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RESUMO

REIS, Ailton, D.S. Universidade Federal de Vigcosa, junho de 2001.
Caracterizacdo das populacoes de Phytophthora infestans das regioes Sul
e Sudeste do Brasil Orientador: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.
Co-orientador: William Earl Fry. Conselheiros: Luiz Antonio Maffia e Sérgio
Herminio Brommonschenkel.

Os eventos de migragdo de Phytophthora infestans, agente etiologico da
requeima ou mela do tomateiro e da batateira, trouxeram implicagdes importantes
para o manejo da doenga em varios paises. Entretanto, pouco se sabe sobre a
atual estrutura da populagdo deste patogeno no Brasil. Assim, este trabalho teve
como objetivo a caracterizacao das populagdes de P. infestans das regides Sul e
Sudeste do Brasil, principais regides produtoras de batata e tomate. Isolados
foram coktados e caracterizados para os seguintes marcadores: grupo de
compatibilidade, aloenzimas Gpi e Pep, RFLP do DNA genomico (com a sonda
RGs7) e haplotipos mitocondriais. Uma parte dos isolados (258) foi submetida a
testes de sensibilidade ao fungicida metalaxyl (empregando-se trés métodos) e
outra parte a testes de viruléncia em discos de folha de diferenciadoras de ragas
de P. infestans em batata (genes R) e tomate (genes Ph). Todos os isolados de

tomate foram do grupo Al e a maioria (94%) apresentou gendtipos 86/100 e



92/100 para Gpi e Pep, respectivamente; ¢ 81% dos isolados apresentaram
fingerprinting e haplotipos mitocondriais tipicos da linhagem clonal antiga US-1.
Os isolados de batata, na sua maioria (87%), eram do grupo A2, apresentavam
genotipos 100/100 para Gpi e Pep, e fingerprinting ¢ haplotipos mitocondriais
tipicos de BR-1.  Foram encontrados isolados resistentes, intermediarios e
sensiveis ao fungicida metalaxyl, tanto na linhagem clonal US-1, quanto em
BR-1, em todos os estados das regides Sul e Sudeste do Brasil. Foi também
encontrada grande diversidade de patdtipos nas duas linhagens clonais e nas duas
regides amostradas. Muitos destes patdtipos apresentaram alta complexidade. Os
isolados da linhagem BR-1 parecem ser adaptados a batateira ¢ os da linhagem
US-1 ao tomateiro. Os resultados sugerem que ndo hd ocorréncia de reproducao
sexuada na populagdo de P. infestans amostrada, hd grande varia¢do quanto a

resisténcia ao fungicida metalaxyl e quanto a viruléncia dos isolados.



ABSTRACT

REIS, Ailton, D.S. Universidade Federal de Vigosa, July 200I.
Characterization of the populations of Phytophthora infestans from the
South and Southeast regions of Brazil. Advisor: Eduardo Seiti Gomide
Mizubuti. Co-advisor: William Earl Fry. Commitee members: Luiz Antonio
Maffia and Sérgio Herminio Brommonschenkel.

Several isolates of Phytophthora infestans from potato (Solanum tuberosum)
or tomato ycopersicon esculentum) were collected in the South and Southeast regions
of Brazil from 1998 to 2000. The isolates were analyzed for mating type, allozymes,
DNA fingerprinting (RGs7; probe), mitochondrial DNA haplotypes, and metalaxyl
sensitivity. Tomato isolates were all of Al mating type, mitochondrial haplotype Ib, and
US-1 genotype or some variant within this clonal lineage. Potato isolates were mostly
of A2 mating type, mitochondrial haplotype Ila, BR-1 genotype, a new lineage of
P. infestans. There were isolates resistant to metalaxyl in both clonal lineages. A sample
of 258 isolates was tested for metalaxyl resistance using different methodologies. In the
agar and in the leaf disc test the percentages of resistant (R), intermediately resistant (I),
and sensitive (S) isolates ranged from 24.3 to 35.0%, 35 to 36%, and 29 to 40.7%,
respectively. In a different leaf test, using the FRAC protocol most of the 96 isolates
were either R (44.8%) or I (51.0%) and only three were S (4.2%). There was no
correlation between host or mating type and metalaxyl resistance. Neither it was

possible to associate metalaxyl resistance and clonal lineages of P. infestans. Analyses
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of pathotype diversity and complexity were carried out on 87 isolates of P. infestans.
Potato clones carrying major genes (R1, R2, R3, R4, R5, R7, R8, R10, and R11) and
tomato varieties carrying the Phl and Ph2 genes were used. Fourty three pathotypes
were determined, the number of virulence factors varied from 3 to 11 and the most
complex pathotypes were found for isolates of the A2 mating type. Higher pathotype
diversity within populations was found in the Southeast and in the populations of the
year 2000. The less diverse populations had the the most complex pathotypes. High
diversity was observed among populations according to Roger’s index of diversity.
During a decade of the presence of both Al and A2 mating types, the population of
P. infestans in Brazil seems to be clonal and host specific. No recombinants were
detected. There are isolates resistant to metalaxyl and the population has high virulence

diversity.
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INTRODUCAO GERAL

A batata (Solanum tuberosum L.) e o tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) sdo as duas espécies olericolas mais importantes no Brasil. No ano de
2000, a cultura da batata ocupou uma area de 173.877 ha com uma producio de
2,8 milhoes de toneladas e a cultura do tomate uma area de 64.545 ha com
producdo de 3,3 milhdes de toneladas (IBGE, 2000). Tanto a batata quanto o
tomate estaqueado sdo cultivados principalmente nas regides Sul e Sudeste.
Estas duas culturas estdo sujeitas a diversos problemas de ordem fitossanitéria,
dentre as quais, destacam-se as doengas, principalmente as de origem fungica.

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary ¢ o agente etioldgico da
requeima ou mela do tomateiro e da batateira, principal doenga destas culturas
(Hooker, 1981; Jones et al, 1991). A requeima ¢ altamente destrutiva por
colonizar os oOrgdos acreos das plantas e disseminar rapidamente no campo
(Kurozawa & Pavan, 1997). Esta doenca foi relatada em tomate pela primeira
vez em 1847, dois anos apds a sua descricdo inicial sobre batata, conforme
sumarizado por Legard et al. (1995). Desde entdo, P. infestans tem sido
responsavel por epidemias severas nas duas culturas (Jones et al, 1991),
principalmente em condi¢coes de temperaturas amenas e de alta umidade relativa
(Bugiani, 1996; Kurozawa & Pavan, 1997). No Brasil, a ocorréncia da requeima
sobre a cultura da batata, em 1898, foi atribuida a uma introducdo de batata-
semente, proveniente da Europa (Niederhauser, 1991).

A reproducdo assexuada de P. infestans resulta na produgdo de
esporangios € zodsporos, € a sexuada, na producao de odsporos (Drenth ef al.,
1993). Como esta espécie ¢ heterotalica com dois grupos de compatibilidade (Al
e A2), a reproducdo sexuada ocorre somente quando individuos de ambos os
grupos de compatibilidade entram em contato. Os oosporos sdo capazes de
sobreviver no solo na auséncia de um hospedeiro vegetando (Drenth ef al., 1995;

Pittis & Shattock, 1994). Até o final dos anos setenta ou inicio dos oitenta,
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apenas no Planalto Central do México eram encontrados os dois grupos de
compatibilidade de P. infestans. No restante do mundo, a populagdao do patdogeno
era dominada por uma linhagem clonal, US-1, cujos isolados apresentavam o
grupo de compatibilidade A1 (Goodwin et al., 1994).

O conceito de linhagem clonal ¢ importante para o entendimento da
dindmica populacional de P. infestans. Uma linhagem clonal ¢ composta pelos
individuos que tiveram origem, por reproducdo assexuada, de um determinado
genotipo (Anderson & Kohn, 1995). A descricdo inicial de uma linhagem clonal
requer um grande nimero de marcadores genéticos. Em P. infestans os
marcadores genéticos usados para determinar linhagens clonais incluem grupo de
compatibilidade, aloenzimas, resisténcia ao metalaxyl e marcadores a base de
DNA (Fry & Goodwin, 1997).

Estudos de caracterizagdo de populacdes de P. infestans revelaram que as
migracoes desempenharam um papel importante no histdrico dos problemas
causados por esse patdgeno em tomate e batata. A primeira migragdo resultou na
grande fome da irlanda em 1845/46 e na distribuicdo de uma tnica linhagem do
patogeno (US-1) pelos diversos continentes. A segunda migragdo ocorreu mais
recentemente ¢ foi evidenciada com a deteccdo, na Suica, de isolados com o
grupo de compatibilidade A2 (Hohl & Iselin, 1984). As investigagdes que se
sucederam demonstraram a presenca de isolados do grupo A2 em tubérculos de
batata originarios do Egito (Shaw et al., 1985), na Escocia (Malcolmson, 1985),
Alemanha Ocidental (Schober & Rullich, 1985); Inglaterra e Pais de Gales
(Tantius et al., 1986). Esse grupo ja foi detectado na FEuropa, Africa, Asia,
Oriente Médio, América do Sul e América do Norte (Fry, et al., 1992; Goodwin,
1997). A presenca do grupo de compatibilidade A2 em locais onde ainda ndo
havia sido detectado foi o primeiro indicio de que estariam havendo mudangas
expressivas nas populagdes de P. infestans fora do México, com conseqiientes
mudangas na epidemiologia da doenga.  Esse fato despertou o interesse de
diversos pesquisadores para a dinamica populacional do patdgeno (Fry et al.,
1992; Goodwin, et al., 1994). Tem-se observado que a populagdo antiga,

pertencente ao grupo Al e presente antes de 1980, estd sendo desalojada por uma
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populacdo nova e mais adaptada, que consiste de isolados Al e A2 (Fry &
Goodwin, 1997a). A rapidez da substituicdo das linhagens antigas pelas novas
indica que os novos genétipos sdo mais adaptados do que os antigos (Chycosky
& Punja, 1996; Day & Shattock, 1997; Kato et al, 1997; Miller & Johnson,
2000).

No Brasil, apesar da ocorréncia freqiiente de P. infestans na maioria das
areas produtoras de tomate e batata, pouco se sabe sobre a dindmica populacional
do patdégeno. Brommonschenkel (1988) caracterizou isolados obtidos da regido
Sudeste e do Rio Grande do Sul, mas trabalhou com um pequeno nimero de
isolados € um limitado nimero de marcadores genéticos. Além disso, nao houve
continuidade no monitoramento da dindmica populacional do patdogeno, nas
condi¢des brasileiras. Pode-se supor que, em fungao de fatores como migracdo,
mutacdo, recombinacdo mitdtica e selecdo, a populagdo de P. infestans tenha
softrido mudangas significativas em sua estrutura.

E importante considerar que populagdes fungicas com altos niveis de
variagdo genética podem se adaptar mais rapidamente & condi¢Oes impostas para
o controle da doenca, tais como a fungicidas e, ou, a variedades resistentes. O
conhecimento da estrutura genética da populagdo de P. infestans pode fornecer
informacdes sobre alteracoes observadas na severidade da doenga no campo,
possiveis aumentos nas perdas determinadas pela doenga, ocorréncia antecipada
da epidemia no campo, resisténcia do patdogeno a fungicidas e na sua capacidade
de causar severas epidemias tanto em tomate quanto em batata (Carter et al.,
1990; Oyarzun et al, 1998). Tais informagdes seriam importantes no
desenvolvimento de estratégias mais adequadas de manejo da doenga; com
subsidios para programas de melhoramento, visando obter variedades resistentes;
e programas de controle quimico, ajudando na escolha dos produtos e de
programas de pulverizagdo mais adequados para cada regido e estacdo de plantio,
incluindo sistemas de previsao (Carter et al., 1990; Oyarzun et al., 1998).

Considerando-se o0 acima exposto, o presente trabalho objetivou
caracterizar as populagdes de P. infestans das regides Sul e Sudeste do Brasil.

Para isso, estabeleceram-se os seguintes subobjetivos:

14



1) Caracterizagdo de isolados de Phytophthora infestans das regides Sul e
Sudeste do Brasil;

2) Andlise da sensibilidade de isolados brasileiros de P. infestans ao fungicida
metalaxyl;

3) Andlise da diversidade e complexidade de patdtipos de P. infestans coletados

em campos de batata e tomate das regides Sul e Sudeste do Brasil.
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Capitulo I

CHARACTERIZATION OF PHYTOPHTHORA INFESTANS ISOLATES
FROM SOUTH AND SOUTHEAST BRAZIL

ABSTRACT

Twelve years after the first survey of the population of Phytophthora
infestans in Brazil, several potato (Solanum tuberosum) and tomato
(Lycopersicon esculentum) isolates of the pathogen were collected in the South
and Southeast regions of Brazil in 1998. The isolates were analyzed for mating
type, allozymes, DNA fingerprinting (RGs; probe), mitochondrial DNA
haplotypes and metalaxyl sensitivity. Tomato isolates were all of Al mating type,
mitochondrial haplotype Ib, and US-1 genotype or some variant within this
clonal lineage. Potato isolates were mostly of A2 mating type, mitochondrial
haplotype Ila, BR-1 genotype, a new lineage of P. infestans. One variant within
BR-1 lincage was frequently sampled. Metalaxyl resistance was detected with
higher frequency in tomato isolates than in potato isolates. During a decade of
the presence of both Al and A2 mating types, the population of P. infestans in

Brazil seems to be clonal and host specific. No recombinants were detected.
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INTRODUCTION

The oomycete Phytophthora infestans is the causal agent of late blight,
one of the most important diseases of potato and tomato crops worldwide (28,
29). In Brazil the disease is especially important in the South and Southeast
regions where most potato and fresh market tomato crops are grown. In some
areas of these regions the weather conditions favor disease development almost
all year round. The pathogen is a heterothallic species with two mating types,
Al and A2 (18). Oospores, that result from sexual reproduction, can play an
important role in the epidemiology of late blight. Oospores can serve as survival
structures (10, 47) and progeny derived from them could generate genetically
new genotypes which are epidemiologically important (19).

Until the end of 1970’s the population of P. infestans was probably
clonal because of the widespread occurrence of isolates of the Al mating type
only — “old” population (21). Isolates of the A2 mating type were found only in
the Toluca Valley in central Mexico, the center of origin and diversity of this
oomycete (24, 42). The old population of P. infestans was composed of only one
genotype, denominated US-1. Isolates of the A2 mating type were first reported
in Switzerland in 1984 (27) and afterwards in many other countries (15, 17),
including Brazil (2).

