019).
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Tabela 3. Descri¢do dos iniciadores para amplificagdo dos12 l6cus polimorficos microssatélites usados na caracterizacdo de isolados de Phytophthora infestans.

Ldcus Iniciador Sequéncia (5" - 3%) Fluordéforo Faixa de tamanho do produto Referéncia
D13 D13-Fwd FAM — TGCCCCCTGCTCACTC FAM 100 185 pb
D13-Rev GCTCGAATTCATTTTACAGACTTG (Azul) LEES et al.. 2006
Pio Pi04-Fwd VIC — AGCGGCTTACCGATGG VIC 162 — 170 ob K
Pi04-Rev GTTTCAGCGGCTGTTTCGAC (Verde) P
. Pi4B-Fwd PET - AAAATAAAGCCTTTGGTTCA PET ,
Pi4B Pi4B-Rev GCAAGCGAGGTTTGTAGATT (Vermelho) 200295 pb KNAPOVA; GISI, 2002
pi6a Pi63-Fwd VIC - ATGACGAAGATGAAAGTGAGG VIC 265 — 280 bb
Pi63-Rev CGTATTTTCCTGTTTATCTAACACC (Verde) P LEES et al., 2006
570 Pi70-Fwd VIC - ATGAAAATACGTCAATGCTCG VIC 189 — 195 nb
Pi70-Rev CGTTGGATATTTCTATTTCTTCG (Verde) P
. PiG11-Fwd NED — TGCTATTTATCAAGCGTGGG NED ,
PIGIL piG11-Rev GTTTCAATCTGCAGCCGTAAGA (Amarelo) 130 180 pb KNAPOVA; GISI, 2002
. SSR2-Fwd PET - CGACTTCTACATCAACCGGC PET
165 —1
PINFSSR2 ssra-Rev GTTTGCTTGGACTGCGTCTTTAGC (Vermelho) 65~ 180 pb
. SSR3-Fwd NED —- ACTTGCAGAACTACCGCCC NED
254 — 274 pb
PINFSSR3  sgR3-Rev GTTTGACCACTTTCCTCGGTTC (Amarelo) P
. SSR4-Fwd FAM - TCTTGTTCGAGTATGCGACG FAM
2 _
PINFSSRA ™ 55R4-Rev GTTTCACTTCGGGAGAAAGGCTTC (Azul) 50~ 305p LIetal., 2010
. SSR6-Fwd GTTTTGGTGGGGCTGAAGTTTT VIC
230-2
PINFSSRE < op6-Rev VIC - TCGCCACAAGATTTATTCCG (Verde) 30 - 250 pb
. SSR8-Fwd FAM — AATCTGATCGCAACTGAGGG FAM
PINfSSR8  <qrg-Rev GTTTACAAGATACACACGTCGCTCC (Azul) 250 - 275 pb
. SSR11-Fwd NED - TTAAGCCACGACATGAGCTG NED
PINfSSR11 SSR11-Rev GTTTAGACAATTGTTTTGTGGTCGC (Amarelo) 325360 pb
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4.7. Teste de sensibilidade in vitro de isolados de Phytophthora infestans aos

fungicidas, ciazofamida, clorotalonil, dimetomorfe e propamocarbe

Para o experimento foram selecionados 17 isolados de P. infestans, de seis
variagcdes genotipicas escolhidas dentre as mais frequentes no presente estudo (Tabela
4).

O experimento foi instalado seguindo protocolo de Microtitulacdo de
Dimetomorfe do FRAC (2006), com adaptacdes.

Discos de 0,7 cm de didmetro dos isolados escolhidos foram retirados dos
bordos de col6nias, com dez dias de idade, e transferidos para o centro de placas de
Petri (9 cm de diametro) contendo meio V8. Ap0s as repicagens, as placas foram
mantidas em fotoperiodo de 12 horas, a 16° C + 2°C por um periodo de dez dias.

Para obtencdo do indculo, os esporangios foram coletados adicionando-se 10 mL
de meio liquido de ervilha (FRAC, 2006) em cada placa de Petri contendo o isolado
crescido e feita uma raspagem do micélio com lamina descartavel estéril. A suspensdo
de esporangios foi filtrada em gaze esterilizada e a concentracdo foi ajustada para 10*
esporangios. mL™ com o auxilio de cAmara de Neubauer.

Os principios ativos utilizados neste experimento foram: ciazofamida
(concentracdo: 34,50% m/v), propamocarbe (concentracdo: 72,20% m/v), clorotalonil
(concentracédo: 50,00% m/v) e dimetomorfe (concentracao: 50,00% m/v).

Para padronizar o teste de sensibilidade, todos os fungicidas selecionados foram
utilizados nas concentracdes de: 0; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 e 10 pg.mL™, diluidas a
partir de solucéo estoque dos fungicidas na concentracdo de 1000 pg.mL™. (Figura 6).

Cada concentracdo do fungicida foi incubada com a suspensdo de esporangios

em triplicata.
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Tabela 4. Isolados de Phytophthora infestans selecionados para o experimento de
sensibilidade a fungicidas

Variagio Denominacio Cidade - Esta?lo de I-Dlanta |
Procedéncia hospedeira/Variedade
06 151 Santa Maria do Herval — RS Batata
- PRT - Batata

04 CRI-2 Cristal - RS Batata
04 006 Pilar do Sul — SP Batata / Agata
07 012C Campo do Tenente — PR Batata / Atlantic
09 023 Santa Juliana — MG Batata / Markies
02 035B Serra do Salitre — MG Batata / Atlantic
07 042 Vargem Grande do Sul — SP Batata / lona
07 051 Boa Vista— RR Tomate / -
02 061 Ponta Grossa — PR Batata / -
08 064 Tapira— MG Batata / Atlantic
04 077 Vargem Grande do Sul — SP Batata / FL 1867
04 093 Ponta Grossa — PR Batata / -
04 109 Ponta Grossa — PR Batata / Agata
04 117 Lapa—PR Batata / Atlantic
04 136 Itapetininga — SP Batata / Romeo
04 140 Leme — SP Batata / -

*- Nao consta.
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Figura 6. Esquema da diluicdo seriada dos principios ativos de diferentes fungicidas,
para a obtencéo das concentracdes utilizadas.

Para estudar a sensibilidade de cada isolado ao fungicida pelo teste de
microtitulacdo colorimétrica, foram utilizadas microplacas de poliestireno estéreis de 96
pocos onde foram adicionados 50 L da suspensdo de espordngios na concentragio 10*
esporangios. mL™, seguido da adicdo de 50 pL das diferentes concentracdes do

fungicida, atingindo um volume final de 100 puL por pogo.
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Figura 7. Esquema da microplaca de poliestireno estéril com 96 pocos. Nas colunas sdo
distribuidos isolados, e nas linhas as dilui¢cbes dos principios ativos.

As diluicdes dos fungicidas foram distribuidas em valores crescentes nas linhas
(A H) e os isolados em triplicata por coluna (4 a 12) (Figura 7). Cada microplaca
continha a testemunha (branco ou controle negativo) nas trés primeiras colunas, onde
foram adicionados 50 pL das diferentes concentragdes do fungicida e 50 uL do meio
liquido de ervilha sem esporangios, num volume final de 100 uL. Na primeira linha das
colunas 4 a 12 foram colocados os controles positivos, onde eram adicionados 50 pL da
suspensdo de esporangios na concentracdo 10 esporangios. mL™, seguido da adicdo de
50 uL de agua de osmose reversa autoclavada.

As placas de poliestireno foram tampadas e envoltas com parafilme, para evitar a
evaporacdo, e colocadas em mesa agitadora por 15 minutos, para homogeneizar a
mistura do produto com a suspensdo de esporéngios. Posteriormente, foram mantidas
em camara de crescimento a 16 °C no escuro (as placas foram envoltas com papel
aluminio), por cinco dias. Os experimentos foram repetidos duas vezes.

A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda
de 405 nm. A média dos valores de absorbancia obtida para as triplicatas de cada
isolado em cada diluicdo do fungicida foi subtraida pela média da absorbancia das
triplicatas do branco/controle negativo da respectiva diluicdo.

Os dados foram analisados estatisticamente pela analise da variancia e
comparados pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Para calcular os valores de ECsp (concentragdo do fungicida capaz de reduzir

50% do crescimento do patdgeno) a partir das médias das absorbancias obtidas nas
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diferentes concentracGes dos principios ativos, plotou-se a % de reducédo no eixo Y e a
concentracdo dos fungicidas (pg.mL™) no eixo X, este em escala logaritmica. A
equacdo logaritmica de ajuste dos dados foi calculada, bem como o valor de R? para
cada isolado em cada fungicida testado.

Equacdo das retas: Y =-a*In(x) + b

Onde:

a e b = pardmetros da equacdo

X= concentracdo do fungicida (pg.mL™)

Y = % reducéo do crescimento do patdégeno

O valor de Y foi substituido por 50, em cada equacao, obtendo-se a concentracdo

do fungicida capaz de reduzir 50% do crescimento do patégeno.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Coleta de material infectado

No total, 144 amostras foram coletadas (Tabela 6) em campos e estufas de batata
e tomate, sendo 82 amostras no Estado de Sdo Paulo, 27 no Parand, 20 em Minas
Gerais, 13 no Rio Grande do Sul e duas em Roraima.

Com excecéo das duas amostras de Roraima (1,39%), provenientes de estufa de
tomate, as demais amostras de P. infestans foram coletadas nas regides Sudeste
(70,83%) e Sul (27,78%) do Brasil (Figura 8), regides responsaveis por quase 90% da
producdo nacional e que apresentam condicdes climaticas ideais para 0

desenvolvimento da doenga em periodos do ano com baixa temperatura e alta umidade.

Centro-Oeste

Figura 8. Origem das amostras de material botanico com
sintomas tipicos de requeima (Phytophthora infestans)
coletadas por regido no Brasil.

5.2. Monitoramento do tipo de reproducéo
Das 144 amostras coletadas (Tabela 5), quatro apresentaram odsporos em 6rgaos

infectados (Figura 9), indicando que nestes ocorreu reproducdo sexuada de P. infestans:
amostra n°® 011, proveniente de Divinolandia/SP; n° 012, de — Campo do Tenente/PR; n°
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035, de Serra do Salitre/MG e n° 142, de Itobi/SP. As demais amostras apresentaram

apenas esporangios (Figura 10), estruturas de reproducdo assexuada do patégeno.

Anteridio anfigeno

@ a
\ Pedunculo do oogénlov

Figura 9. Estruturas reprodutivas sexuais de isolado de
Phytophythora infestans do presente estudo. A, B e D -
gametangios (anteridio, oogdnio) e odsporo; C - 06sporo; .
Fonte: A - Carmen Lidia Amorim Pires-Zottarelli, B, C e
D — Samantha Zanotta.
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Figura 10. Estruturas reprodutivas assexuais de isolado de
Phytophthora infestans do presente estudo. A a D — esporangios.

Segundo a bibliografia, a reproducdo sexuada de P. infestans no Brasil por
isolados autoférteis é recente. Em 2017, Casa-Coila e colaboradores, relataram a
existéncia de isolados autoférteis de P. infestans no Brasil, no Estado do Parana. Ja a
reproducdo sexuada do patégeno numa mesma localidade, pelo pareamento de isolados
pertencentes aos dois grupos de compatibilidade, ainda ndo foi registrada no Brasil.

Reis (2001) concluiu que a reproducdo sexuada ndo ocorria nas populacdes de P.
infestans amostradas no Brasil, levantando como hipdteses: (i) a especificidade do
hospedeiro de duas linhagens clonais, como € o caso no Equador (OYARZUN et al.,
1998), caracteristica que faz com que a chance de ambos os tipos de acasalamento
ocorrerem na mesma planta ser rara; (ii) se Al e A2 estdo presentes e se acasalam o0s
00sporos ndo sdo viaveis, como observado por Mosa e colaboradores (1989) no Japao;
(iii) se os odsporos sdo produzidos e germinados, a progénie ¢ menos adaptada do que
as cepas parentais, podendo ndo sobreviver, conforme observado em 2000 por Mayton e
colaboradores.

Suassuna e colaboradores (2004) e Trentin (2006) também afirmaram que nao

existia reproducdo sexuada de P. infestans no Brasil.
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Em 2014, Casa-Coila mostrou a coexisténcia dos dois grupos de compatibilidade
Al e A2 de P. infestans, no Rio Grande do Sul, o que possibilitaria a ocorréncia de
reproducdo sexuada, mas ndo foi possivel afirmar a existéncia de reproducdo sexual do

patdgeno.

