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Apresentacao

A murcha bacteriana, causada pela bactéria Ralstonia solanacearum, € uma
das principais doencgas da batata em todo mundo, em especial em paises de
clima tropical e subtropical. No Brasil, afeta principalmente cultivos conduzidos
em periodos chuvosos, em areas sujeitas a insuficiente rotagdo de culturas e
quando nao se utiliza batata semente certificada.

O controle da murcha bacteriana ¢é dificil e cultivares com elevado grau de
resisténcia a essa doenga nao estao disponiveis, pois a resisténcia até entao
encontrada em espécies silvestres de batata € complexa e nao confere
protecao suficiente para ser usada como medida exclusiva de controle. Além
disso, é dificil combinar a resisténcia com outras caracteristicas de controle
poligénico exigidas pelo mercado, como tipo de pele, formato de tubérculos,
produtividade e teor adequado de matéria seca. Devido a facilidade de
cruzamento, a resisténcia de Solanum phureja tem sido a mais utilizada. No
entanto, clones dessa espécie ndo tém proporcionado selegdo de gendtipos
com resisténcia estavel a doenga nas condi¢des tropicais, onde ainda ocorre
alta variabilidade do patogeno.

Na busca de fontes alternativas de resisténcia, gendtipos de Solanum
commersonii foram avaliados no Uruguai e na ltalia, com resultados
promissores. Este Documento € o relatério final do projeto desenvolvido com
financiamento do Centro Internacional de la Papa (CIP), que teve como objetivo
avaliar a reagcédo de familias clonais envolvendo clones de S. commersonii,
previamente selecionados como resistentes a murcha bacteriana no Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA — Uruguai), sob condi¢des de
campo em Brasilia.

Warley Marcos do Nascimento
Chefe Geral da Embrapa Hortalicas
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Introducao

A murcha bacteriana (MB) é uma das principais doengas da batata, em
especial em cultivos de verdao chuvoso, em areas sujeitas a insuficiente
rotacdo de culturas e quando ndo se utiliza batata semente certificada. E
causada pela bactéria Ralstonia solanacearum, que invade a planta por meio
de ferimentos na raiz e coloniza os vasos do xilema, que ficam escurecidos
e tém sua funcionalidade comprometida; por afetar o transporte de agua
desde as raizes até a parte aérea da planta, as folhas murcham. Tubérculos
de plantas murchas tém o anel vascular escurecido, com exsudagao de
pus bacteriano e apodrecem facilmente pela invasdo de outros micro-
organismos.

Cultivares com elevado grau de resisténcia a MB nao estédo disponiveis em
nenhuma parte do mundo. A resisténcia até entdo encontrada em espécies
silvestres de batata &€ complexa (poligénica) e parcial, envolvendo genes
com efeitos maiores e menores, com acéo ndo aditiva e epistasia (Tung et
al., 1990). Desta forma, a resisténcia ndo confere protecao suficiente para
ser usada como medida exclusiva de controle da doenga. Além disso, é
dificil combinar a resisténcia estavel com outras caracteristicas de controle
poligénico exigidas pelo mercado, como tipo de pele, formato de tubérculos,
produtividade e teor adequado de matéria seca (Huet, 2014). Isso se deve,
em parte, a complexa combinagcdo génica em espécies tetraplodides (tais
como Solanum tuberosum), mais complexa, ainda quando o0s principais
genes de resisténcia sdo oriundos de espécies selvagens, tais como S.
phureja, S. commersonii, S. raphanifolium, S. sparsipilum, S. microdontum
e S. stenotomum (Fock et al., 2005). Devido a facilidade de cruzamento, a
resisténcia de S. phureja tem sido a mais utilizada. No Peru, as cultivares
Molinera e Caxamarca (derivadas de S. phureja) foram desenvolvidas
especificamente para resisténcia a MB e desempenharam importante papel
no controle da doenga na Regido Andina, onde ocorre a raga 3, biovar 2,
Filotipo Il do patdogeno. No entanto, essas fontes ndo apresentaram boa
resposta nas condi¢cdes tropicais e com maior variabilidade do patdégeno
(Lopes, 2005). Essas cultivares foram avaliadas em campos infestados com
R. solanacearum (raga 1, biovar 1) em Brasilia-DF e nao foram consideradas
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aptas para cultivo em virtude de baixa adaptagédo (baixa produtividade),
caracteristicas de tubérculos indesejaveis e grau de resisténcia abaixo do
esperado. Esses resultados corroboram a hipétese de Tung et al. (1990),
de que a resisténcia a MB se manifesta em fungcdo da adaptabilidade do
genadtipo a uma determinada regido.