The presence of A2 mating type out of the Toluca Valley increased the
concemn of plant pathologists regarding the population genetics of P. infestans (4,
6, 9, 12, 15, 21, 32, 48, 50). Some characteristics of the new Al and A2 isolates
in North America and Europe are greater virulence and/or aggressiveness on both
potatoes and tomatoes and resistance to the systemic fungicide metalaxyl (7, 23,
30, 33, 40). These characteristics among others yet to be revealed could have
contributed to the displacement of the old population of P. infestans by the new
one (7, 16, 31).

Knowledge of pathogen population structure can provide a better
understanding of late  blight epidemiology (12, 39), enhancing disease

management strategies (14, 35), and can be useful to plant breeders interested in
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disease resistance (13, 39). Many genetic markers have been used for population
genetic studies of plant pathogens (14, 38, 39). The mog utilized for P. infestans
are the mating-type, two allozymes genotypes, Glucose-6-phosphate-isomerase
(Gpi) and  Peptidase (Pep), fingerprinting of genomic DNA (RGs; probe),
mitochondrial DNA, specific virulence to Ph and R genes, and metalaxyl
resistance (12,15,16).

Studies carried out more than a decade ago (3) have shown low diversity
in Brazlian isolates of P. infestans (3, 21). At that time two major clonal
lineages were identified, US-1 and BR-1 (21). The US-1 genotype in Brazil had
two variants, US-1.1 with 86/100 and 100/100 genotypes for Gpi and Pep,
respectively, and US-1.7 with 100/100 and 92/100 genotypes for Gpi and Pep,
respectively, (21).  However, these studies were conducted with a relatively
small number of isolates collected from 1984 to 1987. Futhermore, DNA
fingerprinting analysis were done on only one isolate each of Al and A2 mating
types (21).

A more detailed analysis of the population of P. infestans would be of
interest from both the basic and applied scientific perspectives. The basic
scientific question is related to pathogen population dynamics in a continuous
cropping system. In some regions of Brazil up to three crops of potatoes and
tomatoes are grown throughout the year, which would be roughly equivalent to
three years of host-pathogen interaction in temperate climates where usually only
one growing season is possible. From the applied perspective, it would be
important to determine the geographical distribution of Al and A2 isolates, if
there is still host specificity, and the frequency and distribution of metalaxyl
resistant isolates. Thus, the purpose of this study was to characterize the current
populations of P. infestans in South and Southeast Brazil, and to have a better

insight on the population structure of this plant pathogen.
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MATERIAL AND METHODS

Phytophthora infestans isolates. Potato and tomato leaves, fruits, or tubers with
typical late blight symptoms were collected from fields in the major potato and
fresh tomato producing regions of Brazil, from January to October of 1998.
Samples from universities and experimental research stations from different
states of Brazil were also obtained. Depending on the quality of the sample,
isolation was performed either directly on selective culture medium or using
tomatoes or potatoes as baits with later transferring to culture media (11, 12).
Isolates in pure culture were grown on Rye-B culture media (5), at 18C in the
dark.

Characterization of isolates. Mating type, genotypes at the Gpi and Pep loci,
genomic DNA RFLP fingerprinting using the RGs; probe, mitochondrial DNA
haplotype, and metalaxyl resistance were determined. All isolates were analyzed
for mating type, but a subset of the total sample was analyzed for other markers.

Mating type. Isolates were pared with known Al (US-1) and A2 (US-8) tester
isolates on 10% clarified V8 juice agar (45). Mycelial plugs (8mm diameter) of
the known Al or A2 isolate were placed 7cm apart from each other on a 90mm
Petri plate. A strip (5-6mm width x 4-5cm length) of culture medium containing
mycelial growth of a 7 to 10 day-old isolate was placed in the center of the plate,
between the two discs. The plates were transferred into an incubator at 18°C in
the dark. After incubation for 3 to 4 weeks, plates were checked microscopically
for the presence of oospores where mycelia of the known and unknown isolates
intermingled. Isolates that produced oospores when paired with the Al tester
isolate but did not produce oospores with the A2 isolate were designated A2.
Isolates that formed oospores when paired with the A2 tester and did not form
when paired with the Al isolate were designated Al. The mating type of 233
unknown isolates was determined.

Allozymes. Mycelia from 7 to 10 day-old colonies grown on rye-B agar (Al
isolates) or pea agar (A2 isolates) were used for allozyme profile analysis. The

Glucose-6-phosphate-isomerase (Gpi) and Peptidase (Pep) loci were determined
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using cellulose-acetate electrophoresis  (22).  Allozyme alleles were designated
by the numbers representing their percent mobility relative to previously
established standards (21). One hundred and thirteen isolates were analyzed for
Gpi (67 from tomato and 46 from potato) and 112 for Pep (67 from tomato and
45 from potato).

RFLP (RGs;). The RFLP analysis using RGy; probe was carried out on 94
isolates using the methodology described by Goodwin et al. (20). The pathogen
was grown in pea broth supplemented with CaCO; for 15 days at 18°C, the
mycelium was filtered through filter paper on a Buchner fumnel, frozen at —80 °C,
and lyophilized overnight. For DNA extraction, 35mg of ground, lyophilized
tissue was mixed with 1.0ml of extraction buffer (10ml of 0.5M EDTA; 10ml of
IM Tris pH 8.0; 16.6 ml of 3M NaCl; 0.7 ml of beta mercaptoethanol; and
1.25 ml of 20% SDS and distilled water for a volume of 100ml) . The suspension
was vortexed and incubated at 65°C for 1 hour when 333pl of 5M potassium
acetate was added, vortexed and placed on ice for 20 min. Samples were
microfuged on high (4,000 rpm) for 10 min. The supernatant was transferred to a
clean 2.2 ml microfuge tube where 800 Ml of cold isopropanol was added. The
tubes were inverted several times for mixing and incubated on ice for 30min.
Samples were microfuged on high speed for 10min, the supematant discarded
and the pellets were dried in the speed vac for 10 min. The DNA pellet obtained
was resuspended in 500l of TE buffer. The DNA was purified with 1x 800l
25:24:1 phenol: chloroform: isoamil alcohol and 1x 800ul 24:1 chloroform:
isoamil alcohol. The DNA was precipitated with one-tenth volume of sodium
acetate and 2 volumes of 95% ethanol. To collect the DNA the tubes were
centrifuged for 2 min; then the pellets were dried briefly, washed in cold 70%
ethanol, and resuspended in 50ml of TE buffer. For each isolate, approximately
2Ug of DNA was digested with the restriction enzyme EcoRI according to the
manufacturer’s directions.  Gel electrophoresis was performed in 0.8% agarose
gels plus ethidium bromide. Alkaline blotting to Hybond-N" nylon membrane,
hybridization with nonradioactive RGs; probe, and autoradiography were all

according with the manufacturer’s instructions (Renascence Kit, NEN Life
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Science, Boston, MA) and standard protocols (44). The DNA fingerprintings of
the isolates were determined by comparing their patterns with those of the three
reference isolates (US-1, US-8, and US-17).

Mitochondrial haplotypes. Based on nuclear DNA data, a subset of 41 isolates
was chosen for analysis of mitochondrial DNA. The four known mitochondrial

haplotypes of P. infestans (4) were determined using three different primer sets:

(F1 = 5-GCAATGGGTAAATCGGCTCAA-3* and R1 = 5-AAACCATAAGGACCACACAT-3',
F2 = S5-TTCCCTTTGTCCTCTACCGAT-3* and R2 = 5-TTACGGCGGTTTAGCACATACA-3’;
F4 = 5-TGGTCATCCAGAGGTTTATGTT-3' and R4 = 5-CCGATACCGATACCAGCACCAA-3')

according to Qriffith and Shaw (26). One aliquot of 0.3pl of the previously
extracted DNA was mixed with 10pl of PCR buffer, 10pl of MgCh, 2ul of
dNTP’s, 2ul of primer R (10uM), 2ul of primer F (10uM), and 2ul of Taq
polymerase. The mixture was brought to a total volume of 100pl with destilled
sterilized H,O and amplified in a thermal cycler machine with a hot start of 90s
(90°C) followed by 40 cycles of 30 sec (90°C), 30 sec (55°C) and 1:30m (72°C).
The amplified PCR product (35ul) was digested with 2.5l of the corresponding
restriction enzyme.  Enzyme complementary buffer (Table 2) was added at
2.5ul/35ul PCR product. The mixture was incubated for 3h or overnight at 37°C.
The digested product was run on a 2% agarose gel (in TAE) at 90V, stained with
ethidium bromide, visualized under UV radiation, and photographed. The
mitochondrial haplotypes of tested strains were determined by comparing their
patterns to reference isolates US-1 (Ib) and US-8 or US-17 (IIa).

Metalaxyl resistance. Metalaxyl resistance of 122 isolates was estimated based
on radial growth on metalaxyl-amended rye-B agar, as described elsewhere (8,
12, 23, 36, 49, 50). A mycelial plug, 8mm diameter from a 7-day old colony
was placed on the center of a Petri plate containing rye-B amended with 5 or
100ppm metalaxyl, prepared from Ridomil 2E.  Control plates were rye-B
medium with no metalaxyl (Oppm). Two replicates of each metalaxyl
concentration for each isolate were used. Plates were maintained at 18°C in the
dark. Colony diameter was measured after 14 days, when the diameter of the

colony grown at 0 ppm concentration was at least 30mm. The diameter of the
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colony was corrected by subtracting 8mm of the mycelial plug.  The mean
colony diameters at 5 and 100ppm of metalaxyl were divided by the mean colony
diameter on the control plates to determine the relative growth. Isolates that
grew less than 40% of the control on 5 and 100ppm metalaxyl plates were scored
as sensitive. Isolates that grew more than 40% of the control on Sppm and less
than 40% on 100ppm metalaxyl medium were scored as intermediately resistant.
Isolates that grew more than 40% of the control on both 5 and 100ppm of
metalaxyl were scored as resistant (50). The entire experiment (122 isolates) was

repeated once and the mean of all trials is presented in the results.

RESULTS

A total of 249 isolates of P. infestans from single lesions on diseased
tomato foliage and fruits or potato foliage or stems, from 67 different fields were
obtained. Tomato isolates comprised 60% of the total number of isolates and
potato isolates 40% of the total. Of the 67 fields, 25 were cultivated with potato
and 42 with tomato (Table 1). Both Al and A2 mating types were detected
among Brazilian isolates of P. infestans collected during 1998. All tomato
isolates were of the Al mating type and most potato isolates (87%) were of the
A2. Of the 67 tomato isolates analyzed for Gpi and Pep, 63 (94 %) had the
allozyme genotype of the US-1 clonal lineage (86/100 and 92/100). Three
isolates (4.5%), were 86/100 for Gpi and 100/100 for Pep, similar to US-1.1
lincage. One additional genotype, Gpi and Pep 100/100, was detected in one
tomato field from Minas Gerais State. The isozyme profile of the potato isolates
was 100/100 for both Gpi and Pep, similar to the previously reported lineage
BR-1. Some potato isolates (9%), from the Horticulture Experimental Area of
Universidade Federal de Vigosa, were of Al mating type, 86/100 for Gpi and
92/100 for Pep, respectively, similar to the US-1 genotype. Two potato isolates
from the same area were Al, and had 86/100 and 100/100 for Gpiand Pep,
respectively (Table 3). The results of the DNA fingerprinting analysis of 93
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isolates (39 from potato and 54 from tomato) agreed with allozyme analyses and
revealed a very uniform structure of the population of P. infestans in Brazil. All
tomato isolates seemed to belong to the old clonal lineage US-1, with some
variants differing in only one locus (band 9 or 10). Some potato isolates
belonged to the clonal lineage BR-1 (20), but many isolates belonged to one
possible variant missing band number 22 (Figure 1).  Few potato isolates, from
Vicosa-MG, had RFLP pattern similar to the tomato isolates (Table 3). Among
the 93 isolates tested, there were five distinct RGs; banding pattern that differed
by one to five RFLP loci (Table 3).

Only two mitochondrial DNA haplotypes were found among the
Brazilian isolates of P. infestans tested. The mt-DNA of all Al isolates had the
Ib haplotype, typical of the US-1 clonal lineage. The A2 isolates had the
haplotype Ia, typical of the newly introduced lineages.

More than half of the isolates (67,0%) were ranked as either
intermediately resistant or resistant to metalaxyl. Out of 82 resistant isolates, 54
(52.2%) were resistant and 28 (22%) were intermediately resistant to metalaxyl
(Figure 2). Metalaxyl resistance was more frequently found among  tomato
isolates than among potato isolates (Figure 2).

Two P. infestans genotypes, not previously described, were denominated
as US-1.9 and BR-1.1, according to the criteria proposed by Goodwin et al. (21).
The US-1.9 differed from the US-1 because of the Pep pattern (100/100 instead
of 86/100) and for missing band number 9 in the RFLP assay. The BR-1.1 did
not have band 22 on the fingerprinting profile with RGs; probe.

A total of 9 multilocus genotypes, based on combinations of the markers
(Mating type, Gpi, Pep, mt-DNA and RGs;) were identified. From these, two
genotypes were found on both hosts (US-1 and US-1.4), four genotypes were
found associated with tomatoes (US-1.1, US-1.2, US-1.3, and RU-1) and three
genotypes with potatoes (BR-1, BR-1.1, and US-1.9).

DISCUSSION
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More than a decade after the first detection of isolates of the A2 mating
type of P. infestans, isolates of both mating types can be found widespread in
south and southeast Brazil. Therefore, there is chance for sexual reproduction of
this plant pathogen. However the assessed Brazilian population of P. infestans
has a clonal structure. A2 isolates were always collected from potato plants,
while Al isolates seem to be specific to tomato plants. Therefore there is a
strong host specificity of the lineages of P. infestans in Brazil. Few Al isolates
were found on highly susceptible potato plants (‘Bintje’ and ‘Monalisa’)
collected in a region where potato is not grown commercially, but tomato is. In
this traditional tomato growing area, the Al isolates infecting potatoes most
likely came from tomato plants due to the high amount of inoculum available.