5.3. Identificacéo do grupo de compatibilidade

As 144 coletas resultaram em 153 isolados (Tabela5). Nas coletas realizadas em
Divinolandia-SP (n°11), Campo do Tenente-PR (n°12) e Serra do Salitre-MG (n° 35),
que apresentaram 00sporos nos érgdos sintomaticos coletados, foram realizados mais de
um isolamento.

Nos estudos de pareamento in vitro, foram avaliados 146 isolados, sendo um
isolado de planta voluntéria e os demais de batata, uma vez que os patdgenos presentes
em tomate ndo foram isolados em meio de cultura (seis isolados, ou seja, 3,92%). Dos
isolados estudados, 130 foram identificados como pertencentes ao grupo de
compatibilidade Al (84,97%), quatro ao grupo A2 (2,61%) e 13 foram classificados
como autofeérteis (8,50%), pois apresentaram producdo de o6sporo sem a necessidade de
pareamento com outro grupo de compatibilidade (Tabela 6).

Nos testes moleculares, foram analisados os 153 isolados. Destes, 142
apresentaram amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 1250pb, quando
amplificados com os iniciadores especificos S1-F e S1-R, indicando que estes
pertencem ao grupo de compatibilidade A1, incluindo os isolados autoférteis. Quatro
isolados apresentaram amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 347pb,
qguando amplificados com os iniciadores especificos PHYB-1 e PHYB-2, indicando
pertencerem ao grupo de compatibilidade A2. Sete isolados ndo apresentaram
amplificacdo para nenhum dos iniciadores dos grupos de compatibilidade (Tabela 6).
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Tabela 5. Identificacdo, procedéncia e identificacdo do grupo de compatibilidade dos isolados de Phytophthora infestans coletados no presente

estudo
Coleta | | | | | Grupo de Compatibilidade
(més/ano) Cidade / Estado Latitude Longitude Altitude Cultura/Variedade Pareamento “in Molecular
vitro”
001 mar/15 Mogi das Cruzes — SP 21°59'23” S 46° 30' 28" W 1.305m Batata / Agata Al Al
002 mar/15 Mogi das Cruzes — SP 21°59'23" S 46° 30' 28" W 1.305m Batata / Agata Al Al
003 mar/15 Divinolandia — SP 21°45'15,3" S 46° 37'50,5" W 1.337m Batata / Agata Al Al
004 mar/15 Divinolandia — SP 21°45'15,3" S 46° 37'50,5" W 1.337m Batata / Agata Al Al
005 mar/15 Divinolandia — SP 21°45'15,3" S 46° 37'50,5" W 1.337m Batata / Agata Al Al
006 mar/15 Pilar do Sul — SP 23°47'57,60"S  47°35'29,38" W 881 m Batata / Agata Al Al
007 mar/15 Pilar do Sul — SP 23°47'57,60"S  47°35'29,38" W 881 m Batata / Agata Al Al
008 mar/15 Pilar do Sul — SP 23°47'57,60"S  47°35'29,38" W 881 m Batata / Agata Al Al
009 abr/15 Divinolandia — SP 21°45'14,65"S  46° 37" 50,06"W  1354,5m Batata / Agata Al Al
010 abr/15 Divinolandia — SP 21°45'14,65"S  46° 37" 50,06"W  1354,5m Batata / Agata Al Al
011A  abr/15 Divinolandia — SP 21°45'14,65"S  46° 37" 50,06"W  1354,5m Batata / Agata AF Al
011B  abr/15 Divinolandia — SP 21°45'14,65"S  46° 37" 50,06"W  1354,5m Batata / Agata AF Al
012A  abr/15 Campo do Tenente — PR 25°57'25" S 49° 36' 16" W 840 m Batata / Atlantic AF Al
012B abr/15 Campo do Tenente — PR 25°57'25" S 49° 36' 16" W 840 m Batata / Atlantic AF Al
012C abr/15 Campo do Tenente — PR 25°57'25" S 49° 36' 16" W 840 m Batata / Atlantic AF Al
012D  abr/15 Campo do Tenente — PR 25°57'25" S 49° 36' 16" W 840 m Batata / Atlantic AF Al
012E abr/15 Campo do Tenente — PR 25°57'25" S 49° 36' 16" W 840 m Batata / Atlantic AF Al
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013
014
015
016
017
018
019
020
021
022
023
024
025
026
027
028

029

030

031
032

abr/15
abr/15
abr/15
abr/15
abr/15
abr/15
abr/15
abr/15
abr/15
abr/15
mai/15
mai/15
mai/15
mai/15
mai/15
mai/15

jun/15

jun/15

jun/15
jun/15

S&o Roque da Fartura - SP
Sao Roque da Fartura - SP
Sao Roque da Fartura - SP
Sdo Roque da Fartura - SP
Sdo Roque da Fartura - SP
Itararé (UPD) — SP
Itararé (UPD) — SP
Itararé (UPD) — SP
Itararé (UPD) — SP
Itararé (UPD) — SP
Santa Juliana — MG
Santa Juliana — MG
Santa Juliana — MG
Santa Juliana — MG
Santa Juliana — MG
Mogi Mirim — SP

Passo Fundo — RS

Passo Fundo — RS

Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS

21°50'3,45" S
21°50'3,45" S
21°50'3,45" S
21°50'3,45" S
21°50'3,45" S
24°6'32.17" S
24°6'32.17" S
24°6'32.17" S
24°6'32.17" S
24°6'32.17" S
19°21'2,74" S
19°21'2,74" S
19°21'2,74" S
19°21'2,74" S
19°21'2,74” S
22°25'23,36” S

28°15'44.14" S

28°15'44.14" S

28°15'44.14" S
28°15'44.14" S

46° 44'4.24" W
46° 44'4.24" W
46° 44'4.24" W
46° 44'4.24" W
46° 44'4.24" W
49°20'8.47" W
49°20'8.47" W
49° 20'8.47" W
49° 20'8.47" W
49° 20'8.47" W
47°21' 25,67"' W
47°21'25,67"' W
47°21' 25,67"' W
47°21'25,67"' W
47°21' 25,67"' W

46° 57'29,701" W

52°24'37.01" W

52°24'37.01" W

52°24'37.01" W
52°24'37.01" W

1.303 m
1.303 m
1.303 m
1.303 m
1.303 m
764 m
764 m
764 m
764 m
764 m
1.072m
1.072m
1.072m
1.072m
1.072m
642 m

679 m

679 m

679 m
679 m

Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Asterix
Batata / Markies
Batata / Markies
Batata / Markies
Batata / Markies
Batata / Markies

Tomate / -

Batata / Mistura de

Cultivares

Batata / Mistura de

Cultivares
Batata / Macaca

Batata / Macaca

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
NA

Al

Al

Al
Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
A2

Al

Al

Al
Al
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033
034
035A
035B
035C
035D
035E
036
037
038
039

040

041

042
043
044
045
046
047
048

jun/15
jun/15
jul/is
jul/is
jul/is
jul/is
jul/is
jul/is
jul/is
jul/is
jul/is

jul/15

jul/15

jul/is
ago/15
ago/15
ago/15
jul/as
out/15
out/15

Passo Fundo — RS
Ibiraiaras — RS
Serra do Salitre — MG
Serra do Salitre — MG
Serra do Salitre — MG
Serra do Salitre — MG
Serra do Salitre — MG
Itararé (UPD) — SP
Itararé (UPD) — SP
Itararé (UPD) — SP
Vargem Grande do Sul - SP

Vargem Grande do Sul — SP

Vargem Grande do Sul — SP

Vargem Grande do Sul - SP
Itobi — SP
Itobi — SP
Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul - SP
Lavras — MG
Lavras — MG

28°15'44.14" S
28°22'17.28" S
18° 56'31,93" S
18° 56'31,93" S
18° 56'31,93" S
18° 56'31,93" S
18° 56'31,93" S
24°6'32.17" S
24°6'32.17" S
24°6'32.17" S
21°49'31,4" S

21°51°27,8”S

21°51°27,8”S

21°51'27,8" S
21°43'24,8" S
21°43'24,8" S
21°50'14,5" S
21°49'31,4" S
21°14'54,43"S
21°14'54,43"S

52°24'37.01" W
51°38'2.039" W
46° 36' 21,93" W
46° 36' 21,93" W
46° 36' 21,93" W
46° 36' 21,93" W
46° 36' 21,93" W
49° 20'8.47" W
49° 20'8.47" W
49° 20'8.47" W
46° 57'49,3" W

47°0 45,17 W

47° 0’ 45,1” W

47°0'451" W
46°59'41,3" W
46°59'41,3" W
47°0'46,2" W
46° 57'49,3" W
45°0'5.01" W
45°0'5.01" W

679 m
769 m
889 m
889 m
889 m
889 m
889 m
764 m
764 m
764 m
690,5 m

701 m

701 m

701 m
654,5m
654,5m

714 m
690,5m

928 m

928 m

Batata / Macaca
Planta voluntéria
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / Atlantic

Batata / 5 variedades

diferentes

Batata / 5 variedades

diferentes
Batata / lona
Batata / -
Batata / -
Batata / Taurus
Batata / Atlantic
Batata / -
Batata / -

Al
Al
AF
AF
AF
AF
AF
Al
Al
Al
Al

Al

Al

Al
A2
A2
Al
Al
Al
Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

Al

Al

NIM
A2
A2
Al
Al
Al
Al
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049
050
051
052
053
054
055
056
057
058
059
060
061
062
063
064
065
066
067
068
069
070

out/15
nov/15
nov/15
nov/15
nov/15
nov/15
dez/15
dez/15
dez/15
dez/15
dez/15
jan/16
jan/16
jan/16
jan/16
jan/16
jan/16
mar/16
mar/16
mar/16
mar/16
mar/16

Tatui — SP
Guarapuava — PR
Boa Vista— RR
Lapa — PR
Lapa — PR
Cordeiropolis — SP
Divinolandia — SP
Divinolandia — SP
Divinolandia — SP
Divinolandia — SP
Divinolandia — SP
Lapa—PR
Ponta Grossa — PR
Ponta Grossa — PR
Tapira— MG
Tapira— MG

S&o Roque da Fartura - SP

Pilar do Sul — SP
Pilar do Sul — SP
Pilar do Sul — SP
Pilar do Sul — SP
Pilar do Sul — SP

23°20'57.19" S
25° 23'26.60" S
2°49'24.63" N
25°43'58.71" S
25°43'58.71" S
22°28'4,7" S
21°38'17,25" S
21°38'17,25" S
21°38'17,25" S
21°41° 20,78” S
21°41° 20,78” S
25°43'58.70" S
25°4'13.25" S
25°4'13.25" S
19°55'03,8" S
19°58'05,9" S
21°50'46" S
23°47° 57,59” S
23°47° 57,59” S
23°47° 57,59” S
23° 47'57,59" S
23° 47'57,59" S

47°50'47.67" W
51° 27'46.11" W
60° 40" 33" W
49° 43'51.874" W
49° 43'51.874" W
47° 24'29,7" W
46° 43' 54,45” W
46° 43'54,45” W
46° 43'54,45” W
46° 38’ 34,41” W
46° 38’ 34,41” W
49° 43'51.87" W
50°17'47.61" W
50°17'47.61" W
46° 42'01,2" W
46° 37'34,5" W
46° 44' 11" W
47° 352 29,38" W
47° 35 29,38" W
47°35°29,38" W
47° 35'29,38" W
47° 35'29,38" W

614 m
1.103m
82 m
926 m
926 m
720,5m
1.242 m
1.242 m
1.242 m
1.360 m
1.360 m
926 m
938 m
938 m

1.313,5m
1.231,5m

1.367 m
881 m
881 m
881 m
881 m
881 m

Batata / -
Batata / Agata
Tomate / -
Batata / -
Batata / -
Tomate / -
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata

Al
Al
NA
Al
Al
NA
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
NIM
Al
Al
Al
Al
Al
Al
NIM
NIM
Al
Al
Al
Al
Al
Al
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071
072
073
074
075
076
077
078
079
080
081
082
083
084
085
086
087
088
089
090
091
092

mar/16
mar/16
mar/16
jul/16
jul/16
jul/16
jul/16
jul/16
mar/15
nov/15
nov/15
out/15
out/15
out/15
mai/16
mai/16
mai/16
mai/16
out/15
mai/16
mai/16
jan/15

Pilar do Sul — SP
Pilar do Sul — SP
Pilar do Sul — SP
Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul — SP
Mogi Mirim — SP
Cordeiropolis — SP
Boa Vista— RR
Divinolandia — SP
Pilar do Sul — SP
Pilar do Sul — SP
Séo Miguel Arcanjo — SP
Séo Miguel Arcanjo — SP
Sdo Paulo — SP
Sdo Paulo — SP
Lavras — MG
Campestre — MG
Campestre — MG