No Brasil, a cultivar Achat foi a inica que apresentou certo grau de resisténcia
quando avaliada em solo naturalmente infestado com o patdégeno, em
Brasilia-DF (Lopes, 2005). E interessante notar que a resisténcia de
‘Achat’ mostrou-se estavel e de amplo espectro, como indicado em ensaios
de campo em Brasilia-DF, onde predomina a raca 1 (biovar 1) e no Rio
Grande do Sul, onde prevalece a raga 3 (biovar 2) (Lopes, 2005). Essa
caracteristica fez com que ‘Achat’ tivesse o menor indice de rejeicao em
campos de produgao de batata-semente no Brasil, cuja principal causa
de condenacgdo era a MB. A resisténcia a doencga, entretanto, nao foi
suficientemente relevante para evitar que ‘Achat’ (que foi lider de mercado
durante as décadas de 1980 e 1990 no Brasil) fosse substituida por outras
cultivares suscetiveis, mas de melhor aparéncia, tais como ‘Monalisa’,
‘Cupido’ e ‘Agata’ (que dominaram ou dominam o mercado). No Brasil, o
clone MBO03 (derivado de S. phureja), selecionado na Embrapa Hortalicas
(Lopes et al., 2004), apresentou alto nivel de resisténcia tanto no Distrito
Federal, onde predomina a raga 1, biovar 1, como no Rio Grande do Sul,
onde predomina a raga 3, biovar 2. Esse clone tem sido utilizado como
uma das principais fontes de resisténcia no programa de melhoramento de
batata da Embrapa.

Na busca de fontes alternativas de resisténcia, genétipos de S. commersonii
foram avaliados no Uruguai (Siri et al, 2009; Ferreira et al., 2017) e na Italia
(Carputo et al., 2009), com resultados promissores. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a reagdo a murcha bacteriana, sob condicbes de campos, em
Brasilia, de familias clonais envolvendo clones de S. commersonii previamente
selecionados como resistentes a doenga no INIA — Uruguai.



Selegao de clones de batata derivados de cruzamentos realizados no Uruguai envolvendo a fonte de 13
resisténcia Solanum commersonii para resisténcia a murcha bacteriana

Titulo do projeto: “Sustainable use of potato crop wild relatives (CWR) and
development of a pre-breeding core collection with key climate change-related
traits”.

Atividade: Selecao para resisténcia a murcha bacteriana de clones de batata
derivados de cruzamentos realizados no Uruguai envolvendo a fonte de
resisténcia Solanum commersonii.

Equipe do Projeto:

Embrapa Hortaligas (CNPH): Carlos A. Lopes (responsavel pela atividade),
Agnaldo D.F. Carvalho, Carlos Ragassi

Embrapa Clima Temperado (CPACT): Arione S. Pereira, Caroline Castro
Embrapa Produtos e Mercado: Paulo E. Melo

Centro Internacional de la Papa (CIP): Merideth Bonierbale (Lider do projeto),
Elisa Mihovilovich, Thiago Mendes

Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA): Francisco Vilaré,
Matias Gonzales

Acdes do projeto: 2015-2017

1. Sementes botanicas (cerca de 100 sementes de cada uma das 13 familias)
obtidas no INIA foram enviadas por Arione Pereira e recebidas na Embrapa
Hortalicas em fevereiro de 2015 (Tabela 1).

2. Sementes semeadas em bandejas de plastico em abril de 2015. As
bandejas foram mantidas na casa de vegetagdo 2 da Embrapa Hortalicas
(Figura 1).
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Tabela 1. Familias de batata recebidas como sementes boténicas do Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA — Uruguai) em 2015 e nimero de clones
selecionados na Embrapa Hortalicas para caracteristica de tubérculos em 2016.