According to the results of mating type test, allozymes, and DNA
markers, tomato isolates of P. infestans in Brazil belong to US-1 lineage and
some variants. This lineage remains infecting tomato plants probably because a
tomato aggressive lineage was not introduced or because newly introduced
lineages were suppressed with chemical control. P. infestans can be dispersed by
tomato seeds (1). If there is relevant trade of tomato seeds with other countries
seed treatment with fungicide would reduce the chances of pathogen
establishment in the growing areas. Until recently most of the seeds used by
tomato growers have been produced in Brazil. Another explanation for the host
specificity of US-1 on tomatoes is related to differential fitness of the new
lincage BR-1, i.e. aggressive on potatoes but not on tomatoes. Complementary to
this hypothesis, the US-1 lineage could be more adapted to tomatoes.

The clonal lineage BR-1 was probably introduced in Brazil through seed
potatoes imported from Europe. There is considerable trade of potato seeds with
The Netherlands where sexual recombination can occur and the population of
P. infestans is highly diverse (9). The 100/100 Gpi and Pep patterns found in
BR-1 is common in European population of P. infestans (9, 15). The spread of
the BR-1 lineage to other potato producing areas could have been through potato
seeds and/or market potatoes. The US-1 lineage could have been the dominant
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lineage on potatoes in Brazil before the introduction of the A2 isolates. Possibly
the old population on potatoes was displaced by new A2 genotypes of
P. infestans once this is a phenomenon reported in other countries (7, 12, 31,34,
46).

Some variation on the known profiles of allozymes and RGs; was found
within the US-1 lineage. Variants of US-1 differed in one or two enzyme
profiles, for one enzyme and one RFLP band multilocus genotype, and by one
RFLP band in the DNA fingerprinting analysis. Some of these US-1 variants
were also observed by Goodwin et al. (21, 25). These variations could have
resulted by mutation or mitotic recombination (parassexualism). Probably, the
US-1 variants were not detected in previous surveys in Brazil because they did
not occur before, because the small sample size, or simply because DNA
fingerprinting marker was not used previously. Interestingly, the US-1.7
genotype detected by Goodwin et al. (21) was not found in this study. However,
only one Al isolate from Rio Grande do Sul State, the region where US-1.7 was
originally isolated, was characterized.

An isolate similar to the RU-1 lineage previously found in Russia and
Rwanda (21) could have originated in Western Europe and migrated to Eastern
Europe and then to Brazil. It seems to be a variant of US-1; but it also could
have originated from this lineage by means of mutation or mitotic recombination
in two loci, Gpi and Pep. It could also have originated by mutation or mitotic
recombination in those coutries.

All isolates of P. infestans of the Al mating type had mt-DNA haplotype
Ib. This mitochondrial haplotype is typical of the old lineage US-1 (4, 26) and
supports the hypothesis that the other Al isolates differing from US-1 in one or
two loci are variants from this lineage and must have arisen by mutation or
mitotic recombination. The isolates of the A2 mating type had the Ila mt-DNA
haplotype, typical of the new lineages, introduced after 1980 (26).

In this study, a high percentage of US-1 isolates (72.2%) were resistant
or intermediately resistant to metalaxyl, while most of the BR-1 isolates (44.4 %)

were sensitive.  This observation differs from results obtained in United States
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(17) and Ecuador (12), where most of the isolates from the old lineage (US-1) are
metalaxyl sensitive and most of the new lineage isolates, are metalaxyl resistant.
Excessive and inadequate usage of metalaxyl on tomato crops is not uncommon
in many growing areas and could have contributed to the higher frequency of
isolates resistant to metalaxyl in tomato than in potato crops.

In spite of the presence of both Al and A2 mating type of P. infestans in
Brazil for at least 13 years, the data collected in this study brought no evidence of
sexual reproduction. The population structure remains clonal as observed by
Brommonschenkel (3). Some possible hypothesis for this fact are: i. The lack of
sexual reproduction is probably due to the high host specificity of two clonal
lineages, as is the case in Ecuador (43). This characteristic makes the chance of
both mating types coming together a very rare event. ii. If both Al and A2 are
present and mate, the oospores are not viable as observed by Mosa et al. (41) in
Japan; and iii. If oopores could be produced and germinate, the resulting progeny
has been less adapted than the relative strains and it could not be fixed as
observed by Mayton et al. (37). New studies are being carried out to test some of

these hypotheses.
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Table 1. Number of isolates of Phytophthora infestans and the geographical
region and crops from which they were obtained.

Region State Host
Tomato Potato

Rio Grande do Sul 1 9

South Santa Catarina 13 15
Parana 7 10

Sao Paulo 11 9
Southeast Minas Gerais 91 52
Rio de Janeiro 8 -

Espirito Santo 19 4
Total - 150 99

Table 2. Specific primer sets used for PCR amplification of mitochondrial DNA
(mt-DNA) fragments of Phytophthora infestans in combination with the
digestion reaction used for determination of mt-DNA haplotypes and the
digestion product of the four different mitochondrial haplotypes of P.
infestans found by Griffith and Shaw (24).

Primer Product Digestion  Enzyme Mitochondrial haplotypes
set size enzyme Buffer Ia Ib Ila b

F1 R1 1,118kb Mspl 10 x Reaction 350-900 350-642-250  350-900  130-220-900
Buffer 1

F2 R2 0,964kb Eco-R1 10 x NE 360-395-211  360-395-211 360-606 360-606
Buffer 2

F4 R4 6,182kb Cfol 10 x Reaction 906-211 906-211 1119 1119
Buffer 3
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Figure

1.

DNA fingerprinting of RFLP wusing RGS57  probe, patterns of
Phytophthora infestans isolates. Lane A and B, Brazilian isolates
with A2 mating type and assumed to be BR-1.1; Lane C and D,
Brazilian isolates with Al mating type and assumed to be US-1;
Lane E and F, US-1 and US-8 respectively isolates from the Cornell
University collection. RGs; fingerprint band numbers are indicated in

the right.
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Figure 2. Frequency of Brazilian isolates of Phytophthora infestans resistant,
intermediate and sensitive to metalaxyl (Ridomil 2E).
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Table 2. Genotypes of Phytophthora infestans detected in South and Southeast
Brazil in 1998, from potato and tomato.

Host Group Gpi' Pep’ RGs Genotipe®  N?

Tomato Al 86/100  92/100  1,3,5,7,9,10,13,14,16,20,21,24,25 US-1 44
Al 86/100  92/100 - Us-1’ 13
Al 86/100 100/100 1,3,5,7,9,10,13,14,16,20,21,24,25  US-1.1 2
Al 86/100  92/100 1,3,5,7,9,13,14,16,20,21,24,25 US-1.2 1
Al 86/100  92/100  1,3,5,7,10,13,14,16,20,21,24,25 US-1.3 5
Al 86/100 100/100  1,3,5,7,9,13,14,16,20,21,24,25 US-14 1

Al 100/100  100/100 1,3,5,7,9,10,13,14,16,20,21,24,25 RU-1 1

Total 67

Potato Al 86/100  92/100  1,3,5,7,9,10,13,14,16,20,21,24,25 US-1 3
Al 86/100  92/100 - Us-1 1
Al 86/100 100/100  1,3,5,7,10,13,14,16,20,21,24,25 US-1.9 1
Al 86/100  100/100  1,3,5,7,9,13,14,16,20,21,24,25 US-1.4 1
A2 100/100 100/100  1,3,5,7,13,14,19,20,21,22,24,25 BR-1 7
A2 100/100  100/100 1,3,5,7,13,14,19,20,21,24,25 BR-1.1 27

A2 100/100  100/100 - BR-1.1 6

Total 46

“Glucose-6-phosphate isomerase.
b .
Peptidase.
‘Genotype designation sensu Goodwin et al. (19).
"Most likely genotype.
- Not done.
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Capitulo IT

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS BRASILEIROS DE
PHYTOPHTHORA INFESTANS AO FUNGICIDA METALAXYL

RESUMO

Duzentos e cinqiienta e oito isolados de Phytophthora infestans,
coletados em campos de tomate e batata das regides Sul e Sudeste do Brasil nos
anos de 1998 a 2000, foram avaliados quanto a sensibilidade ao fungicida
metalaxyl pelos métodos do dagar, disco de folhas e disco de folhas segundo
FRAC. No teste do agar, 35,0% dos 210 isolados testados foram resistentes (R),
36% intermedidrios (I) e 29,0% sensiveis (S). Dos isolados do grupo de
compatibilidade Al (92% de tomate (N=171) e 8% de batata (N=15)), 36%
foram R, 31,0% I e 33,0% S. Os isolados do grupo A2 (todos de batata
(N=87)), 33% foram R, 24,0% [ ¢ 43,0% S. No teste do disco de folha, 24,3%
dos 240 isolados testados foram R, 35,0% I e 40,7% S. Dos isolados do grupo
Al (quase todos de tomate) 21,0% foram R, 39,8% I e 39,2% S. Dos isolados do
grupo A2, 35,9% foram R, 20,0% I e 44,1% S. No teste do disco de folha,
segundo FRAC, a maioria dos 96 isolados testados foi R (44,8 %) e 1 (51,0%) e
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apenas trés deles foram S (4,2%). Dentre os isolados do grupo Al a percentagem
de R, I e S foi de 46,0%, 51,0% e 3,0%, respectivamente. Resultados
semelhantes foram obtidos com a andlise dos isolados do grupo A2, 45,0% R,
52,0% 1 e 3,0% S. Nao houve correlacdo entre grupo de compatibilidade ou
hospedeira e resisténcia ao metalaxyl, isto €, ndo foi possivel diferenciar os dois
grupos de compatibilidade de P. infestans, presentes no Brasil, por meio da

resisténcia ao metalaxyl.

ABSTRACT

Sensitivity to metalaxyl in Brazilian isolates of Phytophthora infestans.

Two hundred and fifty eight isolates of Phytophthora infestans, collected
from 1998 to 2000 from tomato and potato fields of the two main producing
regions of Brazil (South and Southeast), were tested for metalaxyl resistance.
The methodologies used were the agar test, leaf disc test, and leaf disc according
to FRAC. In the agar test 35.0% of the 210 isolates were classified as metalaxyl
resistant (R), 36.0% as intermediately resistant (I), and 29.0% as metalaxyl
sensitive (S). Isolates from the Al mating type (almost all from tomato) were
36.0% R, 31.0% I, and 33.0% S. Isolates from the A2 mating type (all from
potato) were 33.0% R, 24.0% I, and 43.0% S. In the leaf disc test, 24.3% of the
240 i1solates tested were classified as R, 35.0% as I, and 40.7% as S. Isolates
from the Al mating type were 21.0% R, 39.8% I, and 39.2% S. Isolates from the
A2 mating type were 36.0% R, 20.3% I, and 44.1% sensible. In the leaf test
according to the FRAC recommendations, most of the 96 isolates were either R
(44.8%) or 1 (51.0%) and only three were S (4.2%). Isolates from the Al mating
type group were 46.0% R, 51.0% I, and 3.0% S. Isolates from the A2 mating
type group were 45.0% R, 52.0% I, and 3.0% S. There was no correlation
between host or mating type and metalaxyl resistance. Therefore it was not

possible to differentiate mating type A1 from A2 based on metalaxyl resistance.

Additional Key words: late blight, fungicide resistance, tomato, potato
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1. INTRODUCAO

A selecdo de individuos resstentes a fungicidas em populacdoes de
fungos fitopatogénicos ¢ um evento cada vez mais comum na agricultura,
principalmente quando os pesticidas utilizados apresentam sitios de agdo
especificos (Delp, 1980). Este fator pode trazer problemas nao s6 para o
agricultor, com a redugdo da eficiéncia dos tratamentos quimicos e conseqiientes
perdas de produgdo, mas também para as empresas agroquimicas que tém de
retirar seus produtos precocemente do mercado ou restringir o seu uso. Por isso,
o monitoramento de populagdes de fitopatdgenos resistentes aos fungicidas,
particularmente os sistémicos, deve ser um componente importante em praticas
de manejo de doengas (Gisi & Cohen, 1996; Willians & Gisi, 1992).

Entre os fungicidas passiveis de exercer pressdo de selegdo sobre as
populagdes fingicas resistentes estdo aqueles da classe das fenilamidas.  Os
fungicidas desta classe foram lancados no mercado no final da década de 70,
como produtos especificos para controle de fitopatdgenos pertencentes a classe
Oomycetes ¢ ordem Peronosporales (Gisi & Cohen, 1996). Inicialmente, foram
eficientes como produtos sistémicos com agdo protetora e curativa de longa
atividade (Cohen & Coffey, 1986; Gisi & Cohen, 1996). Dentro desta classe de
fungicidas, o metalaxyl tem sido, provavelmente, o mais eficiente e mais
utilizado (Cohen & Coffey, 1986).

O metalaxyl foi usado intensivamente para o controle de mildios em
varias culturas e para o controle da requeima da batata (Solanum tuberosum L.) e
do tomate (Lycopersicon esculentum Mill) (Cohen & Coffey, 1986; Gisi &
Cohen, 1996). A requeima, causada por Phytophthora infestans (Mont.) De Bary,
¢ um dos principais problemas fitossanitarios destas duas culturas. A doenga
pode ser endémica ou de ocorréncia esporadica, mas causa severas epidemias em
praticamente todos os locais onde batata e tomate sdo plantados (Hooker, 1981;
Jones, 1991). Sob condi¢cdes favoraveis e na auséncia de medidas de controle

eficazes, a doenca pode causar perdas de at¢ 100% na producdo. O uso de
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fungicidas ¢ a principal medida de controle para a doenca e o metalaxyl foi o
primeiro fungicida sistémico eficiente no seu controle.

O modo de acdo do metalaxyl ¢ altamente especifico. O fungicida inibe a
enzima RNA polimerase, interferindo na sintese de RNA ribossomico (rRNA)
(Gisi & Cohen, 1996; Gisi et al, 2000; Williams & Gisi, 1992). Esta alta
especificidade de agdo e seu uso continuo, principalmente quando em formulagao
isolada, faz com que haja alta pressdo de selecdo sobre os individuos insensiveis
ou pouco sensiveis da populagdo, podendo levar ao surgimento de subpopulacdes
resistentes que podem predominar em um campo ou até em grandes regides
produtoras (Willians & Gisi, 1992). Por volta de 1979, aproximadamente dois
anos do inicio da sua comercializacdo, foram detectados alguns isolados de
Pseudoperonospora cubensis resistentes ao metalaxyl em cultivos protegidos em
Israel (Reuveni et al, 1980). Em seguida, no inicio dos anos 80, isolados de
P. infestans resistentes ao metalaxyl foram relatados em alguns paises europeus
(Davidse et al., 1981; Dowley & O’Sullivan, 1981; Cooke,1981).