Ponta Grossa — PR

23° 47'57,59" S
23° 47'57,59" S
23° 47'57,59" S
21°45'51" S
21°45'41" S
21°45'42" S
21°45'42" S
21°41'40" S
22°25'23,36” S
22°28'4,7" S
2°49'24.63" N
23°47'57,59" S
21°45° 14,65” S
21°45° 14,65 S
23°52'43.27" S
23°52'43.27" S

21°14'54,43"S
21°42'36.50" S
21°42'36.50" S
25°4'13.25" S

47° 35'29,38" W
47° 35'29,38" W
47° 35'29,38" W
46° 58' 34" W
46° 58' 29" W
46° 58' 29" W
46° 58' 29" W
46° 59' 28" W
46° 57' 29,70" W
47°24'29,7" W
60° 40' 33" W
47° 35'29,38" W
46° 377 50,06 W
46° 377 50,06 W
23°52'43.27" S
23°52'43.27" S

45°0'5.01" W
46° 14'56.35" W
46° 14'56.35" W
50°17'47.61" W

881 m
881 m
881 m
658,5 m
660,5 m
659,5m
659,5m
671,5m
642 m
720,5m
82 m
881 m
1.354,5m
1.354,5m
661 m
661 m

928 m
650 m
650 m
938 m

Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / FL 1867
Batata / FL 1867
Batata / Orchestra
Tomate / -
Tomate / -
Tomate / -
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata/BRS-Bel
Batata/BRS-Bel
Batata / -

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
NA
NA
NA
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
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093
094
095
096
097
098
099
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

out/15
out/15
out/15
out/15
mai/16
mai/16
mai/16
mai/16
jul/16
jul/16
jul/16
set/16
set/16
set/16
set/16
set/16
set/16
dez/16
dez/16
dez/16
dez/16
jan/17

Ponta Grossa — PR
Ponta Grossa — PR
Lapa - PR
Lapa — PR
Ibiraiaras — RS
Ibiraiaras — RS
Ibiraiaras — RS
Lagoa Vermelha — RS

Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul - SP

Ponta Grossa — PR
Ponta Grossa — PR
Ponta Grossa — PR
Ponta Grossa — PR
Ponta Grossa — PR
Ponta Grossa — PR
Parana — PR
Bom Jesus — RS
Bom Jesus — RS
Bom Jesus — RS
Lapa—PR

25°4'13.25" S
25°4'13.25" S
25°38°39” S
25°38°39” S
28°22'17.28" S
28°22'17.28" S
28°22'17.28" S
28°12'34.41" S
21°55'38" S
21°46'03" S
21°51'28" S
25°09'23.92" S
25°09'23.92" S
25°09'23.92" S
25°09'23.92" S
25°09° 23.92” S
25°09° 23.92” S
25°15'7.52" S
28°42'44,4" S
28°42'56,0" S
28°43'09,8" S
25°38'35" S

50°17' 47.61" W
50°17'47.61" W
49°49° 59” W
49°49° 59”7 W
51°31'47.33" W
51°31'47.33" W
51°31'47.33" W
51°31'47.33" W
47°07' 32" W
46° 58' 41" W
46° 59' 58" W
50° 08'38.92" W
50° 08'38.92" W
50° 08'38.92" W
50° 08'38.92" W
50° 08’ 38.92” W
50° 08’ 38.92” W
52°1'17.55" W
50°18'32,1" W
50°18'05,6" W
50°18'13,9" W
49° 49'53,98" W

938 m
938 m
905,0 m
905,0 m
796 m
796 m
796 m
792 m
644,0 m
645,5m
719,0 m
830,0m
830,0m
830,0m
830,0m
830,0m
830,0 m
765 m
1.098 m
1.132m
1.109 m
926 m

Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / -
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Atlantic
Batata / FL 1867
Batata / FL 1867
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / Agata
Batata / -
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic

Batata / Manitou

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
A2
A2
Al
Al
Al
Al
Al

Al
NIM
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
NIM
NIM
Al
Al
Al
Al
Al
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115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136

jan/17
fev/17
fev/17
abr/17
abr/17
abr/17
abr/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17
jun/17

Lapa — PR
Lapa - PR
Lapa - PR
Agua-Doce — PR
Lagoa Seca— PR
Lagoa Seca— PR
Castrolanda — PR
Tapira— MG
Tapira— MG
Bom Repouso — MG
Itapetininga — SP
Santa Juliana — MG
Santa Juliana — MG
Santa Juliana — MG
Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul - SP
Vargem Grande do Sul - SP
Taquarituba — SP
Taquarituba — SP
Itapetininga — SP
Itapetininga — SP
Itapetininga — SP

25°38'35" S
25°38'35" S
25°38'35" S
26°34'40" S
25°30'51" S
25°30'52" S
24° 49'25" S
19° 58' 05,9"
19° 58' 05,9"
22°28'3.28" S
23°31'47,58" S
19°21'2,74" S
19°20'30,45" S
19°17'33,99" S
21°47'11,03" S
21°47'11,05" S
21°45'45,57" S
23° 43'58,68" S
23° 43'58,68" S
23°31'47,58" S
23°31'47,58" S
23°31'58,75" S

49° 49'53,98" W
49° 49'53,98" W
49° 49'53,98" W
51°48'28" W
51°52' 25" W
51°52' 25" W
49°53'22" W
46° 37'34,5" W
46° 37'34,5" W
46°9'0.587" W
48° 4'53,85" W
47°21'25,67"' W
47°22'4,6" W
47° 25'56,35" W
46° 58'9,75" W
46° 58' 9,83" W
46° 58'22,81" W
49° 7' 24,16" W
49° 7' 24,16" W
48° 4'53,85" W
48° 4'53,85" W
48°5'11,37"' W

926 m
926 m
926 m
1.234m
946 m
943 m
1.017m
1.231,5m
1.2315m
1.388 m
723 m
1.072m
1.064 m
1.028 m
705 m
705m
667 m
669 m
669 m
723 m
723 m
711 m

Batata / Romeo
Batata / Manitou
Batata / Atlantic
Batata / Agata
Batata / -
Batata / -
Batata / Agata
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / Agata
Batata / Atlantic
Batata / Asterix
Batata / Asterix
Batata / Asterix
Batata / FL 1867
Batata / FL 1867
Batata / FL 1867
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic
Batata / Atlantic

Batata / Romeo

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
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137
138
139
140
141
142
143
144

CRI-2

PRT

151

jun/17
jun/17
jun/17
jul/17
jul/17
ago/17
ago/17
mai/15
Isolado
padrdo Al
Isolado
padrdo Al
Isolado
padrdo A2

Itapetininga — SP
Itapetininga — SP
Sorocaba — SP
Leme — SP
Pouso Alegre — MG
Itobi — SP
Casa Branca — SP
Mogi Mirim — SP

Cristal / RS

Santa Maria do Herval / RS

23°31'19,95" S
23°31'19,95" S
23°31'23,23" S
22°11'21.29" S
22°14'52.93" S
21°42'12,8" S
21°44'19,44" S
22°25'23,36” S

48°9'22,7" W

48°9'22,7" W

48°9'23,19" W
47°23'52.14" W
45° 56' 31.24" W
46°59'20,81" W
47°9'36,66" W
46° 57' 29,70" W

751m
751m
764 m
616 m
816 m
711m
675m
642 m

Batata / Infinity
Batata / Atlantic
Batata / Agata
Batata / -
Batata / -
Batata / Markies
Batata / Markies

Tomate / -

Batata / -

Tomate / -

Batata / -

Al
Al
Al
Al
Al
AF
Al
NA

A2

Al

Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
A2

NIM

Al

Al

Al= Grupo de compatibilidade Al; A2 = Grupo de compatibilidade A2; AF = Isolado autofértil; NA = ndo avaliado; NIM — ndo identificado
molecularmente.
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Em Mogi Mirim-SP e em Ponta Grossa- PR 0s dois grupos de compatibilidade

foram observadas em uma mesma localidade

Tabela 6. Numero de isolados de Phytophthora infestans pertencentes a cada Grupo de
Compatibilidade quando avaliados pelo método de pareamento “in vitro” e pelos
meétodos moleculares.

Pareamento “in vitro” Moleculares
Grupo de
o N° de Al ou A2/ N° total de N° de Al ou A2/ N° total de
Compatibilidade ) )
isolados (%) isolados (%)
Al 129 / 146 (88,36%) 142 | 146 (97,26%)
A2 04 /146 (2,74 %) 04 / 146 (2,74%)
Autofeértil 13 /146 (8,90%) -

Segundo Suassuna e colaboradores (2001), a alta especificidade por hospedeiro
fazia com que isolados Al fossem associados ao tomateiro, enquanto isolados A2 a
batata. Porém, o cenario observado no presente estudo mostrou que, isolados de P.
infestans do grupo de compatibilidade Al predominam em batata. Entretanto, ndo se
sabe qual grupo de compatibilidade predomina atualmente em tomate no Brasil, pois
foram avaliadas poucas amostras desta cultura.

Em 2006, Reis, Ribeiro e Mizubuti identificaram 78 isolados de P. infestans
oriundos de tomate, proveniente do Distrito Federal e Goias, como pertencentes ao
grupo de compatibilidade Al e 45 isolados de batata como pertencentes ao grupo de
compatibilidade A2. Casa-Coila (2014) identificou ambos os grupos de compatibilidade
em plantacdes de batata na regido Sul do Brasil, com 20 isolados pertencentes ao grupo
de compatibilidade Al, 54 isolados ao grupo de compatibilidade A2 e 27 isolados
caracterizados como autoférteis. Portanto, a sequéncia de estudos mostra uma réapida
desalojamento das linhagens do grupo A2, entdo predominantes em batata, pelas
linhagens do grupo Al.

Alguns isolados brasileiros foram submetidos a amplificacdo com os iniciadores
W16-1 e W16-2, e apresentaram um fragmento de aproximadamente 600 pb. As
sequéncias destes fragmentos foram analisadas e em seus eletroferogramas foi
observado polimorfismo para os isolados Al, que sdo heterozigotos para esta regido do
genoma, 0 mesmo estando ausente nos isolados A2, que sdo homozigotos (Figuras 11.a
e 11.b).
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As diferencas entre os grupos de compatibilidade Al e A2 utilizando os
iniciadores moleculares W16-1 e W16-2, foram evidenciadas também por Mazakova e
colaboradores (2010) que ao digerirem o fragmento amplificado com os iniciadores
moleculares, aproximadamente 557 pb de seus isolados, com a enzima de restricdo Hae
Il (BsuRl) (reconhece a sequéncia GGCC), detectaram que os produtos derivados de
isolados pertencentes ao grupo de compatibilidade Al apresentaram trés fragmentos
com tamanhos de aproximadamente 557, 457 e 100 pb e os pertencentes ao grupo de

compatibilidade A2 apresentaram dois fragmentos de 457 e 100 pb.

AGG W BAAG AMA LG
AAAG BRA G

GRARAAD'G A GA

Phytophthora infestans mating type Al
1 GARARA G A G A

Phytophthora infestans mating type A2
primer PINF W16-1
primer PINF W16-2

Figura 11.a. Sequéncias de fragmentos de DNA de isolados de Phytophthora infestans
pertencentes ao grupo de compatibilidade Al e A2, amplificados com iniciadores W16-
1eW16-2.

40 30 60 70 80
¢ T T CT CAA G CT GCACAG GG TG 66T COGCAAGCAG GG AG G AAQG AT G G A

e ‘A‘ “ o \

=
& e

Figura 11.b. Polimorfismo encontrado em eletroferograma de um isolado pertencente
ao grupo de compatibilidade Al. A seta indica a sobreposicdo de picos das bases C e T.

Ao correlacionar os resultados do pareamento in vitro com os obtidos por
amplificacdo por PCR utilizando os iniciadores S1, PHYB e W16 podemos concluir
que os marcadores moleculares foram uma ferramenta Util para a determinacdo do grupo
de compatibilidade, mesmo quando o patégeno néo foi isolado da planta hospedeira.

Mazakova e colaboradores (2010) ao estudarem a populacédo de P. infestans na
Republica Checa quanto aos grupos de compatibilidade, ndo detectaram diferencas
entre os resultados quando comparados os testes de pareamento in vitro e de
amplificacdo por PCR utilizando os iniciadores W16-1 e W16-2, e digestdo com a
enzima de restricdo Hae 111 (BsuRlI). Por outro lado, Beketova e colaboradores (2014),
ao determinarem o grupo de compatibilidade de isolados da Russia utilizando a
mesma metodologia observaram uma diferenga de 10% entre os resultados dos testes

in vitro e molecular. Em 2015, na india, Chowdappa e colaboradores observaram que
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todos os 157 isolados testados eram do tipo de acasalamento A2 e os resultados de
ambos os testes foram consistentes.