Progénies recebidas do INIA em abril de 2015

Genito Genitor Clones Clones % de
Progénie Geragao
feminino | masculino plantados | selecionados | sele¢ao

13081 09509.1 Granola 10,8
13084 09501.2 Granola BC3 84 10 11,9
12054 95043.11 BC3 102 21 20,6
13086 Pucara BC3 96 19 19,8
11009 97145.4 BC3 90 15 16,7
12075 Stirling 09509.6 BC3 108 9 8,3
12074 Rodriga BC3 120 15 12,5
13067 Achirana BC3 87 6 6,9
12055 09510.5 95043.11 BC3 60 10 16,7
11013 09510.4 97145.4 BC3 90 26 28,9
14147 11009.1 394895.7 BC4 78 9 11,5
14150 11009.2 394903.5 BC4 84 22 26,2
14148 394895.7 BC4 84 18 214
TOTAL 1.166 189 16,2

Pedigree dos progenitores

08301.1
1 Bulk BW CIP
0950 (BClcmm) " c
08302.4
09509 8809.2
(BC1cmm)
09510 083024  DUKBW
: CIP
11009 095012 971454
394895.7 BWH €90.205
’ 87.230R ’
BWH

394903.5 Cruza 148 87.193
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Figura 1. Plantulas recém germinadas oriundas de sementes de 13 familias derivadas
de cruzamentos realizados no Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA-
Uruguai). (2015).

3. Mudas transplantadas para vasos com capacidade para 1,5 L em maio de
2015, mantidas em casa de vegetagéo (Figura 2).

Figura 2. Mudas transplantadas e mantidas em casa de vegetacdo, oriundas
das sementes dos genotipos fornecidas pelo Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA-Uruguai). (2015).

Foto: Cérlos Alberto Lopes

Féto: Carlos Alberto Lopes
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4. Colheita de 1.166 clones cultivados em vasos, em agosto de 2015, quando
as plantas completaram 100 dias apds o transplante (Tabela 1, Figura 3).

A

4

Foto: Carlos Alberto Lopes

Figura 3. Amostra de clones da familia 12074, mostrando a diversidade de cores e
formatos (2015).

5. Clones armazenados em camara fria em agosto de 2015.

6. Clones plantados em maio de 2016 em campo livre de murcha bacteriana
na Embrapa Hortalicas, para fins de multiplicacao e sele¢ao por aparéncia de
tubérculos.

7. Colheita de clones em agosto/setembro de 2016 (Figura 4). Por ocasiao
da colheita, foram selecionados 189 (Tabela 2) clones por critérios subjetivos
determinados por trés pesquisadores (Agnaldo Carvalho, Carlos Lopes e
Paulo Melo), levando-se em consideragéao as caracteristicas de tubérculos:
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Figura 4. Colheita dos clones das 13 familias avaliadas, multiplicados em area livre
da murcha bacteriana na Embrapa Hortaligas (2016).

cor, formato, uniformidade, profundidade dos olhos, presencga de doengas e
produgao por cova.

8. Clones selecionados colocados em camara fria em setembro de 2016.

9. Cultivo de clones selecionados em campo infestado com R. solanacearum
em maio de 2017. Os clones das diferentes familias foram plantados em
parcelas de 10 plantas distribuidas ao acaso em condicbes de campo
(Figura 5).

10. Dependendo da disponibilidade de tubérculos, uma coépia dos clones
foi plantada em condigbes de campo nao infestado por R. solanacearum na
Embrapa Hortalicas, em parcelas de cinco plantas.

11. Clones foram avaliados para incidéncia de murcha bacteriana durante o
ciclo vegetativo (Figura 6).

Foto: Carlos AIbérto Lopes
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Foto: Carlos Alberto Lopes

Figura 5. Clones das 13 familias avaliadas, multiplicados em 2016, cultivados em
condigbes de campo, em area infestada com Ralstonia solanacearum na Embrapa
Hortaligas (2017).

Foto: Carlos Alberto Lopes

Figura 6. Cultivo de clones em condi¢des de campo, em area infestada com Ralstonia
solanacearum na Embrapa Hortalicas, mostrando diferenca de resisténcia entre os
clones (2017).