Migracoes ocorridas no final das década de 70 permitiram a transferéncia
de novos genoétipos de P. infestans do grupo Al e A2 do planalto central do
Meéxico, presumivel centro de origem e de diversidade do patéogeno, para
diversos paises (Fry & Goodwin, 1997; Goodwin, 1997). Alguns destes novos
individuos se estabeleceram nessas regides € passaram a reproduzir apenas de
forma assexuada, dando origem & linhagens clonais. Portanto, a populacdo de
P. infestans, na maioria dos paises do mundo exceto o México, ¢ constituida de
uma ou algumas linhagens clonais.  Estes novos genotipos, na sua maioria,
apresentam como caracteristica marcante, além de maior agressividade &
hospedeiras, resisténcia ao metalaxyl (Fry & Goodwin 1997).

Os principais marcadores utilizados para caracterizar uma linhagem
clonal sdo o grupo de compatibilidade, as aloenzimas Glicose fostato isomerase
(Gpi) e Peptidase (Pep), RFLP dos DNAs gendomico e mitocondrial. A resisténcia
ao metalaxyl também pode ser utilizada como um marcador para linhagem clonal
de P. infestans nos paises em que ha estreita relagdo entre os mesmos (Fry &

Goodwen, 1997). Entretanto, no Brasil, ndo se sabe se este fato ¢ verdadeiro.
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Para avaliagdo da resisténcia de P. infestans ao metalaxyl, varios
métodos t€m sido empregados. Entre estes, alguns dos mais utilizados sdo o
cultivo de isolados do patdgeno em meio de cultura contendo diferentes
concentragdes do fungicida, método do agar (Sozzi & Staub, 1987; Shattock,
1988); e métodos utilizando por¢des do hospedeiro como os do disco de folha
em concentragdes de 0; 5 ¢ 100ppm (Matuszak et al., 1994); e 0; 0,01; 0,1; 1; 10
e 100ppm (Sozzi et al. 1992). O método do 4gar apresenta como vantagens a
praticidade e baixo custo, entretanto exige o isolamento do patdgeno em cultura
pura. O método do disco de folha também apresenta baixo custo € ndo exige o
isolamento do fungo (Gisi & Cohen, 1996). Estes métodos, apesar de poderem
divergir em alguns casos, podem ser usados como complementares em
programas de monitoramento, proporcionando informagdes mais precisas sobre a
situagdo atual da resisténcia (Gisi & Cohen, 1996; Sozzi & Staub, 1987).

Apesar de a detecgdo de isolados de P. infestans resistentes a0 metalaxyl
(Davidse et al., 1981; Dowley & O’Sullivan., 1981; Cooke, 1981; Goodwin et
al., 1996; Peters et al., 1998) e estudos sobre a genética da resisténcia ja estarem
sendo desenvolvidos hd bastante tempo, principalmente em paises da Europa e
América do Norte (Fabritius, et al, 1997; Lee et al., 1999; Shattock, 1988), no
Brasil praticamente ndo se dispdem de relatos de ocorréncia de isolados de
P. infestans resistentes. Aparentemente, o unico relato disponivel ¢ o de Castro &
Shaw (1992), os quais descrevem isolados resistentes e sensiveis coletados ha
quase uma década. Contudo, o trabalho ndo foi publicado na integra e nao
fornece detalhes sobre amostragem, metodologia e andlises.

Como o controle da requeima ¢ dependente do uso de fungicidas, a
andlise de sensibilidade de isolados do fungo aos produtos utilizados ¢ de
importdncia o para manejo da doenga. Sdo freqiientes os relatos de
tomaticultores e bataticultores quanto a  baixa eficiéncia do metalaxyl no
controle da doenga. A predominancia de isolados resistentes ao fungicida poderia
explicar a baixa eficiéncia do produto.

Este trabalho teve como objetivos: i. determinar se ha resisténcia de

P. infestans a metalaxyl; ii. determinar a freqliéncia de ocorréncia de isolados
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resistentes de P. infestans coletados nas duas principais regides produtoras de
batata e de tomate estaqueado do Brasil, Sul e Sudeste. Adicionalmente, testou-
se a hipdtese que as duas linhagens de P. infestans que ocorrem no Brasil, US-1 e

BR-1, ndo diferem quanto aresisténcia ao metalaxyl.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolados de Phytophthora infestans

Duzentos e cinqiienta e oito isolados foram coletados em 122 campos de
producdo, sendo 43 de batata e 79 de tomate, situados em duas regides
geograficas do Brasil, Sul e Sudeste. Estas regides respondem pela maior parte
da produgdo nacional de batata e de tomate estaqueado. Os isolados obtidos
foram caracterizados para o grupo de compatibilidade conforme metodologia
padrao (Spielman et al., 1989). De cada campo, foram avaliados de um a cinco

isolados quanto a resisténcia ao metalaxyl (Tabela 1).

2.2. Avaliacio da sensibilidade de isolados de P. infestans ao metalaxyl

A sensibilidade de isolados brasileiros de P. infestans ao metalaxyl foi

determinada por meio de trés bioensaios: 1. Teste em meio de cultura; 2. Teste

em disco de folha 1 e 3. Teste em discos de folhas - método FRAC (Fungicide

Resistance Action Comittee).

2.2.1. Teste do agar

Neste teste, a resisténcia de 210 isolados ao metalaxyl foi determinada

com base no crescimento radial das colonias em meio de centeio sacarose agar -
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B (CSB), no qual foi adicionado metalaxyl, conforme metodologia descrita
anteriormente (Deahl et al., 1993; Sujkowski et al., 1995; Sozzi & Staub, 1987,
Matuszak et al., 1994). Discos de meio de cultura contendo micélio, de 8mm de
diametro, foram retirados de colonias do patdogeno com sete a 10 dias de idade e
transferidos para o centro de placas de Petri contendo CSB com 0 (testemunha),
5 ou 100 ppm de metalaxyl. = Previamente, duas suspensdes estoques de
metalaxyl (Ridomil 2E) foram preparadas em 4gua destilada esterilizada, nas
concentragdes de 5 e 100 mg/ml. Cada isolado, em cada concentragdo do
fungicida, foi crescido em duas placas. Cada placa constituiu uma repeticdo. O
experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado e foi repetido uma
Vez.

As placas foram mantidas em cimaras de incubagdo (BOD) a 18°C no
escuro. Aos 14 e 21 dias de incubacdo os dois didmetros opostos das colonias
foram medidos, quando aqueles das colonias crescidas na auséncia do fungicida
eram maiores que 30mm. O didametro de cada colonia foi corrigido subtraindo-se
os 8mm correspondentes ao disco de micélio.

Para determinar a reagdo dos isolados ao metalaxyl, os didmetros médios
das colonias no meio com 5 ¢ 100ppm de metalaxyl foram multiplicados por 100
e divididos pelo didmetro médio das colonias, do mesmo isolado, na testemunha.
Isolados que apresentaram crescimento menor que 40% do crescimento
observado no tratamento testemunha, foram considerados como sensiveis.
Isolados que, a Sppm, apresentaram crescimento superior a 40% do crescimento
da testemunha, mas que, a 100ppm, apresentaram crescimento inferior a 40% do
da testemunha, foram considerados intermediarios. Foram considerados como
resistentes, aqueles isolados com crescimento superior a 40% do da testemunha,

em 5 ¢ 100ppm de metalaxyl (Therrien et al., 1993).

2.2.2. Teste do disco de folha 1
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A resisténcia ao metalaxyl foi estimada baseada na capacidade do
patogeno em esporular sobre um disco de folha de batata ou tomate, conforme o
hospedeiro de origem do isolado (Matuszak et al., 1994; Sozzi & Staube, 1987).
O indculo foi obtido a partir do cultivo dos isolados em foliolos de tomate ou
batata, mantidos em laboratorio até a esporulagdo abundate do patdgeno. Discos
de folha de 13 a 15 mm de didmetro foram retirados, com auxilio de um furador
de rolha, de plantas de batata 'Bintje' ou de tomate 'Kada' com 1,5 a 3 meses de
idade, cultivadas em casa-de-vegetagdo. Cinco discos de foliolos de batata ou de
tomate foram colocados, com a face abaxial voltada para cima, em 10 ml de uma
suspensao de O (testemunha), 5 ou 100 ppm de metalaxyl (Ridomil 2E), contidas
em placas de Petri de 5,5cm de didmetro. Os discos foram inoculados com 10pl
de uma suspensdo de 1 a 2,5 x 10" espordngios/ml. Apés a inoculagio, as placas
foram mantidas em camara de crescimento a 18°C e 16 h de iluminagdo, por seis
dias. A esporulacdo do patdgeno sobre os discos de folha foi estimada apds seis
dias, com o auxilio de uma escala de notas variando de 0 a 5 onde: 0 = sem
sintomas aparentes; 1 = presenga de necrose; 2, 3, 4 ¢ 5 = 5%, 5-20%, 20-50% e
> 50% respectivamente, da superficie do disco coberta por esporulacdo do
patégeno (Sozzi et al. 1992 ). Foram usadas trés placas, com cinco discos cada,
para cada combinagdo isolado-concentracdo. O delinecamento utilizado foi
inteiramente casualizado. Cada placa foi considerada como uma repetigdo. Cada
isolado foi testado duas vezes ou mais, quando os dois primeiros resultados nao
correspondiam amesma reagao.

Para determinar a reagdo dos isolados ao fungicida metalaxyl, a
esporulacdo obtida a 5 e a 100ppm foi dividida pela esporulacdo na testemunha e
multiplicado por 100. Os critérios para determinar as classes de resisténcia

foram os mesmos adotados no teste anterior (item 2.2.1.).

2.2.3. Teste do disco de folha - método FRAC
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A sensibilidade dos isolados ao metalaxyl foi estimada seguindo a
metodologia preconizada pelo Comit€ de Acdo contra a Resisténcia a Fungicidas
- FRAC ("Fungicide Resistance Action Committee") (Sozzi et al, 1992). Discos
de folha (13 mm de didmetro) foram obtidos de plantas de batata cultivar Bintje
ou de tomate cultivar Kada, com 1 a 2 meses de idade, cultivadas em casa-de-
vegetacdo. Cinco discos de foliolos de batata ou de tomate foram colocados, com
a face abaxial para cima, em 10 ml de uma suspensdo de O (testemunha); 0,01;
0,1; 1; 10 ou 100 ppm de metalaxyl (Ridomil 2E), contidas em placas de Petri de
5,5 cm de diametro. Cada disco foi inoculado com 10yl de uma suspensio
contendo 2x10* espordngios/ml. Foram usadas duas placas, com cinco discos
cada, para cada combinagdo isolado-concentragdo. Cada isolado foi testado ao
menos duas vezes. As condicdes de incubacdo e a escala para avaliagio da
esporulagdo nos discos foram as mesmas empregadas no item 2.2.2. (Sozzi et al.
1992).

Para determinar a reacdo dos isolados ao metalaxyl, os dados foram
transformados em indice de Townsend-Heuberger e depois ajustados pela
formula de Abbott (Hubert, 1992). Estimouse dose do produto capaz de inibir
em 50% a esporulagio do patdégeno (DLsy)) por meio da regressdo linear dos
valores de inibicdo de esporulacdo em fungdo da concentracdo de fungicida
transformada com logaritmo. Todas as andlises estatisticas foram executadas com
o0 auxilio do programa The SAS System versao 8.0.

Para se estabelecer a reacdo de cada isolado foram utilizados dois
critérios:

1) Isolados em que a DLsy do produto variou entre 0,001 e 0,01 ppm foram
considerados sensiveis; isolados em que a DLs, variou entre 0,01 e 10ppm
foram considerados intermediarios e isolados em que a DLs, ficou acima de
10ppm, foram considerados resistentes (Sozzi et al, 1992).

2) Foram considerados sensiveis os isolados em que a DLy, ficou abaixo de

10ppm e resistentes os iguais ou acima disto (Sozzi et al., 1992).
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3. RESULTADOS

3.1. Teste do agar

No teste do agar, os 210 isolados testados variaram bastante quanto a
resisténcia ao metalaxyl. A freqii€éncia de isolados resistentes foi 35%, de
intermediarios 36% e a de sensiveis foi 29%. A propor¢do de isolados resistentes
e intermediarios predominou sobre os sensiveis com mais de 70% dos isolados
apresentando resisténcia ao fungicida (Figura 1A).

Nao houve relagdo entre o grupo de compatibilidade e a resisténcia ao
metalaxyl. Dentro dos dois grupos foram encontrados isolados resistentes,
intermediarios e sensiveis. Observouse valores de freqiiéncia similares para os
isolados resistentes (36,1%), intermediarios (30,6%), e sensiveis (33,3%) dentro
do grupo Al. A freqiiéncia de isolados resistentes e intermedidrios constituiu
mais de 65,0% do total. No grupo A2, os sensiveis (42,9%), individualmente,
apresentaram freqliéncia mais alta do que os isolados resistentes (33,3%) e
intermediérios  (23,8%). Agrupando os isolados resistentes e intermedidrios,
estes constituiram mais de 55% do total e superaram, em freqiiéncia, os sensiveis
(Figura 1B).

Na regido Sul, os isolados sensiveis (56,8%) foram muito mais freqiientes
que os intermediarios (22,7%) ou os resistentes (20,5%). A freqliéncia de
isolados sensiveis foi superior & soma dos resistentes com intermediarios (Figura
1C). A maior freqiiéncia relativa de isolados sensiveis foi observada para Santa
Catarina. Na regido Sudeste, houve um equilibrio entre isolados resistentes
(39,2%), intermediarios (30,1%) e sensiveis (30,7%). Entretanto, quando
somadas as freqliéncias de resistentes com os de intermedidrios, a freqiiéncia
deste grupo superou, em muito, a freqiiéncia de isolados sensiveis (Figura 1C),

indicando uma tendéncia de selecdo para resisténcia ao fungicida no campo. No
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Estado de Sao Paulo, 67,0% dos isolados analisados foram resistentes, 11,0%
intermedidrios e apenas 22,0% sensiveis. No Rio de Janeiro e em Minas Gerais
também houve predominincia de isolados resistentes em relagdo  aos
intermedidrios e sensiveis, s6 que numa freqiiéncia menor que em Sao Paulo.
Apenas no Estado do Espirito Santo os isolados sensiveis predominaram sobre os
demais. A freqliéncia de isolados resistentes mais intermediarios na regido

Sudeste foi de 69,0%; superior a observada na regido Sul (43,0%).