Wang, Han e Guo (2016) ao compararem os resultados obtidos no teste de
pareamento in vitro com os de amplificacdo por PCR utilizando os iniciadores S1, LB e
W16, relataram que os iniciadores moleculares estudados ndo foram eficazes na
identificacdo do grupo de compatibilidade. O melhor resultado apresentado foi com os
iniciadores especificos S1-F e S1-R (ZHANG et al., 2006) com a eficiéncia de 81,53%,
seguido pelos iniciadores LB-1F e LB-1R descritos por Judelson (1996) com 73,84% e
os iniciadores W16-F e W16-R (JUDELSON; SPIELMAN; SHATTOCK, 1995) com
67,69%.

Na Pol6nia em 2018, Brylinska e colaboradores com o objetivo de validar os
iniciadores moleculares W16, S1 e PHYB para a identificacio do grupo de
compatibilidade de P. infestans, obtiveram 10% (15 isolados) de discrepancia nos
resultados na determinacdo do tipo de acasalamento dos isolados quando comparados
os resultados entre os iniciadores.

Vale ressaltar que os iniciadores moleculares descritos por Kim e Lee (2002)
assim como os descritos por Judelson, Spielman e Shattock, 1995, para a identificacdo
de grupo de compatibilidade de isolados de P. infestans ainda ndo tinham sido
utilizados no Brasil e que nenhum dos métodos moleculares pode identificar isolados

autoférteis.

5.4. Caracterizacdo molecular por microssatélite (SSR)

Para a caracterizagdo molecular via SSR foram utilizados 12 pares de
marcadores microssatélites que apresentaram perfis polimdrficos (Figura 12) para os
155 isolados de Phytophthora infestans utilizados neste estudo (153 coletados neste

estudo e 2 padrdes).
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Figura 12. Perfil de um isolado de Phytophthora infestans obtido com os 12 pares de
marcadores microssatélites.

Foram detectados no total, 42 alelos (Tabela 7), nos 12 I6cus analisados. O
I6cus PiG11 foi o que mais apresentou alelos, com seis, e 0s l6cus SSR2 e SSR6 foram

0S que apresentaram menos alelos, com dois alelos cada.

Tabela 7. Numero de alelos existentes mundialmente para Phytophthora infestans
e numero de alelos detectado por I6cus nos isolados presente estudo
N° de alelos existentes /

Locus Alelos detectados
N° de alelos detectados
D13 28 /04 136 /140/142/ 166
Pi04 05/ 04 160/ 166 / 168 / 170
Pi4B 08/03 213/219/ 297
Pi63 03/03 270/2731279
Pi70 03/03 189/192 /195
PIG11 28/ 06 150/ 152 / 154 / 200 / 204 / 206
PiNfSSR? 03/02 173/ 177
PinfSSR3 06/ 04 264 /266 / 268 / 270
PinfSSR4 08/05 285/287/289/291 /293
PINfSSR6 04 /02 242 | 244
PiNfSSRS 03/03 260 / 264 / 266
PinfSSR11 03/03 330/340/ 356

As frequéncias dos alelos encontrados nos 155 isolados estudados variaram de
100 a 0,65% (Tabela 8). No locus D13 foram encontrados quatro alelos apresentando
frequéncias distintas: o alelo 136 teve frequéncia de 99,35% nos isolados analisados, o
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alelo 140 teve 3,25%, 0 142 teve 1,30% e 0 166 teve 0,65%. Em 95,45% dos isolados o
I6cus foi homozigoto com o alelo 136.

No l6cus Pi04 foram encontrados também quatro alelos: os alelos 160, 166 e 170
com frequéncia de 99,35% e o alelo 168 com 1,30%.

No locus Pi4B foram encontrados trés alelos: os alelos 213 e 297 tiveram a
frequéncia de 0,65% e o alelo 219 apresentou frequéncia de 99,35%. O lécus foi
homozigoto para dois alelos, 0 219 em 99,35% dos isolados e 297 em 0,65%.

No locus Pi63 encontramos trés alelos: os alelos 270 e 273 tiveram a frequéncia
de 98,70% e o alelo 279 apresentou frequéncia um pouco menor, de 98,70%. Em 1,30%
dos isolados o lécus foi homozigoto com o alelo 270.

No l6cus Pi70 foram encontrados novamente trés alelos, 189, 192 e 195 com as
frequéncias de 0,65%, 100% e 99,35% respectivamente.

No locus G11, foi encontrado o maior numero de alelos, seis: os alelos 150 e 200
tiveram frequéncias de 0,65%, o alelo 204 de 11,04%, o 206 apresentou frequéncia de
88,31%, 154 teve 99,35% e 0 152 100%.

No lécus SSR2 foram encontrados apenas dois alelos: o alelo 173 teve
frequéncia de 100% nos isolados analisados e o alelo 177 que teve 1,30%. Neste locus,
98,70% dos isolados foram homozigotos para o alelo 173.

No l6cus SSR3 foram encontrados quatro alelos com frequéncias distintas: o
alelo 264 com 0,65%, 0 266 com 1,30%, 0 268 com 98,05% e 0 270 com 99,35%.

No l6cus SSR4 encontramos cinco alelos: os alelos 285 e 287 com a frequéncia
de 0,65%, o alelo 289 com 88,31% de frequéncia, 0 291 com 99,35% e 0 293 com
100%.

O l6cus SSR6 apresentou dois alelos, um com 100% de frequéncia, 242 e o
outro com 99,35%. Em 0,65% dos isolados o lécus apresentou-se homozigoto para o
alelo 242.

Nos dois ultimos locus analisados, SSR8 e SSR11, foram encontrados trés
alelos. No primeiro, os trés alelos, 260, 264 e 266 apresentaram a mesma frequéncia de
99,35%, sendo que em 0,65% dos isolados o l6cus foi homozigoto com o alelo 266. Ja
no lécus SSR11 os alelos 340 e 356 tiveram a frequéncia de 100% nos isolados
analisados e o alelo 330 teve 6,49%.

Segundo Rupp (2008) sdo chamados de locus homozigoto aqueles que
apresentam o mesmo numero de repeticdes em ambos 0s cromossomos homologos.

Lécus heterozigoto apresentam um numero diferente de repeticGes para cada alelo.
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Entretanto, no mesmo l6cus a populacdo ao todo contém geralmente diversos alelos,
cada um com um namero diferente de repeti¢Ges. Isso significa que os marcadores de

microssatélites (SSR) sdo Uteis para discriminar individuos diferentes.

Tabela 8. Frequéncia dos alelos no estudo molecular por SSR nos isolados de
Phytophthora infestans do presente estudo

Locus Alelos N° de Isolados Frequéncia (%)
136 154 99,35%
140 5 3,22%
D13
142 2 1,29%
166 1 0,64%
160 154 99,35%
) 166 154 99,35%
Pi04
168 2 1,29%
170 154 99,35%
213 1 0,64%
Pi4B 219 154 99,35%
297 1 0,64%
270 155 100%
Pi63 273 153 98,70%
279 153 98,70%
189 1 0,64%
Pi70 192 155 100%
195 154 99,35%
150 1 0,64%
152 155 100%
154 154 99,35%
Gl1
200 1 0,64%
204 17 10,96%
206 136 87,74%
173 155 100%
SSR2
177 2 1,29%
264 1 0,64%
SSR3
266 2 1,29%
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268 152 98,06%
270 154 99,35%
285 1 0,64%
287 1 0,64%
SSR4 289 136 87,74%
291 154 99,35%
293 155 100%
SSR6 242 155 100%
244 154 99,35%
260 154 99,35%
SSR8 264 154 99,35%
266 154 99,35%
330 10 6,45%
SSR11 340 155 100%
356 155 100%

Analisando os 155 perfis polimérficos obtidos dos isolados de P.

estudo, foram encontradas 16 variacdes (Tabela 9).

infestans neste
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Tabela 9. Variacbes encontradas entre os perfis polimorficos obtidos com os marcadores microssatélites (SSR) dos isolados Phytophthora infestans do presente

estudo
Pi63 Pi70 G11 SSR3 SSR6 SSR11

Al | AL | AL | AL | AL [ AL | AL | AL | AL Al | AL | Al Al | AL | Al Al | AL | AL
0 |[160 219| 0 [270]273|279(192|195| 0 |152|154[206|173|173| 0 [268|270| 0 |289 291|293 |242|244| 0 |260|264 266|340 |356| 0
02 |136|136| 0 |160 219| 0 [270|273|279]192|195| 0 |152 (154|204 |173|173| 0 |268|270| 0 |289|291 |293|242 |244| 0 |260 |264 | 266 340|356 | 0
03 |[136|136| 0 |160 219| 0 [270]273|279(192|195| 0 |152|154 206|173 |173| 0 [268|270| 0 |289 |291|293|242|244| 0 |260 |264|266 330 |340 | 356
04 |136|136| 0 |160 219| 0 [270|273|279(192|195| 0 |152|154[206|173|173| 0 [268|270| O |289 |291|293|242|244| 0 |260|264 266|340 |356| O
05 [136|136| 0 |160 219| 0 [270|273|279(192|195| 0 |152|154 (206|173 |173| 0 [270|270| 0 |291[293| 0 |242|244| 0 |260|264 266|340 |356| O
06 [136|136| 0 |160 219| 0 [273]279| 0 [192]195| 0 |152|154[206|173|173| 0 [268|270| 0 |289 291|293 |242|244| 0 |260|264 266|340 |356| 0
07 |136|136| 0 |160 219| 0 [270|273|279(192|195| 0 |152|154[206|173|173| 0 [268|270| 0 |291[293| 0 |242|244| 0 |260|264 266|340 |356| O
08 |[136|136| 0 |160 219| 0 [270]273|279(192|195| 0 |152|154|204|173|173| 0 [268|270| 0 |289 |291 |293| 242|244 | 0 |260|264|266|330 |340 | 356
09 |136|140( 0 |160 219| 0 [270|273|279(192|195| 0 |152|154[206|173|173| 0 [268|270| 0 |289 |291 |293|242|244| 0 |260 |264 |266|330 |340 | 356
10 |[136]136| 0 |160 297| 0 [270]270| 0 [192]195| 0 |152|154[204|173|173| 0 [266|270| 0 |289 |291 |293|242|244| 0 |260|264|266|330 |340 | 356
11 136|142 0 |160 219| 0 [270]273|279[189|192| 0 | 150|152 (200|173 |177| 0 |264|266|268|285 |287 293|242 |244| 0 |266|266| 0 |340|356| 0
12 |136[136| 0 |160 219| 0 [270|273|279(192|195| 0 |152|154 206|173 |173| 0 [268|270| 0 |291[293| 0 |242|242| 0 |260|264 266|340 |356| O
13 [136]140| 0 |160 219| 0 [270]273|279(192|195| 0 |152|154[206|173|173| 0 [268|270| 0 |289 |291|293|242 |244| 0 |260|264 266|340 |356| 0
14 |136[136| 0 |166 219| 0 [270|273|279(192|195| 0 |152|154 206|173 |173| 0 [268|270| 0 |291[293| 0 |242|244| 0 |260|264 266|340 |356| O
15 [142 0 |[160 219| 0 [270]270| 0 [192]195| 0 |152|154 (206|173 |173| 0 [268|270| 0 |291|293| 0 |242|244| 0 [260|264| 0 |330 (340|356
16 136& 0 |160 219| 0 [270|273|279(192|195| 0 |152|154 206|173 |177| 0 [268|270| 0 |291|293| 0 |242|244| 0 |260|264|266 330 |340 | 356
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Dentre as 16 variacOes encontradas, a variacdo 04 foi a mais abundante neste
estudo. Dos 155 isolados analisados, 111 (71,6%) foram identificados como pertencente
a essa variacdo. A variacdo 02 foi a segunda variagdo mais abundante neste estudo, com
14 representantes (9,0%), seguida da variacdo 07, com 11 representantes (7,1%). As
demais variacdes apresentaram trés (variacdo 03) representantes, dois (variacdes 05, 08
e 09) e um (variagbes 01, 06, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16), sendo estas as menos
abundantes neste estudo.

Estas variagdes foram comparadas aos perfis polimorficos de isolados de P.
infestans do banco de dados da EuroBlight e da Tizon Latino, redes internacionais que
estudam P. infestans. As variagdes 02, 03, 04, 06, 07, 08, 09, 12, 13 e 14 foram
identificadas como pertencentes a linhagem EU_2 Al (ou simplesmente 2_Al), e a
variacdo 11 pertencente a linhagem US-1.

A linhagem EU_2 A1 ¢é uma linhagem originaria na Europa (NJOROGE et al.,
2019) e a linhagem US-1 foi descrita pela primeira vez por Goodwin, Cohen e Fry em
1994 nos Estados Unidos e Canada.