Foto: Carlos Alberto Lopes
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12. Colheita e avaliacdo dos tubérculos dos clones que sobreviveram a
murcha bacteriana (Figura 7).

Figura 7. Parcelas recém colhidas sendo avaliadas para caracteristicas de tubérculos
e reagdo a murcha bacteriana, em area infestada com Ralstonia solanacearum, na
Embrapa Hortalicas (2017).

13. Tubérculos dos clones selecionados, isentos de podriddes e de tamanho
comercial, foram pesados.

Resultados

A.Obtencéo de clones oriundos dos cruzamentos. Do conjunto de sementes
boténicas de 13 familias, envolvendo um genitor de Solanum commersonii em
cruzamentos BC3 e BC4 realizados no INIA, foram obtidos 1.166 clones em
casa de vegetagao na Embrapa Hortaligas, em 2015 (Tabela 1).

B. Selecdao de clones para caracteristicas de tubérculos. Dos 1.166
clones obtidos em 2015, 189 (com representantes de todas as familias) foram
selecionados para caracteristicas de tubérculos, apdés plantio em solo nao
infestado por R. solanacearum na Embrapa Hortaligas, em 2016 (Figura 4
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e Tabelas 1 e 2). Esta selecao permitiu identificar as familias que geraram
clones com melhores caracteristicas de tubérculos, como as familias INIA
11013 e INIA 14150, em contraste com a familia INIA 13067, que teve poucos
clones selecionados. Nao houve direcionamento na selecao em funcao
de qualquer caracteristica especifica de tubérculo, seja de cor, formato ou
aptidao para industria ou consumo.

C. Selecao de clones na fase vegetativa para resisténcia a murcha
bacteriana. A resisténcia a murcha bacteriana dos 189 clones selecionados
para tipo de tubérculo em 2016 foi avaliada em 2017, em condigdes de campo,
na Embrapa Hortalicas, em area naturalmente infestada com a raga 1, biovar
1, filotipo Il de R. solanacearum (Figura 5). A incidéncia da doenga (numero
de plantas murchas, em parcelas de 10 plantas, aos 42 dias ap6s o plantio)
variou drasticamente entre clones representantes das familias. As familias que
apresentaram menor incidéncia da doenga foram INIA 13081 e INIA 12055,
que apresentaram uma média de menos de 10% de plantas murchas por clone
(parcela de 10 plantas). Por outro lado, as familias INIA 11009 e INIA 13084
foram as que apresentaram maior incidéncia da doenca, com media de mais
de 50% de plantas murchas por clone (Tabela 3).

D. Selegao de clones na colheita para resisténcia a murcha bacteriana.
A colheita dos clones, em setembro de 2017, refletiu a intensidade da doenga
observada na fase vegetativa. No entanto, nenhum dos clones que apresentou
auséncia total de murcha da folhagem foi “imune” a doencga, ou seja, mostrou
pelo menos um tubérculo com sintomas da doenca, portanto estando sujeitos
a infeccao latente. Dos 189 clones plantados, 31, de 10 das 13 familias, foram
selecionados pelo grupo de pesquisadores durante a reunido do projeto em
Brasilia: Elisa Mihovilovich, Flor Rodriguez e Thiago Mendes (CIP), Matias
Gonzalez (INIA), Arione Pereira e Caroline Castro (Embrapa CPACT), Carlos
Lopes, Agnaldo Carvalho e Carlos Ragassi (CNPH) e Paulo Melo (Embrapa
Produtos e Mercado). As caracteristicas dos clones selecionados encontram-
se descritas na Tabela 4 e sdo apresentadas na Figura 8.

E. Limpeza e distribuicdo dos clones mais promissores. Os 11 clones
mais promissores, marcados nas linhas sombreadas na Tabela 4, foram
posteriormente selecionados por Carlos Lopes, Agnaldo Carvalho e Matias,
por caracteristica de tubérculos, para limpeza em cultura de tecido no CPACT
e posterior distribuicdo aos participantes do projeto.
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Tabela 3. Incidéncia de murcha bacteriana em 189 clones provenientes do Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA — Uruguai), aos 42 dias ap6s o plantio
em area experimental da Embrapa Hortaligas infestada com Ralstonia solanacearum.
Os valores indicam a porcentagem de plantas murchas no somatério de plantas de

cada clone da familia (10 plantas por clone).