3.2. Teste do disco de folha 1

No teste do disco de folha, também houve alta variagdo entre os
240 isolados testados. A freqiiéncia de isolados sensiveis foi de 41,0%, a de
intermedidrios foi de 35,0% e a de resistentes 24,0%. A soma das freqiiéncias de
resistentes e intermediarios, foi proxima a 60% dos isolados (Figura 2A).

Dentre os isolados do grupo de compatibilidade Al, predominaram os
isolados intermedidrios (39,8%) e sensiveis (39,2%) em relagdo aos resistentes
(21,0%). No grupo A2, a maior parte dos isolados foram -classificados como
sensiveis (44,1%), seguida dos resistentes (35,6%) e dos intermediarios (20,3%).
A propor¢ao de isolados resistentes foi bem maior dentro do grupo A2 do que no
grupo Al, enquanto os intermediarios foram mais abundantes no grupo Al e os
sensiveis praticamente iguais dentro dos dois grupos (Figura 2B). Também aqui,
como ja havia ocorrido no teste do dgar, ndo houve correlagdo entre grupo de
compatibilidade e resisténcia ao metalaxyl.

Comparando as duas regides amostradas, observou-se que na regido Sul a
propor¢do de isolados sensiveis (51,0%) superou a dos isolados resistentes
(32,7%) somada a dos intermediarios (16,3%). Na regido Sudeste, a propor¢ao
de isolados sensiveis (39,2%) foi praticamente igual a de isolados intermediarios
(38,7%) e superior a de resistentes (22,1%) (Figura 2C). Portanto, observaram-se
maiores freqiiéncias de isolados resistentes e sensiveis na regidao Sul em relacdo a

Sudeste, enquanto que os intermediarios foram mais freqiientes nesta ultima.
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Entretanto, a soma das freqiiéncias de isolados resistentes e intermedidrios na
Regido Sudeste foi 61,0%; valor superior ao calculado para este grupo
(intermediarios + resistentes) para a regido Sul (49,0%). H4 de se ressaltar aqui
que, o nimero de isolados analisados da regido Sudeste foi superior (duas vezes
mais) ao numero de isolados da regido Sul, o que pode ter contribuido para estas
diferengas.

Na regido Sudeste, dentro do grupo de compatibilidade Al, houve uma
proporcdo baixa de isolados resistentes (17,4%), enquanto predominaram o0s
isolados intermediarios (41,6%) e os sensiveis (41,0%). Ao contrario, dentro do
grupo A2 predominaram os isolados resistentes (45,5%) sendo estes inferiores a
soma dos sensiveis (30,3%) e intermedidrios (24,2%). Na hospedeira tomate, a
propor¢ao de isolados (todos do grupo Al) resistentes também foi menor que as
outras duas classes. Na hospedeira batata (maioria do grupo A2), a propor¢do de
isolados resistentes foi mais alta, mas ndo muito superior & de intermediarios e
sensiveis, as quais foram praticamente iguais.

Na regido Sul observowse um fendmeno contrario ao da regido Sudeste.
Os isolados resistentes (52,2%) foram maioria no grupo Al, superando a soma de
intermedidrios (17,4%) e sensiveis (30,4%). No grupo A2, a propor¢do de
resistentes  (15,4%) e intermediarios (15,4%) foi menor e, mesmo somados, a
freqiiéncia deste grupo ¢ menor (30,8%) que a dos sensiveis (69,2%).

Nas hospedeiras batateira e tomateiro, as freqiiéncias de isolados
resistentes, intermediarios e sensiveis foi similar aquela estimada por grupo de
compatibilidade. Isto porque todos os isolados de tomate eram Al e os de batata,

com excecao de dois, eram A2.

3.3. Teste do disco de folha - método FRAC
No teste do disco de folha conduzidos de acordo com as recomendacdes

do FRAC, observaram-se resultados discordantes dos obtidos nos dois testes

anteriores. No geral, pelo critério nimero um de classificacdo dos isolados, a
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maioria dos 96 isolados testados situou-se nas classes resistente (44,8%) e
intermediaria (51,0%) e apenas 3 isolados (4,2%) ficaram na classe sensivel.
Com a utilizagdo do segundo critério de classificagdo dos isolados, cerca de 45%
destes foram resistentes e 55% sensiveis (Figura 3A).

Quando se avaliou a reagdo dos isolados dentro dos grupos de
compatibilidade, os resultados foram semelhantes aos obtidos com todos os
isolados juntos. No grupo Al cerca de 46% dos isolados foram resistentes, 51%
intermedidrios e apenas 3% sensiveis. No grupo A2 essas freqiiéncias foram de
45%., 52% e 3%; respectivamente (Figura 3B).

Na Regiao Sul foi verificada menor freqliéncia de isolados resistentes
(28,6%) em comparacdo com os intermediarios (66,7%) e com poucos isolados
sensiveis (4,7%). Na Regido Sudeste, a propor¢do de isolados resistentes (48,0%)
e intermedidrios (49,3%) foi similar e, constatorse pequena propor¢ao de
isolados sensiveis (2,7%) (Figura 3C). Se fosse considerado somente o critério 2
de classificacdo dos isolados, a freqiiéncia de isolados resistentes na Regido

Sudeste seria maior do que na Regiao Sul.

4. DISCUSSAO

A ocorréncia de isolados de P. infestans resistentes ao metalaxyl foi
constatada em todos os estados amostrados. A freqiiéncia de isolados sensivelis,
intermedidrios e resistentes foi varidvel e, aparentemente, ndo estd associada ao
grupo de compatibilidade do patégeno. Isto €, ndo seria possivel distinguir as
duas linhagens clonais de P. infestans do Brasil, US-1 (Al) e BR-1 (A2) baseado
apenas ma resisténcia ao metalaxyl. Foram encontrados isolados das trés classes
de resisténcia em ambos os grupos de compatibilidade.  Situacdo similar foi
constatada no Canada, onde também foram detectados isolados com diferentes
niveis de resisténcia, dentro de diferentes linhagens clonais e em diferentes
provincias (Peters et al, 1998). Demonstrando que a resisténcia ao metalaxyl

muitas vezes ndo esta associada a linhagem clonal.
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Neste estudo, foram obtidos isolados resistentes e intermediarios de
lavouras nas quais nao houve aplicagdo de metalaxyl. Mesmo na auséncia de
pressdo de selegdo por parte do fungicida, ha uma proporgdo natural de isolados
resistentes e intermediarios nestas lavouras. Existe ainda a possibilidade de que o
inéculo, que gerou epidemias nas mesmas, tenha vindo de lavouras mais antigas
que possuiam alta freqiiéncia de isolados intermediarios e, ou, resistentes.
Isolados insensiveis ao metalaxyl também tém sido detectados em lavouras ndo
pulverizadas nos Estados Unidos (Goodwin et al., 1996), Canada (Peters et al.,
1998) e Holanda (Fry et al., 1991).

Ensaios utilizando o método do agar podem ser usados no monitoramento
da resisténcia, entretanto as caracteristicas de crescimento e esporulacio de
determinados isolados de P. infestans sdo diferentes nestas condigdes (Sozzi &
Staub, 1987). Os resultados do método do 4agar foram, em sua maioria,
corroborados pelo teste do disco. Isto ¢ consistente com observagdes de outros
autores (Goodwin et al., 1996; Sozzi & Staub, 1987, Matuszak et al, 1994).
Sozzi & Staub (1987) encontraram boa correlagdo entre os métodos do agar e do
disco de folha, mas enfatizaram o wuso de técnicas “in vivo” para confirmar
resultados do agar. Gisi & Cohen (1996) também recomendam que os resultados

(15

de sensibilidade obtidos “in vitro” sejam verificados com testes “in vivo” antes
de concluir sobre os mesmos. No caso de ser utilizado apenas um método, o
teste do disco deve ser preferido em relagdo ao teste do agar.

Diferengas detectadas entre os resultados obtidos com o método do agar
em relagdlo ao do disco de folha podem ter sido originadas ndo s6 pelas
carateristicas de cada teste mas também porque alguns isolados utilizados em um
dos testes ndo foram usados no outro. Entre os grupos de compatibilidade
também houve diferenga entre os testes dentro do grupo Al enquanto que dentro
do grupo A2 a correlagio foi alta. Em contrapartida, os resultados obtidos no
teste FRAC diferiram em muito destes resultados iniciais. Quase nao foram
detectados isolados sensiveis no critério 1 de classifica¢do.  Isto ocorreu,

provavelmente, devido a faixa estreita de DL50 para os isolados sensiveis (0,001

a 0,01 ppm). Se o intervalo para classificagdo como sensivel fosse mais amplo,
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por exemplo, de 0 a 0,1 ou lppm, ter-se-ia maior distingdo entre as classes.
Porém, ainda assim, muitos isolados seriam classificados como resistentes.

Neste estudo, nos dois primeiros testes, foi possivel diferenciar bem as trés
categorias de sensibilidade ao metalaxyl nos isolados testados, ndo somente
independente do grupo de compatibilidade, como também da hospedeira ou da
regido de origem dos mesmos. Da mesma forma, outros autores também
conseguiram separar as populacdes de P. infestans nas trés categorias (Deahl et
al., 1993; Shattock, 1988). A possibilidade de separar os isolados brasileiros de
P. infestans em trés categorias parece indicar um padrdo continuo de
sensibilidade ao fungicida. Isto pode significar que, como observado em outros
locais, mais de um gene possa estar envolvido no controle da resisténcia (Peters
et al., 1998) ou que seria um unico gene, conferindo resisténcia parcial (Shattock,
1988). Contrariamente, em alguns estudos, os autores separaram a sensibilidade
de P. infestans ao metalaxyl em apenas duas classes (resistente ou sensivel)
(Goodwin et al, 1996; Matuszak et al., 1994; Miller et al., 1997). Também neste
estudo, o teste do disco de folha senso FRAC indica a presenca de apenas duas
classes, resistente e intermedidrio pelo critério 1 e resistente e sensivel pelo
critério 2.

Se for considerado somente o critério 2 de Sozzi et al. (1992) para
classificacdo da resisténcia dos isolados, a freqiiéncia de isolados resistentes na
Regido Sudeste ¢ muito maior do que na Regido Sul, pelo método FRAC. No
teste do disco de folha, se forem somados os resistentes com os intermediarios da
regido Sudeste (61%), a proporcao seria maior que a observada na Regido Sul
(49%). Tais resultados foram observados no teste do 4gar.  Diferencas na
resisténcia de populacdoes de P. infestans, entre regides, também foram detectadas
no Equador (Forbes et al., 1997), no Canada (Peters et al., 1998) e na Africa do
Sul (McLeod et al., 2001).

Anédlises enzimaticas ¢ de DNA dos isolados Al de P. infestans do Brasil
confirmaram que os mesmos pertencem a linhagem US-1 (Goodwin et al., 1994;
Reis et al., 2000). Esta linhagem clonal ¢ considerada sensivel ao metalaxyl pelo

menos na América do Norte e em alguns paises europeus (Fry & Goodwin,
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1997). Entretanto, aqui no Brasil foram encontrados isolados Al de P. infestans
classificados como sensiveis, intermediarios e resistentes ao metalaxyl. Esta
situagdo ¢ verificada em outros locais como nas Filipinas (Koh et al, 1994), no
Equador (Oyarzun ef al., 1998) e na Africa do Sul (McLeod et al., 2001). Neste
ultimo pais, isolados US-1 de batata foram resistentes enquanto que os isolados
US-1 de tomate foram todos sensiveis, contrastando com os nossos resultados.
Como possiveis explicagdo para isto, os autores sugeriram haver especificidade
de hospedeiro mesmo dentro de US-1 e, ou, a aplicacgdo de metalaxyl, via
quimigagdo, poderia estar expondo o fungo a subdosagens do produto. No caso
da nova linhagem clonal BR-1, a qual pertencem os isolados A2 do Brasil,
também foram encontrados isolados resistentes, intermediarios e sensiveis. Estes
resultados sdo consistentes com resultados de outros trabalhos onde a resisténcia
ao metalaxyl ¢ relatada freqlientemente nas linhagens clonais novas de
P. infestans, itroduzidas apos 1980 (Fry & Goodwin, 1997). No geral, nao
foram encontradas grandes diferencas na resisténcia dos isolados US-1 e BR-1.
Algumas diferengas encontradas em algumas regides e, ou, estados devem
refletir situagdes locais ou problemas de amostragem.

Em muitos locais no Brasil, foram encontrados isolados de P. infestans
resistentes e intermediarios. Nestes locais, as epidemias de requeima devem estar
sendo parcialmente, ou ndo estar sendo controladas, com o uso do metalaxyl. A
baixa eficiéncia do produto, ja observada por produtores, pode ser explicada, em
parte, pela ocorréncia de isolados de P. infestans resistentes ao metalaxyl.
Entretanto, hd locais onde predominam isolados sensiveis. O uso do fungicida,
em mistura com um produto protetor eficiente (principalmente o mancozeb) de
acordo com as recomendagdes do fabricante (Gisi & Cohen, 1996, Dowley et
al., 1995), ainda ¢ um componente importante num programa de manejo da
doenga (Gisi & Cohen, 1996; Goodwin et al., 1996; Samoucha & Cohen, 1989).

Se o critério FRAC, descrito em Sozzi et al. (1992), for adequado para
avaliagdo de resisténcia ao metalaxyl quase a totalidade da populagio de
P. infestans do Brasil apresenta resisténcia ao fungicida. Os resultados obtidos

indicam que a situagdo de resisténcia de P. infestans a metalaxyl no Brasil ¢
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preocupante.  Por isso, em caso extremo, poder-se-iam recomendar medidas
drasticas de manejo da resisténcia como a interrupgdo, a principio temporaria, do
uso deste fungicida no pais. O objetivo seria a reducdo na freqiiéncia de isolados
resistentes e intermediarios para niveis aceitaveis. A liberacdo de uso, mesmo de
misturas com um fungicida protetor, sO seria permitida juntamente com
estratégias de prevencao da resisténcia. Tais medidas ja foram implementadas em
outros paises (Staub, 1991; Dowley et al, 1995; McLeod et al, 2001). E
imperativo o uso adequado do produto, conforme recomendacao do fabricante.