Segundo Saville, Martin e Ristaino (2016), a linhagem US-1 foi disseminada
mundialmente em meados do século 20. Legard, Lee e Fry (1995) detectaram a
linhagem US-1 de P. infestans em tomate e em batata nos Estados Unidos.

As variagfes encontradas neste estudo também foram comparadas aos perfis
polimorficos descritos por Li (2012), onde foram encontrados 2 isolados com alta
similaridade polimérfica com variacdes encontradas neste estudo (Tabela 10). As
variagfes 02, 03, 04, 06, 07, 08, 09, 12, 13 e 14 deste estudo apresentaram alta
similaridade com o perfil polimoérfico do isolado VK98014 descrito por Li (2012), a
similaridade destas variacdes oscilaram entre 86,11% e 80,55%. O isolado VK98014 é
de origem Holandesa (1998), foi isolado de Solanum tuberosum e pertence a linhagem
clonal 2_A1 (LI, 2012).

A variacdo 11 apresentou aproximadamente 66,67% de similaridade com o perfil
polimorfico do isolado VK1 4 descrito por Li (2012). Este isolado € de origem
Holandesa (1958), foi isolado de Solanum tuberosum, classificado como pertencente ao
grupo de compatibilidade Al e pertencente a linhagem US-1 (Li, 2012).

Reis e colaboradores (2003) relataram a existéncia das linhagens clonais US-1 e
BR-1 no Brasil, sendo cada linhagem altamente especifica a seu hospedeiro: os isolados
US-1 estdo associados com tomate, enquanto os isolados BR-1 foram encontrados em

batata. Estes resultados foram confirmados por Suassuna e colaboradores (2004).
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Os isolados da linhagem BR-1, foram sempre associados a batata, enquanto os
da linhagem US-1 foram mais comumente associados ao tomate (GOODWIN; COHEN;
FRY, 1994).

Lucca e colaboradores (2018) identificaram as linhagens 2_Al e US-1 em uma
analise preliminar de isolados de P. infestans do presente estudo. No mesmo ano, Lucca
e Restrepo (2018), relataram que os isolados de P. infestans analisados do Chile e da
Argentina pertenciam a linhagem 2_AL1 e os isolados analisados do Brasil pertenciam as
linhagens 2_Al e US-1.

Acufa e colaboradores (2016) relataram que no Chile, entre 2003 e 2005, a
linhagem de P. infestans predominante era a US-1, e de 2006 a 2016 a linhagem 2_A1l
passou a ser o predominante no pais.

No Peru, Gamboa e colaboradores (2018) relataram a existéncia de quatro
linhagens EC-1 e US-1 em batata e PE-3 e PE-7 em variedades nativas ou espécies
silvestres. A linhagem EC-1 foi predominante no estudo.

Vargas e colaboradores (2009) relataram as linhagens EC-1 e US-7 na
Colémbia, entretanto Gilchrist Ramelli e colaboradores (2009) relataram a presenca das

linhagens EC-1 e US-1 em Antioquia, Colémbia.
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Tabela 10. Comparacgéo dos perfis polimorficos das variagdes 04 e 11 deste trabalho, com os perfis polimérficos encontrados por Li (2012).

Pio4 Pi63 Pi70 G11 SSR11
Variagéo
Al. | Al | Al Al. Al. Al. | Al [ Al. | AL | AL | AL | AL Al | Al . Al. | Al . Al | Al | AL
Valg;géo 136 | 136 | O | 160 | 166 219|219 | 0 | 270 | 273 | 279 [ 192 (195 | O | 152 | 154|204 | 173|173 | O | 268 | 270 | O | 289 | 291 | 293 | 242 | 244 | 0 | 260 | 264 | 266 | 340 [ 356 | O
Var(;g(;éo 136 | 136 | O | 160 | 166 219|219 | 0 | 270 | 273 | 279 [ 192 (195 | O | 152|154 | 206 | 173 | 173 | O | 268 [ 270 | O | 289 | 291 | 293 | 242 | 244 | 0 | 260 | 264 | 266 | 330 | 340 | 356
Var(;igéo 136 | 136 | 0 | 160 | 166 219 (219 | 0 | 270 | 273 | 279 | 192|195 | O [ 152|154 | 206 | 173 [ 173 | O | 268 270 | O | 289 | 291 (293 | 242 | 244 | O | 260 | 264 | 266 | 340 [ 356 | O
Valgfégéo 136 | 136 | O | 160 | 166 219 (219 | 0 | 273 | 279 0 192 (195 | O | 152 | 154|206 | 173 | 173 | O | 268 [ 270 | O | 289 | 291 | 293 | 242 | 244 | 0 | 260 | 264 | 266 | 340 | 356 | O
Var(;e;t;éo 136 | 136 | 0 | 160 | 166 219|219 | 0 | 270 | 273 | 279 | 192|195 | O [152 | 154 | 206 | 173 [ 173 | O | 268 (270 | O | 291 | 293 | O |242|244 | O | 260 | 264 | 266 | 340 [ 356 | O
Var(;ggéo 136 | 136 | 0 | 160 | 166 219 (219 | 0 | 270 | 273 | 279 [ 192 | 195 | O [ 152|154 | 204 | 173 (173 | O | 268 270 | O | 289 | 291 [ 293 | 242 | 244 | O | 260 | 264 | 266 | 330 | 340 | 356
Vag;géo 136 | 140 | 0 | 160 | 166 219 (219 | 0 | 270 | 273 | 279 [ 192|195 | O [ 152|154 | 206 [ 173 (173 | O | 268 270 | O | 289 | 291 [ 293 | 242 | 244 | O | 260 | 264 | 266 | 330 | 340 | 356
Varliazlgéo 136 | 136 | 0 | 160 | 166 219 (219 | 0 | 270 | 273 | 279 | 192|195 | O [152 | 154 | 206 | 173 [ 173 | O | 268 (270 | O | 291 | 293 | O |242|242| O |260 | 264 | 266 | 340 [ 356 | O
Varliggéo 136 | 140 | O | 160 | 166 219 (219 | 0 | 270 | 273 | 279 | 192|195 | O [152 | 154 | 206 | 173 [ 173 | O | 268 (270 | O | 289 | 291 (293 | 242 | 244 | O | 260 | 264 | 266 | 340 [ 356 | O
Varliigéo 136 | 136 | 0 | 166 0 [219|219| O | 270 | 273 | 279 [ 192 (195 | O | 152 | 154 [ 206 | 173|173 | O [268 | 270 | O | 291 [293 | O | 242|244 | O | 260 | 264 [ 266 | 340 | 356 | O
VK98014 | 136 | 136 | 0 | 166 0 |217 | 217 | O | *148 | *151 | *157 | 192 (195 | O | 154 | 156 [ 206 | 173 | 173 | O | 258 | 268 | O | 288 [ 290 | 292 | 242 | 244 | O | 260 | 264 | 266 | 341 | 356 | O
Varlizigéo 136 | 142 | 0 | 160 | 168 213 (219 | 0 | 270 | 273 | 279 | 189|192 | O [ 150 | 152 | 200 | 173 [ 177 | O | 264 | 266 | 268 293|242 (244 | 0 | 266 (266 | O |340 |35 | O
VK1_4 | 140|140 | O | 166 0 213|217 | O | *148 | *151 | *157 | 189 (192 | O | 152 | 156 [ 200 | 173 | 177 | O | 266 | 266 | O | 288 (290 | O | 244 | 244 | O | 266 | 266 | O [341|356| O

*No estudo de Li (2012) o locus Pi63 estd com a nomenclatura 148/151/157 que segundo a Lista de alelos e tamanhos de produtos dos 12 marcadores (SSR)

cedidos pela Eurobligth (Anexos 1 e 2) correspondem atualmente aos alelos 270/273/279.
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Na Franga, em 2001, a linhagem predominante era a 2_Al com 60% de
frequéncia, em 2006 a mesma linhagem permaneceu como predominante, porém sua
frequéncia foi mais baixa (40%). J& nos anos de 2007 e 2008 a linhagem 13 A2 (Blue
13) foi a predominante com 80% de frequéncia (MARIETTE et al., 2014).

Em levantamento feito por Alor-Romero (2015) na Espanha, a linhagem mais
frequente foi a 2_A1 (42,30%), seguida pelas linhagens 3_A2, 13_A2y, Misc Al e Misc
A2.

Rekad e colaboradores (2017) realizaram a caracterizacdo da populacdo de P.
infestans no noroeste da Argélia entre 2008-2014 por analise genotipica (SSR) e o
resultado mostrou baixa diversidade. A linhagem predominante foi a 13_A2 (67%),
sequida pela linhagem 2_Al e 23_Al com 21 e 5% respectivamente.

No Quénia e Uganda todos os isolados coletados por Vega-Sanchez e
colaboradores (2000) pertenciam a linhagem US-1. Posteriormente, Were e
colaboradores (2013) detectaram no Quénia as linhagens 2_A1 e US-1 em frequéncia de
52,27 e 47,73% respectivamente. Recentemente, no leste da Africa (Quénia, Uganda,
Tanzénia, Burundi e Ruanda), Njoroge e colaboradores (2019) constataram a
predominancia das linhagens 2_Al em batata e US-1 em tomate (exceto no Quénia,
onde a linhagem 2_A1 predominou em tomate também). Os isolados da linhagem 2_A1l
foram significativamente mais agressivos que os isolados da linhagem US-1 em ambas
cultivares de batata avaliadas (cultivar Sarpo Mira e cultivar Kachpot-1). Os isolados da
linhagem 2_A1 foram significativamente mais agressivos na batata do que no tomate.
Nota-se que, de maneira similar ao que o presente estudo revela ter acontecido em
batata no Brasil, no leste da Africa a linhagem 2_A1 suplantou rapidamente a linhagem
anteriormente predominante (BR-1 no Brasil e US-1 na Africa).

Saville e colaboradores (2016) utilizaram 0s mesmos marcadores microssatélites
para o estudo molecular de isolados de P. infestans pelo mundo. Dentre os 183 isolados
analisados, foram incluidos quatro da linhagem BR-1 provenientes do Brasil, isolados
em 1998 e cedidos pelo Dr. Eduardo Mizubuti (Tabela 11). Ao compararmos os perfis
polimérficos dos isolados da linhagem BR-1 com as varia¢fes encontradas no presente
trabalho, podemos observar que os isolados atuais pertencem a linhagens marcadamente
distintas da anteriormente presente no Brasil.

Arvore de distancia genética construida com os dados dos microssatélites dos
isolados do presente estudo com os de outras linhagens mundiais, mostra que as

linhagens brasileiras atuais formam um ramo junto a linhagem 2_Al (Figura 13).
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Observa-se também que a linhagem BR-1 se aproxima da linhagem AR4 da Argentina.

A variacdo 11 se assemelha a linhagem US-1, conforme ja discutido anteriormente.
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Figura 13. Arvore de distancia genética construida pelo método de Neighbor Joining
com os dados de microssatélites dos isolados de Phytophthora infestans do presente

estudo e de outras linhagens mundiais.

O gréfico de rede de extensdo minima (minimum spanning network) confirma o

agrupamento das varia¢@es do presente estudo com a linhagem 2_A1 (Figura 14).
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Figura 14. Grafico da rede de extensdo minima (minimum spanning network)
construido com os dados de microssatélites de isolados de Phytophthora infestans do
presente estudo e de outras linhagens mundiais.

85




Tabela 11. Perfis polimorficos dos isolados brasileiros estudados por Saville e colaboradores (2016), pertencentes a linhagem BR-1.

so- | Gens Pi63 Pi70 G11
lado | -tipo AL | AL [ AL | AL | AL [ AL | AL AL

B219 | BRL | 140 [ 140 | 0 [160 | 160 | 0 [205|213 243|279 | 279 | 0 |192|192| 0 |160|162| 0 |173|173| 0 | 266|268 | 0 | 285|293 | 0 |244 [244| o |260|266| 0 [330|340| O
B217 | BRL | 140 | 140 | 0 |170 | 170 | 0 |205|213 | 243|270 | 279 | o0 [192 1292 | o |164 164 | 0 |173|173| 0 | 266|268 | 0 | 285|297 | 0 | 244|244 | 0 |260|266| 0 |330|340| 0
B189 | BRL [136 (136 | 0 [170 | 170 | 0 [205|213 243|270 | 279 | 0 |192 192 | 0 |162|164| 0 |173|173| 0 | 266|268 | 0 |285[293| 0 |244 [244| 0 |260|266| O [330|340| O
B193 | BRL | 140 | 140 | 0 |170 | 170 | 0 |205|213 | 243|270 | 279 | o0 [192 192 | 0 |162 164 | 0 |173[173| 0 | 266|268 | 0 | 285|293 | 0 | 244|244 | 0 |260|266| 0 |330|340| 0

Tabela 12. Comparacao dos perfis polimérficos dos isolados autoférteis encontrados neste estudo, com os perfis polimorficos dos isolados autoférteis encontrados
por Casa-Coila e colaboradores (2017).