. . Incidéncia
Genitor Genitor - N° de
o . Geragao de murcha
feminino | masculino

clones bacteriana (%)

Progénie

13081 09509.1 Granola BC3 9 3,8
13084 09501.2 Granola BC3 10 58,9
12054 95043.11 BC3 21 40,5
13086 Pucara BC3 19 43,7
11009 971454 BC3 15 61,3
12075 Stirling 09509.6 BC3 9 35,7
12074 Rodriga BC3 15 16,9
13067 Achirana BC3 6 26,7
12055 09510.5 95043.11 BC3 10 7,8
11013 09510.4 97145.4 BC3 26 12,7
14147 11009.1 394895.7 BC4 9 20,0
14150 11009.2 394903.5 BC4 22 27,7
14148 394895.7 BC4 18 32,2
Incidéncia média nos controles suscetiveis (Asterix, Agata, 633
Monalisa) ’

Incidéncia média nos controles resistentes (195-10, MB03, 5.0

F7-04, Cr 148, 9846-01)
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Fotos: Carlos Alberto Lopes

Selegéo de clones de batata derivados de cruzamentos realizados no Uruguai envolvendo a fonte de 25
resisténcia Solanum commersonii para resisténcia a murcha bacteriana
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Figura 8. Clones de batata de 10 familias, selecionados
em campo naturalmente infestado com Ralstonia
solanacearum na Embrapa Hortalicas. Clones para
limpeza clonal marcados com estrelas (2017).

Conclusobes

Mesmo tendo sido conduzido por apenas trés anos, o projeto gerou
resultados relevantes, em grande parte porque as agdes programadas foram
inseridas nas atividades do projeto de melhoramento de batata da Embrapa,
em andamento normal. Por exemplo, foi publicado pelo Centro Internacional
de la Papa (CIP) um protocolo de avaliagdo de clones (Mihovilovich et al.,
2017) que vem sendo usado ha varios anos, com algumas modificagbes, em
Brasilia.
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Foram selecionados clones gerados na Embrapa Hortalicas a partir de 13
familias derivadas de S. commersonii, obtidas no INIA, com a participagao de
clones previamente selecionados para resisténcia @ murcha bacteriana e com
caracteristicas melhoradas de tipo de tubérculos em relagdo aos acessos
silvestres. Esses clones sao valiosos como material de pré-melhoramento,
de modo que os programas de melhoramento possam usa-los na busca de
cultivares resistentes a doenca. A introdugcédo de novos genes que conferem
resisténcia & murcha bacteriana é desejavel quando se buscam cultivares
resistentes a temperaturas elevadas, tendo em vista a ameagca trazida pelas
mudangas climaticas.

Atividades futuras

Clones selecionados para resisténcia a murcha bacteriana e portando
caracteristicas desejaveis para adaptacao e qualidade auxiliardo sobremaneira
os melhoristas na busca de variedades adaptadas a diferentes ambientes
onde a doenga causa sérias perdas de producdo, em especial em paises da
Africa, onde o CIP tem realizado esforcos neste sentido.

Quatro tubérculos dos 11 melhores clones avaliados, selecionados apds a
selecdo de 38 clones realizada pela equipe do projeto durante sua reuniao
final, foram separados para envio a Embrapa Clima Temperado, para serem
limpos de doengas por meio de cultura de tecidos, e entdo distribuidos as
equipes colaboradoras.

Nova fase do projeto devera ser discutida em breve.

As atividades complementares, aproveitando a capacidade logistica de cada
instituicdo, permitiram avango rapido e relevante em tempo relativamente
curto. Assim, a pesquisa basica realizada no CIP e no INIA proporcionaram a
realizagédo de cruzamentos entre espécies distintas de Solanum, possibilitando
a incorporagao de novos genes de resisténcia em germoplasma base para os
cruzamentos visando a obtencao de cultivares. A experiéncia adquirida com a
pesquisa em Brasilia servira de base para testes de genétipos na Africa, em
atividades coordenadas pelo CIP.
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