Os resultados do monitoramento da populagdo de fitopatdgenos, visando
detectar resisténcia a fungicidas, devem ser informados aos pesquisadores,
extensionistas, agricultores e & industrias. O conhecimento das possiveis
mudancas que estejam ocorrendo na populagdo do patdgeno no campo podem
ajudar a explicar possiveis mudancas na epidemiologia da doenca. Tais
mudancas poderiam implicar na reavaliagdo das estratégias de controle da
doenca. No caso da requeima, tais informagdes sdo potencialmente uteis pois:
i. o controle da doenca ¢ dependente do uso de fungicidas; ii. o patogeno
apresenta alto risco de resisténcia aos fungicidas fenilalamidas; e #i. o alto custo
das lavouras de tomate e batata associado ao alto potencial de destruicdo da
requeima fazem com que o risco de perda de producdo seja elevado. O
monitoramento deve, portanto, ser continuado para acompanhar a dinamica da
resisténcia e, como conseqiiéncia, se as estratégias de manejo estdo sendo

eficazes.
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Tabela 1: Numero de lavouras amostradas e de isolados de Phytophthora
infestans obtidos em diferentes estados brasileiros.

Regido Estado N2 de Lavouras N2de Isolados  Total
Tomate  Batata Tomate Batata
Rio G. do Sul 1 6 1 10 11
Sul Santa Catarina 4 6 8 12 20
Parana 7 8 16 15 31
Sao Paulo 4 3 10 8 18
Sudeste Rio de Janeiro 13 - 26 - 26
Minas Gerais 40 18 82 39 121
Espirito Santo 10 2 28 3 31
Total 79 43 171 87 258
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Figura 1: Freqiiéncia de isolados de Phytophthora infestans resistentes (R),
intermediarios (I) e sensiveis (S) ao metalaxyl, avaliada pelo método

agar e distribuidos por: A) grafico geral (todos os isolados); B) grupo
de compatibilidade e C) regido amostrada.
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Figura 2: Freqiiéncia de isolados de Phytophthora infestans resistentes (R),
intermediarios (I) e sensiveis ao metalaxyl, avaliada pelo método do
disco de folha e distribuidos por: A) grafico geral; B) grupo de
compatibilidade e C) regido amostrada
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Figura 3: Freqiiéncia de isolados resistentes (R), intermediarios (I) e sensiveis (S)
ao metalaxyl, avaliada pelo método FRAC e distribuidos por:
A) gréafico geral com os dois critérios de avaliacdo (1. Isolados em que
a DLsy do produto variou entre 0,001 e 0,01 ppm foram considerados
sensiveis; isolados em que a DLsy variou entre 0,01 e 10ppm foram
considerados  intermedidrios e isolados em que a DLy, ficou acima de
10ppm, foram considerados resistentes. 2. Foram considerados
sensiveis os isolados em que a DLs, ficou abaixo de 10ppm e
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resistentes os iguais ou acima disto); B) grupo de compatibilidade e
C) regido amostrada
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Capitulo 111

DIVERSIDADE E COMPLEXIDADE DE PATOTIPOS DE
PHYTOPHTHORA INFESTANS COLETADOS EM CAMPOS DE
BATATA E TOMATE DAS REGIOES SUL E SUDESTE DO BRASIL

RESUMO

Estudos de diversidade e de complexidade de patétipos t€m sido
conduzidos para melhor compreender os aspectos da biologia de populagdes de
fitopatogenos e para subsidiarem taticas de manejo de resisténcia. Neste trabalho,
investigaram-se a diversidade e a complexidade de patdtipos de 87 isolados de
Phytophthora infestans, agente etiologico da requeima da batateira e do
tomateiro, coletados em campos de tomate e batata nas regides Sul e Sudeste do
Brasil, nos anos de 1998 a 2000. Foi utilizada uma série de clones de batata
(genes R1 a RS, R7 a R8 e R10 a R11) e variedades de tomate (genes Phl e Ph2)
diferenciadores de patdtipos de P. infestans. Foram encontrados 43 pat6tipos,
contendo de 3 a 11 genes cada um, sendo os isolados do grupo de
compatibilidade A2 mais complexos que aqueles do grupo Al. Maior diversidade

de patotipos, dentro das populagdes, foi observada na subpopulacdo da regido
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Sudeste e naquela formada por isolados coletados em 2000. Nas populagdes com
maior diversidade de patdtipos constatou-se menor complexidade. No geral,
detectou-se alta diversidade entre as populacdes estudadas, as quais apresentaram

poucos patdtipos em comum.

ABSTRACT
Diversity and complexity of Phytophthora infestans pathotypes collected in

potato and tomato fields in South and Southeast Brazil.

Studies on diversity and complexity of plant pathogen pathotypes have
been carried out to understand basic population biology aspects and also to
support development and deployment of resistant cultivars. In this study,
analyses of pathotype diversity and complexity were carried out with 87 isolates
of Phytophthora infestans, collected in potato and tomato fields in the South and
Southeast regions of Brazil, during 1998 and 2000. For virulence assessment,
potato clones carrying major genes (R1, R2, R3, R4, R5, R7, R8, R10, and R11)
and tomato varieties carrying the Phl and Ph2 genes were used. Fourty three
pathotypes were determined. The number of virulence factors varied from 3 to 11
and the most complex pathotypes were found for isolates of the A2 mating type.
Virulence gene 5 was the rarest one, followed by gene 8, while genes 3 and 4
were the most frequently found. Higher pathotype diversity within populations
was found in the Southeast and in the 2000 populations. The less diverse
populations had the the most complex pathotypes. High diversity was observed

among populations according to Roger’s index of diversity.
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1. INTRODUCAO

Até algum tempo atrds, quando ndo havia ampla disponibilidade de
técnicas moleculares para estudos de variabilidade genética, a viruléncia era uma
das poucas caracteristicas utilizadas como marcador para estudos de diferenga
entre os isolados de um fitopatdbgeno (McDonald & McDermott, 1993;
Sujkowski et al., 1996). Os estudos de variabilidade genética de populacdes de
fitopatdgenos baseavam-se, em grande parte, nas diferencas ou similaridades de
viruléncia dentro e entre as populagdes estudadas. Os dados obtidos com os
trabalhos de investigacdo de patotipos, além de utilizados para estudos de
genética de populagdo, sdo uteis para melhoristas e extensionistas que gostariam
de desenvolver e propagar o wuso de novas variedades resistentes para
determinadas regides, de modo que essas permanecam efetivas por longo tempo
no campo e que possam diminuir as perdas causadas por fitopatdgenos
(McDonald & McDermott, 1993).

Um dos patogenos cuja diversidade de agressividade e viruléncia tem
sido mais investigado ¢ Phytophthora infestans (Mont) De Bary (Andrivon,
1994; Forbes et al., 1997; Goodwin et al., 1995; Peters et al., 1998; Sujkowski et
al., 1996), agente causal da requeima ou mela, uma das principais doengas da
batateira ¢ do tomateiro nas regides Sul e Sudeste do Brasil (Souza Dias &
lamauti, 1997; Kurozawa & Pavan, 1997). Estudos de variacdo na viruléncia
deste fitopatogeno vém sendo desenvolvidos desde pelo menos a década de 50
(Black et al., 1953; Cicarone et al., 1959; Dowley et al., 1975; Hermansen et al.,
2000; Malconson, 1969; Malconson, 1979; Peters et al., 1998; Tooley et al.,
1986).

Os problemas causados por esta doenca tornaram-se muito mais Sérios
ap6és a migracdo de novos genotipos do México, centro de origem de P. infestans,
para outros paises (Fry et al, 1992; Fry & Goodwin, 1997). A maioria dos novos
genotipos, por apresentar caracteristicas superiores de adaptabilidade, representa
um problema a mais para o manejo da doenca. O organismo P. infestans ¢

heterotdlico e contém dois grupos de compatibilidade, Al e A2 (Erwin &
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Ribeiro, 1996). Com as migracdes, novos gendtipos de P. infestans, dos dois
grupos de compatibilidade, foram dispersos para locais onde antes s6 havia
isolados do grupo Al, possibilitando a ocorréncia de reproducdo sexuada
(Goodwin et al, 1994). Ademais, a maioria dos novos genotipos € resistente ao
metalaxyl, fungicida mais eficiente no controle da doenga at¢ pouco tempo, e sdo
mais agressivos e, ou, virulentos que os genétipos antigos. Estes fatos
contribuiram para despertar o interesse pelo conhecimento da variabilidade
genética de populagdo de P. infestans nas duas ultimas décadas (Fry &
Goodwin, 1997).

Os novos gendtipos ou linhagens clonais de P.  infestans apresentam
diversidade e complexidade de viruléncia distintos dos gendtipos preexistentes
(Goodwin et al., 1995). A diversidade de viruléncia dos novos genétipos €, em
geral, menor do que a do gendtipo antigo ou linhagem clonal US-1, a qual
também foi menos diversa do que a populagdo de P. infestans do México, que
apresenta reproducdo sexuada (Goodwin et al, 1995). Entretanto, a
complexidade das patotipos pertencentes & novas linhagens clonais ¢ maior que
em US-1 (Andrivon, 1994). Situagdo idéntica ocorre na Polonia (Sujkowski et
al., 1996), no Equador (Forbes et al., 1997) e no Canada (Peters et al., 1998).
Nesses estudos, por meio de indices, foi possivel investigar aspectos importantes
da viruléncia de P. infestans tais como descricdio do numero de fenétipos, a
distribui¢do de freqiiéncia de cada patdtipo e o grau de sobreposicdo fenotipica
entre duas ou mais populagdes separadas no tempo ou no espago (Andrivon,
1994; Kolmer, 1991).

No Brasil, estudos recentes apontaram a existéncia de duas linhagens
clonais de P. infestans. A linhagem US-1 é composta por isolados do grupo de
compatibilidade Al, causa requeima em tomateiro ¢ ¢ considerada uma linhagem
antiga. A linhagem BR-1 é composta por isolados do grupo de compatibilidade
A2, causa requeima em batateira e, possivelmente, foi introduzida mais
recentemente no pais (Goodwin et al., 1994; Reis et al., 2000). Porém, ha
escassez de informagdes acerca da composicao de patdtipos de P. infestans no

Brasil. O primeiro estudo de variabilidade de patdtipos de P. infestans foi
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realizado em Sdo Paulo, no qual se utilizou a antiga série diferenciadora de
patotipos composta por apenas quatro genes de resisténcia, R1 a R4 (Ciccarone et
al., 1959). Na época, constatou-se que, apesar de os isolados serem todos Al
(provavelmente US-1), em batata predominaram os pat6tipos 4 e 1,4, enquanto
que em tomate os patotipos 3 e 3,4. Mais tarde, outro estudo foi conduzido no
Brasi, com um série diferenciadora mais ampliada e foi verificado a
predominancia dos genes de aviruléncia complementares aos genes R1, R2, R4,
R10 e R11 em batata (Castro e Shaw, 1992).

As populagoes de Phytophthora infestans t€m alta variabilidade genética
e a freqiiéncia e distribuicdo de patotipos € dindmica (Ciccarone et al, 1959;
Castro & Shaw, 1992). O que ocorre em um ano em um dado local pode ser
alterado em curto espago de tempo. Monitoramento e estudos atuais sao
importantes para compreender melhor a genética de populagdes de P. infestans.
Por essa razdo, delineou-se este estudo com o objetivo de determinar e comparar
a diversidade e complexidade de viruléncia dentro e entre as populagdes de
P. infestans das regides Sudeste e Sul do Brasil de 1998 a 2000, bem como das
subpopulagdes dos grupos Al e A2 e das hospedeiras batata e tomate. Os
patotipos foram determinados com ajuda de uma série diferenciadora de clones
de batata e cultivares de tomate apresentando genes para resisténcia vertical (Van

Der Plank, 1968) a P. infestans.

2. MATERIAL E METOD OS

Isolados de Phytophthora infestans. Oitenta ¢ sete isolados foram coletados,
durante os anos de 1998 a 2000, em lavouras comerciais € experimentais de
tomate estaqueado e de batata das regides Sul e Sudeste (principais regides
produtoras destas duas hortalicas no Brasil). Os isolados foram previamente
caracterizados para o grupo de compatibilidade, fenotipo para a enzima glucose

6 — fosfato isomerase (Gpi) e sensibilidade ao fungicida metalaxyl, sendo alguns
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caracterizados para a enzima Peptidase (Pep) e submetidos a andlise de RFLP do
DNA genomico com a sonda RG-57 (Reis et al., 2000).

Determinacido de patétipos: A viruléncia de cada isolado foi determinada por
meio de testes em foliolos destacados (Tooley et al., 1986) e, ou, discos de folhas
(Peters et al, 1998; Hermansen, 2000). Foram utilizados nove clones
diferenciadores de batata correspondentes aos genes simples R1, R2, R3, R4, RS,
R7, R8, R10 e RI1 e dois de tomate correspondentes aos genes Phl (New
Yorker) e Ph2 (Caline). Como testemunhas, foram utilizadas a cultivar de batata
Binte ¢ o de tomate Santa Cruz Kada, sem genes de resisténcia vertical a
P. infestans. As plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdo e utilizadas no
periodo de 6 a 9 semanas de idade. Nos testes com foliolos, trés destes foram
depositados em camaras Umidas (gerbox com papel de filtro umedecido), com a
superficie abaxial voltada para cima. Foram utilizados dois gerbox para cada
isolado. Nos testes com discos de folhas, cinco discos (15mm de didmetro) de
foliolos de cada diferenciadora foram postos para flutuar em duas placas de Petri
plasticas de 5 ou 9 cm, contendo 10 ml de 4gua esterilizada.