Variaca | Isolad Pi63 Pi70 c11
o 0 Al [ AL [ AL | AL | AL | AL | AL | Al Al Al Al
02 011A | 136|136 | 0 [160|166| 170|219 [219| 0 | 270|273 (279|192 |195| 0 |152 | 154 | 204 | 173|173 | 0 [ 268 | 270 | 0 |289 | 291|293 (242 | 244 | 0 | 260 | 264 [ 266 | 340 | 356 | 0
02 011B [ 136|136 | 0 | 160|166 | 170|219 (219 | 0 | 270|273 | 279|192 [195| 0 | 152|154 | 204 [173 [173| 0 | 268 | 270 | 0 |289 |291 [293 | 242|244 | 0 |260 | 264 | 266 | 340 | 356 | ©
02 012A | 136|136 | 0 [160|166| 170|219 (219 | 0 | 270|273 (279192 |195| 0 |152 | 154 | 204 | 173|173 | 0 [ 268 | 270 | 0 |289 | 291|293 (242 | 244 | 0 | 260 | 264 [ 266 | 340 | 356 | 0
04 012B [ 136|136 | 0 | 160|166 | 170|219 (219 | 0 | 270|273 | 279|192 [195| 0 | 152|154 | 206 [173 [173| 0 | 268 | 270 | 0 |289 |291 [ 293 | 242 | 244 | 0 |[260 | 264 | 266 | 340 | 356 | ©
07 012C | 136|136 | 0 [160|166| 170|219 (219 | 0 | 270|273 (279192 |195| 0 |152 |154 | 206|173 |173| 0 [ 268 | 270 | 0 [291 (293 | 0 [242|244| 0 | 260|264 | 266 | 340 | 356 | 0O
04 012D | 136|136 | 0 [160|166| 170|219 [219| 0 | 270|273 (279192 |195| 0 |152 | 154 | 206|173 | 173 | 0 [ 268 | 270 | 0 |289 | 291|293 (242 | 244 | 0 | 260 | 264 [ 266 | 340 | 356 | 0
04 012E [ 136|136 | 0 | 160|166 | 170|219 (219 | 0 | 270|273 | 279|192 [195| 0 | 152|154 | 206 [173 [173| 0 | 268 | 270 | 0 |289 |291 [293 | 242 | 244 | 0 |[260 | 264 | 266 | 340 | 356 | ©
13 035A | 136|140 | 0 [160|166| 170|219 (219 | 0 | 270|273 (279192 |195| 0 |152 |154 | 206|173 | 173 | 0 [ 268 | 270 | 0 |289 | 291|293 (242 | 244 | 0 | 260 | 264 [ 266 | 340 | 356 | 0
02 035B [ 136|136 | 0 | 160|166 | 170|219 (219 | 0 | 270|273 | 279|192 [195| 0 | 152|154 | 204 [173 [173| 0 | 268 | 270 | 0 |289 |291 [ 293 | 242 | 244 | 0 |[260 | 264 | 266 | 340 | 356 | ©
04 035C | 136|136 | 0 [160|166| 170|219 (219 | 0 | 270|273 (279192 |195| 0 |152 | 154 | 206 | 173|173 | 0 [ 268 | 270 | 0 |289 | 291|293 (242 | 244 | 0 | 260 | 264 [ 266 | 340 | 356 | 0
04 035D | 136|136| 0 |160 | 166 170|219 |219| 0 |270 | 273|279 192 |195| 0 | 152|154 [ 206 | 173|173 | 0 | 268 | 270 | 0 [289 | 291|293 | 242|244 | 0 | 260|264 | 266 | 340 | 356 | 0O
04 035E [ 136|136 | 0 | 160|166 | 170|219 (219 | 0 | 270|273 | 279|192 [195| 0 | 152|154 | 206 [173 [173| 0 | 268 | 270 | 0 |289 |291 [ 293 | 242 | 244 | 0 |[260 | 264 | 266 | 340 | 356 | ©
04 142 [ 136|136 | 0 | 160|166 | 170 (219 [ 219 | 0 | 270|273 | 279 (192 [195| O | 152|154 | 206 | 173|173 | 0 | 268 | 270 | 0 [289 | 291|293 | 242|244 | 0 | 260 | 264|266 | 340 | 356 | 0O

Ca?zit(g);?lg(e(lzso_17) . &y ° - S T A L e 0 R IR B 14{6/ 12%%/ S AR R R AR B A e e 230 233 S

“*Alelos encontrados no l6cus Pi33 que néo foi utilizado neste estudo.
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Em 2017 Casa-Coila e colaboradores realizaram o primeiro relato de isolados
autoférteis de P. infestans no Brasil. Foram encontrados trés isolados no Estado do
Parana (Ponta Grossa, Contenda e Castro) para os quais foi realizado o estudo
molecular por SSR utilizando nove pares de iniciadores (SSR), alguns iguais ao
utilizados neste estudo. Os perfis polimorficos dos isolados foram obtidos com os
marcadores microssatélites: G11, Pi02, Pi89, Pi04, Pi70, Pi56 ., Pi63 o), Pi33 e D13.
Ao compararmos os isolados autoférteis relatados por Casa-Coila e colaboradores
(2017), com os isolados obtidos neste estudo, observamos tratar de perfis distintos
(Tabela 12).

5.5. Teste de sensibilidade in vitro de isolados de Phytophthora infestans aos
fungicidas ciazofamida, clorotalonil, dimetomorfe e propamocarbe
Os 17 isolados de P. infestans utilizados, representativos de 6 variacdes

genotipicas, apresentaram sensibilidade variavel aos principios ativos analisados

(ciazofamida, clorotalonil, dimetomorfe e propamocarbe).
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Tabela 13. Médias das absorbancias obtidas nas diferentes concentra¢fes de ciazofamida para isolados de Phytophthora infestans e ECs, obtido por isolado.

Concentralgéo Isolados de Phytophthora infestans
[ngmL7] 151 PRT CRI-2 006 012C 023 035B 042 051 061 064 077 093 109 117 136 140
0 0,1173a 0,1244a 0,7757 a 0,7609 a 0,6393a 0,1088a 0,2757a 0,149l a 0,6275a 0,5663a 0,7097 a 0,3742a 0,6919a 0,7943a 0,7578a 0,1103a 0,2804 a

0,01 0,0458b 0,1033b  0,6745b 0,6457ab  0,3749b 0,0600b 01341b 0,1079b 0,3309b 03853a 0,6314ab 01567b 0,6175b 0,6485b 0,6785a  0,0704b 01422 b
0,03 0,0363c¢  00431c 06558bc  06141bc  0,3018b 00449bc  0,0834bc 0,0942bc 03317b 0,1037b 0,4282abc 0,1100bc 0,5806b 0,5409c  0,5498ab 0,0615bc  0,1016 bc

01 0,0339cd 0,0400c  0,6505bc  05902bcd 0,1275c¢ 0,0417bcd 0,0764 bc 0,0923bcd 0,1736c  0,0766b 0,3650abc 0,1058 bc 0,5006 ¢  0,2285d  0,3403 bc  0,0490 bcd  0,0875 bc

0,3 0,0285de 0,0320cd 0,6376bc 05779 bcd 0,0975¢ 0,0376cd  0,0717bc 0,0771bcd 0,1510c 0,0650b 0,2065bc  0,0880bc 0,0959d 0,1670de 0,2994 bc 0,0410cde 0,0779 bc

1 0,0237e  0,0265de 05927 bcd 05686 bcd 0,0783c 0,0298cd  0,0678 bc 0,0649cde 0,1497c 0,0568b 0,0912 ¢ 0,0768 bc 0,0943d 0,1608de 0,1114c  0,0366de  0,0702 bc

3 0,0155 f 0,0168e  0,5697cd  0,4863d 0,0638c 0,0238de  0,0584bc 0,0490de 0,0973c 0,0412b 0,0537c 0,0529¢  0,0608d 0,0925ef 0,0951c  0,0262 ef 0,0624 bc
10 0,0146 f 0,0014f  0,5088 d 0,4950cd  0,0379c 0,0052 e 0,0344c  0,0307e 0,0771c 0,0232b 0,0200c 0,0301c 00306d 0,0591f 0,0508c  0,0122f 0,0418 ¢
CV% 6,27 8,62 5,07 7,58 27,59 15,41 28,15 15,08 20,97 54,59 49,76 26,44 11,25 8,45 29,52 15,6 28,13

ECso 0,000369  0,036492  1779,664 1260,723  0,009659  0,016987  0,000995  0,249111 0,012018 0,003042 0,101859  0,000752 0,163704 0,069486 0,136544  0,069766 0,00304

CV% = Coeficiente de variacdo em %; ECso = Concentracao do fungicida capaz de reduzir 50% do crescimento micelial do patégeno.

Tabela 14. Médias das absorbancias obtidas nas diferentes concentragdes de clorotalonil para isolados de Phytophthora infestans e ECs; obtido por isolado.

Concentragio Isolados de Phytophthora infestans
[ng mL7] 151 PRT CRI-2 006 012C 023 035B 042 051 061 064 077 093 109 117 136 140
0 0,1116a  0,1388a 0,5390a 0,5734a 0,1492 a 0,0969a 0,2017a 01414a 0,1246a 0,5350a  0,6007 a 0,2629 a 0,1440a  0,2843a 05559a 00585a  2,1889a
0,01 0,0320b  0,0921b 05297a 05471a 0,1094 ab 0,0466b 0,2487a 0,1047ab 0,1165a 0,2888b  0,3753b  0,1621 ab 0,1268b  0,2476a 0,1697b 00338b  1,2512b
0,03 0,0288b  0,0703bc 05172a 0,5886a  0,0801 bc 0,0339b  0,0596a 0,0630bc 0,1097a 0,1702bc 0,3150bc  0,1406 bc 0,1034c  0,2040b 0,0803c 0,0336b  1,0064c
01 0,0326b  0,0650c 05103a 0,6056a 0,0590bcd 0,0298bc 0,0587a 0,0435c 0,0819a 0,0798bc 02691cd  0,1215bc 0,0774d  0,1717bc 0,0687c 0,0319bc  0,8982 cd
0,3 0,0318b  0,0607cd 05088a 06062a 0,0549cd 0,0291bc 0,0557a 0,0225c¢c 0,0772a 0,0541c  0,2428d 0,0667 bcd 0,0676de 0,508 cd 0,0666c 0,0314bc 0,8568 cd
1 0,0121bc 0,0395de 04955a 0,6043a 0,0495cd 0,0094cd 0,0533a 0,00/0c 0,0704a 0,0357c 0,1648 0,0381 cd 0,0567e 0,1256de 0,0629c 0,0236cd 0,8190 de
3 0,0026 ¢ 0,0212ef 04855a 0,6355a  0,0310 cd 0,0064d 0,0450a 0,0078c 0,0570a 0,0349c  0,0719f 0,0324 cd 0,0412f 0,1074ef 0,0611c 0,0211d  0,6750 ef
10 0,0011c 0,0062f 0/4863a 0,6206a  0,0252d 0,0035d 0,0320a 0,0059c 00482a 00224c  0,0329f 0,0068 d 0,0306 f 0,0853f 0,0604c 00193d 06278 f
CV% 24,76 135 4,39 6,36 25,78 24,52 120,81 41,4 44,35 49,86 9,01 36,93 5,22 7,82 22,2 15,7 5,48
ECso 2,84x10°  0,043919 5,24x10% Resistente  0,05247 0,001633 0,037449 0,012593 4,690103 0,000418  0,032502 0,020731  0,399073  0,946099 1,4x10™ 0,168819  0,009281

CV% = Coeficiente de variacdo em %; ECs, = Concentragdo do fungicida capaz de reduzir 50% do crescimento micelial do patégeno.
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Tabela 15. Médias das absorbancias obtidas nas diferentes concentra¢fes de dimetomorfe para isolados de Phytophthora infestans e ECsy obtido por isolado.

Concentragéo Isolados de Phytophthora infestans
[ng mL™] 151 PRT CRI-2 006 012C 023 035B 042 051 061 064 077 093 109 117 136 140
0 0,0467 a 0,0497 a 0,7142a  0,7021a  0,1500 a 0,0994a 02285a 0,1861a 03358a 05433a 05310a 02919a 05264a 06416a 0,7226a 0,0911a 02127 a
0,01 0,0407 ab 0,0422ab 0,6964ab 0,6602ab 0,1327ab 00865ab 0,1746b 0,1589a 0,2563b 0,3892ab 01542b 0,2548ab 0.2383b 0,4827b 0489%0b 0,0847ab 01331b
0,03 0,0367ab  0,0379abc 0,6646 abc 0,6493ab 0,1186bc 0,0702abc 00866c¢c 0,1118b 0,2378bc 0,3702ab 0,1163c 0,1920abc 0,1270c 0,4044bc 0,3936 bc 0,0727 abc  0,0956 ¢
01 0,0339bc  0,0370abc 0,6490 abc 0,6153 abc 0,1076 bcd 0,0563 bcd 0,0681c 0,031 bc 0,1961bcd 0,2301ab 0,0768d 0,1454 bc 0,1173cd 0,3030cd 0,2713cd 0,0557 bcd  0,0786 cd
03 0,0310 bcd  0,0348 abc 0,6454 abc 0,6130abc 0,0932cde 0,0473cd 0,0598c 0,0853bc 0,1683 cde 0,2045ab 0,0696 de  0,1140c  0,1020de 0,2007 de 0,1669 de 0,0485cd 0,0641 cde
1 0,0283 bcd  0,0305bc  0,6154 abc 0’5?32 0,0779de 00444cd 0,0562c 0,0796 bc 0,1612de 0,0670ab 0,0651de 0,1045c  0,086lef 0,1556e 0,1118e 0,0418cd 0,0593 de
3 0,0211d 0,0261cd 05686 bc 055412cd 0,0716e 0,0379d 0,0527c 0,0717bc 0,1503de 0,0502ab 0,0633de 0,0862c  0,0765f 0,1328e 0,0843e  0,0353d  0,0551 de
10 0,0218 cd 0,0158 d 0,5399¢ 04932d 0,0668¢e 0,0379d 0,0437c 0,0586c 01144e 00351b 0,0555e 0,0718c  0,0723f 0,0898e 0,0763e 0,0286d  0,0403e
CV% 13,73 14,19 7,36 57 10,49 18,55 16,53 15,07 13,11 74,15 4,08 27,08 4,05 16,25 18,52 20,79 134
ECso 6,849307 7,894986 15953607  588376,5  7,08912 0,948592 0,011926 0,012593  1,208674  0,058881 1,27x10° 0,261414 1,16x10° 0,077496 0,020134 0,168819  0,009677

CV% = Coeficiente de variacdo em %; ECs, = Concentracdo do fungicida capaz de reduzir 50% do crescimento micelial do patégeno.

Tabela 16. Médias das absorbancias obtidas nas diferentes concentracdes de propamocarbe para isolados de Phytophthora infestans e ECs obtido por isolado.

Concentragdo Isolados de Phytophthora infestans
[ug mL™] 151 PRT CRI-2 006 012C 023 035B 042 051 061 064 077 093 109 117 136 140
0 0,0484 a 0,0536 a 0,6942 a 0,6254 a 0,1294 a 0,0738 a 0,3474 a 0,1596a  0,2009 a 0,6840a 0579 a 04191a 0,5820a 0,7334a 0,8792a 0,0758a 0,4378 a
0,01 0,0404ab 0,0441ab 0,6519ab 0,5962ab 0,1130b 0,0649 b 0,2796ab 0,1137b 0,1718ab 0,4232ab 0,4323b 0,2867b 0,3248b 0,5164b 0,7287ab 0,0680ab 0,3633 ab
0,03 0,0374 abc  0,0402 abc 0,6397 bc  0,5881 abc 0,0983c 0,0603bc  0,2578abc 0,1060b  0,1588abc 0,3852ab 0,3017c¢  0,2659 b 0,2977¢ 04006 c 0,6756b  0,0610 bc  0,2884 bc
0,1 0,0347 bed  0,0369bc  0,6267 bcd 0,5698 bc  0,0945cd  0,0561cd 0,2180bcd 0,0931bc 0,1422 bcd 0,2720ab 0,2615cd 0,2466bc  0,2025d 0,3190d 0,5719bc 0,0570cd  0,2636 cd
0,3 0,0324 bcd  0,0349 bcd 0,6154 bed 0,5667 bc  0,0874 cde 0,0532cde 0,1786cd  0,0923bc 0,1308 bcd 0,0869b  0,2207cd 0,2135bcd 0,1714e 0,2852de 0,4849c  0,0536 cde 0,2119 cde
1 0,0271 cde 0,0296 cd 05962 cde 0,5473bc  0,0833de 0,0498de 0,1364de 0,0910bc 0,1188bcd 0,0736b  0,1733de 0,2120 bcd 0,1390f 0,2271ef 0,4325cd 0,0514de 0,1813e
3 0,0248de 0,0271cd 0,5884de 05382cd 0,0763ef 0,0452¢ 0,0639ef 0,0750cd 0,1071cd 0,0608b 0,0981e 0,1524cd 0,0984g 0,1690f 0,4025cd 0,0475¢ 0,1151 f
10 0,0185¢ 0,0226 d 0,5662 e 0,4886 d 0,0672 f 0,0323 f 0,0380 f 0,0635d 0,0864 d 0,0556b 0,0615e 0,1473d 0,0652h 0,0842g 0,3034d 0,0338 f 0,0483 g
CV% 13,47 13,96 2,55 3,24 531 5,65 17,6 8,53 14,32 62,2 15,3 13,94 2,9 7,49 10,93 5,65 14,59
ECso 8,102545 9393238  7,66x10%  2,1x10% 107,1952  57,83516  0,315768 3,977605 0,004263 0,013058 0,058646  0,69023 0,008698 0,056091 2,222396 65,4758 0,301488

CV% = Coeficiente de variacdo em %; ECs, = Concentracdo do fungicida capaz de reduzir 50% do crescimento micelial do patégeno.
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No experimento com o principio ativo ciazofamida (Tabela 13), todos o0s
isolados apresentaram sensibilidade. Observamos que todos os isolados apresentaram
menor absorbancia na concentracio a 10 pug mL™, no entanto, a anélise estatistica
mostrou que alguns isolados apresentaram comportamentos similares ao apresentado na
concentragdo de 10 pg mL* quando em menores concentracoes.

A andlise estatistica mostrou que os isolados 035B, 061, 064, 077 e 140
apresentaram resultados similares ao da concentracio de 10 pg mL™, na concentracio
de 0,03 pg mL'l, os isolados 006, 012C, 051 e 117 na concentragao 0,1 pg mL? o
isolado 093 na concentragdo na concentra¢do 0,3 pg mL™?, os isolados CRI-2 e 042 na
concentragdo 1 pg mL™, os isolados 023, 109 ¢ 136 na concentragdo 3 pg mL™. J4 0
isolado PRT, mostrou menor absorgdo somente a 10 ug mL™ (Tabela 13).

Ao correlacionar o ECsy dos isolados para ciazofamida com as concentracfes
utilizadas no experimento (Tabela 13) observamos que seis isolados (151, 012C, 035B,
061, 077 ¢ 140) apresentaram o EC50 na concentra¢io de 0,01 ug mL™, dois isolados
(023 e 051) na concentragio 0,03 pg mL™, trés isolados (PRT, 109 e 136) na
concentragdo de 0,1 ug mL™ e quatro isolados (042, 064, 093 e 117) na concentrago de
0,3 pug mL?. Os ECs, dos isolados CRI-2 e 006 nio foram encontrados nas
concentragOes utilizadas no experimento.

No experimento com clorotalonil (Tabela 14), com excesséo dos isolados CRI-2
e 006, todos os demais isolados apresentaram sensibilidade ao fungicida. Os isolados
CRI-2, 006, 035B e 051 ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados
entre as concentracdo do principio ativo. No entanto, entre os isolados que apresentaram
sensibilidade, observamos que a analise estatistica mostrou que todos os isolados
apresentaram comportamentos similares ao de 10 pg mL™.quando em menores
concentragoes.

A andlise estatistica mostrou que os isolados 042 e 117 apresentaram resultados
similares ao da concentracdo de 10 pg mL™, na concentracdo de 0,03 pg mL™, o isolado
012C na concentragio 0,1 pg mL™, os isolados 061 e 077 na concentragio na
concentragdo 0,3 pg mL'l, os isolados 151, 023 e 136 na concentragdo 1 pg mL* e os
isolados PRT, 064, 093, 109 e 140 na concentragdo 3 ug mL? (Tabela 14).

Comparando o ECs obtido dos isolados, com as concentragdes utilizadas no
experimento com clorotalonil (Tabela 14), podemos observar que cinco isolados (151,
023, 061, 117 e 140) obtiveram 0 ECsy na concentragdo 0,01 pg mL?, dois isolados
(042 e 077) na concentragdo 0,03 pg mL™?, trés isolados (012C, 035B e 064) na
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concentragdo 0,1 pg mL™, um isolado (136) na concentra¢io 0,3 ug mL™?, trés isolados
(PRT, 093 ¢ 109) na concentragdo 1,0 ug mL™ e um isolado (051) na concentracdo 10,0
ng mL™. Novamente, os ECs dos isolados CRI-2 e 006 ndo foram encontrados nas
concentragdes utilizadas no experimento.

No experimento com o dimetomorfe (Tabela 15), com excessdo dos isolados
CRI-2 e 006, os demais também todos os isolados apresentaram sensibilidade.
Novamente, todos os isolados apresentaram menor absorbancia na concentracdo a 10 pg
mL™?, porém neste, a analise estatistica mostrou que todos isolados apresentaram
comportamentos similares a maior concentracdo quando em menores concentracoes.

O isolado 061 apresentou resultado similar ao da concentragio de 10 pg mL™, na
concentracdo de 0,01 pg mL™, os isolados CRI-2, 035B e 077 na concentragdo 0,03 pg
mL'l, os isolados 023, 042 e 136 na concentragdo na concentracao 0,1 ug mL*, os
isolados 151, 012C, 051, 064, 109, 117 e 140 na concentragao 0,3 pug mL?, os isolados
006 e 093 na concentracio 1 pg mL™ e o isolado PRT na concentra¢do 3 pug mL™
(Tabela 15).

Ao correlacionar o ECso com as concentracdes utilizadas no experimento com
dimetomorfe (Tabela 15), observamos que trés isolados (064, 093 e 140) tem o EC50 na
concentracdo de 0,01 pug mL™, um isolado (117) na concentragdo 0,03 pg mL™*, um
isolado (109) na concentracio de 0,1 pg mL™, quatro isolados (035B, 042, 077 e 136)
na concentracao de 0,3 pg mL™, dois isolados (023 e 061) na concentragio de 1 pg mL’
! um isolado (051) na concentragdo de 3,0 pg mL™ e trés isolados (151, PRT e 012C)
na concentragio de 10,0 ug mL™.

No experimento com propamocarbe, igual aos experimentos anteriores, todos 0s
isolados apresentaram sensibilidade (Tabela 16). Observamos que todos os isolados
apresentaram menor absor¢do na concentragdo a 10 pg mL?, no entanto, a analise
estatistica mostrou que alguns isolados apresentaram comportamentos similares ao de
10 pg mL™ quando em menores concentragoes.

A analise estatistica (Tabela 16) mostrou que o isolado 061 apresentou
comportamento similar ao da concentra¢do de 10 pg mL™, na concentrago de 0,01 ug
mL'l, o isolado 051 na concentracao 0,1 pg mL?, os isolados 151, CRI-2, 064 e 117 na
concentracdo na concentragdio 1 pg mL™?, os isolados 006, 012C, 035B e 042 na
concentracdo 3 pg mL™. Os demais isolados 023, 093, 109, 136 e 140, mostraram

menor absor¢do somente a 10 pg mL™.
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E no experimento com propamocarbe, comparando o ECsy obtido, com as
concentracdes utilizadas(Tabela 16), observamos que dois isolados (051 e 093)
obtiveram o ECsg na concentragio 0,01 pg mL™, um isolado (061) na concentragéo 0,03
ng mL?, dois (064 e 109) na concentracdo de 0,1 pg mL™, trés (035B, 077 e 140) na
concentracdo de 1 pg mL™, um isolado (117) na concentragdo de 3 pg mL™? e trés
isolados (151, PRT e 042) na concentragao de 10 ug mL™. Os ECs, dos isolados CRI-2,
006, 012C, 023 e 136 ndo foram encontrados nas concentragdes utilizadas no

experimento.

Tabela 17. Valores de EC50 (ug mL™) para os 17 isolados de Phytophthora infestans
para os fungicidas ciazofamida, clorotalonil, dimetomorfe e propamocarbe.