De lesdes, em  foliolos destacados de tomate e  batata,
obtiveram-se  esporangios, com 0S quais preparouse  suspensao de
2 — 2,5 x 10" espordngios/ml. Desta suspensdo, depositou-se 30pl em cada
foliolo ou disco. As placas ou gerbox foram mantidos em cdmara incubadora a
18°C + 2°C e fotoperiodo de 16 horas por sete dias. Apos este periodo, os discos
ou foliolos foram observados sob microscOpio estereoscOpio para presenca ou
auséncia de esporulagdo de P. infestans. No caso de haver esporulagdo em pelo
menos trés dos dez discos ou esporulagio abundante em um destes, a interagdo
foi considerada positiva. Apenas naqueles isolados em que se observaram lesoes
grandes e bem esporuladas nas cultivares testemunhas ¢ que se considerou valido
o teste. Do contrario, o ensaio foi repetido. Todos os isolados, com excecao de
oito, foram testados por pelo menos duas vezes. O nimero de genes de viruléncia
de cada isolado foi determinado com base no niimero de interagdes compativeis

sobre a série diferenciadora de tomate e batata (Tooley et al. 1986).
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Analise dos dados: A diversidade de patétipos dentro das populagdes do
Brasil foi analisada nas seguintes comparagdes de interesse: Sul e
Sudeste, grupos Al e A2, tomate e batata e dos anos de 1998 e 2000. Para tal,
foram calculados os seguintes indices de diversidade: ndice de Simpson
Hs =1 - X [ni(ni — 1)/Ni(Ni — 1)], onde ni = niimero de individuos com o i¢simo
fendtipo e Ni ¢é o nimero de isolados testados. indice de Shannon
Hw = - Zpiln(pi), onde pi = freqiiéncia do iésimo fendtipo, ¢ indicativo do
numero de fendtipos distintos e uniformidade (“evenness”) da distribuicdo
de freqiiéncia de fenodtipos. Indice de Gleason Hg = (Np-1)/Ln(Ni), onde
Np = numero de patotipos diferentes e Ni é o numero de isolados testados, ¢
indicativo do niimero de fendtipos (patotipos) obtidos em um dado tamanho de
amostra.  (Andrivon, 1994; Kolmer, 1991; Kolmer, 1992; Manisterki et al.,
2000). Os indices de Shannon e de Gleason sdo afetados pelo tamanho da
amostra. Assim, foram utilizadas formas corrigidas desses indices para
minimizarem os erros. O indice de Shannon foi corrigido como Hwr = Hs/In(Ni)
e o de Gleason como Hgr = (Np — 1/Ni — 1) (Andrivon, 1994).

A diversidade de patotipos entre populagdes foi calculada pelo indice de
Roger Hr =0,5 2 [Pil — Pi2 [ Este indice varia de 0,0 (quando as populagdes
possuem os mesmos genes de viruléncia, nas mesmas freqliéncias) a 1,0 (quando
as duas populagdes ndo possuem qualquer patotipo em comum). Calculowse
também a complexidade de viruléncia pelos indices Ci = X (PiYi) (nimero
médio de genes de viruléncia por isolado) e Cp = ZYi/Np (nimero médio de
genes de viruléncia por patdtipo), onde Yi = numero de genes de viruléncia do
iésimo patotipo, para todas as populagdes descritas acima (Andrivon &

Vallavieille-Pope, 1993).

3. RESULTADOS

Com base nas reagdes nos nove clones diferenciadores de batata e das

duas variedades diferenciadoras de tomate, os 87 isolados testados foram
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classificados em 43 patotipos. Considerando todos os isolados coletados, apenas
cinco patdtipos apresentaram freqiiéncia entre 5% e 8%. Vinte e sete patotipos
foram detectados apenas uma vez na populagdo total amostrada. O niimero de
genes de viruléncia variou de 3 a 11 por patotipo sendo detectado, em média, sete
deles por isolado testado (Tabela 1).

Foram detectados 17 pat6tipos entre os 30 isolados coletados na Regiao
Sul e 36 entre os 57 obtidos da Regido Sudeste. Apenas 10 patdtipos foram
comuns & duas regides. Na Regido Sul havia apenas trés isolados com
freqiiéncia superior a 10%, enquanto que na Regido Sudeste, apenas um.

Entre as subpopulagdes dos grupos Al e A2 foram identificados
27 patdtipos entre os 51 isolados do grupo Al e 21 patotipos entre os 36 isolados
do grupo A2. Cinco patotipos foram de ocorréncia comum e dois ocorreram com
freqliéncia acima de 10% no grupo de isolados Al e apenas um ocorreu com
freqiiéncia acima de 10% dentre aqueles patotipos do grupo A2.

Quanto a hospedeira, foram caracterizados 25 patdtipos entre 0s
45 isolados coletados em campos de tomate ¢ 24 entre os 42 isolados coletados
em campos de batata. Seis patdtipos em comum & duas hospedeiras. Em
tomate, foram detectados apenas dois patdtipos com mais de 10% de freqiiéncia e
apenas um em batata.

Finalmente, entre os isolados coletados nos dois anos amostrados,
verificorse a ocorréncia de 17 patdtipos entre os 31 isolados coletados em 1998
e de 34 patotipos entre os 54 isolados coletados em 2000. Nove patotipos foram
observados em ambos o0s anos e trés apresentaram freqiiéncia superior a 10% em
1998. Entretanto, nenhum patdtipo ocorreu com freqii€ncia superior a 10% entre
os isolados coletados em 2000. Em alguns casos, isolados de um mesmo campo
foram classificados como diferentes patotipos (dados nao -apresentados).

As cultivares de tomate e, ou, clones de batata diferenciadores de
patdtipos de P. infestans, individualmente, variaram muito quanto a
suscetibilidade aos isolados testados e entre aqueles dos diferentes grupos de
compatibilidade (Figura 1). No geral, R5 foi suplantado com menor freqiiéncia
(13,8%) pelos 87 isolados testados, seguido pelos genes R3 (26,4%), R2 (37,9%)
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e R1 (41,4%). Os genes de viruléncia complementares a R3 e R4 apresentaram a
mesma freqliéncia (96,6%), sendo R3 e R4, portanto, suplantados por quase
todos os isolados testados. Os clones com os genes R2, R5 e R8, quando
suplantados, na maioria das vezes, observou-se pouca esporulacdo e esta ocorria
apenas ao redor do ponto de inoculagao.

Dentro dos grupos de compatibilidade, observou-se que os genes de
viruléncia mais raros, como aqueles complementares a R5 e RS, ocorreram com
maior freqiiéncia nos isolados do grupo A2. Para o gene de viruléncia associado
a R2, maior freqiiéncia de patdtipos foi observada entre os isolados do grupo Al
(47,1%) em comparacdo com A2 (25,0%). O gene de viruléncia 5,
complementar a RS, praticamente ndo foi detectado nos patdtipos menos
complexos. Os genes Phl e Ph2 foram suplantados com maior freqiiéncia, 100 e
98%, respectivamente, por isolados do grupo Al os quais sdo todos, com
excegdo de cinco isolados, originarios de tomate. Observou-se que nas cultivares
de tomate com os genes Phl e Ph2, quando suplantados por isolados do grupo
A2, havia pouca esporulacao do patogeno.

Observowse variagdo quanto a diversidade e complexidade de patotipos
dentro das populagdes de P. infestans estudadas. As tendéncias para diversidade
e complexidade foram semelhantes com o uso de praticamente todos os indices,
sejam eles absolutos ou corrigidos (Tabela 2). Dentro da populagdo formada
pelos isolados da Regido Sudeste foi verificada maior diversidade de patotipos
comparado a diversidade dentro da subpopulagdo formada pelos isolados da
Regiao Sul (Tabela 2). Quando os isolados foram divididos em populagdes com
base no grupo de compatiblidade, observou-se que a diversidade dentro da
populagdo de isolados do grupo Al (linhagem US-1) foi maior que dentro da
populagdo do grupo A2 (linhagem BR-2), de acordo com os indices de Shannon
e de Gleason ndo corrigidos. Entretanto, quando se aplicou a correcdo para
tamanho de amostra, os resultados foram alterados e maior diversidade foi
observada dentre os isolados do grupo A2. Nao houve diferencas acentuadas

entre os indices de diversidade para as populagdes oriundas de tomate ou de
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batata. Maior diversidade foi encontrada dentro dos isolados coletados no ano de
2000 comparada aquela estimada para os isolados coletados em 1998.

A complexidade dos patotipos variou de 3 genes de viruléncia
(complementares a R4, Phl e Ph2), em um isolado coletado em tomate (grupo
Al) na Regido Sudeste em 2000, a 11 genes em dois isolados de batata (grupo
A2) e um de tomate (Al) (Tabela 1). Maior complexidade de patdtipos, de
acordo com os dois indices calculados (Ci e Cp), foi encontrada para as
populacdes que apresentaram menor diversidade (Tabela 2). Os isolados da
regido Sul apresentaram menor diversidade de patotipos comparada aos dos
isolados do Sudeste, mas os patdtipos eram mais complexos. A populagdo A2,
menos diversa pelos indices de Shannon e Gleason, foi mais complexa (Ci = 8,00
e Cp = 7,57) que a populagio Al (Ci = 6,31 e Cp = 6,37) (Tabela 2). Em
conseqiiéncia, a populacdo de isolados de batata ¢ muito mais complexa que a de
tomate ¢ a de 98, que era muito menos diversa, ¢ mais complexa que a de 2000
para o indice Ci e praticamente igual para Cp. Portanto, no geral, as populagdes
mais diversas eram as menos complexas e vice versa.

Quando comparadas duas a duas pelo indice de Roger (diversidade entre
subpopulagdes afins), as diferentes populagdes apresentaram, no geral, altos
indices de dissimilaridade entre si (Tabela 3). Na populagdo do Brasil, uma alta
diversidade de patotipos foi detectada entre as subpopulacdes dos grupos Al e
A2 (Hr = 0,85), seguido pelas de tomate e batata Hr = 0,82). Esta ultima
comparacdo foi altamente relacionada a primeira face a alta especificidade de
hospedeiro (os isolados do grupo Al causam requeima em tomate ¢ os do grupo
A2, em batata). Menor diversidade entre as populagdes foi encontrada entre as
subpopulacdes de 1998 e 2000 e entre as subpopulagdes do Sul e do Sudeste.

Ao analisar somente as subpopulacdes da regido Sul, constatou-se que a
diversidade foi maior quando se compararam as subpopulagdes formadas com
base no hospedeiro - tomate e batata (Hr = 0,82), seguida das subpopulagdes
definidas com base no ano de coleta (1998 ou 2000) (Hr = 0,78) e menor entre as
subpopulacdes formadas com base nos grupos de compatibilidade Al e A2

(Hr=0,73) (Tabela 3).
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Ao analisar somente as subpopulacdes da regido Sudeste, a diversidade foi
maior entre as subpopulacdes formadas com base nos grupos de compatibilidade
Al e A2 (Hr = 0,90), seguida das subpopulagdes de acordo com o hospedeiro -
tomate e batata (Hr = 0,87) e menor nas subpopulacdes formadas com base no

ano de coleta 1998 ¢ 2000 (Hr = 0,73) (Tabela 3).

4. DISCUSSAO

Ha alta diversidade e complexidade de patdtipos de P. infestans do Brasil.
Em ambas as linhagens clonais foram detectados 43 patotipos, que variaram de
simples a complexos e que ocorreram com diferentes freqiiéncias. H4 uma
relagdo de um patdtipo para aproximadamente cada dois isolados testados.

Os resultados de estudos anteriores sugeriram que havia alta diversidade
genética de isolados de P. infestans no Brasil (Ciccarone et al., 1959; Castro &
Shaw, 1992). No presente estudo ampliou-se o nimero de clones diferenciadores
e incluiram-se duas cultivares de tomate. Dessa forma, foi possivel detectar um
niumero ainda maior de patotipos. Se a série diferenciadora fosse limitada aos
clones utilizados no trabalho anterior (R1 a R4) (Ciccarone et al., 1959), observa-
se que a diversidade de patotipos atual ¢ maior que a observada por esses autores.

O grande nimero de patotipos de P. infestans (43) encontrado neste
trabalho pode ser devido ndo so6 a alta diversidade da populacdo mas também ao
critério adotado para avaliagdo dos ensaios. Este pode ter proporcionado um alto
niamero de combinagdes de genes de viruléncia e, com isso, superestimado o
nimero de patétipos em cada populacdo estudada.  Entretanto, este mesmo
critério tem sido utilizado em outros estudos de diversidade de patotipos de
P. infestans (Tooley et al, 1986; Hermansen, et al, 2000). Os resultados
encontrados por outros autores indicaram uma propor¢do de um patotipo para
cada dois (Tooley et al., 1986) ou para cada 3,5 isolados testados (Hermansen, et

al., 2000) e , em média, foram semelhantes aos relatados neste trabalho.
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A baixa freqiiéncia de isolados apresentando o mesmo fenotipo pode ser
devido a problemas de amostragem. E possivel que o numero de isolados
testados ndo tenha sido suficiente para deteccdo de um mesmo patdtipo com
maior freqiiéncia. Entretanto, em outros trabalhos, o numero de isolados
utilizado foi semelhante ao deste (Forbes et al, 1997; Goodwin et al, 1995;
Sujkowski et al., 1996), e foram encontradas ntimros e freqiiéncias de patotipos
tanto similares ao observado neste trabalho (Goodwin et al., 1995) como
diferentes (Forbes et al, 1997; Sujkowski et al, 1996). Além disso, neste
trabalho numero de isolados testados por campo foi pequeno (um a trés, sendo na
maioria das vezes apenas um) e deve ter contribuido para esta observacao.
Mesmo os isolados coletados em um mesmo campo e, ou, regido na maioria das
vezes ndo apresentavam o mesmo fendtipo, o que indica alta diversidade de
patotipos. Possivelmente, altas taxas de mutacdo nos genes de aviruléncia
estejam ocorrendo, pois a populagdo de P. infestans tem estrutura clonal e ndo ha
evidéncias de recombinagio (Reis et al., 2000).