Isolado Ciazofamida Clorotalonil Dimetomorfe Propamocarbe
ECso(ugmL™)  ECso(ugmL™®)  ECs(ng mL™) ECso (ug mL™)
151 0,000369 2,84x107 6,849307 8,102545
PRT 0,036492 0,043919 7,894986 9,393238
CRI-2 1779,664 Resistente* Resistente* Resistente*
006 1260,723 Resistente* Resistente* Resistente*
012C 0,009659 0,05247 7,08912 107,1952
023 0,016987 0,001633 0,948592 57,83516
035B 0,000995 0,037449 0,011926 0,315768
042 0,249111 0,012593 0,012593 3,977605
051 0,012018 4,690103 1,208674 0,004263
061 0,003042 0,000418 0,058881 0,013058
064 0,101859 0,032502 1,27x10° 0,058646
077 0,000752 0,020731 0,261414 0,69023
093 0,163704 0,399073 1,16x10° 0,008698
109 0,069486 0,946099 0,077496 0,056091
117 0,136544 1,4x10™ 0,020134 2,222396
136 0,069766 0,168819 0,168819 65,4758
140 0,00304 0,009281 0,009677 0,301488

*Resistente = ECso> 10000 pg mL™

Ao analisarmos a Tabela 17, observamos os maiores e menores EC50 por
principio ativo. Para todos os principios ativos, os maiores valores de ECs, foram do

isolado CRI-2. Os menores valores de ECsy para ciazofamida e clorotalonil foram do
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isolado 151, para dimetomorfe foi do isolado 064 e para propamocarbe foi do isolado
051.

Ao compararmos os valores de ECsy dos isolados por principio ativo observamos
que oito isolados (PRT, CRI-2, 006, 012C, 035B, 077, 136 e 140) apresentaram menor
ECso com o tratamento com ciazofamida, cinco isolados (151, 023, 042, 061 e 117) com
clorotalonil, trés isolados (042, 064 e 093) com dimetomorfe e dois isolados (051 e 109)
com propamocarbe.

Os valores dey ECso maximo e minimo para cada principio ativo apresentaram
ampla variacdo entre os isolados avaliados .

Isolados pertencentes & mesma variagdo também apresentaram grande amplitude
na sensibilidade aos principios ativos, ndo sendo possivel associar fen6tipo ao gendétipo
(Tabelas 18 e 19). A insensibilidade para os diferentes principios ativos observada para
os isolados CRI-2 e 006 precisara ser confirmada pelo método de inibicdo de
crescimento em meio de cultura sélido pois é possivel que algum fator desconhecido
tenha afetado a absorbancia no ensaio em placa de microtitulagéo.

Os valores elevados de EC50 de propamocarbe obtidos para alguns isolados
pode ser um artefato da técnica de microtitulacdo. Este fungicida é eficaz na inibicdo da
germinacdo de esporos porém tem pouco efeito na inibicdo do crescimento micelial.
Caso 0s esporangios da suspensdo utilizada no experimento ja tenham iniciado a
germinacdo, ou se a suspensdo apresentar hifas do fungo, o fungicida néo é capaz de

impedir o crescimento micelial (HU et al., 2007).

Tabela 18. Valores de EC50 para os 17 isolados subdivididos por variacBes dos
genotipos, para ciazofamida, clorotalonil, dimetomorfe e propamocarbe.

L Ciazofamida  Clorotalonil Dimetomorfe Propamocarbe
Variacdo Isolado

CEso(ngmL™) CEso(ugmL™) CEso(ugmL™) CEsp(ng mL™?)

035B 0,000995 0,037449 0,011926 0,315768
061 0,003042 0,000418 0,058881 0,013058
CRI-2 1779,664 Resistente* Resistente* Resistente*
006 1260,723 Resistente* Resistente* Resistente*
077 0,000752 0,020731 0,261414 0,69023
04 093 0,163704 0,399073 1,16x10° 0,008698
109 0,069486 0,946099 0,077496 0,056091
117 0,136544 1,4x10™ 0,020134 2,222396
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136 0,069766 0,168819 0,168819 65,4758

140 0,00304 0,009281 0,009677 0,301488

012C 0,009659 0,05247 7,08912 107,1952

07 042 0,249111 0,012593 0,012593 3,977605
051 0,012018 4,690103 1,208674 0,004263

Tabela 19. Valores de EC50 méaximo e minimo entre as variacbes de Phytophthora
infestans para ciazofamida, clorotalonil, dimetomorfe e propamocarbe

Variagao Fungicida EC50 max EC50 min

02 Ciazofamida 0,003042 ug mL™ 0,000995 pug mL™
Clorotalonil 0,037449 pg mL™ 0,000418 pg mL™
Dimetomorfe 0,058881 ug mL™ 0,011926 pg mL™
Propamocarbe 0,315768 pg mL™ 0,013058 pg mL™

04 Ciazofamida 1779,664 pg mL™* 0,000752 pg mL™
Clorotalonil > 1000 pg mL™ 1,4x10™ pg mL™?
Dimetomorfe > 1000 pg mL™ 1,16x10”° pg mL™
Propamocarbe > 1000 pg mL™ 0,008698 pg mL™

07 Ciazofamida 0,249111 pg mL™ 0,009659 pug mL™
Clorotalonil 4,690103 pg mL™ 0,012593 ug mL™
Dimetomorfe 7,08912 pg mL™* 0,012593 ug mL™
Propamocarbe 107,1952 pg mL™* 0,004263 pg mL™

Kato e colaboradores (1997) em experimento utilizando isolados dos EUA de 4
linhagens clonais (US-1, US-6, US-7 e US-8) e o principio ativo clorotalonil, através da
metodologia de inibicdo do crescimento micelial, encontraram EC50 que variou entre
021 ¢ 1,47 pgmL™.

Mitani e colaboradores (2002) utilizando metodologia de inibicdo do
crescimento micelial em meio de cultura, encontraram para ciazofamida, EC50 minimo
de 0,006 e méximo de 0,03 mg/mL para isolados de P. infestans do Jap&o.

Oliveira (2010) realizou experimentos com seis principios ativos e 62 isolados
brasileiros de P. infestans. Para clorotalonil e propamocarbe com a metodologia de
inibicdo do crescimento micelial da colénia em meio de cultura (ICM), os valores de
EC50 variaram entre 0,20 e 8,16 pg mL™ com clorotalonil e de 0,1 e 34,10 pg mL™ com
propamocarbe. Para dimetomorfe a metodologia utilizada foi a de microtitulacdo

colorimétrica e 0 ECs variou entre 0,03 e 1,46 g mL™.
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Na Sérvia, Rekanovi¢ ¢ colaboradores (2011) determinaram o ECsy de 14
isolados de P. infestans para o principio ativo propamocarbe, encontrando valores que
variaram de 12,1 2 31,1 mg L.

Em 2014, Casa-Coila, utilizando a metodologia de inibicdo do crescimento
micelial da col6nia em meio de cultura (ICM), avaliou 131 isolados de P. infestans
quanto & sensibilidade a clorotalonil, encontrando ECs, minimo de 0,01 e maximo de
4,67 pg/mL.

Saville e colaboradores (2015) avaliaram a sensibilidade a ciazofamida para
isolados de sete linhagens clonais diferentes (US-8, US-11, US-20, US-21, US-22, US-
23 e US-24) e ndo encontraram nenhum isolado insensivel ao principio ativo.

De maneira geral, os valores do ECsy obtidos pelo método de microtitulacdo
colorimétrica sdo inferiores aos valores de ECsy obtidos pelo método de inibicdo do
crescimento micelial da col6nia em meio de cultura (ICM). Isso se deve ao fato de o
método de microtitulacdo utilizar meio de cultura liquido, por aumentar a superficie de
contato entre este e 0 esporangio do patdégeno, o que pode interferir na relacdo dose-
resposta entre oomiceto e a concentracdo do fungicida. Outro possivel motivo seria 0
fato dos esporos/esporangios ficarem submersos na solugdo com o principio ativo na
microtitulacdo, ao contrario do método de inibi¢do do crescimento micelial da coldnia
em meio de cultura (ICM), onde parte da colonia do fungo fica sobre o meio de cultura
(que neste método é solido) com fungicida (RAPOSO, et al., 2015; VALENCIO, 2017).
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6. CONCLUSOES
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O grupo de compatibilidade de Phytophthora infestans predominante nos
isolados brasileiros coletados neste trabalho foi o Al.

A reproducdo sexuada de isolados autoférteis de Phytophthora infestans foi
detectada no Estados de S&o Paulo, nas cidades de Divinolandia e Itobi; no Parana, em
Campo do Tenente; e em Minas Gerais, em Serra do Salitre/MG.

Foram detectados, no total, 42 alelos nos 12 I6cus de microssatélites estudados
nos 155 isolados de Phytophthora infestans deste estudo.

Foram encontradas 16 variacdes de perfis polimorficos, sendo a variacdo 4 a
mais abundante (71,6% dos isolados), seguida pelas variacbes 2 e 7 (9,0% e 7,1% dos
isolados, respectivamente).

Foram identificadas duas linhagens clonais de Phytophthora infestans entre os
isolados brasileiros do presente estudo, a linhagem 2_A1 e a linhagem US-1.

A linhagem 2_Alesta amplamente disseminada nas areas produtoras de batata
das regides Sul e Sudeste, tendo desalojado linhagens anteriormente dominantes como a
BR-1.

A maioria dos isolados apresentaram alta sensibilidade aos principios ativos

ciazofamida, clorotalonil, dimetomorfe e propamocarbe.
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Anexo 1. Lista de alelos e tamanhos de produtos dos 12 marcadores usados pelo para o
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Final names 9 1 283 5 7 9 1 3

29

29
3,6

29

29
4,9

29
5

29
57

29

29
70

29
7

29
7,6

29

29
8,8

29
9

29
97

30

30
13

30

30
18

30
39

30
57

30
7.9

30
98

31
2,0

31
4,0

123



SZR SCRIname  x 210 X 26 218 |20 X x x x X X old non-pigtail primers
E;;aeb"gh‘ 27 219 221 old non-pigtail primers
SCRIname 232 234 | 235 236 240 242 | 244 | 246 254 256 260 26z “ith Pigtail primers April 2010
SCRIsize 231, 234, 236, 239, 241, 243, 245 253, 255 257, 259, 262,  with Pigtail primers April 2010
(bp) 7 90 11 63 76 82 75 73 76 62 79 72 onwards
:;”mge'-' PRI 235 240 242 244 246 with Pigtail primers
;;ZQLI PRI 2315 21379 2:61 2;123 sz with Pigtail primers
finalnames 232 234 | 235 236 240 242 244 246 254 256 258 260 262

SR sCRiname 256 258 260 | 264 -

Eucablight 261 263 265 267
name
SCRIsize 255, 258, 259, 263, 265,
(op) 66 05 72 94 80
Ying Li PRI 258 260 264 266
name
Ying Li PRI 257, 259, 263, 265,
size 91 55 65 45
final names 256 258 260 264 266
SR ScRiname 328 | 331 -
Eucablight
Fueat 330 3 32 L
SCRIsize 328, 330, 340, 356, "
(op) 35 68 76 01 s
Ying Li PRI 330 340 356 d
name
Ying Li PRI 330, 339, 355
size 35 82 70
final names 328 330 340 356
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Anexo 2. Continuagédo da lista de alelos e tamanhos de produtos dos 12 marcadores
usados pelo para o estudo molecular por microssatélite (SSR)

this area alleles were originally named 2bp larger than should have

been
now corrected as the allele name and peak size match even with

the 2bp longer pt primer . " < xx. S
172 176 188 | 198 200 202 | 204 206 AV AVIRRVIUSRVA RV 220 222 232 246 266 X . " ) o
171, 175, 188, 196, 198, 200, 202, 204, 205, 207, 209, 213, 217, 219, 232, » LRI nd o o
71 22 48 31 27 21 43 07 82 92 93 62 45 45 24 o . »hde x
172 176 198 200 202 @ 204 206 | na 214 na PACEN 220 222 oo -
173, 176, 198, 200, 202, 204, 205, 207, 209, 213, 217, 219, 221, —vrosgoer o et ot e T
21 72 27 21 43 07 82 92 93 62 45 45 40 % g -
172 173 181 IS
171, 173, 180,
80 10 62
172 176 198 200 202 204 206 208 210 214 218 220 222 232 246 266

271 273 277 279 281 283 285 289 293
272, 274, 278, 280, 282, 284, 286, 289, 293

46 76 64 68 99 93 69 63 38 T T f——
280 284 289 297
279, 284, 289, 296,
76 39 27 65

271 273 277 279 281 283 285 289 293 297

156 158 @ 160 162 -E 168 170 172 174 176 184 188 190 206 208 - 212 214 216
156, 158, 160, 162, 164, 166, 168, 170, 172, 174, 176, 185, 188, 190, 206, 208, 210, 212, 214, 217,

43 64 59 37 41 57 36 4 46 4 58 11 8 80 65 69 78 71 73 00 e :
156 158 e X &
155, 157, b s w<h M
91 80 e h ve W i N4
156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 184 188 190 206 208 210 216
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