A viruléncia sobre os genes R5, R8 ¢ R2 foi bastante rara, indicando uma
tendéncia de fixacdo dos seus genes complementares de aviruléncia na populacdo
brasileira de P. infestans. Enquanto isto, a viruléncia sobre os genes R3 e¢ R4 esta
proxima da fixagdo, apesar da provavel inexisténcia destes genes nas variedades
comerciais de batata do Brasil. Este fato indica que a selegdo exercida por parte
dos genes R ndo ¢ responsavel por esta fixacdo. Os resultados obtidos coincidem
com aqueles obtidos por Hermansen et al. (2000) nas populacdes de P. infestans
da Finlandia e da Noruega. Em outros trabalhos, também os genes de viruléncia
5 e, ou, 8 foram raros na populagdo estudada (Forbes et al., 1997; Oyarzun et al.,
1998; Sujkowski et al, 1996; Tooley et al., 1986). Entretanto, os resultados
obtidos neste trabalho diferem muito daqueles obtidos por Castro ¢ Shaw (1992)
0s quais encontraram maior incidéncia de fatores de viruléncia para os genes Rl,
R2, R4, R10 e R11, havendo apenas coincidéncia de resultados para o gene R4.
Mudangas na composi¢do das populacdes de P. infestans, amostragem em
regioes distintas e até mesmo diferencas de metodologia podem explicar, ao

menos em parte, a divergéncia de resultados. Pelo observado neste trabalho, em
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muitos campos e, ou, regides, os genes R5 e R8 poderiam prevenir ou permitir
um atraso no inicio da epidemia no campo em determinada estacdo de cultivo.
Entretanto, a duraco de seu efeito provavelmente ndo seria longa.

Os genes Phl e Ph2 foram suplantados por quase todos os isolados de
tomate testados (linhagem US-1). Este resultado indica que os fatores de
viruléncia para estes genes de resisténcia estio praticamente fixados nesta
populagdo, apesar da provavel inexisténcia dos genes Phl e Ph2 nas cultivares e
hibridos de tomate usados no Brasil. Estas observacdes se assemelham aquelas
de Goodwin et al. (1995) e Oyarzum et al. (1998) com isolados provenientes de
tomatais da América do Norte e Equador, respectivamente.

O fato de os genes de viruléncia mais raros aparecerem quase
exclusivamente nos patotipos mais complexos foi observado em outros trabalhos
(Andrivon, 1994; Forbes et al., 1997; Oyarzum et al, 1998). Andrivon (1994)
afirma que esta tendéncia deve ser caracteristica das peculiaridades evolutivas de
P. infestans. Uma destas carateristicas seria uma maior influéncia da mutagdo em
relacdo a recombinagdo genética na evolugdo de patdtipos de P. infestans, assim
como observado em populagdes de Puccinia striiformis, principalmente aquelas
de reprodugao assexuada (Welling & McIntosh, 1990).

As populagdes analisadas diferiram em muito na sua diversidade e
complexidade de patdtipos. A tendéncia de maior diversidade de patotipos na
antiga linhagem clonal US-1 (grupo Al), comparado com a nova linhagem BR-1
(grupo A2) na populacdo de P. infestans do Brasil estd de acordo com
observacdes de outros autores que investigaram a populagdo de P. infestans da
América do Norte, Equador ¢ Canada (Goodwin et al., 1995; Forbes et al., 1997,
Peters et al., 1998). Segundo estes ultimos autores, esta situacdo deve ser reflexo
do acuimulo de mutagdes na linhagem US-1, depois de longo tempo de
reproducdo exclusivamente assexuada. A diversidade entre as populacdes obtidas
de tomate ¢ de batata ¢ reflexo da diversidade encontrada entre US-1 e BR-1
devido a associagao de cada uma destas linhagens com um dos hospedeiros.

A tendéncia de maior complexidade de patdtipos encontrada na linhagem

BR-1 parece ser regra geral entre as novas linhagens, introduzidas recentemente.
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Esta tendéncia também foi observada em outros estudos com populagdes de
P. infestans de locais onde ainda havia ou ha a presenca de linhagens novas e
antigas como na Polonia (Sujkowski et al., 1996); Equador (Forbes et al., 1997) e
Canada (Peters et al., 1998). A selecdo promovida por genes R ndo deve ser a
razdo para a presenca de patotipos complexos em BR-1. Este alto nimero de
genes de viruléncia talvez tenha sido introduzido juntamente com esta linhagem e
tenha permanecido na populagdo, mesmo sem necessidade, assim como deve ter
ocorrido no Equador (Forbes et al, 1997). Estes autores afirmam que estas
observagdes suportam o argumento de que a selegdo estabilizadora, preconizada
por Van der Plank (1968), nao ¢ importante no patossistema P. infestans X
batata. Apesar de os resultados aqui relatados apontarem para uma conclusao
semelhante, ndo € possivel inferir sobre esse aspecto com seguranca.

A diversidade de patotipos encontrada entre as populagdes de
P. infestans das regides Sul e Sudeste possivelmente ndo ocorre pela pressao de
selecdo por parte da hospedeira, uma vez que as variedades de tomate e batata
cultivadas nas duas regides sdo praticamente as mesmas. Além disso, somente a
mutacdo ndo seria suficiente para causar toda a diversidade constatada. Outros
mecanismos evolutivos que podem estar atuando para a existéncia desta
diversidade entre populacdes devem ser a deriva genética que ocorre de estacdo
para estacdo de cultivo, juntamente com um efeito fundador, conforme
preconizado por Goodwin et al. (1992), para populagdes de Rhynchosporium
secalis nos Estados Unidos. Também uma provavel auséncia ou baixa taxa de
migracdo entre as duas regides deve estar contribuindo para a diferenciagdo das
populacdes do Sudeste e do Sul.

A grande diversidade de patotipos e a ampla ocorréncia de patdtipos
complexos de P. infestans nas duas regides amostradas, as quais sao as
principais produtoras de batata e tomate de mesa, praticamente inviabiliza a
utilizagdo de resisténcia vertical para controle da doenga. Portanto, os programas
de melhoramento genético de batata e tomate devem buscar a incorporagdo de

resisténcia horizontal arequeima nas duas culturas.
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Tabela 1. Freqiiéncia de patotipos de Phytophthora infestans agrupados de
acordo com o grupo de compatibilidade Al e A2, diferentes regides

produtoras, a cultura de origem ou ano de coleta.

Patétipo Freqiiéncia (%)

Tomate Batata Al A2 Sul Sudeste 1998 2000 Brasil

1,2,3,4,5,7,8,10,11,Phl Ph2 2,22 476 1,9 556 6,90 1,72 9,68 0,00 3,45
1,2,3,4,5,7,10,11, Ph2 0,00 238 0,00 2,78 3,45 0,00 0,00 1,85 1,15
1,2,3,4,7,8,10,Ph1, Ph2 0,00 238 0,00 2,78 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
1,2,3,4,7,11, Phi,Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
1,2,3,4,5,10,11 0,00 238 0,00 2,78 3,45 0,00 0,00 1,85 1,15
1,3,4,5,7,8,10,11, Phi Ph2 0,00 476 0,00 556 3,45 1,72 323 1,85 230
1,3,4,5,8,10,11,Ph1,Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 0,00 1,15
1,3,4,5,7,10,11, Phl,Ph2 0,00 476 0,00 556 3,45 1,72 0,00 3,70 2,30
1,3,4,7,8,10,11, Phl Ph2 0,00 16,67 1,96 16,67 13,79 517 12,90 556 8,05
1,3,4,7,11, Phi, Ph2 0,00 238 0,00 278 0,00 1,72 323 0,00 1,15
1,3,4,7,10,11, Ph2 0,00 238 0,00 2,78 345 0,00 0,00 1,85 1,15
1,3,4,7,10,11, Phl,Ph2 0,00 7,14 0,00 833 0,00 5,17 0,00 556 3,45
1,3,4,7,8,10,11, Phl 0,00 476 0,00 556 0,00 3,45 0,00 3,70 2,30
1,3,4,7,8,10,11, Ph2 0,00 476 0,00 556 0,00 3,45 0,00 3,70 2,30
1,3,4,7,8,10,11 0,00 238 0,00 2,78 0,00 1,72 323 0,00 1,15
1,3,4,7,10, 11 0,00 476 0,00 556 0,00 3,45 0,00 3,70 2,30
1,3,4,11 0,00 238 0,00 2,78 3,45 0,00 0,00 1,85 1,15
1,3,7,Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
1,3,4,7,11, Phl 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
1,4,7,10, 11, Ph2 0,00 238 0,00 2,78 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
2,3,4,7,10, Phi, Ph2 4,44 476 588 2,78 0,00 6,90 645 3,70 4,60
2,3,4,7, Phl, Ph2 13,33 0,00 11,76 000 17,24 1,72 12,90 3,70 6,90
2,3,4,10, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 3,45 0,00 0,00 1,85 1,15
2,3,4,10,11, Phl, Ph2 4,44 0,00 3,92 0,00 3,45 1,72 323 1,85 230
2,3,4,7,10,11, Phl,Ph2 6,67 7,14 588 833 1034 517 16,13 1,85 6,90
2,3,4,7,11, Phl, Ph2 6,67 476 9,80 0,00 6,90 5,17 323 741 575
2,3.4,11, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
2,4,10, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 323 0,00 1,15
3,4,5,7,8,10,11, Phi,Ph2 0,00 238 0,00 2,78 0,00 1,72 323 0,00 1,15
3,4,5,10,11, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
3,4,7,10,11, Phl, Ph2 6,67 238 7,84 0,00 6,90 3,45 0,00 7,41 4,60
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Tabela 1., Cont.

Patétipo Freqiiéncia (%)

Tomate Batata Al A2 Sul Sudeste 1998 2000 Brasil

3,4,7,8,10, Phl,Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
3,4,10,11, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
3,4,7,10, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 3,23 0,00 1,15
3,4,7,11, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
3,8,10,11, Phl,Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 3,23 0,00 1,15
3,4,7,8,10, Phl 0,00 2,38 0,00 2,78 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
3,47, Phl, Ph2 15,56 0,00 13,73 0,00 0,00 12,07 6,45 7,41 8,05
3,4,10, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15
3,4,11, Phl, Ph2 0,00 2,38 1,96 0,00 3,45 0,00 0,00 1,85 1,15
3,7,11, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 3,23 0,00 1,15
3,4, Phl ,Ph2 4,44 2,38 392 2,78 6,90 1,72 3,23 3,70 3,45
4, Phl, Ph2 2,22 0,00 1,96 0,00 0,00 1,72 0,00 1,85 1,15

100 100 100 100 100 100 100 100 100

83



Tabela 2. Diversidade e complexidade de patdtipos dentro de diferentes
populagdes de Phytophthora infestans no Brasil.

Populagio Ni* Np® HS® HW' HWR® HG' HGR®: Ci" Cp

Brasil 87 43 0,97 3,48 0,78 9,40 0,49 7,01 6,79
Sul 30 17 0,94 2,71 080 4,70 0,55 7,52 7,18
Sudeste 57 36 0,97 3,34 0,83 8,66 0,63 6,76 6,89
Grupo A1 51 27 0,95 3,00 0,76 6,61 0,52 631 6,37
Grupo A2 36 21 0,96 2,87 080 5,58 0,57 8,00 7,57
Tomate 45 25 0,95 2,95 0,78 6,30 0,55 6,22 6,32
Batata 42 24 0,96 299 080 6,15 0,56 7,86 7,42
1998 31 17 0,94 2,62 0,76 4,66 0,53 7,42 647
2000 54 34 0,98 3,38 0,85 8,27 0,62 6,78 6,68

Ni = Namero de isolados, "Np = Numero de patotipos (patotipos), “Hs = Indice
de Simpson, ‘Hw = Indice de Shannon, ‘HWR = Indice de Shannon ajustado para
pequenas populagdes, 'HG = Indice de Gleason, HGR = Indice de Gleason
ajustado para pequenas populagdes, Ci e Cp Indices de complexidade (Andrivon,
1994).
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Tabela 3. Indice de Roger (Hr) de diversidade entre populagdes, comparadas
duas a duas, de Phytophthora infestans do Brasil

Populacdes Hr
Brasil
Regido Sul x Regido Sudeste 0,70
Grupo Al x Grupo A2 0,85
Tomate x Batata 0,77
1998 x 2000 0,69
Regiao Sul
Grupo Al x Grupo A2 0,73
Tomate x Batata 0,82
1998 x 2000 0,78
Regido Sudeste
Grupo Al x Grupo A2 0,90
Tomate x Batata 0,87
1998 x 2000 0,73
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Figura 1. Freqiiéncia com que os genes de resisténcia sdo suplantados nas
populagdes de Phytophthora infestans do Sul e Sudeste do Brasil (A)
e dentro dos grupos de compatibilidade Al e A2 (B).
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CONCLUSOES GERAIS

A populagdo de P. infestans no Brasil continua clonal, com duas
linhagens US-1 e BR-1. As principais carcteristicas da linhagem US-1 sdo: grupo
de compatibilidade Al, haplotipo mitocondrial Ib, perfil isoenzimatico para Gpi
e Pep 86/100 e 92/100, respectivamente e padrdo de bandas na andlise de
25 locos RFLP do tipo 1,3,5,7,9,10,13,14,16,20,21,24,25. As principais
carcteristicas da linhagem BR-1 sdo: grupo de compatibilidade A2, haplotipo
mitocondrial Ila, perfil isoenzimatico para Gpi e Pep 100/100 e 100/100,
respectivamente e padrao de bandas na analise de RFLP do tipo
1,3,5,7,13,14,19,20,21,22,24,25.

As linhagens clonais sdo altamente especializadas em seus hospedeiros.
Isolados da linhagem clonal US-1 causam requeima em tomate enquanto isolados
da linhagem BR-1 em batata, predominantemente. Em dois locais, Vigosa, MG e
Pelotas, RS, foram encontrados isolados de US-1 causando requeima em batata.
Possivelmente, nesses locais, o indculo para essas epidemias foi proveniente de
campos de producao de tomate.

Existe isolados de P. infestans resistentes ao metalaxyl nos sete estados
do Sul e Sudeste brasileiro e dentro das duas linhagens clonais, US-1 ¢ BR-1.
Parece nao haver diferenca entre as duas linhagens, quanto a resisténcia ao

produto, ou seja, ndo ¢ possivel diferenciar as linhagens BR-1 de US-1 por meio
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da resisténcia ao metalaxyl. Houve pouca correspondéncia entre os resultados
dos testes de resisténcia a0 metalaxyl quando se empregou o método do agar e os
métodos de disco de folha. Para maior confiabilidade dos resultados ¢ necessario
a utilizacdo dos dois tipos de testes, para estudos de monitoramento da
resisténcia de P. infestans ao metalaxyl.

Existe alta diversidade de racas dentro das populacdes de P. infestans no
Brasil e baixa entre as mesmas. As ragas, no geral, sio complexas e as da
linhagem BR-1 s3o mais complexas que as de US-1. Por estes motivos,
programas de melhoramento de batata, devem dar maior énfase a resisténcia

quantitativa.
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